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1.  Arbeitshypothese und Fragestellung  

Klotho, ein Protein, welches ursprünglich bei der Erforschung von 

Alterungsprozessen entdeckt wurde (Kuro-o et al. 1997), spielt im Rahmen 

chronischer Nierenerkrankungen (CNI) eine wesentliche Rolle. Ein derangierter 

Kalzium- und Phosphatstoffwechsel ist ein Problem, welches bei nahezu allen 

Patienten mit zunehmender Verschlechterung der Nierenfunktion auftritt 

(Kemper et al. 2014). Das systemische Krankheitsbild, welches stark zur 

erhöhten Morbidität und Mortalität der CNI bereits im Kindesalter beiträgt, wird 

als CKD-MBD (chronic kidney disease mineral and bone disorder) in der 

Fachliteratur beschrieben (Moe et al. 2006). Klotho beeinflusst als obligater 

Kofaktor für FGF-23 (Urakawa et al. 2006), einem Vertreter der Phosphatoine 

sowie unabhängig von diesem, den Kalzium- und Phosphatstoffwechsel 

maßgeblich (Hu et al. 2010). Die FGF-23-Klotho-Achse hat in den letzten 

Jahren das pathophysiologische Verständnis der CKD-MBD stark erweitert. 

FGF-23 vermindert über verschiedene Wege den Phosphatserumspiegel, 

benötigt aber für seine gewebespezifische Wirkung Klotho.  

Ein Anstieg von FGF-23 bereits in frühen Stadien der CNI scheint gesichert. Ob 

sich der Klothoserumspiegel im Rahmen der CNI gegensätzlich absenkt, ist 

Gegenstand aktueller klinischer Forschung. Insbesondere im Kindesalter liegen 

wenige Studienergebnisse zu Höhe der Serumklothowerte sowie ihr 

Zusammenhang mit der Nierenfunktion und anderen Parameter des 

Knochenstoffwechsels vor.  

Hypothesen: 

• Die Konzentration von löslichem Klotho (sKlotho) korreliert mit dem 

Schweregrad der CNI im Kindesalter 

• sKlotho steht mit dem FGF-23-Serumspiegel in Zusammenhang 

• sKlotho steht mit etablierten Parametern zur Beurteilung des 

Knochenstoffwechsels in Zusammenhang 

 

 

 



8 

 

2. Einleitung  

2.1 Chronische Niereninsuffizienz (CNI) und Phospha thomöostase 

Die Niere ist ein Organ mit vielfältigen Aufgaben für den Organismus. Neben 

ihrer Entgiftungs- und endokrinologischen Funktion spielt die Niere für die 

Regulation des Kalzium- und Phosphatstoffwechsels eine Schlüsselrolle. Erfüllt 

die Niere im Rahmen einer chronischen Insuffizienz, ganz gleich welcher 

Genese, diese Aufgabe nicht mehr, zeigen sich eine Vielzahl von Problemen, 

die die Lebensqualität und die Lebenserwartung der Betroffenen stark 

einschränken. Insbesondere die gestörte Phosphathomöostase scheint die 

entscheidende Ursache für die Ausbildung charakteristischer 

Folgeerkrankungen zu sein, die mit der CNI einhergehen (Shroff 2013). Im 

Verlauf der CNI beobachtet man einen vorzeitigen Alterungsprozess, der sich 

durch typische Erkrankungen des älteren Menschen wie Arterioskleose, 

Knochenstoffwechselstörungen, Wundheilungsstörungen, Sarkopenie, 

Insulinresistenz und Hypogonadismus (Stenvinkel et al. 2013) zeigt und 

letztendlich den vorzeitigen Tod der Erkrankten bedingt. 

2.2 Definition der CNI und Stadieneinteilung 

Von einer chronischen Nierenerkrankungen spricht man laut Leitlinie der 

National Kidney Foundation DOQI (Disease Outcomes Quality Initative) bei 

einer dauerhaften Nierenfunktionseinschränkung über mehr als 3 Monate, 

welche durch eine strukturelle oder funktionelle Störung der Niere mit oder ohne 

Einschränkung der GFR (glomeruläre Filtratiosrate) bedingt ist oder bei einer 

Einschränkung der GFR auf unter 60ml/min/1.73 m² über mehr als 3 Monate mit 

oder ohne Nierenschädigung(Guidelines National Kidney Foundation 2002).  

Der zeitliche Aspekt gilt nicht für Kinder, die eine Nierenfunktionseinschränkung 

aufweisen und jünger als 3 Monate sind. Um den Schweregrad der Erkrankung 

zu beschreiben gibt es die allgemein gebräuchliche Stadieneinteilung der CNI in 

5 Schweregrade, wobei das Stadium 3 nochmals genauer in die Stadien 3a und 

3b unterteilt werden kann. Maßgeblich für die Einteilung ist die GFR, welche 

näherungsweise bei Erwachsenen über die CNI-EPI-Formel aus 

Serumkreatinin, Alter und Geschlecht berechnet wird. Im Kindesalter ist die 

neue Modifikation der Schwartz-Formel für die GFR-Abschätzung maßgeblich. 
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Diese bezieht in ihrer gebräuchlichen Kurzform das Serumkreatinin und die 

Körpergröße ein (Schwartz et al. 2009). Aufgrund physiologischer 

Reifungsprozesse der Niere ist eine Abschätzung der Nierenfunktion mittels 

GFR-Bestimmung erst ab einem Alter von 2 Jahren zulässig. Im Stadium 5 der 

CNI wird meist eine Nierenersatztherapie notwendig, die mit einer Vielzahl von 

negativen körperlichen und psychosozialen Folgeerscheinungen für die 

Patienten einhergeht (Hamilton et al. 2018). Einzig kausale Behandlung der CNI 

im Endstadium ist die Nierentransplantation.   

Tabelle 1: Stadieneinteilung der CNI nach Schweregr ad 

Stadium CNI  eGFR (ml/min/1.73m²) Bezeichnung 

     1 ≥ 90 Normal bis hoch 

     2 60-89 Wenig vermindert 

     3a 45-59 Wenig-moderat vermindert 

     3b 30-44 Moderat-schwer vermindert 

     4 15-29 Schwer vermindert 

     5 ≤ 15 Nierenversagen 

Stadieneinteilung CKD gemäß KDIGO-Leitlinie 2012 

2.3 Epidemiologie der CNI im Kindesalter 

Im Kindesalter gibt es wenige Studien, die eine Aussage über die Inzidenz und 

Prävalenz der Erkrankung über alle CNI-Stadien zulassen, da über viele Jahre 

nur Patienten, die sich im Endstadium der Erkrankung befanden, erfasst 

wurden. Es gibt außerdem weltweit gesehen deutliche regionale Unterschiede, 

was neben unterschiedlichen Prävalenzen auch in einer unterschiedlichen 

Datenbankpflege und in dem ungleichen Zugang zu Behandlungsressourcen 

begründet liegen könnte. In Europa geht man nach Auswertung nationaler 

Datenbanken von einer jährlichen Inzidenz von 11-12 pro Million Kinder 

derselben Altersstufe in den CNI-Stadien 3-5 und einer Inzidenz von 8 in den 

CNI-Stadien 4-5 aus (Harambat et al. 2012). Die Prävalenz der CNI über alle 

Stadien liegt in Europa zwischen 56-75 Erkrankungsfälle pro Million Kinder 

derselben Altersstufe (Harambat et al. 2012). Ursächlich sind in 

Industrieländern für 2/3 aller Fälle angeborene Nierenfehlbildungen, als CAKUT 

(congenital anomalies of kidney and urinary tract) bezeichnet und hereditäre 
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Nephropathien. Jungen sind hiervon häufiger betroffen als Mädchen. 

Erworbene Nephropathien, wie Glomerulonephritiden und das hämolytisch-

urämische Syndrom (HUS), sind gemeinsam in circa 10-20 Prozent der Fälle 

ursächlich. In Entwicklungs- und Schwellenländern sind die beiden letzteren 

jedoch führende Ursache. Weitere 10 Prozent gehen auf Zystinosen zurück 

(Harambat et al.2012). Obwohl sich in den letzten Jahren die 

Überlebenswahrscheinlichkeit für Kinder mit CNI erhöht hat, ist die 

Lebenserwartung von Kindern unter Nierenersatztherapie gegenüber 

Gleichaltrigen noch immer um das 30fache vermindert (Harambat et al. 2012). 

Die häufigsten Todesursachen von Kindern im Endstadium der Erkrankung und 

von Kindern nach Nierentransplantation sind kardiovaskuläre Ereignisse und 

Infektionen (Groothoff et al. 2002).  

2.4 CKD-MBD: Chronic Kidney Disease Mineral and Bon e Disorder 

Abweichungen im Kalzium- und Phosphatstoffwechsel sowie im 

Knochenstoffwechsel sind relevante klinische Probleme bei nahezu allen 

Patienten mit fortgeschrittener CNI (Kemper et al. 2014). Während man früher 

für alle Störungen dieser Art den Begriff Renale Osteodystrophie (ROD) 

verwendete, sollte laut DOQI Leitlinie der Begriff ROD nur noch für Störungen 

der Knochenmorphologie im engeren Sinn verwendet werden (Moe S. et al. 

2006). Die ROD selbst umfasst Veränderungen des Knochenumsatzes. 

Entweder zeigt sich dies in einer Verminderung (Osteomalazie, Knochenverlust, 

Adynamische Knochenerkrankung) oder Beschleunigung des 

Knochenumsatzes (Osteitis fibrosa) (Mac Way et al. 2012). Auch Mischformen 

von erhöhtem und vermindertem Knochenumsatz können auftreten. Besonders 

im Kindesalter sind diese Knochenveränderungen für die Lebensqualität der 

Betroffenen einschränkend, resultieren sie doch häufig in Frakturen, 

Knochendeformitäten und Verzögerungen des Längenwachstums (Hanudel und 

Salusky 2017). Auch Epiphysenlösungen treten im Rahmen der ROD verstärkt 

auf, was neben Schmerzen auch zu Gelenkdeformitäten und 

Wachstumsstörungen an der betroffenen Extremität führen kann (Mehls et al. 

1975). Die Häufigkeit gestörter Knochenmineralisation nimmt mit zunehmender 

Verschlechterung der Nierenfunktion zu und zeigt ihre höchste Prävalenz bei 
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Dialysepatienten (Wesseling-Perry et al. 2012) und bleibt auch nach 

Nierentransplantation häufig bestehen (Sanchez et al. 1989). 

Der Begriff CKD-MBD bezeichnet hingegen ein breiteres, systemisches 

Krankheitsbild, welches sich nicht ausschließlich durch 

Knochenstoffwechselstörungen, sondern auch durch einen derangierten 

Kalzium- und Phosphatstoffwechsel sowie durch extraskeletale 

Weichteilverkalkungen und Verkalkungen kardiovaskulärer Strukturen zeigt 

(Moe S. et al. 2006). 

Knochenbiopsien können zwar alle Formen von Knochenumbauprozessen 

anzeigen, sind allerdings aufgrund der Invasivität der Untersuchung als 

Verlaufsparameter ungeeignet. Bildgebende Verfahren, wie die weit verbreitete 

duale-Röntgen-Absorptiometrie (DXA), erlauben im Kindesalter keine 

verlässlichen Aussagen über Knochendichte und -mineralisation (Bianchi et al. 

2010).  Die Abschätzung des Frakturrisikos ist anhand der Messwerte nicht 

verlässlich möglich. Deshalb ist die DXA im Kindesalter ein ungeeignetes 

Verfahren zur Beurteilung der Knochenmorphologie (Griffin et al. 2012).  

Um die systemischen Abweichungen im Kalzium- und Phosphatstoffwechsel 

möglichst frühzeitig zu erfassen, ist man seit längerer Zeit auf der Suche nach 

Biomarkern, die zuverlässig eine CKD-MBD bereits in frühen 

Erkrankungsstadien anzeigen. Neben etablierten Parametern, wie der Messung 

von Parathormon, Kalzium, Phosphat und Vitamin-D wurden, vor einigen 

Jahren so genannte Phosphatoine, wie der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-23 

(FGF-23) mit seinem Kofaktor Klotho entdeckt, die das pathophysiologische 

Verständnis der CKD-MBD erweitert haben und die zur Früherkennung der 

CKD-MBD beitragen könnten (Shimamura et al. 2012, Kitagawa et al. 2013).  

