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Zusammenfassung deutsch

Die akute Nierenschadigung (acute kidney injury, AKI) wird durch einen pl&tzlichen
Abfall der Nierenfunktion charakterisiert und betrifft etwa 50 % der Patienten auf der
Intensivstation. Durch Folgen wie Elektrolytverschiebungen, Volumeniiberladung und
Urdmie, welche den Einsatz eines Nierenersatzverfahrens notwendig machen, steigt die
Morbiditdt und Mortalitdt betroffener Patienten massiv an. Zu den Hauptursachen der
AKI zdhlen Sepsis, herzchirurgische Eingriffe und Nephrotoxine. Die Therapie
beschrinkt sich auf den Einsatz eines Nierenersatzverfahrens (renal replacement therapy,
RRT), wobei ursdchliche Behandlungsmoglichkeiten fehlen. Biomarker, welche die
Erholung der Nierenfunktion anzeigen, konnten nicht nur helfen, bekannte Methoden zur
Nephroprotektion zielgerichteter auszuschdpfen oder eine RRT frithzeitig zu beginnen.
Sie hitten auch das Potential, die Therapiemoglichkeiten zu erweitern. Bisher existiert
jedoch weder eine Konsensusdefinition der Erholung nach AKI, noch wurden
entsprechende Biomarker validiert. In diesem Kontext traten in den letzten Jahren nicht-
kodierende RNAs (noncoding-RNAs, ncRNAs) immer weiter in den Fokus der Forschung.
Eine gut untersuchte Gruppe sind die nur 20 bis 22 Nukleotide langen microRNAs
(miRNAs). Durch Beeinflussung der Genexpression besitzen sie in physiologischen und
pathophysiologischen Abldufen eine Schliisselfunktion und kdnnten nicht nur als Marker
fiir eine Nierenschddigung, sondern auch als prognostische Marker fiir eine Erholung der
Nierenfunktion und moglicherweise sogar als therapeutische Angriffspunkte dienen.

In dieser Pilotstudie wurde untersucht, ob miRNAs als prognostische Marker fiir die
Erholung der Nierenfunktion nach AKI geeignet sind.

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission Diisseldorf wurden 71 Patienten auf der
Intensivstation, die eine hohergradige AKI (Stadium 2 oder 3 nach KDIGO) entwickelten,
eingeschlossen. Zu vier Zeitpunkten wurden Plasma- und Urinproben entnommen.
Anhand des Verlaufs des Serum-Kreatinins teilten wir die Patienten in zwei Gruppen ein:
1) Erholung der Nierenfunktion oder 2) persistierende AKI. Kriterium fiir die Erholung
war ein Riickgang des Serumkreatinins ohne RRT auf das 1,5-fache des Ausgangs-
Kreatinins innerhalb von sieben Tagen. Im Laufe des Krankenhausaufenthaltes und fiir
die Dauer eines Jahres wurden klinische Daten erfasst. Plasmaproben von Tag 1 von
sechs représentativ ausgewéhlten Patienten mit und ohne Erholung der Nierenfunktion
wurden mittels NextGenerationSequencing (NGS) auf differentielle miRNA-Expression
untersucht und vielversprechende miRNAs ausgewihlt. Zusammenhdnge mit AKI-
assoziierten Proteinnetzwerken wurden durch Netzwerkanalysen identifiziert. Durch
quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion wurden die Expressionsunterschiede an
Tag 1 und Tag 7 zwischen den Patientengruppen verifiziert.

Von den eingeschlossenen Patienten (n = 71) erholten sich 18, bei 53 persistierte die AKI.
Im NGS und der anschlieBenden Netzwerkanalyse identifizierten wir mehrere
differentiell exprimierte miRNAs. Auch die qPCR bestitigte signifikante
Expressionsunterschiede an Tagl. MiR-107, miR-122-5p, miR-125b-5p und
miR-192-5p waren an Tag 1 in der Gruppe mit persistierender AKI deutlich stirker
exprimiert als in der Gruppe mit Erholung der Nierenfunktion.

MiRNAs sind vielversprechende frithe prognostische Marker fiir die Erholung nach
Nierenschadigung. Bei vier miRNAs konnten wir den Zusammenhang zwischen erhohter
Expression und persistierender AKI verifizieren. Unsere Ergebnisse konnten dazu
beitragen, die Prognose von AKI-Patienten frithzeitig abzuschétzen und dadurch helfen,
die Behandlung entsprechend anzupassen. Multizentrische Studien mit einem groBeren
Patientenklientel miissen folgen, um die Ergebnisse zu verifizieren.
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Zusammenfassung englisch

Acute kidney injury (4KI) affects about 50 % of patients in intensive care. The main
causes are infection and sepsis, cardiac surgery, and the use of nephrotoxins. AKI entails
electrolyte disturbances, volume overload, and uremia, which then cause the need for
renal replacement therapy (RRT) and increase morbidity and mortality. To date, there are
no validated parameters to describe recovery from AKI. Non-coding RNAs (ncRNAs) and
especially microRNAs (miRNAs), one subtype that is only 20 to 22 nucleotides long, have
come into focus of research. MiRNAs affect genetic expression and therefore play a
crucial role in physiological and pathological processes. Hence they might be suitable not
only as markers of AKI but also in prognostic assessment and even as therapeutic targets.
This trial focused on the investigation of whether miRNAs can be used as prognostic
markers for recovery after AKI.

After approval of the Diisseldorf Ethics committee (Study number 6138R), patients in
intensive care that developed AKI stage 2 or 3 (KDIGO-criteria) were included. Blood
and urine samples were collected at four time points. Depending on the course of serum-
creatinine patients were divided into two groups: 1) patients who recovered from AKI or
2) patients with persistent AKI. The criterion for recovery was a decline in serum-
creatinine without RRT below the 1.5-fold of baseline creatinine within seven days.
During the hospital stay and for the following year, clinical data was collected. Using
NextGenerationSequencing (NGS) plasma samples of six representative patients,
collected on day 1, were analyzed for differences in miRNA expression. Network
analyses revealed interactions with protein networks that are known to affect AKI. After
selecting promising miRNAs, quantitative Real-Time PCR (¢PCR) was used to quantify
differences in expression between the groups on days 1 and 7.

71 patients were included, 18 recovered within seven days, 53 had persistent AKI. NGS
and network analyses identified various differentially expressed miRNAs and qPCR
confirmed that these differences were significant on day 1. This could not be shown on
day 7. MiR-107, miR-122-5p, miR-125b-5p, and miR-192-5p were significantly higher
expressed on day 1 in patients with persistent AKI.

MiRNAs are promising early prognostic biomarkers for recovery after AKI. This study
showed that overexpression of the four studied miRNAs was associated with persistent
AKI. These results could help assess the prognosis of patients with AKI early and help
guide treatment. Multicenter studies including more patients will be needed to verify our
findings.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Akute Nierenschidigung (acute kidney injury, AKI) betrifft etwa 10 % der
hospitalisierten und bis zu 50 % der Patienten auf Intensivstationen. Das Syndrom ist
weltweit verbreitet und erhoht sowohl kurz-, als auch langfristig Morbiditdt und
Mortalitdt. Trotzdem ist es noch nicht gelungen, abseits eines Nierenersatzverfahrens
(renal replacement therapy, RRT) ursdchliche Therapieoptionen zu finden. Die Erholung
der Nierenfunktion ist daher von immenser Wichtigkeit und kann mit den bisher in der

Klinik genutzten Markern nicht sicher abgeschétzt werden.

Kurze, nichtkodierende Ribonukleinsduren (ribonucleic acids, RNAs), die microRNAs
(miRNAs), haben sich in den letzten Jahren als vielversprechende Marker erwiesen und
gewinnen auch in der Diagnostik und Therapie von Nierenschidden immer mehr an

Bedeutung.

Ziel dieser Studie ist es zu untersuchen, ob anhand von miRNAs eine prognostische
Aussage iiber die Erholung der Nierenfunktion nach AKI moglich ist. Dazu wurde ein
geeignetes Patientenklientel ausgewéhlt, welches eine Gegeniiberstellung von Erholung
und persistierender AKI erlaubt. In den Proben konnten verschiedene miRNAs
identifiziert und schlieBlich gepriift werden, ob die Expression dieser miRNAs eine

Vorhersage iiber die Persistenz oder Erholung von einer AKI zulésst.

Im ersten Teil werden die Grundlagen (1 Einleitung)erldutert. Zunéchst wird die AKI mit
Definitionen, Atiologie, Privention und Therapie besprochen, bevor es um die Erholung
und schlieBlich Nachbehandlung geht. Im Anschluss werden die miRNAs und folgend
der aktuelle Stand zu miRNAs in Verbindung mit Nierenschéden beleuchtet.

Der zweite Teil (2 Material und Methoden) dient der Erlduterung der angewandten
MafBnahmen zur Erfassung der Patientendaten sowie der experimentellen Untersuchung

der Proben. Im Material- und Methoden-Teil werden letztere erklart.

Im Anschluss an die Darstellung der Ergebnisse (3 Ergebnisse), folgt deren Diskussion

im Kontext der aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisse (4 Diskussion).



1 Einleitung

1.1 Akute Nierenschidigung

Die AKI ist eine der hiufigsten Komplikationen auf Intensivstationen und betrifft etwa
50 % der kritisch kranken Patienten (Chawla et al., 2017, Hoste et al., 2015). Sie wurde
in den letzten Jahrzehnten immer hdufiger diagnostiziert (Lewington et al., 2013).
Hauptursachen sind Infektion und Sepsis, herzchirurgische Eingriffe und der Einsatz
nephrotoxischer Substanzen (Uchino et al., 2005b). Durch Elektrolytverschiebungen,
Volumeniiberladung und Urdmie nimmt sie signifikanten Einfluss auf den Fortgang der
Grunderkrankung. Neben der Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens werden
hierdurch auch Morbiditit und Mortalitdt der Patienten erhdht (Ronco et al., 2019, Wang
and Bellomo, 2017, Kullmar and Zarbock, 2019, Kellum et al., 2017).

Die AKI fiihrt hdufig zu einer lingeren Krankenhausverweildauer und Aufenthalten auf
der Intensivstation und kann zur Entstehung einer Chronischen Nierenkrankheit (Chronic
Kidney Disease, CKD) beitragen (Venkatachalam etal., 2010, Ronco et al., 2019, Chawla
et al., 2014b). AuBBerdem wird sowohl die kurz-, als auch die langfristige Morbiditdt und
Mortalitét negativ beeinflusst (Chawla et al., 2014a, Murugan and Kellum, 2011, Hoste
et al., 2006, Uchino et al., 2005b). Insbesondere Patienten, die sich nicht innerhalb kurzer
Zeit von der AKI erholen, haben eine deutlich schlechtere Prognose im Sinne des
Langzeitiiberlebens (Kellum et al., 2017). Mit ihren nachteiligen Effekten auf die weitere
Entwicklung der Gesundheit der betroffenen Patienten ist sie auBerdem eine
besorgniserregende Belastung fiir das Gesundheitssystem weltweit (Lameire et al., 2013,

Siew and Davenport, 2015).



1 Einleitung

1.1.1 Definitionen

Bis 2004 gab es in der Literatur iiber 30 verschiedene Definitionen der AKI. Diese
bezogen zur Diagnosestellung hauptsachlich die Diurese und Funktionsmarker der Nieren

ein. Da es keinen Konsens gab, waren sie aber untereinander nicht vergleichbar.

2004 wurde durch die Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) Group die RIFLE-
Definition (Risk, Injury, Failure, Loss and End-stage) als erster Versuch einer
einheitlichen Definition geschaffen (Bellomo et al., 2004b). Als diagnostische Marker
wurden hier die Glomerulére Filtrationsrate (GFR), das Serum-Kreatinin und die Diurese

genutzt.

2007 wurden diese Kriterien vom Acute Kidney Injury Network (4KIN) zu den AKIN-
Kriterien liberarbeitet und vereinfacht (Mehta et al., 2007). Grund hierfiir war vor allem,
dass man feststellte, dass auch kleinere Kreatinin-Anstiege in kiirzeren Zeitintervallen
bereits nachteilige Effekte hatten. Die GFR wurde als Kriterium entfernt und die Risk-,
Injury- und Failure-Kategorien aus den RIFLE-Kriterien durch die Stadien 1 bis 3 ersetzt.
Als Kriterium fiir Stadium 3 kam die Notwendigkeit einer RRT hinzu. AuBBerdem wurden
nicht mehr nur absolute Anstiege des Serum-Kreatinins zur Diagnose genutzt, sondern
ebenfalls ein relativer Anstieg des Serum-Kreatinins im Verhéltnis zum Ausgangswert

einbezogen.

Die heute weltweit genutzte Definition wurde 2012 von der Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO) erstellt (KDIGO, 2012a) und unterscheidet anhand des
Serum-Kreatinins und der Diurese drei Stadien (siehe Tabelle 1). Die Definition nach
KDIGO ist sehr dhnlich zu den AKIN-Kriterien, umfasst aber einen ldngeren Zeitraum
von sieben Tagen (im Gegensatz zu 48 Stunden bei AKIN) (Koeze et al., 2017). Zur
besseren Ubersicht siehe Tabelle 24 im Anhang.



1 Einleitung

Stadium Serum-Kreatinin Diurese

Anstieg auf das 1,5- bis 1,9-fache des
BL-Kreatinins (in 7d)
1 . < 0,5 ml/kg/h fiir 6-12 h
oder

Anstieg um > 0,3 mg/dl (in 48h)

2 Anstieg auf das 2,0- 2,9-fache des BL-Kreatinins < 0,5 ml/kg/h fiir > 12 h

Tabelle 1 Stadieneinteilung der Akuten Nierenschidigung nach KDIGO (Kidney, Disease
Improving Global Outcomes) von 2012; BL-Kreatinin - Baseline-Kreatinin, Serum-Kreatinin vor
der Schddigung; h - Stunden, d - Tage, tibersetzt und angepasst nach KDIGO, 2012a.

In den KDIGO-Leitlinien wird die AKI als ein abrupter Abfall der Nierenfunktion
innerhalb von sieben Tagen oder weniger definiert (KDIGO, 2012a). Die CKD hingegen
beschreibt eine Persistenz der Nierenschédigung fiir mehr als 90 Tage (Levey et al.,
2005). Bisher wurden AKI und CKD als zwei voneinander abgrenzbare Syndrome
betrachtet. Zunehmend werden beide Krankheitsbilder jedoch als zusammenhéngende
Entitdten, moglichweise sogar als Fortschreiten der einen zur anderen, angesehen. Sie
fungieren als Risikofaktoren fiir die Entwicklung des jeweils anderen. Patienten mit einer
CKD haben ein erhohtes Risiko, eine AKI zu entwickeln und Patienten mit AKI laufen
eher Gefahr, eine CKD zu entwickeln beziechungsweise eine Verschlechterung einer
vorbestechenden CKD zu erleiden (Chawla et al.,, 2017). Beide haben &dhnliche
Risikofaktoren und bergen dhnliche prognostische Risiken (Chawla et al., 2014b)

Ein weiteres Stadium im Fortschreiten der Schidigung nach AKI ist die akute
Nierenkrankheit (Acute Kidney Disease, AKD). Die AKD umfasst die besonders
vulnerable Zeit nach AKI, in welcher weiterhin pathophysiologische Prozesse ablaufen.
2012 wurde dieses Stadium erstmals von der KDIGO als eingeschrinkte Nierenfunktion
im Sinne eines Stadium 1 oder hoher nach KDIGO-Definition, welche ldnger als sieben

Tage, aber weniger als drei Monate anhielt, definiert (KDIGO, 2012a). Abb. 1 soll die
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Zusammenhidnge von AKI, AKD und CKD als einander bedingende Syndrome mit

ahnlichen Ursachen verdeutlichen.

Akute Nierenschidigung
L L 4

» "

Risikofaktoren: Einflussfaktoren: Folgen:
Haheres Alter Schwere der AKI Kardiovaskulire Ereignisse
Hypertonie Stadium der CKD Nierenassoziierte Ereignisse
Diabetes mellitus Daver der AKI ESRD
CKD Anzahl der AKI-Episoden Invaliditat
Zn AKI Proteinurie Eingeschriinkte
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Abb. 1 Die Akute Nierenschidigung, Akute Nierenkrankheit und Chronische Nierenkrankheit
als zusammenhiingende Entititen. Die Syndrome konnen ineinander iibergehen, eine zeitliche
Abfolge bilden und die Entwicklung oder Verschlechterung der anderen bedingen. Sie haben
dhnliche Risikofaktoren und bergen dhnliche prognositsche Gefahren. Daher sollten sie nicht
voneinander abgegrenzt als jeweils eigenstindiges Syndrom, sondern als einander bedingend
betrachtet werden. AKI — Akute Nierenschdidigung (acute kidney injury); CKD — chronische
Nierenkrankheit (chronic kidney disease). Abbildung erweitert in Anlehnung an Chawla et al.,
2014b.

Die ADQI schlug 2017 eine neue Definition vor, welche sowohl die akute, als auch
subakute Nierenschddigung umfassen sollte und damit auch AKI einschloss. Ziel war es
dabei, eine Gruppe von Patienten mit sich entwickelnder Nierenkrankheit, die jedoch
weder die Kriterien fiir AKI, noch CKD erfiillten, mit zu erfassen und ein Bindeglied

zwischen diesen beiden Diagnosen zu schaffen (Chawla et al., 2017, Hoste et al., 2018).

Es sind verschiedene Verlaufsformen denkbar, die in Abb. 2 schematisch dargestellt

wurden.
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ADbb. 2 Theoretische Verliufe der Akuten Nierenkrankheit (Acute Kidney Disease, AKD). Die
AKD beschreibt die reduzierte Nierenfunktion, welche linger als sieben Tage anhdlt und sich
damit an eine akute Nierenschdidigung (Acute Kidney Injury, AKI) anschliept. Dabei gibt es
diverse theoretische Verldufe. Hier dargstellt sind fiinf mégliche Szenarien. 1- Eine AKI Stadium
3 erholt sich auf ein Stadium 2 und persistiert dann als AKD. 2 - Eine AKI Stadium 3 erholt sich
langsam auf ein Stadium 1 und geht dann auf diesem Niveau in eine AKD iiber. 3 - Eine AKI
Staidum 3 erholt sich zundchst auf eine subakute AKI, worauf eine erneute Verschlechterung auf
ein Stadium 2 folgt, welche sich langsam in eine AKD Stadium 1 weiter entwickelt. 4 - Schnelle
Erholung von einer AKI Stadium 2. 5 - Die Nierenfunktion verschlechtert sich langsam, ohne
Jformell das Stadium einer AKI zu erreichen, schreitet dann aber bis zu einer AKD fort. Abbildung
in Anlehnung an Chawla et al., 2017.
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1.1.2 Diagnosestellung

Die Diagnosestellung einer AKI nach KDIGO erfolgt anhand des Serum-Kreatinins und
der Diurese (siche Tabelle 1).

Serum-Kreatinin

Der Wert des Serum-Kreatinins unterliegt, unabhingig von der Nierenfunktion,
zahlreichen Einfliissen, sodass das Serum-Kreatinin allein kein sensibler Marker fiir eine
AKI ist. Je nach Zustand des kritisch kranken Patienten kann die Kreatininproduktion
variieren. Kreatinin wird durch nicht-enzymatische Dehydration in der Leber gebildet
und zu 98 % in der Muskulatur gespeichert. Bei einer Storung der Leberfunktion,
verminderter Muskelmasse und hoherem Alter ergibt sich daher eine Verringerung des
Kreatinins. Trauma, Fieber und Immobilisation hingegen fithren zu einer verstirkten
Kreatininausschiittung. Zudem ist das Serum-Kreatinin erheblich durch den
Volumenstatus des Patienten beeinflusst. Hypovoldmie kann damit zu erhéhten Werten
fiihren und durch Erreichen einer Normo- oder Hypervoldmie kann es im Verlauf zu

drastischen Verdnderungen im Serum-Kreatinin kommen (Bellomo et al., 2004a).

Ein Anstieg im Serum-Kreatinin wird erst sichtbar, wenn die Nierenfunktion bereits zu
etwa 50 % eingeschrinkt ist. Der Bereich, in welchem die Nierenfunktion zwar bereits
eingeschréinkt, aber noch keine Erh6hung des Serum-Kreatinins zu verzeichnen ist, wird
als kreatininblinder Bereich bezeichnet (Delanaye et al., 2017, Cardenas-Gonzalez et al.,
2018). Die Diagnosestellung und das Einleiten von supportiven MaBinahmen kann damit
erst bei einer bereits fortgeschrittenen Schéddigung erfolgen. Ebenso kann bei einem
bereits wieder normwertigen Serum-Kreatinin die Niere noch eine signifikante
Schiadigung zuriickbehalten, welche sich zu einer chronischen Nierenkrankheit
entwickeln und eine erhohte Anfilligkeit fiir eine erneute AKI bedingen kann. Serum-
Kreatinin bildet also den Grad der Nierenschidigung nicht eindeutig ab (Murray et al.,
2002, Thiele et al., 2015).

Die Definitionen beziehen sich auf einen Anstieg des Kreatinins entweder um ein
Vielfaches des sogenannten Baseline-Kreatinins (BL-Kreatinin) oder um einen
bestimmten Wert im Verlauf. Das BL-Kreatinin soll den Kreatininwert im stabilen
Zustand vor Auftreten der Nierenschiadigung reprisentieren. Oftmals ist dieser Wert nicht
bekannt und muss angendhert werden. Dazu kann der Wert bei Aufnahme oder der

niedrigste Wert wahrend des Krankenhausaufenthaltes dienen. Bei Fehlen des BL-Wertes
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kann dieser mittels der Formel fiir die Anpassung der Erndhrung bei Nierenkrankheit
(Modification of Diet in Renal Disease, MDRD) iiber die geschitzte GFR (estimated
GFR, eGFR) angenidhert werden (Lopes et al., 2008, Manjunath et al., 2001). Die
Aussagekraft ist allerdings dul3erst fehlerbehaftet und kann zu einer Fehleinschétzung des

Grades der AKI und der Prognose flihren (Siew et al., 2010).

Diurese

Der Flissigkeitshaushalt wird beim Gesunden iiber die Diurese gesteuert und
Veranderungen sind haufig physiologisch. Liegt beispielsweise eine Hypovoldmie vor,
wird die Urinausscheidung reduziert, um einen weiteren Volumenmangel zu verhindern.
Bei Volumeniiberladung wird sie entsprechend gesteigert. Die Diurese ist damit beim
Gesunden ein Marker flir den Volumenstatus und wird nicht ausschlieBlich durch die
Nierenfunktion beeinflusst. Unphysiologische Verdnderungen, wie eine gesteigerte
Diurese trotz Volumenmangels, sprechen jedoch gegen eine addquate Nierenfunktion
(Kellum, 2008). Weiterhin kann eine verminderte Diurese durch die Gabe von Diuretika
maskiert werden (Cardenas-Gonzalez et al., 2018). Die Urinausscheidung kann also auch

nicht als sensitiver Marker fiir die Nierenfunktion angesehen werden.

Damit sind beide in den KDIGO-KTriterien verwendeten Marker nicht zur Fritherkennung

und damit auch frithen Behandlung von Patienten mit AKI geeignet (Ronco et al., 2019).

Glomeruldre Filtrationsrate

Die RIFLE-Kriterien ziehen zur Diagnose einer AKI die Glomeruldre Filtrationsrate
(GFR) heran. Diese beschreibt, wieviel Volumen durch die Glomeruli pro Zeiteinheit
filtriert wird und macht dadurch die Nierenfunktion beurteilbar. Die direkte Messung der
GFR ist sehr aufwendig und schwierig, weshalb meist die geschitzte GFR (estimated
GFR, eGFR) genutzt wird. Die eGFR wird in den meisten Laboratorien anhand des
Serum-Kreatinins und Normwerten innerhalb der Population gebildet (Miller, 2008).
Allerdings wurde gezeigt, dass ein Zugrundlegen dieser Normwerte zu einer Uber- oder
Unterschétzung der Nierenfunktion und damit Fehlern in der Diagnose von AKI fiithren
kann. Es werden hierbei personliche Merkmale des Zustands des Patienten vernachlissigt
(Thomas et al., 2015). Im ambulanten Bereich der Patientenversorgung kann dieser Wert
aber zweifellos genutzt werden und ist zur ersten Einschidtzung der Nierenfunktion

durchaus suffizient.
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Zur genaueren Bestimmung wird die MDRD-Berechnung empfohlen. Diese bezieht
Patientencharakteristika mit ein und erzeugt dadurch eine bessere Anndherung an den
wahren Wert (Levey et al., 2006, Manjunath et al., 2001, Bellomo et al., 2004a). Sie ist
allerdings nur fiir Patienten mit CKD im stabilen Zustand anwendbar und nicht bei
kritisch Kranken, wiahrend einer AKI oder wenn die Kreatininsekretion beispielsweise
durch Medikamente beeinflusst wird (Manjunath et al., 2001). Genauer als die eGFR
wire daher die gemessene GFR (measured GFR, mGFR). Goldstandard hierfiir ist die
Inulin-Clearance, welche jedoch sehr aufwendig ist und deshalb nicht routineméfig zum
Einsatz kommt. Alternativen sind Clearance-Bestimmungen mittels Iothalamat und

Iohexol (Stevens and Levey, 2009).

Die Nieren konnen in einem gewissen Rahmen auf physiologische Verdnderungen
reagieren und ihre Filtrationsleistung anpassen. Diesen Bereich bezeichnet man als
funktionelle Reservekapazitit (renal functional reserve, RFR) (Ronco et al., 2017). Die
Filtrationsleistung wird dabei durch Rekrutierung weiterer Nephrone und Erhéhung des
renalen Blutflusses in Kombination mit Hyperfiltration verstirkt (Bosch et al., 1986,
Ronco and Chawla, 2016). Dadurch kann eine Nierenschadigung im frithen Stadium
maskiert werden. Die Mdoglichkeit der Anpassung der Nierenfunktion an physiologische
Verdanderungen verringert sich mit steigendem Alter. Auch in der Schwangerschaft, bei
Krankheiten wie Diabetes mellitus, Hypertonie, Sichelzellanimie oder Adipositas
verringert sich die RFR, hierbei aber, weil die GFR hochreguliert ist (Ronco et al., 1988,
Cachat et al., 2015). Auch in der Intensivmedizin ist das Wissen um die RFR relevant. Es
erklart, warum Patienten mit dhnlicher Konstitution und dhnlichem Serum-Kreatinin
unterschiedlich auf physiologischen Stress und Trauma reagieren und auch, warum édltere
Menschen ein groferes Risiko haben, eine AKI zu erleiden (Bellomo et al., 2012,
Fuhrman and Kellum, 2016). Von der Diagnosestellung mittels der GFR wurde deshalb

inzwischen Abstand genommen

Neue Biomarker

Die bisher genutzten Biomarker unterliegen zahlreichen Einfliissen und reagieren erst
spét und nicht spezifisch auf eine Nierenschadigung. Die Forschung auf diesem Gebiet
beschiftigt sich daher damit, Biomarker zu finden, die sensitiver und frither auf eine akute
Nierenschddigung aufmerksam machen und uns ermdglichen, zeitnah protektive

Maflnahmen zu ergreifen.
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Bereits 1985 wurde Cystatin C als Nierenfunktionsparameter entdeckt, wurde seither
eingehend untersucht und hat sich inzwischen im Klinikalltag etabliert. Es ist ein
Serumprotein, welches im Glomerulum gefiltert, reabsorbiert und katabolisiert, aber nicht
sezerniert wird. In vielen Studien wurde bereits gezeigt, dass es sich beim Serum-Cystatin
C um einen sensitiven Marker der GFR handelt, der aulerdem einen hohen pradiktiven
Wert fiir eine schlechte Prognose der Patienten hat ((Shlipak et al., 2005, Uchino, 2010,
Shlipak et al., 2013) und in den Ubersichtsarbeiten enthaltene Studien). Im Urin
gemessen, kann er bereits frithzeitig eine Einschrinkung der tubuldren Absorption zeigen
und hat eine hohe prognostische Aussagekraft, ob beispielsweise eine Dialyse notwendig

werden kann (Conti et al., 2006, Herget-Rosenthal et al., 2004, Uchida and Gotoh, 2002).

Im Zuge der neueren Forschung wurde noch eine Vielzahl weiterer Biomarker gefunden
(Schrezenmeier et al., 2017). Als besonders sensitiv und spezifisch fiir die Fritherkennung
einer AKI haben sich in klinischen Studien das Neutrophilen-Gelatinase-assoziierte
Lipocalin (NGAL) und die Kombination aus dem tissue inhibitor of metalloproteinases 2
(TIMP-2) mit dem insulin-like growth factor-binding protein 7 (/IGFBP7)
(Vanmassenhove et al., 2013) erwiesen. Bei normaler Nierenfunktion ist NGAL kaum
detektierbar, reagiert aber prompt auf Zellstress und Gewebeschadigung und ist damit ein
sehr friiher Marker der Nierenschadigung. Es gibt verschiedene Isoformen, welche
spezifisch flir unterschiedliche Gewebe sind, aber derzeit noch nicht in der
patientennahen Diagnostik differenziert werden kdnnen. Das erschwert die Interpretation
erheblich (Mcllroy et al., 2010, Mishra et al., 2003). TIMP-2 und IGFBP7 sind beide in
den Zellzyklus involviert und verhindern die Teilung geschédigter Zellen. Bei renalem
Stress werden beide Biomarker hochreguliert. In Kombination machen die beiden
Biomarker die Schwere der AKI und damit die Erholung und Mortalitit vorhersehbar
(Kashani et al., 2013, Vijayan et al., 2016). Seit 2014 ist die Kombination beider
Biomarker kommerziell verfiigbar und findet Anwendung auf Intensivstationen in den
USA und Europa. In Studien wurden bereits Hinweise auf den Mehrwert des Einsatzes
gefunden. Sowohl bei der Identifizierung gefdhrdeter Patienten, einer verbesserten
Diagnostik sowie schlieflich im Langzeitverlauf fiir den Patienten konnten Vorteile

gezeigt werden (Fan 2018).
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1.1.3 Atiologie

Die AKI ist ein klinisches Syndrom, welches mit einem raschen Verlust der
Nierenfunktion einhergeht. Traditionell erfolgte die Einteilung sehr vereinfacht nach dem
anatomischen Ort der Schadigung (préi-, intra-, postrenal) und triagt in keiner Weise der
Komplexitit der diversen Wege der Schidigung Rechnung (Lameire et al., 2005). Ein
grundlegendes Verstindnis der Entstehung von AKI und damit die Moglichkeit,
gefdhrdete Patienten zu erkennen und moglicherweise praventiv eingreifen zu konnen, ist
mit Blick auf die schwerwiegenden Folgen, sinnvoll. Grundlegend konnen die Ursachen
fiir eine AKI in zwei Hauptkategorien eingeteilt werden: Patientencharakteristika und

aufBlere Einfliisse (KDIGO, 2012a) (Tabelle 2).

Patientenspezifische Faktoren AuBere Einfliisse

Hohes Alter Sepsis
Weibliches Geschlecht Kritische Erkrankung
Schwarze Ethnie Kreislaufschock
Dehydratation oder Verbrennungen
Volumenmangel Trauma
Animie Herzchirurgische Operation
CKD (insbesondere Bypass-Operationen)
Chronische Vorerkrankungen GroB3e nicht-herzchirurgische Operationen
Diabetes mellitus Nephrotoxische Medikamente
Karzinome Rontgenkontrastmittel
Vergiftung durch Pflanzen oder Tiere

Tabelle 2 Ursachen einer AKI. Patientenspezifische Faktoren und potentiell nierenschddigende
Einfliisse bedingen die Entwicklung einer AKI. AKI — Akute Nierenschdidigung (acute kidney
injury); CKD - chronische Nierenkrankheit (chronic kidney disease). Ubersicht iibersetzt und in
Anlehnung an KDIGO, 2012a.

