Aus der Klinik fur Anasthesiologie
der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Benedikt Pannen

Die Rolle der mikroRNAs miR-193a-5p, miR-34a-5p, miR-194-5p
und miR-378a-3p als pradiktive Marker fir die Erholung der
Nierenfunktion nach akuter Nierenschadigung

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Manon Schlel3
2022



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:
Dekan/in: Prof. Dr. med. Nikolaj Kl6cker
Erstgutachter/in: PD Dr. med. Timo Brandenburger
Zweitgutachter/in: Prof. Dr. med. Udo Boeken



Ich widme diese Arbeit meinen Eltern in Liebe und Dankbarkeit.



ZUSAMMENFASSUNG (deutsch)

Die akute Nierenschadigung (kidney injury, AKI) ist bei Patienten auf der
Intensivstation eine haufige und schwerwiegende Komplikation, die mit einer
erhdhten Mortalitat und Morbiditat einhergeht. Sowohl pradiktive Marker fir eine
Erholung als auch Therapieoptionen bei AKI sind begrenzt. MikroRNAs
(miRNASs) gelten als potenziell pradiktive Biomarker in der Pathophysiologie der
Niere und konnen eine grof3e Rolle in der zukunftigen Pravention und Therapie
von AKI spielen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob miRNAs im Blut von Patienten mit
hohergradiger AKI als pradiktive Marker fur eine Erholung der Nierenfunktion
dienen konnen.

Es wurden Patienten der interdisziplindren operativen Intensivstation des
Universitatsklinikums Dusseldorf mit hdhergradiger AKI (AKI 2 oder 3)
eingeschlossen. An vier Zeitpunkten wurden Blut- und Urinproben gewonnen.
Studienrelevante Daten wurden in pseudonymisierter Form dokumentiert. Die
Patienten wurden anhand des Verlaufs des Serumkreatinins innerhalb von 7
Tagen in zwei Gruppen eingeteilt: in eine Gruppe ohne Erholung und in eine
Gruppe mit friher Erholung der Nierenfunktion nach AKI. Mittels Next Generation
Sequencing (NGS) wurde untersucht, ob Unterschiede in der Expression von
Plasma-miRNAs in den zwei Gruppen vorliegen. Durch Netzwerkanalysen
wurden die miRNAs mit Proteinen und biologischen Prozessen in Verbindung
gebracht, die mit akuter Nierenschadigung assoziiert sind. Vier relevante
miRNAs wurden auf Grundlage der Netzwerkanalysen, des Expressionsgrades
und der Expressionsunterschiede im Plasma zwischen den Gruppen ausgewahit.
Anhand von quantitativer PCR (qPCR) wurden die Expressionsunterschiede
dieser miRNAs in den beiden Gruppen analysiert.

Von 71 eingeschlossenen Patienten persistierte bei 53 Patienten die
Nierenschadigung, 18 Patienten erholten sich innerhalb der ersten sieben Tage
nach AKI. Im NGS wurden 26 differentiell exprimierte miRNAs gefunden. Bei den
Patienten ohne Erholung nach AKI waren die vier ausgewahlten miRNAs am
ersten Tag in der gPCR vermehrt exprimiert; am 7. Tag nach AKI bestand kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen der miRNA-Expression in den beiden
Gruppen.

MiRNAs sind vor allem in der frihen Phase im Plasma von Patienten mit AKI
differentiell exprimiert. Dies ist vor allem fur den Transfer in den klinischen Alltag
interessant, da Therapieentscheidungen, wie beispielsweise ein friher
Dialysebeginn, durch diese neuen Biomarker beeinflusst werden kénnten.
Zusammenfassend kdnnten miRNAs bei Patienten mit hohergradiger AKI als
frihe pradiktive Marker fir eine Erholung der Nierenfunktion dienen.



Zusammenfassung (englisch)

Acute kidney injury (AKI) is a common and serious complication concerning
patients on intensive care units, which is accompanied by an elevated morbidity
and mortality. Predictive biomarkers for recovery as well as therapeutic options
for AKI are limited. MicroRNAs (miRNAs) are discussed as potential predictive
biomarkers in the kidney’s pathophysiology and might play a significant role in
future prevention and therapy of AKI.

In this work it was investigated if miRNAs in patients’ blood with higher grades of
AKI can serve as predictive markers for the recovery of the kidney function.
Patients treated on the interdisciplinary operative intensive care unit at the
University Hospital Duesseldorf with higher stages of AKI (AKI 2 or 3) were
included. Blood and urine samples were collected at 4 different points in time.
Relevant data were documented in pseudonymized form. According to the
development of serum creatinine within 7 days the patients were divided into two
groups: in a group without renal recovery and in another group with early renal
recovery after AKI. By using Next Generation Sequencing (NGS) it was
investigated if there is a differential expression of plasma miRNAs between the
two groups. Networkanalyses connected miRNAs with proteins and biological
processes that are associated with acute kidney injury.

Based on the networkanalyses, the grade of expression and the differential
expression of plasma miRNAs between the two groups, four relevant miRNAs
were chosen. By using quantitative PCR (qPCR) differences in the expression of
these miRNAs between the two groups were analyzed.

Of the 71 included patients, 53 patients had a persistent kidney injury, 18 patients
recovered from AKI within seven days. Using NGS, 26 differentially expressed
miRNAs were found. In patients without recovery after AKI the four chosen
miRNAs were highly expressed during gPCR on the first day after AKI diagnosis.
On the 7™ day after AKI there was no significant difference in the expression of
mMiRNAs between the two groups.

Especially in the early phase after kidney injury the level of miRNAs in the plasma
of patients with AKI are differentially expressed. This is highly interesting for the
transfer in the daily clinical setting, since these new biomarkers might influence
therapeutical decisions, such as an earlier start on renal replacement therapy.

In summary, miRNAs in patients with higher grades of AKI could serve as early
predictive markers for renal recovery
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1 Einleitung

1.1 Akute Nierenschadigung

1.1.1 Definition

Die akute Nierenschadigung (acute kidney injury, AKI) ist eine akute
Verschlechterung der Nierenfunktion, die innerhalb weniger Stunden bis Tage
auftritt und potenziell reversibel ist [1]. Uber viele Jahre fiihrte eine fehlende
einheitliche Definition fir eine AKI zu einer erschwerten Diagnosestellung. Die in
den letzten Jahren publizierten einheitlichen Kriterien RIFLE (Risk — Injury —
Failure — Loss — End Stage Renal Disease, 2004) [2], AKIN (Acute Kidney Injury
Network, 2007) [3] und KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes,
2012) [4] orientieren sich zur Definition der AKI am Serum-Kreatinin (SCr) sowie
an der ausgeschiedenen Urinmenge. Die Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI)
veroffentlichte 2004 die RIFLE-Kriterien [2] fur die Klassifizierung eines
Nierenschadens. Die ersten drei Buchstaben stehen dabei fir den zunehmenden
Schweregrad der Nierenschadigung; Risk (Risiko), Injury (Schadigung) und
Failure (Versagen). Die letzten beiden Buchstaben Klassifizieren das Outcome
der Schadigung bzw. die Dauer der Nierenschadigung. Eine Nierenschadigung,
die langer als 4 Wochen anhalt wird als Loss (Verlust) bezeichnet; eine akute
Nierenschadigung, die langer als 3 Monate anhalt, wird als End Stage Renal
Disease (terminale Niereninsuffizienz) definiert [2]. In der aktuellen Definition der
AKI in den KDIGO-Guidelines wird der Schweregrad der Nierenschadigung in
drei Stadien eingeteilt [4]. Die Einteilung erfolgt anhand eines Anstiegs des SCr
sowie einer reduzierten Urinproduktion. Zusatzlich bertcksichtigt wird der Beginn
eines Nierenersatzverfahrens und bei Patienten unter 18 Jahren eine Reduktion
der glomerularen Filtrationsrate (GFR). Die Einteilung anhand der KDIGO-
Guidelines vereint die AKIN- und RIFLE-Kriterien (Tabelle 1). Ein langer als 7
Tage anhaltendes AKI wird als akute Nierenerkrankung (acute kidney disease,
AKD) bezeichnet [5]. Der Begriff AKI hat in den letzten Jahren die einst gelaufige
Bezeichnung des akuten Nierenversagens (acute renal failure, ARF) zunehmend
abgeldst, da bereits kleine Einschrankungen der Nierenfunktion einen Einfluss

auf die Mortalitatsrate haben konnen [4]. Somit fasst der Begriff der AKI ein
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grolReres Spektrum der Nierenschadigung zusammen; von der geringen

Funktionseinschrankung der Niere bis hin zur Dialysepflichtigkeit.

AKI-Stadium Serum-Kreatinin Urin-Ausscheidung
1 1,5- bis 1,9-facher Kreatininanstieg < 0,5 ml/ kg KG/ h iber mehr als
innerhalb von 7 Tagen oder 6h

Anstieg 2 0,3 mg/dl innerhalb von 48h

2 2,0- bis 2,9-facher Kreatininanstieg < 0,5ml/ kg KG/ h iber mehr als
12h
3 > 3-facher Kreatininanstieg oder < 0,3 ml/ kg KG/ h Giber mehr als
24h oder
= 4 mg/dl mit einem akuten Anstieg
= 0,5 mg/dl oder fehlende Urinausscheidung fir
= 12h

Initiation einer Nierenersatztherapie
oder

bei Patienten < 18 Jahre:
Verminderung der GFR auf

<35 ml/ min pro 1,73 m?
Tabelle 1: Einteilung der AKI-Stadien
In der Tabelle abgebildet sind die drei AKI-Stadien modifiziert nach den KDIGO-Guidelines [4].
AKI = acute kidney injury; GFR = glomerulare Filtrationsrate; h = Stunde; mg/dl
Milligramm/Deziliter; ml/kg KG/h = Milliliter/ Kilogramm Kérpergewicht/ Stunde; m?
Quadratmeter

1.1.2 Epidemiologie

AKI stellt in der perioperativen Versorgung sowie auf der Intensivstation ein
haufiges Problem dar [6]. Bis zu 20 % aller Hospitalisationen werden durch eine
AKI verkompliziert [7] und bis zu 40 % aller kritisch kranken Patienten sind
betroffen [8]. AKI erhoht das Risiko fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
sowie fur die Entstehung eines chronischen Nierenversagens (chronic kidney
disease, CKD) und ist mit einem verlangerten Krankenhausaufenthalt und
erhdhter Mortalitat assoziiert [7, 9-13]. Das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
sowie der Schweregrad der AKI korrelieren mit der Mortalitatsrate [10, 14]. Die
Mortalitatsrate betragt in Beobachtungsstudien zwischen 40-50 % mit steigender
Rate bei dialysepflichtigen Patienten [15-17].

1.1.3 Pathophysiologie
Der Entwicklung der AKI liegen verschiedenste pathophysiologische

Mechanismen zu Grunde. Hdmodynamische Instabilitat, Endotheldysfunktion,
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Veranderungen der Mikrozirkulation sowie intrarenale Entzindungen treten oft
zeitgleich auf und flihren zu einer Einschrankung der Nierenfunktion [6]. In der
FINNAKI-Studie wurde die Inzidenz, Risikofaktoren und die Mortalitat von AKI auf
finnischen Intensivstationen untersucht [18]. Es konnte gezeigt werden, dass
hypotensive Episoden bei Patienten mit Sepsis mit einem Fortschreiten einer AKI
assoziiert sind. Bereits kurze intraoperativ hypotensive Episoden kdnnen das
Risiko fur eine Nierenschadigung erhohen [19]. Die Entstehung der AKI ist
multifaktoriell, die Hauptursachen sind Sepsis, Ischamie, hamodynamische
Instabilitdt, groRe chirurgische Eingriffe und medikamenteninduzierte
Nephrotoxizitat [4, 12, 20, 21]. Neben diesen haufigen Expositionen sind
seltenere Ursachen wie Verbrennungen und Trauma sowie Risikofaktoren fur die
Entwicklung einer AKI in den KDIGO-Guidelines zusammengefasst [4] (Tabelle
2). Pradispositionen sind ein Diabetes mellitus, das weibliches Geschlecht,
chronische Erkrankungen und maligne Tumorerkrankungen [4]. Ein erhdhtes
Risiko fur die Entwicklung einer AKI besteht bei Patienten mit steigendem Alter
und vorbestehender chronischer Nierenerkrankung [7].

Exposition Pradisposition

Sepsis Dehydratation oder Volumenmangel
Kritische Erkrankung Fortgeschrittenes Alter

Kreislaufschock Weibliches Geschlecht

Verbrennung Schwarze Hautfarbe

Trauma CKD

Kardiochirurgische Operation (vor allem mit Chronische Erkrankung (Herz, Leber, Lunge)

kardiopulmonalem Bypass)

GroRe nicht-kardiologische Operation Diabetes mellitus
Nephrotoxische Medikamente Krebs
Kontrastmittel Andmie

Tierische und pflanzliche Gifte

Tabelle 2: Expositionen und Pradispositionen fiir eine AKI (acute kidney injury)
Die Tabelle wurde modifiziert nach den KDIGO-Guidelines [4]
CKD = chronic kidney disease

Es besteht ein bidirektionaler Zusammenhang zwischen CKD und AKI; AKI kann
das Fortschreiten einer vorbestehenden CKD unterstitzen und ein chronischer
Nierenschaden gilt als Risikofaktor fur AKI [22, 23]. AKI schreitet nicht immer bis
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zum vollstandigen Funktionsverlust der Niere mit der Notwendigkeit einer Dialyse
fort, doch schon ein geringer Anstieg des SCr erhoht die Mortalitat [24]. Im
Rahmen der AKI kommt es zum Verlust der renalen Exkretionsfunktion mit einer
Akkumulation von Produkten aus dem Harnstoffzyklus sowie anderen
Abfallprodukten [12]. Es folgt eine Reduktion der Urinproduktion sowie ein

Anstieg metabolischer Sauren, des Kalium- und des Phosphatspiegels [12].

1.1.4 Biomarker

Zur Einschatzung der Nierenfunktion werden im klinischen Alltag meist das SCr,
die GFR und die ausgeschiedene Urinmenge verwendet. Diese spiegeln zwar
die Nierenfunktion wieder, sind aber keine Marker fir einen Nierenschaden [25].
Die GFR spiegelt zudem die reduzierte Nierenfunktion erst spat wieder, da die
gesunden Nephrons durch Hyperfiltration und Hypertrophie fir eine lange Zeit
die funktionslosen Nephrons ausgleichen konnen [26]. Auch das SCr steigt erst
an, wenn bereits 50 % der Nephrons ausgefallen sind [26] und ist abhangig von
verschiedenen Faktoren wie Alter, Geschlecht und Muskelmasse [27]. So kann
bei gesunden Sportlern ohne Nierenschaden das SCr erhdht sein oder bei
kritisch kranken Patienten mit reduzierter Muskelmasse unzureichend ansteigen
trotz eines ausgepragten Nierenschadens. Die ausgeschiedene Urinmenge
schwankt abhangig vom Volumenstaus sowie Diuretika-Applikationen, ohne
dabei die Nierenfunktion korrekt widerzuspiegeln [28]. Da diese
Unzulanglichkeiten in der Verwendung des SCr, der GFR sowie der
Urinausscheidung als Marker fur einen Nierenschaden lange bekannt sind,
konzentrieren sich viele aktuelle Forschungsprojekte auf die Suche nach neuen
verlasslichen Biomarkern [29-31]. Ziel dieser neuen Biomarker ist vor allem eine
frhzeitige AKI-Diagnosestellung, die Einschatzung des Schweregrads der
Schadigung sowie das Erkennen einer Erholung nach AKI. Einige der neuen
vielversprechenden Biomarker aus Urin und Plasma sind Cystatin C (CysC),
Neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL), kidney injury molecule 1 (KIM-
1), tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP-2), insulin-like-growth factor-
binding protein 7 (IGFBP-7) sowie mikroRibonukleinsauren (miRNAs).



CysC ist ein wichtiger extrazellularer Cystein-Protease-Inhibitor, dessen Serum-
Konzentration unabhangig von Patienteneigenschaften wie Alter, Geschlecht
oder Gewicht zu sein scheint [32]. Bei Patienten mit tubularer Dysfunktion ist
CysC im Urin erhoht [33] und gilt ebenfalls als sensitiver Serum-Marker der GFR
mit pradiktivem Wert zur Vorhersage von Mortalitdt sowie unerwilnschten

kardiovaskularen Ereignissen [34].

NGAL ist ein 25 Kilodalton (kDa)-Protein, das durch seine bakteriostatische
Wirkung eine grof3e Rolle im angeborenen Immunsystem spielt [35]. Es wird von
geschadigten Epithelzellen sezerniert und steigt nach ischamischer oder
toxischer Nierenschadigung innerhalb weniger Stunden im Urin stark an [30, 36].
NGAL im Urin und im Plasma steigt proportional zum Schweregrad des
Nierenschadens an [37, 38]. Bei Kindern und Erwachsenen mit AKI nach
kardiochirurgischen Eingriffen ist NGAL bereits 2-3 Stunden nach
kardiopulmonalem Bypass im Urin erhoht; Patienten ohne AKI bieten keine
erhohte NGAL-Expression [30, 39]. Eine gesteigerte NGAL-Expression, auch
ohne einen Anstieg des SCr, erhoht das Risiko flr unerwlinschte Ereignisse, wie
Tod oder Dialysepflichtigkeit [37].

KIM-1 ist ein transmembranes Glykoprotein mit einer extrazellularen
Immunglobulin-ahnlichen Domane [40]. Es wird in der gesunden Niere zu einem
geringen Level produziert, die Expression steigt jedoch in der postischamischen
Niere sowie nach medikamenteninduzierter AKI bei Nagetieren drastisch an [41,
42]. Beim Menschen kann KIM-1 als Biomarker nachweisbar im Urin einen
proximalen Tubulusschaden der Niere wiederspiegeln [43]. Liangos et alii (et al.)
demonstrierten in einer Studie mit 201 Patienten mit AKI, dass eine
Hochregulation von KIM-1 und N-acetyl-3-D-glucosaminidase (NAG) im Urin mit
einer erhohten Mortalitat und Dialysepflichtigkeit assoziiert ist [44]. KIM-1 wird als
potenzieller Marker fur eine Regeneration nach toxischem oder ischamischen
Nierenschaden diskutiert [45]. Fur eine frihzeitige Erkennung einer
Nephrotoxizitdt von Medikamenten wurde KIM-1 als Biomarker von der
amerikanischen Federal Drug Administration (FDA) anerkannt [46].

TIMP-2 und IGFBP-7 werden als sogenannte cell cycle arrest marker nach einem

ischamischen oder toxischen DNA-Schaden in tubularen Zellen exprimiert [32].



Bei einem Zellschaden stoppen TIMP-2 und IGFBP-7 den Zellzyklus in der G1-
Phase [47], um so mdglicherweise die Folgeschaden einer AKI zu limitieren [48].
Kashani et al. demonstrierten 2013 in zwei multizentrischen
Beobachtungsstudien, dass das Produkt aus der TIMP-2- und IGFBP-7-
Konzentration mit einer area under the curve (AUC) von 0.8 vielen anderen bisher
beschrieben Biomarkern (z.B. NGAL, CysC, KIM-1) bei der Pradiktion von AKI
uberlegen ist [47]. Meersch et al. zeigten, dass bereits 4 Stunden nach
kardiochirurgischen Eingriffen mit kardiopulmonalem Bypass das Produkt aus
TIMP-2 und IGFBP-7 im Urin von Patienten mit AKI deutlich erhdht war; die AKI-
Diagnosestellung anhand des SCr konnte erst 1-3 Tage nach der Operation
erfolgen [49].

1.1.5 Pravention und Therapie

Bei unzureichenden Therapieoptionen folgt bei einer fortgeschrittenen AKI haufig
die Nierenersatztherapie (renal replacement therapy, RRT) als Organersatz;10-
20 % aller Patienten auf der Intensivstation benétigen eine RRT [11]. Die KDIGO-
Guidelines empfehlen den sofortigen Beginn einer Nierenersatztherapie bei
lebensbedrohlichen Umstanden wie Hyperkaliamie, Azidose, uramischen
Komplikationen oder Lungenddem durch Volumenuberladung [50]. In zwei
grolen Studien zur Untersuchung von Strategien des Nierenersatzverfahrens,
ATN und RENAL [51, 52], wurde untersucht, ob die Dialyseintensitat das
Outcome von AKI-Patienten beeinflusst; in beiden Studien konnte eine
intensivierte Dialysetherapie die Mortalitatsrate nicht reduzieren. In der STARRT-
AKI-Studie [53] wurde untersucht, ob ein friher Dialysebeginn bei Patienten mit
AKI die 90-Tages-Mortalitat verringern kann. Verglichen wurde die 90-Tages
Mortalitat zwischen einer Gruppe mit Standardvorgehen (Dialysebeginn beim
Vorliegen von konventionellen Indikationen) und einer Gruppe mit
beschleunigtem Dialysebeginn innerhalb von 12 Stunden. Die Ergebnisse
zeigten, dass ein beschleunigter Dialysebeginn nicht mit einer geringeren 90-
Tages-Mortalitéat assoziiert war [53]. Ahnliche Ergebnisse zeigte die IDEAL-ICU-
Studie an Patienten mit AKIl im septischen Schock [54]. Es konnte kein
signifikanter Unterschied in der 90-Tages-Mortalitatsrate bei Patienten mit

frihem versus spaten Dialysebeginn festgestellt werden. Auch in der AKIKI-

6



Studie war ein friher Dialysebeginn bei Patienten mit AKI und septischen Schock
oder mit acute respiratory distress syndrom (ARDS) nicht mit einer verbesserten
60-Tages-Mortalitat assoziiert [55]. Viele Intensivmediziner stehen haufig vor der
Entscheidung, auch ohne lebensbedrohliche Umstande ein
Nierenersatzverfahren zu beginnen und die Art und Dosis der Dialysetherapie
variiert stark nach Erfahrungen und Standards des jeweiligen Zentrums. Zwar ist
der Anteil der kritisch kranken Patienten, die eine RRT benotigen, und somit auch
die klinische Erfahrung in den letzten Jahren deutlich gestiegen [56], trotzdem
bleiben einige Frage zur Dosierung und zum Zeitpunkt des RRT-Beginns sowie
der Beendigung der Therapie bisher ungeklart [57]. Die Fruherkennung der AKI
sowie Praventionsmalinahmen sind demnach von groRer Bedeutung. Das
Hauptprinzip der AKI-Pravention liegt in der Ursachen- bzw. Triggerbeseitigung
[12]. In den KDIGO-Guidelines von 2012 werden Praventionsmallnahmen als
sog. Bundles zusammengefasst [58]. In diesen wird ein strenges Monitoring der
Hamodynamik und des Volumenhaushaltes, eine regelmafige Kontrolle des SCr
und der Urinausscheidung, der Verzicht auf nephrotoxische Substanzen sowie
eine Normoglykdamie empfohlen [58]. Zudem sollten Volumendefizite mit
Kristalloiden aufgefullt werden, Kolloidale wie z.B. Hydroxyethylstarke sollten
vermieden werden [59]. In der BigpAK-Studie von Gocze et al. [60] wurde
untersucht, ob eine Biomarker-gesteuerte ~Anwendung der KDIGO-
Empfehlungen zur AKI-Pravention nach grof3en operativen Eingriffen dienen
kann [60]. Ein erhdhtes AKI-Risiko wurde anhand des Produkts der TIMP-2- und
IGFBP-7-Konzentration aus dem Urin detektiert. Die Halfte der AKI-
Risikopatienten erhielt eine strikte Therapie anhand der KDIGO-Bundles (frihe
Volumenoptimierung, fruhzeitige Aufrechterhaltung des Perfusionsdruck sowie
Verzicht auf nephrotoxische Substanzen) [58], die andere Halfte der Patienten
erhielt eine normale Standardtherapie. Die Interventionsgruppe zeigte eine
signifikant reduzierte AKI-Inzidenz, der Krankenhaus- sowie Intensivaufenthalt
waren signifikant verkirzt und die Kosten konnten reduziert werden [60].

1.1.6 Renale Erholung
AKI gilt als potenziell reversible Einschrankung der Nierenfunktion. Die Erholung

der Nierenfunktion ist dabei insbesondere abhangig vom Alter der Patienten, der
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vorher bestehenden Nierenfunktion sowie der Dauer und dem Schweregrad der
AKI [23]. Eine einheitliche Definition der Erholung nach AKI gibt es aktuell nicht.
Die Erholung wird haufig als Unabhangigkeit von der Nierenersatztherapie
definiert; eine vollstandige Erholung ist haufig definiert als die Abwesenheit der
AKI-Kriterien mit einer Ruckkehr zum Baseline-Serumkreatinin (Baseline-SCr);
eine partielle Erholung wird oft als ein Rlickgang des AKI-Stadiums definiert [61].
Um den Schweregrad einer AKI klassifizieren zu kdnnen und um relative und
absolute Anderung der SCr-Werte beurteilen zu koénnen, muss ein SCr-
Ausgangswert bekannt sein; das Baseline-SCr. Auch um die Erholung nach AKI
beurteilen zu kdnnen mussen im Vorfeld Ausgangswerte der Nierenfunktion
erfasst werden, um eine ausbleibende Erholung von einer vorbestehenden CKD
unterscheiden zu konnen [61]. Haufig wird dazu das Baseline-SCr verwendet,
welches idealerweise in den 3-12 Monaten vor AKI erfasst wurde [62], jedoch
liegt dies oft nicht vor bzw. wurde im Vorfeld nicht erfasst. Anhand der RIFLE-
Kriterien wird als ausbleibende Erholung bzw. Verlust der Nierenfunktion als ein
kompletter Funktionsverlust der Niere fur mehr als 4 Wochen definiert; ESRD
erreichen Patienten mit einem Funktionsverlust fur mehr als 3 Monate nach
AKI[2]. Die Verwendung des SCr als Erholungsparameter kann zu
Fehleinschatzungen fuhren. So kann beispielsweise bei Patienten mit
unbekanntem Baseline-SCr eine Erholung unerkannt bleiben, wenn der Patient
bereits vor der Nierenschadigung ein unentdeckt erhohtes Baseline-SCr aufwies;
bei kritisch kranken Patienten mit einem Verlust der Muskelmasse und somit

erniedrigtem SCr konnte eine Erholung Uberbewertet werden [61, 63, 64].

Ein fortgeschrittenes Alter sowie eine vorbestehende CKD sind mit einem
schlechteren Outcome und einer geringeren Wahrscheinlichkeit der Erholung
nach AKI assoziiert [16, 65]. Die ausgeschiedenen Urinmenge ist ein wichtiger
Marker fur die Unabhangigkeit von einer Nierenersatztherapie und eine kumulativ
hohe Flussigkeitsakkumulation trotz RRT korreliert mit einer geringeren Erholung
nach AKI [66]. Da AKI mit einer erhdhten Mortalitat und Morbiditat assoziiert ist,
werden bei der Langzeitbeobachtung nach AKI-Episoden als Endpunkte die
Dialysepflichtigkeit, die Mortalitdt und eine langerfristig bestehende
Verschlechterung der Nierenfunktion, zusammengefasst als major adverse
kidney event (MAKE), immer haufiger gebindelt nachbeobachtet [67, 68].



Um frihzeitig Therapieentscheidungen treffen zu koénnen, beispielsweise
bezlglich des Zeitpunktes des Beginns oder der Beendigung eines
Nierenersatzverfahrens, ist es wichtig, eine potenzielle Erholung der Patienten
nach AKI vorhersagen zu konnen [69]. Aufgrund multipler Probleme bei der
Verwendung des SCr bei der Einschatzung der Erholung nach AKI wird
zunehmend untersucht, ob neuere Biomarker als Prognosemarker nach AKI
dienen konnen. Srisawat et al. demonstrierten, dass bei Patienten mit
nosokomialer Pneumonie und AKI erhohte NGAL-Plasmalevel mit einer
geringeren Wahrscheinlichkeit einer Erholung nach AKI assoziiert waren [70].
NGAL und KIM-1 wurden zudem also potenzielle Biomarker fir eine Pradiktion
einer Erholung nach AKI untersucht: eine Hochregulation der 0.g. Biomarker war
mit einer schnelleren Progression einer chronischen Nierenerkrankung assoziiert
[26]. In der RUBY-Studie untersuchten Hoste et al. [71] den Urin und das Plasma
von Patienten mit hdhergradiger AKI auf der Intensivstation auf pradiktive
Biomarker fur einen persistierenden Nierenschaden. In der Studie konnte der C—
C motif chemokine ligand 14 (CCL14) aus dem Urin als bester untersuchter
Biomarker mit einer AUC von 0,83 eine persistierende AKI Grad 3 vorhersagen.
Zudem korrelierte der Expressionsgrad von CCL14 mit dem AKI-Schweregrad
[71]. Die Expression von miRNAs und ihre Bedeutung als Biomarker bei der
Entstehung von Krankheiten ricken immer weiter in den Forschungsfokus.
Bisher wurden schon einige Daten zu miRNAs und ihrer Rolle bei der Entstehung
von nephrologischen Krankheitsbildern erfasst [72-74]. Das Potenzial von
miRNAs als pradiktive Marker fur eine Erholung nach AKI wurde bisher jedoch
noch nicht ausreichend untersucht.

