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1 AbkUrzungsverzeichnis

AS Aminosaure
BMI Body-Mass-Index
CARE FOR HOMe Cardiovascular and Renal Outcome in CKD 2 — 4 Patients

— The Fourth Homburg evaluation
CKD Chronic kidney disease; chronische Nierenerkrankung

CKD-MBD Chronic kidney disease — minimal and bone disorder;

Mineralstoff- und Knochenerkrankungen bei chronischer

eGFR

EKG
EDTA
FE
FGF-23
FGFR
FGFR4
HMG-CoA
IAS
IQR
LDL-C
LVH
NFAT
PTH

RU

Nierenerkrankung

Estimated glomerular filtration

glomerulare Filtrationsrate
Elektrokardiogramm
Ethylendiamintetraessigsaure
Fahrradergometrie

Fibroblast Growth Factor 23

Fibroblast Growth Factor Rezeptor
Fibroblast Growth Factor Rezeptor 4
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A
Individuelle anaerobe Schwelle
Interquartile Range; Interquartilabstand
Low Density Lipoprotein — Cholesterin
Linksventrikulare Hypertrophie
Nuclear-factor-of-activated-t-cells
Parathormon

Relative units, relative Einheiten

geschatzte



sKlotho Soluble Klotho, 16sliche Form von Klotho

VO,max Maximale Sauerstoffaufnahme




2 Ubersicht

2.1 Zusammenfassung

Ein hoher Plasmaspiegel des phosphaturischen Hormons Fibroblast Growth Factor
23 (FGF-23) st bei nierenkranken und nierengesunden Menschen in
Querschnittsanalysen mit linksventrikularer systolischer Insuffizienz und in

Langsschnittstudien mit kardialen Dekompensationen assoziiert.

Unklar ist bislang die Kausalitat zwischen einer FGF-23 Erh6hung und kardialer
Morbiditat. Tierexperimentelle Daten weisen auf eine erhdhte Expression von
FGF-23 bei erhohter Sympathikusaktivitdt hin und implizieren damit, dass eine
chronische Herzinsuffizienz mit konsekutiver Sympathikusaktivierung Ursache und
nicht Folge erhdhter FGF-23-Plasmaspiegel sein kdnnte.

Da die klinische Bedeutung dieser tierexperimentellen Verkntpfung noch ungeklart
ist, wurde der Einfluss einer Sympathikusaktivierung im physiologischen
Stressmodell einer akuten korperlichen Aktivitat auf den Calcium-Phosphat-Haushalt
mit Fokus auf FGF-23 untersucht.

In die Fit@HOMe Studie wurden 15 maéannliche Probanden ohne kardiovaskulare
Erkrankungen im Zeitraum von Méarz bis November 2015 eingeschlossen. Bei der
Eingangsuntersuchung (Anamnese, koérperliche Untersuchung, Echokardiographie,
Ruhe- und Belastungs-Elektrokardiogramm) erfolgte eine standardisierte
Fahrradergometrie (FE) zur Ermittlung der individuellen anaeroben Schwelle (IAS)
nach Stegmann durch eine Laktatbestimmung aus dem Kapillarblut des
hyperamisierten Ohrlappchens und der Zielherzfrequenzen. In randomisierter
Reihenfolge absolvierten die Probanden im Abstand von einer Woche eine intensive
FE bei 90% der IAS (mittlere Belastungsdauer: 60 min) und eine hochintensive FE
bei 110% der IAS (mittlere Belastungsdauer: 38 £ 18 min).

Messungen von C-terminalem und intaktem FGF-23 und von weiteren Parametern
des Calcium-Phosphat-Haushalts erfolgten an vier verschiedenen Zeitpunkten (vor
der FE und 5 min, 90 min und 24 h danach).




Die Probanden waren im Durchschnitt 25 + 3 Jahre alt, 1,79 + 0,07 m grof3, 79 = 13
kg schwer und hatten eine geschatzte mittlere glomerulare Filtrationsrate von 110 +
17 ml/min/1,73 m2. Da zwei Probanden nicht die Vorgabe der intensiven FE
(Belastungszeitraum: 60 min) erreichten, wurden sie bei den nachfolgenden
Analysen dieser Belastung nicht bertcksichtigt. Weder die intensive noch die
hochintensive FE induzierten einen signifikanten Anstieg von C-terminalem FGF-23
(intensive Belastung: pra Median 79,6 [Interquartilsabstand (IQR) 64,9 — 92/4]
relative Einheiten (RU)/ml; 5 min post Median 79,0 [IQR 62,3 — 103,2] RU/ml; 90 min
post Median 74,9 [IQR 64,2 — 90,1] RU/ml; 24 h post Median 75,2 [IQR 57,5 — 95,3]
RU/ml; p = 0,656; hochintensive Belastung: prd Median 71,2 [IQR 48,6 — 94,4]
RU/ml; 5 min post Median 71,2 [IQR 55,8 — 97,2] RU/ml; 90 min post Median 75,9
[IQR 63,0 — 134,6] RU/ml; 24 h post Median 64,6 [IQR 46,0 — 84,3] RU/mI; p =
0,184). Auch das intakte FGF-23 zeigte keine Zunahme bei der intensiven (pra
Median 39,7 [IQR 34,1 — 50,9] pg/ml; 5 min post Median 40,5 [IQR 35,6 — 47,6]
pg/ml; 90 min post Median 42,1 [IQR 30,8 — 49,7] pg/ml; 24 h post Median 43,7 [IQR
39,3 — 55,4] pg/ml; p = 0,635) und bei der hochintensiven (pra Median 34,5 [IQR 29,0
—42,1] pg/ml; 5 min post Median 41,3 [IQR 31,0 — 48,8] pg/ml; 90 min post Median
39,3 [IQR 33,0 — 50,1] pg/ml; 24 h post Median 39,3 [IQR 32,2 — 56,4] pg/ml; p =
0,135) Belastung. Jedoch stieg die Phosphat-Plasmakonzentration trotz Erhéhung
der fraktionellen Phosphatausscheidung, die in der intensiven, nicht jedoch in der

hochintensiven FE Signifikanzniveau erreichte.

Der Calcium-Plasmaspiegel stieg bei hochintensiver, nicht jedoch bei intensiver

Belastung mit Abnahme der fraktionellen Calciumausscheidung.

Die Daten unserer Studie untermauern die, in bisherigen Studien postulierte,
Hypothese nicht, dass eine Sympathikusaktivierung einen signifikanten FGF-23
Anstieg induziert. Welche anderen Faktoren FGF-23 physiologisch und
pathophysiologisch regulieren, sollte in weiteren Arbeiten untersucht werden.
Nachfolgend wére zu prufen, ob diese Faktoren durch therapeutische Interventionen
zur Senkung von FGF-23 fuhren kénnten. In einem letzten Schritt sollte gepruft
werden, ob eine solche Senkung von FGF-23 in randomisierten klinischen Studien

den erhofften kardiovaskularen Vorteil erbringt.




2.2 Summary

Both in patients suffering from chronic kidney disease and individuals with intact
kidney function, high plasma fibroblast growth factor 23 (FGF-23) levels are
cross-sectional related to left ventricular systolic dysfunction. Moreover, they predict
future cardiac decompensations in chronic kidney disease patients and among

individuals with normal renal function.

The pathophysiologic pathways by which elevated plasma FGF-23 may induce
cardiovascular morbidity are largely unknown. In animal studies, high sympathetic
activity induces FGF-23 expression, which suggests that chronic heart failure with
consecutively increased sympathetic activity may induce, rather than follow, high

FGF-23 plasma levels.

As the clinical relevance of these findings has been unknown so far, we aimed to
investigate the influence of sympathetic activity on calcium phosphate regulation,

focussing on FGF-23, in a physiological stress model of physical activity.

Between March and November 2015, 15 male participants without cardiovascular
disease were recruited into the Fit@HOMe study. All participants underwent physical
examination, echocardiography, electrocardiogram at rest, and an exercise
electrocardiogram; additionally, a standardized questionnaire was completed by all
participants. A standardized bicycle ergometry was performed in order to define the
individual anaerobic threshold (IAT; according to the protocol suggested by
Stegmann via capillary blood analyses) and to determine the target heart rate. In
randomized order, all participants absolved an intensive bicycle ergometry with 90%
of the IAT (average load time of 60 min) and highly-intensive bicycle ergometry with
110% of the IAT (average load time of 38 £ 18 min), with an interval of seven days

between the first and the second test.

At four time points (before the ergometry and after 5 min, 90 min and 24 h)
C-terminal, intact FGF-23 and further calcium phosphate metabolism parameters

were measured.




The participants were 25 + 3 years of age, had a mean height and weight of 1.79 +
0.07 m and 79 £ 13 kg, respectively, and a mean eGFR of 110 + 17 ml/min/1.73 m2.
Two participants did not tolerate the workload of the intensive bicycle ergometry for
60 minutes; thus they were excluded from the corresponding analyses. Neither the
intensive, nor the highly-intensive bicycle ergometry induced a significant rise of
C-terminal (intensive load: pre median 79.6 [interquartile range (IQR) 64.9 — 92.4]
relative units (RU)/ml; 5 min post median 79.0 [IQR 62.3 — 103.2] RU/ml; 90 min post
median 74.9 [IQR 64.2 — 90.1] RU/ml; 24 h post median 75.2 [IQR 57.5 — 95.3]
RU/ml; p = 0.656; highly intensive load: pre median 71.2 [IQR 48.6 — 94.4] RU/mI; 5
min post median 71.2 [IQR 55.8 — 97.2] RU/ml; 90 min post median 75.9 [IQR 63.0 —
134.6] RU/ml; 24 h post median 64.6 [IQR 46.0 — 84.3] RU/ml; p = 0.184). Intact
FGF-23 did also not increase with either intensive (pre median 39.7 [IQR 34.1 — 50.9]
pg/ml; 5 min post median 40.5 [IQR 35.6 — 47.6] pg/ml; 90 min post median 42.1
[IQR 30.8 — 49.7] pg/ml; 24 h post median 43.7 [IQR 39.3 — 55.4] pg/ml; p = 0.635) or
highly-intensive (pre median 34.5 [IQR 29.0 — 42.1] pg/ml; 5 min post median 41.3
[IQR 31.0 — 48.8] pg/ml; 90 min post median 39.3 [IQR 33.0 — 50.1] pg/ml; 24 h post
median 39.3 [IQR 32.2 — 56.4] pg/ml; p = 0.135) workload. However, with intensive
(but admittedly not with highly-intensive) workload plasma phosphate increased
despite rising urinary fractional phosphate excretion.

Plasma calcium rose and fractional calcium excretion decreased during

highly-intensive, but not during the intensive load.

The results of our study are not in line with experimental data which suggested that
increased sympathetic activity raise plasma FGF-23 levels. As a next step,
alternative physiologic and pathophysiologic regulators of FGF-23 should be
identified. Subsequently, it has to be studied in how far therapeutic interventions that
target these regulatory factors will decrease plasma FGF-23. In a final step, it has to
be analyzed in how far such interventions that lower plasma FGF-23 will also exert

beneficial cardiovascular effects.




3 Einleitung

3.1 Hintergrund

Eine chronische Nierenerkrankung (,chronic kidney disease®, CKD) ist ein zentraler
kardiovaskularer Risikofaktor. So zeigen grof3e epidemiologische Studien in der
Allgemeinbevdlkerung und bei Patienten mit erhéhtem Risiko fur Herz- und
Kreislauferkrankungen, dass die kardiovaskulare Morbiditdt und Mortalitat mit
abnehmender Filtrationsleistung der Niere Uberproportional zunimmt [38, 42, 87,
127]. Eine eingeschrankte Nierenfunktion persistiert auch nach Korrektur fur
traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren als ein unabhangiger Pradiktor flr
kardiovaskulare Ereignisse [42, 84, 87, 127]. Die Pravalenz der CKD betragt in der
deutschen Allgemeinbevdlkerung bei 18 - 79 jahrigen Menschen 12,7 %; unter
Einbeziehung der Gesamtbevdlkerung wird eine Zahl von uber zehn Millionen

angenommen [41].