Zu den patientenspezifischen Faktoren zédhlen neben hoherem Alter, Volumenmangel und
Anédmie auch chronische Krankheiten wie eine vorbestehende CKD, Diabetes mellitus
und Karzinome. Zum Teil konnen diese vor planbaren Interventionen optimiert werden
und so die Prognose verbessern. Eine Hypovoldmie beispielsweise kann durch einen
Ausgleich des Fliissigkeitshaushaltes behoben werden, aber auch Zustinde, die eine
Hypovoldamie in der Niere vortduschen, bedingen die Entwicklung einer AKI. Hierzu
gehoren beispielsweise eine Herzinsuffizienz oder der Einsatz von Hemmern des
Angiotensin-konvertierenden-Enzyms (Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitors,
ACE-Hemmer). Patientencharakteristika wie Alter, Geschlecht und Vorerkrankungen
sind nicht verdnderlich und miissen als Risikofaktoren erkannt werden, um protektive

Maflnahmen friihzeitig einzuleiten.

11



1 Einleitung

Auf der anderen Seite stehen potentiell nierenschidigende Faktoren. Diese sind unter
anderem  Sepsis, herzchirurgische Operationen, gro3e nicht-herzchirurgische
Operationen und Kreislaufschock. Auf Intensivstationen ist die Sepsis-induzierte
Nierenschddigung eine regelméBig auftretende Komplikation (Bellomo et al., 2004b,
Uchino et al., 2005b). Der genaue Pathomechanismus ist bisher noch nicht vollstindig
geklart. Es kommt eine Vielzahl mdoglicher Prozesse in Frage, darunter vaskuldre
Dysfunktion, abnorme Zellantwort, immunologische und autoimmune Dysregulation
(Ostermann and Liu, 2017). Aber auch Mikrothromben durch eine grofe Zahl
zirkulierender Zytokine und aktivierter Leukozyten sind mogliche Ursachen (Poston and
Koyner, 2019). Ein verdnderter renaler Blutfluss durch Vasodilation und Verschiebung
zwischen normalerweise getrennten Gefdllsystemen (Shunting), kann zu einer
Beeintrachtigung der Oxygenierung fithren und als Ausloser angenommen werden
(Zarbock et al., 2014, Bellomo et al., 2017). Eine weitere Ursache ist das kardiorenale
Syndrom, bei dem es entweder durch eine verminderte Pumpfunktion des Herzens, eine
Stauung der Nierenvenen oder eine Kombination aus beidem zur Verdnderung des
Perfusionsdrucks in den Nieren kommt (Ronco et al., 2012, Ronco et al., 2008). Auch
ein hepatorenales Syndrom kann ein Ausldser sein. Hierbei fiihrt die Uberaktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) zur Vasokonstriktion (Moreau and
Lebrec, 2008). In den letzten Jahren wurde der Zusammenhang von grof3en chirurgischen
Eingriffen mit einer AKI untersucht. Zahlreiche Analysen und Studien implizieren, dass
die Inzidenz postoperativer AKI nach chirurgischen Eingriffen bei bis zu 50 % liegt
(Hoste et al., 2015, Bihorac et al., 2009, Kim et al., 2015). Herzchirurgische Eingriffe
sind die zweithdufigste Ursache fiir AKI (cardiac surgery-associated AKI, CSA-AKI) auf
der Intensivstation. In schweren Fillen kann das zu einer drei- bis achtfach erhohten
Mortalitét, einem ldngeren Aufenthalt auf der Intensivstation und im Krankenhaus und
damit auch zu erheblich erhohten Kosten fithren (Bove et al., 2009, Mao et al., 2014).
Haufig entstehen Nierenschidden durch den nephrotoxischen Effekt von Medikamenten
(Makris and Spanou, 2016, Griffin et al., 2019). Die Pathophysiologie dahinter ist

komplex und variiert je nach Medikament.

AKI kann also einer Vielzahl verschiedener Atiologien zugeordnet werden (Ronco et al.,
2019, Kellum, 2016). Eher seltene Ursachen fiir eine AKI sind immunologische

Erkrankungen, die zu einer Glomerulonephritis fiihren, Infektionen des
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Nierenparenchyms (Pyelonephritis) und vaskuldre Ereignisse oder Obstruktionen der

Harnwege (Sprenger-Mahr et al., 2016).

Betrachtet man die weitreichenden Folgen, wird klar, dass die bisher genutzten
diagnostischen Marker nicht ausreichen. Eine Friiherkennung und Identifikation von
Risikogruppen ist essenziell, damit friihzeitig praventive und therapeutische MaBBnahmen

eingeleitet werden konnen.
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1.1.4 Pravention

Bisher gibt es keine Therapie fiir die AKI und die Empfehlungen beschrinken sich auf
die Behandlung von Komplikationen und darauf, ein Fortschreiten der Schiadigung zu

vermeiden. Umso wichtiger ist es deshalb, das Auftreten einer AKI zu verhindern.

2012 wurde durch das Expertenteam der KDIGO eine Leitlinie zur Prévention und
Therapie der AKI geschaffen. Besprochene Themen umfassen die Fliissigkeits- und
Volumentherapie, den Erhalt einer Normoglykdmie sowie die Vermeidung

nephrotoxischer Substanzen (KDIGO, 2012a, Pickkers et al., 2017).

Der renale Perfusionsdruck spielt bei der Entstehung, aber auch Erholung von einer AKI
eine entscheidende Rolle (Roberts and Shaw, 2017). Eine Verdnderung dieses Drucks
kann dabei verschiedene Ursachen haben. So wirken sich eine Hypovoldmie, ein erh6hter
intraabdomineller Druck wihrend laparoskopischer Operationen, aber auch eine Stauung

der Nierenvenen durch Volumeniiberladung negativ auf die renale Perfusion aus.

Présentiert sich ein Patient mit einem erniedrigten Mittleren Arteriellen Druck (MAD)
und verringerter Diurese, beides Surrogatparameter fiir eine verminderte
Nierenperfusion, wird in der klinischen Praxis hdufig mit einer Volumengabe reagiert.
Dabei wird die Volumengabe als praventiv fiir eine Nierenschiddigung angesehen und
nicht bedacht, dass eine bereits erfolgte, aber noch nicht diagnostizierte
Nierenschddigung dadurch noch aggraviert werden kann (Cecconi et al., 2015, Watkins
and Shaw, 2016). Kommt es zu einer Volumeniiberladung durch verminderte
Urinausscheidung, birgt dies ein Risiko fiir weitere Komplikationen, wie der Entwicklung

eines Lungenddems.

Unter engmaschiger Uberwachung des Volumenstatus muss ein Volumenmangel aber
unbedingt ausgeglichen werden, um so das Fortschreiten der Nierenschiddigung zu
verhindern (KDIGO, 2012b). Als klinische Marker fiir eine addquate Volumenreagibilitét
und Endorganperfusion werden der MAD, die Schlagvolumenvariation (SVV), der
Zentralvendse Druck (ZVD) und auch das Serum-Laktat genutzt. All diese Werte konnen

einen Anhalt bieten, spiegeln aber nicht die exakte vaskuldre Fiillung wider.

Zum Ausgleich eines Volumenmangels sollen in erster Linie isotonische Ldsungen
genutzt werden (Self et al., 2018, Semler et al., 2018). Albumin als hyperonkotische

Losung hat sich als vorteilhaft erwiesen, wohingegen Hydroxyethylstirke kontraindiziert
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ist und das Risiko einer Nierenschddigung erhohen kann (Wiedermann et al., 2010).
Nahezu jeder Patient erhélt im Krankenhaus, kritisch krank oder nicht, eine intravendse
Fliissigkeitszufuhr. Wohliiberlegte Entscheidungen zu einer adidquaten intravendsen

Volumenzufuhr sind daher ein besonders wichtiger Punkt.

Ist auch nach Ausgleich des Volumenstatus ein addquater Mitteldruck nicht aufrecht zu
erhalten und damit die Nierendurchblutung gefahrdet, ist der Einsatz von Vasopressoren
indiziert und kann nephroprotektiv wirken (Pickkers et al., 2017, Vaara et al., 2012). In
den Sepsisleitlinien hat sich schon ldnger eine zielorientierte Therapie (goal-directed
therapy, GDT), welche sich nicht an starren ZielgroBen orientiert, sondern eine
regelméBige Reevaluation vorsieht, fiir die Volumentherapie durchgesetzt. Vor allem in
Kombination mit dem Einsatz inotroper Substanzen konnte bei Anwendung dieser
Protokolle ebenfalls ein Riickgang im Auftreten von AKI verzeichnet werden (Brienza et

al., 2009).

Schon eine kurze intraoperative Hypotension kann zu einer nachhaltigen Schidigung der
Niere fithren, sodass genaues Augenmerk auf die Vermeidung solcher Zwischenfille

gelegt werden muss (Sun et al., 2015, Walsh et al., 2013).

Um eine potentielle Volumeniiberladung und Reduktion der Urinausscheidung zu
vermeiden, werden in der intensivmedizinischen Therapie hiufig Diuretika eingesetzt.
Von der KDIGO werden diese, wegen ihrer potentiell nephrotoxischen Effekte jedoch
ausschlieBlich zur Behandlung einer Volumeniiberladung, nicht jedoch zur Therapie einer
AKI empfohlen (KDIGO, 2012b). Bereits 2009 verglichen Karajala et al. Studien, die
den Einsatz von Diuretika bei AKI untersuchten. Sie zeigten, dass zwar eine Konversion
von einer oligurischen zu einer non-oligurischen AKI, aber keine Verbesserung der
Nierenerholung, Reduktion der Mortalitdt oder der Anzahl der Dialysestunden erreicht

werden konnte (Karajala et al., 2009).

Sowohl beim Einsatz zur Priavention (Lassnigg, 2000, Lombardi et al., 2003), als auch
zur Therapie einer akuten Nierenschddigung (Ho and Sheridan, 2006), kann wegen der
Ineftektivitdt und moglicherweise sogar schddlichen Wirkung nicht zur Diuretikagabe
geraten werden. Auch zum Einsatz von Mannitol zur Nephroprotektion liegen keine
ausreichenden Daten vor, sodass keine Empfehlung ausgesprochen werden kann
(KDIGO, 2012b). Es muss daher immer abgewogen werden, ob die Behandlung von

Flissigkeitsiiberladung des Patienten den Einsatz von Diuretika rechtfertigt.
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Allerdings ist der Furosemid-Stresstest (furosemide stress test, FST) ein neuer
dynamischer Funktionsmarker und wird als pradiktiver Test fiir das Fortschreiten der AKI
empfohlen. Er basiert auf der standardisierten Gabe von Furosemid abhidngig vom
Korpergewicht des Patienten und anschlieBenden Evaluation der Diurese. Steigt diese
addquat an, ist das Fortschreiten auf eine AKI Stadium 3 und die Notwendigkeit einer
RRT unwahrscheinlich (Kindgen-Milles et al., 2020, Chawla et al., 2013). Hintergrund
ist, dass bei einer AKI die Reaktion auf Diuretika durch Verdnderung der tubuldren

Funktion eingeschrinkt ist (Kunin et al., 2012, Schmidt et al., 2007).

Ein kardiorenales Syndrom entsteht hdufig durch einen zu geringen Auswurf des Herzens
(low-output Syndrom). Durch eine entsprechende Behandlung kann die renale Funktion
verbessert werden (Rangaswami et al., 2019). Bei einem hepatorenalen Syndrom wird
der FEinsatz eines langwirksamen Vasopressinderivats empfohlen. Neuere Studien
belegen, dass die Besserung vor allem durch das Anheben des MAD und damit besseren
Perfusionsdruck entsteht. Auch andere vasoaktive Substanzen scheinen hier gut wirksam

(Israelsen et al., 2017, Wang et al., 2018).

Kritisch kranke Patienten leiden hédufig unter einer stress-induzierten Insulinresistenz,
auch wenn vorher kein Diabetes mellitus bekannt war (van den Berghe et al., 2001).
Durch Insulingabe konnen die Blutglukosewerte dennoch normalisiert werden.
Hyperglykdme Phasen gehen mit einem gehéduften Auftreten von AKI sowie einer
erhohten Morbiditit und Mortalitét einher. Van den Berghe et al. konnten zeigen, dass
eine gute Blutzuckerkontrolle in engen Grenzen zu einer signifikanten Reduktion der
AKI-Haufigkeit fiihrte (Schetz et al., 2008). Allerdings sind ebenso hypoglykdme Phasen
zu vermeiden, da auch diese bei Patienten auf der Intensivstation mit einer signifikant
erhohten Mortalitit verbunden sind (Griesdale et al., 2009). Die KDIGO empfiehlt daher
bei Hyperglykdmie (definiert als ein Blutzucker von {iber 150 mg/dl) den Einsatz von
Insulin, weist aber ebenso darauf hin, Werte von 110mg/dl nicht zu unterschreiten

(KDIGO, 2012b).

Um eine weitere Schddigung der Nieren zu verhindern, muss die Notwendigkeit
nephrotoxischer Medikamente und der Bildgebung mit Kontrastmittel sorgfiltig
abgewogen und gegebenenfalls ausgesetzt werden (Hoste et al., 2015, Goldstein et al.,

2013b).
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Meersch et al. und Gocze et al. untersuchten, ob eine Umsetzung der KDIGO-Leitlinie
(KDIGO, 2012b) bei Patienten mit einem erhohten Risiko, eine AKI zu entwickeln,
vorteilhaft ist. Obwohl die Studie mit einer kleinen Kohorte und lediglich monozentrisch
durchgefiihrt wurde, konnte sie zeigen, dass das Stadium der Nierenschédigung und, je
nach Patientenklientel, auch die Haufigkeit der Nierenschidigung durch konsequente
Umsetzung verringert werden kann. Alle aufgezeigten PraventionsmalBnehmen sind aber
nur sinnvoll, wenn wie bei Meersch et al. vulnerable Patienten frithzeitig identifiziert

werden (Meersch et al., 2017, Gocze et al., 2018).
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1.1.5 Therapie

Mit Blick auf die vielfiltigen Ursachen der AKI wird klar, dass es keine allgemeingiiltige
Therapieempfehlung fiir dieses komplexe Syndrom geben kann (Kellum, 2016). Auch
eine ursdchliche Therapie konnte bisher nicht gefunden werden. Was bleibt, ist daher das
Management von Ursachen und Komplikationen, um ein weiteres Aggravierend der
Nierenfunktionseinschrankung zu verhindern und im besten Fall den Weg fiir eine

Erholung zu bahnen.

Die AKI ist hdufig eine Komplikation anderer, teils fiir die Behandlung ursichlicher,
Leiden. Diese Komorbidititen miissen dementsprechend in erster Linie oder im Verlauf
mit behandelt werden. Wegen der verminderten Filtrationsleistung der Nieren miissen fiir
einige Medikamente die Dosierungen angepasst werden und, nachdem ein
Nierenersatzverfahren implementiert wurde, kann es erneut zur Notwendigkeit von
Dosisdnderungen kommen. Die Anwendung der Medikamentenspiegelbestimmung
(therapeutic drug monitoring, TDM) ist daher sowohl mit, als auch ohne RRT, empfohlen
(KDIGO, 2012a). Anhand der Bestimmung der Medikamentenspiegel im Blut des
Patienten muss damit die Dosierung entsprechend der Filtrationsleistung individuell

angepasst werden.

Die Nieren regulieren neben dem Fliissigkeitshaushalt das Saure-Basen- und
Elektrolytgleichgewicht. Kommt es zur AKI, sind auch diese gestort, woraus sich erneut
weitreichende Folgen ergeben (Bellomo et al., 2012). Besonderes Augenmerk liegt dabei
auf dem Kaliumspiegel. Eine Hyperkaliimie sollte bei tiber 6 mmol/l dringend behandelt
werden, bei liber 7 mmol/l oder EKG-Veridnderungen muss eine RRT eingesetzt werden
(Ronco et al., 2019). Durch die Verschiebung des pH-Wertes ins saure Milieu kommt es
zu einer weiteren Verschiebung des intrazelluliren Kaliums ins Blut und damit
verstirkten Hyperkalidmie, sowie einer kompensatorischen Hyperventilation (Kellum et
al., 2021). Der Ausgleich einer schweren Azidose mit Bikarbonat wird dann empfohlen

(Jaber et al., 2018).

Weiterhin beschrinken sich die Therapieoptionen derzeit noch auf die Anwendung einer
RRT. Wann diese eingeleitet werden sollte, ist nicht abschlieBend geklart. Zwar spricht
die KDIGO eine klare Notfallindikation bei Vorliegen lebensbedrohlicher
Komplikationen aus, abseits dieser gibt es keine klare Empfehlung (KDIGO, 2012c). Eine

RRT ist notfallmidBig indiziert, wenn der Patient als Folge der eingeschriankten
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Nierenfunktion einen kritischen Zustand erreicht. Dazu gehdren extreme
Elektrolytentgleisungen oder Verdnderungen des Sidure-Basen-Haushaltes, massive
Volumeniiberladung, Intoxikationen mit dialysierbaren Substanzen oder ein
Fortschreiten der Nierenfunktionsstorung mit Urdmie und manifester Anurie (Tabelle 3).
Abseits dieser muss die Entscheidung weiterhin in Gesamtschau aller Befunde und mit
Blick auf den Zustand des Patienten getroffen werden (Ronco et al., 2019, Wang and
Bellomo, 2017, Kullmar and Zarbock, 2019).

Absolute Dialyseindikationen

lebensbedrohliche, therapierefraktire Volumeniiberladung

therapierefraktare Hyperkalidmie mit K™ > 6,5 mmol/l

therapierefraktire metabolische Azidose mit pH < 7,1

klinische Ausprdagung einer Urdmie (Enzephalopathie, Neuropathie, Perikarditis
Intoxikation durch dialysierbare Substanzen

manifeste Anurie

Tabelle 3 absolute Indikationen fiir ein Nierenersatzverfahren nach den KDIGO-Leitlinien. K"
- Kalium; pH — Potential des Wasserstoffs (pondus hydrogenii). Tabelle frei nach Kullmar and
Zarbock, 2019.

Abseits der absoluten Indikationen wird der beste Zeitpunkt fiir den Beginn einer RRT
bis dato kontrovers diskutiert. Vor einigen Jahren wurde noch ein eher friiher Beginn
empfohlen, um die Organe zu entlasten und Komplikationen vorzubeugen (Macedo and
Mehta, 2011). Auch die ELAIN-Studie resultierte zunichst in eine hohere Uberlebensrate
innerhalb von 90 Tagen (Zarbock et al., 2016). Sowohl die AKIKI- (Gaudry et al., 2016)
als auch die IDEAL-ICU- (Barbar et al., 2018) und die STARRT-AKI-Studie (STARRT-
AKI-Investigators et al., 2020) erbrachten aber andere Ergebnisse. Hier konnten keine
Unterschiede im Langzeitiiberleben festgestellt werden. Oft konnte auf eine RRT
verzichtet werden, wenn zuvor ein abwartendes Verhalten gewéhlt wurde. Bei einem
friilhen RRT-Beginn wurden Ofter unerwiinschte Ereignisse, wie katheterassoziierte
Infektionen, verzeichnet. Sie schlussfolgerten, dass eine frithe Dialyse nur bei absoluter
Indikation begonnen werden sollte. Die Studienlage scheint also ein abwartendes
Verhalten zu favorisieren, allerdings gibt es bisher keine klaren Empfehlungen in der

Leitlinie. Zunéchst sollte damit weiterhin individuell engmaschig reevaluiert werden.

Wurde die Notwendigkeit einer RRT festgelegt, stechen verschiedene Modalititen zur
Verfiigung: kontinuierliche Dialyse (continous RRT, c¢RRT), mit Unterbrechungen
erfolgende Dialyse in Form einer verldngerten, tiaglichen (slow extended daily dialysis,
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SLEDD) oder intermittierender Dialyse (intermittend hemodialysis, iHD) und
Peritonealdialyse (Villa et al., 2016, Neri et al., 2016). Letztere wird wegen der hohen
Effizienz in Anwendung und Logistik in der Akutphase vor allem in Lindern mit

begrenzten Ressourcen verwendet und zeigt suffiziente Ergebnisse (Abdou et al., 2017,

Chionh et al., 2013).

Bei der Entscheidung fiir oder gegen den Beginn einer RRT diirfen die Nachteile nicht
ignoriert werden. Zu den Risiken gehoren Hypotension, Thrombozytopenie, Arrhythmie,
Komplikationen der Gefa3zuginge und die Notwendigkeit der Antikoagulation (KDIGO,
2012c). Hierfiir wére es von grollem Interesse, eine Vorhersage liber die Erholung der

Nierenfunktion treffen zu konnen.
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1.1.6 Erholung der Nierenfunktion

Das Risiko eine CKD zu entwickeln ist nach AKI bis zu 10-fach erhéht (Collins et al.,
2009). Daher ist die Betrachtung der Erholung der Nierenfunktion in den letzten Jahren
in den Fokus der Forschung geriickt (Gocze et al., 2017).

Eine Konsensusdefinition zu finden, ist aber bisher noch nicht gelungen (Schortgen,
2015). Aufgrund der Komplexitit des Syndroms und der diagnostischen Unwigbarkeiten
ergeben sich Schwierigkeiten. Dazu gehdren die Auswahl der Marker, die Entscheidung,
ob absolute oder relative Werte genutzt werden sollen, die betrachteten Endpunkte und

der Zustand des Patienten im Verhiltnis zum Ausgangspunkt (Goldstein et al., 2014).

In Anlehnung an die ADQI wird heute meist ein Riickgang des Serum-Kreatinins auf das
1,5-fache des BL-Kreatinins innerhalb von sieben Tagen genutzt. Da die KDIGO eine
AKI ab einem Anstieg des Serum-Kreatinins auf das 1,5-fache des BL-Kreatinins
diagnostiziert, wird so die Erholung an der Abwesenheit dieses Kriteriums festgemacht.
Dauert eine AKI ldnger als sieben Tage an, so spricht man von einer AKD. Eine
Fritherholung sollte deshalb innerhalb der ersten sieben Tage stattfinden (Chawla et al.,

2017).

Von der zuvor zusammen mit den RIFLE-Kriterien vorgeschlagenen Definition wurde
wieder Abstand genommen. Diese konstatierte die Unabhédngigkeit von RRT als
Erholung. Obwohl Studien in den Folgejahren auch andere Definitionen, wie das
Nichtvorhandensein von AKI-Kriterien, nahelegten, war die Notwendigkeit einer RRT
zumeist ein wichtiger Anhaltspunkt. Dies ist allerdings kein sehr aussagekriftiger
Parameter. Nicht jeder Patient mit AKI wird dialysepflichtig, kann aber deshalb nicht per

se als erholt angesehen werden (Bellomo et al., 2004b).

Das Kreatinin als meistgenutzter Marker und Verlaufsparameter zur Einschétzung der
Nierenfunktion hdngt neben dieser von vielen anderen Faktoren, wie dem Volumenstatus,
der RFR und der Muskelmasse ab und ist schwer einzuordnen, wenn kein BL-Wert
bekannt ist. So kann eine Erholung vorgetduscht oder auch maskiert sein (Bernardi et al.,
2016, Prowle et al., 2014). Wird die Erholung an einem starren Wert festgemacht, sind
verschiedene Szenarien denkbar. Hat ein Patient vor AKI bereits eine schlechtere GFR,
wird moglicherweise keine Erholung der Nierenfunktion diagnostiziert, obwohl sich die

Niere auf das Niveau vor der Krankheit regeneriert hat. Andererseits wird einem
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Patienten mit nicht vorgeschidigter Niere vielleicht eine Erholung bescheinigt, obwohl
er im Verhéltnis weiterhin eine Schadigung und damit Pradisposition fiir die Entwicklung
einer CKD zuriickbehalt (Kellum, 2014). Welches AusmaB die Erholung also einnehmen
muss, ist ebenfalls noch nicht geklart und es wurde gezeigt, dass, je nach Grenzwert, die

Prognose sehr different ist (Pannu et al., 2013).

Um die Konkurrenz der Endpunkte zu umgehen, wurde eine Kombination aus ihnen
gebildet. Diese sogenannten schwerwiegenden, unerwiinschten, renalen Ereignisse
(Major Adverse Kidney Events, MAKFE) verbinden Tod, Abhdngigkeit von der Dialyse
und fortbestehende eingeschrinkte Nierenfunktion (Shaw, 2011). So werden Faktoren,
die das Leben der Patienten besonders beeintrachtigen, zusammen betrachtet und damit

ein patientenzentrierter Endpunkt geschaffen.

Ein weiterer Faktor ist die Unterscheidung zwischen teilweiser und vollsténdiger renaler
Erholung. Eine vollstdndige Erholung kénnte dann als Riickgang auf den Normalzustand
betrachtet werden. Eine teilweise Erholung ist der Riickgang auf eine Nierenfunktion, die
keiner RRT bedarf, aber noch vermindert ist oder auch eine Verbesserung des AKI-
Stadiums (Bellomo et al., 2004b, Kellum et al., 2016). Auch hier kann die

Beeintrachtigung des Patienten abgeleitet werden.

Ein weiteres Problem ist der Zeitpunkt der Evaluation. Oft wird der Tag der
Krankenhausentlassung genutzt. Es ist aber nicht klar, ob an diesem Punkt die Erholung
schon abgeschlossen ist. Zusétzlich sollten also auch spétere Zeitpunkte untersucht
werden (Forni et al., 2017). Auflerdem muss zwischen kurz- und langfristiger Erholung
unterschieden werden. Kurzfristig bezieht sie sich auf die Zeit direkt nach der
Nierenschddigung und betrachtet in erster Linie, ob sich die Nierenfunktion weiter
verschlechtert, also ein hoheres Stadium nach KDIGO erreicht, oder ob die
Nierenfunktion ausreicht, damit keine RRT angewandt werden muss. Dieses Stadium ist
in der Klinik besonders wichtig, da sich aus einer weiteren Verschlechterung der
Nierenfunktion oder einer ldnger andauernden gleichbleibenden Nierenschadigung auch
eine schlechtere Prognose ergibt (Hoste et al., 2006, Coca et al., 2010). Die langfristige
Erholung betrachtet dann spétere Zeitpunkte, bei denen unter anderem die Entwicklung

einer CKD im Fokus steht.

Auch nachdem sich die Nierenfunktion auf einem stabilen Niveau eingefunden hat,

konnen sich langfristige Folgen ergeben. Hier spielen vor allem die MAKE-Kriterien eine
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Rolle, die den jeweils fiir den Patienten wichtigsten Endpunkt in den Fokus riicken
(Goldstein et al., 2014). Weitere Kombinationen moglicher Endpunkte, wie das Auftreten
kardialer und renaler Ereignisse als schwerwiegende, unerwiinschte, kardiorenale
Ereignisse (Major adverse cardiorenovascular events, MARCE) sind denkbar (Chawla et

al., 2014a).

Es ist noch immer unklar, ab wann die Erholung beginnt und wie lange nach der AKI die
Folgen nachzuweisen sind, sodass die Festlegung auf eine Zeitspanne der
Nachbetrachtung problematisch ist (Linder et al., 2014, Macedo et al., 2012, Murugan et
al., 2010, Zhang et al., 2013).

In einer neueren Studie wurde bei der Betrachtung zwischen fiinf Erholungsmustern
unterschieden: 1) frithe, anhaltende Erholung (unter sieben Tagen), 2) spéte Erholung
(nach 7 Tagen), 3) friihe Erholung mit einem oder mehr Rezidiven, aber letztlich
Erholung, 4) frithe Erholung mit einem oder mehr Rezidiven, aber letztlich keine
Erholung, 5) iiberhaupt keine Erholung (sieche Abb. 3). Die meisten Patienten erlitten
mehrere Rezidive. Je frither und vollstidndiger die Erholung war, umso besser war die
Prognose. Bildet sich die Nierenschédigung innerhalb von sieben Tagen zuriick, liegt die

1-Jahres-Uberlebensrate bei iiber 90 % (Gdcze et al., 2017, Kellum et al., 2017).

Patienten
mit AKI
]
K ! |
eine .
it Ert;lrcljllfn
Erhollung I &
| 1 | I 1.
keine spite anhaltende  Rezidive, Rflz(z;icllll;re,
Erholung Erholung Erholung Erholung Erholung

Abb. 3 mogliche Verlaufsmuster nach AKI. Zundichst wird zwischen friiher Erholung (innerhalb
von 7 Tagen) und keiner friihen Erholung unterschieden. Kam es zu keiner friihen Erholung, kann
entweder gar keine Erholung oder eine spdte Erholung (nach mehr als 7 Tagen) eintreten. Die
friithe Erholung kann anhalten oder es kann zu Rezidiven kommen, von denen sich dann erneut
erholt wird oder welche die Erholung verhindern. AKI — Akute Nierenschidigung (acute kidney
injury). Abbildung frei nach Kellum et al., 2017. (Kellum et al., 2017).

Diverse Risikofaktoren, die eine Nicht-Erholung begiinstigen, wurden bereits
identifiziert. Hierzu gehdren unter anderem eine vorbestehende chronische

Nierenkrankheit (CKD), hoheres Alter, wiederholte Operationen und Schwere der
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initialen akuten Nierenschddigung (Chawla et al., 2011, Helgadottir et al., 2016).
Unabhéngig hiervon werden aullerdem zunehmend neue Biomarker hinsichtlich ihrer
Vorhersagekraft fiir die Erholung einer AKI untersucht. In der RUBY-Studie evaluierten
Hoste et al. hierzu verschiedene Kandidaten. Als besonders verlédsslich konnte C-C-
Chemokin-Ligand 14 (C-C motif chemokine ligand 14, CCL 14) identifiziert werden.
CCL 14 ist ein Chemokin, welches mit Gewebeschdden und Reparaturprozessen
assoziiert ist. Seine Rolle bei AKI ist bisher nicht hinreichend untersucht, dennoch konnte
gezeigt werden, dass ein erhohtes CCL 14 im Urin eine hohe Vorhersagekraft hinsichtlich
der Persistenz oder des Fortschreitens der AKI hat. Diese Erkenntnis kann die
Weiterbehandlung von Patienten malB3geblich beeinflussen, da beispielsweise eine RRT
bei Patienten, die sich nicht erholen werden, friihzeitig begonnen und bei Patienten, die
sich erholen, ausgesetzt werden kann. AuBlerdem kdnnen Komplikationen einer AKI und

das Fortschreiten zu einer CKD supportiv behandelt werden (Hoste et al., 2020).
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1.1.7 Nachbehandlung

AKI kann sowohl kurz-, als auch langfristig eine Reihe negativer Auswirkungen haben.
Mortalitdt und Morbiditdt steigen an und das Risiko fiir die Entwicklung einer CKD ist
erhoht (Chawla et al., 2014a, Murugan and Kellum, 2011, Hoste et al., 2006, Uchino et
al., 2005b). Es scheint daher sinnvoll, diese Patienten an eine nephrologische
Weiterbetreuung anzubinden. Tatsdchlich geschieht dies aber nur bei einem geringen
Prozentsatz der Patienten (Liu et al., 2019, Saran et al., 2019). Die KDIGO empfiehlt, die
Patienten drei Monate nach AKI erneut zu untersuchen, um eine Erholung, eine erneute
AKI-Episode oder eine Verschlechterung der vorbestehenden CKD zu erfassen (KDIGO,
2012a, Remuzzi and Horton, 2013).

Eine Metaanalyse von 2020 (Ye et al., 2020) verglich in den Ergebnissen von sechs
Studien, ob die Weiterbetreuung durch Nephrologen nach AKI einen Uberlebensvorteil
erbrachte. Renale Endpunkte, wie die Abhédngigkeit von Dialyse und wiederkehrende
AKI-Episoden, zeigten keinen Unterschied. Obwohl nur eine geringe Anzahl an Studien,
mit wenigen Patienten und groem Potential fiir einen Bias, untersucht wurde, sollte
diesen Ergebnissen durchaus Beachtung geschenkt werden. Patienten wurden hdufiger an
eine nephrologische Nachbetreuung angebunden, wenn die behandelnde Klinik ebenfalls
eine nephrologische Abteilung hatte, wenn die Patienten jiinger und von einer
hohergradigen AKI betroffen waren oder eine vorbestehende CKD, ein Hypertonus und
weniger Nebenerkrankungen hatten (Forni et al., 2017, Goldstein et al., 2013a).

In einigen Léndern gibt es bereits spezielle Kliniken, die Patienten nach AKI betreuen.
Dadurch konnte die Follow-Up-Rate deutlich gesteigert werden. Der Behandlungsplan
der Patienten wurde in den meisten Féllen angepasst und so der weitere Verlauf verbessert

(Silver et al., 2015).