Die bisherige Therapie der CKD-MBD umfasst einerseits die diätetische 

Phosphatrestriktion, andererseits eine stadiengerechte medikamentöse 

Therapie mit Phosphatbindern, Vitamin-D-Analoga und Calcimimetika. Dennoch 

lassen sich die Folgen der CKD-MBD besonders in fortgeschrittenen Stadien 

trotz optimaler, leitliniengerechter Therapie noch nicht zufriedenstellend 

behandeln. So stellt sich die Frage, ob sich ggf. neue therapeutische Optionen 

aus der Entdeckung der FGF-23-Klotho-Achse ergeben könnten. 
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2.5 FGF-23 – Fibroblastenwachstumsfaktor-23  

FGF-23, welches zur FGF-19-Familie gehört, reguliert zusammen mit seinem 

Kofaktor Klotho den Kalzium- und Phosphatstoffwechsel maßgeblich. Erstmals 

entdeckt wurde FGF-23 bei genetischen Untersuchungen an Patienten, die an 

autosomal-dominant vererbter hypophosphatämische Rachitis litten (White et 

al. 2000). Diese Patienten scheiden exzessiv hohe Mengen an Phosphat über 

den Urin aus, weshalb die Erkrankung auch als Phosphatdiabetes bezeichnet 

wird. Weiterhin zeigen sich sehr niedrige Serumwerte von aktivem 1,25(OH)2-

VitaminD3 sowie rachitische Knochendeformationen. Die genetische Analyse 

zeigte, dass die Betroffenen eine missense-Mutation für das FGF-23-Gen 

tragen. Dieses Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert (Yamashita et al. 2000). 

Diese Mutation führt zu exzessiv erhöhten FGF-23-Serumwerten. Im Gegensatz 

dazu entwickelten FGF-23-Knockout-Mäuse, denen das komplette FGF-23-Gen 

fehlt, ein Hyperphosphatämiesyndrom mit starken extraskelatalen Verkalkungen 

(Shimada et al. 2004a). Diese Beobachtungen führten zu der Annahme, dass 

FGF-23 den Phosphatstoffwechsel beeinflusst. Produziert wird FGF-23 

hauptsächlich von Osteozyten und zu einem geringen Anteil von Osteoblasten. 

FGF-23 kommt als systemischer humoraler Faktor nahezu ubiquitär vor 

(Urakawa et al. 2006). FGF-23 kann in physiologisch vorkommenden 

Konzentrationen seinen Rezeptor nicht unabhängig aktivieren (Kuroso et al. 

2006), sondern ist auf seinen spezifischen Kofaktor Klotho angewiesen. In den 

letzten Jahren wurde nachgewiesen, dass FGF-23 in stark erhöhter 

Konzentration auch unabhängig von Klotho bestimmte Rezeptoren aktivieren 

kann. Über welche Art der Signaltransduktion dies geschieht, ist jedoch noch 

fraglich (Grabner und Faul 2016, Faul et al. 2011).  

2.6 Klotho  

Bereits vor der Entdeckung von FGF-23 entdeckten Kuro-o et al. bei Mäusen, 

denen ein bestimmtes Gen fehlte, Anzeichen vorzeitiger Alterungsprozesse, wie 

Arteriosklerose, Unfruchtbarkeit, Hautatrophie, Osteoporose und 

Wachstumsretardierung. Im Gegensatz dazu alterten Mäuse, die dieses Gen 

verstärkt exprimieren, weniger schnell und überlebten länger (Kuro-o et al. 

1997).  Sie benannten das entsprechende Gen, welches offensichtlich 
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Alterungsprozesse zu steuern schien, nach der griechischen Göttin, die den 

Lebensfaden spinnt – Klotho. In weiterführenden Untersuchungen an Klotho-

Knockout-Mäusen zeigte sich ein gestörter Kalzium- und Phosphatstoffwechsel 

(Tsujikawa 2003). Es traten eine Hyperphosphatämie und eine Hyperkalziämie 

sowie Arteriosklerose auf. Eine verminderte Knochendichte, mit einer 

verringerten Anzahl an Osteoklasten und Osteoblasten, zeigte sich in der 

Knochenhistologie (Kawaguchi et al. 1999). Diese beobachteten Pathologien 

entsprachen phänotypisch den Folgeerkrankungen der CNI in fortgeschrittenen 

Stadien, sodass ein pathophysiologischer Zusammenhang zwischen Klotho und 

der CNI (Hu et al. 2011) naheliegend war. Das Klotho-Gen, lokalisiert auf 

Chromosom 13 (Matsmura et al. 1998), besteht aus 5 Exons und kodiert für ein 

130-kDa großes Transmembranprotein, welches aus 1012 Aminosäuren 

besteht (Kuro-o et al. 1997). Es besteht aus einer kurzen transmembranen 

Domäne und einer extrazellulären Domäne bestehend aus zwei 

Tandemwiderholungen Kl1 und Kl2. Transmembranöses Klotho weist eine 

enzymatische Aktivität ähnlich der Familie-1-Glykosidasen auf (Mian 1998).  

Die phänotypische Ähnlichkeit zwischen FGF-23- und Klotho-Knockoutmäusen 

gab den entscheidenden Hinweis, dass diese zwei Faktoren miteinander in 

Zusammenhang stehen müssen (Razzaque et al. 2006).  

2.6.1 Membrangebundenes Klotho als Kofaktor für FGF -23 

Es gibt bei Säugern 4 bekannte FGF-Rezeptor-Isoformen. FGF-Rezeptoren 

sind Rezeptor-Tyrosinkinasen und bestehen aus einer extrazellulären 

Bindungsdomäne, einer transmembranären Domäne und einer intrazellulär 

lokalisierten Tyrosinkinasedomäne (Eswarakumar 2005). Alle Typen der FGF-

Familie benötigen Korezeptoren, um eine genügende Rezeptoraffinität 

aufzubauen. Die meisten parakrin wirkenden FGF-Subtypen benötigen Heparin 

oder Heparansulfat als obligaten Kofaktor (Eswarakumar 2005). Endokrin 

wirkende FGF, wie FGF-23, haben eine ungenügende Affinität zu Heparin 

(Goetz et al. 2007). Die Bindung von FGF-23 an seinen Rezeptor erfordert die 

Anwesenheit von Klotho um eine genügende Rezeptoraffinität aufzubauen 

(Urakawa et al.2006). Klotho lagert sich mit dem FGF-Rezeptor1-IIIc zusammen 

und stabilisiert den dimeren Rezeptorkomplex und macht ihn spezifisch für 
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FGF-23 (Urakawa et al. 2006). Durch Heparin wird die Bindung zwischen 

Klotho-FGF-Rezeptor1-IIIc und FGF-23 stabilisiert (siehe Abbildung1). In den 

letzten Jahren gab es eine Vielzahl von Untersuchungen zur 

Gewebeexpression von Klotho. In hohen Konzentrationen ist 

membrangebundenes Klotho im distalen und proximalen Tubulus der Niere, im 

Plexus choroideus und in der Nebenschilddrüse nachweisbar (Li et al. 2004). 

Dies sind auch die Hauptorte der FGF-23-Wirkung, obwohl FGF-23 und FGFR1 

selbst in nahezu allen Geweben exprimiert werden. Geringere Konzentrationen 

von membranständigem Klotho kommen in Teilen des ZNS, wie Groß- und 

Kleinhirn sowie Rückenmark (Lim et al. 2015), in Teilen der Retina (Kokkinaki et 

al. 2015), des Innenohrs (Kamemorooi et al. 2002), des endokrinen Systems 

wie Pankreas, Hypophyse und Schilddrüse vor (Kuro-o et al. 1997). Ebenfalls 

nachgewiesen wurde Klotho in der weiblichen Brustdrüse (Wolf I. et al. 2008), in 

Teilen des Hodens, im Ovar und der Plazenta (Kuro-o et al. 1997), im 

Sinusknoten (Takeshita et al. 2004) und in Knochenzellen (Komaba et al. 

2017). Ob Klotho in Gefäßwänden vorkommt, darüber gibt es uneinheitliche 

Berichte (Lim et al. 2012, Mencke et al. 2015). Die genaue Höhe der 

Expression sowie die Wirkung von Klotho in diesen Organen ist allerdings noch 

fraglich (Olauson et al. 2017).   

 

Abbildung 1: Klotho-FGF-23-Rezeptorkomplex    

membrangebundenes Klotho bindet sowohl an FGF-23 als auch an den spezifischen Rezeptor 

(FGFR1IIIc) und stabilisiert diesen Komplex. Dieser Komplex wird durch Heparin weiter 

stabilisiert. Heparin allein reicht für die Rezeptorbindung allerdings nicht aus. Weitere parakrin 

wirkende FGF-Subtypen (bFGF) können über den FGFR1(IIIc) wirken und erfordern lediglich 

die Anwesenheit von Heparin (Urakawa et al. 2006) 
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2.6.2 Lösliches Klotho – mehr als ein Kofaktor für FGF-23 

Neben der membrangebunden Form, gibt es eine lösliche Variante von Klotho, 

welche als sKlotho (soluble Klotho) bezeichnet wird. Obwohl Klotho in 

unterschiedlichen Geweben exprimiert wird, ist die Niere die Hauptquelle für 

sKlotho (Lindberg et al. 2014) und wird von dort in die Zirkulation abgegeben. 

Nachweisen lässt sich sKlotho in Blut, Urin und Liquor. Weiterhin filtriert die 

Niere sKlotho und gibt es über die apikale Membran des proximalen Tubulus in 

den Urin ab (Hu et al. 2015a). Es gibt zwei Mechanismen, die zur Bildung von 

sKlotho führen (siehe Abbildung 2). Einmal kann durch alternatives RNA-

Splicing ein verändertes Gentranskript entstehen, welches für ein lösliches 

Klotho-Protein, das nur aus der Kl1-Domäne besteht, kodiert (Matsmura et al. 

1998). Neueste Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass dieses alternative 

Gentranskript wahrscheinlich nicht funktionsfähig ist (Mencke et al. 2017). Der 

hauptsächliche Anteil von sKlotho entsteht allerdings durch Spaltung von 

membranständigem Klotho durch ADAMs-Proteasen in der Niere (Van Loon et 

al. 2015). Dieses so erzeugte sKlotho besteht entweder aus der Kl1-Domäne 

(Beta-Cut) oder aus der gesamten extrazellulären Domäne, bestehend aus Kl1 

und Kl2 (so genannter Alpha-Cut). Auch sKlotho fungiert als Kofaktor für FGF-

23. Anders als membrangebundenes Klotho, stabilisiert sKlotho den FGF-23-

FGFR1-Rezeptorkomplex allerdings auf einem nicht-enzymatischen Weg (Chen 

G. et al. 2018). Die FGF-23-Klotho-Signaltransduktion scheint in gleichem 

Umfang für sKlotho und für membrangebundenes Klotho zu existieren (Chen G. 

et al. 2018). Es ist allerdings bisher umstritten, ob die Kl1-Domäne allein den 

FGF-23-Klotho-Signalweg aktivieren kann oder ob dazu der Alpha-Cut 

notwendig ist (Chen G. et al. 2018). sKlotho beeinflusst darüber hinaus, 

unabhängig von FGF-23, eine Vielzahl von Stoffwechselvorgängen (Abramovitz 

et al.2011). sKlotho kann hierbei als endokriner, parakriner und autokriner 

Faktor wirken (Hu et al 2010). Nachweislich stimuliert sKlotho bestimmte 

Kalziumrezeptoren (TRPV5) im distalen Tubulus der Niere und fördert die 

Kalziumwiederaufnahme aus dem Urin (Chang 2005). Ebenso werden 

Kaliumkanäle (ROMK) im distalen Tubulus der Niere aktiviert, was zu einer 

erhöhten renalen Kaliumausscheidung führt (Cha et al. 2009). Tierexperimentell 

konnte gezeigt werden, dass sKlotho unabhängig von FGF-23 den NaPi2-
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Transporter im proximalen Tubulus der Niere hemmt und somit zu einer 

erhöhten Phosphatausscheidung führt (Hu et al 2010). Der exakte 

Mechanismus der zellulären Signaltransduktion von sKlotho, unabhängig von 

FGF-23, ist nach wie vor Gegenstand der Forschung. Es gibt Belege dafür, 

dass der Insulin-like-Growth-Factor-1-Signalweg von sKlotho beeinflusst wird 

(Kurosu 2005). Ebenfalls scheint sKlotho den TGF-Beta-Signalweg zu 

inhibieren (Doi et al. 2011). Weiterhin verlangsamt sKlotho die Zellalterung 

durch Unterdrückung des Wnt-Signalweges (Liu H. 2007). Ein weiterer 

Wirkmechanismus von sKlotho könnte sein, dass seine Domänen Kl1 und Kl2 

die Möglichkeit haben Sialinsäuren zu binden und diese dann direkt an die 

äußere Zellmembran zu platzieren (Dalton et al. 2017).   

