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Abstract

Zusammenfassung

Hintergrund: Kontrastmittelgestutzte Untersuchungsverfahren finden in steigender
Zahl Anwendung. Kontrastmittelinduziertes Nierenversagen (CIN) ist dabei eine
unerwunschte Wirkung. Risikofaktoren hierfir sind, z.B. hohes Alter, Diabetes
mellitus, Herz- oder Niereninsuffizienz. Diese Risiken nehmen aufgrund des
demographischen Wandels zu. Die CIN ist mit einem schlechteren Kurz- und
Langzeit-Outcome der betroffenen Patienten verbunden.

Die gangige Definition der CIN basiert auf der Messung des Serum-Kreatinin, durch
die das Nierenversagen jedoch erst 24-72h nach Kontrastmittelgabe angezeigt wird.
Angesichts der sehr kurzen mittleren Krankenhausverweildauer von Patienten, stellt
sich die Frage nach einem Biomarker, der eine CIN fruher diagnostiziert.

S100a12 und Calprotectin sind S100-Proteine, die in hoher Konzentration in
aktivierten Granulozyten vorkommen, aber auch im Gewebe induzierbar sind. Sie
gehdéren zu den ,Damage-associated molecular pattern proteins® (DAMP).
Intrazellular erflllen sie Aufgaben der Zellhomdostase. Bei einem Zellschaden
werden sie jedoch frei und verursachen die Aktivierung und Aufrechterhaltung einer
Immunantwort.

Ziel dieser Arbeit ist, Calprotectin und S100a12 im Urin als Biomarker fir eine CIN zu
untersuchen. Zusatzlich wird ein Zusammenhang mit dem Outcome der Patienten

drei Monate nach Kontrastmittelgabe anhand sekundarer Endpunkte betrachtet.

Methode: Basis dieser Arbeit ist eine prospektive Studie an 314 Patienten mit
erhdhtem Risiko fur eine CIN. Alle Patienten erhielten eine elektive
Herzkatheteruntersuchung. Aus Urinproben vor und 24h nach KM wurde S100a12
und Calprotectin bestimmt. Gleichzeitig erfolgte eine Serum-Kreatininmessung.
Zusatzlich wurde Kreatinin nach 48h bestimmt. Drei Monate nach Kontrastmittelgabe
wurden die Probanden in einer Follow-up-Untersuchung auf die Endpunkte:
,verdopplung des Serumkreatinins®, ,Dialyse®, ,weitere Krankenhausaufenthalte“ und

»10d“ hin untersucht und erhielten eine weitere Serum-Kreatininmessung.

Ergebnisse: 21 (7,4%) von 283 Patienten der Studienkohorte erlitten eine CIN. Die
Analyse der Biomarker zeigte, dass CIN-Patienten 24h nach Kontrastmittelgabe
signifikant hohere S100a12-Werte haben, als Patienten ohne CIN. Bei der
Auswertung hinsichtlich der Calprotectin-Konzentration ergaben sich bei Patienten
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Abstract

mit CIN nicht signifikant hohere Konzentrationen vor und 24h nach
Kontrastmittelgabe.

Patienten, die zum Zeitpunkt der Follow-up-Untersuchung einen Endpunkt erreicht
hatten, wiesen jeweils vor und 24h nach Kontrastmittelgabe hohere S100a12- und
Calprotectin-Konzentrationen auf, als Patienten, die keinen der beschriebenen
Endpunkte erreichten. Dies erwies sich jedoch als nicht signifikant.

Ein weiteres Ergebnis ist ein hoch signifikanter Unterschied der S100a12- und
Calprotectin-Konzentrationen vor und 24h nach KM in Abhangigkeit vom Geschlecht.

Die weiblichen Patienten wiesen hierbei hohere Werte auf als die mannlichen.

Schlussfolgerung: S100a12 eignet sich potentiell als Biomarker fur die Diagnostik der

CIN. Calprotectin erscheint in diesem Zusammenhang ungeeignet. Es sollten
erganzende Studien durchgefuhrt werden, um dies zu bestatigen.
Im Bezug auf das Outcome der Patienten anhand der sekundaren Endpunkte

ergaben sich fur S100a12 und Calprotectin keine signifikanten Ergebnisse.

Abstract

Background: There are a rising number of patients undergoing radiocontrast media-
enhanced examinations. Contrast media-induced kidney injury (CIN) is a side effect
of the radiocontrast agent. Due to demographic changes, the incidence of risk factors
for CIN-, such as advanced age, diabetes mellitus and cardiac or renal failure will
increase. CIN is associated with worse short-and long-term outcomes. Today's
common definition of CIN is based on measurement of the serum creatinine, which
only indicates renal failure 24-72hrs after administration of radiocontrast media. It is
necessary to find an earlier biomarker to indicate CIN.

S100a12 and calprotectin are proteins that occur in high concentrations in activated
granulocytes and can be induced in tissue. They belong to the "Damage-associated
molecular pattern proteins" (DAMP) and fulfill the duties of intracellular homeostasis.
During tissue or cell damage they are responsible for the activation and amplification
of an immune response.

The goal of this paper is to examine calprotectin and S100a12 in urine as a
biomarker for CIN. Additionally, calprotectin and S100a12 are analyzed regarding the
outcome based on specific endpoints three months after the administration of the

contrast medium.
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Abstract

Methods: We performed a prospective study on 314 patients with an increased risk
for CIN undergoing percutaneous coronary angiography. Urine samples before and
24h after contrast media application were collected. S100a12 and calprotectin were
measured. At the same time, creatinine samples were taken from the blood. Three
months after administration of the contrast medium, data regarding the endpoints:

"doubling of serum creatinine", "dialysis", "non-elective hospitalizations" and "death"

were collected and another blood sample for creatinine measurement taken.

Results: 21 (7,4%) out of 283 patients developed CIN. The results show that patients
who developed CIN had significantly higher S100a12-levels than patients without
CIN, 24hrs after administration of contrast medium. The calprotectin-level was not
significantly higher before and 24hrs after contrast administration in patients with
CIN. The patients who reached an endpoint, had higher S100a12- and calprotectin-
levels before and 24hrs after contrast administration, compared to patients who did
not reach an endpoint. However, this difference proved to be statistically insignificant.
There is also strong evidence for a gender-dependent difference of S100a12- and
calprotectin-levels before and 24hrs after contrast administration, with women having

higher levels.

Conclusion: S100a12 has the potential to be a promising biomarker detecting CIN.
Calprotectin is as a biomarker rather unsuitable in this context. It is necessary to
carry out further studies to confirm this. In terms of patient outcome on the basis of

secondary endpoints no significant results for S100A12 and calprotectin were found.



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

"Mit solchen Kunststlickchen habilitiert man sich in einem Zirkus und nicht an einer
anstandigen deutschen Klinik!". Dies waren die Worte, die der Berliner Chirurg
Ferdinand Sauerbruch zum spateren Nobelpreistrager Werner ForBmann sagte, als
er ihn 1929 aus der Berliner Charité entlied. In einem Selbstversuch hatte sich
Werner ForBmann den ersten Herzkatheter Uber eine Armvene eingefihrt und eine
Rontgenaufnahme angefertigt, wahrend sich die Spitze des Katheters im rechten
Vorhof seines Herzens befand. Mit diesem unkonventionellen Vorgehen wollte er die

Ungefahrlichkeit der Untersuchungsmethode demonstrieren (1).

Weltweit sind heutzutage kathetergestitzte Verfahren aus der Klinik nicht mehr
wegzudenken. Sie sind von unschatzbarem Wert bei der Behandlung von bspw.
Herzinfarkten oder arteriellen Verschlusskrankheiten. Bei der Untersuchung wird
jodhaltiges Kontrastmittel (KM) intravasal verabreicht, um einen Dichteunterschied
zwischen den Gefallen und dem umliegenden Gewebe zu erreichen. Auf diese
Weise werden Pathologien wie z.B. Stenosen dargestellt. Laut Angaben der
deutschen Gesellschaft fur Kardiologie stieg allein die Anzahl der diagnostischen
Herzkatheteruntersuchungen in Deutschland von 2000 bis 2008 insgesamt um 30%
(von 594.898 auf 845.172) (2). Durch die steigende Anzahl dieser Untersuchungen
erhoht sich analog auch der Kontrastmittelverbrauch. Mit steigenden
Kontrastmittelapplikationen nimmt das Auftreten der damit einhergehenden,
unerwiinschten Wirkungen ebenfalls zu. Diese sind z.B. anaphylaktoide Frih- und
Spatreaktionen, Schmerzen, Stérungen des Schilddrisenhormonhaushaltes und —
vermutlich 6konomisch am bedeutendsten- die kontrastmittelinduzierte Nephropathie,
von deren Diagnostik diese Arbeit handelt.

Der erste Fall von kontrastmittelinduziertem Nierenversagen (CIN) wurde bereits im
Jahre 1942 beschrieben (3). Zusammen mit anderen medikamenteninduzierten
Nephropathien ist die CIN fir 11%-26,5% der akuten Nierenversagen im
Krankenhaus verantwortlich (4-6). Patienten, die eine CIN entwickeln, haben
wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes ein 5,5-fach erhdohtes Mortalitatsrisiko
gegenuber Patienten ohne CIN (7). Weitere Studien haben gezeigt, dass unabhangig
von der urspringlichen Nierenfunktion eines Patienten, die CIN mit einem langeren
Krankenhausaufenthalt, einer héheren Rate an krankenhausaufenthaltbezogenen
Komplikationen und einer gesteigerten 1-Jahres-Mortalitat positiv korreliert (4, 8, 9).

1
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Besonders zu bedenken ist, dass die KM gestutzten Untersuchungen zwar
notwendig sind, es sich bei der CIN jedoch um eine allein iatrogen verursachte
Komplikation handelt.

Fur verschiedene Erkrankungen gibt es heutzutage in der Medizin relativ
zuverlassige laborchemische Marker, wie z.B. das Troponin T bei einem Herzinfarkt
und die D-Dimere bei einer Lungenembolie. Fir die CIN existiert derzeit ein solcher
Marker noch nicht. Bislang werden die Messungen von Kreatinin und die Berechnung
der glomerularen Filtrationsrate als Funktionsparameter diagnostisch zur Hilfe

genommen.

In dieser Arbeit wird anhand einer prospektiven Studie untersucht, ob sich die
Proteine, S100a12 und Calprotectin als Marker im Urin zur Detektion einer CIN und
Prognose bestimmter weiterer Endpunkte drei Monate nach KM eignen.

Hierzu werden zunachst Grundlagen erlautert und dann das Studiendesign, die
erfassten Parameter sowie Analysemethoden vorgestellt. Anschlieiend werden die

Ergebnisse prasentiert und ausfuhrlich diskutiert.

1.1 Die kontrastmittelinduzierte Nephropathie (CIN)

Kreatinin wird seit mehr als 60 Jahren als endogener Marker flr die Nierenfunktion
genutzt (10). Es ist ein spontan entstehendes, nichtenzymatisches Abbauprodukt des
Phosphokreatinins der Muskulatur und eine harnpflichtige Substanz. Von der Niere
wird Kreatinin bei normalen Serumkonzentration frei filtriert und weder sezerniert,
noch rickresorbiert. Bei hohen Serumkonzentrationen von Kreatinin, kann die
tubulare Sekretionsrate jedoch ansteigen. Die Syntheserate von Kreatinin ist
proportional abhangig von der Muskelmasse eines Menschen. Somit gibt es
innerhalb der Bevolkerung eine grol3e Variationsbreite der Normalwerte, abhangig
von Alter, Geschlecht, Ernahrungszustand und ethnischer Herkunft.

Fur Kreatinin gibt es vom jeweiligen klinischen Labor vorgegebene
Normwertgrenzen. Das Problem ist, dass diese fir alle Patienten vereinheitlicht sind
und sich wenig an den genannten Faktoren orientieren. Das heil3t, dass ein Wert,
der gerade noch im Normalbereich liegt, bei einem stattlichen, jungen Mann eine
gute Nierenfunktion angibt, wo hingegen die dlinne, altere Frau schon an einer

ausgepragten Einschrankung ihrer Nierenfunktion leidet.



EINLEITUNG

Zusatzlich koénnen sich die absoluten Basalwerte intraindividuell je nach
Hydratationsstatus um 10-20% unterscheiden (11). Ein weiterer Einflussfaktor ist
bspw. erhohter Fleischkonsum, der den Kreatinin-Spiegel steigen lassen kann.
Zusatzlich kann die Kreatininkonzentration in der photometrischen Messung im Labor
durch bestimmte Medikamente, wie z.B. Cephalosporine, Acetylsalicylsaure oder
Metabolite wie Billirubin verfalscht und zu hoch gemessen werden (12, 13).
Insgesamt zeigt sich also, dass der Kreatinin-Wert eines Patienten von zahlreichen
Faktoren beeinflusst wird.
Eine weitere Moglichkeit zur Evaluation der Nierenfunktion ist die glomerulare
Filtrationsrate (GFR). Zur genauen Bestimmung der GFR ist als Goldstandard die
Messung der Kreatinin-Clearence durch eine 24-h-Sammelurin-Untersuchung
notwendig. Die Clearance gibt an, wie viel Plasmavolumen pro Minute von der
Substanz befreit wird. Die 24h- Sammelurin-Untersuchungen sind zeitaufwandig,
belastend fur die Patienten und durch haufige Verluste beim Urinsammeln sehr
fehlerbehaftet. Deswegen entwickelten Cockraft und Gault bereits 1976 eine der
ersten noch heute verwendeten Formeln zur Abschatzung der GFR (estimated GFR
eGFR) (14). Eine weitere Formel wurde 1999 im Rahmen der ,Modification of Diet in
renal disease (MDRD)-Studie an einem grofleren Patientenkollektiv (1628
Patienten) entwickelt (15). Sie ist eine geeignete Screeningmethode fur Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion. Eine Vereinfachung der urspringlichen Formel
macht es moglich, anhand einer Serum-Kreatinin-Messung die GFR indirekt
abzuschatzen (Formel [1]). Es besteht eine inverse nichtlineare Korrelation zwischen
Kreatinin und eGFR.