Eine nephrologische Weiterbetreuung nach AKI kann demnach Morbiditét und Mortalitét

verbessern.
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1.2 MicroRNAs

Eine akkurate und frithe Erkennung von AKI ist von mafgeblicher Bedeutung. In jlingster
Vergangenheit wurde daher das Augenmerk auf die ErschlieBung weiterer, sensitiverer
Biomarker gelegt. Neuere Forschungen haben ergeben, dass auch nicht-
proteinkodierende beziehungsweise nicht-kodierende RNAs (non-coding RNA, ncRNA)
eine maflgebende Rolle in der Entwicklung und dem Krankheitsverlauf spielen. Im
Folgenden wird ausgefiihrt, warum insbesondere miRNAs sowohl als Biomarker als auch

als Angriffspunkte fiir neue Therapeutika interessant sind.

1.2.1 Definition

Vor der Entschliisselung des menschlichen Genoms 2001 (Lander et al., 2001, Venter et
al., 2001) nahm man an, dass ein GroBteil der Gene fiir Proteine kodieren. Danach zeigte
sich jedoch, dass nur etwa 2 % des Genoms dafiir zustéindig sind. Dennoch werden etwa

80 % in RNA umgeschrieben. Ein Grofteil des Genoms wird also in ncRNAs iibersetzt.

Diese grofle und vielféltige Gruppe von RNAs kann wiederum in RNAs verschiedener
Lange unterteilt werden. RNAs mit mehr als 200 Nukleotiden werden als lange, nicht-
kodierende RNAs (long non-coding RNAs, I[ncRNAs) bezeichnet. Bestehen sie aus
weniger als 200 Nukleotiden, handelt es sich um kurze, nicht-kodierende RNAs (small
noncoding RNAs, sncRNAs). In der Gruppe der IncRNAs gibt es lineare IncRNAs
(ebenfalls als /ncRNAs bezeichnet) und zirkuldre IncRNAs (circRNAs). Die am besten
erforschte Untergruppe der small ncRNAs sind die 20 bis 22 Nukleotid langen miRNAs.
In Abb. 4 ist eine Ubersicht des Transkriptoms mit Augenmerk auf die RNAs dargestellt.

Bei der Erforschung der genetischen Steuerung der Entwicklung von Caenorhabditis
elegans (C. elegans) im Larvenstadium, fand man lin-4 und let-7, die ersten bekannten
miRNAs (Lee et al., 1993, Wightman et al., 1993). Weitere Untersuchungen zeigten eine
weitestgehende Konservierung der miRNAs zwischen verschiedenen Spezies
(Pasquinelli et al., 2000). Im Menschen sind inzwischen iiber 4000 RNAs identifiziert
und in eine Datenbank aufgenommen worden [miRBase®, release 22,

www.mirbase.org.].
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Abb. 4 Ubersicht iiber das Transkriptom mit besonderem Augenmerk auf die RNAs. Nur 2 % des
Transkriptoms kodieren fiir Proteine, 98 % des Genoms werden damit in nicht-kodierende RNA
(non-coding RNA, ncRNA) iibersetzt. Diese Gruppe wird weiter in lange nicht-kodierende RNA
(long non-coding RNA, IncRNA) mit mehr als 200 Nukleotiden und kurze nicht kodierende RNA
(small non-coding RNA, sncRNA) unterteilt. Auch hier gibt es weitere Untergruppen. Am besten
untersucht und Thema dieser Arbeit sind die microRNAs (miRNAs). mRNA - messenger RNA;
rRNA - ribosomale RNA; tRNA - transfer RNA; snRNA - small nuclear RNA; snoRNA - small
nucleolar RNA; rasiRNA - repeat-associated small interfering RNA; scaRNA - small cajal body-
specific RNA; miRNA - microRNA; siRNA - small interfering RNA; piRNA - piwi-interacting
RNA; tiRNA - tranfer RNA-derived stress induced small RNA, IncRNA - lineare long non-coding

RNA; circRNA - circular RNA. Abbildung nach Brandenburger et al., 2018.
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1.2.2 Biogenese und Wirkungsweise

Die Biogenese der miRNAs erfolgt in mehreren Schritten. Durch die RNA-Polymerase 11
wird die primdre RNA (primary miRNA, pri-miRNA) als Haarnadelstruktur synthetisiert.
Im Doppelstranganteil sind die funktionalen Sequenzen kodiert. Ein Prozessorkomplex
aus der RNase Drosha und dem Cofaktor DiGeorge Sydrome critical region gene 8
(DGRC(S) spaltet die pri-miRNA in eine doppelstrangige Vorldufer miRNA (precursor
miRNA, pre-miRNA) (Lee et al., 2003). Mittels Exportin 5 wird diese aus dem Nukleus
ins Plasma transportiert. Dort wird sie durch die Ribonuklease DICER in die reife miRNA
(20 bis 23 Nukleotide lange Doppelstringe) gespalten (Ambros et al., 2003). Uber die
Bildung eines RNA-induzierten Silencing Complex (RISC) und Bindung an die
3‘-untranslatierte Region der Ziel-messenger RNA (mRNA) nimmt die miRNA Einfluss
auf die Auspriagung von Proteinen. Der RISC besteht aus einem Strang der miRNA und
einem Proteinanteil. Bei diesem handelt es sich meist um ein Protein aus der
Argonautenfamilie, aber auch andere Proteine sind moglich. Eine funktionelle Doméne
der Argonautenproteine dient der Bindung der miRNA, die andere trigt die
Endonukleaseaktivitit. Entweder wird iiber die Endonuklease eine direkte Degradation
der RNA induziert, hdufiger aber kommt es durch die Bindung zur Repression oder
Destabilisierung der mRNA. Hierzu kann unter anderem die Initiierung der Translation
inhibiert oder der Poly-A-Schwanz der mRNA gekiirzt werden (Filipowicz et al., 2008,
Lim et al., 2005, Song et al., 2004, Bartel, 2009). MiRNAs regulieren posttranskriptionell
die Ausprigung von iiber 50 % der protein-kodierenden Gene (Krol et al., 2010). Abb. 5
fasst die Biogenese schematisch zusammen (Bartel, 2004, Templeton et al., 2020, Wahid
etal., 2010).
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pre-miRNA

Dicer

-

Il
Plasma miRNA

RISC

Degradation der Ziel-RNA  Repression von mRNA Destabilisierung von mRNA

Abb. 5 Synthese von microRNA (miRNA). Die miRNA-Gene werden von der RNA-Polymerase 11
in die Haarnadelstruktur der primdren miRNA (primary miRNA, pri-miRNA) transkribiert. Der
Prozessorkomplex spaltet aus der pre-miRNA die Vorldufer miRNA (precursor miRNA, pre-
miRNA), welche durch das Protein Exportin 5 ins Zellplasma transportiert wird. Hier wird sie
durch die Ribonuklease Dicer in die reife, doppelstringige miRNA gespalten. Durch die Bildung
eines RNA-induzierten Silencing Complexes (RISC) konnen miRNAs Einfluss auf die
Proteinausprdagung nehmen. Moglichkeiten hierfiir sind die Degradation der Ziel-RNA und die
Repression oder Destabilisierung von messenger RNA (mRNA). Abbildung frei nach Bartel, 2004,
Templeton et al., 2020, Wahid et al., 2010.
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MiRNAs beeinflussen die Expression der meisten Gene. Dadurch nehmen sie einen
enormen Einfluss auf zelluldre Aktivititen und Homoostase sowie Zellwachstum,
Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Sie sind daher interessante Ansatzpunkte

fiir mogliche Therapieversuche.
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1.2.3 miRNAs als Biomarker

Als Biomarker sind miRNAs aufgrund ihrer enormen Stabilitdt besonders attraktiv. Sie
finden sich in vielen Korperfliissigkeiten wie Plasma, Urin, Speichel und Liquor und sind
gegen viele duBere Einfliisse, wie Formalin- oder Paraffineinbettung, mehrfaches
Einfrieren und Auftauen, Fehllagerung, pH-Schwankungen, aber auch Degradation durch
RNase, stabil (Gilad et al., 2008, Li et al., 2007, McDonald et al., 2011, Mitchell et al.,
2008, Weber et al., 2010). Dies ist auf die Verbindung mit Proteinen oder die Verpackung
in Vesikeln zuriick zu fithren (Arroyo et al., 2011, Vickers et al., 2011). Auch die

Detektion stellt sich im Verhéltnis zu Plasmaproteinen als sehr einfach dar.

MiRNAs scheinen gewebespezifische Auspriagungen zu zeigen. Das macht sie anderen
ncRNAs in der Diagnostik liberlegen. In der Krebstherapie gibt es bereits zahlreiche
Zuordnungen von miRNAs zum Primarius, teilweise ist bereits in frithen Stadien eine
Hochregulation der Auspriagung zu verzeichnen (Lu et al., 2005, Volinia et al., 2006).
Metastasen konnten so dem Primarius zugeordnet werden, aber auch die
Diagnosestellung ist frither moglich, was einen schnellen Therapiebeginn erlaubt und die
Prognose verbessern kann (Chan et al., 2013, Geng et al., 2014, Vencken et al., 2015).
Auch in der Herzinfarktdiagnostik konnten bereits dhnliche Zusammenhinge gefunden

werden (Goretti et al., 2014).
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1.3 MicroRNAs und akute Nierenschadigung

Bereits bis 2016 wurden etwa 50 miRNAs beschrieben, die mit AKI in Zusammenhang
stehen und die Zahl steigt stetig (Fan et al., 2016a). In diesem Kontext beeinflussen sie
hauptsichlich Inflammations-, Apoptose-, Angiogenese oder Fibroseprozesse. MiRNAs
konnen einerseits die Entstehung und das Fortbestehen einer AKI beglinstigen, aber auch
protektiv wirken, je nachdem, ob sie auf den genannten Wegen fordern oder hemmen.
Grundlegend ist es wichtig zu differenzieren, in welcher Probenart untersucht wird und
ob die miRNAs aufgrund eines Schadens exprimiert werden, als Beiprodukt entstehen
oder pathogen wirken. Da miRNAs haufig nicht krankheitsspezifisch sind, wére es auch
denkbar, dass erst ihr gemeinsames Auftreten eine Schlussfolgerung zuldsst (Jones et al.,

2018).

Die ersten Studien zu miRNAs im Urin als potentielle Biomarker fiir AKI zeigten
Unterschiede in der Expression bei Patienten mit Ischidmie-Reperfusionsschiden oder
nach Gentamicingabe (Saikumar et al., 2012). Vergleiche mit Urinproben Gesunder
bestitigten die Signifikanz der unterschiedlichen Auspriagung zwischen Patienten mit und
ohne AKI (Ramachandran et al., 2013). Studien an Tiermodellen mit cisplatininduzierter
Schiadigung (Kanki et al., 2014, Pavkovic et al., 2014) oder nach renaler Ischimie
(Bellinger et al., 2014) bekraftigten die Aussagekraft von miRNAs weiter.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche miRNAs identifiziert, die im Zusammenhang mit
Nierenerkrankungen stehen (Aguado-Fraile et al., 2015, Ludwig et al., 2016, Sun et al.,
2004). Bei AKI und CKD werden unterschiedliche miRNA-Profile ausgeprigt (Emilian
et al., 2012, Lorenzen et al., 2011, Neal et al., 2011). Verdnderungen in der miRNA-
Expression treten aulerdem deutlich schneller als bei bisher genutzten Markern auf.
Beispielsweise steigt die miR-10a im Rattenmodell bereits innerhalb einer Stunde nach
AKI an. Im Vergleich bendtigt Serum-Kreatinin etwa sechs und Harnstoff sogar zwolf
Stunden (Wang et al., 2014a). Auch abhingig von der Art der Schadigung wurde ein
unterschiedliches miRNA-Profil exprimiert. AKI durch Kontrastmittel prasentiert sich
beispielsweise mit einer Erhohung von miR-188 und miR-30a/e (Sun et al., 2016),
wohingegen ein Ischimie-Reperfusionsschaden zu einer Erh6hung von miR-192 fiihrt
(Zhang et al., 2017). Beide Studien wurden zundchst am Rattenmodell durchgefiihrt und
konnten dann anhand von Plasmaproben entsprechender Patienten auf den Menschen

tibertragen werden. Auch zwischen den Korperfliissigkeiten wurden Unterschiede in der
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Expression beschrieben. Sowohl im Rattenmodell, als auch in humanen Proben, sind
miR-21 und miR-320 nach AKI im Plasma erhoht, aber im Urin erniedrigt (Saikumar et
al., 2012). Auch die miR-200a wird in den Nieren stark exprimiert und ist nach
Nierenschiddigung im Plasma erhoht (Kito et al., 2015).

Zudem konnten anhand der Auspriagung prognostische Aussagen getroffen werden.
Beispielsweise gab es einen Zusammenhang zwischen der miR-210 und der Mortalitét
bei Patienten mit AKI auf der Intensivstation (Lorenzen et al., 2011) und anhand des
prdoperativen Levels von miR-21 konnte das Auftreten von AKI nach einer
herzchirurgischen Operation vorhergesagt werden (Gaede et al., 2016). Weiterhin
scheinen miR-24 das Fortschreiten der ischdmischen AKI zu fordern (Lorenzen et al.,

2014) und miR-494 im Urin bei AKI hochreguliert zu sein (Lan et al., 2012).

Denkbar ist, dass miRNAs auch als therapeutische Zielstrukturen ein enormes Potential
bieten. Wird es moglich, die Auspragung von miRNAs gewebespezifisch zu beeinflussen,
konnte dies einen Durchbruch bei der Behandlung von Patienten darstellen. Die
Studienlage zu therapeutischen Versuchen durch Beeinflussung der miRNAs ist diinn.
Dennoch wurden bereits der Einsatz von anti-miR-21 bei Alport-Nephropathie (Tapparo
etal., 2019), eine Behandlung mit anti-miR-122 bei Hepatitis C (Janssen et al., 2013) und
der Effekt der Inhibition von miR-21 auf Ischdmie-Reperfusionsschaden der Niere

untersucht (Song et al., 2018).

Die Forschung an miRNAs ist also nicht nur bei der frithen Diagnose von AKI
erfolgversprechend, sie konnen auch Hinweise auf die Art der Schidigung geben und eine
Abschitzung der Prognose zulassen. Dadurch ermdglichen sie ein frithes Eingreifen, das
Implementieren nephroprotektiver Maflnahmen und eine bessere Mallgabe, ob eine RRT
begonnen werden sollte. Weiterhin geben sie Anlass zu grofler Hoffnung als
therapeutische Zielstrukturen und kdnnten so zum ersten Mal eine wirkliche Therapie der

AKI mdglich machen.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die Beteiligung von miRNAs im Kontext der Erholung der Nierenfunktion ist noch nicht
bekannt. Die Moglichkeit zu erfassen, ob die Erholung bereits begonnen hat
beziehungsweise erwartet werden kann, wére in der klinischen Praxis sehr wertvoll.
Patienten, bei welchen keine Erholung der Niere abzusehen ist, konnten beispielsweise
vom frithen Beginn einer RRT profitieren, da die negativen Einfliisse der fehlenden
Entgiftung minimal gehalten werden konnten. Wird andererseits mit einer Erholung
gerechnet, konnten ein abwartendes Verhalten und die Konzentration auf

Nephroprotektion von Vorteil sein.

Ziel dieser Pilotstudie war es, den pridiktiven Wert von miRNAs in Bezug auf die
Erholung der Nierenfunktion bei hoher- und hochgradiger AKI zu untersuchen. Dazu
wurden iiber den Zeitraum eines Jahres Patienten mit hohergradiger AKI auf der
chirurgischen Intensivstation der Uniklinik Diisseldorf rekrutiert. Basierend auf dem
Verlauf des Serum-Kreatinins innerhalb von sieben Tagen nach AKI-Diagnose wurden
Patienten mit frither Erholung denen mit persistierender AKI gegeniibergestellt.
Einerseits wurden klinische Daten verglichen und andererseits in entnommenen
Plasmaproben zunidchst die miRNA-Expression analysiert, geeignete Vertreter
ausgewadhlt und schlieBlich gepriift, ob die differentielle Expression dieser miRNAs eine

Vorhersage iiber die Persistenz oder Erholung von einer AKI zulésst.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden wird der Ablauf der Studie beschrieben. Zunichst werden die Auswahl der
Patienten und der Studieneinschluss gezeigt, die erhobenen klinischen Daten erldutert und

schlieBlich das experimentelle Vorgehen erklirt. Einen Uberblick liefert Abb. 6.

Erhebung klinischer Daten

|AKI Stadium 2 oder 3 >
t "t T 1 Pt
Tag 0 Tag 1 Tag2 |-.-| Tag?7 --- | Tag90 I;.ES;

Auswertung von 12 Plasmaproben von Tag 1

l Bildung von 6 reprisentativen Patientenpaaren

NextGenerationSequencing
und Netzwerkanalyse

signifikante miRNAs aus der Netzwerkanalyse

l Plasmaproben aller Patienten von Tag 1 und Tag 7

Quantitative Echtzeit-
PCR

Abb. 6 Ablauf der Studie. Nach informierter Einwilligung wurden 72 Patienten nach
Einschlusskriterien ausgewdhlt und in die Studie eingeschlossen. Ein Patient widerrief die
Einwilligung im Verlauf und wurde ausgeschlossen. Zu vier Zeitpunkten entnahmen wir Blut- und
Urinproben (Tag 0, 1, 2, 7). Uber die Dauer insgesamt eines Jahres erfolgte die Erhebung
klinischer Daten (Tag 0, 1, 2, 7, 90, 365). Nach Bildung von sechs reprdsentativen
Patientenpaaren wurden Plasmaproben von Tag I mittels NextGenerationSequencing (NGS) auf
miRNAs hin untersucht und mittels Netzwerkanalyse mit Nierenschiden assoziierte miRNAs
identifiziert. In den Plasmaproben aller Patienten von Tag I und 7 wurde die Expression der
miRNAs verglichen. Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag I - 24 Stunden nach
Einschluss, Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss; Tag 7 - eine Woche nach Einschluss, Tag 90 —
drei Monate nach Einschluss; Tag 365 - ein Jahr nach Einschluss,; AKI - Akute Nierenschdidigung
(acute kidney injury); PCR - Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction).
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Primirer Endpunkt der Studie war der prognostische Wert von miRNAs in Bezug auf die

Erholung der Nierenfunktion. Sekundire Endpunkte waren:

- Serum-Kreatinin an Tag 90 und 365

- Abhéngigkeit von RRT an Tag 90 und 365

- Mortalitdt an Tag 90 und 365

- MAKE 30

- Kardiovaskuldre Komplikationen bis Tag 90 und Tag 365

- Dauer des Intensiv- und Krankenhausaufenthaltes
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2.1 Patienteneinschluss und Probenentnahme

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf (Studiennummer 6138R) wurden von Januar bis Dezember 2018 Patienten
auf der interdisziplindren operativen Intensivstation eingeschlossen. Einschlusskriterien

waren:

- eine AKI Stadium 2 oder 3 nach KDIGO
- Alter zwischen 18 und 90 Jahren

- informierte Einwilligung, an der Studie teilzunehmen
Ausschlusskriterien waren:

- Zustand nach AKI mit Dialysepflicht innerhalb der letzten 90 Tage

- CKD mit einer eGFR <30 ml/h

- Zustand nach Nierentransplantation innerhalb der letzten 12 Monate

- AKI durch Ligation der Nierenarterie oder Glomerulonephritis, Vaskulitis oder
postrenale Obstruktion

- Schwangerschaft

- Beziehung zum Studienteam

Anhand dieser Kriterien konnten iiber den Beobachtungszeitraum 72 Patienten in die
Studie eingeschlossen werden. Ein Patient widerrief seine Einwilligung im Verlauf und

wurde entsprechend ausgeschlossen. Dementsprechend erfolgten die Analysen mit 71

Patienten.
|AKI Stadium 2 oder 3 >
A T A T
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 7

Abb. 7 Ablauf der studienbedingten Blut- und Urinentnahmen. Der Zeitpunkt der
Diagnosestellung einer AKI Stadium 2 oder 3 nach KDIGO wird als Tag 0 bezeichnet. Einen,
zwei und sieben Tage spdter erfolgten erneute Entnahmen. AKI — Akute Nierenschddigung (acute
kidney injury); Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag I - 24 Stunden nach Einschluss,
Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss; Tag 7 - eine Woche nach Einschluss.

Nachdem eine informierte Einwilligung eingeholt worden war, wurden zusétzlich zu den
taglichen Routinelaboruntertersuchungen und Blutgasanalysen zu vier Zeitpunkten (Abb.
7) Blut- und Urinproben iiber liegende Katheter entnommen. Tag O repriasentiert dabei

den Tag der Diagnosestellung der hohergradigen AKI, Tag 1 den Zeitpunkt 24 Stunden
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nach Diagnosestellung, Tag 2 weitere 24 Stunden spéter und Tag 7 eine Woche nach

Diagnosestellung.

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Firma

EDTA-RG6hrchen BD Vacutainer® Becton Dickinson GmbH,
EDTA-R6hrchen, 3ml Heidelberg (Deutschland)

Urinréhrchen BD Vacutainer® Becton Dickinson GmbH,
Rohrchen, 11ml Heidelberg (Deutschland)

BGA-R6hrchen safePICO® Probennehmer, = Radiometer GmbH,
Iml Krefeld (Deutschland

Reagiergefall Reagiergefall SafeSeal®, SARSTEDT AG & Co. KG,
2ml Niirnbrecht (Deutschland)

Tabelle 4 Material fiir die Probengewinnung und Asservierung der Plasma und
Urinproben. ml - Milliliter

Die Proben wurden sofort fiir 10 Minuten mit 3500 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. AnschlieBend wurden sie bei -80 °C bis zur

weiteren Analyse gelagert.

Laborgerat Bezeichnung Hersteller
Blutgasanalysegerét ABL800 FLEX® Radiometer GmbH,
Blutgasanalysator Krefeld (Deutschland
Laborzentrifuge ROTINA 420 R® Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tiittlingen (Deutschland)
Tabelle 5 Verwendete Geriite fiir Blutgasanalyse und Zentrifugation der Proben.
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2.2 Einteilung der Patienten

Anhand der Entwicklung des Serum-Kreatinins teilten wir die Patienten in zwei Gruppen
ein: Erholung der Nierenfunktion und persistierende AKI. Kriterium fiir die Erholung war
ein Riickgang des Serumkreatinins ohne RRT auf das 1,5-fache des BL-Kreatinins bis
zum Tag 7. Wir erfassten daher zunichst Baseline-Werte (BL-Werte) der Patienten,
entweder durch die Patienten, vom Hausarzt des Patienten oder aus Voraufenthalten, in
denen keine AKI bestand. Anschlieend betrachteten wir die Entwicklung des Serum-
Kreatinins bis zu Tag 7 nach Diagnosestellung. Ein Riickgang auf das 1,5-fache des BL-
Wertes wurde als Abwesenheit der KDIGO-Kriterien fiir eine AKI gewertet und galt
damit als Erholung. Patienten, die eine RRT bendtigten oder innerhalb dieser Zeit

verstarben, wurden der Gruppe mit persistierender AKI zugeteilt.
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2.3 Klinische Daten

In der Case Report Form (CRF) wurden anamnestische und medizinische Befunde,
Routinelaboruntersuchungen und Blutgasanalysen (BGAs) erfasst. Wir bezogen
epidemiologische Daten, Komorbidititen, aber vor allem Vitalparameter und
Laborergebnisse im frithen Verlauf von sieben Tagen und in der Nachbetrachtung bis zu
einem Jahr nach AKI ein. Hierzu wurde eine umfingliche Recherche der
Patientenunterlagen betriecben und die Verlaufsdokumentation im Krankenhaus
analysiert. Fiir die Nachbetrachtung nach 90 und 365 Tagen erlaubten uns die Patienten
eine spatere Kontaktaufnahme direkt und liber den Hausarzt, um Komplikationen,
Entwicklung der Nierenfunktion und Versterben der Patienten im weiteren Verlauf

darzustellen (Abb. 8).

| AKI Stadium 2 oder 3 >
A A ? ? T T
Tag 0 Tag 1 Tag2 |---| Tag?7 - | Tag 90 ... | Tag 365

Abb. 8 Zeitpunkte der Erfassung klinischer Daten. Der Zeitpunkt der Diagnosestellung einer
AKI Stadium 2 oder 3 nach KDIGO wird als Tag 0 bezeichnet. Einen, zwei und sieben, 90 und
365 Tage spdter erfolgten erneut Abfragen klinischer Daten. Tag0 - Tag des
Studieneinschlusses/der AKI; AKI - Akute Nierenschdidigung (acute kidney injury); Tag 1 - 24
Stunden nach Einschluss;, Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss, Tag 7 - eine Woche nach
Einschluss, Tag 90 — drei Monate nach Einschluss, Tag 365 - ein Jahr nach Einschluss.

Neben Verlaufsparametern der Nierenfunktion und angewandtem Nierenersatzverfahren,
wurden Patientencharakteristika, wie Alter, Gewicht und GroB3e, sowie Vorerkrankungen

und -Medikation aus Briefen und Vorbefunden erfasst und verglichen.

Auch die Aufnahmediagnosen wurden betrachtet, besonderes Augenmerk wurde auf die
Sepsis als wichtigsten und herzchirurgische Operationen als zweitwichtigsten
Risikofaktor fiir AKI gelegt. Weiterhin betrachteten wir die Infektparameter und
Kreislaufparameter als Hinweis auf einen Schock und verminderte Nierenperfusion im
Detail. AuBBerdem analysierten wir prognostisch relevante Scores. Hierzu gehoren der
»Acute Physiology And Chronic Health Evaluation®“-II-Score (4PACHE-II-Score) und
der ,,Sequential Organ Failure Assessment”-Score (SOFA-Score), sowie die ,,Glasgow
Coma Scale* (GCS). Weiterhin analysierten wir die Lungenfunktion und die Gerinnung.
Zuletzt untersuchten wir das Outcome der Patienten im Sinne der Dauer des Intensiv- und
Krankenhausaufenthaltes und der Mortalitit, sowie die MAKE-Kriterien an Tag 30, aber

auch im Langzeitverlauf nach 90 und 365 Tagen.
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2.4 Statistische Analysen

Die erfassten Daten wurden mit Hilfe des hiesigen Biostatistikers Dr. Pablo Verde,
Koordinierungszentrum fiir Klinische Studien, Universitdtsklinikum Diisseldorf,
ausgewertet. Genutzt wurden Excel 365® Version 2209 und GraphPad Prism5® Version
5.03 auf Windows 10®. Die Normalverteilung der Parameter wurde mittels Kolmogorov-
Smirnow-Test gepriift. Bei fehlender Normalverteilung wurde fiir die stetigen Variablen
der Mann-Whitney-U-Test angewandt und bei Normalverteilung der t-Test. Angegeben
wurden entsprechen Mittelwert und Standardabweichung. Fiir die bindren Merkmale
nutzten wir den Chi-Quadrat-Test, bei sehr kleinen Gruppen (n <5) den Fisher-Test.
Beschrieben wurden diese Werte als absolute Werte und relative Anteile an der

Gesamtpopulation. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant akzeptiert.

Auf die statistischen Verfahren, die wihrend des NGS und der qPCR von unseren

Kooperationspartnern angewandt wurden, wird im jeweiligen Abschnitt eingegangen.
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2.5 Next Generation Sequencing (NGS)

Im ersten Schritt sollten miRNAs detektiert werden, die signifikant zwischen Erholung
der Nierenfunktion und persistierender AKI in unserer Kohorte unterscheiden. Es wurden
Patienten ausgewdhlt, die die hdufigsten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer AKI
mitbrachten. Wir bildeten Patientenpaare zwischen der Gruppe mit persistierender AKI
und mit Erholung der Nierenfunktion (sogenannte matched pairs), sodass je sechs
Patienten ausgewéhlt wurden (sieche Abb. 6). Dabei hatten je zwei eine Sepsis, je zwei

einen geplanten herzchirurgischen Eingriff und wiederum zwei erlitten einen Schock.

Die Sequenzierung der ndchsten Generation ist ein Verfahren zur Genanalyse, bei
welchem sehr viele Molekiile parallel untersucht werden konnen. Die Analyse wurde in
den Laboren von QIAGEN Genomic Services in Hilden, Deutschland, durchgefiihrt. Im

Folgenden werden die vorgenommenen Arbeitsschritte kurz beschrieben.

Die RNA-Isolation erfolgte mittels des firmeneigenen miRNeasy Serum/Plasma Kits®
(QIAGEN). Zur Erstellung der RNA-Bibliothek wurde das QIAseq miRNA Library kit®
(QIAGEN) genutzt und insgesamt fiinf RNAs in miRNA NGS Libraries umgewandelt.
AnschlieBend wurden Adapter mit eindeutigen molekularen Identifikatoren (Unigue
Molecular Identifier, UMI) an die RNA gekniipft und komplementire DNA
(complementary DNA, cDNA) erstellt. Diese wurde wiederum mittels PCR amplifiziert
und wihrenddessen Indikatoren hinzugefiigt. Nach der PCR erfolgte die Aufreinigung
der Proben. Zur Qualititskontrolle wurden entweder Bioanalyzer 2100® (Agilent) oder

TapeStation 4200® (Agilent) genutzt.

Abhiéngig von der Qualitit der Abschnitte und der Konzentrationsmessung wurden die
Bibliotheken in dquimolaren Verhéltnissen zu einem Ansatz (pool) vereinigt. Eine
erneute Quantifizierung erfolgte mittels qPCR, die anschlieende Sequenzierung mit
Hilfe des NextSeq500® Sequenzierungsgerits. Es folgte die Entschachtelung der
Rohdaten und je Probe die Erstellung einer FASTQ-Datei mit der bcl2fastq-Software®
(Illumina inc.). Diese Daten wurden dann mit dem FASTQ tool® iiberpriift.

Mittels Cutadapt® (1.11) wurden die Abschnitte nach den Adaptersequenzen gefiltert
und die gefundenen Abschnitte auf die folgenden Anforderungen gepriift: Vorhandensein
der Adaptersequenz, Linge der Insertionssequenz von mindestens 16 Nukleotiden (nf)
und Lénge der UMI von mindestens 10 nt. Die Insertionssequenzen der Abschnitte mit

unvollstindigen UMI-Sequenzen wurden herausgefiltert. Die Abschnitte mit
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vollstindiger UMI-Sequenz wurden auf einmalige Kombinationen (Insertionssequenz
und UMI-Sequenz) hin untersucht und aus diesen die Insertionssequenzen extrahiert.
Durch diesen Schritt wurde eine Verzerrung durch redundante Sequenzen
ausgeschlossen.

Zur Zuordnung der Sequenzen zu passenden Regionen im Genom (Mapping) wurde
Bowtie2® (2.2.2) genutzt. Nach Einordnung in RNA-Klassen und Auswertung der
Lingenverteilung konnten sie mit der miRBase 2.0® abgeglichen und die Anzahl bereits
bekannter miRNAs berechnet werden. Die miRBase 2.0®, welche in allen Proben
vertreten waren, wurden hinsichtlich ihres Expressionsgrades untersucht und
anschliefend die 50 miRNAs mit der groflten Expressionsvarianz ausgewidhlt. Nach
Normalisierung nach dem getrimmten Mittel der M-Werte (trimmed mean of M-values,
TMM) wurden die miRNAs in einer Heatmap gegen die Proben aufgetragen.

Mit Hilfe der MiRPara Software® als Vorhersagewerkzeug zur Lokalisation von
miRNAs auf dem Genom wurden die 25 wahrscheinlichsten miRNAs ausgewéhlt. Es
erfolgte ein Abgleich der Sequenzen mit bekannten miRNAs anhand der miRBase 2.0®.
Ihre Lokalisation auf dem Genom konnte bekannten miRNAs zugeordnet werden.
Danach wurde nach Verschiebungen der ,,Start*“- oder ,,Stopp*“-Position oder Mutationen
gesucht. Durch eine Analyse mittels IsomiR® wurden Varianten der miRNAs
identifiziert und zu einer einheitlichen Datei zusammengefasst. Zur Analyse der miRNA
Varianten wurden hausinterne  Skripte verwendet (exq ngs mircount und
exq ngs mirpred using the MiRPara tool®).