   

Abbildung 2: Möglichkeiten der Entstehung von sKlotho (Lu und Hu 2017) 

2.7 FGF-23-Klotho-Achse 

Hauptsächlich reguliert wird der Kalzium-Phosphatstoffwechsel über das 

Wechselspiel zwischen FGF-23, welches durch Osteozyten und Osteoblasten 

abgegeben wird, mit seinem Kofaktor Klotho, Vitamin-D, welches den letzten 

Schritt zur Aktivierung im proximalen Tubulus der Niere erfährt und 

Parathormon, welches in der Nebenschilddrüse produziert wird. Diese Faktoren 

stehen in einer wechselseitigen Beziehung zueinander und können nur im 

Zusammenhang miteinander verstanden werden (siehe Abbildung 3). 
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Die Ausschüttung von FGF-23 durch die Osteozyten und Osteoblasten wird 

einerseits durch die Phosphatkonzentration, allerdings auch durch Vitamin-D 

und Parathormon reguliert (Burnett et al. 2006). Die FGF-23-Klotho-

Signaltransduktion senkt über verschiedene Mechanismen den 

Serumphosphatspiegel. Eine verminderte Phosphat-Rückresorption im 

proximalen Tubulus der Niere wird durch eine Verringerung der Aktivität des 

Natrium-Phosphat-Kotransporters 2 (NaPi2a, NaPi2c) erreicht (Shimada et al. 

2004b, Andrukhova et al. 2012). Zusätzlich senkt FGF-23-Klotho die 

Konzentration von aktivem 1,25(OH)2D3 ab, wodurch die Phosphataufnahme 

weiter reduziert wird. Dies geschieht über 2 Wege: Einerseits wird die 

Hydroxylierung von inaktivem 25(OH)D3 zum aktiven 1,25(OH)2D3 im 

proximalen Tubulus der Niere durch Herunterregulation bestimmter 

Steuerungsgene der CYP-Familie verhindert (Shimada et al. 2004b). 

Andererseits kommt es zum verstärkten Abbau von aktivem Vitamin-D durch 

Heraufregulation der Aktivität von Hydroxylasen, die aktives Vitamin-D wieder 

zur inaktiven Form abbauen (Shimada et al. 2004b).  

Aktives Vitamin-D führt über Aktivation des intestinalen Vitamin-D-Rezeptors 

zur Aufnahme von Kalzium und Phosphat über den Darm. Weiterhin bindet es 

an den Vitamin-D-Rezeptor der Nebenschilddrüse und reguliert die Produktion 

von Parathormon (PTH) herunter. Das heißt, ein verminderter Spiegel an 

Vitamin-D, bedingt durch FGF-23-Klotho-Signaltransdurktion, führt zu einer 

verringerten intestinalen Aufnahme von Kalzium und Phosphat und erhöht die 

Konzentration von PTH. Neben diesem Mechanismus wird die Ausschüttung 

von PTH durch die Nebenschilddrüse zusätzlich durch die Höhe des ionisierten 

Serumkalziums und durch einen direkten negativen Feedback-Mechanismus 

von FGF-23-Klotho reguliert. PTH bewirkt durch Aktivierung von Osteoklasten 

eine Mobilisation von Kalzium und Phosphat aus den Knochen. Zusätzlich wird 

sowohl die intestinale Kalziumaufnahme als auch die renale 

Kalziumrückresorption erhöht. Gleichzeitig führt PTH zu einer verstärkten 

Phosphatausscheidung über die Niere.  
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Abbildung 3:  Wechselspiel zwischen FGF-23 – Klotho – Vitamin-D – PTH (Kuro-o 2018) 

2.7.1 FGF-23-Klotho-Achse bei chronischer Nierenins uffizienz 

Eine Disbalance zwischen den körpereigenen Regulationsmechanismen des 

Phosphatstoffwechsels ist bezeichnend für die CNI im Kindes- und 

Erwachsenenalter. Studien zeigen, dass FGF-23 bereits in frühen Stadien der 

CNI ansteigt (Guiterrez 2005). Dies beobachtet man sowohl bei erwachsenen 

als auch bei pädiatrischen CNI-Patienten (van Husen et al. 2012, Portale et al. 

2014), weshalb FGF-23 als früher Biomarker einer CNI geeignet ist. Der 

Anstieg von FGF-23 ist weiterhin mit der frühen Abnahme des Vitamin-D-

Serumspiegels assoziiert (Guiterrez 2005). Zu diesem Zeitpunkt sind die 

Phosphat- und PTH-Spiegel im Blut normalerweise noch im Normbereich. 

Bemerkenswert ist, dass die FGF-23-Werte mit zunehmender Verschlechterung 

der Nierenfunktion sehr stark ansteigen und trotzdem eine Hyperphosphatämie 

(van Husen et al. 2010) und ein sekundärer Hyperparathyroidismus regelhaft zu 

beobachten sind. Der sekundäre Hyperparathyroidismus, der durch die stark 

verringerten Vitamin-D-Spiegel auftritt, bedingt einen erhöhten Knochenumsatz. 

Es wäre denkbar, dass durch eine Abnahme des Kofaktors Klotho bereits in 

frühen Stadien der CNI eine FGF-23-Resistenz an den Zielorganen verursacht 

wird. Das heißt, dass FGF-23 seine physiologische Funktion für den 

Phosphatstoffwechsel im Rahmen der CNI verliert und trotz erhöhter FGF-23-

Konzentrationen eine suffiziente Phosphatausscheidung nicht gelingt. Die 

auftretende Hyperphosphatämie erhöht die kardiovaskuläre Mortalität als 

unabhängiger Risikofaktor (Shroff 2013). Darüber hinaus hat FGF-23 selbst in 

hoher Konzentration einen direkten kardiotoxischen Effekt (Faul C. 2011, Di 

Marco et al. 2014). Ein Mangel an Klotho wiederum scheint ein unabhängiger 
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Risikofaktor für das Auftreten von Aterioskleose (Hu M.C. et al. 2011, Kitagawa 

et al. 2013), für das Auftreten renaler Fibrose (Doi 2011) und für kardiales 

Remodelling (Hu M.C. et al. 2015b) im Rahmen der CNI zu sein. Experimentelle 

sKlotho-Injektionen und Klotho-Gen-Transfer zeigten bei Mäusen eine 

Verbesserung der endothelialen Dysfunktion (Saito et al. 2000, Chen T.-H. et al. 

2013), sodass die gezielte therapeutische Erhöhung der sKlotho-

Konzentrationen eine Behandlungsmöglichkeit für die CKD-MBD darstellen 

könnte. Somit könnte die Konzentration von Klotho die entscheidende 

Stellschraube in der komplexen Beziehung der Regulationsfaktoren des 

Kalzium-Phosphatstoffwechsels sein. 

2.8 Klotho: Inhalt vieler Studien  

Die Studienlage bezüglich des Zusammenhangs der Serumkonzentration von 

sKlotho mit der Nierenfunktion, den FGF-23-Serumwerten und weiteren 

Parametern zur Beurteilung des Knochenstoffwechsels ist weiterhin 

uneinheitlich. Einige klinische Studien an Erwachsenen stützen die Annahme, 

dass die CNI einen Zustand des Klotho-Mangels darstellt. Sie zeigen eine 

Abnahme von sKlotho bereits im Frühstadium der Erkrankung (Sakan et al. 

2014, Shimamura et al. 2012). Diese frühe sKlotho-Verminderung scheint der 

Erhöhung von FGF-23, Parathormon und Phosphat vorauszugehen (Barker et 

al. 2015). Je weiter die CNI fortschreitet, umso geringer war die nachgewiesene 

Konzentration von sKlotho (Pavik et al. 2013). Im Gegensatz dazu konnten 

andere klinische Studien an erwachsenen CNI-Patienten keinen 

Zusammenhang zwischen der Nierenfunktion und der sKlotho-Konzentration 

feststellen (Scholze et al. 2014, Akimoto et al. 2012, Seiler et al. 2013). Eine im 

Jahr 2018 erschienene Metaanalyse von Wang et al. wertete 611 bereits 

publizierte Studien zum Thema Klotho und CNI bei Erwachsenen aus, von 

diesen wurden 9 Studien in die Metaanalyse eingeschlossen. Hier zeigte sich 

bei erwachsenen CNI-Patienten ein signifikant positiver Zusammenhang 

zwischen der Nierenfunktion und sKlotho (Wang et al. 2018). Bei Kindern 

wiesen bisher 2 klinische Studien einen positiven Zusammenhang von sKlotho 

mit der Nierenfunktion nach (Wan et al. 2013, Sawires et al. 2015). Zwischen 

sKlotho und FGF-23 konnte einerseits bei Erwachsenen im Rahmen der CNI 

ein stark negativer Zusammenhang nachgewiesen werden (Pavik et al. 2013, 
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Barker et al. 2015, Wang et al. 2018). Andererseits konnten Sawires et al. im 

Kindesalter keinen Zusammenhang zwischen FGF-23 und sKlotho-

Konzentrationen nachweisen (Sawires et al. 2015). 

2.9 Zielsetzung der Studie  

Insgesamt gibt es bei pädiatrischen CNI-Patienten einen sehr kleinen Umfang 

an klinischen Studien, die bisher keine verlässliche Aussage über die 

Serumkonzentration von sKlotho und seinen Zusammenhang mit weiteren 

Parametern des Knochenstoffwechsels im Rahmen der CNI zulassen. Diese 

retrospektive Querschnittsstudie untersucht den Zusammenhang zwischen 

sKlotho, FGF-23 und weiteren etablierten Parametern zur Beurteilung des 

Knochenstoffwechsels im Rahmen der CNI. Es soll weiterhin abgeleitet werden, 

ob die Bestimmung von sKlotho im Serum eine klinische Berechtigung als 

früher Biomarker der CKD-MBD im Kindesalter hat.  
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3. Material und Methoden 

3.1 Retrospektive Studie 

3.1.1 Herkunft des Probenmaterials  

Es wurde eine retrospektive Querschnittsstudie durchgeführt. Das 

Probenmaterial stammt aus einer vorangegangenen Studie, die am Kuratorium 

für Dialyse und Nierentransplantation (KfH) des Universitätsklinikums Hamburg 

Eppendorf durchgeführt wurde. Die Proben wurden bis zur Untersuchung bei         

-30°C tiefgefroren und anonymisiert verwahrt.  

3.1.2 Votum der Ethikkommission  

Im Rahmen der vorangegangenen Studie, aus welcher die Serumproben 

stammten, wurde vor Probensammlung ein schriftlicher Antrag bei der 

Ethikkommission des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf gestellt. Diese 

willigte in die Studiendurchführung ein. Es erfolgte die mündliche Aufklärung 

über Studienziel und -durchführung sowie im Anschluss daran das Einholen des 

schriftlichen Einverständnisses der Erziehungsberechtigten sowie 

gegebenenfalls der Patienten selbst.  