[1]

eGFR [ml/min/1,73m?] = 186 - (Serumkreatinin [mg/dl])~5* - (Alter [Jahre])~9203
(- 0,742 falls weiblich)

Das Kreatinin ist im Allgemeinen kein zuverlassiger Parameter flir eine nur leichte
Nierenschadigung. Der Serumkreatininspiegel erhdht sich erst, wenn die GFR um
mehr als 50% gesunken ist. Dies wird auch als kreatininblinder Bereich bezeichnet.
Trotzdem ist Kreatinin ein lange im klinischen Gebrauch etablierter
Standardparameter fir die Nierenfunktion und wird auch nach Kontrastmittelgabe zur

Uberwachung dieser eingesetzt.
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Die CIN st definiert als: Eine akute Abnahme der Nierenfunktion 24-72h nach

parenteraler Applikation von Kontrastmittel unter dem Ausschluss anderer Ursachen.

Als pathologisch wird ein Anstieg des Kreatinin um = 25% oder 0,5 mg/dl (44umol/l)
innerhalb von 24-72h angesehen.(4, 8, 16-19)

In nur sehr wenigen Fallen leiden die Patienten dabei an einer An- oder Oligourie,
was die rein klinische Diagnostik erschwert. Nach dem Anstieg fallt das Kreatinin
meist innerhalb von zwei Wochen wieder auf den Ausgangswert. Haufig bleibt die
CIN somit unentdeckt. Zumal nach dem heutigen DRG-System (Diagnosis Related
Group System) die Patienten z.B. nach einer unkomplizierten diagnostischen
Angiographie eine mittlere Verweildauer von nur einem Tag in der Klinik haben und
die Uberwachung der Nierenfunktion sich auf diese Weise in die ambulante
Patientenversorgung verschiebt. Hier wird sie, da die vorangegangene
Kontrastmittelgabe nicht so prasent ist und mangels Aufklarung der Hausarzte, oft
vergessen. Die Auswertung eines amerikanischen Registers stellt sogar die
problemlose Anwendung ambulanter Herzkatheteruntersuchungen dar (20, 21), was,
sollte dies auch in Deutschland umgesetzt werden das Problem noch weiter
verscharfen wirde.

Entsprechend kann die CIN wegen der heutigen Rahmenbedingungen vermutlich in
vielen Fallen gar nicht erkannt werden. Somit wird sie in Folge auch nicht behandelt.
Eine unbehandelte CIN kann persistieren und bis zur dialysepflichtigen terminalen

Niereninsuffizienz fihren (22).

1.1.1 Inzidenz und Risikofaktoren

In der Literatur finden sich Angaben zur Inzidenz von CIN, die von 2%-50% reichen
(8, 23, 24), wobei das generelle Risiko der Normalbevdlkerung recht gering ist.
Betrachtet man jedoch Subgruppen mit einzelnen oder kombinierten Risikofaktoren,
so steigt die Wahrscheinlichkeit eines KM-induzierten Nierenversagens. Aufgrund
des, in Kapitel 1.1.3 beschriebenen, Pathomechanismus kommen alle Erkrankungen,
die eine Pradisposition zur medullaren Oxygenierungsinsuffizienz in der Niere
aufweisen, als Risikofaktoren in Frage. Hierzu zahlen Erkrankungen, zu deren
pathophysiologischen Mechanismen eine reduzierte Herzleistung, koexistierende
vasokonstriktive Stimuli, ein reduzierter renaler Perfusionsdruck, die Anderung der
rheologischen  Eigenschaften des Blutes, eine Linksverschiebung der
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Sauerstoffbindungskurve und eine Erhéhung des renalen Sauerstoffbedarfs gehoren.
Solche Erkrankungen sind z.B. Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit (KHK),
Diabetes mellitus, nephrotoxische Medikamenteneinnahme, Multiples Myelom,
Anamie und viele weitere.

Der wichtigste Risikofaktor fur die CIN ist eine vorbestehende Niereninsuffizienz. Sie
ist definiert als basale GFR<60ml/min/1.73m? Uber einen Zeitraum von mehr als drei
Monaten (25).

Die Arbeitsgruppe um Mehran et al. entwickelte als erste ein einfaches Punktsystem,
das fur die Kombination von Risikofaktoren ein prozentuales Risiko fur die
Entwicklung einer CIN angibt (26). Das Punktesystem enthalt patientenbezogene
und prozedereabhangige Risikofaktoren. Patientenbezogene Risikofaktoren sind in
Abb.1 hellblau dargestellt. Es handelt sich dabei um periprozedurale Hypotonie,
chronische Herzinsuffizienz, Patientenalter Uber 75 Jahren, Anamie, Diabetes
mellitus und chronische Niereninsuffizienz. Prozedereabhangige Risikofaktoren sind
in Abb.1 dunkelblau dargestellt. Hierzu gehéren grole KM-Mengen und der Einsatz

einer intraaortalen Ballonpumpe zur Kreislaufunterstitzung.
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Risikofaktoren Punktzahl
‘Hypotonie 5
- . Gesamt- Risiko fir  Dialyserisiko
T P punktzahl CIN
(Herzinsuffizienz 5 )
- <5 7.5% 0,04%
Alter > 75 Jahre 4
N Pr— 6 bis 10 14,0% 0,12%
' Anémie (3
{/biabetes mellitus h ? ) 11 bis 16 26.1% 1.09%
& /" Q N4
@erumkreatinin > 1,5 mg/dI (4 )
oder P
2 fiir 40 — 60
@GFR > 60 mi/min/1,73 m? 4 ir 20— 40
2 6 fiir < 20
eGFR (ml/min/1,73 m°) = o
186 x (SCr)-1,54 x (Alter)-0,203 x (0,742
wenn weibl.) x (1,210 wenn afro-

\amerikanisch)

Abb. 1 Schema des Punktsystems in Anlehnung an den Mehran-Riskscore (26)
[Hypotonie: systolischer Blutdruck <80mmg fir mindestens 1h und medikamentdse
Kreislaufunterstitzung; IABP: Intraaortale-Ballonpumpe innerhalb von 24h
periprozedural; Herzinsuffizienz:Klasse IlI-1V der New York Heart Association und/oder
Lungenddem; Anamie: Hamatokrit < 39% fur Manner; <36%fur Frauen; Dialyserisiko:
Dialyse wahrend dem Krankenhausaufenthalt]

Wie sich der Abb.1 entnehmen lasst, wird den einzelnen Risikofaktoren eine
Punktzahl zugeordnet. Die Summe der Punkte ergibt eine Gesamtpunktzahl mit der
die Moglichkeit besteht, die Wahrscheinlichkeit fur ein CIN und/oder eine Dialyse fur

die einzelnen Patienten abzuschatzen. Die Wahrscheinlichkeit wachst mit steigender
Punktzahl.

Allgemein ist zu bedenken, dass durch den demographischen Wandel der
Gesellschaftsstruktur die Inzidenz der chronischen Niereninsuffzienz vermutlich
zunehmen wird. Gleichzeitig kdnnen durch den medizintechnischen Fortschritt auch
vermehrt altere und morbidere Patienten immer aufwandigeren, bildgebenden
Verfahren und  Angioplastien unterzogen werden, die eine grole
Kontrastmittelmenge bendtigen. Insgesamt ist zu erwarten, dass zuklnftig immer

haufiger Patienten mit hohem Risiko (siehe Abb.1) Kontrastmittel bekommen.
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1.1.2 Pravention

Fur die CIN gibt es zurzeit noch keine kausale Therapie. Deswegen ist eine gute
Praventionsstrategie notwendig. Die “European-Society of Urogenital Radiologie” und
das “American College of Radiology (A.C.R.) Committee on Drugs and Contrast
Media” geben regelmalig Leitlinien zur Patientensicherheit unter Kontrastmittel-
gebrauch heraus (27, 28).

Beide Organisationen stimmen in den aktuellen Fassungen ihrer Publikationen darin
Uberein, dass eine ausreichende Hydratation des Patienten, das Absetzen
nephrotoxischer Medikamente und die Verwendung einer moglichst geringen KM-
Mengen, die einzigen evidenzbasierten Praventionsstrategien sind.

Die Idee der Hydratation besteht darin, die Fliel3eigenschaften des Blutes zu
verbessern und die Kontaktzeit des KM mit der Niere zu verringern (siehe Kapitel
1.1.3). Die Toxizitat wird folglich herabgesetzt. Vollstandig verhindert werden kann
eine CIN dadurch nicht, das Risiko kann aber gesenkt werden.

Zusatzlich empfiehlt die “European Society of Urogenital Radiologie” auf eine

sorgsame Indikationsstellung zur Notwendigkeit von KM zu achten (27).

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene, medikamentbse Ansatze zur
Pravention der CIN in Studien getestet. Ein Medikament, das sich bis in den
klinischen Gebrauch durchgesetzt hat, ist Acetylcystein (ACC). Es ist ein potentes
Antioxidantium und zur Bindung freier Radikaler befahigt. Der praventive Effekt von
ACC wird derzeit jedoch immer noch kontrovers diskutiert. Die Erstbeschreibung
eines positiven Effektes bei der Pravention der CIN fand im Jahr 2000 statt (29).
Einige folgende kleinere Studien konnten einen positiven Effekt bestatigen (23, 30),
andere hingegen nicht (31-33). Eine gro3e Metaanalyse konnte im Jahre 2008 die
praventive Wirkung von ACC auf die CIN nachweisen (34). Welche Kklinische
Relevanz bezogen auf z. B. Morbiditdt und Mortalitdt besteht, konnte aus den
erfassten Daten allerdings nicht gezeigt werden. Im Jahre 2011 wurde in einer
grofen randomisierten Studie an 2308 Patienten die Wirksamkeit von ACC bzgl. der
Pravention einer CIN hingegen widerlegt (35). Jedoch ist diese Studie der Methodik
als kritisch zu bewerten. Dies betrifft insbesondere die Verabreichung und Dauer der

Anwendung von ACC, sowie die Messung und Definition der Endpunkte der Studie.
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Da es sich bei ACC zusatzlich um ein kostengunstiges Praparat handelt und sich
keine negativen Auswirkungen bezuglich der CIN gezeigt haben (30), wird es in den
aktuellen Leitlinien fur Risikopatienten empfohlen.

Als weitere medikamentdse Pravention wurden verschiedene vasoaktive Substanzen
getestet. Es gibt Studien zu Prostaglandin E-1 (36), Fenoldopam metasylat (37),
Dopamin (38), Kalciumkanal-Blocker (39), Theophylin (40), ACE-Hemmer (41) und
einigen mehr. Die getesteten Medikamente zeigten jedoch keinen positiven Effekt

bezlglich der Pravention von CIN.

Das Gleiche gilt fur andere Medikamentenklassen wie Diuretika (Furosemid,
Mannitol) (42), Bicarbonate (43) und Statine (44). Keines dieser Medikamente
erbrachte einen durchschlagenden Erfolg. Auch eine prophylaktische Hamodialyse

fur Hochrisikopatienten wurde probiert und verworfen (45).

Insgesamt stellt sich hier also ein grol3es Problem dar: Die Kontrastmittelgabe ist oft
lebensnotwendig zur Diagnostik, die modgliche CIN ist mit einem insgesamt
schlechteren Outcome der Patienten verbunden, und es ist momentan noch kein
Medikament bekannt, das eine CIN erfolgreich verhindert. Deswegen ist es umso
wichtiger, die CIN mittels neuer Marker frihzeitig zu erkennen, um sie zeitnah

behandeln zu konnen und so das Outcome der Patienten zu verbessern.

1.1.3 Atiologie und pathophysiologische Hypothesen

Rontgenkontrastmittel, die heute zur Angiographie verwendet werden, sind meist
trijodierte, niederosmolare wasserldsliche Salze, die bei normaler Nierenfunktion zu
95% renal eliminiert werden. Es besteht keine nennenswerte Sekretion oder
Reabsorbtion in der Niere. lhre Rontgendichte hangt von dem jeweiligen Jodgehalt
ab (46). Man unterscheidet die Kontrastmittel nach ihren physikochemischen
Eigenschaften. Dazu zahlen Osmolaritat, lonozitdt und Viskositat. Durch die
hauptsachlich nicht-metabolisierte renale Elemination ist die Niere im Vergleich zu
anderen Organen Uber eine langere Zeit hdheren KM-Konzentrationen ausgesetzt.
Dies erklart u.a., warum dieses Organ besonders anfallig fir die toxischen Effekte
des KM ist. Einige Studien haben gezeigt, dass alle Rdntgenkontrastmittel,
unabhangig von ihren physikochemischen Eigenschaften, nephrotoxisch sind (47-
49).
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Die pathophysiologischen Vorgange der CIN sind bis heute noch nicht abschliel3end
erforscht. Man geht von einer multifaktoriellen Genese aus. Angenommen wird eine
Kombination aus hypoxischer und toxischer Gewebeschadigung. Diese resultiert aus
verschiedenen Einzelmechanismen, die sich gegenseitig beeinflussen und

perpetuieren. Veranschaulicht wird dies in Abb. 2.

Intravasale
Kontrastmlttelappllkatlo

Il
N I

Rheologische H
Bluteigenschaften | Il

U

KM-Einwirkzeit 1 K

Tubuloglomerularer
Ruckkopplungsmechanlsmus

Mikrozirkulation | /

" O,-Angebot und ‘
-Bedarfsmismatch

‘ Renale Vasokonstrlktlon

I
Il
L1 1
TT T
I |
Il |
Il |
I |
I |
I |
I |
Il |
L

Bildung von ROS 1 Ki Kritische Hypoxie 1 ‘
L
[ Direkte Zelltoxizitat 1 [ Medullare Ischamie ]

Abb. 2 Pathophysiologische Mechanismen der CIN
[schematische, eigene Darstellung]

Es wird angenommen, dass durch die KM-Applikation, wie mittig in Abb.2 dargestellt,
es zu einer renalen Vasokonstriktion kommt. In Folge dessen andert sich die

intrarenale Mikrozirkulation und das Resultat ist eine kritische Hypoxie der Niere (50).

