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Abstrakt

Englisch:

Introduction: Acute kidney injury (AKI) has a high prevalence among hospital patients and is associated
with unfavorable clinical courses. Novel biomarkers such as neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) improve the early detection of AKI, but they are sensitive to stimuli other than kidney injury. We
identified cation transport regulator homolog 1 (CHACL) as a potential new biomarker for early AKlI in a
mouse model of ischemia-reperfusion injury (IRI). The goal of this project was to translate these findings
into a clinical setting. Therefore, | developed a Western Blot protocol to evaluate the utility of urinary
CHACL in a cohort of patients who underwent unilateral clamping of the renal artery inducing IRI during
partial nephrectomy. Secondly, | put together a case series including patients with different forms of AKI
to determine promising clinical settings for future research.

Methods: The study population consisted of 37 patients. 27 underwent partial nephrectomy with unilateral
clamping of the renal artery (group 1). 10 patients underwent partial nephrectomy without renal ischemia
(group 2). Urinary samples were collected before surgery and serially after surgery. The case series
consisted of 15 patients with different forms of AKI and 26 patients without AKI (control group) donating
one urine sample each. Urinary CHAC1 was detected by Western blotting. Semiquantitative analysis of
band intensity was performed using ImageJ calibrating to known quantities of recombinant CHAC1 loaded
onto adjacent lanes. Urinary NGAL and calprotectin were measured using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA).

Results: In patients undergoing partial nephrectomy with renal ischemia urinary CHAC1-concentrations
significantly increased compared to preoperative baseline from 6h up to 3 days after surgery. In group 2
there was no significant increase in CHAC1-concentrations after surgery. Highest CHAC1- concentrations
in group 1 were reached 6h after surgery. There was no significant difference in the highest change from
baseline CHAC1 after surgery between the two groups (p=0,77). Regarding the case series, CHAC1 was
detectable in all samples of AKI patients and concentrations were significantly higher than in patients
without AKI (p<0,001).

Conclusion: Urinary CHACL1 is a promising new biomarker for the detection of AKI. It is detectable in the
urine of patients with different forms of AKI using Western blot. In the setting of AKI after unilateral renal
ischemia, a rather mild form of AKI, CHACL shows a low diagnostic value. Future studies in different
clinical settings need to further evaluate the diagnostic value of urinary CHAC1.



Deutsch

Einleitung: Die akute Nierenschadigung (AKI) hat eine hohe Pravalenz bei hospitalisierten Patienten und
ist mit ungtinstigen klinischen Verlaufen assoziiert. Neue Biomarker, wie neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL), verbessern zwar die friihe Detektion einer AKI, kdnnen jedoch von diversen
Storfaktoren beeinflusst werden. Wir haben cation transport regulator homolog 1 (CHACL1) in einem
Mausmodell der Nierenschadigung durch Ischdmie-Reperfusion (IRI) als potenziellen neuen Biomarker
der hyperakuten Nierenschadigung identifiziert. Ziel dieser Arbeit ist die Ubertragung der Ergebnisse in
ein klinisches Setting. Hierzu wurde zunédchst ein Western Blot-Protokoll entwickelt, das zur Messung von
CHACL1 im Urin bei einer Kohorte von Patienten verwendet wurde, bei denen durch unilaterales
Abklemmen der Nierenarterie wahrend einer Teilnephrektomie eine IRI induziert wurde. Zusatzlich wurde
eine Fallserie mit Patienten mit verschiedenen AKI-Formen zusammengestellt, um potenziell
vielversprechende klinische Szenarien fiir zukinftige Studien zu identifizieren.

Methoden: Die Studienpopulation bestand aus 37 Patienten, von denen 27 eine Teilnephrektomie mit
unilateralem Abklemmen der Nierenarterie erhielten (Gruppe 1). 10 Patienten erhielten eine
Teilnephrektomie ohne renale Ischdmie (Gruppe 2). Urinproben wurden préoperativ sowie einmal taglich
im postoperativen Verlauf entnommen. Die Fallserie umfasste 15 Patienten mit verschiedenen AKI-Formen
und 26 Patienten ohne AKI (Kontrollgruppe), von denen jeweils eine Urinprobe gesammelt wurde. CHAC1
im Urin wurde mittels Western Blot gemessen. Die Ergebnisse wurden mittels ImageJ semiquantitativ
ausgewertet, wobei fur alle Messungen eine Kalibrierung zu bekannten Konzentrationen von
rekombinantem CHACL durchgefiihrt wurde. NGAL und Calprotectin im Urin wurden mittels enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) gemessen.

Ergebnisse: Die Patienten in Gruppe 1 wiesen sechs Stunden postoperativ sowie bis zum dritten
postoperativen Tag signifikant hthere CHAC1-Konzentrationen auf als praoperativ. In Gruppe 2 war
postoperativ kein signifikanter Anstieg der CHAC1-Konzentration zu beobachten. Die héchste CHAC1-
Konzentration wurde in Gruppe 1 sechs Stunden nach der Operation erreicht. Es konnte kein signifikanter
Unterschied der maximalen postoperativen Konzentrationsanderung von CHAC1 gegenlber dem
praoperativen Ausgangswert zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p=0,77). Im Rahmen der
Fallserie konnte CHACL bei allen AKI-Patienten im Urin gemessen werden und die Konzentrationen lagen
signifikant hoher als bei Patienten ohne AKI (p<0,001).

Schlussfolgerung: CHACL im Urin ist ein vielversprechender neuer Biomarker zur Detektion einer AKI.
CHACL1 kann im Urin von Patienten mit verschiedenen AKI-Formen mittels Western Blot nachgewiesen
werden. Im Setting der AKI nach unilateraler Ischdamie (eher milde Form der AKI) zeigt CHAC1 insgesamt
eine niedrige diagnostische Wertigkeit. Aufbauend auf die vielversprechenden Ergebnisse der Fallserie
kénnen zukinftig weitere Studien in verschiedenen klinischen Settings durchgefiihrt werden, um die
diagnostische Qualitat von CHAC1 weitergehend zu evaluieren.
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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit untersucht die diagnostische Qualitat des Proteins cation transport
regulator homolog 1 (CHAC1) als Biomarker fur die Detektion der akuten Nierenschadigung

(engl. acute kidney injury, AKI).

1.1.  Definition und Klassifikation der akuten Nierenschadigung

Die akute Nierenschadigung ist ein Syndrom, das durch eine plotzlich einsetzende, rasche
Abnahme der exkretorischen Nierenfunktion gekennzeichnet ist, die sich tGber Stunden bis Tage
entwickelt und prinzipiell reversibel ist. Folgen der Nierenfunktionseinschrankung sind eine
Akkumulation harnpflichtiger Substanzen (z.B. Kreatinin und Harnstoff) und Stérungen des

Flussigkeits-, Elektrolyt- und Saure-Basen-Haushaltes. (1,2)

Die AKI ist ein hdufiges und potenziell lebensbedrohliches Krankheitsbild (1). AKI-Patienten
zeigen eine deutlich erhthte kurzfristige Morbiditat und Mortalitat mit steigenden Mortalitatsraten
je nach Stadium der Erkrankung. Zudem bestehen auch langfristig nach einem AKI eine erhthte
Mortalitat sowie ein erhohtes Risiko flr kardiovaskuldre Ereignisse und die Entwicklung einer

chronischen Nierenerkrankung. (3-6)

Die Klassifikation der AKI erfolgt seit 2012 anhand der Leitlinien der Kidney Disease — Improving
Global Outcomes - Gruppe (KDIGO). Diese verbinden die RIFLE-KTriterien (Akronym flr Risk,
Injury, Failure, Loss, and End stage renal disease) von 2004 und die Acute Kidney Injury Network
- Kriterien (AKIN) von 2006 zu einer einheitlichen Definition (7). Tabelle 1 zeigt die KDIGO-
Stadieneinteilung: Je nach Serumkreatinin-Wert und Urinausscheidung wird die AKI in drei

Stadien einteilt.



Tabelle 1 KDIGO-Stadieneinteilung der akuten Nierenschadigung. AKI Akute Nierenschédigung (engl. acute kidney injury),
KDIGO Kidney Disease — Improving Global Outcomes (modifiziert nach (7))

AKI-Stadium | Serumkreatinin Urinausscheidung

1 1,5- bis 1,9-facher Anstieg innerhalb | < 0,5 ml/kg/h tiber mehr als sechs
von sieben Tagen oder Anstieg > 0,3 | Stunden
mg/dl innerhalb von 48 Stunden

2 2,0- bis 3,9-facher Kreatininanstieg < 0,5 ml/kg/h Gber mehr als zwolf
Stunden
3 > 3-facher Kreatininanstieg oder < 0,3 ml/kg/h uber mehr als 24

Serumkreatinin > 4 mg/dl mit einem | Stunden oder fehlende
akuten Anstieg > 0,5 mg/dl Urinausscheidung (Anurie) fur >

zwolf Stunden

Die AKI ist ein klinisches Syndrom mit sehr heterogener Atiologie. Anhand verschiedener

pathophysiologischer Ursachen kann die AKI in die folgenden drei Gruppen (inklusive Angabe

der jeweiligen relativen Haufigkeit) unterteilt werden:

Prarenale Nierenschadigung (60%): Hier fihrt eine renale Minderperfusion zum
Funktionsverlust der Nieren. Ursachen kdnnen unter anderem eine Hypovolamie durch
Dehydratation oder ein Abfall des arteriellen Blutdruckes bei schwerer Herzinsuffizienz
sein. Tubulare und glomeruldre Strukturen sind zunachst noch intakt. Bei langerem
Bestehen der verminderten Perfusion droht jedoch der Ubergang in eine intrarenale AKI
durch Tubulusnekrosen. Kann die zugrundeliegende Ursache beseitigt werden, ist der

renale Funktionsverlust unmittelbar reversibel. (2)

Intrarenale Nierenschadigung (35%): In diesem Fall fihrt eine direkte Schadigung der
Niere zum Funktionsverlust. Makrovaskuldre Erkrankungen (z.B. Vaskulitiden),
mikrovaskulére Erkrankungen (z.B. IgA-Nephritis, Rapid-progressive
Glomerulonephritis) oder eine akute tubulointerstitielle Nephritis/Akute Tubulusnekrose
(ATN) konnen zu einer intrarenalen AKI fiihren. Die Regenerationszeit ist in der Regel
deutlich langer als bei einer prérenalen Nierenschadigung, da eine spezifische Therapie der
Grunderkrankung (z.B. Immunsuppression) erst wirken muss oder die Wirkung

nephrotoxischer Substanzen erst abklingen muss. (2)



e Postrenale Nierenschadigung (5%): Hier fuhrt eine Abflussbehinderung des Harns zum
Funktionsverlust der Niere. Ursachen kénnen entweder angeborene Fehlbildungen oder
erworbene Abflusshindernisse im Bereich der Nierenbecken, der Harnleiter, der Blase oder
der Harnrohre sein. Erworbene Hindernisse kénnen beispielsweise maligne Tumoren,
Harnsteine oder bei Mannern eine benigne Prostatahyperplasie sein. Nach Beseitigung der

Ursache ist die postrenale AKI schnell reversibel. (2)

1.2.  Diagnostik und Therapie der akuten Nierenschadigung

Diein 1.1 beschriebene KDIGO-KIlassifikation bildet derzeit die Grundlage fur Diagnosestellung
und Therapieevaluation der AKI. Zur weiteren Differentialdiagnostik stehen verschiedene

diagnostische Tools zur Verfligung.

Im Klinischen Alltag kénnen durch Anamnese und korperliche Untersuchung bereits viele
Informationen gewonnen werden, beispielsweise durch das Erfassen vorhandener
pradisponierender Faktoren des Patienten fir die Entwicklung einer AKI sowie extrinsischer
Risikofaktoren, denen der Patient ausgesetzt ist. Wichtige Faktoren sind in Tabelle 2

zusammengefasst. (8)

Tabelle 2 Risikofaktoren und prédisponierende Faktoren einer akuten Nierensch&digung (modifiziert nach (8))

Risikofaktoren (extrinsisch) Pradisponierende Faktoren (intrinsisch)
Sepsis Dehydratation oder Hypovolamie

Schock Fortgeschrittenes Alter

Verbrennung Weibliches Geschlecht

Trauma Chronische Nierenerkrankung
Herzchirurgischer Eingriff (insbesondere bei Chronische Erkrankungen von Herz, Lunge
Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine) und Leber

Grol3er nicht-herzchirurgischer Eingriff Diabetes mellitus

Nephrotoxische Medikamente, Kontrastmittel ~ Tumorerkrankungen
Gifte Anémie
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Zur Abschétzung der Nierenfunktion wird allgemein die glomerulére Filtrationsrate (GFR)
genutzt, die mithilfe einer Inulin- oder Kreatinin-Clearance gemessen werden kann. Die
Bestimmung der GFR mithilfe des Zuckermolekdls Inulin ist zwar exakter, wird jedoch in der
Klinik selten verwendet, da Inulin zundchst intravends verabreicht werden muss. Kreatinin
hingegen ist ein korpereigenes Abbauprodukt, das von der Niere filtriert, sekretiert und im Urin
ausgeschieden wird. Fir beide Verfahren wird neben einer Blutprobe ein 24-Stunden-Sammelurin
benotigt. Die Gewinnung des 24-Stunden-Sammelurins ist in der Praxis allerdings relativ
aufwandig und fehleranfallig. Als Alternative wurden daher verschiedene Formeln zur
Abschétzung der GFR auf Basis des Serumkreatinin-Wertes entwickelt. Die Serumlevel von
Kreatinin sind jedoch nicht nur abh&ngig von der renalen Ausscheidung, sondern kénnen durch
eine Vielzahl weiterer Faktoren wie Alter, Geschlecht, Muskelmasse und den Proteingehalt der
Erndhrung beeinflusst werden. Um diesen Umstand zu berticksichtigen, flieBen Alter, Geschlecht
und Hautfarbe in die Berechnung der GFR mit ein. (9-11)

Neben dem Serumkreatinin gibt es einige weitere laborchemische Blutuntersuchungen, mit denen
die Schwere der metabolischen Stérung beurteilt werden kann. Typische Laborbefunde kénnen
erhdhte Harnstoffwerte, eine Hyperkalidmie sowie erniedrigte Bikarbonat- und Calciumwerte sein
(12).