1.2 Nichtkodierende RNAs

Seit festgestellt wurde, dass nur ca. 2 % der menschlichen Gene Proteine
kodieren und der Grol3teil des menschlichen Genoms in nicht-kodierende RNA-
Molekule umgeschrieben werden [75], ricken diese nicht-kodierenden RNAs
immer weiter in den Forschungsfokus. Nicht-kodierende RNAs (noncoding RNA,



NcRNA) gehdren zu einer grolen Gruppe von RNA-Molekulen, die von DNA
(Desoxyribonukleinsaure) transkribiert, aber nicht in Proteine umgeschrieben
werden [76]. Sie beeinflussen unter anderem posttranskriptionell die
Genexpression und sind in eine Vielzahl zellularer Prozesse, wie Apoptose,
Zelldifferenzierung und Proliferation involviert [77]. Anhand ihrer Grofle und
Funktion werden ncRNAs in Untergruppen eingeteilt: Das sind kleine ncRNA
(small ncRNA) mit einer Lange von < 200 Nukleotiden, sowie lange ncRNAs (long
ncRNA) mit einer Lange von > 200 Nukleotiden [77] (Abb. 1). Die langen ncRNAs
werden in lineare ncRNAs (IncRNAs) und in zirkulare ncRNAs (circRNA)

unterteilt. Die am besten erforschten kleinen ncRNAs sind die miRNAs.

Transkriptom

| |

Kodierend (=2%) Nicht-kodierend (=98%)
mRNA rRNA kleine lange
tRNA nicht-kodierende nicht-kodierende
RNA RNA
snRNA miRNA IncRNA  circRNA

snoRNA  siRNA
rasiRNA  piRNA
scaRNA  tiRNA

Abb. 1: Unterteilung der nichtkodierenden RNAs

Unterteilung des Transkriptoms und der nicht-kodierenden RNAs modifiziert nach [28].

circRNA = circular RNA; IncRNA = long non-coding RNA; mRNA = messenger RNA; miRNA =
microRNA; piRNA = piwi-interacting RNA; RNA = Ribonukleinsdure; rRNA = ribosomal RNA;
rasiRNA = repeat-associated small interfering RNA; scaRNA = small cajal body-specific RNA;
sniRNA = small interfering RNA; snRNA = small nuclear RNA; snoRNA = small nucleolar RNA;
tRNA = transfer RNA; tiRNA = transfer RNA-derived stress-induced RNA

1.2.1 Definition und Synthese von miRNAs

Unter den small-ncRNAs sind die miRNAs hervorzuheben, die aus 18-22
Nukleotiden bestehen und insbesondere posttranskriptionell die Genexpression
regulieren [78]. Sie erkennen kleine Sequenzen ihrer Ziel-messengerRNA

10



(mRNA), sodass eine miRNA viele mMRNAs beeinflussen kann und eine mRNA
der Kontrolle vieler verschiedener miRNAs unterliegen kann [79, 80]. Einige
miRNAs zeigen eine gewebstypische Expression [81], andere entstehen
ubiquitar [82], sodass komplexe Netzwerke entstehen. MiRNAs werden durch die
RNA-Polymerase Il als langere primare miRNAs (pri-miRNAs) im Nukleus
transkribiert und falten sich zu haarnadelférmigen Schleifen zusammen [80, 83,
84]. Die Sequenzen fur die miRNA-Transkription liegen entweder in Introns von
Protein-kodierenden Genen oder unabhangig von Genen im Genom verteilt [85].
Die pre-miRNA wird Uber RAN-GTP und Exportin-5 ins Zytoplasma exportiert
[86]. Im Zytoplasma wird die pre-miRNA durch die Dicer RNase lll zu einer reifen
miRNA-Duplex aus 23 Nukleotiden prozessiert [87, 88] (Abb.2). Nach Integration
in den miRNA induced silencing complex (RISC) werden die doppelstrangigen
miRNAs entwunden, einer der RNA-Strange wird abgebaut und der andere
fungiert als reifer miRNA-Strang [89] (Abb.2).

[l miRNA-Gen
G g

Pri-miRNA DGCR8

Nukleus g

Pre-miRNA

G\ G

@[[U] —— [[]]] miRNA Duplex
Inihibierung der ®=————___ Reife miRNA

Translation

Degradierung

Drosha

Zytoplasma

Abb. 2: Biosynthese, Reifung und Funktion von miRNAs

Darstellung der Biosynthese, Reifung und Funktion von miRNAs modifiziert nach [80]

Ago2 = Argonaut 2; DGCR8 = DiGeorge syndrome critical region 8, miRNA = mikroRNA; Pre-
mMiRNA = precursor-miRNA; pri-miRNA = primare miRNA; RNA = Ribonukleinsdure; RNA pol II
= RNA-Polymerase |l
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1.2.2 Bindung von miRNAs an ihre Zielstruktur

Diese reife miRNA wird zur ihrer Ziel-mRNA gebracht und bindet an die 3’
untranslatierte Region (UTR) ihrer komplementaren mRNA [90]. Die Nukleotide
in Position 2 bis 8 im 5°-Bereich der miRNA werden als Seed-Sequenz bezeichnet
und sind essenziell fur die Bindung der miRNA an die jeweilige Ziel-mRNA [80].
Die Ziel-mRNA wird bei nahezu idealer Komplementaritat entweder durch Protein
Argonaut 2 (Ago2) gespalten und abgebaut, bei unzureichender komplementarer

Basenpaarung wird die Translation gehemmt [91, 92].

1.2.3 MiRNAs bei pathologischen Prozessen

Seitdem die erste miRNA Lin-4 1993 in Caenorhabditis elegans entdeckt wurde
[93], konzentrierten sich viele Forschungsprojekte auf die Suche nach weiteren
miRNAs in Pflanzen und Saugetieren. Die in 2002 gegrindete miRBase-
Datenbank enthalt als Online-Archiv fur miRNAs (Version 22) mittlerweile ca.
48.000 bekannte miRNA-Sequenzen, davon kommen ca. 2000 im Menschen vor
[94]. MIRNAs kontrollieren mehr als 50 % der Gene von Saugetieren,
beeinflussen eine Vielzahl zellularer Prozesse und sind durch eine Dysregulation
mit der Entstehung von Krankheiten assoziiert [85]. Die Vielzahl an Funktionen
der miRNAs deutet auf ihre Relevanz bei der Krankheitsentstehung hin, sodass
sich in den letzten Jahren viele Forschungsprojekte auf die Assoziation von
miRNAs mit verschiedenen Krankheitsbildern fokussiert haben. Bei der
Entstehung  kardiovaskularer Erkrankungen, maligner Tumoren und

Nephropathien ist die Rolle von miRNAs bereits gut dokumentiert [95-97].

1.2.4 MiRNAs bei akuter Nierenschadigung

Einige Studien zeigen, dass eine Vielzahl an miRNAs in Nierengewebe exprimiert
werden, darunter miR-146a, miR-886, miR-192, miR-194, miR204, miR-215 and
miR-216, miR-21, miR-130 und miR-196a/b [80]. Aguido-Fraile und Kollegen
konnten Expressionsunterschiede zwischen einigen miRNAs im Serum von
Patienten mit AKI im Vergleich zu nierengesunden Patienten zeigen [73]. Diese
miRNAs, darunter miR-101-3p, miR127-3p, miR-210-3p, miR-126-3p, miR-26b-
5p, miR-29a-3p, miR-146a-5p, miR-27a-3p, miR93-3p und miR-10a-5p konnten
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eine AKI-Entwicklung noch vor kardiochirurgischen Eingriffen vorhersagen und
waren auch wahrend der AKI friher erhdht als herkdbmmliche Marker wie das SCr
[73]. Diese o.g. miRNAs konnten demnach als potenzielle Biomarker fur AKI bei
Patienten auf der Intensivstation und nach kardiochirurgischen Eingriffen dienen.
Die diagnostische Perfomance war mit einer AUC zwischen 0,9 und 1 fir alle
untersuchten miRNAs sehr hoch. Die Serum-Levels einiger miRNAs korrelierten
zudem mit dem AKI-Schweregrad [73]. In einer Studie von Gaede et al. mit 115
Patienten mit kardiochirurgischen Eingriffen konnten Patienten mit erhdhtem AKI-
Risiko anhand der miR-21-Expression bereits vor der operativen Versorgung
identifiziert werden (AUC 0.71) [98]. In den 0.g. Studien sind die miRNAs bei AKI
meist vermehrt exprimiert und korrelieren mit dem Schweregrad der AKI, jedoch
sind andere miRNAs bei AKI vermindert exprimiert oder haben einen protektiven
Effekt. In einer Studie von Bhatt et al. wurde festgestellt, dass miR-34 bei
Cisplatin-induzierter Nephrotoxizitat einen zytoprotektiven Effekt hatte und eine
Antagonisierung der miR-34 zu hoheren Apoptoseraten fuhrte [99]. Lorenzen und
Kollegen zeigten, dass miR-16 und miR-320 im Plasma von kritisch kranken
Patienten mit AKI herunterreguliert waren; miR-210 dagegen war bei Patienten
mit akuter Nierenschadigung vermehrt exprimiert und wurde als neuer,
unabhangiger Prognosemarker fiir die 28-Tages-Uberlebenswahrscheinlichkeit
diskutiert [100]. Beim diffusen grofRRzelligen B-Zell-Lymphom sowie bei
Larynxkarzinomen wird miR-210 zudem als Pro-Angiomir diskutiert, da sie in
Proben von Patienten mit Karzinomen vermehrt exprimiert war und eine wichtige

Rolle in der Tumorangiogenese spielen konnte [101, 102]

1.2.5 MiRNAs als diagnostische und therapeutische Marker

Ein Grund fur das Potenzial von miRNAs als Biomarker beruht auf inrer Stabilitat
in Geweben und Korperflussigkeiten, z.B. in Serum und Urin [103]. Sie sind
resistent gegenuber langerer Lagerung bei Raumtemperatur, pH-Variabilitat und
mehreren Zyklen des Einfrierens und Auftauens [103-106]. MiRNAs kdnnen
verlasslich mittels quantitativer RealTime-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-
PCR) analysiert und quantifiziert werden und bieten aufgrund ihrer Analyse
anhand von Sequenzen eine hohe Spezifitat [107]. Die grof3e Rolle der miRNAs

bei der Entstehung von Krankheiten wirft die Frage auf, ob anhand von miRNAs
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therapeutische Strategien entwickelt werden kénnen. Die vielseitigen Funktionen
der miRNAs Dbieten die Mdoglichkeit verschiedener therapeutischer
Angriffspunkte, zum Beispiel durch ein Herunterregulieren von miRNAs durch
Antagonisieren oder durch eine Imitation mittels miRNA-mimetischer RNA-
Fragmente, sogenannter Mimics [74]. In einigen Tiermodellen wurden diese
therapeutischen Optionen bereits getestet [108-110]. Eine Inhibierung von miR-
192 in Mausen mit diabetischer Nephropathie konnte eine renale Fibrosierung
verringern [108]. Im Rahmen der Krankheitsentstehung sind miRNAs haufig
vermehrt exprimiert. Diese Annahme flhrte dazu, dass miRNA-Antagonisten,
sogenannte antisense Oligonukleotide (Antagomirs), als neue
Medikamentengruppe entwickelt werden [109]. In Mausmodellen sind miR-17
und miR-21 bei polyzystischer Nierenerkrankung hochreguliert und sind mit einer
Krankheitsprogression assoziiert; ein spezifischer anti-miR17-Inhibitor durchlauft
bereits praklinische Studien, um die Sicherheit und therapeutischen Effekte
dieses neuen Inhibitors zu untersuchen [110]. Janssen et al. [111] testeten in
einer 2a-Studie von 2013 bei Patienten mit Hepatitis C ein Antisense-
Oligonukleotid (Miravirsen) zur Antagonisierung der miR-122, die in der Leber
exprimiert wird. Durch Miravirsen wurde die Funktion der miR-122 inhibiert und
dosisabhangig die Hepatitis C-Viruslast verringert [111]. Bis zur risikoarmen
Anwendung beim Menschen mussen jedoch die vielen miRNAs und ihre
Involvierung in verschiedenste pathophysiologische Prozesse noch weiter
erforscht werden. Da viele miRNAs nicht gewebsspezifisch sind, kdnnte eine
Hoch- oder Herunterregulation ihrer Expression auch unerwunschte
Organsysteme beeinflussen. Eine Kombination von miRNAs mit zell- oder
gewebsspezifischen Antikdrpern oder Peptiden konnte ein gezielteres Eingreifen

in einzelne Pathologien ermoglichen [112].

1.3 Ziele der Arbeit

Die intensivmedizinische Therapie der AKI ist von zentraler Bedeutung. AKI ist

mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert und resultiert in hohen Versorgungskosten

14



bei langen Krankenhausaufenthalten. Die therapeutischen Optionen sind limitiert
und bisher gibt es kaum Maoglichkeiten zur Friherkennung. Trotz vieler Studien
zum Thema AKI weisen die gelaufigen Biomarker grof3e Lucken bei der
Pravention, der Fruherkennung und der Erholung der Nierenfunktion auf. Durch
eine haufige Progression der AKI in eine CKD ist eine Langzeitbeobachtung der
Patienten sowie eine genauere Kenntnis tUber das Erholungspotenzial nach AKI
von zentraler Bedeutung. Die Moglichkeit, durch neue pradiktive Biomarker eine
Erholung der Nierenfunktion nach AKI vorhersagen zu konnen, konnte
Therapieentscheidungen (beispielsweise zur Initiierung einer RRT) beeinflussen
und diese Biomarker konnten mdglicherweise als neue therapeutische

Angriffspunkte dienen.

MiRNAs gelten als vielversprechende Marker, die durch eine vielseitige
Involvierung in Signalkaskaden viele biologische Prozesse beeinflussen kénnen.
Sie sind als stabile Molekule in Urin- und Plasmaproben nachzuweisen und
werden als potenzielle Biomarker bei verschiedenen Pathologien sowie als

mdgliche therapeutische Angriffspunkte diskutiert.

Ziel bzw. primarer Endpunkt dieser nicht-interventionellen Beobachtungsstudie
ist der Nachweis des pradiktiven Wertes von miRNAs als Marker fur die Erholung

der Nierenfunktion.

Die Studienpatienten werden Uber einen Zeitraum von 365 Tagen
nachbeobachtet, um eine langfristige Erholung nach AKI sowie eine Progression
zu einer CKD feststellen zu kdénnen. Als sekundare Endpunkte werden an Tag
30, 90 und 365 das SCr, die Erholung der Nierenfunktion, die Abhangigkeit von
der Dialyse, die Sterblichkeit sowie Komplikationen (Schlaganfall,
kardiovaskulare Events, Myokardinfarkt) nachverfolgt. Die Kombination aus
Mortalitat, Dialyse und renaler Dysfunktion werden an Tag 30, 90 und 365 als
MAKE zusammengefasst beobachtet, um langfristige Folgen einer AKI zu

evaluieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Studienaufbau

Nach Erteilung eines positiven Ethikvotums durch die Ethikkommission der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (Studien-ID 6138R) wurden Patienten mit
AKIl-Stadien 2 und 3 der interdisziplinaren operativen Intensivstation des
Universitatsklinikums Dusseldorf zwischen Januar 2018 und Dezember 2018
eingeschlossen. Die Diagnosestellung der AKI erfolgte anhand der KDIGO-
Kriterien [4] durch den betreuenden Intensivmediziner. Einschlusskriterien waren
das Vorliegen eines AKI-Stadiums 2 oder 3 nach KDIGO sowie ein Alter der
Patienten zwischen 18 und 90 Jahren. Folgende Ausschlusskriterien wurden
definiert: eine AKI mit der Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens innerhalb
der letzten 90 Tage, eine CKD mit einer GFR < 30 ml/min, eine chronische
dialysepflichtige Nierenerkrankung, eine Nierentransplantation innerhalb der
letzten 12 Monate, eine AKI aufgrund einer Ligation einer Nierenarterie und
aufgrund von Glomerulonephritis, Vaskulitis oder postrenaler Obstruktion, eine
Schwangerschaft sowie eine Beziehung zum Studienteam (Mitarbeiter,
Verwandte). Eine weitere Voraussetzung flr den Studieneinschluss war das
Vorliegen einer unterschrieben Einverstandniserklarung des einwilligungsfahigen
Patienten, des Betreuers oder Vorsorgebevollmachtigten. Bei Aufklarung und
Einwilligung durch einen Betreuer oder Vorsorgebevollmachtigten im Falle eines
eingeschrankten Bewusstseins der Patienten, wurden diese nach
Wiedererlangen des Bewusstseins aufgeklart und willigten dann ebenfalls
schriftlich in die Studienteilnahme ein. Nach schriftlicher Einwilligung wurden an
jeweils 4 verschiedenen Zeitpunkten (Tag O, Tag 1, Tag 2 und Tag 7 nach AKI-
Diagnosestellung) Blut- und Urinproben aus liegenden arteriellen Kathetern und

Urinkathetern gewonnen (Abb. 3).
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Abb. 3: Studienablauf

Schematische Darstellung der Gewinnung von Blut- und Urinproben der Patienten mit AKI
Stadien 2 und 3 zu vier verschiedenen Zeitpunkten (an Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI-
Diagnosestellung). AKI = acute kidney injury

Die Entnahme der Blut- und Urinproben erfolgte Uber vorhandene arterielle oder

zentralvendse Katheter und Blasenkatheter in EDTA- und Urinréhrchen (Tabelle

3). Im Anschluss wurden die Proben mit 3500rpm fur 5 Minuten bei 4°C

zentrifugiert (Tabelle 4), aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei - 80°C

gelagert. Bei fehlendem arteriellen und zentralvenésen Kathetern sowie

Blasenkathetern erfolgte keine Probengewinnung.

2.2 Material

2.2.1 Materialien fur die Probengewinnung und Asservierung

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Firma

EDTA-R6hrchen

BD Vacutainer ® EDTA-R6hrchen, 3ml

Becton Dickinson  GmbH,
Heidelberg (Deutschland)

Urinr6hrchen BD Vacutainer ® Réhrchen, 11ml Becton Dickinson  GmbH,
Heidelberg (Deutschland)

Reagiergefal Reagiergefal 2,0ml SafeSeal SARSTEDT AG & Co. KG,
Nimbrecht (Deutschland)

10 ml Spritze Injekt ® Luer Solo 10ml B. Braun Melsungen AG,

Melsungen (Deutschland)

Tabelle 3: Material fiir die Probengewinnung und Asservierung der Plasma- und

Urinproben
ml = Milliliter
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2.2.2 Gerate

Laborgerat Bezeichnung Hersteller

BGA-Gerat ABL800 FLEX BGA-Gerat Radiometer GmbH, Krefeld
(Deutschland)

Laborzentrifuge ROTINA 420 R Hettich, Andreas Hettich GmbH

& Co.KG, Tittlingen
(Deutschland)

Tabelle 4: Verwendete Gerite fiir die Blutgasanalysen (BGA) und die Asservierung der
Plasma- und Urinproben

2.2.3 Software

Software Hersteller

Microsoft Word 365 Version 2205 Microsoft Corporation ®

Microsoft Excel 365 Version 2202 Microsoft Corporation ®

GraphPad Prism ® Version 5.03 GraphPad Software Inc

Endnote X9 Clarivate Analytics (ehem. Thomson Reuters)

Tabelle 5: Verwendete Software

2.3 Erfassung klinischer Daten in Case Report Files

Es wurden relevante klinische Patientendaten in pseudonymisierter Form als
Case Report Form (CRF) in einer Excel-Tabelle an Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI
erfasst. Die Daten wurden aus dem Krankenhausinformationssystem CGM
Medico, den handschriftichen Dokumentationsbogen der interdisziplinaren
Intensivstation des Universitatsklinikums Dusseldorf sowie aus Arztbriefen vom

Hausarzt oder vorherigen Krankenhausaufenthalten gewonnen.

2.3.1 Patientencharakteristika

Das Geschlecht, die GroRRe, das Gewicht und der Body Mass Index (BMI) aller
Patienten wurden erfasst. Der BMI wird definiert als das Korpergewicht in kg
dividiert durch die KorpergrofRe in Metern zum Quadrat. Die Vormedikation sowie
einige Vorerkrankungen, wie ein Diabetes mellitus, eine vorherige AKI-Episode,

CKD, eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), eine
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Herzinsuffizienz und ein arterieller Hypertonus wurden erfragt. Bei jedem
Patienten wurde erfasst, ob vor dem Aufenthalt auf der Intensivstation eine
operative Versorgung erfolgte. Das AKI-Stadium wurde anhand der KDIGO-
Definition [4] vom behandelnden Intensivmediziner definiert und das Baseline-
SCr wurde dokumentiert. Als Baseline-SCr wurden Werte verwendet, die
zwischen 6 Monaten und einem Tag vor AKI-Diagnosestellung bestimmt wurden.
Diese Werten stammten entweder vom behandelnden Hausarzt oder wurden im

Krankenhausaufenthalt vor der AKI-Episode bestimmt.

2.3.2 Saure-Base-Haushalt und Elektrolyte

Die Blutgasanalysen (BGAs) der Patienten (Elektrolyte, Hamoglobin,
BaseExcess, pH-Wert, Laktat, arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO2), arterielle
Kohlendioxidpartialdruck  (paCOz2), inspiratorische Sauerstoffkonzentration
(FiO2)) wurden routinemafdig auf der Intensivstation gemessen. Die Werte an Tag
0O, 1, 2 und 7 nach AKIl wurden von den intensivmedizinischen

Dokumentationskurven ibernommen.

2.3.3 Laborparameter und klinische Daten

Es wurden Parameter einer Infektion bzw. Sepsis (C-reaktives Protein (CRP),
Leukozyten, Procalcitonin (PCT), Interleukin-6 (IL-6), Temperatur), Parameter
der Nierenfunktion (Baseline-SCr, SCr, GFR, CysC, CystatinC-GFR,
Urinausscheidung, Flussigkeitsbilanz) sowie Parameter der Kreislauffunktion
(Herzfrequenz (HF), mittlerer arterieller Druck (MAD), Katecholamintherapie)
aufgezeichnet. Es wurde erfasst, ob die Zuordnung des AKI-Stadiums anhand
einer Oligurie oder anhand des SCr erfolgte und ob bei den Patienten absolute
Indikationen fur eine RRT vorlagen. Als absolute Indikationen fur eine RRT wurde
eine Hypervolamie, eine Hyperkaliamie, eine metabolische Azidose und
uramische Komplikationen zusammengefasst. Gerinnungsparameter, inklusive
Quick, partielle Thromboplastinzeit (pTT) sowie Thrombozyten wurden erfasst.
Alle Parameter wurden, wenn vorhanden, an Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI
beobachtet. Die Laborwerte stammten aus den routinemalligen taglichen

Kontrollen auf der Intensivstation und wurden im Zentrallabor des
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Universitatsklinikums Dusseldorf analysiert. Bei fehlenden Laborwerten erfolgte
keine nachtragliche Bestimmung bzw. keine erneute Blutentnahme. Bei jedem
Patienten wurde dokumentiert, ob wahrend des Krankenhausaufenthaltes eine
mechanische Kreislaufunterstitzung benoétigt wurde (Extracorporeal Life Support
System, ECLS).

2.3.4 Klinische Scores

Es wurden Scores fur das Bewusstsein (Glasgow Coma Scale, GCS), zum
Erfassen von Organdysfunktionen wahrend einer Sepsis (Sequential Organ
Failure Assessment, SOFA) sowie zum Abschatzen der
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten auf der Intensivstation (Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation, APACHE II-Score) erhoben. Beim
GCS wird das Bewusstsein des Patienten anhand von 3 Kategorien eingestuft:
1) Offnen der Augen 2) beste motorische Reaktion und 3) beste verbale Reaktion.
[113]. Der Patient erhalt mindestens 3 und maximal 15 Punkte; je weniger Punkte
desto ausgepragter die Bewusstseinseinschrankung. Der SOFA-Score vergibt
fur sechs Organsysteme (Atemtatigkeit, Zentrales Nervensystem, Herz-Kreislauf-
System, Leberfunktion, Blutgerinnung und Nierenfunktion) Punkte; je
ausgepragter die Organdysfunktion, desto héher ist die erreichte Punktzahl [114].
Im APACHE II-Score werden Punkte fur das Patientenalter und akute sowie
chronische Organeinschrankungen vergeben; je hoher die erreichte Punktzahl,
desto groRer ist die Mortalitatswahrscheinlichkeit [115]. Der SOFA-Score und der
GCS wurden an den Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI-Diagnosestellung erfasst, der
APACHE-II-Score nur einmalig am Tag der AKI-Diagnosestellung.

2.3.5 Stationarer Verlauf

Bei jedem Patienten wurde die Mortalitdt, die Aufenthaltsdauer auf der
Intensivstation, die Aufenthaltsdauer im  Krankenhaus sowie die
Dialysepflichtigkeit wahrend des Krankenhausaufenthaltes erfasst. Das SCr
wurde bei Entlassung von der Intensivstation sowie vor Entlassung aus dem
Krankenhaus im CRF festgehalten. Die Beatmungsdauer sowie die Dauer und

der Nierenersatztherapie wurden dokumentiert. Das Auftreten unerwlnschter
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Ereignisse wie ein Schlaganfall oder Herzinfarkt wahrend der Behandlung auf der

Intensivstation und im Krankenhaus wurden erhoben.

2.3.6 Nachbeobachtung

Die Nachbeobachtung der Patienten erfolgte an Tag 30, 90 und 365 nach AKI-
Diagnosestellung in telefonischen Interviews. Die aktuellen SCr-Werte, eine
Dialysepflichtigkeit, ein Versterben und unerwinschte Ereignisse (Herzinfarkt
und Schlaganfall) wurden nachbeobachtet und entweder beim Patienten oder bei
dem behandelnden Hausarzt erfragt. Die SCr-Werte stammten entweder aus
einer Nachkontrolle aus dem jeweiligen Labor des behandelnden Hausarztes
oder, falls zu dem jeweiligen Beobachtungszeitpunktes vorhanden, aus dem
Zentrallabor des Universitatsklinikums Dusseldorf im Rahmen einer erneuten
stationaren Aufnahme oder ambulanten Nachkontrolle. Als MAKE 30, 90 und 365
wurden zusatzlich die Mortalitat, eine Dialysepflichtigkeit sowie eine weiterhin
bestehende Nierenschadigung (SCr > 1,5-fache des Baseline-SCr) an Tag 30,
90 und 365 zusammengefasst. Beim Zutreffen eines der Kriterien galt MAKE als

positiv.

