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Vorwort

Wie wirkt sich die Cholesterinbiosynthese bzw. die Cholesterinabsorption auf die
Mortalitat von Dialysepatent*innen aus? Welche Risikofaktoren sind mit der
Cholesterinbiosynthese bzw. Cholesterinabsorption assoziiert und welche Parameter
kénnen fur die Messung der Cholesterinbiosynthese bzw. Cholesterinabsorption

verwendet werden?

Mit all diesen Fragen musste ich mich vor Beginn meiner Arbeit an der AURORA Studie
auseinandersetzen. Die richtige Ernahrung spielt in vielerlei Hinsicht eine wichtige
Rolle  bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen und gerade die zu hohe
Cholesterinkonzentration im Blutplasma ist einer der haufigsten Grunde fur diese
Pathologien. Gerade bei der Cholesterinkonzentration im Blutplasma merkt man
schnell, dass sich ein sehr komplexes Thema eréffnet, weil viele biochemische Schritte
des Fettstoffwechsels noch nicht vollstandig geklart sind. Wie so oft in der Medizin
besteht die Atiologie aus mehreren Faktoren, wodurch mehrere Aspekte beriicksichtigt
und behandelt werden mussen. Daher wurden viele Blcher und wissenschaftliche
Publikationen aus wissenschaftlichen Journalen herangezogen, um die vorliegende
Forschungsarbeit fur die AURORA-Studie besser nachvollziehen zu koénnen.
Besonders die Herausforderungen aus mehreren Fachrichtungen der
Naturwissenschaft haben in mir den Ehrgeiz geweckt, mir mehr und mehr Wissen
anzueignen, um auch auflerhalb des Rahmens denken =zu koénnen. Die
Forschungsarbeit fur die AURORA Studie hat mir viel Spal3 bereitet und ich hoffe, dass
ich an zuklnftigen Forschungen der Medizinischen Universitat Graz wieder mitwirken
darf.
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Zusammenfassung

Die pathologische Veranderung der Cholesterinabsorption und Cholesterinbiosynthese
fuhrt im grof’en MalRe zur Verschlechterung der Prognose von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und zur Erhéhung der Mortalitat von Dialysepatient*innen, weil jene

ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen aufweisen.

Aus diesem Grund wurden fur die AURORA (A Study to Evaluate the Use of
Rosuvastatin in Subjects on Regular Hemodialysis: An Assessment of Survival and
Cardiovascular Events) Studie die Plasmakonzentrationen von Campesterol,
Cholestanol, Lathosterol, und Sitosterol von 2347 Dialysepatient*innen mit einem GC-
MS (= Gaschromatographie und Massenspektrometrie) Gerat gemessen. Unter
anderem sollten eventuelle Relationen zwischen der Cholesterinabsorption und
Cholesterinbiosynthese, wichtige Risikofaktoren und der Schweregrad der koronaren
Herzerkrankung, der kardiovaskularen Mortalitat und Gesamtmortalitdt untersucht
werden. In der Studie wurden alle Dialysepatient*innen in eine Placebo-Gruppe mit
1164 Teilnehmer*innen und in eine Rosuvastatin-Gruppe mit 1181 Teilnehmer*innen
aufgeteilt, um in einem Zeitraum von 3,5 Jahren zu untersuchen, ob die Behandlung
mit Rosuvastatin zur Senkung von kardiovaskularen Erkrankungen und folglich der
Mortalitat geflihrt hat oder nicht.

Berechnet wurden auch das Cholestanol/Cholesterin ratio, weil dieses Verhaltnis die
Veranderung der Cholesterinabsorption am empfindlichsten widerspiegelt und das
Lathosterol/Cholesterin  ratio, welches hingegen wichtige Hinweise auf die

Veranderung der Cholesterinbiosynthese gibt.

Zusammengefasst hat sich gezeigt, dass eine hohe Cholestanol/Cholesterin ratio mit
einer hohen kardiovaskularen Mortalitat und Gesamtmortalitat assoziiert ist, wahrend
bei einer hohen Lathosterol/Cholesterin ratio die kardiovaskulare Mortalitat und die
Gesamtmortalitat erniedrig waren. Die Ergebnisse von Campesterol und Sitosterol
waren alle nicht im signifikanten Bereich. Die Rosuvastatin-Gruppe und die Placebo-

Gruppe zeigten nach 3,5 Jahren Behandlung keinen signifikanten Unterschied.

XI



Abstract

The pathological change in cholesterol absorption and cholesterol biosynthesis leads
to an increase of the risk for cardiovascular diseases and mortality of dialysis patients

because these patients already are at a high risk for cardiovascular diseases.

For this reason, plasma concentrations of campesterol, cholestanol, latosterol, and
sitosterol of 2347 dialysis patients were measured with a GC-MS (gas chromatography
and mass spectrometry) device for the AURORA (A Study to Evaluate the Use of
Rosuvastatin in Subjects on Regular Hemodialysis: An Assessment of Survival and
Cardiovascular Events) study. The main objective of the study is to identify factors
related to the severity of coronary heart disease, cardiovascular mortality, and total
mortality in 2347 dialysis patients. The study is designed to determine possible
relationships between the cholesterol absorption and the cholesterol biosynthesis and
important risk factors, especially those that may be modifiable, treatable, and
protective. 2345 patients were randomly assigned to treatment groups (1181
rosuvastatin, 1164 placebo) in this cohort study over a period of 3.5 years to investigate

if the treatment with rosuvastatin could reduce cardiovascular diseases and mortality.

The cholestanol/cholesterol ratio was also calculated because this ratio reflects the
change of cholesterol absorption most sensitively, and the lathosterol/cholesterol ratio,
which reflects important information on the change of cholesterol biosynthesis. The
results show no significant difference after 3.5 years of treatment in both groups. A high
cholestanol/cholesterol ratio is associated with a higher cardiovascular mortality and
total mortality, while a high lathosterol/cholesterol ratio is associated with a lower

cardiovascular mortality and total mortality.

Xl



1 Einleitung

Die AURORA Studie beschaftigt sich mit Risikofaktoren und mit der richtigen Therapie
bzw. Vorbeugung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Dialysepatient*innen. Das
Hauptziel der AURORA Studie war zu untersuchen, ob die Behandlung mit dem
Lipidsenker Rosuvastatin das kardiovaskuléare Risiko und die Mortalitat von
Dialysepatient*innen reduziert. [']

Es ist schon langer bekannt, dass Dialysepatient*innen ein stark erhdhtes Risiko fur
Herz-Kreislauf-Erkrankungen haben. Eine Statintherapie kann die Prognose von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen verbessern und auch die Mortalitéat verringern, auch fur
Dialysepatient*innen. Allerdings haben Statine nur einen Einfluss auf die
Cholesterinbiosynthese und nicht auf die Cholesterinabsorption. Weshalb sich die
Frage ergibt, welche Assoziationen zwischen der Cholesterinbiosynthese und der
Cholesterinabsorption mit der Mortalitat bei diesen Patient*innen bestehen? [ 2

Fir diese Diplomarbeit wurden 2347 Plasmaproben von Dialysepatient*innen
kaukasischer Herkunft analysiert. Es wurden auch folgende Risikofaktoren fur die
statistische Auswertung mitbertcksichtigt: Male gender, age, body mass index (kg/m2),
type 2 diabetes yes/no, hypertension yes/no, total cholesterol (mg/dl), LDL cholesterol
(mg/dl), HDL cholesterol (mg/dl), triglycerides (mg/dl), CRP (mg/l), NTproBNP, troponin
| and galectin-3. -2

Das C-reaktive Peptid (CRP) dient als Biomarker fir akute Entzindungen. Der CRP-
Wert kann auch als Prognosefaktor verwendet werden, weil dieser bei Abklingen einer
Entzindung schnell abfallt. Vereinfacht gesagt, kann der CRP-Wert als Biomarker fur
entzundliche/nekrotische Vorgange, fur die Diagnostik oder fur Verlaufskontrollen bei
Behandlungen von Infektionen und Entzindungen herangezogen werden. Im
hochsensitiven Messbereich wird der CRP-Wert auch als hsCRP bezeichnet und als
Risikomarker flr kardiovaskulare Erkrankungen angewendet. 55 561

BNP dient als diagnostischer Parameter fur den linksventrikularen Auswurf.
Demzufolge korreliert der BNP-Wert mit der Schwere einer Herzinsuffizienz. Oft ist der
BNP-Wert auch ein wichtiger Indikator einer bevorstehenden Herzinsuffizienz fur

Patient*innen mit bestehender Niereninsuffizienz. [5¢!



Die Troponin | Konzentration ist einer der bedeutendsten Parameter fur die Diagnose
eines Myokardinfarktes. Troponin | ist ein wichtiger Bestandteil des Troponin
Komplexes der quergestreiften Muskulatur des Myokards. Die Aufgabe dieser Proteine
ist somit die Kontraktion des Myokards und damit auch die Pumpfunktion des Herzens.
Zudem dient die Troponin | Konzentration auch als Prognosefaktor, denn je hoher die
Troponin | Konzentration im Blutplasma der Patient*innen ist, umso schlechter ist die
Prognose der Herzinsuffizienz. [56]

Die Produktion von Galectin-3 wird als wichtiger Biomarker fur Herzfunktionsstérung
verwendet, weil der Konzentrationsanstieg von Galectin-3 mit einer hypertrophen
Herzinsuffizienz assoziiert ist. Aus diesem Grund wird der Galectin-3 Wert fur die
therapeutischen Interventionen in einem frihen Stadium einer hypertrophen
Herzinsuffizienz herangezogen. 163l

Fur die Auswertungen im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden zwei Parameter
ausgewahlt: zum einem dient die Lathosterolkonzentration als Marker fir die
Cholesterinbiosynthese und zum anderen dient die Cholestanolkonzentration als
Marker fur die Cholesterinabsorption. Lathosterol wird als wichtiger Marker fir die
Cholesterinbiosynthese gesehen, weil sich gezeigt hat, dass bei einer
Hypercholesterinamie Behandlung mit Statinen die Lathosterolkonzentration um 50%
gesenkt werden kann. 12 %2

Cholestanol ist von seiner chemischen Struktur dem Cholesterin sehr &ahnlich.
Cholestanol ist lediglich ein 5a gesattigtes Derivat von Cholesterin. Bei einer Reduktion
der Cholesterinkonzentration im Blutplasma, reduziert sich auch die Cholestanol-
Konzentration. Die Cholestanol-Konzentration dient als Marker fur die
Cholesterinabsorption. [2- 5354

Durch die gemessenen Konzentrationen dieser zwei Marker werden dann die
Calculation of Ratios von Lathosterol/Cholesterin und von Cholestanol/Cholesterin
berechnet, welche eventuell signifikante Assoziationen auf die kardiovaskulare bzw.
Gesamtmortalitat haben konnten. Man hat sich hier fur das Cholestanol/Cholesterin
ratio entschieden, weil dieses Verhaltnis bei Veranderung der Cholesterinabsorption
am sensibelsten mitreagiert. Das Lathosterol/Cholesterin ratio reagiert am sensibelsten

auf Veranderungen der Cholesterinbiosynthese. [ 9



1.1 Fettstoffwechsel

1.1.1 Cholesterinbiosynthese

Cholesterin wird zum grofdten Teil (bis zu 90%) vom menschlichen Korper selbst
produziert.  Nichtsdestotrotz  kdnnen  30%  bis 40% der gesamten
Cholesterinkonzentration im Blutplasma aus der Nahrung stammen. Somit stellen
sowohl die Cholesterinbiosynthese als auch die Cholesterinabsorption mdgliche
therapeutische Angriffspunkte zur Behandlung einer Hypercholesterinamie dar. Die
Cholesterinbiosynthese an sich ist ein komplexer Syntheseprozess. Die wichtigsten

Enzyme und Zwischenstufen sind fiir eine bessere Ubersicht in Abbildung 1 dargestellt.
[11, 13]
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Abbildung 1: Eine Zusammenfassung der Cholesterinbiosynthese. Angriffspunkt der Statine ist rot markiert.



Die wichtigsten Cholesterinbiosynthese Schritte sind folgende:

1. Aus zwei Acetyl-CoA (= Acetyl-Coenzym A) Molekullen wird durch die Thiolase
und der Hydroxymethylglutaryl-CoA-Synthase (= HMG-CoA-Synthase) das
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthetisiert.