AnschlieBend erfolgte die Untersuchung auf differentielle Expression der miRNAs
zwischen den Patientengruppen. Dies ist eine Methode, um zwischen technischen und
biologischen Variationen zu unterscheiden. Fiir die Analyse wurde die Statistiksoftware
EdgeR® genutzt (Bioconductor; http://bioconductor.org/). Die Normalisierung erfolgte
nach TMM basierend auf logarithmierten und absoluten Unterschieden in der Expression.
Hierzu wurden neben dem p-Wertes auch die Falscherkennungsrate (false detection rate,
FDR) nach Benjamini-Hochberg bestimmt. Eine FDR kleiner 0,05 wurde als signifikant
eingestuft. AuBlerdem wurde errechnet um welchen Faktor die Expression der jeweiligen
miRNA zwischen den Patientengruppen hoher war (FoldChange, FC). Anhand einer
positiven logarithmierten FC (logF'C) konnten die miRNAs bestimmt werden, die an
Tag 1 in der Gruppe mit persistierender AKI gegeniiber der Gruppe mit erholter
Nierenfunktion iiberexprimiert waren. Je groBer die logFC, desto groBer ist die

Uberexpression in der Gruppe der Patienten mit persistierender AKI.
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2.6 Netzwerkanalyse

Unsere Kooperationspartner am Luxembourg Institute of Health (Dr. Yvan Devaux und
Dr. Lu Zhang) fiihrten Netzwerkanalysen durch. Hier konnten mit Nierenschiden
assoziierte Proteinnetzwerke, die mit ausgewdhlten miRNAs interagieren, identifiziert
werden. In der NCBI-Gendatenbank wurden hierzu Gene mit einer Verbindung zu
Nierenschidden ausgewdhlt. Mittels TargetScan 7.2®, miRWalk 3® und miRSearch
V3.0® wurden diese anschlieBend hinsichtlich ihrer Eigenschaft als potentielle
Zielstrukturen fiir die miRNAs analysiert. Voraussetzung fiir eine weitere Untersuchung
von Zielpaaren war, dass sie in zwei oder mehr Datenbanken auftauchten. Genutzt wurde
die Anwendung STRING® (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins),
um bekannte und vermutete Protein-Protein-Interaktionen zu finden. Eine Zuordnung von
Genen zu den jeweils an den hiufigsten regulierten Prozessen fand durch eine
funktionelle Anreicherungsanalyse mittels DAVID® (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) statt (siche Fehler! Verweisquelle konnte nicht g

efunden werden.).

ausgewidhlte
miRNAs | targetScan
miRWalk
miRSearch > miRNA-

assoziierte Gene - -
Protein-Protein-

Interaktion

Zielstruktur-Paare \.
mit Nierenschéden || lSTRING /'

lDAVID

hiufig regulierte
Prozesse

Abb. 9 Netzwerkanalyse. Mit Nierenschiden assoziierte Gene wurden aus der NCBI-
Gendatenbank und mittels targetScan, miRWalk und miRSearch als potentielle Zielstrukturen fiir
die ausgewdhlten miRNAs untersucht. In der STRING-Datenbank wurden entsprechende Protein-
Protein-Interaktionen gesucht und mittels DAVID eine Anreicherungsanalyse zur Zuordnung zu
héufig regulierten Prozessen durchgefiihrt. STRING — Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Prteins. DAVID — Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery;
miRNA — microRNA. Die Abbildung wurde anhand der von unseren Kooperationspartnern am
Luxemvourg Institute of Health zur Verfiigung gestellten Unterlagen erarbeitet.
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2.7 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Im zweiten Teil wurden die miRNAs in Proben der gesamten Kohorte auf differentielle
Expression und im zeitlichen Verlauf analysiert. Die Firma TAmiRNA in Wien,
Osterreich, untersuchte hierzu die Plasmaproben der Patienten von Tag 1 und Tag 7
mittels quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (real-time quantitative PCR,
qPCR) (sieche Abb. 6). Die RNA-Extraktion erfolgte mittels des Promega Maxwell blood
and tissue kits®. Zuvor wurde zur Spike-In-Normalisierung UniSp4 hinzugegeben. Der
verwendete Trager war Glykogen, um eine verbesserte RNA-Ausfillung zu erreichen.
Zur Normalisierung wurde Cel-miR-39 zur RNA zugefiigt, danach durch Anwendung des
miRCURY RT kit® (Qiagen) cDNA hergestellt. Zur Verstirkung erfolgte dann die
Losung der cDNA in PCR Mix im Verhéltnis 1:100. Die notwendige Anzahl der Zyklen

wurde mit der Methode der zweiten Ableitung bestimmit.
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2.8 Grenzwertoptimierungskurven

Um die Vorhersagekraft der gefunden miRNAs fiir die Erholung der Nierenfunktion zu
priifen, wurden durch Bioinformatiker der Firma TAmiRNA in Wien, Osterreich,
Grenzwertoptimierungskurven (receiver operating characteristics, ROC) erstellt. Hierzu
wurden sdmtliche Testwerte der jeweiligen miRNA zu den Zeitpunkten Tag 1 und Tag 7
verwendet. Bei der Erstellung wird die Sensitivitit gegen die Falsch-Positiv-Rate
(1-Spezifitit) aufgetragen. Die Fliache unter der ROC-Kurve (area under the receiver
operating characteristicc AUROC) wurde mittels der trapezoiden Regel mit nicht-
parametrischem 95 %-Konfidenzintervall berechnet. Entspricht die Sensitivitdt der
Falsch-Positiv-Rate, entsteht im Diagramm eine Diagonale und die AUROC betrégt 0,5
(Hoo et al., 2017). Bei einer AUROC von 0,5 hat die miRNA keine pradiktive
Aussagekraft zur Erholung der Nierenfunktion nach AKI.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der jeweiligen Arbeitsschritte kurz dargestellt und
auf die wichtigsten Resultate eingegangen. Zunichst wird es eine Ubersicht iiber die
klinischen Daten der Patienten geben und anschlieend die Resultate der Experimente

vorgestellt.

3.1 Einteilung der Patienten

Es wurden 71 Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Gruppeneinteilung erfolgte in
Patienten mit erholter Nierenfunktion und Patienten mit persistierender AKI. Als
Erholung galt hierbei ein Riickgang des Serum-Kreatinins auf einen Wert kleiner oder
gleich des 1,5-fachen des BL-Kreatinins. Patienten, die innerhalb dieser Zeit eine RRT

bendtigten oder verstarben, galten als nicht erholt.

Nach Auswertung der Entwicklung des Serum-Kreatinins erholte sich bei 18 Patienten

die Nierenfunktion innerhalb von sieben Tagen, bei 53 bestand die AKI fort (Abb. 10).

Die zugrunde liegenden Daten sind in Tabelle 25 im Anhang einzusehen.

Erholung der Nierenfunktion

(18)
72 Patienten mit persistierende AKI
AKI 2 oder 3 (53)

Drop-out (1)
(Widerruf der Einwilligung)

ADbb. 10 Einteilung der Kohorte. 72 Patienten mit einem AKI Stadium 2 oder 3 wurden rekrutiert.
Ein Patient hat seine Einwilligung im Verlauf widerrufen und wurde deshalb aus der Kohorte
entfernt. Anhand des Verlaufs des Serum-Kreatinins wurden die verbleibenden 71 Patienten in
eine Gruppe mit Erholung der Nierenfunktion und eine Gruppe mit persistierender AKI eingeteilt.
AKI — Akute Nierenschddigung (acute kidney injury).
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3.2 Klinische Daten

In einer Case Report Form (CRF) erfassten wir anamnestische Daten, sowie Labor-,
klinische und Behandlungsparameter wihrend des Krankenhauaufenthaltes und der

Nachuntersuchungen nach 90 und 365 Tagen.

3.2.1 Patientenkollektiv

Zunidchst wurden die Patientencharakteristika verglichen. Hierzu gehoren Alter und

Geschlecht, aber auch Vorerkrankungen und Aufnahmegrund auf die Intensivstation.

Etwa dreiviertel der Patienten waren ménnlich, das Durchschnittsalter lag bei 69 Jahren,
der durchschnittliche BMI bei 27. In den Patientencharakteristika, Vorerkrankungen und
der Vormedikation bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
Lediglich Betablocker wurden in der Gruppe mit persistierendem AKI doppelt so hiufig
eingenommen (66 % versus 33 %, p=0,0152). In der Gruppe mit Erholung der
Nierenfunktion unterzogen sich mehr Patienten Operationen (78 % der Patienten), in der
Gruppe mit persistierender AKI hatten 42 % eine herzchirurgische Operation. Diese

Unterschiede waren nicht signifikant (siche Tabelle 6, Abb. 11).

Aufnahmegrund auf die Intensivstation

sonstige
18%

Oherzchirurgische
Operationen

herzchirurgische @ andere Operationen
Operationen

38%

B Sepsis

O sonstige

Abb. 11 Ubersicht iiber den Aufnahmegrund auf die Intensivstation. Aufgefiihrt sind die
Hauptdiagnosen bei Aufnahme auf die Intensivstation.
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Nierenerholung persistierende AKI

(n=18) (n=53)

Patientencharakteristika
Alter (J), Mittelwert (=SD) 71 (£9) 67 (x13) 0,3179
Geschlecht (ménnlich), Anzahl (%) 14 (78) 38 (72) 0,6147
GroBe (m), Mittelwert (=SD) 1,77 (+ 0,086) 1.74 (£ 0.086) 0,2189
Gewicht (kg), Mittelwert (£SD) 82 (£19) 85 (£ 24) 0,9630
BMI (kg/m?), Mittelwert (+SD) 26 (£ 5) 28 (+ 6) 0,2964
Vorerkrankungen, Anzahl (%)
Adipositas (BMI > 30 kg/m?) 5(28) 15 (28) 0,9659
Z.n. AKI 2(11) 3(6) 0,5952
CKD 4 (22) 1121 1,0000
Hypertonie 11 (61) 34 (64) 0,8171
Herzinsuffizienz 4 (22) 19 (36) 0,3865
Klappenvitien 7 (39) 21 (40) 0,9561
Zn. TVT/LAE 3(17) 13 (25) 0,4904
COPD 3(17) 8 (15 1,0000
Diabetes mellitus 6 (33) 19 (36) 0,8469
Z.n. ICB/Apoplex 3(17) 9(17) 0,9755
Lebererkrankung 2(11) 509) 0,8366
Alkoholabusus 2 (11) 6 (11) 0,9806
Maligne Neubildung 8 (44) 16 (30) 0,2693
Z.n. Chemotherapie 1 (6) 3(6) 1,0000
Autoimmunerkrankung 0(0) 4 (8) 0,5660
Vormedikation, Anzahl (%)
ASS 6 (33) 22 (42) 0,5397
Andere Thrombozyten- 2 (11) 8 (15) 10000
aggregationshemmer
Marcumar 4 (22) 7(13) 0,4527
Betablocker 6 (33) 35 (66) 0,0152
ACE-Hemmer, AT1-
Rezeptorantagonisten ®(0) 28(33) 0.8355
Diuretika 10 (55) 22 (42) 0,3008
Antidiabetika 5(28) 19 (36) 0,5637
Kortikosteroide 1(6) 8 (15) 0,4318
Immunsuppressiva 0(0) 2(4) 1,0000
NSAR 4 (22) 4 (8) 0,1890
Aufnahme, Anzahl (%)
OP im Rahmen des Aufenthaltes 14 (78) 40 (75) 1,0000
herzchirurgische Operation 7 (39) 22 (42) 0,8451
Sepsis bei Aufnahme 3(17) 14 (26) 0,4024

Tabelle 6 Patientenkollektiv. Gegeniiberstellung von Merkmalen der Patienten vor Einschluss in
die Studie. n - Anzahl; BMI - Body Mass Index; Zn. - Zustand nach; AKI - Akute
Nierenschidigung (Acute Kidney Injury); TVT - Tiefe Venenthombose;, LAE -
Lungenarterienembolie; COPD - Chronisch obstruktive Lungenkrankheit (Chronic Obstructive
Pulmonary Disease),; ICB - intracerebrale Blutung; ASS - Acetylsalicylsdure; ACE - Angiotensin
Converting Enzyme; AT 1 — Angiotensin 1; NSAR - Nicht steroidale Antirheumatika; OP -
Operation; SD - Standardabweichung (standard deviation).
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3.2.2 Nierenfunktion

Als Hauptaugenmerk dieser Studie untersuchten wir die Nierenfunktion und ihre
Entwicklung im Zeitverlauf. Zundchst wurden die Diagnose einer AKI und die
Stadieneinteilung anhand der KDIGO-Kriterien gestellt. Hierzu wurden Serum-Kreatinin
und Diurese sowie der Einsatz einer RRT als maf3gebliche Parameter erfasst. Das BL-
Kreatinin wurde aus dlteren Aufenthalten, friiheren Zeitpunkten im gleichen Aufenthalt
gewonnen oder nach Einwilligung des Patienten vom Hausarzt erfragt, sodass wir valide
Ergebnisse fiir die Einteilung der Patienten erhielten. An den vier zuvor beschriebenen
Zeitpunkten analysierten wir auflerdem weitere Marker der Nierenfunktion, sowie
Fliissigkeits- und Elektrolythaushalt.

Zwischen den AKI-Stadien nach KDIGO gab es bei Einschluss keinen Unterschied,
jedoch war in der Gruppe mit persistierender AKI die absolute RRT-Indikation 6fter das
Kriterium fiir die Diagnosestellung (23 %, p = 0,0291) (Tabelle 7).

Nierenerholung persistierende AKI

n=18 (n = 53) P0G
Einschluss, Mittelwert (+SD)
AKI-Stadium bei Einschluss 2(£0,5) 2(+0,5) 0,9626
Diagnosestellung aufgrund von, Anzahl (%)
Oligurie 5(28) 23 (43) 0,2414
Kreatininanstieg 15 (83) 44 (83) 0,7606
Oligurie und Kreatininanstieg 2(11) 15 (28) 0,1398
absolute RRT-Indikation 0 (0) 12 (23) 0,0291
BL-Kreatinin (mg/dl), Mittelwert (SD) 1,1 (£0,25) 1,1 (£0,29) 0,9346

Tabelle 7 Gegeniiberstellung der AKI-Stadien. AKI - Akute Nierenschddigung (Acute Kidney
Injury); BL-Kreatinin - Baseline-Kreatinin, Kreatinin vor der AKI; SD - Standardabweichung

(standard deviation).
Insgesamt war die Anwendung einer RRT in der Gruppe mit persistierender AKI hiufiger
notwendig (p=0,0012) und auch die Anwendungsdauer war signifikant ldnger

(p <0,0001). Das BL-Kreatinin lag in beiden Gruppen bei 1,1 mg/dl (Tabelle 7, Tabelle

8).
Nierenerholun ersistierende AKI
(n=18) & e 53) p-Wert
RRT
RRT-Anwendung, Anzahl (%) 4 (22) 35 (66) 0,0012
RRT-Dauer (h), Mittelwert (xSD) 7 (£ 18) 179 (= 279) <0,0001
Tabelle 8 Gegeniiberstellung der absoluten Notwendigkeit der Anwendung eines
Nierenersatzverfahrens  und  Anwendungsdauer. RRT - Nierenersatzverfahren

(Renal Replacement Therapy), h - Stunden; SD - Standardabweichung (standard deviation).
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Serum-Kreatinin, GFR und Harnstoff waren nur an Tag 7 signifikant unterschiedlich
(p = 10,0240, p = 0,0402, p = 0,0013), bei CystatinC und der GFR nach CystatinC gab es
keinen erheblichen Unterschied. Hierbei muss beachtet werden, dass der Einsatz einer
RRT das Serum-Kreatinin senkt. Die Diurese war zu allen vier Zeitpunkten in der Gruppe
mit Erholung der Nierenfunktion signifikant héher (p = 0,0068, p = 0,0296, p=0,0011,
p =0,0016), die Fliissigkeitsbilanz unterschied sich nicht (Tabelle 9).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n =53)
ool Mittelwert (+SD) Anzabl 4t itelwert (+ SD)

Serum-Kreatinin (mg/dl)

Tag 0 18 2,8 (£0,97) 53 3(x1,2) 0,7063

Tag 1 18 2,4 (£0,75) 50 2,8 (x1,1) 0,3199

Tag 2 18 2,1 (£ 0,68) 50 2,5 1,1) 0,1983

Tag 7 15 1,3 (x0,4) 43 19(1) 0,0240
eGFR (ml/min)

Tag 0 18 26 (£ 17) 53 23 (= 10) 0,9314

Tag 1 18 30 (£22) 50 26 (+ 14) 0,6262

Tag 2 18 36 (£ 25) 50 32 (+20) 0,3771

Tag 7 15 59 (£26) 43 43 (+23) 0,0402
Harnstoff (mg/dl)

Tag 0 18 104 (+ 64) 53 111 (£ 55) 0,5044

Tag 1 18 103 (=42) 50 107 (+46) 0,6665

Tag 2 18 98 (+32) 50 102 (+52) 0,7597

Tag 7 15 63 (£ 29) 43 95 (+41) 0,0013
CystatinC (mg/1)

Tag 0 13 2,8 (£0,77) 30 3.2(* 1,1) 0,1732

Tag 1 5 2,7 (£ 0,45) 21 3,2 (+0,83) 0,2415

Tag 2 3 2,5 (+0,79) 4 2,7 (£0,33) 1,0000
GFR nach CKD-EPI (ml/min)

Tag 0 13 22 (£8) 30 20 (£ 12) 0,1981

Tag 1 5 21 (+£4) 21 18 (£ 6) 0,2668

Tag 2 3 26 (+ 14) 4 21 (£4) 1,0000
Diurese (ml/kg/h)

Tag 0 17 1,866 (+ 1,273) 51 1,013 (£ 0,8446) 0,0068

Tag 1 17 2,072 (£ 1,818) 50 1,078 (£ 0,9881) 0,0296

Tag 2 15 2,4 (£ 1,57) 49 1,038 (£ 1,019) 0,0011

Tag 7 10 1,939 ( 0,905) 42 0,8647 (+ 0,735) 0,0016
Fliissigkeitsbilanz (ml/24h)

Tag 0 17 -261 (£ 1961) 51 1268 (+2829) 0,0866

Tag 1 17 -423 (£ 2140) 50 -746,4 (+ 1789) 0,5075

Tag 2 14 -1241 (= 1865) 48 -689 (+ 1863) 0,5060

Tag 7 11 -167 (£ 1199) 40 -353 (£ 1079) 0,6886

Tabelle 9 Gegeniiberstellung der Marker der Nierenfunktion, Ubersicht iiber den
Fliissigkeitshaushalt. eGFR - geschditzte Glomerulire Filtrationsrate (estimated Glomerular
Filtration Rate); GFR nach CKD-EPI - berechnete GFR nach der Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration-Formel; Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag 1 - 24
Stunden nach FEinschluss; Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss, Tag 7 - eine Woche nach
Einschluss; SD - Standardabweichung (standard deviation).
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Natrium zeigte keinen Unterschied, Kalium war bei persistierender AKI an allen Tagen

signifikant héher (p = 0,0409, p = 0,0009, p = 0,0440, p = 0,0007) (Tabelle 10).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n = 53)
deArnSjlltleln Mittelwert (= SD) din];?l}:;n Mittelwert (+ SD)
Kalium (mmol/1)
Tag 0 18 4,8 (£0,41) 43 5,1 (£0,48) 0,0409
Tag 1 17 4,6 (£0,45) 50 5,1 (£0,35) 0,0009
Tag 2 15 4,8 (x0,39) 49 5,0 (£0,37) 0,0440
Tag 7 16 4,3 (£0,62) 43 4,9 (£ 0,46) 0,0007
Natrium (mmol/l)
Tag 0 18 140 (£ 5,5) 53 141 (£ 6,5) 0,7054
Tag 1 17 139 (+5,7) 50 142 (£ 6,3) 0,2629
Tag 2 15 141 (£ 5,8) 49 142 (= 7,4) 0,4939
Tag 7 16 139 (£ 6,8) 43 142 (+£9) 0,3259

Tabelle 10 Ubersicht iiber den Elektrolythaushalt. Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI;
Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss; Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss; Tag 7 - eine Woche
nach Einschluss; SD — Standardabweichung (standard deviation).

Sowohl bei Entlassung von der Intensivstation als auch aus dem Krankenhaus, bestand
kein Unterschied im Serum-Kreatinin, jedoch in der Dialysepflicht (p =0,0001 und
p = 0,0003). Patienten mit persistierender AKI erlitten wahrend des Aufenthalts auf der
Intensivstation (p =0,0859) und im Krankenhaus (p =0,0033) ofter kardiovaskuldre
Komplikationen. Im Langzeitverlauf (90 und 365 Tage) bestanden keine Unterschiede
mehr in Bezug auf Kreatinin, Dialysepflicht und Komplikationen (Tabelle 11, Abb. 13).

Nierenerholung  persistierende AKI

p-Wert

Entlassung von ICU

Serum-Kreatinin (mg/dl),

Mittelwert (+SD) 1,81 (+0,76) 1,96 (= 1,14) 0,8067

RRT-Anwendung, Anzahl (%) 0(0) 28 (52) 0,0001

Komplikationen. Anzahl (%) 3(17) 22 (42) 0,0859
Krankenhausentlassung

Serum-Kreatinin (mg/dl),

Mittelwert (+SD) 1,1 (£0,37) 1,6 (£0,96) 0,1109

RRT-Anwendung, Anzahl (%) 0(0) 23 (43) 0,0003

Komplikationen, Anzahl (%) 1(6) 23 (43) 0,0033

Tabelle 11  Gegeniiberstellung des Serum-Kreatinins, der Anwendung von
Nierenersatzverfahren und des Auftretens von Komplikationen bei Entlassung von der
Intensivstation  und aus dem  Krankenhaus. @~ RRT -  Nierenersatzverfahren
(Renal Replacement Therapy); ICU - Intensivstation (Intensive Care Unit); SD -
Standardabweichung (standard deviation).
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— persistierende AKT

— == Erholung der
4,5 Nierenfunktion
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Serum-Kreatinin in mg/dl

BL Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 7 Tag 90 Tag 365

Abb. 12 Verlauf des Serum-Kreatinins iiber den Beobachtungszeitraum. Dargestellt sind der
Mittelwert des Serum-Kreatinins, die Standardabweichung zu den beobachteten Zeitpunkten und
der Baseline-Wert (vor AKI). Die durchgezogene Linie reprdsentiert die Patienten mit
persistierender AKI, die unterbrochene Linie die Patienten mit Erholung der Nierenfunktion.
Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss; Tag 2 —
48 Stunden nach Einschluss; Tag 7 - eine Woche nach Einschluss; Tag 90 - drei Monate nach
Einschluss; Tag 365 - ein Jahr nach Einschluss

Abb. 12 zeigt die Entwicklung des Serum-Kreatinins im Verlauf. Abgebildet sind jeweils
der Mittelwert innerhalb der Gruppe und die Standardabweichung. Die Kurven ndhern
sich stark an, wobei bedacht werden muss, dass 66 % der Patienten mit persistierender
AKI eine RRT erhielten. Diese senkt das Serum-Kreatinin, eine Analyse der reinen
Zahlenwerte ist deshalb nicht maBgeblich. Dennoch veranschaulicht das Diagramm
insbesondere im vorderen Bereich, dass die Patienten in Bezug auf das Serum-Kreatinin
eine dhnliche Ausgangssituation hatten (Baseline bis t0). Dennoch bendtigte ein grof3er
Teil innerhalb der ersten sieben Tage nach Diagnosestellung eine RRT und die Kurve bei
persistierender AKI ist durch die Patienten ohne RRT nach oben verschoben. In der
Langzeitbetrachtung, insbesondere an Tag 90, dem Grenzwert zum Ubergang in eine
CKD, sind die Kurven wieder angendhert. Augenscheinlich ist die Nierenfunktion nach
einem Jahr bei Patienten mit initialer Erholung der Nierenfunktion schlechter als bei
persistierender AKI. Allerdings muss hier die deutlich hohere Mortalitit bei
persistierender AKI beriicksichtigt werden (Tabelle 19). Diese wird unter ,,3.2.8 Dauer
des Aufenthaltes und Mortalitét™ besprochen.
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RRT-Anwendung
100%
90% 66%
80%
70%
60% 529,
50% 43%
40%
30%
0,
20% 12%
10% 49
0% 0% 0% 0% 0%
ICU Entlassung von ~ KH-Entlassung Tag 90 Tag 365
ICU
B Nierenerholung  Opersisticrende AKI

Abb. 13 Gegeniiberstellung der Notwendigkeit einer RRT. RRT - Nierenersatzverfahren
(Renal Replacement Therapy), ICU - Intensivstation (Intensive Care Unit; KH - Krankenhaus,
Tag 90 - drei Monate nach Einschluss, Tag 365 - ein Jahr nach Einschluss.
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3.2.3 Infektion
Der Hauptrisikofaktor fiir eine AKI ist die Sepsis. Entsprechend legten wir groen Wert

auf die Beurteilung infektiologischer Parameter der Patienten.

Die Leukozyten waren an Tag 1 bis 7 (p = 0,0288, p = 0,0007, p = 0,0078), Procalcitonin
(PCT) an Tag 1 und 2 (p =0,0076, p = 0,0070) in der Gruppe mit persistierender AKI
signifikant erhoht. An den anderen Tagen, sowie bei dem C-reaktiven Protein (CRP) und
Interleukin 6 (/L-6) gab es zwar Unterschiede, diese waren aber nicht gravierend. Die

Korpertemperatur war weitestgehend gleich (Tabelle 12).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n = 53)

Anzahl Anzahl

Mittelwert (= SD) Mittelwert (£ SD)

der Daten der Daten
Korpertemperatur (°C)
Tag 0 17 37 (£ 0,64) 52 38 (£ 0,87) 0,3222
Tag 1 16 37 (£0,61) 50 37 (£0,77) 0,1972
Tag 2 15 37 (£ 0,79) 43 37 (£ 0,82) 0,4670
Tag 7 17 37 (£0,62) 42 38 (£ 0,88) 0,9621
Leukozyten (x1000/ul)
Tag 0 18 15 (£ 7.,4) 43 17 (£ 10) 0,5698
Tag 1 13 13 (£7,9) 51 17 (= 8.,9) 0,0288
Tag 2 13 12(x11) 50 19 (= 12) 0,0007
Tag 7 16 12 (£ 4,9) 43 18 (+8.,9) 0,0078
CRP (mg/dl)
Tag 0 18 17,3 (£ 11,8) 53 19,3 (£ 12,3) 0,5258
Tag 1 18 15,6 (£ 11,4) 51 21,3 (£12) 0,0889
Tag 2 17 13,9 (£ 10.9) 50 19,5 (£ 12,3) 0,1097
Tag 7 15 10,2 (+£9.5) 43 10,9 (£7,9) 0,3030
PCT (ng/ml)
Tag 0 11 6,69 (+ 8,26) 40 19,56 (= 25,29) 0,0798
Tag 1 11 4,58 (£ 5,77) 45 18,83 (= 25,29) 0,0076
Tag 2 8 2,58 (£3,21) 38 16,37 ( 24,95) 0,0070
Tag 7 2 2,13 (£2,79) 24 7,27 (£ 15,54) 0,4705
IL-6 (pg/ml)
Tag 0 5 271 (£ 233) 17 5363 (+ 12658) 0,1366
Tag 1 3 68 (£ 37) 13 405 (£ 473) 0,1389

Tabelle 12 Gegeniiberstellung der Entziindungsparameter. CRP - C-reaktives Protein, PCT -
Procalcitonin; IL-6 - Interleukin 6, Tag 0 - Tag des Studiencinschlusses/der AKI; Tag 1 - 24
Stunden nach Einschluss; Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss, Tag 7 - eine Woche nach
Einschluss; SD - Standardabweichung (standard deviation).
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3.2.4 Himodynamik

Die Nierenfunktion wird maBgeblich durch die Nierenperfusion beeinflusst und ein
Kreislaufschock stellt einen wichtigen Risikofaktor fiir AKI dar. Daher ist es wichtig, die

Héamodynamik zu betrachten.

Die Herzfrequenz war lediglich an Tag 1 in der Gruppe mit persistierender AKI
signifikant erhoht (p = 0,0331). Der Mitteldruck war an Tag 7 in der Gruppe mit Erholung
der Nierenfunktion héher (p = 0,0031). An den anderen Tagen gab es keine erheblichen
Unterschiede in der Herzfrequenz und im Mitteldruck. Allerdings hatten die Patienten mit
persistierender AKI an jedem der untersuchten Tage einen hoheren Bedarf an

Noradrenalin (p = 0,0072, p = 0,0090, p = 0,0168, p = 0,025).

Auch das Laktat war an Tag 0 bis 3 in der Gruppe mit persistierender AKI signifikant
héher (p = 0,0014, p = 10,0039, p = 0,0024).

An Tag 0 und 1 war der Hb in der Gruppe mit Erholung der Nierenfunktion niedriger als
in der Gruppe mit persistierender AKI (p = 0,0109, p = 0,474). Obwohl kein signifikanter
Unterschied besteht, war die Transfusionsrate an Tag 0 bis 2 sehr hoch. In der Gruppe
mit Erholung der Nierenfunktion erhielten an Tag 0 und 1 je 22 % und an Tag 2 17 %
Erythrozytenkonzentrate. In der Gruppe mit persistierender AKI waren es 42 %, 35 %
und 32 %.

Auch Bilirubin war an Tag 0 und 1 in der Gruppe mit persistierender AKI mehr als
doppelt so hoch (3,1 bzw. 3,5 mg/dl versus 1,5 mg/dl an beiden Tagen), an Tag 2 und 7
nicht mehr signifikant erh6ht (p = 0,1541, p = 0,1412) (Tabelle 13).
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Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n =53)
Anzahl Anzahl
der Daten der Daten

MAD (mmHg), Mittelwert (£SD)

Tag 0 17 63 (£ 6,8) 52 63 (£7,8) 0,8724

Tag 1 17 65 (= 8) 50 66 (£7,1) 0,4794

Tag 2 17 72 (£ 14) 49 66 (+£8,5) 0,1180

Tag 7 16 78 (£ 15) 43 65 (£ 13) 0,0031
Herzfrequenz (1/min), Mittelwert (+SD)

Tag 0 17 97 (£ 17) 52 110 (£27) 0,0883

Tag 1 17 93 (£ 18) 50 106 (+24) 0,0331

Tag 2 17 97 (£21) 49 100 (+21) 0,3817

Tag 7 16 92 (+ 20) 43 101 (+22) 0,2547
Noradrenalin (pg/kg/min), Mittelwert (+SD)

Tag 0 18 0,0972 (£ 0,1468) 52 0,3062 (+ 0,3736) 0,0072

Tag 1 18 0,0744 (£ 0,1338) 50 0,1997 (£ 0,2434) 0,0090

Tag 2 18 0,0367 (£ 0,0779) 49 0,182 (+0,288) 0,0168

Tag 7 17 0,0191 (= 0,0559) 43 0,1093 (£ 0,1623) 0,0025
Laktat (mmol/l), Mittelwert (£SD)

Tag 0 17 1,8 (£ 1,4) 52 4,1 (£4,1) 0,0014

Tag 1 16 1,5 (£0,77) 50 2,8 (£2,6) 0,0039

Tag 2 14 1,4 (+0,64) 49 2,8 (£2,6) 0,0024

Tag 7 11 1,6 (£0,99) 40 2,1 (£1,2) 0,1552
Hamoglobin (g/dl), Mittelwert (£SD)

Tag 0 18 8,5(x1,2) 53 9,2 (£1,2) 0,0109

Tag 1 18 8,4 (x1,3) 51 9(x1,1) 0,0474

Tag 2 18 8,6 (x1,2) 50 9(x1,1) 0,0795

Tag 7 16 9,4 (+0,98) 43 9,1 (+1,3) 0,2005
Transfusion von EKs, Anzahl (%)

Tag 0 18 4 (22) 53 22 (42) 0,1680

Tag 1 18 4 (22) 51 18 (35) 0,3864

Tag 2 18 3(17) 50 16 (32) 0,3582

Tag 7 18 0(0) 43 6 (14) 0,1703
Bilirubin (mg/dl), Mittelwert (=SD)

Tag 0 14 1,5 (£2,2) 46 3,1 (£3) 0,0110

Tag 1 13 1,5(x3) 43 3,5(+3,9) 0,0015

Tag 2 13 1,7 (£2,9) 47 3,6 (£4,6) 0,1541

Tag 7 9 2,2 (£3,5) 33 3,9 (£ 6) 0,1412

Tabelle 13 Gegeniiberstellung der himodynamischen Parameter. MAD - mittlerer arterieller
Druck; EK - Erythrozytenkonzentrat; Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag 1 - 24
Stunden nach Einschluss; Tag 2 - 48 Stunden nach Einschluss, Tag 7 - eine Woche nach
Einschluss; SD — Standardabweichung (standard deviation), bei der Transfusion entspricht die
Anzahl der Zahl der Patienten, die Erythrozytenkonzentrate erhielten.