Zur Charakterisierung der Schwere und Art der Nierenschadigung ist die Urindiagnostik
(Urinstreifentest, -mikroskopie und -sediment) hilfreich Der Streifentest (U-Stix) liefert eine
rasche semiquantitative Messung von Erythrozyten, Leukozyten, Protein, Ketonkorpern und pH.
Im Urinsediment kdnnen bei einer AKI spezifische Elemente wie tubulére Epithelzellen, Kristalle
und verschiedene Zylinderformen sichtbar sein. AuRerdem kann die Anzahl der Leukozyten und
Erythrozyten im Sediment quantitativ und qualitativ beurteilt werden. (10,13-15)

Fur die Therapieplanung ist es entscheidend, die drei Subtypen der AKI (siehe 1. 1)
differentialdiagnostisch abzugrenzen. Die postrenale AKI lasst sich mittels bildgebender
Verfahren (z.B. Sonographie) meist eindeutig diagnostizieren. Schwieriger gestaltet sich die
differentialdiagnostische Unterscheidung zwischen pra- und intrarenaler Genese. Hier kénnen
neben anamnestischen Hinweisen auch weitergehende laborchemische Blut- und
Urinuntersuchungen zielfihrend sein. In Tabelle 3 werden relevante diagnostische Indizes

zusammengefasst. (2)
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Ein hdufig angefiihrter Parameter ist die Fraktionelle Natriumexkretion (FEna), die sich aus der
Natrium-Clearance bezogen auf die Kreatinin-Clearance berechnet (13). Bei préarenaler AKI ist
die tubulére Funktion trotz reduzierter GFR erhalten. Es wird daher ein eher konzentrierter Urin
mit niedrigem Natriumgehalt ausgeschieden und die FEna betrégt typischerweise <1%. Im
Gegensatz dazu wird bei intrarenaler AKI aufgrund der unzureichenden Wasser- und
Natriumrtckresorption der geschadigten Tubuluszellen ein eher verdunnter Urin mit niedrigem
Natriumgehalt ausgeschieden. Die FEna liegt hier >1%. Wenn der tubulére Natriumtransport
jedoch durch interne oder externe Faktoren beeinflusst wird, z.B. durch Diuretika, Glukosurie oder

chronische Urdmie, hat die FEna eine limitierte Aussagekraft (16). (2,17)

Ein weiterer Test zur Abschatzung der tubuldren Funktion ist der sogenannte Furosemid-Stress-
Test. Nach Gabe einer gewichtsadaptierten Dosis des Diuretikums Furosemid wird die
Urinausscheidung beurteilt. Bleibt eine Steigerung der Diurese aus, kann dies als Hinweis fir eine
tubulére Schadigung und somit eine intrarenale Nierenschadigung gewertet werden. (18)

Tabelle 3 Diagnostische Parameter zur Differenzierung von pra- und intrarenaler AKI. AKI Akute Nierenschadigung (engl. acute
kidney injury) (modifiziert nach (14))

Parameter Prarenale AKI Intrarenale AKI
Urin-Natrium (mmol/l) <10 30-90
Urin-/Plasmaosmolalitat (mosmo/kg) | > 1,1 0,9-1,05
Urin-/Plasmakreatinin > 15 <15

Fraktionelle Natriumexkretion (%) <1 >1

Eine rasche Evaluation von Patienten mit AKI ist entscheidend, um potenziell reversible Ursachen
zu detektieren und friihzeitig zu therapieren. Liegt keine spezifische Ursache vor oder kann diese
nicht gefunden werden, besteht das Management von Patienten mit AKI aus allgemeinen,
supportiven MaBnahmen und engmaschiger Uberwachung von Serumkreatinin  und
Urinausscheidung. Potenziell nephrotoxische Medikamente sollten, wenn mdoglich, vermieden
werden. (8,19)

Ab einem AKI-Stadium 2 (nach KDIGO) sollte eine Nierenersatztherapie in Betracht gezogen
werden, um das Auftreten urdmischer Symptome wie Enzephalopathie und Neuropathie durch das

rechtzeitige Einleiten einer Nierenersatztherapie zu vermeiden. (20,21)
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Verschiedene Aspekte der AKI stehen in den letzten Jahren vermehrt im Fokus der Forschung.
Neben der Uberarbeitung der KDIGO-KIassifikation gibt es einige weitere neue Entwicklungen,
darunter Verbesserungen der Nierenersatztherapie und die Entdeckung und Evaluation neuer
Biomarker zur Diagnostik der AKI (22).

1.3.  Neue Biomarker der akuten Nierenschédigung

Ein Biomarker ist ein Charakteristikum, das objektiv gemessen werden kann und als Indikator fur
physiologische  oder pathophysiologische  Prozesse, oder ein  pharmakologisches
Therapieansprechen evaluiert ist (23). Als Beispiel fur einen nahezu idealen Biomarker kann das
kardiale Troponin (T und I) angesehen werden. Das Protein Troponin wurde 1965 als Bestandteil
des cardiac myofibrillar apparatus beschrieben (24). Der erste Enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) fir Troponin wurde 1989 prasentiert (25). Seitdem wurden diverse Assays mit
verbesserter Sensitivitdt und Spezifitat entwickelt und das Troponin ist als Biomarker der

myokardialen Schadigung in der Definition des Myokardinfarktes verankert (26).

Nicht nur in der Kardiologie sind Biomarker wie das Troponin heute wichtige Bestandteile in der
Diagnostik verschiedenster Erkrankungen. Beispiele etablierter Biomarker aus anderen
Fachbereichen sind zum Beispiel Tumormarker, das C-reaktive Protein als Entziindungsparameter

oder das D-Dimer zum Ausschluss einer Thrombose oder Lungenarterienembolie. (27)

Ein idealer Biomarker der AKI sollte bei einer Nierenschadigung rasch ansteigen sowie
spezifische Hinweise auf die genaue Lokalisation und Ursache der Schadigung geben und
insgesamt moglichst viele der in Tabelle 4 aufgefiihrten Charakteristika erfullen (28).
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Tabelle 4 Charakteristika eines idealen Biomarkers der akuten Nierenschadigung. AKI Akute Nierenschadigung (engl. acute
kidney injury) (modifiziert nach (28,29))

Charakteristika eines idealen Biomarkers

Hohe Sensitivitat und Spezifitét fir eine akute Nierenschadigung

Rascher Anstieg (bevor die AKI klinisch sichtbar wird)

Zeitnaher Abfall bei Regeneration des betroffenen Gewebes

Sichere Differenzierung zwischen akuter und chronischer Nierenschadigung
Korrelation zum Grad der Schéadigung

Geeigneter Verlaufsparameter zum Monitoring des Therapieansprechens

Keine Beeinflussung durch demographische Faktoren und Begleiterkrankungen
Einfache und nicht-invasive Probengewinnung (Urin, Plasma)

Kostengunstige und schnelle Messung

Prédiktor fur Verlauf, Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie und Mortalitat

Die aktuelle KDIGO-KIlassifikation der AKI, die derzeit die Basis fur Diagnosestellung und
Therapieevaluation im Klinischen Alltag darstellt, beriicksichtigt das Serumkreatinin als einzigen
Laborparameter. Die Serumkreatinin-Werte steigen jedoch erst Uber die obere Normgrenze
hinweg an, wenn die GFR schon um mehr als die Halfte vermindert ist, da das Serumkreatinin mit
der GFR in Form einer Hyperbel-Funktion korreliert (2). Dieser ,,Kreatinin-blinde-Bereich* fiihrt
dazu, dass die Diagnose einer Nierenschadigung oft erst verspatet gestellt wird (vergleiche
Abbildung 1) (10). AuBerdem liefern die KDIGO-Kriterien keine Informationen zu Atiologie,
zugrundeliegenden molekularen Stoffwechselwegen oder Prognose der AKI, denn sowohl das

Serumkreatinin als auch die Urinausscheidung sind rein funktionelle Parameter (30).

Abbildung 1 zeigt ein Modellkonzept zu Entwicklung und Verlauf einer AKI basierend auf den
Stadien nach KDIGO. Wenn der Grad der Nierenschadigung im Verlauf zunimmt, kommt es zu
einem fortschreitenden Funktionsverlust bis hin zum Nierenversagen, was sich wiederum in einem
kontinuierlichen Abfall der GFR zeigt. Dieser Abfall der GFR kann durch einen Anstieg des
Serumkreatinins oder eine Reduktion der Urinausscheidung diagnostiziert werden. Neue
Biomarker bieten die Maoglichkeit der Detektion einer Nierenschédigung bevor es zum
Funktionsverlust des Organs mit reduzierter GFR kommt und kénnen somit eine frihzeitigere

Diagnosestellung der AKI ermdglichen. (8,30,31)
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Erhohtes Adi Nieren-
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Schidigung?? GFR ||
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wie NGAL, KIM-1, durch Serum-
Calprotectin, Kreatinin und

CHACI Urinausscheidung

Abbildung 1 Modellkonzept zu Entwicklung und méglichen Verldufen der akuten Nierenschadigung mit Darstellung der
verschiedenen diagnostischen Tools. CHACL cation transport regulator homolog 1, GFR Glomerulare Filtrationsrate, KIM-1
kidney injury molecule 1, NGAL neutrophil gelatinase-associated lipocalin (adaptiert nach (1,8,31))

Zahlreiche potenzielle neue Biomarker der AKI wurden bei der Suche nach dem ,,Troponin der
Niere“ in den letzten 10 Jahren in Tiermodellen identifiziert und in verschiedenen klinischen
Settings analysiert (32). Die bisher charakterisierten neuen Biomarker kénnen ebenso wie die
etablierten traditionellen Marker in verschiedene pathophysiologische Kategorien eingeteilt
werden (30):
e Marker der reduzierten glomeruléren Funktion: Serumkreatinin, Serum-Cystatin-C
(CyC)
e Marker der reduzierten tubuldren Funktion: FEna, Furosemid-Stress-Test
e Marker der tubuldren Schadigung: neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL), kidney injury molecule 1 (KIM-1), liver-type fatty acid-binding protein
(L-FABP), tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2), insulin-like growth
factor-binding protein 7 (IGFBP7), Urinsediment, Urin-Mikroalbumin
e Marker der Immunantwort: Interleukin-6, -10 und -18 (IL-6, IL-10, IL-18)
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Jeder Biomarker reflektiert unterschiedliche molekulare und zellulare Prozesse, die wahrend der
klinischen Phasen der AKI und/oder bei verschiedenen Formen der AKI relevant sind (29).
AuRerdem konnen die Biomarker nach ihren verschiedenen Ursprungsorten innerhalb des
Nephrons unterschieden werden (Abbildung 2), wobei einige Marker mehreren Abschnitten

zuzuordnen sind (33).

Sammelrohr
NGAL
Calprotectin
IL-18

Aufsteigende
Proximaler Henle-Schleife/
Tubulus Distaler Tubulus
L-FABP NGAL
KIM-1
IL-18
Infiltrierende
Neutophile im
IGFBP7 und TIMP-2: Siiiiineliolis
unbekannt Calpiroteétin

Abbildung 2 Schematische Darstellung eines Nephrons mit Zuordnung verschiedener Biomarker der akuten Nierenschadigung zu
ihren Ursprungssegmenten innerhalb des Nephrons. IGFBP7 insulin-like growth factor-binding protein 7, IL-18 Interleukin-18,
KIM-1 kidney injury molecule 1, L-FABP liver-type fatty acid-binding protein, NGAL neutrophil gelatinase-associated
lipocalin, TIMP2 tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (modifiziert nach (33))

Alle bisher beschriebenen neuen Biomarker der AKI weisen jedoch neben verschiedenen
vorteilhaften Eigenschaften auch deutliche Limitationen auf. Keiner der bisher beschriebenen
Biomarker scheint komplett spezifisch fir die AKI zu sein (34). Beispielsweise kann NGAL durch
verschiedene Storfaktoren beeinflusst werden, darunter Sepsis, chronische Nierenerkrankungen,
Pankreatitis, Harnwegsinfekte und maligne Erkrankungen (29,35). AulRerdem bleiben alle bisher
getesteten Biomarker nach einer Nierenschadigung fur einen langeren Zeitraum erhoht, sodass
auBerhalb von klar definierten Studienprotokollen die Unterscheidung zwischen einer akuten
Nierenschadigung und einer chronischen oder langer zurtickliegenden Nierenschadigung héaufig
nicht moglich ist (36).

16



1.4.  Cation transport regulator like protein 1 (CHAC1)

In meiner Arbeitsgruppe (AG Schmidt-Ott, Max-Delbriick-Centrum, Berlin Buch) wurde das
Protein cation transport regulator-like protein 1 (CHAC1) als potenzieller neuer Biomarker der
akuten  Nierenschédigung identifiziert. CHAC1, auch glutathione-specific gamma-
glutamylcyclotransferase 1 oder Botch (kurz fur blocks notch protein) genannt, ist ein Mitglied
der Gamma-glutamylcyclotransferase-Familie. Das Protein besteht aus 264 Aminosauren, ist 28
kDa groR und ist innerhalb der Zelle im Zytosol lokalisiert. Die Bezeichnung ,,CHAC* stammt
vom zuerst beschriebenen Homolog in Escherichia coli, cation hydrogen antiporter C (ChaC),
welches das dritte Gen im CHA-Operon (Calcium/H+ Transporter) ist. Das CHA Operon enthalt
drei Gene: ChaA (den Transporter), ChaB (den Regulator) und ChaC (ebenfalls ein Regulator des
Transporters). (37)

CHAC1 Katalysiert spezifisch die Degradation von Glutathion zu 5-Oxoprolin und
Cysteinylglycin, nicht aber den Abbau anderer gamma-glutamyl-Peptide. Die Depletion von
Glutathion, dem Redoxpuffer aller lebenden Zellen, ist ein wichtiger Faktor des pro-apoptotischen

Signalings wahrend allen Phasen der Apoptose. (38)

Das CHAC1-Protein hat Homologe in allen Organismen. Das humane CHACL1 hat wiederum zwei
Splice-Varianten (Isoform A und B), deren funktionelle Bedeutung allerdings noch nicht
untersucht wurde. In hdheren Eukaryoten ist auch ein paraloges CHAC2-Enzym beschrieben, das
ebenfalls Glutathion degradiert, sich aber in seiner Funktion und Kinetik deutlich von CHAC1
unterscheidet. (39)

CHACI1 ist eine pro-apoptotische Komponente der Endoplasmatischen-Retikulum-Stress- (ER-
Stress) Antwort und wird innerhalb der Unfolded Protein Response (UPR) durch die PERK-elF2a-
ATF4-ATF3-CHOP-Kaskade aktiviert (Abbildung 3) (37). Die Phosphorylierung des eukaryotic
initiation factor-2 (elF2) startet verschiedene Signalkaskaden, unter anderem wird der activating
transcriptional factor 4 (ATF4) aktiviert, der ein zentraler Transkriptionsfaktor in der zellularen
Stress-Antwort ist. (40,41)
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Die Expression von CHAC1 wird auBerdem bei einem Mangel an Aminosauren hochreguliert, der
beispielsweise durch bakterielle Pathogene induziert werden kann, welche die Zellmembran
zerstoren. Innerhalb der Signalkaskade wird ATF4 hier Gber die Proteinkinase general control
nonderepressible-2 (GCN2) und elF2a aktiviert (42). Die Degradation von Glutathion durch
CHACL1 liefert hier drei wichtige Aminosauren (Cystein, Glutamat und Glycin), die fir

Reparaturvorgange und Zellwachstum weiterverwertet werden kdnnen (39).

