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1 EINLEITUNG
1.1 Renale Dysfunktion und chronische Niereninsuffizienz

Definiert wird eine chronische Nierenerkrankung als jede Schadigung der Nieren, die
langer als 3 Monate andauert. Eine chronische Stérung der Nierenfunktion wird,
abhéangig vom Grad der Einschrdnkung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR), in
renale Dysfunktion und chronische Niereninsuffizienz unterteilt. Eine renale Dysfunktion
besteht bei einer chronischen Einschrankung der Nierenfunktion auf eine GFR gréBer
oder gleich 60 mL/min/1,73 m?. Die Diagnose chronische Niereninsuffizienz (,Chronic
Kidney Disease”; CKD) darf nach Festlegung der ,National Kidney Foundation” gestellt
werden, wenn fur drei oder mehr Monate eine glomerulare Filtrationsrate von weniger
als 60 mL/min/1,73 m? besteht '. In Europa liegt die Inzidenz der chronischen
Niereninsuffizienz bei etwa 6 — 7 pro 100000 Personen im Jahr. Am haufigsten,
ungeféahr in 30 — 40% der Falle, ist die Ursache der chronischen Niereninsuffizienz ein
Diabetes mellitus. Danach folgen mit je etwa 15% arterielle Hypertonie,
Glomerulonephritis und renovaskulare Erkrankungen. Etwas weniger haufig ist die
Ursache eine interstitielle Nephritis oder chronische Pyelonephritis, eher selten sind es
Zystennieren, eine Analgetikanephropathie oder Systemkrankheiten wie Vaskulitiden
oder Kollagenosen. Chronische Nierenfunktionsstérungen kdnnen sich durch eine
Vielzahl von Symptomen bemerkbar machen, deren Auftreten abhéngig vom Stadium
ist. Genannt seien hier als Stichpunkte diverse Allgemeinsymptome, eine
Herzkreislaufsymptomatik, gekennzeichnet durch arterielle Hypertonie und Neigung zu
Arrythmien, Neigung zu Pneumonien, Gerinnungsstérungen, renale Anadmie durch
Erythropoietinmangel sowie erhdhte Infektneigung und Osteomalazie mit erhéhtem
Frakturrisiko durch verminderte 1,25-(OH).-Vitamin-D3-Synthese. Die Stadieneinteilung
chronischer Nierenfunktionsstérungen orientiert sich an der Héhe der GFR und erfolgt
nach Klassifikation der ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative Guidelines®
(K/DOQI) der ,National Kidney Foundation®“ 2 (Tabelle 1). Eine Reduktion der GFR auf
60 — 89 mL/min/1,73 m? (K/DOQI Il) wird in dieser Arbeit als ,leichte®, eine Reduktion
der GFR auf weniger als 60 mL/min/1,73 m? (K/DOQI lll — IV) als ,mittlere bis starke*
Nierenfunktionseinschrankung bezeichnet.
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Tabelle 1: Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz nach der Klassifikation der ,National
Kidney Foundation, Clinical Practice Guidelines for Chronic Kidney Disease” (K/DOQI).

Stadien und ihre Bezeichnung charakteristische Merkmale

I |kompensierte Niereninsuffizienz | Retentionswerte nicht erhdht
(= Latenzstadium) GFR >90 mL/min

Il | Stadium der vollen Kompensation | Glomerulumfiltrat vermindert
Kreatinin noch anndhernd im Normbereich
GFR 60 — 89 mL/min

Il | Niereninsuffizienz im Stadium der |noch keine klinische Symptomatik

kompensierten Retention GFR 30 — 59 mL/min
IV | Stadium der dekompensierten Retentionswerte erhdht
Retention klinische Symptomatik vorhanden
(= praterminale Niereninsuffizienz) | GFR 15 — 29 mL/min
V | Endstadium, Urédmie Niere nicht mehr funktionsfahig, Dialyse
(= terminale Niereninsuffizienz) oder Transplantation zwingend erforderlich

GFR <15 mL/min

GFR = glomerulare Filtrationsrate.

Zur Kontrolle der Nierenfunktion in Gesundheit wie Krankheit ist die Bestimmung der
glomerularen Filtrationsrate (GFR) gebrauchlich, die angibt, wie viel der 1200 Milliliter
Blut, die pro Minute beide Nieren durchstrdmen, in den Glomerula gefiltert und mit den
harnpflichtigen Substanzen in den Primarharn Gberflihrt werden. Der gesunde junge
Erwachsene hat eine GFR von ungefahr 110 — 140 mL/min/1,73 m? welche von
Geschlecht und ,Body-Mass-Index“ (BMI) abhangig ist. Mit zunehmendem Alter sinkt
die GFR sukzessiv ab, pro Lebensjahrzehnt ungefahr um 7 — 12 mL/min/1,73 m?. Der
Bezug auf die Korperoberflache erklart sich daraus, dass die Nierenfunktion in
absoluten GrdBen sich in etwa proportional zur Kérperoberfliche verhélt. Eine
Abnahme der GFR ist ein Hinweis auf eine sich verschlechternde Nierenfunktion, eine
permanent erniedrigte GFR ein eindeutiger Hinweis auf eine bestehende chronische

3. Ab einer GFR von ungefdhr 60 mL/min/1,73 m? steigt die

Niereninsuffizienz
Wabhrscheinlichkeit des Auftretens der typischen Nebenwirkungen stark an. Bei vielen
Nierenerkrankungen und Bestehen bestimmter Risikofaktoren sinkt die GFR ab %€,
wobei die Abnahme Uber die Zeit eine relativ groBe Schwankungsbreite zwischen
Patienten mit gleicher Ursache der Nierenfunktionseinschrankung aufweist, far den

einzelnen Patienten pro Jahr aber relativ konstant ist °. Die Einschrankung der GFR
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betragt bei den meisten Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz 2 - 12
mL/min/1,73 m3 pro Jahr, es sind aber auch nicht lineare Verlaufe bekannt. Eine
Senkung der GFR ist mit einem erhdhten Risiko verbunden, die Endpunkte Tod und
Myokardinfarkt zu erreichen ’. Die GFR direkt zu messen, ist in der normalen Klinik
nicht moéglich. Indirekt ist sie aber Uber die Berechnung des Klarwerts (,Clearance®;
Formel 1) abzuschatzen, dem Verhélinis von pro Zeiteinheit ausgeschiedener

Substanzmenge zur Plasma-Konzentration der jeweiligen Substanz.

Formel 1: Abschatzung der ,Clearance*”.

Clearance y = Vux[XJy [mL/min bzw. L/d]
[Xlp

V = Volumen; U = Urin; X = Substanz; P = Plasma.

Als Marker zur Bestimmung der ,Clearance” werden exogene Stoffe wie Inulin, Na*-
lothalamat oder DTPA (Diethylentriaminopentaacetat) benutzt, welche in die GefaBe
injiziert und bei Nierenpassage filtriert und mit dem Urin ausgeschieden werden. Fir die
normale klinische Praxis sind sie wegen des vergleichsweise aufwendigen Gebrauchs
aber ungeeignet. Hier kommen bevorzugt kérpereigene Marker zur Anwendung.
Vorzugsweise Kreatinin, ein harnpflichtiges Stoffwechselprodukt, welches irreversibel
aus Kreatin im Muskelgewebe entsteht. Anders als viele exogene Substanzen, welche
Uberwiegend mittels Filtration aus dem Blut entfernt werden, wird Kreatinin nicht nur
glomerular filtriert, sondern zusatzlich auch tubular und extrarenal sekretiert. Die Menge
von produziertem Kreatinin ist mit etwa einem Gramm pro 24 Stunden relativ konstant
und halt bei normaler Nierentatigkeit eine Konzentration von ungefahr 0,57 — 1,24
mg/dL (80 umol/L) im Blut-Plasma aufrecht. Verschiedene Faktoren kénnen die
Konzentration von Kreatinin im Blut beeinflussen (Tabelle 2). Kreatinin im Serum kann
die GFR nur unzureichend widerspiegeln und lasst eine diagnostische Liicke bestehen
(Kreatinin-blinder Bereich).
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Tabelle 2: Faktoren, welche auf die Konzentration von Kreatinin im Blut Einfluss nehmen.

Faktor Erklarung

Konzentration von Kreatinin im Serum ist hoch bzw. steigt an:

afrikanische Rasse héhere Muskelmasse vorhanden als bei anderen Rassen
reichhaltiger Fleisch- erhdhte exogene Zufuhr

bzw. Proteinverzehr

Muskeltraining erhbhte Freisetzung von Kreatinin durch Mikrotrauma
Ketoazidose verminderte tubulédre Sekretion

diverse Medikamente | verminderte tubulédre Sekretion (z.B. Trimethoprim)

Konzentration von Kreatinin im Serum ist tief bzw. sinkt ab:

erhdhtes Alter verminderte Muskelmasse ab ungefahr 30. Lebensjahr

weibliches Geschlecht |geringere Muskelmasse vorhanden als beim Mann

vegetarische Diat verminderte exogene Zufuhr

Mangelernahrung verminderte exogene Zufuhr

Die Bestimmung der GFR anhand der Kreatinin-Clearance erfolgt traditionell nach der
Formel von Cockeroft und Gault 8. Haufig wird sie durch einen geschlechtsabhéangigen
Korrekturfaktor ergénzt, da Manner im Mittel eine gr6Bere Muskelmasse als Frauen
besitzen und deshalb eine hdhere Kreatinin-Konzentration aufweisen. Fir Alter,
Gewicht und Rasse sind gleichfalls Korrekturfaktoren gebrauchlich. Vornehmlich die
unpraktikable Gewinnung von 24-Stunden-Sammelurin macht die Bestimmung der GFR
anhand der Kreatinin-Clearance zu einer aufwendigen und fehlerbehafteten Methode. In
der vorliegenden Arbeit wurde Kreatinin im Serum bestimmt und zur Abschéatzung der

Nierenfunktion fand die Formel nach Cockcroft und Gault Anwendung (Formel 2).

Formel 2: Absché&tzung der Kreatinin-Clearance nach Cockcroft und Gault.

Kreatinin-Clearance = Urin-Kreatinin [mL/min bzw. L/d]
Serum-Kreatinin x Urinvolumen

Serum-Kreatinin [mg/dL]; Urin-Kreatinin [mg/dL]; Urinvolumen [mL/1440 Minuten].
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In jungerer Zeit gelangt zur Abschatzung der GFR bevorzugt die so genannte MDRD-
Formel zur Anwendung, welche von Levey A.S. et al. ® aus den Daten der ,Modification
of Diet in Renal Disease” Studie (MDRD-Studie) entwickelt wurde und wie die Formel
von Cockcroft und Gault auf der Kreatinin-Konzentration im Serum basiert. In der
zunachst publizierten (langen) Version der Formel werden neben Kreatinin im Serum
die Items Alter, Geschlecht, Rasse, Albumin im Serum und Harnstoff im Serum
einbezogen. In der Uberarbeiteten (kurzen) Version, welche die GFR vergleichbar gut
einzuschatzen vermag wie die urspringliche Formel, werden nur noch Kreatinin im
Serum, Alter, Geschlecht und Rasse berlcksichtigt (Formel 3). Aufgrund ihrer
unproblematischeren Anwendung hat sich die vereinfachte MDRD-Formel heute
praktisch durchgesetzt. lhre héchste Verlasslichkeit liegt im Bereich einer GFR von 20
bis 70 mL/min/1,73 m? was sie besonders zur Verlaufskontrolle bei Patienten mit

Niereninsuffizienz geeignet macht.

Formel 3: Abschatzung der GFR nach der Uberarbeiteten MDRD-Formel.

GFR = 186 x (Serum-Kreatinin/ 0,95) ™' [mL/min bzw. L/d]
X (Alter) 2%
x (0,742 bei Frauen)

x (1,21 bei Patienten afrikanischer Rasse)

GFR = Glomerulére Filtrationsrate; MDRD = Modification of Diet in Renal Disease.
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1.2 Arteriosklerose bei renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz

Bei der Arteriosklerose unterscheidet man die Atherosklerose, die Arteriolosklerose und
die Monckeberg-Arteriosklerose. Sie kommt in allen GefaBen vor, an kleinen
muskularen Arterien und Arteriolen (Arteriolosklerose) wie auch groBen GefaBen
(Atherosklerose), weshalb sie Auswirkungen auf alle Organe besitzt. Sie ist in
westlichen Industrielandern die Hauptursache fir Morbiditat und Mortalitat. Neben der
koronaren Herzkrankheit (KHK), an der in Westeuropa jahrlich mehr als eine Million
Menschen versterben, ist die Arteriosklerose auch fir periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK) und cerebralen ischamischen Insult verantwortlich '°. Zur
Stadieneinteilung der Arteriosklerose und ihres pathomorphologischen Korrelats, des
arteriosklerotischen Plaque, gibt es verschiedene Klassifikationen, von denen die nach
Stary wohl die gebrauchlichste ist ' (Tabelle 3). Bei Mannern zwischen zwanzig und
dreiBig Jahren kénnen in einem Drittel der Félle bereits arteriosklerotische Plaque
nachgewiesen werden, wobei es sich nicht selten bereits um das Stadium IV nach Stary
handelt. Bei Frauen gleichen Alters sind die nachgewiesenen arteriosklerotischen

1012 ist trotz

Lasionen meist geringer ausgepragt. Die Pathogenese des Arteriosklerose
intensiver Forschungen bis heute nicht vollstandig geklart. Eine einzige
pathogenetische Kausalitat gibt es mutmabBlich nicht, vielmehr wirken wohl
verschiedene nebeneinander bestehende und ineinandergreifende Mechanismen dabei
zusammen. Die Vielzahl unterschiedlicher Substanzen, die in arteriosklerotischen
Lasionen bisher nachgewiesen werden konnten, legt einen multifaktoriellen Charakter
nahe. Den gegenwartigen Erkenntnisstand gibt die ,Response to Injury“-Hypothese
wieder. Sie ist weniger eine frische* Hypothese, die einen neuen oder alternativen
Weg der Arteriosklerose-Entstehung postuliert, als vielmehr eine Weiterentwicklung und
Zusammenfihrung bereits bestehender Hypothesen. Berlicksichtigung finden in der
,Response to Injury“-Hypothese vor allem Elemente aus der ,Lipidhypothese” von

Rudolf Virchow und der ,Hypothese des chronischen Endothelschadens* '2.

Bei Patienten mit chronisch reduzierter Nierenfunktion werden deutlich gehauft
arteriosklerotische Veranderungen gefunden. Eine chronisch reduzierte Nierenfunktion

13 endothelialer

ist assoziiert mit erhéhtem Auftreten von abnormalem Lipoprotein
vaskuldrer Dysfunktion ™, Verhartung der Media '° respektive arterieller Kalzifikation '°,

Verdickung der Arterienwandung '’ und Einengung des Lumens der Koronararterien '8
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Tabelle 3: Einteilung und Nomenklatur der arteriosklerotischen L&sionen nach Stary bzw. der ,American
Heart Association” (AHA).

Typ | Lasion initiale Schadigung; Aufnahme und Einlagerung von
Lipoprotein (LDL) in die GefaBintima;
nur mikroskopisch nachweisbar
Typ Il Lasion Akkumulation von Lipoprotein in Intima,
Fettstreifen (,Fatty Streaks”) | Makrophagen und aktivierte Muskelzellen;
mit bloBem Auge erkennbar
Typ Il Lasion Einwanderung von glatten Muskelzellen in Intima,
Préaatherom welche proteinreiches Bindegewebe produzieren,
in denen sich extrazellulare Lipide einlagern
Typ IV Lasion ausgepragte Zerstérung der Intima; Organisation
Atherom bzw. des Plaque; Bildung eines innen gelegenen
arteriosklerotischer Plaque Lipidkerns; klinische Symptome treten auf
Typ V Lésion Entwicklung einer Bindegewebsschicht aus
Fibroatherom Uberwiegend Kollagen und Vermehrung der
Muskelzellen Uber dem Lipidkern
Typ VI Lasion Fissur, Erosion, Hamatom und/oder Thrombus
komplizierte Ldsion des Atheroms
Typ VIl Lasion fortgeschrittene und vorrangig aus Kalzium
kalzifizierte L&sion bestehende arteriosklerotische Lasion
Typ VIII Lasion fortgeschrittene und vorrangig aus Kollagen
fibrotische L&sion bestehende arteriosklerotische Lasion

1.2.1 Pathophysiologie der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose entsteht nach der gegenwartig aktuellen ,Response to Injury*
Hypothese (Verletzungstheorie) durch eine chronische inflammatorisch-fibroproliferative
Antwort auf eine vorher erfolgte Schadigung, welche die glatten Muskelzellen von
Intima und Media reagieren Iasst — und somit weniger ein degenerativer als vielmehr ein
Ubersteigerter proliferativer Prozess ist. Dieser beginnt mit einer initialen Schadigung
des GefaBendothels, was eine endotheliale Dysfunktion bedingt und eine chronische
Entziindungsreaktion evoziert '°. Folge ist eine Stérung der normal gut ausgewogenen
Balance verschiedener Mediatorkaskaden. So kommt es zu einer verminderten
Freisetzung des vasodilatorisch wirkenden und die Thrombozyten-Aggregation
hemmenden Prostacyclin und zu einer erhdhten Freisetzung des vasokostriktorisch

wirkenden und die Aggregation férdernden Thromboxan A. Am verletzten Bereich der
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Intima fuhrt das zu einer verstarkten Adhdsion von Thrombozyten, welche durch
Expression von Adhasionsmolekilen (z.B. ELAM-1, VCAM-1) noch zusatzlich
unterstitzt wird. Folge ist eine zunachst nur auf die Intima der GefaBe beschrankte
Entzindungsreaktion, welche spéater auch auf die Muskelzellen der Media tbergreift.

Die eigentliche Entstehung der arteriosklerotischen Plaque beginnt mit der aktiven
Aufnahme und Einlagerung von LDL (,Low Density Lipoprotein®) in die Intima (Typ |
Lasion nach Stary/AHA). Das aufgenommene LDL wird durch verschiedene Enzyme
und freie  Sauerstoffradikale  oxidiert.  Vermittelt {Gber Expression von
Adhasionsmolekilen und Exozytose verschiedener chemotaktischer Substanzen durch
Endothelzellen werden im Blut zirkulierende Monozyten aktiviert und zur Adhasion und
Migration in die subepitheliale Schicht angeregt. Durch Ausbildung so genannter
Scavanger-Rezeptoren bei den eingewanderten Monozyten, welche nach dem
Verlassen der Blutbahn  Makrophagen genannt werden und  keinen
Ruckkopplungsmechanismus mehr besitzen, kommt es zur ungebremsten Aufnahme
und Akkumulation von oxidiertem LDL 2°2'. Das filhrt innerhalb des entziindlichen
Prozesses zur Umwandlung der Makrophagen in mit Fett angereicherte Schaumzellen
(,Foam Like Cells®), die nach Kumulation die typischen Fettstreifen (,Fatty Streaks®)
bilden 2°. Durch das Zusammenwirken von verstdrkt ausgeschiitteten
Wachstumsfaktoren und Zytokinen aus stimulierten Makrophagen, Lymphozyten und
Thrombozyten kommt es zur Aktivierung und Proliferation von glatten Muskelzellen (Typ
II L&sion nach Stary/AHA). Die in die Intima eingewanderten glatten Muskelzellen
produzieren Proteine der bindegewebigen Matrix, in denen sich extrazellulare Lipide
aus untergegangenen Makrophagen einlagern (Typ Ill Lasion nach Stary/AHA). Diese
extrazelluldaren Lipidablagerungen konfluieren und es kommt zur Organisation der
Struktur und Bildung fibréser Plaque (Typ IV Lasion nach Stary/AHA), welche das

Lumen einengen oder aufbrechen kénnen.
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1.2.2 Arteriosklerotische Plaque

Arteriosklerotische Plaque bestehen aus Bindegewebe, intra- und extrazellularen
Lipiden, glatten Muskelzellen und Glykosaminoglykanen, welche von einer Haube aus
Bindegewebe luminal abgedeckt werden #. Diese Plaque oder Atherome genannten
Lasionen sind dynamische und Uberaus vulnerable Gebilde, welche sich vergréBern
und umorganisieren kénnen, bis es schlieBlich — bei Lumeneinengung in Ruhe, bei
Unvermdgen zur GefaBerweiterung unter Belastung — zu den typischen Symptomen der
Mangeldurchblutung kommt. Ein Aufbrechen des Plaque und die nachfolgende
Auflagerung eines Blutgerinnsels, Thrombus genannt, ist die haufigste Ursache fir
einen akuten Arterienverschluss. Das Risiko, einen akuten Koronararterienverschluss
zu erleiden, wird primar von der Stabilitdt des arteriosklerotischen Plaque und erst
sekundar vom Grad seiner Stenose bestimmt. Stabilitdt bzw. Instabilitdt der Plaque
ergibt sich aus dem Zusammenwirken verschiedener Faktoren, neben anderen
beispielsweise von Makrophagen, Endothelzellen, Zytokinen, Adhasionsmolekilen,
zellularen Transmittern und verschiedenen Proteinasen. Resultat des Wirkens dieser
Faktoren sind Verschiedenheiten bei den Plaque, die ein unterschiedlich hohes Risiko
der Destabilisierung und des Auftretens kardialer Ereignisse bedingen. Infolgedessen
werden stabile von instabilen Plaque unterschieden. Stabile bzw. fibrése Plague haben
verhaltnismaBig kleine Kerne und relativ dicke Kapseln, welche im Vergleich mit
instabilen Plaque reich an Bindegewebe und Muskelzellen sind #. Instabile Plaque
weisen meist eine unterschiedlich stark ausgepragte Entzindungsreaktion auf, sind oft
kalzifiziert und reich an Lipiden. Sie besitzen eine relativ dinne bindegewebige Kappe
und einen groBen eingeschlossenen Lipidkern 2°. Nach Disruption des Plaque gelangt
Blut mit dem thrombogenen Material des Lipidkerns in Kontakt und es kommt zur
Aktivierung und Anlagerung von Thrombozyten bzw. zur Thrombusbildung 2%,
Abhangig vom betroffenen GefaB kann die Folge ein akuter Koronararterienverschluss
mit Myokardinfarkt, eine periphere arterielle Verschlusskrankheit oder ein cerebraler

ischamischer Insult sein.

Zwischen den arteriosklerotischen Plague von Patienten mit und ohne chronisch
reduzierter Nierenfunktion bestehen auffallige morphologische Unterschiede. Bei
chronisch verminderter Nierenfunktion werden aufféllig vermehrt solche Plaque
gefunden, die kalzifiziert sind und dem instabilen Typ zugerechnet werden kénnen '®.
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1.2.3 Phospholipase D (PLD)

Eine Phospholipase bzw. Phosphatidase ist ein Enzym, welches die Phospholipide
hydrolytisch spaltet. Phospholipide werden durch verschiedene Phospholipasen
gespalten, was im Organismus mannigfaltig vorkommt als auch in vitro zur Auftrennung
angewandt wird. Die unterschiedlichen Phospholipasen haben ein Molekulargewicht
zwischen 13 und 100 kDa, sind zytosolisch oder sekretorisch und kalziumabhangig oder
-unabhéangig. Vorrangig werden die Phospholipasen aber anhand der genauen Stelle
unterschieden, an der sie die Phospholipide spalten. Durch die beiden Phospholipasen
C (PLC) und D (PLD) werden die polaren Kopfgruppen der Phospholipide an der sn-3-
Position hydrolytisch abgespalten, was freie Neutralphospholipide und freie polare
Kopfgruppen ergibt. Die beiden Phospholipasen besitzen an den sn-3-Positionen aber
unterschiedliche Angriffspunkte, weshalb die Phosphorsaure nach Abspaltung entweder
an der polaren Kopfgruppe (PLC) oder aber am Neutralphospholipid (PLD) verbleibt.
Die Phospholipasen Ai, A> und B spalten die Phospholipide hydrolytisch an der sn-1-
Position (PLA¢, PLB) oder sn-2-Position (PLA,, PLB), was ein Lysophospholipid und
eine freie Fettsaure entstehen lasst. Aus Phosphatidylcholin (Lezithin) entsteht so zum
Beispiel ein Lysolezithin oder Lysokephalin und eine freie Fettsaure (Abbildung 1).

Phospholipidspaltung:

Lysophospholipid
” H, C C - R, A A = Phospholipase A

R,—C—0 -*- C—H O 1 Az = Phospholipase Az

B =Phospholipase B

1 I
H C—0O + -{'D Cholin Neutralphospholipid
C = Phospholipase C
D = Phospholipase D

Az

C I l:l

Abbildung 1: Enzymatische Spaltung der Phospholipide durch Phospholipasen. Am Beispiel von Lezithin
wird gezeigt, an welchen Stellen die Phospholipasen die Phospholipide spalten. Durch die
Phospholipasen A;, A, und B entsteht ein Lysophospholipid, durch die Phospholipasen C und D ein
Neutralphospholipid. Komplementare Spaltprodukte sind oft Fettséduren, Ethanolamin und Cholin.
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Die PLD umfasst dabei wie alle Phospholipasen eigentlich eine ganze Gruppe von
Phospholipasen D, die meist &hnliche Strukturen und Molekulargewichte haben. Von
der PLD wurden bisher drei Isoenzyme identifiziert. Die PLDy mit einem Gewicht von
120 kDa, welche in Plasma-Membranen und perinukldr zu finden ist, die PLD, mit
einem Gewicht von 100 kDa, welche in Plasma-Membranen vorkommt, sowie die
zuletzt entdeckte gPLD mit einem Molekulargewicht von 90 kDa, ebenfalls in Plasma-

Membranen und zusétzlich in Granulozyten zu finden 2.

An mannigfaltigen Vorgangen im Organismus sind diese Isoenzyme beteiligt, so
beispielsweise an der Aufrechterhaltung der Zellstruktur, dem Membranfluss und der
Proliferation und Reifung von T-Lymphozyten. |hr kommt eine Rolle bei der
Karzinogenese zu und sie ist signifikant erhdht bei bestimmten Tumoren der Brust, der
Nieren, des Magens und Darms. AuBBerdem ist die PLD unter Vermittlung verschiedener
Mediatoren, beispielsweise ,Platelet Derived Growth Factor® (PDGF), an der Spaltung
von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat in Inositol-1,4,5-triphosphat und Diacylglyzerol
(DAG) beteiligt — eine Reaktion, die eine Schlisselstellung bei der Signaltransduktion
einnimmt (Abbildung 2). Uber die durch die Spaltung erhaltenen Substanzen, sehr
potente Botenstoffe, werden — abhangig von Stimulus, Rezeptor und Membrantyp —
verschiedene Kaskaden von Folgereaktionen ausgel6st, was Uber Aktivierung von
Proteinkinasen und Lipasen beispielsweise zur Erregung der glatten Muskulatur mit

Auswirkungen auf den GefaBtonus oder Thrombozyten-Aggregation flihren kann.

Phospholipide bestehen aus einer hydrophilen bzw. polaren Kopfgruppe (hauptsachlich
Phosphatester, Zucker) und einem hydrophoben bzw. apolaren Teilstlick (hauptsachlich
Fettsduren und Sphingosin). Als nach Ethanolamin am haufigsten vorkommende polare
Kopfgruppe ist Cholin ein essentieller Bestandteil der Phospholipide, welche die
Phospholipiddoppelmembran bilden, indem sie sich bimolekular aneinander lagern. Aus
der Phospholipiddoppelmembran setzen die Phospholipasen hydrolytisch verschiedene
Bestandteile ins Blut frei — PLD als komplementare Spaltprodukte meist ein
Neutralphospholipid und Cholin bzw. Ethanolamin 2 (Abbildung 2). Das geschieht im
begrenzten Umfang physiologisch, mutmaBlich aber auch bei ischamischen Ereignissen
und der Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque 2%"2%. Vermutlich fiihren diese
Grunde auch zu einer Uber PLD-Aktivierung vermittelten Freisetzung bzw. Erhdhung
von Cholin in unterschiedlichen Blutzellen 2*2%%' Vieles ist noch unklar beziiglich der
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Mechanismen, die zur Aktivierung von PLD fuhren, denn die Wirkungen der PLD sind
komplex *2. Verschiedene im Myokard vorhandene Isoenzyme von PLD sind daran

beteiligt

, weshalb, abhangig vom untersuchten Isoenzym oder der Zeitspanne bis
zum Beginn der Reperfusion nach Ischamie, in einigen Arbeiten auch kein Anstieg der
PLD-Aktivitdt gefunden werden konnte %%, Wieder andere Arbeiten fanden dagegen
eine durch ischdmische Ereignisse ausgeldste Aktivierung anderer Phospholipasen, so

beispielsweise der Phospholipase A, .

Im Organismus unter Mitwirkung von PLD ablaufende wesentliche Prozesse, die mit
Bildung und Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque in Verbindung stehen, sind
Sekretion von Metalloproteinase-9 %, Férderung der Bindung von Fibrin an den

6

Glycoprotein-llb/llla-Rezeptor *® und Aktivierung von Makrophagen unter Beteiligung

von oxidiertem LDL 2",

diverse Botenstoffe arteriosklerotischer durch chronische Schadigung
Rezeptoren (cAMP, PDGF, Thromboxan) Plaque freigelegte subendotheliale

/ , Strukturen
.......... (ﬂ.@v .

Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat Membranphospholipid

P

> Phospholipid-

) /— | doppelmembran
\\Phospholipase D / / i
Inositol-1,4,5-triphosphat ~ Neutralphospholipid i
+ Diacylglyzerol + Cholin |
I “polare Kopfgruppe
(Cholin, Ethanolamin)
Proteinkinase C Ca** Freisetzung ~>econd Messenger”
Aktivierung
Marker der PLD Aktivitat ?

Marker der Plaquestabilitat ?
Marker kardiovaskularer Ereignisse ?

Abbildung 2: Wirkung von Phospholipase D an der Phospholipiddoppelmembran. Verschiedene Stimuli
kénnen zur Aktivierung der Phospholipase D fuhren, was ganz unterschiedliche Kaskaden von
Folgereaktionen ausldst und zum Anstieg der komplementéren Spaltprodukte im Blut fihrt.
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1.2.4 Voliblut-Cholin (WBCHO)

Cholin  (3-Hydroxyethyltrimethylammonium; Abbildung 3) st ein quartares
Ammoniumsalz, welches aus 2-Aminoethanol durch Methylierung entsteht. Im
Organismus hat es die Funktion eines Donators von Methylgruppen (CHjs), ist
Bestandteil der Phosphatide, der Lipoproteine, des Lezithins und des Neurotransmitters
Acetylcholin. Die Konzentration von freiem Cholin im Blut-Plasma (,Plasma Choline®;
PLCHO) betragt bei gesunden Personen etwa 10 umol/L, die Konzentration von Cholin
im Vollblut (,Whole Blood Choline*; WBCHO) ungefahr 16 umol/L 2%,

H H CHs
[
R
H H CHs
Strukturformel Summenformel

Abbildung 3: 3-Hydroxyethyltrimethylammonium (Cholin).

1.2.4.1 Vollblut-Cholin bei reduzierter Nierenfunktion

In den Nieren wird Cholin sowohl an der glomeruldren Membran filtriert als auch im
Tubulus sekretiert und reabsorbiert 33°. Der Transport von Cholin durch die Wandung
des Tubulus wird wahrscheinlich von Carriern getragen, ist in beide Richtungen méglich
und findet Uberwiegend im proximalen Teil sowie der Henleschen Schleife statt,
wohingegen der distale Tubulus fir Cholin relativ undurchlassig zu sein scheint. Bei
normalen bzw. niedrigen Plasma-Konzentrationen tberwiegt die Reabsorption und die
Auscheidung von Cholin mit dem Urin ist gering (~1%). Bei hohen Konzentrationen
Uberwiegt die Sekretion gegeniber der Reabsorption und es kommt zu einer erhéhten
Ausscheidung von Cholin mit dem Urin 3%, Andere Wege der Eliminierung von Cholin
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aus dem Plasma sind die metabolische Umwandlung zu Betain und die Aufnahme

durch verschiedene organische Gewebe *°

. Im experimentellen Versuch konnte bei
erhdhten Plasma-Konzentrationen, hervorgerufen durch intravenése Infusion von 11C-
Cholin, sowohl eine Erh6hung von nichtexkretorischer bzw. metabolischer Elimination
als auch eine Erhdhung von exkretorischer bzw. renaler Eliminierung, bewirkt durch
eine Zunahme der tubuldren Sekretion, gefunden werden *. Dabei fallt die
Konzentration von Cholin nach intravendser Infusion relativ schnell ab bzw. steigt die
Konzentration des Hauptmetaboliten Betain im Blut schnell an, bis sich ein
Gleichgewicht eingestellt hat, wonach das Verhaltnis der Aktivitaten von Cholin zu
Betain anndhernd konstant bleibt “°. Da im experimentellen Versuch eine Sattigung der
tubularen Sekretion von Cholin erst bei hohen Plasma-Konzentrationen auftritt, kann
angenommen werden, dass bei einer Verminderung von GFR und Tubulusfunktion die
renale Elimination von Cholin, &hnlich wie bei verschiedenen anderen Substanzen,
noch bis zu hohergradiger Niereninsuffizienz aufrechterhalten werden kann. Bei
Nierenerkrankungen mit Tubulusschadigung bei weitgehend erhaltener GFR kann
sogar eine pathologisch erhéhte Exkretion von Cholin bestehen. Vergleichbar nimmt die
metabolische Elimination, welche eine verhaltnismé&Big hohe Sattigungsgrenze
aufweist, auf die Konzentration Einfluss. Allerdings ist unklar, ob eine erhohte
metabolische Elimination von Cholin auf Dauer aufrechterhalten werden kann oder
diese Uber die Zeit ,erschépft’. Weiterhin gehen mit einer Niereninsuffizienz
Veranderungen des Metabolismus von Cholin in den Blutzellen einher — erhdhte
Konzentrationen von Plasma-Cholin, Veranderungen des Transports von Cholin durch
die Membranen, Ausbildung spezieller Cholin-Transporter und Verdnderungen der
Aufnahme und des Gehalts von Cholin in den Erythrozyten sind beschrieben worden
41424344495 puyrch solche Einfliisse gibt es Patienten mit sehr hoher Cholin-
Konzentration und nur geringer renaler Dysfunktion wie auch Patienten mit stark

eingeschrankter GFR und normaler Cholin-Konzentration.