57



3 Ergebnisse

3.2.5 Lungenfunktion

Patienten mit persistierender AKI hatten an Tag2 und 7 einen signifikant hoheren
Sauerstoffbedarf (p =0,0025, p=0,0027), darunter aber ausgeglichene Werte in der
Blutgasanalyse (pa0O2, Sa02, paCO2) (Tabelle 14).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n = 53)

dgngftl;n Mittelwert (+ SD) d?rngi?;n Mittelwert (+ SD)
pH
Tag 0 16 7,37 (£ 0,05) 52 7,35 (£ 0,09) 0,5820
Tag 1 15 7.4 (£ 0,04) 50 7,37 (£ 0,06) 0,1571
Tag 2 14 7,41 (£ 0,05) 49 7,38 (£ 0,06) 0,1317
Tag 7 8 7,44 (+ 0,08) 38 7,38 (£ 0,09) 0,0419
paO2 (mmHg)
Tag 0 16 70,7 (£ 10,5) 52 77 (£ 16) 0,2534
Tag 1 15 72,5 (= 10,3) 50 73,5 (+ 12,8) 0,9503
Tag 2 14 69 (+ 8,18) 49 73,8 (£ 11,9) 0,1624
Tag 7 8 68,4 (+ 8,69) 38 73,7 (£ 11,2) 0,1354
Sa02 (%)
Tag 0 16 93,49 (+ 3,86) 52 93,83 (+ 4,03) 0,5338
Tag 1 15 94,29 (+ 2,83) 50 93,75 (£ 3.6) 0,8578
Tag 2 14 92,66 (+ 3,61) 49 93,26 (+ 4,05) 0,3333
Tag 7 8 93,83 (+ 1,38) 38 93,53 (+ 5,74) 0,4596
paCO; (mmHg)
Tag 0 16 35,59 (+ 6,28) 52 35,92 (£ 5,16) 0,8357
Tag 1 15 36,19 (+ 7,09) 50 36,34 (+ 5,67) 0,9360
Tag 2 14 35,89 (£ 7,68) 49 35,77 (£ 4,21) 0,9372
Tag 7 8 31,35 (+ 7,98) 38 33,82 (+ 5,78) 0,3096
FiO>
Tag 0 18 0,45 (+ 0,19) 52 0,58 (+ 0,23) 0,0474
Tag 1 18 0,43 (+ 0,24) 50 0,52 (£ 0,23) 0,0994
Tag 2 18 0,35 (£ 0,22) 49 0,5 (£0,21) 0,0025
Tag 7 17 0,29 (£ 0,13) 43 0,45 (£ 0,2) 0,0027
BE (mmol/l)
Tag 0 16 -0,43 (£ 3,8) 52 -0,98 (+ 4,6) 0,6488
Tag 1 15 0,74 (x 4,1) 50 -0,32 (£ 3,2) 0,4595
Tag 2 14 1,6 (£4,2) 49 0,32 (£3,7) 0,2119
Tag 7 8 0,038 (+ 4,4) 38 -1,1 (£3.2) 0,6849

Tabelle 14 Gegeniiberstellung der Beatmungsparameter und Blutgasanalysen. pH - Potential
des  Wasserstoffs  (pondus  hydrogenii);  paQ: - arterieller  Sauerstoffpartialdruck;
SaO?2 - arterielle  Sauerstoffsdttigung;  paCO; - arterieller  Kohlendioxidpartialdruck;
FiO; - inspiratorische Sauerstofffraktion; BE - Baseniiberschuss (base excess); Tag 0 - Tag des
Studieneinschlusses/der AKI; Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss; Tag 2 - 48 Stunden nach
Einschluss, Tag 7 - eine Woche nach Einschluss,; SD - Standardabweichung (standard deviation).

58



3 Ergebnisse

Die Beatmungsdauer war mit 291 gegeniiber knapp 181 Stunden deutlich erhoht
(p=10,0034). In der Gruppe mit persistierender AKI war die Notwendigkeit einer
extrakorporalen Unterstiitzung dreimal so hoch (11 versus 28 %) (Tabelle 15).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n =53) p-Wert

Beatmungsdauer (h), Mittelwert (=SD)

181 (+ 392) 291 (+ 326) 0,0034
Extrakorporale Unterstiitzung; Anzahl (%)
2(1) 15 (28) 0,1398

Tabelle 15 Gegeniiberstellung der Beatmungsdauer und des Einsatzes extrakorporaler
Unterstiitzungssysteme. h — Stunden. Die Anzahl entspricht der Zahl der Patienten, die ein
extrakorporales System bendtigten.
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3.2.6 Gerinnung

Bei kritisch Kranken auf der Intensivstation unterliegt die Gerinnung zahlreichen

Einflussfaktoren. Die Thrombozytenzahl war an Tag 7 in der Gruppe mit persistierender

AKI signifikant niedriger (p=0,0182). Der Quick war an Tag (O bis 2 niedriger

(p=10,0017, p=0,0050, p = 0,0140), wéhrend die pTT durchgingig hoher war (an Tag 0
bis 2 signifikant, p = 0,0209, p = 0,0223, p = 0,0334) (Tabelle 16).

Nierenerholung (n = 18)

Anzahl

persistierende AKI (n = 53)
Anzahl

der Daten Mittelwert (£ SD) der Daten Mittelwert (£ SD)

Thrombozyten (x1000/ul)

Tag 0 18 136 (£ 83) 53 151 (£ 113) 0,6342

Tag 1 18 131 (= 84) 51 148 (£ 124) 0,9346

Tag 2 18 142 (+ 87) 50 150 (= 135) 0,4363

Tag 7 16 283 (£ 97) 43 205 (= 123) 0,0182
Quick-Wert (%)

Tag 0 18 69 (£ 19) 53 54 (£ 13) 0,0003

Tag 1 18 72 (£21) 52 56 (£ 13) 0,0005

Tag 2 17 73 (£22) 50 58 (£ 13) 0,0010

Tag 7 15 69 (£ 14) 43 62 (= 13) 0,0869
pTT (s)

Tag 0 18 33 (£ 12) 53 41 (£ 18) 0,0209

Tag 1 18 32(x12) 51 39 (= 14) 0,0223

Tag 2 17 33 (£ 10) 50 40 (+ 12) 0,0334

Tag 7 16 34 (£ 11) 43 38 (= 13) 0,2972

Tabelle 16 Gegeniiberstellung der Gerinnungsparameter. pTT - partielle Thromboplastinzeit;

Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss; Tag 2 - 48

Stunden  nach  Einschluss;

Standardabweichung (standard deviation).

Tag 7

eine
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3.2.7 Prognostische Scores

Patienten mit ldnger bestehender AKI haben eine deutlich schlechtere Prognose. Dies
spiegelte sich auch im APACHE-II- (p=0,0071) und dem SOFA-Score wider. Der
SOFA-Score wurde zu allen vier Zeitpunkten erfasst. In der Gruppe mir persistierender
AKI war er jederzeit signifikant hoher (p = 0,0005, p = 0,0010, p <0,0001, p <0,0001).
Die GCS war bei persistierender AKI an allen Tagen erheblich niedriger (p = 0,0046,
p =0,0043, p=0,0040, p = 0,0115) (Tabelle 17).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n = 53)

Anzahl Anzahl

Mittelwert (£ SD) Mittelwert (= SD)

der Daten der Daten
SOFA-Score
Tag 0 18 8,8 (+3,7) 52 13 (£ 4,4) 0,0005
Tag 1 18 7,8 (£ 4,1) 50 13 (& 5) 0,0010
Tag 2 18 6,1 (£4,1) 49 12 (&5) <0,0001
Tag 7 17 3,5 (£4,4) 43 9,7 (£5,1) <0,0001
APACHE-II-Score
Tag 0 18 21 (£5,9) 52 27 (9,6) 0,0071
GCS
Tag 0 18 12 (+ 4,3) 52 7,3 (£5,5) 0,0046
Tag 1 18 13 (£ 4,0) 50 7,8 (& 5,6) 0,0043
Tag 2 18 13 &3.,9) 49 8,8 (+ 5,4) 0,0040
Tag 7 17 14 (£3,5) 43 10 (& 4,9) 0,0115

Tabelle 17 Gegeniiberstellung der prognostischen Parameter. SOFA - Sequentielle Beurteilung
der Einschrdankung der Organfunktion (Sequential Organ Failure Assessment); APACHE-II-
Score - Wert zur Beurteilung der aktuellen Physiologie und chronischen Gesundheit (Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation-II-Score); GCS - Glasgow-Koma-Skala (Glasgow
Coma Scale); Tag 0 - Tag des Studieneinschlusses/der AKI; Tag I - 24 Stunden nach Einschluss;
Tag 2 - 48 Stunden nach FEinschluss; Tag7 - eine Woche nach Einschluss;, SD -
Standardabweichung (standard deviation).
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3.2.8 Dauer des Aufenthaltes und Mortalitit
Die Dauer des Aufenthaltes auf der Intensivstation war in der Gruppe mit persistierender
AKI doppelt so lang und damit signifikant ldnger als in der Gruppe mit Erholung der

Nierenfunktion (p = 0,0056), aber die Dauer des Gesamtaufenthaltes im Krankenhaus

unterschied sich nicht (p = 0,9263).

Nierenerholung persistierende AKI (n = 53)

Aufenthaltsdauer (d), Mittelwert (= SD)

Intensivstation 11 (=12) 22 (£22) 0,0056

Krankenhaus 35 (£ 28) 40 (+ 40) 0,9263
Mortalitdt, Anzahl (%)

auf

Intensivstation 0(0) 19 (36) 0,0017

im Krankenhaus 0 (0) 21 (40) 0,0007

bis Tag 7 0(0) 3(6) 0,566

Tabelle 18 Gegeniiberstellung der Verweildauern und der Mortalitiit innerhalb einer Woche,
auf Intensivstation und im Krankenhaus. Tag 7 - eine Woche nach Einschluss;, SD -
Standardabweichung (standard deviation).

Die Mortalitdt wurde zu unterschiedlichen Zeiten untersucht. Signifikante Unterschiede
bestanden vor allem innerhalb der Zeit auf der Intensivstation (p = 0,0017) und wéhrend

des Krankenhausaufenthaltes (p = 0,0007) (Tabelle 18, Abb. 14).
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ADbb. 14 Gegeniiberstellung der Mortalitit im Verlauf. ICU — Intensivstation (Intensive Care
Unit); KH — Krankenhaus, Tag 7 - eine Woche nach Einschluss, Tag 90 - drei Monate nach
Einschluss; Tag 365 — ein Jahr nach Einschluss
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3.2.9 Sekundire Endpunkte

Die sekundiren Endpunkte betrachten den Langzeitverlauf nach AKI. Hierzu gehoren
unter anderem die MAKE-Kriterien an Tag 30. Das sind schwerwiegende, unerwiinschte,
renale Ereignisse. Sie beinhalten Tod, Dialysepflicht und fortbestehende eingeschrinkte
Nierenfunktion und fassen so Punkte zusammen, die die Lebensqualitit der Patienten
besonders einschrinken. In unserer Kohorte traten sie in der Gruppe mit persistierender

AKI signifikant hidufiger auf (p < 0,0001).

Zum anderen wurde die Nierenfunktion 90 und 365 Tage nach AKI untersucht. Es
bestand kein signifikanter Unterschied mehr in Serum-Kreatinin, der Notwendigkeit einer
RRT oder im Auftreten kardiopulmonaler Komplikationen. Die Mortalitit hingegen war
in der Gruppe der Patienten mit persistierender AKI erkennbar hoher (p =0,0001,
p =0,0061) (Tabelle 19).

Nierenerholung (n = 18) persistierende AKI (n = 53)

Anzahl Anzahl
der Daten der Daten

MAKE 30, Anzahl (%)

18 2(11) 53 45 (85) <0,0001
90 Tage nach AKI

Serum-Kreatinin
(mg/dl), 16 L1067 24 L1(047) 08574
Mittelwert (+SD)
RRT-Anwendung,
Anzahl (%) s 0(0) 24 3(12) 0,2579
Komplikationen,
Anzahl (%) 18 0(0) 24 3(12) 0,2579
Mortalitét,
Anzahl (%) s 0(0) 53 27 (51) <0,0001

365 Tage nach AKI, Anzahl (%)
Serum-Kreatinin

(mg/dl), 15 15097 19 12(£036)  0,1817
Mittelwert (+SD)

iﬁ;ﬁ?ﬁgndung’ 18 0 (0) 24 1(4) 1,0000
fﬁg;ll’lllﬂ(‘;g"nen’ 18 1 (6) 24 2(8) 1,0000
%ﬁ;ﬂft&) 18 3(17) 53 29 (55) 0,0061

Tabelle 19 Gegeniiberstellung der Sekundiren Endpunkte. RRT - Nierenersatzverfahren
(Renal Replacement Therapy); MAKE30 - Major Adverse Kidney Events 30 Tage nach AKI; SD
- Standardabweichung (standard deviation); Anzahl meint die Zahl der betroffenen Patienten.
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3.3 Next Generation Sequencing

Jeweils sechs Patienten aus der Gruppe mit persistierender AKI und aus der Gruppe mit
Erholung der Nierenfunktion wurden fiir das NGS ausgewdhlt. Je zwei Patienten hatten
eine Sepsis, zwei eine geplante herzchirurgische Operation und je zwei eine Form des
Schocks (siehe Tabelle 20). Je einer dieser Patienten erhielt wahrend der Intervention viel
Kontrastmittel und ein anderer musste reanimiert werden, beides erhoht nochmals das

Risiko fur AKI.

Nierenerholung Persistierende AKI

Aortendissektion Akute Blutung der Arteria iliaca interna
Kardiale Dekompensation Akute Blutung der Arteria axillaris
Aorto-Coronarer-Venen-Bypassoperation | Aorto-Coronarer-Venen-Bypassoperation
Aortenklappen- und Mitralklappenersatz | Aortenklappen- und Mitralklappenersatz
Abdominelle Sepsis Abdominelle Sepsis

Abdominelle Sepsis Urosepsis

Tabelle 20 Gegeniiberstellung der Aufnahmegriinde auf die Intensivstation. Je zwei Patienten
prisentierten sich mit Schock nach Blutung oder bei kardialer Dekompensation, zwei weitere
erhielten Herzoperationen und wiederum zwei Patienten erlitten eine Sepsis. Dadurch wurden
die Hauptrisikogruppen fiir AKI abgebildet.

Das NGS wurde fiir die sechs ausgewéhlten Patienten durchgefiihrt. Im Durchschnitt
wurden fiir jede Probe 3,2 Millionen UMI-korrigierte Abschnitte gefunden. Nach dem
Mapping der Daten konnte jeder Abschnitt einer RNA-Klasse zugeordnet und anhand der

Langenverteilung eine Kumulation im Bereich der miRNAs festgestellt werden.

Die 50 miRNAs mit dem grofiten Variationskoeffizienten der Auspragung in allen Proben
wurden ausgesucht. Durch Nutzung der miRPara-Vorhersagesoftware wurden die 25

wahrscheinlichsten miRNAs identifiziert.

In Tabelle 21 ist das Ergebnis der Priifung auf differentielle Expression beispielhaft fiir
die am Ende ausgewihlten miRNAs dargestellt.

64



3 Ergebnisse

miRNA logFC p-Wert FDR
miR-122-5p 5,60 <0,0001 0,0001
miR-125b-5p 2,86 0,0001 0,0043
miR-107 2,00 0,0001 0,0043
miR-192-5p 2,59 0,0003 0,0083

Tabelle 21 Analyse der differentiellen Expression. Zur Priifung, welche miRNAs zwischen den
Patientengruppen signifikant unterschiedlich ausgeprigt waren, wurde die Expression
verglichen. Es wurde untersucht, um welchen Faktor (FoldChange, FC) die Expression in der
Gruppe mit persistierender AKI gegeniiber der Gruppe mit Erholung der Nierenfunktion hoher
war und dieser Wert logarithmiert (logFC). Je grofier dieser Wert, desto stéirker tiberexprimiert
ist die miRNA in der Gruppe der Patienten mit persistierender AKI. Neben dem p-Wert wurde
auch der korrigierte Wert nach Benjamini-Hochberg, die sogenannte Falscherkennungsrate
(false detection rate, FDR) genutzt. Eine FDR von < 0,05 wurde als signifikant eingestuft.
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3.4 Netzwerkanalyse

Es wurden 365 Gene identifiziert, die mit einer Nierenschddigung assoziiert sind. In der
Netzwerkanalyse konnten 49 miRNA-Zielstruktur-Paare gebildet werden.

Es wurde bestimmt, wie oft eine miRNA den Knotenpunkt auf dem kiirzesten Weg
zwischen zwei miRNA-Zielstruktur-Paaren bildet. Dies wird als traffic bezeichnet. Eine
miRNA ist demnach umso wichtiger im Netzwerk, je hoher der fraffic ist. Die
miR-125b-5p hatte mit knapp 3791 den hochsten Traffic, miR-192-5p mit nur 597 den
geringsten. Die miR-125-5p spielte damit in dieser Auswahl der miRNAs bei den
Interaktionen im Netzwerk die grof3te Rolle (siehe Tabelle 22),

miRNA Anzahl der Zielstrukturen traffic
miR-122-5p 19 3071,95
miR-125b-5p 20 3790,74
miR-107 8 1535,28
miR-192-5p 2 596,75

Tabelle 22 Ergebnis der Netzwerkanalyse. Zu jeder miRNA wurde eine bestimmte Anzahl
von Zielstrukturen gefunden. So hat beispielsweise die miR-125b-5p auf die meisten
Zielstrukturen Einfluss, wihrend fiir die miR-192-5p lediglich zwei Zielstrukturen gefunden
wurden. Der Traffic beschreibt, wie oft eine miRNA Knotenpunkt auf dem kiirzesten Weg
zwischen zwei miRNA-Zielstruktur-Paaren ist. Je héher der traffic, desto wichtiger ist die
miRNA im Netzwerk.
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@ LNPEP @

miR-192-5p

Abb. 15 schematische Darstellung der Netzwerkanalyse. Die Zielstrukturen, welche
untereinander ebenfalls interagieren konnen, sind um die miRNA angeordnet. Abbildung zur
Verfiigung gestellt durch unsere Kooperationspartner in Luxemburg und angepasst.

Abb. 15 zeigt schematisch die Ergebnisse der Netzwerkanalyse. Es ist je eine miRNA
und ihre Zielstrukturen, die untereinander ebenfalls Interaktionen besitzen, dargestellt.

Das Ergebnis der funktionellen Anreicherungsanalyse mittels DAVID ergab, dass die
miR-107, miR-125b-5p und miR-192-5p und miR-122-5p verstirkt bei der Regulierung

von Apoptose, Proliferation und in das vaskuldre System eingreifen.
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3.5 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

In der qPCR zeigten sich an Tag 1 fiir alle ausgewdhltem miRNAs signifikante
Unterschiede in der Expression zwischen den Gruppen. Sie waren bei persistierender AKI
jeweils hochreguliert. Die hochste Signifikanz hatte dabei miR-125b-5p mit einem
p <0,001, gefolgt von miR-122-5p mit p <0,01. MiR-107 und miR-192-5p hatten ein
Signifikanzniveau von p <0,05. An Tag 7 war bereits kein signifikanter Unterschied
mehr zu verzeichnen. Zur Einschitzung der Qualitét der miRNAs als Biomarker fiir die
Erholung der Nierenfunktion erstellten wir ROC-Kurven und berechneten die Flache
unter der ROC-Kurve (area under the receiver operating characteristic, AUROC). Die

Ergebnisse sind in den Abb. 16 bis 18 und in Tabelle 23 dargestellt.

miRNA Zeitpunkt p-Wert AUROC

Tag 1 0,0042 0,72
miR-122-5p

Tag 7 0,8549 0,62

Tag 1 0,0002 0,78
miR-125b-5p

Tag 7 0,8386 0,64

Tag 1 0,0334 0,70
miR-107

Tag 7 0,1983 0,67

. Tag 1 0,0200 0,71

miR-192-5p

Tag 7 0,9986 0,54

Tabelle 23 Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse der Untersuchung der qPCR. Die
Unterschiede der Expression der miRNAs war an Tag 1 mit p-Werten unter 0,050 signifikant, Die
Flichen unter den ROC-Kurven (area under the receiver operating characteristic,c AUROC)
bestdtigen mit Werten tiber 0,5 die gute prognostische Aussagekraft der miRNAs beziiglich der
Erholung der Nierenfunktion; Tag I - 24 Stunden nach Einschluss; Tag 7- eine Woche nach
Einschluss.
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Abb. 16 PCR-Ergebnisse der miRNAS. Es wurde die Expression der miR-122-5p, miR-125b-5p,
miR-107 und miR-192-5p an Tag 1 und Tag 7 in der Gruppe mit Erholung der Nierenfunktion
(Erholung) und der Gruppe mit persistierender AKI (pers. AKI) gemessen und gegeniibergestellt.
An Tag I war die miRNA-Expression bei persistierender AKI signifikant hoher (p < 0,01,
p <0001, p<0,05undp<0,05), an Tag 7 bestand kein signifikanter Unterschied mehr (nicht
sifnifikant, ns). Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss, Tag 7 - eine Woche nach Einschluss. Die
Abbildungen wurden zur Verfiigung gestellt von der Firma TamiRNA und angepasst.
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Abb. 17 Grenzwertoptimierungskurven der miR-122-5p und miR-125b-5p. Die
Grenzwertoptimierungskurven (receiver operating characteristics curve, ROC curve) sind bei
fehlenden signifikanten Expressionsunterschieden an Tag 7 nur fiir Tag 1 (t1) dargestellt. Die
Fldche unter der ROC-Kurve (area under the receiver operating characteristic, AUROC) betrdigt
fiir die miR-122-5p 0,72 und fiir die miR-125b-5p 0,78. Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss;
Tag 7 - eine Woche nach Einschluss. Die Abbildungen wurden zur Verfiigung gestellt von der
Firma TamiRNA und angepasst.
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Abb. 18  Grenzwertoptimierungskurven der miR-107 und miR-192-5p. Die
Grenzwertoptimierungskurven (receiver operating characteristics curve, ROC curve) sind bei
fehlenden signifikanten Expressionsunterschieden an Tag 7 nur fiir Tag 1 (t1) dargestellt. Die
Fldche unter der ROC-Kurve (area under the receiver operating characteristic, AUROC) betrigt
fiir die miR-107 0,70 und fiir die miR-192-5p 0,71. Tag 1 - 24 Stunden nach Einschluss; Tag 7 -
eine Woche nach Einschluss. Die Abbildungen wurden zur Verfiigung gestellt von der Firma
TamiRNA und angepasst.
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4 Diskussion

Die Akute Nierenschiddigung ist ein Syndrom, welches bis zu 50 % der Patienten auf der
Intensivstation betrifft (Chawla et al., 2017, Hoste et al., 2015). Hauptursachen sind
Infektion und Sepsis, herzchirurgische Eingriffe und der Einsatz nephrotoxischer
Medikamente (Uchino et al., 2005b). Folge der AKI sind Elektrolytverschiebungen,
Volumeniiberladung und Urdmie, welche einerseits den FEinsatz eines
Nierenersatzverfahrens notwendig machen und andererseits die Morbiditit und Mortalitét
der Patienten erhohen (Ronco et al., 2019, Wang and Bellomo, 2017, Kullmar and
Zarbock, 2019, Kellum et al., 2017).

Insgesamt sind sowohl Prédventions-, als auch Therapiemdglichkeiten der AKI sehr
begrenzt und die Definition von AKI mit bisherigen Markern ist einerseits storanfillig
und andererseits sehr spat. Sowohl zum Ergreifen praventiver Malnahmen als auch bei
der Entscheidung, ob und wann Nierenersatzverfahren angewandt werden sollen, werden
dringend frithere Marker der Nierenschiddigung, aber auch der Nierenerholung, bendtigt.
Zumindest monozentrisch konnte gezeigt werden, dass mittels Anwendung des
KDIGO-Biindels AKI zu einem frithen Zeitpunkt noch verhindert werden kann (Meersch
et al., 2017). In den letzten Jahren gab es grofe Fortschritte, neue Biomarker der
Nierenschddigung zu identifizieren. Dennoch werden zur Diagnosestellung bis dato

weiterhin Serum-Kreatinin und Diurese genutzt (KDIGO, 2012a).

Nicht zuletzt, weil das Risiko, nach AKI eine CKD zu entwickeln, immens erhoht ist
(Collins et al., 2009), ist die Erholung der Nierenfunktion immer mehr in den Fokus der
Forschung geriickt (Gocze et al., 2017). Bisher konnte noch keine Konsensusdefinition
fiir diese Erholung gebildet werden. In Anlehnung an die ADQI wird heute meist ein
Riickgang des Serum-Kreatinins auf das 1,5-fache des BL-Kreatinins im Sinne der

Abwesenheit von AKI-Kriterien genutzt (Chawla et al., 2017).

In diesem Kontext traten in den letzten Jahren miRNAs immer weiter in den Fokus der
Forschung. MiRNAs sind kleine, nur 20 bis 22 Nukleotide lange, nicht-kodierende
RNAs. Sie sind gegeniiber vielen dufleren Einfliissen sehr stabil, in vielen
Korperfliissigkeiten detektierbar und zeigen eine gewebespezifische Auspragung, was sie
als Biomarker sehr attraktiv macht (Gilad et al., 2008, Li et al., 2007, McDonald et al.,
2011, Mitchell et al., 2008, Weber et al., 2010). Durch Beeinflussung der Genexpression

nehmen sie enormen Einfluss auf zelluldre Aktivitdten, Homoostase, Zellwachstum,
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Proliferation, Differenzierung und Apoptose und besitzen in physiologischen und
pathophysiologischen Abldufen eine Schliisselfunktion. Daher konnten sie nicht nur als
Marker fiir eine Nierenschiddigung fungieren (Aguado-Fraile et al., 2015, Ludwig et al.,
2016, Sun et al., 2004), sondern auch als prognostische Marker fiir eine Erholung der
Nierenfunktion (Bellomo et al., 2004b, Gaede et al., 2016, Lan et al., 2012, Lorenzen et
al., 2014, Lorenzen et al., 2011) und moglicherweise sogar als therapeutische

Angriffspunkte eine entscheidende Rolle spielen.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob anhand der differentiellen Expression von
miRNAs prognostische Aussagen iiber die Erholung von einer akuten Nierenschidigung

getroffen werden konnen.
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4.1 Diskussion der Methode
4.1.1 Studiendesign

Bei unserer Studie handelt es sich um eine monozentrische, prospektive Pilotstudie. Wir
untersuchten auf unserer interdisziplindren operativen Intensivstation Patienten mit AKI
Stadium 2 oder 3 nach KDIGO hinsichtlich der unterschiedlichen Abundanz von

miRNAs im Serum bei Patienten mit Erholung von AKI versus persistierender AKI (Abb.
0).

Obwohl alle Patienten kritisch krank waren und im gleichen Zentrum auf der gleichen
Intensivstation mit entsprechend dhnlicher Behandlung eingeschlossen wurden, konnten
wir ein sehr gutes und reprédsentatives Patientenkollektiv rekrutieren, in welchem die
bisher identifizierten Hauptrisikofaktoren fiir eine AKI gut abgebildet waren. Wir
konnten bestétigen, dass diese Sepsis (Bellomo et al., 2004b, Uchino et al., 2005b) und
gro3e Operationen (Bihorac et al., 2009, Hoste et al., 2015, Kim et al., 2015) umfassen
(Tabelle 6, Abb. 11). Bei einem Fiinftel der Patienten mit Erholung der Nierenfunktion
und sogar bei einem Viertel der Patienten mit persistierender AKI war Sepsis die
Aufnahmediagnose. Dreiviertel der Patienten jeder Gruppe unterzogen sich Operationen,
aber herzchirurgische Eingriffe iiberwogen bei persistierender AKI. Damit bestétigen
auch unsere Daten, dass insbesondere kardiochirurgische Eingriffe die Morbiditit und
Mortalitdt erhhen (Bove et al., 2009, Mao et al., 2014). Unser Patientenkollektiv war
durch die Durchfiihrung der Studie auf der interdisziplindren chirurgischen
Intensivstation bereits vorselektiert. Ein Bias zugunsten chirurgischer Eingriffe als
Ursachen fiir eine AKI ist deshalb nicht auszuschlieBen. Es ist davon auszugehen, dass
wir keinen guten Querschnitt der gesamten multifaktoriellen Entstehung einer AKI
abbilden konnten und grofere, multizentrische Studien miissen zur Validierung unserer
Ergebnisse durchgefiihrt werden (Tabelle 2). Mit lediglich 72 Patienten ist unsere
Kohorte eher klein. Es kommt immer wieder vor, dass Ergebnisse in einem kleinen
Patientenkollektiv sehr aussagekriftig erscheinen, aber in groBBen Gruppen nicht bestatigt
werden konnen und sich als Ausreifler herausstellen (Mishra et al., 2005). In gréeren
Studien wire es moglich, die Patienten anhand der wahrscheinlichsten Entstehung der
AKI einzuteilen und miRNAs noch spezifischer abgestimmt zu untersuchen.
Storfaktoren, wie eine vermehrte Expression von miRNAs bei Sepsis unabhingig von der

AKI konnten so gefiltert werden.
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Wir fiihrten zu allen Zeitpunkten eine Entnahme von sowohl Urin- als auch Plasmaproben
durch, beschrinkten uns aber zundchst auf die Untersuchung der differentiellen
Expression der miRNAs im Plasma (Abb. 7). Bereits bekannte, prognostische Marker wie
CCL14 oder die miR-141 werden im Urin bestimmt. Auch miRNAs sind im Urin
exprimiert und leicht zu bestimmen. Um die Vergleichbarkeit zu verbessern, wéren
Analysen der Urinproben sehr interessant und sollen in Folgestudien durchgefiihrt werden

(Hoste et al., 2020, Newbury et al., 2021).

Obwohl wir systematische Fehler durch eine standardisierte, gewissenhafte Erfassung der
klinischen Daten, zeitgerechte Probenentnahme und strikte Einhaltung von Kiihlketten
einschriankten, asservierten wir Proben iiber den Zeitraum von etwa einem Jahr. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C, die Dauer variierte aber um einige Monate.
MiRNAs zeichnen sich als Biomarker durch ihre auerordentliche Stabilitdt gegeniiber
duBeren Einflissen aus (Gilad et al., 2008, Mitchell et al., 2008). Es ist daher
unwahrscheinlich, dass die Ergebnisse durch die variable Lagerungsperiode verfdlscht

wurden, eine Verdnderung kann aber nicht sicher ausgeschlossen werden.