Zytotoxisch wirkende Agenzien wie beispielsweise Arsen kdnnen Uber eine Aktivierung von
ATF4 ebenfalls zur Induktion von CHACL1 fuhren (41). Gleichzeitig wird hier jedoch die
Pseudokinase tribbles homolog 3 (TRIB3) induziert, die die Aktivitdt von ATF4 im Sinne einer
negativen Riickkopplung reguliert. Uber die Inhibition von ATF4 kann TRIB3 die Arsen-
induzierte Aktivierung von CHAC1 verhindern, wodurch die Zell-Uberlebensfahigkeit durch
héhere Glutathion-Konzentrationen gesteigert wird (43). Die Regulation von CHACL innerhalb

der beschriebenen Signalkaskaden ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Zytotoxische Mangel an
Agenzien ER-Stress Aminosauren
PERK GCN2

elF2

|

ATF4 A

<IN

TRIB3 A ATF34 CHOP/DDIT3 4

/4

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Regulation von CHAC1 innerhalb der Unfolded Protein Response. ATF 3/4
activating transcriptional factor 3/4, CHAC1 cation transport regulator-like protein 1, CHOP C/EBP homologous protein,
DDIT3 DNA damage-inducible transcript 3, IF2 eukaryotic initiation factor-2, GCN2 general control nonderepressible-2, P
Phosphorylierung, PERK protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase, TRIB3 tribbles homolog 3 (modifiziert nach

(39))
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Die Rolle von CHACL innerhalb der ER-Stress Antwort wurde bereits in Modellen einiger
Krankheitsentitdten untersucht. Eine gesteigerte Expression findet sich unter anderem bei
Atherosklerose (44,45), verschiedenen Tumorerkrankungen (46-50), axonaler Schadigung des
Nervus opticus (51), Katarakt-Entwicklung (52) und dem Leberzellmetabolismus von Ethanol
(53).

ER-Stress-Signalwege scheinen auch in der Entwicklung und Progression von
Nierenerkrankungen eine Rolle zu spielen (54). Im Rahmen einer akuten Nierenschadigung,
beispielsweise durch Ischamie-Reperfusion oder nephrotoxische Agenzien, kommt es auf
zellul&rer Ebene zur Akkumulation von nicht- oder fehlgefalteten Proteinen im endoplasmatischen
Retikulum. Fuhrt dies zu prolongiertem ER-Stress, kann die Apoptoseeinleitung induziert werden.
Die dahinterliegenden molekularen Signalwege sind noch nicht komplett verstanden. ER-Stress
assoziierte Faktoren wie CHAC1, die bei einem akuten Nierenschadigung in den Urin gelangen,

konnten jedoch potenziell als diagnostische Biomarker genutzt werden. (55,56)

1.5,  CHAC1l im Mausmodell der Nierenschadigung durch Ischamie-

Reperfusion

Die Nierenschadigung durch Ischdmie-Reperfusion (IR) ist ein in der Literatur vielfach
beschriebenes Modell der AKI. Eine renale Ischdmie (bzw. Hypoxie) kann durch Schadigung des
Tubulusepithels zu einer akuten Tubulusnekrose (ATN) fiihren. Hierbei kommt es zur Auflésung
des epithelialen Zellverbandes mit Apoptose und Nekrose von Tubuluszellen, Tubulusobstruktion
und interstitiellem Odem. Tubulare Resorptions- und Sekretionsprozesse sind gestort und es
kommt zu einer Reduktion der GFR. Am starksten betroffen sind die Zellen des proximalen
Tubulus, insbesondere im letzten Drittel (S3-Segment). In der postischdmischen
Reperfusionsphase kdnnen freie Sauerstoffradikale sowie weitere humorale und mechanische
Faktoren (Tubulusobstruktion durch abgeloste Zellen und Zelldetritus) zu einer anhaltenden

Gewebeschadigung, auch ber die Beendigung der Ischdmie hinaus, fiihren. (12,57,58)
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In meiner Arbeitsgruppe wurde ein Mausmodell der Nierensch&digung durch unilaterale IR als
Modell der AKI verwendet, um mittels Microarray Gene zu entdecken, die nach der IR
hochreguliert werden. In einem &hnlichen Setting wurde auch der bisher bekannteste neue
Biomarker NGAL entdeckt (59). Die in Abbildung 4 dargestellte Heatmap-Analyse der
Microarray-Daten zeigt postischdmisch eine phasenspezifische Genexpression. CHAC1 konnte als
eines der Gene identifiziert werden, die in der Frihphase nach der Schadigung hochreguliert

werden. Die gewonnenen Microarray-Daten wurden auf mMRNA- und Protein-Ebene validiert.

Hochregulierte Gene 48h
nach der Schadigung

- Hochregulierte Gene 7 Tage
nach der Schadigung

Hochregulierte Gene 6h nach
der Schédigung

- o~ L) - w © ~ @ @

0
1
2

Kontrolle 6h 48h 7 Tage

Abbildung 4 Heatmap-Analyse der Microarray-Daten aus dem Mausmodell der Nierenschadigung durch Ischdmie-Reperfusion:
In den Spalten von links nach rechts ist die Genexpression der Kontrollen (1-3) sowie der zu den Zeitpunkten 6h (4-6), 48h (7-9)
und 7 Tage (10-12) nach der Ischdmie-Reperfusions-Schadigung untersuchten Nieren dargestellt (jeweils n=3). Rote Farbttne
zeigen hochregulierte Gene, blaue Farbtone herunterregulierte Gene. (Daten der AG Schmidt-Ott, nicht im Rahmen dieser Arbeit
erhoben)

Die Expression von CHAC1 wird in der Frihphase nach der Schadigung (Messung nach 6
Stunden) massiv induziert. Bereits nach 48 Stunden sind die renalen mRNA-Spiegel im Vergleich
zur Kontrolle nicht mehr erhéht (Abbildung 5 C). Die gleichzeitig gemessenen Werte fir
Serumkreatinin und renale NGAL-mRNA-Spiegel steigen zwar ebenfalls bereits 6h nach der
Schédigung an, bleiben jedoch bis zum Messzeitpunkt an Tag 7 gegentiber den Kontrollen erhéht
(Abbildung 5 A/B). Auf Protein-Ebene bleibt die CHAC1-Expression fiir eine langere Zeit erhoht
als auf mMRNA-Ebene (fir mindestens 48 Stunden).

Mittels Immunfluoreszenz konnte dargestellt werden, dass die Expression des CHACL1-Proteins
speziell in den geschadigten Epithelzellen des S3-Segmentes im proximalen Tubulus stark erhoht
ist. Die vermehrte Expression zeigt sich hier (anders als im Western Blot) nur zum Messzeitpunkt
sechs Stunden nach IR, nicht jedoch nach 48 Stunden (Abbildung 6).
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Abbildung 5 Charakterisierung der Nierensch&digung durch Ischdmie-Reperfusion im zeitlichen Verlauf (Ergebnisse aus dem
Mausmodell): Messungen des Serumkreatinins (A) sowie der renalen mRNA-Expression von NGAL (B) und CHACL1 (C)
(jeweils n=3 pro Messzeitpunkt). Die Sterne zeigen signifikante Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle in einer nicht-
parametrischen Varianzanalyse (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). * p<0,05. CHAC1 cation transport regulator homolog 1, IR

Ischdmie-Reperfusion, NGAL neutrophil gelatinase-associated lipocalin (Daten der AG Schmidt-Ott, nicht im Rahmen dieser
Arbeit erhoben)

Kontrolle 6h nach IR 48h nach IR

CHAC]
Nierentubub

CHAC]
Nierentububi

Abbildung 6 Darstellung der CHAC1-Expression in den Nierentubuli nach Ischdmie-Reperfusions-Schadigung mittels
Immunfluoreszenz (Ergebnisse aus dem Mausmodell). Die Nierentubuli sind durch griine Autofluoreszenz markiert. Eine
besonders hohe CHAC1-Expression (rotes Signal) zeigt sich 6 Stunden nach der Schadigung im S3-Segment des proximalen
Tubulus an der Grenze (gestrichelte Linie) zwischen Nierenmark (M) und Nierenkortex (C). CHACL cation transport regulator
homolog 1 (Daten der AG Schmidt-Ott, nicht im Rahmen dieser Arbeit erhoben)
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1.6.  Zielsetzung dieser Arbeit

Im Mausmodell der Nierenschadigung durch IR wurde CHACL1 als potenzieller neuer Biomarker
der hyperakuten Nierenschadigung identifiziert. Ziel dieser Arbeit ist die Ubertragung der bisher

gewonnenen Ergebnisse in ein klinisches Setting.

Zunachst soll ein Western Blot-Protokoll zur Messung von CHAC1 in humanem Urin entwickelt
und validiert werden. Anschlielend soll dieses Assay in einer klinischen Studie verwendet werden,
in der die Patienten wéhrend einer Teilnephrektomie durch voribergehendes Abklemmen der
Nierenarterie eine Ischdmie-Reperfusions-Schadigung der betroffenen Niere erleiden. Dieses
Setting dhnelt dem Tiermodell der IR aus den préklinischen Vorarbeiten. Als Kontrollgruppe
dienen Patienten, die eine Teilnephrektomie ohne renale Ischamie erhalten. Durch seriell
gesammelte Urin-Proben soll die Kinetik des CHACL1-Proteins in beiden Gruppen dargestellt
werden. Zur besseren Einordnung der Ergebnisse werden auflerdem bei allen Patienten die
Serumkreatinin-Werte sowie die Konzentrationen der bereits bekannten Biomarker NGAL und

Calprotectin im Urin mitbestimmt.

Im letzten Schritt soll eine Fallserie mit AKI-Patienten mit verschiedenen zugrundeliegenden
Pathologien in unterschiedlichen klinischen Settings zusammengestellt werden. CHACL1 soll im
Urin dieser Patienten mittels Western Blot detektiert werden. Ziel ist es, potenziell

vielversprechende klinische Settings oder AKI-Formen fiir zukiinftige Studien zu identifizieren.
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2. Methodik

2.1.  Teilnephrektomie-Studie

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charite Universitatsmedizin Berlin und von einer
regionalen Ethikkommission der Schweiz (Region Nordwest/Zentral) genehmigt. Nach
umfangreicher Aufklarung wurde von allen Patienten eine schriftliche Einverstandniserklarung
eingeholt. Alle Patienten erhielten im Rahmen der Therapie eines Nierentumors eine operative
Teilnephrektomie (engl. nephron sparing surgery, NSS), entweder in der urologischen Abteilung
der Charité Universitatsmedizin Berlin oder in der urologischen Abteilung des
Universitatsklinikums in Basel. Die Studienpopulation umfasst 37 Patienten, die in zwei Gruppen

aufgeteilt wurden:

e Gruppe 1: NSS mit renaler Ischamie (n=27)

e Gruppe 2: NSS ohne renale Ischdmie (n=10)

Einschlusskriterium fir Gruppe 1 war die Notwendigkeit des Abklemmens der Nierenarterie
wahrend der Operation zur Verhinderung massiver Blutungen. Gruppe 2 diente als
Kontrollgruppe. Ausschlusskriterien waren fiir beide Gruppen eine vorbestehende Einschrankung
der Nierenfunktion mit einer geschatzten glomeruléren Filtrationsrate (engl. estimated glomerular
filtration rate, eGFR) < 50 ml/min, Harnwegsinfektionen und Tumore der Harnblase. Die eGFR
wurde mithilfe der Formel der Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI-
Formel) berechnet (60).

Die Urinproben der Teilnephrektomie-Studie wurden von Herrn Dr. med. Jan Ebbing und Herrn
Prof. Dr. med. Timm H. Westhoff zur Verfligung gestellt. Serielle Urinproben wurden préoperativ
(Baseline), sechs Stunden postoperativ sowie an den folgenden Tagen einmal téglich entnommen.
Die Bestimmung des Serumkreatinins erfolgte im Rahmen routinemé&Biger Blutentnahmen
ebenfalls einmal taglich (61). Die akute Nierenschadigung wurde anhand der AKIN-Kriterien als

ein Anstieg des Serumkreatinins um > 50% oder > 0,3 mg/dl definiert (62).
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2. 2. AKI-Fallserie

Im Rahmen der Novel Markers in Kidney Disease-Studie (NMKD-Studie) wurde eine Fallserie
mit 15 Patienten erstellt. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité
Universitatsmedizin Berlin genehmigt (Approval-Number EA1/177/11). Alle eingeschlossenen
Patienten  wurden umfassend aufgeklart und unterzeichneten eine  schriftliche
Einverstandniserklarung. Einschlusskriterien waren das Vorliegen einer AKI nach den KDIGO-
Kriterien (8) sowie die Mdglichkeit zur Gewinnung einer Urinprobe (keine Anurie). Von jedem
Patienten wurde eine Urinprobe zur Messung von CHAC1 entnommen. Die Bestimmung des

Serumkreatinins erfolgte im Rahmen routinemaRiger Blutentnahmen.

Die Kontrollgruppe (Patienten ohne AKI) wurde aus Patienten der Teilnephrektomie-Studie
zusammengestellt, von denen jeweils nur die préaoperativ entnommene Urinprobe betrachtet wurde
(61).