2. HMG-CoA wird von der HMG-CoA-Reduktase zum Mevalonat reduziert.

3. Mevalonat wird durch die ATP-abhangigen Mevalonat-Phosphoryltransferase
zu Phosphorylmevalonat phosphoryliert.

4. Phosyphorylmevalonat wird von der ATP-abhangigen Phosphorylmevalonat-
Kinase zu 5-Pyrophosphorylmevalonat phosphoryliert.

5. 5-Pyrophosphorylmevalonat wird von der ATP-abhangigen
Pyrophosphorylmevalonat-Decarboxylase zu Isopentenylpyrophosphat.

6. Im Anschluss missen Isopreneinheiten zu einem Squalen Molekul kondensiert
werden. Hierfir werden zuerst zwei Isopentenylpyrophosphate miteinander
kondensiert, wobei eines davon vorher durch die Isopentenylpyrophosphat-
Isomerase zu Dimethylallylpyrophosphat umgewandelt werden muss. Danach
werden sie durch die Prenyltransferase zum Geranylpyrophosphat kondensiert.

7. Durch die Prenyltransferase wird eine weitere Isopentenylpyrophosphatgruppe
dazu kondensiert und es entsteht das Farnesylpyrophosphat.

8. Als letztes werden zwei Farnesylpyrophosphatgruppen von der NADPH-
abhangigen Squalen-Synthase zu einem Squalen kondensiert.

9. Das produzierte Squalen wird durch die NADPH-abhangige Squalen-Epoxidase
in das 2,3-Oxidosqaulen oxidiert und das 2,3-Oxidosqualen wird dann weiter
von der Squalen-Oxidocyclase in das Lanosterol cyclisiert. In 19 weiteren
Schritten wird das Lanosterol durch Oxidation und durch Eliminierung von drei
Methylgruppen in Cholesterin umgewandelt. ['1- 13

Das wichtigste und auch geschwindigkeitsbestimmende Enzym fir die
Cholesterinbiosynthese ist die HMG-CoA-Reduktase. Bei einer Therapie mit Statinen
wird die Wirkung der HMG-CoA-Reduktase gehemmt und die Cholesterinbiosynthese

kann um bis zu 45% gesenkt werden. [11. 13]



1.1.2 Cholesterinabsorption

Lipide werden durch Lipasen verdaut. Um eine Verdauung durch Lipasen maoglich zu
machen, wird Gallensaure bendtigt, welche mit den Lipiden Mizellen bilden. Es ergibt
sich dadurch eine Grenzschicht zwischen den lipophilen und den hydrophilen Anteilen.
Erst jetzt konnen die Lipasen, welche vom Pankreas stammen, an der hydrophilen
Schicht die Lipidverdauung beginnen. Im Grunde genommen werden die Lipide zu
freien Fettsduren, Mono- und Diacylglycerole gespalten, welche nun Uber die
Darmschleimhaut aufgenommen werden kénnen. Bei einem Gallensauremangel wird
zusatzlich zur einer gestorten Fettabsorption auch ein Mangel der fettldslichen
Vitamine A, D, E und K mitbeobachtet. Wenn die gespaltenen Lipide von den
Darmzellen aufgenommen werden, werden sie in Triacylglycerole umgewandelt,
danach in Chylomikronen verpackt und weiter transportiert. Chylomikronen sind
Lipoproteine, welche mizellenartige Partikel mit einem unpolaren Kern und einer
amphiphilen Hulle bilden. Der unpolare Kern besteht iberwiegend aus unverestertem
Cholesterin und Triacylglycerolen und die amphiphile Hulle besteht groltenteils aus
Proteinen, wie z.B. Apolipoproteine, sowie Phospholipide und Cholesterin. [ 17]

Chylomikronen transportieren die aufgenommenen Lipide zuerst Uber das
Lymphsystem weiter und gelangen danach Uber den Ductus thoracicus in den linken
Venenwinkel in das Kreislaufsystem. Nun konnen die Chylomikronen am Endothel der
BlutgefalRe haften bleiben und durch die Lipoproteinlipase hydrolysiert werden. Durch
die Hydrolysierung entstehen Monoacylglycerole und freie Fettsduren, welche vom
umliegenden Gewebe aufgenommen werden kdnnen. Die Chylomikronen schrumpfen
bei diesem Vorgang zu einem Chylomikronenrest zusammen, welcher sich vom
Endothel dissoziiert und Uber das Blutkreislaufsystem zur Leber transportiert wird. [- 17]
Lipoproteine bestehen grundsatzlich aus Lipiden (Cholesterin, Phospholipide und
Triglyceride) und Apolipoproteine. Apolipoproteine stellen den Proteinanteil von
Lipoproteinen, wie Chylomikronen, LDL, VLDL, IDL und HDL dar. Apolipoproteine und
Phospholipide bilden die hydrophile Hulle der Lipoproteine und der Lipidanteil den

hydrophoben Kern. Abbildung 2 zeigt einen vereinfachten Aufbau eines Lipoproteins.
[9, 10, 11, 13, 14]
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Abbildung 2: Eine vereinfachte Darstellung eines Lipoproteins. Der hydrophobe Anteil befindet sich im Inneren des Lipoproteins,
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wahrend der hydrophile Anteil die Hille des Lipoproteins bildet.

Lipoproteine werden nach ihrer Dichte in Klassen eingeteilt: Lipoproteine mit sehr
geringer Dichte (very low density), mit geringer Dichte (low density) und mit hoher
Dichte (high density). Das LDL (= low density lipoprotein) transportiert das Cholesterin
von der Leber Uber die Blutgefalle ins periphere Gewebe und das HDL (= high density
lipoprotein) transportiert Uberschissiges Cholesterin aus den Blutgefallen zurtck zur

Leber. [9 11,13, 14,17]

1.1.3 Fettstoffwechselstorungen

1.1.3.1 Hypercholesterinamie

Hypercholesterinamie bedeutet eine Erhéhung der Cholesterinkonzentration im
Blutplasma. Cholesterin wird im Blutkreislauf durch Lipoproteine transportiert. Eine
Erhdhung der Plasmakonzentration von IDL (= intermediate density lipoprotein), LDL
oder VLDL (= very low density lipoprotein) kann zu Atherosklerose fuhren, allerdings
ist auch eine niedrige Plasmakonzentration von HDL mit einem hdheren Risiko fur
Atherosklerose assoziiert. Die Reduktion der LDL-Konzentration orientiert sich am
kardiovaskularen Risikofaktor. Bei Patient*innen mit einem hohen kardiovaskularen
Risiko sollte die LDL-Konzentration auf <55 mg/dl gesenkt werden, wahrend bei
Patient*innen mit einem geringen kardiovaskularen Risiko eine LDL-Konzentration von

<116 mg/dl angestrebt werden sollte. Bei einer HDL-Konzentration von 40 mg/dl bis 90
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mg/dl wurde eine Senkung der Mortalitat von Atherosklerose bedingten Herz-Kreislauf-
Erkrankungen beobachtet. Schlussendlich sollte bei Risikogruppen fur die gesamte
Cholesterinkonzentration ein Wert von <155mg/dl angestrebt werden. ['?]

Eine Hypercholesterinamie kann primar einen genetischen Ursprung haben oder
sekundar aus anderen Erkrankungen resultieren. Im Rahmen einer primaren
Hypercholesterinamie besteht bereits in der Kindheit bzw. Jugend eine zu hohe
Cholesterinkonzentration im Blutplasma. Wahrend Erkrankungen wie z. B. das
Metabolische Syndrom, Diabetes Mellitus, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
Niereninsuffizienz, welche durch Rauchen, Bewegungsmangel und schlechte
Erndhrung verursacht werden, eine sekundare Hypercholesterindmie begtinstigen. [*
11, 12, 13, 14]

Wie bereits erwahnt, kann eine Hypercholesterinamie zu Atherosklerose fuhren. Fur
die Entstehung der Atherosklerose muss sich das LDL in beschadigten Stellen des
Endothels der Blutgefale einnisten und eine Entziindung hervorrufen. Entziindungen
locken neutrophile Granulozyten und Monozyten an, welche versuchen das
eingenistete LDL zu phagozytieren. Die Monozyten entwickeln sich zu Makrophagen
und versuchen durch Phagozytose das LDL durch Sauerstoffradikale in den
Lysosomen abzubauen. Das LDL oxidiert und gelangt tiefer in die Intima des
Endothels. Dabei entstehen Schaumzellen, die wiederrum T-Lymphozyten anlocken
und die glatte Muskulatur der Blutgefal3e zur Proliferation anregen, um eine Plaque zu
bilden. Das Lumen der Blutgefalle wird stark einengt und eine Thrombose kann zum
vollstandigen Verschluss der BlutgefalRe fuhren, wodurch das Gewebe distal der
verschlossenen Stelle nicht mehr mit Sauerstoff versorgt wird. Abbildung 4 zeigt eine
schematische Darstellung dieses pathologischen Vorgangs. Atherosklerose wirde
unbehandelt zu  Herz-Kreislauf-Erkrankungen, zur peripheren arteriellen

Verschlusskrankheit (pAVK) und zu Schlaganfallen fahren. [ 13 14, 26]
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Entstehung der Arteriosklerose

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Atherosklerose.

Der Anteil der Cholesterinbiosynthese an der Gesamtkonzentration von Cholesterin
kann bis zu 90% betragen. Aus diesem Grund ist die Hemmung der Biosynthese eine
effiziente Behandlungsstrategie bei einer Hypercholesterinamie. Die hemmende
Wirkung von Statinen auf das Schlisselenzym 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) ist in Abbildung 3 dargestellt. Die Konzentration
des HDL- Cholesterins nimmt etwas zu, wahrend die LDL-Cholesterinkonzentration in
den BlutgefaRen abnimmt. Die Cholesterinkonzentration im Blut kann bis zu ca. 45%
abnehmen. [11, 13, 16, 18, 27, 28]
Eine ebenfalls weit verbreitete Therapiemdglichkeit ist der Einsatz von Ezetimib.
Ezetimib hemmt die Cholesterinabsorption, indem es an das Transporter-Protein
NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1) bindet und die Absorption von Cholesterin und
Phytosterolen im Dinndarm hemmt. Die Aufnahme von fettldslichen Vitaminen bleibt
8



unbeeinflusst. Die Cholesterinkonzentration kann allerdings nur um ca. 20% gesenkt
werden. Allerdings lasst sich Ezetimib auch sehr gut mit einer Statin-Therapie

kombinieren. [16. 18,27, 28]

1.1.3.2 Sitosterolamie

Bei Sitosterolamie handelt es sich um eine autosomal-rezessive Erbkrankheit, welche
zu einer Mutation der ATP-binding-cassette-transporter bzw. ABC-Transporter G5
(ABCG5) und G8 (ABCGS8) fihrt.t ABCG5 und ABCG8 sind wichtige
Membrantransporter, die fur die biliare Ausscheidung von Phytosterolen (pflanzliche
Sterole) verantwortlich sind. Klinische Studien haben gezeigt, dass eine Mutation der
beiden Membrantransporter zu einem drastischen Anstieg von Phytosterolen wie z. B.
Sitosterol, Campesterol, Sigmasterol, ect. im Blutplasma fiihrt. 2. 4. 7. 28l

Bei Sitosterolamie Patient*innen kann man daher nach einer Gabe von Phytosterolen
und Cholesterin keine hohe Konzentration von Phytosterolen in der bilidren Exkretion
nachweisen. Ansonsten wirden die ABCGS5 und ABCG8 Transporter die Phytosterole
wieder ins intestinale Lumen pumpen. Es reicht schon eine Mutation des ABCG5 oder
des ABCGS8 allein aus, um eine Sitosterolamie auszulésen. Bislang wurden keine
Sitosterolamie Patient*innen diagnostiziert, die auf beiden Transportern gleichzeitig
eine Mutation aufweisen. Diese Anmerkung ist sehr wichtig, weil in Mausmodellen ein
ahnlicher Krankheitsverlauf nur dann erreicht werden konnte, wenn sowohl ABCG5 als
auch ABCGS8 gleichzeitig mutiert wurden. [5 6.7, 8, 28]