Eine spezieller Fall sind Dialyse-Patienten, da die Dialyse-Prozedur massiv in die
ohnehin schon gestorte Regulation der Blutzusammensetzung eingreift. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Cholin-Konzentration im
Plasma bei chronischer Niereninsuffizienz erhéht ist, wahrend der Dialyse-Prozedur
abfallt, teilweise bedingt durch Verlust von Cholin mit dem Dialysat, und es danach
ungefahr sechs Stunden dauert, bis wieder die Konzentration erreicht ist, die am Anfang
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der Dialyse bestimmt werden konnte *'46:47:48

. Diese Normalisierung der Cholin-
Konzentration, welche schon wahrend der Dialyse beginnt, lasst die Existenz eines
Ruckkopplungsmechanismus vermuten, der unverziglich aktiviert wird und fir die
Homdostase der Konzentration von Plasma-Cholin sorgt *®. Wahrend das Cholin im
Plasma durch die Dialyse sinkt, steigt das an Phospholipid gebundene Cholin im
Plasma an “°. Uber die genauen Mechanismen, welche fiir die Homdostase von Cholin
bei Dialyse-Patienten sorgen, besteht gegenwértig noch Unklarheit 6. Fraglos aber
kompliziert die starke Einflussnahme der Dialyse-Prozedur die Bestimmung von Cholin

und macht die Interpretation erhdhter Werte problematisch.

1.2.4.2 Vollblut-Cholin bei kardiovaskuldren Ereignissen

Cholin wird bei Schadigung der Phospholipiddoppelmembran, zum Beispiel bei einer
Ischamie, durch bestimmte Enzyme, den Phospholipasen, ins Blut freigesetzt **. Bei
ischamischen Gewebsverletzungen bzw. Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque
kommt es initial durch aktivierte PLD zu einer erhdhten Freisetzung von Cholin ins Blut,
gefolgt von einer sekundaren Aufnahme in die Blutzellen, die beginnt, noch ehe die
Freisetzung von Cholin ins Blut abgeschlossen ist. AuBer in dieser Initialphase, in der
eine starkere Erhéhung der Konzentration von Plasma-Cholin als der von WBCHO
gefunden werden kann, wird die Konzentration von WBCHO meist héher als die von
Plasma-Cholin bestimmt. Verschiedene Mechanismen sind daran beteiligt: Dass Cholin
in den Erythrozyten in hohen Konzentrationen gefunden werden kann und die aktive
Aufnahme durch verschiedene Cholin-Transport-Systeme gewahrleistet wird 3%4°, bei

4349 st seit

denen membranstandige Phospholipasen eine entscheidende Rolle spielen
den ersten Studien bekannt, welche sich mit Cholin beschéftigten ***°. Weiterhin
existiert eine intrazellulare Bildung von Cholin in den Blutzellen, die durch intrazellular
lokalisierte PLD und andere Signalkaskaden vermittelt wird 23!, Gerade bei Patienten
mit arteriosklerotischen — insbesondere instabilen — Plaque besteht eine ausgepragte
Aktivierung von intrazellular lokalisierter PLD, was den Austausch von Cholin
beeinflusst, verschiedene Blutzellen zu einer verstarkten Aufnahme von Cholin anregt,
und so dazu beitragt, dass bei diesen Patienten erhdhte Werte von WBCHO gefunden
werden kénnen 2. Weiterhin ist in diesem Zusammenhang von Bedeutung, dass

Plasma-Cholin zu einem gewissen Grad metabolisch in Betain umgewandelt wird und in
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verschiedene Gewebe aufgenommen werden kann *°. Die vorgenannten Wirkungen
bedingen wesentliche Unterschiede zwischen Plasma-Cholin und Vollblut-Cholin —
gleichwohl beide Eignung als prognostische Marker bei Patienten mit ACS besitzen 2->°
—, weshalb eine Bestimmung von Cholin im Vollblut gegeniber der Bestimmung von
Cholin im Plasma, wie sie bei vielen anderen Substanzen meistens erfolgt, bei

51 Auch weil bei einer

bestimmten Fragestellungen geeigneter sein kdnnte
nennenswerten Anzahl von Patienten erhéhte WBCHO-Werte gefunden werden und sie
ein erhdhtes Risiko fir verschiedene schwere kardiale Komplikationen besitzen, ohne

51 Ein zweiter

aber auch erhfhte Konzentrationen von Plasma-Cholin aufzuweisen
Aktivierungspfad kann deswegen angenommen werden, der neben dem Uber Gewebe-
Ischamie vermittelten besteht und die erhéhten WBCHO-Werte mit starkem pradiktivem
Vorhersagewert flr schwere Komplikationen beim ACS erklart. Méglicherweise kénnten
diese erhéhten WBCHO-Konzentrationen bei nicht oder nur gering erhdhten
Konzentrationen von Plasma-Cholin neben oben erwadhnten Mechanismen vor allem
eine verstarkte PLD-Aktivitat in den Blutzellen, Aktivierung von Thrombozyten und
Destabilisierung koronarer Plaque widerspiegeln. Die durch Kollagen und Thrombin
vermittelte Aktivierung von Thrombozyten am Ort der vaskularen Verletzung bzw.
Plaquedestabilisierung, die zur Thrombozyten-Aggregation fihrt und woran aktivierte
PLD initial beteiligt ist, scheint dabei eine wesentliche Rolle zu spielen 23231253 Djg
Freisetzung von Cholin durch PLD in den Thrombozyten ist vermutlich spezifisch, da
andere wichtige Botenstoffe der Signaltransduktion nicht zu einer Aktivierung von PLD
und Freisetzung von Cholin fihren. Das kdnnte erklaren, wieso eine Erhéhung von
WBCHO, die das Cholin in den Thrombozyten beinhaltet, mit dem ACS assoziiert ist,

nicht aber mit anderen Zustanden unspezifischer Thrombozyten-Aktivierung.

Gerade in der Frihphase nach einem kardialen Ereignis scheint WBCHO anderen
Markersubstanzen (berlegen zu sein, da es friher positiv ist und die hdchste
Konzentration meist mit der ersten Blutabnahme bestimmt werden kann #*°'. Wahrend
viele der bekannten biochemischen Marker noch unaufféllig sind, da Zellen noch nicht
zerstort wurden, kénnten erhéhte WBCHO-Werte — mutmaBlich nach vorausgehender
Stimulation von PLD und Aktivierung von Oberflachenrezeptoren in koronaren Plaque —
ein erster Hinweis auf ein mdglicherweise drohendes kardiales Ereignis sein und
Ruckschlisse auf erhéhte Phospholipase-D-Aktivitat und Plaquestabilitat zulassen. Das

kénnte beispielsweise bei der Identifizierung von Hochrisiko-Patienten helfen, bei denen
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noch keine akute Symptomatik besteht und die deshalb auch keine Erhéhungen der

Troponine oder anderer Markersubstanzen aufweisen 2.

Um falsch positive Ergebnisse moglichst auszuschlieBen, ist zu beachten, dass bei
einer nennenswerten Anzahl von Patienten, ohne dass dafur bisher eine Ursache
identifiziert werden konnte, erhdhte Werte von Cholin wie auch von WBCHO bestehen,
die bei jedem einzelnen Individuum in einem geringen Bandbereich aber relativ
konstant sind und auch als mdglicher Risikofaktor fur das Auftreten kardiovaskularer

Ereignisse diskutiert werden .

Letztendlich bleiben die pathophysiologischen Hintergrinde erhéhter WBCHO-
Konzentrationen bei ischamischen Gewebsverletzungen bzw. Destabilisierung
arteriosklerotischer Plaque unklar, sind alle Erklarungen hypothetisch und besteht
bezlglich ihrer pradiktiven Eignung fir kardiale Ereignisse — obschon erste Studien

vielversprechend waren — noch weiterer Klarungsbedarf.
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1.3 Diagnostik und Risikostratifizierung des akuten Koronarsyndroms bei
renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz

1.3.1  Das akute Koronarsyndrom (ACS)

Die Definition des Myokardinfarktes ist im Jahr 2000 von der ,American Heart
Association® (AHA) aufgrund gewonnener Erkenntnisse, welche Defizite in der alten
Begriffsbestimmung erkennen lieBen, neu formuliert worden. Unter dem Oberbegriff
,=akutes Koronarsyndrom*“ (ACS) werden nun die instabile Angina Pectoris (UAP) und
der Infarkt mit und ohne ST-Hebung zusammengefasst. Die klassische Einteilung Uber
Q-Zacken-(Q-Wave-)- bzw. Nicht-Q-Zacken-(Non-Q-Wave-)-Infarkt wurde damit
abgel6st bzw. in der Bedeutung zuriickgedrangt. Das Augenmerk liegt nun auf einer
Unterteilung in Patienten mit Brustschmerz und ST-Hebungen, welche im Verlauf haufig
einen Q-Zacken-Infarkt im EKG entwickeln, sowie Patienten ohne ST-Hebungen.
Patienten ohne verwertbare Verédnderungen des EKG werden in Abhangigkeit vom
Anstieg der kardialen Marker im Blut — vorzugsweise Troponin — als instabile Angina
Pectoris (UAP) oder Infarkt ohne ST-Hebungen klassifiziert. Bei Stellung der Diagnose
ist zwischen der sofortigen Notfalldiagnostik und der weiterfihrenden Diagnostik zu
unterscheiden, die mit einer Risikostratifizierung verbunden sein sollte. Nach den

« 54,55,56

aktuellen Richtlinien der ,American Heart Association sind die drei primaren

diagnostischen Kriterien beim akuten Koronarsyndrom Kilinik, Labor und EKG.

Klinik: Leitsymptom eines ACS ist der akute, anhaltende und oft nitrorefraktére
Brustschmerz, der meist retrosternal und/oder linksthorakal auftritt und meistens
vorhanden ist. Eventuell kann eine Ausstrahlung in die linke Schulter und/oder den
linken Arm, Hals, Unterkiefer, nach abdominal oder in den rechten Arm bestehen. Bei
einer chronischen Niereninsuffizienz ist dieses Leitsymptom wegen der oft gleichzeitig
vorhandenen diabetischen oder uramischen Neuropathie weniger haufig vorhanden.
Auch die typischerweise beim ACS bestehende Dyspnoe ist bei Patienten mit chronisch
reduzierter Nierenfunktion in der Aussagekraft herabgesetzt, da eine solche bei diesen
Patienten wegen der oft vorhandenen Anamie, oder zur Kompensation der
metabolischen Azidose (Azidoseatmung), bereits vorhanden sein kann. Ahnliches gilt
fur den Blutdruck, der wegen der verminderten renalen Ausscheidung und des in Folge
haufig vermehrten Blutvolumens bei CKD-Patienten oft erhéht ist, vor allem der

diastolische Wert, wahrend bei Normalpersonen meist erniedrigte und nur selten
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erhdhte Blutdruckwerte zu finden sind. An einer vegetativen Symptomatik,
typischerweise bestehend aus Ubelkeit, Erbrechen und SchweiBausbriichen, die viele
Patienten mit intakten Nieren beim ACS aufweisen, leiden CKD-Patienten normal schon
verstarkt, beispielsweise durch die Belastungen der Dialyse. Differentialdiagnostisch
muss vor allem an eine Lungenembolie, akute Pankreatitis, Gallenkolik,
gastrodsophageale Refluxkrankheit und an Thoraxschmerzen funktioneller oder
vertebragener Genese gedacht werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei
der Findung der Diagnose die Beurteilung der Klinik von CKD-Patienten wesentlich
schwieriger ist, als bei Patienten mit intakter Nierenfunktion.

Elektrokardiogramm (EKG): Nicht selten ist es mdglich, allein mit dem EKG, aber
obligat unter Berilcksichtigung von Klinik und Labor, die Diagnose zu stellen. Sie
auszuschlieBen ist schon schwieriger, da das EKG bis zu 24 Stunden nach dem
Ereignis negativ sein kann oder tUberhaupt keine ,eindeutigen” Zeichen eines Infarktes
auftreten. Weiterhin kann zum Beispiel bei Blécken des Reizleitungsystems, kleineren
und auf das Endokard beschrénkten Infarkten, Zeit nach abgelaufenen Infarkten und
Wolf-Parkinson-White-Syndrom (WPW), die Beurteilung erschwert oder sogar
unmdglich sein. An eine Lungenembolie, welche ein dem Infarkt &hnliches EKG
verursachen kann, muss differentialdiagnostisch immer gedacht werden. Bei Verdacht
auf ein ACS ist ein EKG immer indiziert, wobei ein 12-Kanal-EKG zu bevorzugen ist. Je
nach betroffenem Bereich des Herzmuskels, Ausmaf3 der Durchblutungsstérung, Lage
der Herzachse und vergangener Zeit nach dem Ereignis kann sich eine Ischamie durch
ST-Hebungen, seltener Senkungen, R-Verluste, Q-Verdnderungen, QRS-
Veranderungen, R-Verluste oder Negativierungen und T-Wellen-Verdnderungen
bemerkbar machen, die im Gesamtbild und im Zusammenhang mit Klinik und Labor
beurteilt werden muissen. Im Elektrokardiogramm von CKD-Patienten finden sich oft
verbreiterte QRS-Komplexe und ST-T-Wechsel, verursacht durch die linksventrikulare
Hypertrophie, Volumenulberlastung und Uramie mit Elektrolyt-Schwankungen. Alles
eingerechnet ist das EKG von CKD-Patienten schwieriger zu beurteilen als das von
Patienten mit intakter Nierenfunktion. Sensitivitat wie auch Spezifitat sind beim EKG von

Patienten mit CKD herabgesetzt *’.

Biochemische Marker: Eine ganze Palette verschiedener spezifischer und
unspezifischer Laborwerte, welche meist Strukturbestandteile oder Enzyme

geschéadigter Zellen sind, kdénnen bei der Diagnostik kardialer Schadigungen als
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Hilfsmittel genutzt werden. AuBer zur Erhéhung spezifischer Herzenzyme (cTnT, cTnl,
CK-MB) kommt es auch zur Erhéhung unspezifischer Herzenzyme (Gesamt-CK,
Myoglobin, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, Laktat-Dedydrogenasen 1 und 2) sowie
zur Erhdéhung allgemeiner unspezifischer Entziindungszeichen (Leukozyten, CRP,
BSG). Die drei in der Klinik am haufigsten zur Anwendung kommenden konventionellen
Marker sind zuallererst die Troponine, in der Bedeutung mittlerweile deutlich gefolgt von
der myokardialen Kreatinkinase (CK-MB) und Myoglobin. Darlber hinaus gibt es noch
eine ganze Palette neuer vielversprechender Marker, beispielsweise Interleukin 6,
Thromboxan Az, Phospholipase A,, Metalloproteinase 9, Schwangerschaft assoziiertes
Plasma-Protein A, Ischamie modifiziertes Albumin oder Gykogen Phosphorylase
Isoenzym BB °® die gegenwartig hinsichtlich ihrer Eignung zur Detektion und
Risikostratifizierung kardialer Schadigungen untersucht werden, im klinischen Alltag
bisher aber meist nur eine untergeordnete Rolle spielen. Alles in allem ist die
Beurteilung biochemischer Marker bei chronisch reduzierter Nierenfunktion erschwert,
unter anderem dadurch, dass es zur Retention und Induktion metabolischer Prozesse
kommt, was Einfluss auf die Konzentration der verschiedenen Markersubstanzen hat.

1.3.2 ,Klassische“ bzw. ,traditionelle” Risikofaktoren bei renaler Dysfunktion

und chronischer Niereninsuffizienz

Seit Veréffentlichung der ,Framingham Study“, die vor mehr als drei Jahrzehnten
publiziert wurde und die ersten Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Arteriosklerose
benannte, gelang es, in zahlreichen folgenden epidemiologischen Studien eine ganze

Reihe weiterer Risikofaktoren zu identifizieren °%%°.

Dass Hypercholesterinamie,
arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus — die so genannten traditionellen®
Risikofaktoren — starke und unabhangige Pradiktoren daflr sind, eine Arteriosklerose zu
entwickeln, gilt als allgemein anerkannt. Auch fir Nikotinabusus und positive
Familienanamnese kann der Zusammenhang als gesichert betrachtet werden. Weitere
Risikofaktoren, zum Teil kontrovers diskutiert, sind Adipositas, Hypertriglyzeridamie,
Hyperinsulinismus, Hypothyreose, Hyperurikdmie, mannliches Geschlecht und
genetische Disposition. Alle vorgenannten Risikofaktoren wirken nattrlich auch bei
Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz. Die Wichtung der

einzelnen Risikofaktoren ist bei Bestehen einer chronischen Nierenschadigung aber
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verandert und andere Risikofaktoren — in Abgrenzung zu den ,klassischen“ bzw.
Jtraditionellen” Risikofaktoren ,nichttraditionelle® oder ,CKD-verwandte* Risikofaktoren
genannt — kommen hinzu. Diese sind Uberwiegend allerdings keine unabhangigen
Risikofaktoren, sondern meist als Laborwert messbare Folge der fortschreitenden
Nierenfunktionseinschrankung, was sie zugleich zu Markersubstanzen des Verlaufs der
Niereninsuffizienz macht ®'. Es konnte festgestellt werden, dass bereits eine milde
Niereninsuffizienz mit einem enormen Risiko verbunden ist, kardiovaskuléare Ereignisse
zu erleiden %23, fiir das die ,klassischen* kardiovaskularen Risiken nicht als alleinige
Ursache herangezogen werden kodnnen, unabhangig von diesen bei chronisch
eingeschrankter Nierenfunktion eine deutliche Erhéhung des kardiovaskularen Risikos
besteht ®. Diese ,Liicke* kénnten die ,nichttraditionellen* oder ,CKD-verwandten*
Risikofaktoren und/oder die chronische Niereninsuffizienz per se flllen. Nichtsdestotrotz
ist auch die Pravalenz ,traditioneller” Risikofaktoren bei CKD-Patienten deutlich héher
als in der Normalbevélkerung . Ob die bei chronischer Nierenschadigung verstarkt
vorhandenen arteriosklerotischen Schaden vornehmlich durch die bei diesen Patienten
deutlich vermehrt zu findenden Risikofaktoren — ,traditionelle“ und ,nichttraditionelle” —
erklart werden konnen, oder ob das Vorhandensein einer chronischen
Niereninsuffizienz an sich fir die beschleunigte Arteriosklerose-Entwicklung als
hauptverantwortlich angesehen werden muss, wird noch diskutiert. FUr beide
Annahmen, welche sich einander nicht ausschlieBen, gibt es Belege %34%%%7 Nach
Empfehlung der ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative Guidelines” (K/DOQI) sollte
jeder Patient mit chronischer Niereninsuffizienz als Hochrisiko-Patient fir das Auftreten
einer kardiovaskularen Erkrankung angesehen werden, unabhdngig davon, ob und

welche Risikofaktoren daneben bestehen.

1.3.2.1 Arterielle Hypertonie

Ist der Blutdruck unbehandelt systolisch héher als 140 mmHg und diastolisch héher als
90 mmHg besteht eine arterielle Hypertonie. Ab einer Einschrankung der GFR auf
Werte von 60 — 89 mL/min/1,73 m? (K/DOQI 1) tritt regelmaBig Bluthochdruck auf. Die
essentielle Hypertonie, verantwortlich far ungefahr 90% aller
Bluthochdruckerkrankungen, fuhrt zur arteriellen Druckbelastung mit folgender
Myokardhypertrophie und Dilatation. Es besteht ein erhéhter Sauerstoffbedarf,
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hervorgerufen durch eine gestdrte Ventrikelfunktion sowie eine VergroBerung der

% In einer Studie von Levin A. et al.

Wanddicke, besonders des linken Ventrikels
konnten hoher systolischer Blutdruck, verminderte Nierenfunktion, verstarkte Anamie
und hohes Alter als unabhangig assoziiert mit der linksventrikuldren Masse bestimmt
werden °°. Durch die insuffiziente Ventrikelmechanik, der Unterversorgung mit
Sauerstoff und direkter Wirkung des erhdhten Blutdruckes auf die GefaBe, kommt es
gehauft zu Arteriosklerose, Angina Pectoris, Linksherzinsuffizienz und hypertensiven
Krisen. Sekundare Hypertonien sind die renoparenchymalen Hypertonien,
hervorgerufen zum Beispiel durch Glomerulonephritiden, Pyelonephritiden oder
diabetische Glomerulosklerose, sowie die renovaskuldren Hypertonien, welche durch
ein- und doppelseitige  Minderdurchblutung verursacht werden. Zahlreiche
pathogenetische Mechanismen kénnen bei Nierenfunktionsstérungen zu einer
Hypertonie fihren 0 Eine Einschrankung der GFR ist mit einer erhéhten Pravalenz der

1 In zahlreichen uni- und multivariaten Studien konnte flr

Hypertonie verbunden
diverse Untergruppen (z.B. Allgemeinbevdlkerung, Diabetes-Patienten, Patienten ohne
Diabetes, Hypertonie-Patienten) gezeigt werden, dass erhdhter Blutdruck (arterieller
Durchschnittsdruck, systolischer und/oder diastolischer Blutdruck) signifikant mit einer
Einschrankung der Nierenfunktion verbunden ist "7 In der Normalbevélkerung
besteht eine strenge Beziehung zwischen hohem Blutdruck mit tédlichen und nicht
tédlichen kardiovaskuldren Ereignissen und Gesamt-Mortalitdt “*”°. Eine Hypertonie
kann bei CKD-Patienten in 60% bis 100% der Falle gefunden werden, abh&angig von der
Ursache der Nierenschadigung und dem Design der Studie. Ein erhéhter Blutdruck
kann sowohl Ursache als auch Folge einer chronischen Niereninsuffizienz sein und
fuhrt zu einer Verschlechterung der Nierenfunktion, einem erhéhten Risiko far
kardiovaskulare Ereignisse, kardiovaskularer Mortalitdt und Gesamt-Mortalitat. Ein
erhodhtes kardiovaskulares Risiko ist dabei schon bei Patienten mit erh6htem Blutdruck

3. Der starkste

zu finden, selbst wenn nur eine leichte Niereninsuffizienz besteht
Zusammenhang zwischen hohem Blutdruck und der Entwicklung einer
kardiovaskuldren Erkrankung wurde bei Dialyse-Patienten gefunden . Andererseits
konnte in der ,Hemodialysis Study”“ (HEMO) kein Zusammenhang zwischen erhdéhtem
Blutdruck und Auftreten einer kardiovaskuldaren Erkrankung oder pAVK gefunden
werden ’®. Pauschal ausgedriickt, wurden neben zahlreichen Arbeiten, welche eine

positive Assoziation von Blutdruck und Mortalitdt bei Patienten mit chronischer
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Niereninsuffizienz  fanden, auch einige Arbeiten veréffentlicht, die keinen

Zusammenhang ermitteln konnten "

. Eine einzelne Studie fand fir Hamodialyse-
Patienten sowohl bei zu niedrigen als auch zu hohen Blutdruckwerten ein gesteigertes

Risiko zu versterben 7.

1.3.2.2 Diabetes mellitus

Mit seinen metabolischen und hdmodynamischen Veranderungen ist Diabetes mellitus
ein starker und unabhangiger Risikofaktor flr die Entstehung einer Arteriosklerose.
Diabetes mellitus ist die haufigste Ursache der chronischen Niereninsuffizienz. In der
Niere flhrt Diabetes mellitus zu tubolointestinalen Schadigungen und einem erhdhten
Austausch von Plasma-Proteinen durch die glomerulare Membran, was zur
diabetischen Glomerulosklerose und Ausscheidung von Proteinen mit dem Urin flhrt.
Die diabetische Mikro- und Makroangiopathie wirkt, wenn auch in unterschiedlichem
AusmaB, grundsatzliche auf alle Organe und GeféaBe im Organismus ein. Folglich sind,
hat sich eine diabetische Nephropathie herausgebildet, in der Regel auch eine
diabetische Retinopathie und fortgeschrittene Lasionen der Koronararterien zu finden.
Dementsprechend besteht zwischen Proteinurie (siehe auch Kapitel 1.3.3.10) und den
anderen diabetischen Komplikationen eine enge Beziehung, reflektieren die
gefundenen Proteine bzw. Albumine im Urin den Zustand der anderen GefaBe im
Koérper, insbesondere des Auges, des Nervensystems und des Herzens 8. Zahlreiche
Studien konnten zeigen, dass kardiovaskulare Mortalitat assoziiert ist mit der Héhe der
Proteinurie bzw. Albuminurie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ | ”°, Typ 1l ® und

Typ | gemeinsam mit Typ Il

. Bei kaum einer anderen Risikogruppe wie bei den
Diabetikern besteht ein &hnlich starker Zusammenhang zwischen einer reduzierten
Nierenfunktion und dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse 7% Bei Diabetes-
Patienten mit Zeichen einer diabetischen Nephropathie — beispielsweise
Mikroalbuminurie oder Proteinurie — ist das Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen,
Retinopathien und andere diabetische Komplikationen signifikant hdher als bei
Patienten ohne Zeichen einer diabetischen Nephropathie. Je weiter die diabetische
Nephropathie dabei vorangeschritten ist, desto gréBer ist das kardiovaskulare Risiko 52,
Diabetes mellitus konnte als ein der chronischen Niereninsuffizienz vergleichbar starker

Pradiktor fiir das Erleiden eines kardialen Ereignis ermittelt werden .
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1.3.2.3 Hyper- und Dyslipidamie

Vorweg sei erwahnt, dass manche Autoren bzw. Klassifikationen die Dyslipidamie zu
den ,nichttraditionellen Risikofaktoren rechnen und nur die Hyperlipidamie als
Jraditionellen® Risikofaktor ansehen. Eine Hyper- oder Dyslipidamie liegt vor, wenn
Lipoproteine im Blut in erhdhter Zahl oder abnormer Strukturierung vorhanden sind. Die
Pravalenz der Hyperlipiddmie ist bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
erhdht, wobei weniger die Vermehrung der Lipide im Blut als vielmehr die
Verdnderungen im Lipidmetabolismus auffallen . Abnorme Lipide, VLDL (,Very Low
Density Protein®) und IDL (,Intermediate Density Lipoprotein®) sind erhéht, HDL (,High
Density Lipoprotein®) hingegen vermindert. In den VLDL ist das Triglyzerid/Cholesterin-
Verhalinis auf den Faktor 5:1 verschoben. Bei ungefahr 20% der Normalbevdlkerung
findet sich erhdhtes Cholesterin im Blut. Bei CKD-Patienten ohne nephrotisches
Syndrom kann erhéhtes Cholesterin in ungeféahr 30% gefunden werden, bei CKD-
Patienten mit einem nephrotischen Syndrom in etwa 90% der Falle. IDL und oxidiertes
LDL, welche an der Bildung arteriosklerotische Plaque beteiligt sind, werden bei
dialysepflichtigen Patienten deutlich erhdht im Blut gefunden ® (siehe Kapitel 1.2.1). In
diversen Studien konnten unterschiedliche Stérungen des Lipidstoffwechsels (z.B.
erhéhtes Gesamtcholesterin, erhdhtes LDL, erhéhte Triglyzeride, erniedrigtes HDL) in
uni- und multivariaten Analysen als assoziiert mit einer schnelleren Reduktion der GFR
fir verschiedene Populationen (z.B. Allgemeinbevdlkerung, Diabetes-Patienten,
Patienten ohne Diabetes, Hypertonie-Patienten) bestimmt werden *°®. Bemerkenswert
ist, dass in beinahe ebenso vielen Studien zwischen einer Stérung des
Lipidstoffwechsels und einer Einschrankung der GFR kein signifikanter Zusammenhang
ermittelt werden konnte **°. Sowohl erhéhtes LDL als auch erniedrigtes HDL konnten
als auf die Arteriosklerose-Entstehung begiinstigend einwirkend bestimmt werden ®’.
Andererseits wurde Serumcholesterin bei dialysepflichtigen Patienten als nicht
assoziiert mit dem Auftreten einer kardiovaskularen Erkrankung oder einer pAVK

t76

bestimmt "°. Insgesamt ist die Datenlage bei Hyper- oder Dyslipidamie weniger

eindeutig als bei vielen anderen Risikofaktoren.
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1.3.3 ,Nichttraditionelle” bzw. ,,CKD-verwandte“ Risikofaktoren bei renaler

Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz

Die ,klassischen“ Risikofaktoren reichen allein nicht aus, um die hohe Anzahl
kardiovaskularer Ereignisse bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zu
erklaren. Zum Teil sind sie zu begrinden durch so genannte ,nichttraditionelle bzw.
,CKD-verwandte“ Faktoren wie Anamie, oxidativer Stress und gestbérte Kalzium-
Phosphat-Homdbostase, welche bei sich verschlechternder Nierenfunktion auftreten und
verbunden sind mit erhdhter Arteriosklerose-Entstehung und endothelialer Dysfunktion
%688 Die ,nichttraditionellen“ bzw. ,CKD-verwandten® Risikofaktoren sind iiberwiegend
Parameter der Retention, zu welcher es bei einer Einschrankung der Nierenfunktion
kommt. Weiterhin werden hamodynamische und metabolische Anomalitdten dazu
gezahlt, die von einer chronischen Niereninsuffizienz zumindest mitverursacht werden.
Die ,CKD-verwandten® Risikofaktoren kénnen weiter in solche unterteilt werden, die
bereits vor dem Stadium der Uramie vorhanden bzw. erhéht sind, sowie solche, die far
die Uramie charakteristisch sind ®. Eine klare Abgrenzung der ,nichttraditionellen” von
den ,traditionellen” Risikofaktoren ist nicht méglich und ,traditionelle* Risikofaktoren fr
das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen — beispielsweise Geschlecht, Rasse und
Alter — werden bei CKD-Patienten zu den ,nichttraditionellen” Risikofaktoren gezahlt.

1.3.3.1 Reduzierte GFR

Vier gréBere Untersuchungen haben festgestellt, dass eine mehr oder weniger stark
eingeschrinkte GFR bei 8 — 12% der Aligemeinbevélkerung besteht °°, deutlich

% Eine reduzierte GFR als

haufiger bei Patienten mit bekannter Arteriosklerose
Ausdruck der sich verschlechternden Nierenfunktion ist vergesellschaftet mit einer
Vielzahl von Komplikationen, welche sich durch unterschiedliche Symptome und
Abweichungen der Laborwerte bemerkbar machen kdénnen. Hunsicker L.G. et al.
ermittelten fir CKD-Patienten ohne Diabetes mellitus eine Abnahme der GFR von
durchschnittlich 4 mL/min/Jahr 3. Andere Studien gelangten zu &hnlichen Ergebnissen.
Differenziert nach den wichtigsten Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz (z.B.
Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, glomeruldre Erkrankungen, tubulointestinale
Erkrankungen) konnten Abnahmen der GFR zwischen 0,0 und 12,0 mL/min/Jahr

ermittelt werden. Die Geschwindigkeit der GFR-Senkung ist abhangig vom Typ der
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chronischen Niereninsuffizienz. Bei diabetischer, glomerularer, polyzystischer und der
chronischen Niereninsuffizienz bei Transplantat-Empfangern kommt es zu einer
schnelleren GFR-Senkung als bei tubulointestinaler und hypertonischer chronischer
Niereninsuffizienz. Eine Reduktion der GFR fihrt zu einem Anstieg der
Retentionsparameter, von denen einige als Marker bzw. Risikofaktoren fir
kardiovaskulare Schadigungen bei CKD-Patienten diskutiert werden. Das Ansteigen der
Konzentration dieser Marker bzw. Risikofaktoren verhalt sich aber nicht streng linear zur
Reduktion der GFR. Ein Anstieg tritt gewdhnlich erst ab einer Einschrankung der GFR
auf ungefahr 60 mL/min/1,73 m? auf, abhangig von individueller ,Clearance® und
Selektivitat der Nierenschadigung ’. Bei Patienten mit stark reduzierter GFR bestehen
héhere Inzidenzen von arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus, anamnestisch
bekanntem Mpyokardinfarkt, hypervolamischem Herzversagen und linksventrikularer
systolischer Dysfunktion als bei Patienten mit geringer GFR-Einschrankung 2. Der
Zusammenhang zwischen reduzierter GFR und dem Auftreten kardiovaskularer
Schadigungen konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden 473!, Go A.S. et al.
bestimmten in einer Untersuchung mit groBem Patienten-Kollektiv bereits eine geringe
GFR als unabhéangig assoziiert mit dem Erreichen der Endpunkte Tod, kardiovaskulare
Ereignisse und Hospitalisation ®. Eine reduzierte GFR ist ein starker Pradiktor fiir das
Eintreten kardiovaskuldrer Erkrankungen %% dem Erreichen der Endpunkte KHK %°,

PAVK % cerebraler ischamischer Insult °', cerebrovaskuldre Insuffizienz %,

3 und kardiovaskuldre Mortalitat °'. Fir eine

Myokardinfarkt ', Gesamt-Mortalitat
Senkung der GFR um je 10 mL/min konnte ein erhdhtes Risiko ermittelt werden, die
Endpunkte Tod, Myokardinfarkt und nichttédliche kardiovaskulare Ereignisse zu
erreichen *2. Zwischen sich verringernder GFR und erhdhter Wahrscheinlichkeit des
Eintretens von kardialen Ereignissen besteht ein annahernd linearer Zusammenhang

627391 \wobei es so etwas wie einen ,biologischen Schwelleneffekt“ zu geben scheint.