Das NGS und die qPCR wurden in spezialisierten Laboren durchgefiihrt, um die
Ergebnisse reproduzierbar und valide zu gestalten. Die gute Korrelation der Auspragung
der miRNAs mit der Erholungsrate ist sehr aussagestark und bildet bereits eine gute

Grundlage fiir folgende Studien.
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4.1.2 Definition von AKI und renaler Erholung

Zur Diagnose der AKI nutzten wir die Konsensusdefinition nach KDIGO. Diese definiert
die AKI-Stadien anhand des Serum-Kreatinins und der Diurese (Tabelle 1) (KDIGO,
2012a). Beide Marker werden in der klinischen Routine bestimmt und wir wissen heute,
dass sie diversen Einfliissen unterliegen. Sie konnen daher weder als sensitive, noch
spezifische Marker fiir eine AKI angesehen werden (Ronco et al., 2019, Siew et al., 2010).
Fiir die Diagnose einer AKI und der Erholung ist zudem die Verdnderung des
Serum-Kreatinins gegeniiber des BL-Wertes maB3geblich. Eine AKI-Definition anhand
weniger storanfilliger Parameter konnte die Ergebnisse verschieben. Erst kiirzlich zeigten
Kork et al. in einer groBen Studie mit tiber 34.000 Patienten, dass die Berechnung des
BL-Kreatinins, wie es in den Leitlinien empfohlen wird, fiir die Einschédtzung einer AKI
nicht geeignet ist. Die AKI-Priavalenz wird beim berechneten BL-Kreatinin im Vergleich
zum gemessenen, iiberschitzt (Kork et al., 2017). Auch eine Anndherung mittels MDRD-
Berechnung ist nur bei vormals nierengesunden Patienten geeignet, da eine normalisierte
GFR zugrunde gelegt wird und sie somit keine individuell genaue Einschiatzung erlaubt
(Manjunath et al., 2001). Wir konnten von allen Patienten unserer Kohorte das
BL-Kreatinin aus Vorbefunden erfassen oder, nach vorheriger Zustimmung durch die
Patienten, vom Hausarzt erfragen. Der Einfluss einer berechneten und damit
moglicherweise iiber- oder unterschitzten Nierenfunktion vor AKI auf unsere Ergebnisse,
konnte so minimiert werden. Unsere Patienten wiesen im Mittel das gleiche BL-Kreatinin
auf. Zumindest auBlerhalb des kreatininblinden Bereiches scheint die Nierenfunktion in
beiden Gruppen priaoperativ dhnlich gewesen zu sein (Tabelle 9). Auch in der RUBY-
Studie war dies der Fall und schien keinen Einfluss auf AKI-Persistenz zu haben (Hoste

et al., 2020).

Bisher konnte kein Konsens iiber die Definition der renalen Erholung gefunden werden.
Sowohl der Zeitpunkt der Erfassung, als auch der Grenzwert der Parameter, sind nicht
festgelegt und entsprechend variabel sind auch die Erholungsraten der Studien. Sie
bewegen sich zwischen bis zu 42 % bei Fiorentino et al., die als Kriterium das Uberleben
bis und die Dialysefreiheit an Tag 60 nach AKI nutzten (Fiorentino et al., 2019) und
26,6 % bei Kellum et al. als Riickgang des Serum-Kreatinins auf weniger als 150 % des
BL-Wertes innerhalb von sieben Tagen nach AKI (Kellum et al., 2017). Newbury et al.
betrachteten de Nierenfunktion 90 Tage nach AKI und definierten den Riickgang des
Serum-Kreatinins auf den BL-Wert oder den Maximalwert des AKI-Stadium 1 nach
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KDIGO als Erholung (Newbury et al., 2021). Duff und Murray wiederum beschrieben
eine Erholung von AKI retrospektiv als Riickgang des Serum-Kreatinins um das 0,66-
fache des vermuteten Wertes bei AKI (Duff and Murray, 2020) und Meersch et al. nutzten
den Tag der Krankenhausentlassung als Stichtag fiir den Riickgang des Serum-Kreatinins
auf den prédoperativen Wert (Meersch et al., 2014). Aregger et al. unterscheiden sogar
zwischen frither Erholung, innerhalb von sieben Tagen nach AKI, spéter Erholung und
persistierender AKI (Aregger et al., 2014). Diese Differenzierung ist kongruent zur
Definition einer AKD als Persistenz der AKI iiber mehr als sieben Tage (KDIGO, 2012a).
Die Entwicklung einer AKD steigert die Morbiditdt und Mortalitdt erheblich (Hsu et al.,
2019, James et al., 2019). Kellum et al. beschrieben eine Reduktion des 1-Jahres-
Uberlebens von 90 % bei Patienten mit Erholung innerhalb von sieben Tagen auf unter
40 % bei persistierender Nierenschddigung (Gocze et al., 2017, Kellum et al., 2017). Eine
frithe Erholung bringt eine signifikante Reduktion der Mortalitdt mit sich. Es ist also
besonders interessant, Marker zur Vorhersage der Erholung der Nierenfunktion innerhalb
von sieben Tagen nach AKI zu untersuchen. Auch wir fokussierten uns daher auf die
Erholung der Nierenfunktion bis Tag 7 nach AKI. Im Sinne der Abwesenheit von AKI-
Kriterien in Bezug auf das Serum-Kreatinin definierten wir die Erholung als Riickgang

des Serum-Kreatinins auf das 1,5-fache des BL-Wertes ohne RRT.
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4.1.3 Erfassung der klinischen Daten

Um moglichst viele Zusammenhénge und Einflussfaktoren zu identifizieren, erstellten
wir ein umfangreiches CRF der Patienten. Nicht immer konnten zu jedem Zeitpunkt
samtliche Parameter fiir alle Patienten erfasst werden. Das betrifft vor allem spezielle und
teure Parameter die nur in bestimmten klinischen Konstellationen bestimmt oder durch
Interventionen verfdlscht werden. Auch durch die Verlegung auf die Normalstation
wurde die Erfassung eingeschriankt. Zudem verstarben im Verlauf einige Patienten und

wir passten die Anzahl der Daten entsprechend bei der statistischen Auswertung an.

Bei der Nachbetrachtung hielten wir uns an die Empfehlungen der KDIGO, welche eine
Reevaluation nach drei Monaten empfiehlt. Dies ist aulerdem der Zeitpunkt, ab welchem
eine Einschriankung der Nierenfunktion zur Diagnose einer CKD fiihrt (Bellomo et al.,
2004b, Chawla et al., 2014b, KDIGO, 2012a). Dennoch konnten Macedo et al. 2012
zeigen, dass die Erholung der Nierenfunktion nach drei Monaten ldngst nicht
abgeschlossen ist und teilweise Verdnderungen noch bis 18 Monate nach AKI auftreten.
Die Erholung ist individuell sehr unterschiedlich und die Verlaufsbeurteilung sollte nicht
zu friih beendet werden. Eine erneute Bewertung nach einem Jahr ist empfehlenswert
(Macedo et al., 2012). Diese spéte Einschitzung war nur in wenigen Fallen aufgrund von
Versterben, Wohnortwechsel oder Unmoglichkeit der Kontaktaufnahme nicht gegeben
und deshalb der Anteil der vollstdndigen Erfassung fiir die statistische Auswertung grof3

genug.
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4.1.4 Next Generation Sequencing

In unserer Studie untersuchten wir die differentielle Expression von miRNAs bei
Erholung der Nierenfunktion oder persistierender AKI. Ein etabliertes Verfahren zur
Detektion differentiell exprimierter miRNAs ist das NGS. Als Hochdurchsatzverfahren
hat es sich in der Genomsequenzierung in den letzten Jahren gegen den vorherigen
Goldstandard der PCR und Sanger-Sequenzierung durchgesetzt. Es ist mittels NGS
moglich, bereits eine kleine Menge DNA oder RNA zu analysieren. Dabei kann eine
parallele Sequenzierung mehrerer Zielstrukturen in mehreren Proben in nur einem
Durchlauf durchgefiihrt werden, wodurch es sowohl zeit-, als auch kostengiinstiger ist
(Serrati et al., 2016). Es ist auBerdem moglich, sowohl bekannte als auch neue miRNAs
zu identifizieren (Liu, 2018). NGS kann genutzt werden, um zunéchst zu priifen, welche
miRNAs in der Probe exprimiert sind. So hat das NGS in Teilbereichen der medizinischen
Forschung bereits seinen festen Stellenwert. Guo et al. erfassten hierdurch zum Beispiel
das miRNA-Profil beim Mammakarzinom, Chen et al. beschrieben zahlreiche miRNAs
als potentielle Marker verschiedener Krebserkrankungen und Schulte et al. untersuchten
Expressionsunterschiede zwischen Neuroblastomen mit guter oder schlechter Prognose
(Chen et al., 2008, Guo et al., 2013, Schulte et al., 2010). Wir beauftragten fiir die NGS
die Firma QIAGEN Genomic Services in Hilden mit der Sequenzierung von sechs
repriasentativen, gepaarten Proben. QIAGEN bietet das NGS als kommerzielles
Verfahren an, sodass wir systematische Fehler minimierten und die Ergebnisse eine

belastbare Grundlage fiir kommende Studien bilden.

Die Auswabhl der Patientenproben fiir das NGS erfolgte nach dem Matched-Pair-Design,
welches eine in der aktuellen Literatur verbreitete Methode ist. Es werden zwischen den
Studienarmen Paare gebildet, die sich in verschiedenen Attributen &dhneln. So soll der
Einfluss dieser Merkmale auf das Ergebnis minimiert und stattdessen das Augenmerk auf
die untersuchten Parameter gelenkt werden. Aguado-Fraile et al. und Kanki et al.
beispielsweise nutzten das Verfahren, um Expressionsunterschiede von miRNAs
zwischen Patienten mit und ohne AKI zu finden und bildeten entsprechende
matched-pairs (Aguado-Fraile et al., 2015, Kanki et al., 2014). Bei unserer Auswahl
konzentrierten wir uns auf die Hauptursachen der AKI (siehe Tabelle 20) (Hoste et al.,
2015, Hoste and Vandenberghe, 2017). Wir versuchten so, den Einfluss dieser auf die

Ausprigung der miRNAs zu minimieren und solche zu identifizieren, deren

80



4 Diskussion

Expressionsunterschiede vorwiegend mit Erholung von oder Persistenz der AKI

assoziiert waren.
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4.1.5 Netzwerkanalyse

Proteine und ihre Interaktionen bilden die Basis zelluldrer Abldaufe. Durch die Analyse
dieser Wechselwirkungen konnen biologische Vorgidnge veranschaulicht werden. Es
wurde bereits beschrieben, dass miRNAs die Expression von Genen beeinflussen und
unter anderem Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung und Apoptose steuern
konnen (Gebert and MacRae, 2019). Nachdem vielversprechende miRNAs ausgewdhlt
wurden, fiihrten unsere Kooperationspartner am Luxembourg Institute of Health mit den
gefundenen miRNAs Netzwerkanalysen durch (Abb. 9). Zundchst wurden in
Datenbanken Zielstrukturen, die mit Nierenschiden assoziiert sind, erfasst und
schlieBlich Interaktionswege zwischen miRNAs und diesen Strukturen aufgezeigt. Die
identifizierten Gene spielen vor allem bei Apoptose, Proliferation und im vaskulédren
System eine Rolle. Das Verfahren und auch unsere gefundenen Verbindungen sind nicht
neu und wurden bereits in vielen Studien angewandt und bestétigt. Lee et al. versuchten
mittels Netzwerkanalyse die Wirkmechanismen von miRNAs in Zusammenhang mit AKI
zu verstehen und fanden das FOXO3-Gen als Schliisselmolekiil bei toxischer AKI (Lee
etal., 2014). Cheng und Wang identifizierten verschiedene Signalwege, die mit AKI nach
Nierentransplantation in Verbindung stehen kdnnten (Cheng and Wang, 2020) und Zhang
et al. konnten mithilfe von Netzwerkanalysen mogliche Angriffspunkte und passende
Substanzen zur Therapie einer Cisplatin-induzierten Nierenschddigung finden (Zhang et
al., 2019). Netzwerkanalysen sind sinnvoll, um einerseits zu verifizieren, dass gefundene
miRNAs auch zur untersuchten Schidigung passen und andererseits mogliche

Signalwege zu identifizieren.
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4.1.6 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Nachdem mittels NGS in einer Stichprobe miRNAs gefunden wurden, die zwischen den
Gruppen unterschiedlich stark ausgeprdgt waren, sollten die Unterschiede fiir alle
Patienten quantifiziert und der zeitliche Verlauf untersucht werden. Die Firma TAmiRNA
in Wien, Osterreich, untersuchte in unserem Auftrag mittels qPCR Plasmaproben aller
Patienten von Tag 1 und 7. Die qPCR dient, wie auch die PCR, der Vervielfiltigung von
Nukleinsduren, kann aber gleichzeitig das Ergebnis quantifizieren. In den letzten Jahren
hat sich diese Methode auch zur Analyse von miRNAs etabliert und wird in zahlreichen
Studien angewandt. Forero et al. verglichen verschiedene qPCR-basierte Methoden zur
miRNA-Analyse und Bustin et al. verfassten eine Leitlinie (MIQE-Guideline, Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR), um die Ergebnisse
verldsslich reproduzierbar und vergleichbar zu machen (Bustin et al., 2009, Forero et al.,
2019). Auf dem Weg von der Probengewinnung bis zur fertigen Analyse gibt es
zahlreiche Fehlerquellen, von denen die wichtigsten von Taylor et al. zusammengetragen
wurden (Taylor et al., 2019). Um die technische Varianz zu priifen, ist es moglich,
bekannte Kontrollen in die Analyse zu integrieren. Damit die Ergebnisse und Methoden
reproduzierbar sind und moglichst viele Storfaktoren eliminiert wurden, wurde die qPCR
von der Firma TAmiRNA in Wien durchgefiihrt. Sie fiigten unseren Proben bei der RNA-
Extraktion, der cDNA-Synthese und der PCR-Amplifikation solche Kontrollen hinzu.
Wird dieser Schritt versdumt, kann durch eine unzureichende Normalisierung das
gesamte Ergebnis verschoben werden. Bei grolen Expressionsunterschieden ist dieser
Einfluss gering, kann aber bei geringeren Unterschieden starke Auswirkungen haben
(Peltier and Latham, 2008). Obwohl das Verfahren der qPCR zunéchst ideal erscheint,
ibersteigt es doch teilweise die Moglichkeiten eines innerklinischen oder Studienlabors
und ist auch aufgrund fehlender Standards zur miRNA-Quantifizierung noch nicht in der
Routine des klinischen Alltags etabliert (Redshaw et al., 2013). Doch haben sich bereits
einige spezialisierte Labore etabliert. Die vorliegende Studie dient als Pilotstudie fiir

multizentrische Folgestudien.

Um neue Biomarker beziiglich ihres Mehrwerts einzuordnen, muss ihre Spezifitdt und
Sensibilitdt eingeschdtzt und so die diagnostische Qualitdt untersucht werden. Erst so
wird ein Vergleich mit bereits etablierten und auch anderen neuen Biomarkern moglich.
ROC-Kurven sind ein dafiir geeignetes statistisches Verfahren. Dabei werden Sensitivitét

und die Falsch-Positiv-Rate (1-Spezifitit) gegeneinander aufgetragen. Die Fliche unter
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der Kurve (AUROC) beschreibt den prognostischen Wert. Ist die AUROC grofer 0,5, ist
die Aussagekraft gut und mit steigendem Wert erhoht sich auch die Verldsslichkeit des
Biomarkers (Hoo et al., 2017). Cook diskutierte verschiedene Methoden, darunter ROC-
Kurven, die zur Einschéitzung des pradiktiven Wertes von Markern eingesetzt werden
(Cook, 2018). Auch Grund und Sabin beschrieben die Erfassung der AUROC als gute
Moglichkeit zur Einschidtzung der Vorhersagekraft (Grund and Sabin, 2010). Die Firma
TAmiRNA erstellte fiir die vier miRNAs ROC-Kurven. An Tag 1 ergaben sich fiir alle
AUROC:s tiber 0,5, mit dem besten Wert fiir die miR-125b-5p (AUROC = 0,78) (Tabelle
23). Der Vergleich dieser Ergebnisse mit anderen prognostisch relevanten Biomarkern

wird im Abschnitt ,,Einordnung als prognostische Marker* diskutiert.

84



4 Diskussion

4.2 Diskussion der Ergebnisse
Im Mittelpunkt unserer Studie stand die Erholung der Nierenfunktion nach AKI. Wir
untersuchten eine Vielzahl klinischer Daten und bekannter prognostischer Faktoren und

analysierten schlieBlich differentiell exprimierte miRNAs.

4.2.1 Klinische Daten

Patientenkollektiv

Wir priiften unsere Kohorte auf relevante Patientencharakteristika, vorbeschriebene
Risikofaktoren (Chawla et al., 2011, Helgadottir et al., 2016) und deren Einfluss auf die
Erholung der Nierenfunktion (Tabelle 6). Sowohl Alter, weibliches Geschlecht als auch
eine vorbestehende CKD werden in den KDIGO-Leitlinien als Risikofaktoren fiir eine
AKI beschrieben (KDIGO, 2012a). Eine Ubertragung als Risikofaktoren fiir eine AKI-
Persistenz konnten wir nur teilweise zeigen. Das Durchschnittsalter in unserer Kohorte
lag bei 68 Jahren. Interessanterweise waren aber Patienten mit Erholung der
Nierenfunktion im Durchschnitt dlter als Pateinten mit Erholung der Nierenfunktion. Nur
27 % unserer Patienten waren weiblich. Von ihnen erholten sich lediglich 21 %, wéhrend
bei 79 % die AKI persistierte. CKD und AKI sind nach Chawla ineinander tibergehende
Syndrome und CKD ist der Hauptrisikofaktor fiir eine AKI. Patienten mit vorbestehender
CKD erleiden damit hdufiger eine AKI und Patienten mit AKI haben ein erhohtes Risiko
fiir die Neuentstehung oder Verschlechterung einer bestehenden CKD (Chawla et al.,
2014b). Etwa ein Fiinftel unserer Patienten litt bereits vor Einschluss an einer CKD, dieser
Anteil war in beiden Gruppen gleich. Schetz et al. zeigten, dass eine CKD die Prognose
nur bei Patienten mit AKI Stadium 3 und RRT verschlechterte (Schetz et al., 2015). Auch
Srisawat et al. und Kellum et. al wuntersuchten den Zusammenhang von
Patientencharakteristika und Nierenerholung. Entgegen unserer Ergebnisse zeigten beide
einen Zusammenhang zwischen héherem Alter und verzogerter Erholung. Srisawat et al.
beschrieben keinen Unterschied im Geschlecht, wobei Kellum et al. ebenfalls mehr
Frauen in den Gruppen mit verzogerter oder ausbleibender Erholung fanden und bei
Kellum et al. fiihrte eine vorbestehende CKD héufiger zu schlechten Verldaufen (Kellum
et al., 2017, Srisawat et al., 2011b). Beziiglich Komorbiditdten und Vormedikation war
lediglich die Einnahme von Betablockern in der Gruppe mit persistierender AKI
signifikant haufiger (Tabelle 6). Die Bedeutung ist bisher wenig untersucht. O’Neal et al.
zeigten einen vagen Zusammenhang zwischen der Entwicklung einer AKI Stadium 2

nach kardiochirurgischen Eingriffen und der préoperativen Einnahme von Betablockern
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(O'Neal et al., 2017). In unserem Kollektiv gab es keine Korrelation zwischen
Betablockern und kardiochirurgischen Eingriffen als Ursache fiir die Aufnahme auf die
Intensivstation. In der Literatur sind viele Vorerkrankungen und -Medikationen
beschrieben, die das Auftreten einer AKI und die ausbleibende Erholung der
Nierenfunktion begiinstigen. In unserem kleinen Kollektiv, mit einem nicht
auszuschlieBenden Selektionsbias, konnten wir nicht alle bestédtigen oder fanden sogar
widerspriichliche Ergebnisse. Grofere, multizentrische Studien sind fiir belastbare

Aussagen notwendig.

Nierenfunktion

Die Schwere der AKI bei Einschluss, definiert als ein hoheres AKI-Stadium nach
KDIGO, war in beiden Gruppen gleich (Tabelle 7). In beiden Gruppen hatten etwa zwei
Drittel der Patienten eine AKI Stadium 2 und ein Drittel ein Stadium 3. Wir konnten
keinen Zusammenhang zwischen einer schlechteren Nierenfunktion und persistierender
AKI und im Umkehrschluss eines niedrigeren Stadiums mit friiherer Erholung der
Nierenfunktion feststellen. Damit widerspricht unser Ergebnis Chawla et al., die 2011 in
einer Studie mit iiber 11.500 Patienten beschrieben, dass ein héheres AKI-Stadium ein
hoheres Risiko flir die Entwicklung einer CKD darstellt (Chawla et al., 2011). Es ist
zumindest anzunehmen, dass dies sich auch in der Friiherholung schon widerspiegeln
sollte. Ein Jahr spdter konnte dieser Zusammenhang von Macedo et al. allerdings nicht
reproduziert werden (Macedo et al., 2012). Wir betrachteten nur Patienten mit einer
hohergradigen AKI (Stadium 2 und 3 nach KDIGO). Es ist durchaus denkbar, dass eine
AKI Stadium 1 eine bessere Prognose hitte und das Ergebnis dementsprechend anders

ausfallen wiirde.

Die Nierenfunktion vor der Schiddigung wird hédufig anhand des BL-Kreatinins
eingeschitzt und die Erholung als Riickgang auf ein Vielfaches dieses Wertes festgelegt.
Eine vorbestehende Funktionseinschrinkung im Sinne eines erhohten BL-Kreatinins
konnte Einfluss auf die Erholung nach AKI haben. Wir konnten keinen Unterschied im
BL-Kreatinin zwischen den Patientengruppen feststellen. Zu diesem Schluss kamen auch
Srisawat et al. bei ihrer Untersuchung zu priadiktiven Biomarkern fiir eine Nierenerholung
an iber 800 Patienten mit Nierenersatzverfahren bei AKI (Srisawat et al., 2011Db).
Macedo et al. beschrieben eine geringere Erholung bei vorbestehend reduzierter
Nierenfunktion 18 Monate nach AKI, Ponte et al. hingegen fanden bis zur

Krankenhausentlassung sogar eine bessere Erholungsrate bei Patienten mit
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vorbestehender Einschrankung der Nierenfunktion (Macedo et al., 2012, Ponte et al.,
2008). Diese sehr unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich am ehesten dadurch erkléren,
dass sowohl die Definition der Nierenerholung, als auch Zeitpunkt der Evaluation
differierten. Mit einer Konsensusdefinition fiir renale Erholung konnten solche

Ergebnisse besser vergleichbar gemacht werden.

Beziiglich der Retentionsparameter im Verlauf wiesen das Serum-Kreatinin, der
Harnstoff und die GFR nur an Tag 7 signifikante Unterschiede auf (Tabelle 9), was nicht
verwundert, da die Zuordnung der Patienten sich an diesen Werten orientierte. Die
Diurese als weiterer Parameter fiir die Diagnose einer AKI (KDIGO, 2012a) war an allen
Tagen in der Gruppe mit persistierender AKI signifikant geringer. Bei Entlassung von der
Intensivstation und aus dem Krankenhaus gab es keine signifikanten Unterschiede im
Serum-Kreatinin mehr. Serum-Kreatinin, Harnstoff, aber auch Cystatin C und die sich
jeweils ergebende GFR, aber auch Diurese und Fliissigkeitsbilanz werden durch den
Einsatz einer RRT beeinflusst und sind dann nicht als Marker der Nierenfunktion zu
verwerten. Entsprechend wurden auch alle dialysepflichtigen Patienten der Gruppe mit
persistierender AKI zugeordnet. Trotz der festen Verankerung der Diurese in den
KDIGO-KTriterien gibt es kaum Studien, die eine Olig- oder Anurie als MaBstab fiir den
Verlauf nach AKI untersuchten (Goldstein et al., 2014). Moglicherweise sind die
Einflussfaktoren auf die Urinproduktion zu multifaktoriell, um einen direkten
Zusammenhang herzustellen. Dennoch ist die Diurese nicht nur ein leicht zu erfassender
Parameter, die Beurteilung ist aulerdem prognoserelevant, wie Kellum et al. 2015
zeigten. Es erwies sich als ungiinstiger, wenn Patienten eine AKI Stadium 3 entwickelten
und die Diagnose durch eine Kombination von Kreatininanstieg mit Oligurie gestellt
wird, als wenn nur ein Kriterium erfiillt wurde (Kellum et al., 2015). Zwar wurde in
unserer Studie bei einem deutlich groBeren Anteil der Patienten mit persistierender AKI
die Diagnose aufgrund beider Parameter gestellt, statistisch ergab sich aber kein
signifikanter Unterschied. Die Diurese unserer Patienten war in der Gruppe mit Erholung
der Nierenfunktion zu jedem betrachteten Zeitpunkt signifikant hoher als in der Gruppe
mit persistierender AKI. In dieser Gruppe war die Rate an RRT allerdings auch deutlich
erhoht (Tabelle 8), was durch die Filtration zu einer geringeren Eigendiurese fithren kann.
Nicht nur die Diurese, auch die Fliissigkeitsbilanz iiber 24 Stunden, scheint Einfluss auf
die Erholung der Nierenfunktion zu haben. Die RENAL-Studie und spiter auch Gaiao

und Paiva zeigten einen negativen Zusammenhang zwischen erhohter Fliissigkeitsbilanz
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und Nierenerholung (Gaiao and Paiva, 2017, Investigators et al., 2009). Bei unseren
Patienten mit persistierender AKI war die Fliissigkeitsbilanz am Tag des Einschlusses
deutlich positiv, wihrend die andere Gruppe im Schnitt bereits milde negativ bilanziert
wurde. An den anderen Tagen gab es keine signifikanten Unterschiede. Auch dieser
Zusammenhang kann durch den vermehrten Einsatz von RRT in der Gruppe mit
persistierender AKI erkldrt werden. Hierdurch kann der Volumenhaushalt gezielt

gesteuert werden.

Nach wie vor ist der optimale Zeitpunkt zur Entscheidung fiir und die Einleitung einer
RRT nicht klar definiert. Die Untersuchungen, ob Patienten von einem frithen Einsatz
oder einem abwartenden Verhalten profitieren, sind nicht eindeutig. Obwohl Zarbock et
al. sich 2016 mit der ELAIN-Studie fiir einen Uberlebensvorteil bei friiher Initiierung
einer RRT aussprachen (Zarbock et al., 2016), wurde ihnen mit den AKIKI-, IDEAL-
ICU-und STARRT-AKI-Studien widersprochen (Barbar et al., 2018, Gaudry et al., 2016,
STARRT-AKI-Investigators et al., 2020). Diese grof3 angelegten Untersuchungen zeigten
keinen Vorteil im Uberleben durch frithen RRT-Einsatz. Die Indikationsstellung erfolgt
daher weiterhin durch den behandelnden Arzt als Einzelfallentscheidung in Gesamtschau
des Patientenzustandes (Ronco et al., 2019, Wang and Bellomo, 2017, Kullmar and
Zarbock, 2019, Ostermann et al., 2016) und unter Berilicksichtigung der absoluten
Indikationen. Zum Studieneinschluss hatte in der Gruppe mit Erholung der
Nierenfunktion kein Patient eine absolute Dialyseindikation, dies war aber bei einem
Viertel der Patienten mit persistierender AKI der Fall (Tabelle 8). Zu den absoluten
Dialyseindikationen gehoren eine therapierefraktire Hyperkalidmie, Hypervoldmie,
metabolische Azidose und Hyperurikimie als potentiell lebensbedrohliche
Komplikationen einer AKI (Tabelle 3) (Kullmar and Zarbock, 2019). Insgesamt
benotigten 66 % der Patienten mit persistierende AKI eine RRT, die Durchschnittsdauer
lag bei 180 Stunden. Das ist dreimal so hdufig wie in der Gruppe mit Erholung der
Nierenfunktion (22 %) und fast 26-mal so lange (Tabelle 8). Auch Pannu et al. fanden in
ithrer Studie einen vermehrten Einsatz von RRT bei fehlender Nierenerholung (Pannu et
al., 2013). Allerdings statuierten Schneider und Bagshaw, dass es weiterer randomisierter
Studien bedarf, um den Zusammenhang von RRT und ausbleibender Erholung der
Nierenfunktion nachzuweisen (Schneider and Bagshaw, 2014). Bei Entlassung von der
Intensivstation und auch noch aus dem Krankenhaus war kein Patient in der Gruppe mit

Erholung der Nierenfunktion dialysepflichtig, wohingegen dies bei persistierender AKI
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bei jeweils iiber 50 % der Patienten der Fall war. Vier Patienten, deren Nierenfunktion
sich zundchst an Tag?7 erholt hatte, benétigten im Verlauf wegen einer
therapierefraktdren Hypervoldmie eine RRT. Kellum et al. untersuchten fast 17.000
Patienten mit AKI Stadium 2 oder 3 nach KDIGO und die jeweiligen Verldufe. Sie
beschrieben flinf Verldufe der AKI und Erholung von AKI (Abb. 3). Unter anderem gab
es hierbei eine frithe Erholung mit ein- oder mehrfachen Rezidiven im Verlauf und
schlieBlich anhaltender Erholung (Kellum et al., 2017). Wir betrachteten nur die frithe
Erholung bis Tag 7, es ist aber denkbar, dass diese Patienten einen solchen Verlauf mit
initialer Erholung und anschlieBender erneuter Verschlechterung, genommen haben. Die
Diagnose einer AKI wurde bei thnen anhand der Oligurie, nicht des Serum-Kreatinins,
gestellt. Dieses war zwar initial auch erhoht, aber ab Tag 7 bereits wieder gesunken. Auch

im Langzeitverlauf blieb die Nierenfunktion erhalten.

Bei der Betrachtung der Elektrolyte ergaben sich lediglich bei den Kaliumwerten
Unterschiede. Diese waren in der Gruppe mit persistierender AKI signifikant hoher als
bei Erholung der Nierenfunktion (Tabelle 10). Das hohere Kalium hat zwei
Hauptursachen. Zum einen fiihrt eine eingeschrinkte Nierenfunktion zu einer
unzureichenden Ausscheidung und damit Kumulation im Kdrper, zum anderen finden wir
unter den Patienten mit persistierender AKI deutlich mehr Patienten nach
herzchirurgischen Operationen. Howitt et al. zeigten 2020, dass das Auftreten von
Vorhofflimmern und -Flattern nach herzchirurgischen Eingriffen und damit einhergehend
ein langerer Krankenhausaufenthalt sowie eine erhohte Mortalitdt durch Kaliumspiegel
iiber 4,5 mmol/l signifikant reduziert ist (Howitt et al., 2020). Auch auf unserer
Intensivstation und bereits perioperativ wird Kalium aus diesem Grund substituiert. Der
Zusammenhang spiegelt sich auch in den bis Tag 7 jederzeit hoheren Kaliumwerten in
der Gruppe mit persistierender AKI wider. Gao et al. beschrieben einen Zusammenhang
zwischen erhohten, aber auch erniedrigten Kaliumwerten und einer hoheren Mortalitét
(Gao et al., 2019) und Chen et al. statuierten, dass zumindest bei oligurischen Patienten
eine Hyperkalidmie prognostisch ungiinstig ist und zu einem Fortschreiten der AKI fiihrt
(Chen et al., 2021). In unserem Patientenkollektiv kann dieser Zusammenhang unter den
gegebenen Umstdnden nicht abschlieBend evaluiert werden. Am ehesten sind die

Unterschiede wie oben beschrieben multifaktoriell.
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Infektion

Hauptursache fiir eine AKI ist die Sepsis (Bellomo et al., 2004b, Uchino et al., 2005b,
Hoste et al., 2015). Wenngleich nicht die hidufigste Ursache in unserem
Patientenkollektiv, hatten doch 17 % der Patienten mit Erholung der Nierenfunktion und
sogar 26 % der Patienten mit persistierender AKI bei Aufnahme eine Sepsis (Tabelle 6,
Abb. 11). Bagshaw et al. beschrieben, dass Patienten mit septischer AKI generell
schwerer erkrankt und damit in ihren physiologischen Kompensationsmechanismen
stirker eingeschrénkt sind als Patienten mit nicht-septischer AKI. Sie weisen damit
sowohl ldngere Krankenhausverweildauern, als auch eine erhohte Mortalitdt auf
(Bagshaw et al., 2008). Eine Betrachtung der Infektparameter ist entsprechend interessant
(Tabelle 12).