3.1.3 Patientenkollektiv 

Es wurden 81 Kinder in den CNI-Stadien 1-5, welche sich im KfH des 

Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf in Behandlung befanden, in die 

Studie eingeschlossen. Als gesunde Kontrollgruppe wurden 27 Kinder in die 

Studie aufgenommen, die sich an der Universitätskinderklinik Hamburg 

Eppendorf wegen anderer Erkrankungen bzw. operativer Eingriffe in ärztlicher 

Behandlung befanden. In die Kontrollgruppe wurden nur Patienten 

aufgenommen, die keine Nierenschädigung, akuten Infektionen, malignen oder 

neurologischen Erkrankungen aufwiesen. 

3.1.4 Alters- und Geschlechtsverteilung 

Das mittlere Alter der Patienten betrug 10,2 ± 5,3 Jahre. 63 Prozent der 

Patienten waren männlich, 37 Prozent weiblich.  
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Tabelle 2: Geschlechterverteilung der untersuchten Stichprobe 

  Anzahl % 

Geschlecht Männlich 51 63 

 Weiblich 30 37 

 

3.1.5 Grunderkrankungen 

Die Erkrankungen, die zur Entstehung der chronischen Niereninsuffizienz 

führten, waren in unserem Patientenkollektiv folgendermaßen verteilt: Den 

Großteil der Grunderkrankungen, 44 Prozent, machten angeborene Anomalien 

von Nieren- oder Harntrakt aus (CAKUT). Zystennieren und 

Glomerulonephritiden waren in jeweils 12 Prozent der Fälle ursächlich für die 

CNI. Kongenitale Nephropathien waren in 10 Prozent der Fälle als 

Grunderkrankung erfasst. 7 Prozent der CNI-Fälle waren als Folge eines 

hämolytisch-urämischen Syndroms aufgetreten. 15 Prozent waren andere, nicht 

gesondert erfasste Ursachen einer CNI. 

Tabelle 3: Grunderkrankungen der CNI-Patienten 

  n % 

 Kongenitale Anomalien von Niere oder 

Harntrakt  

(Urethralklappen, Prune-Belly-Syndrom, 

Dysplasien) 

36 44 

 Zystennieren (autosomal rezessive 

polyzystische Nierenerkrankung) 

10 12 

Diagnose Glomerulonephritis 10 12 

 Kongenitale Nephropathien (Zystinosen, fokal 

segmentale Glomerulosklerose) 

7 10 

 hämolytisch-urämisches Syndrom (HUS) 6 7 

 Andere (nicht näher bezeichnet) 12 15 
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3.1.6 Medikation der CNI Patienten 

87% der Patienten wurden mit Vitamin-D-Derivaten behandelt. Davon wurde 

der größte Teil mit aktivem 1,25(OH)2D3 therapiert, was zur Senkung von 

Parathormon und somit zur Vermeidung eines sekundären 

Hyperparathyroidismus beiträgt. Vitamin-D3 wurde zur Behandlung eines 

Vitamin-D-Mangels verordnet. Kalziumhaltige, wie Kalziumcarbonat, und 

kalziumfreie Phosphatbinder, wie Sevelamer, kamen zur Senkung der 

Phosphatspiegel in jeweils 12% der Fälle zum Einsatz. Cinacalcet zur 

Behandlung des sekundären Hyperparathyroidismus wurde von 6% der CNI-

Patienten eingenommen.   

Tabelle 4: Medikation der Patienten 

Medikament n % 

Calcitriol [1,25(OH)2D] 45 55,5 

Vitamin-D3 [25(OH)D] 26 32,1 

Calciumcarbonat 10 12,3 

Sevelamer 10 12,3 

Cinacalcet 5 6,2 

 

3.2 Probengewinnung und – Aufbewahrung 

Im Rahmen einer klinisch notwenigen, routinemäßigen Blutentnahme wurde ein 

Serumröhrchen Blut zusätzlich abgenommen. Das Blut wurde im Anschluss 10 

Minuten bei 5000/min zentrifugiert und das Serum abpipettiert. Bis zur 

Durchführung des ELISAs wurden die Serumproben bei -30°C im 

Laborkühlschrank gelagert. Die weiteren Parameter zur Beurteilung des 

Knochenstoffwechsels wurden im Rahmen der Blutentnahme routinemäßig 

mitbestimmt und entsprechen den Empfehlungen der KDIGO zur Behandlung 

der CKD-MBD im Kindesalter. 
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3.2.1 Nachweis von sKlotho mittels ELISA   

 

Für den Nachweis von sKlotho in humanem Serum verwendeten wir den 

Sandwich-ELISA von IBL (Immuno-Biological Laboratories, Japan). Dieses 

ELISA-Verfahren beruht auf den, von Yamazaki et al. entwickelten, murinen 

monoklonalen IgG-Antikörpern (67G3 als Fangantikörper und 91F1 als 

Detektionsantikörper). Mittels dieser Antikörper gelingt sowohl der Nachweis 

von membrangebundenen als auch von sKlotho. Die monoklonalen Antiköper 

richten sich dementsprechend gegen eine tertiäre extrazelluläre Proteinstruktur 

von Klotho (Yamazaki et al. 2010).   

 

3.2.2 Funktionsprinzip des Sandwich-ELISAS 

 

Bei dem verwendeten IBL-ELISA handelt es sich um einen Sandwich-ELISA mit 

fester Phase. 

Auf die immobilisierten murinen Antikörper (Fang- bzw. Capture-Antikörper) der 

festen Phase wird das Serum hinzugegeben. 

Das im Serum enthaltene sKlotho bindet im ersten Schritt als Antigen an den 

festen Antikörper. Es folgen mehrfache Waschvorgänge, um ungebundenes 

sKlotho und andere im Serum enthaltene Komponenten zu entfernen. Danach 

wird ein zweiter hochspezifischer Antikörper (Detektionsantikörper) in löslicher 

Form hinzugegeben, welcher mit einer anderen Bindungsstelle an sKlotho 

bindet. An diesen Antikörper ist HRP (horseradish peroxidase) gebunden. Es 

erfolgen weitere Waschungen, um nicht gebundenen Antikörper zu beseitigen. 

Um die Bindung mittels Farbreaktion sichtbar zu machen wird im letzten 

Arbeitsschritt TMB (Tetramethylbenzidin) als chromogenes Substrat für HRP 

hinzugegeben. Proportional zur Aktivität der HRP und somit indirekt zur 

Konzentration von sKlotho entsteht ein blaues Farbprodukt. Es wird dann eine 

schwefelhaltige Lösung (1NH2SO4) hinzugegeben, welche die Farbreaktion 

stoppt und einen stabilen gelben Farbkomplex bildet. Photometrisch wird dann 

die Absorption bei 450nm gemessen. Im Vergleich mit der 

Standartverdünnungsreihe, die unterschiedliche Konzentrationen von 

rekombinantem humanem sKlotho enthält, kann so die Konzentration von 

sKlotho im Serum der Probanden bestimmt werden. Die minimale 
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Nachweisgrenze von sKlotho beträgt 93,75 pg/ml. Maximal kann eine 

Konzentration von 6000 pg/ml nachgewiesen werden.  

                            

Abbildung 4:  Sandwich-ELISA nach Zugabe des löslichen Antikörpers     

 

3.3 Durchführung des ELISAS 

Das verwendete IBL-ELISA-Kit ist für den quantitativen Nachweis von 

humanem löslichem Alphaklotho im Serum, Plasma und Urin zu 

Forschungszwecken bestimmt. Pro Kit sind 96 Mikrotiterplatten mit 

immobilisiertem Antigen enthalten. Alle für die Reaktion notwendigen 

Reagenzien wurden vom Hersteller mitgeliefert. Waschpuffer und löslicher 

Antikörper wurden mit deionisiertem Wasser nach Herstellervorschrift verdünnt. 

Der Standard wurde in einer Verdünnungsreihe hergestellt. Alle Messungen 

sind als Doppelbestimmung durchgeführt worden. 

 

3.3.1 Herstellung des Standards 

In 8 nebeneinanderliegende Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden je 230µL 

des EIA-Puffers gegeben. In die erste Vertiefung gaben wir anschließend      

230 µL der Standardlösung hinzu und durchmischten diese sorgfältig. Danach 

wurden von jeder Vertiefung 230 µL in die folgende pipettiert. Die 

Verdünnungsreihe setzten wir bis in Kavität 7 fort. Die 8. Vertiefung blieb frei 

und wurde nur mit Pufferlösung gefüllt.  
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Tabelle 5: Konzentration des Standards 

 

Mikrotiterplatte Konzentration sKlotho 

(pg/ml) 

1 6000 

2 3000 

3 1500 

4 750 

5 375 

6 187,5 

7 93,75 

8 0 

  

 3.3.2 Messung der Proben 

• Die gefrorenen Serumproben und alle Testreagenzien wurden 30 

Minuten vor der Messung auf Raumtemperatur erwärmt. 

• In alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte gaben wir jeweils 100 µL der 

Pufferlösung. Wir pipettierten je 100 µL der Proben, beziehungsweise 

der verdünnten Standardlösung hinzu.  

• Die Platte wurde daraufhin abgedeckt und 60 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

• Es folgte das Waschen der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer. Der 

Waschvorgang wurde wie vom Hersteller beschrieben 7 Mal wiederholt.  

• In jede der Vertiefungen pipettierten wir daraufhin 100 µL des markierten 

Antikörpers und inkubierten die Platte 30 Minuten mit verschlossener 

Plattenabdeckung bei Raumtemperatur. 

• Es folgten 9 weitere Waschungen mit Waschpuffer.  

• Als chromogene Substanz wurden pro Vertiefung je 100 µL der TMB-

Lösung hinzugegeben. 

• Weitere 30 Minuten inkubierten wir die Platte bei Raumtemperatur mit 

Abdeckung (Abschirmung vor Lichteinfall). 

• Um die Reaktion zu beenden, wurden jeweils 100 µL schwefelhaltige 

Stopp-Lösung hinzugefügt und durch Klopfen der Platte gemischt. 
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• Innerhalb von 30 Minuten maßen wir die Absorption bei einer 

Wellenlänge von 450 nm im Photometer.  

 

3.3.3 Berechnung der Testergebnisse 

Anhand der Absorption der Standardlösung mit bekannter Konzentration, 

berechneten wir aus der jeweiligen Absorption der Proben, die enthaltene 

Menge an sKlotho. 

 

                                     

Abbildung 5:  typische Standardkurve mit Absorption bei 450 nm (IBL America 2013)      

 

3.4 Bestimmung von FGF-23  

Die FGF-23 Konzentration im Patientenserum wurde in einer vorangegangenen 

Studie mittels Sandwich-ELISA der Firma Kainos (Kainos Laboratories 

International, Japan) entsprechend den Herstellerangaben gemessen. Dieses 

Verfahren misst intaktes Serum-FGF-23 und hat sich zur Messung des 

biologisch aktiven FGF-23 bewährt (Yamazaki et al. 2002).   

 

3.5 Weitere erfasste Parameter 

Alle weiteren erfassten Parameter wurden mittels Routineverfahren in den 

Zentrallaboratorien des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf bestimmt. 

Die untersuchten Parameter dienten der klinischen Verlaufsbeobachtung der 

Patienten und orientieren sich an den KDIGO-Leitlinien zur Behandlung der CNI 

im Kindesalter.  
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Beurteilung der Nierenfunktion: 

• Kreatinin 

• Harnstoff 

• Harnsäure 

• Kalium 

• Venöse BGA 

Beurteilung des Knochenstoffwechsels: 

• Ionisiertes Kalzium 

• Ionisiertes Phosphat 

• PTH 

• b-ALP 

• 1,25(OH)2D3  

• 25(OH)D3 

 

Die geschätzte Glomeruläre Filtrationsrate (eGFR) wurde durch die 

angepasste Schwartz-Bedside-Formel bestimmt  

 

eGFR = 0,413 x L(cm)/Scr (mg/dl) 

        (Schwartz et al. 2009) 

 

L= Körperlänge; Scr = Serumkreatinin 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

3.6 Statistische Auswertung 

Sämtliche statistische Auswertungen wurden mittels SPSS Version 22 (SPSS, 

Chicago, IL, USA) vorgenommen. Um Normalverteilung zu erreichen führten wir 

eine ln-Transformation für folgende Variablen durch: sKlotho, FGF-23, PTH, 

Serumphosphat, b-ALP, 25(OH)D3, 1,25(OH)2D3, eGFR und Serumkreatinin. 