2.3.7 Definition einer fruhen Erholung nach AKI

Die Patienten wurden anhand der Entwicklung des SCr in zwei Gruppen
aufgeteilt; in eine Gruppe mit friher Erholung und in eine Gruppe ohne frihe
Erholung der Nierenfunktion nach AKI. Als frihe Erholung definierten wir den
Ruckgang des SCr auf weniger als das 1,5-fache des Baseline-SCr innerhalb von
7 Tagen nach AKI-Diagnosestellung. Patienten mit einem kontinuierlichen
Nierenersatzverfahren an Tag 7 oder Patienten, die vor oder an Tag 7 verstarben,

wurden als nicht erholt klassifiziert.
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2.4 Statistische Methoden zur Auswertung der CRFs

Die deskriptive Statistik sowie die statistische Auswertung der Daten aus den
CREFs erfolgten mittels Microsoft Excel 365 Version 2202 und GraphPad Prism ®
Version 5.03 nach Beratung durch PD Dr. rer. nat. Pablo E. Verde
(Koordinierungszentrums fur klinische Studien des Universitatsklinikums
Dusseldorf). Die deskriptive Statistik der Studienpopulation wurde anhand von
absoluten und relativen Werten, Mittelwert und Standardabweichung (standard
deviation, SD) beschrieben. Bei nicht-parametrischen Daten wurde zusatzlich der
Median angegeben. Die Testung auf Normalverteilung erfolgte mittels
Kolmogorov-Smirnov-Tests. Die Unterschiede der parametrische Daten
zwischen zwei unverbundenen Gruppen wurden mittels ungepaarten T-Test, die
nicht parametrischen Daten mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert. Die
Assoziation zwischen kategorischen Variablen in den beiden Gruppen (Erholung
vs. Nicht-Erholung) wurde mit dem Chi-Square-Test, bei kleinen Datensatzen mit
dem Fisher Test, getestet. Fir alle Tests galten p-Werte < 0,05 als signifikant. Es
wurde eine Kaplan-Meier-Uberlebenskurve erstellt, um den Zusammenhang
zwischen der Erholung der Nierenfunktion innerhalb von 7 Tagen nach AKI und
der 1-Jahres-Mortalitat darzustellen. Die Graphen wurde mit GraphPad Prism
Version 5.03 und Microsoft Excel 365 Version 2202 erstellt.

2.5 Experimentelle Versuche

2.5.1 Next Generation Sequencing

Ein Screening auf miRNAs und auf Expressionsunterschiede in den
Plasmaproben der Patienten erfolgte mittels Next Generation Sequencing (NGS)
durch ein externes Labor (QIAGEN Genomic Services in Hilden, Deutschland).
NGS ist ein Hochumsatzverfahren, bei dem innerhalb kirzester Zeit viele DNA-
Molekule parallel sequenziert werden kénnen [116, 117]. Fir das NGS wurden
die Patienten anhand des Ruckgangs des Serum-SCr innerhalb von 14 Tagen in

zwei Gruppen eingeteilt. Patienten mit einem Rickgang des SCr auf weniger als
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das 1,5-fache das Baseline-SCr und ohne RRT galten als erholt; Patienten ohne
entsprechenden Rickgang des SCr und Patienten unter RRT galten als nicht
erholt. Aus den 2zwei Gruppen wurden jeweils 6 Patienten mit einer
vergleichbaren Ursachenverteilung fur eine AKI ausgewahlt. In beiden Gruppen
wurden nur Patienten ausgewahlt, die eine AKI durch einen kardiochirurgischen
Eingriff, eine Sepsis oder einen grofen Blutverlust sowie Kontrastmittelexposition
erlitten. Die Ursachenverteilung war in beiden Gruppen ahnlich, um einen
moglichen Bias bezuglich des Expressionsmusters der miRNAs abhangig von
der Genese zu minimieren. Die Plasmaproben dieser 12 Patienten an Tag 1 nach
AKI-Diagnose wurden QIAGEN Genomic Services in Hilden zur Verfigung
gestellt, um die Proben mittels NGS auf miRNAs und auf
Expressionsunterschiede der miRNAs zwischen den beiden Gruppen zu
untersuchen. QIAGEN Genom Services in Hilden (Deutschland) fihrte dazu
folgende zwei Schritte durch: 1) die RNA-Vorbereitung bzw. Isolation und 2) die

Herstellung einer RNA-Bibliothek sowie die Sequenzierung.
1) RNA-Isolation

Die RNA aus den Plasmaproben wurde mit dem miRNeasy Serum/Plasma Kit
(QIAGEN Genomic Services, Hilden Deutschland) nach Herstellerangaben

isoliert.
2) Erstellung einer RNA-Bibliothek und NGS

In den nachsten Schritten wurde ebenfalls durch QIAGEN Genomic Services in
Hilden eine RNA-Bibliothek erstellt, die RNA wurde amplifiziert und schliel3lich
sequenziert. Die Vorbereitung der miRNA-Bibliothek erfolgte mittels QlAseq ®
miRNA Library Prep kit (QIAGEN Genomic Services, Hilden, Deutschland). Die
RNA wurde fragmentiert und universelle Sequenzier-Adapter wurden an das 3°
und 5° Ende der miRNAs ligiert. Unique Molecular Indices (UMIs) wurden an die
RNA ligiert. Die cDNA-Synthese erfolgte mit UMIs, um Fehler wahrend der RNA-
Amplifikation zu vermeiden, um die miRNAs einfacher identifizieren zu kdénnen
und um doppelte Reads zu eliminieren. Die cDNA wurde mittels PCR (22 Zyklen)
amplifiziert, wahrenddessen wurden Barcodes (Indizes) hinzugefugt und
anschlieBend wurden die Proben gereinigt. Die Vorbereitung der
qualitatskontrollierten Bibliothek QC erfolgte mittels Bioanalyzer 2100 (Agilent ®,
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Santa Clara, CA, USA) und TapeStation 4200 (Agilent ®, Santa Clara, CA, USA).
Die RNA-Sequenzierung erfolgte mittels NextSeq500 (llumina Inc., San Diego,
CA, USA) nach Herstellerangaben, wobei 12 Millionen Sequenzen pro Probe
generiert wurden. Die Anzahl der Sequenzierungs-Zyklen betrug 75 Nukleotid-
Single-end-Reads (46 Basenpaar-Insertionen + 19bp Basenpaar-3’ Linker + 10
UMis). Als Referenzgenom fur das Mapping der Reads wurde folgendes Genom
verwendet: Organismus: Homo_sapiens; Referenzegenom: GRCh37,
Annotation reference: mirbase_20. Die Rohdaten der Sequenzierung wurden in
FASTQ-Dateien umgewandelt mittels bcl2fastg-Software (lllumina Inc., San
Diego, CA, USA) und mit dem FastQC-tool (Babraham Bioinformatics)
qualitatskontrolliert. Das NGS, durchgefuhrt von QIAGEN Genomic Services,
bildete die Basis fur die nachfolgende Untersuchung der Plasmaproben aller
Patienten mittels qRT-PCR.

Die statistische Analyse des NGS erfolgte ebenfalls durch QIAGEN Genomic
Services in Hilden. Der Expressionsgrad von Genen wird in NGS-Experimenten
als Transcripts Per Million (TPM) berechnet; die Anzahl der Reads fur eine
bestimmte miRNA wird durch die Anzahl der gesamten Reads des Mappings
dividiert und mit einer Million multipliziert [118]. Die Normalisierung der
Ergebnisse des NGS erfolgte mittels TMM-Normalisierung (Trimmed Mean of M-
values Normalization Method) [119]. Die TMM-Normalisierung zur Analyse der
Expressionsunterschiede zwischen den Proben erfolgte mittels EdgeR
(Bioconductor, http://bioconductor.org/). Durch das NGS ist zwar die Anzahl der
jeweiligen Reads pro Probe bekannt, jedoch nicht die gesamte Menge an RNA
pro Probe, die stark variieren kann. In einer Probe mit einem grol3en RNA-Gehalt
konnten bestimmte Gene im NGS demnach unterreprasentiert werden, im
Vergleich zu einer Probe mit wenig RNA-Gehalt [119]. Die TMM-Methode schafft
eine bessere Vergleichbarkeit des RNA-Gehalts von zwei Proben in dem die Fold
Change (FC) des RNA-Gehalts zwischen zwei Proben bestimmt wird, nachdem
die Gene mit der héchsten und niedrigsten Expression ausgeschlossen werden
[119, 120]. Die FC ist ein Mal fur die Quantifizierung der differentiellen
Expression eines Gens zwischen zwei Proben [121]. Wenn sich das
Expressionsverhaltnis zwischen zwei Proben nicht unterscheidet, betragt die FC

1; wenn ein Gen in einer Probe im Vergleich zu einer Referenzprobe
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hochreguliert wird, ist die FC > 1 [121]. Die FC-Werte der differentiell exprimierten
miRNAs wurden zur vereinfachten Darstellung einer Hoch- bzw.
Herunterregulation logarithmiert (logFC). Um die false discovery rate (FDR) bei
gleichzeitiger Anwendung mehrerer statistischen Tests zu reduzieren, wurden
die p-Werte mittels Benjamini-Hochberg-Korrektion adjustiert. Die mittels

Benjamini-Hochberg adjustierten p-Werte waren identisch mit der FDR.

2.5.2 Netzwerkanalysen

Aus den gefundenen miRNAs wurden extern durch unsere Kooperationspartner
am Luxembourg Institute of Health (Yvan Devaux und Lu Zhang) Interaktions-
Netzwerke erstellt und biologische Prozesse identifiziert, die durch miRNAs und
ihre Dysregulation beeinflusst werden. Dazu wurde zuerst die National Center for
Biotechnology-(NCBI)Gen-Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf Gene
untersucht, die mit einer akuten Nierenschadigung assoziiert sind. Fur die Suche
in der Datenbank wurden folgende, aus dem Englischen Ubersetzte
Schlusselworte verwendet: renale Insuffizienz, Niereninsuffizienz, renale
Schadigung, Nierenschadigung, renales Versagen oder Nierenversagen.
Anschliel3end wurde in miRNA-Datenbanken TargetScan 7.2
(https://www.targetscan.org/), miRWalk 3 (https://mirwalk.umm.uni-
heidelberg.de/) und miRSearch V3.0 (http://www.exiqgon.com/microrna-target-
prediction) nach mdglichen Bindungsstellen dieser Gene gesucht, auf die die
gefundenen miRNAs abzielen. Mittels der STRING-Datenbank (https://string-
db.org/) wurden Protein-Protein-Interaktionen zwischen den identifizierten
nierenassoziierten Genen vorhergesagt [122]. Die STRING-Datenbank gibt einen
Uberblick Uber Zusammenhange bzw. direkte und indirekte Interaktionen
zwischen Proteinen. Wenn Proteine  beispielsweise in  gleichen
Stoffwechselwegen vorkommen oder sich gegenseitig regulieren, werden diese
Interaktionen in der Datenbank erfasst [122]. In Netzwerkanalysen wurden dann
die jeweiligen miRNAs mit ihren nierenassoziierten Zielgenen sowie den
Geninteraktionen zusammengefasst. Die Analyse der Anreicherung (Fold
Enrichment) der miRNAs sowie ihre Protein-Protein-Interaktionen und ihre
Assoziation zu relevanten zellularen Prozessen erfolgte mittels DAVID-

Datenbank (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,
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https://david.ncifcrf.gov/). Als Fold Enrichment wird die Uberreprasentation bzw.
vermehrte Anreicherung von differentiell exprimierten Genen im Vergleich zu
einer Referenzgruppe bezeichnet [123]. Fur die Suche wurden folgende Filter
verwendet: eine FDR < 0,05 und mindestens ein Erreichen des 4. Level der GO-
Hierarchie (GO, Gene Ontology, http://www.geneontology.org). GO ist ein
Projekt, das Informationen Uber molekulare Funktionen, biologische Prozesse
und die Lokalisation von Genen in hierarchischer Anordnung bereitstellt [124];
diese Informationen werden von Computern analysiert und ermoglichen eine
VerknlUpfung dieser Informationen mit experimentellen Ergebnissen. Je hdher
das Level der GO-Hierarchie, desto spezifischer der Prozess. Anschliel’end
wurden mittels REVIGO (http://revigo.irb.hr/) Uberschussige Ergebnisse entfernt.
REVIGO ist ein Webserver, der zur Zusammenfassung und Entfernung
redundanter Ergebnisse einer GO-Analyse dient [125]. Bei der Enrichment-
Analyse wird also untersucht, ob die molekularen Funktionen und biologischen
Prozessen einer bestimmten Gengruppe im Vergleich zu einer Referenzgruppe
uberreprasentiert sind. Die 0.g. Schritte erfolgten ausschlie3lich durch unsere

Kooperationspartner des Luxembourg Institute of Health.

2.5.3 Quantitative Real-Time PCR

Die Plasmaproben aller Patienten an Tag 1 und an Tag 7 nach AKI wurden fur
die gRT-PCR ausgewahlt. Vorher erfolgte die Einteilung der Patienten in zwei
Gruppen; in eine Gruppe mit friher Erholung nach AKI und in eine Gruppe ohne
Erholung der Nierenfunktion anhand der bereits beschriebenen Definition der
Erholung der Nierenfunktion (siehe Abschnitt 2.3.7). Mittels qRT-PCR sollten
Expressionsunterschiede der miRNAs zwischen den beiden Gruppen identifiziert
werden und die Ergebnisse des NGS verifiziert werden. Mit der qRT-PCR kdnnen
Nukleinsauren (RNA oder DNA) detektiert und mittels fluoreszierender Farbstoffe
photometrisch quantifiziert werden [126]. Vor einer gRT-PCR-Analyse muss die
RNA mittels reverser Transkription in cDNA umgewandelt werden. Die qRT-PCR-
Analyse erfolgte vollstandig durch TAmMIRNA in Wien, Osterreich. Dazu wurde
zuerst die gesamte RNA der Proben, inklusive smallRNAs, von 200ul Plasma
mittels Promega miRNA Plasma/Serum kit nach Herstellerangaben (Promega,

Fitchburg, WI, USA) extrahiert. Die gesamte RNA wurde in 50ul nuklease-freiem
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Wasser herausgeldst. Die Reverse Transkription (RT) wurde in 10ul-Reaktionen
mit 2ul RNA-/Input mittels miRCURY RT kit (QIAGEN Genomic Services, Hilden,
Deutschland) durchgefuhrt. RT, bestehend aus Polyadenylierung und reverser
Transkription, wurde bei 42°C fur 60Minuten, gefolgt von Hitzeinaktivierung bei
95°C fur 5 Minuten, durchgefuhrt. Die gewonnene cDNA wurde 1:20 fir die
gPCR-Amplifikation in 10ul Reaktionen verdunnt, unter Verwendung des
mMiRCURY SYBR® Green Mastermix (QIAGEN Genomic Services, Hilden,
Deutschland). MiRCURY LNA-enhanced dual-specific microRNA primer Assays
(QIAGEN Genomic Services, Hilden, Deutschland) wurden verwendet. Die
Reaktionen wurden in 384-well-Platten durch einen epMotion Liquid Handling
Robot (Eppendorf, Osterreich) vorbereitet. Pro Probe wurden die ausgewahlten
miRNAs und drei Kontroll-Prifungen analysiert. Die Kontrollprufungen waren
synthetische Spike-In-Kontrollen, die bei der RNA-Extraktion (UniSp4), der
cDNA-Synthese (cel-miR-39) und PCR-Amplifikation (UniSp3) hinzugeflgt
wurden. Diese Kontrollen ermdglichten eine Normalisierung und Uberpriifung der
technischen Varianz der Probenentnahme und der Probenqualitat, der RNA-
Extraktion, der RT sowie der PCR-Amplifikation. Die qRT-PCR wurde im
LightCycler 480 Il (Roche, Deutschland) durchgefihrt, beginnend mit einer
zweiminutigen Aktivierung bei 95°C, gefolgt von 45 Zyklen bei 95°C fur 10
Sekunden und 60°C fur 60 Sekunden. Die Erfassung der Schmelzkurven zur
Unterscheidung zwischen miRNAs und Primer-Dimeren erfolgte nach 95°C fur
10 Sekunden mittels kontinuierlicher Akquisition zwischen 55°C and 99°C mit

einer Rampe von 0.11°C/Sekunde und 5 Akquistionen pro °C.

Cycle quantifitcation-Werte (Cg-Werte) wurden mit der Second Derivative
Maximum - Methode mit der Roche Software bestimmt. Bei der gqPCR gibt der
Cg-Wert die Anzahl der durchgefuhrten PCR-Zyklen an, bis das
Fluoreszenzsignal einen vorgegeben Schwellenwert Gberschreitet [127]. Der Cqg-
Wert ist somit ein Maly fur die Quantitdt der miRNAs in den untersuchten
Patientenproben; je grofer die Menge der miRNA, desto schneller ist der
Schwellenwert bei der Amplifikation erreicht und desto geringer ist der Cq-Wert.
Die Normierung bzw. Eichung der miRNA-Cg-Werte erfolgte, indem die Uni-
Spike-In 4 als interner Standard verwendet wurde. Uni-Spike-In 4 ist eine

synthetische miRNA, die im menschlichen Genom nicht vorkommt. Delta Cqg-
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Werte (ACq) wurden berechnet, indem die miRNA-Cq-Werte von den Uni-Spike-
In 4-Cq-Werten (UniSp4) anhand folgender Formel subtrahiert wurden:

Delta Cg-Wert (ACq) = Cq(unisp4) — CQmirNA)

Die statistische Analyse der qRT-PCR erfolgte ausschlieRlich extern durch einen
Bioinformatiker von TAMIRNA in Wien, Osterreich. Die Daten wurden als Median
mit interquatilen Rangen prasentiert. Die Datenanalyse erfolgte mittels
ungepaarten Wilcoxon-Tests (da keine Normalverteilung vorlag) mit Benjamini-
Hochberg-Korrektion fur multiple Testverfahren. Adjustierte p-Werte < 0.05
wurden als statistisch signifikant gewertet. Um die pradiktive Starke der miRNAs
als Biomarker zu charakterisieren, wurden receiver operating characteristics
(ROC)-Analysen berechnet und die AUC mit Hilfe der trapezoiden Regel mit
nicht-parametrischen 95 %-Konfidenzintervallen berechnet. Bei einer ROC-
Analyse wird die Sensitivitat auf der Y-Achse gegen 1-Spezifitat auf der X-Achse
aufgetragen; die einzelnen Messwerte des zu untersuchenden Tests werden im
Graphen aufgetragen und ergeben die ROC-Kurve [128]. Eine diagonale Linie
zwischen X-Achse und der Y-Achse bedeutet, dass der Test keine diagnostische
Gute besitzt. Bei einer AUC = 0,5 hat der Biomarker keinen prognostischen

Nutzen zur Pradiktion einer Erholung der Nierenfunktion nach AKI.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 72 Patienten der interdisziplinaren operativen Intensivstation
des Universitatsklinikums Dusseldorf mit den AKI-Stadien 2 oder 3 in die Studie
eingeschlossen. Bei einem Patienten wurde das Einverstandnis zur Studie
nachtraglich zurickgezogen, sodass dieser Patient aus der Studie
ausgeschlossen wurde. Somit wurden die Daten von insgesamt 71 Patienten
ausgewertet. Die Patienten wurden anhand des Rlckgangs des SCr auf weniger
als das 1,5-fache des Baseline-SCr innerhalb von 7 Tagen in zwei Gruppen
eingeteilt: in eine Gruppe der Patienten mit einer frihen Erholung nach AKI und
in eine Gruppe ohne fruhe Erholung der Nierenfunktion nach AKI. Als erholt
wurden nur die Patienten gewertet, die ohne ein kontinuierliches
Nierenersatzverfahren an Tag 7 einen Rickgang des SCr auf weniger als das
1,5-fache des Baseline-SCr zeigten. Die Patienten, die innerhalb der erste 7 Tage
verstarben, galten ebenfalls als nicht erholt. Von den 71 eingeschlossenen
Patienten erholten sich 18 Patienten frih, die anderen 53 Patienten erholten sich

nicht innerhalb der ersten 7 Tage nach AKI-Diagnosestellung (Abb. 4).
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Studieneinschluss:

72 Patienten mit AKI-Stadien 2/3

l 1 Patient ausgeschlossen

>

(Einwiligung widerrufen)

71 Patienten mit AKI-Stadien 2/3

\
[ \

Friihe Erholung: Persistierende AKI

18 Patienten 53 Patienten

Abb. 4: Studienverlauf und Einteilung in Gruppen

Schematische Darstellung der eingeschlossenen Patienten sowie die Einteilung in zwei
verschiedenen Gruppen anhand der Erholung der Nierenfunktion innerhalb der ersten 7 Tage
nach der AKI-Diagnosestellung. 72 Patienten wurden eingeschlossen, davon hat ein Patient
seine Einwilligung nachtraglich widerrufen. Die 71 Patienten wurden anhand des Rickgangs des
Serum-Kreatinins innerhalb von 7 Tagen in zwei Gruppen eingeteilt, in eine Gruppe mit einer
frhen Erholung und in eine Gruppe ohne Erholung nach AKI. AKI = acute kidney injury

Sowohl das Baseline-SCr sowie das SCr der Patienten an den ersten sieben
Tagen nach AKI-Diagnosestellung wurden bestimmt. In Abb. 5 ist reprasentativ
fur die Gruppe der Patienten mit friher Erholung nach AKI der Verlauf des SCr
wahrend des Krankenhausaufenthalts eines Patienten mit einer frithen Erholung
nach AKI ohne RRT dargestellt. Abb. 6 zeigt den Verlauf des SCr eines Patienten
ohne Erholung mit persistierender eingeschrankter Nierenfunktion wahrend des
Krankenhausaufenthaltes.
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Verlauf des SCr eines Patienten mit friiher
Erholung der Nierenfunktion

3,5

2,5

15

SCr [mg/dl]

0,5

Baseline Tag0 Tagl Tag2 Tag3 Tagd4 Tag5 Tag6 Tag7

Abb. 5: Verlauf des Serum-Kreatinins bei einem Patienten mit frither Erholung der

Nierenfunktion
Darstellung des Serum-Kreatinins (SCr) in mg/dl wahrend des Krankenhausaufenthaltes eines

Patienten mit einer friihen Erholung der Nierenfunktion nach AKI (acute kidney injury)
dl = Deziliter; mg = Milligramm; SCr = Serum-Kreatinin

Verlauf des SCr eines Patienten ohne Erholung
der Nierenfunktion
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Abbildung 6: Verlauf des Serum-Kreatinins bei einem Patienten ohne Erholung der

Nierenfunktion
Verlauf des Serum-Kreatinins (SCr) in mg/dl wahrend des Krankenhausaufenthaltes eines

Patienten mit ausbleibender Erholung der Nierenfunktion
dl = Deziliter; mg = Milligramm; SCr = Serum-Kreatinin
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3.2 Demographische und klinische Daten

3.2.1 Patientencharakteristika

Das Patientenkollektiv setze sich zu 27 % aus Frauen (19 Frauen) und zu 73%
aus Mannern (52 Manner) zusammen (Tabelle 6). Die Gruppe der Patienten mit
einer frihen Erholung bestand aus 4 Frauen und 14 Mannern, die Gruppe ohne
Erholung aus 15 Frauen und 38 Mannern. Insgesamt 73 % (38 Patienten) der
Manner erholten sich nicht nach AKI, bei den Frauen erholten sich 78 % (15
Patientinnen) nicht. Die Patienten waren zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses
zwischen 28 und 90 Jahre alt. Das mediane Alter betrug 73 Jahre bei den
Patienten mit friher Erholung und bei den Patienten ohne Erholung betrug das
mediane Alter 68 Jahre. Der BMI lag zwischen 16,98 kg/m? und 45,11 kg/m?. Der
mittlere BMI betrug in der Gruppe ohne Erholung 27,8 kg/m? und in der Gruppe
mit frher Erholung 26,2 kg/m?. Mit einem BMI von mehr als 30 kg/m? waren 28 %
der Patienten Ubergewichtig (Tabelle 6). Es gab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf das Alter, die GrofRe, das Gewicht
und den BMI.

. L Gesamt Keine Erholung | Friihe Erholung | p-Wert
Patientencharakteristika
(n=71) (n=53) (n=18)

Alter [Jahre], Mittelwert (Median) + SD 68 (69) + 12,2 67 (68) + 13,0 71(73) + 9,04 0,318
Frauen, Anzahl (%) 19 (27) 15 (79) 4 (21) 0,762
GroRe [cm], Mittelwert + SD 1,75+ 0,96 1,74 £ 0,098 1,77 £ 0,086 0,219
Gewicht [kg], Mittelwert (Median) + SD 84 (80) + 22,6 85 (80) + 23,8 82 (80) + 18,9 0,963
BMI [kg/m?], Mittelwert + SD 27,2+5,48 27,8 £5,74 26,2+ 5,37 0,296

Tabelle 6: Patientencharakteristika

Darstellung der Patientencharakteristika als absolute Anzahl und in Prozent (%), als Mittelwerte
+ Standardabweichung (SD) und als Median fir nicht-parametrischen Daten. Die Patienten
wurden unterteilt in die gesamte Studienpopulation, in die Gruppe ohne und in die Gruppe mit
einer frihen Erholung der Nierenfunktion. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant. BMI =
Body Mass Index; cm = Zentimeter; kg = Kilogramm; m? = Quadratmeter; n = Anzahl der
Patienten; SD = Standardabweichung (standard deviation)

Die Patienten der Studie waren multimorbide und wurden mit multiplen
Medikamenten vorbehandelt. Bei der Erfassung der Vormedikationen bestand
nur ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen bei
der Einnahme von Betablockern (p = 0,015) (Tabelle 7). In der Gruppe der
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Patienten ohne Erholung nach AKI nahmen 66 % der Patienten Betablocker ein,
in der Gruppe mit Erholung waren bei 33 % der Patienten Betablocker in der
Vormedikation enthalten. Insgesamt wurden 54 (76 %) der Patienten operativ
versorgt (40 Patienten ohne Erholung und 14 Patienten mit einer Erholung), bei
den anderen 17 Patienten (24 %) erfolgte keine operative Versorgung (Tabelle
7). Insgesamt waren 21 % aller Patienten bereits vor Studieneinschluss an einer
CKD erkrankt (15 von 51 Patienten, davon 4 der Patienten mit friher Erholung
und 11 der Patienten ohne Erholung). Insgesamt 32 % der Patienten waren
herzinsuffizient (24 von 71 Patienten, davon 4 Patienten mit Erholung und 10
Patienten mit ausbleibender Erholung) und 63 % litten an einem arteriellen
Hypertonus (45 von 71 Patienten, davon 11 der erholten Patienten und 34 der
Patienten ohne Erholung). In der Gruppe ohne Erholung nach AKI waren 36 %
der Patienten Diabetiker, 15 % litten an einer chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD). Von den erholten Patienten waren 33 % der
Patienten Diabetiker und 17 % litten an einer COPD (Tabelle 8). In der Gruppe
der Patienten mit ausbleibender Erholung litten 30 % der Patienten zum Zeitpunkt
des Studieneinschlusses oder in der Vergangenheit an einer malignen
Tumorerkrankung; bei den Patienten mit friher Erholung litten 44 % der Patienten
an einer Tumorerkrankung. Keine der Vorerkrankungen unterschied sich

signifikant zwischen den beiden beobachteten Patientengruppen (Tabelle 8).

