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1. Einleitung

Chronische Nierenerkrankungen (englisch: Chronic Kidney Disease (CKD)) werden durch
eine anhaltende Urinanomalie, strukturelle Anomalie oder eine beeintrachtigte
Nierenausscheidungsfunktion definiert, die auf einen Verlust funktioneller Nephrone
hinweisen.! Die Initiative zur Verbesserung der globalen Ergebnisse bei Nierenerkrankungen
(englisch: Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)) klassifiziert eine Person
als chronisch nierenkrank, wenn Anomalien der Nierenstruktur oder -Funktion langer als drei
Monate bestehen. Die KDIGO Kklassifiziert die Nierenstadien auf Grundlage der geschatzten
glomerul&ren Filtrationsrate (englisch: estimated glomerular filtrationrate (eGFR)) und dem
AusmaR der Albuminurie.?

Chronische Nierenerkrankungen sind ein globales Gesundheitsproblem: 7 - 12 % der
Weltbevolkerung leiden unter CKD.2 Millionen Menschen versterben jahrlich an chronischer
Niereninsuffizienz und ihren Folgen. VVon 2005 bis 2015 nahm die Zahl der Tode durch
Nierenversagen sogar um 32 % zu.* Mangels an Bewusstsein und schlechtem Zugang zu
Labordienstleistungen, sei die Sterberate durch Nierenerkrankungen potenziell genauso hoch
wie von Krebserkrankungen, Diabetes oder chronischen Atemwegserkrankungen.*

Daher beschreibt P. Stenvinkel die Entwicklung der Pravalenz chronischer
Nierenerkrankungen sogar als eine stille Epidemie.® Die Ursache fiir die drastische Zunahme
chronischer Nierenerkrankungen wird unter anderem mit der Zunahme der weltweiten
Pravalenz von Bluthochdruck, Diabetes, Ubergewicht und primaren renalen Erkrankungen
assoziiert.®

Die Mortalitat durch chronische Nierenerkrankungen steigt mit einer abnehmenden eGFR und
zunehmenden Albuminurie, was eine moglichst frithe Diagnose der CKD unerlasslich macht.”
Neben der klinisch-epidemiologischen Relevanz die Diagnosemdglichkeiten und
Charakterisierung von CKD intensiver zu erforschen und verbessern, gelten 6konomische
Grinde. Laut Wouters O.J. et al. werden Stand 2015 circa 1 Billionen Dollar weltweit fur
Nierenerkrankungen im Endstadium ausgegeben.? Das sind 1-2 % der weltweiten
Gesundheitsausgaben fiir nur 0,03 % der Gesamtpopulation.*® Auffallig ist auch, dass die
Behandlungskosten mit fortschreitender Erkrankung stark ansteigen wie die deutsche
Nierenstiftung erlautert. CKD in den Stadien 1 und 2 wird mit jahrlichen Kosten von etwa
5000 Dollar pro Patient abgerechnet. CKD in den Stadien 3 und 4 werden mit circa 15.000
Dollar pro Patient und Jahr abgerechnet. Die Kosten fir CKD im Dialysestadium (CKD-
Stadium 5) belaufen sich auf rund 70.000 Euro pro Patient und Jahr.1°



Durch eine friihe Diagnose und damit preiswerten Interventionen kdnnten Behandlungskosten
reduziert und Folgeerkrankungen vermindert werden.*

Chronische Nierenerkrankungen sind mit zahlreichen Komplikationen wie Flussigkeits- und
Elektrolytveranderungen, Anédmien, metabolischer Azidose, Urdmie und kardiovaskuléren
Erkrankungen assoziiert.? Da kardiovaskulare Erkrankungen die Hauptursache weltweiter
Mortalitét sind, ist diese Korrelation von besonders hoher Wichtigkeit. Ein inverser
Zusammenhang zwischen kardiovaskuldren Erkrankungen und glomerularer Filtrationsrate
konnte durch verschiedene Studien bewiesen werden.%? AuBerdem sei eine eingeschrankte
renale Funktion ein Pradiktor fir Krankenhausaufenthalte, kognitive Dysfunktionen und
schlechte Lebensqualitat.® Die zahlreichen Komorbiditaten erhohen die Komplexitat der
Therapie chronisch nierenerkrankter Patienten. Diesbezuglich belegen weitere Studien, dass
eine frihe Diagnose und Intervention chronischer Nierenerkrankungen eine bessere Prognose
und langsamere Entwicklung einer CKD ermoglichen.t314

Aufgrund besserer Interventionsmoglichkeiten, der Moglichkeit der Préavention von
Komorbiditaten, dem globalen Ziel der Reduktion der Mortalitat und der hohen
Gesundheitskosten in fortgeschrittenen Stadien chronischer Nierenerkrankungen, wird
besonders an Mdglichkeiten und Perspektiven einer unkomplizierten und aussagekraftigen
Diagnosemdglichkeit fir CKD geforscht. Im Jahr 2002 wurde erstmals durch die ,,National
Kidney Foundation® ein durch eine offizielle Institution geregeltes Diagnoseschema
publiziert. Dieses Klassifizierungsschema ,,KDOQI guidelines* revolutionierte die
Klassifizierung und Einschatzungen von CKD.®

Dadurch wurden sowohl klare Diagnosen als auch Therapiestrategien fur die jeweiligen
Ausmalie der CKD definiert. Die Einteilung basiert groRtenteils auf den Parametern
Albuminurie und eGFR, welche mit Hilfe verschiedener Formeln wie zum Beispiel der CKD-
EPI und CKD-MDRD4-Formel basierend auf Serum-Kreatinin, Alter, Geschlecht, Rasse und
weiteren Variablen berechnet wird.*> Allerdings zeigten Ergebnisse der NHANES 111 Studie,
dass Albuminurie als alleinige Screening-Methode nicht ausreiche, da unterschiedliche
Atiologien renaler Insuffizienz unterschiedliche Albumin-Konzentrationen im Urin
aufweisen. Beispielsweise zeigt ein Drittel der Probanden mit einer eGFR < 30 ml/min keine
Albuminurie auf. Eine weitere Limitierung von Albuminurie als Parameter fiir chronische
Nierenerkrankungen ist, dass Albuminurie durch viele weitere Faktoren, wie zum Beispiel
Stress, hervorgerufen werden kann. Die eGFR ist in der Nutzung als Marker fir
Nierenschaden eingeschréankt, da Kreatinin auch in fortgeschrittenen Nierenstadien weiterhin

tubulér sekretiert wird und sich somit eine féalschlicherweise physiologische eGFR darstellt.



Daher weist die eGFR bei tubulointerstitiellen Schaden eine signifikant inverse Korrelation
auf.1

Zuletzt (Januar 2019) wurde die Bedeutung der Proteomik (Peptid Muster) in der Diagnose
von CKD von Perrson et al. aufgegriffen. Dieser beschreibt, dass Hoffnung fiir eine
Flussigkeits-Biopsie bestiinde, welche das aufwandige invasive diagnostische VVorgehen
vereinfacht.l” AuRerdem besttinde durch die Proteomik eine Mdéglichkeit der personalisierten
Medizin. Ein groRer Einfluss der Proteomik in der Behandlung von CKD wird erwartet.'®
Eine vielversprechende Entdeckung wurde ebenfalls in jingerer Zeit von S. Benito et al.
gemacht: Durch eine gezielte massenspektrosmetrische Untersuchung von Metabolomen ist
es gelungen, Biomarker zu definieren, welche die Klassifizierungsprazision um 18 %
verbesserten, als vergleichsweise CKD Proben ausschlie3lich mit Kreatinin zu klassifizieren.
Die dafir definierten Biomarker waren Citrulline (CIT), Symmetric Dimethylarginine
(SDMA) und S-Adenosylmethionine (SAM). Des Weiteren konnten innerhalb des Institutes
fur funktionelle Genomik in Regensburg vielversprechende Ergebnisse in der
Nierenforschung mittels NMR-Spektroskopie gemacht werden. Zacharias H.U. et al. konnte
mit Hilfe der Proteomik renale Ereignisse (d.h. Exazerbationen und Komplikationen)
klassifizieren und voraussagen. Sie zeigte auf, dass es mittels NMR-Spektroskopie gelungen
ist, prognostisch akute Nierenerkrankungen nach Bypass-Operationen im Herzen mit einer
Genauigkeit von 80 % (+/- 0,9) zu verkiinden.?’ Mit Hilfe NMR-spektroskopischer
Untersuchungen von Metaboliten im Urin, ist es Gronwald et al. gelungen, Nierenstadien der
autosomal dominant polyzystischen Nierenerkrankung von Patienten mit chronischen
Nierenerkrankungen anderer Ursachen sowie von gesunden Probanden mit einer Erfolgsquote
von 80 % zu differenzieren.?

Aufgrund der Tatsache, dass nach Biomarkern gesucht wird, welche potenziell genutzt
werden konnten, um chronische Nierenerkrankungen besser zu identifizieren und den Verlauf
zu kontrollieren, werden in dieser Arbeit Metabolitenprofile chronisch nierenerkrankter
Probanden mit Metabolitenprofilen nierengesunder Probanden verglichen.

Basierend auf den Ergebnissen der Studien, in denen es gelungen ist, mit Hilfe moderner
biomedizinischer Untersuchungsmethoden Biomarker und renale Events prognostisch
vorauszusagen, werden im Rahmen dieser Doktorarbeit potenzielle Biomarker chronischer
Nierenerkrankungen untersucht und auf eine mogliche Anwendbarkeit im klinischen Alltag
getestet. Dafiir wurden Metabolitenprofile durch Plasma-Proben von Teilnehmern der
Augenstudie an der Universitat Regensburg (AugUR-Studie), welche primér das Ziel verfolgt,

die altersbedingte Makula-Degeneration (AMD) von tber 70-jahrigen Einwohnern in und um



Regensburg zu untersuchen, ermittelt. Die Metabolitenprofile der AugUR-Studie, welche von
Prof. Dr. Heid und PD Dr. Stark, vom Lehrstuhl fir Genetische Epidemiologie durchgefiihrt
wird, stellen die Kontrollgruppe dar. Das Metabolom der Probanden der AugUR-Studie
konnte anhand der Massenspektroskopie und Kernresonanzspektroskopie innerhalb des
Institutes fur funktionelle Genomik bestimmt werden. Darauffolgend wurden die
Metabolitenkonzentrationen mit verschiedenen Software-Programmen quantifiziert.
AnschlieBend wurden die gesamten Spektren und einzelnen Metabolitenkonzentrationen
statistisch analysiert und mit quantifizierten Plasmaproben von Teilnehmern der German
Chronic Kidney Disease (GCKD) -Studie, der weltweit gréfiten Kohortenstudie tGber
chronische Nierenerkrankungen, verglichen. Die GCKD-Studie wurde von der Deutschen
Gesellschaft fiir Nephrologie (DGfN) initiiert und reprasentiert die nierenerkrankte Gruppe.
Um beide Gruppen zu vergleichen, wurden statistische Tests und verschiedene graphische
Darstellungsmethoden erarbeitet. Die Untersuchung des Metabolitenprofils von chronisch
nierenerkrankten und nierengesunden Probanden hat das Ziel, Metaboliten zu identifizieren,
die als mogliche Diagnose- und/oder Verlaufsparameter chronischer Nierenerkrankungen
fungieren konnten, um das bisherige umstandliche und fehleranféallige Diagnoseverfahren der
CKD zu vereinfachen. Eine mdgliche Friherkennung von Metaboliten, die einen Hinweis auf
den Verlauf einer chronischen Nierenerkrankung geben, kdnnte helfen, renale Ereignisse (z.B.
Dialyse) zu verhindern bzw. den Verlauf zu entschleunigen und Folgeerkrankungen oder

Komplikationen einer chronischen Nierenerkrankung zu minimieren.

1.1 Medizinische Grundlagen

1.1.1 Struktur und Anatomie der Niere

1.1.1.1 Makroskopische Anatomie der Niere

Die Niere erfullt als vitales Organ verschiedene uberlebenswichtige Funktionen fiir den
menschlichen Kdrper. Einerseits fungiert diese als Stoffwechselorgan in der Kontrolle von
Volumen, Osmolaritat sowie des S&ure-Basen-Haushalt des Blutes, andererseits als
endokrines Organ, hauptséchlich in der Regulation der Erythropoese tiber das Hormon
Erythropoietin.

Embryologisch entwickelt sich die Niere aus dem intermediaren Mesoderm in der 3. — 6.
Schwangerschaftswoche. Dabei durchlduft die Niere drei Entwicklungsstadien: Pronephros,
Mesonephros und schlielich Metanephros.

Die voll entwickelten paarig angelegten Nieren sind bohnenformig und finden sich im

priméren Retroperitonealraum unterhalb des Zwerchfells auf Hohe des zwdlften Brustwirbels

9



bis dritten Lendenwirbel. Durch die unmittelbare Lage unter dem Zwerchfell ist die genaue
Position der Nieren atemabhdangig variabel. Sie sind etwa 11 cm lang, 4 bis 6 cm breit und
wiegen zwischen 120 g und 200 g. Der laterale Rand der Niere ist konvex, der mediale Rand
konkav und beinhaltet das Hilum renale, die Ein- und Austrittstelle samtlicher
Leistungsstrukturen der Niere. Die rechte Niere ist in direktem Kontakt mit Leber, Colon
transversum und Duodenum. Oberhalb der linken Niere liegen Magen, Milz, Milzgefale,
Pankreasschwanz und Colon transversum. Kranial werden beide Nieren von den Nebennieren
uberlagert.

Die Nieren werden von verschiedenen Hullen umgeben. Die bindegewebsartige Capsula
fibrosa bildet eine wenig dehnbare Organkapsel aus straffem Bindegewebe. Daran
angrenzend liegt die Capsula adiposa, ein lockerer Fettgewebskdrper. Die Fascia renalis
(Gerota Faszie) umhiillt die Capsula fibrosa sowie die Capsula adiposa und bildet einen
Fasziensack, der allerdings nach medial, kranial und kaudal offen ist.??

Das Nierenparenchym (Organmasse der Niere) besteht aus 6 bis 9 Einheiten, den Lobi renalis.
Diese werden wiederum in die aulRenliegende Nierenrinde (Cortex renalis) und das ins
Zentrum geneigte Nierenmark (Medulla renalis) aufgeteilt. Die Medulla renalis ist
kegelformig bzw. pyramidenférmig und wird daher auch als ,,Markpyramide* bezeichnet
(Abbildung 1). Die Markpyramiden zeigen mit ihrer Spitze, den Papillen, in die Nierenkelche
(Calix renalis), welche sich anschlieend zum Nierenbecken (Pelvis renalis) fusionieren. Vom
Nierenbecken geht der Harnleiter (Ureter) hervor. Den Zwischenraum der Markpyramiden

bildet die Nierenrinde, die sogenannten Columnae renales (Abbildung 1).2324
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Abbildung 1: Makroskopische Anatomie der Niere.

1.1.1.2 Durchblutung der Niere

Zwischen 20 bis 25 % des Herzminutenvolumens erreichen die Nieren. Das entspricht
ungeféhr 1,0 bis 1,2 Liter Blut, welches pro Minute durch die Nieren stromt.

Die Nieren werden von der unmittelbar aus der Aorta ableitenden Arteria renales arteriell
versorgt. Die Vena renalis befordert vendses Blut direkt in die Vena Cava Inferior.

Die Arteria renalis tritt am Nierenhilus ein und gibt die Arteria interlobares ab, die zwischen
den Markpyramiden verlduft und dann die Arteria arcuata entspringen lasst. Diese beliefert
dann die Arteria interlobularis, welche wiederum die Arteriola glomerularis afferentes speist.
Die Arteriolae afferentes verlaufen durch die Glomeruli. Nach den Glomeruli setzt sich der
arterielle Blutkreislauf weiter in den Arteriolae efferentes fort. An die Arteriolae efferentes
schliel3t sich ein Kapillarbett an, welches dann im weiteren Verlauf vendses Blut zuriick zum

Herzen abtransportiert.
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Vom Glomerulus bildet sich ein weiteres Kapillarnetz um die Tubuli herum. Diese zwei
doppelt geschalteten Kapillarbetten werden als Rete mirabili (Wundernetz) bezeichnet. Das
vendse System ist analog zum arteriellen System aufgebaut. Das vendse Blut aus den
Kapillarnetzen fliet zundchst in der Vena interlobularis und Vena arcuata zusammen.
Anschlieend lauft das vendse Blut Uber die Vena renalis und Inferior Vena Cava zuriick zum
Herzen.?

Die Nierendurchblutung ist durch verschiedene Mechanismen reguliert. Der Bayliss-Effekt
beschreibt die myogene Autoregulation tiber den Vas afferens (Kontraktion oder Dilatation),
um die Durchblutung der Niere konstant zu halten. Der tubuloglomerulére Feedback-
Mechanismus ist ebenfalls ein autoregulatorischer Mechanismus, um die renale Filtration an
die Resorptionskapazitat anzupassen. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System hat einen
steigernden Effekt auf den Blutdruck des gesamten Blutkreislaufes sowie auf die glomerulére

Filtrationsrate der Niere.?®

1.1.1.3 Mikroskopische Anatomie der Niere

Die kleinste, aber zentralste Funktionseinheit der Niere ist das Nephron.

Ein Nephron ist unterteilt in ein Nierenkorperchen (Corpusculum renale) und das
Tubulussystem. Das Nephron dient der Filtration und Ruckresorption des Priméarharns bis zur
Ausscheidung des Endharns. Das Corpusculum renale besteht aus Glomerulus und der
Bowman Kapsel. Das Tubulussystem wird in den proximalen, den intermedidren (Henle-
Schleife) und distalen Tubulus unterteilt (Abbildung 2)%. Es gibt circa 1 Millionen
Nephronen pro Niere, die sich auf das juxtamedullare, subkapsuldre und mediokortikale

Nierenparenchym verteilen.?
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Abbildung 2: Mikroskopischer Aufbau der Niere, insbesondere des Tubulussystem.

Glomerulus

Der Glomerulus bildet einen wesentlichen Bestandteil der Blut-Harn-Schranke und wird
morphologisch als GefaRknéuel bezeichnet. Durch die Summe aller Glomeruli flieRen rund
120 ml Blut pro Minute (beide Nieren). Der Blutfluss durch die Glomeruli wird im
Wesentlichen durch Kontraktion und Dilatation des Vas afferens und Vas efferens beeinflusst.
Uber Vas afferens und efferens entsteht ein Druckgefalle, welches die Ultrafiltration von Blut
durch die Glomeruli in die Bowmans Kapsel ermdglicht.

Die semipermeable Eigenschaft der Glomeruli ist auf den mehrschichtigen Aufbau, sowie auf
die negative Ladung der Barriere zurtickzufiihren. Die erste Schicht des Glomerulus wird
durch das fenestrierte Endothel der Kapillaren gebildet. Die Interzellularrdume sind geweitet
(50 bis 100 nm) und ermdéglichen somit den Durchgang des Priméarharns. Eine weitere
Eigenschaft der Endothelschicht ist die apikale Besetzung der Endothelzellen mit negativ

geladenen Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen. Durch die negative Ladung
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(anionisch) sind die Glomeruli impermeabel fiir Blutzellen, Makromolekiile und anionische
Molekiile. Zwischen Endothel und Podozyten befindet sich die glomeruldre Basalmembran,
welche die zweite Schicht bildet. Diese ist durch Basallaminae der Podozyten aufgebaut.
Durch den engmaschigen Aufbau wird der Primdrharn mechanisch gefiltert. Die
Basalmembran ist impermeabel fiir Molekdle groRer als 200 kDa.
Wie schon angedeutet ist der Glomerulus wichtiger Bestandteil der Blut-Harn-Schranke.
Diese besteht aus:

1. Fenestriertem Endothel der Kapillaren des Glomerulus

2. Komplexer glomerulérer Basalmembran

3. Podozyten mit ihrer Schlitzmembran
Die Blut-Harn-Schranke ist selektiv permeabel und somit nur durchléssig fir bestimmte
Molekile. Kommt es zu entziindlichen Prozessen an den Glomeruluskapillaren, wie bei einer
CKD oder Glomerulonephritis, wird die Filterfunktion der Blut-Harn-Schranke beeintrachtigt.
Negativ geladene Molekiile und Makromolekile kénnen die Membran passieren und zu einer

Hamaturie und Albuminurie fiihren.28

Mesangium

Der Raum zwischen den Kapillaren wird als Mesangium bezeichnet. Das Mesangium ist ein
Bindegewebsraum, welcher sich aus einer Matrix und Mesangiumszellen zusammensetzt.
Die Mesangiumszellen sind ebenfalls Teil des Nierenkdrperchens. Mesangiumszellen haben
kontraktile Eigenschaften und unterstiitzen so die Kapillarwande des Glomerulus, dem hohen
intrakapillaren Druck standzuhalten. Zusétzlich sezernieren Mesangiumszellen Bestandteile
der Matrix, welche den Bindegewebsraum ausfullt. Diese Bestandteile sind biologisch aktive

Substanzen wie zum Beispiel Prostaglandine.?®

Bowman-Kapsel
Die Bowman-Kapsel umgibt den Glomerulus und nimmt das Ultrafiltrat auf. Zwischen den
beiden Epithelschichten wird der Kapselraum gebildet, in dem sich der durch die Blut-Harn-
Schranke gebildete Primdrharn befindet. Die Kapsel ist durch ein doppelschichtiges Epithel
aufgebaut und wird in ein inneres (viszerales) und dul3eres (parietales) Blatt untergliedert.
Das parietale Blatt besteht aus einem einfachen Plattenepithel und dient der
Aufrechterhaltung der Integritat des Kapselraums. Die viszerale Epithelschicht wird
groltenteils von Podozyten gebildet und ist Bestandteil der Blut-Harn-Schranke. Podozyten
sind sternférmige Zellen, deren Fortsatze die Glomeruluskapillaren umgreifen. Zwischen den
Podozyten-Fortsatzen, den sogenannten Filichenfortséatzen, befindet sich ein
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Zellzwischenraum. Die Zellzwischenraume werden zusatzlich von einem Schlitzdiaphragma
weiter verkleinert. Die Zellen der Schlitzmembran verbinden sich dartber hinaus mit dem
Membranprotein Nephrin, welche die Schlitzmembran tUberlappen und den Poren auf 2 bis 5
nm verkleinern. Dieser Aufbau in die verschiedenen Epithelschichten ermdglicht die

Filtration. Vom Kapselraum aus beginnt das Tubulussystem.?®

Tubulussystem
Das Tubulussystem kann grob in drei Abschnitte unterteilt werden:

Den proximalen Tubulus, den Intermediartubulus und den distalen Tubulus.?

Proximaler Tubulus

Der proximale Tubulus ist der erste Abschnitt, schliel3t an die Bowman-Kapsel an und endet
am Intermediértubulus. Der proximale Tubulus ist der langste Abschnitt des Nephrons und
kann in zwei Bereiche unterteilt werden: Dem ersten zusammengeballten Teil, Pars
convoluta, und dem gestreckten Teil, Pars recta.

Das Epithel des proximalen Tubulus hat einen speziellen Bilrstensaum (Mikrovilli) und zeugt
daher von hohen Sekretions- und Resorptionsraten. Es werden 90 % des Wasseranteils des
Primarharns sowie 99 % der Glukose ruckresorbiert. Neben Wasser und Glukose werden auch
Aminosduren, Natrium-Kationen, Kohlenstoffdioxid, Kalzium und Chlorid-Anionen
riickresorbiert. Sezerniert werden hauptsachlich Hydrogencarbonat-lonen. Der proximale

Tubulus nimmt eine zentrale Rolle in der Regulation des Sauren-Basen-Haushaltes ein.?

Intermediartubulus

Der Intermedidrtubulus wird in zwei Abschnitte unterteilt:

Den absteigenden Schenkel der Henle-Schleife, Pars descendens, und den aufsteigenden
Schenkel der Henle-Schleife, Pars ascendens.

Dieser Teil des Tubulussystems hat nur sehr wenige aktive Transportvorgénge und bildet
gemeinsam mit dem Pars recta des proximalen Tubulus und dem geraden Teil des distalen
Tubulus die Henle-Schleife. Die Henle-Schleife, liegt innerhalb des Nierenmarks und wird in
einen dunnen absteigenden Schenkel (hauptséchlich Intermediartubulus) und einen
aufsteigenden Schenkel (Pars recta des distalen Tubulus) unterteilt. Die Membran des diinnen
absteigenden Schenkels ist permeabel fiir Wasser. Der dicke aufsteigende Schenkel ist

wasserundurchlassig.?® Die Hauptfunktion der Henle-Schleife ist die Harnkonzentrierung. Der
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Osmolaritatsgradient zwischen Tubuluslumen und Nierenmark ist die treibende Kraft der
Harnkonzentrierung.

Der Konzentrationsgradient entsteht hauptséchlich durch den sogenannten Na*-K*-2Cl -
Cotransporter (NKCC-Cotransporter), welcher in der luminalen Membran des dicken
aufsteigenden Schenkels lokalisiert ist. Es werden Natrium, Kalium und Chlorid aus dem
Tubulus resorbiert, was innerhalb des Nierenmarks eine osmotische Wirkung entfaltet.

Eine zusétzliche osmotische Wirkung wird durch den Harnstoff erzeugt, welcher durch
Harnstofftransporter in den Sammelrohren in das Nierenmark gelangt. Da das Nierenmark
eine Osmolaritat von etwa 1200 mosmol/l und der Primarharn aus dem proximalen Tubulus
eine Osmolaritat von circa 290 mosmol/I hat (da H20 und osmotisch aktive Teilchen im
gleichen Verhéltnis resorbiert werden), findet eine Wasserresorption in das Nierenmark statt.
Der Harn wird konzentriert, weist aber im aufsteigenden Schenkel durch die hohe Kapazitat
des NKCC-Cotransporters nur eine Osmolaritat von 100 mosmol/l auf und ist damit
hypoosmotisch. Dieses Prinzip der Harnkonzentrierung in der Henle-Schleife wird als

Gegenstromprinzip bezeichnet.?®

Distaler Tubulus und Sammelrohr

Der distale Tubulus kann in eine Pars recta und Pars convoluta unterteilt werden.

Die Pars rectus distalis bildet einen Teil der Henle-Schleife. Pars convuluta liegt in der
Nierenrinde.

Die Pars recta besitzt zwischen den Epithelzellen sogenannte ,,tight junctions®, welche
undurchlassig fiir Wasser sind. Die Pars convoluta ist wasserdurchlassig.2®

In diesem Teil des Tubulus finden sich viele Natrium-Kalium-ATPasen auf basolateraler
Seite (zu den BlutgeféaRen), welche einen Natrium-Gradienten auf luminaler Seite entstehen
lassen. Mittels dieses Gradienten kann ein Na*/Cl-Cotransporter Natrium und Chlorid in die
Zelle transportieren. Wasser wird passiv mit riickresorbiert. Dieser Mechanismus kann vom
Mineralkortikoid Aldosteron induziert werden, welches in der Nebenniere produziert wird.
Aufgrund der passiven Rickresorption von Wasser durch die Aktivierung der Na*/K*-ATPase
kann das Blutvolumen und folglich der Blutdruck durch Aldosteron erhéht werden.
Gleichzeitig wird die Sekretion von Kalium und die Rlckresorption von Natrium erhoht.
Zusétzlich resorbiert Aldosteron uber eNaC-Kandale in den Sammelrohren Natrium und
Wasser und sekretiert Kalium.

Das Antidiuretische Hormon (ADH) ist ein weiteres Hormon, welches Wasser aus dem

Sammelrohren resorbiert. Dabei werden durch ADH Typ-2 Aquaporine (Wasserkanale) in
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den distalen Tubulus und Sammelrohr eingebaut, damit diese Wasser durch den gleichen
Mechanismus wie in der Henle-Schleife in das hyperosmolare Nierenmark reabsorbieren. Der

Harn wird dabei konzentriert und hyperton.?

Séaure-Basen-Haushalt
Taglich fallen im Korper eines Erwachsenen circa 40 bis 80 mmol H* lonen an.?® Diese
kdnnen Uber drei Mechanismen Uber den Harn ausgeschieden werden:

1. Ausscheidung von freiem H* durch das Enzym Carboanhydrase

2. Ausscheidung von H* Giber den Phosphatmechanismus

3. Ausscheidung von H* Giber den Ammoniakmechanismus
Durch den Austausch von Hydrogencarbonat (HCOs.), CO2, H3O* und H20 wird mittels des
Carboanhydrase-Enzyms, welches in der apikalen Membran als auch im Zellinneren
lokalisiert ist, ein stabiles Gleichgewicht zwischen Ausscheidung und Wiederaufnahme von
Sauren und Basen erreicht.
Das Carboanhydrase-Enzym katalysiert HCOs- mit H* Protonen zu CO2 und H20. Das CO2
diffundiert zuriick in die apikale Membran und reagiert wieder mittels der Carboanhydrase zu
HCOs- und H*. Das entstandene Hydrogencarbonat diffundiert zuriick ins Blut. Die H*
Protonen werden erneut tiber einen Na*-H* Antiporter zuriick ins Tubuluslumen transportiert
und wieder Uber die Carboanhydrase gepuffert. Das Resultat der Carboanhydrase-Aktivitét im
proximalen Tubulus ist eine erhdhte Aufnahme von Hydrogencarbonat ins Blut und eine
erhéhte H*-Sekretion ins Tubuluslumen. Das Hydrogencarbonat wirkt im Organismus
beispielsweise sauren Stoffwechselendprodukten entgegen.
Weil es im Falle einer Alkalose einen HCO3. Uberschuss gibt, reagiert dieses nicht mit den
H*-lonen. Dann wird Hydrogencarbonat iber den Urin ausgeschieden und nicht
riickresorbiert. Folglich wird der alkalische Zustand behoben.
Eine weitere Regulierung im Saure-Basen-Haushalt im proximalen Tubulus ist der
Ammoniak Puffer. Durch die Desaminierung von Glutamin zu Glutamat entsteht ein
Ammoniumion (NHa-+), das intrazellular zu Ammoniak (NH3) und H* dissoziiert.
Ungeladen kann das Ammoniak in das Tubuluslumen diffundieren. H* gelangt tiber den
beschriebenen Na*- H* Antiporter in den Tubulus. Dort reagiert das Ammoniak wieder mit
den H*-Protonen zu Ammoniumionen. Da Ammoniumionen geladen sind und ein
Konzentrationsgefalle zwischen Tubuluslumen und Zellinnerem herrscht, kdnnen diese das

Tubuluslumen nicht mehr verlassen und werden uber den Urin ausgeschieden.
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Mehr als ein Drittel der fixen S&uren werden mit Hilfe von Ammoniumionen und Ammoniak
ausgeschieden.

Die Ausscheidung von H*-lonen (iber den Phosphatmechanismus erfolgt ebenfalls im
proximalen Tubulus. Das aus der Verbindung von HCOs- und H* (H2COs) stammende und
durch den Na*- H* Antiporter ausgeschleuste H* bindet an HPO4?" (sekundares Phosphat).
Bei der Bindung von H* an HPO4? (sekundéares Phosphat) entsteht das primére Phosphat
H2PO4%. Zusatzlich werden pro ausgeschiedenem H* ein Na*-lon und ein HCOs--Molekil
riickresorbiert. Da die H*-lonen an den Puffer gebunden sind, erméglicht dies eine pH-

neutrale Ausscheidung der Sauren.?

1.1.2 Physiologie der Niere

Endokrinologische Funktionen

Neben den wichtigen Funktionen im Wasser-Elektrolyt-Haushalt sowie dem S&ure-Basen-
Haushalt, fungiert die Niere auch als endokrines Organ. Unter anderem spielt die Niere in der
Bildung von Erythropoietin, Renin und Calcitriol eine wichtige Rolle.

Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoprotein welches die Erythropoese, also Bildung und
Reifung von roten Blutkérperchen im Knochenmark fordert. Die Bildung von EPO (in den
peritubuldren Fibroblasten) wird durch den Transkriptionsfaktor Hypoxia-Inducable-Factor
(HIF) in andmischen und hypoxischen Zustanden induziert. Bei chronischer
Nierenerkrankung kann es durch Ausbleiben der Erythropoietin-Bildung zu einer renalen
Anémie kommen.

Calcitriol fuhrt zu einer Resorption von Kalzium aus Niere und Darm. Zusétzlich fordert
Calcitriol die Bildung von Hydroxylapatit im Knochenmark. Der letzte Schritt der Bildung
von Calcitriol (1,25-Dihydroxycholecalciferol), der physiologisch aktiven Form von Vitamin
Ds, findet in der Niere statt. Dabei wird 25-Hydroxycholecalciferol in der Niere zu 1,25-
Dihydroxycholecalciferol hydroxyliert. Die Entstehung von Calcitriol wird durch das
Parathormon gefordert. Ein Mangel an Calcitriol, wie bei einer chronischen
Nierenerkrankung, kann zu einer Osteoporose fiihren, da nicht gentigend Kalzium aus Niere
und Darm resorbiert werden.

Renin ist ein hormonahnliches Enzym, welches eine zentrale Rolle im Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System einnimmt. Renin ist fiir die Bildung von Angiotensin | aus
Angiotensinogen verantwortlich. Die Synthese von Renin erfolgt in den Zellen des
juxtaglomeruldren Apparatus. Die Bildung von Renin wird durch verschiedene Mechanismen

reguliert. Wird ein Druckabfall in den Barorezeptoren der afferenten Arteriole registriert, wird
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die Bildung stimuliert. Die Synthese wird ebenso bei einem Abfall von Natrium-lonen an der
Macula densa sowie durch den Sympathikus an den 3-1-Rezeptoren stimuliert.

Nachdem Angiotensin | durch Renin entstanden ist, wird dieses in der Lunge mit Hilfe des
Angiotensin-konvertierendes Enzym in Angiotensin Il transformiert. Angiotensin Il hat einige
essenzielle Aufgaben in der Regulation des Blutdruckes und Blutvolumens.

Die blutdrucksteigernde Wirkung von Angiotensin wird hauptsachlich tiber eine direkte
periphere Vasokonstriktion tiber AT1-Rezeptoren in der glatten GefaBmuskulatur,

Sympathikusaktivierung und der Ausschiittung von Aldosteron und ADH bedingt.?*

Parameter der Nierenfunktion
Als wichtigster Nierenparameter gilt das Serum Kreatinin und die daraus errechnete eGFR. Je
nach verwendeter Formel gehen weitere Parameter wie Alter, Geschlecht oder Rasse mit in
die Berechnung der eGFR mit ein. Neben der eGFR gibt es aber auch noch andere
Nierenparameter, welche die Nierenfunktion beschreiben.
Kreatinin ist ein Stoffwechselprodukt, welches im Muskelgewebe irreversibel entsteht. Es ist
ein sogenanntes harnpflichtiges Stoffwechselendprodukt und muss daher tiber die Niere
glomerulér ausgeschieden werden. Kommt es zu sehr hohen Kreatinin-Plasma-
Konzentrationen, kann dieses auch aktiv tubuldr ausgeschieden werden. Trotzdem spiegelt die
Harn-Konzentration hauptsachlich die glomerulare Filtrationsfunktion wider.?*
Im Harn werden unter physiologischen Umstanden 1,0 bis 1,5 g pro 24 Stunden
ausgeschieden. Das Serum Kreatinin liegt bei etwa 0,8 bis 1,25 mg/dl (Mannern) und bei 0,7
bis 1,1 mg/dl bei Frauen. Die Kreatinin Referenzbereiche im Harn entsprechen circa 40 bis
260 mg/dl bei Mannern und etwa 30 bis 220 mg/dl bei Frauen. Sowohl die Plasma-Kreatinin
als auch die Harn-Kreatinin Referenzwerte sind alters- und muskelmasse-abhéngig.
Die Kreatinin-Plasma-Serum-Werte nehmen bei erhéhter Muskelmasse als auch mit
fortschreitendem Alter zu.?’
In Bezug auf chronischer Nierenerkrankungen ist es wichtig zu wissen, dass eine
pathologische Veranderung der Ausscheidung von Kreatinin erst bei einer Einschrankung der
eGFR von > 50 % zu erwarten ist.?428
Klinisch wird hauptsachlich die sogenannte Kreatinin-Clearance verwendet, um die
Nierenfunktion zu beurteilen. Die Kreatinin-Clearance korreliert mit der glomeruléren
Filtrationsrate.?” Um die Kreatinin-Clearance berechnen zu konnen, wird neben der Kreatinin-
Konzentration im Urin und Plasma auch das Harnzeitvolumen (welches mittels des VVolumens
des Sammelurins bestimmt wird) benotigt. Zusétzlich muss die Urin Sammelzeit T mit ein-
berechnet werden (Formel 1). 2°

19



C = Kreatinin-Clearance in ml/min

Vu = Harnzeitvolumen (24h Urin)

U = Kreatininkonzentration im Urin

S = Kreatininkonzentration im Blutserum

T = Urin Sammelzeit in Min. (24 x 60 = 1440)

Formel 1: Bestimmung der Kreatinin-Clearance in ml/min.

Die Kreatinin-Clearance gibt innerhalb eines bestimmten Zeitraumes (meist 24h) die
Eliminierung von Kreatinin aus dem Blutplasma in den Harn an. Dadurch kann die
Nierenfunktion im Hinblick auf die Entgiftungsleistung bestimmt werden.

Die normale eGFR entspricht circa 120 ml pro Minute oder 180 | am Tag. Wie schon
erwahnt, mussen Alter, Muskelmasse, Erndhrung, Lebensstil und viele weitere Faktoren
berucksichtigt werden, um die eGFR als Parameter fur die Nierenfunktion nutzen zu kénnen.
Die eGFR nimmt mit zunehmendem Alter und erhéhter Muskelmasse physiologisch ab.?’
Es gibt verschiedene Formeln zur Berechnung der eGFR. Gebréuchlich ist zum Beispiel die
MDRD-4 Formel mit vier Variablen (Formel 2). Diese wurde entwickelt, um die Faktoren
Alter und Geschlecht zusatzlich fiir die Berechnung der eGFR zu beriicksichtigen.

Die MDRD-Formel wurde innerhalb der ,,Modification of Diet in Renal Disease-Studie* von
Levey et al. entwickelt, um den sogenannten Kreatinin-blinden Bereich sichtbar zu machen.
AuRerdem untersuchte die Gruppe die Annahme, dass die eGFR von weiteren Faktoren als
nur von Kreatinin beeinflusst wird.3°

Der Kreatinin-blinde Bereich beschreibt den Bereich, in dem die Kreatinin-Konzentration
unverédndert bleibt, obwohl die eGFR bereits eingeschrankt ist. Eine pathologisch verénderte
Kreatinin-Ausscheidung ist erst bei einer Einschrankung der eGFR > 50 % erkennbar.

Um mit Hilfe der MDRD-Formel die eGFR zu bestimmen, werden zusatzlich zum Serum-
Kreatinin Alter, Geschlecht, Hautfarbe und Serum-Albumin mitbertcksichtigt.

Das Ergebnis der MDRD-Formel bezieht sich immer auf die durchschnittliche Korperflache
von 1,73 m2. Daher darf die MDRD-Formel auch nicht bei Kindern und Jugendlichen

angewendet werden, da diese eine niedrigere Korperoberflache als 1,73 m? besitzen.
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GFR = 175 - SKr—1154 . 4—0,203

SKr = Serumkreatinin (mg/dL)

A = Alter (Jahre)

Bei Frauen wird die berechnete eGFR erganzend mit 0,742 und dunkelh&utige Menschen mit
1,212 multipliziert.

Formel 2: MDRD- Formel zur naheren Bestimmung der eGFR in ml/min/1,73m2,

Ein weiteres Problem in der Nutzung der MDRD-Formel, neben der unkorrekten Anwendung
bei Kindern und Jugendlichen, sind ungenaue bzw. zu niedrige Werte bezlglich der
Einschatzung der eGFR bei einer Niereninsuffizienz.?’

Daher wird seit einiger Zeit die CKD-EPI-Formel (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) anstatt der MDRD-Formel empfohlen (Formel 3). Die CKD-EPI-Formel baut
auf der MDRD-Formel auf und wurde von dem ,,National Institute of Diabetes and Digestive
Kidney Disease* basierend auf 8.254 Patienten entwickelt.3! Die CKD-EPI-Formel zeigt
besonders im MDRD-kritischen eGFR-Bereich prazisere Werte.?

CKD-EPI-Formel:

SKr\* SKr\ 1209
GFR = 141 - min( 1) -max< 1) - 0,9934lter

)

)

SKr = Serumkreatinin (mg/dL)

Geschlechterabhéngiger Faktor x= 0,7 (weiblich), bzw. 0,9 (ménnlich)
Geschlechterabhangiger Faktor a= -0,329 (weiblich), bzw. -0,411 (mé&nnlich)
min = Minimum von SKr/ k und 1

max = Maximum von SKr/ x und 1

Alter = Lebensalter (Jahre)

Formel 3: CKD-EPI-Formel zur naheren Bestimmung der eGFR in ml/min/1,73m?.

Trotzdem hat auch die CKD-EPI-Formel Limitierungen in der Nutzung und bildet nur eine
mdoglichst genaue Abschatzung der eGFR. Die exakte eGFR zu berechnen, ist nicht méglich.
Besonders bei Kindern, Jugendlichen, Menschen mit starkem Unter-/Ubergewicht, extremer

Muskelmasse und sehr hohem Alter ist die Aussagekraft der CKD-EPI- (als auch bei der
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MDRD-) Formel eingeschrankt, da die Ergebnisse in Relation zur durchschnittlichen
Korperoberflache von 1,73 m? ausgedriickt werden. Somit ist bei dieser Patientengruppe eine
Einschétzung der eGFR stark erschwert.3334

Cystatin C, ein Cysteinprotease-Inhibitor-Protein, wird ebenfalls als Marker fiir die eGFR
genutzt. Dieses Protein wird in konstanter Rate von kernhaltigen Korperzellen produziert und
anschlieend ausschlieRlich glomerulér filtriert, in den Tubuluszellen vollstandig
rickresorbiert und metabolisiert. Dadurch, dass die Serum-Cystatin-Konzentration von der
eGFR abhéngig ist, wird Cystatin C als sensibler Marker fur die eGFR genutzt. Cystatin weist
dabei sogar eine héhere Sensitivitat als Serumkreatinin auf. Wird Cystatin C in die CKD-EPI-
Formel hinzugefiigt, kann dessen prognostische Aussagekraft erhoht werden. Weitere
diagnostische Vorteile gegeniiber Kreatinin sind die Unabhangigkeit von Muskelmasse und
Alter sowie der Moglichkeit, auch die Tubulus-Funktion evaluieren zu kénnen. Da Cystatin C
physiologisch nahezu vollstandig resorbiert und metabolisiert wird, kann durch den Cystatin
C-Gehalt im Urin die Tubulus-Funktion untersucht werden. Der Normwert von Cystatin im
Serum-Plasma betragt 0,5 — 1,79 mg/l.

Ein Problem der Cystatin C-Bestimmung im klinischen Alltag stellen die hohen Laborkosten
dar.36 AuBerdem kann die Nutzung von Cystatin C als Biomarker fiir Nierenerkrankungen,

durch Steroide oder eine Schilddriisen Dysfunktion beeintrachtigt werden.3’

1.2 Chronische Niereninsuffizienz /Nierenerkrankungen

Die CKD &uRert sich als eine dauerhaft (chronisch) eingeschrankte Nierenfunktion.

Dabei fuhren sowohl Einschrankungen der Funktionen des Wasser- und Elektrolythaushaltes,
sowie die des Saure-Basen-Haushaltes als auch die endokrine Funktion zu pathologischen
Folgen. Die CKD wird somit als eine irreversible Abnahme der exkretorischen (glomerularen,
tubuldren) als auch inkretorischen (endokrinen) Nierenfunktion beschrieben, welche eine
strukturelle als auch funktionelle Aufféalligkeit der Niere tiber mindestens drei Monate zur
Folge hat.?®

1.2.1 Epidemiologie
In Deutschland liegt die Inzidenz bei etwa 13,5 chronischen Nierenerkrankten auf 100.000
Menschen/Jahr. Es werden rund 80.000 Menschen mit terminaler CKD mit Hdmo- bzw.

Peritonealdialyse behandelt.?®
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1.2.2 Atiologie

Der héufigste Grund fur eine CKD ist eine vaskulare hypertensive Nephropathie (infolge von
Hypertonie) mit ca. 23 % aller Ursachen flr eine CKD. Etwa 19 % der chronischen
Niereninsuffizienzen sind auf eine primare Glomerulonephritis (abakterielle Entziindungen)
zuriickzufiihren. Darauf folgt mit ca. 15 % der Ursachen die diabetische Nephropathie.
Systemerkrankungen bilden 8 % aller Ursachen.

Zusétzlich gibt es weitere seltene Ursachen wie zum Beispiel Amyloidosen, vesikoureteralen
Reflux, Nephrolithiasis und hereditdre Nephropathien, die zu einer CKD fihren kdnnen.

Die Ursachen fuihren durch unterschiedliche Mechanismen, welche progressiv einen

Nierenschaden zur Folge haben, zu einer chronischen Nierenerkrankung.?®

1.2.3 Symptome und Verlauf

Ein chronisches Nierenversagen grenzt sich von akutem Nierenversagen besonders in Verlauf
und Atiologie bis zur Insuffizienz ab.

Das akute Nierenversagen wird in préarenale, intrarenale und postrenale Ursachen unterteilt.
Ein akutes Nierenversagen ist reversibel und kann innerhalb von Stunden bis Tagen entstehen
und bis zu einigen Wochen anhalten. Eine chronische Nierenerkrankung gilt jedoch als
irreversibel. Eine CKD verlduft langsam progressiv, bis es zu einer Niereninsuffizienz
kommt.

Wie schon beschrieben, kdnnen die Symptome eines chronischen Nierenversagens in
endokrine und exkretorische Erscheinungsbilder unterteilt werden. Exkretorische Symptome
entstehen durch die verringerte Ausscheidungsfahigkeit der Niere von Wasser
(,,Uberwisserung®) als auch von urimisch-toxischen harnpflichtigen Substanzen (,,Urdmie®).
Zusétzlich entstehen Ungleichgewichte im Elektrolyt- und Saure-Basen-Haushalt. Die
Uberwdsserung auRert sich hauptsachlich in Form von Hypertonie, peripheren Odemen und
h&ufig auch als Lungenédem. Entsteht im Rahmen einer CKD eine Uramie, wird diese
zunéchst durch die Allgemeinsymptome Mudigkeit, Kopfschmerzen, Appetitlosigkeit
deutlich. Klinisch ist eine Urdmie anhand eines urdmischen Foetors, Café-au-lait-Hautflecken
und h&ufig eines Pruritus zu diagnostizieren. In einem schweren Verlauf kann eine Urédmie
maogliche letale Folgen haben. Dazu z&hlen die urdmische Pleuritis, urdmische Perikarditis,
urdmische Enzephalopathie, urdmische Hamolyse, urdmische Polyneuropathie, urdmische
Gastroenteropathie und urdamische Thrombopenie.?

Die Storung des Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushaltes beinhaltet die Gefahr einer

maoglichen Azidose, Hyperkaldamie, Hyperphosphatdmie, Hypokalzamie und Hyper-
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/Hyponatridmie. Diese UnregelméRigkeiten entstehen hauptsachlich als Folge einer
verringerten Exkretion von harnpflichtigen Substanzen.

Eine Hyperkalidmie kann eine lebensgeféahrliche Herzrhythmusstérung zur Folge haben. Eine
Hyperphosphatdmie und Hypokalzdmie kdnnen zu einem sekundéren
Hyperparathyreoidismus und einer renalen Osteopathie fuhren. Ob eine Hypo- oder
Hypernatridmie entsteht, ist sowohl vom Stadium der CKD als auch von der Ursache der
CKD abhingig. Eine Hypernatriamie fiihrt zu einer Hypervolamie mit Odembildungen. Eine
Hyponatridmie entsteht durch eine tubuldre Schédigung und der daraus verringerten
Retentionskapazitit. Es kommt zu einer sogenannten ,,Salzverlustniere*.?8

Folgen einer endokrinen Fehlfunktion der Niere sind hauptsachlich eine renale Anamie und
eine renale Osteopathie. Die renale Anamie ist auf einen Mangel von EPO zurtickzufihren.
EPO wird in andmisch hypoxischen Zustdnden von der Niere ausgeschittet, um die
Erythrozytensynthese zu stimulieren. Ein EPO-Defizit fiihrt somit zu einer normozytéren,
normochromen Anamie. Die urdmische Anamie und Blutungsneigung tragen ebenfalls zur
renalen Andamie bei. Die renale Andmie duBert sich als allgemeine Mudigkeit und
Leistungsschwaéche.

Die renale Osteopathie ist auf den Calcitriol-Mangel und den daraus entstehenden sekundéren
Hyperparathyreodismus zurtickzufiihren. Dadurch, dass durch den Calcitriol-Mangel weniger
Kalzium und Phosphat aus dem Gastrointestinaltrakt und der Niere reabsorbiert werden,
kommt es zu einer Hypokalzdmie. Die Hypokalzdmie hat einen Hyperparathyreodismus zur
Folge, welcher wiederum zu einer Demineralisierung der Knochen und somit einer
Osteomalazie oder auch Osteodystrophie flihrt. Klinische Zeichen sind Deformationen und

schmerzende Knochen.?8

1.2.4 Diagnose und Klassifizierung

Die aktuellste Leitlinie zur Diagnose und Behandlung von CKD, ,,KDIGO 2012 Clinical
Practice Guideline for Evaluation and Management of Chronic Kidney disease”, wurde im
Jahr 2013 von der gemeinniitzige Organisation KDIGO veroffentlicht.3® Darin wird eine CKD
wie folgt beschrieben:

CKD ist definiert als eine Abnormalitét der Nierenstruktur oder -Funktion, welche seit mehr
als drei Monaten vorliegt und Auswirkungen auf die Gesundheit des Betroffenen hat. CKD
wird nach Ursache, eGFR und Albuminurie klassifiziert. Kriterien zur Diagnosestellung
konnen, je nach Art und Atiologie der Insuffizienz, sowohl eine eGFR < 60 ml/min/1,73 m?,

eine Albuminurie (AER > 30 mg/24 h), ein verandertes Urinsediment, eine auffallige
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Bildgebung (Sonographie) oder auch eine Histologie sein. Darlber hinaus kann eine
Blutuntersuchung inklusive Blutgasanalyse (ph-Uberwachung), mit Elektrolytkonzentrationen
(Natrium, Kalium, Kalzium und Phosphat), Hamoglobin sowie Vitamin D- und Parathormon
(PTH)-Konzentrationen hinweisend fur eine chronische Nierenerkrankung sein. Finden sich
im Blut ein verringerter EPO-Spiegel, verringerte Kalzium-, erhéhte Kalium- und Phosphat-
Konzentrationen, verringertes Calcitriol und erhdhtes PTH sowie eine leichte Azidose vor,
sind dies Anzeichen fiir eine CKD.®

Die sonographische Untersuchung bietet die Mdglichkeit, zwischen einer chronischen und
einer akuten Nierenerkrankung zu differenzieren. Beim akuten Nierenversagen wird die Niere
vergroRert dargestellt. Bei einem chronischen Nierenversagen ist die Niere geschrumpft, bzw.
kleiner als normal.?®

Die Urinuntersuchung wird genutzt, um durch aufféllige Urinbefunde (z.B. Proteinurie oder
Hé&maturie) auf eine chronische Nierenerkrankung und deren Ursache schlielen zu kénnen.
Falls die Ursache und das AusmaR der Nierenerkrankung nach den oben genannten
Untersuchungen weiterhin unklar sind, kann eine Nierenbiopsie durchgefiihrt werden.

Dabei sind allerdings aufgrund des hohen Komplikationsrisikos (Blutungen) eine eindeutige
Indikationsstellung sowie Aufklarung des Patienten notwendig.

Mit Hilfe der eGFR kann die chronische Nierenerkrankung in Stadien oder Schweregrade der
Erkrankung unterteilt werden. Eine normale eGFR bei Ménnern entspricht 95 — 145
ml/min/1,73 m? und bei Frauen 75 — 125 ml/min/1,73 m?. Die Stadien werden nach der
KDIGO, in Abhangigkeit der eGFR, in fiinf Stadien eingeteilt (Tabelle 1):2*

eGFR (ml/min/1,73m?) Stadium Funktionseinschrankung
> 90 1* keine

60 - 89 2* geringgradig

45 - 59 3a gering bis mittelgradig
30-44 3b mittel bis hochgradig
15-29 4 hochgradig

<15 5 Nierenversagen

*Diese Stadien werden nur bestimmt, wenn zuséatzlich ein bestehender Nierenschaden

vorliegt. Fur eine Risikotabelle der KDIGO wird zusétzlich die Albuminurie hinzugezogen.

Tabelle 1: Stadien der chronischen Nierenerkrankung nach eGFR in ml/min/1,73m?.
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1.2.5 Prognose

Aufgrund der langsamen aber progressiv fortschreitenden chronischen Nierenerkrankung sind
die Langzeitkonsequenzen bei chronischen Nierenerkrankung ein grof3es Problem. Es kann zu
Gewichtsabnahmen, Auspréagungen kardiovaskulérer Komorbiditaten und weiteren
Begleiterkrankungen wie der Amyloidose, einer Ablagerung von z.B. B2 Mikroglobulin im

Gewebe, kommen.28:38

1.2.6 Therapie

Die Therapie der CKD ist vielschichtig und abhangig vom Schweregrad sowie den
Folgeerkrankungen der CKD.

Einer CKD kann praventiv vorgebeugt werden, indem nephrotoxische Substanzen vermindert
oder gar gemieden werden. Zu diesen nephrotoxischen Wirkstoffen zahlen unter anderem
nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR), Nikotin und weitere Substanzen wie
Aminoglykoside, Aciclovir oder auch Cisplatin, da diese die Prostaglandinsynthese hemmen
und folglich zu einer Minderdurchblutung der Niere flhren kénnen. Ebenso nephrotoxisch
wirken Kontrastmittel, welche in verschiedenen klinischen bildgebenden Verfahren zu
diagnostischen Zwecken genutzt werden.

Falls die Grunderkrankung der CKD behandelt werden kann, sollte eine kausale Therapie
(beispielsweise eine verbesserte Blutzuckereinstellung bei einer diabetischen Nephropathie)
eingeleitet werden. Falls die kausale Behandlung nicht moglich ist, sind Mainahmen
einzuleiten, die die Progression der CKD verzdgern.

Allgemeinmalinahmen, die der CKD entgegenwirken sollen, beinhalten eine ausgeglichene
Flussigkeitszufuhr von etwa 2 I/Tag, um eine ausreichende Diurese und Elimination von
Harnstoff zu erreichen und um eine Urdmie moglichst zu verhindern. Zusétzlich sind eine
kaliumarme und bikarbonatreiche (im Falle einer Azidose) Diét einzuhalten.

Bei schweren Verlaufen der CKD wird auf Nierenersatzverfahren zurtickgegriffen.

Als Nierenersatzverfahren gelten Dialyse- und Nierentransplantationsverfahren.
Indikationen fir eine Dialyse sind urdmische Syndrome, therapierefraktare Hypertonie,
Hyperhydration mit Odemen, Hyperkalidmie, renale Azidose und/oder eine renale Anamie.
Das Hamodialyse-Verfahren ist das am haufigsten angewandte Dialyseverfahren in
Deutschland. Mit Hilfe einer semipermeablen Membran und einem Konzentrationsgefalle
zwischen Dialysat und Blut, kénnen harnpflichtige Substanzen und Elektrolyte ausgetauscht
werden. Neben dem Hamodialyse-Verfahren kann das Peritonealdialyse-Verfahren

angewandt werden, indem das Peritoneum des Patienten als semipermeable Membran dient.
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Eine Nierentransplantation ist die Therapie der Wahl bei Patienten mit terminaler CKD und

eignet sich als finales Therapieverfahren.?

1.3 NMR-Spektroskopie

Um ein Metabolitenprofil der jeweiligen zu untersuchenden Gruppe (GCKD oder AugUR) zu
erstellen, wurden zunéchst Spektren mit Hilfe der Kernresonanzspektroskopie (Nuclear
magnetic resonance [NMRY]) analysiert.

Die Kernresonanzspektroskopie basiert auf Induktion und Messung radiofrequenzinduzierter
Ubergénge zwischen Energieniveaus, die Atomkerne durch ein angelegtes Magnetfeld infolge
ihres eigenen magnetischen Momentes einnehmen.