Eine weit verbreitete Untersuchung zur Erfassung eines septischen Geschehens ist die
Bestimmung der Leukozytenzahl. Nicht nur Infektionen konnen zu einer Leukozytose
fiihren, auch Malignome, bestimmte Medikamente und physischer oder psychischer
Stress konnen die Zahl der Leukozyten erhohen (Cerny and Rosmarin, 2012, Riley and
Rupert, 2015). Bagshaw et al. zeigten, dass Patienten mit septischer AKI eine hohere
Leukozytenzahl aufwiesen als Patienten mit Sepsis ohne AKI oder Patienten mit nicht-
septischer AKI (Bagshaw et al., 2008). Eine ausgepriagtere Leukozytose begilinstigt
auBerdem langfristige Nierenschidden (Erlinger et al, 2003; Fried et al, 2004). Sehr hohe,
aber auch sehr niedrige Werte sind weiterhin Pradiktoren fiir Morbiditét und Mortalitét
(Abidi et al., 2011, Felmet et al., 2005, Merino et al., 2012). Die Bestimmung der
Leukozytenzahl ist weitreichend verfiigbar, relativ einfach und kostengiinstig. Han et al.
untersuchten deshalb 2014 in einer retrospektiven Studie, ob aus der Leukozytenzahl
Riickschliisse auf das AKI-Risiko gezogen werden kénnen. Auch sie fanden einen u-
formigen Zusammenhang. Daraus schlossen sie, dass bei sehr hohen und sehr niedrigen
Leukozytenzahlen das hochste Risiko fiir eine AKI besteht (Han et al., 2014). Bei unserer
Auswertung zeigten sich in der Gruppe mit persistierender AKI signifikant hohere
Leukozytenzahlen an Tag 1, 2 und 7 (Tabelle 12). Insgesamt hatten aber alle Patienten
im Mittel eine Leukozytose. Wie eingangs beschrieben, kann sowohl eine Infektion als
auch erhohter Stress, der beispielsweise durch Operationen entsteht, zur Freisetzung von
Leukozyten fiihren. Der Argumentation von Erlinger et al. und Fried et al. folgend, ist es

denkbar, dass das Fortbestehen der AKI durch die Leukozytose unterstiitzt wurde.
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Weitere Marker, wie CRP, PCT und IL-6 miissen zunichst im septischen Geschehen und
dann im Rahmen der sepsis-assoziierten AKI eingeordnet werden. Fan et al. untersuchten
2016 den Stellenwert verschiedener Laborparameter bei Sepsis und Poston und Koyner
diskutierten 2019 den aktuellen Wissensstand zu sepsis-assoziierter AKI in Bezug auf
Risikofaktoren, Friiherkennung, Diagnose, Therapie und Folgen (Fan et al., 2016b,
Poston and Koyner, 2019).

Das CRP ist ein Akute-Phase-Protein, welches vor allem bei bakteriellen Infektionen in
der Leber synthetisiert und freigesetzt wird (Gabay and Kushner, 1999, Schmit and
Vincent, 2008). Bei akuten Entziindungsreaktionen kann das CRP {iber ein bis zwei Tage
auf ein Tausendfaches des Ausgangswertes ansteigen und zeigt eine gute Korrelation mit
der Schwere von Infektionen (Povoa et al., 2005, Vigushin et al., 1993). Weiterhin hat
CRP einen gewissen prognostischen Wert. Sehr hohe Werte bei Aufnahme oder auch im
Verlauf steigende CRP-Werte korrelieren mit Organversagen, der Dauer des
Intensivaufenthaltes und einer erhdhten Mortalitit (Lobo et al., 2003). Bagshaw et al.
verglichen Patienten mit septischer und nicht-septischer AKI. Sie beschrieben neben
einer erhohten Mortalitdt und ldngeren Krankenhausverweildauer bei septischer AKI,
auch eine bessere Erholungsrate im Sinne einer Dialysefreiheit im spateren Verlauf
(Bagshaw et al., 2008, Bagshaw et al., 2007). Zwar bestétigen unsere Erhebungen diese
Ergebnisse, einen direkten Zusammenhang mit dem CRP konnten wir nicht zeigen.
Dieses war in beiden Gruppen zu jedem Zeitpunkt erhdht, zeigte aber keine signifikanten
Unterschiede zwischen AKI-Persistenz und Erholung. Eine mdgliche Erklarung ist, dass
ein CRP-Anstieg auch durch nichtinfektiose Gewebeschdden, wie Operationen oder
anderweitigen Zelluntergang, verursacht werden kann (Fan et al., 2016b, Mamani et al.,

2012, Neumaier et al., 2006, Reinhart et al., 2012).

Speziellere Inflammationsparameter, wie PCT und IL-6, wurden nicht bei allen Patienten
und nicht zu allen Zeitpunkten bestimmt. PCT, das Vorlduferhormon von Calcitonin,
steigt bei entzlindlichen Geschehen innerhalb von vier Stunden an und ist damit ein guter
Frithmarker der Inflammation (Brunkhorst et al., 1998, Brunkhorst et al., 2000, Dandona
et al., 1994). AuBlerdem scheint es zur Differenzierung zwischen infektioser und nicht-
infektioser Inflammation geeignet (Boeken, 2000, de Werra et al., 1997, Muller et al.,
2000). Auch das Zytokin IL-6 kann sowohl bei infektidser Inflammationen, aber auch bei
nicht-infektiosen Geschehen erhoht sein und ist ein entscheidender frither Marker zur

Erkennung inflammatorischer Prozesse (Giannoudis et al., 2008). AuBBerdem scheint eine
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Korrelation der Hohe des IL-6-Spiegels sowohl mit der Schwere der Erkrankung und
Organdysfunktion, als auch Mortalitdt und Morbiditit zu bestehen (Kellum et al., 2007,
Oda et al., 2005). Sowohl PCT als auch IL-6 lagen bei all unseren Patienten deutlich
oberhalb der Normwerte. Doch wie alle in diesem Kapitel besprochenen Marker, steigen
beide nicht nur im Falle einer Infektion, sondern auch bei anderen inflammatorischen
Reaktionen, nach Operationen und auch Trauma, an. Erheblich hohere Werte zwischen
den Patientengruppen gab es lediglich an Tag1 und 2 beim PCT. Obwohl die
Unterschiede an den iibrigen Zeitpunkten und bei IL-6 nicht signifikant waren, sind die
absoluten Werte doch deutlich héher. Chun et al. und auch Zhang et al. beschrieben, dass
erhohte PCT- und IL-6-Werte das Auftreten einer AKI begiinstigen (Chun et al., 2019,
Zhang et al., 2015) und Lan et al. zeigten, dass bei Infektion die miR-494 tiberexprimiert
wird und ihrerseits zu einem Anstieg der Infektparameter und einer Aggravation der

Nierenschéddigung fiihrt (Lan et al., 2012).

Auch wir konnten Sepsis als Risikofaktor fiir eine AKI bestétigen, aber auch, dass das
anhaltende septische Geschehen die Nierenerholung verzogert, wie Ozrazgat-Baslanti in
ihren aktuellen Untersuchungen zeigten (Ozrazgat-Baslanti et al., 2020). Obwohl dieser
Zusammenhang sich nicht signifikant auf die einzelnen Laborwerte ausgewirkt hat, hatten
17 % der Patienten mit Erholung der Nierenfunktion und sogar 26 % der Patienten mit
persistierender AKI bei Einschluss eine Sepsis. CRP, PCT und IL-6 reagieren nicht nur
auf ein septisches Geschehen und sind damit am besten in Gesamtschau der Befunde zu
werten. Kellum et al. zeigten, dass es bei Patienten mit Sepsis hiufig nach Erholung zu
erneuten AKI-Episoden kommt (Kellum et al., 2017). Die sepsis-assoziierte AKI fiihrt im
Langzeitverlauf zu einer hoheren Morbiditit, Mortalitit und haufigeren
Krankenhausaufenthalten, wie in der ASSESS-AKI-Studie und auch in der vorliegenden
Studie gezeigt wurde (Go et al., 2010). In unserer gesamten Kohorte hatten 15 Patienten
eine Sepsis. Drei dieser Patienten erholten sich bis Tag 7, zwei weitere bis zur
Krankenhausentlassung und ein weiterer bis Tag 90 nach AKI. Sechs Patienten
verstarben wihrend des Krankenhausaufenthaltes. Wir bestitigten damit, dass eine
septische AKI eine sehr hohe Mortalititsrate (40 %) hat, aber die Erholung der
Nierenfunktion moglicherweise lediglich verzogert ist. Immerhin erholte sich die

Nierenfunktion bis Tag 90 auch 40 % der Patienten mit septischer AKI.
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Hdmodynamik

Ein entscheidender Faktor bei der Entstehung und Erholung von einer AKI ist der renale
Perfusionsdruck (Roberts and Shaw, 2017). Er wird durch Hypovoldmie, einen erhohten
intraabdominellen Druck, aber auch eine Stauung der Nierenvenen durch
Volumeniiberladung  beeinflusst. Eine  Folge ist der  Verlust der
Autoregulationsmechanismen der Nieren, die Druckschwankungen innerhalb eines
gewissen Rahmens (bis zur Untergrenze eines MAD von 65 mmHg) normalerweise
ausgleichen konnen (KDIGO, 2012b). Wegweisende GroBen zur Einschitzung des
Volumenstatus sind der MAD, der ZVD, die SVV und die Entwicklung des Serum-
Laktats. Fine zielorientierte Therapie, wie sie in den Sepsisleitlinien lingst Einzug

gehalten hat, ist auch hier anzustreben (Brienza et al., 2009).

Die Aufrechterhaltung eines addquaten MAD hat langst in der Intensivtherapie Einzug
gehalten und wird jederzeit angestrebt. Ist der Volumenhaushalt des Patienten optimiert,
kann zur Aufrechterhaltung eines addquaten Mitteldrucks der Einsatz von Vasopressoren
indiziert sein (Pickkers et al., 2017, Vaara et al., 2012). Die Patienten mit persistierender
AKI hatten zu allen Zeitpunkten einen signifikant hoheren Bedarf an Noradrenalin. An
Tag 7 war dieser sogar zehnmal so hoch. Dennoch war ihr MAD an Tag 7 mit gerade
einmal 65mmHg signifikant niedriger (Tabelle 13). Meersch et al. zeigten 2017, dass eine
Umsetzung des KDIGO-Biindels das Auftreten und die Schwere der AKI nach
herzchirurgischen Eingriffen reduziert. Diese umfasst unter anderem die Vermeidung von
Hypotension. Allerdings war in der PrevAKI-Studie im Rahmen der Katecholamine vor
allem der Einsatz von Dobutamin wegweisend, welcher konsekutiv zu einem erhShten
MAD fiihrte, wodurch sowohl das Auftreten, als auch die Schwere der AKI reduziert
werden konnte (Meersch et al., 2017). Dieses Jahr analysierten von Groote et al. die
Ergebnisse beider PrevAKI-Studien, um die Relevanz der einzelnen Komponenten des
KDIGO-Biindels zu erfassen. Sie fanden heraus, dass die Vermeidung hypotensiver
Phasen den grofiten Effekt auf die Entwicklung einer AKI haben (von Groote et al., 2022).
In unserer Studie, die ein breiteres Patientenklientel umfasste, erhielten nur wenige
Patienten Dobutamin, weshalb wir dies nicht genauer betrachteten. Es ist jedoch denkbar,
dass der geringere Mitteldruck, trotz hoher Katecholamindosierungen, einen Einfluss auf
die Erholung nach AKI hatte. Insgesamt scheinen die Patienten mit persistierender AKI
kreislaufinstabiler zu sein. Wéhrend in der Gruppe der Patienten mit Erholung der

Nierenfunktion nur etwa zehn Prozent eine extrakorporale Kreislaufunterstiitzung
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bendtigten, war dies bei persistierender AKI bei fast einem Drittel der Fall (Tabelle 13).
Erst kiirzlich beschrieben auch Ostermann und Lumlertgul AKI als hidufige Komplikation
unter  extrakorporaler Kreislaufunterstiitzung, wobei dieser Zusammenhang
multifaktoriell zu sein scheint. Insgesamt sind Patienten, die ein extrakorporales System
bendtigen, schwerer erkrankt, miissen invasiv beatmet werden und konnen
Komplikationen der extrakorporalen Unterstiitzung erleiden (Ostermann and Lumlertgul,
2021). Aufgrund dieser zusétzlichen Einflussfaktoren kann der Einsatz extrakorporaler
Systeme nicht als alleiniger Risikofaktor fiir die Entstehung einer AKI angenommen
werden. Die signifikante Korrelation zwischen der erhohten Rate an extrakorporaler
Unterstlitzung mit persistierender AKI kann also auch widerspiegeln, dass die

betrachteten Patienten insgesamt kritischer krank waren.

Obwohl durch Bluttransfusionen der Sauerstofftransport im Blut optimiert werden soll
und dies der Nierenerholung zutrdglich sein sollte, zeigten sowohl Haase et al., als auch
Karkouti, dass zwischen Erythrozytentransfusion und dem vermehrten Auftreten von
AKI ein direkter Zusammenhang besteht. Eine mogliche Ursache hierfiir ist, dass
Erythrozyten nach Lagerung den Sauerstoff schlechter im Gewebe abgeben kdnnen
(Cohen and Matot, 2013). Es ist aber nicht abschlieBend geklért, ob die zugrundeliegende
Andmie, die Schwere der Operation oder die Transfusion an sich Hauptursache ist (Haase
et al., 2012, Karkouti et al., 2015). Unsere Studie bestdtigt, dass die Patienten mit
persistierender AKI mehr Erythrozytenkonzentrate erhalten haben (Tabelle 13). Sicher
ist die ausbleibende Erholung aber nicht allein durch die Transfusion zu erkléren.
Vielmehr ist denkbar, dass die Patienten mit persistierender AKI zum einen aufgrund
vorbestehender Defizite und zum anderen durch Komplikationen im Verlauf ein erhohtes
Risiko fiir eine Bluttransfusion hatten und auBBerdem eine schlechtere Erholungsrate nach

AKI.

Serum-Laktat hat sich als wertvoller Marker einerseits zur Einschédtzung der Schwere der
Erkrankung, andererseits als Richtwert fiir die Volumentherapie bei Sepsis etabliert.
Auch in der KDIGO-Leitlinie wird Laktat als Richtwert fiir die Einschitzung des
Volumenstatus der Patienten empfohlen (KDIGO, 2012b). Es konnte gezeigt werden,
dass die Laktatspiegel mit Morbiditit und Mortalitidt korrelieren (Filho et al., 2016,
Mikkelsen et al., 2009). In unserer Kohorte war der Laktatspiegel bei den Patienten mit
persistierender AKI an Tag 1 bis 3 signifikant hoher als bei den Patienten mit Erholung
der Nierenfunktion (Tabelle 13). Dieser Unterschied unterstreicht nochmals, dass die
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Patienten zumindest akut schwerer erkrankt waren und korreliert auch mit den
Unterschieden in den weiteren prognostischen Werten und den Langzeitbeobachtungen,

was im weiteren Verlauf ausgefiihrt wird.

Lungenfunktion

Kritisch kranke Patienten sind hdufig postoperativ und auch im weiteren Verlauf auf teils
prolongierte Beatmung angewiesen. Bereits 2013 zeigten van den Akker et al., dass
mechanische Ventilation zu einem dreifach erhdhten Risiko fiir eine AKI fiihrt (van den
Akker et al., 2013). Bei Patienten, die sowohl ein respiratorisches Versagen, als auch eine
AKI erleiden, betrug die Mortalitit sogar 60 bis 80 % (Chertow, 1995). Dieser
Zusammenhang zwischen mechanischer Ventilation und AKI wurde mehrfach bestitigt
und kann durch verschiedene Mechanismen erklirt werden. Durch Uberdruckbeatmung
andern sich die thorakalen Druckverhiltnisse, was zu einem verminderten
Herzzeitvolumen und subsequent einer reduzierten Nierenperfusion fiihrt (Priebe et al.,
1981). Neurohumorale Mediatoren, die wihrend mechanischer Beatmung ausgeschiittet
werden, filhren zu Verdnderungen des renalen Blutflusses und schlieBlich einer
reduzierten GFR (Bullen et al., 2017). Neueste Erkenntnisse zeigen, dass es durch
beatmungsassoziierte Lungenschidigung (ventilator induced lung injury, VILI) zur
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen kommt. Diese losen nach
Freisetzung in den Kreislauf eine Entziindungsreaktion in den Nieren aus (Hepokoski et
al., 2017). Bereits vor einigen Jahrzehnten gab es Hinweise darauf, dass eine
Uberdruckbeatmung zu einem Riickgang der Diurese fiihrt (Drury et al., 1947, Priebe et
al., 1981). Hepokoski et al. konstatierten, dass durch eine angepasste Beatmung oder
bestenfalls  frithzeitige = Entwohnung vom  Respirator das Risiko einer
beatmungsassoziierten Nierenschddigung (ventilator induced kidney injury, VIKI)

minimiert wird (Hepokoski et al., 2018).

Diese Zusammenhédnge konnen auch auf unsere Patienten iibertragen werden. Patienten
mit persistierender AKI bendtigten mit fast 300 gegeniiber unter 200 Stunden deutlich
langer eine invasive Beatmung (p = 0,0034) und an Tag 0, 2 und 7 auch eine hohere
inspiratorische Sauerstofffraktion. Hierunter waren die Blutgasanalysen ausgeglichen
(Tabelle 14). Dies wurde durch die hiufige Uberpriifung und Anpassung durch das
intensivmedizinische Personal gewihrleistet. Insgesamt stellt sich aber auch bei uns die
Frage, ob die lingere Beatmungsdauer zur Persistenz der AKI gefiihrt hat oder ob

Patienten, die eine langere Beatmung bendtigten, kritischer krank waren und sich deshalb
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nicht von der AKI erholten. Der hohere Sauerstoffbedarf und die dreimal haufigere

extrakorporale Unterstiitzung scheinen eher fiir letzteres zu sprechen (Tabelle 15).

Gerinnung

Bei unseren Patienten wichen alle Gerinnungsparameter im Mittelwert fast zu jedem
Zeitpunkt von den Normwerten ab (Tabelle 16). Die Begriindung hierfiir ist vielschichtig.
Einerseits spiegelt sich hier wider, dass wir kritisch kranke Patienten auf der
Intensivstation betrachteten, andererseits waren einige Verschiebungen Folge der

angewandten Therapien.

Sehr viele kritisch Kranke entwickeln Storungen der Gerinnung. Nach Levi und Opal
reichen diese von einer Thrombozytopenie bei bis zu 44 % iiber eine Verldngerung der
Gerinnungszeiten bei bis zu 28 % bis zur Abweichung von Gerinnungsfaktoren bei fast

99 % der Patienten (Levi and Opal, 2006).

Ursachen fiir eine Thrombozytopenie sind vorwiegend Sepsis, eine disseminierte
intravasale  Koagulopathie  (disseminated intravascular  coagulation,  DIC),
medikamenteninduzierte Thrombozytopenie und massiver Blutverlust. Nicht zuletzt
kommt es aber auch bei RRT und extrakorporalen Unterstiitzungssystemen durch
Adhision und Aktivierung der Thrombozyten am Fremdmaterial zu Verlusten (Straub,
2019). Es tiberrascht also nicht, dass in beiden Patientengruppen zumindest an Tag 0 bis
2 eine Thrombozytopenie zu finden war und es keine signifikanten Unterschiede gab. An
Tag 7 war die Zahl bei persistierender AKI zwar signifikant niedriger, aber dennoch im
Normbereich. Einige Studien beschrieben bereits einen Zusammenhang zwischen
Thrombozytopenie und dem Auftreten einer AKI (Gameiro and Lopes, 2019) und Wu et
al. schlugen die Thrombozytenzahl sogar als neuen Biomarker fiir AKI bei
hdamorrhagischem Schock vor (Wu et al., 2020). Dennoch erscheint bei normwertigen
Zahlen ein Zusammenhang mit der AKI-Persistenz weit hergeholt. Damit extrakorporale
Unterstiitzungssysteme, aber auch schon eine RRT, funktionieren, wird eine
Gerinnungshemmung benétigt. Es kommt sonst zur Gerinnungsaktivierung an
Fremdoberfldchen und Verschluss der Systeme. Obwohl die KDIGO zur Antikoagulation
bei RRT die lokale Applikation von Citrat empfiehlt (KDIGO, 2012a), ist der Einsatz von
systemischem Heparin aufgrund von Grunderkrankungen, zur Thromboseprophylaxe
oder zum Erhalt der Funktion extrakorporaler Systeme, hidufig notwendig. Unsere Daten

zeigen bei allen Patienten eine partielle Thromboplastinzeit im oberen Normbereich mit
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signifikant hoheren Werten an Tag 1 und 2 in der Gruppe mit persistierender AKI. Fast
30% der Patienten in dieser Gruppe bendétigten extrakorporale Unterstlitzungssysteme
und damit eine stirkere Antikoagulation (Tabelle 15). Bei allen Patienten fiel ein
tendenziell erniedrigter Quick-Wert auf. Bei Erholung der Nierenfunktion war er nahe
des unteren Referenzbereiches oder kurz dariiber, wihrend bei persistierender AKI eine
deutliche Reduktion zu verzeichnen war. Der Quick-Wert erfasst die Funktion des
extrinsischen Gerinnungssystems und wird hdufig zur Therapiekontrolle bei Patienten
unter  Antikoagulation mit Cumarin-Derivaten  verwendet. Die  meisten
Gerinnungsfaktoren werden in der Leber synthetisiert, sodass er auch als Parameter fiir

Leberfunktionsstorungen genutzt werden kann (Moll and Dietz, 1999).

Insgesamt war in der Gruppe mit persistierender AKI die Gerinnung in Richtung
hdmorrhagischer Diathese verschoben (Tabelle 16). Dies ist zum einen Ausdruck der
schwereren Erkrankung der Patienten mit Verbrauch von Thrombozyten und
moglicherweise Einschrinkungen der Leberfunktion, zum anderen war die Hemmung der
Gerinnung bei  prothrombotischen  Vorerkrankungen, zur Sicherung des

Operationserfolgs, aber auch fiir die eingesetzte Therapie notwendig.

Prognostische Scores

Um den Gesamtzustand erfassbar und vergleichbar zu machen und so die Schwere der
Erkrankung einschitzen zu konnen, werden verschiedene Parameter zu prognostischen
Werten zusammengefasst. Hierzu gehdren der SOFA- und der APACHE-II-Score
(Tabelle 17).

Der SOFA-Score dient zur Beurteilung des sequenziellen Organversagens. Seit seiner
Entwicklung 1994, eigentlich um septische Patienten zu beurteilen, hat er weitestgehend
Einzug in die tdgliche Beurteilung von Patienten auf der Intensivstation gehalten und soll
verschiedene Komplikationen beschreiben und objektiv erfassen (Singer et al., 2016). Je
hoher der Wert, desto schlechter ist der Gesamtzustand des Patienten (Lambden et al.,
2019). In unserer Studie bestimmten wir den SOFA-Score an Tag 0, 1, 2 und 7. Unsere
Patienten mit persistierender AKI hatten durchgingig einen signifikant hoheren Score
und waren damit akut schwerer erkrankt. Lin et al. fanden in einer sekundiren Analyse
der Patientendaten aus der RENAL-Studie einen Zusammenhang zwischen einem

erhohten SOFA-Score und einer hoheren 90-Tage-Mortalitdt (Lin et al., 2019). Bei
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unseren Patienten lag die 90 Tage-Mortalitét bei persistierender AKI bei mehr als 50 %.
Wohingegen in der Gruppe mit Erholung kein Patient verstarb (Abb. 14).

Das am weitesten verbreitete Verfahren zur Abschitzung der Prognose von
intensivpflichtigen Patienten ist der APACHE-II-Score. Das Akronym steht hierbei fiir
die Evaluation der akuten Physiologie und chronischen Gesundheit (Knaus et al., 1985).
Auch bei dieser Erfassung, welche wir nur an Tag O durchfiihrten, ergab sich ein
signifikant schlechteres Ergebnis bei den Patienten mit persistierender AKI, also erneut
ein Hinweis auf eine schwerwiegendere Erkrankung und eine schlechtere Prognose.
Mehta et al. fiihrten eine randomisierte Studie zum Vergleich von kontinuierlicher und
intermittierender Dialyse bei intensivpflichtigen Patienten mit AKI durch. Auch sie
fanden einen unabhingigen Zusammenhang zwischen einem erhohten APACHE-II-

Score, persistierender AKI und hoherer Mortalitdt (Mehta et al., 2001).

Da sowohl der SOFA-Score, als auch der APACHE-II-Score primér nicht zur
Einschdtzung der renalen Prognose nach AKI entwickelt wurden, sind direkte
Schlussfolgerungen zwischen hoheren Werten und renaler Erholung schwierig. Der
SOFA-Score umfasst unter anderem die Nierenfunktion, sodass es durch den Einschluss
von Patienten mit AKI zu hheren Werten kommen muss. Bei erholten Patienten entféllt
dieser Faktor im Verlauf und so konnen die Unterschiede im SOFA-Score schon durch
die Einteilung der Patienten begriindet werden. Beide Scores bewerten aber noch weitere
Organsysteme und ein hoherer Wert beschreibt einen insgesamt schlechteren Zustand des
Patienten. Es kann daher lediglich geschlussfolgert werden, dass die akut schwerer

Erkrankten sich schlechter von der AKI erholten und eine hohere Sterblichkeit hatten.

Obwohl Uchino et al. 2005 in einer grol3 angelegten Analyse internationaler Datenbanken
sowohl SOFA-, als auch APACHE-II- und vier weiteren Scores den Vorhersagewert der
Mortalitdt nach AKI absprachen (Uchino et al., 2005a), zeigten Wang et al. 2020, dass
der SOFA-Score zumindest bei Patienten mit AKI, die eine RRT bendtigten, eine bessere
Abschitzung zuldsst als der APACHE-II-Score (Wang et al., 2020). Eine
vielversprechende Pilotstudie von Lee et al. ergab, dass der SOFA-Score in Verbindung
mit Biomarkern NGAL und Calprotectin das Auftreten einer septischen AKI und die
Mortalitdt vorhersagen konnte (Lee et al., 2018). Dies ist ein interessanter Ansatz, der

neue Biomarker mit etablierten Scores fiir eine bessere Aussagekraft verbindet.
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Dauer des Aufenthaltes, Mortalitdit und sekunddre Endpunkte
Eine AKI kann zu ldngeren Aufenthaltsdauern auf Intensivstation und im Krankenhaus

fiihren (Lameire et al., 2013, Ronco et al., 2019, Siew and Davenport, 2015).

Hoste et al. zeigten bei ihrer Untersuchung von 5.383 intensivpflichtigen Patienten eine
signifikant verldngerte Krankenhausverweildauer und erhohte Krankenhausmortalitét bei
Patienten mit AKI gegeniiber denen ohne AKI (Hoste et al., 2006). Kellum et al.
verglichen Patienten mit und ohne Erholung der Nierenfunktion und fanden bei ihrer
Untersuchung von fast 17.000 Patienten mit AKI Stadium 2 und 3 nach KDIGO einen
kiirzeren Krankenhausaufenthalt bei frither Erholung der Nierenfunktion (Kellum et al.,
2017). Auch wir konnten zeigen, dass Patienten mit persistierender AKI mit 22 gegeniiber
elf Tagen, doppelt so lange auf der Intensivstation betreut werden mussten (Tabelle 18).
Neben der zuvor beschriebenen schwerwiegenderen Erkrankung spielte auch die
Dialysepflicht eine Rolle. Der Einsatz einer kontinuierlichen RRT ist vor allem auf der
Intensivstation verbreitet und wird auch bei uns nur dort durchgefiihrt (Ostermann et al.,
2016). Die Dauer des Krankenhausaufenthaltes unterschied sich zwischen den Gruppen
nicht signifikant. Allerdings waren die mittleren Aufenthaltsdauern mit 35
beziehungsweise 41 Tagen relativ lang, was bestdtigt, dass Patienten mit AKI unabhéngig
von der Erholung eine lingere Rekonvaleszenz und hohere Morbiditédt haben (Bellomo et
al., 2004b, Chawla et al., 2014a, Murugan and Kellum, 2011). Uchino et al. untersuchten
fast 30.000 Patienten mit AKI auf Intensivstationen und stellten einen Zusammenhang
zwischen dialysepflichtiger AKI und einer signifikant erhohten Krankenhausmortalitét
fest. Insgesamt verstarben 60,3 % der betrachteten Patienten (Uchino et al., 2005b). In
unserer Kohorte lag die Mortalitit an jedem betrachteten Zeitpunkt in der Gruppe mit
persistierender AKI signifikant hoher (Abb. 14). Wiahrend bei Erholung der
Nierenfunktion bis zur Krankenhausentlassung kein Patient verstorben war, lag die
Mortalitét in der Gruppe mit persistierender AKI bereits bis Tag 7 bei 6 % . Wahrend des
Intensivaufenthaltes lag die Mortalitét bei 36 % dieser Patienten und insgesamt wéhrend
des Krankenhausaufenthaltes bei 40 % (Tabelle 18). Diese Ergebnisse sind alarmierend
und unterstreichen erneut, wie wichtig die Untersuchungen zu AKI und Erholung der

Nierenfunktion sind.

