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1. Zusammenfassung

Konnte eine Hypoferritindmie der lange gesuchte Mediator des
Zusammenhangs zwischen erhohtem Plasma-FGF-23 und erhohter renaler

und kardiovaskuldrer Mortalitat bei chronischer Nierenerkrankung sein?

Hintergrund: Menschen mit chronischer Nierenerkrankung (CKD; Chronic Kidney Disease)
weisen im Vergleich zu der Normalbevélkerung eine stark erhohte kardiovaskulare Morbiditat
und Mortalitat auf, die nicht allein durch die hohere Pravalenz klassischer kardiovaskularer
Risikofaktoren bei CKD-Patienten erkléart werden kann. Stattdessen wurden (ber die letzten
Jahre neuere ,,nicht-klassische* kardiovaskuldre Risikofaktoren beschrieben, zu denen erhohte
Spiegel des phosphaturischen Hormons Plasma-FGF-23 (fibroblast growth factor 23) und eine
Eisenmangelandmie zahlen. Ebenso sind erhohte Spiegel von Plasma-FGF-23 und die
Eisenmangelanamie Pradiktoren der CKD-Progredienz zur Dialysepflichtigkeit.

Rezente Studien konnten zeigen, dass bei nierengesunden Menschen ein Eisenmangel kausal
mit erhohten Plasma-FGF-23-Spiegeln assoziiert ist. Dieser Zusammenhang wurde nun in der
CARE for HOMe Studie fiir CKD-Patienten untersucht.

Hierzu sollten zwei Hypothesen lberprift werden: Zunéchst wurde postuliert, dass auch bei
chronisch nierenkranken Menschen eine Hypoferritindmie als Eisenmangelindikator mit
erhdhten Plasma-FGF-23-Spiegeln assoziiert ist. Nachfolgend wurde postuliert, dass die
epidemiologische Assoziation zwischen Plasma-FGF-23 und kardiovaskularen sowie renalen

Ereignissen nach Korrektur fur Plasma-Ferritin abgeschwacht wird.

Bei Bestatigung dieser Hypothesen, kdnnte ein Eisenmangel eher als eine direkte Wirkung von
Plasma-FGF-23 pathophysiologischer Mediator der Assoziation von Plasma-FGF-23 mit

renalen und kardiovaskuléren Ereignissen sein.

Methodik: Von 2008 bis 2015 wurden im Rahmen der Einschlussuntersuchungen der
prospektiven CARE for HOMe Studie 544 Patienten der K/DOQI-Stadien 2-4 Kklinisch
untersucht. Aus Blutproben erfolgte die Bestimmung von Plasma-FGF-23, Plasma-Ferritin und
weiteren Parametern des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels. Zur Messung von Plasma-FGF-23
wurde das Immutopics ® Test Kit (San Clemente, CA, USA), ein Sandwich-Immunoassay zum
Nachweis des C-terminalen Plasma-FGF-23, verwendet. Plasma-Ferritin wurde mittels des

Elecsys® Ferritin Tests, einem ElektroChemiL.umineszenz ImmunoAssay “ECLIA® der



Firma Roche, bestimmt. Die Nierenfunktion wurde als geschitzte (,,estimated”) glomerulére
Filtrationsrate (eGFR) durch die Kreatinin-basierte MDRD-Formel bestimmt.

Nachfolgend fuhrten wir (in der Zeit von Oktober 2014 - Oktober 2015 durch die Verfasserin
der vorliegenden Promotionsschrift) jahrliche Nachbeobachtungen der Studienteilnehmer
durch, bei welchen das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse, definiert als atherosklerotische
Ereignisse, und renaler Ereignisse, definiert als Halbierung der eGFR, Erreichen der
Dialysepflichtigkeit oder Tod, durch einen standardisierten Fragebogen erfasst und mittels

Krankenblattstudium durch zwei Arzte unabhangig voneinander verifiziert wurde.

Ergebnisse: Zu Studieneinschluss konnte eine Assoziation fortgeschrittener GFR-Kategorien
mit erhohtem Plasma-FGF-23 (p <0,001), erhohtem Plasma-Phosphat (p <0,001), einer
gesteigerten fraktionellen Phosphatexkretion (p < 0,001) sowie erhéhtem
Serum-Parathormon (p < 0,001), nicht aber mit niedrigem Plasma-Ferritin (p = 0,821) gezeigt

werden. Plasma-Ferritin und Plasma-FGF-23 waren negativ korreliert (r = -0,143, p < 0,001).

Im Rahmen der univariaten Kaplan-Meier Analysen war nach Stratifizierung der Patienten in
Tertile Plasma-FGF-23 mit kardiovaskularen (Log-rank test p < 0,001) und renalen (p < 0,001)
Ereignissen assoziiert. Hingegen waren Ferritin-Tertile in univariaten Kaplan-Meier Analysen
weder mit dem Auftreten kardiovaskulérer (Log-rank test p = 0,334) noch mit dem renaler
Ereignisse assoziiert (p = 0,287). In Cox-Regressionsanalysen blieb Plasma-FGF-23 auch nach
Korrektur fir Klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren, fur die eGFR und Plasma-Ferritin
weiter Prédiktor sowohl kardiovaskulérer (HR 2,01 [KI 1,17-3,43], p = 0,01) als auch renaler
(HR 3,29 [K1 1,71-6,33], p < 0,001) Ereignisse, wahrend Plasma-Ferritin bereits in univariaten
Cox-Regressionsanalysen nicht als kardiovaskuldrer (HR 0,98 [KI 0,68-1,44], p =0,91) oder
renaler (HR 1,10 [K1 0,74-1,64], p = 0,65) Pradiktor nachgewiesen werden konnte.

Diskussion: Es konnte gezeigt werden, dass auch bei chronisch nierenkranken Menschen eine
Hypoferritinamie als Eisenmangelindikator mit erhohtem Plasma-FGF-23 assoziiert ist.
Allerdings konnte ein Einfluss des Plasma-Ferritins auf das ereignisfreie Uberleben der
Patienten nicht bestatigt werden, wahrend Plasma-FGF-23 auch nach Korrektur flr

Plasma-Ferritin unabhangiger Pradiktor fiir kardiovaskul&re und auch renale Ereignisse blieb.

Eine Limitation der Studie besteht darin, dass zur Diagnose des Eisenmangels ausschliel3lich
Plasma-Ferritin herangezogen wurde. Kiinftige Studien sollten weitere Parameter des
Eisenstatus wie etwa die Transferrinsattigung (TSAT) oder auch den l6slichen

Transferrin-Rezeptor (STfR) analysieren, um eine moglicherweise sensitivere Selektion der



CKD-Patienten mit Eisenmangel zu gewahrleisten und so die prognostische Bedeutung eines

Eisenmangels fiir das Uberleben dieser Patienten noch besser beurteilen zu kénnen.

2. Summary

May low plasma ferritin levels possibly be the much longed for mediator of
the correlation between high plasma FGF-23 and the increased renal and

cardiovascular mortality in patients with CKD?

Background: Compared to individuals from the general population, patients with chronic
kidney disease (CKD) show an increased cardiovascular morbidity and mortality, which cannot
be explained by a higher prevalence of traditional cardiovascular risk factors alone. Instead,
several new “non-traditional” cardiovascular risk factors have been described in the last years,
which comprise both high plasma levels of the phosphaturic hormone FGF-23 and iron
deficiency anemia. In addition, high plasma FGF-23 and iron deficiency anemia predict the

progression of non dialysis dependent CKD to end stage renal disease (ESRD).

Recent studies indicated a causal association between elevated plasma FGF-23 levels and iron
deficiency among individuals with intact renal function. Within the CARE for HOMe study, it
was aimed to analyse this association among patients with CKD.

Two hypotheses were specifically tested: First it was hypothesized that among CKD patients
low plasma ferritin, as a marker of iron deficiency, is associated with elevated plasma FGF-23.
Secondly, it was hypothesized that the epidemiological association between plasma FGF-23

and future cardiovascular and renal events is attenuated when adjusting for plasma ferritin.

If these hypotheses can be confirmed, iron deficiency, rather than a direct detrimental effect of
high plasma FGF-23, may be the actual causal mediator that pathophysiologically links high

plasma FGF-23 with cardiovascular or renal events.

Methods: Between 2008 and 2015, 544 patients with CKD in K/DOQI-Stages 2-4 were
included into the prospective CARE for HOMe study. At study initiation, all study participants
were clinically examined and blood samples for the measurement of plasma FGF-23,

plasma ferritin and other parameters of the calcium-phosphate homeostasis were taken.



Plasma FGF-23 was analysed with the Immutopics ® test kit, which detects c-terminal
plasma FGF-23 via a sandwich-immunoassay. Plasma-ferritin was measured by means of the
Elecsys ® Ferritin test, an electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) by Roche. We
assessed the patients’ Kidney function as “estimated glomerular filtration rate” (eGFR), which

was calculated by using the creatinine-based MDRD equation.

Subsequently, annual follow up examinations of the study participants were conducted (follow
up examinations from October 2014 - October 2015 were conducted by this thesis’ author). By
means of a standardized questionnaire the incidence of atherosclerotic cardiovascular events
and renal events, defined as halving of eGFR, CKD progression to ESRD and / or death, was

assessed. By chart review, two physicians independently verified all events.

Results: At study initiation, more advanced CKD stages were associated with higher
plasma FGF-23 (p < 0.001), higher plasma phosphate (p <0.001), increased fractional
phosphate excretion (p < 0.001) and higher serum parathormone (p < 0.001), but not with
lower plasma ferritin  (p =0.821). Plasma ferritin and plasma FGF-23 correlated
negatively (r = -0.143, p < 0.001). When stratifying patients into tertiles for plasma FGF-23 or
plasma ferritin, respectively, high plasma FGF-23 was associated with cardiovascular (log-rank
test p < 0.001) and with renal (p < 0.001) events in univariate Kaplan-Meier analyses, whereas
plasma ferritin tertiles were not (cardiovascular events p = 0.334; renal events p = 0.287). In
Cox regression analyses, plasma FGF-23 remained a strong predictor of both
cardiovascular (HR 2,01 [CI 1.17-3.43], p=0.01) and renal (3.29 [CI 1.71-6.33], p < 0.001)
events after adjusting for traditional cardiovascular risk factors, eGFR and plasma ferritin. In
contrast, plasma ferritin failed to predict both cardiovascular events (HR 0.98 [CI] 0.68-1.44],
p =0.91) and renal events (HR 1.10 [CI 0.74-1.64], p = 0.65) in Cox regression analyses even

before adjustment for confounders.

Discussion: In this study low plasma ferritin levels - as a marker of iron deficiency — were
associated with high levels of plasma FGF-23 in a cohort of CKD patients. However, plasma
ferritin did not affect event-free survival, whereas plasma FGF-23 remained an independent
predictor of cardiovascular as well as renal events even after adjusting for plasma ferritin. As
potential limitation, iron status was evaluated solely by measuring plasma ferritin. Future
studies should analyse further parameters of the iron homeostasis such as transferrin
saturation (TSAT) and soluble transferrin receptor (STfR). This might allow a superior
identification of CKD patients with iron deficiency und therefore a more precise evaluation of

the prognostic implications of iron deficiency on the clinical outcome of these patients.



3. Einleitung

3.1. Bedeutung und Pathogenese der Anamie und des Eisenmangels

bei chronisch nierenkranken Menschen

3.1.1. Anamie und Eisenmangel als haufige Komorbiditdten der chronischen

Nierenerkrankung: Pravalenz und Diagnose

Menschen mit chronischer Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD) weisen sehr
h&ufig eine Anamie auf [15, 89, 119, 141, 193]. Laut der World Health Organization (WHO)
ist eine Anamie als Hamoglobinkonzentration < 13,0 g / dl bei Mannern und < 12,0 g / dl bei
Frauen definiert [1]. Diese Grenzwerte gelten laut den internationalen Leitlinien der

KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) auch fiir Erwachsene mit CKD [3].

Die Pathogenese der Anamie bei chronischer Nierenerkrankung ist multifaktoriell [119]. Bei
Progression der Nierenerkrankung kommt es durch eine Verminderung des funktionalen
Nierengewebes und durch eine vermehrte Ausschittung proinflammatorischer Zytokine zu
einer Beeintrachtigung der Erythropoetin-Produktion, wodurch die Erythropoese nicht mehr
adédquat an den Bedarf des Korpers angepasst werden kann [17, 119, 143]. Das
Glykoprotein-Hormon Erythropoetin (EPO) wird hauptséchlich renal in interstitiellen
peritubuldren Fibroblasten gebildet [112] und bei niedrigen Sauerstoffpartialdriicken
freigesetzt [116]. EPO ist essentiell fiir das Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung
von Erythrozytenvorstufen im Knochenmark [98]. Die physiologischen Effekte von EPO
miinden in eine gesteigerte Erythropoese mit Anstieg der Himoglobinkonzentration [116]. Ein
weiteres fuhrendes Merkmal der Andamie bei CKD ist die im Vergleich zu Gesunden stark
verédnderte Eisenhomdostase mit verminderter gastrointestinaler Eisenresorption und

verminderter Verflgbarkeit des korpereigenen Speichereisens fir die Erythropoese [17, 222].

Deutlich wird die hohe epidemiologische Relevanz der Andamie und des Eisenmangels bei
chronisch nierenkranken Menschen etwa bei Betrachtung der Daten der NHANES Studie,
welche im Abstand von zwei Jahren den Gesundheitsstatus einer reprasentativen Stichprobe
der US-amerikanischen Bevolkerung erfasst. In den statistischen Erhebungen zwischen den
Jahren 2007 bis 2010 war die Prévalenz der Andmie unter chronisch nierenkranken Menschen
mit 15,4% etwa doppelt so hoch wie die Prévalenz innerhalb der Grundgesamtheit, in

welcher 7,6% aller Menschen eine Anédmie aufwiesen [193].
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Hierbei wurde beobachtet, dass die Andmieprévalenz mit dem Schweregrad der CKD zunahm;
so wies im CKD-Stadium 1! etwa jede zwolfte, im CKD-Stadium 3* bereits jede sechste und
im CKD-Stadium 5* schon jede zweite Person eine Anamie auf [193] L. Altere Analysen hatten
im Rahmen von NHANES IIl (1988 - 1994) bereits eine nur grenzwertig eingeschrankte
Nierenfunktion mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer Andmie
assoziiert. Neben der Prévalenz nahm dabei auch der Auspréagungsgrad der Andmie zu, je weiter
die Nierenfunktion abnahm [15]. Dies weist darauf hin, dass eine Anémie bereits in friihen
CKD-Stadien auftritt und mit dem Fortschreiten der Nierenerkrankung an Bedeutung gewinnt.
Dariiber hinaus wurde erkannt, dass viele Menschen mit CKD zu geringe Eisenreserven
aufweisen, um langfristig eine adaquate Erythropoese aufrechtzuerhalten [89]. Dies wurde in
weiteren NHANES-Analysen untersucht, welche bei bis zu 59% der mannlichen und 73% der
weiblichen Personen mit CKD eine Verminderung des Plasma-Ferritins < 100 ng / ml oder der
Transferrinsattigung (TSAT) < 20% nachweisen konnten; bei Betrachtung beider Parameter in
Kombination traf dies noch auf etwa 20% zu [55]. Ein Plasma-Ferritin <100 ng / ml bei
gleichzeitig verminderter TSAT < 20% entspricht dabei laut den evidenzbasierten britischen
NICE-Leitlinien (National Institute for Health and Care Excellence 2015) zur Anamie bei
CKD-Patienten den Grenzwerten fur die Diagnose eines manifesten Eisenmangels [5]. Die
hohe Pravalenz von Andmie und Eisenmangel bei CKD-Patienten indiziert die regelmaiige
Kontrolle relevanter Laborparameter insbesondere in fortgeschrittenen CKD-Stadien [3].
Hierbei sollten entsprechend der internationalen Leitlinien der KDIGO [3] neben der
Héamoglobinkonzentration auch das Plasma-Ferritin und die TSAT bestimmt werden. Wéhrend
das Plasma-Ferritin hierbei orientierende Informationen Uber den Zustand der Eisenreserven
des Korpers gibt und mit dem Speichereisen im Knochenmark korreliert [90], ist die TSAT ein
Surrogatparameter der Verfiigbarkeit des Eisens fur die Erythropoese [3]. Plasma-Ferritin und
TSAT sollten dabei gemeinsam interpretiert werden [5], um eine ausreichend hohe Spezifitét

und Sensitivitat der Andmie- und Eisenmangeldiagnose zu gewéhrleisten [104].

Generell wird bei chronisch nierenkranken Menschen zwischen einem absoluten Eisenmangel,
der durch eine vollstandige Ausschopfung der Koérpereisenspeicher gekennzeichnet ist, und
einem funktionellen Eisenmangel, bei dem zwar eine Stérung der Eisenhomdostase vorliegt,
das Korpereisenreservoir jedoch erhalten oder sogar vergroRert sein kann, unterschieden. Die
Gemeinsamkeit beider Pathologien ist die verminderte Verfligbarkeit des Korpereisens flr
wichtige Stoffwechselprozesse wie etwa die Erythropoese [17, 133].

! Quelle [153] bezieht sich hinsichtlich der Stadieneinteilung der CKD auf Empfehlungen der National Kidney
Foundation 2012. Die aktuelle Einteilung ist unter ,,Material und Methoden*—>,,Einschlusskriterien” dargestellt.
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3.1.2. Physiologische Grundlagen des Eisenstoffwechsels

Ein gesunder Mensch nimmt tber die Nahrung 1-2 mg Eisen pro Tag auf. Hierdurch werden
kontinuierliche Eisenverluste durch Haarausfall, Epithelabschilferung oder Menstruation
ausgeglichen [50, 217]. In der Nahrung kommt Eisen vorrangig in zwei Formen vor - als
anorganisches Non-Ham-Eisen vornehmlich aus pflanzlichen Quellen oder als H&m-Eisen
meist tierischen Ursprungs. Wahrend das Non-Ham-Eisen in dreiwertiger Form (Fe®*") vorliegt,
ist das zweiwertige Ham-Eisen (Fe?*) Zentralatom der Hdim-Komplexverbindung [50, 133].

Oral aufgenommenes Eisen wird in Duodenum und proximalem Jejunum durch Enterozyten
der Darmmukosa resorbiert [65]. Das Non-Ham-Eisen wird dazu zundchst durch eine
membranstandige Ferrireduktase in seine zweiwertige Form tberfiihrt [144], um dann durch
den DMT-1-Transporter aufgenommen werden zu koénnen [75]. Der Mechanismus der
Héam-Eisen-Resorption ist demgegeniiber noch nicht abschlieend geklért [217]; dem ehemals
als Ham-Transporter geltenden HCP-1 [183] wird mittlerweile primér die Funktion eines
Folat-Transporters zugeschrieben [118, 169]. Nach seiner Resorption wird das Ham-Eisen
durch die Hamooxygenase-1 degradiert [170] und der Eisen-Anteil freigesetzt. Unabhéngig
seines Resorptionsmechanismus wird Eisen intrazellular in den ,,labilen Eisenpool®, ein bisher
nur unscharf charakterisiertes Zell-Kompartiment, eingespeist [50, 155]. Aus diesem wird es
dann metabolischen Prozessen zugefihrt oder als inertes Speichereisen in Form von Ferritin
retiniert. Bei peripherem Bedarf wird Eisen mittels Ferroportin als Eisenexport-Protein [145]
an der basolateralen Enterozytenmembran an das Interstitium abgegeben [50, 217]. Hierbei
wird Eisen durch eine Ferroxidase wie Haephaestin oxidiert [214]; nur so kann es an
Apotransferrin als Transportprotein gebunden und in Transferrin-adharenter Form in die
Blutbahn freigesetzt werden [72]. Transferrin wird peripher von Eisen-defizientem Gewebe
uber den Transferrin-Rezeptor-1 (TfR1) gebunden; der entstehende TfR1-Transferrin-Komplex

wird internalisiert, endosomal degradiert und Eisen dem Zellstoffwechsel zugefiihrt [50, 72].

Uberdies existieren noch weitaus mehr Wege der Eisenaufnahme auf zellularer Ebene [50], so
kénnen Makrophagen Haptoglobin-gebundenes Hamoglobin durch den CD163-Transporter
aufnehmen und den Eisen-enthaltenden Ham-Anteil utilisieren [117]. Dartber hinaus tragen
spezialisierte Makrophagen in Milz, Leber und Knochenmark als Teil des retikuloendothelialen
Systems (RES) durch Phagozytose seneszenter Erythrozyten maligeblich zur Speicherung,
Neuaufbereitung und Wiederverwertung des korpereigenen Eisens bei [50, 155]. Dieses
physiologische Recycling gleicht den Grofteil (20-25 mg) des taglichen Eisenbedarfs (fur die

Erythropoese) aus, nur etwa 1-2 mg werden durch intestinale Eisenresorption gedeckt [217].
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Die Regulation des Eisenstoffwechsels ist vielschichtig und bedarf zahlreicher Sensoren und
Effektoren, um den Eisengehalt des Blutes konstant zu halten [155]. Dies ist notwendig, da
Eisen einerseits fur elementare Stoffwechselprozesse in ausreichender Menge zur Verfugung
stehen muss, wéhrend sich andererseits ein zu hoher Eisengehalt des Blutes schnell schadlich
auswirkt, indem die Bindungskapazitat von Eisen-Transportproteinen tberschritten wird und

ungebundenes Eisen als hochreaktive Spezies toxische Effekte bewirken kann [217].

Eisen wird nur geringfiigig aktiv renal ausgeschieden; die Eisenexkretion geschieht vorrangig
passiv durch kontinuierliche Eisenverluste [50, 154]. Somit greifen Regulationsmechanismen

vorwiegend auf Ebene der Eisenaufnahme und Eisenbereitstellung an [155, 217]:

Auf zelluldrer Ebene spielen die RNA-bindenden Proteine (RBP’s) IRP1 und IRP2 eine zentrale
Rolle. Sie binden spezifische Bereiche der mRNA, die ,,Iron Responsive Elements* (IRE’s).
Diese Interaktion dient der posttranskriptionalen Regulation der mRNA von Proteinen des
Eisenstoffwechsels wie dem TfRy, Ferroportin und Ferritin [154]. Das IRP/IRE-System wird
mafgeblich durch den Fullungszustand der Eisenreserven aber auch durch die Oxygenierung
einer Zelle beeinflusst. So wird bei Eisenmangel der TfRy vermindert abgebaut, sowie die
Translation von Ferroportin und Ferritin gehemmt. Folglich wird die zellulare Eisenaufnahme
uber den TfR1 gesteigert, die Eisenfreisetzung tber Ferroportin und die Eisenspeicherung in
Form von Ferritin wiederum gehemmt. Die intrazellulére Eisenkonzentration steigt und Eisen
steht dem Zellstoffwechsel zur Verfligung [155]. In diesem Zusammenhang erwahnenswert
erscheinen auch die Transkriptionsfaktoren der HIF-Familie (Hypoxia inducible factors), die
Hypoxie-abhéngig Signalkaskaden induzieren. Der HIF-2-Komplex beeinflusst dabei durch
Steigerung der EPO-Transkription die Regulation der Erythropoese [98]. Dessen Untereinheit
HIF 2a weist in seiner mMRNA ein IRE-Motiv auf [174]; es wird angenommen, dass hiertiber
indirekt eine Regulation der EPO-Produktion durch das IRP/IRE-System stattfinden und so eine

Anpassung der Erythropoeseaktivitat an die generelle Eisenverfligbarkeit erfolgen kann [154].