Einen Ausloser fur eine renale Vasokonstriktion stellt der tubuloglomerulare
Ruckkopplungsmechanismus dar. Dieser ist in Abb. 2 rechts dargestellt. Es wird
angenommen, dass zunachst durch die osmotische Wirksamkeit des KM der tubulare
Druck steigt. Gleichzeitig wird die Diurese und damit auch die Natriurese durch die
osmotische Wirksamkeit gesteigert. Infolgedessen wird der tubuloglomerulare
Ruckkopplungsmechanismus aktiviert. Durch ihn wird die glomerulare Filtrationsrate
(GFR) jedes einzelnen Nephrons reguliert. Im physiologischen Fall wird der Kérper
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vor Elektrolytverlust, insbesondere NaCl geschutzt. Der tubuloglomerulare
Ruckkopplungsmechanismus fuhrt zu einer Konstriktion des Vas afferenz.
Unterstreichend konnte in Studien an Tiermodellen z.B. eine starkere
Vasokonstriktion der afferenten als der efferenten Arteriole nach KM-Applikation in
Mausen beobachtet werden (51). Ein weiteres Beispiel ist eine biphasische
Anderung der glomeruldren Durchblutungsrate nach KM-Injektion an Hunden (52).
Hier wurde zunachst eine vorubergehende Steigerung beobachtet und direkt darauf
eine Abnahme der glomerularen Durchblutung auf ein niedrigeres Niveau als dem
Ausgangsniveau. Im Zustand der Dehydratation zeigte sich dieser Effekt noch

ausgepragter (53).

Als weitere Ursache fur die akute Vasokonstriktion wird eine Imbalance
neurohumoraler vasoaktiver Substanzen (z.B. Prostaglandin E2, Endothelin, NO,
ANP, Adenosin, Vasopressin und Angiotensin 1l) einhergehend mit einer
endothelialen Dysfunktion angenommen. Hinzu kommt eine direkte Wirkung von
Kontrastmittel auf den Adenosinrezeptor A1 und das Endothel in den afferenten
Arteriolen (51, 54).

Konsekutiv fuhrt eine starkere Vasokonstriktion der afferenten gegenutber der
efferenten Arteriole zu einem verminderten Filtrationsdruck und somit zu einer
verminderten GFR. Das spiegelt sich klinisch je nach Ausmal in einem steigenden

Serumkreatininspiegel des Patienten wider.

Wie in Abb. 2 mittig dargestellt, flhrt eine UbermaRige Vasokonstriktion der
afferenten Arteriole zur verminderten Mikrozirkulation in der Niere. Einen
zusatzlichen Einflussfaktor auf die intrarenale Mikrozirkulation stellt, in Abb.2 links
gezeigt, eine durch die physikalischen Eigenschaften des KM entstandene Anderung
der rheologischen Eigenschaften des Blutes dar (50, 55, 56). Nachfolgend resultiert
in der Summe daraus eine Sauerstoffminderversorgung. Die vulnerabelste Struktur in
diesem Zusammenhang ist die aulere Medulla. In diesem Teil der Niere wird, im
dicken aufsteigenden Ast der Henle'schen Schleife, durch die aktive Reabsorbtion
von NaCl ein osmotischer Gradient zwischen Tubulus und Kapillare hergestellt.
Diese Region ist bereits unter physiologischen Bedingungen aufgrund eines
niedrigen Sauerstoffangebotes und einer hohen metabolischen Leistung einem
fragilen Gleichgewicht ausgesetzt. Durch die Applikation des Kontrastmittels kommen
zwei Effekte hinzu, die dieses Gleichgewicht negativ beeinflussen: Erstens erhoht die

10
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Interferenz  des KM mit den Wasser und Elektrolyttransportern den
Sauerstoffverbrauch (55). Zweitens vermindert die Osmolaritat des KM die
Erythrozytenelastizitat (56). Dadurch nimmt Blutviskositat zu und der Blutfluss ab. Die

Sauerstoffversorgung sinkt, und es kommt zu einer kritischen Hypoxie im Gewebe.

Der verminderte Blutfluss fuhrt auflerdem, wie in Abb. 2 links dargestellt, zu einer
langeren Einwirkzeit des KM auf die Tubuluszellen und vaskularen Endothelzellen.
Proportional hierzu steigt die direkte Toxizitat durch das im Kontrastmittel enthaltene
Jod auf die Zellmembranen. Diese fuhrt gemeinsam mit der Hypoxie zu einer

Zellmembranzerstorung.

Sowohl durch die Hypoxie, als auch die nachfolgende Reperfusion und die direkte
Einwirkung des KM kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).
Sie konnten sowohl in Vitro als auch in Vivo nach KM-Applikation nachgewiesen
werden (57, 58). Die ROS-Bildung, wiederum erhoht den Effekt der vasokonstriktiven
Mediatoren und erniedrigt die Bioverfugbarkeit von Vasodilatatoren, insbesondere

von NO (59). Dies fuhrt abermals zur einer Vasokonstriktion (siehe Abb.2).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Hypoxie und Toxizitat des KM
Gewebsnekrosen und Zellschaden entstehen. Als Folge von KM sind strukturell
Apoptosen und Nekrosen der proximalen Tubuluszellen, Zellen der Henle'schen
Schleife und des glomerularen Entdothel nachgewiesen worden (57, 60, 61).

Jede nekrotische Gewebeschadigung fuhrt zur Freisetzung von endogenen
Molekulen (Damage-associated molecular pattern proteins, DAMP) und dadurch zur
Aktivierung des Immunsystems mit der Folge einer Entzindungsreaktion (62).
S100a12 sowie Calprotectin sind Proteine der S100-Proteinfamilie und gehéren zu
den DAMP. Wir gehen in dieser Arbeit davon aus, dass sie nach der Applikation von

KM vermehrt in den Urin gelangen und dort als Marker flir eine CIN messbar sind.

1.2 Die S100- Proteinfamilie

Das erste Mitglied der S100-Proteinfamilie wurde bereits 1965 aus Rinderhirn
extrahiert (63). S100-Proteine gehdren zur Superfamilie der Ca?* - Effektorproteine.
Sie werden strukturell nach dem Aufbau ihrer Ca®"-Bindungsstelle unterteilt.
Bekanntere Mitglieder der Superfamilie sind das muskulare Troponin C, Parvalbumin

und Calmodulin, die Strukturverwand mit den S100-Proteinen sind (64).

11
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Gemald Abb.3 zeichnet sich die Familie der S100-Proteine durch zwei aus einem
Helix-LoopHhelix-Motiv  bestehenden, mit EF-Hand bezeichneten = Ca?*-
Bindungsstellen aus. Sie werden auch als Ca®* Typ-1 Bindungsstellen bezeichnet.
Beide EF-Hand-Abschnitte sind durch eine als ,Hinge“-Region bezeichnete Sequenz
verbunden und durch hydrophobe Enden flankiert. Die Ca®*-Bindung erfolgt in der
,Loop“-Region und fuhrt zu einer Konformationsanderung. Durch sie wird die

biologische Aktivitat bestimmt bzw. eine Target-Bindung ermoglicht (65).

~Loop® ~Loop*
Region ,Hinge* Region Variable
R Region TN Domain
N Helixl } [ Helixil | Helixll ~ Helixiv. — C
EF-Hand | EF-Hand I

Abb. 3 Schematischer Aufbau eines S100-Proteins
[in Anlehnung an Pietzsch et al.(66)]

Die Bindungsaffinitat der einzelnen Ca?*-Bindungsstellen ist bei jedem S100-Protein
verschieden. Den Namen ,S100“ tragen diese Proteine, da sie in 100%-gesattigter
Amoniumsulfatiésung bei normalem PH I6slich bleiben, wahrend andere Proteine
ausfallen (63).

Proteine der S100-Familie haben im Durchschnitt ein niedriges Molekulargewicht von
9-13kDa. Sie koénnen sowohl als Homodimere, als auch als nicht kovalent
gebundene Hetero- und Oligomere vorliegen. Einige S100-Proteine haben neben
ihrer Ca®*-Bindungsfahigkeit auch eine hohe Affinitat zu Zn** und Cu®* (67).

Da in den letzten Jahrzehnten verschiedene Arbeitsgruppen immer neue Mitglieder
der S100-Proteine entdeckten, ergab sich zunachst eine uneinheitliche Nomenklatur.
Einige Proteine haben mehrere in der Literatur gangige Namen erhalten. Damit es
nicht zu weiteren Verwirrungen kommt, wurde im Jahre 2006 die Nomenklatur von
Marenholz et al. und dem ,HUGO gene nomenclatur committee” vereinheitlicht (68).
Die einheitliche Nomenklatur erfolgt anhand der Genlokalisation. Der S100-
Proteinfamilie gehéren zum jetzigen Zeitpunkt insgesamt 24 verschiedene Proteine
an. Die einzelnen Mitglieder unterscheiden sich untereinander in der Lange der
Aminosauresequenz ihrer ,Hinge“-Region und dem C-terminalen Ende, welches
vermutlich die biologische Aktivitait mitbestimmt. Dagegen sind die Ca*-
Bindungsstellen in allen S100-Proteinen relativ sequenzhomolog (65).

12
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S100-Proteine kommen ausschliellich in Wirbeltieren vor (69). Beim Menschen
erfolgt die Expression der Proteine S100a1-S100a16 aus einem Gencluster auf dem
Chromosom 1g21. Da sich eine ahnliche Region auch auf dem Chromosom 3 bei
Mausen findet, wird angenommen, dass die Clusterung der S100-Gene
evolutionstechnisch konserviert wurde (70). Die Proteine S100B, S100G, S100P und
S100Z liegen auf anderen Chromosomen verstreut.

In den letzten drei Jahrzehnten wurden die Aufgaben und Funktionen der S100-
Proteine immer detaillierter, wenn auch noch lange nicht vollstandig, erforscht.
Grundsétzlich wird davon ausgegangen, dass sie bei einer groRen Anzahl Ca®"
abhangiger zellularer Prozesse eine Rolle spielen. Die S100-Proteine sind an der
Zellzyklusregulation, Zellwachstum und Differenzierung, Zellbewegung und
Kontraktion, Transkription und Sekretion beteilig (69). In manchen Zellen sind sie

dauerhaft exprimiert und in anderen induzierbar (71, 72).

Manche S100-Proteine kdnnen krankheitsassoziiert vermehrt exprimiert werden. So
wurde in verschiedenen Geweben und diversen Korperflissigkeiten wie Serum,
Sperma, Sputum, Faeces, Liquor, Abszessflissigkeit und Urin eine pathologische
Erhdhung von einzelnen S100-Proteinen gefunden (69). Die erhdhten
Konzentrationen bestimmter S100-Proteine wurden bereits mit kardiovaskularen,
rheumatischen, autoimmunen und neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert (73).
Auch mit verschiedenen malignen Tumoren konnte ein Zusammenhang hergestellt
werden. Als Ursache hierflr konnte ein haufiges Rearrangement der 1g21 Region in
malignen Zellen festgestellt werden (74).

Die S100-Proteine eignen sich somit potenziell als Biomarker.

1.2.1 S100al2 und Calprotectin (S100a8/9)

Die Proteine S100a8, S100a9 und S100a12 bilden eine Subfamilie der S100-
Proteine, die mit Calgranuline oder Myeloid-related Proteinen bezeichnet wird (75).
Sie werden vornehmlich in Zellen der Myeloidreihe, insbesondere neutrophilen

Granulozyten und Monozyten exprimiert (65, 76).

S100a8 und S100a9 bilden zusammen den einzigen, unter den S100-Proteinen
bekannten, nicht kovalent gebundenen heterodimeren Komplex. Er ist in der Literatur
auch unter dem Namen Calprotectin bekannt. Weitere seltener verwendete
Synonyme sind Calgranulin A/B, 27E10-antigen und ,L1L and L1H proteins®. Die
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beiden Proteine S100a8 und S100a9 kénnen auch jeweils Homodimere bilden oder
einzeln vorliegen. Es wird angenommen, dass die verschieden Komplexe
unterschiedliche Funktionen haben (69).

Das Protein S100a12 wurde als neues Mitglied der S100-Proteinfamilie zuerst im
Jahre 1995 beschrieben (72). Es ist auch unter dem Begriff EN-RAGE (extracellular
newly identified receptor for advanced glycation end products), (RAGE)-binding-
protein und Calgranulin C bekannt (77, 78). Das S100a12-Gen ist auf Chromosom
1921 zwischen den Genen von S100a8 und S100a9 lokalisiert (79). Die Expression
erfolgt jedoch hauptsachlich unabhangig voneinander (80).

Bei der Maus ist das Gen fur S100a12 non-funktional und das Protein wird nicht
exprimiert (81). Man geht davon aus, dass mS100a8 in der Maus viele der
Funktionen Ubernimmt, die S100a12 im Menschen ausubt (82).

Menschliches S100a12 kann nicht kovalent gebundene Dimere, Tetramere und
Hexamere unter Einfluss von Ca?* und Zn®* bilden. Es wird vermutet, dass sich auf

diese Weise seine Wirksamkeit potenziert (83).

Vorkommen und Sekretion

Die grote Konzentration von Calgranulinen kommt in aktivierten neutrophilen
Granulozyten vor. Hier betragt der S100a8- und S100a9-Gehalt ca. 45% der
cytosolischen Proteine. 5% des Gesamtproteingehalts besteht aus S100a12 (84). In
Gewebe-Monozyten konnte Calprotectin in einer Konzentration von ungefahr 1%
nachgewiesen werden (85). Auch in frihen Differenzierungsstadien von
Makrophagen wurde Calprotectin gefunden (86). In Zellen des erworbenen
Immunsystems wurden keine Calgranuline nachgewiesen (69).

Extrazellulares Calprotectin und S100a12 entstammen in signifikanter Menge
hauptsachlich aktivierten neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen (87). Der
Sekretionsmechanismus ist noch nicht vollstandig verstanden. Es konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass die Sekretion nicht auf dem regularen Weg Uber das
endoplasmatische Retikulum und dem Golgi-Apparat erfolgt (87).

Erhohte extrazellulare Konzentrationen konnen entsprechend auch durch vermehrte

Nekrosen von Zellen der Myeloidreihe auftreten (88).