Der Mittelwertsvergleich zwischen den CNI-Stadien wurde mittels t-Test auf 

Basis von ln-retransformierten Daten durchgeführt. Univariate und Multivariate 

schrittweise vorwärts Regressionsanalysen wurden zur Beurteilung des 

Zusammenhangs zwischen den untersuchten Variablen durchgeführt. Für alle 

Analysen wurde ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant betrachtet.    
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4. Ergebnisse 

4.1 Verteilung der Patienten auf die einzelnen CNI- Stadien 

Tabelle 6 zeigt die Anzahl der Patienten und deren Verteilung auf die einzelnen 

CNI-Stadien. An der Studie nahmen 81 Patienten teil, von diesen wurde bei 54 

Patienten sKlotho im Serum bestimmt. 27 Patienten wurden in die 

Kontrollgruppe aufgenommen. 

Tabelle 6:  Patientenanzahl in den einzelnen CNI-Stadien 

CNI-Stadium Patientenanzahl Verteilung in % 

1 8 9,9 

2 6 7,4 

3 22 27,2 

4 13 16,0 

5 32 39,5 

Gesamt 81 100 

 

4.2 Deskriptive Statistik und Mittelwertsvergleich  

Tabelle 7 zeigt die relevanten Parameter des Knochenstoffwechsels 

aufgeschlüsselt nach den einzelnen CNI Stadien. Angegeben sind der 

Mittelwert und das 95% Konfidenzintervall. Es wurde ein t-Test für den 

Mittelwertsvergleich zwischen der Kontrollgruppe und den einzelnen CNI-

Stadien durchgeführt. Signifikante Unterschiede sind entsprechend ihres 

Signifikanzniveaus gekennzeichnet.  

Verwendete Abkürzungen: CNI – chronische Niereninsuffzienz, eGFR – 

geschätzte glomeruläre Filtrationsrate, FGF-23 – Fibroblasten-

Wachstumsfaktor-23, PTH – Parathormon, b-ALP- knochenspezifische 

Alkalische Phosphatase, 25(OH)D – 25-Hydroxy-Vitamin-D3, 1,25(OH)2D – 

1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3, TPR – Tubuläre Phosphatreabsorption 
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Tabelle 7: Variablen des Knochenstoffwechsels 

Gruppenvergleich zwischen CNI-Stadium und Kontrollgruppe mittels T-Test; Kennzeichnung 

des Signifikanzniveaus p<0,05 *, p<0,01**, p<0,001 *** 

 

 

Mittelwert  

(95 CI) 

Kontrollen  

 

 

n= 27   

CNI 1  

(eGFR > 90) 

 

n= 8 

CNI 2  

(eGFR       

60-89)  

n= 6 

CNI 3  

(eGFR       

30-59)  

n= 22 

CNI 4  

(eGFR      

15-29)  

n= 13 

CNI 5 

(eGFR <15) 

 

n= 32 

Alter  

(Jahre)  

9.9  

(8.3-11.5) 

7.7 

(3.8-11.7)  

10.3  

(7.0-13.6) 

10.3  

(8.2-12.4) 

9.2 

(6.1-12.3) 

11.1 

(9.2-13.0) 

eGFR 
(ml/min*1.73 qm²)  

129  

(117-143) 

116 

(94-143) 

66 *** 

(57-76)  

43 *** 

(39-47)  

21 *** 

(18-24)  

8 *** 

(7-9) 

sKlotho  

(pg/ml)  

1889  

(1587-2249) 

1073  

(681-1692) 

1322  

(960-1822) 

1175  

(756-1827) 

1052  

(633-1746) 

800 *** 

(588-1088) 

FGF23  

(ng/l)  

81  

(62-106) 

40 *** 

(33-49) 

39 *** 

(27-55)  

81  

(59-110) 

208 *** 

(128-335)  

440 *** 

(297-653) 

PTH  

(ng/l)  

56  

(40-78) 

25 *** 

(15-42)  

83  

(53-128) 

90 *** 

(67-120) 

213 *** 

(148-305)  

241 *** 

(165-354)  

Phosphat 

(mmol/l)  

1.38  

(1.31-1.45) 

1.41  

(1.26-1.57) 

1.29  

(1.14-1.47) 

1.30  

(1.21-1.41) 

1.62 *** 

(1.47-1.79)  

1.85 *** 

(1.70-2.02)  

Kalzium 

(mmol/l)  

2.33  

(2.29-2.37) 

2.33  

(2.23-2.43) 

2.31  

(2.20-2.42) 

2.39  

(2.35-2.44) 

2.43 *** 

(2.38-2.49)  

2.32  

(2.20-2.44) 

B-ALP  

(µg/l)  

52  

(39-69) 

51  

(40-65) 

37  

(25-53) 

58  

(43-79) 

65  

(43-98) 

49  

(34-69) 

25 (OH)D  

(µg/l)  

11  

(8-14) 

20 *** 

(15-27)  

29 *** 

(20-44)  

20 *** 

(15-27)  

25 *** 

(20-33)  

22 *** 

(18-26) 

1,25(OH)2D 

(ng/l)  

48  

(43-54) 

53  

(42-69) 

42  

(35-50) 

38  

(30-48) 

29 *** 

(20-43)  

16 *** 

(10-28) 

TPR  

(%) 

90  

(87-93) 

92  

(90-94) 

82 *** 

(78-86)  

80 *** 

(75-85)  

65 *** 

(57-73)  

39 *** 

(29-49)  
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sKlotho: 

Es besteht ein signifikanter Unterschied in den sKlothokonzentrationen 

zwischen den gesunden Kontrollpatienten 1889 (1587-2249) pg/ml  und den 

niereninsuffizienten Patienten in den CNI Stadien 1-5 982 (82-1172 pg/ml; 

p<0.001) (Siehe Abbildung 6). Vergleicht man die einzelnen CNI-Stadien mit 

der Kontrollgruppe, zeigt sich jedoch erst ab dem CNI-Stadium 5 mit 800 (588-

1088) pg/ml  eine signifikante Abnahme von sKlotho. Unsere Daten zeigen 

keine Unterschiede in den sKlotho-Konzentrationen zwischen Patienten unter 

Peritoneal- und Hämodialyse. 

FGF-23: 

Es zeigen sich zwischen der Kontrollgruppe mit 81 (62-106) ng/l  und den 

einzelnen CNI-Stadien signifikante Unterschiede im Mittelwertsvergleich. Wir 

fanden überraschender Weise eine signifikante Verminderung der FGF-23-

Werte in den CNI Stadien 1 40 (33-49) ng/l  und 2 30 (27-55) ng/l . Einen 

signifikanten Anstieg von FGF-23 beobachteten wir erst ab dem                   

CNI-Stadium 4 208 (128-335) ng/l  und 5 440 (297-653) ng/l . 

PTH: 

Parathormon zeigt einen signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe 

56 (40-78) ng/l  ab dem CNI-Stadium 3 mit 90 (67-120) ng/l . Im Stadium 4    

213 (148-305) ng/l  und 5 241 (165-354) ng/l  ist das Parathormon deutlich 

erhöht. 

Serumphosphat: 

Die Mittelwerte unterscheiden sich von der Kontrollgruppe 1,38 (1,31-1,45) 

mmol/l  ab CNI-Stadium 4 mit 1,62(1,47-1,79) mmol/l  signifikant. Im Stadium 5 

sind die Werte deutlich erhöht 1,85 (1,70-2,02) mmol/l.  

Kalzium: 

In den CNI-Stadien 1,2,3, und 5 unterscheiden sich die Mittelwerte nicht 

signifikant von der Kontrollgruppe die einen Wert von 2,33 (2,29-2,37) mmol/l 

aufweist. Kinder im CNI-Stadium 4 hatten signifikant höhere Kalziumwerte, die 

sich aber noch immer im Normbereich befanden.  
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Knochenspezifische Alkalische Phosphatase: 

Wir wiesen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der 

Kontrollgruppe und der einzelnen CNI-Stadien nach. 

25(OH)D3: 

Ab dem CNI-Stadium 1 ergab sich im Mittelwertsvergleich eine signifikante 

Erhöhung der 25(OH)-Vitamin-D-Spiegel verglichen mit der Kontrollgruppe. Die 

Kontrollgruppe zeigte mit einem Mittelwert von 11 (8-14) µg/l  einen Vitamin-D-

Mangel. Alle CNI-Gruppen zeigten im Vergleich dazu Werte um die 20 µg/l (20-

29 µg/l)  was dem Normwert entspricht.  

1,25(OH)2D3: 

Die Werte verminderten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant ab CNI-

Stadium 4. Die Kontrollgruppe weist Werte für aktives 1,25(OH)2D3 von 48 (43-

52) ng/l  auf. Im Stadium 4 ist der Mittelwert auf 29 (20-43) ng/l  vermindert, und 

nimmt im Stadium 5 auf den niedrigsten Wert von 16 (10-28) ng/l  ab. 

TPR: 

Eine verminderte Phosphatreabsorption zeigte sich im Mittelwertsvergleich ab 

CNI Stadium 2 verglichen mit der Kontrollgruppe. Eine TPR von 90 Prozent in 

der Kontrollgruppe vermindert sich ab Stadium 2 und ist mit 39 Prozent in 

Stadium 5 am geringsten.  
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4.3 Gruppenvergleiche für sKlotho  

Die grafische Darstellung der Gruppenunterschiede für sKlotho erfolgt mit Hilfe 

von Boxplots. Dargestellt werden Interquartilsabstände, Median und Lage der 

Verteilung.  

 

 
 
Abbildung 6:  zeigt den signifikanten Mittelwertsunterschied in der 

Konzentration von sKlotho zwischen der Kontrollgruppe und der 

zusammengefassten Gruppe aller niereninsuffizienten Patienten der CNI-

Stadien 1-5. 

 Das Signifikanzniveau von p<0,001 ist gekennzeichnet mit *** 
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Abbildung 7 : stellt die Konzentration von sKlotho aufgeschlüsselt nach CNI-

Stadium dar. Die höchsten sKlotho-Werte findet man in der Kontrollgruppe.  Es 

zeigt sich erst ab CNI-Stadium 5 ein signifikanter Abfall von sKlotho. 

Das Signifikanzniveau von p<0,001 ist gekennzeichnet mit *** 
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Die untenstehende Grafik zeigt die Mittelwerte der Parameter des 

Knochenstoffwechsels, bei denen ein signifikanter Unterschied zwischen den 

CNI-Stadien besteht.  

 

Abbildung 8:  Variablen (Legende am rechten Bildrand), für die ein signifikanter 

Mittelwertsunterschied zwischen der Kontrollgruppe und den einzelnen CNI-

Stadien existiert. 
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4.4 Korrelationen  

In univariater Analyse korreliert sKlotho mit folgenden Variablen: Alter (siehe 

Abbildung 9), Serumkreatinin (siehe Abbildung 10) und knochenspezifischer 

Alkalische Phosphatase (siehe Abbildung 11) 

 

4.4.1 sKlotho und Alter 

Es zeigt sich eine negative Korrelation von sKlotho mit dem Alter der Patienten 

(r= -0,32; p=0,017). 

 

 

Abbildung 9:  univariat negative Korrelation zwischen sKlotho und Alter  
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4.4.2 sKlotho und Serumkreatinin 

Eine negative Korrelation besteht zwischen Kreatinin und sKlotho  

(r= -0,29 p=0,035).  