Auf systemischer Ebene spielt das hepatisch sezernierte Peptidhormon Hepcidin eine wichtige
Rolle. Es hemmt durch die Inaktivierung von Ferroportin die intestinale Eisenresorption und
die Eisenfreisetzung aus dem RES [159]. Bei Eisenmangel oder hoher Erythropoeseaktivitat
wird die Hepcidinsynthese gehemmt, wodurch mehr Eisen resorbiert und aus dem RES
mobilisiert wird. Demgegentber wird die Hepcidinsynthese durch einen Eisenuberschuss, aber

auch durch inflammatorische Stimuli gesteigert, sodass weniger Eisen freigesetzt wird [50, 69].

Fur die detaillierte Darstellung der bisher bekannten Regulatoren der Eisenhomdostase und

ihrer Wechselwirkungen wird auf die angefiinrten Ubersichtsartikel verwiesen [155, 217, 226].
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3.1.3. Pathophysiologie von Andmie und Eisenmangel bei Menschen mit CKD

Bei Menschen mit CKD ist die intestinale Eisenaufnahme gestort [17]. Hierfur ist maligeblich
eine chronische Mikroinflammation verantwortlich. Diese entspricht einer durch chronische
Entzindungsprozesse bedingten  Aktivierung des Immunsystems mit Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine durch CD*" T-Zellen, Monozyten und Makrophagen. Einige
der Zytokine wie etwa TNF-o. und Interferon-y (INF-y) sowie verschiedene Interleukine
beeinflussen die Regulation des Eisenstoffwechsels [222]. TNF-a. und INF-y fiihren dabei zu
einer vermehrten Expression des DMT1-Transporters mit gesteigerter Eisenaufnahme
insbesondere in aktivierte Makrophagen des RES. Zusatzlich kommt es durch die
Herabregulation der Ferroportin-Expression zu einer reduzierten Eisenfreisetzung aus diesen
Zellen [134, 222]. Darlber hinaus fihren Interleukin-18 [106] und Interleukin-6 zu einer
gesteigerten  hepatischen Synthese des Peptidhormons und Akute-Phase-Proteins
Hepcidin [158, 160]. Hepcidin inaktiviert Ferroportin [159], welches als einziges bekanntes
Eisenexportprotein sowohl auf der Zellmembran von Enterozyten und Hepatozyten, als auch
auf der von Makrophagen des RES exprimiert wird [69, 226]. Mit Voranschreiten der CKD
finden sich im Blut betroffener Patienten zunehmend erhdhte Serum-Hepcidinspiegel [205];

hieraus ergeben sich zwei wesentliche Konsequenzen fir die Eisenhomoostase:

Zum einen kommt es zu einer reduzierten Eisenaufnahme tiber den Darm. Eisen wird zwar noch
Uber den DMT-1 resorbiert, dessen Expression primar durch den Eisenstatus und die
Oxygenierung der Enterozyten reguliert wird [154], aufgrund der Inaktivierung von Ferroportin
wird das resorbierte Eisen aber nur noch unzureichend in die Blutbahn abgegeben [159].
Infolgedessen kumuliert das Eisen in den Enterozyten und wird im Rahmen der

kontinuierlichen Epithelregeneration mit entstehendem Zelldetritus abgeschilfert [50].

Zum anderen wird Eisen zwar vermehrt in Makrophagen des RES aufgenommen, kann dann
aber - analog zu den intestinalen Prozessen - nur eingeschrénkt wieder freigesetzt werden. Dies
miindet in einer voranschreitenden intrazelluldren Eisenretention im RES [222]. Da der tagliche
Eisenbedarf fur die Erythropoese tiberwiegend durch Recyclingvorgange des RES gedeckt wird
und die Inaktivierung von Ferroportin auch die Eisenmobilisation aus hepatozytaren Speichern
hemmt, steht das Eisen dem Kdorper bald nicht mehr in ausreichender Menge zur Verfligung.
Im weiteren zeitlichen Verlauf entsteht hieraus ein funktioneller Eisenmangel, respektive eine

(Eisenmangel-) Andamie [217].
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Ein funktioneller Eisenmangel kann isoliert oder kombiniert mit einem absoluten Eisenmangel
vorliegen. Bei absolutem Eisenmangel sind die Eisenreserven des Korpers aufgebraucht; die
externe Eisenzufuhr kann den endogenen Bedarf nicht mehr kompensieren [112]. Ursachlich

sind meist eine gestorte Eisenresorption, Mangelernahrung sowie chronischer Blutverlust [34].

Neben Auswirkungen auf die Regulation des Eisenstoffwechsels werden einigen Zytokinen wie
etwa TNF-a, Interleukin-1 und den Interferonen, besonders dem INF-y [196], auch Effekte auf
Erythrozyten-Vorstufen zugeschrieben [146, 216]. Hierbei kommt es zu einer inflammatorisch
bedingten Induktion der Apoptose von Erythrozyten-Vorlauferzellen, einer Herabregulation
von EPO-Rezeptoren auf Erythrozyten-Vorstufen [196] sowie zu einer Beeintrachtigung der
Bildung und Wirkung des Glykoprotein-Hormons EPO selbst [222].

EPO wird Hypoxie-abhangig hauptsachlich renal gebildet; als Wachstumsfaktor bindet es
EPO-Rezeptoren auf Erythrozyten-Vorstufen im Knochenmark und ist essenziell flr deren
Proliferation und Differenzierung. EPO fiihrt physiologisch durch Induktion der Erythropoese
zu einem Anstieg der Hdmoglobinkonzentration im Blut [98]. Bei nierengesunden Menschen
induziert EPO bei gesteigerter Erythropoese, beispielsweise im Rahmen einer akuten Blutung,
die Synthese des Hormons ,,Erythroferron” (ERFE) in Erythroblasten im Knochenmark. ERFE
supprimiert Hepcidin und hemmt dessen molekulare Effekte; hierbei wird Eisen vermehrt
intestinal resorbiert und gespeichertes Korpereisen zunehmend mobilisiert, um die adaquate
Eisenversorgung der ,,(Stress-) Erythropoese zu garantieren [107, 108]. In einer rezenten
Studie wurde gezeigt, dass auch bei Menschen mit CKD jeweils hohere Serum-EPO-Spiegel
mit hoheren Serum-ERFE-Spiegeln korrelierten; allerdings konnte keine Korrelation zwischen
Serum-ERFE und Serum-Hepcidin festgestellt werden. Es wird daher angenommen, dass bei
CKD die ERFE-vermittelte Hepcidin-Suppression durch andere Einflussfaktoren, wie etwa die

CKD-assoziierte, Zytokin-vermittelte Hepcidin-Induktion, nivelliert wird [80].

Diese CKD-assoziierten chronisch-inflammatorischen Prozesse haben dariiber hinaus noch
weitere Folgen. So hemmen proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder indirekt auch
Interleukin-1p die EPO-Produktion selbst [51, 99]. Dabei nimmt die renale EPO-Produktion
mit Voranschreiten der CKD ohnehin durch progrediente fibrotische Umbauprozesse ab,
welche die Transdifferenzierung der EPO-synthetisierenden peritubuléren Fibroblasten zu
Myofibroblasten beinhalten [192]. Langfristig resultiert hieraus ein EPO-Mangel [112].
Deswegen kommt es bei andmischen chronisch nierenkranken Menschen im Vergleich zu
anadmischen nierengesunden Menschen zu einem deutlich geringeren reaktiven EPO-Anstieg;

dementsprechend weisen CKD-Patienten haufig ein im Hinblick auf den Schweregrad ihrer
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Andmie unverhéltnismalig niedriges Serum-EPO auf, wenngleich das Serum-EPO zumeist
innerhalb des jeweiligen laborchemischen Referenzbereichs oder sogar leicht oberhalb der
Normgrenze liegt [17, 143]. Erschwerend kommt ein vermindertes Ansprechen des
hédmatopoetischen Zielgewebes auf EPO hinzu, welches durch eine Abnahme der
EPO-Rezeptorendichte auf den hamatopoetischen Zielzellen selbst [196], die Fehlregulation
des Eisenstoffwechsels sowie verschiedene Zytokineffekte bedingt ist [112, 222]. Die
sogenannte ,,EPO-“ oder ,,ESA-Hyporeagibilitit“ (ESA: Erythropoiesis-Stimulating Agents,
Erythropoese-stimulierende Substanzen) stellt das klinische Korrelat hierzu dar. Dieses haufig
im Rahmen der Anamietherapie bei CKD beschriebene Phanomen ist als ungeniigender
H&moglobinanstieg trotz der Gabe von Erythropoese-stimulierenden Medikamenten in adédquat
hoher Dosierung definiert [7]. Ein Eisenmangel kann hierbei mitursichlich sein oder aber

additiv vorliegen.

Zusammenfassend sind die fuhrenden Pathomechanismen in der Entstehung der Anamie bei
CKD: die Fehlregulation der Eisenhomgostase, respektive ein funktioneller und /oder
absoluter Eisenmangel, die beeintrachtigte EPO-Produktion mit konsekutivem EPO-Mangel
sowie das reduzierte Ansprechen hdmatopoetischer Zellen auf endogenes oder exogenes
EPO [20, 112]. Die verkirzte Lebensdauer von Erythrozyten sowie die Akkumulation
urdmischer Toxine, die die Erythropoese zuséatzlich inhibieren, sind dabei weitere
aggravierende Faktoren [17, 219, 222]. Zur Veranschaulichung sind die fihrenden
Pathomechanismen, die an der Entstehung der Anamie bei CKD beteiligt sind, sowie deren

pathophysiologische Wechselwirkungen in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Nach der laborchemischen Diagnose einer Andmie haben die Ursachensuche sowie die
konsequente Therapie derselben (besonders bei chronisch nierenkranken Menschen) eine hohe
Relevanz flr betroffene Patienten. Zundachst ist eine Andmie oft mit belastenden Symptomen
wie Fatigue, Kopfschmerzen und Tachykardien assoziiert, wodurch die korperliche

Leistungsfahigkeit beeintrachtigt und die Lebensqualitét verringert werden kann [133].

Dariiber hinaus erscheint eine Anamie bei chronisch nierenkranken Menschen aber besonders
deshalb bedeutsam, weil eine pathophysiologische Rolle von Anédmie [114, 129, 215, 221] und
auch Eisenmangel [16, 44, 45, 113] in der Entstehung der hohen Mortalitdt und Morbiditét bei

Menschen mit CKD angenommen wird.
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Abbildung 1 Entstehung der Andmie bei CKD: Inflammationsprozesse fihren direkt - Zytokin-vermittelt - und indirekt - durch Induktion der Hepcidinsynthese - zu der
Herabregulation von Ferroportin. Es kommt zu A) einer reduzierten intestinalen Eisenresorption, da der basolaterale Eisenexport gehemmt wird B) einer Eisenretention im RES,
da die Eisenaufnahme via DMT-1 stimuliert, der Eisenexport aber gehemmt wird C) einer Hemmung der renalen EPO-Produktion, die durch den Verlust EPO-synthetisierender
Zellen im Verlauf der CKD aggraviert wird und D) einem reduzierten Ansprechen hdmatopoetischen Gewebes auf EPO, was durch die Abnahme der EPO-Rezeptorendichte auf
den Zielzellen und eine Zytokin-vermittelte Hemmung von Erythrozytenvorstufen bedingt ist. Dariiber hinaus stimuliert EPO die Synthese von Erythroferron im Knochenmark;
Erythroferron (ERFE) hemmt die Hepcidinsynthese und erhoht so die Verfugbarkeit von Eisen fiir die Erythropoese (die Hepcidinsynthese wird allgemein durch Zytokine und
Eisentiberladung stimuliert; durch Eisenmangel und ERFE, respektive eine gesteigerte Erythropoeseaktivitat, gehemmt). Abkirzungen: EPO (Erythropoetin), DMT-1 (divalenter
Metallionentransporter 1), Fe?*3* (2/3-wertige Eisen-lonen), HHa (Haephaestin), HO (Hdmooxygenase), TNF-a (Tumornekrose Faktor o), ??? (unbekannter Him-Transporter).
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3.2. Andmie, Eisenmangel und das phosphaturische Hormon
Plasma-FGF-23 als kardiovaskulare Risikofaktoren bei CKD

Mit einer im Vergleich zur Normalbevolkerung etwa zehn bis zwanzigfach erhohten
kardiovaskularen Mortalitat zahlen Menschen mit einer dialysepflichtigen terminalen
Niereninsuffizienz (End Stage Renal Disease, ESRD) zu einer Kkardiovaskuldren
Hochrisikogruppe [38, 62]. Ferner ist bei chronisch nierenkranken Menschen auch die
nicht-kardiovaskuldre Mortalitat im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung deutlich erhoht [38].
Ubersichtsarbeiten restimieren, dass fir einen chronisch nierenkranken Menschen eine groRere
Wahrscheinlichkeit besteht an einem kardiovaskuldren Ereignis zu versterben als die terminale
Niereninsuffizienz zu erreichen [164, 175]. Dabei findet sich bereits in friiheren Stadien der
CKD eine unabhangige Assoziation zwischen einer reduzierten GFR mit einem erhohten Risiko
flr Sterblichkeit, kardiovaskulére Ereignisse sowie Krankenhausaufnahmen [30, 70].

Neben einer im Vergleich zu nierengesunden Menschen signifikant hoheren Prévalenz
traditioneller kardiovaskulérer Risikofaktoren wie einem Diabetes mellitus, einer arteriellen
Hypertonie sowie einer Hypertriglyzeridamie [70, 132, 187], tragen auch nicht-traditionelle,
CKD-spezifische Risikofaktoren zu dieser hohen Mortalitat bei [175, 176] Hierbei werden
insbesondere ein dysregulierter Calcium-Phosphat-Stoffwechsel [24, 105] sowie eine
Andmie [114, 129, 167] als bedeutsame Risikofaktoren diskutiert [130, 175]. Auch ein
Eisenmangel scheint einen relevanten Einflussfaktor darzustellen. Wéhrend die Datenlage
hierzu besonders fir Menschen mit nicht dialysepflichtiger CKD lange sparlich war, wurde die

prognostische Bedeutung des Eisenmangels nun in aktuellen Arbeiten dokumentiert [16, 45].

Hinsichtlich der Andmie zeigten Beobachtungsstudien bei Menschen mit CKD mehrfach eine
Assoziation mit einem gehduften Auftreten kardiovaskulérer Erkrankungen wie koronarer
Herzkrankheit und Myokardinfarkten [14, 33, 215], Herzinsuffizienz [zitiert nach 61, 71, 215]
und linksventrikuldrer Hypertrophie [111, 123, 221]. Darlber hinaus fanden verschiedene
longitudinale Beobachtungsstudien eine unabhangige Assoziation zwischen Gesamtmortalitét
und (Eisenmangel-) Anédmie bei Menschen mit CKD [91, 114, 129].

Einen weiteren zentralen CKD-spezifischen Risikofaktor fur das Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse stellt die Dysregulation des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels bei CKD dar. Diese
CKD-assoziierte Storung des Mineral- und Knochenstoffwechsels aggraviert sich mit
Progression der Nierenerkrankung zunehmend und wird als eigene Krankheitsentitat auch als
,,Chronic Kidney Disease - Mineral and Bone Disorders* (CKD-MBD) bezeichnet [2, 152].
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Die CKD-MBD ist traditionell charakterisiert durch niedrignormales bis vermindertes
Plasma-Calcium, niedriges Serum-Calcitriol (Vitamin D3), erhdhtes Plasma-Phosphat und
erhdhtes Serum-Parathormon (PTH) [2, 49]. Weiterhin wurde in den letzten Jahren ein Anstieg
des phosphaturischen Hormons Plasma-FGF-23 (fibroblast growth factor 23) als zentrale
Komponente der CKD-MBD erkannt [49, 83]. So wird postuliert, dass durch die abnehmende
renale Filtrationskapazitét bei fortschreitender CKD die Fahigkeit zur Phosphatexkretion tiber
die Niere abnimmt, wodurch ein Anstieg des Plasma-Phosphatspiegels droht. Konsekutiv wird
die Freisetzung von Plasma-FGF-23 aus Osteozyten induziert [48]. Plasma-FGF-23 entfaltet
seine Wirkung durch Bindung ubiquitarer FGF-Rezeptoren [83]. Die Organspezifitat der
klassischen Plasma-FGF-23-Effekte entsteht dabei durch die Notwendigkeit des Ko-Rezeptors
a-Klotho zur Signaltransduktion, wobei a-Klotho vorwiegend in der Nebenschilddriise und den
Nieren exprimiert wird [34, 201, 209]. Zu den von Plasma-FGF-23 vermittelten Wirkungen
zahlen die Reduktion der tubul&ren Phosphatriickresorption aus dem Primarharn [19] sowie die
Senkung von Serum-Calcitriol durch Inhibierung der Calcitriolsynthese und Steigerung des
Calcitriolabbaus [184]; auch eine Hemmung der gastrointestinalen Phosphatresorption durch

Plasma-FGF-23 wird diskutiert. Insgesamt resultiert eine Senkung des Plasma-Phosphats [83].

Induktoren der Plasma-FGF-23-Produktion sind neben der Hyperphosphatdmie zum einen das
Serum-Calcitriol, welches die FGF-23-Expression direkt induzieren kann [127], und zum
anderen mutmaRlich Serum-PTH, wobei die Datenlage hierzu noch uneindeutig ist [83, 171].
Epidemiologisch konnten in &lteren Arbeiten einige Komponenten der CKD-MBD wie etwa
erniedrigtes Serum-Calcidiol und erhohtes Plasma-Phosphat als unabhéngige Prédiktoren
kardiovaskularer Mortalitat bei CKD identifiziert werden [24, 172, 198]. Jungere Publikationen
weisen indes darauf hin, dass auch die Erhéhung von Plasma-FGF-23 einen eigenstandigen
CKD-assoziierten Risikofaktor fur (kardiovaskulare) Mortalitat darstellt [94, 181]. Allerdings
liegen bislang keine eindeutigen Erkenntnisse vor, weshalb Plasma-FGF-23 innerhalb dieses
Patientenkollektivs ein solch starker Pradiktor fir kardiovaskulare Ereignisse [177] sowie fur
die Gesamtmortalitat und fur das Risiko der Progression einer CKD hin zur ESRD, respektive
zur Dialysepflichtigkeit, ist [94, 109]. Weiterhin implizieren verschiedene Studienergebnisse
eine mogliche pathophysiologische Schlusselrolle von Plasma-FGF-23 in der Entstehung der
prognostisch ungunstigen linksventrikularen Hypertrophie des Herzens [53, 77] sowie dem
Auftreten kardialer Dekompensationen besonders in Zusammenhang mit der CKD [177, 181]
Somit bleibt unklar, ob Plasma-FGF-23 tatsachlich ein kausaler Mediator in der Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen ist oder lediglich einen diagnostischen Marker darstellt, der den

Einfluss anderer, eigentlich zugrundeliegender pathophysiologischer Mediatoren reflektiert.
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3.3. Assoziation eines Eisenmangels mit erhéhtem Plasma-FGF-23

Im Rahmen der chronischen Nierenerkrankung

Es konnte gezeigt werden, dass Plasma-FGF-23 schon in friihen Stadien der CKD erhoht ist,
und zwar selbst dann, wenn (noch) keine Hyperphosphatdmie als moglicher
(patho-) physiologischer Induktor nachweisbar ist [76, 93].

Somit gilt ein Anstieg von Plasma-FGF-23 als friihester Marker der CKD-MBD-Diagnostik,
da dieser bereits vor messbaren Veranderungen anderer Parameter des Mineral- und
Knochenstoffwechsels wie etwa Plasma-Phosphat, Serum-PTH, Plasma-Calcium oder
Serum-Calcitriol detektiert werden kann [76, 93]. Diese Beobachtung legt nahe, dass neben den
,konventionellen Regulatoren der Plasma-FGF-23-Produktion - wie dem Serum-Calcitriol,
Serum-PTH und Plasma-Phosphat - auch andere EinflussgroRen auflerhalb der klassischen
CKD-MBD die Plasma-FGF-23-Produktion beeinflussen kénnen. Vor diesem Hintergrund
deckten rezente Publikationen eine Interaktion der beiden nicht-traditionellen kardiovaskuléren
CKD-assoziierten Risikofaktoren ,,(Eisenmangel-) Anamie* und ,,CKD-MBD* auf [37, 230].

Bei 55 nierengesunden Frauen mit Eisenmangelanamie aufgrund uteriner Blutungen wurde eine
deutliche Erhohung von Plasma-FGF-23 gemessen, welche mit dem Ausprédgungsgrad der
Eisenmangelandmie korrelierte. Diese Erhéhung wurde aber nur dann beobachtet, wenn
Plasma-FGF-23 mit dem sogenannten ,,C-terminalen FGF-23-ELISA* bestimmt wurde,
welcher biologisch aktives ,,intaktes* Plasma-FGF-23 sowie dessen vermutlich biologisch
inaktive ,,C-terminale* Spaltprodukte nachweist. Wurde jedoch ein FGF-23 ELISA verwendet,
der ausschlieBlich intaktes Plasma-FGF-23 nachweist, zeigten sich die Werte innerhalb des
laborchemischen Referenzbereichs. Folglich kumulierte im Rahmen des Eisenmangels
lediglich das biologisch inaktive, C-terminale Plasma-FGF-23, weshalb die betroffenen Frauen
keine Hypophosphatdmie entwickelten. Nach intraventser Gabe von Dextran-basierten
Eisenpréparaten kam es dann zu einem signifikanten Abfall des C-terminalen Plasma-FGF-23,

wahrend das intakte Plasma-FGF-23 weiterhin unverandert blieb [228].

Dies steht in Einklang mit tierexperimentellen Studien, die aufzeigten, dass ein Eisenmangel
bei nierengesunden Tieren die Transkription von FGF-23-mRNA und damit die Synthese des
Hormons stimulieren kann. Gleichermal3en wurde dabei aber auch die proteolytische Spaltung
von Plasma-FGF-23 und damit dessen Inaktivierung induziert. Dementsprechend kam es durch
den Eisenmangel zu einem selektiven Anstieg des C-terminalen Plasma-FGF-23, das intakte

Plasma-FGF-23 aber blieb stets konstant und die Phosphathomdostase unbeeintréchtigt [52].

20



Prinzipiell kann demzufolge ein Eisenmangel, respektive eine Eisenmangelanamie, auch beim
Menschen zu einer Steigerung der Plasma-FGF-23-Synthese fuhren, wobei die
Plasma-FGF-23-Proteolyse in gleichem Male gesteigert wird. Durch diese offenbar
physiologische Kopplung von Plasma-FGF-23-Synthese und Plasma-FGF-23-Proteolyse
wirken sich Veranderungen innerhalb des Eisenstoffwechsels bei gesunden Individuen nicht
messbar auf den Mineral- und Knochenstoffwechsel aus. Nun wird allerdings angenommen,
dass die Kopplung von Plasma-FGF-23-Synthese und -Proteolyse bei einem Eisenmangel im
Rahmen der CKD beeintrachtigt sein kdnnte [230], ahnlich wie es bei Menschen mit einer
autosomal-dominanten hypophosphatdmischen Rachitis (ADHR, autosomal dominant
hypophosphatemic rickets) beobachtet wird. Bei der ADHR ist die Proteolyse von
Plasma-FGF-23 aufgrund von Missense-Mutationen des FGF-23-Gens gestort [224];
dementsprechend flihrt eine Induktion der Plasma-FGF-23-Synthese, beispielsweise durch
einen Eisenmangel, bei ADHR zu einer Uberproportionalen Plasma-FGF-23-Erh6hung, die
nicht durch eine kompensatorische Steigerung der Plasma-FGF-23-Proteolyse korrigiert
werden kann [52, 230]. Die Tatsache, dass es mittlerweile im Tiermodell Hinweise darauf gibt,
dass die Plasma-FGF-23-Proteolyse auch bei CKD-assoziiertem Eisenmangel beeintrachtigt zu

sein scheint, stutzt diese Hypothese [37].