Die NMR-Spektroskopie ermdglicht eine prazise Aufklarung von Molekilstrukturen und

somit die Identifikation von Metaboliten in niederviskosen Fliissigkeiten.

Physikalische Grundlage

Als theoretische Grundlage gilt der Eigendrehimpuls/Kerndrehimpuls (Spin) von Protonen
und Neutronen im Atomkern. Durch diesen Spin wird ein Magnetfeld erzeugt. Dabei ist die
Theorie der Quantenmechanik zu beachten, dass der Kernspin gequantelt ist und somit nur in
diskreten Niveaus vorkommt. Der Kernspin bildet zusammen mit einer Stoffkonstante das
magnetische Moment.*°

Ein magnetisches Moment u ergibt sich aus Kernen mit dem Kerndrehimpuls L:

u=y-L
Formel 4: Bestimmung des magnetischen Moments.
Wobei y fiir eine Stoffkonstante (Konstante fiir die jeweilige Kernsorte) steht.
Wichtig zu wissen ist, dass nur Atomkerne, die entweder in Protonen- oder Neutronenzahl
ungerade sind, magnetische Momente haben. Spins zweier gleicher Teilchen gleichen sich
gegenseitig aus. Somit ist ein NMR-Experiment fir beispielsweise das Kohlenstoffisotop 2C
unmoglich. Diese Kerne haben keinen Eigendrehimpuls. Dies wird auch in Formel 4
verdeutlicht: Wenn L null entspricht und somit keinen Eigendrehimpuls hat, kann kein
magnetisches Moment entstehen. Fir die NMR-spektroskopische Darstellung sind
beispielsweise die Protonen (*H) - und Kohlenstoff-13-Kerne (3C) essenziell. Wird auf Kerne
mit ungerader Protonen- oder Neutronenzahl, wie zum Beispiel *H mit einem Spin von %, ein
aulReres Magnetfeld angesetzt, kénnen diese in einem von zwei Zustdnden vorkommen, da die

Atomkerne mit dem Feld in Wechselwirkung treten. Sie orientieren sich entsprechend der
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Quantenmechanik entweder parallel (mit dem Magnetfeld) oder antiparallel (gegen das
Magnetfeld). Unterschiedlichen Orientierungen kommen dabei unterschiedliche Energien zu.
Der parallele Zustand ist energiearmer als der antiparallele Zustand und folglich ergibt sich
eine Energiedifferenz AE. Die Differenz kann durch Aufnahme oder Abgabe von Energie
uberwunden werde.

Das Prinzip der Kernresonanzspektroskopie beruht darauf, durch geeignete Einstrahlung von
Energie im Ultrakurzwellen-Bereich Ubergange zwischen diesen Zustanden zu induzieren.
Die Ultrakurzwellen werden dem homogenen Magnetfeld zugefiihrt und von Kernen in
paralleler Orientierung absorbiert. Andert sich die parallele Orientierung, also der
energiedrmere Zustand, in die antiparallele Orientierung, wird dies als Resonanz bezeichnet.
Eine solche Resonanz (vom parallelen in den antiparallelen Zustand) kann nur durch eine
sogenannte spezifische Larmorfrequenz oder auch Resonanzfrequenz entstehen. Diese ist
abhangig vom gyromagnetischen Verhaltnis und der Stérke des homogenen, statischen
Magnetfeldes B (Formel 5).4

V = Larmorfrequenz

B = magnetische Flussdichte

Formel 5: Bestimmung der Larmorfrequenz.

Nach Anregung der parallelen Kerne durch die Larmorfrequenz orientieren sich die Kerne
wieder in ihrer Ausgangsposition. Daflr geben die parallelen Kerne Energie in Form von
Warme ab. Die Energiedifferenz ist abhédngig vom homogenen Magnetfeld (der magnetischen
Flussdichte). Je héher die Flussdichte, desto hoher muss die Larmorfrequenz sein, um
Resonanz zu erreichen.*?
Durch das Absorbieren und Emittieren elektromagnetischer Energien der Atomkerne lassen
sich folgende Phanomene feststellen:

1. Chemische Verschiebung (Lage eines Kerns im Spektrum), abhéngig von der

Elektronendichte.
2. Signalintensitat, abh&ngig von der Anzahl der Kerne.
3. Spin-Spin Wechselwirkung (Feinstruktur des Signals), abhangig vom magnetischen

Moment benachbarter Kerne.
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Chemische Verschiebung

Die Resonanz-Frequenz héngt, neben der magnetischen Flussdichte, von der Dichte der den
Kern umgebenden Elektronenwolke, der Elektronendichte, ab.

Jedes Elektron hat ein eigenes magnetisches Moment, welches dem Magnetfeld der Protonen
entgegengesetzt ist. Dieser Effekt wird als Abschirmung bezeichnet. Die Elektronen um den
Protonenkern heben somit die Resonanz-Frequenz zu einem gewissen Grad auf. Das effektive
Magnetfeld am Kern ist daher kleiner als das statische &ul3ere Feld.

Positiv induktive sowie positiv mesomere Effekte, also einer Zunahme von Elektronen am
Atomkern, erhéhen die Elektronen-Dichte und fiihren somit zu einer hoheren Abschirmung.
Da eine hohere Abschirmung ein kleineres effektives Magnetfeld (effektive Feldstarke) am
Kern zur Folge hat, sind niedrigere Resonanzfrequenzen nétig, um Kerne in den antiparallelen
Zustand zu bringen. Im Falle von negativ induktiven und negativ mesomeren Effekten und
somit einer verringerten Abschirmung, ist das Gegenteil zu erwarten. Eine hohere
Resonanzfrequenz ist nétig, um die Kerne in den antiparallelen Zustand zu bringen.
Demnach kann folgender Schluss gezogen werden: Nicht-dquivalente Kerne sind
unterschiedlich abgeschirmt und stellen daher getrennte Resonanzsignale im Spektrum dar.*
Der Chemical Shift beschreibt diese Anderung der Larmorfrequenz, die vorgenommen
werden muss, um bei veranderter Abschirmung Resonanz zu erreichen. Diese Veranderung
wird in ppm (parts per million) in einem Spektrum angegeben. Daflr muss eine
Standardsubstanz genutzt werden, um von dieser Standardsubstanz ausgehende
Verénderungen der Larmorfrequenz darzustellen.

Damit die Resonanzen im Spektrum quantifiziert werden kénnen, wurde in den GCKD- und
AugUR-Proben Ameisensdure als Standardsubstanz hinzugegeben, da diese nicht an
Serumalbumin bindet und folglich nur minimal von der Proteinzusammensetzung der Probe
beeinflusst wird. Ameisensdure wurde in dieser Arbeit als interner Standard verwendet und
entspricht 6 = 0. Die veranderte Larmorfrequenz fur einen bestimmten Kern wird in Relation
zur Referenzsubstanz in der Einheit ppm (parts per million) dokumentiert und mit folgender

Formel (Formel 6) bestimmt:*

5 = Vprove — VRef .106
Vo

Vref = Frequenz der Referenzsubstanz
Vo = Betriebsfrequenz des Spektrometers
0 = Chemical Shift auf dem Spektrometer in ppm

Formel 6: Bestimmung des Chemical Shift.
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Die Werte fiir die Abschirmungskonstante liegen folglich in Wertebereichen von 106. Ein
Signal das beispielsweise 1,00 ppm hoher als Ameisensaure sequenziert wird, hat eine
Lamorfrequenz, welche sich um ein Millionenstel oberhalb der von Ameisensdure befindet.
Anhand der chemischen Verschiebung wird dementsprechend die Position im Spektrum
angegeben. Diese ist wiederum abhéngig vom chemischen Umfeld, vor allem der

elektronegativen Elektronenwolke, der betrachteten Kerne.*?

Signalintensitat

Die Signalintensitat ist dem Integral (Flache unter dem Spektrum) unter dem Resonanzsignal
gleichzusetzen und ist gleichzeitig proportional zur Anzahl der *H-Protonen Kerne.

Oft ist die Integralflache eines Kerns durch skalare Kopplungen in mehrere Signale aufgeteilt
und muss mit Hilfe von Chenomx oder anderen vergleichbaren Software-Programmen
definiert werden. Das Integral der Resonanzsignale ermdglicht eine quantitative Analyse der

Metaboliten innerhalb der Proben.*!

Spin-Spin-Kopplung

Als Spin-Spin-Kopplung wird die Kopplung benachbarter Kernspins tiber
Bindungselektronen bezeichnet. Die Kopplung benachbarter Signale kann zu einer Energie-
Erhohung als auch -Erniedrigung und zum Aufspalten der Signale fihren. Dies wird auch als
Multiplizitat bezeichnet. Selbige wird durch das magnetische Moment benachbarter Kerne
bestimmt. Die Multiplizitat der Signale ermdglicht die Darstellung der Feinstruktur eines
Spektrums.*

Hat ein Kernspin keine benachbarten Kernspins und deren magnetischen Momente, entsteht
nur ein Signal innerhalb des Spektrums. Dieses Signal wird auch als Singulett bezeichnet.
Falls ein Kernspin allerdings einen benachbarten Kernspin und deren magnetisches Moment
vorweist, entstehen im Spektrum zwei Signale, ein sogenanntes Duplett. Sind drei
benachbarte Signale im Spektrum vorzufinden, wird dies als Triplett usw. bezeichnet.*
Anhand der Spin-Spin-Kopplung kann die Interferenz mit nahestehenden Kernen und folglich
die Anzahl nahestehender Kerne erkannt werden. Aufgrund dessen hilft die Spin-Spin-

Kopplung die Molekiilstruktur zu rekonstruieren.*
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Aufbau eines NMR-Spektrometers

Die Kernresonanzspektroskopie kann als 1-dimensionales (1D) -, 2D- und 3D-Spektrum
dargestellt werden. Da fur diese Arbeit nur die Quantifizierung der Metaboliten von Interesse
ist, wurden ausschliel3lich 1D-Spektren analysiert und ausgewertet.

Das NMR-Spektrometer besteht hauptsachlich aus einem Magneten zur Erzeugung eines
homogenen Magnetfeldes, einem Emitter und einem Detektor. Innerhalb des Magnetfeldes
sendet der Emitter das elektromagnetische Frequenzspektrum aus, welches alle Kerne
gleichzeitig anregt. Durch den Detektor wird das induzierte Signal, das der Energiedifferenz
der Kerne entspricht, gemessen und tiber einen Schreiber als Spektrum dargestellt. Mit dem
Ziel, starke Magnetfelder erreichen zu kdnnen, werden niedrige Temperaturen bendétigt. Diese
werden mit Hilfe von flissigem Helium, welches das NMR-Spektrometer kihlt, erreicht.

Die Datensammlung im Institut fur funktionelle Genomik erfolgte mit einem 600 MHz
Bruker Avance |11 Spektrometer (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Deutschland). Die 'H-
Larmorfrequenz liegt bei 600 MHz und entspricht damit einer magnetischen Feldstarke von
14,1 Tesla.®®
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2. Material und Methoden
2.1 Augenstudie an der Universitat Regensburg (AugUR)

Das primare Ziel der AugUR-Studie, Augenstudie an der Universitiat Regensburg, ist die
Untersuchung der Augengesundheit von Einwohnern, die alter als 70 Jahre sind und in
Regensburg und Umgebung leben. Dabei wird ein besonderer Fokus auf die Erkrankung der
altersbedingten Makula- Degeneration (AMD), einer chronischen Schadigung der Makula,
gelegt. Prof. Dr. Iris Heid und PD Dr. Klaus Stark vom Lehrstuhl fiir Genetische
Epidemiologie sind die Verantwortlichen fur die Durchfiihrung der AugUR-Studie.

2.1.1 Proben

Einwohner in und um Regensburg, die alter als 70 Jahre alt waren, wurden eingeladen, an der
Studie teilzunehmen. Insgesamt wurden 5644 Individuen (2437 Mé&nner und 3207 Frauen)
kontaktiert. Letztendlich haben 1133 Probanden an der Studie teilgenommen.

Teilnehmer, die das Uniklinikum Regensburg erreichen konnten und wollten, wurden in die
Studie mit aufgenommen. Das Durchschnittsalter der Teilnehmer war zum Zeitpunkt des
Studienbeginns 77,6 (+/- 5) Jahre. Davon sind 54,9 % ménnliche Probanden. Der Anteil
weiblicher Probanden liegt somit bei 45,1 %.

Der durchschnittliche BMI (Body-Mass-Index) der Probanden entsprach 28 (+/- 4,5).
Zusétzlich wurden die Probanden auf Bluthochdruck und Diabetes Mellitus Typ 2 untersucht.
Zum Zeitpunkt der Untersuchung hatten 73,5 % der Probanden Bluthochdruck und 21,5 %
litten unter Typ 2 Diabetes Mellitus.

An den Teilnehmern wurde eine multimodale retinale Bildgebung durchgefiihrt. Genaueres
Vorgehen und Ergebnisse der Studie konnen den Veroffentlichungen entnommen werden.*6
In der Studie ,,On the impact of different approaches to classify age-related macular
degeneration: Results from the German AugUR study” wurden Versuche unternommen,
altersbedingte Makula-Degeneration zu klassifizieren und einzuordnen.*® In einer zweiten
Studie - ,,Retinal Layer Thicknesses in Early Age-Related Macular Degeneration: Results
From the German AugUR Study” - wurde versucht, die AMD Patienten-Gruppe von
gesunden Patienten anhand der Schichtdicke der Retina zu unterscheiden. Das
Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Universitiat Regensburg genehmigt und
entspricht der Helsinki Erklarung von 1964.47

Von allen Teilnehmern wurden im Institut fur funktionelle Genomik NMR-Plasma-Spektren
erstellt. Von den 1133 gemessenen Plasmaspektren wurden 132 zufallig ausgewéhlte

Plasmaspektren quantifiziert.
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2.1.2 Probenaufbereitung

Die Proben wurden von der Labortechnischen Assistentin Claudia Samol im September 2017
aufbereitet und sequenziert. Dabei wurde 200 pl der Plasmaprobe mit 250 pl Puffer und

10 pl Ameisensdure zu einer Losung vermischt. Der 250 ul Puffer besteht aus 200 p eines
0,1 molaren Kaliumphosphatpuffer und hat einen pH-Wert von 7,4. Dazu kommen 50 pl einer
0,75 % TSP-LOsung mit Deuterium Oxide (D20).

Da nur wenig Probenmaterial zur Verfligung stand, konnten nur 200 pl des Probenmaterials
genutzt werden. Um ein Gesamtvolumen von 650 pl, fir das NMR-Spektrometer optimale
Probevolumen, zu erreichen, wurden 200 pl H20 zur Plasmaprobe hinzugefiigt. Fir die
GCKD- und AugUR-Proben wurde die gleiche Menge an Referenzsubstanz genutzt. Somit ist
das AugUR-Probematerial verdiinnter im Vergleich zu den unverdiinnten GCKD-Proben.
Daher musste nach dem Auswerten der Proben der Dilutionsfaktor (\VVerdiunnungsfaktor) 2
miteinberechnet werden. Alle gemessenen Konzentrationen wurden mit 2 multipliziert, sodass
die Ergebnisse in einem unverdinnten Verhéltnis angegeben wurden. Die Verdlinnung hat
auch zur Folge, dass sich bei gleichbleibender Anzahl von Messwiederholungen das Signal-
zu-Rausch Verhaltnis entsprechend verschlechtert. Um dies auszugleichen, wurde in den
AugUR-Proben im Vergleich zu den GCKD-Proben eine vierfach hhere Anzahl von

Messwiederholungen durchgefuhrt (siehe Abschnitt 2.1.3).

2.1.3 Messung der Proben

Die Proben wurden mit Hilfe des NMR-Spektrometers mit der CPMG-Methode (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill-Sequenz) gemessen. Die Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Sequenz dient
der Bestimmung der Spin-Spin-Relaxationszeit T2.4¢ Da Makromolekiile wie Proteine oder
Fette, die 1D-Sequenzen storen oder irritieren und somit die Metaboliten unkenntlich machen,
wird die T2-Relaxationszeit genutzt. In dieser wird nach einer Anregung mit einem
elektromagnetischen Impuls die Aufnahme nicht direkt gestartet, sondern die Zeit Uberbrickt,
bis die Makromolekiile relaxiert sind. Makromolekiile haben kurze T2-Relaxationszeiten und
werden daher durch die CPMG-Sequenz nicht mit aufgenommen. Durch die erwahnte
(Abschnitt 2.1.2), notwendige vierfache (von 128 auf 512) Erhéhung der
Messwiederholungen, was einer Verdoppelung des Signal-zu-Rausch Verhaltnisses
entspricht, wurde das Signal der Metaboliten vom Rauschen abgesetzt und die Aufldsung
verbessert. Dadurch konnten die Metaboliten identifiziert und vom Rauschen differenziert

werden.
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2.2 German Chronic Kidney Disease (GCKD)-Studie

Die German Chronic Kidney Disease (GCKD)-Studie ist eine Beobachtungsstudie, welche
von der Deutschen Gesellschaft fiir Nephrologie (DGfN) initiiert wurde. Die GCKD-Studie
gilt als das groRte kooperative Forschungsprojekt, das bislang in der deutschen Nephrologie
durchgefiihrt wurde. Zudem ist die GCKD-Studie die weltweit groRte CKD-Kohortenstudie.*
Prof. Dr. Kai-Uwe Eckardt, Professor fur Innere Medizin und Direktor der Medizinischen
Klinik mit Schwerpunkt Nephrologie an der Charité Berlin, ist Leiter der GCKD-Studie.

Die GCKD-Studie arbeitet mit anderen Kohortenstudien zusammen, um die Ergebnisse der
Studie zu optimieren. Dabei besteht eine enge Korrespondenz mit der ,,Chronic Renal
Insufficiency Cohort (CRIC)* Studie in den USA, welche 3612 chronische Nierenerkrankte
untersucht, der ,,CKD-JAC* aus Japan, welche 3000 Patienten mit einer CKD beobachtet,
sowie der ,,Indian Chronic Kidney Disease Study (ICKD)*, welche 5000 Patienten
inkludiert.>® 5152 Die Zusammenarbeit mit den anderen Kohorten bietet ebenfalls die Chance,
chronisch Nierenerkrankte auf verschiedenen Kontinenten zu vergleichen.

EIf Universitaten und mehr als 300 niedergelassene Nephrologen sammelten bis zu zehn Jahre
Daten von tiber 5000 chronisch nierenerkrankten Patienten in Deutschland (Abbildung 3)°3.
Kooperierende Institute in Deutschland und Osterreich sind das ,,Institut fiir funktionelle
Genomik der Universitit Regensburg® sowie das ,,Department fir Medizinische Genetik,
Molekulare und klinische Pharmakologie der Medizinischen Universitéit Innsbruck®, welche

mittels moderner Analysetechniken die gesammelten Daten auswerten. %3
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Abbildung 3: GCKD-Zentren in Deutschland.

Hauptziel der Studie ist es, anhand moderner Analysetechniken prognostische, diagnostische
und therapiebezogene Marker zu identifizieren. ,,.Letztendlich sollen durch gezieltere
Diagnose- und Therapiemanahmen Prognose und Lebensqualitit von Nierenpatienten
verbessert werden.* so der Wortlaut der offiziellen Webseite der GCKD-Studie.>*

Zusétzlich zu den Zielen der verbesserten Diagnose und Therapiemalnahmen soll ein
Grundstein fur klinische Studien zu Nierenerkrankungen gelegt werden. Die Anzahl
klinischer Studien zu chronischen Nierenerkrankungen fallt weit geringer aus als klinische

Studien in anderen Bereichen.>®

2.2.1 Proben

In die GCKD-Studie wurden nur chronisch Nierenerkrankte mit einer eGFR von

30 — 60 ml/min x 1,73 m? (nach MDRD-Formel) und/oder einer Albuminurie von mehr als
300 mg/g Kreatinin inkludiert. Dies entspricht nach der Einteilung der eGFR-Patienten im

Nierenstadium Ill. Zudem mussten die Probanden zwischen 18 und 74 Jahre alt sein.
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Patienten mit einer aktiven Krebserkrankung, einer transplantierten Niere, Herzinsuffizienz
(NYHA 1V) und nicht kaukasischer Herkunft wurden von der Studie ausgeschlossen.>

Die 5217 chronisch nierenerkrankten Probanden wurden zwischen 2010 und 2012 in die
Studie aufgenommen. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle zwei Jahre Biomaterialien in einer
zentralen Bio-Bank gesammelt. In den Zwischenjahren fanden Telefoninterviews statt.

Die Probanden sollten dann bis zu zehn Jahre lang beobachtet werden. Seit Marz 2018
werden allerdings nur noch Telefoninterviews gefiihrt, in denen wichtige Ereignisse und/oder
Neuerkrankungen, besonders kardiovaskulare, erfragt werden.5

Das Durchschnittsalter der Probanden betragt 60,1 (+/- 12 Jahre). In der Studienpopulation
sind 60 % der Probanden mannlich und 35 % Diabetiker (33 % Typ 2 Diabetes).%’

Im aktuellsten Datenstand vom 2. Januar 2022 ist nachzulesen, dass 1153 (22 %) Probanden

verstorben sind.%8

2.2.2 Probenaufbereitung

Die Proben wurden von Claudia Samol und der ehemaligen Promovendin Helena Zacharias
im Institut fir funktionelle Genomik in Regensburg aufbereitet und gemessen. Fir die
Aufbereitung wurden 200 pl eines 0,1 molaren Phosphatpuffers mit einem pH-Wert von 7,4
mit 400 pl der EDTA Plasmaprobe zusammengefigt. Zuséatzlich wurden 50 pl einer 0,75 %

(w) TSP-Losung in D20 und 81,97 mmol/l Ameisenséure hinzu vermischt.>’

2.2.3 Messung der Proben
Die GCKD-Proben wurden - so wie die AugUR-Proben - ebenfalls mit der CPMG-
Pulsfrequenz aufgenommen, um Signaltberlagerungen von Makromolekiilen zu minimieren.

Nach der Messung wurden die Spektren in Top Spin 3.1 halbautomatisch prozessiert.
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2.3 Datenauswertung
Im Folgenden werden die Programme erldutert, mit denen die Metaboliten der Spektren

zunachst identifiziert und im Verlauf quantifiziert wurden.

2.3.1 Chenomx

Die durch die NMR-Spektroskopie erstellten Spektren wurden mit Hilfe des Software
Programms ,,Chenomx NMR Suite* des Herstellers Chenomx Inc. quantifiziert.

Chenomx wird in verschiedenen wissenschaftlichen Studien und Forschungsarbeiten genutzt,
um metabolische Gemische genau zu untersuchen. Die Anwendungsbereiche von Chenomx
umfassen pharmazeutische Stoffwechselstudien, Untersuchungen von Biomarkern und Zell-
Stoffwechsel sowie Erndhrungsstudien.

Mit Chenomx koénnen in 1D H-NMR-Spektren Metaboliten sowohl identifiziert als auch
deren Konzentration im Plasma bestimmt werden. Dies wird von Chenomx auch als
,Targeted Profiling bezeichnet.>® Chenomx stellt eine Metaboliten-Zusammensetzung von
uber 300 Metaboliten als Referenz-Datenbank fir die Analyse zur Verfugung. Das Programm
Chenomx hat verschiedene eigenstandige Funktionen. Fir die Quantifizierung der GCKD-
und AugUR-Studie wurde der Chenomx Processor sowie der Chenomx Profiler genutzt.

Der Processor wurde zunéchst genutzt, um die Referenzspektren anhand vom eingestellten
pH-Wert und der Linienbreite der Referenzsubstanz an das jeweilige gemessene Spektrum
anzupassen, sodass die darauffolgende Quantifizierung mittels des Chenomx Profiler
optimiert werden konnte. Zunachst musste das unbearbeitete NMR-Spektrum als 1r-Datei in
den Processor iiber die Spalte ,,File* ausgewidhlt und in den Processor geladen werden.

Wie schon angedeutet, wurde Ameisensaure zu den Plasmaproben mit einer Konzentration
von 2,05 mMolar zugesetzt und als Referenzsubstanz genutzt. Der pH-Wert betrug in beiden
Studien-Messungen 7,4 +/- 0,5. Dieser pH-Wert und die Konzentration von 2,05 mMolar
wurden dementsprechend auch in den Processor (Abbildung 4) eingegeben.

Im néchsten Schritt musste der Chemical Shape Indicator (CSI) eingestellt werden.

Der CSI spiegelt die jeweilig genutzte Referenzsubstanz wider. Als CSI wurde Ameisensdure
genutzt, welches manuell in jedem untersuchten Spektrum genau angepasst werden musste,
um die Form und Grol3e der Referenzsubstanz auszumachen (Abbildung 4).

Dies ist entscheidend, um mit Hilfe des Profilers die Konzentrationen der Metaboliten im
Spektrum zu bestimmen, da diese sich an der Konzentration der Referenzsubstanz orientieren.
Danach wurde das prozessierte Spektrum in den Chenomx Profiler geladen, um die

Konzentration der Metaboliten zu quantifizieren (Abbildung 5).
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Dabei wurde mit Hilfe der ,, Targeted Profiling*“-Funktion eine Reihe an Signalen angezeigt,
die dem gesuchten Metaboliten entsprachen. An diese Signale oder auch Frequenzbereiche
wurden dann die Flachen angepasst, welche die Konzentration des gesuchten Metaboliten
widerspiegelten. Durch das Ausfiihren der ,,Fit automatically“-Funktion konnte das Integral
(,,blaue Fliche* in Abbildung 5) durch Chenomx automatisch an das anzupassende Signal
gefittet werden. Somit wurde der Anpassungsprozess vereinfacht, musste aber manuell
nachgebessert und kontrolliert werden. Die Wirksamkeit bzw. Korrektheit der besagten ,,Fit
automatically*“-Funktion wird in Abschnitt 3.1 dieser Arbeit ausgiebig getestet und analysiert.
Zur genauen Anpassung kam die sogenannte ,,Substraction Line* zur Hilfe, welche
ausgeglichen tiber und unter der Baseline adjustiert werden sollte.

Die GCKD-Spektren wurden im Jahr 2018 von zwei Studenten der Zahnmedizin im Rahmen
der Promotionen ,,Differenzierung und Graphische Darstellung Metabolischer Unterschiede
der dominierenden Chronischen Nephropathien in Humanen Plasma-Proben der GCKD-
Studie mit Hilfe der 1H-NMR-Spektroskopie®, verfasst von Tobias R. Berger, sowie
,Computergestiitzte Klassifikation des Metabolischen Profils und Algorithmische Vorhersage
von Chronischen Nephropathien®, verfasst von Daniel Well, quantifiziert.5”60

Um nicht anders als Tobias R. Berger und Daniel Well zu quantifizieren, wurden zundchst
verschiedene GCKD-Spektrometer (GCKD Sample Nummern 42, 53 und 57) von mir
quantifiziert und dann mit den Auswertungen von Tobias R. Berger und Daniel Well
verglichen. Dieser Schritt in der Quantifizierung war wichtig, um maogliche Unterschiede in
individuellen Mess-Techniken auszuschliefen und um die Ergebnisse der Quantifizierung
bestmoglich vergleichen zu kénnen.

Dabei fielen keine signifikanten Unterschiede in den Messergebnissen auf.
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2.3.1.1 Spike-In

Fir alle zu quantifizierenden Metaboliten wurde Giberprift, ob ihre Signale in den Spektren
eindeutig zu identifizieren sind. Daflr wurde bei funf AugUR-Spektren genau untersucht und
gepruft, ob eine genaue Lokalisation und Identifikation des jeweilig untersuchten Metaboliten
innerhalb des Spektrums mdglich seien. Probleme in der Identifikation von Metaboliten im
Spektrum konnen verschiedene Ursachen haben:

1. Die Metaboliten sind als Singulett (einzelnes Signal innerhalb des Spektrums)
dargestellt. Ohne die Multiplett-Information (mehrere Signale innerhalb des
Spektrums) kénnen die Signale nicht einer bestimmten Substanz zugeordnet werden.

2. Die Metaboliten sind nur in sehr geringer Konzentration im Spektrum vorhanden.

3. Die Metaboliten sind innerhalb des Spektrums nicht oder nur sehr schwer von anderen
Spikes/Metaboliten zu differenzieren.

Alle aufgezahlten Probleme stellen eine Indikation flr ein Spike-In Verfahren dar, welches
maoglicherweise die Identifikation von Metaboliten ermdglicht.

Es wurden 26 Metaboliten auf deren genaue Lokalisation im Spektrum untersucht und deren
Identifizierbarkeit beurteilt. Diese 26 Metaboliten wurden durch bestehende Forschungen
innerhalb des Instituts flr funktionelle Genomik und in 6ffentlichen Publikationen anderer
Institute und Labore, als mdogliche wichtige Parameter fiir CKD befunden.20:61.62

Nach Auswertung der Spektren wurden fir folgende Metaboliten Spike-Ins erstellt:

e Acetat 2 Singulett

e Acetoacetat = unsichere Form und als Singulett dargestellt

e Aceton - Singulett

e Betain - Singulett

e Carnitin = nicht zu identifizieren

e Glycin - Singulett

o Isobutyrate = nicht zu identifizieren

e Prolin - niedrige Konzentration

o Trimethylamine-N-Oxid - schwierig von anderen Signalen zu differenzieren

Das Spike-In Verfahren ist die erneute Messung einiger randomisierter AugUR-Proben. Der
Unterschied in der neuen Spike-In Probe ist, dass in dieser Probe der gesuchte Metabolit in
Reinform zugefihrt und somit signifikant erhéht und im Spektrometer sehr viel deutlicher
dargestellt wird.

Um Spike-Ins zu erstellen, wurde den AugUR-Proben 870, 820, 833 und 854 jeweils 5ul

Spike-In VVolumen der jeweiligen Metaboliten hinzugefigt.

40



Um Uberschneidungen der gespikten Metabolitensequenzen zu vermeiden, wurden diese auf
die verschiedenen Proben verteilt.

In Probe 870 wurden die Spike-In Volumina von Isobutyrat, Threonin, Acetat, Acetoacetat,
Dimethylamin und Betaine hinzugeftigt. Aceton, Isoleucin, Pyruvat, Glycin, Kreatine und
Trimethylamine N-Oxid (TMAO) wurden in Probe 820 zugegeben. Carnitin wurde in Probe
833 und Methanol in Probe 854 beigefiigt.

Die Spike-In Proben wurden dann im NMR-Spektrometer gemessen. Darauffolgend wurden
die ermittelten Spektrometer zunéchst in das Programm ,,TopSpin 3.1 eingefligt, um eine
ebene, symmetrische Baseline sicherzustellen. Schlussendlich wurde die Spektrumsequenz
der gesuchten Metaboliten durch das Programm ,,Amix 3.9.3* ermittelt. Dabei wurde die
,alte“ AugUR-Probe mit der neuen Spike-In AugUR-Probe tbereinandergelegt, um die
Position des entsprechenden Metaboliten eindeutig zu bestimmen.

Nach einer ausfihrlichen Analyse der Spike-In Spektren, mussten die Metaboliten
,Isobutyrate* und ,,Carnitin“ von der weiteren Quantifizierung und Untersuchung der Arbeit
ausgeschlossen werden.

Isobutyrate wies im Vergleich der normalen und gespikten Spektren in Amix keine erhéhte
Konzentration oder aufféllige Spikes auf und konnte innerhalb des Spektrums nicht
identifiziert werden. Somit ware die Quantifizierung von Isobutyrate falsch positiv gewesen.
Carnitin wurde zwar im Amix-Programm identifiziert, war aber unmoglich im Chenomx
Programm vom Rauschen abzuheben und wurde somit auch von der Studie ausgeschlossen.
Somit ergeben sich 24 Metaboliten, die mit Hilfe von Chenomx genau identifiziert und
quantifiziert werden konnten (Tabelle 2). Die vollstandige Liste der Metaboliten mit den

jeweiligen Signalpositionen, die quantifiziert werden, ergab sich wie folgt:
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Metabolit Sequenz (in ppm) Weitere Sequenzen (in ppm)

3-Hydroxybutyrate 1,19 4,10 -4,17
Acetat 1,92
Acetoacetat 2,27
Aceton 2,22
Alanin 1,45-1,48
Asparagin 2,91 - 2,96 2,8; 4,0; (6,9); (7,6)
Betain 3,89 3,25
Kreatin 3,02 - 3,03 3,91
Kreatinin 4,04 3,03
Dimethylamin 2,71
Glukose 3,80 - 3,85 5,2;4,6; 3,7; 3,5; 3,4;3,2
Glutamin 2,42 - 2,46 (2,44)
Glycin 3,55
Histidin 7,78 -7,795; 7,05 - 7,06 3,97 - 4,00
Isoleucin 0,99-1,01 3,7;2,0;15;1,2;0,9
Laktat 1,3-1,33 4,1
Methanol 3,35
Phenylalanin 7,39-7,44;7,30-7,33 4,0; 3,3; 3,1
Prolin 2,30-2,37; 3,30 - 3,36 4,1;3,4;2,1;20
Pyruvat 2,36
Threonin 4,22 -4,28 3,6;1,3
Trimethylamine-N-Oxid 3,25 - 3,26
Tyrosin 6,87-6,9; 7,17 -7,2 3,9; (3,2; 3,0)
Valin 1,02 - 1,04; 0,96 - 0,99 2,24-2,28; 3,60

Tabelle 2: Metaboliten und deren Sequenzen im Spektrum. Die Sequenzen im Spektrum sind in ppm angegeben.

Nach ausfuhrlicher manueller Quantifizierung der Spektren, wurden die quantifizierten Daten
in eine Excel-Tabelle eingefuigt. Dafiir wurden 132 von 1132 Spektren der AugUR- Studie
mit Hilfe des Chenomx Profiler quantifiziert.

Die AugUR-Daten sind wie folgt am y-Ordner im Institut flr funktionelle Genomik am
Biopark Regensburg gespeichert: Datenlaufwerk-
Oefner->nmr—>data—>prozessiert->NMR2017_Projekte2017->NMR2017_8->NMR2017 8
X_02_06_2017->10->pdata—>10->1r. Die 1r Datei muss in Chenomx geladen werden, um
diese zu quantifizieren.

Insgesamt konnten von moéglichen 3168 Metabolitenkonzentrationen 3018 einzelne

Metabolitenkonzentrationen ermittelt werden.

2.3.3 Amix

Amix 3.9.13 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Germany) ist ein zusatzliches Software-
Programm, um spektroskopische Daten zu veranschaulichen. Bei Amix wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Funktion des Ubereinanderlegens von Spektren genutzt, um

Gemeinsamkeiten, Unterschiede oder Spike-In’s aufzuzeigen. Ein weiteres wichtiges Tool in
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der Datenanalyse ist die Nutzung von Bucket Tool Kalkulationen, um Bucket Integrale zu
bestimmen. Amix ist ein lizensiertes Programm und wurde vom Institut kostenpflichtig

erworben und zu Forschungszwecken bereitgestellt.

2.4 Datenanalyse

2.4.1 R-Studio

Zur statistischen Datenanalyse wurde hauptséchlich das Programm R-Studio Version 1.1.463
genutzt. Das Programm, welches im Jahr 2011 erschienen ist, dient der Anwendung durch
Programmiercodes der Programmiersprache R. Die Software ist entweder als ,,Open Source
Edition* frei verfligbar oder als ,,Commercial License* kostenpflichtig verfiigbar und sowohl
auf Mac- als auch auf Microsoft-Betriebssystemen anwendbar. Im Rahmen meiner Arbeit
wurde ausschlieRlich mit der frei verflighbaren Software gearbeitet. Skripte kénnen zu
Projekten zusammengefasst und entweder graphisch oder auch mit mathematischen Codes
ausgefihrt werden.

R-Studio ist in vier rechteckige Bereiche unterteilt. Ein Bereich dient dem Skript, ein weiterer
dient der Konsole, einer dient dem Import von Datensétzen und der vierte zeigt die Outputs

des Skriptes an und bietet Hilfe bei Fragestellungen (Abbildung 6).

C - i « Addins ~
©  Untitied1* Manuell Auto = Environment t  History Connections —
SourceonSave 4/ - +Run % Source = g ~Import Dataset = & List ~
1 T-test in R-Studio fir Threonine 7k Global Environment ~
2 library(readxl e
3  AUGUR_R_Studio read_excel("~/Desktop/Doktorarbeit/AUGUR-R-Studio. x1sx
4 View(AUGUR_R_Studio) Augur 1658 obs. of 1 variable
S GCKD_R_Studio <- read_excel("~/Desktop/Doktorarbeit/GCKD, R-Studio.xlsx™) 8P 5217 obs. of 2 variables
6 View(GCKD_R_Studio. Cre 1180 obs. of 2 variables
; t.test(AUGUR_R_StudioSThreonine, GCKD_R_StudiosThreonine sere pEL7 obs; of 2 varianles
9 fc 900 obs. of 2 variables
'} fit Large vsn (38.8 Mb)
Foldchange 900 obs. of 2 variables
Mean_GCKD_AUGUR 2350 obs. of 1 variable
p 900 obs. of 4 variables
pAdjusted List of 4
oc Larae orcomo (S elements. 44.5 Mb)

Top Level) RScript = Files  Plots  Packages Help  Viewer -
Console el # Export +

The following objects are masked from ‘package:stats’:

IQR, mad, sd, var, xtabs

Abbildung 6: t-Test in R-Studio. Das Programm ist in vier Bereiche untergliedert: Skript (oben links), Import (oben rechts),
Konsole (unten links), Output (unten rechts).
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2.4.2 Statistische Analyse

Wie schon erwéhnt musste der quantifizierte Datensatz der AugUR-Studie vor der
statistischen Analyse bearbeitet werden, um die Auswertung der Daten mdéglichst an die
Messkonditionen und Auswertungskonditionen der GCKD-Studie anzupassen. Das genaue
Vorgehen wurde in den Abschnitten ,,2.1.2 Probenaufbereitung® und ,,2.1.3 Messungen und

Prozessierung der Proben® genau beschrieben.

243 t-Test

Der t-Test soll die Frage beantworten, ob die Mittelwerte der Konzentrationen der
Metaboliten der GCKD- und der AugUR-Gruppe signifikant unterschiedlich sind. Dafur
wurde in diesem Fall der Zweistichproben-t-Test (Welch’s t-Test) genutzt.

Die Nullhypothese Ho, welche ausdriickt, dass keine signifikanten Unterschiede in den
untersuchten Gruppen vorzufinden sind, wird durch den t-Test entweder abgelehnt oder
angenommen.

Mit Hilfe von Formel 7 kann der t-Wert berechnet werden. X1 entspricht dabei dem
Mittelwert der ersten Stichprobe und X2 entspricht dem Mittelwert der zweiten Stichprobe.
Daraus ergibt sich, dass je groRer die Differenz der Mittelwerte beider Gruppen, desto groRer
der t-Wert (positiv oder auch negativ). Aullerdem wird aufgezeigt, dass je grofer die
Standardabweichung (Varianz), Sy, der Probe, desto kleiner der t-Wert. Die t-Test Formel

entspricht:

t = t-Wert

X1 = Mittelwert der ersten Stichprobe
X2 = Mittelwert der zweiten Stichprobe
Sb = Standardabweichung

n = StichprobengroRe der jeweiligen Gruppe

Formel 7: Berechnung des t-Wertes.
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Es gibt zwei Bedingungen, die vor der Berechnung des t-Wertes erfiillt sein mussen:
1. Die Daten beider Gruppen orientieren sich an einer GauRschen Normalverteilung.
Die GauBsche Normalverteilung gibt an, dass sich erhobene Daten symmetrisch
verteilen und eine sogenannte Glockenkurve darstellen. Median und Mittelwert
sind in diesem Fall identisch. Das Prinzip des zentralen Grenzwertsatzes hat in der
Gaulischen Normalverteilung eine wichtige Bedeutung:
Dieser besagt, dass der Mittelwert einer entnommenen Stichprobe aus einer
Grundgesamtheit ndherungsweise dem Mittelwert einer Grundgesamtheit
entspricht.
2. Die Standardabweichung (Varianz) beider Gruppen ist gleich.
Varianz ist ein MaR fiir die GrolRe der Abweichung der Wahrscheinlichkeitsdichte
um ihren Schwerpunkt. Diese muss bei beiden zu untersuchenden Gruppen
identisch sein. Dabei ist es wichtig zu wissen, dass die Varianz durch biologische
(i.e. unterschiedliches Essverhalten innerhalb der Gruppe) und technische
(Spektrometer-Leistung, Probenvorbereitung) Faktoren variieren kann. Dies muss
vor dem t-Test entsprechend korrigiert werden.
Mit Hilfe des p-Wertes aus dem t-Test wird geklart, ob es einen signifikanten Unterschied im
Metaboliten-Profil zwischen nierenerkrankten und nierengesunden Probanden gibt. Der p-
Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, einen vorhandenen t-Wert zu erwirken, wéhrend die
Nullhypothese geltend ist.
Entspricht der p-Wert einer Wahrscheinlichkeit < 5 %, so ist die Nullhypothese abzulehnen
und ein signifikanter, also nicht durch einen Zufall entstehender, Unterschied anzunehmen. Ist
der p-Wert > 5 %, ist die Wahrscheinlichkeit des Ergebnisses zu hoch, dass es sich um einen
zufalligen Unterschied im Vergleich der Metabolitenkonzentrationen handeln kénnte. Die
Nullhypothese wird in diesem Fall angenommen. Wird aufgrund eines p-Wertes < 5 % ein
signifikanter Unterschied angenommen, obwohl dieser Unterschied nur aus Zufall entstanden
ist, so wird dies als falsch positiv bezeichnet. Ein falsch positiv angenommener Unterschied
zweier statistischer Variablen wird auch als Alpha-Fehler bezeichnet. Die Rate der falsch
positiven Werte wird im englischen auch als False Discovery Rate (FDR) (zu deutsch:
Falscherkennungsrate) bezeichnet. Um die False Discovery Rate zu minimieren, muss bei
multiplen statistischen Tests das Signifikanzniveau niedriger sein als bei einem einzelnen
Test.
Daher wurde von Yoav Benjamini und Yosi Hochberg der Benjamini/Hochberg-Quotient

definiert. Um die Benjamini/Hochberg Korrektur auf die p-Werte anzuwenden, missen diese
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zunachst in aufsteigender Reihenfolge sortiert und einem Rang zugewiesen werden. Dann
wird jeder p-Wert mit der Anzahl der Tests multipliziert und durch den jeweiligen Rang
geteilt.

Das Ergebnis entspricht dem neuen p-Wert, welcher nach Benjamini/Hochberg korrigiert
wurde. Durch dieses Verfahren werden die Alpha-Fehler, also Fehler, die beim Durchflihren
von statistischen Tests entstehen, minimiert.5

Der Benjamini/Hochberg-Quotient wurde mittels R-Studio bestimmt.

2.4.4 Volcano Plot
Mit den berechneten p-Werten wurde ein VVolcano Plot erstellt, um den p-Wert in Relation
zum Fold Change bzw. dem Quotienten (Mean of AugUR /Mean of GCKD) der Mittelwerte
der beiden Studien darzustellen.
Im Volcano Plot wird der p-Wert mit -10 logarithmiert und auf der y-Achse dargestellt. Dies
fuhrt dazu, dass hochsignifikante Punkte mit niedrigen p-Werten am oberen Rand des
Diagramms erscheinen. Der Fold Change wird mit 2 logarithmiert und auf der x-Achse
dargestellt. Dadurch werden Verénderungen/Unterschiede der Metabolitenkonzentrationen,
der untersuchten Gruppen in beide Richtungen gleich weit vom Nullpunkt auf der x-Achse
dargestellt. Durch den Fold Change wird nicht die absolute Differenz beider Werte
dargestellt, sondern die Vervielfachung projiziert. Mit Hilfe des VVolcano Scatter Plots kénnen
statistisch signifikante Werte in Relation zur GroRe der Verédnderung gebracht werden, um
mdoglichst relevante Metaboliten zu identifizieren.
Auf dem Volcano Plot ergeben sich demnach zwei Interessensgebiete:
1. Die Punkte, die méglichst hohe Werte auf der y-Achse aufweisen. Diese entsprechen
einem moglichst niedrigen p-Wert und folglich einer hohen Signifikanz.
2. Die Punkte, die moglichst positive oder negative Werte auf der x-Achse aufweisen
und demzufolge einer hohen Vervielfachung der Konzentration entsprechen.

Zur Erstellung und Darstellung wurde R-Studio genutzt.

2.4.5 Bucketing

Ein vollstdandiges NMR-Spektrum enthalt bis zu mehrere tausend Signale/Metaboliten. Um
die Untersuchung der Signale in den Spektren zu vereinfachen, wird das Spektrum in
Abschnitte, sogenannte Buckets unterteilt. Danach wird das gesamte Integral des jeweiligen

Buckets bestimmt. Die einheitlichen Bucketbreiten entsprechen 0,01 ppm.
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Um Buckets zu erstellen, wurde das Programm Amix Viewer 3.9.9 genutzt. Zunachst wird
iiber das Amix Tool die Funktion ,,New Bucket table* gedffnet. Dabei wird die Option in 1D-
Spektroskopie und einfachen rechteckigen Buckets genutzt (,,simple rectangular buckets®).
Der zu untersuchende Spektrumbereich entspricht von 9,5 ppm bis 0,5 ppm in besagten 0,01
ppm Abschnitten. Die Referenzregion (,,scaling reference region®) bezieht sich auf 8,48 - 8,44
ppm, da dort die Ameisensaure liegt, welche sowohl in AugUR- als auch in GCKD-Proben
als Referenzsubstanz genutzt wurde. In zwei weiteren Berechnungen wurde die scaling region
auf ,,No Scale* (also keiner Referenzsubstanz) und Ca?*-EDTA als Referenzsubstanz
(ungeféhr 2,56 ppm (von 2,55 - 2,57 ppm)) umgestellt.

Der Frequenzbereich von 2,55 - 2,57 ppm fiir Ca?*-EDTA innerhalb des Spektrums stammt
aus Erkenntnissen des Institutes fir funktionelle Genomik Regensburg.?° Kalzium (Ca?*-
EDTA) wurde als Referenzsubstanz genutzt, da dieses im Plasma normalerweise auch bei
chronisch Nierenerkrankten in den friihen Nierenstadien relativ konstant ist und meist erst in
sehr fortgeschrittenen Nierenstadien beeinflusst wird.%*

Im néchsten Schritt wurde der Bereich ausgeschlossen, welcher innerhalb des Spektrums
Wasser darstellt und somit als Nullwert angegeben wird und folglich die Interpretation der
Ergebnisse der p- und t-Werte stéren konnte. Mit Hilfe der Funktion ,,Edit exclusion* wurde
daher der Wasserbereich 4,5 — 5 ppm ausgeschlossen. Dann wurde die Funktion ,,Data tree*

genutzt, um die Datensétze hochzuladen.

2.4.6 Bucket Analyse

Um beide Datensétze zu vergleichen, wurden mit Hilfe der BiocGenerics-Funktion in R-
Studio die Datensétze auf Normalverteilung getestet und ein anschlieRender t-Test fur beide
Gruppen definiert. Mit Hilfe des t-Tests konnten signifikant unterschiedliche

(p-Werte < 0,05) Buckets ausgemacht werden.

Wourde Ca?*-EDTA als Referenz genutzt, ergaben sich am wenigsten signifikante Buckets
(siehe Abschnitt 3.3.3). Daher kann davon ausgegangen werden, dass Ca?*-EDTA als
Referenzregion hinsichtlich der Bucketanalyse die spezifischsten und prazisesten
signifikanten Unterschiede darstellt. Aufgrund dessen wurden fiir die weiteren Bucket-
Analysen ausschlieRlich die signifikanten Buckets mit Ca?*-EDTA als Referenzregion
genutzt. Im weiteren Verlauf wurden die signifikanten Abschnitte (p-Wert <5 %, in denen
sich GCKD signifikant von AugUR unterschied) aus der Bucket Analyse mit Spektren in
Amix verglichen. Anhand des ,,Ubereinanderlegen® von Spektren in Amix, kann identifiziert

werden, ob und welche Unterschiede in den AugUR- und GCKD-Plasmen in den

47



signifikanten Bucket-Bereichen vorliegen. Es wurden jeweils 10 Plasma-Proben beider
Untersuchungsgruppen in Amix geladen. So konnten signifikante Unterschiede, die nur in
Rauschbereichen vorliegen, von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen werden.

Durch den direkten Vergleich von AugUR- und GCKD-Spektren konnte ein Fokus auf
auffallige Bereiche gelegt werden, die im weiteren Verlauf genauer untersucht wurden. Dabei
wurde besonders darauf geachtet, signifikante Buckets naher zu betrachten, welche magliche
bekannte Signale der 24 naher untersuchten Metaboliten oder auch andere auffallige Signale
enthielten. Signifikante Buckets, welche nur ein Rauschen oder ein verschobenes
Metabolitensignal beinhalteten, wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Nachdem die relevanten Buckets ,,herausgefiltert wurden, wurden diese mit Ergebnissen aus
der Studie ,,750 MHz 1H and NMR Spectroscopy of Human Blood Plasma“, von Jeremy K.
Nicholson and Peta J. D. Foxall und Referenzspektren aus der BBiorefcode Database (Bruker
BioSpin, Rheinstetten, Germany) verglichen, um eine mdgliche Identifizierung von

Metaboliten in den relevanten Buckets ableiten zu kénnen.®

2.4.7 Hauptkomponentenanalyse/Principal Component Analysis (PCA)

Im weiteren Verfahren der Bucket-Untersuchung wurde mit den Buckets eine
Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principal Component Analysis (PCA)) durchgefihrt. In
der Hauptkomponentenanalyse wird hauptsachlich eine Dimensionsverminderung von
Variablen durchgefuhrt, um diese zu reduzieren. Obwohl die Variablen reduziert werden, soll
die Hauptkomponentenanalyse ohne Verlust wichtiger Informationen auskommen. Ein
hochdimensionaler Datensatz wird somit in einen niederdimensionalen Raum projiziert, um
den multivariablen Bucket-Datensatz vereinfacht zu veranschaulichen.

Diese Hauptkomponentenanalyse wurde verwendet, um den sehr grol3en Bucket-Datensatz zu
strukturieren bzw. zu vereinfachen, indem bedeutende Verhaltensmuster hervorgehoben
wurden. So konnten Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen AugUR- und GCKD-

Buckets sichtbar dargestellt werden.

2.4.8 Geschatzte glomeruléare Filtrationsrate (eGFR)

Die geschatzte glomerulére Filtrationsrate (eGFR) ist eine der wichtigsten Nierenparameter,
um Nierenerkrankte zu vergleichen und zu Klassifizieren. Die eGFR von GCKD wurde durch
vorangegangene Forschungen mit der sogenannten Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration-Formel (CKD-EPI) berechnet. Die eGFR nach CKD-EPI der AugUR-Studie
wurde neben weiteren Parametern bei der Aufnahme der Probanden der Studie bestimmt. Um
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zu ermitteln, ob ein Unterschied in der eGFR beider Gruppen vorliegt, wurde fir beide
Studiengruppen die eGFR tabellarisch aufgelistet und mit R-Studio ein Boxplot erstelit.
AuRerdem konnten durch die eGFR nach CKD-EPI die Probanden beider Gruppen
Nierenstadien zugeordnet werden. Um die Verteilungen nierenerkrankter und nierengesunder

Probanden graphisch darzustellen, wurde ein Sédulendiagramm erstelit.

2.4.9 Cox-Proportional-Hazards-Model (Tangri Score)

Das Cox-Proportional-Hazards-Modell ist ein in der medizinischen Forschung héaufig
verwendetes Regressionsmodell zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der
Uberlebenszeit von Patienten und einer oder mehreren Pradiktor-Variablen.

Ein Risk-Score ist wichtig, um zukiinftige Nierenereignisse zu kalkulieren und somit die
Risiken im Krankheitsverlauf der beiden Gruppen AugUR und GCKD zu vergleichen. Hierfiir
eignet sich besonders der sogenannte Tangri Score.®

Der Tangri Score wurde bereits in mehr als 30 Landern validiert und ist heute die effizienteste
und genaueste Methode, das AusmaR sowie Risiko einer Nierentransplantation bei einer
chronischen Nierenerkrankung zu bestimmen. Der Tangri Score berechnet sich unter
Einbezug von Alter, Geschlecht, eGFR (ml/min/1,73 m?) sowie dem Urin-Albumin-

Creatinine Ratio (UACR).®” Die Formel fiir den Tangri Score entspricht (Formel 8):

ml/min
1,73m?

CKDEPIleGFR (

age(y) z )) +0,450In (UACR(mg/g))

10
Formel 8: Berechnung des Tangri Scores.

tangri = —0,2201 - ( ) +0,2467 - (sex(male = 1)) — 0,5567(

Da die Probanden der AugUR- und GCKD-Studie tiberwiegend sehr unterschiedlichen
Nierenstadien zuzuordnen sind, wurden diese in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe stellt
die Probanden in den Nierenstadien | - Il und eine Gruppe die Probanden in den
Nierenstadien 111 - 1V dar. Dies ermdglicht eine auf die Nierenstadien angepasste

Bestimmung des Tangri Score.
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2.5 Korrekturfaktoren

Metaboliten kdnnen ebenso in gebundener als auch ungebundener (freier) Form vorkommen.
Gebunden werden Metaboliten im Blut hauptsachlich durch das Protein Albumin.

Da durch die NMR-Spektroskopie ausschlieBlich freie Metaboliten bestimmt werden kénnen,
muss der Korrekturfaktor mit einbezogen werden, wenn die Gesamtmetabolitenkonzentration
von Interesse ist. Der Korrekturfaktor, oder auch Protein-Bindungs-Faktor genannt, stellt den
Faktor dar, welcher mit der gemessenen freien Metabolitenkonzentration multipliziert wird,
um die Gesamtmetabolitenkonzentration zu bestimmen. Die Gesamtmetabolitenkonzentration
und Metabolitenkonzentration ohne eingerechnete Korrekturfaktoren sind im Anhang
dargestellt. Wird eine bekannte Konzentration eines Metaboliten in Blutplasma hinzugegeben
kann durch die veranderte Konzentration des Metaboliten im Blutplasma der Korrekturfaktor
bzw. der Anteil der Metaboliten, die an Albumin binden, bestimmt werden.

In Studien am Institut fir funktionelle Genomik wurden im Rahmen der GCKD-Studie von

Jens Wallmeier Korrekturfaktoren bestimmt.6 Diese wurden in der Dissertation von Tobias

Berger festgehalten (Tabelle 3):% Metabolit Korrekturfaktor
3-Hydroxybutyrate 2,77
Acetat 1,61
Acetoacetat 3,02
Aceton 1,62
Alanin 1,45
Asparagin 1,5
Betain 1,15
Kreatin 1,28
Kreatinin 2,03
Dimethylamin 0,96
Glukose 1,49
Glutamin 1,39
Glycin 1,41
Histidin 1,79
Isoleucin 1,24
Laktat 1,38
Methanol 1,81
Phenylalanin 1,55
Prolin 1,08
Pyruvat 2,23
Threonin 0,92
Trimethylamine N- 1,26
Oxid
Tyrosin 1,81
Valin 1,11

Tabelle 3: Korrekturfaktoren der GCKD-Studie.
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2.5.1 Test auf die Anwendbarkeit von Korrekturfaktoren der GCKD-Studie

auf AugUR-Proben

Um die Korrekturfaktoren der GCKD-Studie auch fiir die AugUR-Proben nutzen zu kénnen,
mussen diese zunachst auf ihre Anwendbarkeit auf die AugUR-Proben getestet werden.

Der Unterschied in den AugUR-Proben im Vergleich zu den GCKD-Proben ist, dass die
AugUR-Plasmaproben, verdiinnt mit einem Zusatz von 200 pl H20, gemessen wurden.

Ob die berechneten Korrekturfaktoren aus der GCKD-Studie auch auf die gemessenen
Metabolitenkonzentrationen der AugUR-Studie anwendbar sind, musste zunéchst geklart
werden, da durch eine Verdinnung der Plasmaproben (siehe Abschnitt 2.1.2) das
Bindungsverhéltnis der Metaboliten zu Plasmaproteinen verdndert werden konnte.