Eine AKI-Episode kann zu schwerwiegenden Langzeitfolgen, wie der Entwicklung einer
CKD und einer erhohten Mortalitit, fiihren. Aber auch eine Erholung der Nierenfunktion

weit nach der Krankenhausentlassung ist moglich. Eine ldngerfristige Nachbetrachtung
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ist daher sinnvoll. Die KDIGO empfiehlt fiir die Reevaluation eine Verlaufsbeurteilung
nach drei Monaten, bei weiterhin eingeschriankter Nierenfunktion ist dann von einer CKD
auszugehen (Bellomo et al., 2004b, Chawla et al., 2014b, KDIGO, 2012a). Dennoch
konnen die Prozesse der Nierenerholung noch deutlich spiter ablaufen und die Erholung
kann individuell sehr unterschiedlich sein. Wir flihrten deshalb ein Jahr nach AKI eine
erneute Evaluation der Nierenfunktion und Mortalitdt durch. Kellum et al. stellten
verschiedene Verldufe dar, die sowohl eine friihe Erholung und Persistenz der AKI
betrachteten, aber auch die Moglichkeit von Rezidiven und verzogerter Erholung
beriicksichtigten (Kellum et al., 2017). Ebenso zeigten Macedo et al. enorme
Unterschiede in der Zeit bis zur Erholung nach AKI. Nur 19 % ihrer Patienten erholten
sich bis zur Krankenhausentlassung, im Langzeitverlauf bis 18 Monate nach AKI waren
es 64% (Macedo et al, 2012). In unserer Studie erholten sich bis zur
Krankenhausentlassung 25 % der Patienten, bis Tag 90 waren es 48 % und ein Jahr nach
AKI immerhin noch 37 % der Patienten Es ist moglich, dass ein Teil der Patienten zwar
keine Friiherholung erlebte, die Nierenfunktion sich aber wie oben beschrieben im
langfristigen Verlauf normalisierte. Zwei Patienten erlitten bis Tag 90 beziehungsweise
365 erneute AKI-Episoden. An Tag 90 waren lediglich drei Patienten dialysepflichtig, an
Tag 365 nur noch ein Patient. Es muss in diesem Zusammenhang auch die hohe Mortalitét
und die damit kleinere Kohorte beachtet werden. Kellum et al. untersuchten Patienten mit
AKI Stadium 2 und 3 nach KDIGO und beschrieben eine Uberlebensrate von 90 % im
ersten Jahr nach AKI bei Erholung der Nierenfunktion innerhalb von sieben Tagen.
Bestand die Nierenschddigung lidnger als sieben Tage, iiberlebten weniger als 40 % das
erste Jahr nach AKI. Wir konnten sehr #hnliche Uberlebensraten in unserer Kohorte
bestdtigen. Bis Tag 90 waren 51 % und ein Jahr nach AKI sogar 55 % der Patienten mit
persistierender AKI verstorben, wihrend bei Erholung der Nierenfunktion {iberhaupt erst
nach drei Monaten Patienten verstarben. Bis Tag 365 iiberlebten in dieser Gruppe 83 %

der Patienten (Tabelle 19).
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4.2.2 miR-122-5p, miR-125b-5p, miR-107 und miR-192-5p als Marker fiir
die Erholung der Nierenfunktion

MiRNAs riickten in den letzten Jahrzehnten aufgrund ihrer Stabilitidt und verldsslichen
Detektierbarkeit mittels qPCR als attraktive Biomarker immer weiter in den Fokus, um
physiologische und pathologische Abldufe besser zu verstehen. Auch der Zusammenhang
mit AKI wurde in den vergangenen Jahren in einigen Studien untersucht. Es konnten
zahlreiche beteiligte miRNAs identifiziert werden. Diese kommen teilweise als
Biomarker in Frage, konnen aber auch Hinweise auf die Prognose geben oder als
potentielle therapeutische Zielstrukturen in Erwdgung gezogen werden (Brandenburger
and Lorenzen, 2020, Guo et al., 2019). Im Zusammenhang mit AKI wurden etwa 50
miRNAs beschrieben und die Zahl ist steigend (Fan et al., 2016a). Viele von ihnen
konnten Inflammations-, Apoptose- oder Fibroseprozessen zugeordnet werden. Sie
konnen diese fordern, aber auch durch Hemmung dieser Wege und Forderung der
Angiogenese protektiv wirken. MiRNAs konnen als Antwort auf eine Schiadigung, als
Nebenprodukt einer Erkrankung oder als pathophysiologische Mediatoren fungieren. Bis
dato sind noch nicht alle Signalwege und Effekte abschlieBend verstanden, doch die
Untersuchungen werden fortlaufend voran gebracht (Jones et al., 2018). Ren et al. und
Ledeganck et al. verdffentlichten 2019 Ubersichten iiber potentielle Angriffspunkte von
miRNAs in Verbindung mit AKI und Nierentransplantation (Ledeganck et al., 2019, Ren
et al., 2019). Ramachandran et al. fanden bei der der Gegeniiberstellung von sechs
Patienten mit AKI und sechs gesunden Patienten vier differentiell exprimierte miRNAs
(miR-21, miR-200c, miR-423, miR-4640) im Urin (Ramachandran et al., 2013). Die
miR-21 wurde ebenso von Du et al. im Zusammenhang mit AKI-Progression und als
Pridiktor fiir die postoperative Notwendigkeit einer RRT bei csa-AKI identifiziert (Du et
al., 2013). Newbury et al. beschrieben bei threr Untersuchung zum pradiktiven Wert von
miRNAs beziiglich der Erholung der Nierenfunktion nach 90 Tagen eine erhdhte
Expression von drei (miR-21, miR-126, miR-141) sowie eine reduzierte Expression von
zweli miRNAs (miR-192, miR-204) im Urin. Weiterhin konnte eine Assoziation der
erhohten miR-141- und geringeren miR-192-Expression mit Persistenz der AKI tiber 90
Tage gefunden werden (Newbury et al., 2021). Bei AKI nach herzchirurgischen
Eingriffen konnten im Serum sogar zehn miRNAs als frilhe Biomarker fiir AKI
identifiziert werden, von welchen einige sogar das AKI-Risiko nach dem Eingriff

vorhersagen konnten (Aguado-Fraile et al., 2015).
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In dieser Studie zeigten wir, dass miRNAs als pradiktive Marker fiir die Erholung der
Nierenfunktion nach AKI Stadium 2 oder 3 dienen konnen. Einen Tag nach AKI-
Diagnose waren die miR-107, miR-122-5p, miR-125b-5p, miR-192-5p in der Gruppe mit
fortbestehender Nierenschddigung signifikant stirker exprimiert als in der Gruppe mit
Erholung der Nierenfunktion (p < 0,001 bis p <0,05). An Tag 7 war kein erheblicher
Unterschied mehr zu beobachten. Die miRNAs zeigen also nur kurz nach der Schidigung
Expressionsunterschiede und haben daher in der Frithphase nach AKI einen

prognostischen Wert (Tabelle 23, Abb. 16 bis 18).

miR-122-5p

Die miR-122-5p wurde in Zusammenhang mit Cisplatin-induzierter Nephropathie
beschrieben, wo sie iiber die Beeinflussung des Forkhead-Box-Protein O3 (FOXO3)-
Gens anti-apoptotisch wirkt. Das FOXO3-Gen fungiert als Transkriptionsfaktor. Die
Sirtuin-1-Expression wird erhoht, was zu einer verstirkten Widerstandskraft der Zellen
gegen oxidativen Stress fiihrt. Da die miR-122-5p herab reguliert wurde, entfiel dieser
schiitzende Signalweg. Ren et al. schrieben der miR-122-5p damit eine eher protektive
Wirkung zu (Ren et al., 2019, Lee et al., 2014). Cheng und Wang auf der anderen Seite
beschrieben, dass die miR-122-5p bei AKI nach Nierentransplantation signifikant erhoht
war und den Progress der Nierenschiddigung forderte. Hierbei wurde gefunden, dass sie
iiber den Signalweg der AMP-abhéngigen Kinase (AMPK) und durch Beeinflussung der
Schilddriisenhormone die Expression von 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-
Biphosphatase (PFKFB2) moduliert und so proinflammatorisch und proapoptotisch wirkt
(Cheng and Wang, 2020). Auch He et al. zeigten den Zusammenhang der Uberexpression
der miR-122-5p und Nierenschidigung durch Repression des Vitamin-D-Rezeptors in der
Niere (He et al.,, 2021). Obwohl bei cisplatin-induzierter Nierenschadigung der
miR-122-5p eine nephroprotektive Wirkung zugeschrieben wird, zeigen die anderen
Studien, dass eine Uberexpression zur Inflammation und Apoptose fiihrt. Bisher wurde
aber nur die Entwicklung einer AKI und nicht die Erholung nach AKI betrachtet. In
unserer Studie konzentrierten wir uns auf die Erholung. Wir stellten an Tag 1 nach
Diagnosestellung eine erheblich gesteigerte Expression der mir-122-5p in der Gruppe mit
persistierender AKI gegeniiber der Gruppe mit Erholung der Nierenfunktion fest
(p =0,0042, AUROC = 0,72). Die miR-122-5p scheint also nicht nur die Entwicklung

einer AKI zu begiinstigen, sondern konnte auch die Erholung verzogern.
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miR-125b-5p

Die Familie der miR-125 ist besonders gut zwischen den Spezies konserviert und fallt bei
Ischdamie und Reperfusion verschiedener Organe auf. Auch im direkten Zusammenhang
mit AKI wurde sie als potentieller Marker der ischdmischen Nierenschidigung und bei
der Beeinflussung der Reparaturmechanismen nach AKI beschrieben (Cao et al., 2021,
Guclu et al., 2017, Wang et al., 2014b). Sie moduliert den Aryl-Kohlenwasserstoff-
Rezeptor-Repressor (Aryl-hydrocarbon receptor repressor, AHRR). Dieser verhindert die
Bindung des Aryl-Kohlenwasserstoff-Rezeptors an seinen Bindungspartner und damit
die Wirkung von Teratogenen. Er fungiert so als Tumorsuppressor. Damit fordert
miR-125-5p das Zelliiberleben (Ren et al., 2019). Auch im Zuge der cisplatin-induzierten
Nierenschidigung scheint eine Hochregulation der miR-125b-5p nephroprotektiv zu
wirken (Joo et al., 2013, Zhao et al., 2022). Unsere Studie scheint diesen Ergebnissen
zunichst zu widersprechen. Wir fanden eine Uberexpression der miR-125b-5p bei
persistierender AKI (p = 0,0002, AUROC = 0,78). In unserem Kollektiv, waren Ischdmie
und Cisplatin allerdings nicht die Risikofaktoren fiir das Auftreten der AKI oder seiner
Persistenz. Die Expression von miRNAs ist nur bedingt gewebeabhédngig, wird aber auch
durch den Weg der Schiadigung beeinflusst. Ein Vergleich der Ergebnisse kann daher
nicht ohne weiteres erfolgen und weitere groBBer angelegte Studien sind notig, da bisher
hdufig sehr kleine und spezielle Kollektive betrachtet wurden, welche nur vorlaufige

Ergebnisse liefern und keine allgemeingiiltigen Erkenntnisse statuieren konnen.

miR-107

Die miR-107 gehdrt zu einer ganzen miRNA-Familie, die AKI auf verschiedenen Wegen
beeinflussen. Finnerty et al. zeigten, dass die miR-107 bei verschiedenen Krankheiten,
darunter neurodegenerative Erkrankungen und Neoplasien iiber eine Regulation von
Angiogenese und Stressantwort einer Rolle spielt (Finnerty et al., 2010). Wang et al.
wiederum fanden heraus, dass die miR-107 bei Sepsis die Sekretion von TNF-a anregt
und zu einer direkten Schiddigung der Nierenzellen fithrt (Wang et al., 2017). 26 %
unserer Patienten mit persistierender AKI waren bei Einschluss septisch und die miR-107
war in dieser Gruppe an Tag 1 nach Diagnosestellung deutlich gegeniiber der Gruppe mit
Erholung der Nierenfunktion {iiberexprimiert (p=0,0334, AUROC =0,70). Ein
Zusammenhang der septischen Komponente und ausbleibenden Nierenerholung kénnte
damit bestitigt sein. Allerdings litten auch in der Gruppe mit Erholung der

Nierenfunktion 17 % der Patienten unter einer Sepsis. Eine Analyse, die Patienten nicht
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nur nach Erholung von und Persistenz der AKI, sondern auch anhand der

wahrscheinlichsten Ursache der AKI differenziert, konnte hier tiefere Einblicke liefern.

miR-192-5p

Die miR-192-5p als zirkulierende miRNA wurde als potentieller Kandidat zur friithen
Diagnose von AKI identifiziert (Zou et al., 2017). Chen et al. zeigten, dass die
miR-192-5p bei vancomycin-induzierter Nierenschddigung hochreguliert ist. Sie konnte
an der Entwicklung der AKI beteiligt sein (Chen et al., 2016). Ledeganck et al. fanden sie
2019 bereits zwei Stunden nach Aufnahme auf die Intensivstation nach
kardiochirurgischen Eingriffen vermehrt exprimiert und beschrieben sie als frithen
Marker der Nierenschidigung (Ledeganck et al., 2019). Als zweithaufigster Risikofaktor
fiir eine AKI, waren kardiale Operationen bei sogar 40 % unserer Patienten Grund fiir die
Aufnahme auf die Intensivstation. Auch wenn bisher nur als Marker fiir eine AKI
beschrieben, ist es doch denkbar, dass eine Hochregulation der miR-192-5p auch die
Erholung der Nierenfunktion hemmt. Interessanterweise zeigten Newbury et al., dass die
miR-192-5p bei Patienten, die sich innerhalb von 90 Tagen nicht von einer AKI erholten,
im Urin deutlich reduziert nachzuweisen war (Newbury et al., 2021). Dies bietet erneut
Spielraum  fiir  Uberlegungen beziiglich der Untersuchung verschiedener
Korperfliissigkeiten. Scheinbar kann die Ausprdgung sehr variabel sein. Das muss in
kiinftigen Studien und bei der Wahl zu untersuchenden Materialien unbedingt bedacht

werden.

MiRNAs wurden bereits in Bezug auf diverse physiologische und pathologische Prozesse
und in Verbindung mit verschiedenen Organsystemen beschrieben. Héufig sind sie nicht
nur einem Organ oder einer Erkrankung zuzuordnen und unterliegen zahlreichen
Einfliissen und Wechselwirkungen. Haufig sind die Patienten multimorbide, sodass es oft
verschiedene Ursachen fiir die differentielle Expression der miRNAs gibt. Es ist
auBerdem denkbar, dass weniger eine einzelne, als vielmehr das gemeinsame Auftreten
verschiedener miRNAs entscheidend sind (Jones et al., 2018). Durch Kombination
gewebe- und erkrankungsspezifischer miRNAs konnte die Aussagekraft verbessert
werden. Weiterfithrende, groBBer angelegte Studien mit tiefergehender Unterscheidung
der Patientengruppen, beispielsweise nach Ursache der AKI, und mit Untersuchungen
verschiedener Korperfliissigkeiten sind notwendig und bereits in Planung, um die

Ergebnisse zu validieren.
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Einordnung als prognostische Marker

Um den prognostischen Mehrwert von miRNAs vor allem auch im Vergleich mit anderen
Biomarkern einzuordnen, erstellten wir ROC-Kurven und berechneten die AUROCS an
Tag 1. Es ergaben sich fiir alle vier miRNAs AUROC:s iiber 0,5 (Tabelle 23). Den besten
pradiktiven Wert zeigte dabei die miR-125b-5p (AUROC = 0,78). Dewitte et al. stellten
in ihrer Arbeit die Vorhersagekraft sowohl alter, als auch neuer Biomarker dar. Im
Vergleich sind insbesondere Harnstoff und Kreatinin mit AUROCSs bis maximal 0,7 den
miRNAs etwas unterlegen. Uberlegen war die kinetische eGFR mit einer AUROC von
0,87, wobei diese wiederum vom Serumkreatinin abhéngig ist und den bereits benannten
Einfliissen unterliegt (Dewitte et al., 2015). Auch neue Biomarker wurden entsprechend
ithrer Vorhersagekraft der Nierenerholung untersucht. Hoste et al. zeigten in der RUBY-
Studie, fiir den CCL-14 eine AUROC von 0,83 (Hoste et al., 2020). Er ist damit ein sehr
verldsslicher Parameter und unseren miRNAs {tberlegen. NGAL, BNP und die
Kombination aus beiden im Plasma konnten eine Erholung nach AKI nicht valide
vorhersagen (AUROC je nach Zeitpunkt 0,5 bis 0,63) (Fiorentino et al., 2019). Bei
Srisawat et al. schnitt NGAL im Plasma bei der Vorhersage der Erholung einer AKI vom
RIFLE-Stadium F mit einer AUROC von 0,71 jedoch besser ab (Srisawat et al., 2011a).
In weiteren Studien wurde NGAL im Urin gemessen. Aregger et al. zeigten, dass NGAL
als pradiktiver Marker fiir Mortalitdt (AUROC = 0,81), Erholung von (AUROC = 0,70)
und Schwere der AKI (AUROC = 0,69) angenommen werden konnte (Aregger et al.,
2014). Die RUBY-Studie fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen fiir NGAL im Urin bei der
Vorhersage der Persistenz einer AKI Stadium 3 (AUROC etwa 0,75) (Hoste et al., 2020).
Ein weiterer hinreichend viel untersuchter Marker ist das IGFBP7. Es konnte mit einer
AUROC von 0,74 die Erholung nach AKI und mit einer AUROC von 0,68 die Mortalitét
vorhersagen (Aregger et al., 2014).

Teilweise haben Kombinationen aus mehreren Markern noch deutlich bessere Ergebnisse
erbracht. So zeigten Han et al., dass die Kombination von NGAL, KIM-1 und NAG csa-
AKI deutlich besser vorhersagen konnte als jeder Wert allein (Han et al., 2009). In einer
Studie von Meersch et al. wurde das Produkt von TIMP-2 und IGFBP7 ([TIMP-
2]*[IGFBP7]) im Urin von Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen untersucht und
konnte einerseits mit einer AUROC von 0,81 die Entwicklung einer AKI und andererseits
auch die Erholung nach AKI (AUROC = 0,79) vorhersagen (Meersch et al., 2014). Bei

Patienten mit septischem Schock konnte dieses Ergebnis nicht bestétigt werden und
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[TIMP-2]*[IGFBP7] differenzierte nur ungeniigend zwischen transienter und
persistierender AKI (AUROCs von 0,57 bis 0,70) (Titeca-Beauport et al., 2020). Auch
hier scheinen die Marker also nicht nur durch die AKI, sondern auch durch die Ursache
beeinflusst zu werden. Die Untersuchung, ob eine Kombination mehrerer miRNAs noch
bessere Ergebnisse liefert, ist derzeit in der Uberpriifung und in einer groBer angelegten

Studie sollte unbedingt auch nach Atiologie der AKI differenziert werden.

Unsere vier miRNAs haben damit auch im Vergleich mit anderen Biomarkern eine gute
prognostische Aussagekraft zur Erholung der Nierenfunktion innerhalb von sieben Tagen
nach hohergradiger AKI (Stadium 2 oder 3 nach KDIGO). Sollte sich das Ergebnis auch
in groBer angelegten Studien bestdtigen, konnte die Bestimmung der miRNAs das
therapeutische Vorgehen, zum Beispiel in Bezug auf eine nephroprotektive Therapie oder
auf den Beginn einer RRT, bahnen. Ist absehbar, dass die Nierenfunktion sich nicht
zeitnah erholt, konnte die RRT so frither initiiert werden, um die Auswirkungen der
verminderten Nierenfunktion zu minimieren. Auf der anderen Seite konnte abgewartet
werden, wenn vorhersehbar ist, dass die Nierenfunktion sich erholt und damit Risiken der

RRT vermieden werden. Dies ist nur ein moglicher Angriffspunkt.
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4.3 Ausblick

Unsere Ergebnisse wurden anhand einer kleinen Kohorte an nur einem Zentrum
gefunden. Wegweisend wire es, eine Studie mit deutlich mehr Patienten durchzufiihren,
um die Ergebnisse zu priifen. Unsere Arbeitsgruppe plant daher bereits eine weitere
Studie. In dieser sind auerdem engmaschigere Blut- und Urinentnahmen vorgesehen,
um den Zeitpunkt des hochsten pradiktiven Mehrwerts der miRNAs festzustellen. Eine
Unterscheidung der Patienten nach Ursache der AKI, beispielsweise Sepsis oder
kardiochirurgische FEingriffe, konnte den Einfluss dieser minimieren und so die
Aussagekraft der miRNAs in Bezug auf die Erholung nach AKI verbessern. Ebenso ist
eine multizentrische Durchfiihrung wichtig, um eine Selektionsbias und Einfliisse durch

klinikinterne Behandlungsstandards zu minimieren.

Viele Marker der Nierenfunktion und Nierenerholung werden im Urin bestimmt. Wir
haben uns bisher auf die Untersuchung der differentiellen Expression im Serum
konzentriert. Im Verlauf sollen die entnommenen Urinproben ebenfalls untersucht
werden und so die Invasivitit der Entnahme verringert und Vergleichbarkeit mit anderen
Markern verbessert werden. Ebenso wird {berpriift, ob die Kombination mehrerer

miRNAs die Aussagekraft noch erhéhen kann.

Mit der Untersuchung der Zusammenhénge und Identifikation der Zielstrukturen werden
miRNAs immer Ofter Gegenstand therapeutischer Ansitze. Denkbar und auch bereits in
einigen Studien untersucht, ist die Einflussnahme auf Hoch- oder Herunterregulation von
miRNAs, um den Fortgang der Erkrankungen zu beeinflussen. In unserem konkreten Fall
wire ein Ansatz, die Uberexpression der miRNAs zu verhindern und dadurch die
Erholung der Nierenfunktion zu férdern oder vielleicht auch erst zu ermdglichen. Die
Studienlage hierzu steht noch ganz am Anfang und ist sehr vielversprechend. Cheng und
Wang beschrieben bereits, dass die miR-122-5p durch die IncRNA XIST gebunden und
so ihr proinflammatorischer und proapoptotischer Effekt reduziert werden konnte (Cheng
and Wang, 2020). Auch durch Hemmung der miR-107 konnte in vitro ein
nephroprotektiver Effekt beschrieben werden (Wang et al., 2017).

MiRNAs sind zwischen verschiedenen Spezies stark konserviert, sodass sie exzellente
Kandidaten fiir praklinische Studien an Nagern darstellen. Die Ergebnisse kdnnen dann
auf den Menschen iibertragen werden, wie es Sun et al. 2016 und Zhang et al. 2017

zeigten (Sun et al., 2016, Zhang et al., 2017). Dennoch ergeben sich bei der Ubertragung
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Schwierigkeiten. Die grofBite ist, dass Verdnderungen an miRNAs oder die Regulation
threr Auspragung nicht nur einen zell- oder gewebespezifischen Effekt hétten, sondern
auch Verdnderungen in anderen Geweben verursachen konnten. Eine mogliche Losung
wire eine Kopplung mit gewebespezifischen Peptiden oder Antikorpern. Bisher gibt es
nur wenige Studien in diesem Feld und trotz erster Erfolge treten auch immer wieder
gravierende Nebenwirkungen auf, die den Abbruch von Studien erforderlich machen. Zu
den bisher erfolgten klinischen Studien gehoren beispielsweise der Einsatz von
anti-miR-21 bei Alport-Nephropathie (Tapparo et al., 2019), die Behandlung mit
anti-miR-22 bei Hepatitis C (Janssen et al., 2013) und die Erkenntnis, dass eine Inhibition
von miR-21 zu vermehrten Ischamie-Reperfusionsschiden der Niere fiihrt (Song et al.,

2018).
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4.4 Schlussfolgerung

Die Akute Nierenschidigung (Acute Kidney Injury, AKI) ist ein globales Problem, das bis
zu 10 % der hospitalisierten und sogar bis zu 50 % der Patienten auf Intensivstationen
betrifft. Insbesondere eine ldnger anhaltende Nierenfunktionsstorung erhoht die
Morbiditdit und Mortalitit der Patienten erheblich. Nachdem es jahrelang sehr
unterschiedliche Ansidtze zur Definition einer AKI gab, wurde 2012 durch die Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) eine Konsensusdefinition erarbeitet, die
auf einer Erhohung des Serum-Kreatinins und/oder einer Verminderung der Diurese
beruht. Obwohl diese Marker zahlreichen Einfliissen abseits der Nierenfunktion
unterliegen und erst bei einer weit fortgeschrittenen Schidigung Abweichungen zeigen,

ist sie weiterhin die meistgenutzte Definition.

Hauptrisikofaktoren fiir das Auftreten einer AKI sind Sepsis, grofe, insbesondere
herzchirurgische, FEingriffe und der Einsatz nephrotoxischer  Substanzen.
Schwerwiegenden Folgen umfassen ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse.
die Entwicklung einer CKD, lidngere Krankenhausverweildauern und eine erhdhte
Mortalitdt. Die Prdvention von Nierenschidden, die Identifikation von vulnerablen
Patienten und die Fritherkennung einer AKI sind deshalb duBerst relevant. Therapeutische
Optionen, neben Nierenersatzverfahren (renal replacement therapy, RRT) existieren
bisher nicht. Auch eine klare Handlungsempfehlung zum Einsatz dieser fehlt bis dato,
wobei die Studienlage ein eher abwartendes Verhalten nahelegt. Eine persistierende AKI
ist mit einer schlechteren Prognose und einer erh6hten Mortalitét assoziiert. Die Erholung
der Nierenfunktion ist deshalb in den vergangenen Jahrzehnten immer weiter in den
Fokus der Untersuchungen geriickt und in der jiingeren Forschung wurden grofle

Anstrengungen unternommen, neue Marker der Erholung zu finden.

MiRNAs konnten in Zukunft bei der Fritherkennung von Nierenschiden, als
prognostische Marker fiir die Erholung der Nierenfunktion und auch als therapeutische
Angriffspunkte von grolem Nutzen sein. Die miR-107, miR-122-5p, miR-125b-5p und
miR-192-5p zeigten in unserer Studie an Tag 1 nach Diagnosestellung eine differentielle
Expression im Plasma von Patienten mit Erholung von oder Persistenz einer AKI bis
Tag 7. Am siebten Tag konnten keine signifikanten Unterschiede mehr beobachtet
werden. Die miR-107, miR-122-5p, miR-125b-5p und miR-192-5p kommen damit als

frithe prognostische Marker fiir die Erholung nach Nierenschidigung in Frage.
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Unsere Ergebnisse konnten dazu beitragen, die Prognose von AKI-Patienten friihzeitig
abzuschétzen und damit bei wichtigen Therapieentscheidungen, wie der Einleitung einer
Nierenersatztherapie, unterstiitzen. So konnte bei erwarteter Erholung der Nierenfunktion
die Indikation eher restriktiv gestellt und somit Komplikationen einer RRT verhindert
werden. Bei der Pradiktion einer AKI-Persistenz konnte hingegen friihzeitig eine RRT
initiiert und damit unerwiinschten Effekten der Nierenschidigung, wie
Volumeniiberladung und Elektrolytverschiebung, vorgebeugt werden. AuBerdem
konnten Patienten entsprechend an spezialisierte Zentren verlegt werden und bei langerer
Persistenz zur Nachsorge nach AKI und Fritherkennung einer CKD gezielt eine
ambulante Anbindung eingeleitet werden. Weiterhin gibt es bereits Bestrebungen die
miRNA-Expression und damit den Fortgang verschiedener Erkrankungen positiv zu
beeinflussen. Konnten hier explizit mit AKI und Erholung von AKI vergesellschaftete
miRNAs moduliert werden, wiirde dies moglicherweise den Grundstein flir eine

urséchliche Therapie der AKI legen.

MiRNAs haben als Marker der Friiherkennung einer Erholung nach AKI das Potential,
Einfluss auf Morbiditdt und Mortalitdt, sowie auf die akute und auch langfristige
Betreuung betroffener Patienten zu nehmen. Weitere, groBBere angelegte Studien zur
Validierung der Ergebnisse dieser Pilotstudie und tiefergehenden Untersuchung sind

bereits in Planung.
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Anhang

RIFLE

KDIGO

Veréffentlichung

2004

2007

2012

Nicht genau definiert.

Wenn nicht vorhanden, mittels MDRF-
Gleichung basierend auf einer GFR

niedrigster Wert nnerhalb von 48
Stunden

Nicht genau definiert.

Wenn nicht vorhanden, niedrigstes SCr
wihrend des Krankenhausaufenthaltes

celi - . 2
Baf’e]!"‘? von 75ml/min/1,73m" berechnen oder
Kreatinin mittels der MDRF-Gleichung basierend
auf einer GFR von 75ml/min/1,73m"
berechnet, sofern kein Grund zur
Annahme einer CKD besteht.
Diagnose und Stadieneinteilung: Diagnose: 48 Stunden Diagnose: Anstieg des SCrum 50%
Zeitintervall innerhalb von 7 Tagen oder um
Innerhalb von 1 bis 7 Tagen und mehr . /dl i o
& Stadieneinteilung: 1 Woche 0.3mg/dl in 48 Stunden
als 24 Stunden andauernd
Kriterien St. Kreatinin Diurese St Kreatinin Diurese St. Kreatinin Diurese
. . . Anstieg SCr auf
Anstieg SCr auf - Anstieg SCr auf . . . o g
15-1.9x BL-Cr < 0,5 ml/kg/h fiir 1.5-1.9% BL-Cr < 0,5 ml/kg/h fiir l»_S-I,f‘)x BL-Cr < 0,5 ml/kg/h fiir
(in 7 Tagen)
Risk | oder 6-12 Stunden 1 oder 6-12 Stunden 1 oder 6-12 Stunden
Abfall der GFR Anstieg um > 0,3 Anstieg um 2 0,3
=25%, me/dl mg/dl (in 48
- = Stunden)
Anstieg SCr auf’ e X - -
2029 BL -Cr | < 0.5 ml/kg/h fiir < 0,5 ml/kg/h fur < 0,5 ml/kg/h fiir
. N ., . Anstieg SCr auf 5 . 5 Anstieg SCr auf .
Injury | oder > 12 Stunden 2 2.0-2.9x BL -Cr > 12 Stunden 2 2.0-2.9x BL -Cr > 12 Stunden
Abfall der GFR >
50%
Anstieg Scr auf B Teah Anstieg Scr auf Teah 5 Anstieg Scr auf ) Neofh fi
3.0x BL-Cr < 0.3 ml/kg/h fir 3.0% BL-Cr <03 mlrkg/h fiir 3.0x BL-Cr <0,3 mlkg/h fiir
oder > 24 Stunden oder > 24 Stunden oder = 24 Stunden
SCr = 4,0 mg/dl
Abfall der GFR > oder mit E'II'ICITI akuten oder SCr> 4,0 mg/dl oder
Failure 75% 3 Anstieg = 3
u 0,5mg/dl -
oder Anurie fir Oder RRT Anurie fir oder Anurie fiir
SCr = 4,0 mg/dl
mit e}mﬂ\n akuten > 12 Stunden > 12 Stunden RRT > 12 Stunden
Anstieg >
0.5mg/dl

Tabelle 24 Gegeniiberstellung der Definitionen der Akuten Nierenschidigung (Acute Kidney
Injury, AKI), wie sie sich iiber die Jahre entwickelt haben. 2004 erstellte die Acute Dialysis
Initiative (ADQI) Group die RIFLE-Kriterien (Risk, Injury, Failure, Loss, Endstage), 2007
wurden diese durch das Acute Kidney Injury Network (AKIN) iiberarbeitet und die Stadien 1 bis
3, sowie die Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens (Renal Replacement Therapy, RRT) als
Kriterium hinzugefiigt. 2012 kam es zu einer erneuten Uberarbeitung der Definition durch die
Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) und der Beobachtungszeitraum wurde von
48 Stunden auf 7 Tage verlingert. MDRD - Modification of Diet in Renal Disease; GFR -
Glomeruldre Filtrationsrate; SCr - Serum-Kreatinin, BL-Cr - Baseline-Kreatinin, Serum-
Kreatinin im stabilen Zustand. Tabelle in Anlehnung an Siew and Davenport, 2015.
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Patienten- BL- 1,5-faches Nierenersatz-

Nummer Kreatinin BL-Kreatinin  Kreatinin an t7 verfahren
1 1,00 1,50 1,20 ja
2 1,50 2,25 0,90 ja
3 0,90 1,35 2,40 ja
4 1,60 2,40 0,80 ja
5 1,70 2,55 1,20 ja
7 1,34 2,01 4,50 ja
8 1,16 1,74 ja
9 1,60 2,40 2,50 ja
10 1,10 1,65 1,20 ja
11 0,60 0,90 1,20 nein
12 1,20 1,80 1,10 ja
13 0,50 0,75 0,70 nein
14 1,30 1,95 2,30 ja
15 1,10 1,65 nein
16 1,40 ja
17 1,00 1,50 1,10 ja
18 1,20 1,80 ja
19 1,00 1,50 ja

20 1,06 1,59 2,00 ja
21 1,10 1,65 nein
22 0,90 1,35 1,60 ja
23 0,90 1,35 2,00 ja
24 0,90 1,35 ja
25 0,90 1,35 2,60 ja
26 1,30 1,95 1,50 ja
27 1,00 1,50 1,40 ja
28 0,70 1,05 0,70 ja
29 1,20 1,80 nein
30 1,30 1,95 nein
31 1,10 1,65 2,10 ja
32 1,50 2,25 1,50 nein
33 1,40 2,10 3,00 ja
34 0,90 1,35 nein
35 1,50 2,25 2,20 nein
36 1,10 1,65 1,50 nein
37 1,40 2,10 ja
38 1,40 2,10 2,80 ja
39 1,50 2,25 2,30 ja
40 1,20 1,80 1,30 ja
41 1,50 2,25 1,40 ja
42 0,80 1,20 1,00 nein
43 0,90 1,35 0,80 ja
44 1,10 1,65 2,10 nein
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45 1,10 1,65 5,50 ja
46 1,00 1,50 ja
47 1,16 1,74 1,70 nein
48 0,70 1,05 2,80 ja
49 1,30 1,95 1,30 nein
50 1,20 1,80 3,50 nein
51 1,10 1,65 3,00 ja
52 0,90 1,35 1,10 nein
53 0,80 1,20 1,30 nein
54 1,10 1,65 nein
55 1,40 2,10 1,40 nein
56 0,90 1,35 0,62 ja
57 1,10 1,65 ja
58 1,40 2,10 2,65 ja
59 0,93 1,40 1,49 ja
60 0,69 1,04 1,43 nein
61 1,29 1,94 1,34 ja
62 0,96 1,44 1,13 nein
63 0,57 0,86 1,87 nein
64 0,58 0,87 0,55 nein
65 0,84 1,26 1,95 nein
66 1,10 1,65 1,22 nein
67 0,81 1,22 0,88 ja
68 1,24 1,86 1,16 nein
69 1,08 1,62 3,83 nein
70 0,48 0,72 0,99 nein
71 1,20 1,80 1,85 ja
72 1,53 2,30 1,09 ja

Tabelle 25 Einteilung der Patienten zur Gruppe mit Nierenerholung oder persistierender AKI.
Die Einschdtzung erfolgte anhand des Verlaufs des Serumkreatinins. Kriterium war, ob bis t7
(eine  Woche nach Studieneinschluss) das Serum-Kreatinin ohne Anwendung eines
Nierenersatzverfahrens auf das 1,5-fache des Baseline-Wertes (BL) gefallen war. Das Baseline-
Kreatinin ist das Serum-Kreatinin in stabilem Zustand, also vor Aufireten der Nierenschddigung.
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