Die erhohte Phytosterolkonzentration im Blutplasma fuhrt auch zu einer erhdhten
Konzentration der LDL und begunstigt dadurch Atherosklerose und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen. Hinzu kommt, wie in Abbildung 4 ersichtlich ist, dass Phytosterole eine
dem Cholesterin ahnliche chemische Struktur besitzen. Aus diesem Grund stehen
Phytosterole weiterhin im Verdacht Atherosklerose zu beglnstigen. Da die
Hauptursache fur diese Erbkrankheit eine Akkumulation von Phytosterolen ist, wird
primar mit Cholesterinabsorptionsinhibitoren anstelle von Statinen behandelt.
Phytosterole, wie Sitosterol und Campesterol, werden als Parameter fur die

Cholesterinabsorption verwendet. 125 7. 28]



HO
Cholesterol Sitosterol Ergosterol Campesterol

Brassicasterol Stigmasterol Demosterol

Lanosterol Lathosterol Squalene 5a-Cholestane (IS)

Abbildung 4: Aufgelistet sind die wichtigsten Sterolderivate. Man beachte die strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Cholesterin

und den zwei Phytosterolderivaten Sitosterol und Campesterol.
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1.2 Kardiorenales/Renokardiales Syndrom

Das kardiorenale bzw. renokardiale Syndrom beschreibt eine Fehlfunktion des
Herzens und der Niere. Primar kann eine Insuffizienz des Herzens oder der Nieren
vorherrschen, welche zu einer Insuffizienz des anderen Organs fihren kann. Bei einem
kardiorenalen Syndrom verursacht eine primare Insuffizienz des Herzens eine
Dysfunktion der Nieren und bei einem renokardialen Syndrom verursacht eine primare
Insuffizienz der Nieren eine Dysfunktion des Herzens. Unter anderem lassen sich
sowohl das kardiorenale als auch das renokardiale Syndrom in einen akuten oder
chronischen Krankheitsverlauf unterteilen. [® 29, 31,32, 33, 34, 35, 36]

Bei einem akuten kardiorenalen Syndrom steht eine akute Herzerkrankung im Fokus.
Zu den akuten Herzerkrankungen zahlen unter anderem die koronare Herzerkrankung,
die Myokarditis und der Myokardinfarkt. Ein hypertensives Lungenédem kann auch zu
einem akuten kardiorenalen Syndrom fuhren. Akute Herzkrankheiten, die eine
Reduktion der Ejektionsfraktion des Herzens verursachen, sind mit einem hdheren
Risiko fur kardiorenale Syndrome assoziiert als eine akute Niereninsuffizienz. Ein
Grund koénnte eine mogliche Unabhangigkeit der Nierenfunktion auf kardiovaskulare
Erkrankungen sein. Des Weiteren kann sich bei einer kurz andauernden akuten
Herzinsuffizienz die Nierenfunktion wieder erholen. [9 31, 32, 33, 34, 35, 36]

Bei einem chronischen kardiorenalen Syndrom stehen chronische Herzerkrankungen,
welche wiederrum zu chronischer Niereninsuffizienz fuhren, im Mittelpunkt. Die
Pravalenz von Nierenfunktionsstérungen betragt ca. 25% bei chronischen
Herzerkrankungen. Chronische Herzerkrankungen verursachen eine verminderte
Nierenperfusion, welche haufig durch mikrovaskulare und makrovaskulare
Erkrankungen bedingt ist. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
linksventrikularen Ejektionsfraktion und der glomeruléren Filtrationsrate konnten noch
nicht nachgewiesen werden, weil Patient*innen mit chronischer Herzinsuffizienz und
erhaltener linksventrikularer Funktion ahnliche glomerulare Filtrationsraten aufwiesen
wie Patient*innen mit einer eingeschrankten Ejektionsfraktion von <45%. Das
chronische kardiorenale Syndrom ist schwer zu therapieren, weil eine Therapie mit z.
B. Diuretika zu einer Verschlechterung der Nieren fiihren kann. [®-29 31, 32,33, 34, 35, 36]

Das akute renokardiale Syndrom ist durch eine akute Verschlechterung der
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Nierenfunktion gekennzeichnet, welche zu akuten Herzstérungen, wie Arrhythmien,
Ischamie oder akuter Herzinsuffizienz fuhrt. Ein akutes Nierenversagen kann das Herz
auf mehrere Wege betreffen. Mdgliche Belastungen sind eine Flussigkeitsuberlastung,
welche ein Lungenddem verursacht und damit das rechte Herz belastet, eine
Hyperkaliamie, die Herzrhythmusstorungen bzw. einen Herzstillstand verursacht und
eine Uramie, die zu Myokarditis und Perikarditis fihren kann. Bei einer bilateralen
Nierenarterienstenose sorgt ein chronischer Anstieg des Blutdrucks auch fur eine
starke Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Dies kann zu einer
Myokardischamie fihren, da die Nachlast des Herzens erhdht wird und dadurch auch
der Sauerstoffbedarf des Myokards steigt. [% 31 32, 33, 34, 35, 36]

Ein chronisches renokardiales Syndrom ist durch eine chronische Niereninsuffizienz
gekennzeichnet, die zu Kkardialen Funktionsstorungen fuhrt. Die chronische
Niereninsuffizienz wird basierend auf dem Schweregrad der Nierenschadigung und der
glomerularen Filtrationsrate in funf Stadien unterteilt. Patient*innen mit einer
Niereninsuffizienz im Stadium 5 weisen ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko auf. In
50% der Falle sterben jene Patient*innen an einer Herz-Kreislauf-Erkrankung. Das
Risiko eines Myokardinfarkts ist somit 10- bis 20-fach hoher als bei Patient*innen ohne
chronischer Niereninsuffizienz. Vaskulare Erkrankungen, linksventrikulare hypertrophe
Dysfunktion und eine beschleunigte Atherosklerose sind die haufigsten
kardiologischen Dysfunktionen bei einer chronischen Niereninsuffizienz. [® 2931, 32,33, 34,
35, 36]

Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Amyloidose, systemischer Lupus erythematodes,
oder Sepsis kénnen sowohl das Herz als auch die Nieren unabhangig voneinander
schadigen. In solchen Fallen wirde man von einem sekundaren kardiorenalen
Syndrom sprechen. In den meisten akuten Fallen ist eine Sepsis fur eine Schadigung
des Myokards und der Nieren verantwortlich, aber die genaue Pathogenese ist noch
nicht bekannt. [9. 31. 32, 33, 34, 35, 36]

Vereinfacht lasst sich sagen, dass Herzerkrankungen in den meisten Fallen auch einen
Einfluss auf Nierenerkrankungen haben und umgekehrt. Aus diesem Grund ist es

essenziell bei einer Herzinsuffizienz auch die Nieren genau zu untersuchen und
umgekehrt, [9. 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36]
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Als therapeutische Malnahmen fur das kardiorenale/renokardiale Syndrom stehen
Medikamente zur Behandlung der Herzinsuffizienz und eine Nierenersatztherapie zur

Verfugung. [9 16. 18,20, 40, 41]

1.2.1 Nierenersatztherapie

Als Nierenersatzverfahren wird die Dialyse betrachtet, welche aulerhalb des Korpers
oder innerhalb des Korpers stattfinden kann. Unter Dialyse aul3erhalb des Korpers wird
die Blutreinigung durch eine Hamodialyse oder Hamofiltration verstanden, wahrend
unter einer Dialyse innerhalb des Korpers die Peritonealdialyse gemeint ist. Die Dialyse
wird bei chronischer Niereninsuffizienz durchgeflhrt, wenn die glomerulare
Filtrationsrate unter 15 ml/min/1,73 m? fallt. (20, 30, 40, 41]

Bei der Hamodialyse oder Hamofiltration wird ein Gefallzugang bendtigt. Dieser
GefalRzugang muss einen grof’en Volumenzugang bieten, weil wahrend der Dialyse
eine Blutzirkulation von 300 ml/min oder mehr fur eine effektive Blutreinigung bendtigt
wird. Dieser Gefallzugang wird durch einen arteriovendésen Shunt oder Fistel
ermaoglicht. Dabei wird eine chirurgische Verbindung zwischen einer Arterie und einer
Vene hergestellt. Fir gewohnlich wird diese Brescia-Cimino-Fistel zwischen der Arteria
radialis und der Vena cephalica am Handgelenk angelegt. Weitere Maoglichkeiten
waren auch ein Sheldon-Katheter, der in die Vena jugularis interna, in die Vena
subclavia oder Vena femoralis eingelegt wird. [20. 30, 40, 41]

Die Hamodialyse reinigt das Blut, indem es das Blut durch eine semipermeable
Membran (= Dialysator) auf eine Seite leitet, wahrend auf der anderen Seite des
Dialysators in entgegengesetzter Stromung eine Dialyse-Flissigkeit (Dialysat) mit
physiologischer Elektrolytzusammensetzung leitet. Durch die Erzeugung eines
Unterdrucks lasst sich die Volumenregulation einstellen. Wichtig ist die Gabe von
Heparin wahrend der Dialyse, um eine Blutgerinnung zu verhindern. Fur Patient*innen
mit Blutungsneigung wird statt Heparin Citrat verwendet. Aufgrund der
semipermeablen Membran und dem Gegenstrom des Dialysats wird das Blut durch
Diffusion und Konvektion gereinigt. Die semipermeable Membran ist nur fur kleine

molekulare Substanzen, wie Elektrolyte, Harnstoff und Kreatinin durchlassig. 20 30. 40,
41]
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In Abbildung 5 ist eine vereinfachte Darstellung der Hamodialyse, fur eine bessere

Vorstellung, dargestellt.

Druckmessung Rucklauf
/ Lufifalle
/ Gereinigtes Blut

NaCl-Losung

Dialysatpumpe

Frisches Dialysat

N

Verbrauchtes 4
Dialysat \\[>
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Druckmessung
Vorlauf OA
/utpumpe
Heparin-Pumpe Druckmessung Entnommenes
(Gerinnungshemmung) Entnahme Blut

Abbildung 5: Darstellung einer Hdmodialyse.

Die Dialyse sollte mindestens 3mal pro Woche 4 bis 5 Stunden lang durchgefihrt
werden, um eine effektive Blutreinigung zu erzielen. [20. 491

Die Dialyse dient nur zur Uberbriickung fiir eine bevorstehende Nierentransplantation,
weil nur eine Nierentransplantation eine chronische Niereninsuffizienz am effektivsten
kompensieren kann. Eine Dialyse kommt niemals an die Funktion einer gesunden
Niere heran. [20. 30, 40, 41

Wie oben schon erwahnt, ist das Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei
Dialysepatient*innen stark erhoht. Zu den haufigsten Atiologien von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zahlen in erster Linie Hypertonie, koronare Herzerkrankungen,
Myokardinfarkt oder Herzklappenfehler. Es sei noch erwahnt, dass Entzindungen,
Stress und Rauchen ebenfalls Herzerkrankungen begulnstigen bzw. verschlechtern
konnen. Gerade psychischer Stress gerat als Risikofaktor fur Herzerkrankungen immer
mehr in den Fokus, weil die psychische Verfassung einen Einfluss auf das

Nervensystem, Immunsystem und Hormonsystem hat. [®: 15 19, 20, 21, 22, 23, 24, 28]
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1.3 AURORA Studie

In friheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass Patient*innen, die sich einer
Hamodialyse unterziehen, ein stark erhohtes kardiovaskulares Risiko haben. Damit
erhoht sich auch das Risiko eines Myokardinfarkts oder fur andere kardiovaskulare
Ereignisse, wie z. B. plotzlicher Herztod und/oder Herzinsuffizienz. Die Konzentration
des LDL kann bei Dialysepatient*innen erniedrigt oder normal sein, was eine
Unsicherheit bei der Anwendung einer lipidsenkenden Therapie mit Statinen mit sich
bringt. Eine Therapie mit Statinen wird oft gegen eine zu hohe LDL-Konzentration
gestartet, da Statine die Cholesterinbiosynthese hemmen. Nun stellt sich die Frage, ob
eine Therapie mit Statinen Dialysepatient*innen weiterhelfen kénnte oder nicht. Um
diese Frage zu beantworten, hat man sich in der AURORA Studie mit der klinischen
Bewertung der Therapie mit Statinen bei Dialysepatient*innen beschaftigt, um
herauszufinden, ob sie zu einer Reduktion der kardiovaskularen Mortalitat bzw. auch
Gesamtmortalitat fiihrt oder nicht. 37 38, 39