Da durch einen Eisenmangel die Plasma-FGF-23-Synthese gesteigert wird, wére bei
gleichzeitig eingeschrankter Plasma-FGF-23-Proteolyse bei Menschen mit CKD eine deutliche
Erhéhung von Plasma-FGF-23 die Folge. Dariiber hinaus wurde der Eisenmangel als eine
haufige Begleiterscheinung der CKD, dessen Prévalenz mit Voranschreiten der CKD
zunimmt [55], bereits mit einer erhthten Mortalitat assoziiert [16, 45, 113]. Bei Patienten in
fortgeschrittenen CKD-Stadien wurden schon 100-fach hdhere Plasma-FGF-23-Spiegel im
Vergleich zu nierengesunden Menschen gemessen [120]. Hieraus kann der Schluss gezogen
werden, dass der Eisenmangel die eigentliche Ursache der hohen Mortalitat bei CKD-Patienten
mit erhdhtem Plasma-FGF-23 ist.

In Einklang wurde auch in klinischen Studien bei Patienten mit einer CKD in den Stadien 3-4
eine negative Korrelation zwischen einer niedrigen Hamoglobinkonzentration, respektive einer
(Eisenmangel-) Andmie, und erh6éhtem Plasma-FGF-23 gefunden [202]. Dies stitzt ebenfalls
die Annahme einer Kklinisch relevanten Wechselwirkung zwischen erhéhtem Plasma-FGF-23

und einem Eisenmangel beziehungsweise einer Eisenmangelanédmie in vivo.
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3.4. Ist die Hypoferritinamie der pathophysiologisch relevante
Mediator des Zusammenhangs zwischen erhéhtem Plasma-FGF-23
und gesteigerter renaler und kardiovaskularer Mortalitat bei

chronischer Nierenerkrankung?

Vor dem erlduterten pathophysiologischen Hintergrund wird im Folgenden von der Annahme
ausgegangen, dass die experimentell und klinisch beobachtete Interaktion zwischen erhéhtem
Plasma-FGF-23 und einem Eisenmangel die Assoziation von erhohtem Plasma-FGF-23 mit
renalen und kardiovaskuldren Ereignissen erklart. Weiter wird angenommen, dass
Plasma-FGF-23 keinen eigenstandigen, pathophysiologisch relevanten renalen und / oder
kardiovaskuldren Risikofaktor darstellt, sondern dass erhéhtes Plasma-FGF-23 lediglich den
Einfluss anderer, eigentlicher zugrundeliegender Mediatoren, insbesondere den eines
Eisenmangels, widerspiegelt. Altere epidemiologische Arbeiten haben in Analysen zur
Bedeutung von Plasma-FGF-23 zumeist nicht fir Parameter des Eisenstatus statistisch
korrigiert, sodass diese Interaktion Gibersehen worden sein konnte.

Es werden daher folgende, zu priifende Hypothesen aufgestellt:

I.  Wie bei nierengesunden Menschen ist auch bei Menschen mit CKD eine
Hypoferritindmie als labordiagnostischer Indikator eines Eisenmangels mit

erhohtem Plasma-FGF-23 assoziiert.

Il.  Die epidemiologische Assoziation zwischen Plasma-FGF-23 und kardiovaskuldren

sowie renalen Ereignissen wird nach Korrektur fur Plasma-Ferritin abgeschwacht.

Falls diese Hypothesen bestatigt werden, ware der Eisenmangel - wahrscheinlicher als eine
direkte Wirkung von Plasma-FGF-23 - pathophysiologischer Mediator der Assoziation von

Plasma-FGF-23 mit renalen und kardiovaskul&ren Ereignissen.
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4. Material und Methoden

4.1. CARE for HOMe Studie

4.1.1. Studiendesign

In den Jahren 2008 bis 2015 wurden im Rahmen der CARE for HOMe Studie (Cardiovascular
and Renal Outcome in CKD 2-4 Patients - The Fourth Homburg evaluation) der Klinik fir
Innere Medizin IV - Nieren- und Hochdruckkrankheiten - des Universitatsklinikums des
Saarlandes 544 Patienten mit CKD (,,chronic kidney disease*; chronische Nierenerkrankung)

in den Stadien 2-4 nach K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) rekrutiert.

Die Rekrutierung der Patienten war hierbei Gegenstand verschiedener eigenstandiger
Promotionsarbeiten [59, 84, 220] und beinhaltete die anamnestische Erfassung von
Komorbiditaten und kardiovaskuldrem Risikoprofil der eingeschlossenen Patienten mittels
standardisierter Fragebogen, die sonographische Untersuchung von Abdomen, Nieren, Herz
und Arteriae carotides sowie eine umfangreiche Labordiagnostik von Blut- und Urinproben.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes
uberprift und genehmigt. Alle Patienten willigten schriftlich in die Studienteilnahme und die
Durchfuhrung von jahrlichen Nachuntersuchungen ein. Die Nachuntersuchungen dienten dabei
insbesondere der Erfassung zwischenzeitlich stattgefundener kardiovaskuldrer Ereignisse
sowie der Erfassung von Parametern einer Klinischen oder laborchemischen Progression der

CKD. Der Nachbeobachtungszeitraum war auf finf Jahre begrenzt.

4.1.2. Einschlusskriterien

In die CARE for HOMe Studie wurden Patienten eingeschlossen, die sich regelmaRig in der
nephrologischen Ambulanz der Klinik fur Innere Medizin 1V vorstellten. Die VVoraussetzung
fur die Studienteilnahme war das Vorliegen einer CKD in den Stadien 2-4 nach K/DOQI
entsprechend einer geschatzten glomeruléren Filtrationsrate (,,estimated glomerular filtration

rate”; eGFR) von 15 - 89 ml / min /1,73 m2 sowie ein Alter Gber 18 Jahren.

Die fur die Stadieneinteilung notwendige Quantifizierung der exokrinen Nierenfunktion
erfolgte mit Hilfe der MDRD-Formel (Modification of Diet in Renal Disease Study Equation).
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Die MDRD-Formel berticksichtigt bei der Errechnung der eGFR neben dem standardisierten

Serum-Kreatinin auch das Geschlecht, das Alter und die Ethnizitat eines Patienten:

MDRD Study Equation (MDRD Schitzformel*)

eGFR =175 x (S¢,) 13 x (age) %2 x 0.742 [if female] x 1.212 [if Black]

Abbreviations, Units (Abkirzungen, Einheiten*):

eGFR (estimated glomerular filtration rate) = ml / min/ 1.73 m?

Ser (Standardized serum creatinine) = mg / dl
Age = years (Alter in Jahren)

if female, wenn weiblichen Geschlechts - Multiplikation mit 0,742
if Black, bei schwarzer Hautfarbe = Multiplikation mit 1,212

*https://www.kidney.org/content/mdrd-study-equation

Tabelle 1 Stadieneinteilung der CKD anhand der glomeruldren Filtrationsrate (GFR)
modifiziert nach den K/DOQI-Leitlinien aus dem Jahr 2002 [157]

CKD-Stadium GFR [ml / min / 1.73 m?] Kurzbeschreibung

1 > 90 Normale GFR oder GFR 1 +
Nachweis eines Nierenschadens

2 89 _ 60 Leicht rgduzierte GFR +
Nachweis eines Nierenschadens

3a 59 _ 45 Leicht - maBig eingeschrénkte

__________________________________________________________________________________________________ GFR .

MaBig - schwer eingeschriankte

3b 44 -30 GER

4 29— 13 Schwer eingeschriinkte GFR

5 < 15 oder Dialyse ESRD / Nierenversagen

Die CKD wird definiert als Reduktion der GFR < 60 ml / min / 1.73 m?und / oder als Nachweis eines chronischen

Nierenschadens, von welchen beide jeweils mehr als 3 Monate persistieren miissen. Ein solcher Nierenschaden ist

definiert als pathologische Abnormitat der Nieren oder Zeichen einer Nierenschadigung in der Histologie

und / oder der klinischen Bildgebung sowie renal-bedingte pathologische Veranderung von Blut- oder Urinwerten.

Die Stadieneinteilung der CKD nach K/DOQI aus dem Jahr 2002 wurde spater um die weitere Unterteilung des

Stadiums 3 in die Stadien 3 a und 3 b sowie die Quantifizierung einer begleitenden Proteinurie (Albuminurie)

erweitert, um eine bessere Risikostratifizierung der Patienten zu erreichen [4].
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Entsprechend der K/DOQI-Leitlinien wurden die Patienten, deren eGFR zwischen 60 und

89 ml/ min/ 1,73 m? lag, nur dann in die CARE for HOMe Studie eingeschlossen, wenn der

Nachwveis eines strukturellen und / oder funktionellen Nierenschadens erbracht werden konnte.

Wir definierten einen solchen Nierenschaden als eine mittels Nierenbiopsie gesicherte

Nephropathie und / oder Tubulopathie, eine hereditare Nierenerkrankung, eine persistierende

glomeruldre H&maturie, eine Proteinurie (> 300 mg/g), eine Albuminurie (> 17 mg/ g [bei

Mannern], > 25 mg / g [bei Frauen]) einen erhohten Cystatin C-Wert (> 1,05 mg / I) und / oder

einen erhohten Kreatinin-Wert (> 1,2 mg / dl [bei Mannern], > 0,9 mg / dl [bei Frauen]).

4.1.3. Ausschlusskriterien

Zu Studienbeginn fiihrten folgende Kriterien zum Studienausschluss:

1)
2)
3)

4)

5)

6)

das Vorliegen einer aktiven onkologischen oder hdmatologischen Grunderkrankung
das Vorliegen einer HIV-Infektion
die Einnahme einer medikamentdsen, systemischen Immunsuppression

das Vorliegen einer akuten systemischen Entziindungsreaktion, definiert als fieberhaft
verlaufender und/ oder antibiotikapflichtiger Infekt oder als asymptomatische
CRP-Erhéhung >50 mg/ |

ein akutes Nierenversagen, definiert als Anstieg des Kreatininwerts tiber mehr als das
1,5-fache innerhalb von vier Wochen vor Studieneinschluss

das Vorliegen einer CKD in den K/DOQI Stadien 1 (¢GFR > 90 ml/min /1,73 m?)
oder 5 (eGFR < 15 ml / min / 1,73 m?) oder eine stattgehabte Nierentransplantation

4.1.4. Besondere Patientencharakteristika und Studienendpunkte

Das kardiovaskulare Risikoprofil der Patienten wurde folgendermafen charakterisiert:

Diabetes mellitus: bestehender arztlich vordiagnostizierter Diabetes mellitus und / oder
Therapie mit oralen Antidiabetika und / oder Therapie mit Insulin und / oder ein

Nichtern-Blutzucker von > 126 mg / dI
Nikotinabusus: Rauchen von mindestens einer Zigarette in den letzten 4 Wochen
Positive Familienanamnese: Auftreten eines Myokardinfarktes und / oder ischdmischen

Schlaganfalls bei Verwandten 1. Grades vor Erreichen des 65. Lebensjahrs
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Kardiovaskul&re Ereignisse waren definiert als:

Koronararterielle Intervention (perkutane transluminale koronare Angioplastie / PTCA
oder Stentimplantation) und / oder Bypassoperation am Herzen

Periphere arterielle Intervention (perkutane transluminale Angioplastie / PTA oder
Stentimplantation), peripher-arterielle Bypassoperation, Geféal3plastik und / oder

GefaBprothesenimplantation
Nicht-traumatische Amputationen proximal des Sprunggelenkes

Zerebrovaskuldre Intervention (zerebrovaskuldre Revaskularisierung, Implantation

eines Stents und / oder Thrombendarterektomie der Carotiden)

Erleiden eines Apoplex, definiert als schnell progrediente Symptomatik mit Anzeichen
einer fokalen beziehungsweise teils globalen Hirnfunktionsstérung, die nicht durch

anderweitige neurologische Erkrankungen bedingt ist und Uber > 24 Stunden anhalt

Erleiden eines akuten Myokardinfarkts - fir die Definition aller hierunter fallenden
Befundkonstellationen kardialer Marker und EKG-Verdnderungen wird auf die

Publikation von Thygesen et al. von 2012 verwiesen [200]

Alle anamnestisch erhobenen Angaben der Patienten wurden mittels Krankenblattstudiums

uber die Datenbank des Universitatsklinikums des Saarlandes oder durch Anforderung von

Dokumenten und Arztbriefen externer Kliniken tberprift und validiert.

Vor diesem Hintergrund definierten sich die Endpunkte der Studie wie folgt:

Kombinierter primarer kardiovaskularer Endpunkt: jegliches kardiovaskulare Ereignis

und / oder Tod jedweder Genese

Kombinierter primarer renaler Endpunkt: Halbierung der eGFR, Erreichen der
Dialysepflichtigkeit bei terminaler Nierenerkrankung (,,end stage renal disease®,

ESRD) fur mindestens 3 Monate und / oder Tod jedweder Genese

Sekundérer kardiovaskularer Endpunkt: akuter Myokardinfarkt, ischamischer Apoplex

und / oder Tod kardiovaskuléarer Genese

Sekundarer renaler Endpunkt: Halbierung der eGFR und/oder Erreichen der
Dialysepflichtigkeit bei ESRD fur mindestens 3 Monate
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4.2. Ablauf der jahrlichen Nachuntersuchung

Im Kontext der jahrlichen Nachuntersuchung (Follow Up) wurden alle Patienten wenige Tage
vor dieser Untersuchung telefonisch an den Termin und die Einhaltung der Nichternheit
erinnert (entsprechend einer Nahrungskarenz von mindestens acht Stunden). Patienten, die den
Termin aufgrund einer Verschlechterung ihres Gesundheitszustandes oder eines
Wohnortwechsels nicht wahrnehmen konnten, wurden zum Zeitpunkt der Falligkeit der
jahrlichen Nachuntersuchung telefonisch kontaktiert und mittels eines standardisierten
Fragebogens zu ihrer gesundheitlichen Verfassung und etwaigen stattgehabten
studienrelevanten Ereignissen befragt. War ein personliches Gesprach mit den Patienten selbst
nicht moglich, wurden die Informationen fremdanamnestisch durch Angehérige und / oder den
betreuenden Hausarzt eingeholt. Analog erfolgte die Nachbeobachtung der Patienten, die
wahrend der Studienteilnahme dialysepflichtig wurden und damit nicht mehr in der
nephrologischen Ambulanz der Klinik fur Innere Medizin 1V angebunden waren. Hierbei

erfolgte zuséatzlich eine telefonische Riicksprache mit deren betreuenden Nephrologen.

Im Regelfall konnten die Patienten jedoch personlich erscheinen, wobei sie am Tag der
Nachuntersuchung in der nephrologischen Ambulanz aufgenommen und zunachst zur Abgabe
eines Spontanurins aufgefordert wurden. Im Anschluss wurde allen Patienten nach
5-mindtigem Sitzen aus einer oberflachlichen Armvene Blut entnommen, aus welchem spéter
etablierte Routineparameter unter standardisierten Bedingungen durch das Zentrallabor des
Universitatsklinikums des Saarlandes bestimmt wurden. Detaillierte Informationen zu den fur

diese Dissertationsschrift relevanten Laboruntersuchungen sind unter 4.4. und 4.5. dargestellt.

Fur die Anamnese und klinische Untersuchung wurden die Patienten in ein separates Zimmer
gebeten. Dort wurden im Patientengesprach der aktuelle Gesundheitszustand und das
kardiovaskuldre Risikoprofil der Patienten anhand eines standardisierten Fragebogens erfasst.
Das Fragebogeninterview beinhaltete neben der Alkohol- und Nikotinanamnese, der
Medikamentenanamnese und der Abfrage der korperlichen Aktivitat auch die Evaluation von
Vorerkrankungen und aktuellen Beschwerden - insbesondere im Hinblick auf pektanginése und
pAVK-typische (periphere arterielle Verschlusskrankheit) Symptomatik. Zudem wurden
stationare Krankenhausaufenthalte in den zwei vorangegangenen Jahren, besonders auf Grund
von kardiovaskuléren Ereignissen, akuter Verschlechterung der Nierenfunktion und / oder

kardialer Dekompensationen erfragt.
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Nach mindestens 10-minutigem Sitzen wurde bei allen Patienten eine Blutdruckmessung an
beiden Armen durchgefiihrt. Anschlie3end erfolgte an dem Arm mit dem hoher gemessenen
Blutdruckwert eine insgesamt 10 Minuten andauernde automatische Blutdruckmessung in
Einzelintervallen mit einminitigem Abstand mit jeweils demselben geeichten, elektronischen
Blutdruckmessgerat (Dinamap V 100, Anandic medical systems AG/SA, Diessenhofen,
Schweiz). Hierzu verlieR der Untersucher voribergehend den Raum. Hiernach wurde bei jedem

Patienten im Liegen ein Ruhe-EKG geschrieben.

Zur Erfassung anthropometrischer Daten wurde das Korpergewicht der Patienten durch eine
digitale, geeichte Waage ermittelt und deren Kérperumfang mittels eines geeichten Mal3bandes
an der Taille (wéhrend der Ausatmung mittig auf Hohe der Verbindungslinie zwischen der
Crista iliaca und dem Unterrand der 12. Rippe), am rechten Oberarm (mittig zwischen dem
Olecranon und dem tastbaren Caput humeri) sowie an der Hufte (Messung auf der Hohe der
Trochanteres majores) gemessen. Hieraus kann zur Abschétzung der Korperfettverteilung der
Taille-Huft-Quotient (Waist-to-Hip-Ratio, WHR) errechnet werden:

WHR = Taillenumfang [cm] / HUftumfang [cm]
Der Korpermasseindex (Body-Mass-Index, BMI) wurde durch die folgende Formel bestimmit:
BMI [kg / m?] = Koérpergewicht [kg] / (KorpergroRe [m]) 2

Befanden sich die Patienten im funften Nachuntersuchungsjahr, wurde neben einer
Sonographie des Abdomens mit Fokus auf Nieren (GroRe, Anatomie, Widerstandsindices,
Ausschluss einer Nierenarterienstenose, Ausschluss von Tumoren) und Milz (GréRe,
Widerstandsindices, Tumorausschluss) auch eine Echokardiographie und GefaRsonographie
durchgefuhrt. Bei allen Untersuchungen kam dasselbe Sonographiegerat (Sequioa 512 Gerdét;

Thousand Oaks, Kalifornien, USA) zur Anwendung.

Die Erfassung des kardiovaskuldren Risikoprofils, die Abfrage von Informationen Uber
Krankenhausaufenthalte und studienrelevante (kardiovaskuldre und renale) Ereignisse fand im
Patienteninterview statt. Alle anamnestischen Angaben wurden mittels Durchsicht intern
vorliegender Krankenakten, Anforderung externer Arztbriefe und Entlassungsdokumente und
mittels Zuhilfenahme des Universitatsinternen SAP ®-Systems durch zwei Arzte der Klinik fiir

Innere Medizin IV unabhangig voneinander verifiziert und validiert.

Innerhalb des Zeitraumes vom 13.10.2014 bis zum 02.10.2015 waren die jahrlichen
Nachuntersuchungen der CARE for HOMe Studienteilnehmer Gegenstand der vorliegenden

Promotionsarbeit und wurden durch die Verfasserin der Dissertationsschrift durchgefunhrt.
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4.2.1 Labordiagnostik bei der jahrlichen Nachuntersuchung

Im Rahmen der jahrlichen Nachuntersuchung wurde allen Patienten nach 5-minutigem Sitzen
venoses Vollblut entnommen; dieses wurde verpackt und umgehend mittels Rohrpost in das
Zentrallabor des Universitatsklinikum des Saarlandes (UKS) versendet. Dort erfolgte nach
standardisierter Methodik die Bestimmung von etablierten Routinelaborparametern wie
Elektrolyten (hierunter auch Calcium und Phosphat), Cholesterin, Triglyzeriden, Kreatinin und
C-reaktivem Protein (CRP) aus einem 4,7 ml Lithium-Heparin-Réhrchen, aus einem
2,7 ml EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Réhrchen erfolgte die Anfertigung eines grof3en
Blutbildes, aus einem 5 ml Citrat-Rohrchen wurden die Gerinnungsparameter sowie aus einem
4,7 ml Serum-Rohrchen verschiedene Parameter des Mineral- und Knochenstoffwechsels wie

etwa das Parathormon und das 25-Hydroxy-Vitamin-D bestimmt.
(http://www.uniklinikum-saarland.de/einrichtungen/kliniken_institute/zentrallabor/analysenspektrum_referenzwerte/)

Unter den Routinelaborparametern hatte insbesondere Plasma-Ferritin als zentraler Parameter
des Eisenstatus fir die Auswertungen der vorgelegten Promotionsarbeit hohe Relevanz.
Plasma-Ferritin wurde aus einem Lithium-Heparin-Rohrchen durch das Zentrallabor des UKS
bestimmt. Hierfir wurde ein Elektrochemilumineszenz Immunoassay “ECLIA® (Cobas
System, Elecsys 2010, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) verwendet, ein
immunologischer invitro Test zur quantitativen Bestimmung von Ferritin in humanem
Blutserum oder Blutplasma. Das Testprinzip des ,ECLIA* entspricht dem eines

Sandwich-Immunoassays, fur welchen zwei monoklonale Mausantikorper eingesetzt wurden.
(http://zentrallaborweb.uniklinikum-saarland.de/labor/data/Beipackzettel/ COBAS/FERP1/Ferritin_202008_V12.pdf)

Ein Teil der abgenommenen Blutproben, respektive ein 9 ml EDTA-RGhrchen, ein
9 ml Serum-Ro6hrchen sowie ein 2,7 ml EDTA-RG6hrchen, wurden nicht an das Zentrallabor des
UKS, sondern an das hausinterne nephrologische Labor gegeben und dort weiter aufbereitet.
Hier wurden Serum- und Plasmaproben sowie ein geringer Anteil Vollblut asserviert und
bei - 80° C tiefgefroren. Aus diesen Proben wurden spater verschiedene Biomarker wie auch
das phosphaturische Hormon Plasma-FGF-23 (fibroblast growth factor 23) bestimmt.

Die Diagnostik der jahrlichen Nachuntersuchung beinhaltete weiterhin die Abgabe eines
Spontanurins (Mittelstrahlurin). Aus einer 10 ml Urin-Monovette wurden mitunter folgende
Parameter bestimmt: Urinstatus, Urinsediment, Natrium, Kalium, Chlorid, Calcium, Phosphor,
Albumin, Kreatinin und Eiweil3. Fir nachtragliche Analysen wurden einige Milliliter des

Spontanurins separat abgefllt und bei — 80 °C tiefgefroren.
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4.3. Bestimmung des phosphaturischen Hormons Plasma-FGF-23

4.3.1. Testprinzip der Plasma-FGF-23-Nachweisverfahren

Zur Messung von Plasma-FGF-23 waren zu Studienbeginn zwei Test Kits kommerziell
verfigbar. Beide wiesen als Antikorper-basierte Nachweisverfahren mit Hilfe der
Sandwich-ELISA-Methode (ELISA; Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) FGF-23 in
Blutplasma und Zellkulturmedien nach. Hierfur werden je zwei verschiedene Antikorper
verwendet, welche Plasma-FGF-23 spezifisch an unterschiedlichen Epitopen binden. Einer der
Antikorper dient dazu, Plasma-FGF-23 an das Inkubationsgefald zu fixieren (Fangerantikorper),
der andere Antikorper soll mittels eines an ihn gebundenen Enzyms Plasma-FGF-23
nachweisbar machen (Detektionsantikdrper). Abbildung 2 stellt das Grundprinzip der
Sandwich-ELISA-Methode anhand des fur diese Arbeit verwendeten Assays schematisch dar.