Fir einige Gewebezellen konnte gezeigt werden, dass Calgranuline durch Reize in
der Expression induzierbar sind. So zeigten Volz et al, dass Myokard-Zellen nach
ischamischer Reizung Calprotectin exprimieren (89). Als weitere Beispiele sind, die
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Expression von S100a8 wahrend der Wundheilung in Epithelzellen und Fibroblasten
und von S100a8 und S100a9 in Keratinozyten bei Patienten mit Psoriasis zu
nennen(71, 90).

Die Arbeitsgruppe um Zhang et al. ermittelte im Mausmodell durch die Mikroarray-
Analyse die Genexpression von S100a8 und S100a9 in der Niere. Sie konnten
zeigen, dass nach einer Ischamiezeit von 30 min und Reperfusionszeit von 3h die
Gene fur S100a8 und S100a9 hochreguliert sind. Die Expression des S100a8 Gens
stieg um das Siebenfache und die des S100a9 Gens um das 3,5 fache an (91). Fur
S100a12 konnte ein Anstieg nicht gezeigt werden, da die Maus dies nicht exprimiert
(81).

Trotz gewebeeigener Expression entstammt die hohe Konzentration von S100a12
und Calprotectin in beschadigtem Gewebe wahrscheinlich den aktivierten

Immunzellen (76, 92).

Funktion in der Entziindung

Die extrazellularen und intrazellularen Aufgaben der Calgranuline sind komplex und
noch nicht im Einzelnen verstanden. Wie bereits fir S100-Proteine im Allgemeinen
erwahnt, wird vermutet, dass sie intrazellular an Ca?*"abhangigen Prozessen beteiligt
sind.

S100a12 und Calprotectin gehéren zu den sogenannten ,Damage-associated
molecular pattern proteins, DAMP*, die auch unter dem Synonym ,alarmins® bekannt
sind (76). Unter dem Begriff DAMP sind allgemein intrazellulare Proteine zusammen
gefasst, die von nekrotischen Zellen und Zellen des angeborenen Immunsysthems
freigesetzt werden (62, 76). Intrazellular haben diese Proteine die physiologische
Funktion der Erhaltung der Zellhomoostase. Extrazellular verhalten sie sich
zytokinahnlich. DAMP sind maf3geblich an der Initiation und Perpetuierung einer nicht
infektidsen Entzindungsreaktion beteiligt (62). Zu den DAMP gehdren aul’er den

Calgranulinen u.a. noch “heat shock proteins”, “high mobility group box chromosomal

protein 1”, Heparansulfate, Hyaluronanfragmente, und Fibronektin (93).

Die Signalwirkung von S100a8/9 und S100a12 entsteht durch die Bindung an den
multiliganden Rezeptor RAGE (receptor for advanced glycation end products) und
den Rezeptor TLR (Toll-like-Rezeptoren) (77). RAGE und TLR werden u.a. von
Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert, z.B. TLR4 von Makrophagen

(94). Man geht u.a. davon aus, dass Calprotectin und S100a12 mit der Interaktion
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zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem im Zusammenhang stehen
(69).

In niedrigen picomolaren Konzentrationen, wie sie in frGhen Phasen einer
Gewebeschadigung vorkommen, wirken S100a12 und Calprotectin  selbst
chemotaktisch auf Leukozyten und Zellen des angeborenen Immunsystems,
wahrend bei steigenden Konzentrationen auch andere Zytokine exprimiert werden,
die diese Mediatoreigenschaften ubernehmen (76, 92, 95).

Dies geschieht vor allem durch Bindung von S100a12 oder Calprotectin an RAGE
und TLR4. Hierdurch wird die Expression und Sekretion von pro-inflammatorischen
Mediatoren ausgeldst, die zur Initiation und Amplifikation der Entzindungsreaktion
beitragen. Die Expression erfolgt Uber die Aktivierung verschiedener intrazellularer
Signalkaskaden, z.B. MAP-kinase und dem NFk-B Pathway (76, 77, 96).

TLR und RAGE werden aulerdem Endothelzellen und anderen Gewebezellen
exprimiert. In der Niere kommen sie auf Podozyten, Tubuluszellen und Zellen des
Sammelrohres vor, so dass Calprotectin und S100a12 auch an diese Zellen binden
kénnen (97).

In der Literatur sind zusétzlich folgende Funktionen der Calgranuline beschrieben:

- 100a12 und Calprotectin fordern die Adhasion von neutrophilen
Grannulozyten und Phagozyten an das Endothel und deren transendotheliale
Migration (95, 98).

- Hohe Konzentrationen von S100A12 aktivieren Mastzellen (99).

- Durch Calprotectin wird die Myeloidzelldifferenzierung beeinflusst (100).

- Calprotectin  verursacht einen  mikrovaskularen  Kontaktverlust der
Endothelzellen in VITRO und einen caspase-induzierten und nicht-caspase-
induzierten Zelltod (98).

- S100a12 und Calprotectin haben eine antibakterielle und antihelmetische
Wirkung (101, 102).

Funktion in der Gewebeprotektion

Das Calprotectin hat einen hohen Cystatingehalt. Es eignet sich somit chemisch
auch als Fanger von ROS. In hohen Konzentrationen kann Calprotectin folglich
oxydativen Stress reduzieren und einen, durch eine Entziindung oder Hypoxie
entstehenden, Gewebeschaden mildern (103). Fur S100a12 trifft dies nicht zu, da

der Cystatingehalt geringer ist (81).
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Als weitere protektive Wirkung koénnen S100a12 und Calprotectin pro-

inflammatorische Zytokine binden und deren Aktivitat modulieren (104).

1.2.2 S100al2 und Calprotectin in der Funktion als Biomarker

Neutrophile Granulozyten und Monozyten sind ein wichtiger Teil in der Immunabwehr
von Pathogenen. Sie spielen aber auch eine Rolle bei chronisch entzindlichen
Erkrankungen und traumatischen oder toxischen Gewebeschadigungen. Wie in
Kapitel 1.2.1 beschrieben, setzten diese Immunzellen im aktivierten Zustand
S100a12 und Calprotectin frei. Auch durch Nekrosen von neutrophilen Granulozyten
und Monozyten im entzindlichen Milieu gelangen S100a12 und Calprotectin in die
Umgebung. Die Konzentration dieser Proteine korreliert folglich positiv mit der
Entzindungsaktivitat (105).

Eine erhdhte Konzentration von Calprotectin und S100a12 im Serum, Gelenk- und
Abszessfllissigkeit wurde bei bakteriellen Infektionen, nicht infektidsen entziindlichen
Prozessen und verschiedenen malignen Erkrankungen nachgewiesen (69). Aus
klinischer Sicht eignen sich S100a12 und Calprotectin somit als Marker fiur die
Krankheitsaktivitat und den Therapieverlauf vieler Erkrankungen. Wissenschaftlich
diskutiert wird die Maoglichkeit der klinischen Verwendung flir die rheumatoide
Arthritis, die idiopathische juvenile Arthritis, Psoriasis, Vaskulitis, Arteriosklerose,
Diabetes mellitus, Asthma, Sepsis und viele Weitere (73).

Eine erfolgreiche Messung im Urin von S100a12 ist bis zum bislang von keiner
Arbeitsgruppe beschrieben worden.

Im klinischen Gebrauch hat sich die Calprotectin-Messung im Stuhl bereits etabliert.
Sie wird verwendet, um eine chronisch entzlindliche Darmerkrankung von einem
Reizdarmsyndrom zu unterscheiden. Man geht davon aus, dass das Calprotectin im
Stuhl ein Maly flr die granulozytare Infiltration der Darmwand und folglich fur die
Schwere der Entziindung ist (105, 106). Insbesondere bei Kindern kann so evtl. auf

eine invasive Diagnostik verzichtet werden(107).

Analog hierzu gehen wir in dieser Arbeit davon aus, dass S100a12 und Calprotectin
durch eine kontrastmittelinduzierte Nierenschadigung und u.a. reaktive Inflammation
in den Urin gelangen. Hier kdnnen sie als potenzielle Biomarker fir die CIN

gemessen werden
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2 FRAGESTELLUNG

In dieser Arbeit wird die Bedeutung der Calprotectin- und S100a12- Konzentration im
Urin in Bezug auf die diagnostischen Moglichkeiten bei kontrastmittelinduziertem
Nierenversagen erortert und miteinander verglichen. Es wird geklart, ob sich aus den
Basalwerten vor KM eine Risikoeinschatzung durchfihren lasst. Des Weiteren soll
die prognostische Bedeutung der Absolutwerte und dem kurzfristigen Verlauf beider
Biomarker auf das Langzeit-outcome drei Monate nach KM betrachtet werden.
Hierbei interessiert besonders der mdgliche Zusammenhang der Biomarker mit der
Haufigkeit des  Auftretens von  Dialysepflichtigkeit, Tod, nichtelektive
Krankenhausaufenthalten und einer Verdoppelung des Serumkreatinins als
Endpunkte. Basis der Arbeit ist eine prospektive Studie. Sie wurde an Patienten
durchgefuhrt, die eine diagnostische oder interventionelle Koronarangiographie

erhielten und ein ernohtes Risiko fur eine CIN hatten.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Die, CIN“-Studie

Alle Daten wurden im Rahmen der ,CIN“-Studie erhoben und von der ortlichen
Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Die ,,CIN“-Studie
fand im Zeitraum von Januar 2010 bis Dezember 2011 in der Klinik fur Kardiologie
und Angiologie der Charité, Campus Mitte, Berlin statt. Eingeschlossen in die
Datenerhebung wurden konsekutiv alle Patienten, die zwischen Montag und Freitag
eine Herzkatheteruntersuchung erhielten, den Einschlusskriterien entsprachen und in
die Studie einwilligten. Die Entscheidung Uber die Indikation der Untersuchung, die
KM-Menge und die Dauer des stationaren Aufenthalts trafen die jeweiligen
behandelnden Arzte. Auf die Behandlung hatte die Teilnahme an der Studie keinen

Einfluss.

Einschlusskriterien: Es wurden alle Patienten eingeschlossen, die bei der stationaren
Aufnahme einen Kreatininwert von >1,1mg/dl und/oder einen bereits diagnostizierten

Diabetes mellitus Typ | oder Typ Il hatten.

Ausschlusskriterien:  Ausgeschlossen wurden Patienten, die bereits bei

Studienbeginn eine dialysepflichtige terminale Niereninsuffizienz hatten, den
Einschlusskriterien nicht entsprachen, nicht einwilligten/ nicht einwilligungsfahig

waren oder bereits an einer anderen Studie der Charité teilnahmen.

Einwilligung und Datenschutz

Die Einwilligung der Probanden erfolgte nach schriftlicher und mindlicher Aufklarung
Uber die Ziele und Absichten der Studie, Uber die Pseudonymisierung und
Aufbewahrung der Daten und Proben, sowie die Berlcksichtigung der aktualisierten
Fassung der Deklaration von Helsinki. Die schriftliche Patienteninformation ist im
Anhang 1 zu finden.

Aulerdem wurden die Patienten Uber einen Follow-Up-Termin drei Monate nach
Studieneinschluss und weitere Urinabgaben und Blutentnahmen informiert (vgl.
Abb.4). Jeder Proband wurde im Besonderen darlber aufgeklart, dass eine
Nichtteilnahme oder ein Rucktritt von der Studie zu jedem Zeitpunkt ohne Angabe
von Grinden moglich ist und sich in keiner Weise auf die medizinische oder arztliche
Versorgung auswirkt. Nach einer ausreichenden Bedenkzeit erfolgte die schriftliche
Einwilligung mit Datum und eigenhandiger Unterschrift. Hiermit bestatigte der
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Proband, dass er sich freiwillig entschlossen hatte, an der Studie teilzunehmen und
die Informationen verstanden hatte.

Aus datenschutzrechtlichen Grinden wurden sowohl alle gewonnenen Proben als
auch die Anamnesebdogen gemall § 3 Abs. 6a Bundesdatenschutzgesetz

pseudonymisiert.

Wasserung und ACC: Es gab Patienten, die vor KM hydriert wurden und

prophylaktisch ACC bekamen. Die Entscheidung daruber lag im Ermessen des
behandelnden Arztes. Die Wasserung erfolgte nach einem standardisierten Protokoll.
Dieses bestand in 500ml NaCl + 600 mg ACC Infusionen. Die Wasserung folgte dem
Schema 1-1-1 (morgens-mittags-abends) vom Abend vor KM bis zur Entlassung des

Patienten oder maximal Uber drei Tage.

Kontrastmittel: Bei allen Patienten wurde das Kontrastmittel Xenetix® 350 der Firma
Guerbet GmbH, Sulzbach/Taunus, Deutschland verwendet. Der Wirkstoff heifl3t

lobitridol. Dabei handelt es sich um ein monomeres, nicht-ionisches,
niederosmolares Rontgenkontrastmittel zur parenteralen Applikation mit einem

Jodanteil von 350mg/ml.

3.2 Studienablauf und -endpunkte

Die Patienten wurden zunachst stationar aufgenommen. Sie erhielten eine
allgemeine Aufklarung Uber die notwendige Herzkatheteruntersuchung. Wenn sie
den Einschlusskriterien (s.0.) entsprachen, wurden sie zusatzlich Uber die
Méoglichkeit der Teilnahme an der ,CIN“-Studie informiert. Wie in Abb.4 ersichtlich,
erfolgte nach der Einwilligung in die Studie die erste Blut- und Urinentnahme im
Rahmen der allgemeinen Aufnahmeuntersuchung. Gegebenenfalls wurde nach
Ermessen des Arztes mit einer Hydratation und ACC-Gabe begonnen (s.0.). Am
darauffolgenden Tag geschah die Koronarangiographie mit der
Kontrastmittelapplikation. Ungefahr 24h spater fand die zweite Blut- und
Urinentnahme statt (siehe Abb.4). War der Patient nach 48h noch in der Klinik, so
kam es zu einer dritten Blutentnahme. Bei einer Entlassung bereits nach 24h entfiel

diese Blutentnahme.
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Proben- Proben- Follow Up
3 Monate nach

Proben-
entnahme
vor KM

entnahme entnahme
24h nach KM 48h nach KM KM

Kontrastmittel-
applikation

Blut ggf. Blut telefonischer oder
Urin Urin personlicher
Kontakt u.
Blut

Abb. 4 Studienablauf
[eigene Darstellung]

Die Daten zum allgemeinen Krankheitsverlauf wurden sowohl im Rahmen der
Anamnese von den Probanden erfragt, als auch aus Arztbriefen vorangegangener
Krankenhausaufenthalte entnommen und in einen standardisierten Fragebogen
Ubertragen. Er enthielt Angaben zur GroRe, Gewicht, Diabetes mellitus, Nikotin- und
Alkoholkonsum, Pharmakotherapie und den Begleiterkrankungen. Der Fragebogen
ist exemplarisch im Anhang 2 zu finden.