Patientencharakteristika Gesamt Keine Erholung Frithe Erholung p-Wert
(n=71) (n=53) (n=18)
Vormedikation, Anzahl (%)
Betablocker 41 (58) 35 (66) 6 (33) 0,015
Diuretika 32 (45) 22 (42) 10 (56) 0,301
NSAR 8 (11) 4(8) 4(22) 0,189
Kortikosteroide 9 (13) 8 (15) 1(6) 0,432
Operative
54 (76) 40 (76) 14 (78) 1
Versorgung, Anzahl (%)

Tabelle 7: Vormedikation und Anzahl der Patienten mit einer operativen Versorgung

Vormedikation der Patienten sowie die Anzahl der Patienten mit einer operativen Versorgung
dargestellt als Anzahl und in Prozent (%). Es wurden die Werte der gesamten Studienpopulation,
der Patienten mit friher Erholung der Nierenfunktion und der Patienten ohne Erholung der
Nierenfunktion nach AKI verglichen. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant

n = Anzahl der Patienten; NSAR = nicht steroidale Antirheumatika
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Patientencharakteristika | Gesamt | Keine Erholung | Friihe Erholung p-Wert
(n=71) (n=53) (n=18)

Vorerkrankungen, Anzahl (%)
Ubergewicht, BMI > 30 20 (28) 15 (28) 5 (28) 0,966
kg/m?
CKD 15 (21) 11 (21) 4 (22) 1
Z.n. AKI 5(7) 3(6) 2(11) 0,595
Herzinsuffizienz 23 (32) 19 (36) 4 (22) 0,387
arterieller Hypertonus 45 (63) 34 (64) 11 (61) 0,817
Diabetes mellitus 25 (35) 19 (36) 6 (33) 0,847
COPD 11 (16) 8 (15) 3(17) 1
Maligne 24 (34) 16 (30) 8 (44) 0,269
Tumorerkrankung

Tabelle 8: Vorerkrankungen und Vormedikationen

Vorerkrankungen der Studienpopulation dargestellt als Anzahl und in Prozent (%). Es wurden die
Werte der gesamten Studienpopulation, der Patienten mit friiher Erholung der Nierenfunktion und
der Patienten ohne Erholung der Nierenfunktion nach AKI verglichen. P-Werte < 0,05 galten als
statistisch signifikant. BMI = body mass index; CKD = chronic kidney disease; COPD = chronisch
obstruktive Lungenerkrankung; n = Anzahl der Patienten; Z.n. AKI = Zustand nach acute kidney
injury

Aufgrund einer Multimorbiditat der eingeschlossenen Patienten mit vielen
potenziellen Einflissen auf die Nierenfunktion wurden die wahrscheinlichsten
Ursachen fur eine AKI erfasst. Eine am ehesten kardiochirurgisch assoziierte AKI
(cardiac surgery associated acute kidney injury, CSA-AKI) entwickelten 27
Patienten (38 %); 20 Patienten aus der Gruppe der Patienten, die sich nicht
erholten und 7 Patienten aus der Gruppe mit Erholung. Einen grof3en nicht-
kardiochirurgischen Eingriff (darunter abdominelle Eingriffe und eine
Thrombektomie bei einem GefalRverschluss der Hand) erhielten 16 Patienten
(23 %). Insgesamt 15 Patienten (21 %) erlitten eine AKI im Rahmen einer Sepsis
und nur 2 Patienten (3 %) entwickelten eine AKI am ehesten durch
Kontrastmittelexposition in Kombination mit einer operativen Versorgung.
Insgesamt entwickelten 5 von 71 Patienten (7 %) eine AKI aufgrund eines
kardiogenen Schocks ohne operative Versorgung (Abb. 7). Weitere Ursachen fur
eine AKI, beispielsweise im Rahmen einer Pneumonie, einer Blutung oder einer
Reanimation, wurden in Abb. 7 als sonstige Ursachen zusammengefasst.
Unabhangig von der AKI-Ursache benotigten 9 Patienten im Verlauf ihres

Krankenhausaufenthaltes ein Extracorporeal Life Support System (ECLS).
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sonstige AKI-Ursache
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7% = Sepsis = CSA-AKI
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kardiogener Schock = nicht-kardiochirurgische OP

= Kontrastmittelexpostition + OP = sonstige Ursachen

Abb. 7: Wahrscheinliche Ursache fiir eine AKI in der Studienpopulation

Verteilung der wahrscheinlichen Ursache fur eine AKI in der Studienpopulation dargestellt in
Prozent (%). AKI = acute kidney injury, CSA-AKI = cardiac surgery associated acute kidney
injury, OP = Operation

3.2.2 Blutgasanalysen, Elektrolyte und Saure-Base-Haushalt

Da nicht alle Patienten zu den 4 gemessenen Zeitpunkten Uber einen arteriellen
oder zentralvenosen Katheter verfugten, manche Patienten bereits verlegt
wurden oder verstorben sind, konnten nicht von allen Patienten BGAs
entnommen werden. In den BGAs waren die Kaliumwerte an allen 4 Tagen in der
Gruppe ohne Erholung nach AKI statistisch signifikant erhoht (Tabelle 9). Das
mediane Kalium lag am ersten Tag bei 5,0 mmol/l in der Gruppe der erholten
Patienten, bei den nicht-erholten Patienten lag das mediane Kalium am ersten
Tag bei 4,85 mmol/l. Auch am 7. Tag nach AKI war das Kalium in der Gruppe
ohne Erholung statistisch signifikant hoher als in der Gruppe mit friher Erholung
nach AKI (p < 0,001) mit einem medianen Kalium-Wert von 4,9 mmol/l bei
Patienten ohne Erholung vs. 4,1 mmol/l bei den friih erholten Patienten. Weder
die Natrium-Werte noch der BaseExcess beider Gruppen unterschieden sich zu
den beobachteten Zeitpunkten signifikant (Tabelle 9). Die Patienten mit
ausbleibender Erholung hatten an den ersten drei Tagen nach AKI ein statistisch
signifikant erhdhtes Laktat (p = 0,001; p = 0,04 und p = 0,02). Am 7. Tag nach
AKI bestand kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den gemessenen

Laktatwerten zwischen den beiden Gruppen (Tabelle 9).
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Parameter Keine Erholung (n=53) Friihe Erholung (n=18) p-Wert
Mittelwert £ SD | Median Anzahl Mittelwert £ SD | Median | Anzahl der
der Daten Daten
BaseExcess
[mmol/l]
Tag 0 -0,98 + 4,58 -0,80 52 -0,43 + 3,77 -0,25 16 0,649
Tag 1 -0,32 £ 3,20 -0,55 50 0,74 +4,08 0,4 15 0,460
Tag 2 0,32+3,72 0 49 1,61+£4,18 1,05 14 0,212
Tag 7 -1,08 £ 3,24 -1,40 38 0,04 +4,37 -1,20 8 0,685
Kalium [mmol/l]
Tag 0 5,09 + 0,48 5,00 53 4,78 + 0,41 4,85 18 0,041
Tag 1 5,09 + 0,35 5,10 50 4,64 +0,45 4,60 17 < 0,001
Tag 2 5,03+ 0,37 5,00 49 4,79 +0,39 4,90 15 0,044
Tag 7 4,91 +0,46 4,90 43 4,28 + 0,62 4,10 17 < 0,001
Natrium[mmol/l]
Tag 0 141 £ 6,45 140 53 140 £ 5,50 140 18 0,705
Tag 1 142 £ 6,34 140 50 139 £ 5,72 139 17 0,263
Tag 2 142 + 7,36 141 49 141 £ 5,84 140 15 0,494
Tag 7 142 + 8,99 139 43 139 £ 6,78 139 16 0,326
Laktat [mmol/l]
Tag 0 4,07 +4,12 2,65 52 1,82 £ 1,36 1,50 17 0,001
Tag 1 2,82 +2,62 1,95 50 1,50 £ 0,77 1,40 16 0,004
Tag 2 2,81+ 2,60 2,10 49 1,39 £ 0,64 1,35 14 0,002
Tag 7 2,07 £ 1,24 1,75 40 1,63 £0,99 1,30 11 0,155

Tabelle 9: Blutgasanalysen und Elektrolyte der Patienten im Verlauf

Blutgasanalysen dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (SD) und als Median fur nicht-
parametrische Daten an 4 Messzeitpunkten (Tag 0, Tag 1, Tag 2 und Tag 7 nach AKI-
Diagnosestellung (acute kidney injury, AKl). Verglichen wurden die Werte der Patienten mit einer
frihen Erholung und ohne Erholung nach AKI. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant.
Die Anzahl der erfassten Daten wurde dokumentiert. AKI = acute kidney injury; mmol/l = Millimol
pro Liter; n = Anzahl der Patienten; SD = standard deviation (Standardabweichung)

An Tag O (p = 0,047), an Tag 2 (p = 0,003) und an Tag 7 (p = 0,003) nach AKI
bendtigten die Patienten der Gruppe ohne Erholung eine statistisch signifikant
hdhere inspiratorische Sauerstoffzufuhr als Patienten mit friher Erholung nach
AKI. Die Sauerstoffsattigung der Patienten in der Gruppe mit Erholung nach AKI
unterschied sich an keinem Tag signifikant von der Sauerstoffsattigung der
Patienten ohne Erholung (Tabelle 10). Auch im paO2 und paCO2 gab es an
keinem Tag einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten

Gruppen.
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Parameter Keine Erholung (n=53) Friihe Erholung (n=18) p-Wert
Mittelwert £ | Median | Anzahl der | Mittelwert + Median Anzahl der
SD Daten SD Daten
pH-Wert
Tag 0 7,35+ 0,09 7,36 52 7,37 £ 0,05 7,37 16 0,582
Tag 1 7,37 £ 0,06 7,39 50 7,40 £ 0,04 7,41 15 0,157
Tag 2 7,38 £ 0,06 7,39 49 7,41+ 0,05 7,42 14 0,132
Tag 7 7,38 £ 0,09 7,40 38 7,44 £ 0,08 7,45 8 0,042
paO; [mmHg]
Tag 0 77,0+ 16,0 74,1 52 70,7 £10,5 69,7 16 0,253
Tag 1 73,5+12,8 74,6 50 72,5+10,3 73,8 15 0,950
Tag 2 73,8+ 11,9 73,1 49 69,0 + 8,2 67,9 14 0,162
Tag 7 73,7+11,2 73,2 38 68,4 + 8,86 66,1 8 0,135
paCO, [mmHg]
Tag 0 359+5,16 52 35,6 £6,27 16 0,836
Tag 1 36,3+ 5,67 50 36,2 +£7,09 15 0,936
Tag 2 35,8 +4,21 49 35,9+7,68 14 0,937
Tag 7 33,8+5,78 38 31,4 £7,98 8 0,310
Sa0; [%]
Tag 0 93,8 +4,03 94,9 52 93,5 + 3,86 94,1 16 0,534
Tag 1 93,7 + 3,60 94,6 50 94,3+2,83 94,6 15 0,858
Tag 2 93,3+ 4,05 94,2 49 92,7 + 3,61 93,9 14 0,333
Tag 7 93,5+5,74 94,5 38 93,8+ 1,38 94,0 8 0,460
FiO; [%]
Tag 0 0,58 + 0,23 0,50 52 0,47 £ 0,19 0,44 18 0,047
Tag 1 0,52+ 0,23 0,44 50 0,43 +0,24 0,36 18 0,099
Tag 2 0,50 + 0,21 0,45 49 0,35+ 0,22 0,21 18 0,003
Tag 7 0,45+ 0,20 0,40 43 0,29+0,13 0,21 17 0,003

Tabelle 10: Blutgasanalysen und Sauerstoffzufuhr der Patienten im Verlauf
Blutgasanalysen dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (SD) und als Median fur nicht-
parametrische Daten an 4 Messzeitpunkten (Tag 0, Tag 1, Tag 2 und Tag 7 nach AKI-
Diagnosestellung) (acute kidney injury, AKI). Verglichen wurden die Werte der Patienten mit einer
frihen Erholung und ohne Erholung nach AKI. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant.
Die Anzahl der erfassten Daten wurde dokumentiert. AKI = acute kidney injury; FiO2 =
inspiratorische Sauerstofffraktion; mmHg = Millimeter-Quecksilbersaule; mmol/l = Millimol pro
Liter; n= Anzahl der Patienten; paO2 = arterieller Sauerstoffpartialdruck; paCO2 = arterieller
Kohlendioxidpartialdruck; SaO2 = Sauerstoffsattigung; SD = standard deviation
(Standardabweichung)

3.2.3 Laborparameter

a) AKI-Diagnosestellung
Die AKI-Diagnosestellung erfolgte durch den behandelnden Intensivmediziner
der interdisziplinaren operativen Intensivstation anhand der KDIGO-Kriterien. Bei
insgesamt 9 % aller Patienten ohne Erholung der Nierenfunktion war die
Urinausscheidung so gering, dass aufgrund einer Oligurie ein AKI-Stadium 2
oder 3 erreicht wurde (Tabelle 11). Ein Anstieg des SCr mit Erreichen eines AKI-
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Stadiums 2 oder 3 traf bei insgesamt 51 % aller Patienten ohne Erholung zu; bei
9 Patienten mit persistierendem Nierenschaden wurde die AKI-Diagnose sowohl
anhand des SCr als auch anhand der Urinausscheidung gestellt. Ein statistisch
signifikanter Unterschied bei der AKI-Diagnosestellung zwischen den beiden
Gruppen bestand fur keines der vorliegenden Kriterien. Bei 23 % der Patienten
mit ausbleibender Erholung lag am Tag der AKI-Diagnosestellung eine absolute
Dialyseindikation vor (p = 0,029) (Tabelle 11).

Keine Erholung Friihe Erholung p-Wert
(n=53) (n=18)

Diagnosestellung aufgrund

von, Anzahl (%)
Oligurie 5 (9) 3(17) 0,409
Serum-Kreatin 27(51) 13 (72) 0,116
Oligurie und Serum- 9(17) 2(11) 0,718
Kreatinin
Absolute RRT-Indikation, 12 (23) 0(0) 0,029

Tabelle 11: AKI-Diagnosestellung

Darstellung der Diagnosestellung der AKI aufgrund von vier Kriterien als Anzahl und in Prozent
(%). Verglichen wurden die Werte zwischen den Patienten mit einer friihen und ohne Erholung
nach AKI. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant. n = Anzahl der Patienten; RRT = renal
replacement therapy

b) Parameter der Nierenfunktion

Bei 42 Patienten lag bei Diagnosestellung ein AKI-Stadium 2 vor; bei 29
Patienten ein AKI-Stadium 3. Unter einem AKI-Stadium 2 litten 60 % der
Patienten ohne Erholung und 61 % der Patienten mit Erholung der
Nierenfunktion. Ein AKI-Stadium 3 wurde bei 40% der Patienten mit
persistierender AKI bzw. bei 39 % der erholten Patienten diagnostiziert. Somit
war der Schweregrad der AKI in beiden Patientengruppen ahnlich verteilt ohne
signifikanten Unterschied. Nur am 7. Tag nach AKI-Diagnosestellung war das
SCr bei den Patienten mit einer frihen Erholung der Nierenfunktion signifikant
niedriger. Die Mittelwerte des Baseline-SCr lagen in beiden Gruppen bei 1,1
mg/dl, ohne statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,9) (Tabelle 12).
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Parameter Keine Erholung Friihe p-Wert
(n=53) Erholung
(n=18)
AKI-Stadium 2, Anzahl (%) 32 (60) 11(61) 0,956
AKI-Stadium 3, Anzahl (%) 21 (40) 7 (39) 0,956
AKI-Stadium, Mittelwert (Median) + SD 2,4 (2,0)+ 0,49 2,39(2,00£0,5 0,963
Baseline-Kreatinin [mg/dl], Mittelwert + SD 1,10 £ 0,29 1,10 £ 0,25 0,935

Tabelle 12: AKI-Stadien und Baseline-Kreatinin

Darstellung der AKI-Stadien der Patienten mit friher und ohne Erholung der Nierenfunktion nach
AKI als Anzahl und in Prozent (%) sowie als Mittelwert + Standardabweichung (SD) und Median
fur nicht-parametrische Daten. Verglichen wurden die Werte der Patienten mit einer friilhen
Erholung und ohne Erholung nach AKI. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant.

AKI = acute kidney injury; dl= Deziliter; GFR = Glomerulare Filtrationsrate; h = hour; kg =
Kilogramm; | = Liter; M = Mittelwert; ml = Milliliter; n= Anzahl der Patienten; SD =
Standardabweichung (standard deviation)

Zwischen den SCr-Werten und der GFR an Tag 0, 1 und 2 gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Nur am 7. Tag nach
AKI war das SCr in der Gruppe mit ausbleibender Erholung statistisch signifikant
erhoht (p = 0,024) und die GFR statistisch signifikant erniedrigt (p = 0,04). Das
mediane SCr betrug in der Gruppe mit Erholung am 7. Tag 1,22 mg/dl und in der
Gruppe ohne Erholung 1,60 mg/dl (Tabelle 13). Der Harnstoff war ebenfalls am
7. Tag nach AKI bei den erholten Patienten signifikant niedriger als bei den
Patienten ohne Erholung (p = 0,002). Das CysC sowie die CystatinC-GFR am 7.
Tag wurde bei wenigen Patienten bestimmt, sodass keine statistische Analyse
mdglich war. An allen vier Messzeitpunkten war die Diurese in der Gruppe der
Patienten ohne Erholung nach AKI signifikant reduziert (Tabelle 13). Am Tag der
AKI-Diagnosestellung lag die mediane Diurese bei den Patienten ohne Erholung
bei 1,11 ml/kg/h; bei den erholten Patienten betrug die mediane Diurese 1,69
ml/kg/h. Am 7. Tag nach AKI lag die mediane Diurese von 0,88 mi/kg/h bei den
erholten Patienten mit 1,63 ml/kg/h signifikant Uber der medianen Diurese bei
den Patienten mit ausbleibender Erholung (p = 0,002). An allen beobachteten
Zeitpunkten wurden die Patienten in beiden Gruppen im Mittel negativ bilanziert,
jedoch ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den Patienten mit
persistierender Nierenschadigung und den Patienten mit einer schnellen
Erholung der Nierenfunktion. Das SCr an Tag 0, 1 und 2 unterschied sich nicht

signifikant zwischen den beiden Patientengruppen (Tabelle 13).
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Parameter Keine Erholung (n=53) Friihe Erholung (n=18) p-
Mittelwert + | Median | Anzahl der Mittelwert £ Median | Anzahl der Wert
SD Daten SD Daten
Serum-Kreatinin
[mg/dl]
Tag 0 2,99+1,23 2,70 53 2,77 £ 0,97 2.76 18 0,706
Tag 2,76 £ 1,06 2,62 50 2,40 +0,76 2,55 18 0,320
Tag 2 2,52+1,14 2,39 50 2,08 + 0,68 2,15 18 0,198
Tag 7 1,93+ 1,04 1,60 43 1,26 + 0,41 1,22 15 0,024
GFR [ml/min]
Tag 0 22,9 +£9,67 21,0 53 256+17,4 20,5 18 0,931
Tag 1 26,2+ 14,4 23,5 50 30,3+22,2 22,0 18 0,626
Tag 2 32,1+20,3 25,5 50 36,2+ 24,6 28,5 18 0,377
Tag 7 43,2+22,6 38,0 43 58,5+ 25,5 55,0 15 0,040
Harnstoff [mg/dI]
Tag 0 111 £ 55 98 53 104 + 64 95 18 0,504
Tag 1 107 + 46 105 50 103 £42 103 18 0,667
Tag 2 102 + 53 104 50 98 + 32 93 18 0,762
Tag 7 95 + 41 86 43 63 +29 60 15 0,001
Cystatin C [mg/l]
Tag 0 3,24 £1,13 2,93 30 2,76 £ 0,77 2,58 13 0,173
Tag 1 3,17 +£0,83 3,06 21 2,72+0,48 2,52 0,242
Tag 2 2,70+ 0,33 2,67 4 2,48 +0,79 2,83 1,0
CystatinC-GFR
[ml/min]
Tag 0 20+ 12 18 30 22+8 22 13 0,198
Tag 1 18+6 18 21 21+4 22 0,267
Tag 2 214 22 4 26+ 15 19 1,0
Diurese [ml/kg/h]
Tag 0 1,01+0,85 1,12 51 1,87 £ 1,27 1,69 17 0,007
Tag 1 1,08 £ 0,99 0,85 50 2,07 £1,82 1,53 17 0,030
Tag 2 1,04 + 1,02 0,89 49 2,40 +1,57 2,05 14 0,001
Tag 7 0,87 £0,74 0,88 42 1,94 + 0,91 1,63 10 0,002
Fliissigkeitsbilanz
[ml/24h]
Tag 0 1268 + 2829 777 51 -261 £ 1961 -59 17 0,087
Tag 1 -746 £ 1789 -855 50 -423 + 2140 -310 17 0,508
Tag 2 -689 + 1863 -728 48 -1241 + 1865 -879 14 0,506
Tag 7 -353 £ 1079 -142 40 -167 + 1199 -266 11 0,689

Tabelle 13: Parameter der Nierenfunktion im Verlauf

Darstellung relevanter Parameter der Nierenfunktion der Patienten mit friher und ohne Erholung
der Nierenfunktion an Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI-Diagnosestellung als Mittelwert +
Standardabweichung (SD) und als Median fiir nicht-parametrische Daten. P-Werte < 0,05 galten
als statistisch signifikant. Dargestellt wurde zudem die Anzahl der erfassten Daten in beiden
Gruppen zum beobachteten Zeitpunkt. AKI = acute kidney injury; dl = Deziliter; GFR =
Glomerulare Filtrationsrate; h = hour; kg = Kilogramm; | = Liter; ml = Milliliter; n = Anzahl der
Patienten; SD = Standardabweichung (standard deviation)
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c) Parameter einer Infektion und Sepsis

Die Leukozyten waren in der Gruppe ohne Erholung nach AKI an 3
Messzeitpunkten (Tag 1, 2 und 7 nach AKI-Diagnosestellung) signifikant hoher
als in der Gruppe, die sich schnell erholt hat (Tabelle 14). An Tag 7 betrug die
mediane Anzahl der Leukozyten bei den Patienten mit persistierendem
Nierenschaden 16,3 x 10%/1; bei den Patienten mit einer schnellen Erholung nach
AKI betrug die mediane Anzahl der Leukozyten 10,1 x 10%I. Die gemessenen
Temperaturen und das CRP in beiden Gruppen unterschieden sich zu keinem
Zeitpunkt signifikant. Das mediane CRP lag in beiden Gruppen an allen
gemessenen Zeitpunkten Uber dem Normalwert von 0,5mg/dl. Auch das mediane
PCT lag in beiden Gruppen zu jedem beobachteten Zeitpunkt Uber dem
Normalwert von 0,5 ng/ml. Das mediane PCT an Tag 1 betrug 10,1 ng/ml und
am zweiten Tag 7,8 ng/ml bei den Patienten ohne Erholung der Nierenfunktion.
Bei den Patienten in der Gruppe mit frGher Erholung nach AKI betrug das
mediane PCT an Tag 1 nach AKI 1,5 ng/ml und an Tag 2 nach AKI 1,4 ng/ml.
Das PCT war bei den Patienten mit ausbleibender Erholung zu beiden
Zeitpunkten signifikant hoher als in der Gruppe der Patienten mit Erholung (Tag
1: p = 0,008 und Tag 2: p = 0,007). Am 1. Tag und am 7. Tag nach AKI-
Diagnosestellung wurden zu wenig IL-6-Werte bestimmt, sodass eine statistische
Analyse nicht moglich war. Zu den anderen Zeitpunkten gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den gemessenen IL-6-Werten zwischen den
Patienten mit oder ohne Erholung (Tabelle 14). Insgesamt waren am Tag der
AKI-Diagnosestellung der Mittelwert des PCT mit 19,6 ng/ml und der Mittelwert
des IL-6 mit 5363 ng/ml bei den Patienten mit persistierendem Nierenschaden
und mit einem Mittelwert des PCT von 6,7 ng/ml und des IL-6 von 271 ng/ml bei

den erholten Patienten am hochsten.
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Parameter Keine Erholung (n=53) Friihe Erholung (n=18) p-Wert
Mittelwert £ | Median | Anzahl Mittelwert £ | Median | Anzahl
SD der SD der
Daten Daten
Leukozyten
[x10°/1]
Tag 0 17,1+ 10,2 14,8 53 15,0 £ 7,39 13,0 18 0,570
Tag 1 17,1+8,9 15,4 51 12,8 + 7,87 11,9 18 0,029
Tag 2 18,8 £ 12,3 15,0 50 11,8 £ 11,0 9,1 18 <0,001
Tag 7 18,2+8,9 16,3 43 12,0+£4,9 10,1 16 0,008
Temperatur [°C]
Tag 0 37,7+0,87 37,6 52 37,4 +0,64 37,3 17 0,322
Tag 1 37,5+0,77 37,3 50 37,1+0,61 37,1 16 0,197
Tag 2 37,6 +0,82 37,5 48 37,4+0,79 37,3 15 0,467
Tag 7 37,5+0,88 37,4 42 37,4+£0,62 37,4 17 0,962
CRP [mg/dI]
Tag 0 19,3+12,3 18,7 53 17,3+11,8 13,5 18 0,526
Tag 1 21,3+12,0 23,0 51 156+ 11,4 12,0 18 0,089
Tag 2 19,5+12,3 17,8 50 13,9+ 10,9 10,8 17 0,110
Tag 7 10,9+7,9 8,0 43 10,2+9,5 53 15 0,303
PCT [ng/ml]
Tag 0 19,6 + 25,3 10,0 40 6,7+8,3 3,1 11 0,080
Tag 1 18,8 £ 25,3 10,1 45 46 +5,7 1,5 11 0,008
Tag 2 16,4 + 25,0 7,8 38 26+3,2 1,4 8 0,007
Tag 7 7,3+15,5 3,4 24 21+28 21 2 0,471
IL-6 [ng/ml]
Tag 0 5363 + 12658 757 17 271+ 233 205 5 0,137
Tag 2 405 + 473 279 13 68 + 37 73 3 0,139

Tabelle 14: Parameter einer Infektion und Sepsis

Darstellung der infektiologischen Parameter an Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI (acute kidney injury)
als Mittelwert + Standardabweichung und als Median fur nicht-parametrischen Daten. Verglichen
wurden die Werte zwischen den Patienten mit einer friihen und ohne Erholung nach AKI. P-Werte
< 0,05 galten als statistisch signifikant. Dargestellt wurde zudem die Anzahl der erfassten Daten
in beiden Gruppen zum beobachteten Zeitpunkt. C = Celsius; CRP = C-reaktives Protein; IL-6 =
Interleukin 6; M = Mittelwert; mg = Miligramm; ml = Milliliter; n = Anzahl der Patienten; ng =
Nanogramm; PCT = Procalcitonin; SD = Standardabweichung (standard deviation)

d) Parameter der Kreislauffunktion
Die Patienten der Gruppe ohne Erholung nach AKI bendtigten an allen vier
beobachteten Tagen mehr medikamentése Kreislaufunterstitzung als die
Patienten mit Erholung nach AKI (Tabelle 15). Die infundierte Rate von
Noradrenalin war an allen vier Tagen bei den nicht erholten Patienten statistisch
signifikant hoher als die Raten bei den erholten Patienten. Auch die notwendigen

Epinephrin-Raten waren an Tag 0 (p = 0,023) und Tag 1 (p = 0,0496) nach AKI
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bei den Patienten ohne Erholung statistisch signifikant héher als in der Gruppe
der Patienten, die sich erholt haben. Am Tag der AKI-Diagnosestellung
bendtigten die Patienten beider Gruppen am meisten Kreislaufunterstutzung.
Uber die nachfolgenden Tage stabilisierte sich der Kreislauf in beiden Gruppen
mit weniger notwendiger Kreislaufunterstlitzung. Die mittlere Noradrenalin-Rate
der Patienten ohne Erholung betrug am Tag der Diagnosestellung 0,306
pg/kg/min und am 7. Tag 0,109 pg/kg/min. Am Tag der AKI-Diagnosestellung
betrug der Mittelwert der Noradrenalin-Rate bei den Patienten mit Erholung 0,097
pg/kg/min und am 7. Tag 0,019 ug/kg/min. Die Herzfrequenz unterschied sich an
Tag 1 statistisch signifikant (p = 0,033) zwischen den beobachteten Gruppen mit
einer hoheren medianen Herzfrequenz bei den Patienten mit persistierendem
Nierenschaden. An Tag 7 nach AKI-Diagnosestellung hatten die Patienten ohne
Erholung nach AKI eine niedrigeren MAD als in der Erholungsgruppe (p = 0,003)
mit héheren notwendigen Katecholamin-Laufraten zur
Blutdruckaufrechterhaltung (Tabelle 15). Der MAD war am siebten Tag nach AKI
bei den Patienten mit persistierender Nierenschadigung signifikant niedriger als
bei den Patienten mit einer frihen Erholung nach AKI (p = 0,003). An den
anderen drei Zeitpunkten gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen dem

MAD in den beiden Gruppen.
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Parameter Keine Erholung Frithe Erholung p-Wert
Mittelwert £ | Median | Anzahl | Mittelwert+ | Median | Anzahl
SD der SD der
Daten Daten
HF [Schlage/min]
Tag 0 110 £ 27 100 52 97 £ 17 95 17 0,088
Tag 1 106 + 24 102 50 93+18 90 17 0,033
Tag 2 100 £ 21 98 49 97 £ 22 94 17 0,382
Tag7 101 £ 22 95 43 92+20 90 16 0,255
MAD [mmHg]
Tag 0 638 62 52 637 61 17 0,872
Tag 1 66 +7 65 50 65+8 62 17 0,479
Tag 2 66+9 65 49 72+ 14 70 17 0,118
Tag 7 65+ 13 61 43 78+ 15 81 16 0,003
Noradrenalin
[ng/kg/min]
Tag 0 0,31+0,37 0,18 52 0,10+ 0,15 0,02 18 0,007
Tag 1 0,20 + 0,24 0,14 50 0,07 + 0,13 0 18 0,009
Tag 2 0,18 £ 0,29 0,07 49 0,04 +£ 0,08 0 18 0,017
Tag 7 0,11+ 0,16 0,04 43 0,02 + 0,06 0 17 0,003
Epinephrin
[ng/kg/min]
Tag 0 0,04 + 0,08 0 52 0,004 + 0,01 0 18 0,023
Tag 1 0,03 + 0,06 0 50 0,003 £ 0,01 0 18 0,0496
Tag 2 0,03 + 0,06 0 49 0,003 + 0,01 0 18 0,060
Tag 7 0,01 + 0,03 0 43 0,003 £ 0,01 0 17 0,508

Tabelle 15: Kreislaufspezifische Parameter

Darstellung von kreislaufspezifischen Parametern an 4 Beobachtungszeitpunkten (Tag 0, 1, 2
und 7 nach AKI (acute kidney injury) als Mittelwerte + Standardabweichung und als Median fir
nicht-parametrischen Daten. Dargestellt wurde zudem die Anzahl der erfassten Daten in beiden
Gruppen zum beobachteten Zeitpunkt. Verglichen wurden die Werte zwischen den Patienten mit
einer frihen und ohne Erholung nach AKI. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant. HF =
Herzfrequenz; kg = Kilogramm; MAD = mittlerer arterieller Druck; min = Minute; mmHg =
Millimeter-Quecksilbersaule; n = Anzahl der Patienten; SD = Standardabweichung (standard
deviation); ug = Mikrogramm;

e) Parameter der Blutgerinnung und Hadmoglobin
Der Quick war an Tag 0, 1 und 2 bei den Patienten ohne Erholung nach AKI
signifikant niedriger als bei den Patienten mit einer schnellen Erholung (Tabelle
16). Die pTT war an den ersten drei Tagen nach AKI-Diagnosestellung bei den
Patienten mit ausbleibender Erholung statistisch signifikant erhéht. Die Anzahl
der Thrombozyten unterschied sich an keinem Tag signifikant. Der Hb war an

Tag 0 und an Tag 1 nach AKI-Diagnosestellung bei den Patienten mit
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persistierendem Nierenschaden statistisch signifikant hdher (Tag 1: p = 0,026;
Tag 1: p = 0,047) (Tabelle 16).