Enzymsubstrat Nachweisbares
(Tetramethylbenzidin) | Reaktionsprodukt
(oxidiertes
Tetramethylbenzidin)
Enzymatische Reaktion - k Z ’
(Oxidation) e
@ ( Detektionsantikorper mit

gebundenem Enzym (HRP)

Nach7u“ eisendes Antigen
(Plasma-FGF-23)

)

Fiingerantikorper mit
gebundenem Biotin

Biotin

Streptavidin-beschichtete L L

Mikrotiterplatte mit 96 Wells

s»,Sandwich-Konfiguration“ = Fingerantikorper - Antigen - Detektionsantikorper
(biotinyliert) (Plasma-FGF-23) (Enzym-gekoppelt)

Abbildung 2 Grundprinzip der Sandwich-ELISA-Methode: Plasma-FGF-23 wird durch einen biotinylierten
Fangerantikorper an das Inkubationsgefal3, in diesem Fall an eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte mit
96 ,,Wells" (,,Kavitit / Vertiefung*), gebunden, indem Steptavidin mit Biotin eine feste Bindung eingeht. Zudem
wird Plasma-FGF-23 an einem anderen Epitop durch den Enzym-gekoppelten Detektionsantikdrper gebunden.
Das hier gebundene Enzym HRP kann nach Zusatz von Wasserstoffperoxid das Chromogen
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin oxidieren und somit einen Farbumschlag induzieren, der photometrisch gemessen

werden kann. Abkirzungen: S.Avidin (Streptavidin), HRP (Horseradish-Peroxidase, Meerrettich-Peroxidase).
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Beiden verfiigharen Nachweisverfahren liegt dasselbe immunologische Testprinzip zugrunde.
Der wesentliche Unterschied zwischen den Messmethoden besteht darin, dass jeweils
unterschiedliche Formen von Plasma-FGF-23 nachgewiesen werden. Hierbei wird
grundsatzlich zwischen dem ,intakten Plasma-FGF-23“ und dem ,C-terminalen
Plasma-FGF-23* unterschieden. Wahrend das intakte Plasma-FGF-23 die biologisch aktive
Form des phosphaturischen Hormons Plasma-FGF-23 darstellt, entspricht das C-terminale
Plasma-FGF-23 einem enzymatisch abgespaltenen Carboxy-terminalen Peptidanteil, der in
seiner Struktur verglichen mit anderen Mitgliedern der FGF-Familie einzigartig ist;
C-terminales Plasma-FGF-23 ist demnach ein Spaltprodukt von Plasma-FGF-23 [179].

Das Test Kit mit dem als ,,C-terminalen FGF-23-ELISA* bezeichneten Assay (cCFGF-23 Assay)
verwendet zwei Antikorper, die jeweils Epitope an C-terminalen Peptidstrukturen (im
Folgenden ,,C-Terminus®) von Plasma-FGF-23 binden. Sowohl das intakte als auch das
C-terminale Plasma-FGF-23 weisen diesen C-Terminus auf; somit misst der cFGF-23 Assay
die Gesamtkonzentration an intaktem und C-terminalem Plasma-FGF-23. Demgegenuber weist
das Test Kit mit dem als ,,intakten FGF-23-ELISA* bezeichneten Assay (iFGF-23 Assay)
ausschlieBlich intaktes Plasma-FGF-23 nach. VVon den fir den iFGF-23 Assay verwendeten
monoklonalen Antikdrpern bindet einer ein Epitop an Amino-terminalen Peptidstrukturen und
der andere ein Epitop am C-Terminus von Plasma-FGF-23; somit werden nur Peptide erkannt,
die beide Anteile gemeinsam aufweisen. Aufgrund dessen kann das C-terminale
Plasma-FGF-23 durch den iFGF-23 Assay nicht nachgewiesen werden. Abbildung 3 und

Abbildung 4 stellen die beiden Messmethoden einander gegentber.

cFGF-23 Assay:

»Sandwich-Konfiguration® = Fiingerantikorper - Antigen - Detektionsantikorper
(biotinyliert) (Plasma-FGF-23) (Enzym-gekoppelt)
} !
bindet am C-Terminus bindet am C-Terminus
von Plasma-FGF-23 von Plasma-FGF-23

iFGF-23 Assay:

»Sandwich-Konfiguration® = Fingerantikorper - Antigen - Detektionsantikorper
(biotinyliert) (Plasma-FGF-23) (Enzym-gekoppelt)
}
bindet am Amino-terminalen Teil bindet am C-Terminus
von Plasma-FGF-23 von Plasma-FGF-23

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Sandwich-Konfiguration beider Messmethoden: Wéhrend die
Antikorper des cFGF-23 Assays ausschlieflich Strukturen am C-Terminus binden, binden die Antikdrper des
iFGF-23 Assays je ein Epitop am Amino-terminalen Teil und am C-Terminus. Diese Darstellung orientiert sich

an den Herstellerangaben des verwendeten Test Kits von Immutopics® (San Clemente, CA, USA).
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4.3.2. Durchfihrung des im Rahmen der CARE for HOMe Studie verwendeten

Nachweisverfahrens

Die Bestimmung von Plasma-FGF-23 erfolgte aus Blutplasmaproben, die zuvor zentrifugiert
und bei - 80° C tiefgefroren worden waren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der C-terminale
FGF-23-ELISA der zweiten Generation von Immutopics ® (San Clemente, CA, USA, unterer
Grenzwert 1,5 RU / ml, oberer Grenzwert ohne Verdiinnung 1500 RU / ml)? verwendet.

Zu Beginn der Messungen wurde die Mikrotiterplatte mit Streptavidin-beschichteten Streifen
ausgelegt. Danach wurde das Probenmaterial (Plasmaproben der Patienten, Kontrollseren,
Standardreihen) in die ,,Wells* der Mikrotiterplatte pipettiert. Eine Antikorperlosung, die zu
gleichen Teilen den polyklonalen, biotinylierten Antikérper und den polyklonalen
HRP-gekoppelten Antikdrper gegen den C-Terminus von Plasma-FGF-23 enthielt, wurde
hergestellt und ebenfalls in die Wells pipettiert. Nach einer 3-stiindigen Inkubationszeit wurden
durch mehrfache Waschvorgange noch ungebundene Komponenten entfernt. AnschlieRend
wurde das Chromogen 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) zugegeben, welches ein Substrat
der HRP ist. TMB wird durch die HRP unter Zugabe von Wasserstoffperoxid zu einem
blaulichem Reaktionsprodukt oxidiert und induziert so einen photometrisch messbaren
Farbumschlag [102]. Die Extinktion wurde bei 595 nm gegen die 0 RU/ml Standards
abgelesen (Photometer: Sunrise ™, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz). Nachfolgend
wurde in die ,,Wells*“ ELISA-Stopp-L&sung (Schwefelsdure) zugegeben, wodurch erneut ein
Farbumschlag induziert wurde. Wieder wurde die Extinktion gemessen - nun bei 450 nm. Die
Extinktion wurde jeweils im Wellenldngenbereich der maximalen spezifischen Extinktion

(substanzspezifisch fur das verwendete Test Kit bei 450 nm und bei 595 bis 650 nm) gemessen.

Da die Menge des gebundenen Enzyms HRP mit der Menge an umgesetztem TMB und somit
mit der Intensitat des Farbumschlags korreliert, konnte durch die Messung der optischen
Extinktion die Menge an Antikdrper-gebundenem Plasma-FGF-23 und dementsprechend die
Plasma-FGF-23-Konzentration in den Blutproben der Studienteilnehmer ermittelt werden.
Hierzu wurden mithilfe der zugehorigen Software Magellan ™ (Tecan Group Ltd.) aus den
Absorptionswerten der Standardlésungen zwei Standardkurven abgeleitet, aus welchen dann
die Plasma-FGF-23-Konzentration der Patientenproben direkt abgelesen werden konnte. Diese
wurden regelhaft aus der priméren Standardkurve fiir 450 nm abgelesen; hohe Werte zwischen
dem flinften und sechsten Standard wurden aus der Standardkurve fiir 595 nm abgeleitet.

2 Die Messung von Plasma-FGF-23 erfolgte in der arbitraren, nicht absoluten Einheit ,,RU* (,relative Units*) / ml.
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Abbildung 4 Messmethodik: Das Prohormon Pro-FGF-23 besteht aus einem Signalpeptid, einer ,,FGF-like-Sequenz* und einem C(arboxy)-terminalen Teil. Die Abspaltung des
Signalpeptids ermdglicht eine Sekretion in die Blutbahn, dort ist es als intaktes Plasma-FGF-23 messbar. Die FGF-23-Synthese kann intrazelluldr mit einer proteolytischen Spaltung

\Y X
I AKB NH2

iFGF-23 Assay

cFGF-23 Assay

durch das Enzym Furin gekoppelt werden; es entstehen Amino-terminale FGF-23-Fragmente und C-terminales FGF-23, welche auch in das Blut sezerniert werden kénnen. Der
iIFGF-23 Assay (links) misst selektiv intaktes Plasma-FGF-23; der cFGF-23 Assay (rechts) erkennt sowohl intaktes als auch C-terminales Plasma-FGF-23. Abkirzungen:
AKure (HRP-gekoppelter Antikdrper), AKeg cerm (biotinylierter Antikdrper mit C-terminalem Epitop), AKg w2 (biotinylierter Antikdrper mit Amino-terminalem Epitop) [233, 230].
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4.4. Statistik und Datenerfassung

Mittels Microsoft ® Excel wurden die erhobenen Daten elektronisch erfasst und anschlieRend
durch das Programm SPSS (Statistical Product and Service Solutions, PASW Statistics 18, Inc;

Chicago; Illinois, USA), eine Statistik- und Analyse-Software, ausgewertet.

Kategoriale Variablen werden als Anzahl (Prozent), stetige Variablen im Falle einer
Normalverteilung (NV) als Mittelwerte + Standardabweichungen oder bei nicht gegebener NV
als Median (25. Perzentile; 75. Perzentile beziehungsweise Interquartilsabstand / interquartile
range / IQR) angegeben. Bei den angeflihrten Korrelationskoeffizienten zwischen stetigen
Merkmalen handelt es sich um Rangkorrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau. Bei
kategorialen Variablen erfolgte der statistische Vergleich voneinander unabhéngiger
Stichproben mittels des y2-Test. Zum Vergleich stetiger Merkmale bei mehr als zwei
Stichproben wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Test auf einen linearen Trend verwendet.
Im Falle fehlender Voraussetzungen fir die Durchfihrung einer klassischen einfaktoriellen

ANOVA wurde der non-parametrische Kruskal-Wallis Test angewandt.

Die Uberlebenszeitanalysen wurden mittels des Kaplan-Meier-Verfahrens durchgefiihrt.
Hierzu erfolgte zunéchst eine Stratifizierung des Patientenkollektivs in Tertile hinsichtlich des
Plasma-FGF-23 und des Plasma-Ferritins. Hieraufhin wurde der Einfluss beider Parameter auf
das ereignisfreie Uberleben beziiglich vordefinierter kardiovaskularer und renaler Endpunkte
untersucht. Nach Stratifizierung der Patienten in Tertile anhand ihres Plasma-Ferritins wurde
zusétzlich eine Subgruppenanalyse durchgefihrt, in welcher nur diejenigen Patienten
bertcksichtigt wurden, die bei Studieneinschluss ein CRP (C-reaktives Protein) <5mg/ |
aufwiesen. Zum deskriptiven Vergleich zwischen den verschiedenen Gruppen dienten die
Kaplan-Meier-Kurven, der statistische Vergleich erfolgte mittels Log-rank-Testung.

Zuletzt wurde mittels uni- und multivariater Cox-Regressionsanalyse die Bedeutung von
Plasma-FGF-23 einerseits sowie Plasma-Ferritin andererseits jeweils fur den vordefinierten
kombinierten primaren kardiovaskuldren Studienendpunkt und fir den vordefinierten
kombinierten primaren renalen Studienendpunkt nach Korrektur fur Storvariablen, respektive

fur die eGFR und fir traditionelle kardiovaskuléare Risikofaktoren, untersucht.

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

5.1. Baselinecharakteristika

Tabelle 2 zeigt die Baselinecharakteristika der 541 in die Auswertung eingeschlossenen
Patienten der CARE for HOMe Studie.

Hierbei waren 41% der Teilnehmer weiblich. Im Durchschnitt waren die Patienten
65 + 12 Jahre alt, hatten einen BMI von 30,4 +5,5kg/ m?, einen systolischen Blutdruck
von 152 + 24 mmHg und wiesen eine eGFR von 46 + 16 ml/min /1,73 m? auf. Weiterhin
waren 11 % der Teilnehmer zu Studieneinschluss aktive Raucher, 38% der Patienten litten an

einem Diabetes mellitus.

Die mittlere Hdimoglobinkonzentration der Patienten lag bei 13,5 + 1,6 g / dl und das mediane
Plasma-Ferritin lag bei 147 (86; 263) ng / ml.

Insgesamt wiesen 31% der Patienten prévalente kardiovaskuldre Erkrankungen auf. Im
Einzelnen konnten bei 22% der Patienten koronararterielle Vorerkrankungen, bei 10%
zerebrovaskuldare Vorerkrankungen und bei 7% peripher-arterielle Vorerkrankungen

dokumentiert werden.

Tabelle 2 zeigt im rechten Tabellenanteil die Baselinecharakteristika nach Stratifizierung in
Tertile hinsichtlich des Plasma-Ferritins der Studienteilnehmer. Patienten in der niedrigsten
Ferritin-Tertile (1. Tertile) waren haufiger weiblich, hatten einen niedrigeren Hdmoglobinwert,
wiesen niedrigere Plasma-Triglyzeride auf und hatten niedrigere diastolische Blutdruckwerte,

sie wiesen auflerdem ein deutlich erhdhtes Plasma-FGF-23 auf.

Bezlglich des Plasma-Phosphates, der fraktionellen Phosphatexkretion und der eGFR zeigten

sich keine stringenten Unterschiede zwischen den einzelnen Ferritin-Tertilen.
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Tabelle 2 Baselinecharakteristika der Patienten der CARE for HOMe Studie als
Gesamtkohorte und nach Stratifizierung in Tertile hinsichtlich ihres Plasma-Ferritins.
Gesamt 1. Tertile 2. Tertile 3. Tertile
(541) (181) (180) (180) P
Plasma-Ferritin
(ng/ ml) 147 (86; 263) | 63 (35; 86) | 148 (128; 178) | 345 (263; 485) < 0,001
Alter (Jahre) 65+ 12 66 = 12 66 £ 12 64 + 12 0,080
Frauen (%) 222 (41) 111 (61) 78 (43) 33 (18) <0,001
BMI (kg / m?) 30,4 +5,5 294+54 31,3+6,0 30,6 £5,0 0,034
BDwmab (mmHg) 108 + 14 106 + 14 108 + 15 109 + 15 0,104
BDsys (MmHQ) 152 + 24 151 +25 153 + 23 153 +24 0,504
BDdias (MMHQ) 85+ 13 84 +12 85+ 13 87 +13 0,030
eGFR (MDRD)
) 46 + 16 46 + 16 46 + 15 47 + 17 0,322
(ml/min/ 1,73 m?
Raucher (%) 57 (11) 25 (14) 20 (11) 12 (7) 0,083
Familiare
_ - 106 (20) 33 (18) 31 (17) 42 (23) 0,293
Préadisposition
Diabetes mellitus (%) 207 (38) 68 (38) 61 (34) 78 (43) 0,178
Albuminurie(mg/g) | 32(8;193) | 27 (7;192) 31 (7; 175) 37 (8; 203) | 0,540
Cholesterin (mg / dl) 192 + 43 188 + 37 196 + 45 191 + 46 0,416
Triglyzeride (mg / dl) | 135 (97; 190) |120 (93; 162)| 128 (93; 195) |152 (109; 219)| <0,001
LDL-Cholesterin
115 + 37 110 + 32 118 + 37 116 + 39 0,151
(mg /dI)
CRP (mg /1) 2,7(1,1;51) |2,6(1,0;54) | 2,7(1,1;44) | 2,7(1,2;5,4) | 0,793
H&moglobin (g / dl) 135+1,6 132+1,6 136+£15 13,7+1,7 0,001
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Plasma-FGF-23

99 (64; 157) 111 (72;189)| 99 (68; 148) | 79 (57;136) |<0,001
(RU/ ml)
Plasma-Phosphat
3,4+£0,7 3,4+£0,6 34+£0,8 3,3£0,7 0,045
(mg /dl)
FePi (%) 22 (15;31) | 23(14; 30) 22 (16; 32) 23 (15;33) | 0,567
Serum-PTH (pg / ml) 69 + 54 70 £ 56 67 £ 45 70+ 59 0,954
Serum-Vitamin D
23+13 22 +£13 24 £13 23+ 14 0,541
(ng / ml)
Plasma-Calcium 24+01 | 24+01 24+0,1 24+01 | 0,030
(mmol /1)
Therapie mit oralen
) 12 (2) 4 (2) 3(2) 5@13) 0,774
Eisenpréparaten (%)
Therapie mit i.v.
) 7(1) 3(2) 3(2) 1(1) 0,562
Eisenpréparaten (%)
Therapie mit
) 13 (2) 2 (1) 7(4) 4 (2) 0,221
Erythropoetin (%)
Koronararterielle
119 (22) 41 (23) 42 (23) 36 (20) 0,722
Vorerkrankung (%)
Zerebrovaskulare
53 (10) 27 (15) 8 (4) 18 (10) 0,004
Vorerkrankung (%)
Peripher-arterielle
36 (7) 11 (6) 13 (7) 12 (7) 0,909
Vorerkrankung (%)
> Kardiovaskulare
170 (31) 64 (35) 52 (29) 54 (30) 0,367

Vorerkrankung (%)

BMI: Body-Mass-Index, BDmaorsysuias: Mittlerer arterieller/systolischer/diastolischer Blutdruck, CRP: C-reaktives

Protein, eGFR: geschatzte glomeruldre Filtrationsrate, familidare Pradisposition: Auftreten kardiovaskuldrer

Ereignisse bei Verwandten 1. Grades vor dem 65. Lebensjahr, FePi: fraktionelle Phosphatexkretion, i.v.:

intravends, LDL-Cholesterin: Low-density-Lipoprotein Cholesterin, Serum-Vitamin D: 25-OH-Hydroxy-Vitamin

D, PTH: Parathormon, p (-Wert): Signifikanz, Y : gesamt. Die Baselinecharakteristika sind angegeben als

Anzahl (Prozent),

Mittelwert (+ Standardabweichung) oder Median (Interquartilsabstand). Die statistische

Analyse erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA mit Test auf linearen Trend, Kruskal-Wallis-Test oder y2-Test.
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5.2. Assoziation zwischen Plasma-Ferritin, Parametern des

Calcium-Phosphat-Stoffwechsels und der Nierenfunktion

Zunachst fand sich den Erwartungen entsprechend eine negative Korrelation zwischen
Plasma-Ferritin und Plasma-FGF-23 [r = - 0,143, p < 0,001] und zwischen Plasma-Ferritin und
Plasma-Phosphat [r = - 0,092, p = 0,002], allerdings fand sich keine Assoziation zwischen
Plasma-Ferritin und fraktioneller Phosphatexkretion [r = 0,024, p = 0,419] (Abbildung 5 - 7).

Nachfolgend erfolgte eine Stratifizierung des Patientenkollektivs anhand der GFR-Kategorien.
Hierbei zeigte sich, dass mit einer zunehmenden Nierenfunktionseinschrankung das
Plasma-FGF-23 anstieg, wahrend fur Plasma-Ferritin augenscheinlich kein Zusammenhang mit
der GFR-Kategorie bestand (Abbildung 8 und 9). Weiterhin lieBen sich mit zunehmender
Verschlechterung der Nierenfunktion sowohl eine deutliche Erhéhung des Plasma-Phosphats
als auch der fraktionellen Phosphatexkretion erkennen (Abbildung 10 und 11).

In diesem Zusammenhang wurden auch die Anderungen weiterer Parameter des
Calcium-Phosphat-Stoffwechsels untersucht, wobei festgestellt wurde, dass mit zunehmender
Verschlechterung der Nierenfunktion das intakte Serum-Parathormon deutlich anstieg,
wahrend das Plasma-Calcium keine signifikante Anderung zeigte (Abbildung 12 und 13).

10000

1000

100

Plasma-FGF-23 (RU / ml)

| |
10 100 1000

Plasma-Ferritin (ng / ml)

Abbildung 5 Korrelation zwischen Plasma-FGF-23 und Plasma-Ferritin (r=- 0,143, p <0,001). Aufgrund

fehlender Normalverteilung wurden Abszisse und Ordinate jeweils logarithmiert.
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Abbildung 6 Korrelation zwischen Plasma-Phosphat und Plasma-Ferritin, (r =-0,092, p =0,002). Aufgrund
fehlender Normalverteilung wurde die Abszisse logarithmiert.
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Abbildung 7 Korrelation zwischen fraktioneller Phosphatexkretion und Plasma-Ferritin (r = 0,024, p = 0,419).
Aufgrund fehlender Normalverteilung wurde die Abszisse logarithmiert.
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Abbildung 8 Plasma-FGF-23 stratifiziert nach der GFR-Kategorie. Dargestellt sind Median, 25. sowie

75. Perzentile, Spannweite, AusreilRer (°) und Extremwerte (*). Zur statistischen Analyse der Daten wurde der

Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die Ordinate wurde logarithmiert.
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Abbildung 9 Plasma-Ferritin  stratifiziert nach der GFR-Kategorie. Dargestellt sind Median,
25. sowie 75. Perzentile, Spannweite und Ausreiler (°). Zur statistischen Analyse der Daten wurde eine

einfaktorielle ANOVA mit Test auf einen linearen Trend verwendet. Die Ordinate wurde logarithmiert.
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Abbildung 10 Plasma-Phosphat stratifiziert nach der GFR-Kategorie. Dargestellt sind Median,

25. sowie 75. Perzentile, Spannweite, Ausreiler (°) und Extremwerte (*). Zur statistischen Analyse der Daten

wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Test auf einen linearen Trend verwendet.
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Abbildung 11 fraktionelle Phosphatexkretion stratifiziert nach der GFR-Kategorie. Dargestellt sind Median,
25. sowie 75. Perzentile, Spannweite und Ausreier (°). Zur statistischen Analyse wurde der Kruskal-Wallis-Test

verwendet.
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Abbildung 12 Intaktes Serum-Parathormon stratifiziert nach der GFR-Kategorie. Dargestellt sind Median, 25.
sowie 75. Perzentile, Spannweite, Ausreiler (°) und Extremwerte (*). Zur statistischen Analyse der Daten wurde
eine einfaktorielle ANOVA mit Test auf einen linearen Trend verwendet.
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Abbildung 13 Plasma-Calcium stratifiziert nach der GFR-Kategorie. Dargestellt sind Median,
25. sowie 75. Perzentile, Spannweite, Ausreiler (°) und Extremwerte (*). Zur statistischen Analyse der Daten

wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Test auf einen linearen Trend verwendet.
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5.3. Prifung der klinischen Relevanz der Hypoferritindmie als
maoglichem Pradiktor kardiovaskularer und renaler Ereignisse bei

chronischer Nierenerkrankung

Vor dem Hintergrund der negativen Assoziation zwischen Plasma-Ferritin und Plasma-FGF-23
ist die zentrale Hypothese dieser Dissertation, dass die schlechte kardiovaskuldre Prognose von
Patienten mit hohem Plasma-FGF-23 nicht kausal aus einer direkten Plasma-FGF-23-Wirkung,
sondern aus den Folgen eines zugrundeliegenden Eisenmangels resultiert. Daher wurde
abschlieRend untersucht, ob eine Hypoferritindmie als Indikator eines Eisenmangels ein
moglicher Mediator der bekannten Assoziation zwischen erhéhtem Plasma-FGF-23 und dem

Auftreten kardiovaskularer und renaler Ereignisse ist.