 

 

 

Abbildung 10:  univariat negative Korrelation zwischen sKlotho und 

Serumkreatinin 
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4.4.3 sKlotho und knochenspezifische Alkalische Pho sphatase 

Eine positive Korrelation besteht zwischen sKlotho und Knochenspezifischer 

Alkalischer Phosphatase (r=0,55 p<0,01). 

 

 

 

Abbildung 11:  univariat positive Korrelation zwischen sKlotho und 

knochenspezifischer Alkalischer Phosphatase 

  

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

4.5 Multivariate Regressionsanalyse  

 

4.5.1 sKlotho 

In der multivariaten Regressionsanalyse, welche sKlotho als abhängige 

Variable und Alter, eGFR, Phosphat, FGF-23, PTH, knochenspezifische 

Alkalische Phosphatase (b-ALP), 25(OH)D3, 1,25(OH)2D3 und Tubuläre 

Phosphatreabsorption als unabhängige Variablen betrachtet, zeigte sich allein 

für sKlotho und knochenspezifische Alkalische Phosphatase ein signifikanter 

Zusammenhang.  

 

Tabelle 8: multivariate Regression sKlotho als abhä ngige Variable 

 

Independent variables β s.e. t p R² 

 

Ln-b-ALP 

 

0.55           

 

0.15 

 

3.7  

 

0.001  

 

 

 

0.29 

 

 

4.5.2 FGF-23 

Eine negative Korrelation besteht zwischen FGF-23 und eGFR (r= - 0,77, 

p<0,001), 1,25(OH)2D3-Serumspiegel (r= -0,66; p<0,001) und der Tubulären 

Phosphatreabsorption (r= -0,69; p<0,001). 

 

Ein univariat positiver Zusammenhang besteht zwischen FGF-23 und 

Serumphosphat (r=0,54; p<0,001), PTH (r=0,44; p<0,001),           

Serumkreatinin (r= 0,78; p<0,001) und dem Patientenalter (r=0,28; p=0,016). 
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In multivariater Regressionsanalyse, welche FGF-23 als abhängige Variable 

und Alter, eGFR, Phosphat, sKlotho, PTH, knochenspezifische Alkalische 

Phosphatase, 25(OH)D3, 1,25(OH)2D3, und Tubuläre Phosphatreabsorption als 

unabhängige Variablen betrachtet, zeigten sich für FGF-23 und 1,25(OH)2D3 

(p= 0,001) sowie für FGF-23 und die eGFR (p<0,001) ein signifikanter 

Zusammenhang. 

 

Tabelle 9: multivariate Regression FGF-23 als abhän gige Variable 

 

Independent variables β s.e. t p R² 

 

Ln-eGFR 

 

Ln-1,25(OH)2D3 

 

 

-0.58 

 

-0.39 

 

0.14 

 

0.14 

 

-5.4 

 

-3.7 

 

<0.001 

 

0.001 

 

0.71 

 

0.71 

 

4.5.3 Serumphosphat 

Unsere Daten zeigen negative Korrelationen zwischen Phosphat und  

1,25(OH)2D3 (r= -0,25; p<0,05), dem Alter (r= -0,22; p=<0,05), eGFR (r= -0,61; 

p<0,01) sowie der Tubulären Phosphatreabsorption (r= -0,56; p<0,01). 

 

Positive Korrelationen bestehen zwischen Serumphosphat und PTH (r=0,45; 

p<0,001), zwischen Serumphosphat und FGF-23 sowie zwischen 

Serumphosphat und Serumkreatinin (r=0,47; p<0,001). 

  

In multivariater Regressionsanalyse, welche Phosphat als abhängige Variable 

und Alter, eGFR, FGF-23, sKlotho, PTH, knochenspezifische Alkalische 

Phosphatase, 25(OH)D3, 1,25(OH)2D3, und Tubuläre Phosphatreabsorption als 

unabhängige Variablen benutzte, zeigten sich nur für die eGFR und das Alter 

ein signifikanter Zusammenhang mit den Serumphosphatwerten. 
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Tabelle 10: multivariate Regression Phosphat als ab hängige Variable 

 

Independent variables β s.e. t p R² 

 

Ln-GFR 

 

Alter 

 

-0.69 

 

-0.35 

 

0.03 

 

0.01 

 

-5.7 

 

-2.7 

 

0.000 

 

0.01 

 

0.49 

 

0.49 

 

4.5.4 Tubuläre Phosphatreabsorption 

  

In univariater Analyse zeigten sich signifikant negative Zusammenhänge 

zwischen der TPR und Serumkreatinin (r= -0,77; p<0,001) sowie zwischen der 

TPR und dem Serumkalzium (r= -0,29; p<0,05).  

 

Positive Korrelationen bestanden zwischen der TPR und der eGFR (r=0,80; 

p<0,001), zwischen TPR und PTH (r=0,51; p<0,001) und TPR und 1,25(OH)2D3 

(r=0,49; p>0,01). 

 

In multivariater Regressionsanalyse, welche die TPR als abhängige Variable 

und Alter, eGFR, FGF-23, sKlotho, PTH, knochenspezifische Alkalische 

Phosphatase, 25(OH)D3, 1,25(OH)2D3 und Phosphat als unabhängige 

Variablen benutzte, zeigten sich nur für die eGFR und sKlotho ein signifikanter 

Zusammenhang mit der TPR.  

 

Tabelle 11: multivariate Regression TPR als abhängi ge Variable 

Independent variables  β s.e. t p R² 

 

Ln-GFR 

 

Ln-Klotho 

 

  

0.861 

 

-0.21 

 

2.5 

 

3.4 

 

8.4 

 

-2.1 

 

0.00 

 

0.046 

 

0.69 

 

0.69 
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5. Diskussion   

Während man in den letzten Jahren belegen konnte, dass Klotho eine 

Schlüsselrolle in der Regulation des Kalzium- und Phosphatstoffwechsels im 

Rahmen der CNI erwachsener Patienten spielt, lagen bei pädiatrischen CNI-

Patienten zu Studienbeginn keine klinischen Daten über sKlotho-

Konzentrationen im Serum und deren Zusammenhang mit der Nierenfunktion 

und Parametern des Knochenstoffwechsel vor. Alle Hypothesen, auf die unsere 

Studie aufbaute, bezogen sich somit auf Erkenntnisse aus vorangegangenen 

tierexperimentellen Studien und auf klinische Studien an Erwachsenen.   

5.1 sKlotho und der Zusammenhang mit der Nierenfunk tion  

Wir wiesen anhand unserer Daten nach, dass es auch im Kindesalter im 

Rahmen der CNI zu einer Verminderung von sKlotho kommt. Beim Vergleich 

der Kontrollgruppe mit allen erkrankten Patienten zeigte sich eine signifikante 

Reduktion von sKlotho. Wir konnten diese Abnahme von sKlotho allerdings erst 

ab dem CNI-Stadium 5 feststellen. In vorherigen Stadien der Niereninsuffizienz 

lässt sich anhand der sKlotho-Konzentration keine Aussage über die 

Nierenfunktion treffen. Der zunächst univariat festgestellte Zusammenhang 

zwischen sKlotho und Serumkreatinin konnte in der multivariaten Analyse nicht 

bestätigt werden. Einen unabhängigen Zusammenhang von sKlotho mit der 

eGFR konnten wir dementsprechend nicht nachweisen. Diese Erkenntnisse 

werden gestützt durch andere Studien an pädiatrischen CNI-Patienten, die 

ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen sKlotho und der Nierenfunktion 

feststellen konnten (Wan et al. 2013). Im Gegensatz dazu zeigen klinische 

Studien an erwachsenen CNI-Patienten unterschiedliche Ergebnisse bezüglich 

des Zusammenhangs von sKlotho mit der Nierenfunktion. Pavik et al. 

beobachteten eine unabhängige lineare Abnahme von sKlotho mit 

zunehmendem Fortschreiten der chronischen Niereninsuffizienz (Pavik et al. 

2013). Ebenfalls stellten Shimamura et al. eine signifikante Abnahme von 

sKlotho mit zunehmendem CNI-Stadium fest (Shimamura et al. 2012). Im 

Gegensatz dazu konnten andere Studien keine signifikanten Unterschiede in 

der Konzentration von sKlotho zwischen den CNI Stadien nachweisen (Seiler et 

al. 2013, Scholze et al. 2014).  Die eingangs erwähnte Metaanalyse von Wang 
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et al. zeigt jedoch nach Auswertung einer Vielzahl von Studien an erwachsenen 

CNI Patienten einen signifikant positiven Zusammenhang zwischen der 

Nierenfunktion und sKlotho (Wang et al. 2018). Der Zusammenhang zwischen 

der sKlotho-Konzentration und der Nierenfunktion im Kindesalter ist also 

weiterhin nicht eindeutig geklärt und bleibt vermutlich auch in den nächsten 

Jahren Gegenstand wissenschaftlicher Forschung. Wir konnten zwar zeigen, 

dass eine Reduktion von sKlotho bei pädiatrischen CNI-Patienten auftritt. Dies 

trat allerdings erst im Endstadium der Erkrankung auf.     

5.2 sKlotho und FGF-23 

Wir nahmen an, dass Klotho in seiner Funktion als obligater Kofaktor für FGF-

23 mit diesem auch in einem statistischen Zusammenhang stehen würde. 

Unsere Daten widersprechen dieser ursprünglich aufgestellten Hypothese. 

Auch andere Forschungsgruppen konnten keinen direkten Zusammenhang 

zwischen sKlotho und FGF-23 bei pädiatrischen CNI Patienten nachweisen 

(Wan et al. 2013, Sawires et al. 2013). Ebenso zeigten Studien an 

Erwachsenen dieses Ergebnis (Pavik et al. 2012). Andere klinische Studien an 

erwachsenen CNI Patienten konnten jedoch eine inverse Korrelation zwischen 

sKlotho und FGF-23 nachweisen (Shimamura et al. 2012). Auch Wang et al. 

konnten in ihrer Metaanalyse einen signifikant negativen Zusammenhang 

zwischen sKlotho und FGF-23 bei Erwachsenen zeigen (Wang et al. 2018). 

Diese widersprüchlichen Ergebnisse machen deutlich, dass der 

Zusammenhang zwischen sKlotho und FGF-23 noch nicht hinreichend geklärt 

ist. Der Annahme, dass eine frühe Reduktion von sKlotho ursächlich für den 

Anstieg von FGF-23 ist, widersprechen unsere Resultate. Ob sich sKlotho als 

früher Biomarker der CNI im Kindesalter eignet, bleibt abzuwarten. Unsere 

Daten widersprechen dieser Hypothese zunächst einmal. 

5.3 Konzentrationen von FGF-23  

Ein früher Anstieg von FGF-23 im Rahmen der CNI scheint sowohl bei 

Erwachsenen als auch bei Kindern gesichert (Bacchetta et al. 2010, van Husen 

et al. 2012, Larsson et al. 2003), sodass FGF-23 als Biomarker einer CNI 

bereits im Frühstadium geeignet ist. Auch wir wiesen einen Anstieg von FGF-23 

mit abnehmender Nierenfunktion nach, allerdings zeigte sich dieser erst ab dem 
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CNI Stadium 4 verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe. Es ist fraglich, 

weshalb wir erst einen so späten Anstieg von FGF-23 beobachten konnten. Die 

FGF-23-Werte der Kontrollgruppe waren mit 81(62-106) ng/l vergleichsweise 

erhöht. Eine Studie an 159 gesunden Kindern, die einen ähnlichem 

Altersdurchschnitt wie unsere Kontrollgruppe aufwiesen, zeigte Mittelwerte für 

intaktes FGF-23 von 35 ng/l (Gkentzi et al. 2014). Ein Mangel an Vitamin D, den 

wir innerhalb der Kontrollgruppe nachwiesen, könnte für die erhöhten FGF-23-

Konzentrationen ursächlich sein und somit den Gruppenvergleich beeinflussen. 