Der genaue pathophysiologische Zusammenhang zwischen einer
Nierenfunktionsstorung und der Entstehung und Progredienz kardiovaskularer
Erkrankungen ist noch unklar; vermutlich besteht eine multifaktorielle Pathogenese.
Neben traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren (arterielle Hypertonie,
Hyperlipiddmie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Alter, Geschlecht und familiare
Disposition) wird als wichtiger Faktor der dysfunktionale Knochen- und
Mineralstoffwechsel bei nierenkranken Menschen (,chronic kidney disease — mineral
and bone disorder’; CKD-MBD) diskutiert, der eine Hyperphosphatamie, eine
Hypovitaminose D3, einen sekundaren Hyperparathyreoidismus und eine Erhdéhung
des phosphaturischen Hormons Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23) umfasst [51,
124]. Letztere qilt als fruhester Marker der CKD-MBD; so geht bereits eine
geringgradige Einschrankung der Nierenfunktion — entsprechend einer geschatzten
glomerularen Filtrationsrate (,estimated glomerular filtration rate“; eGFR) von 45 - 60
ml/min/1,73 m2 — in klinischen Studien mit einer Erh6hung der Plasmaspiegel des
Hormons FGF-23 einher [33, 57, 61].




Eine weitere Verschlechterung der Nierenleistung mit Verlust von renalen
Tubuluszellen, die das Enzym 1a-Hydroxylase exprimieren, fihrt gemeinsam mit
einer direkt inhibitorischen Wirkung von FGF-23 auf dieses Enzym [78] zu einer
eingeschrankten Bildung von aktivem Vitamin Ds. Beides fihrt zu einer verminderten
intestinalen Calciumresorption [56]. Nachfolgend mindet der Ausfall des negativen
Feedbacks von aktivem Vitamin D3 und Calcium auf die Bildung von Parathormon

(PTH) in einen sekundéaren Hyperparathyreoidismus [46, 50].

Aufgrund der phosphaturischen Wirkung von FGF-23 und PTH verbleiben die
Phosphat-Plasmaspiegel trotz verminderter eGFR im Verlauf einer CKD lange im
physiologischen Bereich. Erst mit einem sehr ausgepragtem Abfall der eGFR kommt

es zu einem Anstieg der Phosphat-Plasmaspiegel [57, 68].

In rezenten epidemiologischen Arbeiten hat dieser kontinuierliche Anstieg von
FGF-23 bei chronisch nierenkranken Menschen Aufmerksamkeit erlangt. Eigentlich
sollte ein Anstieg von FGF-23 aufgrund seiner phosphaturischen Wirkung durch
Verhinderung einer Hyperphosphatamie bei geringgradiger und mittelgradiger CKD
vaskuloprotektiv sein, da er eine phosphatinduzierte Gefal3kalzifikation verhindern
musste [40]. Tatsachlich wurde in mehreren prospektiven Studien bei Patienten mit
verschiedenen Stadien einer CKD erhdhte und nicht verringerte Plasmaspiegel von
FGF-23 als unabhangige Pradiktoren von kardiovaskularen Ereignissen [61, 104,
110] und Mortalitat jedweder Genese erkannt [48, 61, 110].

3.2 Fibroblast Growth Factor 23

Das Proteohormon FGF-23 besteht aus 251 Aminosauren (AS) [131]. Es ist aus
einer Signalsequenz fir das endoplasmatische Retikulum (AS 1-24) und dem
physiologisch aktiven FGF-23 (AS 25-251) aufgebaut [131]. Innerhalb des
physiologisch aktiven FGF-23 besteht eine Cleavagesequenz, die eine Spaltung des
physiologisch aktiven, intakten FGF-23 in das N-terminale FGF-23 (AS 25-179) und
das C-terminale FGF-23 (AS 180-251) erlaubt, wobei die Funktion dieser Fragmente
weitgehend unklar ist [11, 12, 112].




Mit Hilfe seines obligatorischen Corezeptors Klotho entfaltet FGF-23 seine Wirkung
an der Niere und den Nebenschilddrisen Uber eine damit verbundene erhthte
Affinitat fur den FGF-Rezeptor-1 [121]. Als Folge fuhrt FGF-23 durch Hemmung des
Natrium-Phosphat-Cotransporters im proximalen Tubulus der Niere zu einer
Phosphaturie und zu einer verminderten Synthese von aktiven Vitamin D3 durch
Hemmung der 1a-Hydroxylase [98]. Des Weiteren wurde eine FGF-23 vermittelte
Suppression der PTH-Bildung in den Nebenschilddriisen berichtet [9].

Die Produktion von FGF-23 erfolgt beim Menschen vor allem durch Osteoblasten [86]
und Osteozyten [99, 100]; zusatzlich konnte eine geringe extraossare Bildung
nachgewiesen werden [22]. Diese Ergebnisse konnten in verschiedenen
Mausmodellen reproduziert werden [25, 73, 99, 131]. Die Halbwertszeit von FGF-23

betragt in vivo etwa 50 Minuten [69].

Die Expression vom FGF-23 wird multifaktoriell beeinflusst. Es wird postuliert, dass
eine orale Zufuhr von Phosphat zu einer gesteigerten Bildung von FGF-23 flhrt [49],
ohne dass die genauen zugrundeliegenden Signalkaskaden charakterisiert wurden.
So wurde bei einer intravendsen Phosphatgabe keine gesteigerte Bildung von
FGF-23 beobachtet [59], was einen zusatzlichen, noch nicht bekannten Mediator
vermuten lasst, der nach oraler Phosphataufnahme die ossare Bildung von FGF-23
stimuliert. Zudem fordert aktives Vitamin D3 die Expression von FGF-23 durch
Bindung an ein Vitamin-D-Response-Element im Promotor des FGF-23-Gens [73,
78]; konsekutiv wurden in klinischen Studien erhohte FGF-23-Plasmaspiegel bei

Gabe von Vitamin Dz-Analoga nachgewiesen [23, 114].

Als weiterer Einflussfaktor fir die Expression von FGF-23 gilt das PTH. Es wird eine
direkte Beeinflussung uber einen PTH-Rezeptor an den Osteozyten [99] als auch

eine indirekte Beeinflussung Uber den Calcium-Phosphat-Haushalt diskutiert [80].

Jedoch kann der exponentielle Anstieg von FGF-23 bei chronisch nierenkranken
Menschen nicht allein durch eine Freisetzung des Hormons durch klassische
Komponenten der CKD-MBD - Phosphatzufuhr, Vitamin D3 und PTH — erklart
werden. Vielmehr missen weitere Stimulatoren — maoglicherweise aul3erhalb der
klassischen CKD-MBD - zur FGF-23-Freisetzung beitragen [51].




In diesem Kontext werden die, bei der CKD auftretende, chronische Inflammation
und der ebenfalls bei der CKD auftretende Eisenmangel diskutiert [1, 3]. So fuhrt bei
nierengesunden Mausen ein entzindungsvermittelter Eisenmangel zu erhdhten
FGF-23-Plasmaspiegel [25]. Bei chronisch nierenkranken Mausen zeigt sich eine
Korrelation zwischen der Inflammation, der Expression und Bildung von intaktem
FGF-23 [25]. In einer klinischen Studie wurde bei Frauen mit einer
Eisenmangelanamie erhohte C-terminale FGF-23-Plasmaspiegel beobachtet;
gleichwohl wiesen diese Frauen — vermutlich aufgrund beschleunigter intrazellularer
Spaltung von intakten FGF-23 zu N-terminalen und C-terminalen FGF-23 — ein
normales, intaktes (physiologisch aktives) FGF-23 und konsekutiv eine
Normophosphatamie auf. Nach Eisensubstitution normalisierten sich die

C-terminalen FGF-23-Plasmaspiegel wieder [128].

Allerdings weisen auch chronisch nierenkranke Menschen ohne manifesten
Eisenmangel und ohne systemische Inflammation deutlich erh6hte FGF-23-
Plasmaspiegel auf, so dass zusatzliche Induktoren zum Anstieg von FGF-23
beitragen (unveroffentlichte Daten der Cardiovascular and Renal Outcome in CKD 2
— 4 Patients — The Fourth Homburg evaluation (CARE-FOR-HOMe) Kohorte).

Als weitere Ausltser der FGF-23 Freisetzung bei chronisch nierenkranken Menschen
werden in rezenten Publikationen Katecholamine diskutiert. Eine erhohte
Sympathikusaktivitat ist ein weiterer Effekt einer CKD [26, 44, 137], der mit einer
erhohten kardiovaskularen Morbiditdt und Mortalitdt assoziiert wird [137]. Zudem
fordert der  Sympathikus im  Tierexperiment die FGF-23  Bildung
nahrungszeitenabhangig in einem circadianen Rhythmus [64]; so fihrt ein
B2-Sympathomimetikum (Isoproterenol) [64] und eine prasumtive
Sympathikusaktivierung im Rahmen einer Anasthesie [45] zu einem erhdhten FGF-
23.
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3.3 Fragestellung

Obgleich experimentell ein Zusammenhang zwischen einer pathologischen
Sympathikusaktivitdt und der Freisetzung von FGF-23 gezeigt wurde [64], ist die

klinische Relevanz dieser Befunde noch unklar.

Daher soll in dieser Promotionsarbeit die Bedeutung eines physiologischen
Stressmodels mit akuter Sympathikusaktivierung auf die FGF-23-Plasmaspiegel und

den Calcium-Phosphat-Haushalt untersucht werden.

Mit dieser Arbeit méchten wir die Hypothese Uberpriifen, dass eine physiologische
Sympathikusstimulation — Form einer definierten sportlichen Aktivitdt - zu einer
Zunahme des FGF-23 und konsekutiv zu einer vermehrten renalen

Phosphatexkretion fhrt.

Die Uberprifung dieser Hypothese soll zu einem besseren Verstandnis der
Regulation der FGF-23-Expression ermdglichen, das zur Entwicklung neuer
Therapiestrategien benétigt wird. So kdnnten mdglicherweise durch Modifikationen
von FGF-23 kardioprotektive Effekte erzielt werden.

11



4 Material und Methoden

4.1 Studiendesign und -population

In die Fit@HOMe Studie wurden im Zeitraum von Marz 2015 bis November 2015 15
mannliche Probanden ohne kardiovaskulare Erkrankungen eingeschlossen. Bei der
vorliegenden, prospektiven Studie handelt es sich um eine monozentrische
Cross-Over Studie zur Uberprifung des Einflusses einer akuten korperlichen Aktivitat

auf die Plasmaspiegel des phosphaturischen Hormons FGF-23.

Bei allen Probanden erfolgte eine standardisierte Fahrradergometrie (FE) im Institut
fur Sport- und Praventivmedizin der Universitat des Saarlandes in Saarbricken.
Hierbei wurde die individuelle anaerobe Schwelle (IAS) nach Stegmann [115]
bestimmt, welche die Berechnung von herzfrequenzorientierten Belastungsstufen
(intensiv / hochintensive Belastung) fur die nachfolgenden Fahrradergometrien in der
Klinik fur Innere Medizin IV — Nieren- und Hochdruckkrankheiten - des

Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg ermdglichte.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Saarlandischen Arztekammer
genehmigt. Die Probanden haben eine schriftiche Einverstandniserklarung

unterschrieben.
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4.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

e Manner im Alter von 18 - 35 Jahre

e Einwilligung in Teilnahme an der Studie nach ausfuhrlicher Aufklarung

e Regelmalige korperliche Aktivitat in den letzten sechs Wochen (mindestens
durchschnittlich 30 min pro Woche)

Ausschlusskriterien

e Weibliches Geschlecht

e Pravalente kardiovaskulare Erkrankung

e Pravalente nephrologische Erkrankung

e Pravalenter Diabetes mellitus

e Pravalente hamatologische / onkologische Erkrankung

e Schwere neurologische oder orthopadische Komorbiditaten

e Akuter Infekt in den letzten vierzehn Tagen

4.3 Bestimmung der individuellen anaeroben Schwelle

Alle Probanden wurden im Institut fir Sport- und Praventivmedizin untersucht.
Zunachst wurde durch Erhebung einer internistisch-sportmedizinischen Anamnese,
in der Vorerkrankungen, Kkardiovaskuldre Ereignisse des Probanden, die
Familienanamnese, die wdchentliche korperliche Aktivitdt und die etwaige Einnahme
von Medikamenten erfasst. Im Anschluss wurde eine kdrperliche Untersuchung, eine
transthorakale Echokardiographie und ein Ruhe-Elektrokardiogramm (EKG)
durchgeftihrt, um das Vorliegen kardialer Erkrankungen auszuschlielen. Das
Korpergewicht und die Korpergrof3e wurden mit einer Sdulenwaage mit integriertem
Messstab (Modell M304040-01, ADE Schnellwagen- und Aufschnittmaschinen-Fabrik
Walter R. Mayer GmbH & Co., Hamburg, Deutschland) und der arterielle Blutdruck

mit einem manuellen Sphygmomanometer gemessen.
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Die FE fand mit einem drehzahlunabhéngigen Fahrradergometer der Firma Lode
(Excalibur Supersport, Groningen, Niederlande) statt. Fur die Uberwachung der
Herzfrequenz wéahrend der Belastung diente ein 12-Kanal-EKG-Monitoring. Jede FE
startete auf der 50 Watt-Stufe, wobei alle drei Minuten eine Belastungssteigerung um
weitere 50 Watt erfolgte. Pro Stufe musste der Proband zwischen 60 bis 80

Umdrehungen pro Minute erreichen.