2. 3. Verwendete Chemikalien sowie Materialien und Geréate

Fur die Herstellung sdmtlicher Lésungen sowie wéhrend aller Experimente wurde gereinigtes
Wasser aus einer Milli-Q-Anlage (Merck-Millipore, Schwalbach) verwendet. Alle weiteren
verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Alle verwendeten Gerate und

Labormaterialien sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Die folgenden Pufferlésungen wurden im Western Blot-Protokoll verwendet (Herstellerdetails in
Tabelle 5):

e Probenpuffer: NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X); 10% 2-Mercaptoethanol
e MOPS Laufpuffer: 20mM MOPS; 20mM TrisBase; 3,5mM SDS; 1mM EDTA
e Transferpuffer: 1,25mM Biscine; 1,25mM BisTris; 0,2mM EDTA

e TBS: 50 mM Tris, pH 7.6; 150 mM NaCl

e TBS-T:10% TBS; 0,05% Tween-20
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Tabelle 5 Alphabetische Auflistung aller verwendeten Reagenzien

Chemikalie

Hersteller, Ort

2-Mercaptoethanol

3-(N-Morpholino) propansulfonsaure (MOPS)
Albumin Fraktion V

Bis(2-hydroxyethyl) amino-tris(hydroxymethyl)methan
(BisTris)

Biscine

Coomassie Brilliant Blue R250

Dimethyl pimelimidate dihydrochloride powder
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS,10x)
Essigsaure

Ethanolamine

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Glycine hydrochloride

Methanol

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X)
Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween-20)
Ponceau S Solution

Skim milk powder

Triethanolamine
Tris (Pufferan® > 99%)

Urea

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

biomol, Hamburg

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Thermo Scientific, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Th. Geyer, Renningen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Fluka Analytical, Teil von
Honeywell Int. Inc., Offenbach
Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Tabelle 6 Alphabetische Auflistung aller relevanten verwendeten Geréte und Materialien

Gerat

Hersteller, Ort

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent

Biosphere® Filter Tips 0,5-20ul

Carestream® Kodak® autoradiography GBX

developer/replenisher und fixer

GE Healthcare, Miinchen

Sarstedt, Numbrecht
Sigma Aldrich, Steinheim
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Gerat

Hersteller, Ort

Carestream® Kodak® BioMax r Light Film, Standard-
Chemiluminescent, 13x18 cm

Centrifuge 5424

Classic Saran Wrap, Translucent PVC film

DynaMag™-2 Magnet

Feinwaage Modell SKX123, d=0,001g
Heiz-ThermoMixer Modell MHR 23 mit Bedienteil BT
03

Hotplate stirrer CB162

Immobilon-P Transfer Membranes, PVDF, pore size
0,45um

Micro Centrifuge Model IR, 6000rpm

MultiDrive XL

Multistix® 10 Visual

Novex® Mini-Cell, XCell SureLock™ Electrophoresis
Cell (1500VDC, 75W)

NuPage 4-12% Bis-Tris Gel, 1,0mm; 10, 12, 15 well
PowerPac Adaptor, 4mm

PowerPac Basic (300V, 400mA, 75W)

Protein A Mag Sepharose (Magnetische Beads)
Rotamax 120 (20-300rpm)

SafeSeal-Tips® professional 200 und 1000ul

Sponge Pad for X Cell II™ Blotting

SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate
Tube Rotator EU plug

Vortexer

X Cell 1™ Blot Module (500VDC, 50W)

Sigma Aldrich, Steinheim

eppendorf AG, Hamburg
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Thermo Scientific, Darmstadt
OHAUS, Greifensee, Schweiz
HLC BioTech, Bovenden

Stuart equipment (Bibby
Scientific), Stone, UK

Merck Millipore Ltd,
Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Pharmacia, Uppsala, Sweden
(ehemaliges Unternehmen)
Siemens, Minchen

Thermo Scientific, Darmstadt

Thermo Scientific, Darmstadt
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

GE Healthcare, Minchen
Heidolph Instruments,
Schwabach

Biozym, Hessisch-Oldendorf
Thermo Scientific, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Thermo Scientific, Darmstadt
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2.4.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Coomassie Farbung

Mithilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-Page) werden Proteine in einem elektrischen Feld
nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Novex®
Electrophoresesystem von Thermo Scientific verwendet (Details zu den verwendeten
Pufferlésungen in Kapitel 2. 3). Die zu analysierenden Urinproben wurden bei Raumtemperatur
aufgetaut, kurz durchmischt und fur 10 Minuten bei 2000g zentrifugiert. Die Gelelektrophorese
wurde unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt, daher wurden dem Probenpuffer
(NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X)) 10% 2-Mercaptoethanol frisch beigefiigt. Die Proben
wurden mit Probenpuffer vermischt, fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert und anschlieRend auf Eis
abgekihlt. Die Elektrophorese-Kammer wurde nach Anleitung des Herstellers zusammengebaut
und mit MOPS Laufpuffer befillt. Die Geltaschen wurden mit den vorbereiteten Proben und dem
Standard (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific) beladen. Die
Gelelektrophorese lief mit 100V und 50mA fir ca. zwei Stunden (bis zur vollstandigen
Auftrennung des Standards). AnschlieRend erfolgte entweder die Farbung des Gels mit Coomassie

oder eine Western Blot-Analyse.

Zur Detektion von Proteinen in Polyacrylamid-Gel wurde eine Farbung mit Coomassie
durchgefuhrt. Fir 100ml Férbelésung wurde 0,259 Coomassie Brilliant Blue R250 mit 10ml
Essigsdure und je 90ml Methanol und gereinigtem Wasser gemischt. Die Gele wurden fur 30
Minuten in der Férbel6sung auf einem Schiittler inkubiert. Anschlielend wurden sie Gber Nacht
entfarbt. Die Entfarbel6sung entsprach in ihrer Zusammensetzung der Féarbeldsung (bis auf das

Coomassie Brilliant Blue).

2. 5. Western Blot

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine vom Gel auf eine PVDF Membran Ubertragen
(63). Die Membran wurde zundchst fur 20 Sekunden in Methanol geschwenkt, anschlieRend mit
gereinigtem Wasser abgespult und fiir mindestens 30 Minuten auf dem Schttler in Transferpuffer
inkubiert. In der Blotkammer wurde ein Sandwich in folgender Reihenfolge aufgestapelt: Drei
Schwéamme, zwei Whatman-Papiere, das Gel, die PVDF Membran, zwei Whatman-Papiere, zwei

Schwamme.
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Die Schwamme und Whatman-Papiere wurden vorher in Transferpuffer getrankt. Die Blotkammer
wurde fest zusammengepresst, in den Elektrophoresetank eingesetzt und mit Transferpuffer
gefillt. Die &ulere Kammer wurde zur Kihlung mit Wasser gefllt. Der Transfer erfolgte bei
Raumtemperatur fir eine Stunde bei 25V und 85mA. Zur Uberpriifung des Transfers wurde die
Membran in Methanol reaktiviert und dann fir ca. 10 Minuten mit Ponceau geférbt. Die Farbe
wurde mit gereinigtem Wasser wieder abgewaschen. Anschliefend wurde die Membran Uber
Nacht bei 4°C in TBS-T gelagert.

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper an die Membran zu verhindern, wurde die Membran
am néchsten Tag zuerst fur eine Stunde in 5% Milch in TBS-T inkubiert (Blocking). Zur Detektion
des Zielproteins wurde die Membran mit dem priméren Antikorper, Anti-CHAC1 Antikorper
(Tabelle 7, Verdiinnung 1:500 in 5% Milch in TBS-T), fur zwei Stunden bei Raumtemperatur auf
dem Schdttler inkubiert. Eine Inkubation Gber Nacht bei 4°C erbrachte vergleichbare Ergebnisse.
Danach wurde die Membran dreimal fir jeweils finf Minuten in TBS-T gewaschen und
anschlieBend fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Sekundérantikérper, Peroxidase-
konjugierter Anti-Kaninchen Antikorper (Tabelle 7, Verdinnung 1:1000 in 5% Milch in TBS-T),
auf dem Schiittler inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt (dreimal finf Minuten in TBS-T).
Zur Detektion der Peroxidase-Aktivitat wurde das SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent
Substrate von Thermo Scientific nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Membran wurde
fur finf Minuten im Dunkeln mit dem Substrat inkubiert und anschlieBend in eine Film-Kassette
uberfuhrt. Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht, der
in der Dunkelkammer entwickelt wurde. Die Expositionsdauer variierte zwischen 5 und 15

Minuten.

Bei schwachem Signal trotz langer Expositionszeit des Films (bis zu 30 Minuten) wurde die
Membran Uber Nacht in TBS-T gelagert und am nachsten Tag mit dem ECL-Kit der Firma
Amersham-Bioscience erneut ausgewertet. Auch hier wurde die Membran fiir finf Minuten mit
dem Substrat im Dunkeln inkubiert und die Reaktion wurde anschlieBend auf einem Film
detektiert. Die Expositionszeiten waren hierbei mit 30s bis 5 Minuten etwas kirzer als mit dem

Substrat von Themo Scientific.
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2.6.  Verwendete Antikorper und Auswertung der Western Blots

Im Rahmen der Entwicklung eines Western Blot-Assays fur die Messung von CHACL in
humanem Urin wurden zuné&chst verschiedene Primar- und Sekundarantikorper verglichen. Alle

verwendeten Antikorper sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Mit einem Secondary-only Experiment wurden alle Sekundarantikérper auf unspezifische
Bindungen getestet. Hierzu wurden die Membranen nach dem Western Blot anstatt mit
Primdarantikérper nur in TBS-T (mit 5% Milch) inkubiert und anschlieBend mit
Sekundarantikorper inkubiert. Beide Anti-Maus Antikorper zeigten unspezifische Bindungen.
Daher wurde nachfolgend die Kombination von Anti-CHAC1 (Abcam, abl155533) als

Primarantikdrper und Anti-rabbit 1gG (Sigma Aldrich) als Sekundérantikorper verwendet.

Tabelle 7 Tabellarische Auflistung aller verwendeten Antikérper. CHACL1 cation transport regulator homolog 1, HRP
horseradish peroxidase, IgG Immunglobulin G

Antikdrper Hersteller, Details

Katalognummer

Anti-Chacl OriGene, TA507052 Maus, monoklonal, Klon OT11E2, Img/ml
Anti-Chacl Abcam, ab155533 Kaninchen, polyklonal, 1ug/ul
Anti-Chacl Abcam, ab184982 Kaninchen, polyklonal, 1ug/ul
Anti-Chacl NeuroMab, 75-181 Maus, monoklonal, Klon N116/14, 1mg/ml

Anti-mouse IgG Fab  Sigma Aldrich, A9917 HRP Konjugat, Ziege, polyklonal, 0,8mg/ml
Anti-mouse IgG Fc  Thermo Scientific, 31437 HRP Konjugat, Ziege, polyklonal, 0,8mg/ml

Anti-rabbit 1gG Sigma Aldrich, A0545 Peroxidase Konjugat, Ziege, polyklonal, 4,0-
(ganzes Molekaiil) 11mg/ml

Fur die Auswertung der CHAC1 Western Blot-Analysen wurde mithilfe einer VVerdinnungsreihe
mit rekombinantem humanen CHACL1 eine Kalibrationskurve erstellt. Diese Verdiinnungsreihe
wurde in jedem einzelnen Experiment neu gemessen. Tabelle 8 zeigt die verwendeten
rekombinanten Proteine, wobei fir die Standardkurve letztlich das Protein von OriGene

ausgewahlt wurde.
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Tabelle 8 Tabellarische Auflistung der verwendeten rekombinanten CHAC1-Proteine. CHAC1 cation transport regulator
homolog 1

Rekombinante  Hersteller, Details
Proteine Katalognummer
CHAC1 OriGene, TP300912 Transkriptvariante 1, produziert in E.coli,

gereinigt, 0,180ug/ul

CHAC1 Abnova, HO0079094-P01 full-length ORF, produziert in Weizenkeimen,
gereinigt, 0,180ug/ul

CHAC1 Creative BioMart, CHAC1-  Transkriptvariante 1, uberexprimierendes
181HCL Zelllysat (HEK 293T Zelllinie) in RIPA-Puffer

Die entwickelten Filme der Western Blots wurden eingescannt und mithilfe des Programmes
ImageJ (64) semiquantitativ ausgewertet. Aus den Ergebnissen der Verdunnungsreihe des
rekombinanten CHAC1 wurde flr jeden Western Blot eine Standardkurve erstellt. Mithilfe dieser
Standardkurven wurden anschlielend die CHAC1-Konzentrationen der gemessenen Urinproben

berechnet. Fir die Auswertung wurden Monomer- und Dimer-Banden addiert.

2.7.  Immunoprazipitation und Massenspektrometrie

Zur Validierung der Spezifitit des ausgewahlten Primérantikdrpers wurde eine

Immunoprézipitation mit anschlieRender massenspektrometrischer Analyse durchgefiihrt.

Zur Anreicherung des Zielproteins CHAC1 wurde mithilfe des in den Western Blots verwendeten
Anti-CHAC1-Antikorpers (Abcam, ab155533) und magnetischen Sepharose-Perlen (Protein A
Mag Sepharose, GE Healthcare) eine Immunoprazipitation durchgefuhrt. Es wurde das vom
Hersteller vorgeschlagene Crosslinking-Protokoll ausgewéhlt, da CHACL1 ein &hnliches
Molekulargewicht wie die Leichtkette des Antikorpers hat, was die Co-Migration wéhrend der
Gelelektrophorese stéren kann. Zunéchst wurde der Antikorper an die magnetischen Perlen
gebunden und quervernetzt (Crosslinking). Das CHACL1 aus den Proben wurde im ndchsten Schritt
vom Antikorper gebunden und anschlieend eluiert, wéhrend der Antikdrper an den Perlen
gebunden blieb. Folgende Inkubationszeiten wurden durchgefiihrt: Antikorper und Crosslinking

jeweils 30 Minuten, Proben 60 Minuten.
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Der Antikorper wurde zundchst 1:10 und in folgenden Experimenten 1:50 in TBS verdlinnt. Das
rekombinante CHAC1 (OriGene und Creative BioMart, Tabelle 8) wurde 1:50 (bzw. 1:10 in
folgenden Experimenten) in TBS verdunnt. Die Urinproben wurden aufgetaut und fiir 10 Minuten

bei 2000g zentrifugiert. Fir die Analysen wurden jeweils 200 pl Urin verwendet.
Die folgenden Pufferldsungen wurden verwendet:

e Bindungspuffer: TBS

e Waschpuffer: TBS mit 2M Urea; pH 7,5

e Elutionspuffer: 0,1M Glycine-HCL; 2M Urea; pH 2,9

e Crosslink Losung A: 200mM Triethanolamine; pH 8,9 (+ 50mM DMP)
e Crosslink Losung B: 100mM Ethanolamine; pH 8,9

Bei der letzten Wiederholung der Analysen wurden Pufferlésungen ohne Urea verwendet und die

Waschschritte wurden reduziert, um einen vermuteten Proteinverlust zu verhindern.