Hierfir wurde eine randomisierte Placebo-kontrollierte Studie durchgefuhrt. Dafur
wurden zwei klinische Patient*innen-Gruppen gebildet, wobei eine Gruppe Statine
erhielt, wahrend die andere Gruppe die Placebo-Kontrolle darstellte. Diese Therapie
wurde Uber einem Zeitraum von 3 bis 4 Jahren durchgefuhrt. Plasmaproben von den
Studienteilnehmer*innen wurden vor Therapiebeginn, wahrend der Studie und am
Studienende entnommen. Die Ergebnisse zeigen, dass trotz einer Therapie mit
Statinen und der damit verbundenen Senkung der LDL-Konzentration um ca. 43%, kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die kardiovaskulare Mortalitat im Vergleich zur
Placebo-Gruppe besteht. [37- 38 39]

Allerdings sollte hier eine klinische Studie erwahnt werden, welche nachweisen konnte,
dass nur Dialysepatient*innen mit einer zu hohen Cholesterinbiosynthese von einer
Therapie mit Statinen profitieren, wahrend Dialysepatient*innen mit einer zu hohen
Cholesterinabsorption keinen Vorteil von dieser Therapie haben. Diese Ergebnisse
konnen dadurch erklart werden, dass eine Statintherapie nur die

Cholesterinbiosynthese hemmt und nicht die Cholesterinabsorption. [37: 38, 3¢
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Aus diesem Grund soll in dieser Studie herausgefunden werden, ob Parameter der
Cholesterinbiosynthese und der Cholesterinabsorption mit der kardiovaskularen
Mortalitat und mit der Gesamtmortalitat der Dialysepatient*innen assoziiert sind und
welche Risikofaktoren mit den jeweiligen Sterolederivaten im Zusammenhang stehen.
Als potenziell prognostische Marker wurden fur die Biosynthese das Lathosterol bzw.
die Lathosterol/Cholesterin ratio gewahlt, fur die Absorption das Cholestanol bzw. die

Cholestanol/Cholesterin ratio.
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2 Material und Methoden

Fir die Analyse der 2347 Plasmaproben wurde ein GC-MS Gerat verwendet. Dabei
handelt es sich um einen Gaschromatographen, welcher mit einem
Massenspektrometer verbunden ist. Die Konzentrationen der einzelnen Plasmaproben
wurden danach durch eine kalibrierte Eichkurve berechnet. Die einzelnen
Arbeitsschritte der Plasmaanalyse, das Einwiegen der Stammldsung und die dazu

notwendigen Erklarungen werden als nachstes naher beleuchtet. [2 3l

2.1 Plasmaproben

Fir die AURORA Studie wurden EDTA-Plasmaproben von Dialysepatient*innen,
kaukasischer Herkunft analysiert. Es wurden 2347 Plasmaproben gesammelt. Das
entnommene Blut wurde flr ca. 15 min bei ca. 3000 g zentrifugiert. Das Blutplasma
trennt sich von den festen Blutbestandteilen. 100 pyl wurden danach vom Blutplasma
entnommen und bei -80 °C eingefroren. [

Um die Konzentrationen der bereits erwahnten Sterolderivate zu berechnen, wurde mit
Hilfe der Software Xalibur Version 2.0.7 eine Kalibrierungsfunktion berechnet. Fur die
Berechnung einer Kalibrierungsfunktion mussen die Retentionszeiten der
Sterolderivate vorher bekannt sein. Die Retentionszeiten wurden durch
Standardlésungen laufend im Labor bestimmt. Die Retentionszeiten fur die zu
bestimmenden Sterolderivate sind im Anhang zu finden. Fur die Erstellung einer
Kalibrierungsfunktion muss eine Verdunnungsreihe von EK1 bis EK9 aus einer
bestimmten Sterolderivat-Losung pipettiert werden. Von jedem Sterolderivat wurden
3,8 mg eingewogen und auf ein Volumen von 10 ml mit Isopropanol (2-Propanol)
geldst. Als nachstes wurde 1 ml aus allen Sterolderivat-Losungen in ein Becherglas
pipettiert und mit Methanol auf ein Gesamtvolumen von 16 ml aufgefullt. Diese
Stammldsung entspricht EK1, danach wurde fur die Verdinnungsreihne 1 ml der
Stammldsung enthommen und mit Methanol im Verhaltnis 1:2 von EK1 bis EK9
verdunnt. Es wurden 50 pL aus jeder Verdunnungsreihe entnommen und 50 pL
destilliertes Wasser, 100 yl BSA (Rinderalbumin), 100 ul Epicopstanol und 100 pl

Cholestanol d5* hinzugefugt. Fur die Massenspektrometrie ist ein interner Standard
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unverzichtbar, weil der interne Standard als Relations-Vergleich dient und deshalb eine
genauere Messung der Konzentrationen ermoglicht. Fur die Kalibrierungsfunktion
werden die beiden internen Standards Epicoprostanol und Cholestanol d5* verwendet.
Fur die Messung der Plasmaproben wurde allerdings nur noch Epicoprostanol als
interner Standard benutzt, da Cholestanol d5* fur die Messung der
Plasmakonzentrationen keinen Vorteil erbrachte. Die berechneten Konzentrationen
und gemessenen Konzentrationen von EK1 bis EK9 der Stammldsung sind in Tabelle

1 aufgelistet. [2- 50

Tabelle 1: In dieser Tabelle sind die berechneten und gemessenen Konzentrationen der Stammlésung aufgelistet.

EK1 4,110 3,875
EK2 2,010 1,938
EK2a 1,938 1,938
EKS3 0,881 0,969
EK3a 0,997 0,969
EK4 0,470 0,484
EK4a 0,506 0,484
EK5 0,236 0,242
EKb5a 0,253 0,242
EK6 0,124 0,121
EK6a 0,112 0,121
EK7 0,056 0,059
EK7a 0,063 0,059
EK8 0,028 0,030
EK8a 0,031 0,030
EK9 0,015 0,015
EK9a 0,016 0,015
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Die Verduinnungsreihen werden im GC-MS gemessen und mit Hilfe der Software
Xcalibur Version 2.0.7 integriert. Durch die Integrationen der einzelnen Peaks ergibt
sich der Wert fir R2 0,97. Bei diesem R? Wert liefert die Kalibrierungsfunktion gute
Ergebnisse. Die unbekannten Konzentrationen der Plasmaproben werden anhand

folgender Formel der Kalibrierungsfunktion berechnet:
y = kx +d

Kalibrierungsfunktionen missen generell immer neu erstellt werden, wenn das GC-MS
gewartet werden muss oder wenn die Gaschromatographiesaule stark verkurzt wurde.
[2, 50]

Zusatzlich wurde eine QC-Probe 1 (= Qualitatskontrolle) und QC-Probe 2 verwendet.
Die QC-Probe 1 ist ein Gemisch aus den Verdinnungsreihen EK7 und EK8, mit einer
Konzentration von 0,044 nmol pro 100 ul. Wahrend die QC-Probe 2 ein Gemisch aus
den Verdunnungsreihen EK2 und EK3 ist, mit einer Konzentration von 1,45 nmol pro
100 pl. Die QC-Probe 1 und 2 mussen fur jede neue Messung frisch vorbereitet werden,
damit lasst sich nachweisen, wie effizient die Messung vom GC-MS war. [2- 50

Jeder einzelne Arbeitsschritt ist der LURIC Studie nachempfunden, welche im
Literaturverzeichnis mit den Nummern [2] und [3] vermerkt wurde. Diese Diplomarbeit
bezieht sich auf die vorrangegangene Masterarbeit: Phytosterole im Blutplasma von
Dialysepatient*innen. Aus diesem Grund werden nicht alle einzelnen Arbeitsschritte
genannt und erklart. Aber fir Interessierte besteht die Mdglichkeit samtliche Details der
verwendeten Materialien und Methoden und ihre Erklarungen in der genannten
Masterarbeit nachzulesen. Diese Masterarbeit ist im Literaturverzeichnis mit der

Nummer [50] vermerkt.
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2.2 Gaschromatographie

Eine Gaschromatographie ist eine Methode zur Trennung von flichtigen
Stoffgemischen, welche sich verdampfen lassen, ohne sich dabei zu zersetzen. In der
Gaschromatographie wird ein Tragergas, wie z. B. Wasserstoff, Stickstoff oder Helium,
als mobile Phase verwendet, wahrend in der Flussigkeitschromatographie ein
Lésungsmittel als mobile Phase dient. Als stationare Phase wird ein dinner Film auf
der Innenwand der Kapillarsaule aufgetragen. Wichtig ist, dass das Tragergas keine
Bindung oder Wechselwirkung mit der stationaren Phase oder den Analyten eingehen
darf. [42, 44, 51]

Die mobile Phase wird nur flr den Transport der Analyten Uber die stationare Phase
verwendet, wahrend diesem Vorgang durfen die Analyten nur mit der stationaren
Phase eine Wechselwirkung eingehen. Durch diese Wechselwirkung werden die
Analyten unterschiedlich stark zurlckgehalten. Dadurch ergeben sich die
Retentionszeiten, weil jeder Analyt unterschiedlich lange Zeit bendtigt, um die
stationare Phase zu verlassen. [4% 511

Fur die stationare Phase wird eine Kapillarsaule verwendet, welche meistens aus
Quarz mit einer aulleren Schicht aus Kunststoff besteht. Die duRere Kunststoff-
Beschichtung verleint der Kapillarsaule ihre Flexibilitat. Kapillarsaulen besitzen
meistens eine Lange von ca. 15 bis 60 m, wahrend der Innendurchmesser meistens
ca. 0,15 bis 0,5 mm grof} ist. FUr eine bessere Trennung sind die Kapillarsaulen mit
einer Innenbeschichtung, dem Trennphasenfilm, von ca. 0,1 bis 5 ym beschichtet.
Dieser Trennphasenfilm besitzt thermostabile Polysiloxanderivate, weil Lipide einen
hohen Siedepunkt besitzen und somit mit sehr hohen Siedepunkten gearbeitet werden
muss. [45 43

Der Ubergang von flissig zu gasférmig stellt ein grolkes Problem dar, weil sich die zu
analysierenden Analyten womoglich zersetzen koénnen. Um diesen Vorgang zu
verhindern, mussen die Analyten mit einer polaren funktionellen Gruppe derivatisiert
werden. Fir diesen Vorgang steht entweder eine Methylierung oder Silylierung zur
Verfugung. Fur die Plasmaproben wurde eine Silylierung mittels MSTFA (N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid) durchgefiihrt. (45 431

Um die Analyten voneinander zu trennen, orientiert man sich anhand ihrer
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Siedepunkte. Je geringer der Siedepunkt eines Analyten ist, umso friher wird dieser
Analyt eluiert. Die Temperatur wird deshalb zu einem wichtigen Bezugspunkt fur die
Wechselwirkung zwischen dem Analyten und der stationaren Phase. Eine
Temperaturveranderung fiihrt auch zu einer Anderung der Retentionszeiten. Damit es
zu einer Wechselwirkung kommen kann, muss die stationdre Phase eine ahnliche
Polaritat besitzen wie die Analyten. In diesem Fall muss die stationare Phase eine
unpolare Eigenschaft haben, weil Lipide hydrophob und unpolar sind. Fir die unpolare
Eigenschaft der stationaren Phase werden z. B. Poly(dimethylsiloxan)- und Poly(5%-
diphenyl-95%-dimethylsiloxan) Molekulle verwendet. Zu guter Letzt sei noch erwahnt,
dass die Analyten fur die Gaschromatographie in Losungsmittel gelost werden missen.
Das Losungsmittel muss so gewahlt werden, dass es schon bei einem niedrigen
Siedepunkt siedet. [45 43]

Zur besseren Vorstellung ist in Abbildung 6 der Aufbau eines Gaschromatographen
abgebildet.

U

Abbildung 6: Zu sehen ist der Aufbau eines Gaschromatographen mit folgenden Einzelkomponenten: Tragergas (1), Injektor (2),
Saule (3), Detektor (4) und Signalaufzeichnung (5).
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2.3 Massenspektrometer

Ein Massenspektrometer dient dazu, die vorher durch die Gaschromatographie
getrennten Analyten Uber ihre Masse-zu-Ladung-Verhaltnisse (m/z) zu identifizieren.