Jeweils drei Monate nach Studieneinschluss fand fur alle Probanden eine Follow-up-
Untersuchung statt (siehe Abb.4). Erfasst wurde hierbei der zwischenzeitliche
Krankheitsverlauf, wobei insbesondere das Erreichen bestimmter Endpunkte, die im
Folgenden naher beschrieben werden, Berlcksichtigung fand. Der bereits angelegte
standardisierte Anamnesebogen wurde auf diese Weise vervollstandigt. Im Rahmen
der Wiedereinbestellung wurde den Patienten abermals Blut zur Messung des
Kreatinin abgenommen. Gegebenenfalls wurden die anamnestischen Angaben durch

telefonische Auskiinfte der behandelnden (Haus-)Arzte und/oder Arztbriefe erganzt.
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Die Endpunkte der ,CIN“-Studie

priméarer Endpunkt

CIN

Sie ist gekennzeichnet durch einen Anstieg des Serum-
Kreatinin um 25% vom Aufnahmewert oder um einen Absolut-
Wert von 0,5mg/dl innerhalb von 24h-48h

sekundare Endpunkte

Dialyse

Unter dem Ereignis ,Dialyse” wurde die Notwendigkeit sowohl
zur temporaren als auch zur dauerhaften Dialyse, die die
Patienten bis zum Follow-up nach drei Monaten erhielten,
zusammengefasst. Dabei wurden kontinuierliche und
intermittierende  Hamodialyse, sowie Peritonealdialyse

gleichermalen als Ereignis

Tod

Der Endpunkt ,Tod“ bedeutet das Ableben des Patienten
innerhalb des Studienzeitraums. Hierbei wurden die Ursachen

zwar erfasst, jedoch nicht unterschiedlich gewichtet.

Verdopplung des

SerumKreatinin

Dieser Endpunkt tritt ein, wenn sich der Kreatininwert zum
Zeitpunkt des Follow-Up im Vergleich zum Ausgangswert vor

KM verdoppelt hat.

Nichtelektive

Krankenhausaufenthalte

Als ,nichtelektive Krankenhaus-aufenthalte* wurden alle
ungeplanten, erneuten Aufnahmen der Probanden in ein
Krankenhaus im Zeitraum von ihrer Entlassung bis zum
Follow-up gezahlt. Hierbei steht meist eine akute
Verschlechterung des Allgemeinzustandes, gleich welcher
Genese, im Vordergrund. Elektive Eingriffe, wie beispielsweise
prothetische orthopadische Operationen, wurden von der

Erfassung ausgeschlossen.

Kombinierte

Endpunktanalyse

Unter diesem Begriff wurden die Ereignisse ,Dialyse®, ,Tod*
und Jhicht elektive Krankenhausaufenthalte”
zusammengefasst. Jeder der Patienten, der mindestens einen
der vorangegangenen Endpunkte erreicht hat, fallt in diese

Gruppe.

Tab. 1 Darstellung der primaren und sekundéaren Endpunkte
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3.3 Probengewinnung und labortechnische Messung

Die Probenentnahme fand wie beschrieben vor, 24h und 48h (nur Blutproben) nach
Kontrastmittelapplikation statt (Vgl. Abb.4). Die Kreatininbestimmung erfolgte aus
Blutproben der routinemafigen Blutentnahmen der Stationen (Stationsarzte). Die
Blutproben wurden mittels Butterfly-Vacutainer®-System in einem EDTA-R6hrchen
der Firma Becton, Dickinson and Company entnommen.

Die Blutproben zur Kreatininbestimmung wurden 5min bei 4°C mit 3000
Umdrehungen/min (Eppendorf, Centrifuge 5810F) zentrifugiert. Das entstandene
Serum wurde mit einer Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Safe-Lock-Gefaly
(0030.120.094, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) umgefullt, pseudonymisiert,
etikettiert und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren.

Die Urinproben wurden als Spontanurin in einem sterilen Urinbecher der Firma
Sarstedt gewonnen. Sofort nach der Entnahme wurden die Urinproben bei 8°C kuhl
gelagert und innerhalb von 12h mit Hilfe einer Pipette in zwei 2 ml Eppendorf-Safe-
Lock-Gefalle (0030.120.094, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) umgefullt,
sowie ebenso pseudonymisiert etikettiert. Danach wurden sie bei -80°C bis zur
weiteren Bearbeitung tiefgefroren.

Alle Messungen wurden verblindet gegenuber den klinischen Daten durchgeflhrt.

3.3.1 Bestimmung von Kreatinin

Aus den Blut- und Urinproben wurde Kreatinin nach der Jaffé-Methode bestimmt
(108). Es handelt sich hierbei um einen vor fast 130 Jahren entdeckten und lange
klinisch etablierten, kinetischen Farbtest. Kreatinin und Pikrinsaure reagieren in
alkalischer Losung zu einem gelb-orangenen Farbkomplex (siehe Formel [2]), der
sich photometrisch quantifizieren lasst. Die Bildungsgeschwindigkeit des Farbstoffs
ist proportional zur Kreatininkonzentration in der Probe. Um Stérungen durch Bilirubin
in der Serummessung zu minimieren wurde die “rate-blanking“-Methode
angewendet. Zur Kompensation von unspezifischen Reaktionen, die durch Pseudo-
Kreatinin-Chromogene, u.a. Proteine und Ketone, im Serum hervorgerufen werden,

wurden die Werte um -26umol/l korrigiert.

alkalischer PH
—15402323 + P2k123saus———— g5lb 014395351 F41bkompl5x [2]
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Verwendete Reagenzien:

1.) Kaliumhxdroxid 900mmol/l; Phosphat:135mmol/l; pH=13.5;
Konservierungsmittel;Stabilisator;

2.) Pikrinsaure:38mmol/l; pH6.5; nichtreaktiver Puffer

3.3.2 Bestimmung von Calprotectin und S100a12

Die Calprotectin- und S100a12-Bestimmungen erfolgten jeweils mit einem Test,
basierend auf der quantitativen ,Sandwich“-ELISA Technik. Verwendet wurde dabei
das PhiCal®CalprotectinELISA K6927 KIT fur Calprotectin und das S100al2ELISA
KIT K6938. fur S100a12. Beide KITs stammten von der Firma Immundiagnostik AG,
Bensheim.

Die KITs enthalten ausgewahlte hochaffine, monoklonale Antikoérper, die jeweils
entweder humanes Calprotectin oder humanes S100a12 erkennen. Die Proben
werden auf Mikrotiterplatten gegeben, die mit den Antikérpern (Fangerantikdrpern)
beschichtet sind, und 30-60min bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem ersten
Schritt wird das Calprotectin bzw. S100a12 aus der Probe gefangen. Es erfolgt ein
Waschgang mit Waschpufferldsung, bei dem die Reste entfernt werden. Im nachsten
Schritt wird ein enzymmarkiertes Konjugat hinzugegeben und nochmals 30-60min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Enzym wird Peroxydase verwendet. In einem
erneuten Waschgang mit Waschpufferlosung werden auch hier die Reste entfernt. Es

verbleibt, gebunden an die Mikrotiterplatte, nun folgender Komplex gem. Abb. 5.
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<+—— Peroxydase

<+— Konjugat

Calprotectin /

S100a12

<«— Fangerantikorper

<4— Mikrotiterplatte

Abb. 5 ELISA-Sandwich-Technik
[eigene Darstellung]

Als Enzymsubstrat wird eine LdOsung, die Tetramethylbenzidin (TMB) enthalt,
hinzugesetzt. Die Inkubation dauert bei Raumtemperatur 10-20min. In dieser Zeit
geschieht ein Farbumschlag von blau nach gelb. Danach wird die Enzymreaktion
durch Zugabe von Saure gestoppt. Die entstandene chromogene Verbindung wird
nun photometrisch bei 450nm gemessen. Die Farbintesitat verhalt sich jeweils
proportional zum Calprotectin- respektive S100a12-Gehalt. Gleichzeitig wird eine
Standardkurve aus optischer Dichte (Absorbtion bei 450nm) versus
Standardkonzentration erstellt. Anhand der Standardkurve wird die Konzentration der

Proben ermittelt.

3.4 Statistische Auswertung und Definitionen

Die Daten werden zunachst in einer daflir erstellten Exel©-Tabelle gesammelt.
Samtliche deskriptive Statistiken und statistische Analysen werden mit Hilfe des
Statistikprogramms ,IBM-SPSS“© in der Version 20.0 fur Windows© durchgefihrt.
Hierzu wird die Exel©-Tabelle in ,SPSS* transformiert.

Ausgewertet werden die Daten aller Patienten, bei denen zum Zeitpunkt 24h nach
KM ein Messwert fir S100a12 bestimmt werden konnte.
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Patientendaten und Kreatininwerte:

Quantitative Messwerte der Kategorien ,Patientendaten” und ,Kreatininmesswerte*
werden als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Die Uberpriifung auf
Normalverteilung der Werte wird mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Test und
Shapori-Wilk-Test durchgefuhrt. Eine Normalverteilung der Werte wird angenommen,
wenn einer der Tests dies anzeigt.

Der Mittelwertvergleich erfolgt, in Abhangigkeit der Daten durch den Student-T-Test
fur Mittelwertgleichheit zweier unabhangiger Stichproben oder zweier verbundener
Stichproben.

Unterschiede kategorialer Variablen werden durch den Chi-Quadrat-Test (x?2)
ermittelt.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit mit p<0,05 wird bei allen in dieser Arbeit verwendeten
statistischen Tests als ausreichend betrachtet, um einen statistisch signifikanten
Unterschied festzustellen. Alle statistischen Tests wurden mit zweiseitiger Signifikanz

gepruft.

Auswertung der Messwerte flir S100a12 und Calprotectin

Die Messwerte von Calprotectin und S100a12 werden sowohl in Median /Spannweite
(SW) als auch in Mittelwert + Standardabweichung (MW+SD) angegeben. Nach der
Uberpriifung auf Normalverteilung der Werte durch den Kolmogorov-Smirnov-Test
und Shapori-Wilk-Test, werden die Mittelwerte der Stichproben durch den Mann-
Withney-U-Test ( M-W-U) verglichen.

Boxplots
Die S100a12- und Calprotectin-Achsen sind in den Abbildungen logarithmisch

skaliert. Die Boxhohe gibt den Abstand zwischen der 25. und der 75. Perzentile
wieder. Als schwarzer, waagerechter Balken wird der Median dargestellt, Ausreilder
als kleine Kreise und Extremwerte als Sternchen. Ausreiler sind Werte, deren
Abstand von der 25. Perzentile nach unten (bzw. von der 75. Perzentile nach oben)
zwischen dem 1,5-fachen und dem 3-fachen der Boxhohe liegt. Extremwerte sind
solche mit einem Abstand groRer dem 3-fachen der Boxhohe von der

entsprechenden Perzentile.

26



MATERIAL UND METHODEN

ROC
Zur Bestimmung der diagnostischen Leistungsfahigkeit von S100a12 und
Calprotectin werden Receiver Operating Characteristic Plots (ROC-Plots) erstellt. Die

Flache unter der Kurve (AUC) ist ein Mal fur die diagnostische Leistungsfahigkeit.

3.4.1 Berechnung der eGFR

Anhand der im Serum gemessenen Kreatinin-Werte erfolgt die Berechnung der
eGFR. Wir verwendeten hierzu die in der Einleitung bereits beschriebene,
vereinfachte MDRD-Formel (Formel [1]), da sie an Patienten mit eingeschrankter

Nierenfunktion entwickelt worden ist.

Geschatzte GFR nach vereinfachter MDRD-Formel anhand von Kreatinin (15):

[1]

eGFR[ml/min/1,73m?] = 186 - (SerumKreatinin [mg/dl])~1>* - (Alter [Jahre])~%-2%3
- (0,742 bei Frauen)

3.4.2 Definitionen

Normierte Werte:

FUr die genaue Konzentrationsbestimmung von S100a12 und Calprotectin im Urin
ware eine 24h Sammelurinbestimmung notwendig. Da uns jedoch nur Spontanurin
zur Verfugung stand, bestimmten wir als Mal® fur die zum Abnahmezeitpunkt
bestehende Urinkonzentration Kreatinin im Urin. Es wurde jeweils ein S100a12-
Kreatinin-Quotient und ein Calprotectin-Kreatinin-Quotient gebildet, um so die

Konzentration zu normieren. Der entstandene Wert wird ohne Einheiten angegeben.

Verlauf der Werte:

Um den Verlauf von S100a12 und Calprotectin beurteilen zu kbnnen, wurde jeweils
die Differenz der Werte von vor und 24h nach KM ermittelt. Dies geschah sowohl fir
die reinen Werte, als auch fur die durch Kreatinin normierten Werte. Aus der
Differenz der Einzelwerte jedes Patienten wurden wiederum Median/Spannweite und

Mittelwert + Standardabweichung ermittelt.
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Definition der Kohortencharakteristika

Herzinsuffizienz

NYHA (New York Heart Association) Stadium
-V1

Anamie

Hamatokrit < 0,39 bei Mannern und < 0,36

bei Frauen

Alkoholabusus

taglicher Alkoholkonsum >30g/d bei Mannern
und >20g/d bei Frauen.

BMI (body mass index)

Korpergewicht [kg]

(Kérpergrofe [m])?