Zur Dokumentation und zur Uberwachung wurde wahrend jeder Belastungsstufe der

arterielle Blutdruck gemessen und ein EKG abgeleitet und ausgedruckt.

Die Ergometrie wurde bei individueller Erschopfung oder bei Auftreten eines
Abbruchkriteriums nach MalRgabe der Leitlinie zur Ergometrie der Deutschen

Gesellschaft fur Kardiologie — Herz- und Kreislaufforschung abgebrochen [119].

Kapillare Blutentnahmen erfolgten am mit Finalgon hyperamisierten Ohrlappchen der
Probanden vor der Belastung in Ruhe, am Ende jeder Belastungsstufe, zum
Zeitpunkt des Abbruchs der Belastung, eine Minute, drei Minuten, funf Minuten,
sieben Minuten und zehn Minuten nach der Belastung. In diesen Blutproben wurde
enzymatisch-amperometrisch (SuperGL, Rolf Greiner Biochemica GmbH, Flacht,

Deutschland) die Laktatkonzentration bestimmt.

Aus den Messergebnissen wurde eine Laktat-Leistungskurve erstellt. Die Ermittlung
der IAS erfolgte mit dem Schwellenmodell nach Stegmann & Kindermann (1981), das
die IAS als Zeitpunkt definiert, an dem ein Gleichgewicht zwischen der maximalen

Eliminationsrate und der Diffusionsrate des Laktats besteht [115].

Nach Bestimmung der IAS wurden die Zielherzfrequenzen fur die zwei
Fahrradergometrien festgelegt. Die Zielherzfrequenz  fir die intensive
fahrradergometrische Dauerbelastung lag bei 90 % der IAS (Belastungsdauer: 60
min), die Zielherzfrequenz fir die hochintensive FE lag bei 110 % der IAS

(Belastungsdauer: bis zur kérperlichen Erschopfung, maximal 60 min).
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4.4 Prozedere vor den Fahrradergometrien

Im Abstand von einer Woche wurden die zwei Fahrradergometrien in randomisierter
Reihenfolge durchgefiihrt (siehe Abbildung 1). Auf Grund der zirkadianen Rhythmik
der Phosphatregulation [60, 66] wurden die beiden Fahrradergometrien zwischen
13:30 und 17:00 Uhr gestartet.

11 LI | 11 I LI | L}
Sportkarenz Sportkarenz
Diatplan 1200 mg P/ Tag Diatplan 1200mg P/ Tag
Bestimmung
derlAS §4—h_ | 24-h
- amme BE1'BE2 BE3 BE 4 sammel| | BE1" BE2 BE3 BE 4
(Saarbriicken) urin Ul U2 U3 U4 urin Ut uz U3 U4
| |
Max. 3 Monate mUin ms;n rﬁﬁ] 5‘2.;: mUin ms;n rﬁlnn 5‘2.;:1
vor post post post post post post
Studien-
ergometrie Tag || Tag Tag Tag || Tag Tag
1 2 Tag 3 4 8 9 Tag 10 11

Abbildung 1: Planungsskizze der Studie

IAS: Individuelle anaerobe Schwelle; 1200 mg P/Tag: 1200 mg Phosphor pro Tag;
BE: Blutentnahme, U: Urinentnahme; min: Minuten; post: Zeit nach der

Fahrradergometrie
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Zwei Tage vor der FE und einen Tag nach der FE mussten die Probanden eine
Sportkarenz und eine Phosphatdiat einhalten. Die Sportkarenz wurde angeordnet,
um eine Einflussnahme von korperlicher Aktivitat auf3erhalb der FE auf die
Studienergebnisse zu verhindern. Das Ziel der Phosphatdiat war maximal 1200 mg
Phosphor mit der Erndhrung aufzunehmen, um einen Einfluss einer Uberhdhten
Phosphorzufuhr auf FGF-23 zu verhindern. Phosphor (P) ist ein Mineralstoff, der in
Form von Phosphationen (PO,*) oral aufgenommen und dessen Gehalt im Blut
dementsprechend mit dem Phosphat im Plasma angegeben wird. Alle Probanden
wurden angewiesen, auf Nahrungsmittel mit hohem Phosphorgehalt zu verzichten;
dies sollten sie in einem Ernédhrungstagebuch dokumentieren. Die laborchemische
Kontrolle erfolgte im 24-h Sammelurin, in dem etwa 800 mg Phosphor bei einer
taglich aufgenommenen Menge von 1200 mg Phosphor ausgeschieden werden
sollten [53].

Am Tag vor den Fahrradergometrien sammelten die Probanden lber 24 Stunden
ihren Urin zur Bestimmung der Calcium-, Phosphor-, Kreatinin- und
Harnstoffausscheidung. Uber die korrekte Vorgehensweise zur Gewinnung des

Sammelurins wurden alle Probanden mundlich und schriftlich aufgeklart.

Vor jeder Belastung wurden mittels Kkurzer Anamnese eine relevante

Infektionserkrankung und sonstige akute Erkrankungen ausgeschlossen.
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Der Zeitpunkt des Eintreffens des Probanden wurde notiert. Nach Anlegen der
Sportkleidung wurde die KorpergroRe mit dem wandfesten Messstab (Modell SECA
216, Seca Deutschland, Hamburg, Deutschland) und das Korpergewicht (SECA
Modell 920, Seca Deutschland) des leicht bekleideten, barfiRigen Probanden
gemessen. Der Body-Mass-Index (BMI) wurde aus Kérpergewicht und Korpergrolie
(Korpergewicht [kg] / Korpergro3e [m]?) berechnet. Eine Ruheblutdruckmessung und
die Ruheblutentnahme erfolgten nach funfminutiger Ruhe im Sitzen. Die
Blutdruckmessung (Dinamap V100, Anandic Medical Systems, Feuerthalen,
Schweiz) wurde an beiden Armen durchgefihrt, zusatzlich wurde die Herzfrequenz
notiert. Anschlielend erfolgte die ventse Ruheblutentnahme. Die Lagerung der
Blutproben fur die Bestimmung der Elektrolyte und des Kreatinins erfolgten bei
Raumtemperatur; das Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Réhrchen fur die

spatere Bestimmung von FGF-23 wurde direkt auf Eis gelagert.

Nachfolgend gab der Proband eine Spontanurinprobe ab. Eine Ubersicht der

gewonnen Patientenproben ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die gewonnen Patientproben

Zeitpunkt Rohrchen Bestimmung
BE 1-8 4,7 ml Lithium-Heparin Calcium; Phosphat; Kreatinin
Cystatin C (nur BE1)
9 ml EDTA FGF-23 Bestimmung
Asservierung von Plasmaproben
9 ml Serum Asservierung von Serumproben
2,7 ml EDTA Monozytenfarbung
BE 1 4.7 ml Serum 1,25-Dihydroxycholecalciferol;
Parathormon
2,7 ml EDTA Kleines Blutbild
U 1-8 9 ml Urin Calcium; Phosphat; Kreatinin
Asservierung von Urinproben
U1 und U5 9 ml Sammelurin Calcium; Phosphat; Harnstoff;
Kreatinin

Asservierung von Urinproben

BE: Blutentnahme; U: Urinentnahme; FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23.
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4.5 Durchfihrung der Fahrradergometrien

Zu Beginn der FE sollte der Proband in einer individuellen Aufwarmphase seine
Zielherzfrequenz erreichen. Es wurde dokumentiert, wenn die Aufwarmphase langer
als funf Minuten dauerte. Die Belastungsstufe in Watt wurde durch den Probanden

individuell gewahlt und angepasst.

Nach Erreichen des Zielherzfrequenzbereichs begann die eigentliche
Belastungsphase. Als Aktivitatsdauer wurden bei der Belastungsintensitat von 90 %
der IAS 60 Minuten vorgegeben. Bei 110 % der IAS erfolgte die Belastung bis zur
individuellen Erschopfung, maximal jedoch 60 Minuten. Die kapillaren Blutentnahmen
zur Laktatbestimmung vor der FE und unmittelbar nach Belastungsabbruch wurden
am hyperamisierten Ohrlappchen durchgefihrt und mit dem Blutgasanalysator
ABL90 FLEX (Radiometer Medical ApS, Kopenhagen, Déanemark) gemessen. Der
Erschopfungsgrund wurde notiert. Flussigkeitszufuhr wahrend der Belastung war

erlaubt; die Trinkmenge wurde dokumentiert.

Im Anschluss an die Belastung erfolgten Blutentnahmen nach finf Minuten, nach 90-
minttigem Sitzen und 24 Stunden spater, erneut nach funfminutiger Ruhe Phase im
Sitze (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Untersuchungen wahrend des Studienablaufs

Zeit Kiirzel | Blut- und Urinenthnahme | weitere Untersuchungen

vor der ZP0 BE 1/BE5undU 1/U 5 Gewicht und Grolie
Studienergometrie

Fragebogen

Ruheblutdruckmessung

Laktatentnahme
nach der ZP1 BE 2/BE6 und U 2/U 6 Laktatentnahme
Studienergometrie
90 Minuten nach ZP2 BE 3/BE7 und U 3/U 7 keine
der
Studienergometrie

ZP3 |BE4/BE8undU4/U8 keine

ZP: Zeitpunkt; BE: Blutenthnahme; U: Urinentnahme.

18



4.6 Uberwachung der Herzfrequenz

Die Herzfrequenzbestimmung erfolgte bei den ersten Probanden mittels 12-Kanal
EKG-Monitoring. Da die Elektroden beim schwitzenden Probanden nicht zuverlassig
hielten und die EKG-Kabel fur Bewegungsartefakte trotz Befestigung der
Extremitatenelektroden am Riicken anféllig waren, wurde ab dem vierten Probanden
zu einer Pulsuhr-getriggerten Uberwachung gewechselt. Dafiir wurde ein EKG-Gurt
(Beurer GmbH, Ulm, Deutschland) unterhalb der Brust platziert, der die Herzfrequenz
an die Pulsuhr PM25 (Beurer GmbH) weiterleitete; diese gab einen akustischen

Alarm, wenn die Zielherzfrequenz unter- oder tberschritten wurde.

4.7 Probengewinnung und -archivierung

Im Labor (Innere Medizin IV - Nieren- und Hochdruckkrankheiten, Homburg,
Deutschland) wurde das 9-mIl-EDTA-ROhrchen und das 4,7-ml-Serum-Rdhrchen bei
4000 Umdrehungen pro Minute sieben Minuten lang zentrifugiert. Mit der
Spontanurinprobe wurde ein 9-ml-Urin-Rdéhrchen beflllt. Plasma-, Serum-, und
Urinproben wurden unmittelbar nachfolgend eingefroren und bei -80 °C gelagert.
Zudem wurde eine 100-pl-Vollblutprobe aus dem 2,7-mI-EDTA-R6hrchen und 9 ml

der Sammelurinprobe bei -80 °C fir spatere Analysen eingefroren und gelagert.

Die Bestimmung der Blut- und Urinwerte — mit Ausnahme von FGF-23 — erfolgte
nach den Standardmethoden im Zentrallabor des Universitatsklinikum des
Saarlandes [135].
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4.8 Bestimmung von Fibroblast Growth Factor 23

Kommerziell verfigbare Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISAS) messen
den Plasmaspiegel von FGF-23 mittels zwei Strategien, um die unterschiedlichen

Epitope des FGF-23 zu erkennen.