Ein Massenspektrometer besteht aus folgenden Komponenten:
e Probenzufihrungssytem
e lonenquelle
e Massenanalysator
e Detektor

Abbildung 7 gibt den groben Aufbau eines Massenspektrometers, fir eine bessere

Ubersicht, wieder. [45 46. 47,48, 49]

l Datensystem T 3 “ ‘I ‘ |
1 .
+ Massenspektrum

: Proben- ¢ lonen- Massen-
i einlass ; quelle analysator __ Detektor
Atmosphare/

Hochvakuum |

1000 mbar 10-° bis 10 mbar 109 bis 10® mbar

Abbildung 7: Aufbau eines Massenspektrometers. Im Datensystem werden die lonen in elektrische Signale umgewandelt,
welche dann in ein Massenspekrtum umgewandelt werden.

Damit es zu keinem unndtigem Untergrundrauschen kommt, arbeitet das
Massenspektrometer unter Hochvakuum, nur so ist es moglich das Kollidieren der
Elektronen mit Luftmolekiilen zu verhindern. [45. 46, 47,48, 49]

Bevor eine Massenspektrometrie durchgefluihrt werden kann, missen die Analyten

ionisiert werden. Die lonisierung kann durch eine chemische lonisation (= CI),
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ElektronenstoRionisation (= El) oder Elektrospray-lonisation (= ESI) erfolgen. Fir diese
Studie wurden die Plasmaproben durch die El ionisiert. Zuerst missen die zu
analysierenden  Analyten  durch ein  ProbenzufGhrungssystem in  die
lonisationskammer, unter Vakuum, weitergeleitet werden. In der lonisationskammer
wird ein Gluhdraht aufgeheizt und durch Thermoemission werden Elektronen frei,
welche durch eine Potentialdifferenz von ca. 70 eV zwischen Filament und Metalplatte
beschleunigt werden. Nun treffen die Elektronen auf die zu analysierenden Analyten
und schlagen Elektronen aus den Analyten heraus. Dadurch entstehen positive
geladene lonen. Die El lonisation ist eine sehr harte Methode zur lonisation, wodurch
Fragmente entstehen konnen, welche wiederum wichtige Hinweise auf bestimmte
Substanzen liefern kdnnen. [45. 46, 47,48, 49]

Als nachstes mussen diese positiv geladenen lonen nach ihrem Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnis (m/z) gefiltert werden. Es gibt unterschiedliche Massenfilter fur die
Massenspektrometrie. Fur diese Studie wurde ein Quadrupol verwendet. Ein
Quadrupol besteht aus vier parallel angeordnete Metallelektroden, an welche
gleichzeitig bei einer Phasendifferenz von 180° eine Gleichspannung und eine
hochfrequente Wechselspannung angelegt werden. Das Verhaltnis zwischen
Gleichspannung zu Wechselspannung ermdglicht nur fir bestimmte lonen mit einem
bestimmtem m/z eine stabile Flugbahn. So kdnnen nur ausgewahlte lonen mit einem
bestimmten m/z eine stabile Flugbahn erhalten, wahrend alle anderen lonen an den
Elektrostében kollidieren wiirden. 45 46, 47, 48, 49]

Als letztes mussen die lonen von einem Detektor in ein elektrisches Signal
umgewandelt werden. Meisten wird far diesen Vorgang ein
Sekundarelektronenvervielfacher (= SEV) verwendet, welcher aus einer
Konversionsdynode und mehreren Beschleunigungsdynoden besteht. Die
Konversionsdynode wirkt mit 10 kV den kommenden lonen entgegen und erzeugt beim
Landen der lonen einen Sekundarelektronenstrom. Nun werden Elektronen von einer
Beschleunigungsdynode zur nachsten beschleunigt. Bei diesem Ablauf werden immer
mehr Elektronen mit einem hoéheren Potenzial aus den Beschleunigungsdynoden
herausgeschlagen, sodass sich eine Elektronenkaskade bildet. Die Elektronenkaskade

wird in ein elektrisches Signal umgewandelt, das Uber einen Vorverstarker zu einem
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Transientenrekorder geleitet wird. Am Transientenrekorder werden die elektrischen
Signale digitalisiert. Nun kdnnen diese Signale von einer Software am Computer
gelesen und ausgewertet werden. Die ausgewerteten Signale werden in ein Spektrum
aufgetragen, das den gesamten m/z Bereich und die Intensitat der einzelnen

detektierten lonen wiedergibt. [45 46,47, 48, 49]
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2.4 Statistische Vorgehensweise

Die AURORA Studie ist eine Kohortenstudie, welche als prospektive Studie den
Einfluss der Cholesterinbiosynthese und Cholesterinabsorption auf die Mortalitat von
kardiovaskularen Erkrankungen bei Patient*innen mit terminaler Niereninsuffizienz
untersucht. Die Patient*innen unterzogen sich aufgrund ihrer terminalen
Niereninsuffizienz einer Dialysetherapie. Fur die AURORA Studie wurden 2347
Plasmaproben von Dialysepatient*innen gemessen und statisch ausgewertet. Zwei
Dialysepatient*innen wurden aus der statischen Auswertung ausgeschlossen, da eine
Zuordnung zur Studien-Datenbank nicht moglich war. Die statistische Auswertung
wurde fir 2345 Dialysepatient*innen durchgefiihrt. [ 3. 621

Bei einer Kohortenstudie wird eine bestimmte Gruppe von Patient*innen eine
bestimmte Zeit beobachtet. Wichtig fur eine Kohortenstudie ist, dass ein Teil dieser
Patient*innen einem bestimmten Risikofaktor ausgesetzt war oder eine bestimmte
Therapie erhalten hat, wahrend die andere Gruppe diesem Risikofaktor nicht
ausgesetzt war bzw. ein Placebo erhalten hat. Demzufolge geht die Kohortenstudie der
Beobachtung von bestimmten Einflussfaktoren auf den Krankheitsverlauf nach. 123 62
Fir die statistische Auswertung werden die Konzentrationen der Sterolderivate
Campesterol, Sitosterol, Lathosterol und Cholestanol aus den Plasmaproben in der
Einheit ymol/l gemessen. Fiur die Bestimmung der kardiovaskularen Mortalitat und
Gesamtmortalitat mussen auch die Relationen von Lathosterol zu Cholesterin und
Cholestanol zu Cholesterin in der Einheit umol/mmol statistisch ausgewertet werden.

Zusatzlich wurden auch wichtige Risikofaktoren fur die statistische Auswertung
bestimmt. Fur die AURORA Studie wurden die Risikofaktoren male gender, age, body
mass index (kg/m?), hypertension yes/no, total cholesterin (mg/dl), LDL cholesterin
(mg/dl), HDL cholesterin (mg/dl), triglycerides (mg/dl), CRP (mg/l), NTproBNP, troponin
I and galectin-3 berucksichtigt.

Basierend auf den Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen werden fur die
Kohortenstudie drei Modelle erstellt. Modell 1 wurde als unadjusted, Modell 2 als
adjusted for age, gender und Modell 3 als adjusted for age, gender, body mass index,
hypertension, CRP definiert. Diese Modelle dienten als Cox-Proportional-Hazard-

Modelle um die Assoziation der Risikofaktoren auf die kardiovaskulare Mortalitat und
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auf die Gesamtmortalitat zu bestimmen. 2 3.62]
Welche statistischen Modelle fir die AURORA Studie verwendet wurden, wird als

nachstes behandelt.

2.5 Verwendete statistisches Modelle der AURORA Studie

Alle statistischen Analysen wurden mit der R-Software durchgefuhrt. Fur die
Auswertung wurde das zweiseitige Signifikanzniveau verwendet, wobei fir den
Signifikanztest p <0,05 eingestellt wurde. Kontinuierliche Variablen wurden als
Mittelwert + Standardabweichung oder als Median (= Interquartil) beschrieben. Wenn
die Verteilung verzerrt war, wurden die kategorialen Variablen als Haufigkeit in Prozent
angegeben. 168, 59, 60, 61,62]

Die Ausgangsmerkmale zwischen Patient*innen, die eine Rosuvastatin oder eine
Placebo Behandlung erhielten, wurden mit dem t-Test oder dem nicht parametrischen
Wilcoxon-Test fur kontinuierliche Variablen durchgefihrt und verglichen. Fur die
kategorialen Variablen wurde der Fisher-Test verwendet. [58-61]

Der Vergleich der kardiovaskularen Risikofaktoren wurde gemafR der Terzilen der
Sterolderivate unter Verwendung des ANOVA-Tests (= Analysis of Variance Test) oder
des nicht parametrischen Kruskal-Wallis-Tests flr kontinuierliche Variablen. Fur die
kategorialen Variablen wurde der Fisher Test durchgefihrt. [8 59,60, 61]

Um den Zusammenhang zwischen Sterolderivaten und kardiovaskularen Mortalitat
bzw. Gesamtmortalitat zu beurteilen, wurde fur die Berechnung des Prognose-Faktors
das Cox-Modell durchgefihrt. Der Hazard Ratios (= HR) ist mit einem 95%
Konfidenzintervall als HR (Cl 95%) dargestellt. Dabei wird die Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen Sterolderivaten und der Behandlung im Cox-Modell
verglichen. Die Rosuvastatin Behandlung und das Placebo (Referenzwert) wurden im
HR mit HR >1: Placebo war besser oder HR <1: Rosuvastatin war besser beschrieben.
Der prognostische Wert wurde auf 3,5 Jahre berechnet. Es war kein signifikanter
Unterschied zwischen der Rosuvastatin-Gruppe und der Placebo-Gruppe

nachweisbar. [58. 59. 60, 61]
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Der Chi*-Test wird fur die Analyse von Haufigkeiten verwendet. Der Chi?-Test kann
somit zwei Alternativmerkmale auf ihre Abhangigkeit oder Unabhangigkeit miteinander
vergleichen. 1571

Der Kruskal-Wallis-Test ist ein nicht-parametrisches Testverfahren, welches anhand
der Varianzanalyse unabhangige Stichproben, die einer gemeinsamen
ordinalskalierten Population entstammen, testet. Der Unterschied zum U-Test ist, dass
der Kruskal-Wallis-Test mehr als zwei Stichproben analysiert. 5]

Der Fishers exakter Test stellt einen Signifikanztest durch den Vergleich von
Haufigkeiten zweier unabhangigen Stichproben in einer Kontingenztafel dar. Im
Gegenzug zum Chi?-Test gibt es keine Voraussetzungen fur den Stichprobenumfang.
[57]

Mit dem Wilcoxon-Test wird Uberpruft, ob der Median einer Stichprobe vom Sollwert
abweicht oder nicht. Eine wichtige Vorrausetzung fur die Verwendung des Wilcoxon-
Tests ist, dass eine symmetrische und nicht-parametrische bzw. keine
Normalverteilung vorherrscht. 1571

Mit dem t-Test werden die Mittelwerte von zwei Stichproben verglichen. Die
Voraussetzungen fur den t-Test ist eine Normalverteilung (parametrisches
Testverfahren) und bei zwei unabhangigen Stichproben muss noch die Varianz
denselben Wert haben. [¥7]

Time-to-Event-Analysen wurden fur die Berechnung des prognostischen Faktors des
Cox-Modells verwendet. Vorerst muss die Hazard-Ratio (= relatives Risiko) berechnet
werden, allerdings gehen wir beim Cox-Modell von einer konstanten Hazard-Ratio aus.
Dadurch werden Zusammenhange mit bestimmten EinflussgroRen fir die Hazard-
Ratio bestimmt. Wichtig ist, dass ein bestimmter Zeitraum fir die Uberlebensrate
bestimmt wird. In dieser Studie wird eine 3,5-Jahre-Uberlebensrate angenommen. [57:62
Fur den Vergleich von mehreren Mittelwerten kann der ANOVA verwendet werden.
Hierbei wird untersucht, welchen Einfluss verschiedene unabhangige Variablen auf

abhangige Variablen haben. 7]
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3 Ergebnisse

3.1 Rosuvastatin-Gruppe und Placebo-Gruppe

Das Hauptziel der AURORA-Studie war den Effekt der Behandlung mit Rosuvastatin
Uber einen Zeitraum von 3,5 Jahren im Vergleich zu einer Placebo-Gruppe zu
untersuchen. Dazu wurde das Studienkollektiv in eine Placebo-Gruppe mit 1164
Teilnehmer*innen und in eine Rosuvastatin-Gruppe mit 1181 Teilnehmer*innen
aufgeteilt. Bevor die Daten statistisch ausgewertet werden konnten, wurden die
wichtigsten Risikofaktoren, in diesem Fall samtliche Parameter, die die kardiovaskulare
Mortalitat und die Gesamtmortalitat beeinflussen kdnnen, gesammelt. Die wichtigsten
Risikofaktoren sind in Tabelle 2 aufgelistet. Beide Gruppen zeigen keinen Unterschied
in den Baseline-Daten. Daher kénnen flur die Auswertungen der vorliegenden Arbeit

die Daten der beiden Gruppen zu einer Kohorte zusammengefasst werden.