Parameter Keine Erholung (n=53) Frihe Erholung (n=18) p-Wert
Mittelwert | Median | Anzahl | Mittelwert + | Median | Anzahl
+ SD der SD der
Daten Daten
Quick [%]
Tag 0 53,6 + 13,1 53 69,1+ 19,1 18 < 0,001
Tag 1 56,4 £ 13,0 52 719+21,2 18 <0,001
Tag 2 58,1+ 13,2 50 73,4 +219 17 0,001
Tag 7 61,6 £ 13,3 43 68,6 + 13,9 15 0,087
pTT [Sekunden]
Tag 0 41,5+18,4 35,0 53 33,1+ 11,8 30,5 18 0,021
Tag 1 39,3+14,2 35,0 51 32,2+121 29,0 18 0,022
Tag 2 39,9+11,9 38,5 50 33,2+ 10,1 28,0 17 0,033
Tag 7 37,9+127 35,0 43 344+114 31,0 16 0,297
Thrombozyten
[103/ul]
Tag 0 151 £ 113 124 53 136 + 83 128 18 0,634
Tag 1 148 £ 124 107 51 131+ 84 120 18 0,935
Tag 2 150 £ 135 100 50 142 + 87 121 18 0,436
Tag 7 205+ 123 204 43 283 + 97 283 16 0,018
Hamoglobin
[mg/dl]
Tag 0 9,2+1,2 9,0 53 856+1,2 8,3 18 0,011
Tag 1 9,0+£1,2 8,8 51 84+13 8,3 18 0,047
Tag 2 9,0+1,1 8,8 50 8,6+1,2 8,5 18 0,080
Tag 7 9,1+13 9,3 43 94+1,0 9,6 16 0,201

Tabelle 16: Parametern der Blutgerinnung und Hamoglobin

Darstellung der Gerinnungsparametern und des Hamoglobins an 4 Beobachtungszeitpunkten
(Tag 0, 1, 2 und 7) nach AKI (acute kidney injury) als Mittelwerte + Standardabweichung und
Median fur nicht-parametrische Daten. Dargestellt wurde zudem die Anzahl der erfassten Daten
in beiden Gruppen zum beobachteten Zeitpunkt. Verglichen wurden die Werte zwischen den
Patienten mit einer frihen und ohne Erholung nach AKI. P-Werte <0,05 galten als statistisch
signifikant. dl = Deziliter; mg = Milligramm; n = Anzahl der Patienten; ul = Mikroliter; pTT = partielle
Thromboplastinzeit; SD = Standardabweichung (standard deviation)

3.2.4 Klinische Scores

Am Tag der AKI-Diagnosestellung lag der mediane GCS in der Gruppe ohne
Erholung bei 3 und in der Gruppe der fruh Erholten bei 14 (Tabelle 17). Es
bestand ein signifikanter Unterschied (p = 0,005) zwischen dem GCS und damit

der Bewusstseinseinschrankung zwischen beiden Gruppen. Ein statistisch
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signifikant niedrigerer GCS bei den Patienten ohne Erholung war auch am ersten
Tag (p = 0,004), am 2.Tag (p = 0,004) und 7. Tag (p = 0,012) nach AKI gegeben
(Tabelle 17). Am 7. Tag lag der mediane GCS in der Gruppe der Patienten mit
frher Erholung bei 15 und bei den Patienten ohne Erholung bei 10. Der
APACHE-II-Score wurde einmalig am Tag der AKI-Diagnosestellung erfasst und
war in der Gruppe ohne Erholung statistisch signifikant hdher als in der Gruppe
mit friher Erholung (p = 0,0071). Der SOFA-Score war an allen beobachteten
Zeitpunkten bei den Patienten ohne Erholung statistisch signifikant hoher als bei

den erholten Patienten (Tabelle 17).

Parameter Keine Erholung (n=53) Friihe Erholung (n=18) p-Wert
Mittelwert | Median | Anzahl | Mittelwert £ | Median | Anzahl Mittelwert
+SD der SD der +SD
Daten Daten
GCS
Tag 0 +6 52 12 14 18 0,005
Tag 1 50 13 10 18 0,004
Tag 2 49 13 15 18 0,004
Tag7 10+ 10 43 14+3 15 17 0,012
SOFA-Score
Tag 0 1314 14 52 9+4 8 18 <0,001
Tag 1 135 14 50 8 +4 7 18 0,001
Tag 2 12+5 11 49 6+4 5 18 <0.001
Tag 7 105 9 43 4+4 2 17 <0.001
APACHE-II-Score 27 +10 29 52 21+6 20 18 0,007

Tabelle 17: Klinische Scores

Darstellung der klinischen Scores als Mittelwerte + Standardabweichung und als Median fur nicht-
parametrische Daten. Erfassung des GCS und des SOFA-Scores an 4 Beobachtungszeitpunkten
(Tag 0, 1, 2 und 7) nach AKI (acute kidney injury) und des APACHE-Scores an Tag 0. Verglichen
wurden die Werte zwischen den Patienten mit einer frihen und ohne Erholung nach AKI.
Dargestellt wurde zudem die Anzahl der erfassten Daten in beiden Gruppen zum beobachteten
Zeitpunkt. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant. APACHE = Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation; GCS = Glasgow Coma Scale; n = Anzahl der Patienten; SD =
Standardabweichung (standard deviation); SOFA = Sequential Organ Failure Assessment

3.2.5 Stationarer Verlauf

Die Patienten mit ausbleibender Erholung der Nierenfunktion blieben 15 Tage
(Median) auf der Intensivstation und damit signifikant langer als die Patienten mit
einer frihen Erholung, die im Median 7 Tage dort verblieben (Tabelle 18). In der

Dauer des gesamten Krankenhausaufenthalts unterschieden sich die beiden
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Gruppen nicht signifikant (p= 0,926). Es gab keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen dem SCr in beiden Gruppen am Tag der
Intensivstationsentlassung sowie am Tag der Krankenhausentlassung (p = 0,807
und p = 0,111). Das mediane SCr in der Gruppe der Patienten mit Erholung lag
am Tag der Entlassung von der Intensivstation bei 1,50 mg/dl und am Tag der
Krankenhausentlassung bei 1,35 mg/dl; in der Gruppe der Patienten, die sich friih
nach AKI erholten, lag das mediane SCr zu den oben genannten Zeitpunkten bei
1,95 mg/dl und 1,19 mg/dl.

Von den Patienten ohne Erholung nach AKI mussten wahrend des
Krankenhausaufenthaltes 87 % der Patienten beatmet werden, von den
Patienten mit frGher Erholung 56 % der Patienten (Tabelle 18). Die Beatmung
wahrend der Operationsdauer wurde in der Auswertung nicht bertcksichtigt. Die
mediane Beatmungsdauer betrug bei den friih erholten Patienten 18 Stunden vs.
216 Stunden bei den nicht-erholten Patienten. Eine ausbleibende Erholung war
statistisch signifikant mit einer langeren Beatmungsdauer assoziiert (p = 0,003).
Wahrend des Aufenthalts auf der Intensivstation bendtigten 35 Patienten ohne
Erholung ein Nierenersatzverfahren mit einer medianen Dauer von 69 Stunden;
18 Patienten waren nicht dialysepflichtig. Von den erholten Patienten mussten
nur 4 von 18 Patienten kurzfristig dialysiert werden mit einer mittleren
Dialysedauer von 6,61 Stunden (p < 0,001). Insgesamt wurden 39 von 71
Patienten wahrend des gesamten Krankenhausaufenthaltes dialysiert (55 %),
66 % der Patienten ohne Erholung und 22 % der Patienten mit Erholung nach
AKI (Abb. 8). Die Patienten ohne Erholung nach AKI waren statistisch signifikant
haufiger (p = 0,001) und langer (p < 0,001) dialysepflichtig (Tabelle 18). Wahrend
des Aufenthalts auf der Intensivstation starben 19 Patienten, die sich nach AKI
nicht erholten; weitere 2 Patienten dieser Gruppe verstarben wahrend des
Krankenhausaufenthalts (Tabelle 18). In der Gruppe der erholten Patienten
uberlebten alle Patienten sowohl die Intensivstations- als auch die
Krankenhausbehandlung. Insgesamt verstarben im Krankenhaus 40 % der
eingeschlossenen Patienten. Es gab eine statistisch signifikante Assoziation
zwischen einer ausbleibenden Erholung nach AKI und einer erhohten Mortalitat
sowohl wahrend der Behandlung auf der Intensivstation (p < 0,001) als auch

wahrend der Behandlung im Krankenhaus (p < 0,001). Von den Patienten ohne
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eine Erholung nach 7 Tagen erlitten 7 Patienten wahrend des Aufenthalts auf der
Intensivstation einen  Schlaganfall. Einen Herzinfarkt wahrend der
intensivmedizinischen Therapie erlitten 2 Patienten ohne Erholung und ein
Patient mit fruher Erholung nach AKI (Tabelle 18).

Parameter Keine Erholung (n=53) Friihe Erholung p-Wert
(n=18)
Anzahl Anzahl
der der

Daten Daten
Aufenthaltsdauer ICU [Tage], 22 (15) £ 23 53 11(7)+12 18 0,006
Mittelwert (Median) + SD
Aufenthaltsdauer Krankenhaus 41 (26) £ 40 53 35(23)+ 28 18 0,926
[Tagel, Mittelwert (Median) £ SD
Beatmungsdauer [h], 291 (216) + 326 53 181 (18) + 392 18 0,003
Mittelwert (Median) + SD
Beatmung, Anzahl (%) 46 (87) 53 10 (56) 18 < 0,001
Dialyse wahrend des Aufenthalts, 35 (66) 53 4 (22) 18 0,001
Anzahl (%)
Dialysedauer [h], 179 (69) + 279 53 70)+17,8 18 < 0,001

Mittelwert (Median) + SD

Serum-Kreatinin [mg/dI] bei

- ICU-Entlassung, 1,96 (1,50) £ 1,14 53 1,81 (1,95) £ 0,76 18 0,807
Mittelwert (Median) + SD
- Krankenhausentlassung, 1,63 (1,35) £ 0,96 53 1,13 (1,19) £ 0,37 18 0,111
Mittelwert (Median) + SD
RRT bei ICU-Entlassung, 28 (53) 53 0(0) 18 <0,001
Anzahl (%)
RRT bei Krankenhaus- 23 (43) 53 0 (0) 18 < 0,001
Entlassung, Anzahl (%)
Mortalitat wahrend ICU, Anzahl 19 (36) 53 0(0) 18 < 0,001
(%)
Mortalitdt im Krankenhaus, Anzahl/ 21 (40) 53 0 (0) 18 <0,001
(%)
Apoplex auf ICU, Anzahl (%) 7(13) 53 0(0) 18 0,180
Myokardinfarkt auf ICU, Anzahl/ 2(4) 53 1(6) 18 1,0

(%)

Tabelle 18: Darstellung des stationaren Verlaufs

Darstellung der Behandlungs- und Verlaufsparameter dargestellt als Mittelwert =
Standardabweichung (SD) und als Median fir nicht-parametrische Daten oder als Anzahl und in
Prozent (%). Der Tag der Entlassung umfasst sowohl die Entlassung von der ICU oder aus dem
Krankenhaus sowie ein Versterben der Patienten. Verglichen wurden die Werte zwischen den
Patienten mit einer frilhen und ohne Erholung nach AKI (acute kidney injury). P-Werte < 0,05
galten als statistisch signifikant. Dargestellt wurde zudem die Anzahl der erfassten Daten in
beiden Gruppen zum beobachteten Zeitpunkt. dl = Deziliter; h = hour; ICU = intensive care unit;
mg = Milligramm, n = Anzahl der Patienten; RRT = renal replacement therapy
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Dialysepflichtigkeit wahrend ICU
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Abb. 8: Dialysepflichtigkeit wahrend des Krankenhausaufenthaltes

Darstellung der Dialysepflichtigkeit in Prozent (%) wahrend des Krankenhausaufenthaltes
zwischen den Patienten mit einer frihen Erholung und ohne Erholung der Nierenfunktion.

ICU = intensive care unit; RRT = renal replacement therapy

3.2.6 Nachbeobachtung

Von den insgesamt 71 eingeschlossenen Patienten verstarben 21 Patienten
(40 %) bereits im Krankenhaus, davon 19 Patienten bereits wahrend der
intensivmedizinischen Behandlung. Aus dem Krankenhaus wurden 50 Patienten
entlassen (Abb. 9). An Tag 90 nach AKI konnten 2 Patienten telefonisch nicht
erreicht werden, sodass nur 48 Patienten nachbeobachtet werden konnten.
Weitere 5 Patienten starben zwischen der Krankenhausentlassung und der
Nachbeobachtung an Tag 90. An Tag 365 konnten somit 43 Patienten
nachbeobachtet werden, 2 Patienten wurden telefonisch nicht erreicht. Somit
konnte von 41 Patienten die Nachbeobachtung erfolgen. Weitere 4 Patienten
starben zwischen Tag 90 und Tag 365 nach AKI (Abb. 9).
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71 Patienten mit AKI-

Stadien 2 und 3
> 21 Patienten (30 %)
verstorben im
v Krankenhaus
50 (70 %) Patienten aus

dem Krankenhaus

2 Patienten (4 %) ohne

v Ruckmeldung
v
48 Patienten (68 %) 5 Patienten (10 %
— 0)
Follow-Up Tag 90 verstorben vor Tag 90
| . | 2 Patienten (4 %) ohne
1 " | Ruckmeldung
41 Patienten (58 %) 4 Patienten (10 %)
Follow-Up Tag 365 verstorben vor Tag 365

Abb. 9: Schematische Darstellung der Nachbeobachtungen (Follow-Up) der Patienten liber
365 Tage

Verlauf der Nachbeobachtung der Studienpatienten bzw. Verlauf der Reduktion der Anzahl der
Patienten bei Studieneinschluss, am Ende des Krankenhausaufenthaltes, an Tag 90 und an Tag
365 bedingt durch einen Studienausstieg, Versterben oder fehlende Riickmeldung.

a) Verlauf des SCr
Der Unterschied des SCr zwischen den beiden Gruppen war weder an Tag 90
noch an Tag 365 signifikant (Tabelle 19). Einer der Patienten mit initial friher
Erholung nach AKI befand sich an Tag 90 erneut mit einer zweiten Episode eines
AKI mit einem SCr von 3,25 mg/dl im Krankenhaus. An Tag 365 war das SCr des
Patienten mit 3,78 mg/dl weiterhin deutlich erhdht. Ein weiterer Patient, der sich
initial innerhalb von 7 Tagen frih erholt hatten, befand sich an Tag 365 mit einem

AKI-Rezidiv in stationarer Behandlung.

b) Mortalitat
An Tag 90 waren insgesamt 27 Patienten (60 %) der Gruppe der Patienten ohne
Erholung verstorben; die fruh erholten Patienten Uberlebten alle den 90. Tag nach
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AKI.
Patienten (55 %) aus der Gruppe Patienten ohne Erholung nach AKI. Nur drei

Innerhalb der ersten 365 Tage nach Studieneinschluss verstarben 29

Patienten (17 %) aus der Gruppe der erholten Patienten starben vor Tag 365
(Abb. 10). Eine ausbleibende Erholung war sowohl an Tag 90 (p = 0,0001) als
auch an Tag 365 (p = 0,0051) statistisch signifikant mit einer erhdhten
Mortalitatsrate assoziiert. Insgesamt 55 % aller Patienten ohne Erholung nach
AKI verstarben innerhalb des ersten Jahres nach Diagnosestellung (Tabelle 19
und Abb. 10). Insgesamt betrug die Mortalitdtsrate aller eingeschlossenen

Patienten 45 %.

Parameter Keine Anzahl Friihe Anzahl | p-Wert

Erholung der Erholung der

(n=53) Daten (n=18) Daten

Kreatinin [mg/dI] an Tag 90, 1,12 (0,8) + 0,47 24 1,12 (0,8) + 0,66 16 0,857
Mittelwert (Median) + SD
Kreatinin [mg/dl] an Tag 365, 1,23 (1,13) £ 0,36 19 1,54 (1,37) £ 0,91 15 0,182
Mittelwert (Median) + SD
Mortalitit bis Tag 90, Anzahl (%) 27 (60) 53 0 (0) 18 0,0001
Mortalitit bis Tag 365, Anzahl 29 (55) 53 3(17) 18 0,0051
(%)

Tabelle 19: Nachbeobachtung der Mortalitat und des Serum-Kreatinins an Tag 90 und 365
Darstellung der Ergebnisse der Nachbeobachtung der Patienten an Tag 30, 90 und 365 nach AK/
(acute kidney injury). Darstellung der Werte als Mittelwerte + Standardabweichung und als
Median flr nicht-parametrische Daten oder als Anzahl und in Prozent (%). Dargestellt wurde
zudem die Anzahl der erfassten Daten in beiden Gruppen zum beobachteten Zeitpunkt.
Verglichen wurden die Werte zwischen den Patienten mit einer friihen und ohne Erholung nach
AKI. P-Werte < 0,05 galten als statistisch signifikant. dl = Deziliter; mg = Milligramm; n = Anzahl
der Patienten; SD = Standardabweichung (standard deviation)

51



Mortalitat im Verlauf
100%

80%

X
S 60% 519% 55%
= 9 40%
g aom
< 17%
20%
I 0 I 0 0 ]
0%
Mortalitat ICU Mortalitat KH Mortalitdt Tag 90 Mortalitat Tag 365

H Keine Erholung  ® Frihe Erholung

Abb. 10: Mortalitat im Verlauf

Darstellung der Mortalitat in % zu 4 Zeitpunkten verglichen zwischen den Patienten mit friiher
Erholung und ohne Erholung der Nierenfunktion.

ICU = intensive care unit; KH = Krankenhaus

Das Uberleben der Patienten mit einer friilhen Erholung nach AKI tiber 365 Tage
war insgesamt hoher als in der Gruppe ohne Erholung der Nierenfunktion (Abb.
11). Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt den Zusammenhang zwischen einer Erholung
der Nierenfunktion innerhalb von 7 Tagen nach AKI und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit an Tag 365 nach AKI-Diagnosestellung. Die
Patienten mit einer frthen Erholung nach AKI hatten eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 84 % an Tag 365, die Patienten ohne
Erholung nach AKI hatten eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 45 % (Log-
Rang p = 0,005).
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit an Tag 365 der Nachbeobachtung der
Studienpatienten Patienten auf der operativen Intensivstation mit einer frihen Erholung der
Nierenfunktion nach acute kidney injury innerhalb von 7 Tagen nach Diagnosestellung und
Patienten mit einer ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion. P-Werte < 0,05 galten als
statistisch signifikant. n = Anzahl der Patienten

c) MAKE

Als Major Adverse Kidney Event (MAKE) werden drei wichtige Endpunkte bei der
Nachbeobachtung von Patienten mit AKI erfasst; die Mortalitat, eine
Dialysepflichtigkeit sowie eine weiterhin eingeschrankte Nierenfunktion. Die
weiterhin eingeschrankte Nierenfunktion kann anhand des SCr oder der GFR
bestimmt werden. An Tag 30, 90 und 365 wurden als MAKE die drei o.g.
Endpunkte zusammengefasst beobachtet; eine weiterhin eingeschrankte
Nierenfunktion wurde definiert als ein SCr von mehr als das 1,5fache des
Baseline-SCr. Sobald ein Kriterium erfullt war, wurde MAKE als zutreffend
gewertet. In der Gruppe ohne Erholung nach AKI erfillten am 30. Tag nach AKI-
Diagnosestellung 44 Patienten mindestens eins der Kriterien, in der Gruppe der
Patienten mit einer frihen Erholung nur 3 Patienten (Tabelle 20). Bei den
Patienten mit persistierender AKI traten unerwtinschte Ereignisse innerhalb der
ersten 30 Tage nach AKI signifikant haufiger auf (p < 0,0001). Insgesamt erlitten
66 % der 71 Patienten mindestens eins der unerwinschten Ereignisse innerhalb
der ersten 30 Tage. Bis Tag 90 erflllten 39 % der Patienten die MAKE-Kriterien,
bis Tag 365 traf mindestens eins der Kriterien auf 52 % aller Patienten zu. Zu
allen drei Zeitpunkten war eine ausbleibende frihe Erholung der Nierenfunktion
mit einem unerwunschten Ereignis assoziiert (MAKE 30: p < 0,001; MAKE 90:
p < 0.001; MAKE 365: p = 0.01).
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Keine Friihe Insgesamt P-Wert
Erholung Erholung

(n=53) (n=18)
MAKE 30, Anzahl (%) 44 (83) 3(17) 47 (66) <0.001
Fehlende Daten, Anzahl (%) 0 0 0
MAKE 90, Anzahl (%) 27 (51) 1(6) 28 (39) <0.001
Fehlende Daten, Anzahl (%) 2 (4) 2 (11) 4 (8)
MAKE 365, Anzahl (%) 32 (60) 5(28) 37 (52) 0,01
Fehlende Daten, Anzahl (%) 4 (8) 0 4 (6)

Tabelle 20: MAKE 30, 90 und 365

Nachbeobachtung der Patienten an Tag 30, 90 und 365 nach Diagnosestellung einer acute
kidney injury und Vergleich zwischen den Patienten mit einer frihen Erholung und ohne Erholung
der Nierenfunktion. Darstellung der Ergebnisse in als Anzahl und in Prozent (%). P-Werte < 0,05
galten als statistisch signifikant. Als fehlende Daten wurde die Anzahl der Patienten bezeichnet,
deren Nachkontrolle aufgrund einer fehlender Rickmeldung nicht erfasst werden konnte.
MAKE = Major Adverse Kidney Event

d) Erholung der Nierenfunktion im Verlauf
An funf verschiedenen Zeitpunkten wurde erfasst, welche Patienten sich nach
AKI erholt haben: Innerhalb der ersten sieben Tage, am Tag der Entlassung von
der Intensivstation und aus dem Krankenhaus, an Tag 90 und an Tag 365
(Tabelle 21). Eine Erholung der Nierenfunktion wurde definiert als ein Rlickgang
des SCr auf weniger als das 1,5-fache des Baseline-SCr, jedoch zu
verschiedenen beobachteten Zeitpunkten und unabhangig von der initialen
Gruppeneinteilung. Patienten, die zum Beobachtungszeitpunkt verstorben
waren oder ein Nierenersatzverfahren bendtigten galten als nicht erholt. Die
initiale Einteilung der Erholung der Patienten anhand des SCr innerhalb der
ersten 7 Tage ist in Tabelle 21 aufgefuhrt, sowie die davon unabhangige
Erholung an den anderen Zeitpunkten. Eine fruhe Erholung (innerhalb von 7
Tagen nach AKI) zeigten 18 Patienten (25 %), 53 Patienten (75 %) galten initial
als nicht erholt (Tabelle 21 und Abb. 12). Von den Patienten mit ausbleibender
Erholung verstarben 7 Patienten bereits innerhalb der ersten 7 Tage nach AKI-
Diagnosestellung. Zum Zeitpunkt der Entlassung von der Intensivstation hatten
sich von allen Patienten insgesamt nur 14 Patienten erholt, 53 Patienten galten
als nicht erholt. Von den Patienten, die sich initial frih erholt hatten (innerhalb der
ersten sieben Tage), zeigten im Verlauf auf der Intensivstation 11 Patienten einen
erneuten Anstieg des SCr, sodass diese zum Zeitpunkt der Entlassung von der

Intensivstation als nicht mehr erholt galten. Von den Patienten ohne eine frihe
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Erholung innerhalb von 7 Tagen nach AKI, hatte sich das SCr am Tag der
Entlassung von der Intensivstation normalisiert, sodass diese nun als erholt
galten. Am Tag der Krankenhausentlassung hatten sich insgesamt 34 Patienten
(48 %) erholt; darunter auch die 18 Patienten, die sich initial frih erholt hatten
(innerhalb von 7 Tagen nach AKI). Insgesamt 37 Patienten hatten sich nicht
erholt; davon waren 21 Patienten bereits verstorben. An Tag 90 galten ebenfalls
34 Patienten (48 %) als erholt, 33 Patienten (46 %) galten an Tag 90 als nicht
erholt. Von diesen 33 Patienten ohne Erholung waren insgesamt 27 Patienten
vor Tag 90 verstorben. Ein Patient, der sich initial friih erholt hatte (innerhalb von
7 Tagen nach AK) durchlebte an Tag 90 eine erneute AKI-Episode. Bei 4
Patienten konnte der Status aufgrund fehlender SCr-Werte nicht erhoben
werden. An Tag 365 nach AKI hatten sich 26 Patienten (37 %) erholt. Von den
38 Patienten (54 %) mit ausbleibender Erholung waren 32 Patienten bereits
verstorben. An Tag 365 hatte ein weiter Patient mit initial friher Erholung nach
AKI eine erneute AKI-Episode und benétigte ein Nierenersatzverfahren. Der o.g.
Patient, der bereits an Tag 90 als nicht erholt galt, hatte ein weiterhin erhohtes
SCr von 3,78 mg/dl und hatte sich demnach auch an Tag 365 nicht erholt. An
Tag 365 konnten insgesamt 7 Patienten keiner Gruppe zugeordnet werden, da

kein SCr erfasst werden konnten (Tabelle 21).