Der humane intakte FGF-23 Assay der zweiten Generation (Immunotopics, San
Clemente, CA, USA; unterer Grenzwert 1,5 pg/ml, oberer Grenzwert 2230 pg/ml, alle
Proben wurden unverdiinnt gemessen) misst nur das physiologisch aktive FGF-23
unter Einsatz von zwei spezifischen Antikorpern, von denen der eine Antikdrper ein
Epitop am N-terminalen Segment und der andere Antikdrper ein Epitop am
C-terminalen Segment bindet. Somit kann dieser Test nur das intakte FGF-23
bestimmen, das sowohl aus einem N-terminalen als auch aus einem C-terminalen
Segment besteht (siehe Abbildung 2).

Der humane C-terminale FGF-23 Assay der zweiten Generation (Immunotopics;
unterer Grenzwert 1,5 relative Einheiten (,relative units®, RU)/ml, oberer Grenzwert
1380 RU/ml, alle Proben wurden unverdinnt gemessen) misst neben intakten
FGF-23 auch abgespaltene C-terminale FGF-23-Segmente, da dessen spezifische
Antikdrper nur Epitope am C-terminalen FGF-23-Segment binden (siehe Abbildung
2).

Die Konzentration von FGF-23 wurde durch photometrische Messung mit dem
Photometer Sunrise™ (Tecan Group Ltd., M&nnedorf, Schweiz) bestimmt.
Schlussendlich wurde eine Auswertung der Messergebnisse mit der Software

Megellan™ durchgefiihrt (Tecan Group Ltd.).
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Humaner intakter FGF-23 Assay

Humaner C-terminale FGF-23 Assay

Keine Reaktion -
C-terminales Segment

| C-terminales Segment

PN

C-terminales Segment

PANIAN

C-terminales Segment

Nur bei Bindung der Antikorper an die zwei

verbundenen Segmente des FGF-23 kommt es zu

Bei Bindung der Antikorper an das C-terminale

Segment des FGF-23 kommt es zu einer

einer messbaren Reaktion messbaren Reaktion

Abbildung 2: Vereinfachte graphische Gegenuberstellung der Messmethoden der
Assays fur FGF-23

Die halben Rahmen sind die Epitope der jeweiligen Assays; der Blitz zeigt die jeweils
messbare Form des FGF-23 an. FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23.

4.9 Berechnung der fraktionellen Calcium- und
Phosphatausscheidung

Zur Bestimmung der fraktionellen Calcium- und Phosphatausscheidung wurden im

Plasma bzw. im Urin die Kreatinin-, Calcium- und Phosphatkonzentrationen

gemessen und mit Hilfe der folgenden Formeln berechnet:

Fraktionelle Calciumausscheidung = (Urin Calcium * Plasma Kreatinin) / (Plasma

Calcium * Urin Kreatinin) * 100

Fraktionelle Phosphatausscheidung = (Urin Phosphat * Plasma Kreatinin) / (Plasma
Phosphat * Urin Kreatinin) * 100
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4.10 Kalkulierung der Sauerstoffaufnanme

Die absolute maximale Sauerstoffaufnahme (VO,max) wurde mit folgender Formel
[117] kalkuliert:

VO,;max = 700 + 11 * Watt der maximalen Leistung

Far die relative VO,max wird die absolute VO,max durch das Korpergewicht dividiert.

4.11 Statistik

Die elektronische Datenerfassung erfolgte mit Microsoft @ Excel. Danach wurden die
Daten zur statistischen Auswertung in die Statistik Software SPSS 20 Ubertragen.
Graphische Abbildungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 6.04 erstellt.

Kategoriale Werte sind als Anzahl (Prozentwert) angegeben, stetige Werte als
Mittelwert + Standardabweichung und nicht-parametrische Werte sind mit Median
(Interquartilsrange) angegeben. Intragruppenanalysen wurden mittels abhangigen-t-
Test und Intergruppenanalysen wurden mittels Zweistichproben-t-test betrachtet. Fir
Analysen von mehreren abhéngigen Stichproben im zeitlichen Verlauf wurde die
einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung bei Nominalverteilung mit dem
Intra-Subjekt-Faktor Zeit (ZPO, ZP1, ZP2 und ZP3) und dem Inter-Subjekt-Faktor
Belastungsintensitat (Herzfrequenz bei 90 % der IAS oder Herzfrequenz bei 110%

der IAS) verwendet. Als Post-hoc Test wurde der Tukey Test gewahilt.

Bei fehlender Nominalverteilung wurde fir die Untersuchung von drei oder mehr

gepaarten Stichproben der Friedman-Test verwendet.

Statistische Signifikanz wurde akzeptiert bei p < 0,05.
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5 Ergebnisse

5.1 Baseline-Charakteristika

17 mannliche Freiwillige absolvierten die standardisierte FE im Institut fur Sport- und
Praventivmedizin der Universitat des Saarlandes in Saarbricken, nachfolgend
wurden ein Proband mit pathologischem Befund (ventrikulare Salven) und ein
weiterer Proband aufgrund fehlender korperliche Fitness ausgeschlossen. Somit
wurden 15 mannliche Freizeitsportler mit einem Alter von 25 + 3 Jahren in die

Fit@HOMe Studie eingeschlossen (weitere Baselinecharakteristika siehe Tabelle 3).

Die relative VO,max lag bei 47 £+ 8 mil/kg Kodrpergewicht/min und die
gewichtsbezogene maximale fahrradergometrische Leistung im Stufentest bei 3,4 +
0,7 W/kg Korpergewicht. Nach Bestimmung der IAS mit dem Schwellenmodell nach
Stegmann [115] errechnete sich eine durchschnittliche Herzfrequenz bei 90% der
IAS von 146 + 12 und bei 110% der IAS von 165 + 11 Schlage pro Minute (p <
0,001). Es wurde zweimalig ein 24-Stunden-Sammelurin (vor der intensiven und
hochintensiven FE) durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4

Zusam mengefasst.

Tabelle 4. Sammelurinwerte vor beiden Fahrradergometrien

Vor intensiver Vor hochintensiver  p - Werte

Fahrradergometrie ~ Fahrradergometrie

(n=13) (n =15)
Calcium (mmol/24h) 3,9+1,6 32+17 0,182
Phosphat (mg/24 h) 1013 + 242 1002 + 244 0,608
Kreatinin (mg/24 h) 1792 + 444 1651 + 307 0,410
Harnstoff (mg/24 h) 23968 + 8966 23074 + 6316 0,641

Angegeben sind Mittelwerte £+ Standardabweichung. Zwei Probanden erreichten bei
der intensiven Fahrradergometrie nicht die Zielvorgabe und wurden somit
ausgeschlossen. Es wurde der t-Test fur ungepaarte Stichproben angewendet. Die

Urinparameter wurden Uber 24 Stunden gesammelt und quantitativ bestimmt.
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Tabelle 3: Baselinecharakteristika

Alter (Jahre) 25+3
GrofRe (m) 1,79 £0,07
Gewicht (kg) 79+13
BMI (kg/m?) 25+ 3
Blutdruck systolisch (mmHg) 126 £ 14
Blutdruck diastolisch (mmHg) 73+12
HF in Ruhe 71+£12
Raucher (%) 1(6,7)
Asthma bronchiale (%) 1(6,7)
Sportliche Betatigung pro Woche (n) 2+1
(mindestens 30 min)
Belastung an der IAS (Watt) 161 + 35
Absolute VO,max 3621 +571
(ml/min)
Relative VO,max (ml/kg 47 + 8
Kdrpergewicht/min)
Hamoglobin (g/dl) 14,6 £ 0,6
Vitamin D3 (ng/l) 21,394
Parathormon, intakt (pg/ml) 40,6 £+ 11,8
eGFR (ml/min/1,73 m?) 110 £ 17
Cystatin C GFR (ml/min/1,73 m?) 115+ 11

Angegeben sind Anzahl (Prozentwert) bzw. Mittelwerte + Standardabweichung. BMI:
Body-Mass-Index; HF: Herzfrequenz; IAS: Individuelle anaerobe Schwelle; VO,max:

maximale Sauerstoffaufnahme; eGFR: estimated (geschatzte) glomerulare
Filtrationsrate; min: Minuten.

24



5.2 Intensive Fahrradergometrie

5.2.1 Grunddaten

Fur die intensive FE wurde eine mittlere Zielherzfrequenz von 146 + 12 Schlagen pro
Minute ermittelt. Die Ergometrieparameter sind in Tabelle 5 dargestellt. Die
angestrebte 60-mindtige Belastung konnte von 13 Probanden absolviert werden;
zwei Probanden brachen vorzeitig (20 min und 30 min nach Belastungsbeginn)
wegen Schmerzen in den Beinen ab. Als Folge wurden diese zwei Probanden bei
den nachfolgenden Analysen nicht berlcksichtigt, da sie nicht die Vorgabe

(Belastungszeitraum: 60 min) erreichten.

In Abbildung 3 ist der individuelle Verlauf des kapillaren Laktats skizziert. Bei einem
Probanden konnte aufgrund eines Aspirationsfehlers des ABL90 FLEX
Blutgasanalysators kein Laktat nach der FE bestimmt werden; infolgedessen wurde
er bei der Untersuchung der Laktatwerte nicht bericksichtigt. Alle Probanden
befanden sich vor und nach der FE unterhalb der IAS, somit im aeroben Bereich.
Insgesamt wies der mittlere Laktatwert eine Tendenz zur Zunahme (p = 0,061) von
1,09 + 0,38 mmol/l auf 1,66 + 0,67 mmol/l auf.

Tabelle 5: Ergometrieparameter der intensiven Fahrradergometrie

HF bei 90% der IAS (Schlage/min) 146 £ 12 (n = 13)
Laktat vor der Fahrradergometrie 1,09 +0,38 (h=12)
(mmol/l)

Belastungszeitraum (min) 60 (n = 13)
Fahrradergometrieabbruch kein Abbruch (n=13)

Abbruchgrund Beinschmerzen (n=2)

Laktat nach der Fahrradergometrie 1,66 0,67 (n=12)

(mmol/l)

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. HF: Herzfrequenz; IAS:

individuelle anaerobe Schwelle

25



w
1

Laktat (mmol/l)
- N

/

0 | |
ZPO ZP1

M esszeitpunkt

Abbildung 3: Individueller Verlauf des kapillaren Laktats vor (ZP0) und nach (ZP1)
der Fahrradergometrie

ZP: Zeitpunkt.

5.2.2 Effekt der intensiven Fahrradergometrie auf den

Calcium-Phosphat-Haushalt

Es wurden bei allen Probanden zum ZPO (vor der FE), ZP1 (5 min nach der FE), ZP2
(90 min nach der FE) und ZP3 (24 h nach der FE) die Calcium-, Phosphat- und

Kreatininkonzentrationen im Plasma und Urin untersucht.

Wie in Tabelle 6 dargestellt, stieg der Phosphat-Plasmaspiegel bei erhdhter
fraktioneller Phosphatausscheidung an. Die Calcium-Plasmakonzentration blieb

konstant bei Abnahme der fraktionellen Calciumausscheidung.