Tabelle 2: Kardiovaskuldre Risikofaktoren der Studienkohorte bei der Baseline-Visite, aufgeteilt in Placebo-Gruppe und

Rosuvastatin-Gruppe.

Age (years) 64.4 + 8.8 64.1+8.6 0.42
Female 429 (36.9 %) 460 (39.0 %) 0.31
Body mass index (kg/m?) 253+5.2 252+47 0.70
Total cholesterol (mmol/L) 4.49 +£1.09 4.55+1.10 0.24
LDL cholesterol (mmol/L) 2.55+0.88 2.58 £0.90 0.43
HDL cholesterol (mmol/L) 1.16 £ 0.42 1.17 £ 0.38 0.53
Triglycerides (mmol/L) 1.72£1.07 1.73+£1.05 0.73
hsCRP (mg/dL) 0.54 (0.22 - 1.50) 0.48 (0.20 - 1.37) 0.067

Die Daten werden als Mittelwerte * Standardabweichung, Median (Q1 — Q3) oder Haufigkeit in Prozent angezeigt. Die p-
value* wurden durch den t-Test, die Mediane durch den Wilcoxon Test und die prozentuellen Haufigkeiten durch den

genauen Fisher-Test berechnet.

Weiters werden auch die wichtigsten Sterolparameter der Rosuvastatin-Gruppe und
Placebo-Gruppe miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufgelistet.
Auch hier ergibt sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Daher lassen
sich die Daten der Lathosterolkonzentration,  Cholestanolkonzentration,

Lathosterol/Cholesterin ratio und Cholestanol/Cholesterin ratio in der gesamten
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Studienkohorte auswerten, ohne zwischen Rosuvastatin-Gruppe und Placebo-Gruppe

zu unterscheiden.

Tabelle 3: Hier werden die Sterolparameter zwischen der Rosuvastatin-Gruppe und Placebo-Gruppe miteinander verglichen.

Lathosterol (umol/L) 2.31(1.28 —4.43) 2.26 (1.25-4.24) 0.39

Cholestanol (umol/L) 4.56 (2.59 — 7.58) 4.33 (2.52 -7.34) 0.38

Lathosterol/Cholesterin
ratio (umol/mmol)

Cholestanol/Cholesterin 1.03 (0.59 — 1.75) 0.99 (0.59 — 1.69) 0.28
ratio (umol/mmol)

Die Daten werden als Median (Q1 — Q3) angezeigt. Die p-value* wurden durch den Wilcoxon Test berechnet.

0.54 (0.29 - 1.02) 0.51 (0.28 — 0.95) 0.25

Als nachstes werden mogliche Assoziationen der Risikofaktoren fur kardiovaskulare
Erkrankungen mit den Daten der Lathosterolkonzentration, Cholestanolkonzentration,

Lathosterol/Cholesterin ratio und Cholestanol/Cholesterin ratio verglichen.
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3.2 Assoziation der Risikofaktoren mit kardiovaskularen
Erkrankungen.

Um auf mogliche Assoziationen der Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen
zu schlieBen, werden die Daten anhand der Konzentration der jeweiligen
Sterolparameter in Terzile unterteilt. Diese Terzile dienen als Gruppen, in welche sich
jeweils ca. 1/3 der Anzahl der Dialysepatient*innen befinden. In den darauffolgenden
Tabellen 4 bis 7 werden die Daten dieser Terzile in Bezug auf die
Lathosterolkonzentration, Cholestanolkonzentration, Lathosterol/Cholesterin ratio und

Cholestanol/Cholesterin ratio dargestellt.

Tabelle 4: Assoziation von Risikofaktoren fir kardiovaskulare Erkrankungen in Terzile, in Bezug auf die Lathosterolkonzentration.

Age (years) 64.0+ 8.6 64.6 + 8.6 64.2+ 8.9 0.45
Male 451 (57.7 %) 505 (64.6 %) 500 (64.0 %) 0.008
Body mass index (kg/m?) 24.0+£43 254+49 264 +£52 <0.0001
Systemic hypertension 411 (52.6 %) 392 (50.2 %) 395 (50.6 %) 0.61
Total cholesterol (mmol/L) 4.36 £1.07 4.53+1.02 467 £1.16 <0.0001
LDL cholesterol (mmol/L) 2.53£0.86 2.59 £ 0.86 2.58 £0.95 0.36
HDL cholesterol (mmol/L) 1.15+0.38 1.19 + 0.41 1.16 + 0.42 0.19
Triglycerides (mmol/L) 148 £0.75 1.65+£0.90 2.04+1.35 <0.0001
hsCRP (mg/dL) 0.51(0.20 - 1.69) 0.52 (0.21 - 1.36) 0.51(0.22 - 1.32) 0.60
Troponin | (pg/mL) 18.8 (11.1-35.1) 17.3 (10.1 - 33.1) 15.9 (9.4 - 29.1) 0.002
Galectin 3 (ng/mL) 72.1+26.1 68.2 +24.8 67.6 +24.0 0.0006
BNP (pg/mL) 149 (53 - 466) 113 (39 - 320) 91 (28 - 209) <0.0001

Die Daten werden als Mittelwert * Standardabweichung, Median (Q1 - Q3 Quartile) oder Haufigkeit (Prozentsatz)
angezeigt. Die p-value* fiir Mittelwerte wurden durch den ANOVA-Test, die Mediane durch den Kruskal-Wallis-Test und

die Prozentséatze durch den genauen Fisher-Test berechnet.

Die Lathosterolkonzentration korreliert nicht mit dem Alter, dem Blutdruck und dem
CRP. Die Lathosterolkonzentration ist hingegen signifikant mit dem mannlichen
Geschlecht und mit dem Body-Mass-Index assoziiert. Des weiteren korreliert die
Lathosterolkonzentration auch mit der Gesamtcholesterinkonzentration und der
Triglyzeridkonzentration. Als letztes wird noch eine Assoziation mit den Parametern
Troponin |, Galectin 3 und BNP ersichtlich. Dabei finden sich die niedrigsten
Konzentrationen der kardialen Marker BNP und Troponin | in der dritten Terzile von

Lathosterol.
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Als nachstes werden mogliche Assoziationen der Risikofaktoren mit der
Cholestanolkonzentration fur kardiovaskulare Erkrankungen betrachtet. In diesem
Aspekt geht es primar um die Cholesterinabsorption, welche mit der
Gesamtcholesterinkonzentration, der LDL-Konzentration, der HDL-Konzentration und
dem hsCRP-Wert assoziiert ist.

Die Cholestanolkonzentration zeigt auRerdem keine Assoziationen mit dem Alter,
Geschlecht, BMI, Blutdruck und der Triglyzeridkonzentration. Zusatzlich zeigt die
Cholestanolkonzentration, im Gegensatz zur Lathosterolkonzentration, auch keine

Assoziationen mit den kardiovaskularen Markern BNP, Troponin | und Galectin-3.

Tabelle 5: Assoziation von Risikofaktoren fir kardiovaskulare Erkrankungen in Terzile, in Bezug auf die Cholestanolkonzentration.

Age (years) 64.0+8.7 64.2+8.8 64.6 + 8.6 0.31

Male 491 (62.8 %) 494 (63.2 %) 471 (60.3 %) 0.45

Body mass index (kg/m?) 254+49 254 +£51 25.0+4.38 0.18

Systemic hypertension 386 (49.4 %) 401 (51.4 %) 411 (52.6 %) 0.43
Total Cholesterin (mmol/L) 440+ 1.07 4.55+1.08 461+1.12 0.0005
LDL Cholesterin (mmol/L) 2.47+0.89 2.60 + 0.87 2.64 + 0.91 0.0003
HDL Cholesterin (mmol/L) 1.13+0.38 1.17 £ 0.40 1.20 £ 0.41 0.003

Triglycerides (mmol/L) 1.77 £1.01 1.70£0.98 1.71+£1.17 0.41
hsCRP (mg/dL) 0.48 (0.20 - 1.37) 0.48 (0.19-1.35) | 0.57 (0.24 - 1.62) 0.003

Troponin | (pg/mL) 17.9 (10.6 - 34.0) 17.3(9.9-32.4) 16.4 (9.9-31.1) 0.29

Galectin 3 (ng/mL) 69.5+25.7 69.6 +24.9 68.8 +24.5 0.77

BNP (pg/mL) 115 (37 - 307) 110 (41 - 300) 121 (37 - 341) 0.42

Die Daten werden als Mittelwert * Standardabweichung, Median (Q1 - Q3 Quartile) oder Haufigkeit (Prozentsatz)
angezeigt. Die p-value* fiir Mittelwerte wurden durch den ANOVA-Test, die Mediane durch den Kruskal-Wallis-Test und

die Prozentséatze durch den genauen Fisher-Test berechnet.

Wenn man Tabelle 4 und 5 miteinander vergleicht, wird ersichtlich, dass
unterschiedliche Risikofaktoren mit der Lathosterolkonzentration und mit der
Cholestanolkonzentration im Zusammenhang stehen. Aus diesem Grund werden nun
mogliche Assoziationen der Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen mit den
ratios Lathosterol/Cholesterin und Cholestanol/Cholesterin betrachtet.

Das Lathosterol/Cholesterin ratio korreliert mit den Risikofaktoren Geschlecht, BMI,
Gesamtcholesterinkonzentration,

HDL-Konzentration, LDL-Konzentration, der

Triglyzeridkonzentration und den kardiovaskularen Markern BNP, Troponin | und
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Galectin-3.

Hingegen scheint die Lathosterol/Cholesterin ratio keine Assoziation mit dem Alter,
dem Bluthochdruck und dem hsCRP-Wert zu haben.

Tabelle 6: Risikofaktoren fir eine kardiovaskulare Erkrankung in Terzile, in Bezug auf das Lathosterol/Cholesterin Verhaltnis.

Age (years) 64.1+8.8 64.7£8.5 64.0 £ 8.8 0.20

Male 427 (54.9 %) 506 (65.1 %) 516 (66.4 %) <0.0001

Body mass index (kg/m?) 24.1+43 254+4.8 26.3+5.3 <0.0001
Systemic hypertension 408 (52.4 %) 379 (48.8 %) 402 (51.8 %) 0.32

Total Cholesterin (mmol/L) 4.68 £ 1.11 4.50 + 1.04 4.38 +1.11 <0.0001

LDL Cholesterin (mmol/L) 2.78 + 0.91 2.56 +0.83 2.37+0.88 <0.0001
HDL Cholesterin (mmol/L) 1.17 £ 0.39 1.19+0.42 1.13+0.39 0.019

Triglycerides (mmol/L) 1.60 + 0.83 1.65+0.92 1.93+1.33 <0.0001
hsCRP (mg/dL) 0.48 (0.20 - 1.56) 0.53 (0.22 - 1.43) 0.51(0.21 - 1.31) 0.75
Troponin | (pg/mL) 18.9 (10.9 - 34.9) 17.3 (10.1 - 33.5) 16.4 (9.6 - 29.1) 0.019
Galectin 3 (ng/mL) 71.2+25.6 68.4 +24.0 68.0 + 24.2 0.020

BNP (pg/mL) 136 (46 - 370) 108 (39 - 320) 104 (30 - 242) <0.0001

Die Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung, Median (Q1 - Q3 Quartile) oder Héaufigkeit (Prozentsatz)
angezeigt. Die p-value* fiir Mittelwerte wurden durch den ANOVA-Test, die Mediane durch den Kruskal-Wallis-Test und
die Prozentsatze durch den genauen Fisher-Test berechnet.

Als nachstes werden die Risikofaktoren in Bezug auf das Cholestanol/Cholesterin ratio
beschrieben. Das Cholestanol/Cholesterin ratio ist mit den Risikofaktoren Body-Mass-
Index, der Gesamtcholesterinkonzentration, der LDL-Konzentration, der
Triglyzeridkonzentration, dem hsCRP-Wert und dem kardiovaskularen Marker BNP
assoziiert.