Zeitpunkt Erholung Keine Keine Erholung und
Erholung davon verstorben

Innerhalb von 7 Tagen, Anzahl (%) 18 (25) 53 (75) 7 (10)

ICU-Entlassung, Anzahl (%) 14 (20) 57 (80) 19 (27)

KH-Entlassung, Anzahl (%) 34 (48) 37 (52) 21 (30)

Tag 90, Anzahl (%) 34 (48) 33 (46) 27 (38)

Tag 365, Anzahl (%) 26 (37) 38 (54) 29 (41)

Tabelle 21: Erholung der Nierenfunktion im Verlauf

Darstellung der Erholung der Nierenfunktion der Patienten innerhalb von 7 Tagen, am Tag der
Entlassung von der Intensivstation, am Tag der Krankenhausentlassung, an Tag 90 und an Tag
365 als Anzahl und in Prozent (%). Eine Erholung der Nierenfunktion wurde definiert als
Rickgang des Serum-Kreatinins auf das 1,5fache das Baseline-Kreatinins zu den beobachteten
neuen Zeitpunkten. In der vierten Spalte wurden die Patienten ohne Erholung erfasst, die zum
beobachteten Zeitpunkt verstorben waren. ICU = intensive care unit; KH = Krankenhaus
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Abb. 12: Erholung der Nierenfunktion im Verlauf

Darstellung der Erholung der Nierenfunktion der Patienten innerhalb von 7 Tagen, am Tag der
Entlassung von der Intensivstation, am Tag der Krankenhausentlassung, an Tag 90 und an Tag
365. Eine Erholung der Nierenfunktion wurde definiert als Rickgang des Serum-Kreatinins auf
das 1,5fache das Baseline-Kreatinins zum jeweils beobachteten neuen Zeitpunkt.

e) Nierenersatzverfahren
Neben der Erholung zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde auch die
Abhangigkeit von einem Nierenersatzverfahren erfasst. Es wurden die Patienten
erfasst, die bis zum Zeitpunkt der Verlegung bzw. bis zum Versterben
dialysepflichtig waren. Am Tag der ICU-Entlassung waren 26 Patienten
dialysepflichtig. Von den dialysepflichtigen Patienten verstarben 14 Patienten
wahrend des ICU-Aufenthaltes und waren bis zu ihrem Tod dialysepflichtig, die
anderen 12 Patienten Uberlebten den Aufenthalt auf der Intensivstation, waren
jedoch ebenfalls weiter dialysepflichtig. Am Tag der Krankenhausentlassung
waren 25 Patienten abhangig von einem Nierenersatzverfahren, wovon 17
Patienten bis zu ihrem Tod im Krankenhaus dialysiert werden mussten. Weitere
8 Patienten wurden aus dem Krankenhaus entlassen und mussten in der
Weiterversorgung ebenfalls weiter dialysiert werden. An Tag 90 war ein Patient,
der sich am Tag der Krankenhausentlassung bereits erholt hatte, im Rahmen
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einer erneuten AKI-Episode, dialysepflichtig. An Tag 365 war ebenfalls ein
Patient dialysepflichtig. Dieser Patient hatte sich initial innerhalb der ersten
Woche nach AKI erholt, erlebte aber nach einem Jahr eine erneute AKI-Episode
mit Abhangigkeit von einem Nierenersatzverfahren.

3.3 Analyse differentiell exprimierter miRNAs mithilfe des Next
Generation Sequencing

Mittels NGS wurden durch QIAGEN Genomic Services in Hilden (Deutschland)
Expressionsunterschiede von miRNAs im Plasma zwischen den beiden Gruppen
analysiert. Dafur wurden aus beiden Gruppen der Patienten mit einer frihen
Erholung und den Patienten ohne Erholung nach AKI jeweils 6 Patienten
ausgewahlt. Die Auswahl der Patienten erfolgte anhand einer ahnlichen
Ursachenverteilung fur die Entstehung der AKI. Es wurden Patienten ausgewahit,
die eine AKI entwickelten aufgrund von eines grof3en Blutverlustes, aufgrund
eines kardiochirurgischen Eingriffs oder einer Sepsis. In der Gruppe mit einer
frihen Erholung nach AKI hatten zwei Patienten eine Sepsis, zwei erhielten einen
kardiochirurgischen Eingriff und zwei Patienten erlitten einen grof3en Blutverlust
in Kombination mit einer Kontrastmittelexposition. Von den Patienten mit
ausbleibender Erholung entwickelte sich eine AKI bei vier Patienten durch einen
kardiochirurgischen Eingriff und bei zwei Patienten aufgrund einer Sepsis. Fur
die Auswahl der Proben der Patienten mit friher Erholung nach AKI war zudem
eine weiterhin bestehende Erholung an Tag 90 sowie ein Uberleben der ersten
90 Tage nach AKI Voraussetzung. Die Plasmaproben der 6 Patienten an Tag 1
nach AKI wurden anschlieBend mittels NGS auf Expressionsunterschiede der

miRNAs untersucht.

Mittels NGS generierte QIAGEN Genomic Sercives pro Patientenprobe im
Durschnitt 3,2 UMI-korrigierte Reads (Abb. 13).
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Abb. 13: UMiI-korrigierte Anzahl der Reads pro Probe

Darstellung der Anzahl der Reads pro Probe nach Korrektur mittels Unique Molecular Indices
(UMI). Im Durchschnitt wurden 3,2 Millionen UMI-korrigierte Reads pro Probe generiert.
Die Abbildung wurde zur Verfugung gestellt von QIAGEN Genomic Services in Hilden
(Deutschland) und anschlieRend modifiziert.

In Tabelle 22 sind Ergebnisse des Mappings fur die 12 untersuchten Proben
abgebildet. Die Reads wurden vier verschiedenen Klassen zugeordnet. Die erste
Klasse beinhaltet smallRNAs bzw. miRNAs. Die zweite Klasse beinhaltet Reads
passend zum Genom, jedoch nicht passend zu smallRNAs bzw. miRNAs. Die
dritten Gruppe beinhaltete Reads passend zu polyA- und polyC-Polymeren sowie
rRNAs und mitochondrialen RNAs. Die Reads der vierten Gruppe konnten nicht

dem Referenzgenom zugeordnet werden.
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Probennummer | UMI-korrigierte miRNA/ Genom Sonstige Ohne
Reads, Anzahl smallRNA Zuordnung
1 766.288 20.3 % 19,3 % 2,1 % 57,0 %
2 2.837290 32,8 % 16,9 % 2,5% 45,8 %
3 4.259.677 49,6 % 12,6 % 3,1% 32,3 %
4 1.666.693 22,8 % 19,2 % 2,6 % 53,0 %
5 5.928.811 5,6 % 39,8 % 53 % 48,4 %
6 8.208.452 77,6 % 8,5 % 1,6 % 10,9 %
7 3.289.180 35,8 % 17,2 % 4,1 % 41,3 %
8 2.361.419 322 % 15,3 % 2,4 % 472 %
9 2.221.298 13,0 % 20,3 % 2,9% 61,7 %
10 3.179.539 25,5 % 15,1 % 2,0% 55,1 %
11 1.797.950 4,3 % 272% 3,6 % 63,7 %
12 2.435.411 18,0 % 20,7 % 4,0% 54,8 %

Tabelle 21: Ergebnisse des NGS und des Mappings der Patientenproben
Zusammenfassung der Anzahl der Reads pro Probe generiert im Next Generation Sequencing
(NGS) sowie die Zuordnung der Reads in vier verschiedene Klassen. Dem Genom wurden die
Reads zugeordnet, die zum Referenzgenom passen, jedoch nicht passen zu miRNAs oder
smallRNAs. Zu ,Sonstige’ wurden Reads passend zu polyA- und polyC-Polymeren sowie rRNA
und mtRNA, zugeordnet. Die Gruppe ohne Zuordnung beinhaltet die Reads, die nicht dem
Referenzgenom zugeordnet werden konnten. Die Daten wurden zur Verfigung gestellt von
QIAGEN Genomic Services in Hilden (Deuschland). miRNA = mikroRNA; mtRNA =
mitochondriale RNA, RNA = Ribonukleinsaure; rRNA = ribosomale RNA

Nach dem Mapping der Reads und dem Abgleich mit relevanten Eintragen in
mirbase_20 wurde die Anzahl der bekannten miRNAs durch QIAGEN Genomic
Services berechnet. Die Anzahl der Reads fur eine bestimme miRNA wird durch
die Anzahl der gesamten Reads des Mappings dividiert und mit einer Million
multipliziert und als TPM dargestellt (Abschnitt 2.5.1). Mittels TMM-Methode
wurden die Daten zur besseren Vergleichbarkeit einer differentiellen Expression
von Genen zwischen mehreren Proben normalisiert. Eine Liste von bekannten
miRNAs, die anhand des NGS als differentiell exprimiert galten, sind in Tabelle
22 dargestellt. Die Tabelle zeigt die 26 miRNAs mit den groften
Expressionsunterschieden zwischen den Gruppen der Patienten mit Erholung
und ohne Erholung nach AKI mit einem Signifikanzlevel von 0,05 (FDR).
Insgesamt 23 miRNAs waren in der Gruppe ohne Erholung nach AKI
hochreguliert (Tabelle 22). Die Tabelle beinhaltet die Darstellung der
Expressionsunterschiede der miRNA als logFC, die Werte nach TMM-
Normalisierung fur die Proben der Patienten ohne eine Erholung und mit einer

frihen Erholung der Nierenfunktion, die p-Werte sowie die adjustierten p-Werte
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nach Benjamini-Hochberg-Korrektion fur multiple Testverfahren. Die mittels

Benjamini-Hochberg adjustierten p-Werte waren identisch mit der FDR.

miRNA logFC Keine Frithe p-Wert FDR
Erholung Erholung
TMM TMM
miR-122-5p 5.60 728156 15005 <0.0001 0.0001
miR-194-5p 5.04 2549 78 < 0.0001 0.0001
miR-129-5p 4.31 20 0 <0.0001 0.0001
miR-885-3p 4.90 348 10 < 0.0001 0.0006
miR-10a-3p 3.68 13 0 < 0.0001 0.0037
miR-885-5p 4.42 106 4 0.0001 0.0040
miR-107 2.00 486 120 0.0001 0.0043
miR-4433b-5p -2.06 676 2822 0.0001 0.0043
miR-125b-5p 2.86 7584 1047 0.0001 0.0043
miR-378a-3p 2.92 352 46 0.0001 0.0043
miR-210-3p 3.05 124 14 0.0001 0.0043
miR-365a-3p 3.42 40 3 0.0002 0.0081
miR-34a-5p 2.99 308 38 0.0003 0.0083
miR-192-5p 2.59 1203 200 0.0003 0.0083
miR-99a-5p 2.91 138 17 0.0003 0.0083
miR-193b-5p 2.91 530 70 0.0004 0.0116
miR-365b-3p 3.58 36 2 0.0006 0.0144
miR-1306-5p -1,55 288 845 0.0006 0.0158
miR-378a-5p 2.49 51 8 0.0009 0.0214
miR-30a-5p 1.83 2755 773 0.0011 0.0222
miR-125b-2-3p 4.37 35 1 0.0011 0.0222
miR-629-3p -2.37 0 7 0.0013 0.0260
miR-499a-5p 2.94 20 1 0.0014 0.0260
miR-15a5p 1.58 455 153 0.0014 0.0260
miR-22-3p 1.72 943 284 0.0017 0.0304
miR-193a-5p 2.30 1597 324 0.0023 0.0374

Tabelle 22: Zusammenfassung der bekannten miRNAs mit differentieller Expression
zwischen den Proben der Patienten mit friiher Erholung und ohne Erholung der
Nierenfunktion

In der Tabelle sind die 26 miRNAs abgebildet, mit den groéfiten Expressionsunterschieden
zwischen beiden Gruppen zu einem Signifikanzlevel von 0,05 (FDR), mit der logFC zwischen der
Gruppe der Erholung und ohne Erholung der Nierenfunktion, mit rohen p-Werten, Benjamini-
Hochberg-FDR-korrigierte p-Werte sowie die durchschnittichen TMM-Werte pro Gruppe. Die
Daten wurden zur Verfugung gestellt von QIAGEN Genomic Services in Hilden, Deutschland.
logFC = logarithmierte Fold Change; miR = mikroRNA; RNA = Ribonukleinsaure; TMM = Trimmed
Mean of M-values Normalization Method
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3.4 Netzwerkanalysen

Fir die Erstellung der Netzwerkanalysen wurde durch unsere
Kooperationspartner des Luxembourg Institute of Health die NCBI-Gen-
Datenbank auf Gene untersucht, die mit einer akuten Nierenschadigung
assoziiert sind; 356 Gene wurden identifiziert. Anschlielend wurden die
Datenbanken targetScan 7.2, miRWalk 3 und miRSearch V3.0 nach Eintragen
durchsucht, um Paare aus den mittels NGS identifizierten miRNAs und den
entsprechenden Zielgenen zu bilden (siehe Abschnitt 2.5.2). Nur die Paare, die
in mindestens zwei der Datenbanken gefunden wurden, wurden fur die weitere
Analyse betrachtet. Insgesamt wurden 194 Paare aus miRNA und

nierenassoziierten Zielgenen identifiziert (Tabelle 23).

miRNA Anzahl der Zielgene
miR-193b-5p 42
miR-378a-3p 30
miR-193a-5p 28
miR-125b-5p 20
miR-122-5p 19
miR-34a-5p 18
miR-483-5p 11
miR-15a-5p 10
miR-107 8
miR-194-5p 6
miR-192-5p 2

Tabelle 23: Identifizierte miRNAs und die Anzahl ihrer nierenassoziierte Zielgenen
Darstellung der differentiell exprimierten miRNAs mit ihren Zielgenen, die mit einer
Nierenschadigung assoziiert sind. Die Verknipfung der miRNAs und der Zielgene erfolgte
anhand von Recherche in den Datenbanken targetScan, miRWalk und miRSearch. Die Daten
wurden zur Verfliigung gestellt vom Luxembourg Institute of Health.

miR = mikroRNA; RNA = Ribonukleinsaure

Anschliefliend wurden durch das Luxembourg Institute of Health die miRNAs mit
ihren Zielgenen sowie vorhergesagten Protein-Protein-Interaktionen zwischen
den Genen in Netzwerkanalysen dargestellt. Fir die Vorhersage maoglicher
Protein-Interaktionen wurde die STRING-Datenbank verwendet, um einen
Uberblick (ber Zusammenhange sowie direkte und indirekte Interaktionen
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zwischen Proteinen zu geben. Nach Erstellung der Netzwerkanalysen wurden
vier vielversprechende miRNAs ausgewahlt, die im NGS als differentiell
exprimiert galten und mit einer Vielzahl von Zielgenen interagieren, die mit einer
Nierenschadigung assoziiert sind; miR-34a-5p, miR-378a-3p, miR-193a-5p und
miR-194-5p. Die Netzwerkanalysen der ausgewahlten miRNAs sind in Abb. 14
und 15 dargestellt.

miR-34a-5p miR-378a-3p
&= B LNPEP CLDN19  FCGRIA
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Abb. 14: Netzwerkanalyse von miR-34a-5p und miR-378a-3p

Netzwerkanalysen mit Protein-Protein-Interaktionen von miR-34a-5p und miR-378a-3p. Im
Zentrum ist die jeweilige miRNA (blaue Ellipse) abgebildet, die in der Peripherie mit den
nierenassoziierten Zielgenen verbunden ist (orangenes Sechseck). Zielgene, die miteinander
interagieren, sind ebenfalls miteinander verbunden. Die Abbildung wurde zur Verfiigung gestellt

vom Luxembourg Institute of Health und anschliefend modifiziert. mMiRNA = mikroRNA; RNA =
Ribonukleinsaure
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Abb. 15: Netzwerkanalyse von miR-194-5p und miR-193a-5p

Netzwerkanalysen mit Protein-Protein-Interaktionen von miR-194-5p und miR-193a-5p. Im
Zentrum ist die jeweilige miRNA (blaue Ellipse) abgebildet, die in der Peripherie mit den
nierenassoziierten Zielgenen verbunden ist (orangenes Sechseck). Zielgene, die miteinander
interagieren, sind ebenfalls miteinander verbunden. Die Abbildung wurde zur Verfligung gestellt
vom Luxembourg Institute of Health und anschliellend modifiziert.

miR = mikroRNA; RNA = Ribonukleinsaure

Die Analyse der Anreicherung (Fold Enrichment) der Zielproteine sowie ihre
Protein-Protein-Interaktionen mit relevanten zellularen Prozessen erfolgte mittels
DAVID-Datenbank und GO-Analyse (siehe Abschnitt 2.5.2). Insgesamt 1236
Protein-Protein-Interaktionen wurden in 271 AKl-assoziierten Genen identifiziert,
die entweder die Zielgene der miRNA waren oder anhand von vorhergesagten
Interaktionen mit den Zielgenen assoziiert waren. Insgesamt 271 Gene waren in
Inflammations-, Proliferations- oder Apoptoseprozessen angereichert. MiR-193a-
50 und miR-378a-3p waren wichtige SchlUsselpunkte in den
Interaktionsnetzwerken mit den meisten Verbindungen. In den Subnetzwerken
waren die Gene der miR-34a-5p, miR-194-5p und 193-a-5p vor allem in
Apoptose- und Proliferationsprozessen vermehrt vorhanden (Abb.16). Die Gene
im Subnetzwerk der miR-378a-3p spielen eine gro3e Rolle bei Entzindungen

und Apoptose.
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Abb. 16: Relevante biologische Prozesse mit Involvierung der untersuchten miRNAs

Darstellung relevanter biologischen Prozesse mit den niedrigsten p-Werten, in die die miRNAs
sowie ihre Zielproteine involviert sind. Mit roten Pfeilen sind die Prozesse markiert, in die die
untersuchten miRNAs am starksten involviert sind. Als Fold Enrichment wird die
Uberreprasentation bzw. vermehrte Anreicherung von differentiell exprimierten Genen in
biologischen Prozessen im Vergleich zu einer Referenzgruppe bezeichnet. Eine FDR (adjustierter
p-Wert) von < 0,05 galt als statistisch signifikant. Die Daten und die Abbildung wurden zur

Verfugung gestellt vom Luxembourg Institute of Health. Die Abbildung wurde anschlieRend
modifiziert. FDR = false discovery rate; miRNA = mikroRNA; RNA = Ribonukleinsaure

3.5 Quantitative Real-Time PCR

Anhand der Ergebnisse der Netzwerkanalysen und der Enrichment-Analyse
wurden vier miRNAs zur gqRT-PCR-Analyse ausgewahlt: miR-34a-5p, miR-193a-
5p, miR-194-5p, und miR-378a-3p. Diese miRNAs waren mit einer Vielzahl an
relevanten renalen Proteinen assoziiert und zeigten in der Enrichment-Analyse
die hochste Anreicherung bei relevanten biologischen Prozessen der
Inflammation, Proliferation und Apoptose. Die Plasmaproben der Patienten an
Tag 1 und an Tag 7 nach AKI wurden mittels qRT-PCR analysiert. Es erfolgte die
gRT-PCR-Analyse von 125 Proben ausschlieBlich extern durch TAmIRNA in
Wien (Osterreich). Anhand der gRT-PCR-Analyse konnten
Expressionsunterschiede der untersuchten miRNAs zwischen den Gruppen mit
einer frihen Erholung und ohne renale Erholung nach AKI festgestellt werden.
An Tag 1 wurden in der Gruppe der frih erholten Patienten (T1 — frihe Erholung)
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18 Proben mittels gRT-PCR untersucht und in der Gruppe der Patienten ohne
Erholung (T1 — keine Erholung) 51 Proben. An Tag 7 nach AKI wurden 13
Plasmaproben von Patienten mit fruher Erholung (T7 — frhe Erholung) und 43
Plasmaproben der Patienten mit ausbleibender Erholung (T7 — keine Erholung)
analysiert. Die geringere Anzahl an Proben an Tag 7 war bedingt durch ein
Fehlen der Plasmaproben aufgrund eines Versterbens der Patienten, aufgrund
einer Entlassung bzw. Verlegung aus dem Krankenhaus oder aufgrund des
Nichtvorhandenseins von Gefallkathetern. Die vier untersuchten miRNAs waren
im Blut der Patienten ohne Erholung am ersten Tag nach AKI statistisch
signifikant vermehrt exprimiert. MiR-194-5p, miR-378a-5p und miR 34a-5p waren
zu einem adjustierten p-Wert von p < 0.001 am 1. Tag bei den Patienten ohne
Erholung nach AKI vermehrt exprimiert, miR-193a-5p zu einem adjustierten p-
Wert von < 0.01 (Abb. 17). An Tag 7 nach AKI bestand zwischen den Gruppen
der Patienten mit friher Erholung und den Patienten ohne Erholung kein
signifikanter Unterschied mehr in der Expression der vier miRNAs. Die relative
Menge der miRNAs wurden als Cq-Werte erfasst. Eine Normierung der Cq-Werte

erfolgte durch Uni-Spike-In 4 als interne Kontrolle.
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Abb. 17: Expressionsunterschiede von miR-34a-5p, miR-378a-3p, 193a-5p und miR-194-5p
Darstellung der im gRT-PCR-Experiment identifizierten Expressionsunterschiede von miR-34a-
5p, miR-378a-3p, miR-193a-5p und miR-194-5p zwischen der Gruppe mit einer friihen Erholung
und ohne Erholung an Tag 1 und an Tag 7 nach acute kidney injury. Die p-Werte wurden mittels
Tukey’s multiple comparisons-Test adjustiert. Adjustierte p-Werte < 0,05 galten als statistisch
signifikant. Die Daten und die Abbildung wurden zur Verfiigung gestellt von TAMIRNA in Wien
(Osterreich). Die Abbildung wurde anschlieBend modifiziert.

miRNA = mikroRNA; ns = nicht signifikant; RNA = Ribonukleinsautre; A Cq = Cqqunisps) — CqmirnA);
T1=Tag1;T7=Tag7

Um die pradiktive Starke der miRNAs als Biomarker zu charakterisieren, wurden
durch TAMIRNA ROC-Analysen durchgefiuhrt und die AUC berechnet. Die
statistische Analyse der qRT-PCR-Ergebnisse mit p-Werten, adjustierten p-

66



Werten fur multiple Testverfahren und der ROC-Kurven ist in Tabelle 24

zusammengefasst.
miRNA Zeitpunkt p-Wert AUC adj. p-Wert
miR-378a-3p tl 0,00097 0,76 0,02
miR-378a-3p t7 0,71 0,54 0,81
miR-34a-5p tl 0,00021 0,80 0,02
miR-34a-5p t7 0,055 0,68 0,14
miR-194-5p tl 0,0006 0,77 0,02
miR-194-5p t7 0,04 0,69 0,12
miR-193a-5p t1 0,00048 0,78 0,02
miR-193a-5p t7 0,03 0,71 0,10

Tabelle 24: Statistische Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse

In der Tabelle ist die statistische Auswertung der differentiellen Expression der miRNAs zwischen
den Patienten mit einer friihen Erholung und ohne Erholung der Nierenfunktion nach acute kidney
injury dargestellt. Die Auswertung erfolgte mittels Wilcoxon-Test (p-Wert), mit Benjamini-
Hochberg-Korrektur fur multiple Testverfahren (adj. p-Wert) sowie der AUC. P-Werte < 0,05
galten als statistisch signifikant. Die Daten wurden zur Verfligung gestellt von TAmMiRNA in Wien
(Osterreich). adj.p-Wert = adjustierter p-Wert, AUC = area under the curve; miRNA = mikroRNA;
RNA = Ribonukleinsaure; t = Zeitpunkt

Die Expression der miR-34a-5p war an Tag 1 nach AKI in der Gruppe der
Patienten ohne Erholung nach AKI statistisch signifikant erhoht (p = 0,00021), mit
einem adjustierten p-Wert = 0,02 (Tabelle 24 und Abb. 18). Ein erhohtes
Plasmalevel von miR-34a-5p and Tag 1 nach AKI galt als bester univariater
pradiktiver Wert fur eine ausbleibende Erholung 7 Tage nach AKI mit einer AUC
von 0,80. An Tag 7 nach AKI gab es keinen signifikanten Unterschied in der
Expression der miR-34a-5p zwischen den beiden Gruppen (adjustierter p-Wert =
0,14). An Tag 7 nach AKI betrug die AUC der miR-34a-5p als pradiktiver Marker
fur eine Erholung nach AKI 0,68 ohne signifikanten Unterschied.

Die Expression der miR-378-3p war an Tag 1 nach AKI in der Gruppe der
Patienten ohne Erholung nach AKI statistisch signifikant erhoht (p = 0,00097), mit
einem adjustierten p-Wert = 0,02 (Tabelle 24 und Abb. 19). An Tag 1 nach AKI
betrug die AUC der miR-378a-3p als pradiktiver Marker fur eine ausbleibende
Erholung nach AKI 0,76. An Tag 7 nach AKI gab es keinen signifikanten
Unterschied in der Expression der miR-378a-3p zwischen den beiden Gruppen
(adjustierter p-Wert = 0,81). An Tag 7 nach AKI betrug die AUC der miR-378-3p
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als pradiktiver Marker fur eine ausbleibende Erholung nach AKI 0,54 ohne
signifikanten Unterschied.
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Abb. 18: ROC-Kurven der miR-34a-5p an Tag 1 und an Tag 7 nach AKI

ROC-Kurven und die AUC der miR-34a-5p im Blut von Patienten an Tag 1 und an Tag 7 nach
AKI (acute kidney inury) fir die Pradiktion einer ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion zu
einem adjustierten p-Wert von p=0,02 fiir Tag 1 und p = 0,14 an Tag 7. P-Werte < 0,05 galten als
statistisch signifikant. Die Daten und Abbildungen wurden zur Verfiigung gestellt von TAMiRNA
in Wien (Osterreich). Die Abbildungen wurden modifiziert. AUC = area under the curve; miR-34a-
5p = mikroRNA-34a-5p; RNA = Ribonukleinsaure
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Abb. 19: ROC-Kurven der miR-378a-3p an Tag 1 und an Tag 7 nach AKI

ROC-Kurven und die AUC der miR-378a-3p im Blut von Patienten an Tag 1 und an Tag 7 nach
AKI (acute kidney inury) fir die Pradiktion einer ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion zu
einem adjustierten p-Wert von p = 0,02 fir Tag 1 und p = 0,81 an Tag 7. P-Werte <0,05 galten
als statistisch signifikant. Die Daten und Abbildungen wurden zur Verfiigung gestellt von
TAmIRNA in Wien (Osterreich). Die Abbildungen wurden modifiziert. AUC = area under the curve;
miR-378a-3p = mikroRNA-378a-3p; RNA = Ribonukleinsaure
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Die miR-193a-5p war an Tag 1 nach AKI in der Gruppe der Patienten ohne
Erholung nach AKI statistisch signifikant erhéht (p = 0,00048), der adjustierte p-
Wert betrug p = 0,02 (Tabelle 24 und Abb. 20). An Tag 1 nach AKI betrug die
AUC der miR-193a-5p als pradiktiver Marker fur eine ausbleibende Erholung
nach AKI 0,78. An Tag 7 nach AKI bestand kein signifikanter Unterschied mehr
in der Expression der miR-193a-5p im Plasma der Patienten. Nach Korrektur fur
multiple Testverfahren ergab sich fur Tag 7 ein adjustierter p-Wert von 0,10. An
Tag 7 nach AKI betrug die AUC der miR-193a-5p als pradiktiver Marker fur eine

ausbleibende Erholung nach AKI 0,71 ohne signifikanten Unterschied.
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Abb. 20: ROC-Kurven der miR-193a-5p an Tag 1 und an Tag 7 nach AKI

ROC-Kurven und die AUC der miR-193a-5p im Blut von Patienten an Tag 1 und an Tag 7 nach
AKI (acute kidney inury) fur die Pradiktion einer ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion zu
einem adjustierten p-Wert von p = 0,02 fir Tag 1 und p = 0,10 an Tag 7. P-Werte < 0,05 galten
als statistisch signifikant. Die Daten und Abbildungen wurden zur Verfigung gestellt von
TAmMIRNA in Wien (Osterreich). Die Abbildungen wurden anschlieRend modifiziert. AUC = area
under the curve; miR-193a-5p = mikroRNA-193a-5p, RNA = Ribonukleinsaure

MiR-194-5p war an Tag 1 nach AKI im Plasma der Gruppe der Patienten ohne
Erholung statistisch signifikant erhoht (p = 0,0006), mit einem adjustierte p-Wert
von 0,02 (Tabelle 24 und Abb. 21). Der pradiktive Nutzen der miR-194-5p flr eine
ausbleibende Erholung der Nierenfunktion lag bei einer AUC von 0,77. Am 7. Tag
nach AKI gab es zwischen den beiden Gruppen keinen signifikanten
Expressionsunterscheid der miR-194-5p im Plasma der Patienten (adjustierter p-
Wert bei multiplen Testverfahren = 0,12). Die AUC an Tag 7 lag bei 0,69 ohne

signifikanten Unterschied.
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Abb. 21: ROC-Kurven der miR-194-5p an Tag 1 und an Tag 7 nach AKI

ROC-Kurven und die AUC der miR-194-5p im Blut von Patienten an Tag 1 und an Tag 7 nach
AKI (acute kidney inury) fur die Pradiktion einer ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion zu
einem adjustierten p-Wert von p = 0,02 fir Tag 1 und p = 0,12 an Tag 7. P-Werte <0,05 galten
als statistisch signifikant. Die Daten und Abbildungen wurden zur Verfligung gestellt von
TAmMIRNA in Wien (Osterreich). Die Abbildungen wurden anschlieRend modifiziert. AUC = area
under the curve; miR-194-5p = mikroRNA-194a-5p; RNA = Ribonukleinsaure

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die miR-34a-5p, miR-193a-5p, miR-
194-5p, und miR-378a-3p aus dem Plasma von Patienten mit ausbleibender
renaler Erholung nach hdhergradiger AKI am ersten Tag statistisch signifikant
hochreguliert waren. An Tag 7 nach AKI bestand kein signifikanter Unterschied
in der Expression der oben genannten miRNAs zwischen den Patienten mit einer

frGhen Erholung und Patienten mit einer persistierenden AKI.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie untersuchte die Rolle von miRNAs bei der Erholung der
Nierenfunktion nach AKI. Mittels NGS wurde auf Expressionsunterschiede von
miRNAs im Blut von Patienten mit friher Erholung und ohne Erholung der
Nierenfunktion gescreent. Mittels gRT-PCR wurde untersucht, ob die miRNAs
miR-34a-5p, miR-193a-5p, miR-194-5p, und miR-378a-3p im Blut von Patienten
mit hohergradiger AKI als pradiktive Marker fur eine Erholung der Nierenfunktion
dienen konnen. Zudem wurden relevante Kklinische Patientendaten,
Laborparameter und der stationare Behandlungsverlauf erfasst. Die Erholung der
Nierenfunktion, unerwtinschte Ereignisse sowie die Mortalitat nach AKI wurden

uber 365 Tage erfasst und nachbeobachtet.