Die Abbildungen 4 a-c zeigen die individuellen Verlaufe der Plasma- und
Urinkonzentrationen von Phosphat und der fraktionellen Phosphatausscheidung bei
der intensiven Belastung.
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Tabelle 6: Veranderungen des Calcium-Phosphat-Haushalts bei der intensiven Belastung

ZP0 ZP1 ZP2 ZP3 p
Plasma Calcium 2,35 2,39 2,38 2,35 0,356
(mmol/l) + 0,08 + 0,04 + 0,06 + 0,05
Phosphat 3,72% 4,27 *3 %372 3,75 3,66 %2 < 0,001
(mg/dl) + 0,60 + 0,80 + 0,65 +0,57
Kreatinin 0,96 3 1,02 * & 0,96 ° 0,96 0,125
(mg/dl) +0,17 +0,16 +0,13 +0,07
Urin Calcium 2,92 %2 1,70 *2 1,95 2,39 0,122
(mmol/) +1,70 +1,33 + 1,59 +2,05
Phosphat 64 ° 121 +* 91 633 0,007
(mmol/l) + 32 + 68 +55 + 43
Kreatinin 163 220" 157 1278 0,004
(mg/dl) + 62 +137 +91 +79
FePi 11% 14 15 * 13 0,007
(%) +5 +4 +4 +5
FeCi 0,78 %2 0,37 *2 473 0,51 %" 0,82 %¢ < 0,001
(%) + 0,47 + 0,25 + 0,36 +0,37

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. Der Vergleich der vier Studienzeitpunkte erfolgte mittels der einfaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholung und nachfolgendem post-hoc Tukey-Test (*: p < 0,05 ggii ZPO; °: p < 0,05 ggii. ZP 1; * p < 0,05
ggll. ZP2; *p < 0,05 ggil. ZP3. Die Anzahl der Symbole weist auf das Signifikanzniveau hin (z. B. *: p < 0.05; *2 p < 0.01; *3: p < 0,001).
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Abbildungen 4 a-c: Individuelle Verlaufe der (a) Phosphat-Plasmakonzentrationen,
(b) der Phosphat-Urinkonzentrationen und (c) der fraktionellen

Phosphatausscheidung

ZPO: vor der Fahrradergometrie; ZP1: 5 min nach der Fahrradergometrie; ZP2: 90
min nach der Fahrradergometrie; ZP3: 24 h nach der Fahrradergometrie; FePi:

Fraktionelle Phosphatausscheidung.
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5.2.3 Effekt der intensiven Fahrradergometrie auf den
Fibroblast Growth Factor 23

Die FE bei 90 % der Zielherzfrequenz fuhrte zu einem diskreten Anstieg von intakten

FGF-23 bzw. zu einem diskreten Abfall von C-terminalem FGF-23 im Plasma. Die

Unterschieden waren aber nicht signifikant (siehe Tabelle 7)

In den Abbildungen 5 a und b ist der zeitliche Verlauf der Plasmaspiegel der beiden

Formen von FGF-23 bei der intensiven Belastung dargestellt.

Tabelle 7: Zeitlicher Verlauf der FGF-23-Plasmaspiegel

ZPO ZP1

Intaktes 39,7 40,5
FGF-23 (34,1- (35,6 —

(pg/ml) 50,9) 47,6)

C-Terminales 79,6 79,0
FGF-23 (64,9 — (62,3 -
(RU/mI) 92,4) 103,2)

Angegeben sind aufgrund der fehlenden

Normalverteilung

(Interquartilsabstand). Die statistische Analyse erfolgte mit dem Friedman-Test.

FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23.
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Abbildungen 5 a-b: Zeitlicher Verlauf der Plasmaspiegel von (a) intaktem FGF-23
und (b) C-terminalem FGF-23 bei der intensiven Fahrradergometrie

Angegeben sind der Median mit Interquartilsabstand und 10.-90. Perzentile.
Abkirzungen vgl. Abbildung 3. FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23
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5.3 Hochintensive Fahrradergometrie

5.31 Grunddaten

Fur die hochintensive FE wurde eine Zielherzfrequenz von im Durchschnitt 165 + 11
Schlagen pro Minute bestimmt. Die Ergometrieparameter sind in Tabelle 8
dargestellt. Die hochintensive FE brachen 11 Probanden vorzeitig (mittlere
Belastungsdauer: 30 £ 13 min) wegen Beinschmerzen oder Muskelerschépfung ab,

wobei vier Probanden die maximale 60-minitige Belastung absolvierten.

In Abbildung 6 ist der individuelle Verlauf des kapillaren Laktats skizziert. Nach der
hochintensiven Belastung waren acht Probanden im anaeroben (Laktatwerte
oberhalb der IAS von 4 mmol/l) und sieben Probanden im aeroben (Laktatwerte
unterhalb der IAS von 4 mmol/l) Bereich. Insgesamt stieg der mittlere Laktatwert von
1,12 + 0,51 mmol/l auf 4,95 + 2,84 mmol/l an.

Tabelle 8: Ergometrieparameter der hochintensiven Fahrradergometrie

HF bei 110% der IAS (Schlage/min) 165+ 11

Laktat vor der Fahrradergometrie 1,12 +£0,51
(mmol/l)

Belastungszeitraum (min) 38+18
Fahrradergometrieabbruch kein Abbruch (n=4)

Abbruchgrund Beinschmerzen (n=7)

Abbruchgrund Muskelerschépfung (n=4)

Laktat nach der Fahrradergometrie 4,95 * 2,84
(mmol/l)

Angegeben sind Mittelwerte * Standardabweichung. HF: Herzfrequenz; IAS:
individuelle anaerobe Schwelle
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Abbildung 6: Individueller Verlauf des kapillaren Laktats vor (ZPO) und nach (ZP1)

der Fahrradergometrie

ZP: Zeitpunkt, IAS: Individuelle anaerobe Schwelle.

5.3.2 Effekt der hochintensiven Fahrradergometrie auf den

Calcium-Phosphat-Haushalt

Die hochintensive Fahrradergometrie fuhrte zu einem hochsignifikanten Anstieg der
Calcium-Plasmaspiegel mit Abnahme der fraktionellen Calciumausscheidung bei der
hochintensiven Belastung beobachtet. Gleichzeitig stieg die Phosphat-
Plasmakonzentration durch die hochintensive Belastung bei erhéhter
Phosphatausscheidung und konstanter fraktioneller Phosphatausscheidung

hochsignifikant an.

Die Abbildungen 7 a-c zeigen die individuellen Verlaufe der Plasma- und
Urinkonzentrationen von Phosphat und der fraktionellen Phosphatausscheidung bei

der hochintensiven Belastung.
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Tabelle 9: Veranderungen des Calcium-Phosphat-Haushalts bei der hochintensiven Belastung

ZP0 ZP1 ZP2 ZP3 p
Plasma  Calcium 2,34 2,38 & 2,33 % 2,32 0,008
(mmol/l) +0,10 +0,10 +0,11 +0,07
Phosphat 3,37 % 4,03 *3 %372 3,47 %3 3,44 %2 < 0,001
(mg/dl) + 0,58 +0,74 +0,75 +0,58
Kreatinin 0,95 33 1,11 %383 0,98 33 0,97 0,006
(mg/dl) +0,14 +0,14 +0,13 +0,19
Urin Calcium 2,47 %2 1,91 1,563 %2 % 2,95 % 0,028
(mmol/l) +1,63 +1,31 +1,12 +1,84
Phosphat 48 2 91 *2 2 757" 53 %2 & < 0,001
(mmol/l) + 33 +43 +50 + 39
Kreatinin 133 %2 217 *2 182 %2 121 %2 0,001
(mg/dl) + 85 +104 +138 +77
Analyse FePi 11 13 14 13 0,346
(%) +4 +4 +5 +6
FeCi 0,82 2 %272 0,38 *2 73 0,36 *2 73 1,16 *2 33 %3 < 0,001
(%) + 0,35 +0,24 +0,25 + 0,49

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. Der Vergleich der vier Studienzeitpunkte erfolgte mittels der einfaktoriellen

Varianzanalyse mit Messwiederholung und nachfolgendem post-hoc Tukey Test (*: p < 0,05 ggii ZPO; %: p < 0,05 ggii. ZP 1; * p < 0,05
ggll. ZP2; *p < 0,05 ggil. ZP3. Die Anzahl der Symbole weist auf das Signifikanzniveau hin (z. B. *: p < 0.05; *2 p < 0.01; *3: p < 0,001).
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Abbildungen 7 a-c: Individuelle Verlaufe der (a) Phosphat-Plasmakonzentrationen,
(b) der Phosphat-Urinkonzentrationen und (c) der fraktionellen

Phosphatausscheidung

ZPO: vor der Fahrradergometrie; ZP1: 5 min nach der Fahrradergometrie; ZP2: 90
min nach der Fahrradergometrie; ZP3: 24 h nach der Fahrradergometrie; FePi:
fraktionelle Phosphatausscheidung.
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5.3.3 Effekt der hochintensiven Fahrradergometrie auf den

Fibroblast Growth Factor 23

Die hochintensive FE verursache initial (ZP1) einen Anstieg von intakten FGF-23 im

Plasma. 90 Minuten bzw. 24 Stunden nach der Belastung fiel der Plasmaspiegel von

intaktem FGF-23 wieder ab, blieb aber auf einem hoheren Niveau als der

Ausgangswert. Die Unterschieden waren aber statistisch nicht signifikant (siehe

Tabelle 10). Der C-terminalen FGF-23-Plasmaspiegel stieg erst 90 Minuten nach der

hochintensiven Belastung an, um dann nach 24 Stunden wieder auf ein hoheres

Niveau als der Ausganswert zuruckzufallen. Auch diese Unterschieden waren nicht

statistisch signifikant (siehe Tabelle 10).

Die den Abbildungen 8 a und b ist der zeitliche Verlauf der Plasmaspiegel der beiden

Formen von FGF-23 bei der hochintensiven Belastung dargestellt.

Tabelle 10: Zeitlicher Verlauf der FGF-23-Plasmaspiegel

ZP0 ZP1 ZP2 ZP3 p
Intaktes 34,5 41,3 39,3 39,3 0,135
FGF-23 (29,0 — (31,0 - (33,0 - (32,2 -
(pg/ml) 42,1) 48,8) 50,1) 56,4)
C-Terminales 71,2 71,2 75,9 64,6 0,184
FGF-23 (48,6 — (55,8 — (63,0 — (46,0 —
(RU/mI) 94,4) 97,2) 134,6) 84,3)

Angegeben sind aufgrund der fehlenden Normalverteilung der Median

(Interquartilsabstand). Die statistische Analyse erfolgte mit dem Friedman-Test.

FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23.
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Abbildungen 8 a-b: Zeitlicher Verlauf der Plasmaspiegel von (a) intaktem FGF-23
und (b) C-terminalem FGF-23 bei der hochintensiven Fahrradergometrie

Angegeben sind der Median mit Interquartilsabstand und 10.-90. Perzentile.
Abkirzungen vgl. Abbildung 7. FGF-23: Fibroblast Growth Factor 23.
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6 Diskussion

6.1 Hintergrund

Eine chronische Nierenerkrankung (,chronic kidney disease®, CKD) geht mit einem
erhohten Risiko fur einen Tod jedweder Genese einher [28, 37, 42, 52, 84, 127]. In
epidemiologischen Untersuchungen wurde bereits in frihen Stadien der CKD eine
erhohte kardiovaskulare Ereignisrate gefunden wund je ausgepragter die
Nierenfunktion eingeschrankt ist, desto hther war das kardiovaskulare Risiko und die
Mortalitat [42, 87].

In der nierengesunden Allgemeinbevolkerung konnten grofR3e epidemiologische
Arbeiten traditionelle Risikofaktoren — arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus, Alter, Geschlecht und familidre Disposition — als
unabhangige starke Pradiktoren fir das Risiko eines kardialen Ereignisses und des
Todes feststellen [13, 20, 31, 32, 37, 82, 91]. Umgekehrt verbesserte eine
Behandlung der traditionellen Risikofaktoren das kardiovaskulare Risiko. So wurde in
einer grol3en Metanalyse mit insgesamt 613.815 Patienten eine Verminderung der
kardiovaskularen Ereignisse und der Mortalitat durch eine Senkung des systolischen
arteriellen Blutdrucks festgestellt [32]. In einer anderen Metaanalyse konnte gezeigt
werden, dass sowohl in der Primarprophylaxe als auch in der Sekundarprophylaxe
durch Senkung des LDL-Cholesterins (LDL-C) mit Hilfe eines 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A (HMG-CoA)-Reduktase-Hemmers ein vermindertes Risiko
fur kardiovaskulare Ereignisse und Gesamtmortalitat in der Allgemeinbevdlkerung

erreicht wurde [21].