1.3.3.2 Erhohtes Kreatinin

Kreatinin entsteht im Muskelgewebe aus Kreatin und hat beim Gesunden eine
Konzentration im Plasma von ungefahr 0,57 — 1,24 mg/dL (80 umol/L). Als klassischer
Retentionsparameter des klinischen Alltags, der wungefédhr den Verlust der
Nierenfunktion widerspiegelt, steht seine Zunahme in direkter umgekehrter Beziehung
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zur abnehmenden GFR (siehe auch Kapitel 1.1). In einer Vielzahl von Studien konnte
gezeigt werden, dass bei CKD-Patienten die Konzentration von Kreatinin im Serum
(iber die Zeit ansteigt . In einer Studie von Reis S.E. et al. konnte fiir Frauen mit
leichter chronischer Niereninsuffizienz eine Assoziation von Kreatinin mit den
Merkmalen Alter, Triglyzeriden, systolischer Blutdruck und Homocystein ermittelt
werden %8, Der Zusammenhang zwischen hohen Kreatinin-Konzentrationen und dem
vermehrten Erreichen kardialer Endpunkte gilt als gesichert ”*. Widerspriichlich sind die
Ergebnisse hingegen bei leichter bis mittlerer Erhéhung von Serum-Kreatinin. Wahrend
einige Studien ein erhdhtes Erreichen der Endpunkte Gesamt-Mortalitdt und
kardiovaskulare Mortalitat ermittelten, konnten andere Arbeiten das nicht bestatigen
91.94 Bei einem Serum-Kreatinin >1,4 mg/dL, was knapp Uber dem Normbereich liegt,
konnte das Risiko fir kardiovaskularen Tod, Myokardinfarkt oder cerebralen
ischamischen Insult als auf das Zweifache erhdht bestimmt werden ®2. Eine andere
Studie fand erst ab einem Serum-Kreatinin >1,7 mg/dL ein erhéhtes Erreichen des
Endpunkts Mortalitat ">. Weiner D.E. et al. kamen zu dem Ergebnis, dass in der
Allgemeinbevélkerung ein um 0,25 mg/dL erhéhtes Serum-Kreatinin mit einem um 10%
erhdhten kardiovaskularen Risiko verbunden ist *°.

1.3.3.3 Chronische Niereninsuffizienz

Bezlglich der Frage, ob die chronische Niereninsuffizienz selbst ein eigenstéandiger

Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen ist, wurden ebenfalls nicht ganz

66,67,91,94

eindeutige Ergebnisse gefunden Manche Studien konnten keinen

Zusammenhang zwischen chronischer Niereninsuffizienz und dem Auftreten

94

kardiovaskularer Erkrankungen finden **, wahrend andere Untersuchungen, deutlich

Uberwiegend in der Zahl, die chronische Niereninsuffizienz als einen starken und

unabhangigen Pradiktor far kardiovaskuldare Erkrankungen und Kkardiovaskulare

83,99,100

Mortalitat bestimmen konnten . Es scheint, dass die durch die chronische

Niereninsuffizienz verursachte Uramie per se ein atherogenetisches Milieu bildet,

welches die Arteriosklerose-Entstehung begunstigt und durch erhdhte Kalzium-

101 102 74,103

Phosphat-Derivate ', Hyperparathyroidismus und

104,105

, Hyperhomocysteinamie
chronische Entzindung noch zusatzlich verstarkt wird. Einige der ,traditionellen®

Risikofaktoren fir das Eintreten kardiovaskularer Ereignisse in der Normalbevdlkerung
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scheinen bei Patienten mit chronisch reduzierter Nierenfunktion ungeeignet zu sein,
was insbesondere fur Hamodialyse-Patienten gilt. Andererseits tragen bei ihnen so
genannte ,nichttraditionelle® Risikofaktoren, uramisches Milieu und vielleicht auch die
Hamodialyse-Prozedur zur Arteriosklerose-Entstehung bei. Ferner spielt fir das erhéhte
Auftreten von Kkardiovaskularen Ereignissen bei Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion eine Rolle, dass sie eine weniger konsequente und aggressive Therapie
fiir die anderen Risikofaktoren erhalten %%, Trotz vieler Studien herrscht lber die
genauen pathogenetischen Mechanismen, die bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz zu der hohen kardiovaskularen Mortalitat fihren, noch weitgehend
Unklarheit '°. Weitere Forschungen sind notwendig, um Risikofaktoren zu identifizieren

wie auch geeignete PraventivmaBnahmen und Behandlungsstrategien zu entwickeln 7.

1.3.3.4 Art der chronischen Niereninsuffizienz

Bei chronischer Niereninsuffizienz, unabhangig von deren Ursache, besteht ein
erhdhtes Risiko flr das Eintreten kardiovaskularer Ereignisse, denn die chronische
Niereninsuffizienz ist mutmaBlich selbst ein Pradiktor daflir, kardiovaskuléare Ereignisse

8 Das Risiko ist bei den verschiedenen Ursachen der chronischen

zu erleiden
Niereninsuffizienz unterschiedlich hoch. Die haufigste Ursache einer chronischen
Niereninsuffizienz ist Diabetes mellitus mit ungefahr 40%, gefolgt von der Gruppe der
Glomerulonephritiden mit etwa 20%. Im Vergleich der Ursachen ist Diabetes mellitus,
welches massiv auf die GefaBe von Nieren und des kardiovaskularen Systems einwirkt,
ein deutlich starkerer Pradiktor fir kardiovaskulare Ereignisse als die Summe der
verschiedenen Glomerulonephritiden, welche eine sehr heterogene Gruppe bilden und
sich in Klinik und Prognose teilweise deutlich unterscheiden. Bei einer chronischen
Niereninsuffizienz, welche primar eine nephrogene Ursache besitzt (z.B.
Nierenarterienstenose, primare  Glomerulonephritiden), treten kardiovaskulare
Ereignisse seltener auf als bei einer chronischen Niereninsuffizienz mit systemischer
Ursache. Weiterhin ist die Progression der Abnahme der GFR bei den einzelnen
Nierenkrankheiten von Bedeutung. So treten beispielsweise bei Diabetes-Patienten und
Transplantat-Empfangern, bei denen es im Vergleich zu Hypertonie-Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz zu einer rascheren Abnahme der GFR kommt,
kardiovaskulare Erkrankungen im Beobachtungszeitraum haufiger auf.
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1.3.3.5 Hyperhomocysteinamie

Homocystein ist eine vorwiegend intrazellular lokalisierte schwefelhaltige Aminosaure,
die bei gesunden Personen in nennenswerten Quantitdten normalerweise weder im
Blut-Plasma noch im Urin zu finden ist. Eine Herabsetzung der Nierenfunktion fahrt zu
einer Erhéhung der Konzentration von Homocystein 3. Bei einer Einschrankung der
GFR auf <70 mL/min kann ein Anstieg von Homocystein im Blut-Plasma bis auf das
Zehnfache der normalen Konzentration gefunden werden '®. Pathologisch erhdhtes
Homocystein bzw. eine Hyperhomocysteinamie kann Proliferation der glatten
Muskulatur, endotheliale Dysfunktion, Thrombozyten-Aggregation und Aktivierung der
Faktoren V, X und Xll verursachen — allesamt Komponenten, die auch an der
Entstehung arteriosklerotischer Plaque beteiligt sind (siehe auch Kapitel 1.2.2). Bei
CKD-Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen werden regelmaBig erhdhte

74,110

Konzentrationen von Homocystein gefunden . In verschiedenen Studien konnte

eine erhdhte Konzentration von Homocystein bei CKD-Patienten als ein unabhangiger

103 98,103

Pradiktor far kardiovaskulare Mortalitat und kardiovaskulare Ereignisse

bestimmt werden. Besonders gilt das fur Dialyse-Patienten und Patienten nach

Nierentransplantation "%,

1.3.3.6 Hyperphosphatamie

Bei reduzierter GFR sinken die Konzentrationen von Calcitriol (Dihydroxyvitamin Ds)
und Kalzium im Plasma typischerweise ab, wahrend die Konzentrationen von Phosphat
und Parathormon (PTH) ansteigen ''2. Haufigkeit und Schwere von Knochenbriichen
und Knochenerkrankungen sind mit einer reduzierten GFR assoziiert. Ein abnormer
Kalzium-Phosphat-Metabolismus und erhéhter Phosphat-Spiegel fihren zu
Knochenschmerzen, erhdhtem Frakturrisiko und kardiovaskularen Kalzifikationen,
welche an der Entstehung arteriosklerotischer Plaque wesentlichen Anteil besitzen
(siehe auch Kapitel 1.2.2). Verschiedene Studien fanden bei Patienten mit
unterschiedlich schwerer Niereninsuffizienz Kalzifikationen der Arterien und

161867 \velche zum Teil um ein Vielfaches hoher waren als

arteriosklerotischen Plaque
die Kalzifikationen von Patienten ohne Niereninsuffizienz ''*. Unter Verwendung von
.Electron Beam Computer-Tomographie“ konnte gezeigt werden, dass erhéhte arterielle

Kalzifikationen bereits bei Patienten mit leichter Niereninsuffizienz bestehen kdénnen .
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Kalzifikationen der kardialen Muskulatur und koronaren GeféaBe sind verbunden mit
erhdhtem Auftreten von HRST, links ventrikularer Dysfunktion, Ischamie und
hypervolamischem Herzversagen. Die genaue Pathogenese der Kalzifikation bei
chronischer Niereninsuffizienz ist noch weitgehend ungeklart, erhéhtes Parathormon,
erhohte  Kalzium-Phosphat-Produkte  und  Hyperphosphatamie tragen  aber
wahrscheinlich dazu bei. Verschiedene Studien konnten bei erhéhten Phosphaten und
Kalzium-Phosphat-Produkten eine gesteigerte Mortalitat feststellen 2. In einer Studie
von Ganesh S.K. et al. konnte beispielsweise bei Hyperphosphatdmie ein um 41%
erhohtes Risiko far kardiovaskularen Tod und ein um 20% erhdhtes Risiko far
plétzlichen Tod (,Sudden Death®) ermittelt werden .

1.3.3.7 Mannliches Geschlecht

Zugehorigkeit zum mannlichen Geschlecht zahlt zu den so genannten ,klassischen®
bzw. traditionellen® kardiovaskularen Risikofaktoren. Bei Bestehen des Merkmals
méannliches Geschlecht konnte in verschiedenen uni- * und multivariaten Analysen "
eine rascher voranschreitende Einschrankung der GFR gefunden werden. Andere
Studien gelangten indes zu keinen eindeutigen Ergebnissen >"2. Fir Manner mit leichter
chronischer Niereninsuffizienz konnte, verglichen mit Frauen mit leichter chronischer
Niereninsuffizienz, ein leicht erhdéhtes Risiko ermittelt werden, den Endpunkt Gesamt-
Mortalitat zu erreichen **. In der ,Framingham Heart Study*“ erwies sich bei Mannern ein
erhdhtes Serum-Kreatinin von 1,5 — 3,0 mg/dL als Pradiktor fir den Endpunkt Mortalitét,
nicht aber ein erhéhtes Serum-Kreatinin von 1,4 — 3,0 mg/dL bei Frauen. Fir den
Endpunkt kardiovaskulare Ereignisse konnte ein signifikantes Ergebnis bei keinem der

beiden Geschlechter gefunden werden %4,

1.3.3.8 Erhohtes Alter

Die GFR nimmt mit jedem Lebensjahrzehnt um etwa 7 mL/min/1,73 m? ab. Deshalb
besteht im hdheren Alter, wenn es zu einer chronischen Niereninsuffizienz kommt, in
der Regel eine geringere Ausgangsnierenfunktion (,Low Baseline Kidney Funktion®).
Sowohl eine geringere Ausgangsnierenfunktion als auch ein héheres Lebensalter sind

assoziiert mit einer schnelleren Reduktion der GFR, was in uni- und multivariaten
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Analysen fiir die Gesamtheit aller CKD-Patienten °, CKD-Patienten mit Diabetes mellitus

2 und CKD-Patienten mit Hypertonie ",

2. CKD-Patienten ohne Diabetes mellitus
ermittelt werden konnte. Andere Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen
erhdéhtem Alter und einer GFR-Einschrankung ermitteln oder fanden, beispielsweise bei
Patienten ohne Diabetes mellitus, sogar eine statistisch signifikante Assoziation
zwischen erhdhtem Alter und verlangsamt fortschreitender Einschrankung der GFR 2.
Bei den besseren Studien Uberwiegen zahlenm&Big aber diejenigen, welche einen
Zusammenhang zwischen erhéhtem Alter und zunehmender Einschrankung der GFR
ermitteln konnten. Eine leichte chronische Niereninsuffizienz findet sich bei 5 — 10% der

% und Patienten mit bekannter

Erwachsenen, besonders haufig bei erhéhtem Alter
Arteriosklerose °'. In verschieden Studien wurde erhdhtes Alter als ein Risikofaktor fir
das Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen identifiziert . Doch auch wenn Alter
einen Risikofaktor bedeutet, weisen zugleich bestimmte jlingere Personen-Gruppen, so
zum Beispiel Jugendliche mit terminaler Niereninsuffizienz, ebenfalls ein hohes Risiko

auf, kardiovaskulare Ereignisse zu erleiden '°'.

1.3.3.9 Schwarze (afrikanische) Rasse

Die weiBBe bzw. kaukasische Rasse zahlt zu den ,klassischen® Risikofaktoren fur das
Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen bei Personen ohne Einschrankung der
Nierenfunktion. Ist jedoch eine eingeschrankte Nierenfunktion vorhanden, weisen
Personen der schwarzen bzw. afrikanischen Rasse ein erhdhtes Risiko auf. Denn bei
ihnen besteht eine signifikant schneller voranschreitende GFR-Einschréankung, was in
uni- und multivariaten Analysen fiir Patienten ohne Diabetes mellitus ® und mit Diabetes
mellitus "? gezeigt werden konnte. Die ,Ill National Health and Nutrition Examination
Survey® (NHANES Ill) stellte fest, dass bei Angehdrigen der farbigen Rasse die
Pravalenz der chronischen Niereninsuffizienz erhdht ist, was sowohl flr Falle mit
leichter *° als auch fiir Falle mit schwerer chronischer Niereninsuffizienz gilt ''°. Eine
andere Analyse der NHANES Ill gelangte zu dem Resultat, dass die interrassischen
Unterschiede nicht an der hdheren Pravalenz von leichter und schwerer chronischen
Niereninsuffizienz bei Farbigen liegen, sondern an der schnelleren Progression der
Nierenfunktionseinschrénkung bei Farbigen ''®. Ferner spielt eine Rolle, dass der starke
,Klassische“ Risikofaktor arterielle Hypertonie bei Farbigen weiter verbreitet ist als bei
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WeiBen, haufiger in jungeren Lebensjahren auftritt und sie héhere durchschnittliche
systolische und diastolische Blutdruckwerte aufweisen ''’. Weiterhin haben Farbige bei
gleicher Kreatinin-Konzentration eine héhere GFR als WeiBe, was zu Verfalschungen
der Ergebnisse filhren kann '"®. Es wird vermutet, dass Farbige haufiger und starker
ausgepragt an subklinischen arteriosklerotischen GefaBveranderungen, Hypertonie und
Diabetes mellitus leiden — und diese Erkrankungen auch haufiger unentdeckt bleiben.
Eine umfangreiche Studie, die Daten und Patienten aus der ,Atherosclerosis Risk in
Communities Study“ (ARIC), der ,Cardiovascular Health Study® (CHS), der
,Framingham Heart Study“ (FHS) und der ,Framingham Offspring Study“ (Offspring)
zusammenfasste, fand einen signifikanten Zusammenhang zwischen Rasse und
chronischer Niereninsuffizienz. Deutlich mehr Farbige (38,4%) als WeiBe (29,2%)
erreichten den kombinierten Endpunkt aus Gesamt-Mortalitét, Myokardinfarkt, schwerer
koronarer Ischdmie und cerebralem ischamischen Insult (p = 0,002) %.

1.3.3.10 Proteinurie

Eine Proteinurie liegt bei einem EiweiBverlust von mehr als 500 mg pro Tag vor. Die
Menge an normal mit dem Urin ausgeschiedenen Protein (Total- bzw. Gesamtprotein)
betragt ungefahr 50 mg pro Tag. Eine Proteinurie konnte als starker und unabhangiger
Pradiktor einer GFR-Einschréankung bei chronischer Niereninsuffizienz unterschiedlicher
Ursache bestimmt werden '"°. Fiir die Proteinurie wurde eine positive Korrelation mit
dem Alter, der Schwere einer arteriellen Hypertonie, den Blut-Konzentrationen von
Cholesterin und Triglyzeriden 120 sowie eine negative Korrelation mit der Konzentration

von HDL gefunden '@

. Bei Vorliegen von Hypoproteindmie, Hyperlipiddmie und
Odemen besteht ein nephrotisches Syndrom. Die taglich in den Nieren filtrierte Menge
des Plasma-EiweiB Albumin (Molekulargewicht 68 kDa) betragt etwa 1 — 2 Gramm, die
Menge des mit dem Urin ausgeschiedenen Albumins ungefédhr 10 mg pro Tag und kann
beispielsweise bei Fieber oder Graviditat erhdht sein. Eine Albuminurie kann bei
bestimmten Patienten-Gruppen bzw. Erkrankungen der Nieren ein sensitiverer Marker
sein als Gesamtprotein, so beispielsweise bei Kindern und Patienten mit Diabetes
mellitus oder arterieller Hypertonie. Proteinurie wie Albuminurie sind, so konnte in uni-
und multivariaten Analysen nachgewiesen werden, signifikant mit einer schnelleren

Reduktion der GFR assoziiert *>°. Der Albumin-Spiegel fallt, wenn die GFR auf <60
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mL/min/1,73 m? sinkt, wobei die Héhe der GFR als Indikator des Verlusts der
Nierenfunktion signifikant mit der abnehmenden Konzentration von Plasma-Eiwei3 und
Plasma-Albumin in Beziehung steht *'?2. Eine Proteinurie zeigt nicht nur eine
Nierenerkrankung an, sondern spiegelt auch eine schlechte renale wie kardiovaskulare
Prognose wider '?%. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Proteinurie

und Albuminurie mit einer erhéhten Rate von kardiovaskuldren Erkrankungen '2,

124 124
t t

kardiovaskularer Mortalita und Gesamt-Mortalita signifikant assoziiert sind.

1.3.3.11 Malnutrition

Mangelerndhrung wird bei Erkrankungen der Nieren einerseits durch den erniedrigten
Appetit hervorgerufen, verursacht durch die ablaufenden metabolischen und
hormonellen Umstellungen, anderseits durch die spezielle Diat, welche Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz einhalten missen. Geht Albumin Uber die Niere verloren
oder wird es vermindert gebildet, sinkt der kolloidosmotische Druck. Flussigkeit und
Salz werden in den interstitiellen Raum verschoben — es resultiert eine Hypovolamie
und es treten hypalbumindmische Odeme auf. Reaktiv kommt es zu einer verstarkten
Synthese von pra-Beta- und Beta-Lipoprotein, Erhéhung des Antidiuretischen Hormons
(ADH) und sekundaren Hyperaldosteronismus (siehe Kapitel 1.3.3.12). In uni- und
multivariaten Analysen konnte vermindertes Serum-Alobumin (<4,0 g/dL) als ein
Pradiktor der Progression der Nierenfunktionseinschrankung bestimmt werden, was
insbesondere fiir Patienten mit Diabetes mellitus gilt °. Albumin reflektiert den
verminderten Erndhrungsstatus und ist ein unabhangiger Pradiktor fir erhdhte Mortalitat
(sieche auch Kapitel 1.3.3.10). Besteht zusatzlich zum durch die chronische
Niereninsuffizienz verursachten Mangel an Albumin noch eine Malnutrition, ist die
Konzentration von Albumin im Plasma noch starker erniedrigt. Die H6he der GFR ist
signifikant assoziiert mit der taglichen Aufnahme an Kilokalorien (kcal) und Protein,
ebenso wie mit der Konzentration von Gesamtcholesterin und Transferrin — in der
Praxis Gbliche Blutmarker zur Einschatzung des Ernahrungszustandes '#2. Stenvinkel P.
et al. konnten die enge Interaktion zwischen Malnutrition, Entziindung und Auftreten der

Arteriosklerose bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zeigen '®.
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1.3.3.12 Extrazellulare Volumenuberlastung/aktiviertes Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS)

Bei chronischer Niereninsuffizienz kann, abhangig von Ursache und Stadium, sowohl
Retention von Wasser und Salz, oft als isotone Hyperhydration, als auch Verlust von
Wasser und Salz, oft als hypotone Dehydration, gefunden werden. Hypovolamie
und/oder Natriummangel fihren zu einer Aktivierung des juxtaglomerularen Apparates
der Niere. Dadurch kommt es zur Ausschittung von Renin, das Angiotensinogen in
Angiotensin | umwandelt, nach Einwirken durch das Converting-Enzym zu Angiotensin
Il gespalten wird und Aldosteron freisetzt. Angiotensin Il und Aldosteron erhéhen den
Blutdruck und flihren zur Retention von Flissigkeit und Salz — es resultiert eine
Volumenbelastung des Herz-Kreislauf-Systems, besonders des linken Ventrikels '2°.
Eine reduzierte Nierenfunktion ist assoziiert mit dem erhdhten Auftreten von links
ventrikularer Hypertrophie '?°, welche wie auch hypervolamisches Herzversagen (CHF;
,congestive Heart Failure”) ein starker Pradiktor fir das Erreichen des Endpunkis
Mortalitat ist. Mann J.F. et al. konnten zeigen, dass speziell bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz die Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems die Haufigkeit des Erreichens der Endpunkte Myokardinfarkt, cerebraler

ischamischer Insult und kardiovaskulérer Tod herabzusetzen vermag *'.

1.3.3.13 Entziindung und oxidativer Stress

Zentralen Anteil an der Pathogenese der Arteriosklerose besitzen die bekannte
Entziindungsreaktion und oxidativer Stress '°. Ausgeldst wird der oxidative Stress durch
hoch reaktive Oxigenradikale (,Reactive Oxygen Radicals“; ROS; z.B. Oxigensuperoxid,
Hydroxyradikale, Hydroxyperoxide oder Peroxynitrate), welche aber nicht
notwendigerweise pathologisch wirken missen. Das tun sie erst, wenn es zu einer
Unausgewogenheit zwischen den die Oxigenradikale bildenden und den antioxidativ
wirkenden Mechanismen kommt, was eine Anhaufung von Oxigenradikalen zur Folge
hat. Eine chronische Niereninsuffizienz flhrt zu einer Verminderung der Erythrozyten,
welche die Oxigenradikale aus dem Blut-Plasma entfernen kénnen. Infolgedessen sind
die Blutmarker von systemischer Entziindungsreaktion und oxidativem Stress mit
groBer individueller Schwankungsbreite erhéht, wobei ein direkter Zusammenhang

zwischen der Hbhe verschiedener Entziindungsmarker und dem Fortschreiten der



1 Einleitung 44

Nierenfunktionseinschrankung gefunden werden konnte '*%%'2¢ MutmaBlich besitzt die
Entzindung, genauer ihre arteriosklerotische Potenz, einen wesentlichen Anteil am
vermehrten Auftreten kardialer Komplikationen '®'?”. Die meisten Verdffentlichungen

beschéftigen sich dabei mit C-reaktivem Protein 9128

, was als ein fahiger Pradiktor far
Gesamt-Mortalitat und kardiovaskulare Mortalitat in der Allgemeinbevélkerung ' wie
auch bei Patienten mit renaler Insuffizienz '*" bestimmt werden konnte (siehe Kapitel
1.3.4.3). Aber auch andere Entziindungsmediatoren sind Gegenstand aktueller
Forschungen °%'®  So sind in diesem Zusammenhang unter anderem die
proinflammatorischen bzw. proentzindlichen Marker von Interesse, insbesondere
Vertreter aus der Gruppe der Zytokine, die in arteriosklerotischen Lasionen
nachgewiesen werden konnten '®. Verschiedene Zytokine, beispielsweise Interleukin 6,
sind bei renaler Insuffizienz erhéht und mit einem deutlich gesteigerten Risiko

verbunden, kardiovaskulare Ereignisse zu erleiden 331,

1.3.3.14 Gesteigerte Koagulation

Die Kaskaden der Aktivierung und Hemmung von Koagulation und Fibrinolyse, welche
auch im gesunden Organismus permanent nebeneinander ablaufen, werden von
zahlreichen Faktoren getragen, die zu einem wesentlichen Teil in der Leber gebildet
werden und sich in einer komplexen Balance befinden. Bei chronischer
Niereninsuffizienz ist dieses Gleichgewicht auf mehreren Ebenen gestdrt. So werden
aufgrund des Proteinverlusts (siehe Kapitel 1.3.3.10 und 1.3.3.11) die
Gerinnungsfaktoren I, V, VII und X reaktiv verstarkt synthetisiert, ebenso bestimmte
Lipoproteine, welche gewoéhnlich auch noch in der Zusammensetzung pathologisch
verandert sind ®. Verschiedenste erhéhte proinflammatorische und prothrombotische
Blutwerte kdbnnen gefunden werden, was unter anderem deshalb von Interesse ist, weil
sie enge Beziehungen zu den Entziindungsmediatoren besitzen, so zum Beispiel Uber
die ebenfalls in diesem Zusammenhang Aufmerksamkeit erfahrenden Interleukine, die
bei der Aktivierung und Hemmung von Koagulation und Fibrinolyse eine Rolle spielen
126 Veranderte Blutzusammensetzung und Einschrénkung des Plasma-Volumens bei
chronischer Niereninsuffizienz scheinen die Neigung zu Gerinnungsstérungen und

Thromboembolien deutlich zu verstarken 26,
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1.3.3.15 Anamie

Nach Definition der ,World Health Organization* (WHO) liegt eine Anamie bei einer
Hamoglobin-Konzentration von weniger als 13 g/dL beim erwachsenen Mann und
weniger als 12 g/dL bei einer erwachsenen Frau vor. Nach den ,Clinical Practice
Guidelines for Anemia of Chronic Kidney Disease“ der ,Kidney Disease Outcome
Quality Initiative Guidelines* (K/DOQI) sollte bei Patienten mit einer Einschrankung der
GFR auf <60 mL/min/1,73 m? (iberpriift werden, ob eine Anamie vorliegt. Bei nahezu

132 meist

jedem Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz besteht eine Anamie
dadurch verursacht, dass Erythropoietin vermindert gebildet wird, was zu einer
herabgesetzten Synthese von Hamoglobin fiihrt '*3. Die Schwere der Anamie korreliert
dabei mit Dauer und Schwere der chronischen Niereninsuffizienz. Es besteht eine
inverse signifikante Beziehung zwischen Héhe der GFR und einer Anamie, sowie eine
positive signifikante Beziehung zwischen Héhe der GFR und dem Hamatokrit '** und
Hohe der GFR und der Hamoglobin-Konzentration '*°. Ob das Vorliegen einer Andmie
die Prognose der chronischen Niereninsuffizienz direkt verschlechtert oder nur
Ausdruck der Schwere der Nierenerkrankung ist, muss noch abschlieBend geklart
werden. In diesem Sinne konnte bei Vorliegen einer Anamie eine Beschleunigung der
Reduktion der GFR gefunden werden '**, ebenso eine Assoziation mit einer erhéhten
Anzahl an Krankenhausaufenthalten, kardiovaskularen Erkrankungen und dem

Erreichen des Endpunkts Mortalitat '3>1%

1.3.4 Biochemische Risikomarker flir kardiovaskulare Ereignisse bei renaler
Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz

Um den Funktionszustand der Nieren ungefédhr abzuschatzen, bestimmt man die
Konzentration von Kreatinin im Blut, welche durch Retention ab einer bestimmten
Einschrankung der Nierenfunktion erhdht ist (siehe Kapitel Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden.). Die Troponine sind der gegenwartig bevorzugte
Marker beim Verdacht eines kardialen ischamischen Ereignisses. Einen dem Kreatinin
und den Troponinen in der Wertigkeit ebenblrtigen Marker, der unter Beriicksichtigung
der Einschrankung der Nierenfunktion Aussagen Uber das Eintreten kardialer
Ereignisse ermoglicht, gibt es derzeit nicht. Die in diesem Kapitel aufgefuhrten

Substanzen sind auch keine Marker im klassischen Sinn und nicht klar von den
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Risikofaktoren abzugrenzen (siehe Kapitel 1.3.2 und 1.3.3). Die meisten Studien
beschaftigen sich mit nur einem einzelnen Marker, vergleichen Markersubstanzen der
gleichen Gruppe (z.B. ¢cTnT und cTnl) oder gleichen Wirkungsweise bzw. des gleichen
Wirkungsortes (z.B. CK-MB, Myoglobin und Troponin). In letzter Zeit wurden vermehrt
auch Arbeiten veroffentlicht, welche sich mit Markersubstanzen aus verschiedenen
Klassen, mit unterschiedlichen Funktionen und Wirkungsorten befassten — und die
Vorteile ihrer gemeinsamen Verwendung zur Findung der Diagnose und zum Treffen
prognostischer Aussagen zeigen konnten *”'%. |n der Studie von Apple F.S. et al.
welche an Patienten mit ESRD — definiert als GFR <10,0 mL/min pro 1,73 m? — den
pradiktiven Wert verschiedener gegenwartig diskutierter Biomarker (NT-proBNP,
hsCRP, cTnT, cTnl) fir den Endpunkt Gesamt-Mortalitat unter Verwendung der von den
Herstellerfirmen angegebenen ,Cutoff’'s® Uber einen Beobachtungszeitraum von 2
Jahren untersuchte, konnte der Vorteil des Einsatzes mehrerer verschiedener
Biomarker in Kombination demonstriert werden '*’. Fiir die Marker hsCRP, ¢TnT und
cTnl gelang dies bei Verwendung der vom Hersteller der Tests empfohlenen ,Cutoff’s*
zur kardialen Diagnostik, fir NT-proBNP, welches bei 99% der Patienten Uber den
,Cutoff* erhéht war, nach Anwendung von Tertilen. Der pradiktive Wert der einzelnen
Marker unterschied sich dabei deutlich und unter Verwendung von ,Receiver-Operating
Characteristic*-(ROC)-Kurven  konnte kein Risikomarker bzw. keine Cutoff-
Konzentration bestimmt werden, die optimal zur Risikostratifizierung gewesen ware '’
Die meisten Studien, welche Marker aus verschiedenen Klassen untersuchen,
beschaftigen sich mit Troponin und CRP - zwei Markersubstanzen, die auf
unterschiedlichen Synthesewegen gebildet werden, getrennt im Kérper vorkommen und
durch unterschiedliche Mechanismen ins Blut freigesetzt werden — also unabhéangig
voneinander sind. In der Untersuchung von deFilippi C. et al. an ESRD-Patienten ohne
Symptome einer Ischamie konnte demonstriert werden, dass die Kombination von cTnT
und CRP eine grdéBere prognostische Aussagekraft schaffen kann als die Verwendung
nur eines der Marker allein. Bei nahezu der Halfte aller kardialen Todesfélle lag eine
hohe Konzentration von ¢TnT und CRP vor. Waren bei den Patienten stark erhdhte
Konzentrationen von ¢cTnT und CRP vorhanden, bestand im Vergleich zu Patienten mit
gering erhéhtem cTnT und CRP ein zweieinhalbfach erhéhtes Risiko zu versterben. Bei
Patienten mit nur einem stark erhdéhten Marker (cTnT oder CRP) lag das ermittelte
Risiko zu versterben zwischen dem Risiko fir beide stark erhéhten Marker und dem
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Risiko fiir beide nur leicht erhéhten Marker '*°. Die Studie von deFilippi C. et al. ergénzt
damit den Erkenntnisstand anderer Arbeiten, die bereits zeigen konnten, dass bei
Hamodialyse-Patienten erhdhte Entziindungsmediatoren bzw. eine Erhéhung von CRP
in ungefahr 70% der Falle gefunden werden kann 1%
30% bis 75% ' Sind ¢TnT und CRP erhéht, konnte in mehreren Studien eine

deutlich erhéhte Zahl von kardialen Ereignissen, eine erhdhte kardiale Mortalitdt und
140,142

, erhdhtes cTnT in ungefahr

Gesamt-Mortalitdt gefunden werden . Pauschal lasst sich sagen, dass die
Verwendung verschiedener Marker gemeinsam wegen der erhéhten préadiktiven
Aussagekraft Vorteile besitzt, inr Vergleich gegenwartig aber nicht unproblematisch ist,
da es an notwendigen Standardisierungen mangelt und die verschiedenen Biomarker
nicht ,gleich mit einer Einschrankung der Nierenfunktion ansteigen. Die verschiedenen
,Cutoff’'s“ sollten bei Vorliegen einer Nierenfunktionseinschrankung in Abhangigkeit von
der Starke der Nierenfunktionseinschrankung individuell festgelegt werden, da sonst
beispielsweise ,Cutoff's”, welche in der Normalbevdlkerung signifikant zu richtig
positiven“ Ergebnissen flhren, bei CKD-Patienten vermehrt falsche Bestimmungen, vor

allem ,falsch positive* Ergebnisse, zur Folge haben kdnnen 137138144,

1.3.4.1 Troponin

Die Troponine sind Aktin-Myosin-ATPase-hemmende Regulatorproteine und als
Troponin | (cTnl), Troponin C (cTnT) und Troponin T (cTnT) Bestandteil des kardialen
Troponin-Komplexes. Die kardialen Troponine besitzen bei intakter Nierenfunktion eine
hohe Sensitivitdt und Spezifitdt daflr, ischamische myokardiale Schadigungen zu
detektieren. Als Kurz- wie auch Langzeitrisikomarker genieBen die Troponine breite
Akzeptanz und finden deshalb in der klinischen kardialen Diagnostik alltaglich vielfache
Anwendung. In den Guidelines der ,European Society of Cardiology“ (ESC), dem
~,American College of Cardiology“ (ACC) und der ,American Heart Association“ (AHA)
wurde festgelegt, dass cTnl, mehr aber noch cTnT die bevorzugten Biomarker zur
Bestimmung einer myokardialen Schadigung und zur Diagnose eines Myokardinfarktes
sein sollten °®'*°. Die Bedeutung der Troponine ist dadurch noch weiter gestiegen, dass
nach Neudefinition der ESC/ACC im Jahre 2000 Troponin positive Patienten mit ACS
nicht mehr als instabile Angina Pectoris, sondern als Myokardinfarkt klassifiziert werden
1% Troponine besitzen den gréBten pradiktiven Vorhersagewert bei Patienten mit ACS.
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Gleichfalls korreliert die Sterblichkeit besser als bei jedem anderen Marker mit der Héhe
der im Blut bestimmten Konzentration, unabhangig von der Art der kardialen
Schadigung und davon, ob eine renale Funktionseinschrankung besteht '*’. Dass es bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zu einer Erhéhung von c¢TnT und cTnl

142148 nd weiterhin

kommt, haben in den letzten Jahren zahlreiche Studien belegt
zeigen konnen, dass erhOhte Troponine mit einem erhOhten Risiko einhergehen,
kardiovaskuldre Schadigungen zu erleiden 3" Einige Untersuchungen gelangten
aber auch zu gegenteiligen Ergebnissen. So die Studie von Méckel M. et al., in der flr
erhdhtes ¢cTnT und cTnl bei Patienten mit Niereninsuffizienz kein signifikant erhéhtes

kardiales Risiko ermittelt werden konnte '°’.