Wahrend des hier berichteten Nachbeobachtungszeitraums erreichten 146 Patienten den
priméren kombinierten kardiovaskuldren Studienendpunkt (kardiovaskuldres Ereignis
und / oder Tod jedweder Genese), 135 Patienten erreichten den primdren kombinierten renalen
Studienendpunkt (Halbierung der eGFR und/ oder Erreichen der Dialysepflichtigkeit tber
mindestens 3 Monate und/oder Tod jedweder Genese) und 74 Patienten erreichten den
sekundaren renalen Studienendpunkt (Halbierung der eGFR und/oder Erreichen der
Dialysepflichtigkeit tber mindestens 3 Monate). Die Subgruppenanalyse von Patienten mit
einem CRP <5 mg /| beinhaltete 401 Patienten, hiervon erreichten 95 Patienten den priméren
kombinierten kardiovaskularen Studienendpunkt, 90 den priméren kombinierten renalen

Studienendpunkt und 55 den sekundaren renalen Studienendpunkt

Es wurden Uberlebenszeitanalysen mittels des Kaplan-Meier-Verfahrens durchgefiihrt. Hierzu
wurde die Patientenkohorte zundchst hinsichtlich ihres Plasma-FGF-23 in Tertile stratifiziert.
Erwartungsgemal war die Wahrscheinlichkeit, ein kardiovaskuléres Ereignis zu erleiden oder
zu versterben, umso groRer, je hoher das Plasma-FGF-23 war (Grafik a) Abbildung 14,
p <0,001).

Nach Stratifizierung der Kohorte anhand des Plasma-Ferritins in Tertile konnte gezeigt werden,
dass sich die kardiovaskulare Ereignisrate zwischen den verschiedenen Ferritin-Tertilen nicht
unterschied (Grafik a) Abbildung 15, p =0,334). Dies anderte sich auch nicht, als in der
Auswertung nur Patienten beriicksichtigt wurden, die ein CRP < 5 mg /| aufwiesen, um
auszuschlielen, dass Plasma-Ferritin nicht den Eisenstatus, sondern stattdessen eine

Inflammationsreaktion widerspiegeln konnte (Grafik a) Abbildung 16, p = 0,159).
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Nachfolgend wurden gleichermalen die vordefinierten renalen Studienendpunkte, respektive
der sekundére renale Endpunkt (jeweils Grafik b) Abbildungen 14 - 16) sowie der primare

kombinierte renale Endpunkt (jeweils Grafik c) Abbildungen 14 - 16), untersucht.

Hierbei zeigte sich analog zu den kardiovaskularen Ereignissen, dass hoheres Plasma-FGF-23
auch mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten beider renalen Endpunkte
assoziiert war (Grafik b) und c) Abbildung 14, jeweils p < 0,001), wéahrend Plasma-Ferritin
die renalen Endpunkte nicht vorhersagte (Grafik b) Abbildung 15, p = 0,057 und Grafik c)
Abbildung 15, p =0,287). Die Subgruppenanalyse der Patienten mit einem CRP <5mg/|
bestatigte diese Ergebnisse, da auch hier Plasma-Ferritin die renalen Endpunkte nicht
pradizierte (Grafik b) Abbildung 16, p = 0,340 und Grafik c¢) Abbildung 16, p = 0,162).

Zuletzt wurden univariate und multivariate Cox-Regressionsanalysen durchgefiihrt. Die
Analysen erfolgten jeweils unter Betrachtung der Ausgangsvariablen (Plasma-FGF-23 oder
Plasma-Ferritin) als kontinuierliche Variable und als kategoriale Variable (nach Stratifizierung
in Tertile). Hierbei konnte bestatigt werden, dass Plasma-FGF-23 seine unabhéngige Rolle als
Préadiktor kardiovaskularer Ereignisse sowohl in univariaten Analysen als auch nach Korrektur
fur Plasma-Ferritin, nach zusétzlicher Korrektur fir die eGFR wund fir klassische
kardiovaskuldre Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus, Rauchen, mittlerer
arterieller Blutdruck, Cholesterin) beibehielt, wahrend Plasma-Ferritin jeweils kein

unabhéngiger Pradiktor kardiovaskulérer Ereignisse war (Tabelle 3).

Plasma-FGF-23 war ferner auch nach Korrektur fiir Plasma-Ferritin, nach zusatzlicher
Korrektur flr die eGFR und fir klassische kardiovaskulédre Risikofaktoren (Alter, Geschlecht,
Diabetes mellitus, Rauchen, mittlerer arterieller Blutdruck, Cholesterin) ein unabhangiger
Risikofaktor fur das Erleiden renaler Ereignisse (Tabelle 4). Plasma-Ferritin seinerseits stellte
dagegen bereits in univariaten Cox-Regressionsanalysen keinen Pradiktor renaler Ereignisse
dar. Obgleich eine Korrektur fir Plasma-FGF-23 (bei Betrachten von Plasma-Ferritin als
kategoriale Variable, Tabelle 4, Modell 2, dritte Tertile, p = 0,004) und fur Pasma-FGF-23
und eGFR (bei Betrachten von Plasma-Ferritin als kontinuierliche Variable, Tabelle 4,
Modell 2, p < 0,001 und Modell 3, p =0,002) in einer signifikanten Assoziation zwischen
Plasma-Ferritin und renalen Ereignissen resultierte, verlor sich diese Assoziation nach
Korrektur fir die eGFR (bei Betrachten von Plasma-Ferritin als kategorialer Variable,
Tabelle 4, Modell 3, dritte Tertile, p =0,06) beziehungsweise nach Korrektur fur weitere
klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren (bei Betrachten wvon Plasma-Ferritin als
kontinuierlicher Variable, Tabelle 4, Modell 4, p = 0,37).
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Abbildung 14 Kaplan-Meier-Analyse mit Log-rank-Testung: Dargestellt ist das Ereignis-freie Uberleben nach Stratifizierung der Studienteilnehmer anhand von
Plama-FGF-23 in Tertile. Dargestellt sind die Daten der Gesamtkohorte; a) Kardiovaskuldre Ereignisse und / oder Tod jedweder Genese; b) Renale Ereignisse
definiert als Halbierung der eGFR oder Erreichen der Dialysepflichtigkeit; c¢) Renale Ereignisse definiert als Halbierung der eGFR, Erreichen der

Dialysepflichtigkeit oder Tod jedweder Genese). Die Unterschiede zwischen den Tertilen zeigten sich fir die Endpunkte a) - ¢) jeweils als signifikant mit p < 0,001.
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Abbildung 15 Kaplan-Meier-Analyse mit Log-rank-Testung: Dargestellt ist das Ereignis-freie Uberleben nach Stratifizierung der Studienteilnehmer anhand von
Plasma-Ferritin in Tertile. Dargestellt sind die Daten der Gesamtkohorte; a) Kardiovaskuldre Ereignisse inklusive Tod jedweder Genese; b) Renale Ereignisse
definiert als Halbierung der eGFR oder Erreichen der Dialysepflichtigkeit; c¢) Renale Ereignisse definiert als Halbierung der eGFR, Erreichen der
Dialysepflichtigkeit oder Tod jedweder Genese. Die Unterschiede zwischen den Tertilen zeigten sich fir die Endpunkte a) - ¢) jeweils als nicht signifikant,
respektive Endpunkt a) p = 0,334, Endpunkt b) p = 0,057 und Endpunkt c) p = 0,287.
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Abbildung 16 Kaplan-Meier-Analyse mit Log-rank-Testung: Dargestellt ist das Ereignis-freie Uberleben nach Stratifizierung der Studienteilnehmer anhand
von Plasma-Ferritin in Tertile. Dargestellt sind die Daten von Patienten mit einem CRP <5 mg / | bei Studieneinschluss; a) Kardiovaskulare Ereignisse inklusive
Tod jedweder Genese; b) Renale Ereignisse definiert als Halbierung der eGFR oder Erreichen der Dialysepflichtigkeit; c) Renale Ereignisse definiert als
Halbierung der eGFR, Erreichen der Dialysepflichtigkeit oder Tod jedweder Genese. Die Unterschiede zwischen den Tertilen zeigten sich fir die

Endpunkte a) - ¢) jeweils als nicht signifikant, respektive Endpunkt a) p = 0,159, Endpunkt b) p = 0,340 und Endpunkt ¢) p = 0,162.
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Tabelle 3 Cox-Regressionsmodell (kombinierter primérer kardiovaskulérer Endpunkt: kardiovaskulére Ereignisse und / oder Tod jedweder Genese)

Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4
Ausgangsvariable
HR (K1 95%) p-Wert HR (K1 95%) p-Wert HR (K1 95%) p-Wert HR (K1 95%) p-Wert
Kontinuierliche Variablen
Log FGF-23 (RU/ml) 3,32 (2,34 bis4,71) <0,001 3,81 (2,56 bis 5,63) <0,001 2,35(1,45hbis3,82) 0,001 2,15(1,32his3,51) 0,002
Log Ferritin (ng/ml) 0,88 (0,58 bis 1,33) 0,54 1,39 (0,93 bis 2,08) 0,11 1,20 (0,79 bis1,81) 0,39 1,10 (0,73 bis 1,68) 0,65
Kategoriale Variablen
Plasma-FGF-23
zweite Tertile! 1,53 (0,94 bis 2,50) 0,09 1,54 (0,94 bis 2,52) 0,08 1,24 (0,75 bis 2,07) 0,40 1,30 (0,78 bis 2,15) 0,31
dritte Tertile? 3,34 (2,17 bis 5,14) <0,001 3,46 (2,23 bis 5,37) <0,001 2,10 (1,24 bis 3,57) 0,006 2,01 (1,17 bis 3,43) 0,01
Plasma-Ferritin
zweite Tertile? 0,73 (0,49 bis 1,10) 0,13 0,90 (0,59 bis 1,37) 0,63 0,84 (0,55 bis 1,27) 0,41 0,87 (0,57 bis 1,33) 0,52
dritte Tertile* 0,98 (0,68 bis 1,44) 0,91 1,28 (0,86 bis 1,91) 0,22 1,18 (0,79 bis 1,75) 0,42 1,07 (0,70 bis 1,63) 0,75

Modell 1 zeigt die univariate Analyse. Modell 2 ist korrigiert fir Log Ferritin (falls [Log] FGF-23 Ausgangsvariable) / Log FGF-23 (falls [Log] Ferritin
Ausgangsvariable). Modell 3 ist korrigiert fir Log Ferritin (falls [Log] FGF-23 Ausgangsvariable) / Log FGF-23 (falls [Log] Ferritin Ausgangsvariable) und
eGFR (geschatzte glomerulare Filtrationsrate). Modell 4 ist korrigiert fir Log Ferritin (falls [Log] FGF-23 Ausgangsvariable) / Log FGF-23 (falls [Log] Ferritin
Ausgangsvariable) und die eGFR sowie klassische kardiovaskulédre Risikofaktoren, respektive Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus, Rauchen, mittlerer arterieller

Blutdruck und Cholesterin.

1Bezugswert ist stets die 1. Tertile
HR: Hazard Ratio, K1 95%: Konfidenzintervall zum Niveau von 95%, p-Wert: Signifikanzwert

48




Tabelle 4 Cox-Regressionsmodell (kombinierter primarer renaler Endpunkt: Halbierung der eGFR, Erreichen der Dialysepflichtigkeit und / oder Tod

jedweder Genese)

Ausgangsvariable

Modell 1

Modell 2

Modell 3

Modell 4

HR (KI 95%) p-Wert HR (KI 95%) p-Wert HR (KI 95%) p-Wert HR (KI 95%) p-Wert
Kontinuierliche Variablen
Log FGF-23 (RU/ml) 4,69 (3,45bis6,37) <0,001 7,90 (5,39 bis 11,57) <0,001 3,20 (1,98 bis5,17) 0,001 3,43 (2,11 bis 5,58) <0,001
Log Ferritin (ng/ml) 1,17 (0,75 bis 1,82) 0,50 2,85 (1,84 bis 4,43) <0,001 1,98 (1,27 bis 3,06) 0,002 1,63 (1,03 bis2,56) 0,37
Kategoriale Variablen
Plasma-FGF-23
zweite Tertile? 2,92 (1,59 bis 5,35) 0,001 3,02 (1,65 bis 5,54) <0,001 1,93 (1,04 bis 3,60) 0,04 1,97 (1,06 bis 3,68) 0,03
dritte Tertile 7,34 (4,23 bi 12,74) <0,001 8,42 (4,82 bis 14,69) <0,001 2,93 (1,54 bis5,57) 0,001 3,29 (1,71 bis 6,33)  <0,001
Plasma-Ferritin
zweite Tertile? 0,77 (0,50 bis 1,18) 0,22 1,19 (0,75 bis 1,90) 0,46  0,95(0,60 bis1,49) 0,82 0,91 (0,57 bis 1,44) 0,68
dritte Tertile* 1,10 (0,74 bis 1,64) 0,65 1,92 (1,23 bis2,99) 0,004 1,51(0,98bis2,32) 0,06 1,17 (0,75 bis 1,85) 0,49

Modell 1 zeigt die univariate Analyse. Modell 2 ist korrigiert fiir Log Ferritin (falls [Log] FGF-23 Ausgangsvariable) / Log FGF-23 (falls [Log] Ferritin
Ausgangsvariable). Modell 3 ist korrigiert fir Log Ferritin (falls [Log] FGF-23 Ausgangsvariable) / Log FGF-23 (falls [Log] Ferritin Ausgangsvariable) und
eGFR (geschatzte glomeruldre Filtrationsrate). Modell 4 ist korrigiert fir Log Ferritin (falls [Log] FGF-23 Ausgangsvariable) / Log FGF-23 (falls [Log] Ferritin
Ausgangsvariable) und die eGFR sowie klassische kardiovaskulédre Risikofaktoren, respektive Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus, Rauchen, mittlerer arterieller

Blutdruck und Cholesterin.

1Bezugswert ist stets die 1. Tertile
HR: Hazard Ratio, K1 95%: Konfidenzintervall zum Niveau von 95%, p-Wert: Signifikanzwert
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6. Diskussion

6.1. Der chronisch nierenkranke Mensch als kardiovaskularer

Hochrisikopatient

Patienten mit dialysepflichtiger chronischer Nierenerkrankung weisen eine im Vergleich zur
Normalbevolkerung deutlich erhohte Mortalitat auf [38]. Dabei kdnnen zwischen 40 bis 50%
der Todesfalle auf kardiovaskulére Ereignisse zurtickgefuhrt werden [151, 208], wobei jlingere
Publikationen zeigen konnten, dass bei Patienten mit fortgeschrittener CKD (chronic kindey
disease) neben der kardiovaskularen auch die nicht-kardiovaskulare Mortalitat verglichen mit
der Allgemeinbevolkerung um ein Vielfaches erhoht ist [38, 39, 96, 139].

Jedoch haben bereits Patienten mit nicht-dialysepflichtiger CKD gegentber nierengesunden
Menschen eine deutlich erhohte kardiovaskulare Mortalitat und Morbiditét [30, 70]. Dies zeigt
sich reprasentativ auch in der CARE for HOMe Kohorte; hier wies jeder dritte Patient

kardiovaskulare Vorerkrankungen in der Anamnese auf.

Dies hat nicht nur weitreichende individuelle, sondern auch gesundheitsbkonomische
Konsequenzen, insbesondere wenn man die hohe Pravalenz der CKD sowohl global von
annahernd 13% [85] als auch in den einzelnen Industrienationen wie den USA (14,8%) [207]
beziehungsweise den USA und Kanada (15,5%) [85] sowie Europa (18,4%) [85] betrachtet.
Zudem wurde in bevolkerungsbasierten US-amerikanischen Studien zumindest bis 2014 ein
Anstieg der Patientenzahlen vermerkt. Insbesondere eine Zunahme der nicht-dialysepflichtigen
CKD mit mittel- und hochgradiger Nierenfunktionseinschrankung wurde dabei berichtet [207];
gleichzeitig gaben zahlreiche Betroffene an, keine Kenntnis von der eigenen Nierenerkrankung
zu haben. Dies kann entweder auf ein mangelhaftes Gesundheitsbewusstsein der betreffenden
Personen oder aber auf einen unzureichenden Nachweis der CKD innerhalb der

Allgemeinbevolkerung durch die behandelnden Arzte zuriickgefiihrt werden [203, 207].

Da die CKD selbst unabhangiger Pradiktor fir die kardiovaskul&re und die Gesamt-Mortalitét
ist [30] und das Risiko fur kardiovaskulére Morbiditat und Mortalitat mit VVerschlechterung der
Nierenfunktion gradiert ansteigt [70], konnte ein friihzeitigeres Erkennen der CKD seitens
betreuender Arzte eine prognostisch relevante friihzeitigere Pravention Kardiovaskularer
Erkrankungen erlauben; insbesondere das Erkennen und die konsequente Behandlung

klassischer kardiovaskuldrer Risikofaktoren spielen dabei eine wichtige Rolle [97, 124, 187].
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So weisen Patienten mit CKD bekanntermalRen eine hohe Prdvalenz klassischer
kardiovaskuldrer Risikofaktoren auf [206], die sich bereits daraus ergibt, dass in westlichen
Industrienationen ein Diabetes mellitus und eine arterielle Hypertonie die beiden
haufigsten Ursachen einer chronischen Nierenerkrankung und somit auch einer terminalen
Niereninsuffizienz (ESRD, end stage renal disease) sind [28, 207, 219]. Zudem weisen
Menschen mit CKD /ESRD unabhéngig von ihrer Nierengrunderkrankung hé&ufig einen

Diabetes mellitus und / oder eine arterielle Hypertonie als Komorbiditaten auf [132, 203].

Ferner haben bevolkerungsbasierte epidemiologische Arbeiten ergeben, dass auch schon bei
Menschen mit gering bis mittelgradig eingeschrankter Nierenfunktion eine hohere Pravalenz
klassischer kardiovaskuldrer Risikofaktoren (Diabetes mellitus (DM), Bluthochdruck, héheres
Alter, Dyslipidamie) vorliegt als bei Menschen mit normaler Nierenfunktion [70, 121, 187]. In
Einklang hiermit konnte auch in der CARE for HOMe Kohorte eine hohe Pravalenz klassischer
kardiovaskuldrer Risikofaktoren gefunden werden: mehr als jeder dritte Patient hatte einen
pravalenten DM, der mittlere Blutdruck betrug systolisch 152 + 24 mmHg und diastolisch
85+ 13 mmHg, der mittlerer BMI lag bei30,4+55kg/m? und das mittlere
LDL-Cholesterin bei 115 + 37 mg / dl.

Dennoch lasst sich die hohe Mortalitat und die erhdhte kardiovaskulére Ereignisrate bei CKD
nicht allein durch die hohe Prévalenz der klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren
erklaren [38, 100, 148]. So konnte durch konventionelle Therapieansdtze mit strengerer
Einstellung klassischer kardiovaskuldrer Risikofaktoren die kardiovaskulare Ereignisrate bei
CKD-Patienten in randomisierten Studien nicht signifikant gesenkt werden [54, 74, 166, 236].

In Ubereinstimmung mit diesen erntichternden Studienergebnissen wurde in den letzten Jahren
erkannt, dass die hohe kardiovaskulare Morbiditat bei CKD-Patienten nicht allein durch die in
der Allgemeinbevolkerung dominierenden atherosklerotischen GeféaRRerkrankungen bedingt ist.
Atherosklerotische GeféalRerkrankungen entstehen hierbei pathophysiologisch durch eine
Plaque-Bildung im Bereich der Tunica-Intima betroffener GeféaRe, insbesondere als Folge von
arterieller Hypertonie, Nikotinabusus und fortgeschrittenem Alter sowie einer Dyslipidédmie,

und manifestieren sich klinisch meist als akuter Myokardinfarkt oder ischamischer Insult [176].

Bei CKD-Patienten stehen demgegenuber vielmehr arteriosklerotische Gefalveranderungen im
Zentrum der kardiovaskuldren Erkrankungen. Arteriosklerotische Verdnderungen entstehen
dabei durch mikro- und makrovaskuldre Kalzifikationen im Bereich der Tunica-Media, wobei
die Tunica-Intima in der Regel nicht mit einbezogen wird. Ahnliche arteriosklerotische

Veranderungen finden sich haufig auch bei einem Diabetes mellitus [110, 188].
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Da bei der Arteriosklerose ein Elastizitatsverlust der GeféaRe auftritt, resultiert hieraus eine
Erhéhung der kardialen Nachlast, die ihrerseits myokardiale Veranderungen verursacht.
Hiermit Ubereinstimmend beschrieben epidemiologische Arbeiten eine Assoziation der
arteriosklerotisch-bedingten Gefaliveranderungen bei CKD mit der Entstehung einer kardialen
linksventrikularen Hypertrophie (LVH) [161]. Klinische Studien bestétigten daraufhin die
vaskuldre Kalzifikation als einen unabhédngigen Pradiktor fur die LVH bei fortgeschrittener
CKD [235]. Echokardiographische Verédnderungen wie die LVH betreffen in fortgeschrittenen
CKD-Stadien bis zu 75% der Patienten und sind dabei unabhangige Pradiktoren flr die
kardiovaskulare Mortalitat [60, 142].

Zusammenfassend riicken bei CKD-Patienten gegentiber den klassischen kardiovaskuldren
Risikofaktoren, die vor allem atherosklerotische Geféallveranderungen verursachen, zunehmend
die nicht-klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren, die zum Auftreten arteriosklerotischer
Gefallveranderungen und kardialen Strukturverdanderungen wie der LVH beitragen, als
mdogliche Ursache fir die schlechte kardiovaskuldre Prognose der CKD-Patienten in den
Vordergrund. In Einklang zeigte die EVOLVE (EValuation Of Cinacalcet Hydrochloride
(HCI) Therapy to Lower CardioVascular Events) Studie auf, dass etwa 25% der hier als
kardiovaskuléar klassifizierten Todesfédlle bei Dialysepatienten durch einen pl6tzlichen
Herztod und damit nicht primar atherosklerotisch bedingt waren [223].

Zu den nicht-klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren bei einer CKD werden neben
Elektrolytverschiebungen, oxidativem Stress, urdmischen Toxinen, Hypervoldmie und einer
chronischen Inflammation insbesondere ein dysregulierter Calcium-Phosphat-Stoffwechsel
(die sogenannte ,,Chronic Kidney Disease - Mineral and Bone Disorder”, CKD-MBD) sowie

eine (Eisenmangel-) Andmie gezéhlt [130, 176].

Die CKD-MBD kann dabei deskriptiv als CKD-assoziierte Mineral- und Knochen-
Stoffwechselveranderung definiert werden. Sie ist charakterisiert durch niedrignormales bis
vermindertes Plasma-Calcium, erniedrigtes  Serum-Calcitriol (Vitamin D3), erhohtes
Plasma-Phosphat, erhohtes Serum-Parathormon (PTH) sowie hohe Plasmaspiegel des in
Osteoblasten und Osteozyten gebildeten phosphaturischen Hormons FGF-23 [2, 49]. Insgesamt
resultiert hieraus eine Demineralisierung der Knochen, welche die Entstehung einer

Osteoporose und das Auftreten pathologischer Frakturen bei CKD-Patienten begunstigt [24].