4.1 Methodik

4.1.1 Studiendesign

In der Studie wurden die Daten einer Kohorte von 71 Patienten aus einem
Zentrum prasentiert. Es ware wichtig, die Ergebnisse in grolReren
multizentrischen Studien zu validieren. In diese Studie wurden Patienten der
interdisziplinaren operativen Intensivstation eingeschlossen; viele davon
erhielten einen kardiochirurgischen Eingriff und waren multimorbide. Somit zeigt
diese Studie keinen ausreichend groRen Querschnitt durch das kritisch kranke
Patientengut. Da es sich in dieser Studie um eine Beobachtungsstudie handelt,
konnen wir eine Kausalitat zwischen der Erholung nach AKI und dem Auftreten
unerwulnschter Ereignissen wahrend der Nachbeobachtung nicht sicher
herstellen. In dieser Zeit kann das Auftreten von Confoundern nicht
ausgeschlossen werden und ist vielmehr sogar wahrscheinlich. Eine weitere
Limitation der Studie ist die Auswahl des Patientenkollektivs. Die Entstehung der
AKIl ist multifaktoriell [129]; in unserer Studie entwickelten die meisten Patienten
eine AKI im Rahmen eines kardiochirurgischen Eingriffs oder einer Sepsis. Da
ausschlieBlich die Patienten der interdisziplinaren operativen Intensivstation

eingeschlossen wurden, konnte es einen Bias in der Haufigkeitsverteilung der
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Ursache fur eine AKI geben. Eine AKI bedingt durch einen chirurgischen
(insbesondere kardiochirurgischen) Eingriff kdnnte Uberreprasentiert sein. Da
viele miRNAs ubiquitar vorkommen und mit unterschiedlichsten biologischen
Prozessen assoziiert sind, konnten in nachfolgenden Studien die
Patientengruppen in kleinere Subgruppen anhand der Entstehung der AKI
unterteilt werden. Somit kdnnten spezifischere miRNAs untersucht werden und
potenzielle Storfaktoren minimiert werden. In nachfolgenden Studien konnten die
Expressionsunterschiede von miRNAs beispielsweise ausschlieldlich bei
septischer AKI oder bei CSA-AKI untersucht werden, da eine Sepsis und grof3e
Operationen haufige Ursachen fur die Entstehung einer AKI darstellen [4, 129,
130]. In der vorliegenden Studie entwickelten 38 % der Patienten eine AKI
aufgrund einer kardiochirurgischen Operation, 21 % der Patienten aufgrund einer
Sepsis. Diese Studie dient als Pilotstudie zur Identifikation von miRNAs bei AKI
und von Expressionsunterschieden der miRNAs zwischen Patienten mit einer
fruhen Erholung und Patienten ohne eine Erholung nach AKI. Durch die
Ergebnisse des NGS und der Netzwerkanalysen aus dieser Studie ist bereits eine
geeignete Vorbereitung fur eine multizentrische Nachfolgestudie erfolgt. Fir die
Untersuchung der Expressionsunterschiede der miRNAs in beiden Gruppen
wurden Plasma- und Urinproben der Patienten gewonnen. Bisher konzentriert
sich diese Arbeit auf die Analyse von miRNAs im Plasma. Eine zusatzliche
Bestimmung der miRNAs aus dem Urin ware damit moglich und wichtig und soll
in Nachfolgestudien erfolgen. Damit ware eine bessere Vergleichbarkeit mit
vielen bereits untersuchten Biomarkern geschaffen, die ebenfalls aus dem Urin
bestimmt werden [49, 131, 132]. CCL 14 aus dem Urin von Patienten mit AKI auf
der Intensivstation konnte in der RUBY-Studie eine persistierende AKI
vorhersagen [71]. Im letzten Jahr zeigten Newbury et al., dass miR-141 in
Urinproben von Patienten ohne eine Erholung der Nierenfunktion nach AKI
signifikant vermehrt exprimiert war im Vergleich zu Patienten mit einer Erholung
der Nierenfunktion und im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten [131]. Da
allerdings eine Reduktion der Urinproduktion oder eine Anurie wahrend einer
AKI-Episode das Gewinnen von Urinproben erschweren kann, stellt die

Bestimmung der miRNAs im Plasma von Patienten eine sichere Alternative dar.
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4.1.2 Definition von AKI und renaler Erholung

Da es aktuell keine Kreatinin-unabhangige, einheitliche Definition fir die AKI gibt,
wurde in dieser Arbeit die Definition der KDIGO-Guidelines [4] zur
Diagnosestellung verwendet. Eine neuere, Kreatinin-unabhangige Definition
konnte die Ergebnisse dieser Studie beeinflussen. Auch das Fehlen einer
einheitlichen Definition fir die Erholung der Nierenfunktion erschwert die
akkurate Erfassung der Epidemiologie einer Erholung nach AKI sowie die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Studien. In dieser Arbeit wurde die
Erholung der Nierenfunktion definiert als einen Ruckgang des SCr innerhalb von
7 Tagen auf weniger als das 1,5fache des Baseline-SCr. Newbury et al.
untersuchten die Rolle von miR-141 bei der Erholung der Nierenfunktion nach
AKI [131]. Sie definierten eine renale Erholung als einen Ruckgang des SCr zum
Baseline-SCr bzw. einen Ruckgang des SCr auf den Maximalwert des SCr des
AKI-Stadiums 1 nach KDIGO [4] an Tag 90 nach AKI [131]. Arreger et al. [133]
untersuchten den prognostischen Nutzen von IGFBP-7 im Urin als Marker flr
eine fruhe Erholung nach AKI. Es wurde unterschieden zwischen einer frihen
Erholung innerhalb von 7 Tagen, einer spaten Erholung nach 7 Tagen und einer
ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion. Eine Erholung wurde definiert als
ein Ruckgang zu den Baseline-RIFLE-[2]Kriterien. Meersch et al. definierten in
einer Studie Uber Biomarker der Erholung der Nierenfunktion bei
kardiochirurgischen Operationen eine Erholung der Nierenfunktion als einen
Ruckgang des SCr am Tag der Krankenhausentlassung auf das gleiche oder ein
geringeres Level als das praoperative SCr [49]. Die Verwendung der KDIGO-
Kriterien [4] fur eine AKI und fur die Erholung nach AKI bei unbekanntem
Baseline-SCr konnte zu einer Fehleinschatzung der renalen Erholung fuhren
[134]. In unserer Studie wurde als Baseline-SCr ein erfasster SCr-Wert zwischen
6 Monaten und einem Tag vor AKI-Diagnosestellung verwendet. Bei allen 71
Patienten konnte so ein Baseline-SCr erfasst werden. Haufig ist jedoch eine
Erfassung des Baseline-SCr nicht moglich. In diesem Fall kann eine Gleichung
zur Abschatzung des Baseline-SCr, die Modification of Diet in Renal Disease-
(MDRD)Gleichung [135], verwendet werden. Diese dient der Berechnung des
SCr anhand einer bekannten GFR, der Rasse, des Geschlechts und des Alters
der Patienten. Diese Formel kann modifiziert werden durch eine Normalisierung
der GFR fur alle Patienten zwischen 75 und 100 ml/min pro 1,73 m?
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Korperoberflache [136]. Mit dem Einsatz dieser geschatzten GFR kann das
Baseline-SCr berechnet werden. Die Verwendung dieser allgemeinen Gleichung
kénnte jedoch ebenfalls zu einer Uber- oder Unterschatzung der renalen
Erholung fuhren, da weder ein vorbestehender Nierenschaden noch eine
besonders gute Nierenfunktion bertcksichtigt werden. Auch eine Abnahme der
Muskelmasse bei kritisch kranken Patienten mit folglich potenziell erniedrigtem
SCr konnte zu einer Verzerrung in der Einschatzung der Erholung fuhren [64].
Somit ist die Ruckrechnung des Baseline-SCr durch die 0.g. Formel vor allem fur
nierengesunde Studienpopulationen geeignet [5]. Neben den Kriterien fir die
Definition der Erholung der Nierenfunktion spielt auch die Rolle des Zeitpunktes
fur die Erfassung eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit wurde eine fruhe Erholung
innerhalb von 7 Tagen nach AKI beobachtet. Viele andere Studien konzentrierten
sich auf eine renale Erholung am Tag der Krankenhausentlassung [70, 137, 138].
Eine einheitliche Definition der Erholung der Nierenfunktion und des Zeitpunktes
der Erholung konnte in der Zukunft die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von
Studien zu AKI verbessern.

4.1.3 CRF

Die klinischen Daten der Patienten wurde in einer anonymisierten Form in CRFs
erfasst. Da einige Patienten bereits wahrend des Krankenhausaufenthalts
verstarben oder auf eine Normalstation verlegt wurden, wurden einige
Labordaten und Parameter nicht an jedem Zeitpunkt beobachtet, sodass in der
statistischen Auswertung die Anzahl der Parameter variieren.

4.1.4 NGS

NGS ist eine Methode, bei der, im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung,
mehreren Millionen DNA-Fragmente innerhalb kirzester Zeit parallel sequenziert
werden konnen [116]. Die Sanger-Sequenzierung [139] wurde in den 1970er
Jahren veroffentlicht und galt fur ca. 30 Jahre als die fuhrende Methode der DNA-
Sequenzierung. Eine Weiterentwicklung und Automatisierung der Sanger-
Methode ermdglichte 2004 die Sequenzierung des gesamten menschlichen
Genoms [140]. Seit 2005 wurden viele verschiedene NGS-Methoden
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veroffentlicht [141-143]. Vorteile des NGS im Vergleich zur Sanger-
Sequenzierung ist zu einem die Schnelligkeit und die reduzierten Kosten, zum
anderen auch die gro3e Menge an DNA-Fragmenten, die parallel sequenziert
werden konnen [144]. Mittels NGS kann ein gesamtes menschliches Genom,
verglichen mit einem Referenzgenom, sequenziert werden, sodass bisher
unbekannte Mutationen oder Gene, assoziiert mit Krankheitsentstehung,
entdeckt werden konnen [116] . Die Firma llumina ist mit seinen NGS-Systemen
ein dominanter Vertreter des heutigen Sequenzierungs-Marktes [145]. In dieser
Arbeit erfolgte das NGS extern durch QIAGEN Genomic Services in Hilden
(Deutschland) mittels NextSeq500 von llumina. Die Rolle des NGS im klinischen
Setting, zur Diagnostik von Krankheiten sowie zur Etablierung von Biomarkern
der Krankheitsentwicklung, nimmt immer weiter zu [146]. In der Krebsforschung
ist der Einsatz von NGS zur RNA-Sequenzierung und zur ldentifikation von
miRNAs bereits weit verbreitet [147-150].

4.1.5 qRT-PCR

Ein Grund fur das Potenzial von miRNAs als Biomarker beruht auf ihrer Stabilitat
in Geweben und Korperflussigkeiten, z.B. in Serum und Urin sowie bei der
Lagerung bei Raumtemperatur [103-106]. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Plasmaproben der Patienten ausschliellich Uber liegende Katheter enthommen,
jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Somit unterschied sich die
Lagerungszeit der Proben teilweise um mehrere Monate. Auch wenn miRNAs als
stabil gelten, kann eine Beeinflussung der Ergebnisse — wenngleich
unwahrscheinlich - durch unterschiedlich lange Lagerung bei -80 °C nicht sicher
ausgeschlossen werden. MiRNAs konnen verlasslich mittels gRT-PCR analysiert
und quantifiziert werden und bieten aufgrund ihrer Analyse anhand von
Sequenzen eine hohe Spezifitat [107]. Die hohe Geschwindigkeit kombiniert mit
hoher Sensitivitat und Spezifitdt macht die qRT-PCR zu einem wichtigen und
beliebten Werkzeug der Quantifizierung von Nukleinsduren [151]. Um die
Ergebnisse von qRT-PCR-Versuchen besser vergleichen und reproduzieren zu
konnen, entwickelten Bustin et al. [151] die MIGQ-Guidelines (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) zur

Publikation von gRT-PCR-Experimenten. Eine genaue Dokumentation der

75



Probengewinnung, der einzelnen Versuchsablaufe, der Qualitatskontrolle und
der Normalisierung der Ergebnisse anhand einer Checkliste soll die
Zuverlassigkeit und Vergleichbarkeit der qRT-PCR-Experimente verbessern
[151]. Die vielen Schritte vor und wahrend der gRT-PCR gelten als potenzielle
Stellen fur Fehler. Pipettier-Ungenauigkeiten, Kontaminationen, sowie
Unterschiede in der Entnahme und Lagerung der zu untersuchenden Proben sind
nur wenige Beispiele fur mogliche Probleme bei der Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit von PCR-Experimenten [152]. TAmIiRNA in Wien fugte den
Plasmaproben unserer Patienten zu drei verschiedenen Zeitpunkten Spike-In-
Kontrollen hinzu (bei der RNA-Extraktion, der cDNA-Synthese und PCR-
Amplifikation). Diese Kontrollen ermoglichen eine Normalisierung und
Uberprifung der technischen Varianz der Probenentnahme und der
Probenqualitat, der RNA-Extraktion, der RT sowie der PCR-Amplifikation. In
Zukunft  sind  weitere Untersuchungen  zur  Verbesserung von
Normalisierungsmethoden notwendig. Proben mit grof3en
Expressionsunterschieden von miRNAs scheinen robust, jedoch kann bei
geringen Expressionsunterschieden eine unzureichende Normalisierung die
Ergebnisse stark beeinflussen [153]. Schon diese kleinen Veranderungen im
Expressionsmuster von miRNAs konnten eine wichtige Rolle spielen, da miRNAs
auf einem einzigen Signalweg viele Angriffspunkte und somit auch viele
biologische Prozesse beeinflussen kénnen [153]. Die Ahnlichkeit der vielen
verschiedenen miRNAs kann das Erreichen einer ausreichenden Spezifitat von
Experimenten erschweren [154]. Zu komplexe Versuchsablaufe und zu hohe
Kosten konnen Standardlabore unter Umstanden nicht leisten [155]. QRT-PCR-
Versuche zur Detektion von Expressionsunterschieden von miRNAs bedurfen
einer grundlichen Dokumentation und standardisierten Normalisierung bzw.
Interpretation, um die Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit der Ergebnisse zu
gewahrleisten [151]. MiRNAs werden nicht nur als diagnostische, sondern auch
als potenzielle therapeutische Angriffspunkte diskutiert [156, 157]. Fur einen
sicheren Einsatz von miRNAs zu therapeutischen Zwecken oder zur
routinemafigen Diagnostik im Kklinischen Alltag, wird ein effizientes und
kostengunstiges Verfahren benotigt. Trotz zunehmender Versuche zu
Expressionsmustern von miRNAs, fehlt aktuell ein einheitlicher Konsens zur
miRNA-Quantifizierung und Standardisierung [158].
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Um eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus unserer Kohorte in
mdglichen multizentrischen Folgestudien ausreichend gewahrleisten zu kénnen,
wurden die gqRT-PCR-Experimente von TAMIRNA in Wien durchgeflnhrt.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Klinische Daten

In vielen Studien wurde gezeigt, dass altere Patienten ein hoheres Risiko fur die
Entwicklung einer AKI sowie fur ein schlechteres Outcome nach AKI haben [65,
159]. Auch das weibliche Geschlecht wird in den KDIGO-Guidelines als ein
Pradispositionsfaktor fur die Entwicklung einer AKI erfasst [4]. In dieser Arbeit
konnte kein signifikanten Unterschied im Alter zwischen den Gruppen der
Patienten mit Erholung und ohne Erholung nach AKI festgestellt werden. Das
mediane Alter der erholten Patienten lag mit 73 Jahren sogar etwas Uber dem
medianen Alter der Patienten ohne Erholung mit 68 Jahren und eine statistisch
signifikante Assoziation zwischen dem Geschlecht und einer Erholung nach AKI
konnten wir ebenfalls nicht nachweisen. In dem beobachteten Zeitraum wurden
insgesamt weniger weibliche Patientinnen als mannliche Patienten in die Studie
eingeschlossen. Die Studienpopulation bestand aus nur 19 Frauen (27 %). Der
Grofteil der Patienten mit AKI in dieser Studie waren mannlich (73 %). Neben
dem Alter und dem Geschlecht gelten auch Vorerkrankungen wie eine
chronische Nierenerkrankung, ein Diabetes mellitus oder eine maligne
Tumorerkrankung in der Vorgeschichte als Risikofaktoren fur die Entwicklung
einer akuten Nierenschadigung [4, 160]. Komorbiditaten, wie ein Diabetes
mellitus, ein arterieller Hypertonus und kardiale Vorerkrankungen sind zudem
haufig berichtete Risikofaktoren fur eine ausbleibende Erholung der
Nierenfunktion nach AKI [161, 162]. In dem Patientenkollektiv aus dieser Arbeit
litten insgesamt 25 % der Patienten an einem Diabetes mellitus, 21 % der
Patienten an einer chronischen Nierenerkrankung und 34 % der Patienten hatten
eine maligne Tumorerkrankung in der Vorgeschichte oder zur Zeit des
Intensivstationsaufenthalts. Ein Diabetes mellitus, ein arterieller Hypertonus
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sowie eine CKD waren bei den Patienten ohne Erholung nach AKI ahnlich oft
vertreten wie bei den Patienten, die sich erholt haben. Von den erholten Patienten
waren 33 % der Patienten Diabetiker, 61 % litten an einem arteriellen Hypertonus
und 22 % an einer CKD. Bei den Patienten mit persistierender Nierenschadigung
waren 36 % der Patienten Diabetiker, 64 % Hypertoniker und 21 % waren bereits
vorher chronisch niereninsuffizient. Von den Patienten ohne eine Erholung der
Nierenfunktion litten 36 % der Patienten an einer Herzinsuffizienz, wahrend nur
22 % der frih erholten Patienten herzinsuffizient waren, jedoch ohne einen
signifikanten Unterschied. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Haufigkeit des Auftretens von Diabetes mellitus,
Tumorerkrankungen oder CKD zwischen den beiden untersuchten Gruppen,
sodass zwar das Risiko fur das Auftreten einer AKI erhoht sein konnte, das frihe
Outcome aber ggf. unabhangig von den Vorerkrankungen ist. In einer
retrospektiven Studie untersuchten Bucaloiu et al. Einflussfaktoren auf die
Mortalitat und die Entwicklung einer CKD nach AKI [163]. Sie zeigten, dass
Multimorbiditat und ein hoheres Alter mit unerwinschten Ereignissen assoziiert
waren. An einer anderen Kohorte, bestehend aus 934 Patienten mit AKI,
demonstrierten Lu et al.,, dass die Anzahl von Organdysfunktionen ein
unabhangiger Risikofaktor fur eine ausbleibende Erholung der Nierenfunktion ist
[164]. Adipositas gilt ebenfalls als ein Risikofaktor fiir AKI, jedoch ist Ubergewicht
paradoxerweise oft mit einer geringeren Mortalitat assoziiert [165]. Kim et. al
untersuchten die Assoziation zwischen dem BMI und dem Mortalitatsrisiko bei
1144 koreanischen Patienten auf der Intensivstation [166]. Ubergewichtige
Patienten (BMI > 25 kg/m?) hatten ein statistisch signifikant niedrigeres
Mortalitatsrisiko als normalgewichtige Patienten (hazard ratio 0,81); die
geringeren Mortalitatsraten bei Patienten mit Ubergewicht und AKI waren jedoch
nur bei besonders schweren Krankheitsverlaufen zu beobachten [166]. In einer
Arbeit von Druml et al. schien das Mortalitatsrisiko durch AKI bei Ubergewichtigen
Patienten verringert [167]. In viele Studien beziglich Ubergewicht und AKI
handelt es sich jedoch um retrospektive Studien, in denen viele Einflussfaktoren
eventuell nicht mit einbezogen wurden. Kritische Krankheitsverlaufe gehen oft
mit ungewolltem Gewichtsverlust einher und konnten so den Einfluss des
Gewichts auf die Mortalitat beeinflussen [165]. Von den 71 beobachteten

Patienten aus der vorliegenden Arbeit waren 28 % Ubergewichtig
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(BMI > 30 kg/m?) ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den Patienten,
die sich erholten und den Patienten ohne Erholung (p = 0,966). In der Gruppe
ohne Erholung nach AKI litten 15 Patienten an Ubergewicht, 8 dieser Patienten
(53%) starben innerhalb des ersten Jahres nach AKI-Diagnosestellung.

Haufige Trigger fur eine AKI sind die Sepsis, offene herzchirurgische Eingriffe
und eine dekompensierte Herzinsuffizienz [4, 11, 12]. Auch in dem
Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit sind die o.g. Ursachen haufig
vertreten. Einen herzchirurgischen Eingriff erhielten 38 % der Patienten; eine AKI
nach einem grofRen nicht-kardiochirurgischen Eingriff (darunter abdominelle
Eingriffe und eine Thrombektomie bei einem Gefallverschluss der Hand)
entwickelten 23 % der Patienten. Eine Sepsis, oft als haufigste Ursache flr eine
AKI deklariert [12], war in dem vorliegenden Patientenkollektiv mit 21 % nur die
dritthaufigste Ursache. Jedoch wurden die 71 Studienpatienten innerhalb eines
Jahres auf der interdisziplinaren operativen Intensivstation eingeschlossen,
sodass Operationen als Ursache fur eine AKI Uberreprasentiert sein kdnnten im

Vergleich zu einer internistischen Intensivstation.

a) S&ure-Base-Haushalt und Elektrolyte
An allen 4 beobachteten Zeitpunkten (Tag 0, 1, 2 und 7 nach AKI) war das
mediane Kalium in den BGAs in der Gruppe der Patienten ohne Erholung nach
AKI statistisch signifikant hoher als in der Gruppe mit Erholung. Chen et. al
zeigten, dass erhdhte Serum-Kaliumwerte sowie eine Hypo- und Hypernatriamie
mit einer AKI-Progression sowie einer schlechteren Prognose assoziiert sind
[168]. Oft sind die hohergradigen AKI-Stadien mit einer geringeren
Urinausscheidung und somit auch mit einer Akkumulation von Kalium im Korper
assoziiert. Am Tag der AKI-Diagnosestellung war das mediane Serum-Kalium in
der BGA in beiden Gruppen in dieser Arbeit deutlich héher als am 7. Tag nach
AKI-Diagnosestellung. Die Abnahme der Kalium-Level kann, vor allem in der
Gruppe ohne Erholung nach AKI, auf die verwendeten Nierenersatzverfahren
zuruckgefuhrt werden, da ein Grol3teil der Patienten ohne Erholung innerhalb der

ersten 7 Tage nach AKI dialysepflichtig waren. Im Serum-Natrium konnte zu
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keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

festgestellt werden.

b) Parameter der Nierenfunktion

In einigen Studien galt der AKI-Schwergrad als pradiktiver Faktor fir die
Progression in eine CKD nach AKI [14, 161]. Macedo et al. konnten hingegen
keine Assoziation zwischen dem AKI-Schweregrad und der Erholungsrate der
Nierenfunktion feststellen [169]. Der Schweregrad der AKI war in beiden Gruppen
in unserer Studie prozentual ahnlich vertreten. Bei den erholten Patienten hatten
61 % der Patienten eine AKI 2 und 39 % der Patienten eine AKI 3; bei den nicht
erholten Patienten hatten 60 % der Patienten eine AKI 2 und 40 % eine AKI 3. In
Dieser Arbeit konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem Schweregrad
einer AKI und einer potenziellen Erholung nach AKI festgestellt werden, jedoch
wurden nur Patienten mit AKI-Schweregrad 2 oder 3 eingeschlossen. Demnach
kann aus dieser Arbeit nicht darauf geschlossen werden, dass der Schweregrad
nicht mit der Erholungsrate korreliert. Bei einem Vergleich von Patienten mit AKI
1 versus AKI 3 kénnte eine Assoziation zwischen dem Schweregrad und der
Erholungsrate vorliegen.