Mit dem Eluat aus der Immunoprazipitation wurde direkt im Anschluss eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgefiihrt (Details in Kapitel 2. 4). Anschliefend wurde das Gel mit
Coomassie gefarbt (Details in Kapitel 2. 4), wobei der Entfarbungsschritt nicht Gber Nacht,
sondern nur fir 1-2 Stunden bei Raumtemperatur erfolgte. Aus dem Gel wurden die zu
untersuchenden Banden bei 25-30 kDa und ca. 50 kDa herausgeschnitten und bis zur weiteren

Analyse in eppendorf tubes bei Raumtemperatur gelagert.

Die anschliefende massenspektrometrische Analyse wurde von der Mass Spectrometry and
Proteomics Core Unit des Max-Delbriick-Centrums (Berlin-Buch) durchgefiihrt. Die Proben
wurden mittels Hochleistungsfliissigkeitchromatographie (engl. reversed-phase high performance
liquid chromatography, RP-HPLC) analysiert.

Um auch Urinproben ohne vorherige Immunoprazipitation massenspektrometrisch analysieren zu
konnen, wurde eine Wessel-Flugge Prézipitation durchgefihrt. Hierzu wurden jeweils 100 pl Urin
mit 100 pl destilliertem Wasser sowie 800 pl Methanol gemischt und kurz zentrifugiert (10
Sekunden bei 10.000 upm). Dieses Prozedere wurde nach Zugabe von 200 pl Chloroform
wiederholt. AnschlieRend wurde 600 pl destilliertes Wasser hinzugegeben und die Proben wurden
gemischt und fir eine Minute bei 10.000 upm zentrifugiert. Die dabei entstandene obere Phase
wurde entfernt und der Rest mit 600 pl Methanol gemischt und fir 5 Minuten bei 13.000 upm

zentrifugiert.

31



Der Uberstand wurde abpipettiert und das (nicht sichtbare) Pellet kurz an der Luft getrocknet und
danach in 50 pl Denaturierungspuffer (6M Urea; 2M Thiourea; 10mM Hepes; pH 8) suspendiert.

Bis zur massenspektrometrischen Analyse wurden die Proben bei -20°C gelagert.

2.8.  Enzyme-linked immunosorbent assay

Im Rahmen der Teilnephrektomie-Studie wurden Calprotectin und NGAL im Urin mittels ELISA
gemessen (61). Fur die Calprotectin-Messung wurde das IDK® Calprotectin ELISA Kit
(Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland) nach der Anleitung des Herstellers verwendet.
Die NGAL-Konzentrationen wurden mit dem NGAL Rapid ELISA Kit (Bioporto, Gentofte,

Dénemark) nach der Anleitung des Herstellers gemessen.

Fur die Urinproben aus der Fallserie wurden die Calprotectin-Konzentrationen ebenfalls mit dem
oben genannten ELISA Kit gemessen. Fir die NGAL-Messungen wurde das Human NGAL
ELISA Kit (Bioporto, Gentofte, Ddnemark) nach der Anleitung des Herstellers verwendet.

2.9.  Statistische Auswertung

Alle statistischen Auswertungen wurden mit IBM SPSS Statistics 24.0 (SPSS Inc., Chicago,
Illinois, USA) durchgefiuihrt. Metrische Daten wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests und
des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung untersucht. Zum Vergleich zweier unverbundener
Stichproben wurde fiir nominale Daten der exakte Fisher-Test und fur ordinale oder metrische
Daten der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Fir die Analyse von
verbundenen Stichproben kam der nicht-parametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur
Anwendung. Metrische Daten wurden als Median und Interquartilenbereich (engl. interquartile
range, IQR) dargestellt. Zur Analyse der Assoziation zwischen den gemessenen CHACI1-
Konzentrationen und mdoglichen Einflussfaktoren (z.B. der Ischdmiezeit) wurden nicht-
parametrische Spearman-Korrelationen durchgefihrt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse der Entwicklung des Western Blot-Protokolls

Im ersten Schritt wurde ein Western Blot-Protokoll zur Messung von CHACL1 in humanem Urin
entwickelt und validiert. Zunéchst wurden verschiedene kommerziell erhéltliche Primar- und
Sekundarantikorper verglichen (fiir Details zu den verwendeten Antikorpern siehe Tabelle 7).
Rekombinantes CHAC1 sowie CHACL1 im Urin von Patienten mit AKI konnte mit allen getesteten

Priméarantikdrpern in ahnlicher Intensitét detektiert werden.

Von den verwendeten SekundarantikOrpern zeigten allerdings beide verwendeten Anti-Maus
Antikdrper unspezifische Bindungen im Western Blot mit Banden dhnlichen Molekulargewichts
wie CHACL (vergleiche 2. 6). Daher wurde flr das in der Folge verwendete Western Blot-
Protokoll die Kombination von Anti-CHAC1 (Abcam, ab155533) als Priméarantikdrper und Anti-
rabbit 1IgG (Sigma Aldrich, A0545) als Sekundarantikorper ausgewahilt.

Alle getesteten Primarantikorper detektierten neben der erwarteten CHAC1-Bande zwischen 25
und 30 kDa eine zweite Bande bei ca. 50 kDa. Dies zeigte sich sowohl in den Urinproben, als auch
in den Verdinnungen des rekombinanten CHACL1-Proteins (siehe Abbildung 9). Die daraus
abgeleitete Hypothese, dass es sich um eine Dimer-Bande des CHAC1-Proteins handeln konnte,
wurde fir den ausgewdéhlten Priméarantikbrper mittels Immunoprazipitation und
Massenspektrometrie untersucht und konnte bestétigt werden (Details unter 2. 7). Daher wurden
nachfolgend in der semiquantitativen Auswertung der Western Blots Monomer- und Dimer-
Banden addiert.

Mithilfe der massenspektrometrischen Analyse sollte auRerdem die Spezifitat des ausgewahlten
Primarantikdrpers abschlieBend validiert werden. Hierzu wurde die RP-HPLC sowohl mit dem
rekombinanten CHAC1 (Varianten von OriGene und Creative BioMart), als auch mit
verschiedenen Urinproben von Patienten mit und ohne AKI durchgefiihrt. Die verwendeten
rekombinanten CHAC1-Proteine konnten in der RP-HPLC mit und ohne vorhergehende
Immunopréazipitation mit dem Anti-CHAC1 Antikorper zuverldssig gemessen werden. In den
gemessenen Urinproben von Patienten mit AKI konnte CHACL in der RP-HPLC allerdings weder
nativ, noch nach vorhergehender Immunoprazipitation mit dem Anti-CHAC1 Antikorper
detektiert werden. Trotz umfangreicher Fehlersuche und mehrfacher Wiederholung der Analysen

konnte die Ursache daftir im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.
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Die Validation des ausgewahlten Anti-CHAC1 Antikorpers konnte somit leider nicht génzlich
abgeschlossen werden. Aufgrund der zuverlédssigen Erkennung verschiedener rekombinanter
CHACI1-Proteine in Western Blot und Massenspektrometrie sowie der vergleichbaren Ergebnisse
mit mehreren Primarantikdrpern im Western Blot, konnte dennoch mit dem gewahlten
Primérantikdrper ein valides Protokoll zur Messung von CHAC1 in humanem Urin entwickelt
werden (Details in Kapitel 2). Dieses Protokoll wurde nachfolgend fir die CHAC1-Messungen im

Rahmen der Teilnephrektomie-Studie und der Fallserie verwendet.
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4. Ergebnisse der Teilnephrektomie-Studie

4.1.  Charakterisierung der Studienpopulation

Insgesamt wurden 37 Patienten in die Studie eingeschlossen, die zur Behandlung eines
Nierenkarzinoms eine Teilnephrektomie (NSS) erhielten. Die Patienten wurden in zwei Gruppen
eingeteilt: Bei den Patienten in Gruppe 1 wurde wéhrend der Operation die Nierenarterie
abgeklemmt, bei den Patienten in Gruppe 2 war dies nicht notwendig. Die mediane Ischamiezeit
in Gruppe 1 betrug 18 Minuten (IQR 11,5 - 21 min). In Tabelle 9 sind die epidemiologischen
Daten, Begleiterkrankungen, Details zu Tumorart und Operationsverfahren sowie
Nierenfunktionsparameter dargestellt. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden.

Tabelle 9 Charakterisierung der Studienpopulation der Teilnephrektomie-Studie: Epidemiologische Daten, Begleiterkrankungen

und Medikation bei Aufnahme, Tumorcharakteristika, Operationsverfahren und Nierenfunktionsparameter. Darstellung
metrischer Daten als Median (interquartile range). ACE Angiotensin-konvertierenden Enzym, AT1 Angiotensin 1, eGFR
geschétzte Glomerulére Filtrationsrate, NGAL neutrophil gelatinase-associated lipocalin, NSS nephron sparing surgery, RCC

renal cell carcinoma (Nierenzellkarzinom)

Gruppe 1: NSS mit Gruppe 2: NSS ohne

Ischamie (n=27) Ischamie (n=10) p-Wert
Epidemiologie
Manner/Frauen 20 (74,1%) /7 (25,9%) 8 (80%) / 2 (20%) 1
Alter (in Jahren) 65 (53-77) 63 (58-66,5) 0,39
Body mass index (kg/m?) 26,6 (23,9-32,5) 25,1 (23,8-27,3) 0,32
Vorerkrankungen
Diabetes mellitus 7 (25,9%) 2 (20%) 1
Anrterielle Hypertonie 18 (66,7%) 5 (50%) 0,45
Vorbestehende chronische
Nierenerkrankung 5 (18,5%) 0 (0%) 0,295
Koronare Herzerkrankung 3 (11,1%) 2 (20%) 0,597
Zustand nach Nephrektomie 2 (7,4%) 3 (30%) 0,11
Zustand nach NSS 2 (7,4%) 2 (20%) 0,56
Medikation bei Aufnahme
ACE-Hermmer/AT1-Rezeptorblocker |14 (51,9%) 5 (50%) 1
Diuretika 6 (22,2%) 0 (0%) 0,16
Betroffene Niere
Rechte/linke Niere 10 (37%) / 17 (63%) 6 (60%) / 4 (40%) 0,27
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Gruppe 1: NSS mit

Gruppe 2: NSS ohne

Ischamie (n=27) Ischamie (n=10) p-Wert
Tumorcharakteristika
Tumorart
Nierenzellkarzinom (RCC) 26 (96,3%) 7 (70%)
Onkozytom 1(3,7%) 1 (10%)
Angiomyolipom - 1 (10%)
Andere - 1 (10%)
Histologie (bei RCC)
klarzellig 20 (74,1%) 4 (40%)
papillar 2 (7,4%) 2 (20%)
chromophob 4 (14,8%) 1 (10%)
Staging (bei RCC)
pTla 19 (70,4%) 6 (60%)
pT1lb 6 (22,2%) -
pT2a - 1 (10%)
pT2b 1 (3,7%) -
Tumordurchmesser (mm) 35 (25-45) 25 (14,5-49,8) 0,28
Operationsdaten
Dauer der Operation (min) 247 (185-275) 184,5 (160-264,8) 0,19
Ausklemmen der Nierenarterie
(Ischémie) 27 (100%) 0 (0%)
Ischamiezeit (min) 18 (11,5-21) -
Operationsverfahren
Offene Operation 19 (70,4%) 5 (50%)
Laparoskopische Operation 5 (18,5%) 5 (50%)
Roboter-assistierte Operation 2 (7,4%) -
Retroperitonealer Zugang 1 (3,7%) -
Nierenfunktion
Serumkreatinin bei Aufnahme (mg/dl) |0,91 (0,81-1,07) 0,94 (0,86-1,21) 0,45
eGFR bei Aufnahme (ml/min/1,73m?) | 82,6 (63,7-97,5) 76,53 (61,26-87,2) 0,37
Calprotectin im Urin bei Aufnahme
(ng/ml) 60,34 (16,89-151,3) 143,12 (73,15-631,82) 0,15
NGAL im Urin bei Aufnahme (ng/ml) 9,69 (5,82-22,43) 11,55 (0,99-53,82) 0,92
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4.2.  Auswertung der Nierenfunktionsparameter und der Biomarker NGAL
und Calprotectin im Urin

Vor der Operation hatten alle Patienten eine normale oder geringgradig eingeschrankte
Nierenfunktion (Tabelle 9). In Gruppe 1 entwickelten 12 von 27 Patienten (44,4%) postoperativ
eine AKI (nach den AKIN-Kriterien). In Gruppe 2 waren es 2 von 10 Patienten (20%). Die
Serumkreatinin-Werte in Gruppe 1 waren bereits sechs Stunden nach der Operation signifikant
hoher als bei Aufnahme (p<0,001) und blieben in den téglichen Messungen bis zum fiinften
postoperativen Tag signifikant erhéht (Abbildung 7). In Gruppe 2 waren die Serumkreatinin-Werte
zu keinem Zeitpunkt signifikant hoher als die Ausgangswerte.

3.0 3.0

]
n
1
=]
wm
1

*k
% *

¥
o
1
*
*
H
»*
*
*
*
*
*

¥)
[~}
1

n
1

Serumkreatinin (in mg/dl)
n
1

Serumkreatinin (in mg/dl)

1.0+

H
1
-
{1 H
{1+

0.5+

1204 - *% * 1204
100 100

:

60—

eGFR (ml/min/1,73m?)
3 3
1 1
eGFR (ml/imin/1,73m?)

40+

20

20

Abbildung 7 Auswertung der Nierenfunktionsparameter fiir beide Gruppen der Teilnephrektomie-Studie: Die préoperativen
Ausgangswerte und der postoperative Verlauf von Serumkreatinin (A, B) und geschétzter glomerul&rer Filtrationsrate (C, D) sind
jeweils getrennt fur Gruppe 1 (A, C) und Gruppe 2 (B, D) dargestellt. Die Anzahl der ausgewerteten Patientenproben ist fir jeden
Messzeitpunkt in runden Klammern angegeben. Die Sterne zeigen signifikante Veranderungen im Vergleich zum préoperativen
Wert in einer nicht-parametrischen Varianzanalyse (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. eGFR
geschatzte glomerulére Filtrationsrate, OP Operation, POD postoperativer Tag
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Die eGFR verschlechterte sich in Gruppe 1 von 82,6 ml/min (IQR 63,7 - 97,5 ml/min) auf 61,9
ml/min (48,8 - 80,7 ml/min; A 20,7 ml/min; p < 0,001) innerhalb der ersten 24 Stunden nach der
OP. Am flinften postoperativen Tag war die eGFR mit 74,2 ml/min (IQR 48,7 - 85,9 ml/min) zwar
wieder deutlich verbessert, lag jedoch weiterhin unter dem Ausgangswert (A 8,4 ml/min; p =
0,078). In Gruppe 2 war keine signifikante postoperative Verschlechterung der eGFR festzustellen
(Details in Abbildung 7).