Wir konnten einen univariat negativen Zusammenhang zwischen FGF-23 und 

der eGFR bzw. FGF-23 und 1,25(OH)2D3-Serumspiegel feststellen. Außerdem 

zeigten sich diese beiden Variablen im multivariaten Modell als unabhängige 

Einflussvariablen für FGF-23. Der Einfluss der Vitamin-D-Spiegel auf die 

Konzentration von FGF-23 sollte bei Patienten mit CNI weiterführend untersucht 

werden.    

 

5.4 Klotho und sein Zusammenhang mit dem Alter und Phosphat 

Bereits bei Entwicklung des verwendeten ELISA-Verfahrens zum Nachweis von 

sKlotho stellten Yamazaki et al. eine altersabhängige Abnahme von sKlotho bei 

gesunden Probanden fest (Yamazaki et al. 2010). Auch wir wiesen eine 

negative Korrelation zwischen sKlotho und dem Alter der Patienten nach. Diese 

inverse Korrelation verlor sich allerdings in der multivariaten Analyse, sodass 

unsere Daten keinen unabhängigen Zusammenhang zwischen diesen 

Variablen zeigen. Dieser Effekt könnte durch die physiologische, 

altersabhängige Verminderung der Serumphosphatwerte erklärt werden. Wir 

bestätigten im multivariaten Modell, dass das Alter und die Phosphatwerte 

unabhängig von anderen untersuchten Faktoren miteinander in Zusammenhang 

stehen. Anderen Studien an pädiatrischen Patienten wiesen für die Höhe des 

Serumphosphats und sKlotho einen unabhängigen Zusammenhang nach (Wan 

et al. 2013, Sawires et al. 2015). Wir konnten diesen direkten Zusammenhang 

allerdings nicht bestätigen. Es muss bedacht werden, dass die Anwendung von 

Phosphatbindern, die von 24 Prozent der Patienten eingenommen wurden, 

unsere Ergebnisse möglicherweise verzerren. Wir betrachteten außerdem die 

Tubuläre Phosphatreabsorption (TPR), also den prozentualen Anteil des 
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Serumphosphates, der über die Niere rückresorbiert wird. Die TPR liegt 

physiologisch bei gesunden Kindern bei 85-97 Prozent. Im Rahmen CKD-MBD 

verändert sich die TPR und vermindert sich mit Abnahme der Nierenfunktion. 

Unsere Daten zeigen, dass sowohl die eGFR als auch sKlotho unabhängig in 

Zusammenhang mit der TPR stehen. Ein unabhängiger Zusammenhang 

zwischen sKlotho und der TPR in multivariaten Modellen konnte bereits bei 

erwachsenen CNI Patienten nachgewiesen werden (Tan et al. 2017). Dies 

spricht dafür, dass Klotho unabhängig von anderen Parametern den tubulären 

Phosphatstoffwechsel beeinflusst. Dies könnte ein Hinweis für die, von FGF-23 

unabhängige, Regulation des Natrium-Phosphattransporters NaPiIIa durch 

sKlotho sein (Hu et al. 2010). sKlotho scheint bei Kindern mit CNI also einen, 

von anderen Faktoren unabhängigen, Einfluss auf den Phosphatstoffwechsel zu 

nehmen.  

5.5 Einfluss von Vitamin-D auf sKlotho-Werte  

Die Versorgung der Patienten mit Vitamin-D erfolgte gemäß Leitlinie bereits in 

frühen Stadien der Niereninsuffizienz. 88 Prozent der Patienten erhielten 

entweder Vitamin-D3 oder aktives 1,25(OH)2D3. Die Vitamin-D3-Spiegel waren 

in der Versuchsgruppe im Normbereich, während die Spiegel der 

Kontrollgruppe unter dem empfohlenen Referenzwert lagen. Da der Vitamin-D-

Metabolismus zum größten Teil über die FGF-23-Klotho-Achse reguliert wird, 

stellt sich die Frage, ob eine exogene Vitamin-D-Zufuhr die sKlotho-

Konzentration ggf. beeinflussen könnte. Im Mausmodell der CNI zeigte sich 

durch die 3-wöchige Gabe von 1,25 (OH)2D3-Analoga Calcitriol und Paricalcitriol 

ein signifikanter Anstieg von sKlotho (Lau et al. 2012). Scholze et al. 

untersuchten den Einfluss von hochdosierter Vitamin-D3-Gabe über 8 Wochen 

auf die sKlotho-Konzentrationen bei erwachsenen CNI Patienten. Hier konnte 

kein signifikanter Unterschied zur mit Placebo behandelten Kontrollgruppe 

festgestellt werden (Scholze et al. 2014). Bei Kindern gibt es widersprüchliche 

Ergebnisse bezüglich des Einflusses der Vitamin D-Supplementation auf 

sKlotho-Konzentrationen. Lerch et al. wiesen bei Kindern in den weniger 

fortgeschrittenen CNI Stadien bei Vitamin-D-Supplementation über 8 Monate 

einen signifikanten Anstieg von sKlotho nach, während der Einfluss der Vitamin-

D-Aufnahme auf sKlotho-Werte bei fortgeschrittenen Stadien der CNI nicht 
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signifikant war (Lerch et al. 2018). Es könnte also sein, dass es durch die 

Supplementation von Vitamin-D bei unseren Patienten zu einer iatrogenen 

Erhöhung von sKlotho gekommen ist. Dies könnte eine Ursache für den erst im 

Spätstadium der CNI beobachteten Abfall von sKotho sein. Einen direkten 

statistischen Zusammenhang zwischen sKlotho und Vitamin-D-Spiegeln 

konnten wir allerdings nicht nachweisen. Ähnlich zu diesem Ergebnis wiesen 

auch Lerch et al. nur bei Patienten mit niedrigen CNI-Stadien einen 

Zusammenhang der 25(OH)D3-Spiegel mit den sKlotho-Werten nach, der sich 

in weiter fortgeschrittenen Stadien der CNI verlor (Lerch et al. 2018). 

5.6 Zusammenhang mit knochenspezifischer Alkalische r Phosphatase (b-

ALP)  

b-ALP ist ein membrangebundenes Glycoprotein, welches sich auf der 

Oberfläche von Osteoblasten befindet. Die freigesetzte Menge an b-ALP 

repräsentiert die Aktivität der Osteoblasten, was b-ALP zu einem sensitiven 

Marker für Knochenumbauprozesse macht (Haarhaus et al. 2009, Sprague et 

al. 2016). b-ALP selbst kann an Proteine der Knochenmatrix binden und so die 

Knochenmineralisation induzieren (Mazzaferro et al. 2014). Wir zeigten in 

unserer Studie einen univariat positiven Zusammenhang zwischen sKlotho und 

b-ALP. Dieser Zusammenhang bestätigte sich im multivariaten Modell. Ein 

ähnlicher Zusammenhang zeigte sich tierexperimentell bei Klotho-

Knockoutmäusen. Die Mäuse ohne vorhandene Klothoexpression entwickelten 

eine Adynamische Knochenerkrankung, die mit einer Verringerung der b-ALP-

Konzentration einherging (Kawaguchi et al. 2000). Das heißt, ein völliges 

Fehlen des Klotho-Gens vermindert Knochenstoffwechselvorgänge. Dies 

wiederum wird durch eine Verringerung der knochenspezifischen Alkalischen 

Phosphatase angezeigt. Ursächlich für den verminderten Knochenstoffwechsel 

könnte sein, dass ein Mangel an Klotho zu einer fehlerhaften Differenzierung 

von Osteoblasten und Osteoklasten aus Stammzellen des Knochenmarks führt 

(Kawaguchi et al. 2000, Zhang et al. 2015). Außerdem gibt es Erkenntnisse, 

dass über eine direkte FGF-23-sKlotho-Signalkaskade der WNT-Signalweg in 

Osteoblasten, der für die Osteoblastendifferenzierung essentiell ist, im Rahmen 

der Urämie gehemmt ist (Carillo-Lopez et al. 2016). Klotho selbst wird in 

geringem Maße auch auf Osteozyten, also auf reifen Knochenzellen, exprimiert. 
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Eine experimentelle Entfernung von Klotho auf Osteozyten zeigt 

überraschender Weise, dass sich am Anschluss die Knochenmasse und 

Knochenmineralisation erhöht (Komaba et al. 2017). Das bedeutet, dass Klotho 

in seiner direkten Wirkung an den Osteozyten den Knochenstoffwechsel 

bremst. Dies ist eigentlich der entgegengesetzte Effekt, den man erwarten 

würde, da ein Klothomangel bisher mit verringertem Knochenstoffwechsel in 

Zusammenhang gebracht wurde. Wahrscheinlich entstehen die Pathologien 

des Knochenstoffwechsels im Rahmen der CKD-MBD größtenteils durch das 

systemische Fehlen von Klotho bzw. durch den derangierten FGF-23-Klotho-

Signalweg und nicht durch direkte Wirkung von Klotho auf die Osteozyten. 

Unsere Ergebnisse werden untermauert von Scholze et al., die in einer 

klinischen Studie an erwachsenen CNI Patienten ebenfalls eine positive 

Korrelation zwischen b-ALP und sKlotho-Werten nachwiesen (Scholze et al. 

2014). Eine weitere Studie an erwachsenen Hämodialysepatienten zeigt, dass 

sKlotho mit der Knochendichte der Patienten assoziiert ist, wobei hier die 

Alkalische Phosphatase selbst nicht betrachtet wurde (Zheng et al. 2017). Der 

Einfluss von Klotho auf den Knochenstoffwechsel ist also komplex und noch 

nicht hinreichend erforscht. Klotho scheint widersprüchliche Wirkungen auf den 

Knochenstoffwechsel zu haben, während es einerseits als Teil der FGF-23-

Klotho-Achse zu einem physiologischen Knochenstoffwechsel beiträgt, 

erscheint die direkte Wirkung von Klotho auf den Knochen entgegengesetzt zu 

sein und in einer verringerten Mineralisation und Knochendichte zu resultieren. 

sKlotho könnte neben b-ALP ein geeigneter sensitiver Biomarker für 

Knochenumbauprozesse sein.  

5.7 sKlotho und das Geschlecht 

Studien wiesen einen Einfluss des Geschlechtes auf die Höhe von sKlotho 

nach. So zeigten sich bei gesunden Kindern, die ein ähnliches 

Durchschnittsalter wie unsere Studienpopulation aufwiesen, höhere Werte für 

sKlotho und FGF-23 bei Mädchen im Vergleich zu Jungen (Gkentzi et al. 2014). 

Dies könnte mit der unterschiedlichen Geschwindigkeit der Skelettreifung, 

welche durch die unterschiedliche Ausschüttung von Wachstumshormon 

verursacht ist, zusammenhängen. Unsere Studienpopulation war zu 63 Prozent 

männlich. Wir wiesen allerdings keinen statistisch signifikanten Unterschied in 
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den sKlotho-Werten zwischen den Geschlechtern nach. Bisher gibt es keine 

Daten, die einen Geschlechtsunterscheid von sKlotho im Rahmen der CNI 

beschreiben. 

5.8 Qualitätsmerkmale von Querschnittsstudien 

Die durchgeführte Querschnittsstudie greift auf bereits im Rahmen einer 

Vorgängerstudie gewonnenes Probenmaterial zurück und hatte das Ziel, 

Serumwerte für sKlotho zu bestimmen und in Zusammenhang mit weiteren 

Parametern der Nierenfunktion zu setzen. Der Vorteil von Querschnittstudien 

ist, dass für eine relativ große Anzahl an Patienten verschiedene Parameter, die 

von Interesse für das Studienziel sind, bestimmt werden können. Insbesondere 

für Krankheiten mit niedriger Prävalenz, wie zum Beispiel die CNI im 

Kindesalter, bot sich die Implementierung dieser Querschnittstudie an. Das 

Patientenkollektiv stammt wie in Kapitel 3 beschrieben aus der Nierenambulanz 

des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf. Eine Einschränkung der von 

uns durchgeführten Studie ist die relativ lange Zeitspanne, die zwischen 

Probengewinnung und Messzeitpunkt von sKlotho lag. Zwar stellen Yamazaki 

et al. keinen Unterschied in der sKlotho-Konzentration zwischen gefrorenem 

und frischem Probenmaterial fest (Yamazaki et al. 2010), allerdings lagerten 

einige unserer Serumproben fast 2 Jahren gefroren bei -30°C bis zur 

endgültigen Messung. Dies könnte die Messergebnisse beeinflusst haben. 