Apple F.S. et al. fanden fir erhéhtes cTnT bei ESRD-Patienten ein zwei- bis flnffach
gesteigertes Risiko, den Endpunkt Mortalitdt innerhalb der nachsten beiden Jahre zu
erreichen. Fir erhOhtes cTnl wurde hingegen nur ein zweifach hoheres Risiko
bestimmt, wobei cTnT sowohl bei einer gréBeren Anzahl von Patienten als auch in
héherer Konzentration als cTnl bestimmt werden konnte '**. Verschiedene andere
Studien fanden im Vergleich von ¢cTnT und cTnl ebenfalls die ,besseren Resultate flr
cTnT. Ein scheinbarer Widerspruch, da alle Troponine vom verletzten Myokard als
Troponin-Komplex freigesetzt werden und deshalb aquimolar im Blut zu finden sein
massten, welcher sich durch Induktion metabolischer Prozesse und analytische
Ursachen wie unterschiedliche Antikérper-Spezifitat und -Bindung erklart. Weitere
Erklarungen sind die erhfhte Masse des linken Ventrikels bei ESRD-Patienten, was zu

t 9 sowie eine stirkere Retention bzw.

einem veranderten Freisetzungsmuster flhr
langere Halbwertszeit von ¢TnT '*°. Besonders bei Dialysepflichtigkeit besteht eine
Tendenz zur Anreicherung von cTnT, wohingegen das labilere cTnl, welches durch die
Dialyse-Prozedur starker als cTnT verandert wird, vermehrt mit der Dialyse verloren
geht '®'. Schon fiir geringe Erhdhungen von cTnT bei ESRD-Patienten ohne Zeichen
einer Ischamie konnte ein deutlich erhdhtes Risiko ermittelt werden, innerhalb der

139 In derselben

nachsten beiden Jahre eine koronare Erkrankung zu entwickeln
Patienten-Population konnte das Risiko einer koronaren MehrgefaBerkrankung far
Patienten mit starker Erhéhung von cTnT, gegenlber Patienten mit leichter Erhéhung
von cTnT, als um den Faktor 3,7 erhdht bestimmt werden . Zwischen erhéhten
Troponinen (cTnT, cTnl) und koronarangiographischen Befunden konnte bei ESRD-

Patienten ein signifikanter Zusammenhang ermittelt werden '*°. Ebenfalls konnte an
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ESRD-Patienten gezeigt werden, dass cTnT nicht nur als Kurzzeitrisikomarker
Wertigkeit besitzt, sondern auch bei einem langeren Beobachtungszeitraum ein guter
Pradiktor fir die Endpunkte Gesamt-Mortalitat und kardiovaskulare Mortalitat ist '#%12.
Einige Unklarheit herrscht gegenwartig noch Uber die Ursache der Erhéhung der
Troponine bei Patienten mit renaler Funktionseinschrankung, aber ohne erkennbare
kardiovaskulare Schadigung. In der Vergangenheit wurde die Aussagekraft der
Troponine bei Dialyse-Patienten mit Verdacht eines ACS eher kritisch beurteilt und die
Erhéhung oft als ,falsch positiv‘ gewertet, obwohl de facto eine Erhéhung der Troponine
bestand. Bisher noch unentdeckte Mechanismen mulssen neben denen des ACS
existieren, die bei einer Nierenschadigung zu einer Erhéhung der Troponine fuhren.
Verschiedene — teilweise inzwischen wieder verworfene — Hypothesen wie fetale
Expression von c¢TnT in der Skelettmuskulatur oder Antikdrperkreuzreaktionen wurden
zur Erklarung dieser als ,falsch positiv¢ vermuteten Werte aufgestellt "2, Diris J.H. et al.
gelang es kirzlich nachzuweisen, dass die Konzentration von cTnT im Verhaltnis zur
Lange der Zeit der Dialyse ansteigt '**. Zusammen mit dem beobachteten Auftreten von
cTnT-Fragmenten bei Dialyse-Patienten flihrte das zu der Hypothese, dass es zu einer
in-vivo-Fragmentation und Akkumulation von cTnT bei Dialyse-Patienten kommen
kdnnte. Weiterhin wird vermutet, dass diese ,alsch positiven® Tests klinisch

signifikante, aber asymptomatische, kardiale Schadigungen repréasentieren kénnten '°.

1.3.4.2 B-Typ natriuretisches Peptid

Die B-Typ natriuretischen Peptide (,Brain Natriuetic Peptide“; BNP; B = Brain), benannt
nach dem Bildungsort im Gehirn — neben dem im Myokard —, hemmen wie auch die
atrialen natriuretischen Peptide (ANP; A = Atrium) die zentralen Wirkungen von
Angiotensin Il in den hypothalamusnahen zirkumventrikularen Organen. BNP und sein
Prohormon NT-proBNP sind maBgeblich an der Regulation des Blutdrucks sowie der
Elektrolyt- und Volumen-Homdostase beteiligt '*®. Als funktionale Antagonisten von
Angiotensin Il unterdriicken sie die ADH-Freisetzung, mindern den Blutdruckanstieg

und wirken gesteigertem Durst entgegen '*°.

Die Konzentration der B-Typ
natriuretischen Peptide steigt mit dem Lebensalter an und ist bei Frauen hdher als bei
Mannern '*. Bei erhdhter Wandspannung der Herzventrikel werden BNP und NT-

proBNP freigesetzt '®°, was, wie verschiedene Studien zeigen konnten, die B-Typ
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natriuretischen Peptide zu geeigneten Pradiktoren fiir das Uberleben von Patienten mit
hypervolamischem Herzversagen (,Congestive Heart Failure*; CHF) macht %',
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz besitzen einen hdheren peripheren
GefaBwiderstand als Personen der Normalbevélkerung und weisen auBerdem meist
Volumenabnormitaten auf. Sie haben folglich eine chronisch erhéhte ventrikulare
Nachlast, weshalb bei ihnen regelmaBig signifikant erhdhte Konzentrationen der
natriuretischen Peptide gefunden werden. Die Konzentration scheint dabei vom Grad
der renalen Insuffizienz abhéngig zu sein, weshalb die héchsten Konzentrationen bei
Dialyse-Patienten gefunden werden '®. NT-proBNP und BNP sind niitzliche Biomarker
der sich verandernden myokardialen Funktion bei Patienten mit akutem Herzversagen,
kénnen bei der Diagnosefindung des ACS hilfreich sein und besitzen pradiktiven Wert
fiir die Endpunkte Myokardinfarkt und Mortalitit '°'%. BNP und NT-proBNP weisen
aber auch Defizite auf. So bestimmten Untersuchungen von Clerico A. et al. den
prognostischen Nutzen von NT-proBNP als begrenzt, da es ungeeignet ist, akute
Anderungen der Vorlast wahrend der Dialyse zu detektieren, und weniger tauglich als
BNP, Marker von links ventrikuldarer Hypertrophie und kardialen Schadigungen bei
ESRD-Patienten zu sein ', In einer Studie von Leowattana W. et al. erwies sich NT-
proBNP als ein geeigneter Marker von kardialer Ischamie und Herzversagen in der
Normalbevélkerung, war bei Verwendung der normalen ,Cutoff's“ bei CKD-Patienten
aber in 100% der Falle positiv '**. Zu &hnlichen Ergebnissen gelangte eine Studie von
Apple F.S et al., in welcher in 99% der Félle Uber den vom Hersteller der Essays
empfohlenen ,Cutoff* erhéhte Werte von NT-proBNP bei den untersuchten ESRD-

137
(

Patienten gefunden wurden siehe auch Kapitel 1.3.4).

1.3.4.3 C-reaktives Protein

C-reaktives Protein (,C-Reactive Protein“; CRP) ist wie Fibrinogen und Haptoglobin ein
akute Phase Protein. Es ist maBgeblich an der humoralen Entziindungsreaktion
beteiligt, hat die Fahigkeit zur Aktivierung von Komplement und férdert Prazipitation,
Opsonisation und Phagozytose von Bakterien. Ausgeldst wird die gesteigerte Synthese
von CRP in der Leber bei Entziindungsreaktionen durch das proinflammatorische
Monokin Interleukin 6 "', welches bei chronischer Niereninsuffizienz erhéht ist und
selbst als Marker kardialer Ereignisse diskutiert wird (siehe Kapitel 1.3.3.13). CRP ist
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der gegenwartig robusteste nichtinvasive Marker der Entziindungsreaktion. Es ist bei

Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen erhéht '2°

und steigt nach ischamischen
Ereignissen schnell an, weshalb CRP, obwohl nicht herzspezifisch, in der Frihphase
des ACS diagnostische Wertigkeit besitzt und prognostische Aussagen zuldsst '®*.
Auch als Langzeitmarker kardialer Ereignisse scheint CRP dem Troponin T zumindest
zum Teil Oberlegen zu sein, so beispielsweise bei Patienten nach erfolgreicher
Revaskularisation '®. Ein Nachteil des CRP ist seine fehlende Spezifitat, denn es ist bei
einer Vielzahl von entziindlichen Prozessen erhéht. Zahlreiche Untersuchungen fanden
das CRP bei chronischer Niereninsuffizienz — sowohl bei noch nicht dialysepflichtigen

28 als auch dialysepflichtigen Patienten '

— signifikant erhéht. Andere Arbeiten
konnten keinen Zusammenhang zwischen sinkender GFR und Anstieg des CRP
ermitteln '®°. Sind bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz die ,traditionellen*
Risikofaktoren Diabetes mellitus und/oder Hypercholesterindmie vorhanden, kénnen
besonders ausgepragte Erhéhungen der Konzentrationen von CRP gefunden werden
129 |n verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass CRP und hoch sensitives C-
reaktives Protein (,High-sensitivity C-Reactive Protein“; hsCRP) unabhangige

137 127 in der

Pradiktoren fir Gesamt-Mortalitat und kardiovaskulare Mortalitat
Allgemeinbevélkerung ' wie auch bei Patienten mit renaler Insuffizienz '* sind, dabei
aber wie viele Entziindungsmarker von Person zu Person ausgepragte Schwankungen
in den gemessenen Konzentrationen aufweisen. Besonders ausgepragt sind diese
interindividuellen Unterschiede bei Hamodialyse-Patienten. In der bereits bekannten
Studie von Apple F.S. et al., die hsCRP mit cTnT, cTnl und NT-proBNP bei Patienten
mit ESRD verglich, erwies sich hsCRP als der geeignetste Marker flir den Endpunkt

Gesamt-Mortalitat '3’

1.3.4.4 Weitere Marker

Neben den oben aufgeflihrten Substanzen befinden sich noch eine Reihe weiterer
Marker im  aktuellen Interesse der Wissenschaft. Entzindungs- und
Retentionsparameter scheinen in diesem Zusammenhang vielversprechend zu sein,
sind gleichzeitig aber auch Risikofaktoren flr das Auftreten einer kardialen Schadigung.
In der ,Cardiovascular Health Study“ wurden bei Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz Erhéhungen diverser proinflammatorischer und prothrombotischer
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Blutwerte gefunden %

, welche in Zukunft vielleicht Bedeutung erlangen konnten.
Namentlich sei hier das Zytokin Interleukin 6 genannt *''%° Ganz allgemein ist in
diesem Zusammenhang noch vieles unklar und flgt sich nicht in das traditionelle Bild.
So fand eine Studie von Oh J. et al. bei jungen Patienten mit ESRD
Hyperparathyroidismus, Hyperphosphatamie, Hyperhomocysteinamie und deutlich
erhdhte Entziindungsmarker — allesamt diskutierte ,nichttraditionelle® bzw. ,CKD-
verwandte“ Pradiktoren flr das Auftreten einer kardialen Schadigung —, konnte
andererseits aber keine der traditionellen Risikofaktoren ermitteln ®”. Neben neuen
sind auch einige altbekannte Substanzen im wissenschaftlichen Fokus, so zum Beispiel
die herzspezifische Kreatinkinase (CK-MB). Nach alter Definition gilt die Diagnose
Herzinfarkt bei einer CK-MB-Aktivitdt von Uber 6% der Gesamt-CK-Aktivitat als
gesichert. Nach den Richtlinien der AHA/ACC ist die CK-MB-Aktivitat gegenlber den
Troponinen bei einem kardialen ischamischen Ereignis nur noch zweite Wahl, vor allem
wegen der langsamen Freisetzungskinetik. Bei CKD-Patienten hat die CK-MB als

prognostischer Marker aber weiterhin Wertigkeit ¢’

166

, trotzdem sie eine geringere
Sensitivitdt als die Troponine besitzt Interessant sind auch klinisch nicht
symptomatische Dialyse-Patienten mit unauffaligem EKG, denn bei ihnen wird
regelmaBig ein erhdhtes CK-MB gefunden. Es ist nicht sicher zu differenzieren, ob
diese Erhéhungen von CK-MB ,falsch positive“ Werte sind und durch eine reduzierte
renale ,Clearance” von CK-MB verursacht werden oder tatsachlich eine myokardiale

Schadigung anzeigen.

1.3.5 Kardiovaskulare Ereignisse bei verschiedenen Schweregraden
chronischer Nierenfunktionseinschrankungen und deren Marker

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine chronisch reduzierte
Nierenfunktion mit einem erhdhten Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen
verbunden ist ®81%  Chronische Nierenerkrankungen sind starke und unabh&ngige

Pradiktoren fiir kardiovaskulare Mortalitat 83991

, die den gr6Bten Anteil an der
Gesamt-Mortalitdt bei diesen Patienten besitzt. Der prognostische Vorhersagewert
chronischer Nierenerkrankungen flr kardiovaskuldre Mortalitdt und Gesamt-Mortalitat
wurde in manchen Studien dabei sogar als hdher wie der von den ,klassischen®

Risikofaktoren Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie bestimmt '°. Verschiedene
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epidemiologische Untersuchungen konnten zeigen, dass schon eine leichte
Niereninsuffizienz mit einem betrachtlichen kardiovaskuldren Risiko verbunden ist 622,
Mann J. et al. ermittelten fir eine leichte Niereninsuffizienz eine Verdoppelung des
kardiovaskularen Risikos, flr welches die ,klassischen“ kardiovaskularen Risikofaktoren
nicht allein als Erklarung herangezogen werden kénnen ®*. In uni- und multivariaten
Analysen konnte bereits eine beginnende Niereninsuffizienz als ein &hnlich starker und
unabhéngiger Pradiktor fir das Erleiden eines kardialen Ereignisses wie Diabetes
mellitus oder eine bekannte koronare Herzkrankheit bestimmt werden 8°'. Das héchste
Risiko, ein kardiovaskulares Ereignis zu erleiden, besitzen erwartungsgeman Patienten
mit schwerer chronischer Niereninsuffizienz. Die Pravalenz kardiovaskularer
Erkrankungen betragt bei Dialyse-Patienten ungefahr 40%, die jahrliche Mortalitat etwa
9% '%. Kardiovaskuldre Erkrankungen sind damit der Hauptgrund der Mortalitit bei
diesem Klientel, verantwortlich fiir annidhernd 50% der Todesfalle °*°. Zu Beginn der
Dialyse kann bei knapp der Halfte der Patienten bereits eine fortgeschrittene
Arteriosklerose gefunden werden. Verglichen mit gesunden Personen besitzen Dialyse-
Patienten ein zehn- bis dreiBigfach erhéhtes Risiko, an einer kardiovaskuldren Ursache
zu versterben, unabhangig von den Faktoren Alter, Geschlecht, Rasse und
Vorhandensein eines Diabetes mellitus '®. Diverse Studien konnten zeigen, dass
zwischen chronischen Nierenfunktionseinschrankungen unterschiedlichen
Schweregrades und der Haufigkeit des Eintretens kardiovaskularer Ereignisse ein
eindeutiger Zusammenhang besteht — es mit zunehmender Einschrankung der
Nierenfunktion zum Ansteigen kardialer Ereignisse kommt. So betrug in einer Studie
von Wright R.S. et al. an Patienten mit akutem Myokardinfarkt die Krankenhaus-
Mortalitat bei Patienten mit normaler Nierenfunktion 2%, bei Patienten mit leichter
chronischer Niereninsuffizienz 6%, bei mittlerer 14%, bei schwerer 21% und bei
Dialyse-Patienten 30% (p = <0,001). Ein entsprechender Trend bei den Haufigkeiten
wurde auch in der Langzeitbeobachtung gefunden '°. Zu ahnlichen Ergebnissen kam
auch eine Studie von Shlipak M.G. et al. an Patienten mit Myokardinfarkt, in der die 1-
Jahres-Mortalitat fur Patienten ohne chronische Niereninsuffizienz 24%, mit leichter
Niereninsuffizienz 46% und mit mittlerer Niereninsuffizienz 66% betrug (p = <0,001) '%’.
Inwieweit die Schwere einer Nierenfunktionseinschrankung oder die Konzentration
bestimmter Marker bzw. Risikofaktoren, welche den Grad der Einschrankung der
Nierenfunktion anzeigen, mit der Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines kardialen



1 Einleitung 54

Ereignisses zusammenhangen, ist in vielen Zusammenhangen noch nicht ausreichend
geklart. Eine Erschwernis der Entschlisselung dieses Zusammenhanges ist der
Umstand, dass viele Parameter, welche den Grad der Nierenfunktionseinschrankung
anzeigen, teilweise selbst auf die Nierenfunktion Einfluss nehmen und sich nicht linear
zum Verlust der Nierenfunktion verhalten. So sind bei nur leicht verminderter GFR
verschiedene Werte der Retention und Anamie oft nicht oder nur geringfligig verandert,
kommt es erst ab einer starkeren Einschrankung der Nierenfunktion bei den Blut-
Konzentrationen zu auffalligen Abweichungen, die fir verschiedene Markersubstanzen
bzw. Risikofaktoren allerdings bei einer unterschiedlichen GFR-Verringerung beginnen
und auch von Person zu Person varileren kénnen ’. Zur Abschatzung der
Nierenfunktion in Gesundheit wie Krankheit ist die Bestimmung der GFR eine geeignete
Methode >*>%_ Da dies aber vergleichsweise aufwendig ist, wird in der Klinik meist die
Kreatinin-Konzentration im Blutserum bestimmt "8, Dementsprechend liegen iiber den
Zusammenhang von GFR bzw. Kreatinin-Konzentration und dem Eintreten bestimmter
kardiovaskularer Ereignisse die meisten Arbeiten vor. Dass eine reduzierte GFR
signifikant mit dem erhdhten Erreichen der Endpunkte pAVK %°, KHK %°, Myokardinfarkt
91 Gesamt-Mortalitat "°, kardiovaskulare Mortalitat ®', cerebrovaskulare Insuffizienz %
und cerebraler ischamischer Insult ®' assoziiert ist, konnte in zahlreichen Studien
bereits gezeigt werden. Die meisten Studien, welche dabei zu signifikanten Ergebnissen
gelangten, nahmen ihre Untersuchungen an ESRD-Patienten vor, der Hochrisiko-
Gruppe (K/DOQI V) mit der hoéchsten Wahrscheinlichkeit des Eintretens von
Komplikationen jeglicher Art. An guten Studien, die Patienten-Populationen in
verschiedenen Stadien der chronischen Nierenfunktionseinschrankung hinsichtlich des
Auftretens kardialer Ereignisse vergleichen, besteht hingegen Mangel. Beddhu S. et al.
ermittelten fir eine Senkung der GFR um je 10 mL/min ein jeweils héheres Risiko flr
das Erreichen der Endpunkte Tod und Myokardinfarkt ’. Anavekar N.S. et al. gelangten
bei den Endpunkten Tod und nichttddliche kardiovaskulare Ereignisse zu

vergleichbaren Ergebnissen %

. Die Il National Health and Nutrition Examination
Survey” (NHANES I1I) ermittelte fiir Patienten mit einer GFR <70 mL/min/1,73 m?,
verglichen mit Patienten mit einer GFR von <90 mL/min/1,73 m?, ein um 68% hdheres
Risiko fur Gesamt-Mortalitdt und ein um 51% hoéheres Risiko fur kardiovaskulére
Mortalitat '®°. Die ,Atherosclerosis Risk in Communities Study“ (ARIC) fand fiir

Patienten mit einer GFR von 15 — 59 mL/min/1,73 m?, verglichen mit Patienten mit einer
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GFR von 90 — 150 mL/min/1,73 m? ein um 38% hdheres Risiko fir eine
kardiovaskulare Erkrankung #. Zwischen einer sich verringernden GFR und einer
erhdhten Wahrscheinlichkeit des Eintretens von kardialen Ereignissen konnte in
verschiedenen Studien eine annahernd lineare Beziehung ermittelt werden %739, Der
Zusammenhang ist dabei aber nicht vollig linear, vielmehr scheint es so etwas wie
einen ,biologischen Schwelleneffekt“ zu geben, bei dem sicherlich eine Rolle spielt,
dass es zu einem Anstieg der Retentionsparameter — teilweise selbst diskutierte
Risikofaktoren flr das Eintreten kardialer Ereignisse — erst ab einer Einschrankung der
GFR auf ungefihr 60 mL/min/1,73 m? kommt ’ (siehe auch Kapitel Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. und 1.3.3.1). Vergleichbar verhalt es
sich mit Kreatinin, was in manchen Studien, vornehmlich &lteren Datums, anstatt der
GFR zur Einschatzung der Nierenfunktion Anwendung fand. Die Eignung von Serum-
Kreatinin als Marker einer Reduktion der renalen Funktion steht im Vergleich zur GFR
allerdings zurick, unter anderem deshalb, weil es sich nicht direkt umgekehrt
proportional zur GFR verhalt, sondern erst ab einer bestimmten Einschrankung dieser
ansteigt. AuBerdem wird die Kreatinin-Konzentration von zusatzlichen Faktoren,
beispielsweise Alter, Geschlecht, Rasse und ,Body-Mass-Index®, beeinflusst '"°. Dass
ein Zusammenhang zwischen hohen Kreatinin-Konzentrationen und dem Auftreten
kardialer Schadigungen sowie dem Erreichen des Endpunkts Tod besteht, gilt als
gesichert. Bei geringeren Kreatinin-Konzentrationen ist die Datenlage weniger
eindeutig. So konnte in Untersuchungen von Patienten mit geringer Einschrankung der
Nierenfunktion aus der ,Framingham Heart Study“ (FHS) und der ,Framingham
Offspring Study*” (Offspring; Serum-Kreatinin 1,5 — 3,0 mg/dL bzw. 1,4 — 3,0 mg/dL) kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein einer Nierenerkrankung
und einer koronaren Erkrankung gefunden werden % Shulman N.B. et al. konnten
hingegen eine erhdhte Mortalitdt ab einem Serum-Kreatinin >1,7 mg/dL bestimmen 2.
Pinkau T. et al. fanden bereits ab einem Serum-Kreatinin >1,4 mg/dL (normal: 0,57 —
1,24 mg/dL) eine Verdopplung des Risikos fir kardiovaskularen Tod, Myokardinfarkt
und cerebralen ischdmischen Insult ® (siehe auch Kapitel 1.3.3.2). Neben GFR und
Kreatinin kdénnen auch andere Parameter in Abhangigkeit von der reduzierten
Nierenfunktion zur Abschatzung des Risikos, ein kardiales Ereignis zu erleiden,
herangezogen werden, stehen bis dato im Stellenwert aber deutlich zurlick. In einer
Studie von Levin A. et al. beispielsweise konnte echokardiographisch ein
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Zusammenhang zwischen links ventrikuldrer Hypertrophie, die ein starker Pradiktor fur
das Auftreten kardialer Ereignisse ist (siehe Kapitel 1.3.3.12), und der Kreatinin-
Clearance ermittelt werden. Die zu den Patientengruppen mit einer ,Clearance® von
>50, 25 — 50 und <25 mL/min gehérenden echokardiographisch ermittelten Werte der
links ventrikularen Hypertrophie betrugen 27%, 31% und 45% und standen zum Grad
der Nierenfunktionseinschrankung in umgekehrtem Verhéltnis ®. Oh J. et al. stellen mit
.Electron Beam Computer-Tomographie® Kalzifikationen an den Koronararterien fest,

die in der Schwere mit dem Grad der Niereninsuffizienz tibereinstimmten ©’.

Alternativen wie die aufgeflhrten kdénnen bei Diagnostik und Risikoabschatzung
kardialer Ereignisse sicherlich hilfreich sein. In Zukunft kommt ihnen vielleicht eine
gréBere Bedeutung zu. Die in der Klinik gegenwartig gebrauchlichste Methode zur
Beurteilung des Risikos von Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer
Niereninsuffizienz, ein kardiales Ereignis zu erleiden, bleibt vorerst aber weiterhin die
Abschéatzung der GFR.
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2 FRAGESTELLUNG

Die Zielsetzung dieser prospektiven klinisch-experimentellen Studie mit dem Titel

,2Juntersuchungen zur Pradiktion kardiovaskuldarer Ereignisse bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und akuten
kardiovaskularen Erkrankungen durch Messung von Vollblut-Cholin

mittels Hochleistungsflissigchromatographie Massenspektrometrie®

war es zu untersuchen, ob Cholin, ein enzymatisches Produkt der Phospholipase D, bei
Patienten mit chronisch reduzierter Nierenfunktion (GFR <90 mL/min [K/DOQI Il — V])
Eignung als Marker kardiovaskularer Komplikationen besitzt. Cholin wurde im Vollblut
(-Whole Blood Choline”; WBCHO) gemessen. Besondere Beachtung lag auf Schwere
und Ursache der chronischen Niereninsuffizienz.
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3  MATERIAL UND METHODIK
3.1 Studien-Protokoll
3.1.1  Genehmigung der Ethikkommission

Von der Ethikkommission der Charité wurden die vorgesehenen Untersuchungen mit
der Antragsnummer ,87/2002", als unbedenklich eingeschéatzt und genehmigt. Alle
beteiligten Probanden wurden muindlich und schriftlich Gber die Ziele der Studie, ihren
zu erbringenden Beitrag sowie die daraus fur sie resultierenden Belastungen aufgeklart
und ihre Einwilligung wurde eingeholt.

3.1.2 Auswahl der Patienten

Im Rahmen dieser prospektiven klinischen Studie wurden insgesamt 232 Patienten der
Notaufnahme untersucht, die im Zeitraum zwischen August 1999 und Marz 2003 in der
Charité, Standort Virchow Klinikum, stationar behandelt worden waren und sich nach
Aufklarung durch uns zur Mitarbeit bereit erklart hatten. Die Einschlusskriterien waren
ein Verdacht auf ein Nicht-ST-Hebungs-(Non-ST-Elevation-)-ACS oder andere akute
kardiovaskulare oder renale Symptome, die zu einer Aufnahme ins Krankenhaus
fuhrten. Weiterhin musste eine renale Dysfunktion (GFR 60 — 89 mL/min) oder eine
chronische Niereninsuffizienz (GFR <60 mL/min) bestehen. Eine Ablehnung bzw. ein
Ausschluss von Patienten erfolgte bei schwerer Anamie (Hamoglobin [HB] <7 g/dL),
akutem Nierenversagen und/oder einem nach Redefinition durch die ESC/ACC im
Jahre 2000 typischen akuten ST-Hebungs-(-ST-Elevation-)-Myokardinfarkt (ST-Hebung
>1 mm in mindestens zwei Ableitungen mit Troponin-Erhéhung) '*°. Ein- und
Ausschlusskriterien, Festlegung der Patienten-Population und Gruppenauswahl der
Studien-Patienten sowie Behandlung und Messung der Blutproben wurden im Studien-
Protokoll festgelegt. Anhand der Krankenakten der Patienten wurden die endgultigen
Diagnosen nach sechs Wochen gestellt. Weiterhin wurde ein ,Follow-up® durchgefiihrt,
woflr mit den Patienten persénlich Kontakt aufgenommen wurde. In der Regel geschah
dies telefonisch, war das nicht mdglich, wurde der Patient in seiner Hauslichkeit
aufgesucht und/oder angeschrieben. Bestanden danach noch Unklarheiten, wurde mit
dem Hausarzt und/oder anderen behandelnden Arzten das Gesprach gesucht. Von den
232 ins Studien-Protokoll aufgenommenen Patienten erhielt unsere Forschungsgruppe
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auf diese Weise von 227 Patienten (97,8%) eine Analyse von Vollblut-Cholin und von
229 Patienten (98,7%) ein komplettes ,Follow-up®. Bei allen 232 Patienten wurde eine
kérperliche Untersuchung durchgefihrt und die in Tabelle 4 aufgefGhrten Daten
erhoben.

Tabelle 4: Bei Aufnahme ins Krankenhaus bzw. Einschluss in die Studie erhobene Patienten-Daten.

allgemeine Name, Vorname, Geburtsdatum, Geschlecht
Patienten-Charakteristika GroBe, Gewicht, Adresse, Telefonnummer
Beruf, aktuelle Medikation, Hausarzt

aktuelle Klinik Brustschmerz, Herzfrequenz, Blutdruck,
Dyspnoe, Orthopnoe
weitere vegetative Symptome

Risikofaktoren Ubergewicht, Fettstoffwechselstdrungen
Alkoholkonsum, Nikotinkonsum, Familienanamnese
EKG signifikante ST-Hebungen oder Senkungen, R-Verlust,
R-Zacke, Q-Zacke T-Uberhéhung, -Verlust oder
-Inversion
Labor
Standardlabor Bestimmung von Chlorid-, Kalium- und Natrium-lonen,

Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure, Hamoglobin, Glukose,
Leukozyten, Thrombozyten, Gerinnungsfaktoren (PTT,
Fibrinogen), Cholesterin, LDL, HDL, C-reaktives Protein
kardiales Labor Troponin, Myoglobin, herzspezifische Kreatinkinase
spezielles Labor Vollblut fir Cholin-Bestimmung

3.1.3 Probengewinnung

Die Blutentnahme flr die HPLC-Untersuchung erfolgte lege artis aus der Vene. Bei den
dialysepflichtigen Patienten fand die Blutentnahme zwischen zwei Dialyse-Terminen
statt, da es mit dem Dialysat zu einem Verlust von freiem Cholin und Abfall der
Konzentration von Cholin im Blut kommt *'*”. Nach einer Dialyse dauert es ungefahr
sechs Stunden, bis Cholin wieder die Konzentration hat, die es vor der Dialyse besaB.
Wahrend dieser Zeit sollte die Blutentnahme nicht erfolgen und war in dieser Studie
auch nicht erfolgt *®. Auf diese Weise wurden 227 x 9 mL Vollblut abgenommen
(Kalium-Fluorid/Lithium-Heparin  Monovetten; 9 mL, Sarstedt) und bis zur

Weiterverarbeitung tiefgefroren gelagert.
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3.1.4 Probenvorbereitung