Anders als bei der Allgemeinbevolkerung konnen bei der CKD traditionelle
Risikofaktoren wie beispielsweise das LDL-C das erhohte kardiovaskuléare Risiko nur
eingeschrankt erklaren. Die simultane Gabe des HMG-CoA-Reduktase-Hemmers
Simvastatin mit Ezetimib fuhrte durch Senkung des LDL-C bei Patienten mit
nicht-dialysepflichtiger CKD und mit terminaler Niereninsuffizienz zu einer Senkung
von atherosklerotischen Ereignissen, die als Myokardinfarkt, ischdmischen Apoplex,
arteriellen Revaskularisationen oder koronaren Tod als primarer Endpunkt

vordefiniert waren [4].
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Andererseits konnte die Behandlung mit den HMG-CoA-Reduktase-Hemmern
Rosuvastatin  [35] oder Atorvastatin [126] bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz trotz Senkung des LDL-C keine Reduktion kardiovaskularer
Ereignisse, definiert als nicht-fataler Myokardinfarkt, nicht-fataler Schlaganfall und

Tod mit kardiovaskularer Genese, bewirken.

Daher mussen neben traditionellen Risikofaktoren auch nicht-traditionelle
Risikofaktoren bertcksichtigt werden. Zu diesen gehéren unter anderem die
Mineralstoff- und Knochenerkrankungen bei CKD (,Chronic kidney disease — minimal
and bone disorder”; CKD-MBD), eine chronische Inflammation, oxidativer Stress,
endotheliale Dysfunktion, renale Anamie und eine Hyperurikdmie [3, 65, 76, 124,
133, 136]. Unter diesen Faktoren wird die CKD-MBD als eine ausschlaggebende
Ursache fir das erhohte kardiovaskulare Risiko bei nierenkranken Patienten
diskutiert [124].

Die CKD-MBD ist charakterisiert durch das Auftreten einer Hypovitaminose D3, einer
Hyperphosphatdamie und eines sekundaren Hyperparathyreoidismus, deren
kumuliertes Auftreten als ein zentraler Grund fur das erhohte kardiovaskulare Risiko
bei chronisch nierenkranken Patienten diskutiert wurde [53, 70, 103, 125]. Die
Pathophysiologie der Entwicklung einer CKD-MBD ist noch nicht hinreichend gekléart.
Mehrere tierexperimentelle und humane Studien wiesen bei einer gering
eingeschrankten Nierenfunktion einen Anstieg des Fibroblast Growth Factor 23
(FGF-23) im Plasma bei sonst noch unverandertem Calcium-Phosphat-Haushalt
nach, so dass ein FGF-23-Anstieg als friher Biomarker der CKD-MBD diskutiert wird
[50, 57, 95, 116].
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Der durch den fortschreitenden Verlust der Nierenfunktion bedingte Anstieg des
FGF-23-Plasmaspiegels sollte eigentlich zu einer verminderten Bildung von
Parathormon (PTH) fihren [9], jedoch konnte schon tierexperimentell FGF-23 einen
sekundéaren Hyperparathyreoidismus bei der CKD nicht verhindern [19]. Ebenso
wurde bei uramischen Patienten mit erhohten FGF-23-Plasmaspiegeln Resistenzen
der Nebenschilddrisen durch verminderte Expression des FGF-23-Rezeptors
beschrieben [74]. Allerdings kommt es durch eine FGF-23-abhangige Hemmung des
Enzyms 1a-Hydroxylase [50, 78] und nicht allein — wie initial vermutet — durch den
Untergang der renalen Tubuluszellen zu einem Mangel an aktivem Vitamin D3 [56].
Da aktives Vitamin D3 ein potenter Inhibitor der PTH-Bildung ist, hat eine
Verminderung von aktivem Vitamin D3 zusammen mit einem verminderten Calcium
im Blut durch verminderte intestinale Resorption und renale Reabsorption einen

sekundaren Hyperparathyreoidismus zur Folge [50, 56].

Durch seine phosphaturische Funktion sollte ein FGF-23-Anstieg in frihen Stadien
der CKD vaskuloprotektiv sein, da er eine Hyperphosphatamie und somit eine
phosphatinduzierte GefaRRkalzifikation verhindern sollte. Jedoch korrelierten hohe
Plasmaspiegel von FGF-23 bei CKD mit vaskularen Kalzifikationen [5, 89].
Schlussendlich korrelierten erhéhte Plasmaspiegel von FGF-23 bei nierenkranken
Patienten fur kardiovaskulare Ereignisse [61, 67, 104, 110] und eine erhdhten
Mortalitat jedweder Genese [48, 58, 61, 67].

Als zentrales pathophysiologisches Agens, das erhohte FGF-23-Plasmaspiegel und
Herz-Kreislauf-Erkrankungen verbinden kénnte, wird in aktuellen klinischen Studien
von einer Assoziation zwischen FGF-23 und linksventrikularer Hypertrophie (LVH)
berichtet [34, 47, 71], nachdem eine LVH ihrerseits mit einer erhdhten Rate an

kardiovaskularen [29] und renalen [120] Ereignissen assoziiert ist.
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Als pathophysiologischer Mechanismus wird eine FGF-23-Bindung des myokardialen
FGF-Rezeptors mit anschlieBender Phosphorylierung der Phospholipase C und der
darauffolgenden  Aktivierung des Calcineurin/nuclear-factor-of-activated-t-cells
(NFAT)-Signalwegs diskutiert [34]. Durch die Gabe des kompletten-Fibroblast Growth
Factor Rezeptor (FGFR)-Blockers PD173074 wurde im CKD-Rattenmodell der
Calcineurin/NFAT-Signalweg blockiert und die Entwicklung einer LVH abgeschwécht
[30, 34], jedoch fiuhrte der kompletten-FGFR-Blocker PD-0330361 in einer
tierexperimentellen Studie bei Wildtyp-Ratten zu erhdohten FGF-23-Plasmaspiegeln
mit Hyperphosphatdmie und vermehrten Kalzifikationen im Gewebe [132]. Als
mogliche Ursache einer vermehrten Kalzifikation wurde bei erhdhten
Plasmakonzentrationen von Phosphat und von normalem bis erh6htem Calcium ein
daraus folgendes erhdhtes Calciumphosphat-Produkt diskutiert [16, 132]. Als andere
Ursache wurde die These einer Hemmung der Angiogenese bei dem
kompletten-FGFR-Blocker PD176067 bei jungen Ratten geprift und nach
Experimenten an ausgewachsenen Ratten verworfen, da diese ebenfalls

Kalzifikationen im Gewebe aufwiesen [17].

Als alternative Intervention zur Verhinderung von myokardialen Effekten des FGF-23
wurden Ratten Anti-FGF-23-Antikorper injiziert. Diese bewirkten bei Ratten mit
eingeschrankter Nierenfunktion jedoch keine signifikante Abschwéachung der
Entwicklung einer LVH und fuhrten im Gegenzug zu einer Hyperphosphatamie mit
verstarkter vaskularen Kalzifikation und Mortalitat [111]. Aufgrund der zentralen Rolle
von FGF-23 als phosphaturisches Hormon ist die beobachtete Hyperphosphatamie

nicht tberraschend.
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Als moglicherweise spezifischerer Angriffspunkt einer pharmakologischen Therapie
wurde der myokardiale Rezeptor Fibroblast Growth Factor Rezeptor 4 (FGFR4)
identifiziert, der Uber FGF-23 den Calcineurin/NFAT-Signalweg induziert [43]. Eine
Gain-of-Function-Mutation dieses Rezeptors, die zu einer UberméaRigen Aktivierung
fuhrt, induzierte im Mausmodell eine LVH und eine kardiale Fibrosierung; bei einer
Knock-out-Mutation des Rezeptors entwickelten die Mause trotz einer hoher
Phosphatdiat und daraus folgenden erhohten FGF-23-Plasmaspiegeln im Gegensatz
zu den normalen Wildtyp-Mausen keine LVH [43]. Die Blockade des Rezeptors durch
einen FGFR4-Blocker fiuhrte zu einer Verhinderung der Hypertrophie in isolierten
Kardiomyozyten und zu einer verringerten LVH bei nierenkranken Ratten im
Vergleich zu nierenkranken Ratten ohne FGFR4-Blockade [43]. Nicht ausreichend
untersucht wurde, ob sich bei den FGFR4-Knock-Out-Méausen oder bei Mausen mit
einer Anti-FGFR4-Therapie Gefal3kalzifikationen zeigten. Ein FGFR4-Knock-Out
verursachte bei nierengesunden Mausen keine Hyperphosphatamie. Durch Knock-
Out des FGFR4 konnte ein protektiver Effekt auf das Herz gezeigt werden; somit ist
in weiteren Studien zu prufen, inwiefern sich eine FGFR4 Blockade auf den

Stoffwechsel auswirkt.

Jedoch wird die pathophysiologische Bedeutung von FGF-23 fir die Entstehung
einer LVH und konsekutiv fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse weiterhin

kontrovers diskutiert.

So wurde von einer anderen Arbeitsgruppe anstelle erhdhter FGF-23-Plasmaspiegel
ein Mangel an Klotho als eigentliches pathophysiologisches Agens diskutiert, das
Stérungen im Calcium-Phosphat-Haushalt mit myokardialen Schadigungen verknipft
[130]. Klotho ist der obligate membranstandige Korezeptor, der fir eine spezifische
Wirkung von FGF-23 an dessen klassischen Zielorganen Niere und
Nebenschilddrisen sorgt [121]. Der l6slichen Form von Klotho (soluble Klotho,
sKlotho) werden sowohl renoprotektive [54, 55, 92] als auch kardiovaskularprotektive
[2, 77, 129] Effekte zugeschrieben.
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Daher untersuchten Xie et al. in einer rezenten experimentellen Arbeit die Bedeutung
von sKlotho fiur die Entstehung einer LVH [130]. Hierbei zeigten heterozygot-
Klotho-defiziente-Mause mit reduzierter Nierenfunktion unabhangig von der
Phosphat-Serumkonzentration und dem FGF-23-Plasmaspiegel eine erhdhte
linksventrikulare Masse gegenuber ebenfalls niereninsuffizienten Wildtyp-Mausen.
Bei nierengesunden Mausen unterschied sich die linksventrikulare Masse von
Klotho-defizienten und  Wildtyp-Mausen nicht. Als  pathophysiologischen
Mechanismus vermuteten die Autoren eine verminderte Abschirmung vor kardialem
Stress durch den Mangel an sKlotho und eine damit einhergehende UberschieRende
Aktivitat des Calcineurin/NFAT-Signalwegs. Durch eine intravendse Injektion von
sKlotho-exprimierenden Genen besserte sich bei den nierenkranken heterozygoten-
Klotho-defizienten Mausen die uramische Kardiomyopathie, die durch eine LVH, eine
kardiale Fibrose und eine kapillare Rarefizierung charakterisiert wurde. Dabei wurde
keine Veranderung von FGF-23 und Phosphat im Vergleich zur Gabe eines leeren
Vektors bei nierenkranken heterozygoten Klotho-defizienten Méausen gefunden [130].
Durch unabhangigen Effekt von FGF-23 und der somit ausbleibenden
Hyperphosphatamie ist die Gabe von sKlotho eine vielversprechende therapeutische
Option; jedoch fehlen bislang pharmakologische Interventionsstudien beim
Menschen.

Als Stimulatoren der ausgepragten Bildung von FGF-23 bei der CKD kommen neben
einer Hyperphosphatadmie und dem sekundaren Hyperparathyreoidismus auch eine
chronische Inflammation und ein Eisenmangel in Betracht, die bei chronisch
nierenkranken Menschen regelmaRig auftreten [1, 3]. Die beiden zuletzt genannten
Faktoren kénnen jedoch nur unzureichend den exponentiellen Anstieg von FGF-23
bei chronisch nierenkranken Patienten erklaren, denn in unserer Cardiovascular and
Renal Outcome in CKD 2 — 4 Patients — The Fourth Homburg evaluation (CARE FOR
HOMe) Studie hatten Patienten mit einer CKD mit einem ausreichenden Eisengehalt
im Blut (Ferritin von > 100 ng/ml) und normalen Entziindungswerten (CRP von < 3
mg/l) einen erhéhten medianen FGF-23 Wert von 85,9 (IQR 58,1 - 119,8)
(unveroffentlichte Daten der CARE FOR HOMe Kohorte).
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Ein anderer bedeutender Regulationsfaktor der Freisetzung von FGF-23 kdnnte eine
vermehrte Sympathikusaktivitat sein, die bei chronisch nierenkranken Menschen in
der Regel vorliegt und die von prognostischer Relevanz ist [26, 137]. Im Mausmodell
wurde ein direkter positiver Effekt auf die Expression von FGF-23 nach Gabe von
einem R2-Sympathomimetikum nachgewiesen [64]. Ebenso zeigte sich bei Patienten
mit koronarem Schock mit zusatzlicher prasumtiver Katecholaminfreisetzung
unabh&ngig von der Nierenfunktionsleistung ein Anstieg des FGF-23-Plasmaspiegels
[39].