Um die Anwendbarkeit der berechneten Korrekturfaktoren aus der GCKD-Studie auch auf die
verdiinnten AugUR-Plasmaproben zu testen, wurden zunédchst drei GCKD-Proben mit 650 pl
Plasmaprobe in einem unverdiinnten Verhéltnis gemessen. In einem zweiten Messdurchgang
wurden dieselben drei GCKD-Proben in einem verdiinnten VVerhaltnis von 1 zu 1 gemessen.
Das heift, dass den drei GCKD-Proben 200 pl H20 hinzugefiigt wurden. Dieses
Mischverhéltnis spiegelt das gleiche Mischverhéltnis wie die gemessenen Proben der AugUR-
Studie wider. Das Mischverhaltnis stellt sich wie folgt dar:

325 ul GCKD-Probe + 200 pl H20 + 125 pul NMR-Puffer.

In einem dritten Messdurchgang wurden die Proben in einem Mischverhéltnis von 1 zu 3
gemessen. Daflr wurden den drei GCKD-Proben 300ul H20 hinzugegeben, um diese noch
mehr zu verdiinnen. Somit entsprach das Mischverhéltnis der dritten Messung:

162,5 ul GCKD-Probe + 300 pl H20 + 187,5 ul NMR-Puffer

Die Messung der drei GCKD-Proben 3715, 3744 und 3766 ergab folglich jeweils drei
Spektren in unterschiedlichen Verdinnungsverhéltnissen. Ein Spektrum stellte die
unverdiinnte Probe, ein Spektrum die verdlinnte Probe im Verhéltnis 1 zu 1 und ein Spektrum
im Verhéltnis 1 zu 3 dar.

Durch den Vergleich der Metabolitenkonzentrationen in unterschiedlichen
Verdlnnungsverhaltnissen l&sst sich untersuchen, ob sich die Bindungsverhéltnisse von
Metaboliten an Proteine verandern. Verandern sich die Konzentrationen in den
unterschiedlichen Verdiinnungsverhéltnissen nicht, kann der Korrekturfaktor der GCKD-
Studie auch fir die AugUR-Proben tibernommen werden.

Falls sich die Konzentration der Metaboliten in unterschiedlichen Verdiinnungsverhaltnissen
veréndert, wird das Bindungsverhaltnis von Metaboliten an Proteine wahrscheinlich

beeinflusst. In diesem Fall mlssen neue Korrekturfaktoren bestimmt werden. Die Ergebnisse
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der Quantifizierung der drei GCKD-Proben in unterschiedlichen Mischverhéltnissen sind in
Tabelle 4 dargestellt. Da nur das Verhéltnis der Konzentrationen notwendig ist, sind die
dargestellten quantifizierten Konzentrationen in Tabelle 4 als Rohwerte, das heil3t ohne
eingerechneten Korrekturfaktor, angegeben. Um die Korrekturfaktoren auf ihre
Anwendbarkeit in den identisch verdiinnten Verhaltnissen wie die quantifizierten
Konzentrationen der AugUR-Studie zu testen, wurden die quantifizierten Konzentrationen der
Proben 3715, 3744 und 3766 mit dem jeweiligen Verdunnungsfaktor multipliziert.

Das bedeutet, dass die quantifizierten Konzentrationen im Verhdltnis von 1 zu 1 mit zwei (da
325 ul die Halfte von 650 ul ist) und die quantifizieren Konzentrationen im Verhaltnis von 1

zu 3 mit vier (da 162,5 pl ein Viertel von 650 pl ist) multipliziert wurden.

3715 3744 3766

Unverdinnt 1zul 1zu3 Unverdinnt 1zul 1zu3 Unverdinnt 1zul

[mM] [MM]  [mM]  [mM] [MM] | [mM]  [mM] [mM]
3- 0,078 0,080 0,090 0,017 0,026 0,025 0,033 0,029
Hydroxybutyrate
Acetat 0,084 0,184 0,184 0,131 0,228 0,231 0,103 0,183
Acetoacetat 0,010 0,003 0,006 0,012 0,009 0,014 0,012 0,012
Aceton 0,061 0,052 0,053 0,026 0,027 0,027 0,040 0,038
Alanin 0,181 0,195 0,192 0,389 0,393 0,420 0,234 0,242
Asparagin 0,018 0,032 0,025 0,037 0,053 0,037 0,036 0,035
Betain 0,029 0,031 0,028 0,013 0,023 0,020 0,025 0,023
Kreatin 0,012 0,014 0,011 0,016 0,019 0,016 0,014 0,015
Kreatinin 0,063 0,064 0,077 0,056 0,072 0,078 0,110 0,131
Dimethylamin 0,011 0,012 0,012 0,015 0,014 0,014 0,011 0,010
Glukose 4,199 4,826 4,475 5,518 5,045 6,007 4,648 4,602
Glutamin 0,164 0,152 0,169 0,231 0,244 0,260 0,202 0,228
Glycin 0,088 0,116 0,121 0,121 0,131 0,154 0,130 0,152
Histidin 0,035 0,039 0,053 0,074 0,094 0,100 0,037 0,050
Isoleucin 0,038 0,040 0,039 0,078 0,079 0,080 0,088 0,090
Laktat 0,737 0,806 0,808 1,456 1,554 1,625 0,788 0,764
Methanol 0,017 0,023 0,036 0,061 0,049 0,072 0,046 0,039
Phenylalanin 0,038 0,047 0,050 0,061 0,057 0,061 0,056 0,062
Prolin 0,155 0,181 0,160 0,279 0,306 0,300 0,215 0,246
Pyruvat 0,022 0,021 0,012 0,025
Threonin 0,060 0,063 0,057 0,121 0,113 0,127 0,105 0,095
Trimethylamine 0,026 0,008 0,025 0,008 0,018 0,017 0,023 0,015
N-oxid
Tyrosin 0,045 0,056 0,068 0,063 0,082 0,091 0,057 0,061
Valin 0,152 0,147 0,149 0,266 0,250 0,266 0,242 0,239

Tabelle 4: Metaboliten Konzentrationen von drei GCKD-Proben in unterschiedlichen Verdinnungsverhéltnissen
(unverdiinnt, 1 zu 1 und 1 zu 3) mit den eingerechneten Verdiinnungsfaktoren aber ohne eingerechnete Korrekturfaktoren
(Rohwerte) in mmol/I.

Es stellte sich heraus, dass die Verdiinnung der Proben mit Wasser bei einigen Metaboliten

das Bindungsverhéltnis an Proteine verandert hat. Mehr Metaboliten schienen sich von
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[mM]

0,040

0,190
0,010
0,039
0,247
0,034
0,024
0,017
0,142
0,010
4,558
0,229
0,166
0,052
0,092
0,790
0,064
0,058
0,215

0,107
0,022

0,085
0,236



Plasmaproteinen zu l6sen und somit die gemessene Konzentration des untersuchten
Metaboliten zu erh6hen. Dementsprechend hatte eine erhdhte Verdinnung eine erhhte
Konzentration der Metaboliten zur Folge.

Im Vergleich zu den Korrekturfaktoren von Metaboliten, die von Jens Wallmeier in der
GCKD-Studie bestimmt wurden, konnte festgestellt werden, dass Metaboliten, fiir die ein
niedriger Korrekturfaktor berechnet wurde und die somit eine geringe Bindung zu
Plasmaproteinen aufweisen, nur eine geringe Veranderung der unverdiinnten und verdiinnten
gemessenen Konzentrationen aufzeigen. Diese Beobachtung trifft auf Glutamin,
Dimethlyamin, Prolin, Threonin, Valin, Laktat, Kreatin, Betain und Trimethylamine N-Oxid
zu. Diese Metaboliten haben nur eine geringe Bindung an Proteine und sind dementsprechend
unabhéngig von verénderten Verdinnungsverhaltnissen.

Auch die Metaboliten, in denen ein hoher Korrekturfaktor berechnet wurde, weisen nur kleine
Unterschiede in den Konzentrationen der unverdiinnten und verdiinnten Proben auf.

Hohe Korrekturfaktoren und geringe Veranderungen in veranderten
Verdlnnungsverhéltnissen weisen 3-Hydroxybutyrate, Acetoacetat, Aceton und Methanol
auf. Ein Grund daftr kénnte aufgrund der sehr hohen Bindungszahl der Metaboliten an die
Proteine auch eine sehr starke Bindung sein, die in unverdiinnten und verdiinnten Proben fast
unveréndert bleibt.

Das wurde erklaren warum einige Metaboliten, die einen intermedidren Korrekturfaktor
(zwischen 1 und 2) aufweisen eine hohe Anfalligkeit auf VVeranderungen der
Bindungsverhéltnisse zwischen Metaboliten und Proteinen in verédnderten
Verdlnnungsverhéltnissen haben. Diese Metaboliten sind Acetat, Asparagin, Kreatinin,
Glycin, Histidin, Phenylalanin und Tyrosin, fur welche im Folgenden neue Korrekturfaktoren
bestimmt werden, um diese fiir die quantifizierten Konzentrationen der AugUR-Studie
anzuwenden.

Pyruvat konnte in den Spektren 3744 und 3766 nicht quantifiziert werden.

2.5.2 Bestimmung neuer Korrekturfaktoren

Die Bestimmung neuer Korrekturfaktoren basiert auf dem Spike-In Prinzip. Zunéchst wurden
24 AugUR-Proben zu einem ,,Proben-Pool* zusammengefugt, um die Messungen aus
identischem Probematerial durchfiihren zu kénnen. Nur so kann der Unterschied vor und nach
der Zugabe des Spike-In Materials gemessen werden. Um den Korrekturfaktor méglichst
prazise berechnen zu kénnen, wurden alle aufgelisteten Metaboliten viermal gemessen und

quantifiziert. In der ersten Messung, der sogenannten Blank-Probe, wurde das Probematerial
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ohne Zugabe eines Metaboliten gemessen, um die Ausgangskonzentration zu bestimmen. In
weiteren drei Messungen wurden die Metaboliten in aufsteigender Konzentration der
urspriinglichen Blank-Probe hinzugefiigt (gespikt). Nach den Messungen wurden die
Konzentrationen der unterschiedlichen Metaboliten mit Hilfe von Chenomx quantifiziert.
Gleichzeitig wurde die Konzentration ermittelt, welche die Metaboliten nach dem Spike-In
Verfahren in der Plasmaprobe haben mussten, wenn es keine Proteinbindung der Metaboliten
geben wirde. Die proteinbindungsfreie Konzentration wurde durch einen Dreisatz berechnet.
Fir die Berechnung der jeweiligen Konzentration wurde Formel 9 genutzt.

Die Konzentration der Metaboliten in den vier Messungen im Vergleich zu der berechneten
proteinbindungsfreien Konzentration, gibt einen Riickschluss auf die Proportion der Bindung
von Metaboliten an Plasmaproteine und lasst so den Korrekturfaktor berechnen.

Mit Hilfe der aufsteigenden Metabolitenkonzentration und den Konzentrationen ohne
Proteinbindung wird eine lineare Funktion erstellt. Der Quotient von 1/Steigung der linearen
Funktion entspricht dem Korrekturfaktor, wie in Formel 9 und beispielsweise Abbildung 7

dargestellt ist.

1
Steigung der linearen Funktion

Korrekturfaktor =

Formel 9: Bestimmung des Korrekturfaktors mit der Steigung der linearen Funktion aus unterschiedlichen
Verdinnungsverhéltnissen.

Die Formel erlaubt den Rickschluss: Je flacher die Steigung, desto gréRer der
Korrekturfaktor und vice versa.

Die Berechnung fur die Konzentrationen ohne Proteinbindung ergibt sich je nach der molaren
Konzentration des Metaboliten in der Spike-In Probe wie folgt (Formel 10):

In einer 400 pl Spike-In Lésung sind x mMolar des Metaboliten enthalten.

gespikete Losung in pl
400

Konzentration des Metaboliten einer Spike-In Lésung = x mMolar -

Formel 10: Berechnung der Metabolitenkonzentration einer gespikten Losung ohne Proteinbindung.

Beispiel:

In der Spike-In Losung sind 1,43 mMolar Tyrosin vorhanden. Es werden 30 pl dieser Losung
in die Plasmaprobe gespiket.

Somit ergibt sich folgende Rechnung:
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0pul
400 pl

1,43 mMolar - = 0,107 mmol/l

Folglich wiirde die Konzentration von Tyrosin in der Plasmaprobe nach einem Spike-In
Volumen von 30 pl um 0,107 mmol/l zunehmen, wenn Tyrosin nicht an Proteine in der
Plasmaprobe binden wiirde.

Die Konzentration des Metaboliten in der reinen Spike-In Lésung muss dann mit der
Konzentration der Blank Probe addiert werden, um die Gesamtkonzentration des Metaboliten
innerhalb der Probe zu berechnen, wenn dieser keine Proteinbindung hatte. Die berechnete
Konzentration ohne Proteinbindung wird dann mit der tatsdchlich in Chenomx quantifizierten
Konzentration in Relation gesetzt.

Da sich die Frequenzen der aufgelisteten Metaboliten innerhalb des Spektrums teilweise
uberschneiden und somit die Quantifizierung beeinflussen kénnten, wurden zwei sogenannte
Mastermixe, welche gespikte Metabolitsubstanzen enthalten, die sich im Spektrum nicht
uberschneiden, erstellt. Der erste Mastermix enthélt die gespikten Metaboliten Acetat,
Kreatinin, Histidin und Glycin. Im zweiten Mastermix wurden Phenylalanin und Asparagin

gespikt. Da Tyrosin nur schwer l6slich ist, wird Tyrosin gesondert gemessen und untersucht.

2.5.2.1 Tyrosin

Bei einem Probevolumen von 400 pl entspricht die Tyrosin-Konzentration 1,43 mMolar.
Somit musste die Tyrosin-Konzentration bei der Zugabe von 30 pl Spike-In Material (7,5 %
von 400 pl) zur Probe 0,107 mmol/l entsprechen, wenn keine Proteinbindung von Tyrosin
stattfindet. Bei der Zugabe von 20 pl Spike-In Material mit 10 pl H20 misste dieser Wert
0,072 mmol/l entsprechen. Nach dem Hinzufuigen von 10 pl Spike-In Material mit 20 pl H20
musste dieser Wert mit 0,036 mmol/l Gibereinstimmen, falls es keine Proteinbindung von
Tyrosin gibt (Tabelle 5).

Metabolit Blank-Probe 10 pl Spike-In 20 pl Spike-In 30 ul Spike-In
30 pl Material mit Material mit Material
20 pl H20 10 pl H20
Gespikte 0 0,036 mmol/I 0,072 mmol/Il 0,107 mmol/Il
Tyrosin-
Konzentration
ohne
Proteinbindung
Tyrosin 0,033 mmol/l 0,066 mmol/I 0,094 mmol/I 0,122 mmol/i

Tabelle 5: Gespikte Tyrosin-Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete Tyrosin-
Konzentration angegeben, falls es keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatsdchlich gemessene Tyrosin-
Konzentration angegeben.
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Durch den Vergleich der berechneten Tyrosin-Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Tyrosin-Konzentration im Spektrum wird deutlich, dass Tyrosin eine gewisse
Proteinbindung vorweist. Die Konzentrationen ohne Proteinbindung missen mit der Blank-
Probe Konzentration addiert werden. Dadurch ergeben sich folgende Konzentrationen:

10ul Spike-In: 0,036 mmol/l + 0,033 mmol/l = 0,069 mmol/I

Da 0,069 mmol/l > 0,066 mmol/l muss innerhalb der Plasmaprobe ein gewisser Anteil der
Tyrosin Konzentration an Plasmaproteine binden.

Aus den berechneten Tyrosin-Konzentrationen ergibt sich folgende lineare Funktion,
dargestellt in Abbildung 7.

Auf der x-Achse befindet sich die gespikte Tyrosin-Konzentration ohne Proteinbindung und

auf der y-Achse die gemessene Tyrosin-Konzentration im Spektrum.
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Abbildung 7: Steigung der Tyrosin-Konzentration mit zunehmender Spike-In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Tyrosin-Konzentrationen dargestellt und auf der y-Achse die gemessenen Tyrosin-Konzentrationen im Spektrum.
Alle Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung der linearen Funktion entspricht 0,819. Damit kann der Korrekturfaktor

bestimmt werden:

0,819 =1,221

Der berechnete Tyrosin Korrekturfaktor fir die Plasmaproben der AugUR-Studie entspricht:
1,221.

Wird dieser Korrekturfaktor nun mit den quantifizierten Tyrosin-Konzentrationen der
AugUR-Proben multipliziert, ergibt sich die Gesamtkonzentration, inklusive der

Konzentration von Tyrosin, die an Proteine bindet.
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Mastermix 1

Im ersten Mastermix wurden die Konzentrationen von Acetat, Kreatinin, Glycin und Histidin
bestimmt. Die Konzentrationen von Asparagin und Phenylalanin wurden gesondert in einem
zweiten Mastermix bestimmt.

Das Spike-In Probevolumen wurde, nicht wie bei Tyrosin direkt veréndert, sondern die
gespikte Konzentration der Metaboliten wurde durch Verdinnung beeinflusst.

Anders als in der Tyrosin Messung, wurde die gespikte Konzentration nicht durch die Zugabe
von erhohtem Spike-In-Volumen veréndert, sondern durch eine aufsteigende Metabolit
Konzentration innerhalb der Spike-In Mischung vermehrt. Das gespikte VVolumen, sowie die
Blank-Probe, d.h die reine Plasma-Probe ohne Spike-In-Material, entspricht in allen
Mastermix 1- und 2-Messungen 10 pl. Zur Blank-Probe wurden zusatzlich 10 pl Wasser
anstatt Spike-In Material hinzugeflgt. Die Konzentration des Metaboliten in diesen 10 pl ist
jedoch unterschiedlich. Um die gespikte Konzentration ohne Proteinbindung zu ermitteln,

kann weiterhin Formel 9 genutzt werden.

2.5.2.2 Acetat

Der Vergleich der berechneten Acetat Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Acetat Konzentration im Spektrum ist in Tabelle 6 dargestellt.

Aus den berechneten Acetat-Konzentrationen ergibt sich eine lineare Funktion, dargestellt in
Abbildung 8.

Metabolit Blank-Probe 10 pl Spike-In 10 pl Spike-In 10 ul Spike-In
10 pl Material mit Material mit Material mit

einer einer einer
Konzentration = Konzentration = Konzentration
von 1,25 von 2,5 von 3,75
mMolar mMolar mMolar

Gespikte 0 0,031 mmol/I 0,063 mmol/I 0,094 mmol/i

Acetat-

Konzentration

Acetat 0,063 mmol/I 0,098 mmol/I 0,126 mmol/I 0,16 mmol/I

Tabelle 6: Gespikte Acetat-Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete Acetat-
Konzentration angegeben, falls es keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatsachlich gemessene Acetat-
Konzentration angegeben.
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Abbildung 8: Steigung der Acetat-Konzentration mit zunehmender Spike-In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Acetat-Konzentrationen und auf der y-Achse die gemessenen Acetat-Konzentrationen im Spektrum dargestellt. Alle
Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung betrégt 1,019 und somit ergibt sich der Korrekturfaktor 0,982 fur Acetat.
Da der Korrekturfaktor 0,982 flr Acetat im Rahmen der Messungenauigkeit gleich 1 ist, liegt
hier keine Proteinbindung vor. Es ist davon auszugehen, dass dieser Wert durch einen

Messfehler entstanden ist.

2.5.2.3 Kreatinin

Der Vergleich der berechneten Kreatinin-Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Kreatinin-Konzentration im Spektrum ist in Tabelle 7 dargestellt.

Aus den berechneten Kreatinin Konzentrationen-ergibt sich eine lineare Funktion, dargestellt
in Abbildung 9.

Metabolit Blank- 10 pl Spike-In 10 pl Spike-In 10 ul Spike-In
Probe 10 pul  Material mit Material mit Material mit

einer einer einer
Konzentration Konzentration Konzentration
von 1,262 von 2,523 von 3,785
mMolar mMolar mMolar

Gespikte 0 0,032 mmol/Il 0,063 mmol/Il 0,095 mmol/Il

Kreatinin-

Konzentration

Kreatinin 0,027mmol/Il 0,0501 mmol/Il 0,071 mmol/Il 0,094 mmol/Il

Tabelle 7: Gespikte Kreatinin-Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete Kreatinin-
Konzentration angegeben, falls es keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatséchlich gemessene Kreatinin-
Konzentration angegeben.
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Abbildung 9: Steigung der Kreatinin-Konzentration mit zunehmender Spike-In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Kreatinin-Konzentrationen und auf der y-Achse die gemessenen Kreatinin-Konzentrationen im Spektrum
dargestellt. Alle Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung betrégt 0,702 und daher ergibt sich der Korrekturfaktor 1,425 fur Kreatinin.

2.5.2.4 Histidin

Der Vergleich der berechneten Histidin-Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Histidin-Konzentration im Spektrum ist in Tabelle 8 dargestellt.

Aus den berechneten Histidin-Konzentrationen ergibt sich eine lineare Funktion, dargestellt in
Abbildung 10.

Metabolit Blank-Probe 10 ul Spike-In 10 pl Spike-In 10 pl Spike-In
10 pl Material Material mit Material mit
mit einer einer einer
Konzentration Konzentration Konzentration
von 1,218 von 2,436 von 3,654
mMolar mMolar mMolar
Gespikte 0 0,03 mmol/I 0,061 mmol/Il 0,091 mmol/l
Histidin-
Konzentration
Histidin 0,028 mmol/I 0,05 mmol/I 0,073 mmol/I 0,096 mmol/I

Tabelle 8: Gespikte Histidin-Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete Histidin-
Konzentration angegeben, falls es keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatsachlich gemessene Histidin-
Konzentration angegeben.
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Abbildung 10: Steigung der Histidin-Konzentration mit zunehmender Spike- In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Histidin-Konzentrationen und auf der y-Achse die gemessenen Histidin-Konzentrationen im Spektrum dargestellt.
Alle Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung betrégt 0,747 und daher ergibt sich der Korrekturfaktor 1,338 fur Histidin.

2.5.2.5 Glycin

Der Vergleich der berechneten Glycin-Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Glycin-Konzentration im Spektrum ist in Tabelle 9 dargestellt.

Aus den berechneten Glycin-Konzentrationen ergibt sich eine lineare Funktion, dargestellt in
Abbildung 11.

Metabolit Blank-Probe = 10 pl Spike-In 10 pl Spike-In 10 pl Spike-In
10 pl Material mit Material mit Material mit

einer einer einer
Konzentration Konzentration Konzentration
von 1,251 von 2,502 von 3,753
mMolar mMolar mMolar

Gespikte 0 0,031 mmol/i 0,063 mmol/I 0,094 mmol/i

Glycin-

Konzentration

Glycin 0,087 mmol/I 0,117 mmol/i 0,141 mmol/i 0,166 mmol/I

Tabelle 9: Gespikte Glycin-Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete Glycin-
Konzentration angegeben, falls es keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatsdchlich gemessene Glycin-
Konzentration angegeben.
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Abbildung 11: Steigung der Glycin-Konzentration mit zunehmender Spike- In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Glycin-Konzentrationen und auf der y-Achse die gemessenen Glycin-Konzentrationen im Spektrum dargestellt. Alle
Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung betragt 0,83 und daher ergibt sich der Korrekturfaktor 1,205 fiir Glycin.

Mastermix 2
Im zweiten Mastermix wurden die Metaboliten Asparagin und Phenylalanin ebenfalls mit
einem jeweiligen Volumen von 10pul und verdinnten Spike-In Konzentrationen

hinzugegeben.

2.5.2.6 Asparagin

Der Vergleich der berechneten Asparagin-Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Asparagin-Konzentration im Spektrum ist in Tabelle 10 dargestellt.

Aus den berechneten Asparagin-Konzentrationen ergibt sich eine lineare Funktion, dargestellt
in Abbildung 12.

Metabolit Blank-Probe 10 ul Spike-In 10 ul Spike-In 10 ul Spike-In
10 pl Material mit Material mit Material mit

einer einer einer
Konzentration Konzentration Konzentration
von 1,287 von 2,574 von 3,86 mMolar
mMolar mMolar

Gespikte 0 0,032 mmol/i 0,064 mmol/I 0,097 mmol/i

Asparagin-

Konzentration

Asparagin 0,013 mmol/I 0,041 mmol/i 0,073 mmol/i 0,098 mmol/i

Tabelle 10: Gespikte Asparagin-Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete
Asparagin-Konzentration angegeben, falls es keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatséchlich gemessene
Asparagin-Konzentration angegeben.

61



Asparagin Korrekturfaktor
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Abbildung 12: Steigung der Asparagin-Konzentration mit zunehmender Spike-In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Asparagin-Konzentrationen und auf der y-Achse die gemessenen Asparagin-Konzentrationen im Spektrum
dargestellt. Alle Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung betrégt 0,893 und somit ergibt sich der Korrekturfaktor 1,119 fur Asparagin.

2.5.2.7 Phenylalanin

Der Vergleich der berechneten Phenylalanin-Konzentration ohne Proteinbindung und der
gemessenen Phenylalanin-Konzentration im Spektrum ist in Tabelle 11 dargestellt.

Aus den berechneten Phenylalanin-Konzentrationen ergibt sich eine lineare Funktion,
dargestellt in Abbildung 12.

Metabolit Blank-Probe 10 ul Spike-In 10 ul Spike-In 10 ul Spike-In
10 pl Material mit Material mit Material mit
einer einer einer
Konzentration Konzentration Konzentration
von von von
1,306 mMolar 2,611 mMolar 3,917 mMolar
Gespikte 0 0,033 mmol/i 0,065 mmol/I 0,098 mmol/i
Phenylalanin-
Konzentration
Phenylalanin 0,024 mmol/I 0,048 mmol/i 0,071 mmol/i 0,09 mmol/I

Tabelle 11: Gespikte Phenylalanin Konzentration mit und ohne Proteinbindung. In der oberen Zeile ist die berechnete
Phenylalanin-Konzentration angegeben, falls dieser keine Proteinbindung hétte. In der unteren Zeile ist die tatsachlich
gemessene Phenylalanin-Konzentration angegeben.
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Abbildung 13: Steigung der Phenylalanin-Konzentration mit zunehmender Spike-In Konzentration. Auf der x-Achse sind die
gespikten Phenylalanin-Konzentrationen und auf der y-Achse die gemessenen Phenylalanin-Konzentrationen im Spektrum
dargestellt. Alle Konzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Die Steigung betrégt 0,68 und somit ergibt sich der Korrekturfaktor 1,471 fir Phenylalanin.
Gemeinsam mit den schon berechneten Korrekturfaktoren von Jens Wallmeier ergeben sich

folgende Korrekturfaktoren fur die Plasmaproben der AugUR-Studie (Tabelle 12).

Die markierten Korrekturfaktoren entsprechen den neu berechneten Korrekturfaktoren.
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Metabolit Korrekturfaktor

3-Hydroxybutyrate 2,77
Acetat 0,98 (Rechnung mit 1)
Acetoacetat 3,02
Aceton 1,62
Alanin 1,45
Asparagin 1,12
Betain 1,15
Kreatin 1,28
Kreatinin 1,42
Dimethylamin 0,96
Glukose 1,49
Glutamin 1,39
Glycin 1,21
Histidin 1,34
Isoleucin 1,24
Laktat 1,38
Methanol 1,81
Phenylalanin 1,47
Prolin 1,08
Pyruvat 2,23
Threonin 0,92
Trimethylamine N- 1,26
Oxid

Tyrosin 1,22
Valin 1,11

Tabelle 12: Korrekturfaktoren, welche fiir die Proben der AugUR Studie anwendbar sind. Die fett gedruckten
Korrekturfaktoren wurden mittels eines Spike-In Verfahrens in verschiedenen Verdinnungsverhéaltnissen neu ermittelt.

Durch die ermittelten Korrekturfaktoren kann die Gesamtkonzentration der Metaboliten,
inklusive der proteingebundenen Metaboliten, bestimmt werden.

Da flir Acetat mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Messfehler vorliegt, wird als Korrekturfaktor
der Wert 1 anstatt 0,98 fiir die Berechnung der Gesamtmetabolitenkonzentration berechnet.
Die Gesamtkonzentration der einzelnen Konzentrationen der Metaboliten, also die
quantifizierten Rohwerte multipliziert mit den jeweiligen Korrekturfaktoren der einzelnen

Metaboliten, ist im Anhang vorzufinden.
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3. Ergebnisse

Die Daten stammen von 132 Teilnehmern der AugUR-Studie. Die Metabolitenprofile der
Blutplasmen wurden zunéchst anhand der NMR-Spektroskopie als Spektren dargestellt und
dann manuell durch das Programm Chenomx quantifiziert. Der volle Datensatz ist im Anhang
vorzufinden. Alle Metabolitenkonzentrationen sind in mmol/l angegeben.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der beschriebenen Methodik erlautert, um die
Metabolitenprofile nierenerkrankter Probanden der GCKD-Studie mit nierengesunden
Probanden der AugUR-Studie zu vergleichen.

Zunachst werden die Ergebnisse des Vergleichs der automatischen und manuellen

Quantifizierungsmethode in dem Auswertungsprogramm Chenomx beschrieben.

3.1 Vergleich der automatischen und manuellen Quantifizierungsmethode von Chenomx
Wie schon erwahnt, ist die Autofit-Funktion von Chenomx erfahrungsgeman oft unprazise
oder wahlt sogar falsche Signale fiir die Integration aus, um die Konzentration der gegebenen
Metaboliten zu berechnen. Daher muss das automatisch angepasste Integral von Chenomx
uberprift und manuell angepasst werden.

Um die automatische Quantifizierungsmethode von Chenomx genauer zu untersuchen, wurde
der AugUR-Datensatz ausschlieBlich mit Hilfe der Autofit-Funktion von der labortechnischen
Assistentin Lisa Ellmann im Institut flr funktionelle Genomik quantifiziert. Die automatisch
quantifizierten Daten wurden zunéchst mit zwei multipliziert und dann die Mittelwerte sowie
Minimal- und Maximalwerte mit den manuell quantifizierten Daten verglichen (Tabelle 13
und 14). Zusétzlich wurde die Standardabweichung der Mittelwerte der automatisch
quantifizierten Konzentrationen berechnet, um die Streuung der automatisch quantifizierten

Werte zu bewerten.
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Metabolit

3-Hydroxybutyrate

Acetat
Acetoacetat
Aceton
Alanin
Asparagin

Betain
Kreatin
Kreatinin
Dimethylamin
Glukose
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Laktat
Methanol
Phenylalanin
Prolin
Pyruvat
Threonin

Trimethylamine N-

Oxid
Tyrosin
Valin

Mittelwert der
manuell
angepassten
Konzentration
in mmol/I
0,041
0,066
0,03
0,033
0,311
0,046

0,028
0,027
0,064
0,007
5,193
0,442
0,214
0,072
0,064
1,54
0,036
0,037
0,2
0,092
0,099
0,036

0,072
0,204

n
(man.)

127
132
128
132
132
132

131
129
132
132
132
132
132
132
132
132
132
131
129
132
132
131

132
131

Mittelwert der
automatisch
angepassten
Konzentration
in mmol/I
0,17
0,062
0,044
0,042
0,291

Autofit nicht
maoglich

0,061
0,038
0,069
0,008

3,83

0,33
0,186
0,067
0,071
1,488
0,039
0,053
0,244
0,085
0,191
0,023

0,063
0,2

n
(auto.)

31
131
125
108
132

131
128
132

23
132
132
132
130
129
132
132
131

13
132

14

61

132
132

p-Wert

0,002
0,068
2,2¢716
1,346e
1,403e8
kein
Vergleich
moglich
2,2e16
5,442¢16
1,644e7
0,459
2,216
1,017e°
0,19
0,08
0,002
0,238
0,03
0,398
0,589
0,134
1,441e%
2,68e*

9,99
0,081

Tabelle 13: Vergleich der Mittelwerte der automatischen und manuellen Quantifizierung in Chenomx. Alle Mittelwerte sind

in mmol/l angegeben.
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Vergleich der Mittelwerte der automatischen und manuellen
Quantifizierung in Chenomx

3-Hydroxybutyrat
Acetate
Acetoacetate
Acetone
Alanine
Asparagine
Betaine
Creatine
Creatinine
Dimethylamine
Glutamine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Methanol
Phenylalanine
Proline
Pyruvate
Threonine
Trimethylamine N-Oxide
Tyrosine
Valine

u Autofit Mittelwert  ® Manuell Mittelwer
5 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Abbildung 14: Graphische Darstellung der Mittelwerte der Metabolitkonzentrationen der automatischen und manuellen
Quantifizierung in Chenomx.
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Vergleich der Mittelwerte der automatischen und
manuellen Quantifizierung in Chenomx
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m Autofit Mittelwert  ® Manuell Mittelwert

Abbildung 15: Graphische Darstellung der Mittelwerte der Metabolitenkonzentrationen von Glukose und Laktat der
automatischen und manuellen Quantifizierung in Chenomx.
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In der dargestellten Tabelle 13 sowie in den dargestellten Graphen (Abbildung 14 und 15)
wird deutlich, dass sowohl die Richtigkeit und die Préazision der Autofit-Funktion abhangig
vom Metaboliten ist.

Ein Metabolit, Asparagin, lieR sich sogar gar nicht mit der Autofit-Funktion analysieren und
konnte in keinem der 132 Spektren quantifiziert werden. Metaboliten, die in einer sehr
geringen Anzahl der Spektren durch die Autofit-Funktion quantifiziert werden konnten,
wiesen meist zugleich groRe Abweichungen von der manuellen Quantifizierung auf.

Diese Auffalligkeit wird bei 3-Hydroxybutyrate, Aceton, Asparagin, Dimethylamin, Prolin,
Threonin und Trimethylamine N-Oxid deutlich.

Allerdings zeigen auch Metaboliten, die in einer ann&hrend dhnlichen Anzahl quantifiziert
werden konnten, Unterschiede in den gemessenen Konzentrationen auf. Dies ist der Fall bei
Acetoacetat, Betain, Kreatin, Glukose, Glutamin, Histidin und Phenylalanin.

Im dargestellten Balkendiagramm wird die Art der Abweichung sehr deutlich:

In 12 Metaboliten sind die Konzentrationen, die automatisch quantifiziert wurden, héher als
bei den manuell quantifizierten Metaboliten. In 11 Metaboliten sind die Konzentrationen, die
manuell quantifiziert wurden, héher als in den automatisch quantifizierten Metaboliten.
Asparagin wurde von dieser Zdhlung ausgenommen.

Mit einem t-Test fur gepaarte Stichproben konnte der jeweilige p-Wert ermittelt werden. Der
gepaarte t-Test wurde genutzt, da jeweils dieselbe Probe zweimal analysiert wurde und die
Beobachtungen somit direkt voneinander abhangig sind.®® Anhand des angegebenen p-Wertes
wird der Unterschied der manuellen und automatischen Quantifizierung ebenfalls deutlich:
Von 24 untersuchten Metaboliten sind 15 Metaboliten signifikant (p-Wert < 0,05)
unterschiedlich, obwohl diese Werte moglichst gleich sein sollten und der p-Wert moglichst
hoch, da in diesem Vergleich die gleichen Spektren quantifiziert wurden. Trotzdem werden
anhand der Betrachtung der p-Werte auch Metaboliten deutlich, die durch die Autofit-
Funktion sehr genau quantifiziert werden. Diese Metaboliten haben einen p-Wert der
annéhrend 1,0 entspricht. Somit wird die Prolin-Konzentration mit einem p-Wert von 0,589
sehr genau durch die automatische Quantifizierung bestimmt. Weitere Metaboliten, die durch
die Autofit-Quantifizierung annahernd dhnliche Mittelwerte wie die manuelle Messung
aufweisen, sind Phenylalanin, Laktat, Glycin und Pyruvat.

Der Vergleich der Dimethylamin-Konzentrationen in Tabelle 13 und Abbildung 14 zeigt auf,
dass die Quantifizierung durch die Autofit-Funktion in Chenomx zwar eine &hnliche

Konzentration wie die manuelle Messung aufweist (manuell: 0,007 mmol/l, automatisch:
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0,08mmol/l; p-Wert = 0,459), allerdings durch die Autofit-Funktion in nur 23 von 132
Spektren quantifiziert werden kann.

Eine geeignete Darstellungsmethode, um die Mittelwerte der automatisch und manuell
quantifizierten Konzentrationen zu vergleichen, ist der Boxplot, da dieser Ausrei3er mit
einbezieht, welche den Mittelwert beeinflussen. Im erstellten Boxplot fiir 3-Hydroxybutyrate
(Abbildung 16) werden die unterschiedlichen Mittelwert Konzentrationen deutlich. Aullerdem
gibt der Boxplot einen Hinweis darauf, dass die manuell quantifizierten Konzentrationen
einen hoheren Anteil an Ausreiflern aufweisen, die den Mittelwert beeinflussen. Die
automatische Auswertung (,,Autofit*) scheint in der Untersuchung von 3-Hydroxybutyrate
weniger Ausreiler in der Auswertung erkannt zu haben. Der Boxplot wurde mittels R-Studio
erstellt. 3-Hydroxybutyrate im Boxplot:
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Abbildung 16: Vergleich der manuellen und automatisch quantifizierten Konzentrationen von 3-Hydroxybutyrate mit Hilfe
eines Box Plots.
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In Tabelle 14 sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen (Varianzen) und
der relativen Standardabweichung (RSD) angegeben. Wenn die Standardabweichung durch

den Mittelwert geteilt wird, ergibt sich die relative Standardabweichung.

Metabolit Mittelwert Varianz RSD Mittelwert Varianz RSD
Autofit Autofit  Autofit  manuell manuell  manuell
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
3- 0,17 +0,082 482% 0,041  +0,049 120 %
Hydroxybutyrate
Acetat 0,062 +£0,167 270,2% 0,066 +0,171 259,2%
Acetoacetat 0,044 £0,019 44 % 0,03 £0,023 76,7%
Aceton 0,042 +0,02 48,6% 0,033 +0,021 629%
Alanin 0,291 £0,074 253% 0,311 +0,079 253 %
Asparagin 0,046 +0,012 25 %
Betain 0,061 £0,032 52,8% 0,028 +0,015 529%
Kreatin 0,038 £0,019 50,1% 0,027 £0,02 725%
Kreatinin 0,069 £0,023 333% 0,064 +0,022 344%
Dimethylamin 0,008 £0,002 26,5% 0,007 +0,006 715%
Glukose 383 +£1106 289% 5193 +1392 268%
Glutamin 0,33 +£0,106 32% 0,442 +0,152 344 %
Glycin 0,186 +£0,048 257 % 0,214 +0,176 82 %
Histidin 0,067 £0,011 16,8% 0,072 +0,024 33,7%
Isoleucin 0,071 £0,022 30,5% 0,064 +0,029 452%
Laktat 1,488 +0,504 338% 154 +£0522 339%
Methanol 0,039 £0,011 292% 0,036 +0,028 76,6 %
Phenylalanin 0,053 +0,01 18,7% 0,037 +0,042 113,3%
Prolin 0,244 +0,07 28,6% 0,2 £0,077 383%
Pyruvat 0,085 +0,03 348% 0,092 +0,036 389%
Threonin 0,191 +0,05 26,2% 0,099 0,032 324%
Trimethylamine 0,023 +0,014 621% 0,036 +£0,029 79,4 %
N-Oxid
Tyrosin 0,063 £0,016 255% 0,072 +0,029 39,8%
Valin 02 0,042 211% 0,204 +0,046 225%

Tabelle 14: Vergleich der absoluten und relativen Standardabweichungen der automatischen und manuellen Quantifizierung
in Chenomx. Die Mittelwerte und absoluten Varianzen sind in mmol/l angegeben.

Wie schon erwéhnt, konnte die automatische-Quantifizierung die Konzentration von
Asparagin nicht angegeben. Daher konnte flir diesen Metaboliten auch keine
Standardabweichung vom Mittelwert und RSD berechnet werden. Im Vergleich der
Standardabweichungen der automatisch und manuell quantifizierten Metaboliten fallen einige
Unterschiede auf.

Die Metaboliten 3-Hydroxybutyrate, Betain, Dimethylamin, Glycin, Histidin, Methanol,
Phenylalanin, Threonin, Trimethylamine N-Oxid und Tyrosin weisen grofe Unterschiede in
den Standardabweichungen der automatisch und manuell quantifizierten Mittelwert-
Konzentrationen auf. Interessanterweise weist Betain trotz der groen Unterschiede der

absoluten Standardabweichungen und Mittelwerte eine fast identische relative
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Standardabweichung (52,8 % RSD-Autofit zu 52,9 % RSD-Manuell) zwischen beiden
Gruppen auf. Alle anderen aufgelisteten Metaboliten unterscheiden sich auch in der relativen
Standardabweichung deutlich.

Eine hohe Standardabweichung ist gleichbedeutend mit einer hohen Verteilung der
quantifizierten Werte. Das lasst darauf schlielRen, dass in der automatischen Quantifizierung
eine weitere Spannbreite an Konzentrationen in den genannten Metaboliten gemessen wurde.
Histidin, Methanol, Trimethylamine N-Oxid und Tyrosin haben in der manuellen Messung
eine breitere Spannbreite der gemessenen Konzentrationen als in der automatischen
Quantifizierung.

Die Metaboliten Acetat, Aceton, Alanin, Kreatin, Kreatinin, Laktat, Glukose, Prolin und
Valin weisen nur sehr geringe Unterschiede der Standardabweichung zwischen den
automatisch und manuell quantifizierten Metabolitenkonzentrationen, dafir aber teilweise
grolRere Unterschiede in den relativen Standardabweichungen auf. Dies ist der Fall bei
Aceton, Kreatin und Prolin.

Acetat, Alanin, Kreatinin, Glukose, Glutamin, Laktat, Pyruvat und Valin weisen nur sehr
geringe Unterschiede in den relativen Standardabweichungen auf.

Des Weiteren féllt auf, dass Acetat die hochste Standardabweichung in Bezug auf den
Mittelwert, aufweist. Dabei zeigen die Varianzkoeffizienten allerdings, dass das MaR der
Streuung im Vergleich beider Gruppen recht &hnlich ist (270 % RSD-Autofit zu 259,2 %
RSD-Manuell, siehe Tabelle 14).

Die geringsten relativen Standardabweichungen vom Mittelwert durch die Autofit-
Quantifizierung weisen Histidin und Phenylalanin auf. In der manuellen Quantifizierung
weisen Valin, Asparagin und Alanin nur sehr geringe relative Standardabweichungen auf.

In allen anderen Metaboliten werden anhand des Vergleiches der RSD sehr unterschiedliche
Auspragungen der Standardabweichungen deutlich. Dabei zeichnet sich ab, dass die relative
Standardabweichung der manuellen Auswertung bis auf Acetat, Glukose und Alanin
ausnahmslos hoher ist als in der automatischen Auswertung.

Die Minimal- und Maximalwerte beider untersuchten Gruppen unterscheiden sich bei vielen
Metaboliten deutlich (Tabelle 15). Obwohl auch diese Konzentrationen bei gleichen
Messergebnissen ahnlichen Werten entsprechen wirde, unterscheiden sich die Minimal- und

Maximalwerte stark voneinander.
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Metabolit Minimalwert Minimalwert Maximalwert Maximalwert

manuell Autofit manuell Autofit
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
3-Hydroxybutyrate 0,007 0,052 0,24 0,448
Acetat 0,015 0,016 1,392 1,363
Acetoacetat 0,007 0,015 0,136 0,128
Aceton 0,01 0,015 0,118 0,118
Alanin 0,134 0,125 0,641 0,544
Asparagin 0,025 Autofit nicht 0,125  Autofit nicht
mdoglich mdoglich
Betain 0,007 0,033 0,135 0,336
Kreatin 0,005 0,006 0,106 0,113
Kreatinin 0,032 0,034 0,168 0,157
Dimethylamin 0,004 0,006 0,062 0,014
Glukos 0,942 2,573 13,107 10,659
Glutamin 0,237 0,148 1,994 0,779
Glycin 0,107 0,116 1,618 0,393
Histidin 0,042 0,042 0,319 0,104
Isoleucin 0,024 0,029 0,319 0,2
Laktat 0,319 0,702 3,803 3,774
Methanol 0,017 0,021 0,319 0,076
Phenylalanin 0,033 0,037 0,436 0,102
Prolin 0,092 0,127 0,539 0,394
Pyruvat 0,041 0,042 0,32 0,21
Threonin 0,047 0,119 0,32 0,296
Trimethylamine N- 0,003 0,002 0,32 0,071
Oxid
Tyrosin 0,04 0,04 0,321 0,15
Valin 0,054 0,105 0,335 0,327

Tabelle 15: Vergleich der Minimal- und Maximalwerte der automatischen und manuellen Quantifizierung in Chenomx. Alle
Werte sind in mmol/l angegeben.

Besonders 3-Hydroxybutyrate, Betain, Glukose, Glutamin und Prolin zeigen weder in den
minimal- noch in den maximal gemessenen Konzentrationen Gemeinsamkeiten im Vergleich
beider Gruppen auf. Ahnlich gemessene Konzentrationen zwischen automatisch und manuell
quantifizierten Spektren weisen Acetat und Kreatinin auf. Glycin und Histidin haben zwar
ahnlich gemessene minimale Konzentrationen, zeigen aber groRe Unterschiede im Vergleich
der maximalen Konzentrationen. Laktat und Valin haben ahnlich gemessene maximale

Konzentrationen, scheinen aber grobe Unterschiede in den Minimalkonzentrationen zu haben.

Fazit des Vergleichs der automatischen und manuellen Quantifizierung in Chenomx:

Nach genauer Untersuchung der automatisch quantifizierten Metaboliten im Vergleich zu den
manuell quantifizierten Metaboliten wird auf den ersten Blick erkennbar, dass sich beide
Quantifizierungsverfahren deutlich voneinander unterscheiden. Die automatische

Quantifizierung kann in vielen Spektren den untersuchten Metaboliten nicht identifizieren und
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die Konzentration ermitteln. Asparagin wird durch die Autofit-Funktion sogar in keinem der
132 Spektren identifiziert. Durch die Berechnung des p-Wertes wird deutlich, dass sich die
automatisch- von den manuell-quantifizierten Konzentrationen von 3-Hydroxybutyrate,
Acetoacetat, Aceton, Betain, Kreatin, Glukose, Glutamin, Isoleucin, Prolin, Threonin, TMAO
und Tyrosin signifikant voneinander unterscheiden. Diese Metaboliten wiesen ebenfalls grofle
Unterschiede im Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Minimal- bzw.
Maximalwerte auf und lassen sich somit nicht effektiv von der Autofit-Funktion
quantifizieren.

Auf der anderen Seite gibt es auch Metaboliten, welche einen hohen p-Wert und geringe
Unterschiede in Mittelwerten, Standardabweichungen sowie Minimal- und Maximalwerten
aufweisen.

Dazu zahlen Acetat, Kreatinin, Laktat und Valin. Diese Metaboliten kdnnten nach weiteren
genaueren Untersuchungen maoglicherweise automatisch von Chenomx angepasst werden,
ohne manuell die Spektrum-Konzentration anpassen zu mussen.

Hinsichtlich der Standardabweichung sind die Griinde fur Ungenauigkeiten der manuellen
wie automatischen Auswertung wahrscheinlich auf verschiedene Faktoren zuriickzufihren.
Dabei spielen vermutlich sowohl biologische Faktoren (unterschiedliche Patienten) als auch
experimentelle Griinde (Ansetzen der Probe und Messverfahren) eine ausschlaggebende
Rolle. Da fur diesen Vergleich das identische Probenmaterial und die identische
Probenvorbereitung genutzt wurde, liegen die Ursachen flr unterschiedliche
Standardabweichungen vom Mittelwert der automatischen und manuellen Quantifizierung in
der Art der Auswertung. Dass die manuelle Quantifizierungsmethode zum grofRen Teil héhere
relative Standardabweichungen aufweist, l1asst vermuten, dass durch die manuelle
Auswertung die unterschiedlichen Metabolitenprofile der Patienten genauer dargestellt
werden. Innerhalb der Autofit-Funktion werden ausreiliende Metaboliten-Spektren
mdglicherweise weniger genau angepasst und weisen daher nur geringere relative

Standardabweichungen auf.
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3.2 Vergleich der Mittelwerte der Metabolitenkonzentrationen der AugUR- und
GCKD-Studie

Im Folgenden werden die Mittelwerte der Metabolitenkonzentrationen mit
Standardabweichung der AugUR-Studie prasentiert und mit denen der GCKD-Studie
verglichen. Daflr wurden aus den Mittelwerten Balkendiagramme erstellt (Abbildung 17).
Da sich die Konzentrationen der Mittelwerte auf Werte < 0,5 mmol/l beschréanken und
Glukose und Laktat diese VVorgabe nicht erflllen, werden sie fir eine allgemein bessere
Vergleichbarkeit in einem separaten Balkendiagramm (Abbildung 18) dargestellt.

Die angegebenen Mittelwerte der Metaboliten der GCKD-Studie wurden aus den

quantifizierten Konzentrationen der Metaboliten =~ Metabolit Anzahl = Anzahl
. . . AugUR GCKD
aus der Dissertation von Tobias Berger und 3 122 1178
Daniel Wells berechnet.57:60 Hydroxybutyrate
Tabelle 16 stellt die Anzahl der jeweils Acetat 132 1180
Acetoacetat 128 1180
quantifizierten Metabolitenkonzentrationen Aceton 132 1179
in den Spektren der AugUR- und GCKD-Studie ~ Alanin 132 1180
Asparagin 132 1178
dar. Betain 131 1179
Kreatin 129 1180
Kreatinin 132 1180
Dimethylamin 132 1179
Glukose 132 1179
Glutamin 132 1179
Glycin 132 1180
Histidin 132 1180
Isoleucin 132 1180
Laktat 132 1180
Methanol 132 1098
Phenylalanin 131 1180
Prolin 129 1179
Pyruvat 132 1173
Threonin 132 1180
Trimethylamine 131 543
N-Oxid
Tyrosin 132 1180
Valin 131 1179

Tabelle 16: Anzahl der quantifizierten Spektren der AugUR- und
der GCKD-Studie.
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Im Vergleich der Anzahl quantifizierter Metaboliten (Tabelle 16) fallt auf den ersten Blick
auf, dass in der GCKD-Studie weitaus mehr Spektren quantifiziert wurden, als in Spektren
der AugUR-Studie. Insgesamt wurden in der GCKD-Studie 1180 Spektren quantifiziert.
Nicht immer konnten sowohl in den Spektren der AugUR- als auch in der GCKD-Studie die
Metaboliten identifiziert und quantifiziert werden. In solchen Féllen wurden diese von
weiteren Analysen ausgelassen. In der GCKD-Studie konnte Trimethylamine N-Oxid mit 543
Spektren am hdufigsten nicht quantifiziert werden.

3-Hydroxybutyrate wurde in der AugUR-Studie mit 122 von 132 quantifizierten Spektren am
haufigsten nicht bestimmt. Fir die Analyse wurden alle quantifizierten Konzentrationen der
Metaboliten der AugUR-Studie mit dem Verdinnungsfaktor 2 multipliziert (siehe Abschnitt
2.1.2). Zusétzlich wurden fir alle quantifizierten Metabolitenkonzentrationen der AugUR-

und GCKD-Studie der jeweilige Korrekturfaktor miteinberechnet.

Metabolit Mittelwert Standardabweichung Mittelwert Standardabweichung
AugUR AugUR GCKD GCKD
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)

3- 0,14 +0,137 0,137 + 0,185
Hydroxybutyrate

Acetat 0,06 +0,172 0,101 +0,1
Acetoacetat 0,091 + 0,07 0,033 + 0,032
Aceton 0,058 + 0,034 0,064 + 0,059
Alanin 0,444 +0,114 0,38 + 0,096
Asparagin 0,051 + 0,013 0,054 + 0,014
Betain 0,033 +0,017 0,058 + 0,019
Kreatin 0,036 +0,025 0,037 + 0,026
Kreatinin 0,091 10,031 0,15 + 0,045
Dimethylamin 0,006 + 0,005 0,013 + 0,006
Glukose 7,726 +2,082 7,196 + 3,231
Glutamin 0,601 +0,212 0,482 + 0,108
Glycin 0,248 +0,213 0,212 + 0,068
Histidin 0,094 + 0,033 0,092 + 0,02
Isoleucin 0,079 + 0,036 0,076 + 0,023
Laktat 2,073 +0,723 1,739 + 0,688
Methanol 0,062 +0,05 0,113 + 0,574
Phenylalanin 0,082 + 0,062 0,057 + 0,013
Prolin 0,217 +0,083 0,217 + 0,063
Pyruvat 0,197 +0,08 0,084 + 0,061
Threonin 0,089 +0,03 0,093 + 0,024
Trimethylamine 0,041 + 0,036 0,116 + 0,049
N-Oxid

Tyrosin 0,087 + 0,035 0,077 + 0,022
Valin 0,229 +0,051 0,22 + 0,051

Tabelle 17: Vergleich der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Metabolitkonzentrationen der AugUR- und GCKD-
Proben in mmol/l. Die Daten der AugUR-Studie wurden mit dem Verdlinnungsfaktor 2 multipliziert. Die quantifizierten
Metabolitenkonzentrationen der GCKD- und AugUR-Studie wurden mit den jeweiligen Korrekturfaktoren multipliziert.
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Konzentrationen der Mittelwerte der untersuchten Metabolite
in der AugUR-Studie und der GCKD-Studie

3-Hydroxybutyrate
Acetat
Acetoacetat
Aceton
Alanin
Asparagin
Betain

Kreatin
Kreatinin
Dimethylamin
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Methanol
Phenylalanin
Prolin

Pyruvat
Threonin
Trimethylamine N-Oxid
Tyrosin

Valin
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Abbildung 17: Mittelwerte der Metabolitenkonzentrationen der untersuchten Metaboliten in der AugUR-Studie und der
GCKD- Studie. Alle Werte sind in mmol/l angegeben.

Konzentrationen der Mittelwerte von Glukose
und Laktat in der AugUR- Studie und der

GCKD-Studie
titel
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m Mittelwert GCKD = Mittelwert AugUR

Abbildung 18: Mittelwerte der Metabolitenkonzentrationen von Glukose und Laktat in der AugUR-Studie und der GCKD-
Studie. Die Werte sind in mmol/l angegeben.
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Tabelle 17 und Abbildungen 17 und 18 zeigen auf, dass es sowohl viele Gemeinsamkeiten als
auch Unterschiede in den Metabolitkonzentrationen beider Untersuchungsgruppen gibt.

Bei naherer Betrachtung wird deutlich, dass einige Metaboliten unterschiedliche
Konzentrationen aufweisen:

Acetoacetat, Alanin, Glutamat, Glycin, Histidin, Phenylalanin, Pyruvat, Tyrosin, Glukose und
Laktat lassen in den Spektren der AugUR-Studie hohere Konzentrationen erkennen als in der
GCKD-Studie. Acetat, Betaine, Kreatinin, Diemthylamine, Trimethylamine N-Oxid und
Methanol hingegen zeigen in der GCKD-Studie hohere Konzentrationen auf als in der
AugUR-Studie.

Gemeinsamkeiten, bzw. sehr &hnliche Mittelwert Konzentrationen der AugUR- und GCKD-
Studie sind in den Metaboliten 3-Hydroxybutyrate, Aceton, Asparagine, Kreatin, Isoleucin,
Prolin und Threonin auszumachen.

Die grofiten Unterschiede in den Mittelwert-Konzentrationen der AugUR- und GCKD-Studie
sind neben Glukose und Laktat bei Pyruvat und Trimethlyamine N-Oxide vorzufinden.

In 13 Metaboliten ist die Standardabweichung, sprich die Verteilung der quantifizierten
Werte, hoher in der AugUR-Studie als in der GCKD-Studie. Die Standardabweichung von
Valin entspricht in beiden Studien £ 0,051. Die restlichen 10 Metaboliten haben hohere
Standardabweichungen in den GCKD-Proben.
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Zusétzlich wurden die Minimal- und Maximal-Werte der einzelnen Metaboliten der AugUR-
und GCKD-Studie berechnet (Tabelle 18).