Daruber hinaus konnten in epidemiologischen Studien die aufgefiihrten Komponenten der
CKD-MBD mit der Entstehung kardiovaskul&rer Erkrankungen, respektive mit einer erhohten
kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitat assoziiert werden [9, 24, 68, 177, 180, 198, 229].
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In Einklang mit diesen epidemiologischen Studienerkenntnissen wurde in experimentellen
Arbeiten erkannt, dass erhohtes Plasma-Phosphat eine Gefalverkalkung induziert [101, 131].
Die Exposition gegenliber hohen Plasma-Phosphatkonzentrationen fuhrt dabei zu einer
Umprogrammierung glatter Muskelzellen der Gefalwand zu einem Osteoblasten-ahnlichen
Zelltyp. Diese Zellen bilden unter dem Einfluss weiterer humoraler Faktoren analog zu
physiologischen Knochenaufbauprozessen mikrokristalline, vesikuldre Calcium-Phosphat-
Ablagerungen, die ursachlich flr eine Gefallverkalkung sind [188, 212]. Klinisch munden die
schadigenden Effekte einer Hyperphosphatamie letztendlich in eine endotheliale Dysfunktion
der Gefélle einerseits [189] sowie andererseits - Uber arteriosklerotische Prozesse - in die
Entwicklung einer LVH [213]. Interessanterweise konnte bisher aber keine Interventionsstudie
eine entscheidende kardiovaskulére Prognoseverbesserung fur CKD-Patienten durch Senkung

des Plasma-Phosphats, etwa durch die orale Gabe von Phosphat-Bindern, beobachten [58, 163].

Daruber hinaus weisen viele CKD-Patienten im Rahmen der CKD-MBD einen sekunddren
Hyperparathyreoidismus (sHPT) auf, der mit mehr als 10-fach h6éheren Serum-PTH-Spiegeln
als bei nierengesunden Individuen einhergehen kann. Sowohl ein Vitamin D-Mangel als auch
eine hieraus entstehende Hypocalcdmie sind dabei wesentliche Ursachen flr die Entstehung
eines sHPT [82, 88]. Obschon epidemiologische Studien hohe Serum-PTH-Spiegel mit einer
erhohten kardiovaskuldaren Ereignisrate assoziieren konnten [22, 198] und Erkenntnisse aus
experimentellen Arbeiten einen Zusammenhang zwischen erhéhtem Serum-PTH und der
Entstehung myokardialer Schaden suggerieren [12], konnten klinische Studien wie die grofe
prospektive bevolkerungsbasierte ARIC Studie im Gegensatz dazu erhéhtes Serum-PTH nicht
als unabhangigen Risikofaktor fir inzidente kardiovaskuldre Erkrankungen bestatigen [63];
ferner konnte im Rahmen der randomisierten klinischen Interventionsstudie EVOLVE keine
eindeutige kardiovaskulare Prognoseverbesserung durch die Therapie eines pravalenten sHPT

mittels des Calcimimetikums Cinacalcet bei Dialysepatienten beobachtet werden [223].

SchlieRlich wird fiir die CKD auch eine mogliche kardiovaskulére Schadigung durch einen
Calcitriol-Mangel diskutiert: Experimentelle Arbeiten zeigen, dass Serum-Calcitriol positive
Effekte sowohl auf das kardiale Remodelling [27] als auch auf die Blutdruckregulation [210]
haben und dartber hinaus eine atherosklerotische Plaque-Bildung sowie vaskulare
Kalzifikationsprozesse hemmen kann [87, 125, 162]. Beobachtungsstudien zeigten allerdings
eine nicht-lineare Beziehung zwischen Serum-Calcitriol und kardiovaskuldren Ereignissen;
hierbei war niedriges Serum-Calcitriol zu Studienbeginn Préadiktor fir die kardiovaskulare und

die Gesamtmortalitat, allerdings war auch sehr hohes Serum-Calcitriol mit einer schlechteren
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kardiovaskuldren Prognose assoziiert, anstatt erwartungsgemaf protektiv zu wirken [149, 218].
In Interventionsstudien konnte dementsprechend bislang keine eindeutige (kardiovaskul&re)
Prognoseverbesserung bei CKD-Patienten durch Vitamin-D-Gabe erzielt werden [103, 138].

Vor dem Hintergrund dieser ernlchternden Studienergebnisse zu den meisten
CKD-MBD-Komponenten wurde in den letzten Jahren eine mdgliche kardiovaskulére
Bedeutung des phosphaturischen Hormons Plasma-FGF-23 intensiv  diskutiert.
Epidemiologisch lasst sich dabei mit abnehmender GFR zunehmend erhdhtes Plasma-FGF-23
feststellen, sodass Menschen mit fortgeschrittener CKD verglichen mit nierengesunden
Menschen oft mehr als 100-fach héhere Plasma-FGF-23-Spiegel aufweisen [120].

Wéhrend experimentelle Studien zu vaskuldren Effekten von Plasma-FGF-23 teilweise
divergierende Ergebnisse erbrachten, wobei letztlich Plasma-FGF-23 die Kalzifikation glatter
GefaBmuskelzellen vermutlich nicht induziert [87, 126], wurden tierexperimentell direkte
Effekte von Plasma-FGF-23 auf Kardiomyozyten nachgewiesen, durch welche Plasma-FGF-23
wohl Blutdruck-unabhéngig eine LVH induzieren kann [53, 73]. Aufgrund dessen wurde
bereits postuliert, dass Plasma-FGF-23 ein interessantes pharmakologisches Ziel fir neue

prognoseverbessernde Therapieansétze bei Menschen mit CKD sein kénnte.

Mit den berichteten experimentellen Daten Ubereinstimmend, wurde auch Kklinisch eine
Assoziation von Plasma-FGF-23 mit einer pravalenten und inzidenten LVH [53, 77, 178], einer
schlechten kardiovaskularen Prognose, einer erhdhten Mortalitat [78, 109, 180] sowie mit einer

héheren Wahrscheinlichkeit fur das Eintreten einer Dialysepflichtigkeit gefunden [57, 94, 109].

Zudem war in friheren Auswertungen der CARE for HOMe Studie Plasma-FGF-23 auch
unabhéngiger und robuster Pradiktor fir kardiale Dekompensationen und / oder Tod [181].

Mit der vorgelegten Dissertationsarbeit lassen sich nun diese frilheren Ergebnisse aus
CARE for HOMe erweitern, da zum Zeitpunkt der Datenauswertungen eine groRere
Patientenkohorte und ein langerer Nachbeobachtungszeitraum zur Verfiigung stand. Gegenuber
den &lteren CARE for HOMe Analysen, in denen Plasma-FGF-23 seine Stellung als Préadiktor
flr atherosklerotische Ereignisse nach Adjustierung fur die eGFR verloren hatte [181], l&sst
sich nun zeigen, dass Plasma-FGF-23 auch atherosklerotische Ereignisse in CARE for HOMe
robust pradiziert. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit vorherigen klinischen Arbeiten, die
ebenfalls Plasma-FGF-23 mit atherosklerotischen Ereignissen assoziieren konnten [109, 135],
wahrend andere Studien wiederum keine Assoziation zwischen erhohtem Plasma-FGF-23 und
atherosklerotischen Ereignissen nachweisen beziehungsweise hohes Plasma-FGF-23 nicht als

Pradiktor fur das Auftreten atherosklerotischer Ereignisse bestatigen konnten [43, 197].
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Im Kontext dieser divergierenden epidemiologischen Studienergebnisse beobachteten
Scialla et al. in der nordamerikanischen CRIC (Chronic Renal Insufficiency Cohort) Studie,
dass die Assoziation zwischen erhéhtem Plasma-FGF-23 und atherosklerotischen Ereignissen
(definiert als Hospitalisierung aufgrund eines akuten Myokardinfarkts, Schlaganfalls und / oder
eines peripher-vaskularen Ereignisses) signifikant, aber gleichwohl deutlich schwacher war als
die Assoziation zwischen erhohtem Plasma-FGF-23 und kardialen Ereignissen (definiert als
Hospitalisierung aufgrund einer Herzinsuffizienz / kardialen Dekompensation) [177]. Dies
stimmt mit Beobachtungen aus weiteren groflen Studien wie der bevoélkerungsbasierten
CHS (Cardiovascular Health Study) Studie und der interventionellen EVOLVE Studie Uberein,
die ebenfalls eine Assoziation zwischen erhdhtem Plasma-FGF-23 und atherosklerotischen
Ereignissen fanden, wobei sich diese vergleichen mit der Assoziation zwischen Plasma-FGF-23

und kardialen Ereignissen als deutlich schwéacher prasentierte [95, 153].

Ahnlich zeigen die friheren CARE for HOMe Auswertungen eine starke Assoziation von
Plasma-FGF-23 mit kardialen Ereignissen, die auch in multivariaten Analysen signifikant
blieb; demgegentber war die Assoziation zwischen Plasma-FGF-23 und atherosklerotischen
Ereignissen schwacher und blieb in den anschlieBenden multivariaten Analysen nicht
erhalten [181]. Ubereinstimmend finden sich auch in der Allgemeinbevélkerung Hinweise
darauf, dass erhohtes Plasma-FGF-23 bei Menschen mit normaler Nierenfunktion kardiale

Ereignisse deutlich besser als atherosklerotische Ereignisse pradiziert [95].

Ferner decken rezente invitro und invivo Untersuchungen auf, dass unsere bisherigen

Erkenntnisse Uber Plasma-FGF-23 und dessen (Patho-) Physiologie noch liickenhaft sind.

So konnten rezente experimentelle Arbeiten die prasumtiven direkt kardiotoxischen Effekte
von Plasma-FGF-23 nicht einheitlich verifizieren [190, 231]; zwischenzeitlich wurden sogar
kardioprotektive Eigenschaften von Plasma-FGF-23 diskutiert [194]. Im pathophysiologischen
Kontext der Herzinsuffizienz konnte experimentell eine relevante ,,ektope FGF-23-Expression
in Kardiomyozyten nachgewiesen werden [173]. In einem Mausmodell mit artifiziell
induziertem Myokardinfarkt liel sich ferner eine signifikant gesteigerte Expression von
Plasma-FGF-23 in Osteozyten, aber auch in Kardiomyozyten feststellen [13]. In Einklang
fordern auch Kklinische Studien das bisherige Verstdndnis des Zusammenhangs zwischen
erhdhtem Plasma-FGF-23 und kardialer Schadigung heraus: so konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit akutem kardiogenem Schock einen massiven Plasma-FGF-23-Anstieg erfahren,
der mit einer schlechten Prognose assoziiert ist [66, 168]. Da diese Patienten mehrheitlich wohl

nicht an einer fortgeschrittenen CKD als primdrem Induktor erhéhter Plasma-FGF-23-Spiegel
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litten, kann gefolgert werden, dass die massive Plasma-FGF-23-Freisetzung dem kardiogenen
Schock folgt und diesem nicht vorausgeht. Demnach lasst sich die Hypothese aufstellen, dass
erhdhtes Plasma-FGF-23 nicht obligat die Ursache, sondern mdglicherweise auch die Folge
einer myokardialen Schéadigung sein konnte. Darlber hinaus berichtete eine aktuelle
Beobachtungsstudie, dass Patienten mit FGF-23-assoziierten hypophosphatamischen
Erkrankungen wie beispielsweise der hypophosphatamischen Rachitis / Osteomalazie, die
lebenslang hohen Plasma-FGF-23-Spiegeln exponiert sind, nicht Gberproportional haufig eine

LVH als Ausdruck einer kardialen Schadigung entwickeln [195].

Insgesamt zeigt dies, dass eine kausale pathophysiologische Rolle von Plasma-FGF-23 in der
Entstehung kardiovaskuldrer und insbesondere myokardialer Erkrankungen bei CKD nicht
eindeutig bewiesen ist. Vielmehr kdnnte erhohtes Plasma-FGF-23 auch lediglich Reflektor
anderer, pathophysiologisch relevanter Risikofaktoren sein, die ihrerseits eine kausale oder

mediierende Rolle in der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen bei CKD-Patienten haben.

Von grofRer Bedeutung ist dabei insbesondere, dass in rezenten Arbeiten ein Eisenmangel
als Induktor der Plasma-FGF-23-Bildung erkannt wurde. Es konnte gezeigt werden, dass ein
Eisenmangel im Tierexperiment eine Steigerung der Plasma-FGF-23-Synthese induziert [37,
52]; weiterhin konnte in Kklinischen Studien sowohl bei nierengesunden [228] als auch bei
nierenkranken Menschen eine Assoziation von erhdhtem Plasma-FGF-23 mit einem

Eisenmangel und / oder einer Andmie gefunden werden [23, 147, 156, 202].

Dies hat deshalb eine hohe Relevanz, da die CKD bereits in friilhen Stadien regelhaft mit einer
multifaktoriellen Andmie assoziiert ist [193], deren Hauptursachen die Suppression der renalen
EPO-Produktion und ein Eisenmangel sind [18]. Dabei ist die Anadmie Pradiktor fur Mortalitat,
kardiovaskuldre Ereignisse und fiir das Eintreten einer Dialysepflichtigkeit [91, 114, 129, 232];

ein Eisenmangel allein wurde als Pradiktor fur das Gesamtuberleben identifiziert [29, 44, 113].

In diesem Zusammenhang wird zundchst postuliert, dass ein Eisenmangel zu der starken
Erhohung von Plasma-FGF-23 bei CKD beitragt. Weiter soll die Hypothese geprift werden,
dass der Eisenmangel hierbei der entscheidende Einflussfaktor auf die kardiovaskulére
Morbiditat und Mortalitat bei CKD-Patienten ist. Dazu soll im Folgenden zundchst die
(patho-) physiologische Bedeutung von Plasma-FGF-23 und seine kontrovers diskutierte Rolle
hinsichtlich des Auftretens kardiovaskuldrer Erkrankungen erdrtert sowie nachfolgend die
pathophysiologische Entstehung und Diagnostik eines Eisenmangels bei CKD sowie
anschliefend die Interaktion zwischen einem Eisenmangel und der Erh6hung wvon
Plasma-FGF-23 im Kontext der CKD diskutiert werden.
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6.2. Plasma-FGF-23 als Schlisselhormon der CKD

Die Rolle des phosphaturischen Hormons Plasma-FGF-23 als zentralem Parameter der CKD

wurde seit seiner Erstbeschreibung in den letzten zwei Jahrzehnten intensiv untersucht.

Physiologisch wird Plasma-FGF-23 in Osteoblasten und Osteozyten gebildet und bei hohen
Plasma-Phosphatkonzentrationen ausgeschittet. Plasma-FGF-23 vermittelt seine klassischen
Effekte an definierten Zielorganen uber die Bindung von FGF-Rezeptoren in Anwesenheit des
obligaten Ko-Rezeptors a-Klotho. Die Folgen sind eine gesteigerte renale Phosphatexkretion
durch Hemmung tubulérer Natrium-Phosphat-Kotransporter sowie eine verminderte intestinale
Phosphatresorption, wodurch die Entstehung einer Hyperphosphatdmie auch bei gering- bis
mittelgradig eingeschrénkter GFR verhindert wird [83, 100]. Weiterhin hemmt Plasma-FGF-23
die renale Expression der 1a-Hydroxylase, des Schrittmacherenzyms der Calcitriolsynthese,
wahrend es gleichzeitig den Calcitriolabbau durch die 24-Hydroxylase induziert, was einen
Calcitriolmangel verursachen kann [184]. Die intestinale Calcium- und Phosphatresorption
wird hierdurch gehemmt und die Entstehung eines sekundaren Hyperparathyreoidismus (SHPT)
beglnstigt. Serum-Calcitriol selbst induziert wiederum die Plasma-FGF-23-Synthese [127].
Ferner supprimiert Plasma-FGF-23 die Parathormon (PTH) -Synthese in vitro und in vivo [21,
115, 136]. Umgekehrt scheint PTH die Plasma-FGF-23-Synthese in vitro zu stimulieren [171],
wahrend die Studienergebnisse in vivo hierzu widerspruchlich sind; was zumindest teilweise
durch die Wechselwirkungen von Serum-PTH mit Plasma-Phosphat und Serum-Calcitriol,
welche wiederum Plasma-FGF-23 beeinflussen, erkléart werden kann [83]. Interessanterweise
findet man bei Patienten mit fortgeschrittener CKD neben einem erhéhten Plasma-FGF-23 oft
auch ein erhohtes Serum-PTH im Rahmen eines sHPT, was auch in CARE for HOMe bestatigt
werden kann. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist die Entwicklung einer Urdmie-bedingten
Plasma-FGF-23-Resistenz der Nebenschilddrise im Verlauf der CKD [67, 86].

Bei CKD steigt Plasma-FGF-23 mit fallender GFR stetig an, um die Phosphathomdéostase
aufrechtzuerhalten und eine Hyperphosphatdmie zu verhindern. In fortgeschrittenen Stadien
weisen CKD-Patienten jedoch trotz erhéhtem Plasma-FGF-23 oft eine Hyperphosphatdmie auf,
da auch bei massiv stimulierter tubulérer Ausscheidung die glomeruldre Filtration von Plasma-

Phosphat zu gering ist, um eine ad4quate renale Phosphatausscheidung zu ermdglichen [81].

Erhohtes Plasma-FGF-23 ist mit einer schlechten kardiovaskuldren Prognose und erhohter
Mortalitat assoziiert [78, 109]. In Einklang zeigte sich auch in der CARE for HOMe Studie,
dass Plasma-FGF-23 ein robuster Prédiktor fur renale sowie kardiovaskulére Ereignisse ist.
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Ein wichtiger Pathomechanismus, der zu der hohen kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitét
von CKD-Patienten beitrégt, ist die kardiale linksventrikulare Hypertrophie (LVH) [42, 165].

In diesem Zusammenhang wurde 2009 epidemiologisch von Gutierrez et al. [77] eine
unabhéngige Assoziation der LVH mit erhohtem Plasma-FGF-23 in einer Kohorte mit
58 nierengesunden Menschen sowie 162 CKD-Patienten festgestellt. Um zu kléren, ob diese
Assoziation kausal ist und ob Plasma-FGF-23 potenziell direkte Effekte auf kardiale Strukturen

hat, wurden verschiedene epidemiologische und experimentelle Studien durchgefthrt.

So bestétigten Faul et al. [53] zunédchst durch Analysen der groflen nordamerikanischen
CRIC Kohorte die bekannte epidemiologische Assoziation von erhthtem Plasma-FGF-23 und
einer pravalenten LVH bei CKD; zudem konnte beobachtet werden, dass in der CRIC Kohorte

erhéhtes Plasma-FGF-23 auch mit der Neuentstehung einer LVH assoziiert war.

Die postulierte kausale Bedeutung von Plasma-FGF-23 fir die LVH-Entstehung bei CKD
untersuchten Faul et al. [53] nachfolgend experimentell. Hierbei wurden Herzmuskelzellen
neonataler Ratten in vitro mit Plasma-FGF-23 behandelt; anschlieBend konnte eine verstarkte
Expression von fetalem B-MHC (beta-myosin heavy chain) bei verminderter Expression des
adulten a-MHC (alpha-myosin heavy chain) als etablierten Markern einer pathologischen
kardialen Hypertrophie mittels RT-PCR gemessen werden. Die Gabe eines Pan-FGF-Rezeptor-
Blockers hemmte derartige Effekte auf Kardiomyozyten in vitro. Um diese Plasma-FGF-23-
Effekte auch in vivo nachvollziehen zu kénnen, wurde Wild-Typ-Méusen rekombinantes
Plasma-FGF-23 intramyokardial und intravends gespritzt; beides resultierte histologisch und
echokardiographisch in einer LVH. Zusétzlich wiesen Mause mit einer homozygoten oder
heterozygoten Mutation des Plasma-FGF-23-Korezeptors a-Klotho, dessen vollstdndige oder
partielle Inaktivierung zu einer graduierten, gegenregulatorischen Plasma-FGF-23-Erhéhung
fluhrte, im Verlauf kardiale Strukturveranderungen auf. Diese waren bei homozygoten Tieren,
die hohere Plasma-FGF-23-Spiegel aufwiesen, deutlich ausgepragter als bei den heterozygoten
Tieren; dies wies auf eine Konzentrationsabhéngigkeit der Plasma-FGF-23-Effekte hin. Zuletzt
wurden die Plasma-FGF-23-Effekte an Ratten untersucht, die nach einer 5/6-Nephrektomie
aufgrund ihrer Nierenfunktionseinschrdnkung deutlich erhdéhte Plasma-FGF-23-Spiegel
aufwiesen. Die Injektion eines Pan-FGF-Rezeptor-Blockers hemmte in Einklang mit den

in vitro Ergebnissen im Vergleich zu der Kontrollgruppe die Entstehung einer LVH in vivo.

Di Marco et al. [40] erweiterten diese experimentellen Studienergebnisse unter Verwendung
des gleichen 5/6-Nephrektomie Rattenmodells, wobei die schlechtere Nierenfunktion auch hier

in hoherem Plasma-FGF-23 als bei nierengesunden Kontrolltieren resultierte und konsekutiv in
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die Entstehung einer LVH miindete. Es erfolgte - wie schon in der experimentellen Studie von
Faul et al. [53] - die Gabe eines Pan-FGF-Rezeptor-Blockers. Nachfolgend konnte zum einen
echokardiographisch eine Reduktion der linksventrikuldaren Muskelmasse und zum anderen
histologisch ein deutlicher Riickgang einer myokardialen Fibrose als typischem Kennzeichen
einer LVH festgestellt werden. Wahrend Faul et al. [53] demnach tierexperimentell gezeigt
hatten, dass eine FGF-Rezeptor-Blockade bei CKD die Entstehung einer LVH hemmen kann,
konnten Di Marco et al. [40] zusatzlich aufzeigen, dass eine Blockade der FGF-Rezeptoren

eine pravalente LVH im Tiermodell mit CKD - zumindest partiell — riickgédngig machen kann.

Spéter identifizierten Grabner et al. [73] speziell den FGF-Rezeptor 4 als relevanten kardialen
Plasma-FGF-23-Rezeptor. Zunédchst wurde hierbei in vitro in Zellkulturanalysen gezeigt, dass
Plasma-FGF-23 in Abwesenheit seines Ko-Rezeptors a-Klotho auf Kardiomyozyten den
FGFR 4 aktivieren kann. Die pathophysiologische Relevanz des FGFR 4 in vivo wurde
nachfolgend durch die Untersuchung von Mdusen mit einer ,,l0ss-of-function*“-Mutation des
FGFR 4 untersucht. So entwickelten die mutierten M&use mit funktionslosem FGFR 4, anders
als die Wildtyp-Mause, unter phosphatreicher Diat und konsekutiv erhéhtem Plasma-FGF-23
keine LVH. AnschlielRend konnte die intraperitoneale Gabe eines selektiven FGFR 4-Blockers
die Entstehung einer LVH im 5/6-nephrektomierten Rattenmodell deutlich abmildern, ohne
dabei die Plasma-FGF-23-Spiegel, den Blutdruck oder die Nierenfunktion signifikant zu
verandern. Daher wurde angenommen, dass eine selektive Blockade des FGFR 4 auch in der
klinischen Anwendung bei CKD-Patienten das kardiale Remodelling hemmen und so die
kardiovaskuldre Morbiditat und Mortalitat reduzieren konnte, ohne die physiologisch wichtigen
Effekte von Plasma-FGF-23 - insbesondere flr die Phosphathomdostase - zu beeintrachtigen.

Allerdings wurden alle diese Arbeiten von Mitgliedern derselben Arbeitsgruppe veréffentlicht.
Andere Arbeitsgruppen konnten in mehreren experimentellen Studien die beschriebenen

unmittelbar kardiotoxischen Effekte von Plasma-FGF-23 nicht einheitlich reproduzieren.

So konnten Agarwal et al. [10] im Gegensatz zu Faul et al. [53] bei a-Klotho-defizienten
Mausen als Modell fiir stark erhéhte Plasma-FGF-23-Spiegel weder bildmorphologisch noch
histologisch eine LVH nachweisen. Weiterhin fanden Slavic et al. [190] in einem Mausmodell,
dass die Entstehung einer LVH aufgrund einer kardialen Nachlasterhéhung weder durch

Plasma-FGF-23 noch durch dessen Ko-Rezeptor a-Klotho beeinflusst wurde.