In einer Studie von Ali et al. war eine vorbestehende schlechte Nierenfunktion mit
erhdhtem Baseline-SCr mit einer schlechteren Erholung der Nierenfunktion
assoziiert [170]. Insgesamt 68 % der Patienten ohne Einschrankung der
Nierenfunktion vor AKI-Diagnose erholten sich vollstandig; in der Gruppe mit
vorbestehender Nierenfunktionseinschrankung erholten sich nur 36 % der
Patienten [170]. Ahnliche Ergebnisse konnten Macedo et al. in einer
retrospektiven Studie darstellen; eine verminderte Baseline-Nierenfunktion war
mit einer geringeren Erholungsrate 18 Monate nach AKI assoziiert [169]. Im
Gegensatz dazu zeigten Ponte et al. in einer retrospektiven Studie, dass sich
mehr Patienten mit AKI und einer bereits vorher eingeschrankten Nierenfunktion
am Tag der Krankenhausentlassung erholt hatten, als Patienten mit normwertiger
Nierenfunktion [171]. In unserer Studie gab es im Baseline-SCr zwischen den
Patienten mit fruher Erholung und den Patienten mit ausbleibender Erholung
nach AKI keinen statistisch signifikanten Unterschied. Auch eine vorbestehende

CKD in der Vorgeschichte war nicht mit einer geringeren oder erhdhten
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Erholungsrate nach AKI assoziiert. Ein entscheidender Einflussfaktor auf diese
unterschiedlichen Ergebnisse konnte der Zeitpunkt der Festlegung der Erholung
sein, da eine Erholung moglicherweise auch noch Monate nach AKI eintreten
kann. Macedo et al. entschieden sich deswegen beispielsweise fur eine
Nachbeobachtung der Erholung 18 Monate nach der AKI-Episode, da einige
Patienten auch nach 12 Monaten noch eine Verbesserung der Nierenfunktion im
Sinne eines Anstiegs der GFR zeigten [169]. Neben der Verwendung des SCr
fur die Diagnosestellung der AKI und der Einschatzung der Erholung wird die
AKI-Diagnose bei Verwendung KDIGO-Kriterien [4] auch anhand der
ausgeschiedenen Urinmenge gestellt. Obwohl die ausgeschiedene Urinmenge
als ein AKI-Diagnosekriterium gilt, haben sich bisher wenige Studien auf eine
Oligurie als moglichen pradiktiven Faktor fur eine AKI konzentriert [26]. In einer
Post-hoc-Analyse einer prospektiven Beobachtungsstudie konnte gezeigt
werden, dass die AUC der Urinausscheidung fur die Vorhersage einer
erfolgreiche Beendigung einer Nierenersatztherapie bei 0,85 lag; bei der
Verwendung von Diuretika sank die AUC jedoch auf 0,67 [172]. Kellum et al.
untersuchten das Outcome nach AKI bei Patienten, deren AKI-Diagnose
entweder anhand des SCr, der ausgeschiedene Urinmenge oder anhand beider
Kriterien zusammengestellt wurde [173]. Patienten mit einem erhdhten SCr und
einer reduzierte Urinproduktion zum Zeitpunkt der AKI-Diagnosestellung, hatten
ein schlechteres Outcome als die Patienten, die nur eines der beiden Kriterien
erflllten. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit, auch die ausgeschiedene Urinmenge
in Studien zur renalen Erholung miteinzubeziehen [173]. In unserer Studie war
bei 15 % der Patienten sowohl das SCr erhoht als auch die Urinausscheidung
erniedrigt, sodass anhand beider Parameter die AKI-Diagnosestellung erfolgte.
Jedoch lag beim Vergleich der AKI-Diagnosestellung anhand beider Kriterien
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patienten mit friher
Erholung und ausbleibender Erholung nach AKI vor. In unserer Studie war die
ausgeschiedene Urinmenge innerhalb von 24 Stunden an den 4 beobachteten
Zeitpunkten bei den erholten Patienten signifikant hoher als in der Gruppe mit
ausbleibender Erholung. Dies kdnnte jedoch auf die Rate der RRT in beiden
Gruppen zuruckzufuhren sein. An Tag 7 war kein Patient mit friher Erholung
dialysepflichtig und wahrend des gesamten Krankenhausaufenthaltes wurden

nur 22 % der Patienten dieser Gruppe kurzfristig dialysiert. Von den Patienten
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mit persistierendem Nierenschaden wurden 66 % der Patienten innerhalb der
ersten 7 Tage nach AKI-Diagnosestellung dialysiert. In der RENAL-Studie wurde
gezeigt, dass hohere kumulative Flussigkeitsbilanzen wahrend der
Nierenersatztherapie mit einer geringeren Erholung der Nierenfunktion assoziiert
sind [66]. Gaiao et al. zeigten ebenfalls, dass eine positive Fllssigkeitsbilanz die
Erholung nach AKI bei dialysepflichtigen Patienten vermindert [69]. Im
Gegensatz dazu konnten Silversides et al. keine Assoziation zwischen der
Flussigkeitsbilanz wahrend einer RRT und der Erholung der Nierenfunktion
feststellen [174]. In unserer Kohorte bestand nur am Tag der AKI-
Diagnosestellung ein signifikanter Unterschied in der Flussigkeitsbilanz zwischen
den beiden untersuchten Gruppen. Die Patienten mit persistierendem
Nierenschaden wurden an Tag 0 mit einer medianen Bilanz von 777 ml/24h
deutlich positiv bilanziert, wahrend die Patienten mit Erholung nach AKI mit einer
medianen Bilanz von -59 ml/24h negativ bilanziert wurden. An allen anderen
Tagen wurden beide Gruppen negativ bilanziert ohne statistisch signifikante
Unterschiede. Dass es an den meisten Tagen keinen signifikanten Unterschied
in der Flussigkeitsbilanz zwischen den beiden Gruppen gibt, kdnnte ebenfalls mit
der Anzahl der dialysepflichtigen Patienten zusammenhangen. In der Gruppe der
Patienten mit persistierendem Nierenschaden erhielt ca. ein Drittel wahrend des
Krankenhausaufenthaltes eine RRT, mit der der Volumenhaushalt der Patienten
gezielt gesteuert werden kann. Aufgrund dessen hatten diese Patienten
vermutlich trotz geringerer Urinausscheidung eine ahnlich ausgeglichene
Flussigkeitsbilanz wie die Patienten ohne RRT, die eine erhaltene bzw. hohere
Urinproduktion hatten.

c) Parameter einer Infektion und Sepsis
Sepsis ist ein haufiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer AKI und Patienten
mit AKI erkranken haufiger an einer Sepsis [13, 21]. Patienten mit AKI und Sepsis
haben eine erhohte Mortalitat im Vergleich mit Patienten mit einer Sepsis ohne
AKI [175]. Einige infektiologische Parameter (Laktat, Leukozytenzahl und PCT)
waren in unserer Studie an mehreren Zeitpunkten signifikant héher in der Gruppe
der Patienten ohne Erholung nach AKIl. Das CRP unterschied sich zwar zu

keinem Zeitpunkt signifikant, dennoch lag das mittlere CRP in beiden Gruppen
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an allen Zeitpunkten deutlich Gber dem Normwert von 0,5mg/dl. Die gemessenen
Temperaturen unterschiedenen sich zu keinem der Zeitpunkte signifikant, jedoch
waren 66 % der Patienten mit ausbleibender Erholung nach AKI dialysepflichtig.
Eine klinisch haufig durchgefuhrte Kihlung mittels Dialyse bei Fieber konnte die
Daten verzerren. Bagshaw et al. untersuchten das Outcome von 1753 Patienten
mit septischer und nicht-septischer AKI [176]. Septische AKI war mit einer
erhohten Mortalitatsrate und einem langeren Krankenhausaufenthalt assoziiert,
jedoch zeigten die septischen Patienten eine gro3ere Erholungstendenz mit einer
vermehrten Unabhangigkeit von Nierenersatzverfahren [176]. In unserem
Patientenkollektiv erholten sich nur 3 von 15 Patienten (20 %) mit einer Sepsis
innerhalb der ersten 7 Tage nach AKI; 6 Patienten (40 %) starben bereits
wahrend des Krankenhausaufenthalts. Am Tag der Entlassung hatten sich
insgesamt 5 Patienten erholt, an Tag 90 nach AKI galt ein weiterer Patient als
erholt (insgesamt 40 % der Patienten mit septischer AKI). Somit lassen auch
unsere Daten auf eine hohe Mortalitatsrate bei septisch induzierter AKI
schliel3en, jedoch auch auf eine potenziell hohere Erholungsrate bei langerer

Nachbeobachtung

d) GCS, APACHE-II- und SOFA-Score
Mehta et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen einem héheren APACHE
[I-Score und einer ausbleibenden Erholung der Nierenfunktion sowie einer
erhohten Mortalitdtsrate [177]. In einer multizentrischen prospektiven
Beobachtungsstudie von Lin et al. war ein hoherer SOFA-Score mit einer
erhdohten 90-Tages-Mortalitat assoziiert [178]. In der Kohorte der vorliegenden
Arbeit hatten die Patienten ohne Erholung nach AKI an allen beobachteten
Zeitpunkten einen signifikant hoheren SOFA-Score und bei AKI-
Diagnosestellung einen hoheren APACHE-II-Score (p = 0,007). Uchino et al.
testeten ebenfalls verschiedene Scores auf einen pradiktiven Nutzen fur das
Outcome nach AKI [179] . Weder der APACHE II-Score, der SOFA-Score sowie
vier andere AKI-spezifische Scores hatten einen pradiktiven Vorhersagewert
[179]. Diese unterschiedlichen Ergebnisse und die mdglicherweise

unzureichende Einschatzung einer Nierenerholung anhand detaillierter Scores
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macht deutlich, dass dringend geeignetere Biomarker mit besserem pradiktiven

Wert gefunden werden muissen.

e) Stationérer Verlauf
Die Patienten ohne Erholung nach AKI in unserer Kohorte waren statistisch
signifikant langer beatmet als die Patienten mit einer schnellen Erholung nach
AKI (p = 0,003). Von den Patienten ohne Erholung nach AKI mussten 87 %
beatmet werden, bei den Patienten mit Erholung nur 56 %. Malhotra et. al
entwickelten in einer multizentrischen Studie mit Patienten auf der Intensivstation
einen Score, um eine AKI vorhersagen zu kénnen [180]. Eine mechanische
Ventilation stellte sich als unabhangiger pradiktiver Faktor fur die Entstehung
einer AKI heraus. Van den Akker et al. beschrieben in einer Metaanalyse
verschiedener Studien, dass eine mechanische Ventilation mit einer dreifach
erhdhten Wahrscheinlichkeit assoziiert ist, ein AKI zu entwickeln [181]. Wir
konnten feststellen, dass an Tag 0, 2 und 7 nach AKI die Patienten mit
ausbleibender Erholung eine hohere inspiratorische Sauerstoffkonzentration
bendtigten, als die Patienten mit friiher Erholung. Am 7. Tag nach AKI lag bei den
frh erholten Patienten die mediane FiO2-Konzentration bei 21 %, bei den
Patienten ohne Erholung bei 40 % (p = 0,003). Nicht nur bendtigten die erholten
Patienten geringere Sauerstoffkonzentrationen, auch die Beatmungsdauer war
bei den erholten Patienten statistisch signifikant kirzer (p = 0,003). Kellum et al.
zeigten, dass eine schnelle Erholung nach AKI mit einem kurzeren Aufenthalt auf
der Intensivstation sowie eine besseren 1-Jahres-Uberlebensrate assoziiert ist
[161]. Auch in unserer Kohorte war die Behandlungsdauer auf der Intensivstation
bei Patienten mit einer fruhen Erholung statistisch signifikant kurzer als bei den

Patienten mit persistierender AKI (p = 0,006).

f) Nachbeobachtung
Bagshaw et al. beobachteten 240 kritisch kranke Patienten mit dialysepflichtiger
AKI [21]. Insgesamt waren 32 % der Patienten am Tag der
Krankenausentlassung weiterhin dialysepflichtig, nach einem Jahr wurden noch
22 % der Patienten regelmaRig dialysiert [21]. Kellum et al. untersuchten in einer
Studie an 16968 kritisch kranken Patienten mit AKI-Stadien 2 und 3 die Erholung

der Nierenfunktion, in der 26,6 % der Patienten einen frthen Rickgang des SCr
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(innerhalb der ersten 7 Tage nach AKI) zeigten [161]. Als erholt galten die
Patienten mit einem Rickgang der KDIGO-Kriterien[4] am Tag der
Krankenhausentlassung. Insgesamt 22,5 % der Patienten durchlebten zwar
wahrend des Krankenhausaufenthaltes mehrere AKI-Episoden, hatten sich aber
zum Zeitpunkt der Krankenhausentlassung erholt; 26,5 % der Patienten zeigten
keinen Ruckgang der AKI-Kriterien und erholten sich somit nicht [161]. Macedo
et al. beobachteten 84 Patienten nach AKI, wovon sich 19 % der Patienten am
Tag der Krankenhausentlassung und weitere 64 % der Patienten nach 18
Monaten erholt hatten [169]. In unserer Studie erholten sich 18 von 71 Patienten
(25 %) innerhalb der ersten 7 Tage, die anderen 53 Patienten erholten sich nicht.
Am Tag der Krankenhausentlassung und an Tag 90 nach AKI hatten sich
insgesamt 34 Patienten (48 %) erholt, an Tag 365 galten insgesamt 37 % aller
Patienten als erholt. Zwei Patienten entwickelten an Tag 90 und an Tag 365
erneute AKI-Episoden. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Erholung
nach AKI durch erneute AKI-Episoden gekennzeichnet sein kann und eine
vollstandige Erholung erst nach Wochen bis Monaten eintreten kann.
Langzeitstudien weisen darauf hin, dass die Erholung der Nierenfunktion ein
langwieriger Prozess sein konnte mit einem Maximum zwischen 90 Tagen und 6
Monaten [21, 182]. Kellum et al. konnten eine bessere 1-Jahres-Uberlebensrate
bei Patienten mit einer frihen Erholung nach AKI zeigen [161]. In der
vorliegenden Arbeit wurde dargestellt, dass an allen beobachteten Zeitpunkten
(am Tag der ICU- und der Krankenhausentlassung, an Tag 90 und an Tag 365)
ein signifikanter Unterschied zwischen der Mortalitdtsrate zwischen den
untersuchten Gruppen bestand. An Tag 365 waren 55 % der Patienten mit
persistierender AKI verstorben, wahrend bei den frih erholten Patienten nur
17 % der Patienten in der beobachteten Zeit verstarben (p = 0,005). Die
insgesamt hohe Mortalitatsrate von 45 % aller Patienten mit AKI in unserer
Kohorte konnte verzerrt sein, da nur Patienten mit hohergradiger AKI (Stadium 2

und 3) eingeschlossen wurden und die Patienten multimorbide waren.

4.2.2 MiR-378a-3p, miR-194-5p, miR 34a-5p und miR-193a-5p als Biomarker
der Erholung

In unserer Studie haben wir gezeigt, dass miRNAs als pradiktive Marker fur eine

ausbleibende Erholung nach AKI dienen kénnen. An Tag 1 nach AKI waren die
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vier untersuchten miRNAs (miR-378a-3p, miR-194-5p, miR-193a-5p und miR-
34a-5p) im Plasma der Patienten ohne Erholung nach AKI signifikant
hochreguliert. An Tag 7 nach AKI bestand in beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen der miRNA-Expression. MiRNAs kdnnten besonders
in der Frihphase nach AKI als prognostische Parameter dienen. Aufgrund lhrer
Stabilitat und des verlasslichen Nachweises mittels qRT-PCR gelten miRNAs als

vielversprechende neue Biomarker.

a) Biomarker der AKI

Im letzten Jahrzehnt wurden viele urinare und einige plasmatische Proteine als
potenzielle neue Biomarker einer AKI untersucht. Bisher verwendete Biomarker
wie das SCr und die GFR dienen keiner frihen Diagnosestellung und flihren so
zu einer Verzogerung einer zeitgerechten Intervention [69]. Eine frihzeitige
Diagnosestellung kann die AKI-Prognose verbessern. Aufgrund dessen ist die
Etablierung von Biomarkern mit einer besseren Sensitivitat als das SCr fur eine
frlhzeitige Intervention notwendig [183]. In den KDIGO-Guidelines wird
empfohlen, Biomarker fir die frihzeitige Diagnosestellung, Prognosemarker fur
AKI und eine chronische Schadigung sowie Prognosemarker fur die Erholung
nach AKI zu erforschen [4]. Die KDIGO-Definition der AKI anhand des SCr sowie
der Urinausscheidung limitiert demnach madglicherweise die zeitgerechte und
akkurate AKI-Diagnosestellung, sodass subklinische Nierendysfunktionen und
Schadigungen Ubersehen werden konnten. Die GFR reflektiert erst spat die
Veranderung der Nierenfunktion, da durch eine Hyperfiltration und Hypertrophie
der gesunden Nephrons die Nierenfunktion lange aufrechterhalten werden kann
[26].

Einige der neueren Biomarker erzielten in Studien =zur fruhzeitigen
Diagnosestellung einer AKI gute Ergebnisse. Die AUC lag zur fruihen AKI-
Diagnosestellung einer CSA-AKI bei 0,65 fur KIM-1 und bei 0,67 fir NGAL [184].
Als Biomarker fur eine AKI nach kardiochirurgischen Eingriffen lag die AUC bei
0,71 fur CysC [185]. Bei der Verwendung des Produkts aus TIMP-2 und IGFBP-
7 zur Pradiktion einer AKI in der SAPPHIRE-Studie ergab sich eine AUC von 0,8
[47]. Du et al. [186] zeigten in einer Studie an 120 Patienten nach

kardiochirurgischem Eingriff, dass erhéhte Plasma- und Urinlevel von miR-21 mit
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dem Schweregrad der AKI und einem schlechten Outcome assoziiert waren. Mit
einer AUC von 0,8 war die Expression von miR-21 im Plasma der Patienten mit
der Entwicklung einer AKI assoziiert [186]. In einer Studie von Ramachandran et
al. konnten vier miRNAs zwischen Patienten mit und ohne AKI auf der
Intensivstation differenzieren (miR-21, miR-200c, miR-423 und miR-4640) [187].
MiR-21, miR-200c und miR-423 waren im Urin von Patienten mit AKI
hochreguliert, miR-4640 war vermindert exprimiert. Bei der Kombination dieser
vier miRNAs konnte ein pradiktiver Nutzen der miRNAs mit einer AUC von 0,92
erreicht werden [187]. Aguado-Fraile et al. zeigten, dass miR-26b-5p, miR-27a-
3p, miR-93-3p and miR-127-3p im Serum von Patienten herunterreguliert waren,
die nach kardiochirurgischem Eingriff eine AKI entwickelten [73]. Eine Reihe von
Studien fokussierten sich vor allem auf den Nachweis von Biomarkern zur frihen
Diagnosestellung einer AKI. Zur Einschatzung der Erholung nach AKI ist die
Datenlage bisher noch begrenzt und Studien bezuglich miRNAs als Marker fur
die Erholung der Nierenfunktion gibt es nach unserem Wissen bisher nur wenige
[131].

Srisawat et al. untersuchten in einer Post-hoc-Analyse einer multizentrischen
Studie NGAL und IL-6 als Marker zur Vorhersage einer Erholung der
Nierenfunktion nach AKI bei Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie [70].
Plasmaproben wurden am Tag der RIFLE-F-Diagnosestellung gesammelt. Als
erholt galten die Uberlebenden Patienten, die wahrend des
Krankenhausaufenthaltes keine RRT bendtigten und bei der Entlassung keine
persistierende RIFLE-F-Klassifikation erfullten. In der Gruppe der erholten
Patienten war die mittlere NGAL-Konzentration im Plasma signifikant niedriger
als in der Gruppe ohne Erholung (p < 0.001). Plasma-NGAL konnte bei den
uberlebenden Patienten mit einer AUC von 0,71 eine ausbleibende Erholung der
Nierenfunktion vorhersagen [70]. Han et. al konnten mit der Kombination von
NGAL, KIM-1 und NAG eine AUC von 0,78 zur Vorhersage einer postoperativen
AKI erreichen [184]. Die Kombination von TIMP-2 und IGFBP-7 erzielte in einer
anderen Studie bessere Ergebnisse in der AKI-Vorhersage mit einer AUC von
0,8 im Vergleich zu den beiden Markern allein (AUC = 0,79 bei TIMP-2 und AUC
= 0,76 bei IGFBP-7) [47].
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Aregger et al. untersuchten den Urin von 64 kritisch kranken Patienten auf
potenzielle Biomarker zur Pradikation einer Nierenerholung [133]. IGFBP-7 und
NGAL konnten zwischen Patienten mit friher Erholung (innerhalb von 7 Tagen)
und spater Erholung (nach 7 Tagen) diskriminieren. Eine signifikante
Hochregulation der beiden Biomarker war mit einem schlechteren Outcome
assoziiert. Eine vermehrte Expression von IGFBP-7 im Urin konnte mit einer AUC
von 0,68 die Mortalitat und mit einer AUC von 0,74 eine Erholung vorhersagen.
Bei NGAL lag der pradiktive Nutzen bei einer AUC von 0,81 bei der Vorhersage
der Mortalitat und bei 0,70 bei der Erholung nach AKI [133].

Nach kardiochirurgischen Eingriffen untersuchten Meersch et al. Urinproben von
50 Patienten, von denen 26 Patienten postoperativ eine AKI entwickelten [49].
Das Produkt aus TIMP-2 und IGBFP-7 konnte als Biomarker fur eine Erholung
nach AKI dienen und ein Rickgang im Urin innerhalb der ersten 24h nach AKI
konnte eine Erholung der Nierenfunktion mit einer AUC von 0,79 pradizieren [49].
In der RUBY-Studie wurden Biomarker identifiziert, die mit einer Persistenz eines
schweren AKI (Stadium 3) von mehr als 72 Stunden assoziiert waren [71]. CCL
14 im Urin der Patienten mit AKI konnte ein persistierendes AKI Stadium 3 mit
einer AUC von 0,83 am besten vorhersagen. Keiner der anderen untersuchten
Marker, darunter KIM-1 im Urin, CysC im Plasma und NGAL im Urin, konnten

eine AUC von mehr als 0,75 erreichen [71].

Einen Tag nach AKI-Diagnosestellung waren die miRNAs in unserer Studie im
Plasma von Patienten ohne Erholung der Nierenfunktion vermehrt exprimiert. Die
miRNAs zeigten gute Ergebnisse der Performance zur Pradiktion einer
ausbleibenden Erholung nach AKI mit einer AUC von 0,76 fir miR378a-3p, von
0,77 fur miR-194-5p, von 0,78 fur miR-193a-5p und mit einer AUC von 0,80 fur
miR-34a-5p bei Patienten mit den AKI-Stadien 2 oder 3. Die miR-34a-5p war mit
einer AUC von 0,80 der beste univariate pradiktive Wert fir eine ausbleibende
Erholung nach AKI (adjustierter p-Wert = 0,02). Eine Kombination von
verschiedenen miRNAs zur Pradiktion einer Erholung nach AKI konnte die
Performance der miRNAs als Prognosemarker noch verbessern, wie bereits bei
der Kombination von TIMP-2 und IGFBP-7 gezeigt werden konnte [47].
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b) MiR-378a-3p, miR-194-5p, miR-34a-5p und miR-193a-5p
Ding et al. konnten an Ratten zeigen, dass bei Ischamie-
Reperfusionsverletzungen (IRIl) der Niere mit anschlielender Ferroptose die
miR-378a-3p Uberexprimiert ist [188]. Somit kdnnte die miR-378a-3p eine
wichtige Rolle bei der Genexpression wahrend der Ferroptose nach IRI spielen.
Die Injektion eines Antagonisten von miR-378a-3p fuhrte zu einem verminderten
Anstieg des SCr bei Ratten sowie zu einer Verminderung des IRI-induzierten

Untergangs von renalen Epithelzellen [188].

MiR-194-5p spielt bei der Entwicklung von Krebserkrankungen eine wichtige
Rolle [189, 190]. Eine Herunterregulation von miR-194-5p, die vermehrt in
Brustkrebszellen vorkommt, fuhrte zu einer Inhibierung der Zellproliferation und
Migration und hat somit Potential als Angriffspunkt der Brustkrebspravention
[191]. Beim Nephroblastom ist miR-194-5p im Tumorgewebe im Vergleich zu
gesunden Kontrollen vermindert exprimiert [192]. Nach einer Transfektion von
miR-194-5p-Mimics in Nephroblastomzellen, die Zellmigration und Invasion

reduziert werden [192].

MiR-34a-5p ist als Tumorsuppressor bereits gut erforscht bei Leberzell- [193] und
kolorektalen Karzinomen [194] und ist zudem mit einer Alterung und
verminderten Regenerationsfahigkeit von Kardiomyozyten assoziiert [195]. Eine
Inhibition von miR-34a-5p schutzt Kardiomyozyten gegen hypoxisch bedingte
Zellschadigung [196].

Auch miR-193a-5p spielt bei malignen Tumorerkrankungen eine grof3e Rolle.
Eine Hochregulation von miR-193a-5p unterstitzt bei hepatozellularen
Karzinomen das Wachstum von abnormalen Zellen [197]. Bei Ovarialkarzinomen
induziert miR-193a-5p die Apoptose und reduziert die Zellproliferation [198].

Die bisherigen Studien zu den oben genannten miRNAs verdeutlichen, dass
miRNAs in eine Vielzahl von pathophysiologischen Prozessen involviert sind und
somit in der Zukunft als wichtige diagnostische und therapeutische
Angriffspunkte dienen koénnten. Dieses ubiquitare Vorkommen erschwert
allerdings auch eine genaue Zuordnung von miRNAs zu einem bestimmten
Krankheitsbild, da bei multimorbiden Patienten eine Vielzahl an miRNAs

differentiell exprimiert sein konnten.
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4.3 Ausblicke

In dieser Studie wurde an einem Zentrum bei 71 Patienten die Erholung nach AKI
untersucht. Es wurden miRNAs identifiziert, die eine ausbleibende Erholung der
Nierenfunktion zu einem frihen Zeitpunkt nach Entstehen der AKI anzeigen
konnen. In einer nachfolgenden multizentrischen Studie soll anhand einer
groReren Kohorte der pradiktive Nutzen von miRNAs bei der Erholung nach AKI
weiter untersucht werden. Bisher wurden nur die Expressionsunterschiede der
mMiRNAs im Plasma von Patienten untersucht. Weitere Analysen der miRNAs im
Urin von Patienten mit AKI sollen folgen, um eine bessere Vergleichbarkeit
zwischen anderen Biomarken zu schaffen, die bisher nur um Urin bestimmt
wurden. Der pradiktive Nutzen der miRNAs allein sowie in Kombination mit
anderen vielversprechenden miRNAs soll weiter untersucht werden. Eine
Kombination verschiedener miRNAs konnten den pradiktiven Nutzen erhdhen.
Da die untersuchten miRNAs vor allem als frihe pradiktive Marker dienen
konnten, sollen die Probenentnahmen in nachfolgenden Studien engmaschiger
innerhalb der ersten 48h nach AKI erfolgen, um den Zeitpunkt mit dem besten
pradiktiven Nutzen fur eine Erholung nach AKI herauszufiltern. Fur eine
homogenere Studienpopulation koénnten sich nachfolgende Studien auf
Patienten mit gleichen AKI-Ursachen konzentrieren, Dbeispielsweise
ausschlieBlich auf Patienten mit AKI nach Sepsis oder CSA-AKI. Da eine miRNA
viele verschiedene Prozesse und Gene beeinflussen kann, kdnnten sie in Zukunft
nicht nur als diagnostische Marker, sondern moglicherweise auch als

therapeutische Angriffspunkte dienen.

4.4 Schlussfolgerungen

Als haufiges Krankheitsbild spielt AKI bei kritisch kranken Patienten auf der
Intensivstation eine wichtige Rolle. Ein erhohtes Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse, CKD, Mortalitdt und erhdhte Krankenhauskosten zeigen die

Relevanz fir eine Fruherkennung einer AKI, die Etablierung von
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PraventionsmaRnahmen sowie das Erkennen einer Erholung nach
Nierenschadigung. Es wurde gezeigt, dass eine ausbleibende Erholung nach AKI
mit verlangerten Krankenhausaufenthalten und einem erhohten Mortalitatsrisiko
assoziiert ist. Die Patienten ohne Erholung der Nierenfunktion nach AKI waren
haufiger und langer dialysepflichtig, bendtigten mehr Kreislaufunterstitzung und
wurden langer invasiv beatmet. Wir konnten zeigen, dass miR-378a-3p, miR-
194-5p, miR-193a-5p und miR-34a-5p am ersten Tag nach AKI im Plasma der
Patienten mit ausbleibender Erholung nach AKI vermehrt exprimiert waren. Am
7. Tag nach AKI bestand kein signifikanter Unterschied mehr in der Expression
der miRNAs zwischen den beiden Gruppen. Die 4 ausgewahlten miRNAs
konnten demnach als fruhe pradiktive Marker fur eine ausbleibende Erholung der
Nierenfunktion dienen und somit in Zukunft Therapieentscheidungen
beeinflussen. Eine ausbleibende Erholung kénnte zu einem friheren Beginn
eines Nierenersatzverfahrens bewegen, mit einer eventuell frihzeitigeren
Vermeidung von unerwunschten Ereignissen wie Volumenuberladung oder
Elektrolytentgleisungen. Bei einer ausbleibenden Erholung, mit moglicherweise
langwieriger intensivmedizinischer Betreuung, konnten betroffene Patienten
frlhzeitig in spezialisierte Zentren verlegt werden. Die Patienten mit einer
pradizierten schnellen Erholung nach AKI konnten auf eine RRT mit potenziellen
Komplikationen verzichten. Das fruhzeitige Erkennen einer ausbleibenden
Erholung der Nierenfunktion koénnte einen schnelleren Beginn von
PraventionsmalRnahmen sowie eine engmaschige Nachsorge zur Vermeidung
einer CKD fruhzeitig initiieren. Somit konnten miRNAs in Zukunft moglicherweise
die Morbiditat, die Mortalitat und die Krankenhauskosten von Patienten mit einer

AKI positiv beeinflussen.
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