Um den Einfluss des sympathischen Nervensystems auf die CKD-MBD besser zu
verstehen, wurde in der Fit@HOMe Studie die Bedeutung einer Kkurzzeitig
vermehrten Sympathikusaktivitat im Rahmen eines physiologischen
Belastungsmodells bei nierengesunden Probanden auf FGF-23-Plasmaspiegel

untersucht.
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6.2 Analyse der Baseline-Charakteristika

Die relative VO,max ist der Klinische Parameter fur den Vergleich der
kardiopulmonalen Fitness, da er im Gegensatz zur absoluten VO,max das Gewicht
beriicksichtigt [94]. Eine gute kardiopulmonale Fitness ist mit einer verminderten
Rate von kardiovaskularen Ereignissen und Mortalitéat jedweder Genese assoziiert
[15, 72].

Die durchschnittliche relative VO,max betrug in unserer Kohorte 47 ml/kg/min. Damit
lag sie leicht tGber den, in den American-College-of-Sports-Medicine-Guidelines fur
Exercise-Testing-and-Prescription publizierten, Normwerten der relativen VO,max fur
18-25 Jahre alten Probanden mit 44 ml/kg/min und der 26-35 Jahre alten Probanden
mit 40 ml/kg/min [94]. In einer Kohorte mit ahnlichen anthropologischen MalRen und
Alter erzielten 37 gesunde mannliche Universitdtsstudenten, die kein
Ausdauertraining betrieben, im Durchschnitt eine relative VO,max von 42,7
ml/kg/min. Es fehlte jedoch eine Angabe der wdchentlichen Sportfrequenz [83]. In
rezenten klinischen Kohortenstudien erreichten professionelle Radrennfahrer je nach
Trainingszustand, Alter und Messverfahren eine mittlere relative VO,max zwischen
62,3 — 73,5 ml/kg/min [63, 81, 83, 88, 94]. Unter Zusammenschau der vorliegenden
Daten kann die Kohorte der Fit@HOMe Studie eher den Freizeitsportlern und nicht

den professionellen Radrennfahrern zugeordnet werden.

6.3 Effekt einer sportlichen Betatigung auf den
Calcium-Phosphat-Haushalt

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die intensiven und die
hochintensiven Fahrradergometrien zu einem Anstieg der Phosphat-Plasmaspiegel
und zu einem Abfall der fraktionellen Calciumausscheidung flhren. Die intensive,
nicht jedoch die hochintensive FE fuhrte zu einer erhdhten fraktionellen
Phosphatausscheidung; umgekehrt fiihrte die hochintensive FE zu einem Anstieg der

Calcium-Plasmakonzentration.
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In einer prospektiven Kohortenstudie mit 21 Probanden (11 Freizeit- und 10
Ausdauersportler) wurde wahrend und bis zwei Stunden nach einer lauferischen
korperlichen Betatigung (bestehend aus einer Ausdauerkomponente mit 60 Minuten
Rennen bei 65 % der VO,max, einer 15 Minuten langen Pause und schlussendlich
einem Rennen bei 70 % der VO.max bis zur Erschépfung) ein Anstieg des
Albumin-adjustierten Calciums — ein Ersatz fur Calcium im Plasma bei normalem
Proteinstatus [93] — festgestellt [105]. Weitere Studien publizierten ebenfalls einen
Anstieg von Albumin-adjustiertem-Calcium durch eine Belastung [106, 108, 118];
andere Autoren wiederum konnten keinen Zusammenhang feststellen [107, 109]. Der
Grund dieser Diskrepanz ist noch unklar. Es wurden verschiedene zeitliche Verlaufe
von Calcium und Albumin-adjustierten-Calcium im Plasma wahrend und nach der
Belastung aufzeigt; so ist das Albumin-adjustierte-Calcium abhangiger von den
beobachteten Schwankungen des Albumins wéahrend und nach der sportlichen
Belastung als das Gesamt-Calcium im Blut [118]. Scott et al. (2012) propagierten als
maogliche Ursache fur den Anstieg von Albumin-adjustierten-Calcium und PTH nach
einer korperlichen Betéatigung, dass ursachlich das Calcium im Plasma und damit das
ionisierte Calcium in den ersten Minuten nach Beginn der Belastung gesunken sein
konnte. Dies konnte zu einem Anstieg von PTH mit folgender vermehrter
Calciumfreisetzung aus dem Knochen, vermehrter Calciumreabsorption in der Niere
und Calciumabsorption aus dem Darm fihren [107]. Eine Kohorte mit 10
Freizeitsportlern wurde auf dem Laufband an drei verschiedenen Tagen fir jeweils
30 Minuten mit angepasster Geschwindigkeit von 55 %, 65 % und 75% der
individuellen VO,max mit nachfolgender zweieinhalbstiindiger Pause belastet, zuvor
mussten die Freizeitsportler jeweils eine zweitagige Sportkarenz einhalten. Es wurde
sowohl wahrend der Belastung als auch in der folgenden Pause Blut abgenommen.
In den ersten Minuten der sportlichen Betéatigung stiegen bei den beiden intensiveren
Belastungsstufen das Albumin-adjustierte-Calcium und das freie Calcium im Plasma
an, wahrend das PTH sank. In den weiteren Minuten stiegen das
Albumin-adjustierte-Calcium und PTH an, wéhrend das Calcium im Plasma abfiel.
Townsend et al. (2016) postulierten eine moégliche calciumabhangige Hemmung der
PTH-Freisetzung wahrend einer sportlichen Betéatigung, wobei der initiale
Calciumanstieg im Plasma durch eine vermehrte Freisetzung von Calcium aus

calciumbindenden Proteinen ursachlich sein konnte [118].
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In einer doppelblinden Studie fuhrte eine orale Gabe von Calcium vor einer 60-
mindtigen FE zu einem abgeschwéchten Anstieg von PTH im Serum nach der
Belastung im Vergleich zu der Placebogruppe; dies unterstitzt die These einer
calciumabhéngigen Hemmung der PTH-Freisetzung [7]. Die bereits diskutierte
Hypothese von Scott et al. (2012) eines initialen Abfalls des ionisierten Calciums bei

korperlicher Betatigung kann somit verworfen werden.

Noch ungeklart ist, wieso die Calcium-Plasmakonzentration in der Studie von
Townsend et. al (2016) nach anfanglichem Anstieg innerhalb weniger Minuten abfallt
und es in der Folge zu einem Anstieg von PTH im Serum kommt. Da PTH die
fraktionelle Calciumausscheidung senkt, konnte der in einigen Studien publizierte
belastungsabhangige Anstieg von PTH [8, 85, 108, 118] bei beiden
Belastungsformen der Fit@HOMe Studie die verminderte fraktionelle
Calciumausscheidung finf Minuten nach der FE erklaren. 90 Minuten nach der
Belastung wurde bei der hochintensiven FE die niedrigste fraktionelle
Calciumausscheidung gemessen; bei der intensiven FE war die fraktionelle
Calciumausscheidung 90 Minuten nach Belastung bereits wieder gestiegen. Dieses
Ergebnis konnte auf eine deutlich erhéhte PTH-Freisetzung bei der hochintensiven

FE im Vergleich zur intensiven FE zuriickzufiuihren sein.

Die durchgefiihrte Studienauswertung weist auf einen belastungsabhangigen Anstieg
des Phosphat-Plasmaspiegels hin [85, 105-107, 109, 118]. Dafur gibt es
verschiedene publizierte Erklarungsansatze: Zum einen konnte es durch einen
Anstieg von PTH zu einer vermehrten osteoklastischen Freisetzung von Phosphat
kommen [105] und zum anderen wurde eine belastungsinduzierte Freisetzung von
Phosphat aus dem Muskel diskutiert [118]. In der vorliegenden Promotionsarbeit
wurde bei der intensiven und hochintensiven FE funf Minuten nach der kérperlichen
Aktivitdt ein Anstieg der Phosphat-Plasmaspiegel beobachtet, diese waren 90
Minuten nach der Belastung wieder im Normbereich. Auch in anderen Studien wurde
Stunden nach der Belastung von einer Normalisierung des Phosphats berichtet [107-
109].

48



Bei der intensiven FE zeigte sich eine erhohte fraktionelle Phosphatausscheidung,
als Ursache kommt PTH, FGF-23 oder ein anderer Mediator in Frage. Fur PTH
spricht die bereits diskutierte Freisetzung bei korperlicher Betatigung mit
osteoklastischer  Freisetzung von Phosphat [105] mit Hemmung der
Phosphatreabsorption in der Niere [134], die allerdings den Phosphat-Plasmaspiegel
adaquat senken sollte. FGF-23 koénnte als Ursache fur die Phosphaturie in Frage
kommen, jedoch musste die Hypothese eines belastungsinduzierten FGF-23-

Anstiegs verworfen werden.

6.4 Effekt einer sportlichen Betéatigung auf den
Fibroblast Growth Factor 23

In der hier vorgelegten Dissertation fuhrte die korperliche Belastung der Probanden
zwar zu Veranderungen der Calcium- und Phosphatkonzentrationen im Blut und Urin;
es traten aber weder bei der intensiven noch bei der hochintensiven FE
Schwankungen der Plasmaspiegel von intaktem FGF-23 oder C-terminalem FGF-23

auf.

Unsere Arbeit beruht auf dem Modell einer stressinduzierten
Katecholaminfreisetzung. In der Fit@HOMe Studie wurde keine explizite
Katecholaminbestimmung durchgefuhrt. Jedoch wurde von einigen klinischen
Studien eine belastungsinduzierte Katecholaminfreisetzung wiederholt
nachgewiesen. So wurden bei sieben Athleten direkt nach einem 24-stiindigen
Ultramarathon um das zweifach erhohte freie Noradrenalin- und leicht erh6hte
Dopamin-Plasmaspiegel festgestellt. Diese stiegen nach einer anschlieRenden 24-
stiindigen Ruhephase noch leicht an [102]. Sowohl beim Wingate-Test — einem
Fahrradergometrietest mit dem Ziel einer maximalen individuellen Ausbelastung tber
30 Sekunden — und bei einer submaximalen Belastung auf dem Fahrradergometer
Uber 45 Minuten erreichten trainierte Athleten und Freizeitsportler erhohte
Adrenalin- und Noradrenalin-Plasmaspiegel [62, 113]. Daraus kann gefolgert werden,

dass eine korperliche Betatigung zu erhéhter Sympathikusaktivitat fuhrt.
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Unsere initiale Studienhypothese einer sympathikusinduzierten FGF-23-Freisetzung
beruhte einerseits auf Daten von Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit,
andererseits auf Daten von Patienten mit akutem Myokardinfarkt und assoziierten
kardiogenen Schock [39, 96]. Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt und
assoziiertem kardiogenem Schock, jedoch nicht Patienten mit akuten Myokardinfarkt
ohne kardiogenen Schock weisen deutlich hohere FGF-23-Plasmaspiegel als
Patienten mit einer stabilen koronarer Herzkrankheit auf [96]. Diese Feststellung hat
eine prognostische Relevanz, da Patienten mit kardiogenem Schock und einem
FGF-23-Plasmaspiegel oberhalb des Medians und einem Kreatinin im Serum
oberhalb des Medians ein erhthtes Mortalitatsrisiko aufweisen [39]. Es wurden
folgende Punkte von Poss et al. und Fuernau et al. diskutiert:

Erstens konnte eine Hypoxie der Osteoblasten — die moglicherweise mit einem
FGF-23-Anstieg assoziiert ist [14] — der Ausléser fur die FGF-23-Zunahme sein, da
ein inverser Zusammenhang zwischen FGF-23-Plasmaspiegeln und der arteriellen
Sauerstoffstattigung beobachtet wurde [96]. Jedoch vertreten Fuernau et al. (2014)
den Standpunkt, dass auf Grund des unzureichenden Anstiegs von FGF-23 bei
einem akuten Myokardinfarkt die Ischamie nicht die Ursache sein kénne, sondern
neuroendokrine oder hamodynamische Prozesse [39].