Es ergeben sich aber keine Assoziationen mit dem Alter, dem Geschlecht, dem
Blutdruck, der HDL-Konzentration und den kardiovaskularen Markern Troponin | und

Galectin 3.
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Tabelle 7: Risikofaktoren fir eine kardiovaskulare Erkrankung in Terzile, in Bezug auf das Cholestanol/Cholesterin Verhaltnis.

Age (years) 64.1 + 8.6 64.2 +8.9 64.5+8.6 0.60
Male 459 (59.0 %) 500 (64.4 %) 490 (63.1 %) 0.076
Body mass index (kg/m?) 255+4.9 255+5.0 24.8+4.8 0.004
Systemic hypertension 382 (49.1 %) 387 (49.9 %) 420 (54.1 %) 0.11
Total Cholesterin (mmol/L) 4.74+1.14 4.55+1.04 4.27 £ 1.04 <0.0001
LDL Cholesterin (mmol/L) 2.70+0.94 2.60 + 0.85 2.41+0.85 <0.0001
HDL Cholesterin (mmol/L) 1.16 + 0.41 1.17 £ 0.39 1.17 £ 0.41 0.86
Triglycerides (mmol/L) 1.90 + 1.11 1.73+1.15 1.54 + 0.86 <0.0001
hsCRP (mg/dL) 0.48 (0.21-1.35) | 0.46 (0.19-1.40) 0.57 (0.25-1.62) 0.002
Troponin | (pg/mL) 17.6 (10.8 - 33.2) 16.8 (9.7 - 30.9) 17.9(9.9-34.2) 0.21
Galectin 3 (ng/mL) 68.9 + 25.0 68.6 + 23.5 70.1+254 0.48
BNP (pg/mL) 101 (34 - 283) 111 (41 - 266) 142 (44 - 461) <0.0001

Die Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung, Median (Q1 - Q3 Quartile) oder Héaufigkeit (Prozentsatz)
angezeigt. Die p-value* fiir Mittelwerte wurden durch den ANOVA-Test, die Mediane durch den Kruskal-Wallis-Test und
die Prozentsatze durch den genauen Fisher-Test berechnet.

Als nachstes werden mogliche Assoziationen der Lathosterolkonzentration, der

Cholestanolkonzentration, der Lathosterol/Cholesterin ratio und der
Cholestanol/Cholesterin ratio, unter Bertcksichtigung der Risikofaktoren, mit der

kardiovaskularen Mortalitat betrachtet.
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3.3 Kardiovaskulare Mortalitat

Um die Assoziationen der Lathosterolkonzentration, Cholestanolkonzentration,
Lathosterol/Cholesterin  ratio und  Cholestanol/Cholesterin  ratio mit der
kardiovaskularen Mortalitdt zu untersuchen, wurden die jeweiligen Konzentrationen
bzw. ratios in Terzile eingeteilt. HierfUr wurden drei statistische Modelle erstellt. Das
erste Modell wurde nicht auf Risikofaktoren adjustiert, das zweite Modell wurde auf das
Geschlecht und das Alter der Dialysepatient*innen adjustiert und das dritte Modell ist
zusatzlich zum Geschlecht und Alter auch auf die etablierten kardiovaskularen
Risikofaktoren, wie BMI-Wert, Bluthochdruck, CRP und Therapiegruppe (Rosuvastatin
oder Placebo) adjustiert. Dadurch wird der Einfluss der Risikofaktoren auf die HR
berucksichtigt. Als Referenz zur Berechnung der HR und den 95% Konfidenzintervallen
wird die erste Terzile verwendet. Die berechneten Ergebnisse fur Lathosterol,
Cholestanol, Lathosterol/Cholesterin ratio und Cholestanol/Cholesterin ratio sind in
Tabelle 8 aufgelistet.

Die Lathosterolkonzentration zeigt die starkste signifikante Assoziation mit der
kardiovaskularen Mortalitat im hochsten Terzil des dritten Modells. Der
Zusammenhang bleibt auch im ersten und zweiten Modell nach dem Adjustieren auf
das Alter und Geschlecht in den héchsten Terzilen signifikant. Nach Adjustieren auf die
etablierten Risikofaktoren liegt die HR bei 0,71 (95% CI: 0,58-0,88, p = 0,001). Die
Lathosterolkonzentration zeigt somit eine Assoziation mit der kardiovaskularen
Mortalitat mit oder ohne Adjustierung auf Risikofaktoren.

Die Cholestanolkonzentration hingegen zeigt keine signifikanten Assoziationen auf die
kardiovaskulare Mortalitat in samtlichen Modellen. Auch das HR im hochsten Terzil im
nicht-adjustierten Modell liegt bei 1,20 (95% CI: 0,99-1,46, p = 0,066), wodurch eine
Assoziation ausgeschlossen werden kann.

Das Lathosterol/Cholesterin ratio zeigt in allen Modellen in den hdchsten Terzilen
Assoziationen mit der kardiovaskularen Mortalitat. Die starkste Assoziation zeigt sich
im dritten Modell im hoéchsten Terzil. Hier liegt die HR bei 0,78 (95% CI: 0,64-0,96, p =
0,019).

Als letztes werden die Ergebnisse der Cholestanol/Cholesterin ratio auf ihre Signifikanz

getestet. Das Cholestanol/Cholesterin ratio zeigt Assoziationen mit der
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kardiovaskularen Mortalitat in allen Modellen in den hochsten Terzilen. Nach
Adjustieren auf Alter und Geschlecht bleibt die HR gleich, wahrend sie im dritten Modell
etwas abgeschwacht wird, aber dennoch signifikant bleibt. Die starkste Assoziation
wird in dem nicht-adjustierten Modell in der hochsten Terzile gemessen, bei einem HR
bei 1,36 (95% CI: 1,11-1,65, p = 0,002).

Zusammengefasst zeigt sich eine erhdhte kardiovaskulare Mortalitat bei einer
niedrigen Lathosterol/Cholesterin ratio und bei einer hohen Cholestanol/Cholesterin
ratio.

Als nachstes werden mogliche Assoziationen der Lathosterolkonzentration,
Cholestanolkonzentration, Lathosterol/Cholesterin ratio und Cholestanol/Cholesterin
ratio, unter Berucksichtigung der Risikofaktoren, mit der Gesamtmortalitat berechnet.

Hierfur werden samtliche Todesursachen mitberucksichtigt.
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3.4 Gesamtmortalitat

Auch hier wurden die Lathosterolkonzentration, Cholestanolkonzentration,
Lathosterol/Cholesterin ratio und Cholestanol/Cholesterin ratio in Terzile und drei
Modelle eingeteilt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Die Lathosterolkonzentration zeigt eine signifikante Assoziation mit der
Gesamtmortalitat in der hdchsten Terzile in allen drei Modellen. Der Zusammenhang
bleibt auch signifikant im dritten Modell nach Adjustieren auf die etablierten
Risikofaktoren. Die starkste Assoziation zeigt sich aber im zweiten Modell, welches auf
das Alter und das Geschlecht adjustiert wurde, bei einem HR von 0,80 (95% CI: 0,69-
0,92, p = 0,002). Die Lathosterolkonzentration zeigt somit eine Assoziation mit der
Gesamtmortalitdt mit oder ohne Adjustierung auf Risikofaktoren. Diese Ergebnisse
sind mit den Ergebnissen der kardiovaskularen Mortalitat vergleichbar. Die starkste
Assoziation bei der kardiovaskularen Mortalitat lag jedoch im dritten Modell in der
hochsten Terzile.

Im Gegensatz zur kardiovaskularen Mortalitat zeigt die Cholestanolkonzentration in der
hdchsten Terzile im nicht-adjustierten Modell und im Alter und Geschlecht adjustiertem
Modell eine signifikante Assoziation. Die starkste Assoziation zeigt sich hier beim nicht-
adjustierten Modell in der hochsten Terzile mit einem HR von 1,23 (95% CI: 1,07-1,42,
p = 0,005).

Bei der Lathosterol/Cholesterin ratio sind keine signifikanten Assoziationen berechnet
worden, wodurch eine Assoziation ausgeschlossen werden kann. Wahrend bei der
kardiovaskularen Mortalitat hingegen sehr wohl eine Assoziation in den hochsten
Terzilen in allen Modellen berechnet wurde.

Die Cholestanol/Cholesterin ratio zeigt in den hdchsten Terzilen in allen Modellen eine
signifikante Assoziation mit der Gesamtmortalitat. Die starkste Assoziation weist das
hoéchste Terzil im nicht-adjustierten Modell auf mit einem HR von 1,34 (95% CI: 1,16-
1,55, p = <0,0001). Die Assoziationen nehmen im zweiten und dritten Modell zwar
etwas ab, bleiben aber dennoch im signifikanten Bereich. Eine ahnliche Abnahme der

Assoziationen kann auch bei der kardiovaskularen Mortalitat beobachten werden.
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Bei der Gesamtmortalitat zeigt

Cholestanol/Cholesterin ratio Terzil.

sich

eine

Erhohung

im

hochstem
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3.5 Phytosterole

Fir die AURORA Studie wurden die Plasmakonzentrationen von Campesterol,
Cholestanol, Lathosterol und Sitosterol gemessen. Statistisch wurden danach die
Assoziationen der Sterolderivate mit moglichen Risikofaktoren, mit der
kardiovaskularen Mortalitdt und der Gesamtmortalitdt berechnet. Zusatzlich wurden
auch mogliche Assoziationen in Bezug auf die ratios von allen Sterolderivaten mit
Cholesterin berechnet. Bei der Beschreibung der Ergebnisse wurde auf Campesterol
und Sitosterol verzichtet, weil keine Assoziationen zwischen den Risikofaktoren, der
kardiovaskularen Mortalitat und der Gesamtmortalitat beobachtet wurden.
Campesterol und Sitosterol sind Phytosterole, welche im menschlichen Korper nicht
synthetisiert, aber absorbiert werden, wodurch sie als wichtige Marker fir die
Cholesterinabsorption verwendet werden kénnen. 254

Da die Ergebnisse von Campesterol und Sitosterol nicht signifikant waren, wurde auf

die Interpretationen der Ergebnisse verzichtet.
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3.6 Prognose

Als nachstes wird eine mdgliche Assoziation der Lathosterol/Cholesterin ratio und der
Cholestanol/Cholesterin ratio  mit dem prognostischen  Verlauf  der
Dialysepatient*innen, bezogen auf die kardiovaskulare Mortalitat, berechnet. Hierfur
wurden zwei klinische Modelle erstellt. Im ersten klinischen Modell konzentriert man
sich auf das Alter und das Geschlecht der Dialysepatient*innen und im zweiten Modell
fokussiert man sich auf das Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index, systemische
Hypertonie, log hsCRP und Behandlungsgruppe (Rosuvastatin vs. Placebo). Die
berechneten Werte sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Der p-value des cNRI der Lathosterol/Cholesterin ratio zeigt im zweiten Modell keine
Signifikanz, aber im dritten Modell ist eine signifikante Assoziation im prognostischen
Verlauf zu sehen. Die p-values der IDI der Lathosterol/Cholesterin ratio zeigen sowohl
im zweiten als auch im dritten Modell eine signifikante Assoziation im prognostischen
Verlauf der kardiovaskularen Mortalitat.

Bei diesen Ergebnissen wird die Annahme deutlich, dass das Einbeziehen von
mehreren Risikofaktoren die Prognose signifikant verbessert.

Zu guter Letzt sollten auch die p-values der cNRI und IDI der Cholestanol/Cholesterin
ratio betrachtet werden. Es ergeben sich nur im zweiten Modell signifikante
Assoziationen im prognostischen Verlauf. Das dritte Modell weist keine signifikanten
Assoziationen im Hinblick auf die Prognose auf.

Hier wird die Annahme deutlich, dass das Alter und das Geschlecht bei der

Cholestanol/Cholesterin ratio eine wichtige Rolle in der Prognose spielen.
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Als letztes missen Assoziationen des prognostischen Verlaufs bezogen auf die
Gesamtmortalitat mit Berlcksichtigung klinischer Aspekte berechnet werden. Die
berechneten Werte sind in Tabelle 11 aufgelistet. Auch hier werden dieselben zwei
klinische Modelle fur die Berechnung des prognostischen Verlaufs verwendet, wie bei
der kardiovaskularen Mortalitat zuvor.