Zur Verfugung bei der Cholin-Analytik standen die Kalium-Fluorid/Lithium-Heparin-
Monovetten (9 mL Sarstedt), die bis zur Weiterverwendung bei —80 °C gefroren
gelagert worden waren. Da die Verwendung von Vollblut ohne Probenvorbereitung bei
einer HPLC-Trennung nicht méglich ist, da dies die HPLC-Saule schadigen wirde,
wurde das Vollblut Uber ein spezielles Filter filtriert und so ein fir das HPLC-Verfahren
taugliches Vollblut-Ultrafiltrat hergestellt. Alle Bestandteile mit einer Masse héher als
10000 Dalton wurden dazu abgetrennt. Dafir wurden die Ultrafilter (Millipore,
UFV4BGCO00, Cutoff 10 kDa) mit 2 mL Wasser (Aqua Braun) Gber 3 Minuten bei 3645 g
gewaschen. Das AuffanggefaB3 mit dem filtrierten Wasser wurde verworfen und die
Filter in ein neues Auffanggefal3 (14 mL Falkontube) gesteckt. Pro Blutprobe wurden 3
Ultrafilter und zugehdrige ,Tubes“ vorbereitet und zur eindeutigen Identifizierung
beschriftet. Die Proben aus der mit —80 °C geflihrten Tiefklhltruhe wurden enthommen
und standardisiert bei 37 °C im Wasserbad fur 20 Minuten unter Verwendung eines
~Schaittlers® (,Waring Blendor®) bei 60 U/min kontrolliert aufgetaut. Um ungewollte
Enzymreaktionen zu vermeiden bzw. zu minimieren, wurden die Proben danach bis zur
Weiterverwendung auf Eis gelagert. Alle Proben bestanden aus 6 — 8 mL Vollblut, die
nach der Homogenisation in drei Teile aufgeteilt wurden. Ein Teil zu je 1 mL wurde als
Ruckstellprobe in einem Vial (2 mL) bei —80 °C wieder eingefroren. Der Rest der Probe
wurde in Abhangigkeit davon, wie viel noch vorhanden war, auf 2 oder 3 Ultrafilter
aufgeteilt, die dann alle zwischen 2 und 3 mL enthielten. Folglich entsprachen 9
Blutproben maximal 27 gefallten Ultrafiltern. Diese wurden anschlieBend in einer
Kihlzentrifuge bei 15 °C und 3645 g fir 120 Minuten zentrifugiert, was je 0,4 — 0,7 mL
Ultafiltrat ergab. Die Ultrafiltrate einer Blutprobe wurden anschlieBend in einem
beschrifteten Vial (2 mL) vereinigt und nach Homogenisation 300 uL fir die Analyse in
ein ,Autosamplervial“ (Supelco, Nr. 27087, 1 mL; mit PTFE Silikon Septum) abgefullt.
Die tiefgeklhlten Vials (2 mL) mit den Ultrafiliraten wurden als Ruckstellprobe bei —80
°C eingefroren. Auch die Autosamplerproben wurden bis zur Messung bei —20 °C
tiefgeklhlt. Der Prozess der Ultrafiltration wurde validiert. Die Wiederfindungsrate von
Cholin nach der Ultrafiltration betrug im Durchschnitt 100%.
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3.2 Trenn- und Analyseverfahren
3.2.1  Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Eine weit verbreitete Methode =zur Trennung von Stoffgemischen ist die
Hochleistungsflissigchromatographie (,High Performance Liquid Chromatography*;
HPLC; Abbildung 4). Abhangig von der individuellen Trennleistung der verwendeten
Apparatur lasst sich mit der HPLC fur viele Gemische eine Auftrennung in ihre
Einzelsubstanzen erreichen. Bei der HPLC wird das zu untersuchende bzw. zu
trennende Stoffgemisch nach eventueller Vorbehandlung durch Extraktionsverfahren,
mit denen Bestandteile, welche die Messung beeinflussen, entfernt werden, auf eine
Chromatographiesaule eingebracht, in welcher genau definierte Bedingungen anliegen.
Abhéangig von diesen Bedingungen kommt es zu Wechselwirkungen zwischen dem
Sauleninhalt und den jeweiligen Analyten, welche in Abhéangigkeit von ihren
individuellen Eigenschaften (Verteilungskoeffizient, Molekulargewicht, Polaritat) mit dem
Sauleninhalt wechselwirken. Das flhrt zu einer verlangsamten oder beschleunigten
Saulenpassage bzw. verkirzten oder verlangerten  Retentionszeit der
Einzelsubstanzen. Infolge dieser unterschiedlichen Retentions- bzw. Durchflusszeiten
verlassen die Einzelsubstanzen die Saule im Idealfall vollstandig getrennt und kénnen
mittels des angeschlossenen Detektorsystems identifiziert werden. Die eigentliche
Schwierigkeit dieser Methodik ist es, die Eigenschaften des Systems vorher so prazise
zu optimieren, dass eine klare Trennung bzw. Auflésung der Einzelsubstanzen in
moglichst kurzer, also praktikabler, Analysezeit moglich ist. Dies wird durch
Veranderungen der an der Saule anliegenden Bedingungen erreicht. In der Praxis
bedeutet dies, dass die an der Saule anliegenden Bedingungen (Temperatur,
Flussgeschwindigkeit, Druck) und die Parameter des Sé&uleninhaltes (Polaritat,
PartikelgréBe, PorengréBe, Hydrophobizitat, pH-Wert) so verandert bzw. angepasst
werden, dass sie fir die Trennung so optimal wie moglich sind. Die am haufigsten zum
Einsatz kommenden Saulen sind zwischen 50 und 320 mm lang und haben einen
Innendurchmesser von 2 — 6 mm. Der anliegende Druck liegt in der Regel zwischen
5*10° und 20 * 10° Pascal. Die Temperatur wird meist mit einem thermostatierten
Saulenofen konstant gehalten und entspricht oft der Zimmertemperatur. Neben der
heute nur noch bei bestimmten Ausnahmen angewandten Normalphasen-HPLC
(-normal phase“; NP-HPLC), bei der als stationdre Phase vor allem Kieselgel und
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Aluminiumoxid zur Anwendung kommen, gibt es die gegenwartig dominierende
Umkehrphasen-HPLC (,reversed phase“; RP-HPLC), bei der die Polaritdten von
stationarer und mobiler Phase im Vergleich zur NP-HPLC vertauscht sind. Dies wird
meist durch Anbindung von funktionellen Gruppen an die stationdre Phase erreicht,
wobei es sich gewdhnlich um hydrophobe Verbindungen handelt, beispielsweise
Alkylgruppen. Bei der RP-HPLC ist die stationare Phase apolar und die mobile Phase
polar, wahrend bei der Normalphasen-HPLC die stationdre Phase polar und die mobile
Phase apolar ist. Entsprechend sind auch die Wechselwirkungen mit den zu
untersuchenden Stoffgemischen verandert, was zu unterschiedlichen Eigenschaften
und ganz unterschiedlichen Anwendungsbereichen fihrt. Die meisten Umkehrphasen-
Trennsaulen verwenden als stationare Phase porése Mikropartikel von 3 — 5 um aus C-
18-Material (ODS- bzw. OCD-Saulen), einem mit Octadecylsilylresten modifizierten
Kieselgel, welches gute Trennergebnisse liefert, relativ stdrunanfallig ist und sich als
Standard durchgesetzt hat. Die mobile Phase besteht meist aus einem Gemisch aus
polaren Lésungsmitteln, oft kommen dabei Acetonitril, Methanol, Triethylamin, Wasser
und wassrige Puffersysteme zur Anwendung. Um die mittels HPLC Uber die
verschiedenen Retentionszeiten getrennten Einzelsubstanzen quantitativ messen zu
kénnen, stehen verschiedene Detektorsysteme zur VerflUgung. Friher waren vor allem
billige, aber unspezifische Leitfdhigkeitsdetektoren vorherrschend und als UV-
Detektoren kamen monochromatische Detektoren zum Einsatz, die nur in einer
Wellenldnge messen konnten. Seit ungeféhr zwei Jahrzehnten finden polychromatische
UV-Detektoren (,Dioden Array Detektor”; DAD) Verwendung, welche in der Lage sind,
Uber eine ganze Bandbreite von Wellenldngen zu messen. Diese sind allerdings nutzlos
bei den wenigen existierenden Stoffen, die kein Absorptionsspektrum im Messbereich
des DAD (spektrale Bandbreite meist zwischen 190 — 950 nm) haben und wozu auch
Cholin zahlt. In dieser Arbeit wurde ein DAD zur Qualitatskontrolle eingesetzt.
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f )
vorbereitete Probe mit den zu untersuchenden
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Abbildung 4: Umkehrphasenhochleistungsflissigchromatographie (RP-HPLC). gepunkteter Zylinder =
Eluat; Polygon = Einzelsubstanz. Die einzelnen Bestandteile der in die Chromatographiesaule
eingebrachten Proben wechselwirken infolge ihrer speziellen Eigenschaften (Verteilungskoeffizient,
Molekulargewicht, Polaritdt) mit der S&ule, an der die Retentionszeit beeinflussende Bedingungen
anliegen (Temperatur, Flussgeschwindigkeit, Druck). Ebenso bestehen Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Bestandteilen und dem Sauleninhalt (Polaritat, PartikelgréBe, PorengrdBe, Hydrophobizitat,
pH-Wert). Abhangig von diesen Wechselwirkungen und den sich daraus ergebenden unterschiedlichen
Retentionszeiten verlassen die einzelnen Bestandteile der Proben die Chromatographieséaule im Idealfall
vollstandig getrennt (ndhere Erlduterungen im Text, Kapitel 3.2.1).
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3.2.2 Massenspektrometrie (MS) mit dem Kopplungssystem
Elektrospray-lonisation (ESI)

Ein relativ neues Detektorsystem zur Online-Analyse des Elutates aus der HPLC ist das
Massenspektrometer in Kopplung zur HPLC, was in dieser Arbeit zur Anwendung
gelangte (,High Performance Liquid Chromatography Mass-Spectrometry”; HPLC-MS;
Abbildung 5). Mittels Massenspekirometrie kdnnen Einzelsubstanzen bis in den
nanomolaren Bereich nachgewiesen werden und oftmals ist es auch mdéglich,
chromatographisch unvollstdndig getrennte Stoffgemische massenspektrometrisch
aufzulésen und zu messen. Bei bestimmten Substanzgemischen kann wegen der
hohen Selektivitdt der Massenspektrometrie sogar auf eine vorherige Trennung mittels
HPLC verzichtet werden. Wegen mdglicher Konkurrenzreaktionen zwischen Analyt- und
Matrixmolektlen in der lonenquelle, die zu Entladungen fihren und somit die
Signalintensitat der  Analyte  beeinflussen, ist zumeist eine vorherige
chromatographische Trennung — zumindest jedoch die Abtrennung der Matrix —
notwendig, vor allem, wenn mit so komplexen Stoffen wie Blut gearbeitet wird. Ein
grundsétzliches Problem, das in der Vergangenheit groBe Schwierigkeiten bereitete,
sind die fundamentalen Unterschiede in den Arbeitsbedingungen, die flr die optimale
Online-Kopplung von HPLC und Massenspektrometer notwendig sind. Denn diese sind
in  mehreren individuell jeweils erforderlichen Arbeitsbedingungen vollkommen
verschieden. So sind fir die Durchfihrung der HPLC verhaltnismaBig niedrige
Temperaturen, hohe Driicke und eine mdglichst hohe Flussrate notwendig, wahrend
das Massenspekirometer im Vakuum arbeitet, niedrige Flussraten und hohe
Temperaturen benétigt. Um die HPLC und die Massenspekirometrie gemeinsam
einsetzen zu kénnen, missen diese ,Unvereinbarkeiten in den Arbeitsbedingungen
mittels einer geeigneten Kopplungstechnik Gberbrickt bzw. verbunden werden.
Gebrauchlich als Kopplungstechnik beim gemeinsamen Betrieb von HPLC und MS sind
gegenwartig vor allem die ,Electrospray lonization® (ESI) und die ,Atmospheric

Pressure Chemical lonization“ (APCI).
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Abbildung 5: Schematische Schaltfolge der Trenn- und Analyseapparatur. Legende, siehe Abbildung 4.
Nach Passage der HPLC-Saule und darin erfolgter Auftrennung wird das Eluat bzw. werden Bestandteile
davon Uber das Kopplungssystem dem Detektorsystem zugefiihrt und quantitativ analysiert.

Die ,Electrospray lonization“, welche auch in dieser Arbeit als Kopplungstechnik
Anwendung fand, ist eine ebenso empfindliche wie selektive Methode, die bei der
Ermittlung vieler unterschiedlicher Stoffklassen, insbesondere auch thermolabiler,
benutzt werden kann und es ermdéglicht, die hohe Trennleistung der HPLC mit der
hochauflé6senden Detektion der Massenspektrometrie zu kombinieren (HPLC-ESI-MS;
Abbildung 6). Die ,Electrospray lonization® ist wie die ,Atmospheric Pressure Chemical
lonisation® (APCI) eine Unterform der ,Atmospheric Pressure lonization“ (API). Bei
beiden lonisationsverfahren erfolgt die lonisation unter Atmosphéarendruck. Auch der
Transfer der lonen in den Massenspektrometer ist prinzipiell gleich. Der Unterschied
zwischen ESI und APCI besteht darin, dass bei der APCI eine Nadel fir eine
Coronaentladung zur Anwendung kommt, an der nach dem Prinzip der chemischen
lonisation ein Reaktions-Plasma gebildet wird, welches die lonisation der Analyte
bewirkt. Bei der APCI sind die lonisationsbedingungen harter als bei der ESI, weshalb
auch die lonisation weniger polarer Verbindungen gelingt. Die lonisierungstechnik der
ESI ist dagegen vergleichsweise schonend und zerstérungsarm, weshalb die aus der
HPLC kommenden Analyte Uberwiegend als unfragmentierte geladene Molekilionen

detektiert werden kénnen, neben denen nur wenige Fragmentionen oder Addukte mit
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Kalium- und Natrium-lonen entstehen. Da die lonen bei der ESI bereits in der fliissigen
Phase der HPLC-Saule vorgebildet werden, ist die ESI fir polare und ionische
Substanzen gut geeignet. Ein Nachteil der API-Techniken ist ihre Anfélligkeit gegentber
salzhaltigen Puffern, da es oft zu ,Verstopfungen® bzw. ,Verklebungen*® der zuflihrenden
Kapillare des Massenspekirometers kommt. Mit  herkdmmlichen linearen
Spraysystemen ist es deshalb oft nicht méglich, polare und geladene Substanzen wie
Cholin zu detektieren, da diese meist nur mit Puffersystemen aufgetrennt werden
kénnen. In dieser Arbeit kam eine Orthogonalsprayionenquelle (,Off-Axis-System*®) zur
Anwendung, welche als besonders robust gilt und massenspektirometrische Analysen
mit hochkonzentrierten salzhaltigen Puffersystemen erlaubt.

Sprayraum

Hochspannung (3 —5 kV)

\ Aerosol mit
0O0ES ionisierten Analyten
— o@@ S Salzablagerungen
Transferkapil
HPLC-Eluat  Einlasskapilare ransierapriare
u w ............................ Sk|mmerb|ende 1
Atmospharendruck: 0,8 — 1,2 mbar
w H ............................ Sklmmerblende 2
—10"° mbar
........................................ Quadrupo|
/\A[\A Multiplier
Spektrogramm

Abbildung 6: Elektrospray-lonisation (ESI) und Massenspektrometrie (MS). Legende, siehe Abbildung 4.
Im Sprayraum wird das HPLC-Eluat zu einem Aerosol verspriht. Die ionisierten Analyte werden durch
elektrostatische Anziehung orthogonal aus der Flussrichtung abgelenkt und in die Transferkapillare
Uberfihrt, wonach sie in den Massenspektrometer gelangen. In diesem Schema ist die Anordnung von
Transferkapillare zu Skimmerblenden um 90° zueinander versetzt (,Off-Axis-System®). Alternativ gibt es
auch eine lineare Anordnung, welche bei Substanzen wie Cholin wegen der erfolgenden Salzbildung und
stdrenden Ablagerung im System aber nachteilig ist (ndhere Erlduterungen im Text, Kapitel 3.2.2).
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Das in der HPLC-Saule ionisierte Cholin gelangt direkt in das Kopplungssystem,
welches in dieser Arbeit die ESI war. Dazu wird das Eluat orthogonal durch eine diinne
Spraynadel geleitet, an deren Ende eine Hochspannung anliegt. Diese Hochspannung
und ein ebenfalls an der Nadel anliegender Gasfluss, der in den meisten Apparaturen
durch Stickstoff erzeugt wird, bilden feine geladene Trdpfchen, die zu einem Aerosol
verspriht werden. Durch das Verdampfen des Ldsungsmittels verkleinert sich der
Tropfenradius, wahrend sich die Ladungsdichte auf dem Tropfen erhdht. SchlieBlich
platzen die Tropfen (Coulombexplosion) und der Ubergang in die Gasphase erfolgt. Bei
neutralen bzw. ungeladenen Stoffen entstehen hier die lonen. Zu einer Fragmentierung
kommt es wegen der sanften lonisierung selten. Durch die elektrostatische Anziehung
werden die Analyte orthogonal aus der Flussrichtung abgelenkt und in die
Transferkapillare Oberfihrt, von wo aus sie in den Vorvakuumbereich des
Massenspektrometers gelangen. Lésungsmittelfracht und eventuell sich bildende
Salzkristalle flieBen dagegen in Sprayrichtung ab. An den Skimmerblenden, welche den
lonenstrom der schweren Molekule durch elekiromagnetische Fokussierung optimieren,
werden Lésungsmittelreste, letzte Flissigkeits- und Salzriickstdnde abgeschieden. Die
mittels ESI ionisierten Substanzen gelangen nach Passage der Skimmerblenden ins
unter Hochvakuum stehende Innere des Massenspekirometers, wo sie detektiert
werden. Das anliegende Vakuum muss hier sehr hoch sein, um das ,Grundrauschen®
des Massenspekirometers gering zu halten und Entladungen der Analyte durch
Kollisionen mit Restluftmolekilen zu verhindern. Die ionisierten Moleklle werden im
Quadrupol des Massenspektrometers, bestehend aus vier parallelen und stabférmigen
Metallelektroden, an denen ein Wechsel- und ein Gleichspannungsfeld anliegen,
entsprechend ihres Masse-/Ladungsverhaltnisses (m/z) selektiv getrennt und danach
mit einem Multiplier, ein Verstarker, der lonenkontakte in ein elektronisches Signal
umsetzt, detektiert. Die massenspektrometrische Bestimmung kann im ,Full Scan
Modus® und/oder im ,Single lon Monitoring Modus® (SIM) erfolgen. Im ,Full Scan
Modus®, der relativ viel Zeit pro Spektrum benétigt, wird flr jeden Datenpunkt des
Chromatogramms ein komplettes Spektrum eines definierten Massenbereiches
aufgenommen, was dann sinnvoll ist, wenn man den Uberblick (iber ein unbekanntes
Substanzgemisches haben méchte. Uber die Spektreninformationen, eventuell mit
zusatzlicher Beurteilung der Retentionszeit, kann man dann im Idealfall die ,Peaks” der

bekannten Substanzen identifizieren. Diese kdnnen danach durch ,Single lon
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Monitoring®, was gegenlber dem ,Full Scan Modus® eine um den Faktor 10 héhere
Nachweisempfindlichkeit besitzt und die Detektion nur auf eine oder wenige
Einzelmassen beschrankt, ganz gezielt analysiert werden. Durch die Fokussierung auf
einen sehr kleinen Massebereich Idsst sich in der Zeiteinheit, welche ein Full Scan
gewdhnlich benétigt, im ,Single lon Monitoring Modus* ein Vielfaches an Datenpunkten
gewinnen, was eine deutlich verbesserte Auflésung bedeutet. In der Cholin-Analytik

wurde der ,Single lon Monitoring Modus*“ angewendet.

3.2.3 Systemaufbau

In diese Studie stand eine RP-18-Polymerséaule (Inertsil ODS-3 Saule; VSD Optilab,
Deutschland; 250 mm x 3 mm) mit Partikeln von 5 um PorengréBe als stationare Phase
zur Verfigung, die mit EDTA vorbehandelt war. Das EDTA fuhrt zu einer Verbesserung
der Trennleistung, denn die vorhandenen Reste an Schwermetallionen werden
reduziert, welche bei einigen Substanzen zu einer Verbreiterung des ,Peaks” durch so
genanntes ,Tailing® fihren. Als mobile Phase kam wegen der Polaritdt des Cholin ein
Puffergemisch zum Einsatz, welches speziell fir die Cholin-Analytik entwickelt worden
war. Dieses Puffergemisch setzt sich zusammen aus einer wassrigen Losung von 10
mmol/L monobasischem Natriumphosphat (NaH.HPO,4), 10 mmol/L dibasischem
Natriumphosphat (NazHPOQO4), 5% (v/v) Acetonitril und 50 mg/L Natriumoctylsulfat. Das
HPLC-System wurde mit einer Flussrate von 650 uL/min unter einem Druck von 90 —
120 bar und 45 °C gefiihrt. Die Probenvolumina betrugen je 5 uL. Als Kopplungstechnik
kam die der ,Atmospheric Pressure lonization® zugehdérige ,Electrospray lonization“ zur
Anwendung, die mit einer Fragmentorspannung von 100 V, einer
Trockengastemperatur von 350 °C und einem Vernebelungsdruck von 20 psig
betrieben wurde. Die ESI-MS wurde im positiven Modus mit selektivem lonen-
Monitoring von positiv geladenen Cholin-lonen (m/z = 104 M*, Retentionszeit 4,96 min)
betrieben. Die Apparatur wurde fir die Cholin-Analytik optimiert. Als Trocken- und
Nebulizer-Gas wurde 99%iger Stickstoff verwendet, der Uber einem Filter gereinigt
wurde. Das HPLC-ESI-MS-Verfahren wurde fir einen Konzentrationsbereich des
WBCHO von 0,5 — 1000 umol/L gemaB der laborinternen Standardarbeitsanweisung
(StAA Nr. 2, 1999 1. Fassung, ,Bestimmung von Cholin in Blutproben mit HPLC/MS*,
Abteilung far Innere Medizin mit Schwerpunkt Nephrologie und Intensivmedizin, MS-



3 Material und Methodik 69

Labor, CVK, Charité Berlin) und des Validierungsprotokolls optimiert. Prazision und
Genauigkeit wurden bei 10 pmol/L und 100 pmol/L gemessen. Fir die niedrigste
Konzentration (10 umol/L) ergab sich dabei eine Genauigkeit (Abweichung der Ist- von
der Sollkonzentration) von —3,4% und eine Préazision (mittlere Standardabweichung)
von 2,2%. Bei der um den Faktor 10 héheren Konzentration (100 pumol/L) betrug die
Genauigkeit 2,6% und die Prazision 1,8%. Die Massenspektirometrie detektierte nur
freie ungebundene Cholin-lonen, ohne das Interferenzen mit den ebenfalls Cholin
enthaltenden Phosphorylcholinen, Phosphatidylcholinen oder anderen verwandten
Spezies aus der Phospholipidfamilie auftraten. Eine Beeinflussung der Analyse durch
verabreichte Medikamente, wie zum Beispiel Aspirin, Heparin und Glyzeroltrinitrat,
konnte ausgeschlossen werden. Zur Qualitatskontrolle wurde neben dem
Massenspektrometer online ein ,Dioden Array Detektor® (DAD) betrieben (Bandbreite
190 — 950 nm; Wellenlangen: 200, 254 und 280 nm) Die technische Modellbezeichnung
des Herstellers fir die verwendeten HPLC-Apparatur lautet: ,Agilent Technologies
LC/MSD-System/Hewlett Packard”, bestehend aus ,Degeasser G1322A“ ,binare
Hochdruckpumpe G1312A% ,Autosampler G1313A", ,S&ulenthermostat G1316A“ und
,Dioden Array Detektor G1315A". Das System ist Uber ein Elektrosprayinterface an ein
,Massenspektrometer G1946B" gekoppelt. Zur Verarbeitung und Analyse der Daten
wurde ein Computer ,Hewlett Packard Kajak XA“ mit ,LC/MSD ChemStation-Software
Version-8.03“ eingesetzt.

3.24 Probenmessung

Die Messungen wurden in Gruppen durchgefihrt, die als Sequenz zusammengefasst
waren. Die Erstellung von externen Kalibrierkurven erfolgte zu Beginn der Sequenz fir
verschiedene Konzentrationen. Die Kontrolle der ermittelten Ergebnisse erfolgte durch
unabhangig hergestellte Qualitatskontrollproben (QC-Proben) in verschiedenen
Verdinnungen (12,5, 125, 200 pumol/L). Nach vier Realproben wurde eine
Qualitatskontrollmessung durchgefihrt und eine neue Kalibrierkurve erstellt. Die
Kalibrationsstandards wurden zur Quantifizierung der Ergebnisse verwendet.
Ausgehend von der niedrigsten Konzentration war eine Dreipunkt-Kalibration
durchgefihrt worden. Nach einer Realprobe war aus Grinden der Praktikabilitat und um

so genannte Memoryeffekte zu vermeiden, immer eine Leeranalyse gemacht worden.
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Der Wert fur den Korrelationskoeffizienten der Kalibrierkurve war immer gréBer als
0,999 und der QC-Wert (,Quality Control“) lag innerhalb der Toleranz von +/-10%. Als
Lésungsmittel flr die Verdinnungsreihe wurde 0,9%ige NaCl-Lésung zur Matrix-
Nachstellung der Ultrafilirate benutzt. Die Nachweisgrenze fir Cholin betragt 150
nmol/L, was einer Bestimmungsgrenze von 300 nmol/L entspricht. Die
computergestitzte Auswertung der Ergebnisse mit dem ,Hewlett Packard Kajak XA* mit
der ,LC/MSD ChemStation Software Version 8.03“ umfasste Peak-Erkennung,
Integration, Kalibrierung und Quantifizierung. Der Reportausdruck liefert neben dem
quantitativen Cholin-Gehalt der Analyseprobe auch die aktuelle Kalibration. Die
massenspektrometrische Bestimmung von Cholin in Realproben erfolgte mit positiver
lonisation im ,,Single lon Monitoring Modus* mit m/z = 104 M".
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3.3 Statistische Analysen

Bei den Ergebnissen, fur die quantitative Werte vorlagen, wurden wichtige Indizes wie
Mittelwert, Standardabweichung und Konfidenzintervall bestimmt. Der Vergleich der
Konzentrationen von WBCHO erfolgte bei den unpaarigen Patienten-Gruppen mit dem
Wilcoxon-Test und dem U-Test nach Mann und Whitney, wenn Normalverteilung und
Varianzhomogenitat vorlagen mit dem Student- bzw. T-Test. Mit der Kaplan-Maier-
Uberlebensanalyse (,Kaplan-Maier Survival-Analysis”) wurden die primdren Endpunkte
Tod (unabhangig von dessen Ursache), Myokardinfarkt (definiert nach ESC/ACC) und
Revaskularisation sowie der aus den einzelnen Endpunkten zusammengesetzte
primare Endpunkt (Tod, Myokardinfarkt oder Revaskularisation; PEP) untersucht. Mit
dem ,Log-Rank Test* wurde nachgepruft, ob zwischen den Kaplan-Maier-Kurven ein
signifikanter Unterschied bestand. Mit der Cox-Risiko-Verhéltnisanalyse (,Cox
Proportional Hazard Analysis“) wurden die ,Hazard Ratio’s* (HR) bestimmt. Weiterhin
wurde eine ,Multiple Logistische Regressionsanalyse® (,Multiple Logistic Regression
Analysis®) durchgefihrt, in der neben WBCHO die Variablen Alter, weibliches
Geschlecht, Stadium (K/DOQI Il versus K/DOQI Il — IV) und Ursache (diabetisch versus
nichtdiabetisch) der Niereninsuffizienz bertcksichtigt wurden. Fur die ,Hazard“ und
,Odds Ratio’s* wurden die 95% Konfidenzintervalle (95%Cl) bestimmt. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit der ,SPSS Statistical Software® (Version 12.0, SPSS Inc.,
Chicago, lllinois) durchgefinhrt.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Patienten-Charakteristika

In dieser klinisch-experimentellen Studie wurden insgesamt 232 Patienten gemafl dem
Studien-Protokoll untersucht. Von 227 Patienten (97,8%) wurde die Konzentration von
Vollblut-Cholin (,Whole Blood Choline®; WBCHO) bestimmt und von 229 Patienten
(98,7%) ein vollstandiges ,Follow-up“ Gber einen Zeitraum von 42 Tagen (6 Wochen)
erhoben (siehe auch Kapitel 3.1).

Von der Notaufnahme erfolgte die stationdre Aufnahme der Patienten mit Verdacht auf
ein Nicht-ST-Hebungs-(Non-ST-Elevation-)-ACS oder anderen akuten kardiovaskularen
oder renalen Symptomen sowie einer GFR <90 mL/min am ha&ufigsten unter dem
Leitsymptom ,Brustschmerz oder anamnestische AP“ (123 Félle; 53%), gefolgt von
~Symptomen, die durch das Nierenversagen verursacht sind“ (29 Félle; 12,5%),
,Dyspnoe® und ,andere Griinde“ (je 24 Falle; 10,3%), ,Hypertonie“ (17 Félle; 7,3%) und
~Herzrhythmusstérungen® (12 Falle; 5,2%).

Die untersuchten Patienten wurden anhand der glomerularen Filtrationsrate und der
Ursache der chronischen Nierenfunktionsstérung in Gruppen geteilt. Die Patienten
unterschieden sich nach dem Grad der Einschrankung der Nierenfunktion in Patienten
mit leichter Reduktion der GFR (GFR 60 — 89 mL/min; 49,3%) und mittlerer bis starker
Reduktion der GFR (GFR <60 mL/min; 50,7%) und der Ursache der gestorten
Nierenfunktion in Patienten mit diabetischer (35,4%) und nichtdiabetischer
Nephropathie (63,8%).

Die wichtigsten demographischen und klinischen Charakteristika der untersuchten

Patienten-Population sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Tabelle 5: Demographische und klinische Charakteristika der 229 Patienten mit renaler Dysfunktion und
chronischer Niereninsuffizienz.

Patienten-Variable Einheit | absolute relative 95% Konfidenz-
Haufigkeit Haufigkeit intervall
(n = 229) (n = 229) (95%Cl)
Alter Jahre | 67,97 66,47 — 69,47
11,53**
Geschlecht ja/nein | 98 42,8% 0,36 — 0,49
(weiblich)
aktiver Raucher ja/nein | 51 22,3% 0,18 -0,29
(,Current Smoker®) (n=216)+
arterielle Hypertonie ja/nein | 176 76,9% 0,74 -0,84
(n = 223)+
Hyperlipoproteinamie | ja/nein | 150 65,5% 0,62 -0,75
(unabhangig vom Typ) (n=219)+
KHK oder AP ja/nein | 177 77,3% 0,72-0,83
in Anamnese
Dialysepflichtigkeit ja/nein | 24 10,5% 0,65-0,15
GFR 60 -89 mL/min | mL/min | 113 49,3% 0,43 -0,56
(K/DOQI )
GFR <60 mL/min mL/min | 116 50,7% 0,44 - 0,57
(K/DOQI 111 = 1V) (:n=71)+
(IV:n =45)+
Nephropathie ja/nein | 81 35,4% 0,29 -10,42
(diabetisch)
Nephropathie ja/nein | 146 63,8% 0,58 -0,7
(nichtdiabetisch)

WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin); GFR = glomerulare Filtrationsrate; KHK = Koronare
Herzkrankheit; AP = Angina Pectoris; K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative®; 95%CI =
95% Konfidenzintervall; n = Fallzahl; * = Mittelwert; ** = Standardabweichung; + = Daten nur von n
Patienten bekannt.
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4.2 Vollblut-Cholin und glomerulére Filtrationsrate

Weder bei Vollblut-Cholin (WBCHO; Abbildung 7), noch der glomerularen Filtrationsrate
(GFR; Abbildung 7) lagen fir die eingetretenen Haufigkeiten Normalverteilungen vor.
Zwischen WBCHO und der GFR bestand eine schwache und inverse Korrelation
(Lineare Regression: Regressionskoeffizient = —0,24; Ordinatenabschnitt = 38,84; R? =
0,105; p = <0,001; Abbildung 8). Die mittlere Konzentration von WBCHO war signifikant
héher bei den Patienten mit mittlerer und starker Einschradnkung der GFR (28,92 +
21,06 umol/L wenn GFR <60 mL/min [K/DOQI Il — V]; n = 115), verglichen mit den
Patienten mit leichter Einschrankung der GFR (21,91 + 14,02 umol/L wenn GFR 60 —
89 mL/min [K/DOQI ll]; n =112; p = 0,01).
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Abbildung 7: Histogramme der Haufigkeitsverteilungen von WBCHO und GFR aller Studien-Patienten,
von denen beide Werte vorlagen (n = 227). Schwarze Linie = Normalverteilungskurve; WBCHO = Whole
Blood Choline (Vollblut-Cholin); GFR = glomerulére Filtrationsrate; K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome
Quality Initiative“. WBCHO-Haufigkeitsverteilung: Mittelwert = 25,46; Standardabweichung = 18,24;
Konfidenzintervall = 23,08 — 27,85; GFR-Haufigkeitsverteilung: Mittelwert = 54,35; Standardabweichung =
24,04; Konfidenzintervall = 51,2 — 57,49.
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Abbildung 8: Streudiagramm von WBCHO gegen GFR aller eingeschlossenen Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion (GFR <90 mL/min [K/DOQI Il — V]). Linie = Regressionsgerade; restliche
Legende, siehe Tabelle 5. Eine abnehmende GFR ist verbunden mit einem Anstieg der WBCHO-
Konzentration. Die signifikante Korrelation ist schwach und invers. Regressionskoeffizient = —0,24;
Ordinatenabschnitt = 38,84; R2 = 0,105; p = <0,001.
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4.3 Vollblut-Cholin bei ausgewahlten Patienten-Charakteristika

Die mittlere Konzentration von WBCHO war in der Gruppe der Patienten mit
Dialysepflicht (47,43 + 27,48 umol/L; n = 24) hoch signifikant erhdht, verglichen mit der
mittleren Konzentration von WBCHO in der Gruppe der Patienten ohne Dialysepflicht,
aber Einschrankung der Nierenfunktion (22,87 + 14,91 umol/L; n = 203; p = <0,001).
Fiar die Kollektive der Patienten mit Hyperlipoproteinamie (26,97 + 19,28 umol/L; n =
148; 21,61 + 15,93 umol/L; n = 69; p = 0,003) und der aktiven Raucher (28,0 + 15,15
umol/L; n = 51; 24,3 + 19,39 umol/L; n = 163; p = 0,002) wurden signifikant erhdhte
Werte von WBCHO bei Vorhandensein der Risikofaktoren gefunden. Bei den
Unterscheidungskriterien Alter, Geschlecht, Hypertonie und kardiale Anamnese fanden
sich keine signifikanten Unterschiede in den WBCHO-Konzentrationen (Tabelle 6).

Tabelle 6: WBCHO-Konzentrationen bei Vorhandensein/Nichtvorhandensein ausgewdhlter Patienten-
Charakteristika.