Darüber hinaus wäre es wünschenswert, die Patienten über einen längeren 

Zeitraum im Rahmen von Follow-Up-Studien zu beobachten. So wären 

Aussagen über intraindividuelle Veränderungen der sKlotho-Konzentrationen im 

Verlauf der CNI möglich.  

5.9 Vor- und Nachteile des verwendeten Nachweisverf ahrens 

Es gibt verschiedene kommerziell erhältliche Möglichkeiten sKlotho im Blut zu 

bestimmen. Zwischen diesen Testverfahren gibt es Unterschiede, die einen 

Anteil an den teils konträren bisherigen Studienergebnissen haben könnten. Wir 

entschieden uns für die Messung von sKlotho für die antikörperbasierte 

Bestimmung mittles ELISA von IBL (IBL International GmbH, Japan). Weitere 

kommerziell erhältliche ELISA sind der von Cusabio (Cusabio Biotech, Wuhan, 

China) und USCN (USCN life Science, INc, Wuhan, China). Der ELISA von IBL 
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verwendet die von Yamazaki et al. entdeckten monoklonale Maus-Antikörper, 

die sich gegen humanes sKlotho und membrangebundenes Klotho richten 

(Yamazaki et al. 2010). Die Hersteller der beiden anderen ELISA geben keine 

Auskunft über das Epitop, gegen das sich der Antikörper richtet. Eine 

unabhängige Studie stellte Qualitätsunterscheide zwischen diesen ELISA-

Verfahren fest (Heijboer et al. 2013), wobei der von uns verwendete IBL-ELISA 

als am zuverlässigsten (geringste Intratestvariabilität) abschnitt. Während es 

beim verwendeten IBL-ELISA keinen Unterscheid machte, ob EDTA-Plasma 

oder Serum verwendet wurde, variierte in beiden anderen Testverfahren die 

Höhe der sKlotho-Werte je nach verwendetem Material. Zwischen den 

verschiedenen ELISA-Verfahren gab es eine sehr hohe Intertestvariabilität, was 

die Ergebnisse der Tests kaum miteinander vergleichbar macht (Heijboer et al. 

2013). Dies könnte dadurch verursacht sein, dass eventuell verschiedene 

Isoformen von sKlotho nachgewiesen werden. Im Jahr 2015 entwickelten 

Barker et al. einen neuartigen synthetischen Antikörper sb106-Fab, welcher 

spezifisch das 130-kDa große sKlotho sowohl bei Nagern als auch beim 

Menschen zuverlässig nachweist (Barker et al. 2015). Das von Barker et al. 

entwickelte Testverfahren war zum Zeitpunkt der Probenanalyse noch nicht 

entwickelt und ist noch immer nicht kommerziell erhältlich. Somit war der 

verwendete IBL-ELISA das zum Zeitpunkt der Messung geeignetste Verfahren 

zur Bestimmung von sKlotho. Ob die Messung von sKlotho im Blut oder Urin 

geeigneter zur Beurteilung der Nierenfunktion ist, ist Gegenstand 

wissenschaftlicher Diskussion. Wir führten unsere Untersuchung an 

Serumproben durch, was der höheren Stabilität von sKlotho im Serum oder 

Plasma im Vergleich zu Urin geschuldet ist (IBL International). Während 

Akimoto zu dem Schluss kommt, dass die Bestimmung von sKlotho aus dem 

24h Sammelurin eine bessere Aussage über die Nierenfunktion als die 

Bestimmung im Serum erlaubt (Akimoto et al. 2012), wiesen andere Studien 

nach, dass sKlotho sowohl im Spontanurin als auch im Plasma bereits in frühen 

CNI Stadien abfällt (Hu et al. 2011, Barker et al.2015). Welches Probenmaterial 

und welche Analysemethode sich also zukünftig am besten für die 

sKlothobestimmung eignet, sollte weiterführend untersucht werden. 
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5.10 Repräsentativität der Studie 

Das beobachtete Patientenkollektiv von n=81 war relativ groß. Auch die 

Grunderkrankungen, die bei den untersuchten Patienten ursächlich für die CNI 

waren, entsprechen in etwa der beobachteten Verteilung im Gesamtkollektiv. 

Die Geschlechterverteilung zeigte keine signifikanten Abweichungen zwischen 

den CNI Stadien. Deshalb ist anzunehmen, dass sich unsere Ergebnisse auf 

andere pädiatrische CNI Patienten übertragen lassen, die Studie somit eine 

gute Repräsentativität besitzt. Eine ausgewogenere Verteilung der Patienten 

auf die einzelnen CNI-Stadien wäre wünschenswert, um eine bessere 

Gruppenvergleichbarkeit zu gewährleisten. Dies ist allerdings in Anbetracht der 

geringen Prävalenz der CNI im Kindesalter in einem angemessenen 

Studienzeitraum schwer zu realisieren.  
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6. Zusammenfassung  

In der von uns durchgeführten Querschnittsstudie untersuchten wir die 

Serumkonzentrationen von sKlotho, FGF-23, PTH und anderen Biomarkern des 

Knochenstoffwechsels und des Phosphathaushaltes bei 81 pädiatrischen CNI-

Patienten und 27 gesunden Kontrollpatienten. Klotho beeinflusst als obligater 

Kofaktor von FGF-23 und auch unabhängig von FGF-23 die 

Phosphathomöostase maßgeblich. Es gibt nur vereinzelt klinische Daten zur 

Konzentration von sKlotho und dem Zusammenhang mit etablierten Parametern 

der Nierenfunktion bei pädiatrischen CNI-Patienten. Wir fanden 

übereinstimmend mit anderen Forschungsgruppen eine signifikante 

Verminderung von sKlotho bei chronisch nierenkranken Kindern im Vergleich 

zur gesunden Kontrollgruppe [982 (832-1172) pg/ml vs. 1889 (1587-2249) 

pg/ml p< 0,001]. Eine relevante Absenkung von sKlotho wiesen wir erst ab dem 

CNI Stadium 5 nach, weshalb sich sKlotho unserer Meinung nach nicht als 

früher Biomarker für die CNI im Kindesalter eignet und nicht genug zwischen 

den einzelnen CNI-Stadien differenziert. Wir fanden negative Korrelationen 

zwischen sKlotho und dem Alter der Patienten (r= -0,32, p=0,017) und dem 

Serumkreatinin (r= -0,29, p=0,035) sowie eine positive Korrelation zwischen 

sKlotho und knochenspezifischer Alkalischer Phosphatase (r=0,55, p<0,001). In 

der multivariaten Analyse zeigte allein die knochenspezifische Alkalische 

Phosphatase einen signifikanten Einfluss auf die Serumkonzentration von 

sKlotho. Einen direkten Zusammenhang zwischen FGF-23 und sKlotho konnten 

wir bei unserem Patientenkollektiv entgegen unserer ursprünglich aufgestellten 

Hypothese nicht nachweisen. Unsere Ergebnisse weisen auf die von FGF-23 

unabhängige Wirkung von sKlotho auf den Phosphat- und Knochenstoffwechsel 

im Rahmen der CNI im Kindesalter hin. Auf welchem Weg genau sKlotho 

unabhängig von FGF-23 wirkt, sollte weiterführend untersucht werden. So bleibt 

festzuhalten, dass die Bestimmung von sKlotho in Zusammenschau mit den 

bereits etablierten Parametern zur Beurteilung des Knochenstoffwechsels das 

pathophysiologische Verständnis der CKD-MBD erweitert und möglicherweise 

ein sensitiver Biomarker für den Knochenstoffwechsel und den tubulären 

Phosphatstoffwechsel ist. 
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6. Conclusion 

In this cross-sectional study, we analyzed serum levels of sKlotho, FGF-23, 

PTH and other biomarkers of bone metabolism and tubular phosphate handling 

in 81 children with CKD and in 27 controls. Klotho influences phosphate 

homeostasis as an obligate cofactor for FGF-23 and independently from FGF-

23. Clinical data on sKlotho concentrations and its relation to other parameters 

of bone metabolism in children with CKD are still scarce. Corresponding to 

other studies, we found a significant reduction of mean sKlotho levels (95% CI) 

in children with CKD compared to controls (982 [832-1172] pg/ml vs. 1889 

[1587-2249] pg/ml p<0.001). We observed a significant decrease in sKlotho 

levels first in CKD-stage 5 compared to the controls, therefore sKlotho seems 

not to be an appropriate early biomarker for CKD in children and does not differ 

between CKD stages in a sufficient way.  sKlotho showed a negative correlation 

with age (r= -0.32, p= 0.017) and creatinine (r= -0.29, p= 0.035) as well as a 

positive correlation with bone-specific-alkaline-phosphatase (r= 0.55, p<0.001). 

In multivariate regression analysis bone-specific-alkaline-phosphatase was the 

only significant predictor of sKlotho. In contrast to our initial hypothesis, there 

was no direct correlation between sKlotho and FGF-23. Our results show 

evidence for the FGF-23-independent influence of sKlotho on phosphate- and 

bone-homeostasis in children with CKD. How this FGF-23-independent way 

works exactly, is an upcoming field of research. All in all, our results support the 

assumption, that sKlotho measurement in combination with established 

parameters of bone metabolism, expand our pathophysiological knowledge 

about CKD-MBD and is a potential sensitive biomarker for bone metabolism 

and tubular phosphate handling.      
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7. Abkürzungsverzeichnis 

b-ALP   bone-specific-alkaline-phosphatase 

   knochenspezifische Alkalische Phosphatase 

β   standardisierter Koeffizient Beta im Regressionsmodell 

CAKUT  congenital anomalies of kidney and urinary tract 

CKD-MBD  chronic kidney disease mineral and bone disorder 

CNI   chronische Niereninsuffizienz 

CYP   Cytochrom-P 

DXA   Duale-Röntgen-Absorptiometrie 

eGFR   estimated (geschätzte) Glomeruläre Filtrationsrate 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FGF-19  Fibroblast-growth-factor-19 

   Fibroblasten-Wachstumsfaktor-19 

FGF-23  Fibroblast-growth-factor-23  

Fibroblasten-Wachstumsfaktor-23 

FGFRIIIc  Fibroblast-growth-factor-receptor typ IIIc 

   Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor Typ IIIc 

ggf   gegebenenfalls 

HRP   horseradish peroxidase  

HUS   hämolytisch-urämisches Syndrom 

IBL   Immuno-Biological Laboratories, Japan 

KDIGO  Kidney Disease: Improving Global Outcomes 

KfH   Kuratorium für Nierentransplantation und Dialyse e.V. 

L   Körperlänge 
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n   Anzahl der Patienten 

NaPi-II  sodium-phosphorus-cotransporter-II 

   Natrium-Phosphat-Kotransporter Typ II 

Po4   Serumphosphat 

PTH   Parathormon 

p-Wert  Signifikanzwert 

R² Bestimmtheitsmaß, Maß für die Modellgüte des 

Regressionsmodells 

ROD   Renale Osteodystrophie 

sKlotho  soluble Klotho  

   lösliches Klotho 

Scr   Serumkreatinin 

s.e.   Standardfehler im Regressionsmodell 

SPSS statistical package for the social sciences 

Statistikprogramm von IBM Version 22  

TGF-Beta Transforming-growth-factor-beta 

TMB   Tetramethylbenzidin 

TPR   Tubuläre Phosphatreabsorption 

ZNS   Zentrales Nervensystem 

1,25(OH)2D3  1,25-Dihydroxy-Vitamin-D, Calcitriol 

25(OH)D3  25-Hydroxy-Vitamin-D, Vitamin-D3 

95 CI   95%-Konfidenzintervall 
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