Krankenhausaufenthalt

Zeit von Aufnahme bis Entlassung

(in Tagen)

ITS-Aufenthalt

Zeit von Aufnahme auf eine Intensivstation
(ITS) bis zur Ruckverlegung auf eine

Normalstation (in Tagen)

Tab. 2 Definition der Kohortencharakteristika
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4 ERGEBNISSE

4.1 Patientenauswahl

Im Studienzeitraum wurden 1824 Patienten, die eine elektive Herzkatheter-
untersuchung oder Angiographie in der Charité Berlin, Campus Mitte erhielten im
Bezug auf eine mdgliche Studienteilnahme betrachtet. Die Abb. 6 zeigt den Vorgang

der Patientenauswahl.

- 1385 Patienten, die nicht
den Kriterien entsprachen
- 72 Patienten, die nicht
einwilligten
- 21 Patienten, die die
Studie abbrachen

- 23 Patienten, bei denen kein
oder nicht gentigend
Probenmaterial vorhanden war

atienten

314*
Patienten

283**
Patienten

Abb. 6 Patientenauswahl fir die Auswertungen
* Auswertung sekundarer Endpunkte fir 314 Patienten
** Auswertung zur CIN fur 283 Patienten
[eigene Darstellung]

- 31 Patienten, bei denen
die Blutprobe fehlte

Von den 1824 elektiven Herzkatheter-Patienten entsprachen 1385 nicht den
Einschlusskriterien, und 72 weitere stimmten einer Teilnahme an der CIN-Studie
nicht zu. Wir konnten somit gemafl Abb. 6 eine Kohorte von 367 Patientinnen und
Patienten in die Datenerhebung einschlieien. Von den primar 367 Patienten
mussten 21 nachtraglich wieder ausgeschlossen werden, weil sie entweder ihre
Einwilligungserklarung zuriickzogen oder wichtige Datenangaben fehlten (Vgl.
Abb.6).

Da definitionsgemal nur Patienten mit einem Messwert fir S100a12 zum Zeitpunkt

24h nach KM ausgewertet werden sollten, wurden 23 weitere Patienten nicht
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bertcksichtigt. Bei ihnen fand sich nach Studienabschluss kein oder zu wenig
Probenmaterial. Somit entstand eine Kohorte mit 314 auswertbaren Patienten. Unter
ihnen gab es aullerdem von 31 Probanden nicht ausreichend Blutprobenmaterial.
Entsprechend konnten zum primaren Endpunkt ,CIN“ nur in Summe 283 Patienten
ausgewertet werden. Fur alle weiteren Auswertungen standen 314 Patienten zur

Verfugung.

Follow-Up
Die Follow-Up-Untersuchung fur die Analyse der Endpunkte fand im Median nach

94,5 Tagen (Spannweite 42-171 Tage) statt. Von den 314 eingeschlossenen
Patienten lehnten 13 Patienten aus verschiedenen Grinden (verzogen, kein
Interesse, zu grofRer Aufwand) die Untersuchung ab. Somit gingen 301 Patienten

(95,8% der Gesamtkohorte) in die Analyse der sekundaren Endpunkte ein.

4.2 Beschreibung der Gesamtkohorte

Die Verteilung demographischer Daten, sowie weitere Patientencharakteristika sind

Tab. 3 zu enthehmen.
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Haufigkeit (%) _

Parameter Anzahl il ST Spannweite
Geschlecht (m/w) n=314 | 239 (76,1%)/75(23,9%)
Alter (Jahre) n=314 | 68,89 +9,68 37-95
Ethnie -kaukasisch 310 (98,7%)

-asiatisch n=314 1(0,3%)

-arabisch 3 (1%)
BMI (kg/m2) n=314 | 28,99 +5,44 19-50
Diabetes mellitus (j/n) n=314 | 169 (53,8%)/144(45,9%)
Herzinsuffizienz (j/n) n=314 | 81 (25,8%)/233 (74,2%)
Anéamie (j/n) n=314 | 86 (27,4%)/228 (72,6%)
Nikotinabusus (j/n) n=306 | 199(63,4%)/107 (34,1%)
Alkoholabusus (j/n) n=285 | 31 (10,9%)/254 (89,1%)
Serum Kreatinin vor KM (mg/dl) n=305 1,24 +0,43 0,53-3,48
eGFR MDRD vor KM (ml/min) n=305 | 64,06 +21,05 13,93-129,96
Urin Kreatinin vor KM (mg/dl) n=302 7,81+4,89 0,12-37,57
Wasserung (j/n) n=313 | 173 (55,1%)/140 (44,6%)
Waésserungsmenge (ml) n=173 1480+ 690 250-5000
ACC-Prophylaxe (j/n) n=311 148 (47,1%)/163 (51,9%)
ACC-Menge (mQ) n=148 19051730 600-4200
KM-Volumen (ml) n=312 112 £55 20-356
KH-Aufenthalt (Tage) n=312 | 5,12 6,68 1-70
ITS-Aufenthalt (j/n) n=312 | 18 (5,7%)/296 (94,3%)

Tab. 3 Beschreibung der Gesamtkohorte
[MW<+ SD: Mittelwert £+ Standardabweichung]

Tab. 3 zeigt, dass das durchschnittliche Alter in der untersuchten Kohorte bei 68,89 +
9,68 Jahren lag. Mehr als Dreiviertel der Patienten waren mannlich. Etwa die Halfte
der Patienten (53,8%) litt an einem diagnostizierten Diabetes mellitus. Ein Viertel der
Patienten war herzinsuffizient (25,8%). Gemaly Tab. 3 war ein hoher Raucheranteil
mit 63,4% auffallig.

Der durchschnittliche Kreatinin-Wert vor KM lag bei 1,24 mg/dl. Die berechnete
mittlere GFR ergab 64,06 21,05 ml/min/1,73gm. Ungefahr die Halfte der Patienten
(55,1%) erhielt eine Wasserung mit einer durchschnittichen Menge von 1480ml
NaCl. Eine zusatzliche ACC-Prophylaxe erhielten 148 Patienten und bekamen im
Rahmen dessen durchschnittlich 1905+730mg verabreicht. Das mittlere KM-Volumen
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betrug 112ml, wobei maximal 365ml und minimal 20ml verabreicht worden sind. Die
Patienten der Studienkohorte verbrachten im Rahmen der KM-Applikation
durchschnittlich 5,12 6,68 Tage im Krankenhaus, wobei 5,7% der Patienten

zwischenzeitlich auf die Intensivstation aufgenommen werden mussten.

4.2.1 Verteilung der S100al2-Werte

Die nachfolgenden Abb. 7 und Abb. 8 zeigen die Verteilung der S100a12-Werte im
Urin der gesamten Studienkohorte vor bzw. 24h nach KM.
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Abb. 7 Verteilung der S100al2-Konzentrationen in der Gesamtkohorte vor KM
[S100a12-Achse logarithmisch skaliert]
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Median = 0,615 ng/iml N=314
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Abb. 8 Verteilung der S100al2-Konzentrationen in der Gesamtkohorte 24h nach

KM
[S100a12-Achse logarithmisch skaliert]

Wie den Abb. 7 und Abb. 8 zu entnehmen ist, sind die Messwerte fur S100a12 im
Urin nicht normalverteilt. Der Kolmogorov-Smirnov-Test und Shapori-Wilk-Test
bestatigen dies. Die Werte zeigen sowohl vor als auch 24h nach KM eine
Linksschieflage. Die Aussagekraft des Median ist somit grofer als die des
Mittelwerts. Zusatzlich ergibt sich aus den Werten sowohl vor als auch 24h nach KM
eine grofle Spannweite (0,0015ng/ml-285,59 ng/ml vor KM und 0,0015-336,79 24h
nach KM). Vor KM liegt der Median der S100a12 Werte bei 0,46ng/ml, 24h nach KM
bei 0,60ng/ml. Insgesamt zeigt sich also vor und 24h nach KM eine ahnliche
Verteilung der Werte (vgl.Abb.7 und Abb.8)
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4.2.2 Verteilung der Calprotectin-Werte

Die nachfolgenden Graphiken geben Auskunft Uber die Verteilung der Calprotectin-
Werte in der Gesamtkohorte.

201

Median = 63,07 ng/ml N=302

Patientenanzahl

10 100 1000 10000
Calprotectin (ng/ml) vor KM

Abb. 9 Verteilung der Calprotectin-Konzentration in der Gesamtkohorte vor KM
[Calprotectin-Achse logarithmisch skaliert]

Median = 62,01 ng/iml N=314

Patientenanzahl

10 100 1000 10000
Calprotectin (ng/ml) 24h nach KM

Abb. 10 Verteilung der Calprotectin-Konzentration in der Gesamtkohorte 24h
nach KM
[Calprotectin-Achse logarithmisch skaliert]
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Anhand der Abb. 9 und Abb. 10 Iasst sich erkennen, wie die Calprotectin Werte vor
KM und 24h nach KM verteilt sind. Trotz der scheinbaren Normalverteilung, zeigte
sich in den Tests nach Kolmogorov-Smirnov sowie nach Shapori-Wilk, dass die
Calprotectin- Werte vor und 24h nach KM nicht normalverteilt sind. Somit ist auch
hier die Aussagekraft des Median groRer als die des Mittelwerts. Die Spannweite
reicht von 0,17 bis 4200ng/ml vor KM und 0,165 bis 4200ng/ml 24h nach KM. Der
Median der Calprotectin Werte vor KM befindet sich bei 62,93ng/ml, der 24h nach
KM bei 57,76ng/ml. Insgesamt zeigt sich auch hier vor und 24h nach KM eine
ahnliche Verteilung der Werte (vgl. Abb. 9 und Abb. 10).

4.3 Analyse des primaren Endpunkts (CIN)

Zur weiteren Analyse wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe
bestand aus Patienten, die definitionsgemal} eine CIN entwickelten (siehe Kapitel
3.2), die andere aus solchen ohne CIN. Es wurden 283 Patienten, von denen
mindestens eine Kreatininmessung nach KM verflgbar war, ausgewertet. Die
folgende Tab. 4 liefert Informationen Uber die Patientencharakteristika und

demographische Daten beider Gruppen im Vergleich.
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Parameter Anzahl | Keine CIN CIN p-Wert
n=262 (92,6%) | n=21 (7,4%) | tTest/x?
Haufigkeit(%) oder MW+SD
Geschlecht (m) n=283 204 (77,9%) 11 (52,4%) 0,09
Alter (Jahre) n=283 68,8719,71 69,33+10,25 0,83
BMI (kg/m2) n=283 29,22+5,37 2815,51 0,31
Diabetes mellitus (j) n=283 139 (49,1%) 15(71,4%) 0,26
Herzinsuffizienz (j) n=283 66 (25,2%) 5 (32,8%) 0,88
Anéamie (j) n=283 72(27,5%) 6 (28,6%) 0,91
Nikotin (j) n=283 87 (34,3%) 11 (52,4%) 0,22
Alkoholabusus (j) n=283 24 (10,1%)/ 2(9,5%) 0,99
Kreatinin vor KM(mg/dl) n=283 1,25+0,41 1,18+0,68 0,63
eGFR vor KM (ml/min/1,73m?2) n=283 62,90+20,04 72,54+30,75 0,17
Urinkreatinin vor KM (mg/dl) n=277 7,80+4,92 7,85+4,09 0,97
Kreatinin 24h nach KM(mg/dl) n=283 1,19+0,39 1,44+0,68 0,12
Wasserung (j) n=283 149 (56,9%) 9 (42,9%) 0,21
Waésserungsmenge(ml) n=283 15161703 12501600 0,26
ACC-Prophylaxe (j) n=282 126 (48,3%) 14 (66,7%) 0,19
ACC-Menge n=282 19234717 2142+838 0,44
KM-Volumen (ml) n=283 115+56,57 115+44,57 0,95
KH-Aufenthalt (Tage) n=283 4 83+5,6 7,71+11,5 0,42
ITS-Aufenthalt (j) n=283 14 (5,3%) 3 (14,3%) 0,97
Tod (j) n=283 4 (1,5%) 2(9,5%) 0,02

Tab. 4 Kohortenvergleich von Patienten mit und ohne CIN
[MW<t SD: Mittelwert £ Standardabweichung, X2: Chi-Quadrat-Test]

Gemal Tab. 4 konnten 21 Patienten mit einer CIN identifiziert werden. Das
entspricht 7,4% der Gesamtkohorte.
Alle 283 Patienten erhielten nach 24h eine Serumkreatininmessung. Nur 86 dieser
Patienten (30,3%) bekamen zusatzlich eine Messung nach 48h.
Von den 21 Patienten, die eine CIN entwickelten, bekamen nur 11 Patienten (52,3%)
eine Kreatinin-Messung nach 48h.
Die Geschlechterverteilung in der Gruppe ohne CIN hat einen Frauenanteil von nur
22,1%. Dagegen findet sich in der CIN-Gruppe ein Frauenanteil von 52,4%. Die
Frauen in der Studienkohorte bekamen also signifikant haufiger eine CIN als die
Manner (p=0,09).
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Das Durchschnittsalter der Patienten ist in beiden Gruppen vergleichbar (siehe Tab.
4). Der Anteil der Diabetiker ist in der CIN-Gruppe hoher (71,4% vs 49,1%), jedoch
nicht signifikant.

Die Nierenfunktion, gekennzeichnet durch die Kreatinin-Werte und die GFR zum
Zeitpunkt vor KM, ist im Mittel in der CIN-Gruppe zwar eingeschrankter, jedoch nicht
signifikant geringer.

In der Tab. 4 zeigt sich bei den Patienten ohne CIN ein Abfall der Kreatinin-Werte
von 1,25mg/dl vor KM auf 1,19mg/dl 24h nach KM. Dieser Abfall erweist sich als
signifikant (p=0,027). Wohingegen sich in der Gruppe mit CIN definitionsgemal} ein
Anstieg des Kreatinin zeigt (Vgl. Tab.4). Im Bezug auf den Einfluss einer Wasserung
und ACC-Prophylaxe auf die CIN ist der Tab. 4 zu entnehmen, dass es keine
signifikanten Unterschieden in der Haufigkeit und verabreichten Menge zwischen der
CIN-Gruppe und der Gruppe ohne CIN gab. Die Wasserung und ACC-Prophylaxe
haben somit scheinbar keinen Einfluss auf die CIN.