Metabolit Minimalwert ~ Minimalwert Maximalwert Maximalwert
GCKD AugUR GCKD AugUR
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)

3-Hydroxybutyrate 0,008 0,018 2,668 0,665
Acetat 0,003 0,015 2,429 1,392
Acetoacetat 0,008 0,022 0,64 0,412
Aceton 0,01 0,016 0,878 0,191
Alanin 0,04 0,194 0,8 0,93
Asparagin 0,02 0,028 0,11 0,14
Betain 0,006 0,008 0,185 0,155
Kreatin 0,004 0,006 0,205 0,135
Kreatinin 0,022 0,046 0,337 0,238
Dimethylamin 0,002 0,003 0,045 0,06
Glukose 1,205 1,404 32,899 19,53
Glutamin 0,063 0,33 0,954 2,772
Glycin 0,064 0,129 0,6 1,958
Histidin 0,033 0,057 0,175 0,427
Isoleucin 0,026 0,03 0,203 0,396
Laktate 0,052 0,44 5,474 5,248
Methanol 0,003 0,031 9,255 0,578
Phenylalanin 0,019 0,049 0,163 0,641
Prolin 0,026 0,1 0,501 0,582
Pyruvat 0,002 0,091 0,352 0,714
Threonin 0,011 0,043 0,203 0,295
Trimethylamine N- 0,013 0,004 0,519 0,404
oxid

Tyrosin 0,028 0,049 0,197 0,391
Valin 0,063 0,06 0,432 0,372

Tabelle 18: Minimal- und Maxmimalkonzentrationen der AugUR und GCKD-Studie in mmol/I.

Auch beim Vergleich der minimal und maximal gemessenen Konzentrationen der
Metaboliten in der AugUR- und GCKD-Studie (Tabelle 18), werden Unterschiede in beiden
Studiengruppen deutlich. Lediglich Betain, Kreatin, Dimethylamin, Isoleucin und Valin
weisen dhnliche minimal gemessene Plasmakonzentrationen auf.

Metaboliten, die sich in der maximalen Konzentration &hneln, sind Asparagin, Betain,
Dimethylamin und Valin.

Methanol zeigt in der Maximalkonzentration beider Gruppen den gréfiten Unterschied auf.
Die gemessene Methanol-Konzentration in der GCKD Studie ist ca. 16 mal so hoch wie in der
AugUR-Studie. Der groRte Unterschied in der Minimalkonzentration liegt bei Pyruvat vor.
Die gemessene Pyruvat-Konzentration ist in der AugUR-Studie ca. 37 mal so hoch wie in der
GCKD-Studie.
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3.3 Statistische Analyse
Im Folgenden werden die Ergebnisse der statistischen Analyse der Metabolitenprofile der
AugUR- und GCKD-Plasmaproben prasentiert.

3.3.1t-Test

Mit Hilfe des Zweistichproben-t-Test (Welch’s t-Test) wird bestimmt, ob und welche
Metabolitenkonzentrationen der GCKD- und der AugUR-Gruppe signifikante Unterschiede
aufweisen. In Tabelle 19 sind der t-Wert, Freiheitsgrade (df), p-Wert und der korrigierte p-
Wert nach Benjamini/Hochberg dargestellt. Die Freiheitsgrade (df) bestimmen das Aussehen
der t-Verteilung und ergeben sich aus der StichprobengroRe (df = n-1). Die vollstandigen
Ergebnisse des t-Tests mit dem 95 % Konfidenzintervall und den Mittelwerten der
Konzentrationen der AugUR- und GCKD-Studie sind im Anhang vorzufinden.

Auf den ersten Blick fallt auf, dass 15 der 24 untersuchten Metaboliten einen signifikanten
Unterschied aufweisen. Auch nach der Benjamini/Hochberg-Korrektur wiesen 14 der
signifikanten Metaboliten signifikant unterschiedliche Werte beider Gruppen auf. Valin ist
nach der Benjamini/Hochberg-Korrektur nicht mehr signifikant unterschiedlich. Die
Metaboliten, die nach der Benjamini/Hochberg-Korrektur noch signifikant sind, entsprechen
Acetat, Acetoacetat, Alanin, Betain, Kreatinin, Dimethylamin, Glukose, Glutamin, Laktat,
Methanol, Phenylalanin, Pyruvat, Trimethylamine N-Oxid, Tyrosin. Unter diesen
signifikanten Werten fiel im direkten Vergleich der Konzentrationen der Metaboliten auf,
dass Acetat, Betain, Kreatinin, Dimethylamin, Methanol und Trimethylamine N-Oxid hoéhere
Mittelwert-Konzentrationen in den Proben der GCKD-Studie haben als die Proben der
AugUR-Studie. Metabolitenkonzentrationen der AugUR-Studie weisen bei den brigen neun
Metaboliten im direkten Mittelwert-Vergleich hohere Konzentrationen auf.

In einigen Ergebnissen des t-Tests gibt R-Studio eine Signifikanz mit dem p-Wert < 2,2¢16
an. Das bedeutet, dass der Unterschied in den Mittelwerten eine héhere Signifikanz als
p-Wert = 2,2e16 aufweist, R-Studio den genauen Wert aber nicht kalibrieren kann.
Hochsignifikante Unterschiede in den Mittelwert-Konzentrationen finden sich in den
Metaboliten Betain, Kreatinin, Dimethylamin, Pyruvat, Trimethylamine N-Oxid.
Acetoacetat (p-Wert = 3,335e1), Alanin (p-Wert = 5,24e?), Glutamin (p-Wert = 2,822¢™),
Laktat (p-Wert = 1,151e®) und Phenylalanin (p-Wert = 1,119¢°°) zeigen ebenfalls

hochsignifikante Unterschiede in den Konzentrationen der Mittelwerte auf.
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Metabolit t-Test df p-Wert Benjamini/
Hochberg-
Korrektur
3-Hydroxybutyrate 0,235 1298 0,814 0,849
Acetat -2,675 1310 0,008 0,015
Acetoacetat 9,321 1306 3,335¢716 1,334¢1°
Aceton -1,792 1309 0,074 0,099
Alanin 6,193 1310 5,24¢7° 1,572¢®
Asparagin -1,85 1308 0,066 0,093
Betain -15,57 1308 <2,2e16 1,056e1°
Kreatin -0,403 1307 0,687 0,749
Kreatinin -19,435 1310 <2,2e16 1,056e1°
Dimethylamin -15,002 1309 <2216 1,056e %
Glukose 2,594 1309 0,01 0,017
Glutamin 6,353 1309 2,822¢ 9,675e™
Glycin 1,977 1310 0,05 0,075
Histidin 0,662 1310 0,509 0,582
Isoleucin 0,819 1310 0,414 0,497
Laktat 5,059 1310 1,151e* 3,069¢e°
Methanol -2,854 1228 0,004 0,008
Phenylalanin 4,569 1309 1,119¢° 2,686e™
Prolin 0,099 1306 0,921 0,921
Pyruvat 15,705 1303 <2216 1,056e %
Threonin -1,665 1310 0,098 0,124
Trimethylamine N- -19,774 672 <2,2¢16 1,056e1°
Oxid
Tyrosin 3,319 1310 0,001 0,002
Valin 1,998 1308 0,047 0,075

Tabelle 19: Ergebnisse des t-Tests der Mittelwert-Plasmakonzentrationen der AugUR und GCKD-Studie mit Freiheitsgraden
(df), p-Werten und korrigierten p-Werten nach Benjamini/Hochberg.

3.3.2 Volcano Plot

Durch den Volcano Plot (Abbildung 19) kdnnen die Ergebnisse des t-Tests graphisch
dargestellt werden. Dabei wird der Fold Change in Bezug zum p-Wert gebracht.

Der Fold Change in Tabelle 20 wird durch die berechneten Mittelwerte aus dem t-Test
berechnet (Formel 11).

AugUR-Mittelwert
GCKD-Mittelwert

Formel 11: Berechnung des Fold Change fiir den Volcano Plot.

Fold Change =

Mit Hilfe des Fold Change kann der Faktor des Unterschiedes der Mittelwerte der
Konzentrationen der AugUR- und GCKD-Studie ermittelt werden.

Entspricht der Fold Change = 1, gibt es keinen Unterschied im direkten Mittelwert-Vergleich.
Ist der Fold Change > 1, ist der Mittelwert von AugUR um den entsprechenden Wert héher

80



als der Mittelwert der Konzentration von GCKD. Ist der Fold Change < 1, ist der Mittelwert
von AugUR um den entsprechenden Wert niedriger als der Mittelwert der Konzentration von
GCKD.

Groliere Unterschiede in den Mittelwerten zeigt Acetoacetat, welches einem Fold Change von
2,768 entspricht. Ebenfalls auffallig ist Pyruvat mit einem Fold Change von 2,349.
Aulierordentlich niedrige Fold Changes (aber hohe Vervielfachungen im Vergleich der
Mittelwerte der Metaboliten) liegen bei Betain (0,572), Dimethlyamin (0,483), Methanol
(0,549) und Trimethylamine N-Oxid (0,352) vor (Tabelle 20).

Metabolit p-Wert Fold Change
(AugUR/GCKD)

3-Hydroxybutyrate 0,814 1,023
Acetat 0,008 0,597
Acetoacetat 3,335¢16 2,768
Aceton 0,074 0,904
Alanin 5,24e7 1,168
Asparagin 0,066 0,958
Betain <2,2e16 0,572
Kreatin 0,687 0,974
Kreatinin < 2,2e16 0,606
Dimethylamin <2216 0,483
Glukose 0,01 1,074
Glutamin 2,822¢7 1,246
Glycin 0,05 1,174
Histidin 0,509 1,021
Isoleucin 0,414 1,035
Lactat 1,151e6 1,192
Methanol 0,004 0,549
Phenylalanin 1,119¢° 1,43
Prolin 0,921 1,003
Pyruvat <2,2e16 2,349
Threonin 0,098 0,952
Trimethylamine N- <2,2e16 0,352
Oxid

Tyrosin 0,001 1,135
Valin 0,047 1,043

Tabelle 20: p-Werte und Fold Change zur Erstellung des Volcano Plot. Die p-Werte basieren auf dem t-Test.

Metaboliten, die mit einem p-Wert < 2,2e16 angegeben sind, wurden fiir den VVolcano Plot mit

einem p-Wert = 2,2e-16 beziffert, um diese Metaboliten graphisch darstellen zu konnen.
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Wie beschrieben gibt es zwei Interessensfelder im Volcano Plot, die besonders beachtet
werden:
1. Hohe Werte auf der y-Achse.
Je hoher der y-Wert, desto niedriger der p-Wert, was somit fur eine starke Signifikanz
spricht.
2. Hohe oder niedrige Werte auf der x-Achse.

Diese entsprechen einem grofRen Unterschied der untersuchten Mittelwerte.

Signifikante p-Werte sind in diesem Volcano Plot (Abbildung 19) farbig rot dargestellt.
Schnell fallt auf, dass der Groliteil der Unterschiede der Metabolitenkonzentrationen
signifikant ist und einige Metaboliten einen hohen Fold Change aufweisen. Pyruvat,
Acetoacetat, Betain, Kreatinin, Dimethylamin und Trimethlyamine-N-Oxid weisen sehr hohe
Werte auf der y-Achse auf. Zusétzlich haben diese Werte hohe bzw. niedrige x-Werte. Diese
Metaboliten lassen folglich einen hohen signifikanten Unterschied in den Plasma-
Konzentrationen der Metaboliten in der AugUR- und GCKD-Gruppe erkennen. Alanin,
Glutamin, Phenylalanin und Laktat weisen ebenfalls relativ erhohte log2° p-Werte auf. Einen
auffalligen log? Fold Change, aber dafir relativ niedrigen p-Wert weisen Methanol und
Acetat auf.

Aceton, Threonin, Asparagine, Kreatin, Prolin, Isoleucin, 3-Hydroxybutytate und Histidine
sind weder statistisch signifikant noch zeigen diese hohe bzw. niedrige Werte im log? Fold

Change auf.
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Volcano plot
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Abbildung 19: Volcano Plot. Die rot markierten Punkte stellen signifikant unterschiedliche Metaboliten zwischen beiden
Gruppen mit einem p -Wert < 0,05 dar. Die schwarzen Punkte entsprechen Unterschiede in den Metabolitenkonzentrationen
mit einem p-Wert > 0,05. Auf der x-Achse ist der log? Fold-Change und auf der y-Achse der log° p-Wert dargestellt.
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3.3.3 Buckets

Nachdem die Spektren, wie im Material- und Methodenteil beschrieben, erfolgreich in
Abschnitte unterteilt wurden, wird die Signifikanz der Unterschiede mittels R-Studio beider
Studiengruppen ermittelt. Ein wichtiger Punkt ist hierbei die Normalisierung der Daten, um
unerwinschte technische Variationen zwischen den einzelnen Proben auszugleichen.
Voraussetzung flr die meisten Normalisierungsverfahren ist die Annahme, dass nur eine
geringe Zahl an Metaboliten in ungeféhr gleichen Anteilen zwischen den betrachteten
Gruppen hoch- bzw. runterreguliert sind. Dies ist allerdings bei dem Vergleich

der AugUR- mit der GCKD-Studie, bei dem hauptsachlich - bis auf ihre Augenerkrankung -
gesunde Patienten mit chronisch nierenkranken Probanden verglichen werden, nicht gegeben,
da bei chronisch nierenkranken Patienten eine Akkumulation der meisten Metaboliten im Blut
stattfindet. Eine der wenigen Substanzen, die hiervon nicht oder nur gering betroffen ist, ist
Ca?*, welches in EDTA-Plasma-Proben anhand seines Kalzium-EDTA-Komplexes
nachgewiesen werden kann.®*

Bei AugUR ergaben sich 900 (851 ohne Wassersignal) Variablen (Buckets) von 1089
Spektren. GCKD ergab 900 (851 ohne Wassersignal) Variablen (Buckets) von 4868 Spektren.
Mit Ca?*-EDTA als Referenzsubstanz ergaben sich 707 von 900 (851 ohne Wassersignal)
signifikant unterschiedliche (p-Wert < 5 %) Buckets. Ohne Referenzsubstanz (No scale)
waren 811 Buckets signifikant unterschiedlich und mit Ameisenséure als Referenzsubstanz
812 Buckets.

Die stabile Konzentration von Kalzium im Blut ist wahrscheinlich auf die Relevanz von Ca?*
in Bezug auf das kardiovaskuldre System, insbesondere auf Schlagkraft und Herzfrequenz
zurtickzufiihren.®* Dazu kommt, dass Ca?* selbst ein stabiles Element ist, d.h. keinem
radioaktiven Zerfall unterliegt. Es wird daher im Folgenden die Normalisierung auf das Ca?* -
EDTA verwendet. Buckets, die nur aufgrund von Rauschsequenzen oder verschobener
Metaboliten signifikant sind, wurden von naheren Untersuchungen entfernt. Besondere
Aufmerksamkeit galt signifikanten Buckets, die sichtbar auffallige Unterschiede in
Metabolitenkonzentrationen darstellten.

Insgesamt ergab die genauere Untersuchung jedes einzelnen der 707 signifikanten Bucket-
Sequenzen 61 relevante bzw. aufféllige Buckets (Tabelle 21).

Von 61 Buckets zeigen 42 eine hohere Metabolitenkonzentration der GCKD-Probanden im
Vergleich zu den AugUR-Probanden auf. Eine hdhere Metabolitenkonzentration innerhalb der
AugUR-Proben stellen 19 der 61 Buckets dar.
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Besonders die NMR-Signale mit hoher Signifikanz und klar erkennbaren Unterschieden in
Amix Viewer sind von zentraler Bedeutung. Unter anderem fallen dabei die klar definierbaren
und hoch signifikanten Metaboliten Phenyalanin, Dimethylamin, Prolin und Kreatinin
innerhalb der Buckets auf. Viele andere Buckets sind entweder nicht klar von anderen
Metaboliten abzugrenzen oder weisen Unterschiede in Buckets auf, in denen die Metaboliten-
Zuordnung unbekannt ist.

Anhand der Buckets werden auch Metaboliten deutlich, die eventuell in zuklnftigen
Forschungen untersucht werden kénnten, die in dieser Arbeit nicht naher analysiert werden.
Dabei fielen Albumin Lysyl, Citrulline, B-Galaktose, Leucin, und Lipide auf.

Die Buckets in Tabelle 21 sind nach ihrer Signifikanz sortiert. Somit hat die oberste Bucket-
Sequenz den signifikantesten Unterschied zwischen beiden Studien. Die genauen p-Werte und
Buckets sind im Anhang vorzufinden. Die Buckets mit den Nummern 232, 233, 259, 281,
286, 341, 387, 517 und 607 konnten keinen bekannten Metaboliten zugeordnet werden.
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Bucket
Nummer

10

11
16

50
66
94
133
156
189

219

225
228
232
233
238
254
259
281
286
329
341
354

360

380

381

385

387
390
403

405
409

413

Bucket-
Sequenz

(in ppm)

3,115

2,565
3,245

3,235
2,705
3,335
7,625
2,905
3,145

3,045
4,455
2,895
4,435
5,795
4,425
7,785
5,785
4,445
5,805
4,105
5,775
1,485

3,525

4,005

3,685

3,205

5,815
2,525
4,075

1,475
4,065

3,695

Auffélligkeit/Befund
in Amix

GCKD > AugUR

GCKD > AugUR
AugUR > GCKD

AugUR > GCKD
GCKD > AugUR
AugUR > GCKD
AugUR > GCKD
AugUR > GCKD
GCKD > AugUR

GCKD > AugUR

GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

AugUR > GCKD

GCKD > AugUR

AugUR > GCKD

GCKD > AugUR

GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

GCKD > AugUR

Vergleich zur
Metaboliten-Sequenz
aus der Studie von
Jeremy K. Nicholson
und Peta J. D. Foxall
3,12 Phenylalanin

2,54 Methylamin o. Ulc
3,24 Arginin, B-Glukose

3,24 Arginin, B-Glukose
2,71 Dimethylamin
3,34 Prolin;

7,61 3-Methylhistidin
2,89 Albumin Lysyl
3,14 Histidin, 3,15
Citrulline

3,04 Kreatin; 3,05
Kreatinin

4 53 R-Galaktose
2,89 Albumin Lysyl

7,77 1-Methylhistidin

4,11 Laktat

1,48 Lysine

3,54 Alpha-Glukose, U2c,
Glycin
4,05 Kreatinin

3,68 Glutamin; 3,69
Leucin
3,21 Choline

2,52 Citrate
4,06 Myo-inositol

1,47 Isoleucin; 1,18 Lysin
4,06 Myo-inositol, Lipide

3,69 Leucin; 3,70
Citruline
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Mdglicher Metabolit
(Sequenzen, die zum
Quantifizieren
verwendet wurden)

3,1 Phenylalanin; 3,1
Histidin

3,25 Betain; 3,25 TMAO;
3,2 Glukose

3,2 Glukose; 3,2 Histidin
2,71 Dimethylamin
3,30-3,36 Prolin

2,91-2,96 Asparagin
3,1 Phenylalanin; 3,1
Histidin

3,03 Kreatin; 3,03
Kreatinin; 3,0 Tyrosin

2,8 Asparagin

7,78 Histidin

4,1 Laktat

1,45-1,48 Alanin; 1,5
Isoleucin

3,55 Glycin; 3,4 Prolin;
3,6 Threonin; 3,5 Glukose
4,04 Kreatinin; 4,00
Phenyalanin; 3,9 Tyrosin;
4,0 Histidin

3,6 Threonin; 3,7
Glukose; 3,7 Isoleucin
3,25 TMAO

4,04 Kreatinin; 4,00
Phenyalanin; 4,0
Asparagin

1,45-1,48 Alanin

4,0 Asparagin; 4,04
Kreatin; 4,00 Histidin
3,6 Threonin; 3,7
Glukose; 3,6 Valin



449

453

480
504

517
518
523
526

532
534

538

540
542

547

548
552
582
585
590

607
612
616
617

624

625

657
665
678
697

3,155
0,985

1,925
3,925

5,765
3,445
1,585
1,495

1,595
3,195

3,855

1,345
4,115

0,895

1,435
1,285
2,165
0,905
5,235

1,605
1,575
2,735
3,905

4,135

3,775

1,305
1,315
5,245
1,335

AugUR > GCKD
AugUR > GCKD

GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

GCKD > AugUR
GCKD > AugUR
AugUR > GCKD
GCKD > AugUR

AugUR > GCKD
GCKD > AugUR

GCKD > AugUR

GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

AugUR > GCKD

GCKD > AugUR
AugUR > GCKD
GCKD > AugUR
AugUR > GCKD
GCKD > AugUR

AugUR > GCKD
AugUR > GCKD
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

AugUR > GCKD

GCKD > AugUR

AugUR > GCKD
AugUR > GCKD
GCKD > AugUR
GCKD > AugUR

3,15 Citrullin; 3,16
Tyrosin

0,97 Valin, Leucin; 1,00
Isoleucin

1,91 Lysin, Arginin
3,93 Kreatin

3,45 Prolin
1,57 Citrulline
1,48 Lysin

1,57 Lipid, Citrulline
3,21 Cholin

3,87 Glycerol; 3,84 Alpha
Glukose

1,33 Laktat

4,11 Laktat; 4,12 Prolin

0,87 Lipid; 0,91
Cholesterol

1,46 Alanin

1,28 Isoleucin; 1,29 Lipid
2,14 Glutamat

0,91 Cholesterol
5,23 Alpha Glukose,
Lipid

1,57 Citrulline, Lipid
2,72 Lipid

3,90 B-Glukose

4,13 3-Hydroxybutyrate

3,76 Alanin, alpha-
Glukose

1,30 Lipid

1,32 Threonin, Lipid
5,26 Lipid

1,33 Laktat

(3,1 Phenylalanin); 3,1
Histidin

0,99-1,00 Isoleucin; 0,96-
0,99 Valin

1,92 Acetat

3,91 Kreatin; 3,9 Tyrosin;
3,9 Histidin

3,4 Glukose; 3,4 Prolin
1,5 Isoleucin

1,45-1,48 Alanin; 1,5
Isoleucin

1,5 Isoleucin

3,2 Glukose; 3,2 Histidin;
3,2 Tyrosin

3,9 Tyrosin; 3,85
Glukose; 3,8 Betain

1,33 Laktat; 1,3 Threonin
4,10-4,17 3-
Hydroxybutyrate; 4,1
Laktat; 4,1 Prolin

0,96 Valin

1,45 Alanin
1,2 Isoleucin
2,1 Prolin
0,96 Valin
5,2 Glukose

2,71 Dimethylamin

3,89 Betain; 3,91 Kreatin;
3,9 Tyrosin; 3,9 Histidin
4,10-4,17 3-
Hydroxybutyrate; 4,11
Laktat; 4,1 Prolin

3,80 Glukose; 3,7
Isoleucin

1,3 Laktat; 1,3 Threonin
1,3 Laktat; 1,3 Threonin
5,2 Glukose

1,3 Laktat; 1,3 Threonin

Tabelle 21: Signifikante Buckets und darin mdglich liegende Metaboliten. Die Sequenzen sind alle in ppm angegeben.
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3.2.4 Principal Component Analysis (PCA)

Um metabolische Unterschiede in der Gruppe der Nierenerkrankten und der Gruppe der
Nierengesunden darzustellen, wurde eine Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principal
Component Analysis [PCA]) erstellt. Dafuir wurden alle Buckets mit Hilfe der PCA
untersucht.

Die gruinen Punkte entsprechen dabei den Probanden der GCKD-Gruppe und die roten Punkte
der AugUR-Untersuchungsgruppe. Auf der x-Achse ist die 1. Hauptkomponente (PC1) und
auf der y-Achse die 2. Hauptkomponente (PC2) dargestellt (Abbildung 20).

Um die Uberlagerungen der Ergebnisse zu vermeiden, wurden auch jeweils einzelne Plots der
jeweiligen Gruppen in den Abbildungen 21 und 22 dargestellt. In Abbildung 20 ist zu
erkennen, dass sich die beiden Gruppen im GroRteil der Punkte Uberlagern. Beide Gruppen
wirken zentralisiert auf einen Punkt. Somit sind beide Gruppen groRtenteils nicht klar
voneinander abzutrennen. Bei genauerer Betrachtung in Abbildung 22 wird jedoch klar, dass
die GCKD-Punkte etwas verstreuter sind und den Anschein erwecken, in zwei Richtungen
orientiert zu sein.

Die Darstellung der Buckets der AugUR-Studie erscheint zentralisierter, dafiir aber in
einzelnen Punkten etwas verstreuter. Somit ist in den Buckets der AugUR-Studie mit einigen
,»AusreiBlern* auszugehen. Die von den ersten beiden Hauptkomponenten erklérte Varianz
entspricht 18 % und 16 %. Der Punkt in der oberen linken Ecke in Abbildung 20 und 22

gehort zu einem GCKD-Patienten mit extremen Lipid-Signalen.
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Abbildung 20: Hauptkomponentenanalyse der Buckets der GCKD- und AugUR-Studie. Die Patienten der der GCKD-Studie
(n=4859) sind in grun dargestellt, wahrend die Patienten der AugUR-Studie (n=1081) in rot gekennzeichnet sind.
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Abbildung 21: Hauptkomponentenanalyse der AugUR-Buckets in rot.
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Abbildung 22: Hauptkomponentenanalyse der GCKD-Buckets in griin. Der Punkt in der oberen linken Ecke gehdrt zu einem
GCKD-Patienten mit einem extremen Lipid-Signal.

3.3.5 Geschatzte glomerulare Filtrationsrate (eGFR)

Es wurden fir alle AugUR-Probanden und GCKD-Probanden die eGFR-Werte im Rahmen
der Studie mittels der CKD-EPI-Formel berechnet. Alle berechneten eGFR-Werte wurden in
beiden Studien bei der Aufnahme der Untersuchungsdaten berechnet und dokumentiert.

Der Mittelwert aller AugUR-Probanden, bei denen die eGFR mittels der CKD-EPI-Formel
berechnet werden konnte (1092 Probanden), betragt 67,14 ml/min. Daher wéren die
Probanden dem Nierenstadium Il zuzuweisen. Damit in den Nierenstadien | und Il ein
Krankheitswert besteht muss zusatzlich ein Nierenschaden (pathologische Hinweise im
Blut/Urin/Bildgebung) vorzuweisen sein.?® Ab einer eGFR, die dem Nierenstadium 111
zuzuordnen ist, gilt der Krankheitswert auch ohne bestehenden Nierenschaden. Dies bedeutet,
dass die untersuchten Probanden der AugUR-Studie eine geringfugige Einschrankung der
eGFR aufweisen. Trotzdem sind aber 20 % der AugUR-Probanden mit einer eGFR < 60
ml/min dem Nierenstadium Illa zuzuordnen. Dem Stadium I11b kénnen 8 % und Stadium IV
1 % zugeordnet werden (Tabelle 22, Abbildung 23). Kein Proband der AugUR-Studie ist dem

Nierenstadium V zuzuordnen.
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Im direkten Vergleich weisen die 5160 Probanden der GCKD-Studie eine durchschnittliche
eGFR von 49,47 ml/min auf. Die meisten GCKD-Probanden sind dem Nierenstadium I11

zuzuordnen. In Stadium Illa befinden sich 33 % und in Stadium I11b 36 % aller Probanden.
Nierenstadium IV sind 9 % der Probanden und 5 Studienteilnehmer der GCKD-Studie sind

sogar Nierenstadium V zuzuordnen. Die untersuchten Probanden der GCKD-Studie sind

somit einem durchschnittlich Nierenstadium I11a mit mittelschwerer Einschrankung der eGFR

einzuordnen (Tabelle 22, Abbildung 23).

Stadien I (>90 I1(©0-89 Illa@45- HIb@B0- IV (15— V (<15
ml/min) ml/min) 59 ml/min) 44 ml/min) 29 ml/min) ml/min)

Anzahl 234 (5%) 887 (17%) 1718 1861 455 (9%) 5 (0,1%)

GCKD (33%) (36%)

Anzahl 24 (2%) 750 (69%) 216 (20%) 87 (8%) 15 (1%) 0

AugUR

Tabelle 22: Absolute und prozentuale Aufteilung der Probanden der AugUR- und GCKD-Studie in die Nierenstadien | - V.

Prozentuale Verteilung der Porbanden der GCKD- und
AugUR-Studie auf die Nierenstadien | - V

80%
70%
60%
50%

40%

30%
20%
10% I
0% . - I I p—

| (>90) 11(60-89) Illa(45-59) Ilb(30-44) IV (15-29) V (<15)

®m Anzahl GCKD ® Anzahl AugUR

Abbildung 23: Prozentuale Aufteilung der Probanden der AugUR und GCKD-Studie in die Nierenstadien | - V.
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Um den gesamten Unterschied aller Probanden graphisch darzustellen, wurde mittels R-

Studio ein Boxplot erstelit:

140
|
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|

40

O @O} -----=-mmmmmmmmmm oo

20

T T
eGFR AugUR eGFR GCKD

Abbildung 24: Boxplot der eGFR nach CKD-EPI der Probanden der AugUR- und GCKD-Studie.

Bei der Betrachtung des Boxplots (Abbildung 24) wird klar, dass die durchschnittliche eGFR
der GCKD-Gruppe deutlich niedriger ist, aber gleichzeitig auch einige ,,Ausreiler” mit einer
héheren eGFR aufweisen.

Alle eGFRs der AugUR-Probanden sind in im Anhang innerhalb der Tabelle mit den Tangri

Scores in der Spalte ,,eGFR, CKD-EPI* genau dokumentiert.
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[1(n=2) (n(n=97) |11 (n=28) |1V (n=4)

eGFR in mL/min/1,73 ‘ 93,957 ‘ 74,976 ‘ 45,697 ‘ 21,045
mZ

3-Hydroxybutyrate 0,361 0,138 0,145 0,051
Acetat 0,026 0,064 0,054 0,041
Acetoacetat 0,149 0,095 0,080 0,051
Aceton 0,103 0,057 0,061 0,043
Alanin 0,384 0,441 0,455 0,473
Asparagin 0,047 0,051 0,051 0,059
Betain 0,034 0,032 0,037 0,027
Kreatin 0,054 0,036 0,032 0,056
Kreatinin 0,057 0,079 0,120 0,202
Dimethylamin 0,005 0,006 0,007 0,008
Glukose 7,392 7,482 8,578 7,849
Glutamin 0,447 0,613 0,583 0,520
Glycin 0,148 0,260 0,219 0,236
Histidin 0,083 0,095 0,091 0,104
Isoleucin 0,098 0,076 0,084 0,105
Lactat 1,860 2,066 2,120 1,915
Methanol 0,046 0,063 0,062 0,049
Phenylalanin 0,074 0,083 0,081 0,090
Prolin 0,191 0,215 0,226 0,236
Pyruvat 0,172 0,204 0,178 0,155
Threonin 0,093 0,090 0,085 0,084
Trimethylamine N-Oxid 0,034 0,042 0,037 0,033
Tyrosin 0,094 0,087 0,089 0,074
Valin 0,285 0,224 0,241 0,261

Tabelle 23: Mittelwerte der Metabolit Konzentration (in mmol/l) und eGFR der quantifizierten AugUR-Spektren in den
Nierenstadien | - 1V

In Tabelle 23 sind die Mittelwert Konzentrationen der untersuchten Metaboliten der AugUR-
Studie in Relation zu den Nierenstadien | - 1V dargestellt.

Da in NMR-Probe 30 initial keine eGFR berechnet wurde, basiert dieser Vergleich auf 131
von 132 quantifizierter Spektren.

Aufgrund einer niedrigen Anzahl von Probanden in Nierenstadium I (n=2) und 1V (n=4) sind
die Ergebnisse eingeschrankt zu beurteilen. Trotzdem lassen sich auch zwischen den
Nierenstadien 11 und 111 mit einer hoheren Anzahl von Probanden, Trends erkennen.
Insbesondere die Kreatinin Mittelwertkonzentration steigt von 0,057 mmol/l auf 0,202 mmol/I
von Nierenstadium | - IV an. Auch die Dimethylamin Konzentration nimmt progredient zu.
Andererseits lassen sich auch abfallende Metaboliten Konzentrationen bei fortschreitender
Nierenerkrankung darstellen. Dabei fallen besonders Acetoacetat und Threonin auf, in denen

die Mittelwerte von Nierenstadium | bis IV sukzessiv abfallen.
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3.3.6 Cox Proportional-Hazards Model (Tangri Score)

Fir die Berechnung des Tangri Scores werden die Variablen Alter, Geschlecht, eGFR und
Albuminurie benotigt. Die Tangri Scores wurden mittels Formel 8 berechnet.

Negative Faktoren in der Tangri Formel beinhalten prognostisch positive Einflusse (Alter und
eGFR) fir Nierenerkrankungen.

Positive Faktoren in der Tangri Formel beinhalten prognostisch negative Aspekte (méannlich
und UACR) fir Nierenerkrankungen. Dadurch wird deutlich, dass desto negativer das
Ergebnis der Tangri Formel, desto besser ist die Prognose fur Nierenerkrankungen.

Da die UACR-Werte in der AugUR-Studie nur annédherungsweise mit Werten

< 30, 30 - 300 und > 300 angegeben waren, wurden diese Annaherungen mit expliziten
Werten ersetzt. Fir Werte die kleiner als 30 mg/g angegeben waren, wurden 15mg/g in die
Formel eingesetzt. Fur Werte zwischen 30 — 300 mg/g wurde 165 mg/g verwendet und fur
Werte die groRer als 300 mg/g waren, wurde annaherungsweise 450 mg/g als Faktor
angegeben.

Fir die AugUR-Probanden Nummern 88, 133, 142, 301, 338, 411, 442, 546, 552, 577, 601,
661, 693, 744, 782, 834, 910, 946, 1057 und 1076 wurde bei Studienbeginn kein UACR-Wert
angegeben. AulRerdem wurden fur die AugUR-Probanden Nummern 11, 30, 290, 291, 292,
295, 296, 298, 372, 521, 693, 721, 807, 836, 967, 972, 973, 1079 und 1103 bei der Aufnahme
der Probanden keine eGFR-Werte ermittelt. Die aufgelisteten Probanden wurden daher aus
den Berechnungen entfernt.

Insgesamt konnten demnach von 1092 Probanden der AugUR-Studie die Tangri Scores
ermittelt werden. Der Mittelwert aller Tangri Werte der AugUR-Studie entspricht -7,341 mit
einer Standardabweichung von 1,875. Alle Tangri Werte der AugUR-Studie sind im Anhang
dokumentiert.

In der GCKD-Studie konnten 5087 Tangri Werte von 5217 Probanden ermittelt werden.In der
GCKD-Studie entspricht der Mittelwert der Tangri Werte -4,777 mit einer
Standardabweichung von 2,229.

Erwartungsgemal haben die Probanden der AugUR-Studie mit einem negativeren Tangri
Wert eine bessere Prognose bzw. niedrigeres Risiko fir Nierenerkrankungen als Probanden
der GCKD-Studie.

Da die Probanden der GCKD und AugUR-Studie sehr unterschiedlich auf die jeweiligen
Nierenstadien verteilt sind, wurden zwei Gruppen erstellt, um die Tangri Scores in Relation

unterschiedlicher Nierenstadien zu bringen.
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In Gruppe 1 wurden die Tangri Scores der Teilnehmer der GCKD- und AugUR-Studien in
den Nierenstadien I11-V verglichen (Abbildung 25 und Tabelle 23).

Gruppe 2 spiegelt die Tangri Scores der Teilnehmer der GCKD- und AugUR-Studie in den
Nierenstadien | und Il wider (Abbildung 26 und Tabelle 24).

Gruppe 1
GCKD AugUR
Anzahl 3980 (78,2%) 318 (29,1%)
Minimaler Tangri Score -7,78 -1,27
Maximaler Tangri Score 1,41 1,25
Mittelwert der Tangri Scores -4,07 -51
Standardabweichung des 1,64 1,32

Mittelwertes
Tabelle 24: Vergleich der Tangri Scores der AugUR und GCKD-Probanden in den Nierenstadien Il - V.

Boxplot mit den Tangri Scores der Probanden der AugUR- und GCKD-

Studie in den Nierenstadien I11- V (Gruppe 1)
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Abbildung 25: Boxplot mit den Tangri Scores der AugUR- und GCKD-Probanden, welche den Nierenstadien 111 - V (Gruppe
1) zugeordnet werden. Auf der y-Achse sind die Tangri-Werte dargestellt. Das Kreuz innerhalb der Box stellt den Mittelwert
und die horizontale Linie den Median dar. Die Begrenzungslinien der Box sind die 25 %-Quantile der Ergebnisse. Die
Whisker befinden sich am 1,5x vom Interquartilsabstand.

Anhand des Boxplot in Abbildung 26 und Tabelle 24 kdnnen die Risiken fur renale Events
und Prognosen der Probanden, welche den Nierenstadien 111 - V zugeordnet sind, verglichen

werden. Dabei wird deutlich, dass die Probanden der AugUR-Studie eine bessere Prognose
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als die Probanden der GCKD-Studie haben. Sowohl der Mittelwert als auch der Median der
AugUR Tangri Scores sind negativer als die der GCKD-Studie. Trotzdem reicht der untere
Whisker der GCKD-Studie (1,5 x Interquartilsabstand) tiefer als der der AugUR-Studie.
Auch der maximale Tangri Score der GCKD-Probanden ist positiver als der der AugUR-
Probanden und zeigt sich im Boxplot als Ausreil3er.

Bei der Betrachtung des Boxplots muss beachtet werden, dass 78,2 % der GCKD- und 29,1 %

der AugUR-Probanden den Nierenstadien Il - VV zuzuordnen sind.

Gruppe 2
GCKD AugUR
Anzahl 1107 (21,8%) 774 (70,9%)
Minimaler Tangri Score -13,54 -11,87
Maximaler Tangri Score -3,72 -5,56
Mittelwert der Tangri Scores -7,52 -8,26
Standardabweichung des 1,68 1,16

Mittelwertes
Tabelle 25: Vergleich der Tangri Scores der AugUR und GCKD-Probanden in den Nierenstadien I-11.

Boxplot mit den Tangri Scores der Probanden der AugUR- und GCKD-

Studie in den Nierenstadien I - II (Gruppe 2)
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Abbildung 26: Boxplot mit den Tangri Scores der AugUR- und GCKD-Probanden, welche den Nierenstadien I-11 (Gruppe 2)
zugeordnet werden. Auf der y-Achse sind die Tangri-Werte dargestellt. Das Kreuz innerhalb der Box stellt den Mittelwert

und die horizontale Linie den Median dar. Die Begrenzungslinien der Box sind die 25 %-Quantile der Ergebnisse. Die
Whisker befinden sich am 1,5x vom Interquartilsabstand.
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Mithilfe von Tabelle 25 und Abbildung 27 wird das Risikoprofil der Probanden der AugUR-
und GCKD-Studie in den Nierenstadien | - Il fur renale Events verdeutlicht.

Dabei fallt sofort auf, dass wie zu erwarten, der Uberwiegende Teil der AugUR- (70,9 %) und
nur 21,8 % der GCKD-Probanden den Nierenstadien | - 11 zuzuordnen sind.

Auch in diesen Nierenstadien sind die Prognosen der AugUR-Probanden mit einem
durchschnittlichen Tangri Wert von -8,26 im Vergleich zu den GCKD-Probanden mit einem
durchschnittlichen Tangri Wert von -7,52 besser. Trotzdem fallt der minimalste Tangri Score
(-13,54) und die damit beste Prognose bei einem Probanden der GCKD-Studie auf.
Desweiteren sind einige Probanden der GCKD-Studie in Abbildung 26 als Ausreil3er
dargestellt und scheinen in diesen Nierenstadien eine bessere Prognose zu haben als in
Gruppe 1 (Abbildung 25).

In der AugUR-Studie ist nur ein Ausreil3er unterhalb des unteren Whiskers vorzufinden.

Die Standardabweichungen beider Gruppen ahneln sich.

Zusammenfassend fallt auf, dass sowohl in Gruppe 1 als auch in Gruppe 2 die Verteilung aller
Tangri Werte der GCKD-Studie in deutlich positiveren Bereichen als in der AugUR-Studie
vorzufinden ist.

Sowonhl die Mittelwerte als auch die maximalen Tangri Werte der GCKD-Probanden in den
Gruppen 1 und 2 weisen héhere Tangri Werte und damit Risiken flr renale Events auf.

Die Minimalwerte der GCKD-Studie sind in beiden Gruppen allerdings negativer als in der
AugUR-Studie. Auch die Abbildungen der Tangri Werte (Abbildung 26 und 27) zeigen, dass
die Probanden der AugUR-Studie Uberwiegend in negativeren Tangri Bereichen als die der
GCKD-Studie liegen.
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4. Diskussion

In dieser Doktorarbeit wurden die Plasmen zweier Studienpopulationen NMR-
spektrometrisch untersucht. Dabei wurde ein besonderer Fokus auf die Untersuchung
potenziell auffalliger Metaboliten im Vergleich nierenerkrankter und nierengesunder
Probanden gelegt, um gegebenenfalls Marker chronischer Nierenerkrankungen zu
identifizieren.

Medizinisch etablierte Biomarker flr Nierenerkrankungen sind die Messung der Blut-
Harnstoff-Stickstoff Konzentration (Blood Urea Nitrogen (BUN)), der Urin-Albumin-
Kreatinin-Quotient (UACR), der Kreatinin-Clearance und Cystatin C Konzentration.
Harnstoff, Kreatinin und Cystatin C sind harnpflichtige Substanzen, welche als Endprodukte
kontinuierlich von der gesunden Niere ausgeschieden werden missen. Da diese
harnpflichtigen Stoffe glomerular filtriert werden, sind diese ein Indikator fir die
Filtrationsfunktion der Niere. Steigt die Konzentration harnpflichtiger Substanzen im Plasma,
ist dies womdglich ein Hinweis darauf, dass die eGFR vermindert ist.?°

Aufgrund extrarenaler Einflussfaktoren sind die etablierten Biomarker allerdings klinisch
nicht uneingeschrankt verwendbar:

BUN wird insbesondere durch Faktoren wie Protein Aufnahme, Dehydratation und
eingeschréankter Leber Funktion beeinflusst. Darliber hinaus wird die Normgrenze der BUN
(50 mgy/dl) erst bei einer Abnahme der eGFR auf unter 25 % uberschritten.?® Auch die
Kreatinin-Clearance und der Urin Albumin-Kreatinin-Quotient (UACR) werden durch nicht
renale Faktoren wie Muskelmasse, Lebensalter oder Unterschieden im Geschlecht beeinflusst.
Aulerdem wird Kreatinin durch tubuldre Sekretionsmechanismen bei Nierenerkrankungen in
friihen Stadien nicht auffallig.?® Die Nutzung von Cystatin C als Biomarker fiir
Nierenerkrankungen, kann durch Steroide, Nikotinkonsum oder eine Schilddriisen
Dysfunktion beeintréachtigt werden.3"29

Es wird deutlich, dass ein Biomarker gesucht wird, mit dessen Hilfe in einem friihen
Nierenstadium eine chronische Nierenerkrankung detektiert werden kann. Zusatzlich sollte

dieser moglichst nicht durch extrarenale Faktoren beeinflusst werden.

Die gesunde Kontrollgruppe wurde von 1133 Probanden der AugUR-Studie vertreten. Das
Durchschnittsalter betragt 77,6 Jahre, 54,9 % der Probanden sind ménnlich. VVon allen
Probanden der AugUR-Studie sind 21,5 % Typ 2 Diabetiker. Obwohl die Probanden der
AugUR-Studie zwar geringfugige Einschrankungen der eGFR aufweisen, besteht in grofien
Teilen kein Krankheitswert, da in diesem Stadium (I1) zusétzlich zu einer eGFR von 67,14
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ml/min ein bestehender Nierenschaden nachgewiesen werden muss, um die Probanden als
nierenerkrankt zu klassifizieren.?® Trotzdem weisen 28 % der AugUR-Probanden eine eGFR
auf, die dem Nierenstadium I11 zuzuordnen ist. Dem Nierenstadium IV kénnen 1 % der
AugUR-Probanden zugeordnet werden.

Die 5127 Probanden der GCKD-Studie vertreten die Vergleichsgruppe Nierenerkrankter, da
die Probanden dieser Studie mit einer durchschnittlichen eGFR von 49,47 ml/min dem
Nierenstadium I11 zuzuordnen sind. Probanden in den Nierenstadien | und Il wurden in die
Studie zugelassen, wenn diese zuséatzlich eine Proteinurie hatten. Der groRte Teil (69 %) der
GCKD-Probanden ist dem Nierenstadium 111 zuzuordnen. Dariiber hinaus sind ca. 9 % der
Probanden dem Nierenstadium 1V und 0,1 % der Probanden dem Stadium V zuzuordnen.
Das Durchschnittsalter der Probanden der GCKD-Studie ist mit 60,1 Jahren etwas jiinger als
das der Probanden der AugUR-Studie. Unter den GCKD-Probanden gibt es mit 35 % (33 %
Typ 2 Diabetes) mehr Diabetiker als unter den AugUR-Probanden. Mit 60 % liegt der Anteil
méannlicher Probanden etwas hoher als in der AugUR-Studie. Die Daten der GCKD-Studie
wurden deutschlandweit multizentrisch erhoben. Die Daten der AugUR-Studie wurden in
Regensburg mit Probanden aus Oberbayern gesammelt.

Die hohe Signifikanz der Bucket Analyse (707 von 900 Buckets) macht deutlich, dass sich
beide Gruppen in ihren Blutplasmen und deren Metaboliteninhalte grundlegend
unterscheiden. Die PCA hingegen scheint einen Hinweis darauf zu geben, dass die AugUR-
und GCKD-Studie auch viele Gemeinsamkeiten haben, da sich groRRe Teile beider Gruppen
sowohl in der PC1- als auch in der PC2-Achse lberschneiden.

Im Folgenden werden die Metaboliten, welche im Rahmen dieser Arbeit statistische
Signifikanz oder in der graphischen Darstellung Auffélligkeiten aufgewiesen haben,
diskutiert.

Die Diskussion basiert auf dem Vergleich der direkten Mittelwerte, den Ergebnissen des t-
Tests, der graphischen Darstellung im Volcano Plot sowie den signifikanten Buckets.

Dabei kdnnen die Metaboliten grob in zwei Gruppen unterteilt werden:

Eine Gruppe, in der die Metaboliten héhere Konzentrationen im Blut-Plasma der GCKD-
Studie aufweisen und eine weitere Gruppe, in der die Metabolitkonzentrationen im Mittelwert
bei AugUR-Patienten héher sind.

Metabolitkonzentrationen, welche bei den GCKD-Probanden signifikant hohere Werte
aufweisen als bei den AugUR-Probanden sind Acetat, Betain, Kreatinin, Dimethylamin,

Methanol und Trimethylamine N-Oxid.
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Metaboliten, welche in der AugUR-Studie hohere Konzentrationen aufwiesen, sind
Acetoacetat, Alanin, Glukose, Glutamat, Laktat, Phenylalanin, Pyruvat, Tyrosine und Valin.
Bei den letztgenannten Metaboliten stellt sich die Frage, ob die Konzentrationen der
genannten Metaboliten aufgrund von pathophysiologischen Effekten der chronisch erkrankten
Niere sinken oder ob die geringeren Konzentrationen zufallig sind oder ob sie andernfalls mit
anderen Grunden wie zum Beispiel einem hoheren Durchschnittsalter in der AugUR-Gruppe
zusammenhangen.

Obwohl Valin einen signifikanten p-Wert aufweist, wird Valin von der weiteren Diskussion
ausgeschlossen, da Valin nach der Benjamini/Hochberg-Korrektur keine signifikanten
Unterschiede in den Konzentrationen der AugUR- und GCKD- Gruppen aufzeigt.

Zusétzlich weist Valin keine groRen Unterschiede (AugUR: 0,229 mmol/l; GCKD: 0,22
mmol/l) im Vergleich der Mittelwerte der Metabolitenkonzentrationen der GCKD- und
AugUR-Studie auf.

Kreatinin

Kreatinin wird konstant durch die Niere ausgeschieden. Es ist ein Nebenprodukt aus dem
Muskel-Stoffwechsel.5® Die Serumkreatinin-Konzentration liegt physiologisch bei Mannern,
ungefahr zwischen 0,8 - 1,25 mg/dl und bei Frauen zwischen 0,7 - 1,1 mg/dl (< 50 Jahre). Mit
dem Umrechnungsfaktor fiir Kreatinin (mg/dl x 88,4= pumol/l) entsprechen die gemessenen
Serumkreatinin-Konzentrationen der AugUR-Studie 1,029 mg/dl (0,091 mmol/l, SD+ 0,031).
In der GCKD-Studie entspricht die Durchschnittskonzentration 1,697 mg/dl (0,15 mmol/I,
SD+ 0,045) und ubertrifft folglich den physiologischen Normwert.”®

Zusétzlich zu den signifikant unterschiedlichen Mittelwerten sind drei Buckets (3,045 ppm;
4,005 ppm; 4,075 ppm), in denen sich Kreatinin im Spektrum befindet, signifikant und weisen
nach der Analyse auf hohere Serumkreatinin-Konzentrationen in den Spektren der GCKD-
Studie hin.

Im Volcano Plot liegt Kreatinin sowohl mit einem sehr niedrigen p-Wert (2,2e1), als auch
einem Fold-Change von 0,606 in einem sehr relevanten Bereich des Volcano Plots.

Da Kreatinin harnpflichtig ist, nimmt die Plasma-Konzentration bei abnehmender GFR im
Rahmen einer CKD zu. Wie schon beschrieben, muss bei der Untersuchung der
Serumkreatinin-Konzentration immer beachtet werden, dass dieser Metabolit leicht von
Muskelmasse und Alter beeinflusst werden kann.?” Dazu kommt, dass die Serumkreatinin-

Konzentration erst bei einer fortgeschrittenen Nierenerkrankung ansteigt.2428
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Betain

Betain ist eine wasserldsliche N-methylierte Aminoséure. Im Korper ist in der Niere die
grolte Betain-Konzentration vorzufinden. In der Niere fungiert Betain, &hnlich wie Urea, in
der renalen Medulla als Osmolyt und zieht Flussigkeit aus dem renalen Tubulus. Betain ist
zudem Teil des Harnstoffzyklus und wird mit dem Urin ausgeschieden.” Im Organismus
fungiert Betain hauptsachlich als Methyldonator oder Methylakzeptor bei
Transmethylierungsreaktionen. Generell nimmt Betain damit eine Rolle im Fettstoffwechsel
ein, welche aber bisher weitgehend unbekannt ist. Daher wird Betain auch in der Behandlung
von Fettstoffwechselstorungen (Hyperlipidamie/Atherosklerose) und der Behandlung von
Homocysteinurie genutzt.”

Betain weist bei GCKD-Patienten (0,058 mmol/l, SD+ 0,019) eine weitaus héhere
durchschnittliche Serumkonzentration auf, als die Serumkonzentration der Probanden der
AugUR-Studie (0,033 mmol/l, SD+ 0,017).

Dieser Unterschied der Betain-Konzentrationen in beiden Untersuchungsgruppen ist
hochsignifikant (p-Wert < 2,2e°1%). AuBerdem konnte Betain in drei signifikanten Buckets
(3,245 ppm; 3,855 ppm; 3,905 ppm) identifiziert werden.

Basierend auf diesen Beobachtungen konnte Betain eventuell ein prognostischer Marker fiir
die Nierenfunktion bei chronisch nierenerkrankten Menschen sein. Weitere Studien beziiglich
des Zusammenhangs von Betain und CKD sind nétig, da in einer Studie von Missailidis C. et
al. eine inverse Korrelation der Betain-Konzentration und fortschreitenden CKD-
Nierenstadien beschrieben wurde, welche folglich den Ergebnissen dieser Studie

widerspricht.”

Dimethylamin

Dimethylamin ist ein biogenes Amin, welches sich aus Methanol und Ammoniak
zusammensetzt. Dimethylamin liegt im menschlichen Korper sowohl aufgrund verschiedener
exogener als auch endogener Ursachen vor.”? Zu den Hauptquellen von Dimethylamin im
Urin gehdren Trimethylamin-N-oxid und asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), welches
durch das Enzym Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase (DDAH) zu Dimethylamin
abgebaut wird.”* Erhohtes ADMA scheint, neben vielen weiteren Faktoren, durch eine
verminderte DDAH Aktivitat in CKD Patienten, ein Grund fur eine herabgesetzte Nitrid-
Oxid-Synthese, die bei CKD Patienten zu verzeichnen ist, zu sein.”

Laut der Européischen Arbeitsgruppe fur urdmische Toxine wurde Dimethylamin, neben

vielen anderen Molekdlen, als Bestandteil von urdmischem Toxin identifiziert.”® Das l4sst
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darauf schlieRen, dass Dimethylamin moglicherweise die Harnstoff-Konzentration
wiederspiegelt.”” Da die Harnstoff-Konzentration durch viele Faktoren wie Serumproteine,
Dehydratationen, Leberfunktionen, gastrointestinale Blutungen und Steroide beeinflusst wird
und eine CKD mit einer verringerten Exkretion und einer erhéhten Serumkonzentration von
Urea/Harnstoff assoziiert ist, konnte Dimethylamin dazu dienen, die Konzentration des
schwer messbaren Harnstoffes im Plasma zu projizieren.?®37 Mit der NMR-Spektroskopie ist
Harnstoff schwer zu quantifizieren, da das Harnstoffsignal durch die Unterdriickung vom
Wassersignal mitbeeinflusst wird.

In einem Review von Lisowska-myjak B. et al. wurde beschrieben, dass eine erhohte Urea-
Konzentration bei chronisch nierenerkrankten Patienten mit dem Fortschreiten einer CKD und
bei einer akuten Nierenerkrankung mit plétzlichem renal tubuléren endothelialen Zellschaden
verbunden ist.”” Diese Erkenntnisse lassen eine Korrelation zwischen der Urea-Blut-
Konzentration und der Progression von CKD vermuten. Dimethylamin weist mittels der
NMR-spektroskopischen Untersuchungen bei nierenerkrankten Patienten (GCKD: 0,013
mmol/l, SD+ 0,006) ebenfalls signifikant (p-Wert < 2,2e7%6) hohere Plasmakonzentrationen im
Vergleich zu nierengesunden Patienten (0,006 mmol/l, SD+ 0,005) auf. Die Konzentration
von Serum Dimethylamin in der GCKD-Studie ist mehr als doppelt so hoch als in der
AugUR-Studie. Zusétzlich konnte in zwei Buckets, in denen Dimethylamin liegt (2,705 ppm;
2,735 ppm), signifikante Unterschiede beider Gruppen ausgemacht werden.

Da Harnstoff ebenfalls mit einigen Folgeerkrankungen einer CKD (siehe Abschnitt 1.3.3)
korreliert oder sogar der Kausalfaktor fur Folgeerkrankungen ist, kann Dimethylamin
mdoglicherweise als prognostischer Faktor fiir renale Events/Folgeerkrankungen, welche durch
die toxische Ansammlung von Urea entstehen, genutzt werden.’”” Allerdings muss beachtet
werden, dass eine statistisch signifikante Zunahme von Dimethylamin im Urin bei Personen
nach dem Verzehr von Fisch und Meeresfriichten festgestellt wurde und folglich die

Serumkonzentration und klinische Anwendbarkeit beeinflussen konnte.”®

Trimethylamine N-Oxid (TMAO)

Durch Studien ist bekannt, dass erhéhtes TMAO eine starke Korrelation zu Arteriosklerose
und Mortalitét in der generellen Population aufweist.”® Gastrointestinale Bakterien wandeln
Phosphatidylcholin, Cholin, Betain und Carnitine in das gasformige Trimethylamin um.
Trimethylamin wird dann durch Monooxygenasen in der Leber zu TMAO oxidiert. TMAO
wird durch die Niere wieder ausgeschieden. Somit wird die Serum TMAO-Konzentration

hauptsachlich ber gastrointestinale Bakterien und der renalen Exkretionsfahigkeit reguliert.