Zusétzlich zum Serumkreatinin wurden bei allen Patienten auch die bereits bekannten neuen
Biomarker NGAL und Calprotectin im Urin gemessen. Die préoperativen Konzentrationen der
beiden Biomarker sind in Tabelle 9 aufgefiihrt. Die postoperativen Verlaufsmessungen sind nach
Gruppen getrennt in Abbildung 8 dargestellt. Die NGAL-Konzentration stieg in Gruppe 1 bereits
sechs Stunden postoperativ signifikant an (A 23,65 ng/ml; p = 0,001). Auch in Gruppe 2 war zu
diesem Zeitpunkt ein signifikanter Konzentrationsanstieg nachweisbar (A 5,25 ng/ml; p = 0,031).
In Gruppe 1 lag die gemessene NGAL-Konzentration auch am flinften postoperativen Tag noch

signifikant hoher als praoperativ (A 28,24 ng/ml; p < 0,001).

Die maximal postoperativ gemessenen NGAL-Werte lagen in Gruppe 1 bei 94,46 ng/ml (IQR
48,47 — 211,06 ng/ml) und in Gruppe 2 bei 56,35 ng/ml (IQR 19,07 — 115,48 ng/ml). Die maximale
Konzentrationsanderung im Vergleich zum praoperativen Ausgangswert lag in Gruppe 1 bei 81,44
ng/ml (IQR 48,47 — 196,39) und in Gruppe 2 bei 51,93 ng/ml (IQR 4,50 — 92,34 ng/ml). Sowohl
die  maximale postoperative  NGAL-Konzentration, als auch der maximale
Konzentrationsunterschied waren zwischen den beiden Gruppen statistisch nicht signifikant
unterschiedlich (p = 0,092 und p = 0,068).

Calprotectin zeigte nur in Gruppe 1 einen signifikanten Anstieg nach der Operation. Die hdchste
Konzentration wurde am zweiten postoperativen Tag mit 3353,76 ng/ml (IQR 929,5 — 6858,51
ng/ml) erreicht. Am flnften postoperativen Tag lag die Konzentration mit 507,42 ng/ml (IQR
181,53 — 2357,64 ng/ml) wieder deutlich niedriger, jedoch noch immer hoher als praoperativ (A
447,08 ng/ml; p < 0,001). Die postoperativ maximal gemessene Calprotectin-Konzentration lag in
Gruppe 1 mit 4708,27 ng/ml (IQR 2700,30 — 7069,85 ng/ml) signifikant hoher als in Gruppe 2 mit
2030,40 ng/ml (IQR 76,04 — 3377,19 ng/ml; p = 0,003). Die maximale Konzentrationsanderung
lag in Gruppe 1 mit 4101,96 ng/ml (IQR 1751,62 — 7064,84 ng/ml) ebenfalls signifikant héher als
in Gruppe 2 mit 2026,71 ng/ml (IQR -32,14 — 2977,55 ng/ml; p = 0,002).
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Abbildung 8 Auswertung von NGAL und Calprotectin (im Urin) fiir beide Gruppen der Teilnephrektomie-Studie: praoperative
Ausgangswerte und postoperative Verlaufsmessungen von NGAL (A, B) und Calprotectin (C, D) sind jeweils getrennt flr
Gruppe 1 (A, C) und Gruppe 2 (B, D) dargestellt. Die Anzahl der ausgewerteten Patientenproben ist fir jeden Messzeitpunkt in
runden Klammern angegeben. Die Sterne zeigen signifikante Verdnderungen im Vergleich zum préoperativen Wert in einer
nicht-parametrischen Varianzanalyse (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. NGAL neutrophil
gelatinase-associated lipocalin, OP Operation, POD postoperativer Tag
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4. 3. CHAC1 im Urin

Im Rahmen der Teilnephrektomie-Studie konnte bei Patienten aus beiden Gruppen CHAC1 mittels
Western Blot im Urin nachgewiesen werden. Abbildung 9 zeigt beispielhaft das Ergebnis der
Western Blot-Analyse der Urinproben eines Patienten aus Gruppe 1.
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Abbildung 9 Ergebnis der Western Blot-Analyse eines Patienten aus Gruppe 1 (NSS mit renaler Ischdmie) der Teilnephrektomie-
Studie: Als Standard wurde rekombinantes CHAC1 in vier Verdunnungen aufgetragen, als Positivkontrolle dient der Urin von
einem Patienten mit akuter Nierenschadigung (nach den KDIGO-KTriterien). CHAC1 cation transport regulator homolog 1, OP
Operation, POD postoperativer Tag

In Gruppe 1 hatten 22 von 27 Patienten (81,5%) zu mindestens einem der Messzeitpunkte einen
CHAC1 Wert > 0 ng/ml, davon neun Patienten bereits praoperativ. In Gruppe 2 hatten sechs von
zehn Patienten (60%) mindestens in einer Messung einen CHAC1 Wert > 0 ng/ml, drei davon
bereits praoperativ. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war hier statistisch nicht
signifikant (p = 0,215).

Bereits innerhalb der ersten sechs Stunden nach der renalen Ischamie wéhrend der Operation stieg
die CHAC1-Konzentration in Gruppe 1 von 0 ng/ml (IQR 0 — 5,73 ng/ml) auf 8,1 ng/ml (IQR 0 —
19,73 ng/ml; p < 0,001) an. Am ersten postoperativen Tag fiel die Konzentration auf 4,4 ng/ml
(IQR 0 - 12,6 ng/ml), blieb aber gegeniuiber dem préoperativen Ausgangswert noch bis zum dritten
postoperativen Tag signifikant erhéht. In Gruppe 2 war die CHAC1-Konzentration zu keinem
Zeitpunkt signifikant hoher als die gemessenen Ausgangswerte. In Abbildung 10 sind die CHAC1-
Werte beider Gruppen fir alle gemessenen Zeitpunkte dargestellt.
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Die maximal erreichte postoperative CHAC1-Konzentration lag in Gruppe 1 bei 13,5 ng/ml (IQR
4,9 — 24,3 ng/ml) und zeigte eine Korrelation mit der Ischdmiezeit in Minuten (r = 0,41 [0,077,;
0,675]; p = 0,04). In Gruppe 2 lag die maximale postoperative CHAC1-Konzentration bei 5,45
ng/ml (IQR 0 — 12,28 ng/ml). Die maximale Konzentrationsdnderung im Vergleich zum
praoperativen Ausgangswert lag in Gruppe 1 bei 10,2 ng/ml (IQR 0,5 — 18,3 ng/ml) und korrelierte
ebenfalls signifikant mit der Ischamiezeit (r = 0,487 [0,130; 0,735]; p = 0,014). In Gruppe 2 betrug
die maximale Konzentrationsédnderung 1,05 ng/ml (IQR 0 - 8,23 ng/ml). Fir beide Analysen zeigte
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 (p = 0,053 fir die
maximale postoperative Konzentration und p = 0,077 flr die maximale Konzentrationsanderung).
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Abbildung 10 Auswertung von CHACL im Urin fiir beide Gruppen der Teilnephrektomie-Studie: prdoperativer Ausgangswert
und postoperativer Verlauf fur Gruppe 1 (A) und Gruppe 2 (B). Die Anzahl der ausgewerteten Patientenproben ist fiir jeden
Messzeitpunkt in runden Klammern angegeben. Die Sterne zeigen signifikante Verdnderungen im Vergleich zum préoperativen
Wert in einer nicht-parametrischen Varianzanalyse (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
CHAC1 cation transport regulator homolog 1, OP Operation, POD postoperativer Tag
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5. Ergebnisse der Fallserie (NMKD-Studie)

5.1. Patientencharakteristika

Im Rahmen der NMKD-Studie wurde eine Fallserie mit 15 Patienten mit aktuell bestehender AKI
(nach den KDIGO-KTriterien) zusammengestellt. Unter den 15 Patienten waren 8 Ménner (53,3%)
und 7 Frauen (46,7%). Das mediane Alter lag bei 65 Jahren (IQR 56,5-76 Jahre). In Tabelle 10
sind die epidemiologischen Daten, relevante Begleiterkrankungen sowie die Serumkreatinin-
Werte und die Konzentration von CHACL im Urin flr jeden Patienten der Studiengruppe
dargestellt. Die Kontrollgruppe flr weitere Analysen bestand aus 26 Patienten ohne AKI, darunter
19 Ménner (73,1%) und 7 Frauen (26,9%). Das mediane Alter lag wie in der Studiengruppe bei 65
Jahren (IQR 56-75 Jahre). In der Kontrollgruppe hatten 3 Patienten (11,5%) eine vorbestehende
chronische Nierenerkrankung. Als weitere VVorerkrankungen waren bei 16 Patienten (61,5%) eine

arterielle Hypertonie und 7 Patienten (26,9%) ein Diabetes mellitus bekannt.
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Tabelle 10 Patientencharakteristika der Patienten aus der Fallserie mit AKI (N=15). Weiblich (w), ménnlich (m). AKI akute Nierenschadigung (engl. acute kidney injury), CNI Chronische
Niereninsuffizienz, KDIGO Kidney Disease: Improving Global Outcomes, NTx Nierentransplantation, OP Operation

CHAC1 Kreatinin  Kreatinin  Kreatinin Dialyse Bekannte
Ursache der imUrin  KDIGO- (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) wahrend  Arterielle  Diabetes onkologische
Alter  Geschlecht AKI (ng/ml)  Stadium  Vorwert  Aufnahme Follow-up  CNI AKI Hypertonie  mellitus  Erkrankung
. 1,13 . . .
1 78 w postoperativ 58,6 1 1,2 1,85 (Tag 7) Nein Ja Ja Nein Nein
. 2,46 . . .
2 51 m postoperativ 111 3 4,5 5,02 (Tag 7) Ja ja Ja Nein Nein
. 1,27 . . .
3 80 w postoperativ 7,2 1 1,4 1,72 (Tag 6) Ja Nein Ja Nein ja
. y 0,99 .
4 53 m Sepsis-assoziiert 58,0 3 0,99 9,96 (Tag 12) Nein Ja Ja Ja Ja
. N 1,83 . . .
5 65 m Sepsis-assoziiert 12,4 3 1,49 3,71 (Tag 6) Nein Nein Ja Ja Nein
. . 1,96 .
6 77 w Sepsis-assoziiert 25,2 n/a n/a 4,13 (Tag 14) n/a Ja Ja Ja nein
) 1,01 . . . .
7 78 w prarenal 14,2 2 0,97 2,8 (Tag 2) Nein Nein Nein Ja ja
8 55 m Sepsis-assoziiert 26,0 3 0,8 4,46 (T3.311885) Nein Ja Nein Nein Nein
9 74 m prarenal 73,7 n/a n/a 3,96 L7 Ja Ja Ja Ja Nein
(Tag 7)
10 75 w Sepsis-assoziiert 15,5 1 0,68 1,32 0,95 Nein Nein Ja Nein Ja
(Tag 7)
11 61 w Sepsis-assoziiert 55,8 2 0,63 1,99 n/a Nein Nein Ja Nein Nein
12 57 m intrarenal 21,0 2 1,1 2,78 1,46 Ja Nein Ja Ja Nein
(Tag 7)
1,79 . . .
13 68 m postrenal 40,2 n/a n/a 2,6 (Woche 4) Nein Nein Ja Ja Nein
5,55 2,81 . . .
14 56 w NTx 92,4 n/a 9,28 (OP-Tag) (Tag 7) Ja Nein Ja Nein Nein
4,34 1,92 . ) .
15 57 m NTx 54,6 n/a 5,08 (OP-Tag) (Tag 7) Ja Nein Ja Nein Nein
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5. 2. CHAC1 im Urin und Serumkreatinin

Bei allen AKI-Patienten der Fallserie konnte CHAC1 im Urin mittels Western Blot nachgewiesen
werden. Abbildung 11 zeigt beispielhaft einen Western Blot von Patienten mit und ohne AKI. In
der AKI-Gruppe lag die mediane CHAC1-Konzentration bei 25,97 ng/ml (IQR 14,23 — 57,96
ng/ml). In der Kontrollgruppe war die CHAC1-Konzentration mit 0 ng/ml (IQR 0 — 4,02 ng/ml)
signifikant niedriger als in der AKI-Gruppe (p < 0,001; Abbildung 12A). Das Serumkreatinin lag
in der AKI-Gruppe mit 3,71 mg/dl (IQR 1,99 — 4,46 mg/dl) ebenfalls signifikant héher als in der
Kontrollgruppe mit 0,91 mg/dl (IQR 0,84 — 1,02 mg/dl; p < 0,001; Abbildung 12B).
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Abbildung 11 Représentatives Beispiel einer Western Blot-Analyse von CHACL im Urin aus der Fallserie. Vergleich von
Patienten mit AKI (Spalten 7-11) und ohne AKI (Spalten 5-6). Die Spalten 1-4 zeigen eine Verdinnungsreihe mit

rekombinantem CHACL1 (54ng, 27ng, 13,5ng, 9ng). AKI Akute Nierenschadigung (engl. acute kidney injury), CHACL1 cation
transport regulator homolog 1
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Abbildung 12 Vergleich der Konzentrationen von CHAC1 im Urin (A) und Serumkreatinin (B) zwischen Patienten mit und ohne
AKI im Rahmen der Fallserie: Vergleich zwischen Patienten mit AKI nach den KDIGO-Kriterien (N=15) und Patienten ohne
AKI (Kontrollgruppe, N=26). Die Daten sind als Median und Interquartilenbereich (IQR) dargestellt. Die Sterne zeigen
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in einer nicht-parametrischen Varianzanalyse (Mann-Whitney-U-Test)
** p<0,01. CHACI cation transport regulator homolog 1
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Von den Patienten mit AKI waren 6 von 15 (40%) im akuten Verlauf dialysepflichtig. Zwei dieser
Patienten hatten eine vorbestehende chronische Niereninsuffizienz. Die h&ufigste Ursache fir die
Entwicklung einer AKI war in dieser Studiengruppe die Sepsis-assoziierte AKI (N=6; vergleiche
Tabelle 10). Die CHAC1-Konzentration im Urin von Patienten mit Sepsis-assoziierter AKI zeigte
mit 25,57 ng/ml (IQR 14,69 — 56,34 ng/ml) jedoch keinen signifikanten Unterschied zu der
gemessenen Konzentration im Urin von Patienten mit einem AKI anderer Genese, die bei 40,19
ng/ml (IQR 12,66 — 66,15 ng/ml) lag (p = 0,864).