SchlieRlich berichteten Matsui et al. [140] bei M&usen mit einer schweren LVH aufgrund einer
Kardiomyozyten-spezifischen Gen-Mutation eine Erhéhung von Plasma-FGF-23 am ehesten

aufgrund einer kardiomyozytaren Plasma-FGF-23-Bildung; eine osteozytire Uberproduktion
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konnte dabei nicht nachgewiesen werden. So wurde postuliert, dass erhéhtes Plasma-FGF-23
weniger die Ursache als vielmehr eine Folge- oder Begleiterscheinung der LVH sein kénnte.

Weitere experimentelle Arbeiten zeigten potenzielle Gefahren auf, die eine pharmakologische
Antagonisierung von Plasma-FGF-23 mit dem Ziel der Kardioprotektion mit sich bringen kann;
diese waren primdr durch Hemmung der Phosphat-regulierenden Effekte von Plasma-FGF-23
bedingt. So miundete eine Pan-FGF-Rezeptor-Blockade nicht unerwartet in einer massiven
Dysregulation der Phosphathomdéostase mit einer ausgeprégten Hyperphosphatamie, die aus der
fehlenden Mdoglichkeit zur adaquaten renalen Phosphatausscheidung resultierte. Dabei wurde
das Auftreten von Gewebe- und Gefallverkalkungen sowie relevanten echokardiographischen
Verénderungen beobachtet, wobei letztere auf eine diastolische Dysfunktion hinwiesen [234].
In einem anderen Tiermodell hatte die antikdrpervermittelte Plasma-FGF-23-Antagonisierung
bei 5/6-nephrektomierten Ratten zwar eine Senkung des Serum-PTH sowie einen Anstieg des
Serum-Calcitriol und konsekutiv die Besserung eines pravalenten sHPT zur Folge; es traten
aber auch hier - analog zu der Pan-FGF-Rezeptor-Blockade - eine Hyperphosphatamie sowie

vaskulare Kalzifikationen auf, was letztlich mit einer erhéhten Mortalitat assoziiert war [182].

Neben der Schwierigkeit der Interpretation dieser divergierenden experimentellen
Studienergebnisse bleiben auch noch epidemiologische Unklarheiten: So bleibt weiterhin
unverstanden, welcher Stimulus der initiale Ausloser des Plasma-FGF-23-Anstiegs ist, der
schon bei geringer Nierenfunktionseinschrankung beobachtet werden kann. Die anfangliche
Hypothese, dass dieser frihe Plasma-FGF-23-Anstieg durch eine Hyperphosphatdmie zu
Beginn einer CKD verursacht sein kénnte, steht nicht in Einklang mit der Beobachtung, dass
Plasma-FGF-23 bereits ansteigt, wenn Plasma-Phosphat aber auch andere Parameter des

Calcium-Phosphat-Stoffwechsels noch in ihrem laborchemischen Referenzbereich liegen [93].

Allerdings konnten Faktoren auflerhalb des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels, respektive
aulerhalb der klassischen CKD-MBD, einen Anstieg von Plasma-FGF-23 bereits bei nur
geringgradig eingeschrénkter GFR ausldsen.

In diesem Zusammenhang ist von besonderer Bedeutung, dass auf Grundlage rezenter
experimenteller [37, 52] und klinischer [228] Arbeiten der bei CKD-Patienten hochpravalente
Eisenmangel als ein moglicher auslosender Pathomechanismus diskutiert wird; demnach
konnte ein Eisenmangel neben oder bereits vor einer messbaren Verénderungen der
CKD-MBD-Parameter eine Freisetzung von Plasma-FGF-23 schon in friihen CKD-Stadien
induzieren [230].
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Die Uberpriifung einer Assoziation zwischen einem Eisenmangel und einem
Plasma-FGF-23-Anstieg sowie deren prognostische Relevanz fur die kardiovaskuldre und
renale Prognose der Patienten der CARE for HOMe Kohorte ist Gegenstand der vorliegenden

Promotionsarbeit.
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6.3. Der pathophysiologische Hintergrund und die diagnostischen

Herausforderungen eines Eisenmangels bei CKD

Der Eisenmangel stellt eine haufige Begleiterscheinung der CKD dar [55]. Gleichzeitig gehort
der Eisenmangel neben dem EPO- (Erythropoetin) Mangel zu den Hauptursachen einer Anédmie
bei CKD [17]. Eine Anamie ist dabei oft mit belastenden Symptomen wie Mudigkeit, Schwache
und Kopfschmerzen assoziiert [56] und tritt mit VVoranschreiten der CKD zunehmend héufiger
auf [15, 141]. Dartber hinaus sind sowohl der Eisenmangel [16, 29, 44, 113] als auch die
Anémie allgemein [91, 114, 129, 215] bei CKD-Patienten mit einer schlechteren Prognose
assoziiert. Eine regelméaRige Uberpriifung der Hamoglobinkonzentration und der Parameter des

Eisenstatus hat daher insbesondere bei Progression der CKD grof3e Bedeutung [3].

Wahrend die Anédmie dabei durch die Hamoglobinkonzentration eindeutig definiert ist, stellt
die Evaluation des Eisenstatus bei CKD-Patienten eine gréRere Herausforderung dar.

Bereits in der Allgemeinbevdlkerung wurden verschiedene Referenzwerte fur die Diagnostik
des Eisenmangels vorgeschlagen [222]; so ist laut der WHO ein Plasma-Ferritin < 15 ng / ml
hinweisend fur einen Eisenmangel bei Erwachsenen [8, 225]. In anderen Arbeiten wird jedoch
aufgrund einer deutlich hoheren Sensitivitét ein Plasma-Ferritin < 30 ng / ml als Grenzwert fir

die Diagnose eines Eisenmangels innerhalb der Allgemeinbevélkerung empfohlen [35, 133].
Die Diagnose des Eisenmangels bei CKD-Patienten ist durch zwei Probleme erschwert:

Wéhrend das Plasma-Ferritin bei nierengesunden Menschen die korpereigenen Eisenreserven
zumeist gut widerzuspiegeln vermag [8], wird das Plasma-Ferritin bei CKD-Patienten von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, die dessen Messung verfalschen kénnen. Hierzu zéhlt
insbesondere die CKD-assoziierte chronische Inflammation, da das Plasma-Ferritin selbst ein
Akute-Phase-Protein ist. So kann das Plasma-Ferritin im Rahmen der Inflammationsprozesse
unabhéngig von dem Fullungszustand der Eisenreserven des Korpers erhéht sein. Liegt dabei
gleichzeitig ein Eisenmangel vor, kann dieser labordiagnostisch maskiert werden [41, 204]. So
werden fur CKD-Patienten hohere Plasma-Ferritin-Grenzwerte als fur nierengesunde Patienten

zur Eisenmangeldiagnostik vorgeschlagen, wie etwa ein Plasma-Ferritin < 100 ng / ml [128].

Allerdings kann auch bei einem Plasma-Ferritin > 100 ng / ml ein sogenannter ,,funktioneller
Eisenmangel vorliegen; dieser ist charakterisiert durch normale bis tberftllte Eisenspeicher,

reflektiert durch ein (hoch) normales Plasma-Ferritin, bei gleichzeitig reduzierter Verfiigbarkeit

62



des Korpereisens fir die Erythropoese und andere eisenabhéngige Stoffwechselvorgange [17].
Hiervon abzugrenzen ist der ,,absolute Eisenmangel, der als vollstdndige Ausschopfung der

Korpereisenspeicher mit Erniedrigung des Plasma-Ferritins definiert wird [133].

Auch der funktionelle Eisenmangel kann teilweise durch inflammatorische Prozesse erklart
werden. So kommt es bei CKD durch proinflammatorische Zytokine zu einer Induktion der
hepatischen Hepcidinsynthese; die Effekte des Peptidhormons Hepcidin minden langfristig in
einer reduzierten intestinalen Eisenresorption einerseits und andererseits in einer Eisenretention
in Hepatozyten und Makrophagen des retikuloendothelialen Systems (RES) [204]. Damit wird
ein relevanter Anteil des Gesamtkorpereisens in den Eisenspeichern festgesetzt und kann dem
Stoffwechsel nur noch eingeschréankt zur Verfugung gestellt werden. Das Plasma-Ferritin ist
hier aufgrund der gefiillten Eisenspeicher (und gegebenenfalls aufgrund der chronischen
Inflammation) normal oder erhoht, weshalb sich der ,,funktionelle Eisenmangel* bei alleiniger

Betrachtung des Plasma-Ferritins haufig der Standardlabordiagnostik entzieht [17, 133].

Um dennoch eine zuverlassige Erkennung des Eisenmangels bei CKD-Patienten gewahrleisten
zu konnen, empfehlen viele Leitlinien zur Anamiediagnostik bei CKD die gemeinsame
Interpretation von Plasma-Ferritin und Transferrinséttigung (TSAT) [3, 5, 150]; die TSAT ist
dabei ein Surrogatparameter der Verfugbarkeit des kdrpereigenen Eisens fur die Erythropoese.
Obgleich auch die TSAT durch CKD-assoziierte Inflammationsprozesse beeinflusst werden
kann und gewissen (patho-) physiologischen Schwankungen unterliegt [64, 204], gilt eine
TSAT <20% als Indikator fur einen absoluten und funktionellen Eisenmangel bei CKD.
Daruber hinaus sind beide Laborparameter kostengtinstig und breit verfugbar, und es liegen
langjéhrige klinische Erfahrungswerte fir deren Interpretation bei CKD-Patienten vor [41].

Allerdings werden auch immer wieder die Limitationen der beiden Parameter sowie die
fehlende einheitliche Definition fester Grenzwerte fur Patienten mit CKD diskutiert [35, 41].
Oft beziehen sich die in den Leitlinien empfohlenen Grenzwerte nur auf eine
Eisenmangelanamie, nicht jedoch auf einen isolierten Eisenmangel ohne pravalente Anamie.
Zwischen funktionellem und absolutem Eisenmangel wird in kaum einer Leitlinie hinsichtlich
der empfohlenen Grenzwerte zur Diagnosestellung explizit differenziert. SchlieBlich geben
einige Leitlinien anstelle einer klaren Definition eines Eisenmangels oder einer
Eisenmangelandmie lediglich die Grenzwerte an, bei deren Unterschreitung eine

(eisensubstituierende) Therapie indiziert ist.
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Tabelle 5 gibt einen Uberblick iber nationale und internationale Leitlinien groRer
Organisationen zu Diagnostik und Management der Anamie bei CKD. Aufgeflhrt sind — je
nach Intention der Leitlinienempfehlung — entweder die Grenzwerte, die fir die Definition
eines Eisenmangels oder einer Eisenmangelanamie angegeben werden (,,Grenzwerte zur
Diagnosestellung*) oder die Grenzwerte, ab welchen eine therapeutische Intervention (mittels
Eisensubstitution) empfohlen wird (,,Grenzwerte zur Therapieeinleitung®) oder aber die
Grenzwerte, die laut den entsprechenden Leitlinien als Zielwerte im Rahmen einer
therapeutischen Intervention empfohlen werden (,,Grenzwerte fiir das Therapiemonitoring*);
hierbei wird in den meisten Leitlinien zwischen der nicht-dialysepflichtigen CKD (ND-CKD)
und der hamodialysepflichtigen CKD (HD-CKD) unterschieden.

Aufgrund der Heterogenitat der Leitlinien darf die Darstellung in Tabelle 5 nur als orientierend
gewertet werden. Teilweise fehlt eine klare Unterscheidung zwischen Grenzwerten zur
Diagnosestellung eines Eisenmangels oder einer Eisenmangelandmie von Grenzwerten zur
Therapieeinleitung bei einem Eisenmangel oder einer Eisenmangelandmie. Ein (absoluter)
Eisenmangel wird in drei Leitlinien eindeutig definiert: dabei definieren die UKRA (United
Kingdom Renal Association) [6, 150] und die CSN (Canadian Society of Nephrology) [137]
den absoluten Eisenmangel allein uber das Plasma-Ferritin, wahrend die ERBP (European
Renal Best Practice) -Leitlinie [128] die Kombination von Plasma-Ferritin und TSAT zur
Diagnosestellung des absoluten Eisenmangels heranzieht. Erwéhnenswert ist auerdem, dass
in allen Leitlinien fir die Indikationsstellung zur Therapieeinleitung und als Zielwerte fiir das
Therapiemonitoring die Kombination von Plasma-Ferritin und TSAT empfohlen wird. Die
Anwendung alternativer Parameter zur Evaluation des Eisenstatus wie beispielsweise der
prozentuale Anteil hypochromer Erythrozyten (Hypochromic Red Cells, % HRC) oder auch
der Hdmoglobingehalt von Retikulozyten (Reticulocyte haemoglobin content, CHr) wird in
zwei Leitlinien als bevorzugt empfohlen (NICE (National Institute for Health and Care
Excellence) [5], UKRA [6, 150]), in zwei Leitlinien als optional angegeben (KDIGO (The
Kidney Disease, Improving Global Outcomes) [3], ERBP [128]) und in einer Leitlinie nicht
explizit erwahnt (CSN [137]).

Im Kontext dieser uneinheitlichen und teilweise uneindeutigen Empfehlungen schldgt ein
aktueller Expertenkonsens auch unter Berlicksichtigung der hier dargestellten Leitlinien vor,
ein Plasma-Ferritin < 100 ng / ml oder eine TSAT < 20% bei nicht-dialysepflichtiger CKD als
Eisenmangel zu werten. Ein Plasma-Ferritin zwischen 100 - 300 ng / ml erfordert entsprechend

der Experteneinschéatzung eine Reevaluation unter Hinzuziehen der TSAT [26].
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Tabelle 5 Nationale und internationale Leitlinien zu Diagnostik und Management der Anamie bei CKD (modifiziert nach [26] & [204]).

p ' Definierte Empfohlene Grenzwerte Empfohlene Marker
rganisation i . 5 .
iei dlinie Variable: Intention der Empfehlungen Plasma-Ferritin [ng / ml] TSAT [%] zur Evaluation des
Eisenstatus
EM/EMA ND-CKD HD-CKD ND-CKD HD-CKD
" g o gas < 25(38) n 2 =
CSN ,Klassischer EM Grenzwerte fiir die Diagnosestellung < 11(9) TSAT und Plasma-Ferritin,
(Kanada) 2008 5 - weitere Parameter nicht
renzwerte flir das > 200 >20 explizit erwihnt
Madore et al. [137] N Therapiemonitoring el (unter ESA) 22l (unter ESA) a
Absoluter EM Grenzwerte fiir die Diagnosestellung < 100 <100 <20 <20
ERBP abslf)m:nmltiM Grenzwerte fiir die Therapieeinleitung < 100 < 100 <20 <20
(Europa) 2013 TSAT u.rtld P}:sma-]:terrilin,
EMA ohne Grenzwerte fiir die Therapieeinleitung weitere Parameter
[ 3 . < ;
Locatelli et al. [128] absoluten EM (Ziel: Hb-Anstieg ohne ESA-Gabe) S <300 <2 2 optional
FMA Grenzwerte fir die Therapieeinleitung < 300 (< 300) <30 (< 30)
(Ziel: Hb-Anstieg / Reduktion ESA-Dosis) (unter ESA) (unter ESA) (unter ESA) (unter ESA)
I(DIGO TSAT und Plasma-Ferritin,
(International) 2012 EMA Grenzwerte fiir die Therapieeinleitung <500 <500 <30 <30 weitere Parameter
KDIGO Anemia Work Group [3] optional
< Grenzwerte fiir die Diagnosestellung < 100 < 100 <20 <20
NI_(’E . bevorzugt
(Grof3britannien) 2015 EMA/EM Grenzwerte fiir die Therapieeinleitung < 100 < 100 <20 <20 % HRC, CHr
y ] (keine eindeutige Alternativ: TSAT und
Na’?;fggi’;;l;;ﬁ;glegl;?]and Differenzierung) Grenzwerte fiir das > 100-800 > 100-800 >20 >20 Plasma-Ferritin
) Therapiemonitoring (unter ESA) (unter ESA) (unter ESA) (unter ESA)
Absoluter EM Grenzwerte fiir Diagnosestellung < 100 < 100 - -
TKRA
(Grol:britannien) e %b:lYl:g ll(‘:g;h
_ _ Update: EMA Grenzwerte fiir die Therapieeinleitung < 100 < 100 < 20 <20 Alesiativ 'l:S AT und
United Kingdom Renal 2020 Plasma-Ferritin
Association [6; 150] EMA Grenzwerte fiir Therapiemonitoring > 100-500 > 200-500 >20 > 20

Abkirzungen: CSN (Canadian Society of Nephrology), ERBP (European Renal Best Practice), KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes), NICE (National Institute
for Health and Care Excellence), UKRA (United Kingdom Renal Association), EM / EMA (Eisenmangel / Eisenmangelandmie), ESA (Erythropoiesis-Stimulating Agent),
Hb (Hamoglobinkonzentration), % HRC (Hypochromic Red Cells, prozentualer Anteil hypochromer Erythrozyten), CHr (Reticulocyte haemoglobin content, Hdmoglobingehalt
von Retikulozyten), ND-CKD (nicht-dialysepflichtige CKD), HD-CKD (hamodialysepflichtige CKD), TSAT (Transferrinsattigung), & (wenn mannlich), @ (wenn weiblich).
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In einigen Leitlinien werden neben Plasma-Ferritin und TSAT zusatzliche oder alternative
Parameter zur Diagnose des Eisenmangels bei CKD diskutiert; diese sollten dabei méglichst

wenig von einer pravalenten chronischen Inflammation beeinflusst werden.

Mittlerweile gut etablierte und valide Parameter, insbesondere zur Erkennung des funktionellen
Eisenmangels, sind der prozentuale Anteil hypochromer Erythrozyten (Hypochromic Red
Cells, % HRC) sowie der Hamoglobingehalt von Retikulozyten (Content of reticulocyte
Haemoglobin, CHr). Leider erlauben die fehlende flachendeckende Verfuigbarkeit notwendiger
Messverfahren und die Temperaturempfindlichkeit der Parameter, welche eine umgehende
Kihlung oder eine zeitnahe Aufarbeitung der Patientenproben erfordert, deren routinemafigen
Einsatz im klinischen Alltag aus logistischen Griinden nicht Gberall [41, 199].

Weiterhin wurden auch schon der ,,I6sliche Transferrin-Rezeptor (STfR) beziehungsweise
der sTfR-Index (STfR / logFerritin-Index) als Alternativen zu herkémmlichen Parametern
vorgeschlagen. Plasma-sTfR entsteht durch Proteolyse des Zellmembran-gebundenen
Transferrin-Rezeptors (mTfR). Der mTfR reguliert die zelluldre Eisenaufnahme und wird bei
gesteigertem Eisenbedarf vermehrt exprimiert. Plasma-sTfR korreliert mit der Expression des
mTfR; sodass auch Plasma-sTfR bei Eisenmangel erhoht ist. Plasma-sTfR ist kein
Akute-Phase-Protein und relativ unabhéngig von einer pravalenten Inflammation. Dennoch ist
die Bestimmung des Plasma-sTfR fur die Routinediagnostik bei CKD-assoziiertem
Eisenmangel ungeeignet; zum einen ist dessen Messung kostenintensiv und wird durch Alter
und Ethnizitat der Patienten beeinflusst und zum anderen korreliert Plasma-sTfR mit der
Erythropoeseaktivitat, wodurch seine Interpretation insbesondere bei CKD-Patienten, die mit
Erythropoese-stimulierenden Agenzien (ESA) behandelt werden, erschwert wird [41, 204].

Vor diesem Hintergrund empfehlen nationale und internationale Leitlinien zu Diagnostik und
Management der Anamie bei CKD weiterhin die Kombination von Plasma-Ferritin und TSAT
zur Diagnose des Eisenmangels im klinischen Alltag [3, 128, 137], insbesondere wenn % HRC

und CHr nicht bestimmt werden kdnnen [5, 150], wie es im ambulanten Umfeld oft der Fall ist.

Dementsprechend wurde in der CARE for HOMe Kohorte bei allen CKD-Patienten zu
Studieneinschluss das Plasma-Ferritin erfasst. Als Eisenmangel wurde leitliniengemal ein
Plasma-Ferritin < 100 ng / ml definiert. Zu Beginn der CARE for HOMe Studie war die
Bestimmung der TSAT allerdings nicht Teil der Einschlussuntersuchung; die TSAT-Messung
wurde erst spéater in das Laborprotokoll aufgenommen. Somit konnte in den Auswertungen der
vorgelegten Promotionsarbeit die TSAT nicht zur Diagnostik des Eisenmangels herangezogen

werden. Hierdurch konnte die Anzahl der Patienten mit Eisenmangel unterschatzt worden sein.
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In den Auswertungen zu CARE for HOMe konnte erwartungsgemald eine Assoziation von
niedrigem Plasma-Ferritin mit erh6htem Plasma-FGF-23 nachgewiesen werden; in univariaten
Uberlebensanalysen hatte die Hypoferritinamie jedoch keinerlei prognostische Bedeutung

hinsichtlich renaler und kardiovaskularer Ereignisse.

Um eine etwaige chronische Inflammation leitliniengerecht zu erfassen [3, 6, 26], wurde
zusétzlich eine Subgruppenanalyse durchgefiihrt, in welche nur Patienten mit einem
CRP (C-reaktives Protein) <5mg/ | eingeschlossen wurden. Ziel war es den potenziellen
Einfluss einer CKD-assoziierten chronischen Inflammation auszuschlieBen, indem in der
Subgruppenanalyse ausschliel3lich Patienten ohne labordiagnostisch fassbare Inflammation

berticksichtigt wurden.

Doch auch in den Auswertungen der Subgruppenanalyse konnte keine Assoziation von
Plasma-Ferritin mit renalen oder kardiovaskuldren Endpunkten bestatigt werden; daher kann
ein bedeutsamer Effekt einer CKD-assoziierten chronischen Inflammation auf die hier

berichteten Ergebnisse der CARE for HOMe Studie ausgeschlossen werden.
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6.4. Die mogliche prognostische Bedeutung der Interaktion

zwischen einem Eisenmangel und Plasma-FGF-23 bei CKD

Die Hypothese, dass ein Eisenmangel zur Erhéhung von Plasma-FGF-23 bei CKD beitragen

kann, beruht auf epidemiologischen, experimentellen und klinisch-interventionellen Studien.

So wurde mehrfach in epidemiologischen Arbeiten ein Zusammenhang von Andmie und
Eisenmangel mit erhdhtem Plasma-FGF-23 bei CKD festgestellt. Eser et al. beschrieben im
Rahmen einer Querschnittsstudie bei einer kleinen Kohorte von 61 Peritonealdialyse-Patienten
eine Assoziation von Plasma-FGF-23 sowohl mit einer Anédmie als auch mit einer erniedrigten
TSAT [47]. Tsai et al. berichteten in einer weiteren Observationsstudie bei 53 Patienten mit
nicht-dialysepflichtiger CKD (Stadien 3 und 4), dass auch in ihrer Kohorte hoheres
Plasma-FGF-23 mit niedrigeren Hdmoglobinkonzentrationen assoziiert war - diese Assoziation
blieb auch nach Korrektur fiir potenzielle Andmie-spezifische Storvariablen erhalten [202].

Die epidemiologischen Beobachtungen dieser kleinen Kohortenstudien wurden rezent durch
Nam et al. in der groReren prospektiven Kohortenstudie KNOW-CKD (KoreaN cohort study
for Outcome in patients With Chronic Kidney Disease) bestatigt, in welcher 2089 Patienten mit
einer nicht-dialysepflichtigen CKD (Stadien 1 bis 5) untersucht worden waren. Auch sie
konnten zeigen, dass erhohtes Plasma-FGF-23 mit einer pravalenten Andmie und einem
Eisenmangel assoziiert war; dariiber hinaus war erhohtes Plasma-FGF-23 in der
KNOW-CKD Kohorte mit der Neuentstehung einer An&mie assoziiert [156]. Dies steht in
Einklang mit den Ergebnissen grofierer Studien in westlichen Industrienationen; so wurde in
der nordamerikanischen CRIC Studie bei 3869 Menschen mit einer nicht-dialysepflichtigen
CKD (Stadien 2 bis 4) ebenfalls eine unabhangige Assoziation von erhéhtem Plasma-FGF-23

mit sowohl einer prévalenten als auch einer inzidenten Anamie gefunden [147].