102



In bisherigen Studien konnte der Zusammenhang von erhéhtem TMAO-Serumlevel und einer
eingeschrankten Nierenfunktion nachgewiesen werden.8%8! Zusatzlich wurde eine Korrelation
zwischen TMAO-Serumlevel und Entziindungsmarkern festgestellt. Wenn TMAO (im
Rahmen einer CKD) erhoht ist, sind auch die Entzindungsmarker IL-6 und Fibrinogen
erhoht.”® Da Betain und TMAO Abbauprodukte von Cholin sind, kénnte ein kausaler
Zusammenhang flr erhdhte Konzentrationen im Rahmen einer CKD bestehen: Eine erhohte
Cholin-Konzentration bei CKD konnte in einer Studie von Pelletier et al. festgestellt werden.
Die zugrunde liegende Ursache fiir die beobachtete Cholin Erh6hung bei CKD bleibt unklar.
Die begrenzte renale Clearance von Cholin deutet darauf hin, dass dieser Anstieg nicht eine
Folge der Nierenfunktion ist. Dabei stellen Pelletier et al. die Hypothese auf, dass unter
urdmischen Bedingungen der Harnstoffzyklus herunterreguliert wird, was zu einem
geringeren Beitrag von Cholin zur Harnstoffbildung und damit zu einem Anstieg der
zirkulierenden Cholinwerte fuhren wirde. Folglich scheint Cholin entweder durch die
Darmbakterien zu TMAO abgebaut zu werden oder zu Betain zu oxidieren.?? Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestérken diese Hypothese.

Im direkten Vergleich der durchschnittlichen TMAO-Serumkonzentrationen weisen
Probanden der GCKD-Studie (0,116 mmol/l, SD+ 0,049) eine fast dreimal so hohe
Serumkonzentration auf als Probanden der AugUR-Studie (0,041 mmol/l, SD+ 0,036). Dieser
groRe Unterschied ist dartiber hinaus hochsignifikant (p-Wert < 2,2e716) und in zwei
signifikanten Buckets (3,245 ppm; 3,205 ppm) vorzufinden.

Diese Ergebnisse, zusammengehorig mit den Feststellungen vorausgegangener Studien, legen
weitere Erkenntnisse vor, dass auch NMR-spektrometrisch eine Korrelation der TMAO-
Konzentration und CKD-Nierenstadium nachgewiesen werden kann.”> TMAO kénnte
potenziell also als Marker chronischer Nierenerkrankungen dienen, um eine CKD zu
diagnostizieren oder die Progression der CKD festzustellen.

Es muss angemerkt werden, dass die Serumkonzentration von Trimethylamine N-Oxid neben
der renalen Exkretion von gastrointestinalen Bakterien abhéngig ist. Folglich kann die
Trimethylamine N-Oxid-Konzentration durch nicht-renale Faktoren, welche das

gastrointestinale Mikrobiom beeinflussen, veréndert werden.
Methanol

Metabolisches Methanol entsteht physiologisch durch Fermentationsprozesse ausgehend von

gastrointestinalen Bakterien und metabolischen Stoffwechselprozessen, welche mit S-
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adenosyl methionine assoziiert sind. Methanol wird zu 90 % durch Oxidationsprozesse und
etwa 10 % durch Atmung, Schweil und Urin ausgeschieden.®

Methanol ist ein weiterer Metabolit, welcher bei den GCKD-Probanden (0,113 mmol/l, SD+
0,574) im Vergleich zu den AugUR-Probanden (0,062 mmol/l, SD+ 0,05) deutlich erhoht ist.
Allerdings ist der p-Wert (0,004) im Vergleich zu den hochsignifikanten Metaboliten TMAO
und Betain etwas weniger signifikant.

Methanol erschien in der ndheren Analyse signifikanter Buckets unauffallig. Das bedeutet,
dass in den Buckets in denen sich Methanol befindet, keine klare Differenzierung zwischen
den Spektren der AugUR- und GCKD-Studie gemacht werden konnte. Dies kdnnte auch auf
eine ausgepragte Rauschsequenz oder verschobene Sequenzen innerhalb der Ansicht im Amix
Viewer zuriickzufuhren sein (siehe Abschnitt 3.3.3). Daher ist Methanol als Metabolit
anzusehen, welcher noch weitere Forschung bendtigt, um eine Korrelation zwischen einer

CKD und der Serummethanol-Konzentration sicher feststellen zu kénnen.

Acetat

Acetat ist das Salz der Essigséaure und entsteht durch die Oxidation von Acetaldehyd in den
Mitochondrien.”? Im menschlichen Korper entsteht Acetat und weitere kurzkettige Fettsauren
wie Propionat und Butyrat zu grol3en Teilen durch die Fermentierung von Kohlenhydraten im
terminalen Ileum und proximalen Kolon.8

In den letzten Jahren konnte in verschiedenen Studien eine duale Beziehung zwischen
Metaboliten, die vom Darmmikrobiom produziert werden, insbesondere kurzkettiger
Fettsauren und der Niere festgestellt werden.® Kurzkettige Fettsauren (englisch: short fatty
acids (SFA)) sind Fettsduren, wie zum Beispiel Acetat, Propionat, Butyrat und Valproin
Séure, die aus weniger als sechs Kohlenstoffatomen bestehen. Die SFAs werden von
anaeroben Bakterien im Gastrointestinaltrakt synthetisiert. Felizardo et al. hat festgehalten,
dass Veranderungen der SFA-Konzentrationen durch das intestinale Mikrobiom bei CKD ein
wichtiger Hinweis fiir eine eingeschrénkte Nierenfunktion und Fortschreiten einer CKD sein
kann.8¢8” Andrade-Oliveira et al. konnte diese Korrelation weiter ausfiihren und sogar eine
schiitzende Rolle von SFAs, insbesondere von Acetat, bei Nierenschadigungen nach
ischamischen-Reperfusions-Schéden, festhalten. Die Behandlung mit Acetat hemme sowohl
inflammatorische als auch apoptische Prozesse einer akuten Niereninsuffizienz.
Wahrscheinlich sei dieser Effekt auf noch nicht néher erforschte epigenetische Prozesse
zurtickzufiihren.® In den Messungen der Spektren lasst sich bei nierenerkrankten Probanden
(0,201 mmol/l, SD+ 0,1) gegenuber nierengesunden Probanden (0,06 mmol/l, SD£ 0,172)
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eine hohere Acetat-Konzentration feststellen. Trotzdem liegt die durchschnittliche Acetat-
Plasmakonzentration der GCKD-Probanden nur minimal tber dem physiologischen
Referenzwert von 0,1 mmol/l.”% In der naheren Analyse der signifikanten Buckets konnte
Acetat im Spektrum auf der Sequenz von 1,925 ppm identifiziert werden. Die hohere Acetat-
Konzentration nierenerkrankter Probanden lasst sich durch verschiedene Hypothesen
erklaren. Einerseits konnte eine fortschreitende bzw. progressive CKD das intenstinale
Mikrobiom und die damit einhergehende SFA-Konzentration direkt beeinflussen.
Andererseits konnte der Acetat-Anstieg auf eine kompensatorische Reaktion des intenstinalen
Mikrobioms auf die CKD sein, um dieser anti-inflammatorisch und anti-apoptotisch
entgegenzuwirken.

Da SFAs und insbesondere Acetat in der jungsten CKD-Forschung vielversprechende
Zusammenhange zwischen CKD und Acetat-Konzentrationen aufgezeigt haben, sollten nicht
nur die diagnostischen, sondern auch die therapeutischen Maglichkeiten dieses Metaboliten
genauer erforscht werden.

Die Interpretation von Acetat als Indikator fiir chronische Nierenerkrankungen ist allerdings
dadurch limitiert, dass Acetat unter anderem beim Abbau von Ethanol entsteht und somit bei
Alkoholkonsum erhohte Plasmakonzentrationen aufweist.”? Ein (chronischer)
Alkoholkonsum von Patienten und Probanden schrénkt daher die Anwendbarkeit von Acetat

als Marker chronischer Nierenerkrankungen stark ein.

Aminosauren: Alanin, Phenylalanin, Glutamat, Tyrosin

Alanin ist eine kleine, nicht-essentielle Aminosaure, welche bei Probanden der AugUR-Studie
(0,444 mmol/l, SD+ 0,114) eine hohere durchschnittliche Konzentration aufweist als bei
Probanden der GCKD-Studie (0,380 mmol/l, SD+ 0,096). Dieser Unterschied beider Gruppen
ist mit einem p-Wert von 5,24e-° hochsignifikant und kann auch in vier Buckets identifiziert
werden (1,485 ppm; 1,475 ppm; 1,495 ppm; 1,435 ppm). Alanin ist eine der am meisten
verwendeten Aminoséuren fur den Proteinaufbau und gilt als wichtige Energiequelle flr das
Zentralnervensystem und Muskeln.® In einer Studie von Peters et al. wurde beschrieben, dass
R-Alanin fur die Synthese von Histidin-haltigen Peptiden wie Carnosin essenziell ist.
Carnosin scheint eine nierenprotektive Funktion zu haben und bei diabetischer Nephropathie
pathologisch verandert zu sein.?® Vor diesem Hintergrund ware auch die leicht erhohte
Histidin-Konzentration (AugUR = 0,094 mmol/l, SD+ 0,033; GCKD = 0,092 mmol/l, SD+
0,02) der nierengesunden Probanden im Vergleich zu den nierenerkrankten Probanden und

eine hohe Anzahl signifikant unterschiedlicher Buckets (3,115 ppm; 3,235 ppm; 3,145 ppm;
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7,785 ppm; 4,005 ppm; 4,065 ppm; 3,155 ppm; 3,925 ppm; 3,195 ppm; 3,905 ppm), in denen
Histidin identifiziert wurde, zu erklaren. Die mittlere Histidin-Konzentration der AugUR- und
GCKD-Probanden ist mit einem p-Wert von 0,509 allerdings nicht signifikant unterschiedlich
und wird daher auch nicht weiter beleuchtet.

Phenylalanine ist eine essentielle Aminoséaure und hat ebenfalls bei nierenerkrankten
Patienten (0,057 mmol/l, SD+ 0,013) eine niedrigere Plasmakonzentration als bei
nierengesunden Patienten (0,082 mmol/l, SD+ 0,062). Ahnlich wie bei Alanin ist dieser
Unterschied hochsignifikant (p-Wert = 1,119e-°) und kann in vier Buckets identifiziert (3,115
ppm; 3,145 ppm; 4,005 ppm; 4,075 ppm; 3,155 ppm) werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
widersprechen damit allerdings einer Studie von Li et al., in denen bei CKD-Patienten eine
hohere Phenylalanin-Konzentration festgestellt werden konnte.®® Jedoch basieren die
Ergebnisse von Li et al. auf einer sehr kleinen Gruppe (flinfzig) chronisch nierenerkrankter
Probanden. Daher kdnnten diese Ergebnisse starker von Metabolitenkonzentrationen
einzelner Probanden beeinflusst werden. Eine Studie mit einer so hohen Probandenzahl wie
der GCKD-Studie konnte nicht vorgefunden werden (Stand Dezember 2022). Phenylalanine
wird im Kdrper unter anderem in Tyrosin umgewandelt, das fir die Synthese von Dopamin
und Noradrenalin bendtigt wird.”

Tyrosin ist eine weitere nicht-essenzielle Aminoséure, die in der AugUR-Studie (0,087
mmol/l, SD+ 0,035) im Vergleich zur GCKD-Studie (0,077mmol/l, SDx 0,022) signifikant
erh6hte Konzentrationen aufweist. Allerdings ist in diesem Fall der Unterschied nicht so
hochsignifikant (p-Wert = 0,001) wie im Vergleich zu den anderen aufgelisteten
Aminosdauren. Trotzdem konnte Tyrosin in acht (3,045 ppm; 4,005 ppm; 3,115 ppm; 3,195
ppm; 1,925 ppm; 3,195 ppm; 3,885 ppm; 3,905 ppm) signifikanten Buckets identifiziert
werden. Diese hohe Anzahl positiver Sequenzen konnte allerdings auch durch die hohe
Verteilung von Tyrosin innerhalb des Spektrums, aufgrund eines ausgepragten Chemical
Shifts (6,87 ppm - 6,9 ppm; 7,17 ppm - 7,2 ppm; 3,9 ppm; (3,2 ppm; 3,0 ppm)), zu erklaren
sein. Eine niedrigere Tyrosin-Konzentration bei CKD-Patienten im Vergleich zu
nierengesunden Patienten konnte moglicherweise durch die Feststellung von Boirie et al. zu
erklaren sein. Bei chronischer Niereninsuffizienz sei laut Boirie et al. die Umwandlung von
Phenylalanin in Tyrosin, welche zu groRRen Teilen in der Niere stattfinde, beeintréchtigt und
fuihre so zu niedrigeren Tyrosin-Plasmakonzentrationen.®* Dennoch liegen die mittleren
Tyrosin-Konzentration der GCKD- und AugUR-Probanden beide innerhalb des
physiologischen Referenzbereichs von 0,034 — 0,112 mmol/I.”2
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Genau wie Alanin, Phenylalanine und Tyrosin zeigt Glutamat, eine nicht essentielle
Aminosdure, eine deutlich h6here Serumkonzentration in der gesunden Kontrollgruppe (0,601
mmol/l, SD+ 0,212) im Vergleich zu der erkrankten Versuchsgruppe (0,482 mmol/l, SD+
0,108) mit einer hohen Signifikanz (p-Wert = 2,822¢°) auf. Zusatzlich ist die
Spektrumsequenz von Glutamat in einem Bucket (3,685 ppm) signifikant. Eine niedrigere
Glutamat-Plasmakonzentration bei CKD-Patienten ist vermutlich auf eine Beteiligung von
Glutamat/Glutamin im Ammoniak-Puffer als Reaktion auf eine milde metabolische Azidose
im Rahmen einer CKD zuriickzufiihren (siehe Abschnitt 1.2.1.3).%?

Die verringerte Konzentration von essenziellen als auch nicht-essenziellen Aminoséduren bei
chronischen Nierenerkrankten wurde schon in einer Studie von Suliman et al. festgehalten.
Patienten mit einer CKD und erhéhten Entziindungsparametern sind invers mit niedrigen
Aminosaure-Parametern assoziiert.>®> Somit scheint besonders die mit einer CKD
einhergehenden Entziindung einen Einfluss auf die Aminosauren im Blutplasma zu haben.
Patienten mit héheren Aminosaure-Konzentrationen schienen eine bessere
Uberlebensprognose zu haben als CKD-Patienten mit niedrigen Aminosaure-
Konzentrationen. Die genauen Mechanismen dafiir scheinen noch unklar, moglicherweise
konnten erhohte Aminoséure Oxidation und vermehrter Stoffwechselbedarf von Aminoséuren
bei Entziindungen (von CKD Patienten) ursachlich zu sein.®® Die Ergebnisse von Suliman et
al. wurden demzufolge auch in dieser Doktorarbeit bestatigt und kénnten aufgrund der
inversen Korrelation als klinisch prognostischer Faktor fir chronisch nierenerkrankte
Patienten und Entziindungsereignisse dienen.

Eine weitere Studie von Duraton et al. findet ahnliche Ergebnisse und beschreibt sogar, dass
verénderte Aminoséaure-Level im Plasma und Urin nicht durch eine Dialyse korrigiert
werden.®* Das lasst vermuten, dass Aminosauren eventuell als Marker fir Verlaufskontrollen
und Prognosen bei hamodialysepflichtigen Patienten genutzt werden kdnnten, bei denen
Nierenparameter nach einer Dialyse normalerweise zurlickgesetzt sind.

Gegen die Ergebnisse der Mittelwert-Konzentrationen der AugUR- und GCKD-Studie sowie
den Studien von Suliman und Duraton et al. sprechen Erkenntnisse von Fadel et al. in der
erhéhte Aminosdure-Konzentrationen (Glutamine und Homocystein) mit dem Fortschreiten
einer CKD korrelierten.®®

Der genaue biochemische Hintergrund, ob aufgrund einer fortgeschrittenen chronischen
Nierenerkrankung eine hthere Ausscheidung und/oder eine geringere Aminosaure-Synthese
zu einer niedrigeren Plasma-Aminosdure-Konzentrationen als bei nierengesunden Probanden

fuhrt, bleibt ungeklart und sollte in weiteren Studien eruiert werden. Auch aufgrund der
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gegensatzlichen Ergebnisse von Fadel et al. werden neue Studien benétigt, um Klarheiten
zwischen der Korrelation zwischen CKD und Plasma-Aminosdure-Konzentrationen zu
schaffen. Weiterhin sollte genau bestimmt werden, welche Aminosauren eine inverse
Korrelation mit einer CKD aufweisen, da in dieser Arbeit auch nachgewiesen werden konnte,
dass die Aminosédure Betain eine direkte Korrelation mit dem Fortschreiten einer CKD
aufweist.

Acetoacetat

Acetoacetat, zahlt laborchemisch zu den Ketonkdrpern und wird hauptséchlich von der
Skelettmuskulatur, Gehirn und Herz als Energiequelle genutzt.”

Acetoacetat ist in der NMR-spektrometrischen Untersuchung von Plasmaproben bei
nierengesunden Probanden (AugUR: 0,091 mmol/l, SD+ 0,07) im Vergleich zu
nierenerkrankten Probanden (GCKD: 0,033 mmol/l, SD+ 0,032) signifikant erhoht. Die
mittlere Acetoacetat-Konzentration der GCKD-Probanden entspricht nur etwa einem
Drittel der der AugUR-Probanden. Dieser Unterschied ist hochsignifikant (p-Wert =
3,335e7%6). In der Bucket-Analyse konnte Acetoacetat nicht identifiziert werden, da der
ppm-Bereich von Acetoacetat (2,27 ppm als Singulett) vermutlich in einem Bucket lag,
welcher aufgrund einer ausgepréagten Rauschsequenz oder eines verschobenen
Metaboliten der aufeinandergelegten Spektren nicht ndher untersucht werden konnte
(siehe Abschnitt 3.3.3). Gegensétzlich zu den geschilderten Ergebnissen wurde in einer
NMR-spektrometrischen Auswertung von Kim J.-A. et al., in der Plasmaproben von Ratten
untersucht wurden, im Verlauf einer CKD eine erhdhte Acetoacetat-Konzentration
festgestellt. Der Anstieg der Acetoacetat-Blutplasma-Konzentration hdnge vermutlich mit
einer metabolischen Azidose zusammen, welche bei einer CKD entsteht.? Da Acetoacetat in
den humanen Plasmaproben allerdings keine erhdhte Konzentration aufweist, scheint es
mdoglicherweise Faktoren zu geben, welche bei Menschen die Acetoacetat-Konzentration
zusétzlich oder anderweitig beeinflussen.

In einer Studie von Yokokawa et al. konnte festgestellt werden, dass CKD-Probanden
sowohl niedrige als auch erhohte Plasma-Acetoacetat-Konzentrationen aufweisen, was
vermuten lasst, dass es keinen Zusammenhang von Acetoacetat und einer CKD gibt.%
Aufgrund der Tatsache, dass Acetoacetat in Blutplasmen von Ratten als signifikanter
Indikator fur Nierenerkrankungen erkannt wurde, aber die Studienergebnissen von Y okokawa

et al. keine signifikanten Unterschiede in der Acetoacetat-Konzentration aufweisen, sind
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weitere Untersuchungen notwendig, um einen mdglichen Zusammenhang zwischen
Acetoacetat und einer CKD zu bewerten.%

Dass in meinen Untersuchungen nierengesunde Probanden signifikant erhdhte Acetoacetat-
Plasma-Konzentrationen im Vergleich zu nierenerkrankten Probanden haben, widerspricht
vorangegangenen Studien auf einer weiteren Ebene, was ein zusétzliches Argument ist,

mogliche Korrelationen von Acetoacetat und chronischer Nierenerkrankung zu erforschen.

Pyruvat

Pyruvat ist das Endprodukt der Glykolyse und dient gemeinsam mit Laktat labormedizinisch,
um den Gewebeoxidationsstatus zu bestimmen. Pyruvat entsteht entweder als Endprodukt der
Glykolyse, durch die Oxidation von Laktat oder durch Dehydrogenierungs- und
Transaminierungsreaktionen aus den Aminosauren Alanin, Glycin, Serin, Cystein und
Threonin. Die physiologische Referenzkonzentration in venésem Blut liegt bei 0,03 - 0,10
mmol/I.%

Die Plasmakonzentrationen von Pyruvat in nierengesunden Probanden der AugUR-Studie
liegen mit 0,197 mmol/l (SD+ 0,08) weitaus héher als der Referenzbereich und die
nierenerkrankten Probanden der GCKD-Studie mit einer Plasmakonzentration von 0,084
mmol/l (SD+ 0,061) im oberen Referenzbereich. Erhdhte Pyruvat-Konzentrationen lassen
sich auf verschiedene Ursachen wie Diabetes Mellitus, fortgeschrittene Lebererkrankungen,
Herzinsuffizienz, Schwermetallvergiftungen, Muskeldystrophien u.v.m. zurtickfiihren.®’
Obwonhl Pyruvat einen signifikanten Unterschied (p-Wert < 2,2e7%6) in beiden Gruppen
aufwies, konnte Pyruvat in der ndheren Bucket-Analyse nicht genau definiert werden. Dies ist
aus demselben Grund wie Acetoacetat darauf zurtickzufuhren, dass der Sequenzbereich von
Pyruvat (2,36 ppm) vermutlich in einem Bucket lag, welcher aufgrund einer ausgeprégten
Rauschsequenz oder eines verschobenen Metaboliten der aufeinandergelegten Spektren
nicht ndher untersucht werden konnte (siehe Abschnitt 3.3.3).

Obwohl bei den Probanden der GCKD-Studie der Anteil der Typ 2 Diabetiker hoher (33 % zu
21,5 %) ist, als bei den Probanden der AugUR-Studie, ist die durchschnittliche Konzentration
der Mittelwerte der Pyruvat-Konzentration bei Probanden der AugUR-Studie héher.

Ein moglicher Zusammenhang, warum die Pyruvat-Konzentration bei chronisch
nierenerkrankten Probanden niedrige Plasma-Konzentrationen aufweist, kdnnte die niedrige
Konzentration von Aminosduren im Rahmen einer CKD sein. Wie beschrieben, haben
Aminosduren eine niedrigere Plasma-Konzentration bei CKD-Probanden aufgewiesen und

lassen vermuten, dass dies auch mit einer niedrigen Pyruvat-Konzentration einhergeht. Da
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Pyruvat allerdings hauptséchlich aus der Glykolyse entsteht, gibt es hochstwahrscheinlich
noch mehr Faktoren die dazu flihren, dass Pyruvat bei nierenerkrankten Patienten erniedrigt
ist.

Durch den Laktat-Pyruvat-Quotienten (L/P-Quotient) kann der Gewebeoxidationsstatus bzw.
die Mitochondrien-Aktivitat evaluiert werden. Ein Laktat-Pyruvat-Quotient > 20 wird als
stark hinweisend auf eine Funktionsstérung der Atmungskette angesehen.®

Die Probanden der AugUR-Studie weisen einen L/P-Quotienten von 10,523 auf und liegen
somit im physiologischen Referenzbereich. Der L/P-Quotient der Probanden der GCKD-
Studie betragt 20,702 und ist daher hinweisend auf eine mogliche sekundére Funktionsstérung
der mitochondrialen Aktivitat durch eine CKD. Der berechnete L/P-Quotient der GCKD-
Probanden ist besonders bedeutsam und aufféllig, da sowohl die Laktat- als auch die Pyruvat-
Plasmakonzentration in den physiologischen Referenzbereichen liegen. Der L/P-Quotient

konnte als potenzieller Biomarker fiir mitochondriale Schaden als Folge einer CKD dienen.

Glukose

Der Referenzbereich (ntichtern) von Glukose liegt bei 65 — 100 mg/dl

(Umrechnung: mg/dl x 0,05551 = mmol/l).”® Sowonhl die Probanden der AugUR- (139,22
mg/dl; 7,726 mmol/l, SD = £2,082) als auch der GCKD- (129,67 mg/dl; 7,196 mmol/l, SD =
* 3,231) Studie liegen somit im Mittel hoher als der physiologische (nlichtern)
Referenzbereich.”? Dieser Unterschied beider Gruppen ist mit einem p-Wert von 0,01
signifikant, liegt damit allerdings sehr mittig im Volcano Plot. Ab einer Glukosekonzentration
von > 126 mg/dl besteht definitionsgeman ein Diabetes Mellitus.”

Obwohl unter den Probanden der GCKD-Studie ein hoherer Anteil an Diabetikern ist als bei
den Probanden der AugUR-Studie (35 % (33 % Typ 2) zu 21,5 %) haben die Probanden der
GCKD-Studie einen durchschnittlich niedrigere Glukose-Plasmakonzentration. Wie in der
Dissertation von Tobias Berger beschrieben, Gbertreffen lediglich die GCKD-Probanden, die
unter einer diabetischen Nephropathie leiden, die physiologischen Normwerte. Die genaue
Beobachtung und ein optimal eingestellter Blutzucker bei CKD machen im Hinblick auf die
Progression der CKD Sinn.>” Demnach ist davon auszugehen, dass der Blutzucker der
nierengesunden Probanden der AugUR-Studie keiner so engmaschigen Blutzucker-Kontrolle
unterliegt, wie bei nierenerkrankten Patienten Gblich ist.

Bei naherer Betrachtung der Buckets wird deutlich, dass viele der Bucket-Sequenzen
signifikante Unterschiede zwischen den AugUR- und GCKD-Probanden aufweisen (3,245
ppm; 3,235 ppm; 3,525 ppm; 3,685 ppm; 3,695 ppm; 3,445 ppm; 3,195 ppm; 3,855 ppm;
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5,235 ppm; 3,905 ppm; 3,775 ppm; 5,245 ppm). Diese hohe Anzahl (12) der Buckets ist
allerdings auch durch die Verteilung (Chemical Shift) von Glukosesignalen auf dem
Spektrum zu erklaren (3,80 - 3,85 ppm; 5,2 ppm; 4,6 ppm; 3,7 ppm; 3,5 ppm; 3,4 ppm; 3,2
ppm).

Die durchschnittlich hohere Plasma-Glukose-Konzentration konnte durch das durchschnittlich
hohere Lebensalter der AugUR-Probanden zu erkléren sein. Der durchschnittliche Body Mass
Index (kg-Korpergewicht/m?) der AugUR-Probanden (28,0 kg/m?) ist allerdings etwas
niedriger als der der GCKD-Studie (29,8 kg/m?). Des Weiteren ist die Interpretation der
Glukose-Konzentration im Serum dadurch limitiert, dass unklar ist, wann und wie viel

Nahrung die Probanden vor den Blutserum-Messungen zu sich genommen haben.

Laktat

Laktat ist das Endprodukt der anaeroben Glykolyse und dient entweder als Baustein fur die
Glukoneogenese oder wird im Citratzyklus vollstdndig abgebaut bzw. aus den Zellen
ausgeschieden und ins Microenvironment und Blut abgegeben.

Laktat wird labormedizinisch genutzt, um Hinweise tber die Aktivitat der anaeroben
Glykolyse zu erlangen und somit hypoxische Zusténde festzustellen. Sowohl die AugUR-
Laktat-Konzentration (2,073 mmol/l, SDx 0,723) als auch die GCKD-Laktat-Konzentration
(1,739 mmol/l, SD+ 0,688) liegen innerhalb des physiologischen Referenzbereiches
(venoses Blut) zwischen 0,5 - 2,2 mmol/I.”? Bei Betrachtung der Buckets wird deutlich, dass
viele der Buckets signifikante Unterschiede zwischen den Probanden der AugUR- und
GCKD-Studie aufweisen. Diese hohe Anzahl (7) der Buckets ist allerdings auch auf die
Verteilung von Laktatsignalen auf dem Spektrum zu erkléren (4,105ppm; 1,345ppm;
4,115ppm; 4,135ppm; 1,305ppm; 1,315ppm; 1,335ppm).

Bei genauerer Untersuchung der Plasma-Laktatkonzentration muss die Interaktion von
Laktat und Metformin und dhnlichen Arzneimitteln beachtet werden. Metformin, die
Therapie der Wahl bei Diabetes Mellitus Typ 2, fiihrt zu einer vermehrten renalen
Ausscheidung von Glukose.® Metformin inhibiert vor allem in der Leber die
mitochondriale aerobe Glykosylierung von Glukose. Dadurch entsteht vermehrt Laktat auf
dem anaeroben Stoffwechsel-Weg. Da Metformin ebenfalls renal ausgeschieden wird,
steigt bei eingeschréankter eGFR die Plasma-Konzentration und damit einhergehende
Laktatazidose.9%101 Da 33 % bzw. 21,5 % aller untersuchten Probanden unter Typ 2
Diabetes Mellitus leiden, ist die Metformin-Einnahme ein méglicher Storfaktor der

durchschnittlichen Laktat-Konzentration. Weil in den Untersuchungen von Tobias Berger
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die Plasmakonzentration von Laktat bei diabetischer Nephropathie besonders signifikante
Unterschiede zu anderen Nierenerkrankungen aufwies, eignet sich Laktat eventuell als

Biomarker fiir die diabetische Nephropathie. >’

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich chronisch nierenerkrankte Probanden
von nierengesunden Probanden durch das erstellte Metabolitenprofil gut abgrenzen lassen.
Bei naherer Betrachtung wurden sowohl positive als auch negative Korrelationen
einzelner Metaboliten oder chemischer Stoffgruppen deutlich.

Eine dhnliche inverse Korrelation der untersuchten Aminoséuren zu chronischen
Nierenerkrankungen macht deutlich, dass Inflammationsmediatoren der CKD
wahrscheinlich einen Effekt auf Aminosduren haben. Diese Vermutung wurde, wie bereits
beschrieben, auch schon von Suliman et al. erforscht und untersucht.® Dies ist ein
bedeutendes Ergebnis, denn auch negativ korrelierte Metaboliten kénnen als
prognostische Biomarker genutzt werden.

Weiterhin zeigen die Metaboliten mit einer positiven Korrelation zu chronischen
Nierenerkrankungen (Kreatinin, Dimethylamin, Trimethylamine N-Oxid und Betain)
hochsignifikante und groRe Unterschiede der Plasmakonzentrationen auf.

Dadurch haben alle vier Metaboliten das Potenzial als medizinische Biomarker fur
Nierenerkrankungen genutzt zu werden.

Einen Ausblick auf weitere NMR-spektrometrische Untersuchungen, bietet die Bucket-
Analyse in dieser Arbeit. Metabolitsequenzen die nach der Bucket-Analyse signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen aufweisen und nicht ndher in dieser Arbeit untersucht
wurden, sind Albumin Lysyl, Citrulline, B-Galaktose, Leucin und Lipide. Diese Metaboliten
konnten in zukinftigen Untersuchungen als potenzielle Biomarker in Betracht gezogen

werden.

Limitationen der Studie

Obwohl versucht wurde, systemische Messfehler durch Spike-In-Verfahren und
Angleichungen an die Quantifizierungsmethode der GCKD-Spektren moglichst
auszuschliellen bzw. das Risiko zu minimieren, sind systemische Messfehler durch das
manuelle Quantifizieren moglich. Trotzdem werden mittels der manuellen Quantifizierung
genauere Konzentrationen der Metaboliten bestimmt als durch die Autofit-Funktion von
Chenomx maoglich ist, wie im Abschnitt ,,\Vergleich der automatischen und manuellen

Quantifizierungsmethode von Chenomx* genau beschrieben wurde.
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Eine weitere Limitation der Studie ist, dass erhebliche Unterschiede in den Probandenzahlen
beider Gruppen bestehen: Die représentative Stichprobe der AugUR-Studie entspricht 132
und in der GCKD-Studie 1180 quantifizierten Metabolitenprofilen.

Da die Probandenzahl invers mit dem Standardfehler korreliert, kann durch die
unterschiedlichen ProbengréfRen die Standardabweichung beeinflusst werden.

Da diese Korrelation allerdings nicht linear ist und beide Gruppen mehr als 100
Probanden beinhalten, ist der Einfluss der Gruppengrdfl3e zu vernachlassigen.

Eine zusétzliche Einschrankung der Studie ist die individuelle Beeinflussung der
Metabolitenprofile im Blutplasma. Die Metaboliten kdnnten neben einer chronischen
Nierenerkrankung von vielen weiteren Faktoren wie Essgewohnheiten, Bewegung,
Wohnort u.v.m. beeinflusst werden. Besonders individuell variable Metaboliten wie Glukose
und Laktat sind kritisch zu sehen, da diese durch andere haufige Erkrankungen (Diabetes,

Lungenfunktionsstérungen etc.) beeinflussbar sind.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele

Chronische Nierenerkrankungen sind ein global zunehmendes, aber oft unterschétztes
Gesundheitsproblem.3

Die bisher etablierten Biomarker Kreatinin, BUN und Cystatin C werden leicht von nicht
renalen Faktoren beeinflusst und sind oft erst in einem fortgeschrittenen Nierenstadium
klinisch auffallig.3"2° Daher muss mit modernen Methoden nach sensitiven Biomarkern
gesucht werden. Nur so kdnnen friihzeitige Diagnosen mit Praventionsstrategien und

effektiven Therapiemdglichkeiten etabliert werden.

Material und Methoden

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die Plasmakonzentrationen von 24 Metaboliten einer
nierengesunden Kontrollgruppe (AugUR-Studie) mit den Plasmakonzentrationen einer
nierenerkrankten Gruppe (GCKD-Studie) verglichen. Die Auswahl der 24 Metaboliten basiert
auf den Ergebnissen bisheriger Studien Uber Metabolitenprofile nierenerkrankter
Probanden.?%6! Dafiir wurden 132 Blutplasmen nierengesunder Probanden der AugUR-Studie
mit Hilfe von *H-NMR-Spektroskopie im Institut fir funktionelle Genomik in Regensburg
gemessen und anschlieBend mit dem Softwareprogramm Chenomx quantifiziert.

Des Weiteren, wurden fur die Konzentrationen der Metaboliten die jeweiligen
Korrekturfaktoren bestimmt, um die Gesamtkonzentration der einzelnen Metaboliten in den
Spektren berechnen zu kdnnen.

Die quantifizierten Metaboliten aus 1180 Spektren der GCKD-Studie aus vergangenen
Studien am Institut flr funktionelle Genomik, reprasentieren die nierenerkrankte
Vergleichsgruppe. Um die Metabolitenprofile beider Gruppen zu untersuchen, wurden die
gesamten Spektren auf signifikante Unterschiede bestimmter Sequenzen untersucht, als auch
die einzelnen Metabolite auf signifikante Unterschiede beider Gruppen untersucht.

Der Vergleich der kompletten Spektren erfolgte durch das sogenannte Bucketing. Bei der
Bucket-Analyse wurden die Spektren in 900 Abschnitte unterteilt und deren Integrale auf
signifikante Unterschiede der AugUR- und GCKD-Gruppe untersucht.

Die Ergebnisse der Bucket-Analyse wurden mittels einer Hauptkomponentenanalyse (PCA)
dargestellt. Die Untersuchung der Plasmakonzentration der 24 Metaboliten auf signifikante
Unterschiede erfolgte durch den t-Test. Die Ergebnisse des t-Tests, wurden im Volcano Plot

mit dem Fold Change, welcher die Gréle des Unterschiedes beider Gruppen widerspiegelt, in
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Relation gebracht. Des Weiteren wurden eGFR, dargestellt in einem Boxplot, sowie der
Tangri Score, eine Risikogleichung fir Nierenversagen, beider Gruppen verglichen.

Neben dem Vergleich beider Studien wurde die ,,Autofit-Funktion von Chenomx mit
manuellen Auswertungsstrategien ausgiebig verglichen, um Auskunft Gber die Prazision und
Anwendbarkeit der ,,Autofit-Funktion* fiir zukiinftige Quantifizierungsmoglichkeiten NMR-
spektrometrischer-Studien zu geben.

Ergebnisse

Im Vergleich der gesamten Spektren beider Studienpopulationen durch das sogenannte
Bucketing unterscheiden sich 707 von 900 Bucket-Inhalten, mit Ca?* als Referenzsubstanz,
signifikant voneinander. Bei néherer Betrachtung und Identifizierung der Buckets wurden 61
Sequenzen herausgearbeitet, die entweder die Metabolit-Sequenzen der 24 ndher untersuchten
Metaboliten enthielten oder Metabolit-Sequenzen bisher unbekannter Metaboliten
beinhalteten. Durch die Hauptkomponentenanalyse konnte graphisch dargestellt werden, dass
beide Studienpopulationen viele Uberschneidungen in den Metabolitenprofilen aufweisen.
Trotzdem werden auch deutliche Unterschiede erkennbar:

Durch die genauere Untersuchung des Metabolitenprofils wird deutlich, dass sich 15 von 24
Metaboliten in ihrer Konzentration signifikant (p-Wert < 0,05) voneinander unterscheiden.
Bei der Bewertung der signifikanten Metaboliten fallt auf, dass Acetat, Betain, Kreatinin,
Dimethylamin, Methanol und Trimethylamine N-Oxid in der nierenerkrankten GCKD-
Gruppe eine hohere Plasma-Konzentration aufweisen als in der nierengesunden AugUR-
Gruppe.

Acetoacetat, Alanin, Glukose, Glutamat, Laktat, Phenylalanin, Pyruvat, Tyrosine, Glycin und
Valin haben bei Probanden der AugUR-Studie eine hohere Serumkonzentration als Probanden
der GCKD-Studie.

Den groBten Unterschied (Vervielfachung) in den Plasmakonzentrationen zwischen den
Gruppen ist bei Trimethylamine N-Oxid vorzufinden.

Anhand der eGFR nach der CKD-EPI-Formel kénnen beide Studienpopulationen in
Nierenstadien eingeteilt werden. Probanden der AugUR-Studie haben eine eGFR von

67,14 ml/min und wirden somit dem Nierenstadium Il zugeordnet werden. Da aber kein
bestehender Nierenschaden vorliegt, verfallt diese Klassifikation.?® Probanden der GCKD-
Studie sind mit einer eGFR von 49,47 mi/min dem Nierenstadium Illa zuzuordnen.

Im Risikoprofil wird deutlich, dass die Prognosen beider Gruppen sehr unterschiedlich

ausfallen. Der durchschnittliche Tangri Score von Probanden der GCKD-Studie entspricht
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-4,777 und hat damit eine deutlich schlechtere Prognose der Nierenerkrankung als die
Kontrollgruppe mit einem Tangri Score von -7,341.

Nach genauer Untersuchung der automatisch quantifizierten Metaboliten im Vergleich zu den
manuell quantifizierten Metaboliten wird auf den ersten Blick erkennbar, dass sich beide
Quantifizierungsverfahren deutlich voneinander unterscheiden. 3-Hydroxybutyrate,
Acetoacetat, Aceton, Betain, Kreatin, Glukose, Glutamin, Isoleucin, Prolin, Threonin, TMAO
und Tyrosin weisen im Vergleich der automatischen und manuellen Quantifizierung
signifikante Unterschiede vor. Asparagin kann durch die Autofit-Funktion in keinem der 132
Spektren identifiziert werden. Acetat, Kreatinin, Laktat und Valin beinhalten im Vergleich
einen hohen p-Wert (niedrige Signifikanz) und geringe Unterschiede in Mittelwerten,

Standardabweichungen sowie bei Minimal- und Maximalwerten beider Gruppen.

Schlussfolgerung

Mit Hilfe der NMR-spektrometrischen Untersuchung von Blutplasmen kdnnen chronisch
nierenerkrankte von nierengesunden Menschen differenziert werden. Dabei weisen einige der
n&her analysierten Metaboliten eine direkte Korrelation und einige Metaboliten eine inverse
Korrelation mit chronischen Nierenerkrankung auf. Trimethlyamine N-Oxid eignet sich
maoglicherweise als Metabolit, um chronisch nierenerkrankte Patienten, erganzend zu den
etablierten Biomarkern, von nierengesunden Probanden zu differenzieren.

Dieser Metabolit weist sehr deutliche Unterschiede zwischen beiden Gruppen auf. Zurzeit
(Stand 2022) gibt es bisher mir bekannten keine widersprechenden Studien beziglich der
Korrelation von Trimethlyamine N-Oxide und chronischen Nierenerkrankungen. Diese
Feststellung bestétigt die Untersuchungen, welche in der Dissertation von Tobias Berger
gemacht wurden.®’

Die Beobachtungen, die Gber Acetat gemacht wurden, bestatigen die Feststellungen aus
Studien, in denen eine Beziehung zwischen dem intestinalen Mikrobiom und CKD gemacht
wurden. Acetat scheint dabei nicht nur das Potential zu haben als diagnostischer Marker,
sondern auch als mogliches therapeutisches Mittel zu fungieren.8>-87

Dimethylamin stellt sich als mdglicher Indikator fur erhthte Harnstoff-Konzentrationen im
Rahmen einer chronischem Nierenerkrankung dar, ist allerdings durch eine Korrelation mit
dem Verzehr von Fisch und Meeresfriichten als klinischer Marker limitiert.”

Auch Betain scheint eine direkte Korrelation zu Nierenerkrankungen aufzuweisen, sollte
allerdings aufgrund vorangegangener Studien mit gegensatzlichen Ergebnissen neu erforscht

werden.”®

116



Dass eine inverse Korrelation zwischen Aminosauren und chronischen Nierenerkrankungen
besteht, ist ebenfalls eine wichtige Erkenntnis, um chronische Nierenerkrankungen zu
diagnostizieren oder Einschatzungen bezlglich des Verlaufes vorzunehmen.

Aufgrund der Studienergebnisse von Suliman et al., dass niedrige Aminoséure-
Plasma-Konzentrationen bei Inflammationen vorzufinden sind, kénnte die Messung der
Aminoséure-Konzentration genutzt werden, um im Rahmen einer chronischen
Nierenerkrankung Inflammationsereignisse festzustellen.®3

Acetoacetat zeigt innerhalb dieser Studie zwar einen hochsignifikanten Unterschied zwischen
nierengesunden und nierenerkrankten Patienten, widerspricht allerdings den Erkenntnissen
publizierter Studien.®® Weitere Untersuchungen sind daher nétig, um den Zusammenhang
zwischen Acetoacetat und chronischen Nierenerkrankungen auszumachen.

Obwonhl Glukose und Laktat signifikante Unterschiede in den Plasma-Konzentrationen
nierenerkrankter und nierengesunder Probanden aufweisen, werden beide Metaboliten von
extrarenalen Faktoren wie Nahrungsaufnahme, Diabetes oder Metformin-Einnahme

beeinflusst und sind somit in ihrer klinischen Anwendbarkeit als Biomarker eingeschrankt.
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6. Anhang

6.1 Auswertungsergebnisse

Metabolitenkonzentration ohne eingerechnete Korrekturfaktoren:

1 3 4 5 6 7

3 0,038 | 0,007 | 0,018 | 0,058 0,017 | 0,012
Hydroxybutyrate

Acetat 0,028 | 0,024 | 0,016 | 0,026 | 0,070 | 0,023 | 0,017
Acetoacetat 0,034 | 0,016 | 0,016 | 0,030 0,136 0,027 | 0,018
Aceton 0,026 | 0,011 | 0,015| 0,019 | 0,077 | 0,024 | 0,012
Alanin 0,368 | 0,337 | 0,641 | 0522 0,210 0,295 0,487
Asparagin 0,061 | 0,074 | 0,041 0,054 0,040 0,059 | 0,050
Betain 0,054 | 0,064 | 0,045| 0,022 0,040 0,019

Kreatin 0,025 | 0,010 0,026 | 0,012 0,014 | 0,008| 0,028
Kreatinin 0,168 | 0,064 | 0,061 | 0,071 0,061 0,050 | 0,049
Dimethylamin 0,008 | 0,008 0,008 | 0,008 0,007 | 0,007 | 0,007
Glukose 5200 | 4,917 | 4,614| 7,852 | 4424 | 3,980 | 5,95
Glutamin 0,570 | 0,553 | 0,489 | 0468 | 0517 | 0,455 0,462
Glycin 0,193 | 0,171 | 0,210 | 0,166 0,189 | 0,154 | 1,618
Histidin 0,107 | 0,081 | 0,099 | 0,074 0,076 0,062 0,077
Isoleucin 0,120 | 0,066 | 0,067 | 0,068| 0,059 | 0,077 | 0,060
Laktat 1,822 | 1,155 | 2,080 | 2,341 | 1,644 | 1,292 | 2,398
Methanol 0,035 | 0,039 | 0,025| 0,031 0,029 0,032| 0,032
Phenylalanin 0,085 | 0,052 | 0,051| 0,041 0436 | 0,061| 0,064
Prolin 0,340 | 0,277 | 0454 | 0,441 0359 0,237 | 0,231
Pyruvat 0,084 | 0,072 ] 0,122| 0,144 0,083 | 0,091 | 0,146
Threonin 0,163 | 0,117 | 0,153 | 0,089 | 0,111 0,155 0,182
Lr_'(';“)zt(;‘y'am'”e 0,029 | 0,047 | 0,051 | 0,033| 0050| 0,037 | 0,022
Tyrosin 0,086 | 0,065 | 0,068 | 0,056 | 0,065| 0,172 | 0,095
Valin 0,316 | 0,218| 0,225| 0,257 | 0,186 0,276 | 0,226
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9 10 12 13 14 15 16 18 19 20
0,009 0,021 0,037 0,044 0,140 0,041 0,026 0,019 0,026 0,019
0,050 0,021 0,020 0,062 0,051 0,041 0,052 0,126 0,028 0,018
0,044 0,022 0,031 0,055 0,069 0,031 0,093 0,037 0,031 0,012
0,034 0,018 0,019 0,050 0,032 0,019 0,038 0,023 0,021 0,018
0,338 0,478 0,336 0,316 0,280 0,272 0,185 0,318 0,317 0,373
0,037 0,125 0,044 0,043 0,033 0,050 0,051 0,040 0,055 0,030
0,013 0,021 0,034 0,023 0,024 0,019 0,019 0,040 0,026 0,020
0,041 0,016 0,013 0,025 0,024 0,054 0,016 0,018 0,009
0,058 0,052 0,052 0,054 0,045 0,048 0,041 0,054 0,057 0,075
0,007 0,006 0,006 0,007 0,004 0,004 0,004 0,005 0,007 0,006
6,666 5,380 4,367 4,228 5,363 4,466 4,184 4,463 4,712 4,076
0,499 0,443 0,471 0,490 0,483 0,532 0,442 0,424 0,460 0,431
0,147 0,232 1,496 0,153 0,171 0,201 0,360 0,199 0,176 0,325
0,088 0,067 0,069 0,077 0,065 0,083 0,074 0,061 0,078 0,061
0,085 0,066 0,074 0,085 0,045 0,062 0,062 0,064 0,081 0,024
2,397 3,803 1,873 1,640 1,346 1,082 0,683 1,635 1,620 1,527
0,025 0,044 0,021 0,035 0,039 0,022 0,020 0,021 0,039 0,035
0,047 0,046 0,052 0,067 0,046 0,045 0,042 0,045 0,061 0,045
0,421 0,256 0,206 0,313 0,167 0,187 0,180 0,322 0,190 0,274
0,130 0,219 0,098 0,114 0,078 0,060 0,051 0,108 0,119 0,110
0,082 0,100 0,111 0,141 0,084 0,100 0,133 0,075 0,146 0,078
0,033 0,032 0,030 0,044 0,030 0,039 0,017 0,040 0,037 0,039
0,065 0,073 0,061 0,117 0,066 0,083 0,068 0,059 0,085 0,061
0,276 0,207 0,229 0,314 0,175 0,221 0,185 0,197 0,255 0,148

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
0,046 0,076 0,031 0,021 0,022 0,011 0,015 0,148 0,030
0,030 0,035 0,096 0,029 0,015 0,037 0,019 0,022 0,066 0,025
0,041 0,016 0,106 0,038 0,020 0,029 0,011 0,018 0,090 0,031
0,021 0,021 0,052 0,023 0,014 0,015 0,016 0,018 0,042 0,022
0,377 0,338 0,229 0,342 0,316 0,393 0,343 0,433 0,306 0,334
0,055 0,037 0,049 0,038 0,044 0,047 0,035 0,043 0,049 0,040
0,027 0,019 0,028 0,033 0,018 0,019 0,017 0,036 0,018 0,019
0,019 0,022 0,046 0,014 0,040 0,019 0,010 0,070 0,021 0,012
0,068 0,058 0,063 0,062 0,048 0,103 0,075 0,051 0,052 0,051
0,006 0,005 0,005 0,008 0,004 0,009 0,008 0,007 0,007 0,005
5,396 5,345 4,576 4,902 5,024 | 13,107 0,942 6,240 5,119 5,153
0,427 0,308 0,451 0,547 0,477 0,402 0,452 0,439 0,420 0,441
0,155 0,147 0,196 0,156 0,176 0,152 0,241 0,256 0,185 0,134
0,080 0,075 0,069 0,062 0,070 0,071 0,059 0,072 0,070 0,071
0,100 0,061 0,067 0,060 0,070 0,083 0,049 0,051 0,063 0,052
1,731 2,054 1,540 1,356 1,049 1,473 2,010 1,876 1,557 1,807
0,025 0,024 0,045 0,054 0,022 0,019 0,018 0,027 0,027 0,039
0,060 0,050 0,039 0,075 0,047 0,051 0,042 0,051 0,039 0,042
0,176 0,266 0,133 0,331 0,134 0,261 0,174 0,161 0,175 0,145
0,136 0,149 0,078 0,096 0,080 0,122 0,126 0,140 0,081 0,112
0,122 0,086 0,121 0,056 0,135 0,081 0,082 0,125 0,106 0,088
0,034 0,030 0,043 0,033 0,033 0,050 0,031 0,045 0,027 0,034
0,089 0,051 0,061 0,049 0,064 0,060 0,052 0,082 0,068 0,061
0,290 0,238 0,204 0,178 0,217 0,218 0,165 0,235 0,207 0,202
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31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
0,055 0,032 0,027 0,027 0,007 0,027 0,019
0,038 0,027 0,017 0,017 0,037 0,022 0,019 0,022 0,062 0,046
0,030 0,043 0,014 0,017 0,023 0,021 0,014 0,021 0,050 0,082
0,020 0,029 0,012 0,010 0,022 0,021 0,012 0,022 0,035 0,068
0,462 0,302 0,365 0,333 0,361 0,397 0,348 0,331 0,334 0,214
0,067 0,047 0,043 0,048 0,040 0,032 0,044 0,061 0,056 0,037
0,018 0,037 0,013 0,032 0,036 0,021 0,013 0,029 0,036 0,021
0,018 0,018 0,027 0,012 0,008 0,009 0,006 0,020 0,040
0,069 0,058 0,062 0,092 0,102 0,091 0,060 0,091 0,050 0,060
0,008 0,008 0,008 0,009 0,010 0,008 0,007 0,006 0,005 0,005
4,666 5,503 5,259 4,341 4,449 5,192 3,787 4,590 4,753 4,162
0,600 0,482 0,378 0,368 0,428 0,356 0,499 0,377 0,428 0,403
0,306 0,126 0,168 0,161 0,164 0,191 0,143 0,198 0,209 0,171
0,088 0,064 0,076 0,062 0,060 0,061 0,066 0,062 0,073 0,057
0,082 0,091 0,044 0,083 0,048 0,054 0,054 0,074 0,074 0,040
1,652 1,346 1,444 1,099 2,325 2,234 1,566 1,472 1,459 1,840
0,040 0,045 0,022 0,024 0,026 0,030 0,063 0,054 0,021 0,033
0,060 0,058 0,055 0,059 0,039 0,046 0,033 0,063 0,053 0,062
0,288 0,164 0,149 0,273 0,142 0,157 0,209 0,182 0,137
0,104 0,085 0,095 0,072 0,111 0,145 0,092 0,088 0,100 0,089
0,179 0,117 0,070 0,088 0,066 0,075 0,075 0,096 0,084 0,072
0,039 0,057 0,033 0,036 0,015 0,033 0,029 0,042 0,047 0,032
0,099 0,089 0,088 0,080 0,047 0,054 0,052 0,082 0,075 0,052
0,268 0,264 0,205 0,252 0,174 0,188 0,184 0,210 0,145
41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
0,041 0,166 0,045 0,053 0,142 0,029 0,107 0,017 0,020 0,014
0,024 0,039 0,037 0,044 0,043 0,025 0,073 0,021 0,022 0,029
0,030 0,083 0,021 0,040 0,061 0,015 0,045 0,020 0,021 0,018
0,032 0,065 0,022 0,046 0,052 0,021 0,039 0,028 0,025 0,019
0,300 0,134 0,290 0,260 0,277 0,286 0,196 0,267 0,337 0,276
0,043 0,032 0,045 0,032 0,039 0,042 0,043 0,039 0,044 0,047
0,030 0,023 0,022 0,027 0,035 0,014 0,018 0,016 0,023 0,022
0,020 0,020 0,021 0,023 0,012 0,031 0,047 0,052 0,036 0,010
0,086 0,061 0,069 0,102 0,058 0,070 0,052 0,051 0,048 0,063
0,006 0,007 0,006 0,006 0,006 0,007 0,006 0,005 0,005 0,007
10,677 4,463 7,049 4,910 4,233 4,953 4,498 4,849 5,480 7,001
0,363 0,411 0,445 0,435 0,541 0,508 0,516 0,409 0,405 0,460
0,124 0,137 0,131 0,154 0,198 0,237 0,122 0,260 0,107 0,107
0,064 0,057 0,084 0,070 0,074 0,072 0,085 0,064 0,082 0,069
0,100 0,037 0,073 0,092 0,043 0,038 0,086 0,050 0,109 0,050
1,294 0,867 1,362 1,131 1,120 1,337 1,469 1,386 1,886 1,875
0,030 0,034 0,030 0,032 0,021 0,029 0,030 0,038 0,031 0,027
0,066 0,049 0,047 0,060 0,051 0,046 0,054 0,045 0,058 0,049
0,198 0,120 0,233 0,145 0,130 0,133 0,213 0,208 0,216
0,115 0,043 0,069 0,053 0,064 0,064 0,071 0,078 0,107 0,131
0,103 0,073 0,074 0,086 0,096 0,082 0,095 0,097 0,115 0,062
0,048 0,020 0,047 0,036 0,046 0,029 0,032 0,031 0,041 0,040
0,102 0,058 0,050 0,113 0,062 0,049 0,081 0,060 0,102 0,054
0,318 0,167 0,262 0,263 0,159 0,145 0,229 0,184 0,335 0,199
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51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
0,030 0,030 0,012 0,012 0,034 0,027 0,019 0,025 0,176
0,031 0,015 0,037 0,046 0,045 0,023 0,027 0,030 0,048 0,030
0,019 0,026 0,130 0,015 0,017 0,018 0,018 0,017 0,048
0,026 0,019 0,023 0,118 0,018 0,023 0,028 0,020 0,074 0,052
0,254 0,325 0,284 0,252 0,275 0,205 0,265 0,248 0,374 0,248
0,045 0,062 0,045 0,034 0,036 0,051 0,042 0,033 0,060 0,043
0,014 0,024 0,026 0,021 0,017 0,021 0,014 0,019 0,068 0,018
0,006 0,068 0,106 0,018 0,035 0,011 0,019 0,019 0,019 0,021
0,055 0,051 0,068 0,051 0,062 0,036 0,058 0,070 0,090 0,052
0,007 0,007 0,006 0,005 0,006 0,005 0,006 0,006 0,008 0,005
4,600 4,787 4,990 4,246 4,542 4,696 5,152 5,962 7,889 5171
0,572 0,497 0,348 0,428 0,366 0,461 0,403 0,351 0,458 0,381
0,193 0,206 0,164 0,166 0,179 0,184 0,267 0,139 0,157 0,234
0,067 0,085 0,100 0,067 0,053 0,067 0,060 0,078 0,083 0,062
0,052 0,082 0,099 0,048 0,066 0,060 0,041 0,043 0,076 0,035
1,146 1,219 0,993 1,293 0,870 1,235 1,350 1,588 2,847 1,753
0,032 0,030 0,037 0,036 0,029 0,039 0,025 0,048 0,074 0,022
0,049 0,071 0,063 0,044 0,042 0,052 0,041 0,050 0,073 0,039
0,133 0,223 0,151 0,123 0,210 0,231 0,183 0,104 0,160
0,068 0,068 0,068 0,085 0,068 0,059 0,070 0,086 0,099 0,082
0,052 0,156 0,108 0,086 0,092 0,124 0,127 0,061 0,085 0,090
0,033 0,034 0,038 0,030 0,027 0,033 0,032 0,035 0,081 0,030
0,068 0,122 0,090 0,046 0,069 0,094 0,064 0,052 0,080 0,058
0,185 0,234 0,260 0,165 0,167 0,220 0,166 0,174 0,237 0,155