Patienten- Charakteristika vorhanden Charakteristika nicht vorhanden
Charakteristika | n Statistik 95%Cl n Statistik 95%Cl | p-Wert
Alter 111 | 25,98* 22,38-29,59 | 116 |24,97* 21,77-28,16 | n.s.
(unterschieden 19,16** 17,38**
nach Mittelwert) 15,46 / 32,3*** 15,49 / 29,85***
(<67,97 Jahre) (>67,97 Jahre)
Geschlecht 98 |25,16* 21,35-28,96 | 129 | 25,7* 22,6-28,78 n.s.
(weiblich) 18,96** 17,74*
14,59/ 30,26*** 15,98 / 30,2***
aktive Raucher 51 |28,0* 24,74-33,23 | 163 |24,3* 21,3-27,29 0,002
(,Current 15,15** 19,39**
Smoker") 19,17 / 34,84*** 14,52 / 28,77***
arterielle 174 | 26,08* 23,28-28,88 | 47 |22,72* 17,93-27,52 | n.s.
Hypertonie 18,71** 16,33**
15,45/ 32,5*** 15,66 / 22,02***
Hyperlipo- 148 | 26,97* 23,83-30,1 69 |21,61* 17,78-25,43 | 0,003
proteinamie 19,28 15,93
15,97 / 32,73*** 12,8 /22,96***
anamnestisch 175 | 25,77* 23,19-28,35 | 52 |24,43* 18,52-30,34 n.s.
bekannte 17,31** 21,22**
KHK oder AP 15,81 /30,15** 13,71/ 29,59***
Dialysepflicht 24 | 47,43* 35,82-59,03 | 203 |22,87* 20,8-24,03 | <0,001
27,48* 14,91*
33,19 /50,82*** 14,73/ 26,08***

WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin); GFR = glomerulére Filtrationsrate; KHK = Koronare
Herzkrankheit; AP = Angina Pectoris; K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative®; 95%CI =
95% Konfidenzintervall; n = Fallzahl; * = Mittelwert; ** = Standardabweichung; *** = Perzentile (25/75); +
= Daten nur von n Patienten bekannt.
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4.4 Vollblut-Cholin und kardiovaskulare Ereignisse

Der primare Endpunkt (Tod, AMI oder Revaskularisation) wurde von den Patienten, von
welchen eine WBCHO-Konzentration vorlag, in knapp einem Drittel der Falle erreicht
(30,39%; n = 69). Die absoluten Zahlen und die relativen Haufigkeiten Gber die
erreichten bzw. nicht erreichten Endpunkte sind in Tabelle 7 aufgelistet. Von den
eingeschlossenen Patienten hatten 28,2% (n = 64) eine Konzentration von WBCHO
>28,2 umol/L, dem ,Cutoff”, welcher ein geeigneter ,Cutoff* bei Patienten mit Verdacht
auf ein ACS ist ?® und der 90% Perzentile der gesunden Bevélkerung entspricht. Bei
13,2% (n = 30) aller Patienten lag WBCHO >40,0 pmol/L, bei 7,5% (n = 17) lag
WBCHO >50 pumol/L, gleichfalls Cutoff-Konzentrationen, die sich bei Patienten ohne
Nierenfunktionseinschrankung zur Risikoeinschatzung kardialer Ereignisse bereits als
geeignet erwiesen. In der folgenden Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse erwies sich ein
,2cutoff* von >40 pumol/L, verglichen mit niedrigeren und héheren ,Cutoff’s®, als am
geeignetsten, Aussagen Uber den Zusammenhang von WBCHO-Konzentration und
Erreichen der Endpunkte zu treffen (WBCHO >40 umol/L HR: 2,66; 95%Cl: 1,55 — 4,55;
p = <0,001; WBCHO >28,2 umol/L HR: 2,03; 95%Cl: 1,26 — 3,27; p = 0,004; WBCHO
>50 pmol/L HR: 2,09; 95%CI: 1,04 — 4,21; p = 0,04; Abbildung 9). Fir die weiteren
Auswertungen war deshalb ein ,Cutoff* fir WBCHO >40 pumol/L verwendet worden.
Eine WBCHO-Konzentration >40 pmol/L war ein starker Pradiktor fir den priméren
Endpunkt (27,9% wenn WBCHO <40 pymol/L und 60,0% wenn WBCHO >40 umol/L).
Fir alle einzelnen untersuchten Endpunkte (Tod, AMI und Revaskularisation) besal
WBCHO positiven Vorhersagewert. In der univariaten Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse war
der pradiktive Wert fir den einzelnen Endpunkt Myokardinfarkt signifikant (3,0% wenn
WBCHO <40 pmol/L und 20,0% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 6,76; 95%Cl: 2,18 —
20,98; p = 0,001). Fdr die Endpunkte Revaskularisation (22,8% wenn WBCHO <40
umol/L und 46,7% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 2,27; 95%CI: 1,25 — 4,14; p = n.s.)
und Tod (3,6% wenn WBCHO <40 umol/L und 10,0% wenn WBCHO >40 umol/L; HR:
2,9; 95%Cl: 0,75 — 11,2; p = n.s.) konnten keine signifikanten p-Werte gefunden werden
(Abbildung 10). In der Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse fiir den primaren Endpunkt lag
die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40 pmol/L mit 33,44
Tagen (95%Cl: 31,10 — 35,77; n = 51) hoch signifikant Gber der mittleren Zeit bis zum
Eintreten der Endpunkte fir WBCHO >40 umol/L mit 23,90 Tagen (95%ClI: 17,41 —
30,39; n = 18; Log-Rank: 14,46; p = 0,0001). Bei den Endpunkten Myokardinfarkt und
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Revaskularisation bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den mittleren Zeiten
bis zum Eintreten der Endpunkte. Bei dem Endpunkt Myokardinfarkt und einem
WBCHO <40 umol/L lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte bei 41,83
Tagen (95%Cl: 40,88 — 42,75; n = 6), fur WBCHO >40 umol/L bei 38,07 Tagen (95%Cl:
34,30 — 41,84; n = 6; Log-Rank: 14,73; p = 0,001). Bei dem Endpunkt Revaskularisation
und einem WBCHO <40 pmol/L lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte
bei 34,27 Tagen (95%Cl: 31,99 — 36,55; n = 45), fuir WBCHO >40 umol/L bei 26,87
Tagen (95%Cl: 20,06 — 33,67; n = 14; Log-Rank: 8,02; p = 0,005). Bei dem Endpunkt
Tod lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40 umol/L bei
42,16 Tagen (95%CI: 41,42 — 42,90; n = 7) und zeigte keinen signifikanten Unterschied
zur mittleren Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fiur WBCHO >40 pmol/L mit 40,57
Tagen (95%Cl: 37,46 — 43,67; n = 3; Log-Rank: 2,61; p = n.s.; Abbildung 11).

Tabelle 7: Erreichte und nicht erreichte Endpunkte der 227 Studien-Patienten mit WBCHO-Wert und
~Follow-up® Uber 42 Tage.

=

% = = E = = =

X O ESE~lo | Q Q —~| ©

[=) X~ E>| X c X~ X~ | X

s |5 |25 |2 15 |2~15 |2=2|5

T (O S = | :© © = @ = C | (T = O | :(”

x T o—|I I = | SOl T S8

c |2 © g O0| o 0| o o= | o
3 |2 S I I e R IR R
Endpunkt 513 B|ro|gX¥|xa g SSIER|ES | ER
T ER AR R B B
Patienten 227 100] 115| 100| 112| 100 80| 100] 145| 100
e 10 4.4 5 4.4 5 4.6 8,8 2,1

Tod

ne.| 219| 96,5 110| 95,7] 107| 95,6 73| 91,3| 142| 97,0
Myokard- e. 12| 5,3 7| 6,1 5| 45 6| 7,5 6| 4,1

infarkt (AMI)
ne.| 217| 956] 108| 93,9| 107| 955| 74| 92,5| 139| 95,9

Revaku- e. 61| 26,9 28| 24,4 30| 26,8 27| 33,8 30| 20,7
larisation

n.e.| 168| 74,0 87| 75,7 82| 73,2 53| 66,3] 115| 79,3
Primarer e. 69| 30,4 35| 30,4 34| 30,4 32| 40,0 36| 24,8
Endpunkt

ne.| 158| 69,6] 80| 69,6] 78| 69,61 48| 60,0] 109| 75,2

GFR = glomerulare Filtrationsrate; K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative*; e. = Endpunkt
wurde erreicht; n.e. = Endpunkt wurde nicht erreicht.
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,,Ccutoff” fur WBCHO ,,Hazard Ratio*
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Abbildung 9: ,Hazard Ratio’s® fur den primaren Endpunkt (Tod, AMI oder Revaskularisation) der
Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz bei verschiedenen Cutoff-
Konzentrationen von WBCHO. WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin). Alle drei untersuchten
,Cutoff’'s® waren geeignet, Vorhersagen Uber das Erreichen der Endpunkte zu treffen. Ein ,Cutoff* fur
WBCHO >40,0 pmol/L (HR: 2,66; 95%Cl: 1,55 — 4,55; p = <0,001) erwies sich, verglichen mit den
,Cutoff’s” fir WBCHO >28,2 umol/L (HR: 2,03; 95%Cl: 1,26 — 3,27; p = 0,004) und >50,0 pumol/L (HR:
2,09; 95%Cl: 1,04 — 4,21; p = 0,04), als am geeignetsten.

Endpunkt »,Hazard Ratio“
0,0 1,0 20 3,0 40 50 60 7,0 8,0 9,010,011,012,0
1 1 1 1 T T T 1T T T T 1
. 5 20,98
Myokardinfarkt B .
Revaskularisation e —
Tod —
L
nicht pradiktiv pradiktiv
far Endpunkt | far Endpunkt

Abbildung 10: ,Hazard Ratio’s® fiir die einzelnen Endpunkte (Tod, AMI oder Revaskularisation) bei
Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz und einer Cutoff-Konzentration fiir
WBCHO >40 pmol/L. WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin). Ein ,Cutoff* fir WBCHO >40
pumol/L erwies sich als geeignet, Aussagen Uber das Erreichen der einzelnen Endpunkte zu treffen. In der
univariaten Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse besaB WBCHO flr den Endpunkt Myokardinfarkt signifikanten
pradiktiven Vorhersagewert (HR: 6,76; 95%Cl: 2,18 — 20,98; p = 0,001), nicht aber fir den Endpunkt
Revaskularisation (HR: 2,27; 95%CI: 1,25 — 4,14; p = n.s.) und den Endpunkt Tod (HR: 2,9; 95%CI: 0,75
-11,2;p =n.s.).
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Abbildung 11: Kaplan-Maier-Kurven fiir die Inzidenz der Endpunkte primarer Endpunkt (Tod, AMI oder
Revaskularisation), Tod, AMI und Revaskularisation bei einem WBCHO-Cutoff >40,0 umol/L und einem
Beobachtungszeitraum von 42 Tagen. WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin); n = Fallzahl;
Kreuz = Ende des Beobachtungszeitraums. In allen Diagrammen liegt die Inzidenz der Endpunkte fir
WBCHO >40 pmol/L Gber der fir WBCHO <40,0 pmol/L. AuBer fiir den Endpunkt Tod (p = n.s.) besteht
zwischen den jeweiligen beiden zugehdérigen Uberlebenskurven ein signifikanter Unterschied, der fur den
primaren Endpunkt (p = 0,0001) hoch signifikant, fur AMI (p = 0,001) und Revaskularisation (p = 0,005)
signifikant ist.
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4.5 Vollblut-Cholin bei renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz

Zwischen den Mittelwerten der WBCHO-Konzentrationen bei leichter Reduktion der
GFR und mittlerer bis starker Reduktion der GFR bestand ein signifikanter Unterschied
(21,91 + 14,02 umol/L [K/DOQI II]; n = 112; 28,92 + 21,06 umol/L [K/DOQI Il = V]; n =
115; p = 0,01). In ausgewahlten Risikogruppen, unterschieden nach dem Grad der
Nierenfunktionseinschrankung, fanden sich ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen den mittleren WBCHO-Konzentrationen (Hyperlipoproteinamie: p = 0,006,
Hypertonie: p = 0,002, positive Anamnese: p = 0,05, aktive Raucher: p = n.s.). Die
~Boxplots“ der WBCHO-Werte der beiden Gruppen sind in Abbildung 12 dargestellt, die
WBCHO-Werte ausgewahlter Risikogruppen in Tabelle 8 aufgefihrt. Wahrend des
Follow-up-Zeitraums trat ein Myokardinfarkt bei den Patienten mit mittlerer bis starker
Reduktion der GFR etwas haufiger auf (6,1% wenn GFR <60 mL/min [K/DOQI 1l —IV])
als bei den Patienten mit leichter Reduktion der GFR (4,5% wenn GFR 60 — 89 mL/min
[K/DOQI 11]). Bei den anderen beiden untersuchten Endpunkten, unterschieden nach
der Einschrankung der GFR, fanden sich in den beiden Patienten-Gruppen nur geringe
Differenzen (Tod: 4,4% versus 4,5%; Revaskularisation: 24,4% versus 26,8%). Auch
der primare Endpunkt wurde von Patienten beider Gruppen gleich haufig erreicht
(30,4% versus 30,4%). Unabhangig vom Grad der Nierenfunktionseinschrankung besafB
WBCHO Vorhersagewert daflrr, kardiovaskuldre Komplikationen zu entwickeln. Bei
Patienten mit leichter Reduktion der GFR (60 — 89 mL/min [K/DOQI I1]) besalB3 eine
WBCHO-Konzentration >40 pmol/L positiven Vorhersagewert fir den priméaren
Endpunkt (26,9% wenn WBCHO <40 umol/L und 75,0% wenn WBCHO >40 umol; HR:
4,22; 95%CIl: 1,73 — 10,29; p = 0,002). Bei Patienten mit mittlerer oder starker
Reduktion der GFR (<60 mL/min [K/DOQI Il — 1V]) besaB eine WBCHO-Konzentration
von >40 umol/L ebenfalls Vorhersagewert flr den primaren Endpunkt (24,7% wenn
WBCHO <40 pmol/L und 54,5% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 2,33; 95%CI: 1,16 —
4,69; p = 0,02; Abbildung 13). Bei leichter Einschrankung der GFR (60 — 89 mL/min
[K/DOQI [l]) besaB WBCHO Vorhersagewert fur den Endpunkt Revaskularisation
(23,1% wenn WBCHO <40 umol/L und 75,0% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 4,67;
95%Cl: 1,89 — 11,55; p = 0,001) ebenso fir den Endpunkt Tod (2,9% wenn WBCHO
<40 pmol/L und 25,0% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 9,84; 95%CI : 1,64 — 59,0; p =
0,01) und den Endpunkt Myokardinfarkt (2,9% wenn WBCHO <40 pmol/L und 25,0%
wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 9,26; 95%Cl: 1,55 — 55,46; p = 0,01). Bei Patienten mit
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mittlerer oder starker Reduktion der Nierenfunktion (GFR <60 mL/min [K/DOQI Il - 1V])
besaB WBCHO positiven Vorhersagewert fir den Endpunkt Myokardinfarkt (3,2% wenn
WBCHO <40 pmol/L und 18,2% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 5,75; 95%ClI: 1,29 —
25,69; p = 0,02), aber keinen flr die Endpunkte Revaskularisation (21,5% wenn
WBCHO <40 pmol/L und 36,4% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 1,74; 95%CI: 0,77 —
3,9; p =n.s.) und Tod (4,3% wenn WBCHO <40 pmol/L und 4,6% wenn WBCHO >40
umol/L; HR: 1,05; 95%Cl: 0,12 - 936; p =
Uberlebensanalyse fiir eine leichte Einschrankung der GFR (60 — 89 mL/min [K/DOQI
[l]) lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40 pmol/L mit
33,32 Tagen (95%Cl: 30,11 — 36,53; n = 28) hoch signifikant tGber der mittleren Zeit fir
WBCHO >40 umol/L mit 14,38 Tagen (95%CI: 2,03 — 26,72; n = 6; Log-Rank: 12,69; p
= 0,0004). Bei mittlerer bis starker Einschrankung der GFR (<60 mL/min [K/DOQI Il —
IV]) lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40 pmol/L mit
33,57 Tagen (95%Cl: 30,16 — 36,98; n = 23) signifikant Gber der mittleren Zeit bis zum
Eintreten der Endpunkte fir WBCHO >40 umol/L mit 27,36 Tagen (95%ClI: 20,28 —
34,45; n = 12; Log-Rank: 6,28; p = 0,01; Abbildung 14).

n.s.). In der Kaplan-Maier-

Tabelle 8: Patienten-Charakteristika der Kollektive mit leichter (60 — 89 mL/min [K/DOQI 11]) und mittlerer
bis starker (<60 mL/min [K/DOQI lll — IV]) Einschrénkung der GFR.

patonon. G080 89U GF RS0 Ry
Charakteristika n | Statistik n | Statistik p-Wert
WBCHO 112 |21,91* 115 |28,92* 0,01
14,02** 21,06™*
13,97 / 26,68™** 17,25/ 33,87***
aktive Raucher 25 (24,87* 26 |32,97* n.s.
(,Current Smoker*) 11,58** 17,23**
18,34 / 27,78*** 21,66 /43,62***
Hyperlipoproteinamie | 67 |22,56* 81 |30,61* 0,006
12,47** 22,91**
15,34/ 28,73*** 17,79 / 34,38***
arterielle Hypertonie | 77 |21,2* 97 |29,95* 0,002
11,33** 22,25
12,71 /28,75*** 17,34 / 43,71***
anamnestisch 83 |23,42* 92 |27,89* 0,05
bekannte KHK 15,42** 18,69**
oder AP 14,8 /28,77 16,56 / 32,9***

WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin); GFR = glomeruldre Filtrationsrate; KHK = Koronare
Herzkrankheit; AP = Angina Pectoris; K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative®; 95%CI =
95% Konfidenzintervall; n = Fallzahl; * = Mittelwert; ** = Standardabweichung; *** = Perzentile (25/75);
n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 12: ,Box-and-Whiskers-Plot* fiir WBCHO der Gruppe der Patienten mit leichter Einschrankung
der GFR (60 — 89 mL/min [K/DOQI II; n = 112) und der Gruppe der Patienten mit mittlerer bis starker
Einschréankung der GFR (<60 mL/min [K/DOQI Il — IV]; n = 115). Graue Box = Kasten, begrenzt vom
ersten und dritten Quartil bzw. den Perzentilen (25/75); dicker Querbalken = Median; diinne Querbalken =
kleinster und gréBter Wert (ohne AusreiBer und Extremwerte); Kreis = Werte, die um mehr als anderthalb
Kastenlédngen auBerhalb liegen (AusreiBer); Stern = Werte, die um mehr als drei Kastenldngen auBerhalb
liegen (Extremwerte); restliche Legende, siehe Tabelle 5. Bei den Patienten im Stadium Il — IV nach
K/DOQI wurden signifikant héhere Konzentration von WBCHO gefunden als bei den Patienten im
Stadium Il (p = 0,01). Bei den Patienten im Stadium Il lag der Mittelwert von WBCHO bei 21,91, der
Median bei 19,21, die Standardabweichung war 14,01 und die Perzentilen betrugen 13,97 (25) und 26,68
(75). Bei den Patienten im Stadium Il — IV lag der Mittelwert bei 28,92, der Median bei 22,61, die
Standardabweichung war 21,06 und die Perzentilen betrugen 17,25 (25) und 33,87 (75).
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Abbildung 13: ,Hazard Ratio’'s® fir den kombinierten primaren Endpunkt (Tod, AMI oder
Revaskularisation) und die einzelnen Endpunkte bei unterschiedlichen Schweregraden der
Nierenfunktionseinschrankung nach K/DOQI und einer Cutoff-Konzentration fir WBCHO >40 umol/L.
Legende, siehe Tabelle 5. Sowohl bei leichter als auch bei mittlerer bis starker Einschrdnkung der GFR
besaB WBCHO pradiktiven Vorhersagewert. Bei leichter Einschrankung der GFR (K/DOQI II) besaB
WBCHO in der univariaten Cox-Risiko-Verhéltnisanalyse pradiktiven Vorhersagewert fiir den priméaren
Endpunkt (HR: 4,22; 95%Cl: 1,73 — 10,29; p = 0,002) ebenso wie fir die Endpunkte Revaskularisation
(HR: 4,67; 95%Cl: 1,89 — 11,55; p = 0,001), Tod (HR: 9,84; 95%ClI: 1,64 — 59,0; p = 0,01) und
Myokardinfarkt (HR: 9,26; 95%Cl: 1,55 — 55,46; p = 0,01). Bei mittlerer bis starker Einschrankung der
GFR (K/DOQI Il — IV) besaB WBCHO in der univariaten Cox-Risiko-Verhéltnisanalyse pradiktiven
Vorhersagewert fir den priméren Endpunkt (HR: 2,33; 95%CI: 1,16 — 4,69; p = 0,02) ebenso wie flr den
Endpunkt Myokardinfarkt (HR: 5,75; 95%Cl: 1,29 - 25,69; p = 0,02). Bei den Endpunkten
Revaskularisation (HR: 1,74; 95%ClI: 0,77 — 3,9; p = n.s.) und Tod (HR: 1,05; 95%Cl: 0,12 — 9,36; p =
n.s.) konnten keine signifikanten p-Werte gefunden werden.
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Abbildung 14: Kaplan-Maier-Kurven fur die Inzidenz der primaren Endpunkte (Tod, AMI oder
Revaskularisation) bei leichter (60 — 89 mL/min [K/DOQI Il]) und mittlerer bis starker (<60 mL/min
[K/DOQI I — 1V]) Einschrankung der GFR, einem WBCHO-Cutoff >40,0 pmol/L und einem
Beobachtungszeitraum von 42 Tagen. WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin); n = Fallzahl;
Kreuz = Ende des Beobachtungszeitraums. Die Inzidenz der erreichten primaren Endpunkte liegt in der
Abbildung fir WBCHO >40 umol/L bei leichter Einschréankung der GFR hoch signifikant (p = 0,0004) und
bei mittlerer bis starker Einschrankung der GFR signifikant (p = 0,01) Gber der fir WBCHO <40,0 pmol/L.
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4.6 Vollblut-Cholin bei unterschiedlichen Ursachen von renaler Dysfunktion und
chronischer Niereninsuffizienz

Zwischen den Mittelwerten der WBCHO-Konzentrationen bei diabetischer und
nichtdiabetischer Ursache der Niereninsuffizienz bestand kein signifikanter Unterschied
(27,55 + 19,82 umol/L; n = 80; 23,98 + 17,05 umol/L; n = 145; p = n.s.). In den
ausgewahlten Risikogruppen, unterschieden nach der Ursache der Niereninsuffizienz,
fanden sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
WBCHO-Konzentrationen. Die ,Boxplots® der WBCHO-Werte der beiden Gruppen sind
in Abbildung 15 dargestellt, die WBCHO-Werte ausgewahlter Risikogruppen in Tabelle
9 aufgefthrt. Wahrend des Follow-up-Zeitraums wurden alle untersuchten Endpunkte
von Patienten mit diabetischer Nephropathie haufiger erreicht als von Patienten mit
nichtdiabetischer Nephropathie (Tod: 8,8% versus 2,1%; Myokardinfarkt: 7,5% versus
4,1%; Revaskularisation: 33,8% versus 20,7%; primarer Endpunkt: 40 versus 24,8%).
WBCHO besaB bei Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie Vorhersagewert fir
den primaren Endpunkt, nicht aber bei Patienten mit diabetischer Nephropathie.
WBCHO besaB bei Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie pradiktiven Wert fir
den primaren Endpunkt (20,5% wenn WBCHO <40 pumol/L und 55,6% wenn WBCHO
>40 pmol/L; HR: 3,02; 95%CI: 1,46 — 6,28; p = 0,003). Bei Patienten mit diabetischer
Nephropathie besaB WBCHO keinen signifikanten Vorhersagewert flr den primaren
Endpunkt (36,2% wenn WBCHO <40 pmol/L und 63,6% wenn WBCHO >40 pmol/L;
HR: 2,17; 95%Cl: 0.94 — 5,04; p = n.s.; Abbildung 16). Bei den einzelnen Endpunkten
besaB WBCHO nur fir den Endpunkt Myokardinfarkt bei Patienten mit nichtdiabetischer
Nephropathie pradiktiven Vorhersagewert (1,6% wenn WBCHO <40 umol/L und 22,2%
wenn WBCHO >40 pmol/L; HR: 14,81; 95%CI: 2,71 — 80,93; p = 0,002). Bei allen
anderen einzelnen Endpunkten, sowohl bei diabetischer als auch nichtdiabetischer
Nephropathie, konnten in der Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse keine signifikanten p-Werte
gefunden werden. Weder fir den Endpunkt Myokardinfarkt bei Patienten mit
diabetischer Nephropathie (5,8% wenn WBCHO <40 pmol/L und 18,2% wenn WBCHO
>40 ymol/L; HR: 3,14; 95%ClI: 0,58 — 17,16; p = n.s.) noch flr die Endpunkte Tod (7,3%
wenn WBCHO <40 pmol/L und 18,2% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 2,6; 95%CI: 0,5
— 13,4; p = n.s.) und Revaskularisation (30,4% wenn WBCHO <40 pmol/L und 54,5%
wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 2,2; 95%CI: 0,88 — 5,45; p = n.s.) besal WBCHO
pradiktiven Vorhersagewert. Fir die verbleibenden beiden Endpunkte der Patienten mit
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nichtdiabetischer Nephropathie, Tod (1,6% wenn WBCHO <40 pmol/L und 5,6% wenn
WBCHO >40 umol/L; HR: 3,58; 95%CI: 0,32 — 39,45; p = n.s.) und Revaskularisation
(18,1% wenn WBCHO <40 umol/L und 38,9% wenn WBCHO >40 umol/L; HR: 2,28;
95%CI: 0,98 — 5,31; p = 0,06) besaBB WBCHO ebenfalls keinen pradiktiven Wert. In der
Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse fiir die Patienten mit diabetischer Nephropathie lag
die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40 pmol/L bei 29,20
Tagen (95%Cl: 24,81 — 33,60; n = 25), die mittlere Zeit bis zum Eintreten der
Endpunkte fir WBCHO >40 umol/L bei 19,27 Tagen (95%Cl: 7,97 — 30,58; n = 7; Log-
Rank: 3,75; p = 0,05). Bei den Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie lag die
mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40 umol/L bei 35,66 Tagen
(95%CI: 33,02 — 38,30; n = 26), die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fr
WBCHO >40 pmol/L bei 26,06 Tagen (95%ClI: 18,08 — 34,03; n = 10; Log-Rank: 10,13;
p = 0,01; Abbildung 17).

Tabelle 9: Patienten-Charakteristika der Kollektive mit nichtdiabetischer und diabetischer Nephropathie.

Patienten- Neph.ropatlhie Nephropathie
Charakteristika (nichtdiabetisch) (diabetisch)
n | Statistik n Statistik p-Wert

WBCHO 145 |23,98* 80 27,55* n.s.

17,05** 19,82**

14,78 / 29,36*** 16,15/30,83***
aktive Raucher 28 |27,65* 23 30,64* n.s.
(,Current Smoker®) 12,19** 18,28**

19,02 / 40,5*** 19,64 / 32,75***
Hyperlipoproteindmie | 85 |26,26* 61 27,21* n.s.

19,75** 18,41**

15,64 / 32,88*** 16,77 / 30,75***
arterielle Hypertonie | 105 |25,04* 67 27,01* n.s.

18,72** 18,42**

14,65 /32,38"** 16,09 / 30,92***
anamnestisch 104 |24,35* 70 27,32* n.s.
bekannte KHK 14,62** 20,23**
oder AP 15,71 /30,11*** 16,02 / 29,53***

WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-Cholin); KHK = Koronare Herzkrankheit; AP = Angina Pectoris;
K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative”; 95%CI = 95% Konfidenzintervall; n = Fallzahl; * =
Mittelwert; ** = Standardabweichung; *** = Perzentile (25/75); n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 15: ,Box-and-Whiskers-Plot* fir WBCHO der Gruppe der Patienten mit diabetischer
Nephropathie (n = 80) und der Gruppe der Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie (n = 145). Graue
Box = Kasten, begrenzt vom ersten und dritten Quartil bzw. den Perzentilen (25/75); dicker Querbalken =
Median; diinne Querbalken = kleinster und gréBter Wert (ohne AusreiBer und Extremwerte); Kreis =
Werte, die um mehr als anderthalb Kastenlangen auBerhalb liegen (AusreiB3er); Stern = Werte, die um
mehr als drei Kastenlangen auBerhalb liegen (Extremwerte); restliche Legende, siehe Tabelle 5.
Zwischen beiden Patientengruppen im Diagramm besteht kein signifikanter Unterschied. Bei den
Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie lag der Mittelwert von WBCHO bei 23,98, der Median bei
19,74, die Standardabweichung war 17,05 und die Perzentilen betrugen 14,78 (25) und 29,36 (75). Bei
den Patienten mit diabetischer Nephropathie lag der Mittelwert bei 27,55, der Median bei 22,20, die
Standardabweichung war 19,82 und die Perzentilen betrugen 16,15 (25) und 30,83 (75).
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Abbildung 16: ,Hazard Ratio’s* fir den kombinierten primaren Endpunkt (Tod, AMI oder
Revaskularisation) und die einzelnen Endpunkte bei diabetischer und nichtdiabetischer Nephropathie und
einer Cutoff-Konzentration fir WBCHO >40 pmol/L. Legende, siehe Tabelle 5. Bei Patienten mit
nichtdiabetischer Nephropathie besaB WBCHO pradiktiven Wert fiir den priméren Endpunkt (HR: 3,02;
95%Cl: 1,46 — 6,28; p = 0,003) und den Endpunkt Myokardinfarkt (HR: 14,81; 95%ClI: 2,71 — 80,93; p =
0,002). Bei allen anderen Endpunkten der Patienten mit diabetischer und nichtdiabetischer Nephropathie
konnten keine signifikanten p-Werte ermittelt werden.
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Abbildung 17: Kaplan-Maier-Kurven fir die Inzidenz der primaren Endpunkte (Tod, AMI oder
Revaskularisation) bei nichtdiabetischer und diabetischer Nephropathie, einem WBCHO-Cutoff >40,0
pmol/L und einem Beobachtungszeitraum von 42 Tagen. WBCHO = Whole Blood Choline (Vollblut-
Cholin); n = Fallzahl; Kreuz = Ende des Beobachtungszeitraums. Die Inzidenz der erreichten primaren
Endpunkte fir WBCHO >40 umol/L liegt in der Abbildung bei nichtdiabetischer Nephropathie (p = 0,01)
und diabetischer Nephropathie (p = 0,05) signifikant tber der fir WBCHO <40,0 umol/L.
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4.7 Multivariate Analyse von Vollblut-Cholin und anderen Einflussvariablen

In der durchgefUhrten multivariaten Analyse, welche verschiedene vermutete
Einflussvariablen einschloss, erwies sich WBCHO als ein hoch signifikanter und
unabhangiger Préadiktor fir den primaren Endpunkt (OR: 3,05; p = <0,001). Fir
weibliches Geschlecht (OR: 1,11; p = 0,007) und Ursache der Niereninsuffizienz (OR:
1,95; p = 0,006) fanden sich in dieser multivariaten Analyse signifikante Ergebnisse,
wahrend fir Alter und Stadium der Niereninsuffizienz keine signifikanten p-Werte

gefunden werden konnten (Tabelle 10).

Tabelle 10: Multivariate Analyse verschiedener wichtiger Einflussvariablen auf den primaren Endpunkt
(Tod, AMI oder Revaskularisation) innerhalb eines Beobachtungszeitraums der Patienten (n = 229) von
42 Tagen.

Variable Odds Ratio 95%CI p-Wert
WBCHO

Alter

(>65 Jahre) 1,11 0,66 — 1,87 n.s.
Geschlecht 0,491 0,29 — 0,83 0,007
(weiblich)

Stadium der Niereninsuffizienz

(K/DOQ Il versus K/DOQI 11l — 1V) 0.74 044 -1,24 n.s.
Ursache der Niereninsuffizienz 1,954 121-3.16 0,006

(diabetisch versus nichtdiabetisch)

WBCHO = Whole Blood Choline; K/DOQI = ,Kidney Disease Outcome Quality Initiative®; 95%CI| = 95%
Konfidenzintervall; n.s. = nicht signifikant.
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5 DISKUSSION

Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz haben deutlich
haufiger kardiovaskulare Probleme als Personen mit normaler Nierenfunktion. lhre
Lebenserwartung ist stark reduziert. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Cholin im
Vollblut (,Whole Blood Choline“; WBCHO) Eignung als prognostischer Marker fir das
Eintreten kardialer Ereignisse bei Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer
Niereninsuffizienz besitzt, die mit Verdacht auf ein Nicht-ST-Hebungs-(Non-ST-
Elevation-)-ACS oder anderen akuten kardiovaskularen oder renalen Symptomen Uber
die Notaufnahme ins Krankenhaus aufgenommen werden. Besondere Aufmerksamkeit
lag auf Schwere und Ursache chronischer Nierenfunktionseinschrankungen, anhand
der die Patienten in Gruppen gefasst wurden. Primdre Endpunkte waren Tod,

Myokardinfarkt und Revaskularisation.

Die Ergebnisse dieser ersten detaillierten Studie Uber WBCHO bei 232 Patienten mit
Niereninsuffizienz konnten zeigen, dass WBCHO ein starker und unabhéangiger
Pradiktor fir das Eintreten kardialer Ereignisse bei Patienten mit renaler Dysfunktion
und chronischer Niereninsuffizienz ist. Zwischen der Hb&he der Konzentration von
WBCHO und einer Einschrankung der GFR konnte ein signifikanter Zusammenhang
ermittelt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass WBCHO sowohl bei leichter
Reduktion der GFR [K/DOQI Il] als auch bei mittlerer bis starker Reduktion der GFR
[K/DOQI 1l — V], ebenso bei diabetischer und nichtdiabetischer Ursache der
Niereninsuffizienz, pradiktiven Vorhersagewert fir das Eintreten verschiedener kardialer
Ereignisse besitzt.

5.1 Diskussion der Fragestellung

Dass Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz ein deutlich
erhdhtes Risiko besitzen, schwerwiegende kardiovaskulare Komplikationen zu

62,63,73,90,91,95,108 Eine

entwickeln, konnte mit zahlreichen Studien belegt werden
chronische Niereninsuffizienz ist ein starker und unabhangiger Pradiktor flr das
Eintreten kardiovaskularer Ereignisse %, kardiovaskularer Mortalitat ®' und Gesamt-
Mortalitat °*'"'. Dabei ist bereits eine milde Niereninsuffizienz mit einem hohen Risiko

verbunden, kardiovaskulare Ereignisse zu erleiden 2% fiir das die so genannten
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-Klassischen“ bzw. ,traditionellen® kardiovaskularen Risikofaktoren nicht als alleinige
Ursache herangezogen werden kbénnen. Neben den bekannten klassischen®
Risikofaktoren — besonders Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und
Fettstoffwechselstérungen — kommen bei reduzierter Nierenfunktion noch die
Lhichttraditionellen* Risikofaktoren hinzu. ,Nichttraditionelle® bzw. ,CKD-verwandte*
Risikofaktoren sind beispielsweise Hyperhomocysteinamie ''°, Hyperphosphatimie '

126 Weiterhin wird in der chronischen

und erhdhte Entziindungsmediatoren
Niereninsuffizienz selbst bzw. dem durch die Niereninsuffizienz verursachten
urdmischen Milieu eine starke arteriosklerotische Potenz vermutet . Trotz intensiver
Forschungen gibt es Uber die pathogenetischen Zusammenhange der bei chronischer
Niereninsuffizienz vermehrt auftretenden kardiovaskuldaren Komplikationen noch viele
Unklarheiten und bestehen wahrhaftig befriedigende Strategien zur Pravention und
Therapie ®"'72. Viele der etablierten Diagnoseverfahren, die in der nierengesunden
Bevolkerung bei  Verdacht kardiovaskularer Schadigungen routinemaBig zur
Anwendung gelangen, besitzen bei Patienten mit renaler Dysfunktion und chronischer
Niereninsuffizienz nur eine eingeschrankte Aussagekraft. So sind Symptome wie
Brustschmerz oder Dyspnoe haufig untypisch, und eine vegetative Symptomatik,
charakteristisch bestehend aus Ubelkeit, Erbrechen und SchweiBausbriichen, die viele
Patienten mit intakter Nierenfunktion beim ACS aufweisen, besteht bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz normal schon verstarkt. Gleichfalls ist die Aussagekraft
des EKG reduziert, oft ist es pathologisch, finden sich beispielsweise verbreiterte QRS-
Komplexe oder ST-T-Wechsel °”. Und auch die biochemischen Marker sind durch die
reduzierte Nierenfunktion, welche zu einem veranderten Metabolismus fahrt, in ihrer

Aussagekraft herabgesetzt (siehe Kapitel 1.3.1).