p < 0,001
A ‘ p < 0,001 \ B
100,00 10,004 o
g p <0,001
80,00 E 8,00 [
o
s
E p < 0,001
b o
E 60,00 o 6004
E 2
= g
Q p=0,130 a
L 1000 E 4,004 p = 0,002
E
"
g
20,00 % E 200 °
3
é ’
. T _ T T . i | T T
ja (bilateral) ja (unilateral) nein ja (bilateral) ja (unilateral) nein
Akute Nierenschadigung Akute Nierenschadigung

Abbildung 13 Studientbergreifender Vergleich von Serumkreatinin und CHACL im Urin zwischen Patienten mit und ohne AKI
(Fallserie) und Patienten mit unilateraler AKI nach NSS mit renaler Ischdmie (Teilnephrektomie-Studie): Vergleich der
Konzentrationen von CHAC1 im Urin (A) und Serumkreatinin (B) zwischen Patienten mit (bilateraler) AKI (N=15), Patienten
mit unilateraler AKI durch Abklemmen einer Nierenarterie im Rahmen einer Teilnephrektomie (N=18) und Patienten ohne AKI
(N=26). Die Daten sind als Median und Interquartilenbereich dargestellt. CHACL cation transport regulator homolog 1

In einer abschlieBenden Analyse wurden die AKI-Patienten der Fallserie und die Kontrollgruppe
mit Patienten aus der Gruppe 1 der Teilnephrektomie-Studie verglichen, bei denen eine unilaterale
Nierenschadigung durch einseitiges Abklemmen der Nierenarterie wahrend der Operation
induziert wurde (Abbildung 13). Die Patienten mit (bilateraler) AKI wiesen sowohl hohere
Serumkreatinin-Werte, als auch hohere CHAC1-Konzentrationen auf als die Patienten mit

unilateraler Nierensch&digung und die Patienten der Kontrollgruppe.

In der Gruppe mit unilateraler Nierenschadigung lag das Serumkreatinin (24 Stunden postoperativ)
mit 1,16 mg/dl (IQR 0,92 — 1,38 mg/dl) signifikant héher als in der Kontrollgruppe (A 0,25 ng/ml;
p =0,002). Die CHAC1 Konzentration im Urin (6 Stunden postoperativ) unterschied sich dagegen
mit 1,91 ng/ml (IQR 0 — 6,67 ng/ml) nicht signifikant von den Werten der Kontrollgruppe (A 1,91
ng/ml; p = 0,130).
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6. Diskussion

6.1.  Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Protein CHACL erstmals als potenzieller neuer Biomarker

der akuten Nierenschadigung im Menschen untersucht.

Vergleichbar mit dem in der préklinischen Entwicklung verwendeten Tiermodell der renalen
Ischdmie-Reperfusions-Schadigung bei Mausen, wurde im Rahmen der Teilnephrektomie-Studie
eine kleine Patientenkohorte mit 37 Patienten untersucht, die eine einseitige NSS zur Entfernung
eines Nierentumors erhielten. Die Teilnephrektomie zur Behandlung von Nierentumoren ist neben
kardiochirurgischen Eingriffen und diagnostischer Kontrastmittelgabe ein hdufig genutztes
Klinisches Setting fur die Evaluation moglicher Biomarker der AKI. Sie bietet die Mdoglichkeit,
die Dynamik renaler Biomarker in einem in-vivo Modell der Ischdmie-Reperfusion zu
untersuchen. Das Abklemmen der Nierenarterie wéahrend der Operation ermdglicht eine prazise
zeitliche Zuordnung der Schédigung und standardisierte Messzeitpunkte pra- und postoperativ.
Gleichzeitig kdnnen Patienten, die den gleichen Eingriff ohne Abklemmen der Niere erhalten, als
Kontrollen fungieren, sodass der Einfluss moglicher weiterer Schadigungsfaktoren neben der
Ischdmie nahezu ausgeschlossen werden kann (z.B. ein nicht-ischamisches Nierentrauma, die

Anadsthesie oder die Anlage eines Harnblasenkatheters). (65)

Die Ergebnisse der Teilnephrektomie-Studie zeigen, dass CHACL1 in der Gruppe mit unilateraler
Ischdmie wéhrend der Teilnephrektomie (Gruppe 1) bereits sechs Stunden nach der Operation
gegenliber dem préaoperativen Ausgangswert signifikant ansteigt, bis zum 3. postoperativen Tag
signifikant erhéht bleibt und anschlieRend wieder abfallt. In der Kontrollgruppe (Gruppe 2) zeigt
sich diese Dynamik nicht. Hier liegt CHACL1 zu keinem Zeitpunkt signifikant hoher als der
praoperative Ausgangswert und insgesamt niedriger als in Gruppe 1. Allerdings unterscheiden
sich  die maximale postoperative = CHAC1-Konzentration sowie die  maximale
Konzentrationsanderung gegeniber dem préoperativen Ausgangswert nicht signifikant zwischen
den beiden Gruppen, was die diagnostische Wertigkeit von CHAC1 in diesem Setting deutlich

einschrankt.
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Zur besseren Einordnung der Ergebnisse wurden neben CHAC1 auch NGAL und Calprotectin, als
bereits in vielen klinischen Studien untersuchte Biomarker der tubuléren Schadigung, im Urin
gemessen. NGAL und Calprotectin zeigen in Gruppe 1 ebenfalls bereits sechs Stunden nach der
Operation einen signifikanten Anstieg gegenliber dem préoperativen Ausgangswert, wobei NGAL
auch in Gruppe 2 zu diesem Zeitpunkt signifikant hoher liegt als préoperativ. Im Unterschied zu
CHAC1 bleiben die beiden Biomarker allerdings bis zum 5. postoperativen Tag, dem letzten

Messzeitpunkt des Follow-Up, erhéht.

Eine vergleichbare prospektive klinische Studie mit 27 Patienten, die ebenfalls eine
Teilnephrektomie mit Abklemmen der Nierenarterie zur Behandlung von Nierentumoren
erhielten, zeigt &hnliche Ergebnisse fir NGAL im postoperativen Verlauf. In der Kohorte
entwickelten 10 von 27 Patienten (37 %) eine AKI, was mit den Ergebnissen der Studiengruppe
in dieser Arbeit vergleichbar ist (44,4% in Gruppe 1). Patienten, die eine postoperative AKI

entwickelten, weisen héhere postoperative NGAL-Werte auf. (66)

In der Literatur finden sich insgesamt sehr unterschiedliche Angaben zur AKI-Inzidenz nach
Teilnephrektomie. Hierbei zeigt sich die hdchste postoperative AKI-Rate mit 54 % bei Patienten
mit Einzelniere (67), wahrend Patienten nach Roboter-assistierter Teilnephrektomie die niedrigste
Inzidenz (0,8 %) aufweisen (68). Die Ergebnisse variieren je nach betrachteter Studienpopulation
(Alter, Begleiterkrankungen, préoperative  Nierenfunktion, etz.) sowie verwendeter
Operationstechnik (offen, laparoskopisch, Roboter-assistiert) und werden auflerdem von der
Qualitat und Quantitat des verbliebenen Nierengewebes und moéglicherweise von der Dauer der
intraoperativen Ischdmie beeinflusst (65). Mit 44,4 % liegt die AKI-Rate der in dieser Arbeit
untersuchten Studienpopulation relativ hoch.

Waihrend die Autoren der oben erwahnten Studie (66) NGAL speziell als Marker fir den
Schweregrad der renalen Schadigung nach Ischamie-Reperfusion empfehlen, kommen Parekh et
al. in einer anderen prospektiven Klinischen Studie zu einem anderen Ergebnis: lhre
Studienpopulation besteht aus 40 Patienten, die eine offene Teilnephrektomie erhalten.
Verschiedene Biomarker (NGAL in Plasma und Urin, KIM-1, LFABP, NAG, IL-18 und Albumin
im Urin) wurden vor dem Abklemmen der Nierenarterie sowie nach zwei und 24 Stunden
gemessen. Alle Biomarker im Urin zeigen postoperativ einen signifikanten Anstieg, wobei die
Konzentrationsanstiege, im Vergleich zu in anderen AKI-Settings gemessenen Werten, insgesamt

eher moderat ausfallen. (69)
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In der gleichen Studie von Parekh et al. wurden wéhrend der Operation aul3erdem Biopsie-Proben
(vor dem Abklemmen, am Ende des Abklemmens und nach 5 Minuten Reperfusion) entnommen,
um die Ischamietoleranz des Nierengewebes zu untersuchen. Hierbei zeigt sich, dass die
strukturellen Veranderungen nicht so stark ausgepragt sind wie in Tiermodellen mit dhnlicher
Ischdmiezeit, obwohl die Ischdmiedauer bei >80% der Patienten langer als 30 Minuten war. Die
Autoren schlussfolgern daraus, dass die getesteten Biomarker im Setting der NSS, aufgrund der

nur leicht ausgepragten strukturellen Schadigung der Niere, eventuell ungeeignet sind. (69)

Die Ergebnisse von Parekh et al. passen zu Resultaten der Teilnephrektomie-Studie, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurde. Fir NGAL und CHAC1 konnten fur die maximalen
postoperativen Konzentrationen sowie fiir die maximalen Konzentrationsanderungen gegentiber
den praoperativen Ausgangswerten keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und
ohne renaler Ischamie wahrend der Operation gefunden werden. Dies kdnnte zumindest partiell
dadurch erklart werden, dass die Nierenschadigung durch unilaterale Ischdmie-Reperfusion
vergleichsweise gering ausfallt und somit nicht zu deutlichen Anstiegen der Biomarker-

Konzentrationen fuhrt (69).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher nach Abschluss der Teilnephrektomie-Studie eine Fallserie
mit Patienten mit schwereren AKI-Formen durchgefiihrt. Hierzu wurde der Urin von 15 Patienten
mit einer AKI (nach den KDIGO-Kriterien) verschiedener Atiologie analysiert, darunter
postoperative AKI, medikamentds-toxische AKI und Transplantatversagen. In allen Proben
konnte CHAC1 mittels Western Blot nachgewiesen werden. Aullerdem lagen die errechneten
CHACI1-Konzentrationen signifikant hoher als die Messwerte der Kontrollgruppe (Patienten ohne

Hinweis auf eine AKI).

Im abschlieRenden Vergleich zwischen Patienten mit schwerer (bilateraler) AKI und Patienten der
Gruppe 1 der Teilnephrektomie-Studie mit unilateraler AKI konnte gezeigt werden, dass bei
Patienten mit bilateraler AKI signifikant hohere CHAC1-Konzentrationen gemessen werden
kdnnen als bei Patienten mit unilateraler AKI. Patienten mit unilateraler AKI zeigten auRerdem
keine signifikant héheren CHAC1-Konzentrationen als Patienten der Kontrollgruppe.

Zusammenfassend stellt sich CHACL1 im Rahmen dieser Arbeit als vielversprechender neuer
Biomarker der akuten Nierenschadigung bei schweren Formen der AKI dar. Bei der milderen
Form der AKI durch unilaterale Ischamie-Reperfusion weist es dagegen eine eher niedrige
diagnostische Wertigkeit auf.
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6. 2. NGAL, CHAC1 und Co. — Klinische Relevanz neuer Biomarker der

akuten Nierenschadigung

Alle bisher evaluierten neuen Biomarker der AKI weisen in verschiedenen klinischen Settings und
bei der Prognose verschiedener relevanter Endpunkte unterschiedliche Vor- und Nachteile auf.
Das ,,Troponin der Niere* wurde bisher — auch im Rahmen dieser Arbeit - nicht gefunden (33).
Aufgrund des umfassenden Anforderungsprofils an einen perfekten Biomarker und der
heterogenen Atiologie der AKI scheint es allerdings unwahrscheinlich, dass ein einzelner
Biomarker die Testcharakteristika des Troponins beim Myokardinfarkt erreichen kann. Im
Gegensatz zum Myokardinfarkt, dem ein eindeutiger Schadigungsmechanismus zugrunde liegt,
ist die AKI keine einzelne Krankheitsentitdt, sondern ein klinisches Syndrom, das h&ufig
multifaktoriell bedingt ist (70). Dies spiegelt sich in den insgesamt eher mittelmaRigen
Testcharakteristika der verschiedenen Biomarker wieder, wobei die héchsten AUROC-Werte

(engl. Area under the receiver operating characteristic) zwischen 0,75 und 0,85 liegen (33).

Derzeit wird noch keiner der neuen Biomarker routinemagig in der Klinik eingesetzt (33). Von
der US Food and Drug Administration (FDA) wurden bisher NGAL und die
Biomarkerkombination IGFBP7/TIMP-2 (NephroCheck, Astute Medical) fir den klinischen
Einsatz zugelassen. Aufgrund der noch mangelnden technischen Verfligbarkeit und der im
Vergleich zu etablierten Parametern hohen Kosten, werden aber auch diese diagnostischen Tools

noch nicht regelméaRig im Klinikalltag eingesetzt (32).

Aktuell wird die klinische Relevanz der neuen Biomarker in der Fachwelt insgesamt kontrovers
diskutiert. Einen Uberblick zu den verschiedenen Positionen hierzu gibt ein Editorial in der
Zeitschrift Intensive Care Medicine, in dem verschiedene Expertenmeinungen gegenuberstellt
werden (34,71,72). Nach 10 Jahren intensiver Forschung im Bereich der Entwicklung neuer
Biomarker der AKI ziehen die Autoren Resiimee. Wéhrend J. Vanmassenhove et al. zu dem
Ergebnis kommen, dass die neuen Biomarker bisher hinter den Erwartungen zuriickbleiben,
betonen B. McMahon und J. Koyner die bisher erreichten Erfolge und ziehen eine positive Bilanz
(34,71). J. Prowle und M. Rosner bewegen sich zwischen diesen beiden Positionen und kommen
zu dem Schluss, dass bei der Suche nach dem universellen diagnostischen Tool fur alle Formen

der AKI zu viel von Biomarkern erwartet wird.
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Zudem werde nach Meinung der beiden Autoren zu wenig beachtet, dass Biomarker auf der
anderen Seite wichtige Einblicke in zugrundeliegende pathophysiologische Mechanismen liefern
kdnnen und Ansatzpunkte flr gezielte Therapien sein kdnnen (72). Alle Autoren sind sich indessen
einig, dass weitere Forschung, die auf das bisher generierte Wissen aufbaut, notwendig ist, um
neue Biomarker sinnvoll in den klinischen Alltag zu integrieren. Um dieses Ziel zu erreichen, gibt
es derzeit verschiedene Strategien, unter anderem die gezielte Entwicklung neuer Biomarker sowie

die Integration bereits bekannter Biomarker in bestehende diagnostische Konzepte (71).