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
0,019 0,021 0,015 0,017 0,038 0,034 0,107 0,110 0,012 0,023
0,030 0,018 0,018 0,083 0,022 0,031 1,362 1,392 0,042 0,047
0,026 0,018 0,016 0,026 0,016 0,019 0,019 0,014 0,018
0,034 0,022 0,017 0,036 0,022 0,026 0,037 0,031 0,020 0,033
0,330 0,306 0,429 0,199 0,585 0,438 0,195 0,223 0,252 0,323
0,054 0,047 0,075 0,036 0,061 0,066 0,041 0,037 0,043 0,048
0,033 0,059 0,011 0,027 0,046 0,056 0,036 0,029 0,027 0,025
0,062 0,031 0,031 0,054 0,029 0,005 0,065 0,032 0,026 0,025
0,068 0,061 0,144 0,043 0,058 0,069 0,047 0,073 0,057 0,071
0,006 0,007 0,006 0,005 0,007 0,007 0,005 0,006 0,007 0,006
5,692 5,019 5,325 5,201 6,745 5,497 5,310 4,827 4,114 6,358
0,459 0,400 0,465 0,403 0,401 0,496 0,593 0,455 0,381 0,393
0,204 0,207 0,243 0,184 0,196 0,162 0,276 0,141 0,203 0,148
0,071 0,081 0,089 0,060 0,083 0,073 0,066 0,073 0,060 0,078
0,080 0,061 0,111 0,038 0,050 0,064 0,053 0,066 0,038 0,058
2,005 1,123 1,072 1,341 3,251 2,684 1,670 2,303 1,361 2,269
0,022 0,023 0,022 0,023 0,031 0,023 0,050 0,070 0,033 0,032
0,073 0,055 0,063 0,045 0,046 0,047 0,045 0,049 0,044 0,060
0,209 0,198 0,164 0,190 0,337 0,249 0,169 0,229 0,121 0,224
0,101 0,084 0,063 0,091 0,134 0,103 0,059 0,057 0,074 0,117
0,092 0,091 0,152 0,073 0,076 0,077 0,068 0,101 0,089 0,089
0,042 0,063 0,022 0,037 0,053 0,020 0,044 0,037 0,021 0,028
0,096 0,062 0,059 0,064 0,051 0,064 0,052 0,092 0,064 0,068
0,267 0,219 0,254 0,172 0,191 0,244 0,147 0,221 0,154 0,191
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71 72 73 74 75 76 77 78 79 80
0,160 0,043 0,022 0,011 0,195 0,176 0,039 0,053 0,048
0,040 0,030 0,038 0,064 0,018 0,033 0,038 0,090 0,072 0,042
0,062 0,024 0,016 0,019 0,008 0,041 0,091 0,031 0,036
0,065 0,031 0,026 0,048 0,015 0,049 0,107 0,041 0,055 0,030
0,257 0,240 0,386 0,286 0,224 0,253 0,188 0,314 0,279 0,306
0,039 0,060 0,072 0,046 0,044 0,041 0,040 0,049 0,053 0,038
0,025 0,027 0,023 0,033 0,018 0,023 0,025 0,025 0,048 0,054
0,014 0,008 0,087 0,048 0,036 0,019 0,061 0,046 0,020 0,014
0,056 0,076 0,065 0,057 0,041 0,043 0,047 0,056 0,058 0,060
0,007 0,006 0,005 0,006 0,004 0,005 0,005 0,004 0,006 0,006
4,518 4,748 5,150 4,646 3,842 4,065 4,310 4,964 5,858 4,293
0,426 0,392 0,380 0,364 0,466 0,362 0,345 0,318 0,437 0,432
0,177 0,186 0,240 0,173 0,238 0,155 0,187 0,319 0,150 0,183
0,076 0,069 0,082 0,061 0,062 0,052 0,056 0,319 0,072 0,065
0,056 0,049 0,076 0,046 0,036 0,042 0,053 0,319 0,090 0,039
1,838 1,059 1,635 1,388 0,732 1,295 0,852 0,319 1,285 0,944
0,049 0,022 0,045 0,031 0,030 0,040 0,050 0,319 0,029 0,031
0,047 0,051 0,075 0,062 0,043 0,041 0,042 0,320 0,070 0,037
0,154 0,155 0,250 0,223 0,128 0,112 0,112 0,320 0,124 0,150
0,078 0,066 0,084 0,094 0,052 0,070 0,045 0,320 0,087 0,057
0,078 0,079 0,095 0,085 0,098 0,067 0,076 0,320 0,107 0,097
0,033 0,042 0,034 0,046 0,027 0,034 0,042 0,320 0,021
0,055 0,069 0,059 0,083 0,067 0,053 0,059 0,321 0,099 0,052
0,226 0,194 0,054 0,209 0,137 0,173 0,164 0,321 0,259 0,167

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90
0,106 0,072 0,027 0,034 0,034 0,018 0,020 0,074 0,049 0,020
0,027 0,036 0,016 0,026 0,069 0,026 0,025 0,031 0,019 0,032

0,067 0,017 0,026 0,019 0,013 0,018 0,031 0,027 0,015
0,054 0,062 0,019 0,037 0,032 0,020 0,033 0,046 0,039 0,026
0,388 0,180 0,442 0,479 0,291 0,390 0,290 0,271 0,294 0,243
0,048 0,032 0,051 0,067 0,042 0,044 0,038 0,047 0,042 0,043
0,024 0,035 0,038 0,025 0,027 0,023 0,036 0,014 0,024 0,016

0,026 0,015 0,054 0,016 0,012 0,015 0,024 0,036 0,035
0,066 0,059 0,052 0,065 0,050 0,066 0,060 0,077 0,051 0,053
0,006 0,004 0,006 0,008 0,062 0,005 0,006 0,007 0,005 0,006
3,641 4,715 6,197 6,510 4,888 8,391 5,006 5,295 4,474 4,644
0,541 0,356 0,455 0,430 1,994 0,333 0,360 0,517 0,354 0,514
0,222 0,133 0,177 0,175 0,122 0,133 0,147 0,316 0,149 0,391
0,076 0,062 0,071 0,085 0,061 0,058 0,060 0,074 0,075 0,057
0,059 0,054 0,070 0,099 0,052 0,058 0,068 0,041 0,050 0,044
0,957 0,734 1,779 2,319 1,689 2,155 1,701 1,287 1,130 0,991
0,035 0,022 0,035 0,037 0,028 0,028 0,052 0,029 0,026 0,035
0,042 0,043 0,051 0,074 0,039 0,054 0,048 0,047 0,037 0,044
0,191 0,097 0,273 0,328 0,209 0,194 0,153 0,229 0,539 0,127
0,047 0,044 0,099 0,128 0,094 0,106 0,098 0,076 0,067 0,058
0,139 0,098 0,090 0,136 0,105 0,097 0,083 0,106 0,142 0,100
0,038 0,047 0,040 0,069 0,033 0,033 0,012 0,033 0,027 0,021
0,055 0,064 0,084 0,078 0,052 0,068 0,056 0,052 0,069 0,054
0,196 0,185 0,266 0,306 0,163 0,231 0,212 0,162 0,155 0,144
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91 92 93 94 95 96 97 98 99 100
0,027 0,055 | 0,051| 0022]| 0019 0011| 0021 0,032

0,027 | 0,088| 0017| 0027| 0034]| 0078| 0049| 0,030 0,037| 0581
0011 | 0,031| 0007 | 0038| 0034| 0017| 0019| 0019| 0,020| 0,030
0021 | 0048| 0010 0,055| 0050| 0028| 0031| 0027 0025| 0,033
0323| 0229| 0367 0272] 07228] 0244| 0304| 0308 0274| 0,285
0040 | 0043| 0037 0040| 0025| 0044| 0046| 0054] 0041| 0,056
0022 | 0,023| 0024 0028] 0036] 0029| 0021| 0016] 0021| 0,026
0035| 0080| 0010 0024] 0010]| 0031| 0034| 0041 0014| 0,046
0059 | 0134| 0052| 0039| 0055] 0053| 0053| 0043| 0,058 0,067
0,006 | 0,007 | 0,004| 0,006| 0006| 0006| 0,006| 0005 0,006| 0,006
8,021 | 40931| 4682 5808| 4507 | 4340| 4466| 5852 6,78 | 6,832
0,338 | 0,334| 0,397 | 0,38 | 0304 0457| 0449| 0427 0342| 0417
0172| 0183| 0,197 0169| 0139| 0292| 0222| 0147| 0136| 0,153
0058 | 0,069 | 0062 0051| 0048] 0078| 0062| 0,066] 0,068 0,074
0030 | 0079| 0050| 0054| 0046] 0049| 0042| 0047 0,052| 0,069
2281 | 1,160 | 1,342| 0,956| 1565| 1,045| 1291 1242 1909| 1,617
0022| 0,033| 0021 0028| 0023]| 0027| 0061| 0041]| 0026| 0,035
0,039 | 0,061| 0,039 0,043| 0,062| 0034| 0049| 0,048| 0,054
0180 | 00174| 0132| 00174| 0121] 0239| 0120| 0231 0174| 0237
0,166 | 0,078 | 0,104| 0,067 | 0,092| 0060| 00114| 0,09 | 0,1161| 0,067
0,084 | 0,068| 0074| 0,085 | 0047 0,096 | 0084| 0,077 0,088 0,092
0029 | 0026| 0025| 0025| 0032] 0027 0019| 0019 0,025| 0,027
0,054 | 0,058| 0,058 0,066| 0056| 0073| 0,040| 0082] 0,078| 0,080
0134| 0224| 0153| 0178| 0146] 0157 | 0155| 0,164 0,249 | 0,221

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

0,035 0,033| 0038] 0,009| 0075| 0034 0029| 0014| 0,079

0018| 0,032| 0029 0018] 0023]| 0039| 0050 | 0039] 0027| 0,050
0013| 0,028| 0016 0,026| 0009| 0028| 0021| 0021]| 0010| 0,014
0019| 0029| 0048 0029| 0024] 0042| 0043| 0044]| 0015| 0,053
0285| 0322| 0341| 0244| 0273 0256| 0348| 0,332 0,340| 0,269
0038 | 0043| 0037 0035| 0046] 0042| 0046| 0046] 0,038| 0,043
0018 | 0021| 0038 0026] 0041]| 0028| 0040| 0031] 0011] 0,035
0016 | 0,018| 0009| 0,029| 0005| 0010| 0,085 | 0022 0036 0,016
0045| 0089| 0076| 0046| 0,158]| 0,076| 0069 | 0,064 0,039 0,052
0,004| 0,009| 0,007 0,006 0013]| 0,006| 0,006 0,007 0,004| 0,006
3,631 | 6,233 | 3922 4446| 5278| 4586 | 5651| 5286| 5830 4,148
0323| 0295| 0423| 0419| 0354| 0491| 0440| 0431| 0285 0,375
0123| 0138| 0230 0271| 0164| 0145| 0217| 0178] 0,188| 0,285
0,059 | 0,064 | 0065| 0,065| 0068| 0062| 0077| 0068] 0052| 0,054
0047 | 0060| 0050 0,050| 0045| 0052| 0,091| 0,069| 0,046| 0,040
0893| 1,786| 1516| 0,882| 1388| 0962 | 1921| 1535 2,915| 1397
0020 0072] 0030 0017| 0030] 0019| 0071| 0031] 0032]| 0,036
0,050 | 0,061 | 0,044| 0,050| 0053] 0054| 0061| 0,059 0,046 0,041
0,184| 00168| 07216| 0170] 0376] 0237| 0269| 0179| 0125| 0,143
0,067 | 0091| 0063| 0041| 0059| 0061| 0,083| 0114| 0146| 0,083
0,063 | 0,094| 0,097 | 0081| 008l]| 0081| 0103| 0,09 0110 0,081
0,016 | 0029 | 0039| 0,030| 0028] 0023| 0030| 0025 0,013| 0,021
0071 | 0,090| 0060 0059| 0051]| 0064| 0076| 0082] 0,060 0,050
0173| 0241] 0178| 0178| 0188] 0143| 07248| 0,207 0,206 | 0,151
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111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
0,014 0,146 0,104 0,022 0,087 0,071 0,062 0,085 0,021 0,048
0,057 0,020 0,028 0,054 0,060 0,040 0,018 0,055 0,063 0,026
0,012 0,034 0,035 0,016 0,037 0,013 0,022 0,024 0,020 0,023
0,022 0,084 0,060 0,031 0,071 0,029 0,086 0,046 0,036 0,040
0,230 0,236 0,268 0,289 0,268 0,381 0,255 0,258 0,233 0,349
0,042 0,065 0,045 0,037 0,026 0,057 0,043 0,040 0,041 0,036
0,135 0,058 0,030 0,034 0,050 0,024 0,020 0,013 0,053 0,032
0,051 0,012 0,011 0,009 0,017 0,046 0,091 0,021 0,046 0,011
0,040 0,089 0,095 0,082 0,097 0,081 0,051 0,059 0,065 0,051
0,004 0,006 0,006 0,005 0,007 0,007 0,005 0,007 0,005 0,006
5,220 3,803 6,448 6,179 5,341 5,871 | 10,885 6,523 4,448 4,407
0,347 0,332 0,366 0,420 0,359 0,444 0,368 0,411 0,309 0,398
0,154 0,185 0,164 0,117 0,113 0,180 0,190 0,264 0,119 0,206
0,058 0,061 0,056 0,061 0,049 0,064 0,053 0,061 0,057 0,066
0,051 0,054 0,049 0,080 0,064 0,102 0,043 0,052 0,076 0,040
1,002 0,821 1,524 1,245 1,202 1,386 1,090 1,216 1,301 1,295
0,021 0,029 0,023 0,027 0,027 0,033 0,028 0,037 0,065 0,021
0,051 0,055 0,035 0,055 0,054 0,068 0,046 0,042 0,052 0,042
0,092 0,106 0,223 0,285 0,204 0,237 0,106 0,146 0,162 0,171
0,056 0,042 0,067 0,063 0,057 0,081 0,081 0,055 0,077 0,080
0,073 0,096 0,094 0,089 0,066 0,152 0,082 0,069 0,089 0,064
0,016 0,005 0,014 0,015 0,010 0,015 0,003 0,015 0,007 0,029
0,057 0,079 0,051 0,074 0,074 0,092 0,056 0,066 0,090 0,051
0,176 0,200 0,179 0,232 0,229 0,228 0,173 0,210 0,258 0,170

121 122 123 124 125 126 127 128 129 130
0,008 0,007 0,035 0,109 0,240 0,074 0,125 0,226 0,022 0,015
0,015 0,020 0,020 0,028 0,029 0,027 0,042 0,040 0,027 0,018
0,013 0,009 0,017 0,028 0,077 0,037 0,032 0,045 0,016 0,014
0,024 0,039 0,030 0,059 0,102 0,075 0,065 0,094 0,024 0,023
0,274 0,270 0,325 0,250 0,193 0,266 0,207 0,233 0,395 0,300
0,045 0,047 0,048 0,043 0,040 0,034 0,041 0,041 0,054 0,045
0,033 0,007 0,018 0,027 0,036 0,047 0,029 0,039 0,020 0,020
0,016 0,041 0,039 0,016 0,049 0,018 0,016 0,011 0,022 0,021
0,055 0,057 0,043 0,049 0,032 0,045 0,056 0,073 0,046 0,053
0,006 0,007 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006
4,065 5,606 4,512 4,295 4,442 4,065 3,973 4,817 4,548 4,491
0,365 0,408 0,368 0,316 0,237 0,375 0,381 0,429 0,483 0,395
0,192 0,135 0,149 0,155 0,138 0,142 0,150 0,184 0,257 0,153
0,069 0,062 0,057 0,062 0,042 0,059 0,056 0,061 0,070 0,064
0,052 0,046 0,073 0,061 0,050 0,054 0,061 0,051 0,071 0,075
1,445 1,223 1,469 1,281 0,810 1,100 1,015 1,318 1,481 1,212
0,020 0,020 0,021 0,029 0,019 0,022 0,026 0,036 0,033 0,024
0,045 0,048 0,057 0,041 0,043 0,041 0,039 0,042 0,062 0,054
0,200 0,158 0,196 0,158 0,146 0,143 0,157 0,133 0,271 0,203
0,068 0,076 0,084 0,063 0,047 0,070 0,050 0,069 0,096 0,086
0,072 0,102 0,094 0,092 0,087 0,067 0,096 0,080 0,097 0,091
0,010 0,003 0,014 0,006 0,013 0,007 0,007 0,009 0,020 0,019
0,054 0,052 0,106 0,062 0,052 0,062 0,055 0,059 0,098 0,082
0,198 0,154 0,223 0,215 0,178 0,216 0,244 0,183 0,221 0,220
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131 132 133 134 135
0,051 0,181 0,024 0,074 0,012
0,026 0,024 0,034 0,031 0,021
0,020 0,041 0,013 0,017 0,013
0,032 0,062 0,017 0,041 0,031
0,312 0,279 0,376 0,293 0,279
0,050 0,049 0,047 0,041 0,046
0,039 0,032 0,019 0,025 0,039
0,048 0,024 0,058 0,015 0,008
0,056 0,050 0,133 0,069 0,054
0,007 0,006 0,009 0,008 0,007
4,495 4,412 5,539 4,462 4,534
0,414 0,400 0,343 0,419 0,462
0,142 0,180 0,188 0,132 0,169
0,070 0,059 0,085 0,057 0,081
0,075 0,050 0,103 0,052 0,058
1,198 2,131 1,931 1,415 1,159
0,018 0,019 0,023 0,029 0,047
0,054 0,043 0,067 0,043 0,050
0,185 0,131 0,161 0,192 0,156
0,065 0,084 0,079 0,056 0,054
0,092 0,112 0,063 0,083 0,071
0,031 0,005 0,029 0,017 0,006
0,083 0,052 0,075 0,072 0,063
0,241 0,163 0,274 0,203 0,221
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Gesamtkonzentration der Metaboliten:

Metabolitenkonzentrationen mit eingerechneten Korrekturfaktoren.

1 3 4 5 6 7
3 0,104 | 0,018 | 0,049 | 0,160 0,047 | 0,033
Hydroxybutyrate

Acetat 0,028 | 0,024 | 0,016 | 0,026 | 0,070 | 0,023 | 0,017
Acetoacetat 0,103 | 0,048 | 0,048| 0,092 0412 0,083 | 0,053
Aceton 0,042 | 0,018 | 0,025| 0,030 0,124 | 0,040 | 0,019
Alanin 0,533 | 0489 | 0,930 0,757 | 0,304 | 0428 0,706
Asparagin 0,068 | 0,083 | 0,046 | 0,060 | 0,044 | 0,066 | 0,056
Betain 0,062 | 0,073 | 0,052 0,026 0,046 0,022

Kreatin 0,032 | 0,013 | 0,033| 0,015 0,017 | 0,010 0,036
Kreatinin 0,238 | 0,091 | 0,086 | 0,101 | 0,087 | 0,072 | 0,070
Dimethylamin 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,008 0,006 0,007 | 0,007
Glukose 7,792 | 7,327 | 6,875 11,699 | 6,592 | 5,930 | 8,933
Glutamin 0,792 | 0,769 | 0,680 | 0,650 | 0,719 | 0,632 | 0,642
Glycin 0,233 | 0,207 | 0,254| 0,200 0,228 | 0,186 | 1,958
Histidin 0,143 | 0,109 | 0,132 | 0,100 | 0,102 | 0,083 | 0,103
Isoleucin 0,149 | 0,081 | 0,083 | 0,084 | 0,074 0,096 | 0,075
Laktat 2,515 | 1594 | 2,871 | 3,230 | 2,268 | 1,783 | 3,310
Methanol 0,064 | 0,070 | 0,046 | 0,056 0,052 0,059 | 0,058
Phenylalanin 0,124 | 0,076 | 0,074 | 0,060 | 0,641 0,090 | 0,093
Prolin 0,367 | 0,299 | 0,490 | 0,476 | 0,388 | 0,256 | 0,250
Pyruvat 0,188 | 0,161 | 0,273 | 0,322 | 0,186 0,204 | 0,325
Threonin 0,150 | 0,107 | 0,140 | 0,082 0,102 | 0,142 | 0,167
Lr_'g“)fit(;‘y'am'”e 0,036 | 0,059 | 0,064 | 0,041| 0,063| 0,046 | 0,028
Tyrosin 0,104 | 0,079 | 0,082 | 0,068| 0,079 | 0,210| 0,115
Valin 0,351 | 0,242 | 0,250 | 0,285 0,207 | 0,306 | 0,250
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9 10 12 13 14 15 16 18 19 20
0,025 0,057 0,102 0,121 0,389 0,112 0,073 0,053 0,073 0,053
0,050 0,021 0,020 0,062 0,051 0,041 0,052 0,126 0,028 0,018
0,133 0,067 0,095 0,167 0,209 0,094 0,282 0,113 0,094 0,036
0,056 0,029 0,031 0,082 0,051 0,031 0,061 0,037 0,034 0,029
0,490 0,693 0,487 0,458 0,406 0,394 0,269 0,462 0,459 0,540
0,041 0,140 0,049 0,048 0,037 0,056 0,057 0,044 0,061 0,033
0,014 0,024 0,040 0,026 0,028 0,022 0,021 0,046 0,029 0,023
0,053 0,021 0,017 0,032 0,030 0,069 0,020 0,023 0,011
0,082 0,074 0,073 0,076 0,064 0,068 0,059 0,076 0,080 0,107
0,007 0,006 0,006 0,007 0,004 0,004 0,004 0,005 0,007 0,006
9,932 8,017 6,507 6,299 7,991 6,655 6,234 6,650 7,021 6,073
0,693 0,616 0,655 0,681 0,671 0,739 0,615 0,589 0,639 0,599
0,178 0,280 1,810 0,185 0,207 0,244 0,435 0,241 0,213 0,393
0,118 0,090 0,092 0,103 0,088 0,111 0,099 0,082 0,105 0,081
0,106 0,082 0,092 0,106 0,056 0,077 0,077 0,079 0,100 0,030
3,308 5,248 2,584 2,263 1,858 1,493 0,943 2,256 2,236 2,107
0,046 0,080 0,038 0,063 0,071 0,041 0,037 0,038 0,071 0,063
0,070 0,068 0,076 0,098 0,068 0,066 0,062 0,066 0,090 0,066
0,455 0,277 0,222 0,338 0,181 0,202 0,194 0,347 0,205 0,296
0,289 0,487 0,219 0,255 0,175 0,133 0,113 0,241 0,266 0,245
0,075 0,092 0,102 0,129 0,077 0,092 0,123 0,069 0,135 0,071
0,042 0,041 0,038 0,055 0,038 0,049 0,021 0,051 0,046 0,049
0,079 0,089 0,074 0,142 0,081 0,101 0,083 0,072 0,104 0,074
0,307 0,230 0,254 0,349 0,194 0,245 0,205 0,219 0,283 0,165

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
0,126 0,209 0,087 0,058 0,060 0,031 0,041 0,409 0,084
0,030 0,035 0,096 0,029 0,015 0,037 0,019 0,022 0,066 0,025
0,124 0,048 0,321 0,114 0,061 0,086 0,033 0,056 0,272 0,092
0,035 0,033 0,084 0,037 0,023 0,024 0,026 0,030 0,069 0,036
0,547 0,491 0,331 0,496 0,458 0,570 0,498 0,627 0,444 0,484
0,062 0,041 0,055 0,042 0,049 0,053 0,039 0,048 0,055 0,045
0,031 0,022 0,032 0,038 0,020 0,021 0,019 0,042 0,020 0,022
0,024 0,029 0,059 0,018 0,051 0,025 0,013 0,090 0,026 0,015
0,096 0,082 0,090 0,088 0,068 0,146 0,107 0,073 0,074 0,073
0,005 0,005 0,005 0,008 0,004 0,008 0,008 0,007 0,007 0,005
8,040 7,963 6,819 7,305 7,486 | 19,530 1,404 9,297 7,627 7,679
0,593 0,429 0,627 0,761 0,663 0,559 0,629 0,610 0,584 0,613
0,187 0,177 0,237 0,188 0,213 0,184 0,291 0,310 0,224 0,163
0,107 0,100 0,092 0,083 0,094 0,096 0,079 0,097 0,093 0,095
0,124 0,076 0,083 0,074 0,086 0,103 0,061 0,064 0,078 0,065
2,389 2,835 2,125 1,871 1,447 2,032 2,773 2,589 2,149 2,494
0,045 0,044 0,081 0,097 0,040 0,034 0,033 0,049 0,050 0,070
0,089 0,073 0,057 0,111 0,069 0,076 0,061 0,074 0,057 0,062
0,190 0,287 0,143 0,358 0,145 0,282 0,187 0,174 0,189 0,157
0,304 0,332 0,175 0,215 0,179 0,272 0,280 0,313 0,181 0,250
0,112 0,079 0,112 0,052 0,124 0,074 0,076 0,115 0,098 0,081
0,042 0,038 0,054 0,042 0,041 0,064 0,040 0,057 0,034 0,043
0,109 0,062 0,074 0,060 0,079 0,074 0,064 0,101 0,083 0,074
0,321 0,264 0,227 0,198 0,241 0,242 0,183 0,260 0,230 0,224
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31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

0,153 0,088 0,075 0,074 0,019 0,075 0,054

0,038 0,027 0,017 0,017 0,037 0,022 0,019 0,022 0,062 0,046
0,091 0,131 0,041 0,050 0,071 0,063 0,043 0,065 0,151 0,246
0,032 0,047 0,020 0,016 0,035 0,033 0,020 0,036 0,057 0,110
0,670 0,437 0,530 0,483 0,523 0,576 0,504 0,480 0,484 0,310
0,075 0,053 0,048 0,054 0,045 0,036 0,049 0,068 0,063 0,042
0,021 0,043 0,015 0,036 0,041 0,025 0,015 0,033 0,041 0,024
0,023 0,023 0,035 0,015 0,010 0,012 0,008 0,025 0,051
0,098 0,082 0,089 0,131 0,145 0,129 0,085 0,129 0,071 0,086
0,007 0,007 0,007 0,008 0,010 0,007 0,007 0,006 0,005 0,005
6,952 8,200 7,836 6,469 6,630 7,737 5,643 6,839 7,082 6,201
0,835 0,670 0,525 0,512 0,595 0,494 0,693 0,525 0,594 0,560
0,371 0,152 0,203 0,195 0,198 0,231 0,173 0,240 0,252 0,207
0,118 0,085 0,102 0,083 0,080 0,082 0,088 0,083 0,097 0,077
0,102 0,113 0,054 0,103 0,059 0,067 0,067 0,092 0,091 0,050
2,280 1,857 1,993 1,517 3,209 3,083 2,161 2,031 2,014 2,540
0,073 0,081 0,040 0,043 0,047 0,054 0,114 0,097 0,037 0,059
0,089 0,085 0,081 0,087 0,058 0,068 0,049 0,093 0,078 0,091
0,311 0,178 0,161 0,295 0,154 0,169 0,225 0,197 0,148

0,232 0,190 0,211 0,161 0,248 0,324 0,206 0,197 0,223 0,198
0,164 0,108 0,064 0,081 0,061 0,069 0,069 0,089 0,077 0,067
0,049 0,071 0,041 0,045 0,019 0,041 0,036 0,052 0,059 0,040
0,121 0,109 0,107 0,097 0,057 0,066 0,063 0,100 0,092 0,063
0,297 0,293 0,227 0,280 0,193 0,209 0,205 0,234 0,161

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

0,113 0,460 0,124 0,146 0,394 0,080 0,297 0,046 0,057 0,038
0,024 0,039 0,037 0,044 0,043 0,025 0,073 0,021 0,022 0,029
0,090 0,251 0,062 0,122 0,183 0,045 0,137 0,059 0,064 0,053
0,052 0,105 0,036 0,075 0,084 0,034 0,064 0,045 0,041 0,031
0,436 0,194 0,421 0,377 0,402 0,414 0,284 0,387 0,489 0,400
0,048 0,036 0,051 0,036 0,044 0,047 0,048 0,044 0,049 0,053
0,035 0,027 0,026 0,031 0,041 0,017 0,021 0,018 0,026 0,025
0,026 0,026 0,027 0,029 0,016 0,039 0,060 0,067 0,046 0,013
0,122 0,087 0,098 0,145 0,082 0,099 0,074 0,072 0,068 0,089
0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,007 0,005 0,005 0,005 0,006
15,909 6,649 | 10,503 7,316 6,307 7,379 6,703 7,225 8,166 | 10,431
0,505 0,571 0,618 0,604 0,752 0,706 0,717 0,568 0,564 0,640
0,150 0,166 0,159 0,186 0,240 0,287 0,148 0,315 0,129 0,129
0,085 0,077 0,113 0,094 0,100 0,096 0,113 0,086 0,109 0,092
0,124 0,046 0,090 0,114 0,053 0,047 0,107 0,062 0,135 0,062
1,786 1,196 1,880 1,561 1,546 1,845 2,027 1,913 2,602 2,587
0,054 0,061 0,054 0,058 0,038 0,052 0,055 0,070 0,056 0,050
0,096 0,072 0,069 0,089 0,076 0,067 0,079 0,066 0,085 0,072
0,214 0,130 0,252 0,157 0,140 0,143 0,230 0,225 0,233
0,257 0,096 0,154 0,119 0,143 0,144 0,158 0,175 0,240 0,293
0,095 0,067 0,068 0,079 0,089 0,076 0,087 0,089 0,106 0,057
0,060 0,026 0,059 0,045 0,058 0,037 0,041 0,039 0,052 0,050
0,124 0,071 0,061 0,137 0,076 0,060 0,099 0,073 0,124 0,066
0,353 0,185 0,291 0,292 0,176 0,161 0,254 0,204 0,372 0,221
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51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
0,083 0,083 0,034 0,034 0,095 0,076 0,054 0,069 0,487
0,031 0,015 0,037 0,046 0,045 0,023 0,027 0,030 0,048 0,030
0,059 0,077 0,392 0,047 0,051 0,054 0,054 0,051 0,144
0,042 0,030 0,037 0,191 0,029 0,037 0,045 0,032 0,119 0,084
0,369 0471 0,412 0,366 0,399 0,297 0,384 0,359 0,543 0,359
0,051 0,069 0,050 0,038 0,040 0,057 0,047 0,037 0,067 0,048
0,017 0,028 0,030 0,024 0,020 0,025 0,016 0,022 0,078 0,021
0,008 0,088 0,135 0,023 0,045 0,014 0,024 0,025 0,025 0,026
0,079 0,072 0,097 0,072 0,088 0,051 0,082 0,099 0,128 0,074
0,006 0,007 0,005 0,005 0,006 0,005 0,006 0,006 0,008 0,005
6,854 7,132 7,435 6,326 6,768 6,998 7,677 8,883 | 11,755 7,704
0,795 0,691 0,484 0,595 0,508 0,641 0,561 0,488 0,637 0,530
0,234 0,249 0,198 0,201 0,216 0,222 0,324 0,168 0,189 0,284
0,090 0,114 0,134 0,089 0,071 0,090 0,081 0,105 0,111 0,083
0,064 0,102 0,122 0,060 0,082 0,075 0,051 0,053 0,095 0,044
1,581 1,682 1,371 1,784 1,201 1,705 1,864 2,191 3,929 2,419
0,057 0,054 0,067 0,066 0,052 0,070 0,046 0,086 0,135 0,040
0,071 0,104 0,093 0,065 0,061 0,077 0,061 0,073 0,107 0,057
0,144 0,241 0,163 0,133 0,227 0,250 0,198 0,112 0,173
0,152 0,152 0,153 0,189 0,151 0,131 0,157 0,191 0,220 0,183
0,047 0,144 0,100 0,079 0,084 0,114 0,117 0,056 0,078 0,083
0,042 0,043 0,048 0,038 0,034 0,041 0,040 0,044 0,102 0,038
0,082 0,149 0,109 0,056 0,084 0,115 0,078 0,063 0,097 0,071
0,206 0,260 0,288 0,184 0,185 0,244 0,184 0,193 0,263 0,172

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
0,052 0,058 0,041 0,048 0,105 0,094 0,297 0,305 0,033 0,064
0,030 0,018 0,018 0,083 0,022 0,031 1,362 1,392 0,042 0,047
0,077 0,054 0,048 0,080 0,048 0,058 0,059 0,043 0,055
0,055 0,036 0,028 0,058 0,036 0,042 0,060 0,050 0,033 0,054
0,479 0,444 0,622 0,288 0,849 0,635 0,283 0,323 0,366 0,469
0,061 0,052 0,084 0,041 0,068 0,074 0,045 0,042 0,048 0,054
0,037 0,068 0,013 0,032 0,053 0,064 0,041 0,034 0,031 0,029
0,079 0,040 0,039 0,069 0,037 0,007 0,084 0,041 0,033 0,033
0,097 0,087 0,204 0,060 0,082 0,099 0,067 0,104 0,081 0,101
0,006 0,006 0,006 0,005 0,007 0,007 0,005 0,006 0,006 0,006
8,481 7,479 7,934 7,749 | 10,050 8,190 7,912 7,192 6,129 9,473
0,639 0,555 0,647 0,560 0,558 0,689 0,825 0,632 0,529 0,546
0,246 0,251 0,295 0,223 0,237 0,196 0,333 0,170 0,246 0,180
0,096 0,109 0,120 0,081 0,111 0,097 0,088 0,097 0,080 0,104
0,099 0,076 0,138 0,048 0,062 0,080 0,066 0,082 0,048 0,072
2,767 1,549 1,479 1,850 4,486 3,704 2,305 3,178 1,879 3,131
0,041 0,042 0,039 0,041 0,056 0,042 0,091 0,127 0,060 0,058
0,107 0,081 0,093 0,066 0,067 0,070 0,066 0,072 0,065 0,089
0,225 0,214 0,177 0,205 0,364 0,269 0,183 0,248 0,130 0,242
0,225 0,187 0,140 0,204 0,298 0,229 0,131 0,127 0,164 0,260
0,085 0,084 0,140 0,068 0,070 0,071 0,062 0,093 0,082 0,082
0,053 0,080 0,028 0,047 0,067 0,026 0,056 0,047 0,027 0,036
0,117 0,076 0,071 0,078 0,062 0,078 0,064 0,112 0,079 0,083
0,297 0,243 0,282 0,190 0,212 0,271 0,163 0,246 0,170 0,212

129




71 72 73 74 75 76 77 78 79 80
0,443 0,119 0,060 0,030 0,540 0,488 0,107 0,146 0,132
0,040 0,030 0,038 0,064 0,018 0,033 0,038 0,090 0,072 0,042
0,187 0,074 0,048 0,057 0,025 0,124 0,274 0,094 0,108
0,106 0,051 0,043 0,077 0,025 0,080 0,173 0,067 0,089 0,049
0,373 0,348 0,560 0,415 0,325 0,366 0,272 0,456 0,405 0,444
0,044 0,067 0,080 0,052 0,049 0,045 0,044 0,055 0,059 0,042
0,029 0,031 0,027 0,038 0,020 0,026 0,028 0,029 0,055 0,063
0,017 0,011 0,112 0,061 0,046 0,024 0,078 0,059 0,025 0,018
0,080 0,108 0,093 0,081 0,059 0,062 0,067 0,080 0,082 0,085
0,006 0,006 0,005 0,006 0,004 0,005 0,005 0,003 0,006 0,006
6,732 7,074 7,673 6,923 5,725 6,056 6,422 7,396 8,728 6,397
0,592 0,545 0,528 0,505 0,648 0,504 0,480 0,443 0,607 0,601
0,215 0,225 0,290 0,210 0,288 0,187 0,226 0,386 0,182 0,222
0,102 0,092 0,110 0,082 0,083 0,070 0,075 0,427 0,096 0,087
0,069 0,061 0,094 0,057 0,044 0,052 0,066 0,396 0,112 0,048
2,537 1,461 2,256 1,915 1,011 1,787 1,175 0,440 1,774 1,303
0,089 0,039 0,081 0,055 0,054 0,072 0,090 0,578 0,053 0,055
0,069 0,075 0,111 0,091 0,063 0,060 0,061 0,470 0,103 0,054
0,166 0,168 0,270 0,241 0,138 0,121 0,121 0,345 0,134 0,162
0,175 0,146 0,188 0,210 0,117 0,155 0,099 0,714 0,194 0,128
0,072 0,073 0,088 0,078 0,090 0,062 0,070 0,295 0,098 0,090
0,042 0,053 0,043 0,058 0,035 0,042 0,052 0,404 0,027
0,067 0,085 0,071 0,101 0,082 0,065 0,072 0,391 0,121 0,063
0,250 0,215 0,060 0,232 0,152 0,192 0,182 0,356 0,288 0,186

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90
0,293 0,198 0,075 0,093 0,094 0,051 0,056 0,204 0,136 0,054
0,027 0,036 0,016 0,026 0,069 0,026 0,025 0,031 0,019 0,032

0,204 0,053 0,079 0,056 0,038 0,053 0,093 0,080 0,047
0,088 0,101 0,030 0,059 0,052 0,032 0,054 0,075 0,063 0,042
0,563 0,261 0,641 0,694 0,422 0,566 0,421 0,393 0,426 0,352
0,054 0,036 0,057 0,075 0,047 0,050 0,042 0,053 0,047 0,048
0,027 0,040 0,043 0,029 0,031 0,026 0,042 0,016 0,027 0,018

0,033 0,020 0,069 0,020 0,015 0,020 0,031 0,046 0,045
0,093 0,084 0,073 0,092 0,071 0,094 0,085 0,109 0,072 0,075
0,006 0,004 0,005 0,007 0,060 0,005 0,005 0,007 0,005 0,006
5,426 7,026 9,234 9,700 7,284 | 12,503 7,458 7,889 6,666 6,920
0,752 0,495 0,632 0,597 2,772 0,462 0,500 0,719 0,492 0,715
0,268 0,160 0,214 0,212 0,147 0,161 0,178 0,383 0,181 0,473
0,102 0,083 0,095 0,113 0,082 0,078 0,080 0,099 0,100 0,077
0,073 0,067 0,087 0,123 0,065 0,071 0,084 0,051 0,062 0,055
1,321 1,012 2,455 3,200 2,331 2,974 2,347 1,776 1,559 1,368
0,063 0,040 0,063 0,067 0,051 0,051 0,094 0,052 0,047 0,064
0,061 0,063 0,074 0,109 0,057 0,080 0,071 0,069 0,054 0,065
0,206 0,105 0,295 0,354 0,226 0,210 0,166 0,247 0,582 0,138
0,105 0,097 0,222 0,286 0,210 0,237 0,219 0,169 0,149 0,129
0,128 0,090 0,083 0,125 0,096 0,089 0,076 0,097 0,130 0,092
0,047 0,059 0,051 0,087 0,041 0,041 0,015 0,041 0,034 0,027
0,067 0,078 0,102 0,095 0,063 0,083 0,068 0,063 0,084 0,066
0,217 0,206 0,295 0,340 0,181 0,256 0,236 0,179 0,172 0,159
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91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

0,074 0,153 0,141 0,061 0,053 0,029 0,058 0,089

0,027 0,088 0,017 0,027 0,034 0,078 0,049 0,030 0,037 0,581
0,033 0,092 0,022 0,116 0,103 0,053 0,056 0,057 0,060 0,092
0,034 0,078 0,016 0,088 0,082 0,046 0,050 0,044 0,041 0,053
0,468 0,331 0,533 0,394 0,331 0,354 0,440 0,446 0,398 0,414
0,045 0,049 0,042 0,045 0,028 0,050 0,052 0,060 0,045 0,062
0,025 0,027 0,027 0,033 0,041 0,033 0,024 0,018 0,024 0,030
0,045 0,103 0,013 0,031 0,012 0,040 0,043 0,053 0,018 0,059
0,083 0,191 0,074 0,055 0,078 0,076 0,075 0,062 0,082 0,095
0,006 0,007 0,004 0,006 0,006 0,006 0,005 0,005 0,005 0,006
11,952 7,347 6,977 8,654 6,716 6,466 6,654 8,720 | 10,111 | 10,180
0,470 0,465 0,552 0,536 0,422 0,635 0,624 0,594 0,475 0,579
0,208 0,221 0,238 0,205 0,168 0,354 0,269 0,178 0,164 0,185
0,077 0,093 0,083 0,069 0,064 0,104 0,083 0,089 0,091 0,100
0,037 0,098 0,062 0,067 0,057 0,060 0,052 0,058 0,065 0,086
3,147 1,601 1,852 1,320 2,160 1,442 1,781 1,714 2,634 2,232
0,041 0,059 0,037 0,050 0,042 0,050 0,110 0,075 0,048 0,064
0,058 0,090 0,058 0,063 0,091 0,050 0,072 0,070 0,079
0,194 0,188 0,143 0,188 0,130 0,258 0,129 0,249 0,188 0,256
0,369 0,173 0,232 0,149 0,204 0,135 0,255 0,201 0,360 0,149
0,078 0,063 0,068 0,078 0,043 0,088 0,077 0,071 0,081 0,084
0,037 0,032 0,032 0,031 0,040 0,034 0,023 0,024 0,031 0,034
0,066 0,070 0,070 0,081 0,068 0,090 0,049 0,100 0,095 0,098
0,149 0,249 0,170 0,198 0,162 0,174 0,172 0,182 0,277 0,246

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

0,096 0,091 0,105 0,025 0,207 0,095 0,080 0,039 0,219

0,018 0,032 0,029 0,018 0,023 0,039 0,050 0,039 0,027 0,050
0,038 0,085 0,050 0,077 0,027 0,086 0,064 0,064 0,030 0,042
0,030 0,047 0,077 0,048 0,039 0,068 0,070 0,071 0,024 0,087
0,414 0,467 0,494 0,354 0,396 0,371 0,504 0,482 0,494 0,390
0,042 0,048 0,041 0,040 0,052 0,047 0,052 0,052 0,043 0,048
0,021 0,025 0,043 0,030 0,047 0,033 0,046 0,035 0,013 0,040
0,020 0,023 0,011 0,037 0,006 0,013 0,109 0,028 0,046 0,021
0,064 0,126 0,108 0,066 0,224 0,108 0,098 0,091 0,055 0,074
0,004 0,009 0,007 0,006 0,012 0,006 0,006 0,006 0,004 0,005
5,411 9,287 5,844 6,624 7,865 6,833 8,420 7,876 8,686 6,180
0,448 0,410 0,588 0,583 0,493 0,683 0,612 0,600 0,396 0,522
0,149 0,167 0,278 0,327 0,199 0,176 0,262 0,215 0,227 0,345
0,079 0,086 0,087 0,087 0,092 0,083 0,104 0,091 0,069 0,073
0,058 0,074 0,062 0,062 0,056 0,064 0,113 0,086 0,057 0,050
1,233 2,465 2,092 1,218 1,915 1,328 2,651 2,119 4,022 1,928
0,036 0,131 0,054 0,031 0,055 0,034 0,129 0,055 0,058 0,066
0,073 0,090 0,064 0,074 0,078 0,079 0,090 0,087 0,068 0,060
0,199 0,182 0,233 0,183 0,406 0,256 0,290 0,193 0,135 0,155
0,149 0,202 0,140 0,091 0,131 0,135 0,186 0,254 0,326 0,186
0,058 0,086 0,089 0,074 0,075 0,074 0,095 0,086 0,101 0,074
0,021 0,037 0,049 0,038 0,035 0,029 0,038 0,031 0,016 0,027
0,087 0,110 0,073 0,072 0,062 0,078 0,092 0,101 0,073 0,061
0,192 0,267 0,197 0,198 0,209 0,159 0,276 0,230 0,229 0,167

131




111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
0,038 0,404 0,288 0,060 0,241 0,198 0,171 0,237 0,057 0,133
0,057 0,020 0,028 0,054 0,060 0,040 0,018 0,055 0,063 0,026
0,037 0,101 0,104 0,049 0,112 0,039 0,067 0,074 0,061 0,068
0,036 0,136 0,098 0,051 0,115 0,047 0,139 0,075 0,058 0,064
0,334 0,342 0,389 0,420 0,389 0,552 0,370 0,374 0,338 0,506
0,047 0,073 0,051 0,042 0,029 0,064 0,048 0,045 0,046 0,040
0,155 0,066 0,034 0,039 0,058 0,028 0,023 0,015 0,061 0,037
0,065 0,016 0,014 0,012 0,022 0,059 0,116 0,026 0,059 0,015
0,057 0,127 0,135 0,116 0,138 0,114 0,072 0,083 0,092 0,073
0,004 0,006 0,006 0,005 0,007 0,006 0,005 0,006 0,005 0,006
7,778 5,666 9,607 9,207 7,957 8,748 | 16,218 9,720 6,628 6,567
0,483 0,461 0,509 0,584 0,499 0,617 0,511 0,571 0,430 0,553
0,186 0,223 0,199 0,141 0,137 0,217 0,230 0,320 0,144 0,249
0,077 0,082 0,075 0,082 0,066 0,086 0,071 0,081 0,076 0,089
0,063 0,067 0,060 0,100 0,080 0,126 0,053 0,065 0,094 0,050
1,383 1,133 2,103 1,719 1,659 1,912 1,504 1,678 1,796 1,787
0,038 0,052 0,041 0,049 0,050 0,060 0,051 0,067 0,118 0,037
0,076 0,080 0,052 0,081 0,080 0,100 0,067 0,062 0,076 0,062
0,100 0,114 0,241 0,308 0,221 0,256 0,114 0,158 0,175 0,184
0,124 0,094 0,149 0,140 0,128 0,180 0,182 0,123 0,171 0,178
0,068 0,088 0,086 0,082 0,061 0,140 0,075 0,064 0,082 0,059
0,021 0,006 0,018 0,019 0,013 0,019 0,004 0,019 0,009 0,036
0,070 0,097 0,062 0,090 0,090 0,113 0,069 0,081 0,110 0,062
0,195 0,222 0,199 0,258 0,254 0,253 0,192 0,233 0,287 0,189

121 122 123 124 125 126 127 128 129 130
0,022 0,020 0,097 0,301 0,665 0,206 0,346 0,625 0,062 0,040
0,015 0,020 0,020 0,028 0,029 0,027 0,042 0,040 0,027 0,018
0,039 0,027 0,053 0,085 0,234 0,112 0,095 0,136 0,049 0,043
0,039 0,064 0,048 0,095 0,166 0,122 0,106 0,152 0,039 0,038
0,397 0,392 0,471 0,363 0,280 0,385 0,301 0,338 0,572 0,435
0,050 0,053 0,054 0,048 0,044 0,038 0,046 0,046 0,060 0,051
0,038 0,008 0,020 0,031 0,041 0,054 0,034 0,045 0,023 0,023
0,021 0,052 0,049 0,021 0,063 0,024 0,020 0,014 0,028 0,027
0,079 0,080 0,061 0,070 0,046 0,064 0,080 0,103 0,066 0,075
0,006 0,006 0,006 0,005 0,006 0,006 0,006 0,005 0,006 0,006
6,057 8,353 6,722 6,399 6,618 6,057 5,920 7,178 6,777 6,691
0,507 0,567 0,511 0,439 0,330 0,522 0,530 0,596 0,672 0,549
0,233 0,163 0,180 0,188 0,167 0,171 0,181 0,222 0,310 0,186
0,092 0,083 0,076 0,083 0,057 0,079 0,076 0,082 0,094 0,086
0,064 0,057 0,091 0,076 0,062 0,067 0,075 0,063 0,088 0,093
1,994 1,688 2,027 1,768 1,118 1,518 1,400 1,818 2,044 1,672
0,035 0,036 0,038 0,052 0,035 0,039 0,047 0,065 0,059 0,043
0,066 0,070 0,084 0,060 0,063 0,060 0,058 0,062 0,091 0,080
0,216 0,171 0,212 0,171 0,158 0,154 0,170 0,144 0,293 0,219
0,152 0,170 0,188 0,140 0,105 0,156 0,112 0,154 0,215 0,193
0,067 0,094 0,086 0,085 0,080 0,062 0,089 0,073 0,089 0,084
0,013 0,004 0,018 0,007 0,016 0,009 0,009 0,011 0,026 0,023
0,066 0,063 0,129 0,076 0,064 0,076 0,067 0,072 0,119 0,100
0,219 0,171 0,247 0,239 0,197 0,240 0,271 0,203 0,246 0,244

132




131 132 133 134 135
0,142 0,500 0,065 0,204 0,033
0,026 0,024 0,034 0,031 0,021
0,060 0,123 0,039 0,051 0,040
0,052 0,101 0,028 0,066 0,050
0,452 0,404 0,545 0,425 0,405
0,056 0,055 0,053 0,046 0,052
0,045 0,037 0,022 0,028 0,045
0,061 0,030 0,075 0,019 0,011
0,079 0,070 0,189 0,098 0,076
0,007 0,006 0,009 0,008 0,007
6,697 6,574 8,253 6,649 6,756
0,575 0,556 0,476 0,582 0,642
0,171 0,218 0,228 0,160 0,204
0,094 0,079 0,113 0,077 0,109
0,093 0,062 0,128 0,065 0,072
1,653 2,941 2,664 1,953 1,600
0,033 0,034 0,041 0,053 0,086
0,079 0,063 0,099 0,063 0,074
0,199 0,141 0,173 0,208 0,168
0,145 0,188 0,176 0,124 0,121
0,084 0,103 0,058 0,077 0,066
0,040 0,007 0,037 0,022 0,008
0,102 0,063 0,091 0,087 0,077
0,268 0,180 0,304 0,225 0,246
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t-Test

1/2
Metabolit t-test df p-Wert BH
3-
Hydroxybutyrate 0,235 1298 0,814 0,849
Acetat -2,675 1310 0,008 0,015
Acetoacetat 9,321 1306 3,335¢16 1,334e15
Aceton -1,792 1309 0,074 0,099
Alanin 6,193 1310 5,24e7° 1,572¢8
Asparagin -1,850 1308 0,066 0,093
Betain -15,570 1308 2,216 1,056e1°
Kreatin -0,403 1307 0,687 0,749
Kreatinin -19,435 1310 2,216 1,056e1°
Dimethylamin -15,002 1309 2,2e16 1,056e1°
Glukose 2,594 1309 0,010 0,017
Glutamin 6,353 1309 2,822¢° 9,675¢°
Glycin 1,977 1310 0,050 0,075
Histidin 0,662 1310 0,509 0,582
Isoleucin 0,819 1310 0,414 0,497
Laktat 5,059 1310 1,151e* 3,069¢®
Methanol -2,854 1228 0,004 0,008
Phenylalanin 4,569 1309 1,119¢° 2,686e°
Prolin 0,099 1306 0,921 0,921
Pyruvat 15,705 1303 2,2¢e16 1,056e1°
Threonin -1,665 1310 0,098 0,124
Trimethylamine
N-Oxid -19,774 672 2,276 1,056e1°
Tyrosin 3,319 1310 0,001 0,002
Valin 1,998 1308 0,047 0,075

134



2/2 t-Test

Mean X Mean Y

Metabolit 95% CI 1 95% CI 2 (Augur) (GCKD)
3-Hydroxybutyrate -0,023 0,030 0,140 0,137
Acetat -0,071 -0,011 0,060 0,101
Acetoacetat 0,046 0,070 0,091 0,033
Aceton -0,013 0,001 0,058 0,064
Alanin 0,044 0,084 0,444 0,380
Asparagin -0,005 0,000 0,051 0,054
Betain -0,028 -0,022 0,033 0,058
Kreatin -0,006 0,004 0,036 0,037
Kreatinin -0,065 -0,053 0,091 0,150
Dimethylamin -0,008 -0,006 0,006 0,013
Glukose 0,127 0,932 7,726 7,196
Glutamin 0,082 0,156 0,601 0,482
Glycin -9,267¢® 7,383¢2 0,248 0,212
Histidin -0,004 0,008 0,094 0,092
Isoleucin -0,004 0,009 0,079 0,076
Laktat 0,204 0,465 2,073 1,739
Methanol -0,086 -0,016 0,062 0,113
Phenylalanin 0,014 0,035 0,082 0,057
Prolin -0,014 0,016 0,217 0,217
Pyruvat 0,099 0,127 0,197 0,084
Threonin -0,010 0,001 0,089 0,093
Trimethylamine N-

Oxid -0,082 -0,067 0,041 0,116
Tyrosin 0,004 0,017 0,087 0,077
Valin 1,082¢* 0,019 0,229 0,220
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Analysierte Buckets mit Signifikanzangabe

Bucket- | Bucket- Benjamini/

Nummer | Sequenz p-Wert Hochberg Auffalligkeit/Befund in Amix
10 3,115 0 0| GCKD > AugUR
11 2,565 0 0| GCKD > AugUR
16 3,245 9,33e2% 5,25e2?2| AugUR > GCKD
50 3,235 6,21e7136 1,12e'** | AugUR > GCKD
66 2,705 1,14e114 1,55e113 | GCKD > AugUR
94 3,335 1,92¢84 1,84e% | AugUR > GCKD

133 7,625 1,44e7° 9,73¢7° | AugUR > GCKD
156 2,905 5,64e2 3,25e%! | AugUR > GCKD
189 3,145 4,481 2,14e%°| GCKD > AugUR
219 3,045 5,01 2,06 | GCKD > AugUR
225 4,455 6,824 2,73e™* | GCKD > AugUR
228 2,895 6,133 2,42e*? | GCKD > AugUR
232 4,435 3,89e#? 1,51e* | GCKD > AugUR
233 5,795 5,67e%? 2,19¢* | GCKD > AugUR
238 4,425 1,864 7,03 | GCKD > AugUR
254 7,785 1,07e¥ 3,78¢%" | GCKD > AugUR
259 5,785 8,29¢% 2,88e%% | GCKD > AugUR
281 4,445 2,62e% 8,38e%?| GCKD > AugUR
286 5,805 3,58e%! 1,133 | GCKD > AugUR
329 4,105 4,58e3 1,25e2?| GCKD > AugUR
341 5,775 3,07e% 8,09¢%! | GCKD > AugUR
354 1,485 4,12e1° 1,05 | GCKD > AugUR
360 3,525 4,97¢18 1,24e'*" | AugUR > GCKD
380 4,005 1,17e15 2,78e15| GCKD > AugUR
381 3,685 1,26e1° 2,98¢%° | AugUR > GCKD
385 3,205 3,16e1° 7,38e1% | GCKD > AugUR
387 5,815 9,62e1° 2,24e1*| GCKD > AugUR
390 2,525 1,83e 4,21e*| GCKD > AugUR
403 4,075 8,34e4 1,86e%| GCKD > AugUR
405 1,475 9,02¢ 14 2,00e¥ | GCKD > AugUR
409 4,065 1,40e3 3,091 | GCKD > AugUR
413 3,695 2,85e13 6,20e* | GCKD > AugUR
449 3,155 571! 1,14e*° | AugUR > GCKD
453 0,985 1,02¢10 2,02e1%| AugUR > GCKD
480 1,925 3,93 7,37¢° | GCKD > AugUR
504 3,925 9,96e8 1,78¢7 | GCKD > AugUR
517 5,765 9,92¢”’ 1,73e% | GCKD > AugUR
518 3,445 1,09e 1,89¢6 | GCKD > AugUR
523 1,585 1,54e 2,656 | AugUR > GCKD
526 1,495 1,89 3,23 | GCKD > AugUR
532 1,595 2,72¢e% 4,60e® | AugUR > GCKD
534 3,195 3,19¢® 5,37e% | GCKD > AugUR
538 3,855 3,42¢° 5,72¢ | GCKD > AugUR
540 1,345 4,28e 7,14e°| GCKD > AugUR
542 4,115 4,50e° 7,47e% | GCKD > AugUR
547 0,895 7,63e® 1,25¢° | AugUR > GCKD
548 1,435 8,32 1,37e | GCKD > AugUR
552 1,285 1,05e° 1,72e° | AugUR > GCKD
582 2,165 2,0e* 3,1e*| GCKD > AugUR
585 0,905 2,2e4 3,3e*| AugUR > GCKD
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590 5,235 2,5e* 3,8e*| GCKD > AugUR
607 1,605 6,1e* 9,1e*| AugUR > GCKD
612 1,575 6,9¢ 0,001 | AugUR > GCKD
616 2,735 8,0e* 0,001 | GCKD > AugUR
617 3,905 9,0e* 0,001 | GCKD > AugUR
624 4,135 0,001 0,002 | AugUR > GCKD
625 3,775 0,001 0,002 | GCKD > AugUR
657 1,305 0,009 0,013 | AugUR > GCKD
665 1,315 0,012 0,016 | AugUR > GCKD
678 5,245 0,019 0,025 | GCKD > AugUR
697 1,335 0,037 0,047 | GCKD > AugUR
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Gesamte signifikanten Buckets mit Kalzium als Referenzsubstanz (sortiert nach