Infolgedessen ist es wichtig, neue Verfahren und Markersubstanzen dahingehend zu
untersuchen, ob sie zuverlassiger als die gegenwartig zur Verflgung stehenden
Methoden in der Lage sind, diagnostische und prognostische Aussagen Uber
kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zu treffen
bzw. zusammen mit bewdhrten Methoden eine Verbesserung von Diagnostik und

Risikoabschéatzung zu erreichen.

Verschiedene im Organismus vorhandene Bestandteile wurden und werden hinsichtlich
dieses  Zusammenhanges  untersucht.  Bereits etablierte  kardiovaskulare

Markersubstanzen fir die nierengesunde Bevdlkerung gehéren dazu, aber auch —
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uberwiegend im Blut als Laborwert quantifizierbare — Folgen einer chronischen
Nierenfunktionseinschrankung, von denen es gerade bei Niereninsuffizienz zahlreiche
gibt. So ist eine chronisch reduzierte Nierenfunktion verbunden mit erhdhten

13,126

Konzentrationen verschiedener Entziindungsmediatoren , erhéhter Konzentration

von Homocystein '*, erhdhter Koagulabilitat '°, Anamie '*2, Auftreten von abnormalem

13 125

Lipoprotein '3, links ventrikularer Hypertrophie '?°, Intima- und Mediaverdickung '/,

t 1, erhdhter arterieller Kalzifikation '® und endothelialer Dysfunktion ™

arterieller Steifhei
— allesamt Folgen einer chronisch reduzierten Nierenfunktion und haufig zugleich auch
diskutierte Risikofaktoren fir das Eintreten kardiovaskularer Ereignisse (naheres, siehe

auch Kapitel 1.3.3).

Die Troponine sind gegenwartig die bevorzugten Biomarker zur Bestimmung einer
myokardialen Schadigung und zur Diagnose eines Myokardinfarktes *®'**. Dass es bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zu einer Erhdhung von cTnT und cTnl
kommt, haben in den letzten Jahren zahlreiche Studien zeigen kénnen '*2'8 Ferner
konnten verschiedene Studien fir erhéhte Troponine ein erhdhtes Risiko ermitteln,
kardiovaskuldre Schadigungen zu erleiden 3¢, Es gibt aber auch Studien, welche,
wie die von Mockel M. et al., fir erhohte Werte von cTnT und/oder cTnl bei Patienten
mit Niereninsuffizienz kein signifikant erhdhtes kardiales Risiko ermitteln konnten '’
Pathophysiologie und Aussagekraft erhéhter Troponine, Goldstandard der Diagnostik
und Risikostratifizierung einer kardialen Schadigung bei Patienten ohne
Nierenfunktionseinschrankung bleiben bei eingeschrankter Nierenfunktion umstritten.
Es bleibt offen, wie im Einzelfall ein erhéhter Troponinwert genau bewertet werden
muss und welche diagnostischen und prognostischen Konsequenzen daraus zu ziehen
sind (siehe auch Kapitel 1.3.4.1). Dass C-reaktives Protein und hoch sensitives C-

137 und

reaktives Protein (hsCRP) Eignung als Pradiktoren fir Gesamt-Mortalitat
kardiovaskulare Mortalitat '2” bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz besitzen,
konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden. Allerdings weisen sie von Person zu
Person ausgepragte Schwankungen bei den gemessenen Konzentrationen auf,
besonders bei Hamodialyse-Patienten. Da viele inflammatorische und infektiologische
Erkrankungen zu einer Erhéhung von CRP bzw. hsCRP flhren, ist auBerdem ihre
Spezifitat gering, was die Interpretation der Ergebnisse zusatzlich erschwert. Die
Problematik einer geringen Spezifitat und relativ groBen interindividuellen

Schwankungsbreite bei den Konzentrationen weisen auch verschiedene andere Marker
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6 129,130,131 und

der Inflammation und Gerinnung auf, so beispielsweise Interleukin
Fibrinogen 2173, Weiterhin sind in diesem Zusammenhang die B-Typ natriuretischen
Peptide von Interesse, die vergleichsweise stark vom Grad der renalen Insuffizienz
abhangig sind und bei Dialyse-Patienten die héchsten Konzentrationen aufweisen '©2.
Einige Studien konnten gewisse Vorzlige der B-Typ natriuretischen Peptide ermitteln
137,144 "\wohingegen andere Arbeiten zu eher widerspriichlichen Ergebnissen kamen und
die Grenzen der B-Typ natriuretischen Peptide aufzeigten '®'. Alles eingerechnet muss
festgestellt werden, dass trotz gewisser individueller Vorteile keine der oben
aufgefihrten Markersubstanzen befriedigend geeignet ist, um fir Patienten mit
chronisch reduzierter Nierenfunktion hinsichtlich des Eintretens kardialer Ereignisse

diagnostische und prognostische Aussagen zu treffen.

Cholin ist ein enzymatisches Spaltprodukt der Phospholipase D. Es ist ein wichtiger
Bestandteil der Phospholipide, welche die Phospholipiddoppelmembran bilden, und ist
in verschiedenen Blutzellen reichhaltig vorhanden. Sowohl Cholin im Vollblut (,Whole
Blood Choline*; WBCHO) als auch Cholin im Plasma (PLCHO) konnten bei Patienten
mit Verdacht auf ein ACS als fahige Pradiktoren kardialer Ereignisse bestimmt werden
2850 In diesem Sinne haben Danne O. et al. in einer Studie an 327 Patienten mit
intakter Nierenfunktion und Verdacht auf ein ACS ermitteln kénnen, dass ein erhdhter
Wert von Vollblut-Cholin zum Zeitpunkt der Aufnahme fir Troponin negative Patienten
ein erhdhtes Risiko bedeutet, den primaren Endpunkt (kardialer Tod oder nichttédlicher
Herzstillstand) zu erreichen (OR: 6,0; 95%Cl: 1,85 — 19,49; p = 0,003). In der
multivariaten Analyse erwies sich Vollblut-Cholin als starkster Pradiktor und war
unabhangig von den in die Untersuchung eingeschlossenen klassischen Risikofaktoren
und den kardialen Troponinen (OR: 6,05; 95%Cl: 1,54 — 23,76; p = 0,01) %, In einer
anderen Arbeit von Danne O. et al. an 222 Troponin negativen Patienten erwies sich
Cholin im Vollblut besonders fir den Endpunkt Myokardinfarkt als signifikant pradiktiv
0 Gerade in der Frilhphase nach einem kardialen Ereignis scheint Vollblut-Cholin
anderen Markersubstanzen Uberlegen zu sein, da es friher positiv ist und der
Maximalwert der Konzentration meist mit der ersten Blutabnahme bestimmt werden

kann 28,51

Fir Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz sind erhdhte Konzentrationen von
Cholin im Plasma, Verédnderungen des Transports von Cholin durch die Membranen

und Veradnderungen der Aufnahme und des Gehalts von Cholin in den Erythrozyten
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4142434445~ Cholin im Vollblut wurde bei Patienten mit

Niereninsuffizienz noch nicht detailliert untersucht, weshalb nicht bekannt ist, welche

beschrieben worden

Aussagekraft Vollblut-Cholin bezlglich des Risikos besitzt, kardiale Komplikationen zu
erleiden. Deshalb wurde in dieser Arbeit die prognostische Aussagekraft von Vollblut-
Cholin fir das Auftreten kardialer Komplikationen bei renaler Dysfunktion und

chronischer Niereninsuffizienz untersucht.
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5.2 Diskussion der Methodik

Auswahl der Patienten: Das Studien-Kollektiv setzt sich aus 232 Patienten der
Notaufnahme zusammen, die zwischen August 1999 und Ma&rz 2003 im
Universitatskrankenhaus Charité, Campus Virchow Klinikum, behandelt worden waren
und die Einschlusskriterien erflllten. Einschlusskriterien waren ein Verdacht auf ein
Nicht-ST-Hebungs-(Non-ST-Elevation-)-ACS oder andere akute kardiovaskulare oder
renale Symptome. Weiterhin musste eine GFR <90 mL/min bestehen. Eine Ablehnung
bzw. ein Ausschluss erfolgte bei schwerer Anamie (Hamoglobin [HB] <7 g/dL), akutem
Nierenversagen und/oder einem akuten ST-Hebungs-Myokardinfarkt (siehe auch
Kapitel 3.1.2). Die oben aufgefihrten Kriterien flr den Einschluss in die Studie wurden
mit Bedacht ,weit® gewahlt, da, bedingt durch die mit einer chronisch reduzierten
Nierenfunktion verbundenen Schadigungen — insbesondere der Neuropathie —, sich
kardiale Geschehen bei chronischer Niereninsuffizienz nicht selten hinter
unspezifischen oder untypischen Symptomen verbergen.

Trenn- und Analyseverfahren: Die Hochleistungsflissigchromatographie und die
Massenspekirometrie gelangten zusammen mit dem Kopplungssystem Elektrospray-
lonisation zum Einsatz (,High Performance Liquid Chromatography Mass-
Spectrometry®; HPLC-MS). Die hoch sensitive und spezifische Massenspektrometrie ist
ein relativ neues Detektorsystem zur Online-Analyse des Elutates aus der HPLC. Sie
ermoglicht es, Einzelsubstanzen bis in den nanomolaren Bereich nachzuweisen und ist
den meisten anderen Arten von Detektoren, die zur Analyse von Cholin nach HPLC-

174 175 Das

Passage Anwendung finden , In verschiedenen Belangen Uberlegen
Verfahren wurde anhand der laborinternen Standardarbeitsanweisung ,Bestimmung
von Cholin in Blutproben mit HPLC/MS* und eines laborinternen Protokolls validiert und
optimiert. Durch in die Analysephase integrierte Messungen von Kalibrations- und
Qualitatskontrolllésungen bekannter Konzentration (Kalibrationslésungen 5, 50, 500
umol/L; Qualitatskontrollldsungen 12,5, 125, 200, 400 pmol/L) wurde die
Messgenauigkeit Uberprift. Die Reproduzierbarkeit der Messungen wurde fir die
verschiedenen Kontrollldsungen geman dem Validierungsprotokoll kontrolliert. Nur freie
ungebundene Cholin-lonen wurden detektiert. Mit den ebenfalls Cholin enthaltenden
Phosphorylcholinen, den Phosphatidylcholinen oder einer anderen Spezies aus der

Familie der Phospholipide traten keine Interferenzen auf. Zur Quantifizierung der
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Spezifitat der Ergebnisse wurde eine mdgliche Beeinflussung der Analyse durch oft
verwendete Medikamente (z.B. Aspirin, Heparin, Glyzeroltrinitrat) untersucht. Eine
Einflussnahme dieser Medikamente auf die Messergebnisse konnte ausgeschlossen
werden (siehe Kapitel 3.2). Durch die hoch sensitive und spezifische Messung von
Cholin mit einer validierten Methode gewdhrleisten die gefundenen Ergebnisse ein

HéchstmalB an Genauigkeit.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

Studien-Patienten: Aus der Notaufnahme erfolgte die stationdare Aufnahme ins
Krankenhaus am haufigsten unter dem Leitsymptom ,Brustschmerz oder
anamnestische AP* (53%), gefolgt von ,Symptomen, die durch das Nierenversagen
verursacht sind“ (12,5%), ,Dyspnoe® und ,andere Grinde“ (je 10,3%), ,Hypertonie®
(7,3%) und ,Herzrhythmusstérungen® (5,2%). Somit waren die Patienten mit renaler
Dysfunktion oder chronischer Niereninsuffizienz zu einem hohen Prozentsatz zum
Zeitpunkt des Einschlusses akut oder subakut kardial symptomatisch. Infolgedessen
sind die gefundenen Ergebnisse bevorzugt mit Studien von Patienten mit chronisch
reduzierter Nierenfunktion und einem zusatzlich auftretenden akuten kardialen Ereignis

zu vergleichen

Vollblut-Cholin und glomerulare Filtrationsrate: WBCHO war bei Patienten mit
renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz (GFR <90 mL/min [K/DOQI Il —
V]) erhéht und zwischen WBCHO und der glomeruléaren Filtrationsrate bestand eine
schwache und inverse Korrelation (Regressionskoeffizient = — 0,24; Ordinatenabschnitt
= 38,84; R? = 0,105; p = <0,001). Der signifikante aber schwache Zusammenhang
erklart sich dadurch, dass eine zunehmende Einschrankung der Nierenfunktion zwar mit
einer Erhéhung der mittleren Konzentration von WBCHO verbunden ist, dabei aber sehr
ausgepragte interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten bestehen.
MutmaBlich werden diese Unterschiede durch die pathophysiologischen
Beeinflussungen verursacht, denen Cholin im Kérper von niereninsuffizienten Patienten
unterliegt, sowie durch Freisetzung von WBCHO nach Destabilisierung

arteriosklerotischer Plaque in unterschiedlicher Starkte.

Cholin wird in den Nieren sowohl an der glomeruldren Membran filtriert als auch im
Tubulus sekretiert und reabsorbiert *®*°. Der Transport von Cholin durch die Wandung
des Tubulus wird wahrscheinlich von Carriern getragen und ist in beide Richtungen
mdglich. Uberwiegend findet er aber im proximalen Teil und in der Henleschen Schleife
statt, wohingegen der distale Tubulus fir Cholin relativ undurchlassig zu sein scheint.
Bei normalen bzw. niedrigen Plasma-Konzentrationen Gberwiegt die Reabsorption, und
die Auscheidung von Cholin mit dem Urin ist gering (~1%). Bei hohen Konzentrationen
Uberwiegt die Sekretion gegenlber der Reabsorption und es kommt zu einer erhdhten
Ausscheidung von Cholin mit dem Urin 3%, Andere Wege der Eliminierung von Cholin
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aus dem Plasma sind die metabolische Umwandlung zu Betain und die Aufnahme

durch verschiedene organische Gewebe *°

. Im experimentellen Versuch konnte bei
erhdhter Plasma-Konzentration, hervorgerufen durch intravenése Infusion von 11C-
Cholin, sowohl eine Erh6hung von nichtexkretorischer bzw. metabolischer Elimination
als auch eine Erhéhung von exkretorischer bzw. renaler Eliminierung, bewirkt durch
eine Zunahme der tubuldren Sekretion, gefunden werden *. Dabei fallt die
Konzentration von Cholin nach intravendser Infusion relativ schnell ab bzw. steigt die
Konzentration des Hauptmetaboliten Betain im Blut schnell an, solange bis sich ein
Gleichgewicht eingestellt hat, wonach das Verhaltnis der Aktivitaten von Cholin zu
Betain anndhernd konstant bleibt . Da im experimentellen Versuch eine Sattigung der
tubularen Sekretion von Cholin erst bei hohen Plasma-Konzentrationen auftritt, kann
angenommen werden, dass bei einer Verminderung von GFR und Tubulusfunktion die
renale Elimination von Cholin, &hnlich wie bei verschiedenen anderen Substanzen,
noch bis zu hdhergradiger Niereninsuffizienz aufrechterhalten werden kann. Bei
Nierenerkrankungen mit Tubulusschadigung bei weitgehend erhaltener GFR kann
sogar eine pathologisch erhéhte Exkretion von Cholin bestehen. Vergleichbar nimmt die
metabolische Elimination, welche eine verhaltnisméaBig hohe Sattigungsgrenze
aufweist, auf die Cholin-Konzentration Einfluss. Allerdings ist unklar, ob eine erhdhte
metabolische Elimination von Cholin auf Dauer aufrechterhalten werden kann oder
diese Uber die Zeit ,erschépft®. Ferner sind noch Einflisse wie die unabhangig von der
Nierenfunktion bei einer gewissen Anzahl von Personen unterschiedlich stark erhdhten
WBCHO-Konzentrationen zu beriicksichtigen %', fiir welche eine Ursache bisher noch
nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Durch derartige Einflisse gibt es Patienten
mit sehr hoher Cholin-Konzentration und nur geringer renaler Dysfunktion wie auch
Patienten mit stark eingeschrankter GFR und normaler Cholin-Konzentration. Bei den
Patienten in dieser Arbeit kam auBerdem noch hinzu, dass sie zum Zeitpunkt des
Einschlusses in die Studie mehrheitlich eine akute oder subakute kardiale Symptomatik
aufwiesen. Durch symptomatische oder asymptomatische koronare Ischamien und
Destabilisierung arteriosklerotischer Plagque bestanden deshalb meist zusatzlich noch
Erhéhungen von WBCHO in unterschiedlicher Starke. Vorgenannte Wirkungen und ihr

komplexes Zusammenspiel erklaren, wieso ,nur’ ein schwacher Zusammenhang

zwischen GFR und Vollblut-Cholin besteht bzw. gefunden werden konnte.
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Vollblut-Cholin bei ausgewahlten Patienten-Charakteristika: Die mittlere
Konzentration von WBCHO war in der Gruppe der Patienten mit Dialysepflicht (47,43 +
27,48 umol/L) hoch signifikant erhéht, verglichen mit der mittleren Konzentration von
WBCHO der Gruppe der Patienten ohne Dialysepflicht (22,87 + 14,91 umol/L; p =
<0,001). Als ursachlich dafir kann angesehen werden, dass bei Dialysepflichtigkeit eine
fortgeschrittene  Niereninsuffizienz  besteht, wahrend zur Gruppe der nicht
dialysepflichtigen Patienten auch zahlreiche Patienten mit leichter oder mittlerer
Niereninsuffizienz gehdren. Die bei Dialysepflichtigkeit vorhandene Urédmie und das
durch sie verursachte atherogenetische Milieu gelten als mutmaBliche Risikofaktoren
fur kardiovaskulare Ereignisse, ebenso wie die bei Dialysepflichtigkeit stark erhdhten

191 " chronische Entziindung '°*'%, Hyperparathyroidismus

Kalzium-Phosphat-Derivate
192 ynd Hyperhomocysteinamie “*'* (siehe Kapitel 1.3.3). Diese Ereignisse sind kausal
eng mit den bei Dialysepflichtigkeit auftretenden GefaBveranderungen verbunden.
Dialysepflichtige Patienten weisen vergleichsweise ausgepragte GefaBveranderungen
auf *'>'887 Oft kann Grad V bis VIII nach Stary gefunden werden '', was mittleren bis
starken vaskularen Schadigungen entspricht und, so die Hypothese, vermittelt Gber
Aktivierung verschiedener Mediatoren mit einer erhéhten PLD-Aktivitat in Thrombozyten
wie auch arteriosklerotischen Plaque — und damit Freisetzung von WBCHO -
verbunden ist 2. Weiterhin ist von Bedeutung, dass bei Dialyse-Patienten die
Clearance-Leistung der Nieren stark herabgesetzt ist, was die Retention
unterschiedlicher Substanzen zur Folge hat. Wohl konnte im Experiment gezeigt
werden, dass eine hohe Blut-Konzentration von WBCHO zu einer Steigerung der

3839 yon Cholin fuhrt. Da es

metabolischen Umwandlung *° und tubuldren Sekretion
aber fraglich ist, ob die metabolische Elimination auf Dauer aufrechterhalten werden
kann und die Fahigkeit zur Steigerung der Sekretion bisher nur im Experiment gezeigt
werden konnte, sind die Nieren dialysepflichtiger Patienten zur kompensatorischen
Steigerung der renalen Elimination von Cholin in ausreichendem Umfang — was auch zu

den gefundenen Ergebnisse passen wirde — mutmapBlich nicht in der Lage.

Bei den Patienten-Kollektiven mit Auspragung der Merkmale aktive Raucher und
Hyperlipoproteindmie wurden, verglichen mit den Kollektiven der Patienten ohne diese
Merkmale, signifikant erhéhte Werte von WBCHO gefunden (aktive Raucher: p = 0,002;
Hyperlipoproteindmie: p = 0,003). In der Literatur ist eine Erhéhung von Cholin bzw.
WBCHO bisher weder fiir das Merkmal aktive Raucher noch fir das Merkmal
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Hyperlipoproteinamie beschrieben worden. Wahrscheinlich erklaren sich die signifikant
erhdhten WBCHO-Werte bei Vorhandensein dieser beiden Merkmale dadurch, dass sie
gesicherte ,klassische® Risikofaktoren der Arteriosklerose-Entstehung sind und die
pathogenetischen Wirkungen im Organismus, welche sie zu eben diesen Risikofaktoren
machen, auch zu einer Erhéhung von WBCHO flhren. So konnte gezeigt werden, dass
aktives Rauchen zur Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten fihrt, was eine
verstarkte Bildung von Thrombin sowie Stérungen der Fibrinolyse nach sich zieht und
ein erhdhtes Risiko der Entwicklung einer Thrombose oder Arteriosklerose zur Folge
hat '"®'"7. Ahnliche Einwirkungen auf Thrombozyten und arteriosklerotische Plaque
konnten auch fir unterschiedliche Stérungen des Fettstoffwechsels ermittelt werden. So
nehmen Lipoproteine in Abhangigkeit von ihrer Zusammensetzung und vermittelt durch

Bindung an Oberflachenrezeptoren auf die Aktivitat der Thrombozyten Einfluss '"817°,

Vor allem scheint das fiir oxidiertes LDL zu gelten '"®

, was auch innerhalb der
Pathogenese der Arteriosklerose Bedeutung besitzt 2. Erhdhtes LDL, erhéhtes VLDL
und erniedrigtes HDL kdnnen bei unterschiedlichen Fettstoffwechselstérungen zu
gesteigerter Thrombozyten-Aktivitat fahren. Bei bestimmten Stérungen des

Fettstoffwechsels kann die Thrombozyten-Funktion allerdings auch reduziert sein '*°.

Bei den Unterscheidungskriterien Alter, Geschlecht, Hypertonie und kardiale Anamnese
wurden keine signifikanten Unterschiede bei den WBCHO-Konzentrationen gefunden.
Danne O. et al. konnten bei Patienten mit intakter Nierenfunktion und Verdacht auf ein
ACS bei Vorhandensein der Merkmale Hypertonie und Diabetes mellitus signifikant
erhdhte WBCHO-Werte ermitteln, nicht aber bei den Merkmalen Alter, Geschlecht und
kardiale Anamnese 2. Dass bei Vorhandensein der Merkmale Hypertonie und Diabetes
mellitus eine Erhéhung von WBCHO bestehen kann, ist fraglos plausibel, sind beide
Merkmale doch gesicherte starke Risikofaktoren der Entwicklung einer Arteriosklerose.
Dass fur das Merkmal Hypertonie in dieser Untersuchung kein signifikantes Ergebnis
gefunden werden konnte, wohl aber in der Arbeit von Danne O. et al., liegt vermutlich
an der nur in dieser Untersuchung vorliegenden Nierenfunktionseinschrankung. Denn
diese besitzt einen starken Einfluss auf die Konzentration von WBCHO und Uberlagert
vermutlich die Wirkung des Merkmals Hypertonie auf die WBCHO-Konzentration
(weiteres dazu, siehe Diskussion unterschiedliche Ursachen von renaler Dysfunktion

und chronischer Niereninsuffizienz).
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Dass fur die Merkmale Alter, Geschlecht und kardiale Anamnese in beiden Studien
keine signifikanten Ergebnisse gefunden werden konnten, erscheint ebenfalls plausibel.
Denn es handelt sich um schwache bzw. Uberhaupt als solche diskutierte
Risikofaktoren der Arteriosklerose, welche Uberdies eher langfristig wirken und/oder in
ihrer Arteriosklerose-Pathogenese auch Uber Pfade laufen, welche nicht mit einem
Anstieg von WBCHO verbunden sind.

Vollblut-Cholin und kardiovaskulare Ereignisse; primare Endpunkt: Der priméare
Endpunkt (Tod, AMI oder Revaskularisation) wurde von 30,4% der Patienten erreicht.
Die hohe Haufigkeit des Erreichens des primaren Endpunkts erklart sich dadurch, dass
es sich wie oben bereits angefihrt um eine Patienten-Population mit renaler
Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz handelt, die zu einem hohen
Prozentsatz akut oder subakut kardial symptomatisch war. Es fand also eine Selektion
im Sinne des gehauften Einschlusses von Hochrisiko-Patienten fir das Eintreten
kardialer Ereignisse statt. Die erhaltenen Haufigkeiten entsprechen denen anderer
Arbeiten mit vergleichbaren Patienten-Populationen und einem  &hnlichen
Studiendesign. So konnte in Untersuchungen von McCullough P.A. et al. an Patienten

180 hder von Timoteo A.T. et al. an Patienten

181

mit Brustschmerz und Niereninsuffizienz
mit  Myokardinfarkt und Niereninsuffizienz der Anteil schwerwiegender
Komplikationen als &hnlich hoch bestimmt werden. Im Vergleich dazu ist die Haufigkeit
erreichter Ereignisse bei Patienten mit einem geringeren Risikoprofil gemaB den
Erwartungen deutlich niedriger. So beispielsweise in der Arbeit von Apple F.S. et al. an
ambulant behandelten niereninsuffizienten Patienten, welche zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses keine akute kardiale Symptomatik aufwiesen '¥’. Da in dieser
Arbeit eine Patienten-Population von Hochrisiko-Patienten vorliegt, ist strittig, inwieweit
die Resultate geeignet sind, Aussagen Uber Patienten mit renaler Dysfunktion oder
chronischer Niereninsuffizienz zu treffen, die ein geringes oder mittleres Risikoprofil

aufweisen.

In der univariaten Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse besaB WBCHO fir den primaren
Endpunkt hoch signifikanten pradiktiven Vorhersagewert (HR: 2,66; 95%CI: 1,55 — 4,55;
p = <0,001). In der Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse unterschieden sich die mittleren
Zeiten bis zum Eintreten der primaren Endpunkte bei WBCHO >40 pmol/L hoch
signifikant (Log-Rank: 14,46; p = 0,0001).
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Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass WBCHO bei Patienten mit renaler Dysfunktion
und chronischer Niereninsuffizienz ein starker Pradiktor fir das Erreichen des primaren

Endpunkits ist.

Pathophysiologie von erhéhtem Vollblut-Cholin bei kardiovaskularen
Ereignissen: Cholin ist ein enzymatisches Spaltprodukt der PLD '®, deren Isomere
wichtige Komponenten der zelluldren Signaltransduktion sind und mit der
Arteriosklerose-Pathogenese, ischamischen Ereignissen, der Entstehung instabiler
arteriosklerotischer Plaque und deren Destabilisierung im Zusammenhang zu stehen
scheinen 2?43 (Jber die Mechanismen, welche zu einer Aktivierung von PLD fiihren 2
und damit den Gehalt von Cholin im Blut beeinflussen, herrscht in vielen Details noch
Unklarheit. Initial kommt es bei ischamischen Gewebsverletzungen bzw.
Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque durch aktivierte PLD zu einer erhdhten
Freisetzung von Cholin ins Blut, gefolgt von einer sekundaren Aufnahme in die
Blutzellen, die beginnt, noch ehe die Freisetzung von Cholin ins Blut abgeschlossen ist.
AuBer in dieser Initialphase, in der eine starkere Erhdhung der Konzentration von
Plasma-Cholin als der von Vollblut-Cholin gefunden werden kann, wird die
Konzentration von Vollblut-Cholin meist héher als die von Plasma-Cholin bestimmt.
Verschiedene Mechanismen sind daran beteiligt: Dass Cholin in den Erythrozyten in
hohen Konzentrationen gefunden werden kann und die aktive Aufnahme durch
verschiedene  Cholin-Transport-Systeme gewahrleistet wird %%, bei denen

4349 ist seit den

membranstandige Phospholipasen eine entscheidende Rolle spielen
ersten Studien bekannt, welche sich mit Cholin beschéftigten ***°. Weiterhin existiert
eine intrazellulare Bildung von Cholin in den Blutzellen, die durch intrazellular
lokalisierte PLD und andere Signalkaskaden vermittelt wird 23!, Gerade bei Patienten
mit arteriosklerotischen — insbesondere instabilen — Plaque besteht eine ausgepragte
Aktivierung von intrazellular lokalisierter PLD. Dadurch kommt es zu einer
Beeinflussung des Austauschs von Cholin und werden verschiedene Blutzellen zu einer
verstarkten Aufnahme von Cholin angeregt, was dazu beitragt, dass bei diesen
Patienten erhdhte Werte von WBCHO gefunden werden kénnen 2. Weiterhin ist in
diesem Zusammenhang von Bedeutung, dass Plasma-Cholin zu einem gewissen Grad
metabolisch in Betain umgewandelt wird und in verschiedene Gewebe aufgenommen

werden kann “°.
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Vorgenannte Wirkungen bedingen wesentliche Unterschiede zwischen Plasma-Cholin
und Vollblut-Cholin — gleichwohl beide Eignung als prognostische Marker bei Patienten
mit ACS besitzen % — weshalb eine Bestimmung von Cholin im Vollblut gegeniiber
der Bestimmung von Cholin im Plasma, wie sie bei vielen anderen Substanzen
meistens erfolgt, bei bestimmten Fragestellungen geeigneter sein kénnte *'. Auch weil
bei einer nennenswerten Anzahl von Patienten erhéhte WBCHO-Werte gefunden
werden und sie ein erhdhtes Risiko fur verschiedene schwere kardiale Komplikationen
besitzen, ohne aber auch erhdhte Konzentrationen von Plasma-Cholin aufzuweisen °'.
Ein zweiter Aktivierungspfad kann deswegen angenommen werden, der neben dem
Uber Gewebe-Ischamie vermittelten besteht und die erhéhten WBCHO-Werte mit einem
starken pradiktiven Vorhersagewert flr schwere Komplikationen beim ACS erklart.
Méglicherweise kénnten diese erhéhten WBCHO-Konzentrationen bei nicht oder nur
leicht erhdhten Konzentrationen von Plasma-Cholin  neben oben erwéhnten
Mechanismen eine verstarkte PLD-Aktivitdt in den Blutzellen, Aktivierung von
Thrombozyten und Destabilisierung koronarer Plaque widerspiegeln. Daran scheint die
durch Kollagen und Thrombin vermittelte Aktivierung von Thrombozyten am Ort der
vaskularen Verletzung bzw. Plaquedestabilisierung, die zur Thrombozyten-Aggregation
fuhrt und woran aktivierte PLD initial beteiligt ist, eine ganz wesentliche Rolle zu spielen
2329315258 Die Freisetzung von Cholin durch PLD in den Thrombozyten ist vermutlich
spezifisch, da andere wichtige Botenstoffe der Signaltransduktion nicht zu einer
Aktivierung von PLD und Freisetzung von Cholin fihren. Das kénnte erklaren, wieso
eine Erhéhung von WBCHO, die das Cholin in den Thrombozyten beinhaltet, mit dem
ACS assoziiert ist, nicht aber mit anderen Zustanden unspezifischer Thrombozyten-
Aktivierung. Andere wichtige unter Mitwirkung von PLD ablaufende Prozesse, die mit
Bildung und Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque in Verbindung stehen, sind
Sekretion von Metalloproteinase-9 *°, Férderung der Bindung von Fibrin an den

6

Glycoprotein-llb/llla-Rezeptor *® und Aktivierung von Makrophagen unter Beteiligung

von oxidiertem LDL 2'. Die in die subepitheliale Schicht eingewanderten Makrophagen
exponieren Isoenzyme von PLD und Epitope der Oxidation auf ihrer Oberflache #” und
stimulieren im Zusammenspiel mit oxidiertem LDL und Lysophosphatidylcholin 3"
wiederum die PLD 2'. Durch Ausbildung so genannter Scavanger-Rezeptoren bei den
veranderten Makrophagen, welche keinen Rickkopplungsmechanismus mehr besitzen,

kommt es bei ihnen zur ungebremsten Aufnahme und Akkumulation von Lipiden 2°2",
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Das fuhrt innerhalb des entzindlichen Prozesses zur Umwandlung der Makrophagen in
Schaumzellen (,Foam Like Cells®), die nach Kumulation erst die typischen Fettstreifen
bilden (,Fatty Streaks“) und sich im Verlauf zu arteriosklerotischen Plaque entwickeln

kénnen 2°

(siehe auch Kapitel 1.2.1, 1.2.2 und 1.2.3). Da die Konzentration von
WBCHO nach Stimulation von PLD und Aktivierung von Oberflachenrezeptoren in
koronaren Plaque ansteigt, erlaubt WBCHO mdéglicherweise Rlckschlisse auf PLD-
Aktivitdit und Plaquestabilitit ?°. Denn die Konzentration von WBCHO als
komplementarer Aktivitdtsmarker der PLD scheint den Zustand arteriosklerotischer —
insbesondere instabiler — Plaque zu reflektieren. Wahrend viele der bekannten
biochemischen Marker noch unauffallig sind, da Zellen noch nicht zerst6rt wurden,
kénnten erhdhte WBCHO-Werte ein erster Hinweis auf ein méglicherweise drohendes
kardiales Ereignis sein, weswegen sie zur Identifizierung von Hochrisiko-Patienten
Verwendung finden koénnten, bei denen noch kein akuter Verschluss der
Koronararterien besteht bzw. eine Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque
eingetreten ist 2. Die Wirkungen der myokardialen PLD bei Ischdmie und Reperfusion

sind allerdings komplex *?

, verschiedene im Myokard vorkommende Isoenzyme von
PLD sind daran beteiligt >, weshalb, abhéngig vom untersuchten Isoenzym oder der
Zeitspanne bis zum Beginn der Reperfusion nach Ischamie, in einigen Arbeiten auch

kein Anstieg der PLD-Aktivitat gefunden werden konnte 234,

Andere wesentliche Einwirkungen auf Aufnahme, Freisetzung, Metabolismus und
Elimination von Cholin sind im pathophysiologischen Zusammenhang mit einem ACS
nicht bekannt. Die oben aufgeflhrten Prozesse, welche Uber Aktivierung von PLD
ablaufen, liefern gegenwartig die wahrscheinlichste Erklarung fir ernéhte Choline im
Vollblut. Ungeachtet der gefundenen Ergebnisse bleiben die pathophysiologischen
Hintergrinde  erhdhter  Konzentrationen von  WBCHO  bei  ischdmischen
Gewebsverletzungen bzw. Destabilisierung arteriosklerotischer Plaque letztendlich
unklar und sind alle Erklarungen hypothetisch.