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Protein CHACL ist eine Komponente der zellularen
ER-Stress Antwort (siehe 1. 4), die derzeit ein vielversprechender Ansatzpunkt bei der Suche nach
neuen Biomarkern der AKI darstellt. Nach aktuellem Kenntnisstand sind die zelluldren ER-Stress
Signalwege an der Pathogenese verschiedener Nierenerkrankungen beteiligt (54). Diese ER-
Stress-Signalwege kdnnen unter anderem durch renale Ischamie oder Hyperglykdmie induziert
werden (73-75). Die Nutzung von ER-Stress assoziierten Faktoren, die wahrend einer AKI in den

Urin abgegeben werden, so genannter ER-Stress Biomarker, erscheint daher vielversprechend.

Zwei potenzielle neue Biomarker aus diesem Bereich wurden bereits publiziert: Cysteine-rich with
EGF-like domains 2 (CRELD2) (76) und mesencephalic astrocyte—derived neurotrophic factor
(MANF) (77). CRELD2 wurde in einer Kohorte der Translational Research Investigating
Biomarker Endpoints in AKI-Studie (TRIBE-AKI-Studie; 23 kardiochirurgische padiatrische
Patienten) untersucht. Hohere postoperative CRELD2 Konzentrationen im Urin waren mit
schwerer postoperativer AKI assoziiert. Fur MANF liegen bisher keine Daten aus klinischen
Studien vor. Das Protein CHAC1 ist ein weiterer potenzieller neuer Biomarker fir die Diagnostik
der akuten Nierenschadigung und konnte potenziell auch in der Diagnostik und
Therapieevaluation anderer Nierenerkrankungen, die mit ER-Stress assoziiert sind, Anwendung

finden.
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Die Erforschung neuer Biomarker, beispielsweise im Bereich der ER-Stress Biomarker, kann
nicht nur zur Verbesserung der Diagnostik der AKI, sondern auch zu einem besseren
grundlegenden Verstandnis der Pathogenese verschiedener Formen der AKI beitragen, was
wiederum die gezielte Entwicklung neuer Biomarker erleichtern kdénnte (70). In diesem
Zusammenhang steht auch das vor Kurzem im Rahmen der ,,Precision Medicine Initiative® des
National Institute of Health (NIH) gestartete Kidney Precision Medicine Project (KPMP)
(11,78,79). Ziel dieses Projektes ist es, durch grof3 angelegte Sammlung und Kategorisierung von
Nierenbiopsien einen umfangreichen kidney tissue atlas fir verschiedene Nierenerkrankungen zu
erstellen, um so zundchst zu einem besseren Verstdndnis der zugrunde liegenden
pathophysiologischen Mechanismen zu gelangen. In Zukunft konnten mithilfe dieser
Datensammlung zum Beispiel auch neue Biomarker fiir die gezielte Diagnostik verschiedener
Formen der AKI entwickelt sowie Ansatzpunkte fiir neue, gezielte Therapien gefunden werden.
(79,80)

Ein Ansatz zur Steigerung der diagnostischen Qualitat der bereits bekannten neuen Biomarker ist
die Nutzung von so genannten Biomarker-Panels, also Kombinationen mehrerer Biomarker.
Beispielsweise erreicht die Kombination von TIMP-2 und IGFBP-7 im Urin (NephroCheck,
Astute Medical) einen hoheren AUROC-Wert, als die jeweiligen Marker einzeln betrachtet
(22,81). Im Setting der padiatrischen Herzchirurgie mit kardiopulmonalem Bypass konnte mittels
verschiedener Kombinationen der vier Biomarker NGAL, 1L-18, L-FABP und KIM-1 (im Urin)

ebenfalls eine Verbesserung der postoperativen AKI-Detektion erreicht werden (82).

Eine Strategie zur Integration neuer Biomarker in bestehende diagnostische Konzepte der AKI
bietet das Modell der funktionellen und strukturellen Nierenschadigung (Abbildung 14). Dieses
Modell bietet die Méglichkeit, neue Biomarker mit dem etablierten Parameter Serumkreatinin zu
kombinieren und so die Differentialdiagnostik von Patienten mit AKI im klinischen Alltag zu
verbessern. Die meisten neuen Biomarker zeigen im Gegensatz zu Serumkreatinin eine strukturelle
Nierenschadigung an. Das Serumkreatinin, wie auch die Diuresemenge, dagegen sind rein
funktionelle Marker (vergleiche Kapitel 1. 3).

Durch eine Kombination von bekannten funktionellen Markern und neuen strukturellen Markern
kann eine weitergehende Kategorisierung von AKI-Patienten in verschiedene Untergruppen
erfolgen. Patienten mit einer reduzierten Nierenfunktion kénnen mithilfe neuer Biomarker auf das
Vorliegen einer strukturellen Nierenschédigung untersucht werden. Abbildung 14 zeigt, dass je

nach Biomarker-Status eine prarenale oder intrarenale AKI vorliegen kann. (32,86,87)
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Abbildung 14 Modell der funktionellen und strukturellen Nierenschadigung. Die Kategorisierung von Subgruppen der AKI
erfolgt durch Kombination von Serumkreatinin als Funktionsparameter und neuen Biomarkern der strukturellen
Nierenschadigung. AKI Akute Nierenschadigung (engl. acute kidney injury) (adaptiert nach (32,86))

Patienten, bei denen eine strukturelle Schadigung ohne reduzierte Nierenfunktion vorliegt, werden
nach dem in Abbildung 14 dargestellten Modell als subklinische AKI Klassifiziert. Das Konzept
der subklinischen AKI wurde in den letzten Jahren im Rahmen der Erforschung neuer Biomarker
der AKI entwickelt. Patienten mit einer sogenannten subklinischen AKI entsprechen nicht den
KDIGO-Kriterien, sind aber Biomarker-positiv. und zeigen ein erhohtes Risiko eine
Nierenersatztherapie zu bendtigen sowie langere Aufenthaltszeiten auf der Intensivstation und im
Krankenhaus allgemein. In einer Meta-Analyse von 2011 wurden die Daten von 2322 kritisch-
kranken Patienten (v.a. mit kardiorenalem Syndrom) aus 10 prospektiven Beobachtungsstudien zu
NGAL analysiert (88): Patienten mit erhéhten NGAL-Werten, die kein erhohtes Serumkreatinin
aufwiesen (NGAL + / sSKREA -), zeigten eine hohere kurzfristige Morbiditat und Mortalitét als
Patienten ohne erhéhte NGAL- und Serumkreatinin-Werte (NGAL - / SKREA -). Erste Daten aus
dem Follow-Up der TRIBE-AKI-Studie zeigen, dass erhohte Biomarker in der postoperativen
Akutphase, speziell 1L-18 und KIM-1, bei Patienten mit und ohne nach derzeitigem klinischen
Standard diagnostizierter AKI ebenfalls mit einer erhdhten langfristigen Mortalitat assoziiert sind
(89). (87,88)
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Eine weitere Mdglichkeit bietet die Kombination neuer Biomarker mit bekannten diagnostischen
Tests wie dem Furosemid-Stress-Test (siehe Kapitel 1. 2) oder Risiko-Scores wie dem Renal
angina index (71). In einer Studie mit 77 Patienten mit friiher AKI konnte gezeigt werden, dass
bei Patienten mit erhdohten Biomarker-Werten (NGAL und/oder TIMP-2 und IGFBP-7 im Urin)
durch anschlielende Durchfiihrung eines Furosemid-Stress-Tests die Prognoseabschatzung in
Bezug auf Progression der AKI und Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie verbessert werden
kann (83).

Der Renal angina index kombiniert bekannte Risikofaktoren fir die Entwicklung einer AKI (siehe
Kapitel 1. 1) mit den Parametern der KDIGO-Kriterien zur Abschétzung des individuellen Risikos
eines Patienten eine AKI zu entwickeln (84). Durch eine standardisierte Risikostratifizierung
anhand der Klinik und etablierter Nierenfunktionsparameter mit anschlieRender gezielter Messung
von Biomarkern konnte die diagnostische Aussagekraft der Biomarker verbessert werden (71).
Dieses Konzept konnte in einer ersten Studie mit padiatrischen Intensivpatienten erfolgreich
getestet werden. Durch die Addition von Biomarkern (u.a. NGAL) zum renal angina index konnte
in der Studienpopulation eine Verbesserung der VVorhersage einer schweren AKI erreicht werden
(85).

In Zukunft konnte auch fir den potenziellen Biomarker CHAC1 die diagnostische Wertigkeit
durch eine Kombination mit bekannten diagnostischen Tools oder die Integration in ein
Biomarker-Panel erhéht werden. Zundchst gilt es jedoch weiterfihrende Studien durchzufiihren,
um geeignete Patientenpopulationen zu definieren und relevante klinische Anwendungsbereiche
fir CHACL zu finden.

6. 3. Limitationen dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Messungen von CHAC1 mittels Western Blot
durchgefuhrt, da es fur CHACL bisher noch keinen kommerziell verfiigbaren ELISA gibt. Die
ermittelten CHAC1-Konzentrationen sind daher nur Schétzwerte, da der Western Blot nur
semiquantitativ ausgewertet werden kann. Die zeitaufwandige Analyse mit vielen Teilschritten ist
auBerdem fehler- und storanféllig, was zu einer gewissen Variation in den Ergebnissen fiihren

kann.
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Bei der Interpretation der Ergebnisse der Teilnephrektomie-Studie ist zu beachten, dass die
Studienpopulation insgesamt nur 37 Patienten umfasst. Die Ergebnisse sollten daher in einer
groReren Studie validiert werden. Die postoperativ tdglich gewonnenen Urinproben ermdéglichen
Aussagen zum zeitlichen Verlaufsprofil der CHAC1-Konzentration im Urin nach der
intraoperativen Nierenschadigung. Die erste postoperative Urinprobe wurde allerdings erst sechs
Stunden nach der Operation entnommen. Flr prézisere Ergebnisse zur Fruhphase nach der
Ischdmie héatten Urinproben bereits zwei bis drei Stunden postoperativ gesammelt werden missen,
was in dieser Studie jedoch nicht realisiert werden konnte. AuRerdem konnten nicht alle geplanten
Messzeitpunkte bei jedem Patienten eingehalten werden, sodass die statistische Auswertung
einiger Messzeitpunkte sich nicht auf die komplette Studienpopulation bezieht.

Ahnliches gilt fiir die Fallserie: Die Ergebnisse der Analysen der 15 Patienten sollten fiir die
einzelnen Entitaten der AKI in gréReren Kohorten tberprift werden, um genauere Aussagen zur
diagnostischen Wertigkeit von CHAC1 in Bezug auf die verschiedenen AKI-Formen ableiten zu
konnen. Aufgrund der Unmoglichkeit der Ermittlung des genauen Zeitpunktes der
Nierenschadigung bei den meisten Patienten und der somit uneinheitlichen Entnahmezeitpunkte
der Urinproben, ist die zeitliche Einordung der gemessenen CHAC1-Konzentrationen im Verlauf

der AKI kaum moglich.
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6.4.  Schlussfolgerung und Ausblick

Nach seiner Entdeckung als potenzieller neuer Biomarker der hyperakuten Nierenschadigung im
Tiermodell, wurde das Protein CHAC1 im Rahmen dieser Arbeit erstmals in einem klinischen
Setting evaluiert. Es konnte ein Western Blot-Protokoll entwickelt werden, mit dem CHACL1 im

Urin von Patienten mit AKI zuverlassig gemessen werden kann.

Die Ergebnisse der Teilnephrektomie-Studie zeigen, dass CHAC1 im Urin von Patienten vor und
nach Teilnephrektomie mit der neu entwickelten Western Blot-Methode detektiert werden kann,
jedoch in diesem Setting eine niedrige diagnostische Wertigkeit aufweist. CHAC1 im Urin steigt
zwar bereits kurz nach der Ischdmie an, allerdings unterscheiden sich die gemessenen
Konzentrationsanstiege nicht signifikant von den gemessenen Werten in der Kontrollgruppe mit
Patienten, die die gleiche Operation ohne Abklemmen der Nierenarterie erhielten. AuBRerdem
weisen die Konzentrationsanstiege eine erhebliche Variabilitdt auf, sodass eine diagnostische
Verwendung von CHACL1 in dieser Patientenpopulation eher nicht erfolgversprechend erscheint.

In der Auswertung der Fallserie im Rahmen der NMKD-Studie konnte gezeigt werden, dass
CHAC1 mittels Western Blot auch im Urin von Patienten mit anderen AKI-Ursachen nachweisbar
ist. Die Patienten mit schwerem AKI wiesen zudem deutlich héhere CHAC1-Konzentrationen auf
als Patienten ohne AKI oder Patienten nach renaler Ischdmie bei Teilnephrektomie. Aufbauend
auf diese Ergebnisse kdnnten weitere Studien zur Evaluation von CHACL1 in verschiedenen

Klinischen Settings, beispielweise bei Patienten mit Sepsis-assoziierter AKI, durchgefiihrt werden.

Zurzeit wird ein standardisierter ELISA-Assay fir CHACL entwickelt, der zukinftig exaktere
Messungen von CHACL im Urin und eventuell auch im Plasma ermdglichen wird. Durch die
klrzere Testzeit beim ELISA wird auch die Untersuchung gréRerer Patientenkohorten erleichtert,

die fur die umfassende Evaluation von CHACL1 in jedem Fall benétigt wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass das Protein CHACL im Setting der
Nierenschadigung durch Ischamie-Reperfusion (unilaterale AKI) eine eher niedrige diagnostische
Wertigkeit aufweist. Bei schwereren Formen der AKI zeigen sich jedoch vielversprechende

Ergebnisse.
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