Beide Gruppen erhielten im Mittel das gleiche KM-Volumen von 115ml. Einen
Zusammenhang zwischen KM-Menge und CIN scheint es in unserer Studienkohorte
folglich nicht zu geben.

Die Krankenhausaufenthaltsdauer ist in der CIN-Gruppe langer und die Haufigkeit
der ITS-Aufnahmen hoher. Diese Unterschiede sind jedoch nicht signifikant.
Signifikant hingegen ist, dass die Patienten der CIN-Gruppe haufiger verstorben sind
(9,5% vs.1,5%, p=0,02).

37



ERGEBNISSE

4.3.1 S100al2 als Biomarker fir CIN
In der nachfolgenden Tab. 5 sind sowohl die Absolutwerte als auch die normierten

Werte sowie der Verlauf der S100a12-Konzentration der beiden Gruppen im

Vergleich dargestellt.

CIN

Parameter Nein (n=262) Ja (n=21) p-Wert

Median(SW) MWxSD Median(SW) MWSD (M-W-U)

S100a12 0,36 17,55 0,92 14,80 0.324
vor KM(ng/ml) (0,00-285,59) +50,63 (0,00-148,39) +37,75 ’

normiertes S100al12 0,06 4,12 0,16 2.36 0.396
vor KM (0,00-199,71) +16,96 (0,00-18,55) +5,46 ’

S100a12 0,47 20,29 3,24 10,89 0.024
24h nach KM (ng/ml) | (0,00-336,79) +53,55 (0,00-69,96) +18,14 ’

normiertes S100al12 0,06 4,51 0,30 2.21 0.030
24h nach KM (0,00-159,63) +17,11 (0,0-15,66) +4,11 ’

Verlauf 0,00 2,27 0,29 -3,91 0.715
S100a12 (ng/ml) (-261.84 - 41,03 (136,24 - 42,45 ’

+211,58) +68,78)

Verlauf 0,00 0,31 0,01 -0,15 0.446

normiertes S100al2 (-40,07-48,53) +7,70 (-17,06-15,16) +6,97 ’

Tab. 5 S100al2-Konzentration, Vgl. Patienten mit und ohne CIN
[SW: Spannweite, MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-
U-Test]

In Tab. 5 fallt auf, dass CIN-Patienten signifikant héhere S100a12-Werte 24h nach
KM haben (p= 0,024). Die normierte S100a12-Konzentration verhalt sich analog zu
den absoluten S100a12-Werten. Im Median zeigen sich die Werte bereits vor KM
héher als bei den Patienten ohne CIN (0,92 ng/ml vs.0,36ng/ml). Dies ist jedoch

aufgrund der erheblichen Streuung der Werte nicht signifikant.

Die Mittelwerte liefern aufgrund der Haufigkeitsverteilung (siehe Abb.7 und Abb.8)
keine zuverlassigen Aussagen und sind, der Vollstandigkeit halber, von nun an in
grau angegeben.

Vergleicht man den Median der S100a12 Werte in beiden Gruppen vor und 24h nach
KM, so sind die Werte in der CIN-Gruppe im Median starker gestiegen als in der
Gruppe ohne CIN (siehe Tab3) (0,36ng/dl ©0,47ng/dl vs.0,92ng/dl - 3,24ng/dl).
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Die folgenden Abb. 11 und Abb. 12 veranschaulichen die S100a12-Werteverteilung
der Patienten, mit und ohne CIN in Form von Boxplots. Fur jede der beiden Gruppen
werden Quartile, der Median, der grofte und der kleinste nicht-extreme Wert sowie

ggf. Ausreil3er und Extremwerte dargestellt.
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Abb. 11 S100al2-Konzentration vor KM (ng/ml) Vgl. Patienten mit und ohne CIN
[S100a12-Achse logarithmisch skaliert]
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Abb. 12 S100al2-Konzentration 24h nach KM (ng/ml) Vgl. Patienten mit und

ohne CIN
[S100a12-Achse logarithmisch skaliert]

In Abb. 11 ist zu sehen, dass die Werte der Patienten mit CIN sich im GroRen und
Ganzen vor KM nicht von denen der Patienten ohne CIN unterscheiden. Der Median
und die Quartilen liegen ungefahr auf gleicher Héhe. Die Werte der Patienten ohne

CIN streuen in Richtung hoher Konzentrationen.

Hingegen ist in Abb. 12, 24h nach KM, ein deutlicher Unterschied zwischen den
beiden Gruppen zu erkennen. In der Gruppe mit CIN liegt zum einen der Median
deutlich héher, zum anderen endet sogar die untere Quartile schon oberhalb des
Median der Patienten ohne CIN. Dieser Sachverhalt verdeutlicht den signifikanten
Unterschied, der in Tab.3 am gelb markierten p-Wert erkennbar ist. Wobei jedoch bei

Patienten ohne CIN in der Abb. 12 mehr Ausreiler zu erkennen sind.

Sensitivitat und Spezifitdt von S100a12 bezlglich CIN
Zur Bestimmung der diagnostischen Leistungsfahigkeit von S100a12 in Bezug auf
die CIN sind im Folgenden ROC-Plots abgebildet.
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Abb. 13 ROC-Analyse von S100al12 vor KM und 24h nach KM (ng/ml) fur CIN

Die Abb.13 zeigt die ROC-Analyse von S100a12 vor KM (orange) und 24h nach KM
(braun). Die Kurven, aufgetragen in Sensitivitat GUber 1-Spezifitat, zeigen fiur die
Messzeitpunkte vor und 24h nach KM unterschiedliche Verlaufe. Durch die sehr
breite Streuung (siehe Tab. 5) entstehen flach verlaufende Kurven.

Beide Kurven schlieRen das Konfidenzintervall 0,5 mit ein.

4.3.2 Calprotectin als Biomarker fur CIN
Im Weiteren werden die Calprotectin-Werte der CIN-Patienten mit denen der
Patienten ohne CIN verglichen. Die entsprechenden Ergebnisse sind der Tab. 6 zu

entnehmen.
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CIN
Parameter Nein (n=262) Ja (n=21) p-Wert
Median(SW) | MW+ SD | Median(SW) | MW+ SD | mw-u
Calprotectin 57,19 385,27 120,39 661,34 0083
vor KM (ng/ml) (0,17-4200,00) +872,38 (0,17-4200,00) +1129,34 ’
normiertes Calprotectin 8,35 72,88 22 .91 111,53 0.140
vor KM (0,02-3214,18) +236,28 (0,03-715,37) +201,08 ’
Calprotectin 56,70 409,93 165,12 280,95 0333
24h nach KM(ng/ml) (0,17-4200,00) +925,59 (0,165-1161,92) +338,92 ’
normiertes Calprotectin 7,02 77.46 18,79 46,17 0.251
24h nach KM (0,01-3480,22) +280,37 (0,01-225,89) +65,17 ’
Verlauf 0,00 20,87 -11,01 -380,38 | ) 449
Calprotectin (ng/ml) (-4141,07-+3860,20) +873,94 | (-3232,00-+777,83) | +1056,33 ’
Verlauf -0,48 2,90 -1,99 6536 | 434
normiertes Calprotectin (-672,85-+953,73) +150,81 (-696,58-+161,55) +197,57 ’

Tab. 6 Calprotectin-Konzentration, Vgl. Patienten mit CIN und ohne CIN
[SW: Spannweite, MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-
U-Test]

Gemall Tab. 6 nimmt das Calprotectin vor KM Werte zwischen 0,17 und 4200,00
ng/ml an. Insgesamt ergeben sich keine signifikanten Unterschiede aus den
Calprotectin Werten der Patienten mit CIN gegenlber den Patienten ohne CIN.
Aufgrund der Verteilung (siehe Abb.9 und Abb.10) ist hier der Median
aussagekraftiger als der Mittelwert.

Der Tab.6 lasst sich weiterhin entnehmen, dass die Calprotectin-Konzentration im
Median vor KM bei den CIN-Patienten schon deutlich hoher ist als bei Patienten
ohne CIN. Hier zeigt sich ein statistischer Trend (p=0,083). Der Unterschied der
Calprotectin-Konzentrationen zwischen den Gruppen nimmt 24h nach KM zwar

absolut zu. Jedoch ist dies nicht signifikant.

Zur Veranschaulichung der Werteverteilung erfolgt nun die Darstellung mittels Box-

plots in den Kategorien Patienten mit und ohne CIN.
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Abb. 14 Calprotectin-Konzentration vor KM (ng/ml) Vgl. Patienten mit und ohne

CIN
[Calprotectin-Achse logarithmisch skaliert]
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Abb. 15 Calprotectin-Konzentration 24h nach KM (ng/ml) Vgl. Patienten mit und

ohne CIN
[Calprotectin-Achse logarithmisch skaliert]
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Die in Abb.14 und Abb.15 gezeigten Box-Plots verdeutlichen den Sachverhalt aus
Tab. 6. Der Median der Calprotectin-Werte liegt in der CIN-Gruppe sowohl vor als
auch 24h nach KM deutlich hoher als bei den Patienten ohne CIN.

In der graphischen Darstellung vor KM zeigt sich zudem, dass auch hier die untere
Quartile der Patienten mit CIN bereits oberhalb des Median der Patienten ohne CIN
liegt (siehe Abb. 15). Dieser Unterschied ist nach KM nicht mehr zu erkennen.

Zusammenfassend zeigen die Gruppen vor KM einen groReren Unterschied der

Calprotectin Konzentration als danach.

Sensitivitat und Spezifitat von Calprotectin bezliglich CIN

Zur Bestimmung der diagnostischen Leistungsfahigkeit von Calprotectin in Bezug auf
die CIN sind im Folgenden ROC-Plots abgebildet.
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Abb. 16 ROC-Analyse Calprotectin vor KM und 24h nach KM (ng/ml) fur CIN

Die Abb.16 zeigt die ROC-Analyse der Calprotectin Werte vor (hellgrin) und 24h
nach KM (dunkelgriin). Beide Kurven weisen einen flachen Verlauf, fast parallel zur
Bezugslinie, auf. Dies entsteht durch die breite Streuung der Werte (vgl. Tab.6).

Beide Kurven schlief3en das Konfidenzintervall 0,5 mit ein.
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In der
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nachfolgenden Tab. 7 sind demographische Daten und Patienten-

charakteristika erfasst. Die Patienten werden in Endpunktkategorien (Dialyse, KH-

Aufenthalt, Kreatinin-Verdopplung und Tod), eingetreten bis zur Follow-Up
Untersuchung unterteilt.
Parameter Dialyse KH- Krea- Tod

Aufenthalte | Verdoppelung

Haufigkeit (%) oder MW + SD

Patientenzahl 11 (0,04%) 42 (13,4%) 1 (0,003%) 8 (0,03%)
Geschlecht (m) 7 (63,6%) 32 (76,1%) 1 5 (62,5%)
Alter (Jahre) 69,9+14,3 70,5+11,5 53 69,75+7,78
BMI (kg/m?2) 27,34+6,23 29,2445 35,66 25,4343,09
Diabetes mellitus (j) 6 (54,6%) 26 (59,1%) 1 4 (50%)
Herzinsuffizienz (j) 6 (54,6%) 20 (45,5%) 0 4 (50%)
Anamie (j) 7 (63,6%) 19 (42,2%) 1 6 (75%)
Nikotin (j) 5 (45,5%) 30(69,8%) 1 3 (37,5%)
Alkoholabusus (j) 3 (27,3%) 8 (20%) 1 1(12,5%)
Kreatinin vor KM 2,26+0,95 1,40+0,67 0,94 1,85+0,97
(mg/dl)
eGFR vor KM 37,07424,33 | 60,931+25,45 | 89,22 49,56+30,58
Kreatinin im Urin vor 4,41+ 3,01 5,32+ 2,68 4,37 5,32+2,68
KM (mg/dl)
Wasserung (j) 7 (63,6%) 26 (59,1%) 0 5 (62,5%)
Wasserungsmenge(ml) | 1400+730 14001565 1400+550
KM-Volumen (ml) 122,54+87,32 | 99,57+35,05 | 88 103,62+38,96
KH-Aufenthaltsdauer 25,09+23,03 | 6,61+8,3 3 23,13+25,10
(Tage)
ITS-Aufenthalt (j) 5 (45,5%) 2 (4,5%) 2 (25%)
CIN 3 (27,2%) 5 (8,4%) 0 2 (25%)

Tab. 7 Kohortenbeschreibung unterteilt nach Endpunkten
[MWzt SD: Mittelwert £+ Standardabweichung]

Anhand der Tab. 7 ist zu erkennen, dass es 11 Patienten gab, die eine Dialyse
bendtigten, 42 Patienten, die bis zum Follow-up noch mindestens einmal im

Krankenhaus waren und 8 Patienten, die verstorben sind. Eine Kreatinin-
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Verdoppelung hatte nur ein Patient, so dass hier eine weitere statistische

Betrachtung nicht sinnvoll ist.

Das durchschnittliche Alter der Patienten ist in allen Kategorien mit dem der

Gesamtkohorte vergleichbar (vgl. Tab.3 und Tab. 7).

Die Patienten, die im Verlauf dialysepflichtig wurden, hatten einen signifikant hoheren
Ausgangskreatininwert (p=0,004) im Vergleich zu den anderen Patienten der
Studienkohorte (vgl. Tab. 3 und Tab. 7). Die GFR (37,07+24,33ml/min/1,73gm vs.
62,90+£20,04ml/min/1,73gm) war signifikant niedriger (p=0,00). Die dialysepflichtigen
Patienten haben mit 122,54+87,32ml deutlich mehr KM bekommen. Von den 11
dialysepflichtigen Patienten hatten 3 (27,2%) eine CIN. Dies ist signifikant gegenuber
der Gesamtkohorte  (p=0,006). Die Krankenhausaufenthaltsdauer  der
Dialysepflichtigen war signifikant héher als der Kohortendurchschnitt (25,09+23,03
Tage vs. 4,38+3,69 Tage; p=0,014; vgl. Tab. 3 und Tab. 7).