Cutoff-Konzentration: Zur Bewertung des Risikos der Patienten mit renaler
Dysfunktion oder chronischer Niereninsuffizienz, kardiovaskuldare Komplikationen zu
entwickeln, haben sich alle drei verwendeten Cutoff-Konzentrationen als geeignet
erwiesen. Verglichen mit den ,Cutoff's* fir WBCHO >28,2 umol/L (HR: 2,03; 95%CI:
1,26 — 3,27; p = 0,004) und >50,0 umol/L (HR: 2,09; 95%CI: 1,04 — 4,21; p = 0,04)
erwies sich ein ,Cutoff* fir WBCHO >40,0 umol/L (HR: 2,66; 95%CI: 1,55 — 4,55; p =
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<0,001) als am geeignetsten, Vorhersagen Uber das Erreichen des primaren Endpunkts
(Tod, AMI oder Revaskularisation) zu treffen. In der &hnlich aufgebauten Studie von
Danne O. et al. an Patienten mit intakter Nierenfunktion und Verdacht auf ein ACS
erwies sich dagegen ein ,Cutoff von WBCHO >28,2, umol/L — was der 90% Perzentile
der gesunden Bevdlkerung entspricht — als am geeignetsten, um zwischen Patienten
mit hoher und geringer Wahrscheinlichkeit des Eintretens von Ereignissen zu
unterscheiden ?. Dass in der vorliegenden Arbeit ein hdherer ,Cutoff* Verwendung fand
bzw. sich zum Treffen pradiktiver Vorhersagen als tauglicher erwies, liegt unter
anderem sicherlich an der bei diesen Patienten héheren mittleren Konzentration von
WBCHO, welche erheblich durch den oben beschriebenen starken Einfluss der
chronischen Niereninsuffizienz verursacht ist. Bis zusatzliche Datenmaterialien
vorliegen und weitere Erfahrungswerte durch andere wissenschaftliche Arbeiten
gemacht worden sind, sollte der geeignetste ,Cutoff* in Abhangigkeit von Fragestellung,
Messmethoden und insbesondere Patienten-Populationen bzw. Krankheits-

Charakteristika sehr sorgféltig ausgewahlt werden '%.

Vollblut-Cholin und kardiovaskulare Ereignisse; Endpunkte Tod, Myokardinfarkt
und Revaskularisation: Bei den einzelnen Endpunkten wurde der Endpunkt Tod in
4,4%, der Endpunkt Myokardinfarkt in 5,3% und der Endpunkt Revaskularisation in
26,9% erreicht. In der univariaten Analyse wurde flr den Endpunkt Myokardinfarkt ein
pradiktiver Vorhersagewert ermittelt (HR: 6,76; 95%CI: 2,18 — 20,98; p = 0,001), nicht
aber fur die Endpunkte Revaskularisation (HR: 2,27; 95%CI: 1,25 — 4,14; p = n.s.) und
Tod (HR: 2,9; 95%Cl: 0,75 — 11,2; p = n.s.). In der Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse
wurden fir die Endpunkte Myokardinfarkt (Log-Rank: 14,73; p = 0,001) und
Revaskularisation (Log-Rank: 8,02; p = 0,005) signifikante Ergebnisse gefunden, nicht
aber fir den Endpunkt Tod (Log-Rank: 2,61; p = n.s.).

Die ermittelten Ergebnisse zeigen, dass WBCHO bei Patienten mit renaler Dysfunktion
und chronischer Niereninsuffizienz auch bei den einzelnen Endpunkten pradiktive
Aussagekraft besitzt. Dass bei den einzelnen Endpunkten die statistisch besten
Ergebnisse fir den Endpunkt Myokardinfarkt gefunden werden konnten, erscheint
plausibel, ist WBCHO doch ein diskutierter Marker der Aktivitat instabiler Plaque und
der Thrombozyten-Aktivierung 2*?%31%%  Dass fiir den Endpunkt Tod keine statistisch
signifikanten Ergebnisse ermittelt werden konnten, findet neben der geringen Zahl der

erreichten Endpunkte (n = 10) unter anderem auch darin seine Erklarung, dass dieser
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Endpunkt auch aus Griinden, die nicht originar kardialer bzw. kardiovaskulérer Ursache
sind, erreicht werden kann, WBCHO aber explizit als Marker eben dieser Schadigungen
diskutiert wird. Der Trend, so zeigen die gefundenen Ergebnisse, zeigt aber in die
erwartete Richtung und bei entsprechend verandertem Studiendesign bzw. einer
groBeren Patientenzahl mulssten statistisch signifikante Resultate erzielt werden
kénnen. Die akute oder subakute kardiale Symptomatik der Patienten sowie der
Umstand, dass die Behandlung im Universitatskrankenhaus Charité, Campus Virchow
Klinikum stattfand, einem Ort der Maximalversorgung, wo invasive Diagnostik vermehrt
zur Anwendung gelangt, erklart, wieso der Endpunkt Revakularisation so haufig erreicht
worden war. Dass fur den Endpunkt Revaskularisation in der Kaplan-Maier-
Uberlebensanalyse ein signifikantes Ergebnis gefunden werden konnte, nicht aber in
der univariaten Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse findet unter anderem darin seine
Erklarung, dass Patienten mit Niereninsuffizienz — besonders hochgradiger — seltener
eine Herzkatheteruntersuchung erhalten und die Indikationstellung dazu oft nicht
eindeutig ist. Grinde dafir sind der geringere Revaskularisationserfolg bei
niereninsuffizienten Patienten und die erhdéhte Komplikationsrate, welche mit der
Durchfiihrung verbunden ist '®*. Bei Patienten mit hochgradiger Niereninsuffizienz ist
die Restenoserate beinahe doppelt so hoch 8.

Vollblut-Cholin bei renaler Dysfunktion und chronischer Niereninsuffizienz:
Zwischen den Mittelwerten der WBCHO-Konzentrationen bei leichter Reduktion der
GFR und mittlerer bis starker Reduktion der GFR konnte ein signifikanter Unterschied
gefunden werden (p = 0,01). Als Erklarung dafir kann auch hier, wie oben detailliert
beschrieben, die bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz starker eingeschrankte renale
Elimination, eine h&ufiger bestehende und einen héheren Schweregrad aufweisende
koronare Herzkrankheit sowie die daraus vermutlich resultierende intensivere PLD-
Aktivierung in Thrombozyten und instabilen Plaque herangezogen werden 72328293133
In ausgewahlten  Risikogruppen, unterschieden nach dem Grad der
Nierenfunktionseinschrankung, wurden ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen
den mittleren WBCHO-Konzentrationen gefunden (Hyperlipoproteinamie: p = 0,006,
Hypertonie: p = 0,002, positive Anamnese: p = 0,05). Diese Unterschiede sind
mutmaBlich aber weniger unmittelbare Ursache des Vorhandenseins der Merkmale als
vielmehr durch den als signifikant bestimmten Unterschied zwischen Patienten mit

unterschiedlich starker Reduktion der GFR verursacht. Ungeachtet dessen kdnnen
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diese Merkmale, welche gesicherte Risikofaktoren der Arteriosklerose-Entstehung sind,
selbstverstandlich zu signifikanten Erhéhungen von WBCHO flihren. Das konnte in
dieser Arbeit auch fir die Merkmale aktive Raucher und Hyperlipoproteindmie und in
der Arbeit von Danne O. et al. fir die Merkmale Hypertonie und Diabetes mellitus belegt

werden 28,

Der primare Endpunkt wurde von Patienten mit leichter (n = 112) und mittlerer bis
starker (n = 115) Einschréankung der GFR gleich haufig erreicht (30,4% versus 30,4%).
In der univariaten Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse besaB WBCHO bei leichter
Einschrankung der GFR préadiktiven Vorhersagewert fur den primaren Endpunkt (HR:
4,22; 95%Cl: 1,73 — 10,29; p = 0,002) ebenso bei mittlerer bis starker Einschrankung
der GFR (HR: 2,33; 95%Cl: 1,16 — 4,69; p = 0,02). In der Kaplan-Maier-
Uberlebensanalyse lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte bei leichter
Einschréankung der GFR fir WBCHO <40 umol/L hoch signifikant Gber der mittleren Zeit
fur WBCHO >40 umol/L (Log-Rank: 12,69; p = 0,0004). Bei mittlerer bis starker
Einschrankung der GFR lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir
WBCHO <40 pmol/L signifikant Gber der mittleren Zeit fir WBCHO >40 umol/L (Log-
Rank: 6,28; p = 0,01).

Die  Ergebnisse zeigen, dass WBCHO unabhangig vom Grad der
Nierenfunktionseinschrankung  Vorhersagewert dafir Dbesitzt, kardiovaskulare
Komplikationen zu entwickeln. Dass bei Patienten mit leichter Einschrankung der GFR
die statistisch ,besseren“ Ergebnisse gefunden wurden, erklart sich auch hier wieder
unter anderem dadurch, dass bei ihnen Uber den ,Cutoff* erhdhte Werte deutlich
,oesser® als Hinweis auf ein kardiales Ereignis zu interpretieren sind — anders bei
Patienten mit mittlerer bis starker Einschrankung der GFR. Bei ihnen kénnen durch die
oben beschriebenen Wirkungen von fortgeschrittener Niereninsuffizienz und

1518 _ sowie des eventuell noch zusatzlich

ausgepragten GefaBveranderungen
vorhandenen Diabetes mellitus — deutlich héhere WBCHO-Werte als bei Patienten mit
leichter Einschrankung der GFR gefunden werden. Diese liegen h&ufig in der Nahe des
,Cutoff* oder sogar dartber, ohne aber Ausdruck eines kardialen Ereignisses sein zu
mussen. Deshalb ist der gewahlte ,Cutoff” fir die Gruppe der Patienten mit mittlerer bis
starker Einschrdnkung der GFR mdglicherweise zu niedrig bzw. ein einziger ,,Cutoff* fir
alle Schweregrade chronischer Niereninsuffizienz nur bedingt geeignet. Besonders trifft

das natdrlich fir die 24 dialysepflichtigen Patienten zu, deren mittlere WBCHO-
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Konzentration mit 47,43 pmol/L deutlich Gber der Cutoff-Konzentration von >40 pmol/L
liegt. Punkte wie die generell bestehende Problematik der Interpretation von Blutwerten
bei dialysepflichtigen Patienten, bei welchen die Dialyse-Prozedur massiv in die
ohnehin schon gestérte Homobostase der Blutzusammensetzung eingreift, besitzen

daran gemessen nur eine nachrangige Bedeutung #'#64748,

Alle einzelnen Endpunkte wurden von Patienten mit leichter Reduktion der GFR und
mittlerer bis starker Reduktion der GFR etwa gleich haufig erreicht (AMI: 4,5% versus
6,1%; Tod: 4,5% versus 4,4%; Revaskularisation: 26,8% versus 24,4%). In der
univariaten Cox-Risiko-Verhéltnisanalyse besaB WBCHO bei leichter Reduktion der
GFR préadiktiven Vorhersagewert fir die Endpunkte Revaskularisation (HR: 4,67;
95%Cl: 1,89 — 11,55; p = 0,001), Tod (HR: 9,84; 95%Cl: 1,64 — 59,0; p = 0,01) und
Myokardinfarkt (HR: 9,26; 95%Cl: 1,55 — 55,46; p = 0,01). Bei mittlerer bis starker
Einschrankung der GFR besaB WBCHO nur fir den Endpunkt Myokardinfarkt
pradiktiven Vorhersagewert (HR: 5,75; 95%Cl: 1,29 — 25,69; p = 0,02).

Auch bei den einzelnen Endpunkten sind tUber den ,Cutoff* erh6hte WBCHO-Werte bei
Patienten mit unterschiedlich schwerer Nierenfunktionseinschrankung geeignete
Pradiktoren fir das Eintreten kardialer Ereignisse. Weder flir den primaren Endpunkt
noch einen der einzelnen Endpunkte konnte mit zunehmender Schwere der
Niereninsuffizienz ein Ansteigen des Erreichens der Endpunkte gefunden werden. Ein
scheinbarer Widerspruch, da in zahlreichen Studien gezeigt werden konnte, dass
bereits eine leichte Niereninsuffizienz mit einem deutlich erhéhten Risiko verbunden ist,

kardiovaskuldre Ereignisse zu erleiden 22

, Sowie das ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen einer Einschrankung der GFR und der Zunahme des kardiovaskularen
Risikos besteht %2739 Die mutmaBliche Erkldrung liefert das Design bzw. die
Patienten-Auswahl dieser Studie. Denn es handelt sich um Patienten mit chronisch
reduzierter Nierenfunktion, die mit akuter oder subakuter kardialer Symptomatik
aufgenommen wurden. Ausdricklich eben nicht um solche Patienten, welche in
Abhangigkeit von der Schwere ihrer Nierenerkrankung im Verlauf ein kardiales Ereignis
erlitten. Das macht vergleichende Aussagen nur sehr eingeschrankt mdglich. Die
Erklarung far die ,schlechteren Ergebnisse bei Patienten mit mittlerer bis starker
Einschrdnkung der GFR kann auch bei den einzelnen Endpunkten in der
Zusammensetzung dieser Gruppe gesehen werden, die aus untergeordneten

Patienten-Kollektiven mit verschieden stark ausgepragter Niereninsuffizienz besteht.
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Denn bei schwerer chronischer Niereninsuffizienz, insbesondere bei Dialysepflichtigkeit,
liegt die WBCHO-Konzentration nicht selten nah oder sogar Uber der gewahlten Cutoff-
Konzentration. Dass bei Patienten mit mittlerer bis starker Einschrankung der GFR fur
den Endpunkt Tod kein signifikantes Ergebnis gefunden werden konnte, lasst sich
Uberdies durch die geringe Zahl der erreichten Endpunkte erklaren (n = 5). Ferner
kommt noch hinzu, dass dieser Endpunkt auch aus Grinden erreicht werden kann, die
nicht kardialer bzw. kardiovaskularer Ursache sind und deshalb durch WBCHO nicht
oder nur unzureichend erfasst werden. Dass schlieBlich bei Patienten mit mittlerer bis
starker Einschrankung der GFR kein signifikantes Ergebnis fir den Endpunkt
Revaskularisation gefunden werden konnte, kann hier vermutlich auch dadurch
begriindet werden, dass Patienten mit hdhergradiger Niereninsuffizienz nicht so
konsequente und aggressive invasive und nichtinvasive kardiovaskulare Therapien

63,106,107

erhalten wie Patienten mit leichter Niereninsuffizienz und seltener

durchgefiihrte Herzkatheteruntersuchungen beinhaltet 8418,

Voliblut-Cholin bei unterschiedlichen Ursachen von renaler Dysfunktion und
chronischer Niereninsuffizienz: Zwischen den Mittelwerten der WBCHO-
Konzentrationen bei diabetischer und nichtdiabetischer Ursache der Niereninsuffizienz
konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden. In der Arbeit von Danne O. et
al. wurde dagegen bei Patienten mit intakter Nierenfunktion und Verdacht auf ein ACS
bei Diabetes-Patienten eine signifikant erhéhte WBCHO-Konzentration ermittelt (p =
0,005) 28 Es verhalt sich hier dhnlich wie bei dem Merkmal Hypertonie, flr das in dieser
Arbeit ebenfalls kein signifikanter Unterschied bei den WBCHO-Konzentrationen
gefunden werden konnte, wohingegen in der Arbeit von Danne O. et al. bei
Vorhandensein dieses Merkmals auch eine signifikant erhéhte WBCHO-Konzentration
bestimmt worden war 8. Die Erklarung fiir die abweichenden Ergebnisse bei den
Merkmalen liefert der wichtigste Unterschied zwischen den beiden Studien — der
zusatzliche Einfluss der Niereninsuffizienz in der vorliegenden Arbeit. Die Schwere der
Niereninsuffizienz und deren Einwirkung auf die WBCHO-Konzentration fand in der
vorliegenden Arbeit bei der Untersuchung der verschiedenen Merkmale keine
Beachtung. Da dieses Unterscheidungsmerkmal aber ein starker Einflussfaktor ist, fir
den in dieser Arbeit auch ein signifikanter Unterschied gefunden werden konnte,
Uberlagert der Einfluss des Grades der Niereninsuffizienz auf die Konzentration von
WBCHO héchstwahrscheinlich die Einwirkung der Merkmale auf die WBCHO-
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Konzentration. Anders in der Studie von Danne O. et al., in der sich die Patienten-
Populationen einzig durch Vorhandensein oder nicht Vorhandensein der Merkmale
Diabetes mellitus oder Hypertonie unterschieden. Dessen ungeachtet ist Diabetes
mellitus natiirlich ein starker Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Niereninsuffizienz 82,
weshalb Diabetiker haufig eine reduzierte Nierenfunktion aufweisen bzw. sich eine
chronische Niereninsuffizienz entwickeln kann. Eine sich daraus ergebende etwaige
Ubereinstimmung der Patienten mit Diabetes mellitus und héhergradiger
Niereninsuffizienz — was zu signifikanten Ergebnissen flhren sollte — liegt durch die Art
des Einschlusses, wie oben dargelegt, aber nicht vor. Dass schlieBlich Patienten mit
Diabetes mellitus — gleich ob eine Niereninsuffizienz besteht oder nicht — erhdhte
WBCHO-Konzentrationen aufweisen kénnen, steht auBer Frage. Denn da diabetische
Mikro- und Makroangiopathie auf alle Organe und GeféaBe im Organismus einwirken,
sind, hat sich eine diabetische Nephropathie herausgebildet, in der Regel auch
fortgeschrittene Lasionen am GefaBsystem zu finden. Was sich, so die aufgestellte
Hypothese, vermittelt Gber PLD-Aktivierung in arteriosklerotischen Plaque und
Thrombozyten in einer erhéhten Konzentration von WBCHO &uBeren sollte.

Der primare Endpunkt und alle einzelnen Endpunkte wurden von Patienten mit
diabetischer Nephropathie (n = 80) deutlich haufiger erreicht als von Patienten mit
nichtdiabetischer Nephropathie (n = 145; primare Endpunkt: 40% versus 24,8%; Tod:
8,8% versus 2,1%; Myokardinfarkt: 7,5% versus 4,1%; Revaskularisation: 33,8% versus
20,7%). In der univariaten Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse besa WBCHO bei Patienten
mit nichtdiabetischer Nephropathie pradiktiven Vorhersagewert fir den primaren
Endpunkt (HR: 3,02; 95%CI: 1,46 — 6,28; p = 0,003), nicht aber bei Patienten mit
diabetischer Nephropathie. In der Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse fiir nichtdiabetische
Nephropathie lag die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkte fir WBCHO <40
umol/L signifikant Gber der mittleren Zeit fur WBCHO >40 pumol/L (Log-Rank: 10,13; p =
0,01), ebenso bei diabetischer Nephropathie (Log-Rank: 3,75; p = 0,05).

Auch bei diabetischen und nichtdiabetischen Ursachen von renaler Dysfunktion und
chronischer Niereninsuffizienz besitzt WBCHO Eignung als Pradiktor kardiovaskularer
Komplikationen. Dass der primare Endpunkt und alle einzelnen Endpunkte von
Patienten mit Diabetes mellitus deutlich haufiger erreicht wurden, deckt sich mit den
Resultaten vorheriger Studien, die Diabetes als einen starken und unabhangigen

Pradiktor fir das Eintreten kardialer Ereignisse bestimmen konnten ®%%2 der ahnlich
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8 Bei kaum einer anderen

schwer wiegt wie eine chronische Niereninsuffizienz
Risikogruppe wie bei den Diabetikern besteht ein ahnlich starker Zusammenhang
zwischen einer reduzierter Nierenfunktion und dem Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse ®%%2. Dabei ist das Risiko umso gréBer, je weiter die diabetische
Nephropathie vorangeschritten ist %2. Ahnlich den hohen WBCHO-Konzentrationen l4sst
sich die gesteigerte Haufigkeit der erreichten Endpunkte bei Diabetes-Patienten durch
diabetische Mikro- und Makroangiopathie erklaren, welche Lasionen der GefaBe
verursachen und bei Bestehen einer diabetischen Nephropathie im fortgeschrittenem
Stadium fast obligatorisch zu finden sind. Im Gegensatz dazu sind in der
polyatiologischen bzw. heterogenen Gruppe der nichtdiabetischen Nephropathien auch
solche Nephropathien eingeschlossen, die, anders als der generalisiert vorkommende
und alle Organe betreffende Diabetes mellitus, primér bzw. hauptsachlich in den Nieren
lokalisiert sind. Diese Nephropathien weisen auBer dem Risiko, welches unabhangig
von der Ursache durch jede Nephropathie per se bedingt ist ®, kein zusétzliches
kardiovaskulares Risiko auf. Infolgedessen sind bei nichtdiabetischen Nephropathien,
verglichen mit diabetischen, die Schadigungen des GefaBsystems deutlich schwacher
ausgepragt, ist die mittlere Konzentration von WBCHO geringer und werden die
Endpunkte weniger haufiger erreicht.

In der univariaten Cox-Risiko-Verhéltnisanalyse besaB WBCHO bei Patienten mit
nichtdiabetischer Nephropathie pradiktiven Vorhersagewert fir den Endpunkt
Myokardinfarkt (HR: 14,81; 95%Cl: 2,71 — 80,93; p = 0,002). Bei allen anderen
Endpunkten konnten keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden.

Dass bei Patienten mit diabetischer Nephropathie keine statistisch signifikanten
Ergebnisse ermittelt werden konnten, kann auch hier wieder durch das oben bereits
beschriebene Zusammenwirken bzw. sich Uberlagern von reduzierter Nierenfunktion
und Diabetes mellitus erklart werden. Denn wenn neben Diabetes mellitus auch eine
mittlere bis starke Reduktion der GFR vorliegt, insbesondere Dialysepflichtigkeit, liegt
die WBCHO-Konzentration einzelner Patienten haufig nahe oder sogar Gber der Cutoff-
Konzentration, ohne aber Ausdruck eines akuten kardialen Ereignisses sein zu missen.
Weiterhin spielt hdchstwahrscheinlich eine Rolle, dass bei Diabetes mellitus, vor allem
wenn sich bereits eine diabetische Nephropathie herausgebildet hat, die verschiedenen
Endpunkte auch durch mittelbare diabetische Folgen bzw. WBCHO unabhangige

Faktoren erreicht werden kénnen, welche nicht oder nur eingeschrankt in einer
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WBCHO-Erhéhung messbar sind und daher die pradiktive Aussagekraft von WBCHO
herabsetzen. Dass bei Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie fir den Endpunkt
Myokardinfarkt ein signifikantes Ergebnis gefunden werden konnte, nicht aber fir den
Endpunkt Tod (n = 3), Iasst sich neben der geringeren Zahl der erreichten Endpunkte
auch hier wieder damit erklaren, dass WBCHO als Marker kardialer Schadigungen den
Endpunkt Myokardinfarkt deutlich besser trifft als den weiter gefassten Endpunkt Tod.
Dass bei Patienten mit nichtdiabetischer Nephropathie fiir den Endpunkt
Revaskularisation kein signifikantes Ergebnis ermittelt werden konnte, kann auch hier
mutma@Blich damit erklart werden, dass Patienten mit Niereninsuffizienz — insbesondere
hochgradiger — wegen des verminderten Erfolgs bei der Revaskularisation und der

erhdhten Komplikationsrate seltener Herzkatheteruntersuchungen erhalten '8*8°,

Multivariate Analyse: In der multivariaten Analyse, die verschiedene vermutete
Einflussfaktoren auf die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Endpunkie bei
Niereninsuffizienz einschloss, konnte WBCHO als ein hoch signifikanter und
unabhéangiger Pradiktor fir den primaren Endpunkt bestimmt werden (OR: 3,05; 95%Cl:
1,71 — 5,43; p = <0,001). Weibliches Geschlecht (OR: 1,11; 95%Cl: 0,29 — 0,83; p =
0,007) und Ursache der Niereninsuffizienz (OR: 1,95; 95%Cl: 1,21 — 3,16; p = 0,006)
waren signifikante Pradiktoren. Ein zusatzlicher Einschluss von Variablen wie Troponin,
C-reaktivem Protein oder auch B-Typ natriuretischem Peptid in die multivariate Analyse
ware sicherlich dienlich gewesen. Im primaren Aufbau der Studie war das jedoch nicht
vorgesehen gewesen, weshalb, da bei der Erfassung der Werte von Troponin und C-
reaktivem Protein unterschiedliche Tests mit unterschiedlichen analytischen
Spezifikationen und Cutoff-Konzentrationen Anwendung fanden und die Variablen nicht
fur alle Patienten erfasst worden waren — beispielsweise lag bei vielen Patienten nur
Troponin | oder Troponin T vor —, von einer Einbeziehung dieser Variablen Abstand
genommen wurde. Die ermittelten Ergebnisse zeigen, dass WBCHO, welches in der
multivariaten Analyse der Studie von Danne O., et al. an Patienten mit intakter
Nierenfunktion und Verdacht auf ein ACS bereits als ein starker und von anderen
Faktoren unabhangiger Pradiktor fir das Erreichen des primaren Endpunkis bestimmt
werden konnte, (OR: 6,05; 95%Cl: 1,54 - 23,76; p = 0,01) %, pradiktive Eignung bei
unterschiedlichen Patienten-Populationen besitzt.

Fazit: Diese erste detaillierte Studie Uber Cholin im Vollblut bei Patienten mit

Niereninsuffizienz demonstriert eindrucksvoll, dass WBCHO bei Verwendung einer
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geeigneten Cutoff-Konzentration ein starker und unabhangiger Pradiktor fir das
Eintreten kardialer Ereignisse bei niereninsuffizienten Patienten ist. Es konnte gezeigt
werden, dass WBCHO sowohl bei leichter Reduktion der GFR (K/DOQI 1l) als auch bei
mittlerer bis starker Reduktion der GFR (K/DOQI Il — IV) pradiktiven Vorhersagewert fr
das Erreichen kardialer Ereignisse Dbesitzt. Ebenfalls konnte der préadiktive
Vorhersagewert von WBCHO fir diabetische und nichtdiabetische Ursachen der
Niereninsuffizienz gezeigt werden. WBCHO, welches mutmaBlich Rickschlisse auf
PLD-Aktivitat und Plaquedynamik zuldsst und dessen Konzentration zeitlich vor der
anderer gebrauchlicher Marker ansteigt, bestatigt sich somit abermals als ein friher
Marker kardiovaskularer Ereignisse — insbesondere als ein Marker des ACS, der, so
zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, breite Eignung bei Patienten mit
verschiedenen Krankheits-Charakteristika besitzt.

Grenzen der Studie: Die Ergebnisse dieser prospektiven Studie beruhen auf klinischen
Untersuchungen und statistischen Berechnungen. Detaillierte Erklarungen Uber die
pathogenetischen Hintergriinde der erhdéhten Choline kann sie nicht liefern. Die
Patienten-Population war nicht reprasentativ flr die Bevolkerung in ihrer Gesamtheit.
Zur Zeit der Aufnahme bestand bei allen Patienten eine unterschiedlich starke
Einschrankung der Nierenfunktion (<90 mL/min [K/DOQI Il — 1V]) und bei mehr als drei
Viertel (77,3%) der Patienten lag eine positive Anamnese fir koronare Herzkrankheit
oder Angina Pectoris vor. Die stationdre Aufnahme ins Krankenhaus erfolgte am
haufigsten unter dem Leitsymptom ,Brustschmerz® (123 Falle). Mit Abstand folgten
danach ,Symptome, die durch das Nierenversagen verursacht sind“ (29 Falle),
,0yspnoe“ und ,andere Grinde® (je 24 Falle), ,Hypertonie® (17 Falle) und
,=Herzrhythmusstérungen“ (12 Falle). Da sehr viele Patienten unter dem Leitsymptom
.Brustschmerz“ aufgenommen wurden, haufig Leitsymptom einer akuten kardialen
Erkrankung, und zum anderen die Behandlung am Universitatskrankenhaus Charité,
Campus Virchow Klinikum erfolgte, fand eine Selektion im Sinne des gehé&uften
Einschlusses von Hochrisiko-Patienten fir das Eintreten kardialer Ereignisse statt.
Deshalb ist strittig, inwieweit die Resultate geeignet sind, Aussagen Uber Patienten mit
renaler Dysfunktion oder chronischer Niereninsuffizienz zu treffen, die ein geringes oder
mittleres Risikoprofil besitzen. Ferner sind womdéglich die Ergebnisse nennenswert
beeinflussende Patienten-Charakteristika — beispielsweise Alkoholkonsum, diatetische
MaBnahmen oder physische Aktivitat — nicht erfasst oder hinreichend berucksichtigt
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worden. Breiter angelegte Studien mit gréBeren Patienten-Populationen und einem
langeren Beobachtungszeitraum waren notwendig, um auszuwerten, inwieweit die
Ergebnisse von Hochrisiko-Patienten auf Patienten mit geringem Risikoprofil
Ubertragbar sind und es sich mit einzelnen Risikofaktoren und Patienten-Charakteristika
verhalt. Weiterhin misste in folgenden Studien geklart werden, ob das pradiktive
Potential von WBCHO durch Kombination mit anderen Markersubstanzen — vorrangig
den Troponinen, aber auch den B-Typ natriuretischen Peptiden oder C-reaktivem
Protein — erhdht werden kann, so wie es fir die Kombinationen verschiedener Marker
schon gezeigt werden konnte '*”:'38_ Die aktuellen Leitlinien empfehlen bei allen Graden
der Niereninsuffizienz eine intensive kardiovaskuldre Pravention und Therapie.
Tatsachlich, so zeigen Untersuchungen zur medizinischen Versorgung von
Niereninsuffizienten, erhalten diese Patienten in Deutschland und anderen L&ndern,
verglichen mit der nicht oder nur leicht nierenkranken Bevdlkerung, weniger
konsequente und aggressive invasive und nichtinvasive kardiovaskulare Therapien
63106107 " Fine wichtige Frage ware deshalb zu klaren, ob WBCHO genutzt werden
kénnte, um Indikationen zu bestimmten praventiven MaBnahmen und Therapien zu
stellen. SchlieBlich waren die Mdglichkeiten einer direkten Einflussnahme zu
untersuchen und es muisste abgeklart werden, inwieweit, bevorzugt durch
pharmakologische Einwirkung, die Wahrscheinlichkeit des Auftretens Kkardialer
Ereignisse gesenkt oder ihr zeitliches Eintreten nach hinten verschoben werden kann.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel: Das Ziel dieser prospektiven klinischen Studie war es zu untersuchen, ob Cholin,
ein enzymatisches Produkt der Phospholipase D, sich bei Patienten mit verminderter
Nierenfunktion (GFR <90 mL/min [K/DOQI Il — V]), welche mit Verdacht auf ein Nicht-
ST-Hebungs-(Non-ST-Elevation-)-ACS oder anderen akuten kardiovaskularen oder
renalen Symptomen Gber die Notaufnahme ins Krankenhaus aufgenommen werden, als
Marker fur kardiovaskulare Komplikationen eignet. Besonderes Augenmerk lag dabei
auf Stadium und Ursache chronischer Nierenfunktionseinschrdnkungen, anhand der die
Patienten in Gruppen gefasst wurden. Primare Endpunkte waren Tod, Myokardinfarkt

und Revaskularisation.

Grundlagen: Eine Einschrankung der Nierenfunktion ist mit einem betrachtlichen
Anstieg der Wabhrscheinlichkeit des Eintretens kardiovaskularer Komplikationen
verbunden. Es besteht eine erhdhte kardiale Morbiditat und Mortalitat. Bei Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion werden gehauft arteriosklerotische Plaque vom
instabilen Typ gefunden. MutmaBlich ist Phospholipase D an der Bildung
arteriosklerotischer Plaque beteiligt und setzt bei Ischdmie und Destabilisierung
arteriosklerotischer Plaque Cholin ins Blut frei. Das kénnte Cholin zu einem Marker der
Phospholipase D Aktivitdt machen, lasst méglicherweise Rlckschlisse auf den Zustand
instabiler arteriosklerotischer Plaque zu und erlaubt es, prognostische Aussagen
hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit des Eintretens kardiovaskularer Ereignisse zu
treffen.

Material und Methodik: Das Patienten-Kollektiv umfasste 232 Patienten der
Notaufnahme, welche zwischen August 1999 und Marz 2003 in der Charité, Standort
Virchow Klinikum, stationar behandelt worden waren. Die Einschlusskriterien waren ein
Verdacht auf ein Nicht-ST-Hebungs-(Non-ST-Elevation-)-ACS oder andere akute
kardiovaskulare oder renale Symptome, die zu einer Aufnahme ins Krankenhaus
fihrten. Weiterhin musste eine GFR <90 mL/min bestehen. Eine Ablehnung bzw. ein
Ausschluss erfolgte bei schwerer Anamie (Hamoglobin [HB] <7 g/dL), akutem
Nierenversagen und/oder einem akuten ST-Hebungs-Myokardinfarkt. Von diesen
Patienten wurden Blutproben abgenommen und die Cholin-Konzentration im Vollblut
(-Whole Blood Choline*; WBCHO) bestimmt. Hochleistungsflissigchromatographie,
Elektrospray-lonisation und Massenspektrometrie (HPLC-ESI-MS) kamen dazu zum
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Einsatz. Das ,Follow-up® wurde nach 6 Wochen erhoben. Die Endpunkte waren Tod,
Myokardinfarkt, Revaskularisation und der primare Endpunkt (Tod, AMI oder
Revaskularisation). Bei der statistischen Analyse wurden Cox-Risiko-Verhaltnisanalyse
(,Cox Proportional Hazard Analysis“), Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse (,Kaplan-Maier
Survival-Analysis”), ,Multiple Logistische Regressionsanalyse” (,Multiple Logistic
Regression Analysis®) und ,Log-Rank Test" genutzt.

Ergebnisse: Die Ergebnisse dieser ersten detaillierten Studie Uber WBCHO bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zeigen, dass WBCHO ein starker und
unabhangiger Pradiktor flr das Eintreten kardialer Ereignisse bei niereninsuffizienten
Patienten mit akuter kardiovaskularer oder renaler Symptomatik ist. Zwischen Héhe der
WBCHO-Konzentration und Einschrankung der GFR konnte ein Zusammenhang
ermittelt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass WBCHO sowohl bei leichter
Reduktion der GFR [K/DOQI 1] als auch bei mittlerer bis starker Reduktion der GFR
[K/DOQI 11l — 1V], ebenso bei diabetischer und nichtdiabetischer Ursache der
Niereninsuffizienz, pradiktiven Vorhersagewert fir das Eintreten verschiedener kardialer
Ereignisse besitzt.
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