Signifikanz):
Bucket-Sequenz p-Wert Benjamini/Hochberg- | Bucket-
in ppm Korrektur Nummer

1 8,505 0 0 100

2 8,465 0 0 104

3 8,455 0 0 105

4 7,945 0 0 156

5 7,935 0 0 157

6 7,805 0 0 170

7 3,635 0 0 587

8 3,625 0 0 588

9 3,225 0 0 628
10 3,115 0 0 639
11 2,565 0 0 694
12 2,555 0 0 695
13 8,625 6,652e320 4,605¢318 88
14 8,495 1,461e37 9,392¢316 101
15 8,295 3,803¢3% 2,282¢3%0 121
16 3,245 9,327¢%2% 5,246€2% 626
17 8,435 8,539¢%12 4,521e%10 107
18 6,915 9,480e208 4,740e206 259
19 8,515 5,331e2% 2,5252% 99
20 7,705 2,917¢2% 1,313e2% 180
21 3,315 5,129¢2% 2,198 619
22 8,485 1,769e1% 7,239¢189 102
23 7,495 5,238e187 2,050e18 201
24 7,485 1,403¢18 5,263¢184 202
25 2,645 1,633e18 5,880e184 686
26 8,525 4,295¢181 1,487¢17° 98
27 5,015 1,481t 4,938e172 449
28 5,025 1,039¢e172 3,340e 1"t 448
29 5,035 3,330e172 1,034e170 447
30 7,465 2,855e 17 8,565¢17° 204
31 7,475 5,491e1"t 1,594¢169 203
32 5,005 8,929¢170 2,511e168 450
33 5,045 2,27471%9 6,203e168 446
34 5,065 6,433¢168 1,703e166 444
35 5,055 7,530e7167 1,936e165 445
36 5,075 2,088¢165 5,219e164 443
37 4,095 1,300e %4 3,162¢163 541
38 5,085 6,646¢164 1,574¢162 442
39 7,415 4,932¢161 1,138e1% 209
40 9,125 1,262¢1%° 2,839e1%8 38
41 5,095 1,962¢1%9 4,307¢1%8 441
42 7,505 8,449¢1%9 1,811 1% 200
43 3,325 2,651e157 5,549¢°1%6 618
44 3,215 7,474e151 1,529¢14 629
45 5,125 3,270e149 6,540e148 438
46 5,115 7,306e147 1,429e145 439
47 5,105 3,386 144 6,484e143 440
48 5,135 2,368e 14 4,439 437
49 7,515 1,033e142 1,898 14! 199
50 3,235 6,214¢136 1,119e1% 627
51 5,145 1,314¢1% 2,319 131 436
52 7,525 3,370e130 5,832¢1%° 198
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53 8,535 3,590 1% 6,097¢12° 97
54 3,615 1,931e17 3,219¢1% 589
55 5,505 4,827¢124 7,899¢1% 400
56 7,955 4,596¢1%3 7,387e122 155
57 5,495 5,401¢1% 8,528e120 401
58 5,155 1,931¢120 2,996¢ 119 435
59 5,485 1,105 1,686e118 402
60 3,295 1,44411° 2,166e 118 621
61 8,545 1,819¢118 2,684e 117 96
62 5,515 2,842¢17 4,125¢116 399
63 5,535 5,059¢ 1/ 7,227¢116 397
64 5,525 2,923¢116 4,111e115 398
65 8,425 6,078e11° 8,415e114 108
66 2,705 1,139e114 1,553 113 680
67 5,545 1,895¢°100 2,546¢113 396
68 5,475 1,131e112 1,497¢ 11 403
69 5,565 3,204¢ 11! 4,179¢110 394
70 5,575 2,405¢107 3,092¢7106 393
71 5,455 2,460e106 3,118e1%® 405
72 5,465 3,233¢106 4,041e10° 404
73 5,165 6,903¢106 8,510e1%° 434
74 5,585 2,878e10 3,500e104 392
75 5,555 1,422¢7104 1,707¢103 395
76 7,655 1,709g100 2,023 185
77 5,595 6,188 7,233 391
78 5,605 6,436 7,426€%° 390
79 3,305 3,978 4,531 620
80 8,615 1,160e%8 1,305e% 89
81 5,445 3,046e% 3,384 406
82 5,635 8,614e% 9,455 387
83 5,645 5,222’ 5,662e% 386
84 7,695 7,635¢% 8,181e™® 181
85 5,655 5,722¢% 6,059¢ % 385
86 5,615 9,448e% 9,888e% 389
87 5,625 7,541 7,801 388
88 5,665 1,106 1,131 384
89 8,555 2,641e88 2,670e7 95
90 6,015 2,751e88 2,751’87 349
91 7,665 1,539¢% 1,523e% 184
92 5,175 1,732e 1,694e% 433
93 5,435 1,900e84 1,838e% 407
94 3,335 1,923¢84 1,841 617
95 5,985 4,251 4,027¢8 352
96 5,975 1,556e83 1,458¢82 353
97 3,375 1,936e 8 1,796e82 613
98 7,125 2,846e82 2,613e 8! 238
99 6,025 4,005e8! 3,641e80 348
100 5,945 1,151 1,036e7° 356
101 5,955 4,633e80 4,128e"° 355
102 6,005 6,121 %0 5,401e7° 350
103 3,385 1,100e"® 9,615e 7 612
104 6,075 3,062¢7° 2,650e78 343
105 7,105 3,199 2,742¢78 240
106 4,185 3,269e "8 2,776e"’ 532
107 6,045 3,592¢ "8 3,021e"" 346
108 6,265 6,803e "8 5,669’ 324
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109 6,055

, 78

= 9,712e 8,019’ 345
6,085 1,100e"" o

T , 8,996e 342
6,095 3,524e"7 2,857e7° 3

112 6,035 6,459’ ' e i

T , 5,191e 347
6,065 1,263e7° i

o , 1,006e 344
4,195 1,723e7 i

i , 1,360e 531
3,655 2,070e7® 1,620e7

116 7,195 3,704¢7® , s i

o , 2,874e 231
5,995 4,566e i

T , 3,512¢ 351
6,145 1,882e7 i

T , 1,436e 336
6,115 3,657e" o

=2 , 2,766e 339
7,115 6,468e 7 T

2 , 4,851e 239
6,125 1,533e74 s

= , 1,140e 338
7,925 4,651e 3

o , 3,431e 158
6,105 6,061e74 3

= , 4,435e 340
8,415 2,076e 7 ik

o , 1,507e 109
4,165 2,412 72

= , 1,737e 534
6,155 3,909¢ 7 72

= , 2,792e 335
4,045 7,926e " i

2L , 5,617e 546
5,905 8,983e " i

2 , 6,316e 360
6,135 3,108e " n

2 , 2,169e 337
4,175 7,658e72 n

T , 5,302¢ 533
8,565 2,280e 70

= , 1,567¢ 94
6,185 9,236e 7

o , 6,297e 332
7,625 1,437¢70 0

o , 9,727e 188
6,195 1,999¢ 7 69

o , 1,342¢ 331
5,935 2,066 g

= , 1,377e 357
7,285 2,153 o9

= , 1,425e 222
6,165 2,391e 0 69

= , 1,570e 334
5,965 3,662e° B

2 , 2,388e 354
5,675 5,742e° 69

> , 3,718e 383
4,205 8,731e7° 69

o , 5,613e 530
6,175 9,613e° 68

o , 6,136e 333
6,295 2,470e%8 o7

o , 1,566e 321
6,305 2,605¢78 o7

2 , 1,63% 320
5,695 8,815e 7 o6

145 , 5,509e 381
6,285 2,117¢% i

o , 1,314e 322
6,205 3,244¢% s

o , 2,000e 330
7,555 3,640e56 s

=1 , 2,228¢e 195
3,665 9,696e5 o

o , 5,896e 584
6,275 5,284e%° 64

o , 3,192¢ 323
5,425 8,630e° 64

o , 5,178e 408
6,215 9,112¢% b4

o , 5,431e 329
5,915 1,758e 53 62

=22 , 1,041e 359
6,725 4,049¢3 62

= , 2,382¢ 278
6,255 4,464e3 2,609e52 3

155 6,345 2,696e52 1'5666'61 i

156 2,905 5,637e52 ' o1 560

22t , 3,252¢ 660
3,285 7,910e 52 ol

o , 4,534e 622
6,245 1,089¢61 61

= , 6,201e 326
6,225 6,050e %! 60

= , 3,424e 328
6,735 1,084¢ %0 60

o , 6,099 277
6,315 1,394¢ 50 60

= , 7,791e 319
5,925 1,707e%0 0

= , 9,484e 358

oo 7,075 2,887 1,594e% 243
4 6 ’

,215 3,182¢ %0 1,746e>° 529
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165 6,235

, 59

e 1,007e 5,493e° 327
5,895 1,013e% 9

o , 5,493e 361
7,855 1,256 =9

= , 6,767e 165
6,415 2,532e° 8

= , 1,356e 309
7,045 4,709e% 8

o , 2,508e 246
5,185 8,888e° 8

o , 4,705e 432
6,355 3,227¢8 7

L , 1,698e 315
6,425 8,771e8 7

L , 4,589 308
8,025 9,669¢e7°8 o

L , 5,030e 148
6,335 6,251e75® 5

— , 3,233e 317
6,385 1,229¢% 5

= , 6,323e 312
9,495 2,709e"% 1,385e>4

177 6,375 3,108e% , 4 ;

o , 1,580e 313
6,325 1,036 54

o , 5,23% 318
3,355 1,186 54

o , 5,963e 615
6,485 5,523e™4 53

= , 2,761e 302
6,475 8,980e>4 53

= , 4,465e 303
6,525 2,099¢53 52

T , 1,038e 298
4,225 6,799e53 2

— , 3,344e 528
8,575 9,183e3 2

o , 4,492¢ 93
5,885 3,558e52 sl

2 , 1,731e 362
5,415 3,867e2 Sl

o , 1,871e 409
6,545 1,150e5! 1

o , 5,537e 296
7,065 1,368e! St

o , 6,549 244
3,145 4,484e>1 0

> , 2,135e 636
6,435 9,032¢"1 )

= , 4,278 307
6,455 1,063e*0 =0

= , 5,011e 305
5,705 1,127e*0 =0

2 , 5,283e 380
7,725 1,444e*0 =0

= , 6,734e 178
6,395 1,740e*0 =0

= , 8,072¢ 311
7,205 1,862e™0 =0

= , 8,594e 230
6,665 2,631e™° 49

o , 1,208e 284
6,445 4,107e50 49

o , 1,876e 306
6,565 9,057¢° 4,117e% 2

199 6,365 1,200e4° , 49 %

= , 5,429 314
6,555 2,150 9

o , 9,676e 295
6,535 4,653e4° 2,083e48

202 4,495 8,073 ’ 8 ot

o , 3,597e 501
9,455 8,997e4° 3,98%¢48

204 8,155 1,342¢8 , 8 :

oo , 5,922¢ 135
6,505 2,002¢8 8,790e™8 30

206 6,575 7,670e8 , A7 ]

o , 3,351e 293
6,465 8,497¢8 A7

o , 3,694e 304
6,495 1,754e4 7,590’ 3

209 6,685 3,932 1,6936'46 a2

210 9,475 4,325e47 1’8546'46 i

211 4,475 9,160e*’ ' 46 ]

= , 3,907e 503
6,405 1,638e6 46

" , 6,952¢ 310
6,615 2,336e4 46

23 , 9,871e 289
6,515 7,993 B

o , 3,362¢ 299
6,605 9,415¢46 B

o , 3,941e 290
7,095 1,590e4 5

22t , 6,624e 241
8,035 2,779e™ 44

= , 1,152¢ 147
4,485 2,935e% 4

28 , 1,212¢ 502

.t 3,045 5,009 2,058e4 646
7,13 4 ’

,135 1,381e 5,648e44 237
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221 6,625
, -44

22 1,496e 6,093 288
5,215 2,424e44 -4

= , 9,826¢e 429
6,585 2,861e4 1,155e43 2

224 6,775 3,621 ' -43 s

- , 1,455e 273
4,455 6,817e44 2,727e™3

226 6,595 3,555e43 1,416e‘42 >0

227 3,345 4,178e™3 ’ 42 16

2l , 1,656e 616
2,895 6,128e43 2,419e42 6

229 4,465 6,400e™3 , -42 o

2 , 2,515e 504
6,675 8,054e43 42

2 , 3,152¢e 283
5,685 1,926e42 -42

= , 7,505e 382
4,435 3,894e42 -41

o , 1,511e 507
5,795 5,674e42 -41

2 , 2,192¢ 371
6,635 5,907e42 -4

o , 2,272¢ 287
7,215 7,316e42 -41

= , 2,802e 229
6,645 9,433e%2 -41

= , 3,597e 286
4,085 1,195e41 -41

o , 4,538e 542
4,425 1,858e41 -41

= , 7,026e 508
7,295 3,956 -40

2 , 1,490e 221
6,835 6,082e4! -40

2 , 2,281e 267
6,655 1,194e40 -4

" , 4,460e40 285
5,205 3,252e40 -39

o , 1,210e 430
8,405 6,234e40 -39

23 , 2,309¢ 110
6,695 7,400e40 -39

o , 2,729 281
8,585 1,576e3° -39

2 , 5,790e 92
4,415 3,287e39 -38

o , 1,203e 509
7,735 6,375e739 -38

ol , 2,323e 177
4,505 2,065e38 -38

= , 7,493e 500
9,445 2,582¢38 -38

o , 9,334e 6
4,395 3,713e38 -37

= , 1,337e 511
6,765 4. 812e38 -37

252 , 1,725e 274
9,465 5,850e38 -37

o , 2,089 4
7,165 6,236e738 -37

= , 2,218e 234
7,785 1,068e%7 37

= , 3,784e 172
7,395 3,138e% -36

= , 1,108e 211
4,405 5,416e37 -36

2 , 1,904e 510
7,455 5,548e37 1,943e36

258 9,485 6,513e7 2'2726'36 “

259 5,785 8,293e%7 ' -36 :

> , 2,882¢ 372
5,875 8,5621e%7 -36

o , 2,949¢ 363
5,405 2,366e36 -36

= , 8,158e 410
7,145 7,331e36 2,518e3%5

263 4,235 1,374e , -35 o7

- , 4,702e 527
6,935 1,767e -35

o , 6,023e 257
5,715 5,955g35 34

o , 2,022e 379
7,675 1,793e34 6,068e34

267 4,385 2,208e34 ' -34 =

e , 7,444e 512
8,045 5,547e34 -33

= , 1,863e 146
9,365 6,087e34 -33

= , 2,036e 14
9,415 1,138e33 -33

2 , 3,793e 9
7,815 1,211e33 -33

2 , 4,022¢ 169
4,365 1,315e33 -33

= , 4,350e 514
9,395 1,714e3 -33

e , 5,650e 11
9,375 2,903e33 -33

e , 9,536e 13
3,645 2,995¢33 -33

276 9,425 31429 -33 T =

, 429 1,118e32 8
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277 6,995

, 33

il 4,097e 1,331 251
7,645 1,464 % 32

2% , 4,739 186
3,675 1,498e% 32

21 , 4,832¢ 583
7,275 2,611 32

o , 8,383e 223
4,445 2,617 32

- , 8,383e 506
4,375 5,847¢32 31

co , 1,866e 513
7,775 7,482e% s

oo , 2,37% 173
6,755 1,040e3! 3

= , 3,295e 275
8,395 1,375¢31 s

25 , 4,341e 111
5,805 3,578e3L 30

25 , 1,126e 370
2,915 6,659¢3! 30

28 , 2,088e 659
9,435 9,884e3! 30

= , 3,089 7
5,225 5,801e%0 2

2 , 1,807e 428
7,795 8,027¢%0 2

h , 2,491e 171
6,845 9,780e % 29

= , 3,025e 266
6,945 1,166e2° 29

o , 3,593e 256
4,155 1,462¢%° 2

o , 4,491e 535
8,835 2,848e2° 29

= , 8,718e 67
9,345 1,178e%8 28

2 , 3,595e 16
6,745 1,243e8 28

226 , 3,778e 276
6,805 1,513e%8 28

o , 4,585e 270
6,785 2,438e% 28

= , 7,363e 272
4,355 3,529¢28 2

= , 1,062¢ 515
7,345 9,426¢28 2

o , 2,828e 216
7,185 1,617e% 2

= , 4,834e 232
9,385 1,714e% 2

o , 5,107e 12
6,855 1,754e% 2

o , 5,210e 265
1,775 2,43%e% 2

o , 7,220e 773
8,855 9,172 N

3 , 2,706e 65
9,335 1,573e% N

= , 4,627e 17
2,655 2,871 2%

- , 8,416e 685
7,405 3,490e2¢ 2

o , 1,020e 210
4,325 3,836e2° 1,117¢® 5

310 9,405 4,552¢% , 2 o

o , 1,321e 10
3,175 5,741 i

S , 1,661e 633
3,965 6,143e% N

S , 1,772¢ 554
4,315 1,143 % 3,286e % 5

314 7,225 1,484e% ’ s 2

o , 4,253e 228
9,355 4,494e25 24

S , 1,284e 15
6,795 9,231e® 24

oL , 2,629 271
7,055 1,051e24 24

ST , 2,985¢ 245
4,295 1,136e24 24

ot , 3,214e 521
9,325 1,386e24 24

T , 3,909 18
4,035 1,390e24 24

o , 3,909 547
4,145 3,761e24 28

52 , 1,054e 536
0,745 4,575e2 1,279e 3 8

323 3,955 6,247e2 1'7366'23 e

324 9,285 6,248e2 ' = >

o , 1,736e 22
8,595 8,875e2 3

2 , 2,458e 91
4,305 1,053e 2 23

2 , 2,906e 520
5,725 1,209¢ % 23

= , 3,327e 378
3,975 3,184e28 23

= , 8,736e 553
4,105 4,576e% 22

2 , 1,252¢ 540
4,335 5,351e% 22

= , 1,459 517

o 2,855 5,693e % 1,548e% 665
3 2 ’

,495 1,223e% 3,316e 2% 601
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333 6,865

, 22

o 1,261e 3,409 264
6,965 2,372e% 6,391e 2% 2

335 4,275 2,814 7'561e'22 %

336 7,155 3,695e% ' 22 2ot

— , 9,898e 235
7,175 1,244e% 2

> , 3,321e 233
9,255 2,353 2

= , 6,265¢ 25
3,055 2,376 2

T , 6,307e 645
4,345 2,832¢2 2

n , 7,497e 516
5,775 3,066e2 2

= , 8,093e 373
2,715 3,579 2

2 , 9,418e 679
2,885 3,999 20

s , 1,048e 662
4,285 4,006e2! 20

3 , 1,048e 522
9,215 8,336e2! 20

e , 2,175e 29
7,025 1,222 % 20

o , 3,178e 248
7,335 2,307¢20 20

ST , 5,985e 217
1,785 4,249e%° 19

o , 1,099 772
3,505 6,223¢20 19

— , 1,605e 600
9,295 1,23%1° 19

= , 3,186e 21
6,815 1,297¢ 19 19

= , 3,325e 269
7,005 2,549¢1° 19

= , 6,517e 250
5,865 2,825e1° 19

oy , 7,204e 364
1,485 4,121’10 18

o , 1,048e 802
4,245 4,274¢1° 18

S , 1,084e 526
3,275 1,529¢18 18

= , 3,865e 623
7,635 2,935¢18 18

= , 7,400e 187
9,265 3,068¢18 18

— , 7,714e 24
1,195 3,888e18 18

2 , 9,746e 831
3,525 4,972¢18 A

= , 1,243e 598
8,285 1,026e A

= , 2,559 122
9,275 1,267¢Y A

52 , 3,150e 23
1,765 1,273eY A

= , 3,156e 774
8,385 1,770eY o

o , 4,376e 112
7,375 1,827¢Y o

o , 4,505e 213
8,605 2,318et’ 7

= , 5,701e 90
6,705 2,698et’ A

= , 6,617e 280
2,385 3,739/ A

2 , 9,145e 712
9,205 4,329t 1,056e16

370 9,235 1,006¢ 16 ’ 16 7

o , 2,447e 27
7,615 1,092¢16 16

= , 2,650e 189
9,175 1,217¢16 16

S , 2,945e 33
6,825 1,335e16 16

5 , 3,222¢ 268
2,605 2,804¢16 16

S , 6,749 690
1,515 3,161e1° 7,587¢16

376 2,595 5,425¢16 1,2986"15 fo1

377 7,585 6,787¢16 , B o7

- , 1,620e 192
8,275 6,852¢e16 1,632

379 9,115 1,048e15 2'4886'15 e

380 4,005 1,174e1 ' 5 %

ot , 2,780e 550
3,685 1,261e% 5

> , 2,978e 582
5,395 2,001e?® 1o

S0z , 4,714e 411
4,015 2,377e’15 5

= , 5,585e 549
9,055 3,097¢1® 15

2o , 7,259 45
3,205 3,156e™® 5

35 , 7,379 630
8,255 8,280e® 14

2 , 1,931e 125

ol 5,815 9,619 2,237e 369
9,245 14 ’

, 1,413e 3,278e 14 26
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389 9,085
, -14

39 1,439 3,330 42
2,525 1,826e% 4,214¢% 6

391 9,225 1,952¢% 2,493 o

392 9,195 2,373¢% 4497 i

3 , 5,449 31
8,845 2,661 1

393 , 6,095¢ 66
2,695 3,444 o

39 , 7,867¢ 681
8,445 4,062¢% 1

39 , 9,254¢ 106
2,665 4,159¢% 9,452¢% 68

397 9,315 5,189¢% 17667 ]

307 , 1,176e 19
7,385 5,466¢1 3

398 , 1,236¢ 212
7,305 5,677¢% 3

399 , 1,281e 220
9,065 7,543¢% 1,697

401 7,575 7,813 753 %

401 , 1,753¢ 193
8,015 8,078¢ % =

402 , 1,808¢ 149
4,075 8,337¢ ™ =

403 , 1,862¢ 543
8,345 8,563¢ % =

04 , 1,907¢ 116
1,475 9,017 =

405 , 2,004¢ 803
6,885 1,160 3

408 , 2,572¢ 262
4,265 1,282 =

a1 , 2,834¢ 524
5,735 1,303e ™ =

408 , 2,875¢ 377
4,065 1,403e™ Tz

409 , 3,087¢ 544
8,375 1,495 T

410 , 3,282¢ 113
1,015 1,603 3 =

4l , 3,510e 849
9,305 1,750e 3 =

4 , 3,842¢ 20
3,695 2,845¢ 83 =

413 , 6,200¢ 581
5,855 3,251 =

e , 7,067¢ 365
8,825 4,131e™ =

415 , 8,958¢ 68
9,105 4,976 12

416 , 1,076e 40
5,195 5,077 12

ar , 1,096¢ 431
5,265 6,819¢ ™ 12

418 , 1,468¢ 424
9,025 9,902¢ ™ 1

49 , 2,127e 48
7,235 1,035 %2 2

420 , 2,219 227
3,815 1,041 -

421 , 2,225¢ 569
2,575 1,117 1

42 , 2,382¢ 693
3,945 1,311 2,789 ™2 5

424 2,615 1,722 655612 %

42t , 3,655¢ 689
7,965 1,836e %2 3,889 ™2 1

426 7,845 2,220 69512 5

426 , 4,695¢ 166
9,005 2,246¢ 72 4,734

428 2,995 2,850e 2 994e 72 o

428 , 5,994e 651
9,075 3,736e ™2 2

429 , 7,837¢ 43
8,245 3,878¢ 2 2

450 , 8,116¢ 126
2,405 417467 -

451 , 8,717e 710
9,145 5,611e™2 1,169

433 3,255 6,492 72 349e ™1 %

453 , 1,349 625
1,735 7,408e 72 -

454 , 1,536¢ 777
7,565 9,282e ™2 o

455 , 1,920e 194
7,865 9,604¢ 72 o

458 , 1,983¢ 164
9,155 1,020e™ o

51 , 2,101e 35
9,165 1,120e™ 1

458 , 2,302¢ 34
3,995 1,328¢ ™ 1

49 , 2,723¢ 551
9,045 1,517¢™ 1

40 , 3,104e 46
9,015 1,534¢™ i

a1 , 3,131e 49
2,375 1,614 -

42 , 3,287e 713

43 9,035 1,874 3,808¢™ 47
7 1 '

265 2,237e™ 4,526e™1 224

145




445 2,215 2,238t 4,526 729
446 1,745 3,811et 7,690t 776
447 8,265 3,912¢ 1t 7,877e 1t 124
448 3,935 4,155¢ 1! 8,347’1t 557
449 3,155 5,709¢ ! 1,144e10 635
450 9,095 6,240e! 1,248e10 41
451 7,015 7,053 1,407¢10 249
452 8,235 8,007e 1,594 10 127
453 0,985 1,017¢10 2,020e10 852
454 6,875 1,140e10 2,261’10 263
455 8,655 1,310e10 2,591 10 85
456 4,025 1,656e10 3,269 10 548
457 2,865 1,768e10 3,483e10 664
458 8,005 1,786e1° 3,509¢ 10 150
459 3,265 2,506¢10 4,913e10 624
460 1,125 3,341e10 6,537¢10 838
461 3,755 3,510e10 6,852¢10 575
462 5,325 4,211’10 8,203¢10 418
463 8,975 5,281e10 1,027¢*° 53
464 3,075 5,734e10 1,112¢° 643
465 9,185 5,918e10 1,146¢° 32
466 8,365 5,939 10 1,147¢° 114
467 2,535 6,382¢10 1,230e° 697
468 4,255 7,015¢10 1,349 525
469 5,275 7,572’10 1,453¢° 423
470 8,945 8,983¢10 1,720e° 56
471 2,245 9,583e10 1,831e*® 726
472 8,085 1,360e™° 2,593e 142
473 2,135 1,518¢° 2,888e° 737
474 7,445 2,132¢° 4,048e° 206
475 1,755 2,170e® 4,112¢° 775
476 7,745 2,505e° 4,736e° 176
477 3,805 2,572¢° 4,853 570
478 8,995 2,728¢° 5,136e™° 51
479 3,895 3,696e° 6,944¢™° 561
480 1,925 3,930e* 7,369 758
481 8,645 4,679%° 8,754e” 86
482 6,895 5,079 9,483 261
483 8,925 7,857¢ 1,464¢® 58
484 8,985 8,959%° 1,666e® 52
485 7,765 9,142¢° 1,696e® 174
486 5,315 9,282¢° 1,719¢® 419
487 8,955 1,087¢ 2,009¢® 55
488 3,005 1,301e® 2,400e® 650
489 7,825 2,110e 3,884e® 168
490 7,755 2,229¢ 4,094e8 175
491 7,035 2,428e8 4,450e8 247
492 1,095 2,574e 4,708e8 841
493 0,755 2,794e8 5,100e8 875
494 7,245 3,225¢8 5,875¢® 226
495 5,285 3,439%¢® 6,254e8 422
496 2,485 3,550e® 6,442e8 702
497 1,505 5,031e® 9,111e® 800
498 8,335 6,717¢ 1,214e”’ 117
499 1,455 6,984e 8 1,260e”’ 805
500 7,685 7,735¢e3 1,392¢”’ 182
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501 8,965 8,412¢8 1,511e” 54
502 7,535 8,471e® 1,519¢” 197
503 7,595 8,586e° 1,536e”’ 191
504 3,925 9,957¢® 1,778 558
505 7,895 1,355e”7 2,415e”7 161
506 2,585 1,601e”’ 2,847¢7 692
507 8,055 1,773¢” 3,147¢” 145
508 8,215 2,020e”’ 3,572¢” 129
509 6,975 2,020e”’ 3,572¢” 253
510 1,795 2,362¢”’ 4,168¢e”’ 771
511 7,545 2,423’ 4,268¢e”’ 196
512 2,285 2,669’ 4,692°7 722
513 1,445 4,015e”7 7,043 806
514 8,915 7,252¢7 1,270e 59
515 8,145 7,606e”’ 1,329 136
516 5,295 8,996e”’ 1,569¢8 421
517 5,765 9,920e”’ 1,727¢*® 374
518 3,445 1,089 1,892¢6 606
519 8,935 1,154e® 2,001e® 57
520 1,025 1,166e° 2,017e® 848
521 8,905 1,230e® 2,124e% 60
522 1,465 1,234e® 2,128e8 804
523 1,585 1,542¢° 2,653e8 792
524 1,525 1,687e* 2,898e 798
525 7,905 1,799 3,084e* 160
526 1,495 1,887e 3,229¢ 801
527 2,205 2,122¢ 3,624e® 730
528 8,635 2,161e® 3,683e® 87
529 1,135 2,225 3,785e" 837
530 5,385 2,522¢ 4,283e" 412
531 1,115 2,546e° 4,316e" 839
532 1,595 2,718e* 4,599 791
533 7,325 2,976e° 5,025¢ 218
534 3,195 3,188e*® 5,373e* 631
535 8,355 3,205¢® 5,392¢ 115
536 3,985 3,25%° 5,473e® 552
537 5,335 3,33%° 5,596e° 417
538 3,855 3,418e° 5,718e® 565
539 2,985 3,75%° 6,277e5 652
540 1,345 4,285e" 7,141e" 816
541 0,925 4,382¢® 7,291e® 858
542 4,115 4,498e 7,469¢° 539
543 7,315 5,200e® 8,619¢* 219
544 3,015 5,900e® 9,761e* 649
545 0,995 5,948e® 9,823e* 851
546 5,305 6,243 1,029¢° 420
547 0,895 7,625e5 1,255e° 861
548 1,435 8,322¢° 1,367¢° 807
549 8,075 9,381e* 1,538 143
550 7,835 9,447¢*® 1,546e° 167
551 8,665 1,039 1,698e° 84
552 1,285 1,053¢® 1,717¢° 822
553 5,845 1,090e"® 1,774e° 366
554 8,305 1,269¢° 2,062e° 120
555 7,975 1,370e® 2,221e® 153
556 8,165 1,993e® 3,225e° 134
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557 2,875 2,070 3,345e° 663
558 2,505 2,597 4,189 700
559 2,515 2,638 4,247eS 699
560 7,255 3,5632e° 5,677e5 225
561 8,885 3,958e° 6,350e 62
562 8,225 4,150e® 6,646e° 128
563 2,345 4,285e° 6,849e° 716
564 0,935 4,610e° 7,356e° 857
565 2,195 5,235e° 8,339 731
566 8,315 6,108e™ 9,712e® 119
567 0,525 6,602e 1,048e* 898
568 1,295 6,617e° 1,049¢* 821
569 8,195 7,905 1,250e* 131
570 0,515 8,697¢”® 1,373e* 899
571 3,875 9,000e® 1,419¢* 563
572 0,535 9,650e° 1,518e* 897
573 8,895 1,028e* 1,614e* 61
574 0,565 1,333e* 2,090e* 894
575 0,505 1,406 2,201e* 900
576 7,365 1,414¢e* 2,209e* 214
577 9,135 1,426e* 2,224e* 37
578 0,545 1,525¢* 2,374e* 896
579 2,955 1,546e* 2,404e* 655
580 0,765 1,607e* 2,493e* 874
581 8,815 1,943e* 3,010e* 69
582 2,165 1,999¢* 3,092e* 734
583 5,745 2,060e* 3,180e* 376
584 0,555 2,121e* 3,268e* 895
585 0,905 2,155e4 3,315e* 860
586 3,185 2,346e* 3,603e* 632
587 3,165 2,358e* 3,615e* 634
588 2,145 2,406e* 3,682¢* 736
589 0,855 2,428¢e* 3,709¢* 865
590 5,235 2,496e* 3,807¢* 427
591 3,795 2,588e* 3,941e* 571
592 1,035 2,749e* 4,179%* 847
593 8,115 2,768e* 4,201e* 139
594 0,575 2,839 4,302e* 893
595 1,655 2,915e# 4,409e* 785
596 2,685 3,009e# 4,543e* 682
597 2,255 3,357¢* 5,060e* 725
598 5,345 3,421e* 5,149¢# 416
599 0,735 3,438e* 5,165e* 877
600 7,985 3,793e* 5,690e* 152
601 1,105 3,819¢* 5,718e* 840
602 3,565 3,947¢e4 5,901e* 594
603 3,125 5,059 7,551e* 638
604 6,985 5,164e* 7,695e4 252
605 1,665 5,385e* 8,011e* 784
606 5,255 5,735e* 8,518e* 425
607 1,605 6,105e 9,052¢* 790
608 1,715 6,258¢e 9,264e* 779
609 2,965 6,511e* 9,622e* 654
610 7,425 6,566e* 9,688e* 208
611 3,555 6,881e* 0,001 595
612 1,575 6,927¢e4 0,001 793
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613 2,025 7,149¢# 0,001 748
614 5,825 7,493e# 0,001 368
615 8,675 7,830e* 0,001 83
616 2,735 8,012e4 0,001 677
617 3,905 9,041e* 0,001 560
618 0,715 0,001 0,002 879
619 8,795 0,001 0,002 71
620 8,875 0,001 0,002 63
621 2,045 0,001 0,002 746
622 8,475 0,001 0,002 103
623 6,715 0,001 0,002 279
624 4,135 0,001 0,002 537
625 3,775 0,001 0,002 573
626 0,585 0,001 0,002 892
627 5,375 0,002 0,002 413
628 7,605 0,002 0,003 190
629 3,595 0,002 0,003 591
630 8,695 0,002 0,003 81
631 3,095 0,002 0,003 641
632 0,865 0,002 0,003 864
633 8,785 0,002 0,004 72
634 2,975 0,003 0,004 653
635 0,955 0,003 0,004 855
636 1,205 0,003 0,004 830
637 2,125 0,003 0,004 738
638 1,065 0,003 0,004 844
639 0,785 0,004 0,006 872
640 2,475 0,004 0,006 703
641 8,175 0,004 0,006 133
642 0,705 0,005 0,007 880
643 1,825 0,005 0,007 768
644 3,915 0,005 0,007 559
645 1,355 0,005 0,007 815
646 8,325 0,005 0,007 118
647 3,605 0,005 0,007 590
648 2,675 0,005 0,007 683
649 2,545 0,006 0,008 696
650 0,775 0,006 0,009 873
651 2,155 0,007 0,010 735
652 2,225 0,007 0,010 728
653 2,625 0,008 0,011 688
654 0,595 0,008 0,012 891
655 5,355 0,009 0,012 415
656 2,185 0,009 0,012 732
657 1,305 0,009 0,013 820
658 3,455 0,010 0,013 605
659 1,725 0,010 0,014 778
660 8,775 0,010 0,014 73
661 0,885 0,010 0,014 862
662 3,065 0,011 0,014 644
663 8,765 0,011 0,015 74
664 0,615 0,012 0,016 889
665 1,315 0,012 0,016 819
666 3,585 0,012 0,016 592
667 5,365 0,012 0,016 414
668 0,605 0,012 0,016 890
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669 8,715 0,012 0,017 79
670 0,945 0,012 0,017 856
671 1,805 0,013 0,017 770
672 7,085 0,014 0,018 242
673 2,435 0,016 0,022 707
674 1,675 0,017 0,023 783
675 1,875 0,018 0,023 763
676 3,575 0,018 0,025 593
677 2,825 0,019 0,025 668
678 5,245 0,019 0,025 426
679 0,815 0,020 0,026 869
680 8,135 0,023 0,030 137
681 0,845 0,023 0,030 866
682 0,625 0,024 0,031 888
683 2,845 0,024 0,032 666
684 3,825 0,027 0,035 568
685 2,815 0,027 0,036 669
686 2,275 0,029 0,038 723
687 0,635 0,032 0,042 887
688 7,995 0,032 0,042 151
689 2,355 0,033 0,043 715
690 8,065 0,033 0,043 144
691 1,985 0,033 0,043 752
692 3,515 0,034 0,045 599
693 3,835 0,035 0,045 567
694 6,925 0,035 0,045 258
695 2,305 0,035 0,045 720
696 3,135 0,035 0,046 637
697 1,335 0,037 0,047 817
698 0,795 0,040 0,052 871
699 1,535 0,041 0,053 797
700 2,765 0,042 0,054 674
701 3,405 0,044 0,056 610
702 1,615 0,045 0,058 789
703 2,065 0,047 0,060 744
704 1,165 0,047 0,061 834
705 7,885 0,048 0,061 162
706 2,315 0,048 0,062 719
707 1,865 0,049 0,062 764
708 2,075 0,054 0,068 743
709 0,875 0,054 0,069 863
710 2,635 0,056 0,070 687
711 0,825 0,057 0,072 868
712 2,835 0,059 0,074 667
713 8,125 0,060 0,076 138
714 8,095 0,061 0,077 141
715 1,935 0,062 0,078 757
716 1,895 0,062 0,079 761
717 1,975 0,065 0,082 753
718 8,705 0,066 0,083 80
719 6,955 0,070 0,088 255
720 3,725 0,071 0,088 578
721 1,815 0,077 0,096 769
722 0,725 0,077 0,096 878
723 1,155 0,077 0,096 835
724 2,015 0,080 0,100 749
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725 3,745 0,081 0,101 576
726 1,705 0,082 0,102 780
727 2,335 0,084 0,103 717
728 7,355 0,084 0,104 215
729 1,145 0,086 0,106 836
730 1,995 0,086 0,106 751
731 8,755 0,088 0,108 75
732 2,415 0,093 0,115 709
733 1,425 0,100 0,123 808
734 8,805 0,103 0,126 70
735 2,055 0,104 0,127 745
736 2,365 0,105 0,129 714
737 3,735 0,110 0,135 577
738 1,395 0,124 0,151 811
739 1,695 0,125 0,152 781
740 2,795 0,135 0,164 671
741 2,295 0,139 0,169 721
742 0,965 0,140 0,170 854
743 1,635 0,144 0,175 787
744 3,035 0,148 0,179 647
745 1,885 0,153 0,185 762
746 2,745 0,157 0,190 676
747 2,235 0,159 0,192 727
748 1,855 0,160 0,193 765
749 8,685 0,162 0,195 82
750 3,435 0,170 0,204 607
751 1,625 0,170 0,204 788
752 0,645 0,182 0,218 886
753 1,265 0,185 0,221 824
754 1,005 0,196 0,234 850
755 2,925 0,197 0,235 658
756 1,085 0,200 0,238 842
757 0,975 0,201 0,239 853
758 1,405 0,201 0,239 810
759 3,535 0,207 0,246 597
760 1,645 0,209 0,247 786
761 2,465 0,211 0,250 704
762 1,215 0,212 0,251 829
763 3,425 0,214 0,253 608
764 7,435 0,231 0,272 207
765 1,225 0,233 0,274 828
766 0,695 0,246 0,289 881
767 2,455 0,248 0,291 705
768 3,845 0,249 0,292 566
769 3,365 0,265 0,310 614
770 2,395 0,267 0,312 711
771 1,565 0,282 0,329 794
772 3,105 0,285 0,332 640
773 3,545 0,303 0,353 596
774 2,105 0,304 0,353 740
775 0,915 0,315 0,366 859
776 2,095 0,320 0,371 741
777 0,685 0,320 0,371 882
778 2,115 0,320 0,371 739
779 4,125 0,326 0,377 538
780 3,785 0,333 0,385 572
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781 3,885 0,336 0,387 562
782 0,675 0,346 0,398 883
783 8,725 0,353 0,406 78
784 2,755 0,361 0,415 675
785 3,765 0,362 0,415 574
786 1,255 0,370 0,424 825
787 2,935 0,372 0,426 657
788 2,175 0,376 0,430 733
789 2,945 0,386 0,440 656
790 4,055 0,388 0,442 545
791 8,185 0,408 0,464 132
792 1,075 0,414 0,470 843
793 3,485 0,417 0,473 602
794 7,875 0,427 0,484 163
795 1,325 0,428 0,484 818
796 3,475 0,431 0,487 603
797 1,905 0,446 0,504 760
798 5,835 0,451 0,509 367
799 1,845 0,453 0,510 766
800 1,045 0,457 0,514 846
801 1,965 0,470 0,528 754
802 1,385 0,484 0,544 812
803 1,365 0,503 0,564 814
804 1,685 0,514 0,575 782
805 2,785 0,523 0,584 672
806 8,745 0,526 0,588 76
807 1,555 0,527 0,588 795
808 2,445 0,529 0,589 706
809 1,185 0,550 0,612 832
810 2,325 0,565 0,627 718
811 2,495 0,567 0,630 701
812 1,235 0,569 0,630 827
813 3,415 0,583 0,645 609
814 1,415 0,615 0,680 809
815 8,205 0,621 0,686 130
816 1,835 0,632 0,697 767
817 2,775 0,643 0,709 673
818 3,865 0,646 0,711 564
819 2,725 0,652 0,717 678
820 3,085 0,656 0,720 642
821 2,035 0,661 0,725 747
822 2,425 0,679 0,743 708
823 0,665 0,681 0,744 884
824 5,755 0,682 0,745 375
825 0,655 0,687 0,749 885
826 8,735 0,692 0,754 77
827 1,245 0,713 0,776 826
828 3,705 0,741 0,805 580
829 2,005 0,743 0,806 750
830 2,805 0,745 0,808 670
831 8,865 0,763 0,826 64
832 7,715 0,773 0,837 179
833 6,905 0,776 0,838 260
834 8,105 0,798 0,861 140
835 1,915 0,804 0,867 759
836 1,055 0,813 0,875 845
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837 3,025 0,817 0,879 648
838 0,835 0,818 0,879 867
839 2,085 0,836 0,897 742
840 1,545 0,839 0,899 796
841 0,805 0,845 0,904 870
842 1,945 0,846 0,904 756
843 3,395 0,851 0,909 611
844 1,375 0,894 0,953 813
845 3,465 0,936 0,997 604
846 1,275 0,952 1 823
847 2,265 0,958 1 724
848 1,175 0,963 1 833
849 3,715 0,974 1 579
850 1,955 0,984 1 755
851 7,915 0,987 1 159
852 4,995 NA NA 451
853 4,985 NA NA 452
854 4,975 NA NA 453
855 4,965 NA NA 454
856 4,955 NA NA 455
857 4,945 NA NA 456
858 4,935 NA NA 457
859 4,925 NA NA 458
860 4,915 NA NA 459
861 4,905 NA NA 460
862 4,895 NA NA 461
863 4,885 NA NA 462
864 4,875 NA NA 463
865 4,865 NA NA 464
866 4,855 NA NA 465
867 4,845 NA NA 466
868 4,835 NA NA 467
869 4,825 NA NA 468
870 4,815 NA NA 469
871 4,805 NA NA 470
872 4,795 NA NA 471
873 4,785 NA NA 472
874 4,775 NA NA 473
875 4,765 NA NA 474
876 4,755 NA NA 475
877 4,745 NA NA 476
878 4,735 NA NA 477
879 4,725 NA NA 478
880 4,715 NA NA 479
881 4,705 NA NA 480
882 4,695 NA NA 481
883 4,685 NA NA 482
884 4,675 NA NA 483
885 4,665 NA NA 484
886 4,655 NA NA 485
887 4,645 NA NA 486
888 4,635 NA NA 487
889 4,625 NA NA 488
890 4,615 NA NA 489
891 4,605 NA NA 490
892 4,595 NA NA 491
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893 4,585 NA NA 492
894 4,575 NA NA 493
895 4,565 NA NA 494
896 4,555 NA NA 495
897 4,545 NA NA 496
898 4,535 NA NA 497
899 4,525 NA NA 498
900 4,515 NA NA 499

NA= Not available Data. Diese Werte entsprechen dem exkludierten Wassersignal von 4,5 -5
ppm.
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Tangri Scores der AugUR-Studie

Legende:

Geschlecht 1 = mannlich
Geschlecht 0 = weiblich

NMR Alter Geschlecht | eGFR nach | UACR UACR Tangri
Nummer (1=m, 0=w) | CKD-EPI angenahter | Wert
Wert

1 71,69 1 35,896 <30 15 -4,178

2 88,32 1 63,660 <30 15 -7,691

3 74,19 1 84,116 30 - 300 165 -8,617

4 75,02 0 67,014 30 - 300 165 -6,944

5 74,94 1 65,346 <30 15 -7,588

6 79,5 1 75,561 <30 15 -8,846

7 77,58 0 80,445 <30 15 -9,604

8 76,64 0 61,009 <30 15 -7,380

9 78,38 1 68,265 <30 15 -7,994
10 70,3 0 63,788 <30 15 -7,556
12 81,25 1 81,183 <30 15 -9,522
13 75,07 1 89,205 30 - 300 165 -9,213
14 76,4 0 73,634 <30 15 -8,806
15 75,1 0 74,310 <30 15 -8,854
16 77,47 0 86,236 30 - 300 165 -9,176
17 71,48 1 66,227 30 - 300 165 -6,530
18 79,06 0 67,041 <30 15 -8,117
19 76,59 1 79,131 30 - 300 165 -8,105
20 78,43 0 41,045 30 - 300 165 -4,076
21 71,33 1 66,299 30 - 300 165 -6,535
22 77,72 1 70,210 30 - 300 165 -7,119
23 75,06 1 70,697 <30 15 -8,197
24 83,47 1 73,483 >300 450 -7,164
25 71,69 0 74,946 <30 15 -8,851
26 74,93 0 30,978 >300 450 -2,405
27 75,49 1 62,346 <30 15 -7,260
28 76,27 0 72,573 30 - 300 165 -7,601
29 78,7 0 67,210 <30 15 -8,128
31 74,42 1 72,718 30 - 300 165 -7,330
32 79,97 1 81,914 30 - 300 165 -8,495
33 77,54 0 79,136 <30 15 -9,455
34 74,29 1 48,626 <30 15 -5,678
35 83,15 1 34,472 <30 15 -4,269
36 75,83 1 41,916 30 - 300 165 -3,870
37 86,48 1 63,748 <30 15 -7,661
38 77,57 1 40,476 <30 15 -4,827
39 74,73 0 78,118 30 - 300 165 -8,196
40 81,88 1 72,459 30 - 300 165 -7,465
41 70,63 1 52,584 30 - 300 165 -4,965
42 79,55 0 52,698 <30 15 -6,502
43 83,49 1 64,356 >300 450 -6,130
44 85,99 1 34,977 >300 450 -2,855
45 81,72 1 84,229 30 - 300 165 -8,796
46 81,62 0 46,334 30 - 300 165 -4,745
47 74,41 1 84,776 30 - 300 165 -8,697
48 76,18 1 84,942 30 - 300 165 -8,755
49 70,93 1 93,367 <30 15 -10,675
50 76,29 1 65,448 <30 15 -7,629
51 81,51 1 79,901 <30 15 -9,382
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52 71,18 0 74,078 30 - 300 165 -7,660
53 71,57 0 52,574 <30 15 -6,313
54 76,37 1 82,838 30 - 300 165 -8,520
55 77,91 1 70,114 <30 15 -8,193
56 79,97 0 88,083 <30 15 -10,522
57 84,1 1 79,572 <30 15 -9,402
58 74,78 1 66,888 <30 15 -7,759
59 80,78 1 47,682 >300 450 -4,180
60 80,17 0 68,510 <30 15 -8,308
61 87,54 0 44,936 30 - 300 165 -4,717
62 72,37 1 73,771 <30 15 -8,486
63 75,29 0 19,867 30 - 300 165 -1,606
64 76,88 0 84,857 30 - 300 165 -9,007
65 77,08 0 68,984 30 - 300 165 -7,212
66 80,56 1 54,349 30 - 300 165 -5,384
67 75,35 0 84,950 30 - 300 165 -8,984
68 78,17 1 63,188 30 - 300 165 -6,333
69 82,99 0 59,936 <30 15 -7,398
70 71,53 1 76,024 <30 15 -8,723
71 76,15 1 83,351 <30 15 -9,655
72 73,71 1 67,393 <30 15 -7,793
73 77,24 1 65,744 30 - 300 165 -6,602
74 84,69 0 61,732 30 - 300 165 -6,558
75 71,45 0 87,729 30 - 300 165 -9,213
76 77,91 0 77,643 <30 15 -9,294
77 70,76 0 75,439 <30 15 -8,886
78 71,67 1 75,950 30 - 300 165 -7,636
79 74,31 1 77,381 30 - 300 165 -7,857
80 75,38 1 79,807 <30 15 -9,236
81 74,01 1 62,335 30 - 300 165 -6,144
82 73,89 1 72,989 30 - 300 165 -7,349
83 81,99 1 81,951 30 - 300 165 -8,543
84 70,86 1 71,136 <30 15 -8,154
85 90,34 1 78,864 <30 15 -9,459
86 71,67 1 59,590 <30 15 -6,863
87 74,38 1 73,618 <30 15 -8,513
89 80,01 1 85,247 <30 15 -9,955
90 73,4 0 77,601 30 - 300 165 -8,108
91 90,75 1 62,582 <30 15 -7,622
92 77,13 0 23,185 <30 15 -3,104
93 70,72 0 74,320 >300 450 -7,225
94 73,59 0 85,599 30 - 300 165 -9,019
95 77,73 1 79,532 <30 15 -9,257
96 77,28 0 63,247 <30 15 -7,648
97 87,17 1 72,522 30 - 300 165 -7,589
98 82,76 0 81,027 >300 450 -8,250
99 76,45 1 79,209 <30 15 -9,192
100 90,5 1 56,708 <30 15 -6,951
101 83,15 0 82,011 <30 15 -9,904
102 83,96 1 44,289 <30 15 -5,400
103 74,39 1 53,111 <30 15 -6,189
104 78,63 0 74,802 <30 15 -8,987
105 84,53 1 22,533 30 - 300 165 -1,865
106 89,31 1 46,535 30 - 300 165 -4,690
107 71,45 0 53,224 <30 15 -6,384
108 76,55 1 69,957 <30 15 -8,146