Beim Lathosterol/Cholesterin ratio sind fur den p-value vom cNRI und fir den p-value
vom IDI in beiden klinischen Modellen keine signifikanten Assoziationen berechnet
worden.

Im Cholestanol/Cholesterin ratio hingegen befinden sich die p-values vom cNRI und
IDI in beiden klinischen Modellen unterhalb des signifikanten Niveaus. Somit hat die
Cholestanolkonzentration im Verhaltnis zur Gesamtcholesterinkonzentration im
Blutplasma eine signifikante Assoziation mit der klinischen Prognose.

Auch hier wird deutlich, dass das Alter und Geschlecht die wichtigsten Risikofaktoren
fur die Prognose in Bezug auf die Cholestanol/Cholesterin ratio sind.

Im folgenden Kapitel werden nicht nur die Ergebnisse naher erlautert, es werden auch
mdgliche Erklarungen besprochen, welche eventuell zu diesen Ergebnissen gefihrt

haben konnten.
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4 Diskussion

In dieser Studie wurden prospektiv die Assoziationen verschiedener Parameter der
Cholesterinbiosynthese und der Cholesterinabsorption mit der Gesamtmortalitat und
der kardiovaskularen Mortalitat bei Patient*innen mit terminaler Niereninsuffizienz
untersucht. Die Lathosterolkonzentration und das Lathosterol/Cholesterin ratio dienten
dabei als Biomarker flir die Cholesterinbiosynthese, wahrend die
Cholestanolkonzentration und das Cholestanol/Cholesterin ratio als Biomarker fur die
Cholesterinaufnahme  verwendet wurden. Eine direkte Bestimmung der
Cholesterinbiosynthese ist aufwandig und methodisch sehr schwierig. Die non-
Cholesterin Sterole und insbesondere die ratios mit Cholesterin gelten als gute
Surrogatmarker. In klinischen Studien korrelierten sie sehr gut mit der direkten

Bestimmung der Cholesterinbiosynthese.

Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass die Cholesterinbiosynthese und die
Cholesterinabsorption unterschiedlich mit der kardiovaskularen Mortalitat assoziiert
sind. Es ist wichtig hier zu erwahnen, dass die Assoziation der Sterole unabhangig von
den bisher etablierten Risikomarkern ist. Nichtsdestotrotz sind andere Risikofaktoren
wie z. B. Rauchen, Diabetes, Adipositas und erhéhter CRP nicht zu vernachlassigen.
Demzufolge wurden alle wichtigen Risikofaktoren fur die statistischen Analysen in
diese Kohortenstudie miteinbezogen. Aus den ausgewerteten Ergebnissen, ersichtlich
in Tabelle 2 bis 11, wird deutlich, dass die Lathosterol/Cholesterin ratio sowie die
Cholestanol/Cholesterin ratio mit der kardiovaskularen Mortalitat assoziiert ist. Je
niedriger das Verhaltnis von Lathosterol zu Cholesterin ist, umso gunstiger ist der
prognostische Verlauf der kardiovaskularen Erkrankungen, wahrend sich bei einem
hohen Verhaltnis zwischen Cholestanol zu Cholesterin das Risiko einer
kardiovaskularen Erkrankung erhéht. Das deutet darauf hin, dass das Verhaltnis von
Cholesterinbiosynthese und Cholesterinabsorption einen Einfluss auf die Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankungen hat und als entsprechender Biomarker die
Risikovorhersage verbessern konnte. Es sei noch zu erwahnen, dass die
Lathosterolkonzentration und das Lathosterol/Cholesterin  ratio fur die
Risikoabschatzung bei der kardiovaskularen Mortalitat am genauesten ist, wenn viele
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Risikofaktoren mitberticksichtigt werden. Die Cholestanolkonzentration und das
Cholestanol/Cholesterin ratio hingegen scheinen bei der Risikoabschatzung der

Gesamtmortalitat unabhangiger von den Risikofaktoren zu sein. [ 3 1462 69]

Bei den Dialysepatient*innen der AURORA-Studie besteht eine Assoziation zwischen
hoher Cholesterinabsorption, niedriger Cholesterinbiosynthese und dem Schweregrad
der kardiovaskularen Mortalitdt. Andere Sterolderivate, wie die Phytosterole,
Campesterol und Sitosterol zeigten hinsichtlich der Ergebnisse und der statistischen
Auswertung keinen signifikanten Zusammenhang mit der kardiovaskularen Mortalitat,
Gesamtmortalitat oder mit den prognostischen Werten beider Mortalitaten.

Es ist zurzeit noch umstritten, ob Phytosterole ein kardiovaskulares Risiko darstellen
oder nicht. Es gibt klinische Studien, die einen positiven Einfluss auf die Prognose bei
kardiovaskularen Erkrankungen beschreiben. In weiteren Studien wird einer erhéhten
Cholesterinabsorption eine Atherosklerose verstarkende Wirkung zugeschrieben,
wahrend andere Studien Phytosterole ebenfalls als potenziell gefahrlich ansehen.
Diesbezuglich sollten zwei Studien, namlich die Dallas Heart Study und die European
Prospective In-Investigation of Cancer-Norfolk-Studie, genannt werden, welche einen
positiven Effekt auf den kardiovaskularen Tod nachweisen konnten. Auch die LURIC-
Studie konnte keinen nachteiligen Einfluss von Phytosterolen auf die kardiovaskulare
Mortalitat belegen. Phytosterole sind nur dann als gefahrlich einzustufen, wenn
Patient*innen an Sitosterolamie leiden und dadurch eine 100-fach erhdhte
Plasmakonzentration von Phytosterolen im Blutplasma aufweisen. Ansonsten haben
Phytosterole in Tiermodellen einen positiven Einfluss auf den Verlauf der
Atherosklerose gezeigt. An dieser Stelle sei erwahnt, dass die regelmaflige Einnahme
von Phytosterolen zu einer Senkung des LDL-Cholesterins um ca. 10% fuhren kann.
Phytosterole akkumulieren in Plaques offensichtlich nicht Gberproportional im Vergleich
zu Cholesterin, was die nachgesagte Atherosklerose-fordernde Eigenschaft fur

unwahrscheinlich erscheinen lasst. [67 -85

Die Ergebnisse der AURORA Studie stehen im Einklang mit den Ergebnissen der
LURIC-Studie aus dem Jahre 2009, welche ebenfalls eine Assoziation einer hohen

Cholesterinabsorption und einer niedrigen Cholesterinbiosynthese mit dem
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prognostischen Verlauf von kardiovaskularen Erkrankungen bei Dialysepatient*innen
mit normaler bis moderater Niereninsuffizienz berichtet. Die pathophysiologischen
Mechanismen einer Atherosklerose und die darauffolgenden vaskularen Erkrankungen
sind noch nicht vollstandig geklart. Gewiss ist, dass die therapeutische Behandlung mit
Statinen nur zu einer Reduktion der Cholesterinbiosynthese fuhrt und keine Reduktion
der Cholesterinabsorption bewirkt. Die Konzentration der Plasmakonzentration des
LDL-Cholesterins hangt von der Cholesterinbiosynthese und der Cholesterinabsorption
ab. Demzufolge ware eine Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen effizienter,
wenn man sowohl die Cholesterinbiosynthese als auch die Cholesterinabsorption

senken wirden. [2; 3; 11; 50; 52; 62; 64; 65; 66]

Um eine Senkung der Cholesterinabsorption zu erhalten, wird Ezetimib verwendet. Die
LDL-Cholesterinkonzentration im Blutplasma kann durch eine Kombination von
Ezetimib und Statinen effizient gesenkt werden. Dies wurde in Studien getestet, welche
nachweisen konnten, dass die duale Hemmung der Cholesterinabsorption und
Cholesterinbiosynthese zu einer hochwirksamen und gut vertraglichen Lipidsenkung
bei Patient*innen mit primarer Hypercholesterinamie geflhrt haben. Die aktuellen
Erkenntnisse legen nahe, dass im Falle einer chronischen Niereninsuffizienz und
Nierentransplantation die Zugabe von Ezetimib zu Statin wirksam und sicher ist.
Ezetimib kann somit auch bei Patient*innen mit chronischer Niereninsuffizienz
therapeutisch verwendet werden, dies bestatigen die Ergebnisse der Renal and
Vascular Protective Effects of Ezetimibe in Chronic Kidney Disease Studie, die zeigen,
dass Ezetimib einen protektiven Schutz vor kardiovaskularen Erkrankungen bei diesen
Patient*innen bietet. Zudem ist es auch wichtig im Vorfeld zu erfahren, ob diese
Patient*innen eine hohe Cholesterinbiosynthese oder Cholesterinabsorption
aufweisen, weil auch hier eine Therapie mit Statinen und Ezetimiben in

unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt werden muss. [ 38, 39, 86; 87; 88, 89, 90]

Abschlielend lasst sich sagen, dass Risikofaktoren wie CRP, HDL-Konzentration,
LDL-Konzentration und totale Cholesterinkonzentration mit der Cholesterinabsorption
assoziiert sind, wahrend andere Risikofaktoren wie z. B. BMI, totale

Cholesterinkonzentration,  Triglyzeridkonzentration und die Myokardnekrose
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Labormarker (Troponin |, Galectin 3 und BNP) mit der Cholesterinbiosynthese

assoziiert sind.

Diese Informationen und Erkenntnisse bieten wichtige Hinweise auf potenziell
zuklnftige Therapiemdoglichkeiten fur Dialysepatient*innen mit kardiovaskularen
Erkrankungen. Es ist zwar bekannt, dass ein Grolteil der Risikofaktoren in den
Tabellen 4 bis 7 zu einer schlechten Prognose von kardiovaskuldren Erkrankungen
fuhren kann, jedoch ist noch sehr wenig dariber bekannt, wie sich die Prognosen
dieser Patient*innen verandern wurden, wenn alle Risikofaktoren therapeutisch
behandelt werden. Es ware interessant eine klinische Kohortenstudie durchzufihren,
die genau diese Aspekte berucksichtigt und die Prognosen nach eingeleiteter

Therapiemalinahmen berechnet.

48



5 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der AURORA Studie stitzen die Hypothese, dass die
Cholesterinbiosynthese und die Cholesterinabsorption einen wichtigen Einfluss auf die
kardiovaskulare Mortalitdt und Gesamtmortalitat von Dialysepatient*innen haben. Fur
eine optimale Behandlung ware es also vom Vorteil bei Dialysepatient*innen sowonhl
die Cholesterinbiosynthese als auch die Cholesterinabsorption medikamentos zu
behandeln.

Nichtsdestotrotz konnte mit dieser Kohortenstudie die wichtige Rolle der Sterolderivate
fur die kardiovaskulare Mortalitat und Gesamtmortalitat bestatigt werden. Es konnte
auch bestimmt werden mit welchen Risikofaktoren die gemessenen Sterolderivate
assoziiert sind. Wie aus den Ergebnissen ersichtlich, sind die Lathosterolkonzentration
und das Lathosterol/Cholesterin ratio fur die Risikoabschatzung bei der
kardiovaskularen Mortalitat am besten geeignet. Allerdings hangt die Genauigkeit
dieser Risikoabschatzung von der Berucksichtigung vieler Risikofaktoren ab. Die
Cholestanolkonzentration und das Cholestanol/Cholesterin ratio hingegen scheinen
geeigneter fur die Risikoabschatzung der Gesamtmortalitdt zu sein, unter anderem
auch deswegen, weil diese Risikoabschatzung am genauesten ohne Miteinbeziehung
von anderen Risikofaktoren zu sein scheint. Somit koénnte durch die
Cholesterinabsorption und Cholesterinbiosynthese die Risikoabschatzung fur die
kardiovaskulare Mortalitat und Gesamtmortalitat im klinischen Alltag verbessert
werden.

Wie diese Parameter mit Risikomodellen eingehen kdnnten, muss aber in weiteren
Studien noch genauer untersucht werden. Die hier verwendeten Methoden und die
statistische Auswertung ist viel zu aufwandig und nicht fur Routinelabors geeignet. Es
bendtigt eine Vereinfachung dieser Methoden, um schnelle und aussagekraftige
Messwerte zu erhalten.

Eine Standardisierung bzw. Verbesserung dieser verwendeten Methoden, um
vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wird noch als wichtige Fragestellung fur

zukunftige klinische Studien erhalten bleiben.
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