Zweitens fuhrt ein akuter kardiogener Schock zu einer starke Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems auf [24]; dies fuhrt pathophysiologisch zu einem
Abfall von Klotho im Blut mit einer Anstieg von FGF-23 im Plasma [27, 39, 96].

Drittens wére eine Sympathikusaktivierung als Ursache fir die Zunahme des FGF-23
bei Patienten mit kardiogenem Schock mdglich. Bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz steigen bei invasiven Eingriffen reaktiv die Katecholamine an [75].
Zudem konnte im Tierexperiment eine circadiane Rhythmik von Sympathikusaktivitat
und FGF-23 gezeigt werden [64]. Es ist hervorzuheben, dass ein akuter
Myokardinfarkt mit assoziiertem Schock zu einer hohen Katecholaminausschittung
fahrt [10] und diese folglich fur die beobachtete Zunahme von FGF-23 verantwortlich

sein kdnnte.

50



In unserer Studie wurden davon ausgegangen, dass es unter einer akuten
korperlichen Belastung zu einer Katecholaminfreisetzung kommt. Da jedoch, FGF in
unseren Untersuchungen nicht anstiegt, kbnnen unsere Studienergebnisse keine
kausale Bedeutung der Katecholaminfreisetzung fir die Bildung von FGF-23 im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Lombardi et al. (2014) nachweisen. In deren
Studie zeigte sich bei neun Profisportlern nach einer dreiwdchigen Giro d’ltalia ein
Anstieg der Plasmaspiegel von intaktem FGF-23 im Vergleich zu den Baseline
FGF-23-Plasmaspiegeln und ohne Anderung weiterer Parameter des
Calcium-Phosphat-Haushalts  (Calcium- und  Phosphat-Plasmakonzentration,
25-Hydroxy-Vitamin Dz und Serum PTH) [79].

Diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnten an dem unterschiedlichen
Belastungsmodell einer einmaligen Belastung Uber maximal 60 Minuten bei
Freizeitsportlern in der vorgelegten Promotionsarbeit und einer mehrwdchigen
Belastung durch ein dreiwbchiges Etappenrennen bei Profisportlern in der

italienischen Vergleichsstudie liegen [79].

Die Blutentnahmen erfolgten am Tag vor dem Rennen, am Tag 11 und am ersten
Tag nach Ende des Rennens jeweils am Morgen nach den Belastungen; dies kénnte
ungunstig sein, da unter Bericksichtigung der Halbwertszeit von FGF-23 mit 46 - 58
Minuten [69] der Zeitpunkt der Blutentnahmen zu spat gewahlt worden sein kdnnte.
Andererseits zeigte sich bei einer weiteren Studie zu dem Zusammenhang zwischen
oraler Phosphatzufuhr und der FGF-23-Plasmaspiegel erst nach acht Stunden eine
Zunahme von FGF-23 im Plasma [90], was somit auch eine Latenzperiode zwischen

sportlicher Aktivitat und FGF-23-Anstieg moglich erscheinen lasst.

Da die Blutentnahme am Tag nach dem dreiwdchigen Radrennen durchgefihrt
wurde, konnten bei Lombardi et al. (2014) die, in anderen Studien publizierten, bis
wenige Stunden nach Belastung andauernden Veranderung von PTH, Calcium und
Phosphat [106-108] nicht beobachtet werden. Zu deren Ergebnissen passend, waren
in der Fit@HOMe Studie die initial nach der sportlichen Belastung erhdhten
Plasmaspiegel von Calcium und Phosphat bereits anderthalb Stunden nach den

Fahrradergometrien wieder regredient.
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Bei alleinigem Anstieg des FGF-23-Plasmaspiegels bei normalen Parametern des
Calcium-Phosphat-Haushalts [79] stellt sich die Frage nach der Kausalitat und der
Relevanz. Als mogliche Ursache wurde eine kontinuierliche Aktivitat der FGF-23
produzierenden Osteozyten und Osteoblasten durch die koérperliche Belastung
diskutiert [79]. Ursachlich koénnte auch die vermehrte durchschnittliche
Phosphoraufnahme von 3875 mg/Tag bei einer Calciumaufnahme von 1800 mg/Tag
Uber drei Wochen gewesen sein. So wurde in einer Studie mit einer oralen
Supplementation von 3000 mg Phosphor/Tag Uber finf Tage von in der Folge
erhdhten Phosphat- und FGF-23-Plasmaspiegeln berichtet, die positiv mit der
Phosphatausscheidung im 24-Stunden-Sammelurin, aber nicht mit dem Phosphat-
Plasmaspiegel korrelierten [36]. Ferrari et al. (2005) gingen von einem
FlieRgleichgewicht zwischen den Plasmakonzentrationen von Phosphat und FGF-23
aus, gleichzeitig zeigten sich keine signifikanten Anderungen des PTH oder des
Calciums durch die Phosphorzufuhr [36]. Daraus kann man ableiten, dass eine
erhohte Phosphorzufuhr zu erhéhten FGF-23-Plasmaspiegeln fuhren kann, und
somit kdnnte der beobachtete Effekt einer FGF-23-Zunahme bei Lombardi et al.
(2014) durch die hohe Phosphorzufuhr tber drei Wochen entstanden sein. Der
ansonsten normale Calcium-Phosphat-Haushalt am ersten Tag nach dem Rennen
unterstitzt diese Hypothese.

Nicht untersucht wurden bei Lombardi et al (2014) Urinproben, die weitere
Ruckschlisse hatten geben konnen. In einer tierexperimentellen Studie wurde
gezeigt, dass eine verminderte Calciumaufnahme mit konsekutiver Hypocalcamie
eine FGF-23 Produktion trotz erhdhter Phosphoraufnahme verhindert [101]. Es wird

Calcium als weiterer potentieller Einflussfaktor auf die FGF-23-Bildung diskutiert [97].

Zusammenfassend kénnen die Ergebnisse unserer Studie mit einem physiologischen
Modell der Sympathikusaktivierung, die postulierte Hypothese, dass eine
Sympathikusaktivierung einen signifikanten Anstieg von FGF-23 induziert [39], nicht

untermauern.
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6.5 Limitationen

Als Limitation der Fit@HOMe Studie mussen wir zunachst konstatieren, dass die
angestrebte diatetische Phosphatzufuhr von 1200 mg bei einzelnen Probanden
Uberschritten wurde. Dieser maximale Grenzwert wurde angestrebt, um eine
Beeinflussung von FGF-23 durch tbermaflige Phosphatzufuhr zu vermeiden. Hierzu
erhielten die Probanden Okotrophologische Ratschlage zur diatetischen
Phosphorbegrenzung. Da die gastrointestinale Phosphorabsorption selten mehr als
zwei Drittel des diatetisch zugefiihrten Phosphors umfasst [53, 123], gleichzeitig die
mittlere Phosphorausscheidung — die im Fliel3gleichgewicht der gastrointestinalen
Phosphataufnahme entsprechen sollte — im Mittel ~ 1000 mg betrug, muss davon
ausgegangen werden, dass die tatsadchliche Phosphorzufuhr mindestens 1500 mg
Phosphor betrug [53]. Allerdings ist der Einfluss der diatischen Phosphorzufuhr auf
den FGF-23-Plasmaspiegel weiterhin unklar [6, 97].

Als weitere Limitation kénnte die Wahl der Blutenthahmezeitpunkte suboptimal
definiert worden sein: So war in der Fit@HOMe Studie die dritte Blutentnahme
eineinhalb Stunden nach Belastung potentiell zu friih und die vierte Blutentnahme 24
Stunden nach der Belastung moglicherweise zu spat. So zeigte eine orale
Phosphorzufuhr erst nach acht Stunden eine Zunahme von FGF-23 [90]; in dieser

Studie wurde keine weitere Messung nach diesen acht Stunden durchgeftihrt.

Die Auswahl der Messzeitpunkte eineinhalb und 24 Stunden nach Belastung erfolgte,
weil erstens die Blutentnahme acht Stunden nach Belastung bei durchschnittlichen
Start der Fahrradergometrie gegen 14 Uhr zeitlich schwer machbar gewesen waére,
weil zweitens andere sportmedizinischen Studien mit Fokus auf den
Calcium-Phosphat-Haushalt teilweise frihere oder spatere Messzeitpunkte nach der
Belastung [85, 105-107, 118] wahlten, weil drittens eine orale Phosphatzufuhr nicht
gleichbedeutend mit einer sportlichen Betéatigung ist und weil viertens die Messung
24 Stunden nach der Belastung auf einen verzdgerten Anstieg von FGF-23 hatte

hinweisen kdnnen.

53



Eine weitere mogliche Limitation ist die Klassifizierung der intensiven FE als intensiv,
da der geringe Laktatanstieg von 1,66 mmol/l eine extensive Belastung vermuten
lasst. FUr eine intensive Belastung waren mittlere Laktatwerte zwischen 2 — 3 mmol/L
erwartet worden [122]. Ein Grund flr diese Diskrepanz kdénnte eine Gewthnung der
Probanden an die sportliche Betatigung mit Reduzierung der Leistungsstufe in Watt

sein; um die den gewahlten Zielbereich von + finf Schlagen zu halten.

Die StudiengréRe von 15 eingeschlossenen Probanden konnte zu klein sein, um
geringe Veranderungen von FGF-23 zu detektieren; allerdings ist die klinische
Bedeutung solcher etwaiger geringer Veranderungen fraglich. Das aufwendige
Studienprotokoll (u.a. die doppelte Sammelurinbestimmung, die doppelte viertagige
Phosphatdiat und Sportkarenz) und die Einschlusskriterien (Méanner zwischen 18 und
35 Jahren, keine relevante Vorerkrankung) bereiteten Schwierigkeiten, Probanden zu
rekrutieren. Dementsprechend hatten andere sportmedizinische Kohortenstudien
eine dhnlichen Probandenzahl [18, 79, 105].

Es wurden keine Frauen in die Studie aufgenommen, daher konnen keine
geschlechtsspezifischen Aussagen getatigt werden. Der Grund fur diese
Entscheidung war, dass ein Grof3teil der sportmedizinischen Studien zur
Untersuchung des Calcium-Phosphat-Haushalts nur mannliche Probanden
bericksichtigte [79, 85, 106-109], so dass der alleinige Einschluss von mannlichen
Probanden eine bessere Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen dieser Studien
erlaubt.

Als moglicher Mediator fur die Veranderungen des Calcium-Phosphat-Haushalts
konnte PTH eine wichtige Rolle besitzen, das in unserer Studie nur anfangs einmalig

bestimmt wurde.

Schlie3lich muss bedacht werden, dass gesunde Probanden und keine Patienten mit
Vorerkrankungen an Herz und Niere untersucht wurden; diese Auswahl wurde
getroffen, da wir die Physiologie der FGF-23-Bildung unter Sympathikusaktivitat

beobachten wollten.
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6.6 Schlussfolgerungen

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Promotionsarbeit deuten darauf hin, dass eine
physiologische Sympathikusstimulation wéhrend einer akuten kérperlichen Belastung
zwar zu einem Anstieg der Calcium- und Phosphat-Plasmaspiegel, jedoch nicht zu
einem Anstieg der FGF-23-Plasmaspiegel fuhrt. Diese Resultate stehen in
Widerspruch zu der bislang einzigen klinischen Studie zum Einfluss von sportlicher
Aktivitat auf FGF-23, die allerdings ein vollstandig anderes Belastungsmodell

verwendete [79].

Somit kann die vorgelegte Inaugurationsschrift die Hypothese, dass eine
Sympathikusaktivierung im Rahmen eines physiologischen Stressmodells bei
nierengesunden Probanden zur Regulierung von FGF-23 beitragt, nicht unterstutzen.
Weitere Arbeiten sollten untersuchen, welche anderen Faktoren FGF-23
physiologisch und pathophysiologisch regulieren. Nachfolgend sollte untersucht
werden, ob solche Regulatoren Ziele fur therapeutische Interventionen zur Senkung
von FGF-23 darstellen kénnten. In einem weiteren Schritt sollte Uberprift werden, ob
eine solche Senkung von FGF-23 in randomisierten klinischen Studien den erhofften

kardiovaskularen Nutzen erbringen kann.
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