156




109 77,94 0 85,951 30 - 300 165 -9,154
110 81,96 0 68,680 30 - 300 165 -7,285
111 7,7 0 83,960 30 - 300 165 -8,923
112 75,23 1 50,458 30 - 300 165 -4,825
113 73,87 1 41,542 30 - 300 165 -3,785
114 84,93 1 40,242 >300 450 -3,428
115 91,38 1 51,371 >300 450 -4,832
116 91,06 0 32,750 30 - 300 165 -3,413
117 72,04 0 88,228 30 - 300 165 -9,283
118 76,27 0 56,623 <30 15 -6,875
119 80,51 1 63,539 30 - 300 165 -6,424
120 78,26 0 62,816 30 - 300 165 -6,539
121 74,89 1 79,054 <30 15 -9,140
122 79,31 1 67,821 30 - 300 165 -6,883
123 71,7 0 81,103 <30 15 -9,549
124 72,05 1 88,762 30 - 300 165 -9,097
125 70,73 0 94,548 30 - 300 165 -9,970
126 74,79 1 88,898 30 - 300 165 -9,172
127 74,83 1 84,130 30 - 300 165 -8,633
128 87,31 1 64,865 30 - 300 165 -6,724
129 76,66 0 85,837 30 - 300 165 -9,113
130 72,99 1 86,033 <30 15 -9,889
131 76,61 0 67,222 <30 15 -8,084
132 75,09 0 80,510 30 - 300 165 -8,475
135 81,72 1 77,335 30 - 300 165 -8,014
136 81,31 1 72,748 <30 15 -8,567
137 71,85 1 72,308 <30 15 -8,309
138 78,88 1 78,895 <30 15 -9,210
139 81,55 1 38,491 <30 15 -4,689
140 70,37 1 45,282 >300 450 -3,679
141 71,63 0 97,593 30 - 300 165 -10,335
143 77,28 1 81,932 <30 15 -9,519
144 72,33 1 79,462 <30 15 -9,130
145 73,25 1 60,131 <30 15 -6,959
146 70,4 1 72,199 <30 15 -8,264
147 73,31 0 61,632 30 - 300 165 -6,296
148 75,67 1 63,613 <30 15 -7,407
149 76,29 1 57,686 30 - 300 165 -5,668
150 72,8 1 83,431 30 - 300 165 -8,509
151 83,52 1 41,617 >300 450 -3,553
152 79,74 1 83,252 30 - 300 165 -8,641
153 74,17 0 70,405 <30 15 -8,391
154 79,24 1 49,058 <30 15 -5,836
155 88,21 0 69,935 30 - 300 165 -7,565
156 73,27 0 64,173 <30 15 -7,665
157 71,54 0 70,678 <30 15 -8,364
158 80,62 0 87,679 30 - 300 165 -9,409
159 76,35 0 60,333 >300 450 -5,763
160 78,24 1 66,776 <30 15 -7,822
161 73,11 1 75,188 >300 450 -7,129
162 78,18 0 69,475 30 - 300 165 -7,292
163 75,63 0 77,627 30 - 300 165 -8,160
164 71,2 1 69,369 30 - 300 165 -6,880
165 75,86 1 58,445 >300 450 -5,292
166 72,66 0 74,437 30 - 300 165 -7,733
167 70,53 0 89,169 30 - 300 165 -9,356
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168 71,56 1 86,082 >300 450 -8,330
169 76,3 1 70,913 <30 15 -8,249
170 71,26 0 77,538 <30 15 -9,135
171 72,39 1 75,567 >300 450 -7,156
172 71,6 1 64,073 30 - 300 165 -6,288
173 70,8 1 86,141 30 - 300 165 -8,772
174 75,54 1 65,072 <30 15 -7,570
175 78,62 0 46,810 30 - 300 165 -4,733
176 78,43 0 84,776 <30 15 -10,113
177 80,52 1 48,620 <30 15 -5,815
178 77,59 1 66,323 >300 450 -6,223
179 71,37 0 60,103 30 - 300 165 -6,080
180 73,96 1 58,058 30 - 300 165 -5,659
181 74,22 1 76,465 30 - 300 165 -7,751
182 72,56 1 89,357 <30 15 -10,257
183 73,08 1 73,405 30 - 300 165 -7,379
184 80,46 1 65,740 30 - 300 165 -6,672
185 85,53 1 50,990 <30 15 -6,194
186 75,81 1 88,740 30 - 300 165 -9,177
187 85,77 1 69,639 <30 15 -8,313
188 79,16 1 75,743 30 - 300 165 -7,778
189 78,26 1 74,328 <30 15 -8,679
190 75,31 0 85,382 <30 15 -10,113
191 75,97 0 80,016 30 - 300 165 -8,438
192 77,17 1 36,698 30 - 300 165 -3,308
193 82,62 0 58,499 <30 15 -1,227
194 76,01 1 47,633 30 - 300 165 -4,522
195 71,49 1 77,944 30 - 300 165 -7,858
196 71,19 1 53,821 >300 450 -4,665
197 77,28 0 56,932 30 - 300 165 -5,851
198 77,39 0 68,835 30 - 300 165 -7,202
199 72,56 0 70,172 30 - 300 165 -7,248
200 78,3 0 44,967 <30 15 -5,599
201 71,62 0 67,669 30 - 300 165 -6,943
202 80,47 0 86,276 >300 450 -8,794
203 79,99 1 89,137 30 - 300 165 -9,314
204 71,86 0 86,647 30 - 300 165 -9,099
205 76,14 1 56,062 30 - 300 165 -5,480
206 80,51 1 41,839 30 - 300 165 -3,965
207 75,47 1 42,022 30 - 300 165 -3,874
208 72,45 0 26,474 30 - 300 165 -2,292
209 74,15 1 62,275 30 - 300 165 -6,141
210 78,35 1 69,899 <30 15 -8,179
211 88,06 0 65,796 30 - 300 165 -7,093
212 86,21 1 51,232 <30 15 -6,236
213 81,94 0 86,364 30 - 300 165 -9,289
214 73,19 1 33,526 30 - 300 165 -2,861
215 78,85 1 56,660 >300 450 -5,155
216 75,07 0 87,246 <30 15 -10,319
217 84 1 39,277 30 - 300 165 -3,751
218 71,88 1 67,510 30 - 300 165 -6,684
219 73,01 0 75,406 <30 15 -8,932
220 74 1 81,644 30 - 300 165 -8,333
221 76,82 1 58,643 <30 15 -6,869
222 75,33 1 90,529 <30 15 -10,451
223 75,87 0 84,235 <30 15 -9,996
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224 78,19 0 75,033 <30 15 -9,004
225 81,32 1 81,144 <30 15 -9,519
226 76,41 1 75,297 30 - 300 165 -7,667
227 71,17 0 88,768 <30 15 -10,406
228 73,56 1 86,519 <30 15 -9,957
229 78 1 51,307 30 - 300 165 -4,982
230 79,62 0 60,549 30 - 300 165 -6,312
231 70,81 1 58,202 <30 15 -6,687
232 74,93 1 77,044 30 - 300 165 -7,832
233 76,91 1 50,769 30 - 300 165 -4,897
234 75,04 1 57,053 <30 15 -6,650
235 84,35 0 62,762 30 - 300 165 -6,667
236 76,63 0 56,482 30 - 300 165 -5,786
237 75,95 1 70,257 <30 15 -8,167
238 76,12 0 79,930 <30 15 -9,513
239 74,94 1 66,072 <30 15 -7,670
240 72,09 0 65,595 <30 15 -7,800
241 74,03 0 86,570 <30 15 -10,220
242 81,99 0 65,676 30 - 300 165 -6,946
243 80,64 1 77,923 <30 15 -9,139
244 71,59 0 76,164 <30 15 -8,987
245 76,84 1 61,756 30 - 300 165 -6,141
246 76,31 0 83,979 <30 15 -9,976
247 78,29 1 81,352 30 - 300 165 -8,394
248 77,8 1 74,568 <30 15 -8,696
249 81,22 1 66,145 30 - 300 165 -6,735
250 71,12 1 74,424 <30 15 -8,532
251 77,02 0 54,952 30 - 300 165 -5,621
252 70,92 0 78,966 <30 15 -9,290
253 71,97 0 88,714 <30 15 -10,418
254 87,9 1 32,243 30 - 300 165 -3,040
255 73,78 1 86,815 <30 15 -9,996
256 89,18 1 45,748 30 - 300 165 -4,598
257 83,41 1 77,439 30 - 300 165 -8,063
258 70,82 0 69,021 30 - 300 165 -7,079
259 77,58 1 83,704 30 - 300 165 -8,645
260 73,44 1 75,938 <30 15 -8,755
261 75,47 1 68,871 <30 15 -7,999
262 70,64 1 58,271 <30 15 -6,691
263 77,47 0 51,614 30 - 300 165 -5,252
264 72,45 1 51,454 <30 15 -5,958
265 85,01 1 66,707 30 - 300 165 -6,882
266 71,41 1 64,156 >300 450 -5,841
267 82,29 1 74,095 30 - 300 165 -7,660
268 82,41 0 72,842 30 - 300 165 -1,767
269 75,68 1 82,860 <30 15 -9,589
270 72,08 1 78,603 <30 15 -9,027
271 72,34 0 65,481 30 - 300 165 -6,711
272 76,43 1 56,499 30 - 300 165 -5,536
273 72,82 1 53,700 30 - 300 165 -5,140
274 78,02 0 84,181 <30 15 -10,037
275 73,36 1 63,964 <30 15 -7,396
276 76,56 1 65,326 30 - 300 165 -6,540
277 70,97 1 61,101 <30 15 -7,019
278 72,75 0 73,269 30 - 300 165 -7,603
279 83,38 1 58,982 30 - 300 165 -5,971
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280 80,99 1 71,135 <30 15 -8,377
281 76,59 1 76,150 30 - 300 165 -7,767
282 75,44 0 70,826 30 - 300 165 -7,385
283 78,85 1 66,491 30 - 300 165 -6,722
284 76,2 0 64,617 >300 450 -6,246
285 71,83 1 66,792 <30 15 -7,683
286 72,04 0 64,730 <30 15 -7,701
287 74,08 0 66,512 <30 15 -7,948
288 82,33 0 74,058 <30 15 -8,985
289 74,05 1 46,696 <30 15 -5,454
293 77,19 0 52,941 <30 15 -6,478
294 71,01 0 84,247 <30 15 -9,890
297 72,83 0 72,136 <30 15 -8,558
299 79,35 1 48,588 >300 450 -4,252
300 78,22 1 64,571 <30 15 -7,572
302 88,07 1 44,907 >300 450 -4,026
303 89,48 0 31,740 <30 15 -4,346
304 89,48 1 62,416 >300 450 -6,042
305 71,13 1 71,829 30 - 300 165 -7,157
306 79,66 1 69,258 30 - 300 165 -7,054
307 76,12 1 67,013 30 - 300 165 -6,721
308 77,49 1 58,964 >300 450 -5,387
309 85,19 1 34,928 30 - 300 165 -3,284
310 70,54 0 90,067 30 - 300 165 -9,458
311 73,44 0 71,827 <30 15 -8,536
312 82,16 1 80,668 30 - 300 165 -8,402
313 73,85 0 82,582 <30 15 -9,764
314 70,69 0 62,777 30 - 300 165 -6,368
315 82,94 1 62,464 30 - 300 165 -6,356
316 72,6 1 71,929 <30 15 -8,282
317 72,41 0 82,040 30 - 300 165 -8,589
318 76,09 0 67,471 30 - 300 165 -7,019
319 78,09 1 62,541 30 - 300 165 -6,258
320 73,08 0 63,397 >300 450 -6,039
321 78,51 0 58,652 <30 15 -7,154
322 77,27 1 51,571 30 - 300 165 -4,996
323 82,81 1 59,220 30 - 300 165 -5,985
324 70,84 1 64,415 30 - 300 165 -6,311
325 75,35 0 86,630 30 - 300 165 -9,174
326 70,88 0 68,020 30 - 300 165 -6,967
327 82,57 0 47,050 <30 15 -5,929
328 86,04 1 67,827 30 - 300 165 -7,032
329 75,23 0 68,867 <30 15 -8,240
330 90,88 1 62,526 <30 15 -7,619
331 76,82 0 74,572 30 - 300 165 -7,840
332 80,78 1 76,837 30 - 300 165 -7,937
333 78,31 0 77,428 30 - 300 165 -8,197
334 77,05 0 61,653 30 - 300 165 -6,381
335 80,91 0 64,297 >300 450 -6,313
336 82,28 0 52,320 30 - 300 165 -5,438
337 90,73 1 83,650 30 - 300 165 -8,928
339 79,52 1 71,873 >300 450 -6,894
340 78,49 1 73,289 <30 15 -8,566
341 77,24 0 60,755 <30 15 -7,365
342 87,88 1 76,402 <30 15 -9,126
343 77,89 0 75,193 <30 15 -9,015
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344 82,08 1 51,263 <30 15 -6,149
345 71,12 0 90,169 30 - 300 165 -9,482
346 80,76 0 81,779 30 - 300 165 -8,744
347 81,45 0 59,774 30 - 300 165 -6,265
348 73,64 0 87,240 30 - 300 165 -9,206
349 92,58 0 44,344 >300 450 -4,308
350 75,43 0 57,678 30 - 300 165 -5,895
351 80,43 0 51,751 30 - 300 165 -5,333
352 83,19 1 40,737 30 - 300 165 -3,899
353 79,06 0 82,374 <30 15 -9,855
354 74,59 1 58,966 <30 15 -6,857
355 74,88 1 66,101 30 - 300 165 -6,591
356 76,65 1 83,450 <30 15 -9,677
357 81,28 0 59,846 30 - 300 165 -6,269
358 76,03 0 78,677 30 - 300 165 -8,288
359 74,33 0 71,379 30 - 300 165 -7,423
360 72,12 1 75,710 30 - 300 165 -7,619
361 79,68 0 76,686 30 - 300 165 -8,143
362 72,67 1 67,890 30 - 300 165 -6,745
363 77,96 1 77,366 30 - 300 165 -7,935
364 76,13 1 73,605 <30 15 -8,550
365 81,36 1 66,850 30 - 300 165 -6,818
366 77,39 1 84,222 30 - 300 165 -8,700
367 76,36 1 63,993 30 - 300 165 -6,384
368 75,34 1 56,379 30 - 300 165 -5,499
369 71,96 0 49,585 30 - 300 165 -4,901
370 78,53 0 88,458 30 - 300 165 -9,451
371 91,12 1 25,230 >300 450 -1,863
373 74,86 0 53,187 <30 15 -6,455
374 79 1 67,186 <30 15 -7,886
375 76,73 0 73,463 <30 15 -8,794
376 76,01 1 52,510 <30 15 -6,156
377 74,39 0 85,118 30 - 300 165 -8,982
378 72,8 1 49,561 <30 15 -5,752
379 81,86 1 58,991 <30 15 -7,020
380 86,55 1 24,057 30 - 300 165 -2,082
381 81,1 0 27,776 <30 15 -3,712
382 73,82 1 61,769 <30 15 -7,158
383 74,92 1 48,409 30 - 300 165 -4,586
384 75,08 1 61,866 30 - 300 165 -6,115
385 81,24 1 56,849 <30 15 -6,763
386 75,78 1 87,355 30 - 300 165 -9,019
387 76,12 0 73,778 30 - 300 165 -7,7135
388 75,35 1 65,158 30 - 300 165 -6,494
389 70,77 0 85,825 30 - 300 165 -8,982
390 92,07 0 62,086 30 - 300 165 -6,761
391 81,45 1 34,651 >300 450 -2,718
392 77,02 0 67,031 <30 15 -8,071
393 78,04 0 82,963 30 - 300 165 -8,818
394 80,99 1 55,261 <30 15 -6,578
395 82,89 1 71,059 30 - 300 165 -7,329
396 73,77 0 46,421 30 - 300 165 -4,582
397 78,6 0 64,430 30 - 300 165 -6,730
398 81,97 1 62,891 30 - 300 165 -6,383
399 79,27 0 79,494 <30 15 -9,533
400 73,99 1 23,146 >300 450 -1,250
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401 84,91 0 41,620 30 - 300 165 -4,283
402 72,62 0 66,260 30 - 300 165 -6,806
403 81,67 1 49,098 >300 450 -4,360
404 71,33 1 84,298 <30 15 -9,656
405 89,21 1 58,472 30 - 300 165 -6,041
406 75,35 0 87,987 30 - 300 165 -9,328
407 75,09 1 85,182 30 - 300 165 -8,758
408 74,15 1 67,947 30 - 300 165 -6,784
409 76,75 1 87,687 30 - 300 165 -9,078
410 73,76 1 65,894 <30 15 -7,624
412 72,65 1 72,754 30 - 300 165 -7,295
413 79,88 0 62,969 30 - 300 165 -6,592
414 80,68 0 81,828 <30 15 -9,829
415 72,34 1 77,483 <30 15 -8,906
416 76,71 1 59,288 <30 15 -6,940
417 73,3 0 84,317 <30 15 -9,948
418 77,92 1 76,403 30 - 300 165 -7,825
419 82,46 1 51,126 30 - 300 165 -5,060
420 80,46 0 35,282 <30 15 -4,548
421 70,65 1 67,346 30 - 300 165 -6,638
422 82,88 1 72,861 30 - 300 165 -7,533
423 75,23 1 86,366 30 - 300 165 -8,895
424 84,78 1 57,191 30 - 300 165 -5,799
425 76,29 0 86,062 <30 15 -10,212
426 73,05 1 82,191 <30 15 -9,455
427 79,89 0 44,934 <30 15 -5,630
428 71,96 1 57,734 >300 450 -5,125
429 76,83 1 72,362 <30 15 -8,424
430 85,35 0 41,494 30 - 300 165 -4,279
431 81,44 1 51,016 30 - 300 165 -5,025
432 73,43 0 75,187 30 - 300 165 -7,835
433 78,99 1 81,704 30 - 300 165 -8,449
434 85,65 1 44,512 30 - 300 165 -4,381
435 77,37 1 55,041 >300 450 -4,939
436 71,02 0 87,990 30 - 300 165 -9,233
437 72,45 1 79,397 <30 15 -9,126
438 86,92 1 83,446 <30 15 -9,903
439 73,44 0 59,233 <30 15 -7,109
440 81,28 0 84,399 30 - 300 165 -9,052
441 74,03 1 65,051 30 - 300 165 -6,453
443 78,88 0 74,671 <30 15 -8,978
444 86,58 0 74,270 30 - 300 165 -8,021
445 76,45 1 49,154 >300 450 -4,252
446 71,9 1 77,947 <30 15 -8,949
447 71,46 0 71,763 30 - 300 165 -7,404
448 73,65 0 78,715 <30 15 -9,321
449 72,25 0 69,313 30 - 300 165 -7,143
450 79,57 0 83,681 <30 15 -10,014
451 80,42 0 38,961 <30 15 -4,965
452 77,2 1 79,830 30 - 300 165 -8,198
453 72,22 0 101,454 <30 15 -11,867
454 71,7 0 55,684 <30 15 -6,668
455 75,8 1 63,557 30 - 300 165 -6,322
456 75,18 1 65,236 >300 450 -6,047
457 80,95 1 70,299 30 - 300 165 -7,200
458 76,94 1 65,883 <30 15 -7,693
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459 72,01 0 68,447 <30 15 -8,121
460 77,74 1 61,367 30 - 300 165 -6,117
461 85,57 1 54,591 <30 15 -6,603
462 76,14 1 67,766 30 - 300 165 -6,807
463 74,11 0 38,209 30 - 300 165 -3,659
464 77,31 1 53,008 <30 15 -6,242
465 81,08 1 71,092 30 - 300 165 -7,293
466 86,05 1 72,162 30 - 300 165 -7,523
467 72,42 1 52,394 30 - 300 165 -4,983
468 76,1 1 83,381 <30 15 -9,657
469 76,99 1 72,280 <30 15 -8,419
470 73,22 0 81,574 <30 15 -9,636
471 78,65 1 62,976 >300 450 -5,867
472 79,6 0 58,203 30 - 300 165 -6,046
473 76,57 0 84,630 30 - 300 165 -8,974
474 81,37 1 71,825 30 - 300 165 -7,382
475 70,8 0 89,903 30 - 300 165 -9,445
476 78,59 1 76,048 30 - 300 165 -7,800
477 76,37 0 78,487 30 - 300 165 -8,274
478 85,41 0 26,384 30 - 300 165 -2,567
479 77,82 1 66,973 <30 15 -7,836
480 78,09 0 38,171 30 - 300 165 -3,742
481 81,42 1 38,813 30 - 300 165 -3,642
482 77,03 1 58,556 >300 450 -5,330
483 87,59 1 73,248 30 - 300 165 -7,680
484 83,43 0 57,403 30 - 300 165 -6,040
485 76,61 1 58,727 <30 15 -6,874
486 74,88 1 31,734 >300 450 -2,243
487 72,82 0 81,802 >300 450 -8,119
488 72,72 0 81,864 30 - 300 165 -8,576
489 79,15 0 60,748 30 - 300 165 -6,324
490 71,96 1 49,427 30 - 300 165 -4,636
491 75,07 0 67,956 <30 15 -8,133
492 73,08 1 84,384 <30 15 -9,704
493 77,55 1 71,998 30 - 300 165 -7,318
494 72,21 0 72,451 30 - 300 165 -7,498
495 79,66 0 55,294 30 - 300 165 -5,718
496 75,54 1 79,717 30 - 300 165 -8,148
497 73,76 0 78,656 <30 15 -9,317
498 76,76 1 42,954 30 - 300 165 -4,008
499 73,21 1 77,010 >300 450 -7,338
500 77,69 1 84,460 <30 15 -9,815
501 73,11 1 75,188 >300 450 -7,129
502 71,85 1 89,341 <30 15 -10,239
503 74,43 0 89,522 30 - 300 165 -9,482
504 77,18 1 82,369 30 - 300 165 -8,485
505 78,3 0 44,967 <30 15 -5,599
506 72,61 1 58,611 <30 15 -6,773
507 74,52 0 86,275 <30 15 -10,197
508 78,1 1 74,409 30 - 300 165 -7,603
509 76,56 1 37,633 30 - 300 165 -3,401
510 74,62 1 68,493 30 - 300 165 -6,856
511 74,62 0 62,715 30 - 300 165 -6,448
512 84,57 1 64,606 30 - 300 165 -6,634
513 79,43 1 85,592 <30 15 -9,981
514 80,07 1 61,019 30 - 300 165 -6,129
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515 84,11 1 80,739 >300 450 -8,000
516 75,25 1 60,520 30 - 300 165 -5,966
517 75,59 1 65,051 <30 15 -7,569
518 76,64 0 82,362 <30 15 -9,800
519 71,92 0 59,119 30 - 300 165 -5,981
520 74 0 70,491 >300 450 -6,863
522 72,16 0 54,846 <30 15 -6,583
523 72,97 1 66,260 <30 15 -7,648
524 84,11 1 49,150 30 - 300 165 -4,872
525 91,84 1 51,205 30 - 300 165 -5,276
526 71,48 1 54,711 >300 450 -4,772
527 75,69 0 84,345 <30 15 -10,004
528 88,03 0 36,254 30 - 300 165 -3,744
529 82,55 0 88,631 30 - 300 165 -9,560
530 72,77 1 81,283 30 - 300 165 -8,265
531 85,39 0 74,892 30 - 300 165 -8,065
532 74,68 0 62,686 >300 450 -5,993
533 79,67 0 83,207 30 - 300 165 -8,881
534 90,82 1 43,294 30 - 300 165 -4,356
535 74,26 0 83,748 <30 15 -9,905
536 82,83 0 68,260 <30 15 -8,338
537 84,96 1 50,711 30 - 300 165 -5,068
538 74,74 1 78,129 <30 15 -9,032
539 79,1 0 63,315 <30 15 -7,696
540 72,9 0 68,997 <30 15 -8,203
541 81,62 0 42,594 30 - 300 165 -4,321
542 78,2 1 84,161 30 - 300 165 -8,710
543 79,64 1 32,861 >300 450 -2,475
544 74,24 1 88,773 <30 15 -10,228
545 73,15 0 51,992 30 - 300 165 -5,200
547 71,6 1 73,295 >300 450 -6,881
548 73,55 0 65,830 30 - 300 165 -6,777
549 73,39 0 81,477 30 - 300 165 -8,547
550 80,13 1 73,358 30 - 300 165 -7,529
551 71,64 0 67,661 <30 15 -8,024
553 74,43 1 82,483 30 - 300 165 -8,437
554 77,88 1 40,693 >300 450 -3,324
555 88,53 0 66,586 <30 15 -8,274
556 79,1 1 60,146 >300 450 -5,556
557 79,63 1 63,229 30 - 300 165 -6,370
558 76,64 0 85,854 <30 15 -10,196
559 75,49 0 62,331 30 - 300 165 -6,423
560 81,55 1 79,879 30 - 300 165 -8,299
561 78,03 0 85,451 30 - 300 165 -9,100
562 77,06 0 89,900 30 - 300 165 -9,583
563 81,06 1 58,100 30 - 300 165 -5,820
564 74,44 1 74,488 30 - 300 165 -7,531
565 77,19 1 57,899 >300 450 -5,259
566 73,36 0 87,415 >300 450 -8,767
567 78,33 1 64,517 <30 15 -7,568
568 73,44 1 63,929 <30 15 -7,394
569 85,68 1 75,214 30 - 300 165 -7,861
570 85,41 1 81,226 <30 15 -9,618
571 80,79 1 81,840 30 - 300 165 -8,504
572 72,8 0 59,503 <30 15 -7,125
573 84,79 1 48,035 30 - 300 165 -4,761
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574 74,57 1 82,402 >300 450 -7,979
575 74 1 68,015 <30 15 -7,870
576 76,41 0 81,107 30 - 300 165 -8,572
578 76,78 0 51,266 30 - 300 165 -5,198
579 76,43 0 33,938 30 - 300 165 -3,226
580 78,1 1 60,569 <30 15 -7,116
581 90,34 0 53,975 <30 15 -6,885
582 77,57 1 40,782 30 - 300 165 -3,780
583 75,77 0 43,934 30 - 300 165 -4,344
584 71,84 1 85,125 30 - 300 165 -8,680
585 72,03 1 79,633 <30 15 -9,143
586 81,55 1 50,041 30 - 300 165 -4,917
587 76,25 1 53,911 <30 15 -6,320
588 73,55 1 73,163 <30 15 -8,443
589 85,6 1 66,429 30 - 300 165 -6,864
590 76,72 0 85,801 >300 450 -8,658
591 72,99 0 83,080 <30 15 -9,801
592 74,96 0 84,780 30 - 300 165 -8,956
593 76,13 0 84,481 30 - 300 165 -8,948
594 72,59 0 80,602 >300 450 -7,978
595 72,67 0 60,322 <30 15 -7,215
596 83,25 1 68,344 <30 15 -8,110
597 75,88 1 69,473 <30 15 -8,076
598 73,03 1 89,064 30 - 300 165 -9,152
599 82,02 0 67,628 30 - 300 165 -7,167
600 83,45 1 57,727 <30 15 -6,911
602 73,86 1 54,822 <30 15 -6,371
604 74,59 0 90,942 30 - 300 165 -9,646
605 79,32 0 65,019 30 - 300 165 -6,812
606 71,93 1 90,221 30 - 300 165 -9,259
607 84,68 0 74,036 30 - 300 165 -7,952
608 73,23 0 68,840 <30 15 -8,193
609 75,02 1 71,554 30 - 300 165 -7,212
610 81,19 1 33,800 <30 15 -4,150
611 88,82 1 46,276 30 - 300 165 -4,650
612 85,56 1 38,556 30 - 300 165 -3,704
613 77,54 1 62,111 <30 15 -7,278
614 75,44 1 84,974 30 - 300 165 -8,742
615 81,39 1 81,892 30 - 300 165 -8,524
616 81,8 0 40,474 >300 450 -3,633
617 77,68 0 36,933 <30 15 -4,674
618 77,16 1 68,057 <30 15 -7,944
619 79,35 1 71,092 <30 15 -8,336
620 73,45 1 81,958 30 - 300 165 -8,356
621 84,92 1 42,907 30 - 300 165 -4,183
622 77,61 1 50,978 <30 15 -6,018
623 90,27 1 81,507 30 - 300 165 -8,675
624 72,65 1 58,593 <30 15 -6,772
625 80,65 1 57,670 30 - 300 165 -5,762
626 77,93 1 24,303 <30 15 -3,002
627 88,32 1 46,027 30 - 300 165 -4,611
628 77,88 1 70,129 30 - 300 165 -7,113
629 74,08 1 73,773 30 - 300 165 -7,442
630 75,99 0 77,432 <30 15 -9,227
631 86,1 1 80,012 <30 15 -9,496
632 72,23 1 46,525 <30 15 -5,395
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633 72,38 1 66,533 30 - 300 165 -6,584
634 73,55 1 63,199 <30 15 -7,314
635 75,45 1 80,816 <30 15 -9,352
636 77,61 1 75,607 <30 15 -8,809
637 78,37 1 67,481 30 - 300 165 -6,824
638 73,36 1 57,732 <30 15 -6,690
639 91,79 1 66,753 >300 450 -6,584
640 77,79 1 47,041 30 - 300 165 -4,494
641 77,41 0 55,482 <30 15 -6,771
642 80,64 1 67,190 <30 15 -7,922
643 84,77 1 53,284 <30 15 -6,437
644 85,21 1 41,124 30 - 300 165 -3,987
645 79,94 1 34,785 30 - 300 165 -3,153
646 76,73 1 55,828 <30 15 -6,548
647 77,52 1 25,370 30 - 300 165 -2,032
648 75,42 0 45,885 >300 450 -4,105
649 82,14 1 72,325 <30 15 -8,537
650 95,03 0 52,226 30 - 300 165 -5,708
651 93,4 1 51,668 30 - 300 165 -5,362
652 81,55 1 88,686 <30 15 -10,379
653 74,66 0 80,752 30 - 300 165 -8,493
654 76,76 1 60,507 30 - 300 165 -5,998
655 77,39 1 80,784 30 - 300 165 -8,310
656 77,3 1 69,590 30 - 300 165 -7,039
657 77,51 1 52,934 30 - 300 165 -5,156
658 80,82 1 64,837 30 - 300 165 -6,578
659 73,3 1 76,961 <30 15 -8,868
660 82,14 1 34,483 30 - 300 165 -3,167
662 74,79 1 72,530 <30 15 -8,399
663 78,75 1 73,158 30 - 300 165 -7,476
664 87,1 0 37,886 30 - 300 165 -3,908
665 89,65 1 62,343 >300 450 -6,037
666 76,07 0 84,928 30 - 300 165 -8,997
667 74,2 1 92,834 <30 15 -10,687
668 78,31 1 30,425 30 - 300 165 -2,622
669 75,08 1 63,194 30 - 300 165 -6,265
670 78,79 1 86,435 30 - 300 165 -8,981
671 73,87 0 71,611 <30 15 -8,521
672 75,05 0 74,333 30 - 300 165 -1,774
673 75,23 1 86,364 30 - 300 165 -8,895
674 87,78 1 74,112 >300 450 -7,330
675 79,44 1 49,427 <30 15 -5,882
676 74,94 1 88,809 30 - 300 165 -9,166
677 74,1 0 67,448 30 - 300 165 -6,973
678 81,75 0 76,830 30 - 300 165 -8,204
679 81,87 1 68,191 30 - 300 165 -6,981
680 81,36 1 59,825 <30 15 -7,103
681 73,1 1 90,444 <30 15 -10,392
682 78,82 0 79,750 <30 15 -9,552
683 76,17 1 60,758 <30 15 -7,095
684 85,21 0 52,523 30 - 300 165 -5,526
685 81,61 1 93,255 30 - 300 165 -9,816
686 79,23 1 62,720 <30 15 -7,385
687 75,88 1 68,674 <30 15 -7,986
688 73,7 0 81,302 30 - 300 165 -8,534
689 86,32 0 74,404 30 - 300 165 -8,030
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690 83,43 1 84,116 30 - 300 165 -8,821
691 77,53 0 73,049 <30 15 -8,764
692 77,88 1 86,988 <30 15 -10,105
694 72,07 0 57,603 <30 15 -6,894
695 74,22 1 80,459 <30 15 -9,285
696 72,67 1 73,619 >300 450 -6,941
697 79,53 0 80,706 30 - 300 165 -8,595
698 83,73 0 73,334 <30 15 -8,933
699 72,26 1 86,062 <30 15 -9,877
700 83,86 0 55,053 30 - 300 165 -5,783
701 82,63 0 45,023 30 - 300 165 -4,619
702 80,07 1 47,918 <30 15 -5,725
703 73,16 1 70,814 <30 15 -8,168
704 73,89 0 60,587 <30 15 1,272
705 82,54 1 67,875 <30 15 -8,042
706 72,48 1 67,224 >300 450 -6,212
707 72,68 0 66,232 30 - 300 165 -6,804
708 74,72 1 49,753 <30 15 -5,816
709 81,37 1 60,463 30 - 300 165 -6,094
710 81,16 0 35,108 <30 15 -4,544
711 85,31 0 33,239 >300 450 -2,890
712 72,12 0 70,389 30 - 300 165 -7,262
713 72,04 0 64,730 30 - 300 165 -6,619
714 75,17 0 85,462 >300 450 -8,586
715 78,18 1 66,049 30 - 300 165 -6,657
716 74,82 0 71,134 <30 15 -8,488
717 81,72 1 59,676 30 - 300 165 -6,013
718 82,79 1 75,760 >300 450 -7,407
719 78,04 1 65,374 <30 15 -7,659
720 75,65 1 73,858 <30 15 -8,568
722 77,91 1 85,180 30 - 300 165 -8,820
723 80,87 1 40,457 30 - 300 165 -3,816
724 73,22 1 66,878 <30 15 1,724
725 74,71 1 57,752 <30 15 -6,722
726 79,38 0 78,121 30 - 300 165 -8,299
727 73,87 1 73,882 <30 15 -8,532
728 81,15 1 58,668 <30 15 -6,967
729 89,99 1 45,899 <30 15 -5,715
730 74,11 1 83,777 <30 15 -9,658
731 81,08 0 64,219 30 - 300 165 -6,760
732 75,06 0 85,533 >300 450 -8,591
733 77,74 1 63,378 <30 15 -7,426
734 72,1 1 69,716 <30 15 -8,020
735 83,78 0 78,331 30 - 300 165 -8,419
736 76,39 1 69,222 30 - 300 165 -6,978
737 76,69 0 68,165 <30 15 -8,192
738 78,31 0 86,641 30 - 300 165 -9,241
739 75,13 0 53,715 <30 15 -6,520
740 74,87 0 70,063 <30 15 -8,368
741 82,77 0 54,778 <30 15 -6,809
742 72,29 1 34,383 30 - 300 165 -2,939
743 82,59 0 84,078 30 - 300 165 -9,044
745 83,36 1 65,157 <30 15 7,752
746 84,47 1 69,420 <30 15 -8,259
747 74,95 1 62,582 <30 15 7,275
748 79,04 0 72,282 <30 15 -8,711
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749 79,55 1 36,595 30 - 300 165 -3,349
750 74,75 0 61,014 <30 15 -7,339
751 75,04 0 77,947 <30 15 -9,265
752 72,14 1 63,831 <30 15 -7,354
753 72,95 1 84,463 <30 15 -9,711
754 75,74 1 78,580 <30 15 -9,105
755 76,36 0 86,910 30 - 300 165 -9,228
756 79,83 1 48,855 <30 15 -5,826
757 76,32 1 61,984 <30 15 -7,237
758 72,84 1 46,710 <30 15 -5,429
759 78,49 1 62,365 <30 15 -7,328
760 86 1 38,438 30 - 300 165 -3,700
761 83,68 1 43,642 30 - 300 165 -4,239
762 73,33 0 70,826 <30 15 -8,420
763 86,14 1 44,361 30 - 300 165 -4,374
764 74,56 0 79,494 <30 15 -9,430
765 86,55 0 56,159 <30 15 -7,049
766 73,02 0 72,040 <30 15 -8,551
767 78,49 0 73,702 30 - 300 165 7,778
768 79,63 0 43,637 30 - 300 165 -4,396
769 78,96 0 68,077 >300 450 -6,699
770 75,15 1 77,906 30 - 300 165 -7,934
771 85,82 1 79,382 30 - 300 165 -8,337
772 76,75 0 79,579 30 - 300 165 -8,406
773 78,03 1 59,348 <30 15 -6,976
774 72,23 1 61,819 <30 15 -7,128
775 79,7 0 61,340 <30 15 -7,485
776 75,41 1 49,513 <30 15 -5,803
777 71,73 0 88,863 30 - 300 165 -9,348
778 75,09 1 74,148 <30 15 -8,589
779 90,53 1 41,940 30 - 300 165 -4,197
780 74,78 1 66,891 30 - 300 165 -6,678
781 77,76 0 75,258 30 - 300 165 -7,938
783 88,46 1 44,017 >300 450 -3,934
784 70,32 1 81,629 <30 15 -9,332
785 73,75 0 70,614 30 - 300 165 -7,324
786 73,19 0 78,967 30 - 300 165 -8,258
787 70,3 1 84,908 <30 15 -9,703
788 74,43 0 61,963 <30 15 -7,440
789 77,73 0 85,196 30 - 300 165 -9,064
790 75,58 0 56,198 30 - 300 165 -5,730
791 76,79 0 79,557 <30 15 -9,486
792 81,07 0 38,071 30 - 300 165 -3,797
793 81,61 1 35,327 >300 450 -2,798
794 70,25 0 47,582 <30 15 -5,718
795 87,61 0 72,530 30 - 300 165 -7,846
796 71,19 1 68,599 <30 15 -7,874
797 77,25 0 56,234 <30 15 -6,853
798 76,32 0 83,970 30 - 300 165 -8,894
799 81,3 1 94,098 30 - 300 165 -9,905
800 77,5 0 58,311 <30 15 -7,093
801 76,41 0 29,981 30 - 300 165 -2,777
802 71,03 0 75,296 <30 15 -8,876
803 75,5 0 63,177 <30 15 -7,601
804 80,44 1 74,117 >300 450 -7,169
805 91,47 0 58,860 >300 450 -5,929
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806 81,91 0 49,454 30 - 300 165 -5,105
808 86,6 1 58,911 <30 15 -7,115
809 74,36 1 86,461 30 - 300 165 -8,887
810 88,44 1 40,203 30 - 300 165 -3,954
811 86,69 0 78,070 30 - 300 165 -8,454
812 86,5 1 45,803 <30 15 -5,627
813 89,84 1 42,142 30 - 300 165 -4,204
814 84,34 0 67,539 30 - 300 165 -7,208
815 83,28 1 43,050 30 - 300 165 -4,163
816 77,39 1 57,241 <30 15 -6,723
817 79,72 1 72,659 <30 15 -8,522
818 73,86 1 88,090 <30 15 -10,142
819 72,82 1 74,431 <30 15 -8,571
820 76,37 1 35,909 <30 15 -4,283
821 79,37 1 74,681 <30 15 -8,743
822 78,75 0 40,559 <30 15 -5,109
823 72,24 0 69,317 <30 15 -8,225
824 72,64 0 78,016 <30 15 -9,220
825 81,31 1 77,557 <30 15 -9,112
826 72,53 1 42,573 <30 15 -4,954
827 74,06 1 78,502 <30 15 -9,059
828 73,57 0 87,281 30 - 300 165 -9,209
829 77,23 1 26,926 30 - 300 165 -2,202
830 70,31 0 51,853 <30 15 -6,203
831 80,64 0 83,899 <30 15 -10,063
832 71,37 0 89,090 <30 15 -10,447
834 74,42 0 54,632 30 - 300 165 -5,527
835 70,48 1 81,541 <30 15 -9,325
837 71,41 0 62,464 30 - 300 165 -6,349
838 74,6 1 62,075 <30 15 -7,209
839 73,39 1 56,603 >300 450 -5,029
840 74,66 1 49,344 <30 15 -5,768
841 78,45 0 83,520 30 - 300 165 -8,890
842 77,2 0 65,069 <30 15 -7,853
843 86,19 1 50,752 <30 15 -6,181
844 76,81 1 36,044 <30 15 -4,308
845 82,03 0 53,052 <30 15 -6,597
846 74,98 0 87,755 30 - 300 165 -9,294
847 84 0 80,715 30 - 300 165 -8,694
848 74,43 1 76,350 <30 15 -8,824
849 74,84 0 88,306 <30 15 -10,435
850 76,36 1 65,419 <30 15 -7,627
851 73,77 0 91,465 <30 15 -10,769
852 81,11 0 73,509 <30 15 -8,895
853 83,28 1 82,875 <30 15 -9,758
854 77,26 0 56,231 <30 15 -6,852
855 73,52 1 85,712 30 - 300 165 -8,783
856 71,45 1 54,218 >300 450 -4,716
857 81,32 1 44,007 30 - 300 165 -4,228
858 78,81 0 81,115 <30 15 -9,707
859 71,34 1 64,878 30 - 300 165 -6,374
860 75,13 0 84,676 <30 15 -10,029
861 76,98 1 70,575 <30 15 -8,225
862 71,05 0 63,452 30 - 300 165 -6,453
863 77,1 1 75,880 <30 15 -8,829
864 71,31 1 88,772 <30 15 -10,163
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865 76,38 1 80,290 30 - 300 165 -8,232
866 94,28 0 75,092 30 - 300 165 -8,283
867 79,19 1 54,343 <30 15 -6,434
868 85,56 1 55,714 <30 15 -6,730
869 87,18 1 60,628 <30 15 -7,322
870 76,34 0 86,034 <30 15 -10,210
871 81,59 0 61,363 30 - 300 165 -6,448
872 74,97 0 55,077 30 - 300 165 -5,590
873 73,91 1 63,715 <30 15 -7,380
874 81,8 1 84,183 30 - 300 165 -8,792
875 71,32 0 85,496 <30 15 -10,039
876 75,95 0 56,752 30 - 300 165 -5,801
877 83,66 1 67,343 30 - 300 165 -6,924
878 84,73 1 78,479 <30 15 -9,292
879 76,09 0 87,532 <30 15 -10,374
880 75,61 0 60,647 <30 15 -7,317
881 81,02 0 36,398 <30 15 -4,687
882 77,19 1 68,837 <30 15 -8,033
883 71,74 0 53,114 30 - 300 165 -5,296
884 76,87 0 84,448 <30 15 -10,042
885 77,62 0 60,590 <30 15 -7,354
886 77,6 1 81,746 <30 15 -9,505
887 73,42 1 71,514 >300 450 -6,719
888 77,86 1 81,597 <30 15 -9,494
889 71,75 0 74,914 <30 15 -8,849
890 85,15 1 32,656 30 - 300 165 -3,026
891 72,95 1 80,140 <30 15 -9,221
892 77,53 0 66,789 <30 15 -8,055
893 75,67 0 56,865 <30 15 -6,889
894 72,31 0 82,100 <30 15 -9,675
895 78,96 1 28,255 >300 450 -1,938
896 71,25 0 71,866 <30 15 -8,492
897 76,21 1 83,314 <30 15 -9,652
898 70,49 1 83,681 30 - 300 165 -8,486
899 77,19 1 78,797 30 - 300 165 -8,080
900 79,85 0 65,711 <30 15 -7,984
901 70,9 0 89,382 <30 15 -10,470
902 84,3 0 66,550 <30 15 -8,177
903 73,12 1 77,060 <30 15 -8,875
904 73,37 0 89,703 <30 15 -10,561
905 80,32 1 65,806 <30 15 -7,758
906 76,85 0 78,222 <30 15 -9,336
907 81,27 1 63,909 <30 15 -7,564
908 81,81 1 80,480 <30 15 -9,454
909 88,55 0 57,640 <30 15 -7,261
911 74,64 1 83,467 <30 15 -9,635
912 81,2 0 54,696 30 - 300 165 -5,684
913 71,7 1 73,241 <30 15 -8,411
914 86,78 0 53,259 30 - 300 165 -5,644
915 83,42 0 83,141 <30 15 -10,038
916 76,14 1 83,750 <30 15 -9,700
917 74,2 1 81,527 <30 15 -9,405
918 71,53 0 88,991 >300 450 -8,905
919 73,84 1 68,092 <30 15 -7,875
920 85,53 0 78,714 30 - 300 165 -8,501
921 80,78 0 49,278 <30 15 -6,142
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922 83,65 0 50,593 <30 15 -6,354
923 73,24 0 87,924 <30 15 -10,356
924 76,07 1 77,401 30 - 300 165 -7,897
925 80,93 0 78,575 30 - 300 165 -8,384
926 89,37 0 46,393 30 - 300 165 -4,922
927 81,85 0 57,290 <30 15 -7,073
928 82,65 0 80,702 30 - 300 165 -8,663
929 77,04 0 87,416 30 - 300 165 -9,301
930 71,71 0 70,592 <30 15 -8,358
931 76,25 1 57,132 30 - 300 165 -5,604
932 71,75 1 75,908 <30 15 -8,715
933 72,58 0 81,945 30 - 300 165 -8,582
934 89,6 1 60,277 <30 15 -7,336
935 72,54 1 63,649 <30 15 -7,343
936 77,15 1 57,917 <30 15 -6,794
937 76,4 1 80,281 <30 15 -9,313
938 75,92 0 81,390 <30 15 -9,674
939 77,66 0 76,528 30 - 300 165 -8,080
940 75,57 1 68,825 <30 15 -7,996
941 90,09 0 62,042 <30 15 -7,793
942 70,63 1 65,199 30 - 300 165 -6,395
943 82,57 1 67,856 >300 450 -6,506
944 83,8 0 74,499 30 - 300 165 -7,985
945 80,32 0 72,762 >300 450 -7,259
947 71,84 0 71,571 <30 15 -8,472
948 82,97 1 59,152 <30 15 -7,062
949 72,25 0 66,435 30 - 300 165 -6,817
950 78,9 0 74,660 <30 15 -8,977
951 77,97 0 48,059 30 - 300 165 -4,860
952 87,91 0 62,092 30 - 300 165 -6,670
953 71,39 1 86,187 <30 15 -9,872
954 77,07 0 85,595 <30 15 -10,176
955 71,09 0 68,890 30 - 300 165 -7,070
956 81,1 0 74,700 30 - 300 165 -7,949
957 77,65 0 75,315 30 - 300 165 -7,943
958 74,46 1 96,143 30 - 300 165 -9,986
959 71,95 0 86,593 30 - 300 165 -9,095
960 71,04 0 63,459 <30 15 -7,535
961 70,75 0 58,139 30 - 300 165 -5,844
962 77,91 1 67,702 30 - 300 165 -6,839
963 73,88 0 46,873 30 - 300 165 -4,636
964 78,14 0 83,702 <30 15 -9,985
965 82,08 0 82,635 <30 15 -9,951
966 71,48 0 57,840 30 - 300 165 -5,826
968 87,69 0 48,601 30 - 300 165 -5,136
969 82,35 0 54,942 30 - 300 165 -5,737
970 77,39 0 67,832 <30 15 -8,170
971 73,86 1 60,488 <30 15 -7,013
974 71,02 1 84,478 <30 15 -9,670
975 81,04 1 48,440 <30 15 -5,806
976 78,34 0 59,496 30 - 300 165 -6,165
977 78,61 1 56,193 30 - 300 165 -5,550
978 70,45 1 66,707 <30 15 -7,643
979 72,53 0 89,752 <30 15 -10,548
980 73,65 1 88,676 <30 15 -10,204
981 89,6 0 37,582 <30 15 -5,010
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982 77,55 1 68,664 30 - 300 165 -6,940
983 88,34 0 52,678 30 - 300 165 -5,612
984 75,95 0 58,947 <30 15 -7,131
985 91,9 0 37,339 30 - 300 165 -3,952
986 72,65 0 68,136 30 - 300 165 -7,019
987 73,68 0 67,644 30 - 300 165 -6,986
988 77,38 0 74,276 30 - 300 165 -7,819
989 72,16 0 52,958 30 - 300 165 -5,288
990 76,52 1 64,627 30 - 300 165 -6,459
991 79,26 1 54,848 30 - 300 165 -5,412
992 74,52 1 87,679 <30 15 -10,110
993 76,88 1 75,048 30 - 300 165 -7,649
994 81,6 1 50,955 30 - 300 165 -5,022
995 81,12 0 75,914 <30 15 -9,168
996 71,04 0 80,170 <30 15 -9,429
997 71,48 1 86,132 30 - 300 165 -8,786
998 74,52 1 78,249 <30 15 -9,041
999 74,47 0 86,307 <30 15 -10,200
1000 70,67 1 81,433 <30 15 -9,317
1001 83,94 0 39,871 >300 450 -3,611
1002 76,46 1 65,372 <30 15 -7,624
1003 83,55 0 44,260 <30 15 -5,634
1004 72,79 1 57,962 <30 15 -6,703
1005 80,13 0 68,531 <30 15 -8,310
1006 80,75 0 59,272 <30 15 -1,274
1007 75,08 1 76,961 <30 15 -8,907
1008 76,47 0 32,592 <30 15 -4,156
1009 72,93 1 64,851 <30 15 -7,487
1010 88,09 1 73,950 <30 15 -8,852
1011 75,64 1 76,660 <30 15 -8,885
1012 72,98 0 64,303 <30 15 -7,673
1013 76,53 1 75,236 <30 15 -8,744
1014 73,06 0 67,943 <30 15 -8,087
1015 79,06 1 61,453 30 - 300 165 -6,156
1016 74,89 1 63,962 <30 15 -7,430
1017 77,78 1 72,758 <30 15 -8,490
1018 79,09 1 56,563 <30 15 -6,684
1019 71,43 1 87,825 <30 15 -10,058
1020 72,87 1 63,502 <30 15 -7,333
1021 74,19 0 83,787 30 - 300 165 -8,827
1022 78,6 0 69,272 <30 15 -8,360
1023 70,56 1 63,199 >300 450 -5,714
1024 75,57 0 68,704 <30 15 -8,229
1025 80,64 1 57,089 <30 15 -6,777
1026 72,79 0 87,330 <30 15 -10,279
1027 93,59 1 41,391 30 - 300 165 -4,202
1028 70,59 0 65,393 <30 15 -7,744
1029 79,57 1 59,321 30 - 300 165 -5,925
1030 74,67 1 83,448 <30 15 -9,633
1031 86,21 1 47,557 <30 15 -5,820
1032 73,57 0 63,180 30 - 300 165 -6,477
1033 75,24 0 28,942 30 - 300 165 -2,634
1034 75,69 0 70,699 <30 15 -8,458
1035 91,85 0 52,049 30 - 300 165 -5,618
1036 81,41 1 32,877 30 - 300 165 -2,969
1037 76,07 0 87,088 <30 15 -10,323
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1038 71,7 0 78,533 <30 15 -9,258
1039 71,84 0 88,796 <30 15 -10,424
1040 80,19 0 86,938 30 - 300 165 -9,316
1041 88,46 0 56,903 <30 15 -7,175
1042 89,01 0 78,313 30 - 300 165 -8,532
1043 71,09 1 85,969 <30 15 -9,840
1044 88,26 1 31,536 30 - 300 165 -2,967
1045 81,15 1 82,843 30 - 300 165 -8,626
1046 78,16 0 81,484 <30 15 -9,734
1047 71,68 0 82,464 <30 15 -9,703
1048 74,09 0 70,447 <30 15 -8,394
1049 76,59 0 65,347 <30 15 -7,871
1050 75,77 0 82,862 30 - 300 165 -8,756
1051 82,87 0 67,222 >300 450 -6,688
1052 74,22 0 65,520 30 - 300 165 -6,757
1053 73,3 1 85,846 <30 15 -9,875
1054 77,74 0 61,355 <30 15 -7,444
1055 83,5 0 66,925 <30 15 -8,202
1056 80,7 0 67,253 30 - 300 165 -7,096
1058 71,11 0 59,455 <30 15 -7,082
1059 76,42 1 77,215 <30 15 -8,966
1060 77,32 1 75,763 30 - 300 165 -7,739
1061 72,04 0 92,059 <30 15 -10,798
1062 75,35 0 56,991 30 - 300 165 -5,815
1063 78,59 1 57,918 >300 450 -5,292
1064 78,42 1 68,244 <30 15 -7,993
1065 76,03 0 48,720 <30 15 -5,974
1066 75,61 0 57,603 <30 15 -6,972
1067 75,74 0 70,675 <30 15 -8,456
1068 82,03 0 62,026 30 - 300 165 -6,533
1069 72,17 0 74,694 <30 15 -8,833
1070 77,64 0 84,406 30 - 300 165 -8,973
1071 75,64 1 75,707 <30 15 -8,777
1072 71,26 0 58,652 30 - 300 165 -5,913
1073 84,75 0 57,630 30 - 300 165 -6,094
1074 73,24 0 61,665 <30 15 -7,380
1075 73,62 1 82,950 <30 15 -9,554
1077 74,52 0 87,137 30 - 300 165 -9,213
1078 73,8 0 70,588 30 - 300 165 -7,322
1080 85,67 0 48,723 >300 450 -4,653
1081 81,3 0 56,774 30 - 300 165 -5,921
1082 75,31 1 61,770 30 - 300 165 -6,109
1083 71,93 0 44,685 30 - 300 165 -4,345
1084 88,96 1 27,099 >300 450 -2,027
1085 72,52 0 70,193 <30 15 -8,331
1086 81,11 0 59,921 30 - 300 165 -6,274
1087 82,01 0 57,980 >300 450 -5,621
1088 84,62 1 46,822 30 - 300 165 -4,620
1089 79,63 0 82,040 30 - 300 165 -8,748
1090 78,43 0 44,924 <30 15 -5,597
1091 76,83 0 33,843 <30 15 -4,305
1092 75,13 1 67,481 30 - 300 165 -6,752
1093 72,5 1 88,483 30 - 300 165 -9,075
1094 76,38 1 75,315 <30 15 -8,749
1095 76,52 0 91,894 30 - 300 165 -9,797
1096 82,19 0 64,639 <30 15 -7,914
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1097 72,64 1 84,647 <30 15 -9,725
1098 80,62 0 78,747 <30 15 -9,478
1099 71,09 0 85,635 <30 15 -10,049
1100 73,45 0 76,354 30 - 300 165 -7,968
1101 72,75 1 80,248 <30 15 -9,229
1102 73,53 0 56,318 <30 15 -6,780
1104 76,91 1 86,223 30 - 300 165 -8,916
1105 72,38 0 56,773 30 - 300 165 -5,725
1106 77,51 1 44,467 <30 15 -5,278
1107 80,72 0 59,288 30 - 300 165 -6,194
1108 78,84 0 86,318 <30 15 -10,297
1109 75,8 1 79,574 <30 15 -9,219
1110 72,54 1 90,318 <30 15 -10,365
1111 88,39 0 79,048 30 - 300 165 -8,602
1112 71,88 1 69,827 <30 15 -8,028
1113 72,67 1 56,892 >300 450 -5,046
1114 74,46 1 78,283 30 - 300 165 -7,962
1115 72,78 0 88,660 <30 15 -10,429
1116 72,52 1 88,470 30 - 300 165 -9,074
1117 74,26 0 72,494 <30 15 -8,630
1118 72,87 0 74,326 <30 15 -8,807
1119 75,16 1 61,190 30 - 300 165 -6,040
1120 72,17 0 67,409 30 - 300 165 -6,926
1121 82,73 1 54,588 <30 15 -6,540
1122 85,44 1 49,144 30 - 300 165 -4,901
1123 79,08 0 68,018 30 - 300 165 -7,147
1124 74,49 0 89,000 30 - 300 165 -9,424
1125 81,68 1 77,357 30 - 300 165 -8,016
1126 75,74 1 80,650 <30 15 -9,340
1127 71,88 1 80,742 <30 15 -9,265
1128 71,67 1 104,345 30 - 300 165 -10,854
1129 76,73 1 74,204 >300 450 -7,097
1130 72,88 0 56,574 <30 15 -6,795
1131 71,61 1 66,166 <30 15 -7,607
1132 81,62 0 30,943 <30 15 -4,082
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6.2 R-Studio Skripte

t-test in R-Studio fur Threonin:

library(readxl)

AUGUR_R_Studio <- read_excel("~/Desktop/Doktorarbeit/ AUGUR-R-Studio.xlIsx")
View(AUGUR_R_Studio)

GCKD_R_Studio <- read_excel("~/Desktop/Doktorarbeit/GCKD, R-Studio.xlIsx")
View(GCKD_R_Studio)

t.testtAUGUR_R_Studio$Threonine, GCKD_R_Studio$Threonine)

Benjamini/Hochberg-Korrektur:

pvals= c¢( .8141, .008, .0000000000000003335, .074, .00000000524, .066,
.00000000000000022, .687, .00000000000000022, .00000000000000022, .01015,
.000000002822, .050, .509, .414, .000001151, .004, .00001119, .921, .00000000000000022,
.098, .00000000000000022, .001, .047)

BH = p.adjust(pvals, "BH")

res = cbind(pvals, BH=round(BH, 30))

show(res)

Volcano Plot mit Beschriftung und Farbe:
library(ggplot2)

library(ggrepel)

library(readxl)

library(dplyr)

library(tidyr)

library(readxl)

Volcano<- read_excel("~/Desktop/Volcanol.xlsx™)

#View(Volcano)

Volcano$ p-Value <-as.numeric(\VVolcano$ p-Value™)

Volcano$ p-Value[is.na(Volcano$ p-Value')]=0

Volcano$group <- ifelse(Volcano$ p-Value™> 0.05, "< 0.05", "> 0.05")
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ggplot(Volcano, aes(log2(abs("Fold change™)), -log10("p-Value’), color = group)) +

geom_point() +

geom_text repel(aes(label = ifelse(-log10("p-Value™) <=4, Compound, ")),
size = 3,
angle = 45,
box.padding = 0.3,
color = ifelse(Volcano$ p-Value > 0.05, "black", "tomato™)) +

geom_text(aes(label = ifelse(-log10("p-Value®) > 4, Compound, ")),

vjust = -1,
size = 3,
angle = 45) +

xlim(-2, 2) + ylim(-1.5, 18) +

xlab(*"log2 fold change™) + ylab("log-10 p-value™) +
ggtitle("Volcano plot™) +

theme_bw() +

theme(legend.position = "none") +

scale_color_manual("P-Value", values = c("black”,"tomato"))

Bucketing:

install.packages("tibble™)

install.packages("tidyr")

install.packages("dplyr")

install.packages("stringr")

library(tibble)

library(tidyr)

library(dplyr)

library(stringr)

x<-read.table ("Desktop/Bucket CA2+ AUGUR/magentacloud/bucket_table",as.is=T,
header=T, row.names=1)

y<- read.table ("Desktop/Bucket CA2+ GCKD/magentacloud/bucket_table",as.is=T,
header=T, row.names=1)

#head(x)
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xy<-bind_rows(x,y)

Xy_d<-as.data.frame(xy)

x1<-as.matrix(t(xy)) #transpose bucket table, in x1, rows=buckets, columns=samples
kick.out<-apply(x1,1,function(z){all(z==0)}) #write function in order to collect all
rows/buckets completely filled with zero (-> water signal)

x2<-x1['kick.out,]  #eliminate all rows/buckets only containing zeros

dim(x2) #number of rows/buckets and columns/samples

head(x2)

colnames(x2) #samplenames

rownames(x2) #bucketnames

# Generierung der T-Werte ---------m-mmm oo

I1<-numeric(5957)

for (i in 1089:5957) {I1[i]=1}
install.packages("BiocManager")
BiocManager::install("multtest™,version = "3.8" )
library(multtest)
install.packages(*'BiocGenerics")
install.packages("parallel™)
install.packages(*'Biobase")
#t1<-mt.teststat(xy_d, classlabel=I1, test="t")

Xy _d$label<-c(rep(0,1089),rep(1,4868))

t1<-NULL

for (i in 1:900)
{tl<-c(t1t.test(xy_d[,i]~label,data=xy_d)$statistic)}
t1

#a<-t.test(xy_d[,i]~label,data=xy_d)

# Generierung der P-Werte ---------mmmmmmmm oo

pt<-2*pt(-abs(t1),df=5955) #calculate p-values, additionally set degrees of freedom,

df=samplenumber-2
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tmp<-colnames(xy_d)[1:900] #vector with bucket names (be aware that after quantile
normalization, the object quantile.w3 has no more bucket names, therefore use unnormalized
object w3)

pt2<-data.frame(tmp,pt) #create data frame combining bucket names and p-values
pt3<-pt2[order(pt23pt),] #order pt2 according to calculated p-values in ascending order
#pAdjusted<-mt.rawp2adjp(pt,proc=c("BH")) #calculate BH-adjusted p-values
pt4d<-data.frame(pt3$tmp,pAdjusted$adjp)#create data frame with ordered bucket names, raw
p-values and BH-adjusted p-values

View(pt4)

#pt4[1:300,]

#pt4[300:600,]

#pt4[600:900,]

pt4[1:811,] #list significant buckets

pt5 <- cbind(pt4, as.numeric(rownames(pt3))) #get bucket IDs

pt5[1:811,]  #list of significant buckets with bucket IDs

View(pt5)

write.csv(ptb, "P-WerteCa2+scale.csv")

PCA:

install.packages("dplyr")

library(dplyr)

x<-read.csv("Desktop/Doktorarbeit/Bucketing /Bucket Neu/Bucket Ca2+ Scale/P-
WerteCa2+neu.csv", as.is=T, header=T, row.names=1)
y<-read.table("Desktop/Doktorarbeit/Bucketing /Bucket Neu/Bucket Ca2+ Scale/Bucket
CA2+ GCKD/magentacloud/bucket_table", as.is = T, header = T, row.names = 1)
xy<-bind_rows(x,y)

x1<-as.matrix(t(x)) # from her on metabolites in rows and samples in columns
kick.out<-apply(x1,1,function(z){all(z==0)})

x2<-x1[!kick.out,]

install.packages(*'BiocManager")

BiocManager::install("vsn™)

library (vsn)
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install.packages("hexbin™)
library(hexbin)
fit<-vsn2(x2) #//vsn
x3=predict(fit,newdata=x2)
qgnorm(x3) #// control
meanSdPlot(x3) #//control

install.packages("ggplot2")

library(ggplot2)

pc<-prcomp(t(x3))

plot(pc$x[1:1089,1], pc$x[1:1089,2], main="PCA Buckets",
xlab="PC3",ylab="PC4",pch=19,col="red" ,xlim=c(-40,30),ylim=c(-40,30)) #AUGUR
points(pc$x[1090:5957,1],pc$x[1090:5957,2], pch=19,col="green") #GCKD

Boxplot fur eGFR:
library(readxl)
BP <- read_excel("Desktop/Doktorarbeit/eGFR Vergleich mit Creatinine/eGFR Vergleich

Creatinine .xIsx")

install.packages("BiocGenerics")

BiocGenerics::boxplot(BP)
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