Diese epidemiologischen Erkenntnisse stehen in Einklang mit tierexperimentellen Arbeiten, die
den Einfluss eines Eisenmangels auf die Regulation von Plasma-FGF-23 und somit auf den
Phosphathaushalt untersuchten. Hierbei fuhrte in einem Mausmodell ein diétetisch induzierter
Eisenmangel zu einer gesteigerten Transkription von FGF-23-mRNA in den Knochen der
untersuchten Tiere. Im Blutplasma dieser gesunden Wild-Typ-Mause wurden daraufhin aber
lediglich die enzymatischen Spaltprodukte von Plasma-FGF-23, respektive das C-terminale
Plasma-FGF-23, vermehrt nachgewiesen; das biologisch aktive, intakte Plasma-FGF-23 blieb
jedoch konstant und die Phosphathomd@ostase der Tiere somit unbeeintrdchtigt. Wurde die

eisenarme Didt allerdings ADHR-Knock-In-Mé&usen verabreicht (ADHR, autosomal dominant
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hypophosphatemic rickets, autosomal dominante hypophosphatdmische Rachitis), bei welchen
aufgrund einer ADHR-spezifischen Genmutation die Plasma-FGF-23-Degradation
beeintrachtigt ist, so fuhrte der Eisenmangel zwar auch zu einem gewissen Anstieg des
C-terminalen Plasma-FGF-23, aber primdr zu einem starken Anstieg des intakten

Plasma-FGF-23 und damit zu einer Hypophosphatdmie durch gesteigerte Phosphaturie [52].

Es wird daher vermutet, dass ein Eisenmangel bei ansonsten gesunden Individuen zwar die
Plasma-FGF-23-Synthese in Osteoblasten und Osteozyten induziert, dabei aber gleichzeitig die
Plasma-FGF-23-Degradation stimuliert; somit bleibt die Gesamtmenge an biologisch aktivem,
intaktem Plasma-FGF-23 stabil und es tritt keine gesteigerte Phosphaturie auf, sodass
dementsprechend auch keine Hypophosphatdmie beobachtet werden kann [92, 228].

Diese scheinbar physiologische Kopplung von Plasma-FGF-23-Synthese und -Degradation bei
Eisenmangel kann im Rahmen verschiedener Erkrankungen beeintréchtigt sein - so auch bei
Menschen mit ADHR [92]. Aufgrund einer Gain-of-Function-Mutation des FGF-23-Gens
synthetisieren ADHR-Patienten ein mutiertes FGF-23-Protein, das gegenuber der Degradation
durch proteolytische Spaltung in einem gewissen Umfang resistent ist [32, 185]. Tritt bei
ADHR-Patienten ein Eisenmangel auf, kommt es zunachst - wie bei gesunden Menschen - zu
einer gesteigerten FGF-23-mRNA-Transkription, die dann allerdings - anders als bei gesunden
Menschen - nicht ausreichend durch eine gesteigerte Plasma-FGF-23-Degradation kompensiert
werden kann. Hieraus resultiert ein erhdhtes, intaktes Plasma-FGF-23 im Sinne eines
,,genetisch determinierten® oder ,,primarens Plasma-FGF-23-Uberschusses, welcher fiir die
klassischen Merkmale der ADHR, namlich eine massive Phosphaturie mit konsekutiver
Hypophosphatdmie, einen Vitamin D-Mangel und in der Folge eine Mineralisationsstorung der
Knochen (Rachitis / Osteomalazie), verantwortlich ist [52, 92]. In diesem Kontext wurden
mdogliche pathophysiologische Parallelen der ADHR zur der CKD als dem Prototyp einer
Erkrankung mit ,,sekundirem* oder ,reaktivem* Plasma-FGF-23-Uberschuss diskutiert. Im
Verlauf der CKD steigt Plasma-FGF-23 mit Verschlechterung der Nierenfunktion an, sodass
Menschen mit terminaler Niereninsuffizienz bis zu 1000-fach hoheres Plasma-FGF-23 als
nierengesunde Menschen aufweisen [120]. Es wurde nun die Hypothese aufgestellt, dass bei
CKD - analog zur ADHR - eine Beeintrachtigung der Plasma-FGF-23-Degradation mafigeblich
zu diesen stark erhohten Plasma-FGF-23-Spiegeln beitragen konnte. In diesem Fall wirde ein
Eisenmangel auch bei CKD-Patienten durch die gesteigerte FGF-23-mRNA-Transkription in
Verbindung mit der verminderten Mdoglichkeit zur Plasma-FGF-23-Degradation in einer

starken Erhdhung von biologisch aktivem, intakten Plasma-FGF-23 minden [230].

69



Zur Bestimmung von Plasma-FGF-23 existieren zwei Messverfahren; beide Messverfahren
weisen mittels der ELISA-Methode das biologisch aktive, intakte Plasma-FGF-23 nach. Der
Unterschied der Verfahren besteht darin, dass in dem als ,,C-terminalen FGF-23-ELISA*
bezeichneten Assay neben dem biologisch aktiven, intakten Plasma-FGF-23 auch dessen
mutmalilich  biologisch inaktive, C-terminale Spaltprodukte nachgewiesen werden.
Dementsprechend misst der C-terminale FGF-23-ELISA die Gesamtkonzentration an
vorhandenem intaktem und C-terminalem Plasma-FGF-23, wéhrend der als “intakter
FGF-23-ELISA* bezeichnete Assay allein das intakte Plasma-FGF-23 nachweist [83].

Die Kenntnis der zwei unterschiedlichen Messverfahren ist deswegen von Belang, da sich bei
Progression der CKD das Verhaltnis von intaktem zu C-terminalem Plasma-FGF-23 zugunsten
des intakten Plasma-FGF-23 verschiebt [191]. Bei Patienten mit dialysepflichtiger CKD ist
folglich fast nur noch intaktes Plasma-FGF-23 nachweisbar [186], was auf eine gehemmte
Plasma-FGF-23-Degradation bei fortgeschrittener CKD zurtickgefuhrt wird [230].

Die biologische Relevanz der angefiihrten epidemiologischen und tierexperimentellen Daten
wurde durch eine randomisierte kontrollierte Interventionsstudie belegt, die die Wirksamkeit
und Sicherheit von Eisencarboxymaltose als intravendsem Eisenpraparat zur Therapie einer
Eisenmangelandmie bei Frauen mit starker gynakologischer Blutung untersuchte. Hierbei
wurden nach der intravendsen Gabe von Eisencarboxymaltose transiente VVeranderungen im
Calcium- und Phosphatstoffwechsel beobachtet. Die Korrektur der Eisenmangelandmie sowohl
mittels oraler als auch mittels intravendser Eisengabe war dabei von einem geringgradigen
Abfall des Plasma-Calciums und Serum-Kaliums, aber insbesondere von einer deutlichen,
wenn auch asymptomatischen Hypophosphatamie begleitet; dieser Effekt zeigte sich bei den

Patientinnen ausgepragter, die das intravendse Eisenpraparat erhalten hatten [211].

Diese Erkenntnisse zusammengenommen veranlassten nachfolgend Wolf et al. [228] den
konkreten Zusammenhang zwischen dem Calcium-und Phosphatstoffwechsel und dem
Eisenstoffwechsel in einer klinischen Studie gezielt zu untersuchen; hierbei wurde
55 nierengesunden Frauen mit Eisenmangelandmie aufgrund uteriner Blutungen entweder
Eisencarboxymaltose oder ein Dextran-basiertes Eisenpraparat intravends verabreicht. VVor und
nach der intravendsen Eisengabe wurden Plasma-FGF-23 sowie weitere Parameter des

Mineral- und Knochenstoffwechsels bestimmt. Dies erbrachte zwei wesentliche Erkenntnisse:

Erstens konnte schon vor der Eisengabe zu Studienbeginn gezeigt werden, dass ein
Eisenmangel bei nierengesunden Menschen - analog zu den Ergebnissen aus den

tierexperimentellen Studien - mit erhohtem C-terminalen Plasma-FGF-23 assoziiert war,
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wéhrend das intakte Plasma-FGF-23 normwertig war. Der Eisenmangel hatte dabei
laborchemisch keine messbaren Auswirkungen auf andere Parameter des Mineral- und

Knochenstoffwechsels, wie etwa Plasma-Calcium oder Plasma-Phosphat.

Zweitens wurde gezeigt, dass innerhalb von 24 Stunden nach der intravendsen Gabe sowohl
von Eisencarboxymaltose als auch des Dextran-basierten Eisenpréparats das zuvor deutlich
erhohte C-terminale Plasma-FGF-23 erwartungsgemald abfiel. Interessanterweise zeigten die
Patientinnen, die Eisencarboxymaltose erhalten hatten, zusatzlich eine passagere Erhohung des
intakten Plasma-FGF-23, was mit einer gesteigerten Phosphaturie, einer transienten
Hypophosphatamie, einem Abfall des Serum-Calcitriols und im weiteren Verlauf mit einem
Anstieg des Serum-Parathormons assoziiert war; derartige Veranderungen traten nach der Gabe

des Dextran-basierten Eisenpraparats nicht auf.

Zusammenfassend wurde also in klinischen Studien sowohl bei nierengesunden als auch bei
nierenkranken Individuen gezeigt, dass eine Eisenmangelandmie, respektive ein Eisenmangel,
biologisch relevante Effekte auf Plasma-FGF-23 hat [227, 228].

Dementsprechend konnte auch in der CARE for HOMe Kohorte bei Patienten mit einer CKD
(Stadium 2 bis 4) die Assoziation zwischen hohem Plasma-FGF-23 und einer Hypoferritindmie
als Surrogatparameter eines Eisenmangels bestétigt werden. Dieser Zusammenhang blieb auch
nach Korrektur fur die GFR signifikant. Deshalb kann die erste Hypothese der vorliegenden
Dissertation als bestétigt angesehen werden, dass - wie bei nierengesunden Menschen - auch

bei Menschen mit CKD ein Eisenmangel mit erhohtem Plasma-FGF-23 assoziiert ist.

Nachfolgend wurde die prognostische Bedeutung dieser Assoziation geprift. Nachdem zuerst
Plasma-FGF-23 als Prédiktor fir kardiovaskuldre und renale Ereignisse bestétigt werden
konnte, schwéchte eine Korrektur flr Plasma-Ferritin die Pradiktion kardiovaskulérer und
renaler Ereignisse durch Plasma-FGF-23 nicht ab. Plasma-FGF-23 blieb auch nach Korrektur
fur die GFR und fur klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren stets robuster Prédiktor fir
kardiovaskuldre und auch renale Ereignisse. Plasma-Ferritin war dagegen zu keinem Zeitpunkt
Préadiktor kardiovaskuldrer Ereignisse; zwar war Plasma-Ferritin bei Betrachtung als
kontinuierliche Variable nach Korrektur fir Plasma-FGF-23 und nach zusatzlicher Korrektur
fur die GFR signifikant mit renalen Ereignissen assoziiert, diese Assoziation verlor sich aber

nach zusatzlicher Korrektur fir weitere klassische kardiovaskulare Risikofaktoren.

Die zweite Hypothese der vorliegenden Dissertation, wonach der Eisenmangel die schlechte
kardiovaskuldre und renale Prognose der CKD-Patienten mit erhdhtem Plasma-FGF-23 erklért,

muss daher als widerlegt angesehen werden.
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6.5. Limitationen

Im Folgenden soll auf Limitationen der vorgelegten Promotionsarbeit eingegangen werden.
Zunéchst sind messmethodische Einschrankungen zu erwéhnen: der fur diese Promotionsarbeit
verwendete ELISA zur Bestimmung von Plasma-FGF-23 ist ein sogenannter ,,C-terminaler
FGF-23 ELISA“. Dieser weist sowohl biologisch aktives, intaktes Plasma-FGF-23 als auch
dessen C-terminale Spaltprodukte nach. Da bei nierengesunden Menschen ein Eisenmangel die
Plasma-FGF-23-Synthese einerseits sowie die Plasma-FGF-23-Degradation andererseits
induziert, kommt es insgesamt zu einem Anstieg allein des C-terminalen Plasma-FGF-23,
wahrend das intakte Plasma-FGF-23 konstant bleibt [228]. Da die vorliegende Dissertation auf
der Hypothese beruht, dass diese physiologische Kopplung von Plasma-FGF-23-Synthese und
-Abbau bei CKD fehlreguliert ist, wére zu erwarten, dass in der CARE for HOMe Kohorte ein
Eisenmangel primdr mit der Erhdhung des intakten Plasma-FGF-23 assoziiert ist. Der
C-terminale FGF-23 ELISA kann jedoch lediglich eine Erhéhung der Gesamtkonzentration
von Plasma-FGF-23 feststellen; eine Differenzierung zwischen den C-terminalen und intakten
Metaboliten und damit der Nachweis eines selektiven Anstiegs von intaktem Plasma-FGF-23
war daher nicht moglich. So kann in der vorgelegten Arbeit weder die bei CKD-Progression
vorbeschriebene Verschiebung des Verhaltnisses von C-terminalem hin zu intaktem
Plasma-FGF-23 bestatigt werden [191], noch kdnnen die Effekte eines Eisenmangels selektiv
auf C-terminales oder aber intaktes Plasma-FGF-23 nachgewiesen werden. Letzteres gelang
allerdings kdrzlich in einer neueren Auswertung der CARE for HOMe Studie unter
gleichzeitiger Verwendung eines intakten und eines C-terminalen FGF-23 ELISA. Hierbeli
konnte beobachtet werden, dass - entgegen der aufgestellten Hypothese - nur C-terminales
Plasma-FGF-23, nicht aber intaktes Plasma-FGF-23 zu Studienbeginn mit Plasma-Ferritin
korrelierte. AuBerdem zeigte sich C-terminales Plasma-FGF-23 verglichen mit intaktem
Plasma-FGF-23 als deutlich robuster, was die Préadiktion atherosklerotischer Ereignisse
betraf [46]. Dies relativiert retrospektiv die messtechnische Limitation der hier berichteten
Studienergebnisse, die sich aus der alleinigen Verwendung des C-terminalen FGF-23 ELISA
ergibt. Dartber hinaus scheint das C-terminale Plasma-FGF-23 ohnehin fir klinische Zwecke
der zu bevorzugende Laborparameter zu sein; C-terminales Plasma-FGF-23 unterliegt namlich
- anders als intaktes Plasma-FGF-23 - kaum zirkadianen Schwankungen und zeigt eine deutlich
geringere intraindividuelle Varianz. Einschrankend muss erwéahnt werden, dass die wahre
biologische Aktivitdit von Plasma-FGF-23 wahrscheinlich dennoch besser durch die

Verwendung des intakten Plasma-FGF-23 abgebildet werden kann, da angenommen wird, dass
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C-terminales Plasma-FGF-23 keine eigenstandige physiologische Funktion besitzt. Allerdings
gibt es Hinweise darauf, dass C-terminales Plasma-FGF-23 nicht vollstandig biologisch inaktiv
ist, sondern dass C-terminales Plasma-FGF-23 lber eine Konkurrenz an den Bindungsstellen
der FGF-Rezeptoren die Effekte des intakten Plasma-FGF-23 beeinflussen kann [25].

Eine weitere Limitation der Dissertation ist dem urspringlichen Studiendesign geschuldet. Die
CARE for HOMe Studie wurde 2008 als prospektive Kohortenstudie initiiert. Zu dem
damaligen Zeitpunkt wurde in dem standardisierten Laborprotokoll festgelegt, dass zur
Evaluation des Eisenstatus lediglich Serum-Eisen und Plasma-Ferritin bestimmt werden
sollten. Eine Erfassung der TSAT fand zundchst nicht statt und wurde erst spater in die
Labordiagnostik integriert. Somit konnten in der hier vorliegenden Arbeit Patienten mit einem
Eisenmangel lediglich tber Plasma-Ferritin identifiziert werden. Die meisten Leitlinien zu
Diagnostik und Management der Anamie bei CKD empfehlen aber eine Kombination von
Plasma-Ferritin und TSAT zur Diagnostik eines Eisenmangels. Da Plasma-Ferritin als
Akute-Phase-Protein aufgrund chronischer Inflammationsprozesse bei CKD-Patienten oft
erhoht ist, konnte die Zahl der Patienten mit Eisenmangel bei alleiniger Betrachtung des
Plasma-Ferritins unterschéatzt worden sein [3, 5, 6, 128, 137]. Wie berichtet, fuhrte ein
Ausschluss von Patienten mit erhdhtem CRP als einem Surrogatparameter einer Inflammation

allerdings zu keiner relevanten Anderung der Ergebnisse.

Eine weitere mogliche Limitation der vorgelegten Promotionsarbeit ergibt sich aus rezent
publizierten experimentellen Studienergebnissen. Es gibt mittlerweile Hinweise darauf, dass
Plasma-FGF-23 einen bedeutsamen Einfluss auf die Erythropoese hat: Die Verabreichung von
rekombinantem Plasma-FGF-23 verminderte bei Wild-Typ-Mdusen die Transkription von
Erythropoetin (EPO) mRNA [36] und war mit einer Reduktion der Serum-EPO-Spiegel sowie
entsprechender Verminderung der Erythropoeseaktivitat assoziiert [31]. Die pharmakologische
Hemmung von Plasma-FGF-23 in einem Tiermodell mit CKD resultierte wiederum in einer
Steigerung der Transkription von EPO-mRNA und einem Anstieg der Serum-EPO-Spiegel,
konsekutiv kam es zu einer Stimulation der Erythropoese und zu einem Anstieg der
Héamoglobinkonzentration [11]. Umgekehrt stimulierte im Tierexperiment sowohl erhohtes
endogenes als auch exogen zugefuhrtes EPO die ektope Produktion von Plasma-FGF-23 im
Knochenmark sowie bei hoheren Serum-EPO-Spiegeln auch in den Knochen selbst. Dies
impliziert einen regulierenden Feed-Back-Mechanismus zwischen EPO, respektive der
erythropoetischen Aktivitat, und Plasma-FGF-23 [36, 79]. Ein aktueller Ubersichtsartikel

diskutiert die Hypothese, dass zumindest der funktionelle Eisenmangel die Transkription von
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Plasma-FGF-23 maoglicherweise eher indirekt Gber die EPO-Produktion beeinflussen kdnnte,
als diese direkt zu stimulieren [171]. Da die genannten Erkenntnisse zum Zeitpunkt der
Datenauswertung fur diese Promotionsarbeit nicht vorlagen, wurde eine mdgliche Interaktion
zwischen Serum-EPO und Plasma-FGF-23 in der vorliegenden Arbeit nicht bertcksichtigt

beziehungsweise kann eine mogliche Interaktion nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Weiterhin ist noch relevant, dass die exkretorische Nierenfunktion der Studienteilnehmer aus
Grinden der Praktikabilitat nicht durch direkte Messverfahren wie die Bestimmung der
Inulin-Clearance oder durch nuklearmedizinische Messverfahren beurteilt, sondern indirekt
mithilfe der MDRD-Formel abgeschétzt wurde. Zwar wurde nach Studienbeginn die
CKD-EPI-Formel (CKD-EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) unter
Verwendung von Kreatinin und gegebenenfalls zusétzlich Cystatin-C als noch prazisere Formel
zur Errechnung der Nierenfunktion etabliert [122]; eine retrospektive Anderung des

Studienprotokolls erfolgte jedoch bewusst nicht.

Zuletzt ist noch relevant, dass in CARE for HOMe zu Studienbeginn kardiovaskulare
Ereignisse als atherosklerotische Ereignisse definiert wurden, wahrend initial kardiale
Dekompensationen nicht bertcksichtigt wurden. Daher erfolgte in der vorliegenden
Promotionsarbeit keine Analyse zu myokardialen Endpunkten, obgleich in der Zwischenzeit
erkannt wurde, dass Plasma-FGF-23 myokardiale Ereignisse besser als atherosklerotische
Ereignisse préadiziert [83, 95, 177]. Allerdings wurde auch dies im Rahmen der erwahnten,
neueren CARE for HOMe Auswertung explizit nachuntersucht, wobei eine mdgliche
Bedeutung von Plasma-Ferritin als Prédiktor myokardialer Ereignisse wie kardialer
Dekompensationen postuliert wurde. In Einklang mit den Ergebnissen der hier vorgelegten
Dissertation zeigte sich allerdings, dass Plasma-Ferritin sowohl in univariaten als auch in
multivariaten Analysen weder atherosklerotische Ereignisse noch kardiale Dekompensationen
bei Patienten mit CKD pradizierte [46].
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6.6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte zunéchst in Einklang mit dem bisherigen
Stand der Forschung gezeigt werden, dass bei Patienten mit einer CKD in den Stadien 2-4 eine
verminderte Nierenfunktion mit erhohten Plasma-FGF-23-Spiegeln assoziiert ist. Weiter
konnte die erste Studienhypothese bestatigt werden, dass - wie bei nierengesunden Menschen
auch - bei Menschen mit CKD eine Hypoferritindmie als Eisenmangelindikator mit erhthtem
Plasma-FGF-23 assoziiert ist.

Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass sowohl in univariaten Kaplan-Meier-Analysen als
auch in multivariaten Cox-Regressionsanalysen mit Korrektur fir klassische kardiovaskulare
Risikofaktoren und Parameter der Nierenfunktion erhohtes Plasma-FGF-23, nicht aber
erniedrigtes Plasma-Ferritin mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten
kardiovaskuldrer und renaler Ereignisse assoziiert ist. Insbesondere blieb Plasma-FGF-23 auch
dann Pradiktor fur kardiovaskuldre und renale Ereignisse, wenn flr Plasma-Ferritin als

zentralem Parameter des Eisenstatus statistisch korrigiert wurde.

Somit muss die zweite Hypothese, dass die epidemiologische Assoziation zwischen
Plasma-FGF-23 und kardiovaskuldaren sowie renalen Ereignissen nach Korrektur fur

Plasma-Ferritin abgeschwécht wird, verworfen werden.

Hierdurch erscheint die bei Studienbeginn getroffene Annahme, dass die erhohte
kardiovaskuldre und renale Ereignisrate bei erhohtem Plasma-FGF-23 kausal auf einen
zugrundeliegenden Eisenmangel zuriickgefuhrt werden kann, unwahrscheinlich; unklar bleibt
allerdings, ob eine methodisch andere Detektion des Eisenmangels - etwa durch die zusétzliche

Bestimmung der Transferrinsattigung - divergente Ergebnisse erbracht hatte.

Zudem kann in einer epidemiologischen Untersuchung allein eine Kausalitat nicht valide
nachgewiesen werden; so sollten die vielgestaltigen (patho-) physiologischen Effekte von

Plasma-FGF-23 und deren prognostische Bedeutung weiterhin untersucht werden.

Zu einem besseren Verstandnis konnten einerseits weitere experimentelle Arbeiten beitragen,
die die kardiovaskuldren Effekte von Plasma-FGF-23 untersuchen, andererseits aber auch
Mendelsche Randomisationsanalysen, die die Auswirkungen einer lebenslangen Exposition
gegenuber erhohtem Plasma-FGF-23 in einem quasi-randomisierten Design tberprifen. Erst
im Anschluss daran kann erwogen werden, eine medikamenttse Plasma-FGF-23-Erniedrigung

mit dem Ziel der Mortalitatsreduktion bei CKD-Patienten in klinischen Studien zu untersuchen.
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