Insgesamt mussten 43 Patienten bis zum Follow-Up noch einmal nicht elektiv in einer
Klinik aufgenommen werden. Grinde dafur waren in 32 Fallen kardiovaskulare
Ereignisse wie pektangindse Beschwerden, kardiale Dekompensation, Herzinfarkte,
Herzrhythmusstorungen und Dyspnoe. Flunf Patienten wurden wegen oberer oder
unterer gastrointestinaler Blutungen aufgenommen. Die restlichen sieben Patienten
hatten Traumata, Infektionen, eine dermatologische oder onkologische
Aufnahmediagnose.

Patienten mit einem erneuten Krankenhausaufenthalt bis zum Follow-Up waren,
verglichen mit dem gesamten Kollektiv, sehr haufig Raucher (69,8% vs 34,1%) und
hatten haufig einen Alkoholabusus (20% vs. 9%) in der Vorgeschichte (vgl. Tab. 3
und Tab. 7). Die Serumkreatinin-Werte (1,40+0,67mg/dl vs. 1,22+0,37 mg/dl) und die
berechnete GFR (60,931£25,45ml/min/1,73gm vs. 65,21+20,55 ml/min/1,73gm) waren

jedoch nicht signifikant verschieden.

Bis zur Follow-Up Untersuchung sind 8 Patienten verstorben. Finf Patienten
verstarben dabei an kardiovaskularen Ereignissen, zwei an einer Sepsis, und bei
einem Patienten ist die Todesursache unbekannt. Die verstorbenen Patienten waren
mit einem Durchschnitts-BMI von 25,43+3,09 kg/m? leichter als die Studienkohorte
(28,99 +5,44 kg/m?). Es besteht keine Signifikanz (vgl. Tab. 3 und Tab. 7). Sie hatten

im Vergleich zum Gesamtkollektiv ein erhdhtes Serumkreatinin (1,85+0,97mg/dl vs.
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1,22+0,40mg/dl) und eine verminderte GFR (49,56+30,58 vs. 64,51+20,67mg/dl).
Beides zeigt eine Tendenz, ist jedoch nicht signifikant. Die Dauer des initialen
Krankenhausaufenthalts ist im Durchschnitt deutlich erhdht (23,13+25,10 Tage vs.
4,63+4,76). Zwei von 8 verstorbenen Patienten erlitten zuvor eine CIN. Das

entspricht 25% und ist signifikant gegentber der Gesamtkohorte (p=0,015).

4.4.1 S100al2 und Calprotectin als Biomarker der sekundéren Endpunkte

Zusammenfassend zeigen die S100a12- und Calprotectin-Werte keine signifikanten
Ergebnisse bezuglich der einzelnen Endpunkte ,Dialysepflichtigkeit’, ,weitere
Krankenhausaufenthalte® und ,Tod“ innerhalb von drei Monaten nach KM. Die

dazugehorigen Tabellen sind im Anhang dargestellt.

Dialyse
Die Patienten, die im Verlauf dialysepflichtig wurden, haben im Median 24h nach KM

deutlich héhere S100a12 Werte (0,56ng/dl vs 3,28 ng/dl; vgl. Tab. Anhang 1). Dies
ist jedoch nicht signifikant (p= 0,164).

Das Calprotectin ist im Median in der Gruppe der dialysepflichtigen Patienten vor und
24h nach KM hoéher. Das normierte Calprotectin ist vor KM deutlich erhdht. Hier
zeichnet sich eine Tendenz im Unterschied zu nicht-dialysepflichtigen Patienten ab
(22,32ng/ml vs. 8,98ng/ml; p=0,072; vgl. Tab. Anhang 2).

Weitere Krankenhausaufenthalte

Der Tab. Anhang 3 ist zu entnehmen, dass Patienten, die im Verlauf mindestens
einen weiteren Krankenhausaufenthalt aufweisen, tendenziell ein erhdhtes S100a12
vor KM haben (0,36ng/ml vs.1,09 ng/ml; p=0,072). 24h nach KM ist dieser
Unterschied weniger stark ausgepragt (0,54ng/ml vs. 0,78ng/ml).

Auch der Median der Calprotectin-Werte vor KM liegt in der Gruppe mit weiterem KH-
Aufenthalt héher. (81,39ng/ml vs. 58,63ng/ml). Es zeigt sich keine Signifikanz. 24h
nach KM ist ein gegenteiliger Effekt zu beobachten. Die Patienten mit weiterem
Krankenhausaufenthalt haben nun niedrigere  Calprotectin-Konzentrationen
(45,33ng/ml vs. 57,14 ng/ml; vgl. Tab. Anhang 4).

Tod
Die im Verlauf verstorbenen Patienten haben deutlich héhere S100a12-
Konzentrationen im Median sowohl vor als auch 24h nach KM (0,45ng/ml vs.

47



ERGEBNISSE

3,55ng/ml) und (10,05 ng/ml vs 0,55ng/ml). Es zeichnet sich fur die Werte 24h nach
KM eine Tendenz ab (p=0,087; vgl. Tab. Anhang 5).

Die Calprotectin-Werte sind in der Gruppe der verstorbenen Patienten sowohl vor als
auch 24h nach KM bemerkenswert hoher (vgl. Tab. Anhang 6). Allerdings sind die

Werte nicht statistisch signifikant.

Die Einzelanalyse der sekundaren Endpunkte hat insgesamt ergeben, dass sich
weder vor noch 24h nach KM fur S100a12 oder Calprotectin statistisch signifikante
Ergebnisse zeigen. In einzelnen Betrachtungen ergeben sich jedoch statistische
Tendenzen. Wir gehen davon aus, dass sich diese mit Hilfe einer Fallzahlerh6hung

durch die Kombination der Endpunkte deutlicher zeigen.

4.4.2 Kombinierte Endpunktanalyse

In der kombinierten Endpunktanalyse werden die zuvor einzeln analysierten
sekundaren Endpunkte Dialyse, Tod und weiterer Krankenhausaufenthalt
zusammengefasst betrachtet. Ist eines der Ereignisse bis zur Follow-up
Untersuchung nach drei Monaten aufgetreten, so wird die Frage ,Endpunkt erreicht"
mit ,ja“ beantwortet. In der folgenden Tab. 8 werden die demographischen Daten der

so entstandenen Gruppen abgebildet.
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Kombinierte Endpunkte

nein ja P-Wert
Patientenzahl Patientenzahl t-Test/x?
Geschlecht(m) 178n(=722’1 1%) 38 (n7=‘;’15°/°) 0,697
Alter (Jahre) 68";’32*3?’20 70’?;;11 33 0,207
BMI (kg/m?) 28’523;—’3?’56 28’7&?’35 0,772
Diabetes mellitus (j) 127 (59,9%) 29 (56,5%) 0,875
Herzinsuffizienz (j) 51 rff,fé:%) 23 (n4=55’11 %) 0,001
Anamie (j) 56 ggj%) 21 (n4=15’12°/°) 0,014
s BT I | o
Alkoholabusus () 21 rflg(;;%) 2 (19.1%) 0,082
Kreatinin vor KM (mg/dI) 1’1i’—;203’33 1’4:i%’71 0,009
GFR vor KM 66,1n7=§; 39,75 58,2fi296,02 0.054
Wasserung (j) 122n(=52i60%) 31 (:3:%’18%) 0,315
Waésserungsmenge(ml) 1423;52258 150n0=i1710 0,419
ACC-Menge (mQ) 18‘:5;50219 196n0=20832 0,451
KM-Volumen (ml) “5’13;-’3?’42 106’8:’:’; 151 62 0,335
KH-aufenthaltsdauer (Tage) 4,2r12=i;331,42 9’61:;;13’93 0,008
ITS-Aufenthalt () 10rf ;"2’;%) / (135%) 0,011
CIN (j) 14n(=62’078%) 7(1,2’4650/0) 0,052

Tab. 8 Beschreibung der Kohorte in der Kombinierten Endpunktanalyse
[MW + SD: Mittelwert £ Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-U-Test, X2: Chi-

Quadrat-Test]

Es zeigen sich in den beiden Gruppen gemall Tab. 8 keine signifikanten

Unterschiede hinsichtlich der Alters- und Geschlechterverteilung. Patienten, die einen

kombinierten Endpunkt erreichten, bekamen tendenziell haufiger eine CIN (15,6%

vs.6,7%) (p=0,052) und zeichnen sich erwartungsgemaly durch eine erhdhte

Morbiditat aus. Diese ist z.B. an einer signifikant hdheren Rate an Herzinsuffizienz

(p=0,001) und Anamie (p=0,014) zu erkennen (Vgl. Tab. 8). Die Dauer des initialen
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Krankenhausaufenthalts (p=0,008) und die Anzahl der ITS-Aufenthalte (p=0,011)

sind ebenfalls Zeichen fiir hohere Morbiditat.

Die niedrigere GFR (p=0,05) und das hodhere Serumkreatinin vor KM (p=0,009)
beschreiben eine signifikant schlechtere Nierenfunktion der Patienten, die einen

kombinierten Endpunkt erreichten.

In den folgenden Tabellen (Tab. 9 und Tab. 10) sind die Werte von S100a12 und

Calprotectin dargestellit.

kombinierte Endpunkte

Parameter Nein (n=222) Ja (n=50) p-Wert
Median(SW) | MW+ SD | Median(SW) | MW+ SD | Mw-U
S100a12 0,39 16,40 1,08 1743 | 4460
vor KM (ng/ml) (0,00- 285,59) + 48,47 (0,00- 260,96) +47 54 ’
normiertes S100al12 vor KM 0.06 3,22 0.15 5,66 0,194
(0,00-87,13) +10,67 (0,00-199,71) +2827

S100al2 0,57 17,33 0,66 21,56 | 4 ga0
24h nach KM (ng/ml) (0,00-336,79) +49,37 (0,00-192,65) +48,76 ’
normiertes S100al12 0,06 3,28 0,09 6,49 0.736
24h nach KM (0,00-125,17) +13,24 (0,00-159,63) +23,91 ’
Verlauf 0,00 0,93 0,00 4,12 0.584
S100al12 (ng/ml) (-261,84- 211,58) +38,23 (- 136,24~ 167,25) +42 .54 ’
Verlauf 0,00 0,06 0,00 0,83 0.686
normiertes S100al2 (-36,75- 48,53) +6,95 (-40,07- 32,82) +9,87 ’

Tab. 9 S100al2-Konzentration in der Kombinierten Endpunktanalyse
[SW: Spannweite, MW + SD: Mittelwert £+ Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-
U-Test]
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kombinierte Endpunkte

Parameter Nein (n=222) Ja (n=50) p-Wert
Median(SW) | MW+ SD | Median(SW) | MW+ SD | mw-u
Calprotectin 62,93 370,23 78,03 498,48 0321
vor KM(ng/ml) (0,17- 4200) 814,35 (0,17- 4200) +1065,96 ’
normiertes Calprotectin 9,12 60,18 11,04 131,04 0.471
vor KM (0,01- 753,57) +129,21 (0,03-3214,18) +467,48 ’
Calprotectin 58,65 351,70 42,99 404,18 | o -45
24h nach KM (ng/ml) (0,17-4200) +810,64 (0,17-4200) + 889,56 ’
normiertes Calprotectin 7.21 51,69 8,53 121,95 0.777
24h nach KM (0,01-1445,30) +151,02 (0,02-3480,23) +499,70 ’
Verlauf 0,17 -18,53 -1,74 9430 | 497
Calprotectin (ng/ml) (-4141,07- 3860,20) | +821,99 | (-3232,00- 3588,24) | +942,95 ’
Verlauf -0,89 -8,49 -0,58 9.09 | ;667
normiertes Calprotectin | (672,85- 725,08) +134,96 (-696,58- 641,87) +161,40 ’

Tab. 10 Calprotectin-Konzentration

in der kombinierten Endpunktanalyse

[SW: Spannweite, MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-

U-Test]

Unerwarteterweise zeigt auch die kombinierte Endpunktanalyse keine signifikanten
Unterschiede der Werte fur S100a12 oder Calprotectin. Dies gilt fur S100a12 und

Calprotectin sowohl vor KM als auch 24h danach. Somit ist die Aussagekraft der

Biomarker durch die Kombination der Endpunkte nicht groRer geworden als sie in der

Einzelbetrachtung war.

4.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede von S100al2 und Calprotectin

Wahrend der Analyse der Daten zeigte sich ein geschlechtsspezifischer Unterschied

der S100a12- und Calprotectin-Werte, der hier zusatzlich dargestellt wird.

Die nachfolgende Tab. 11 enthalt die Kohortenbeschreibung unterteilt nach

Geschlecht.
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Geschlecht

S—— Manner Frauen P-Wert

n=239 (76,1%) n=75 (23,9%) t-Test/x?

Haufigkeit (%) oder MW + SD

Alter (Jahre) 68,13+10,14 71,27+7,65 0,005
BMI (kg/m2) 28,78+4,95 29,6816,74 0,286
Diabetes mellitus (j) 117 (49%) 52 (69,3%) 0,008
Herzinsuffizienz (j) 51 (21,3%) 30 (40%) 0,001
Anéamie (j) 72 (30,1%) 14 (18,7%) 0,052
Nikotin (j) 167 (71,1%) 32 (45,1%) 0,000
Alkoholabusus (j) 31 (14,6%) 0 (0%) 0,000
Kreatinin vor KM (mg/dl) (n=215/68) 1,25+0,39 1,23+0,54 0,788
GFR (ml/min pro 1,73m?) (n=215/68) 66,89+19,30 54,89+23,84 0,000
Wasserung (j/n) 126 (52,9%) 47 (62,7%) 0,140
Waésserungsmenge(ml) 1480+710 14801660 0,996
ACC (j) 109 (46,2%) 39 (52%) 0,228
ACC-Menge (mg) 18661684 20151842 0,342
KM-Volumen (ml) 115,38458,32 102,53+42,77 0,041
KH-aufenthaltsdauer (Tage) 4,66+5,10 6,59+10,10 0,115
ITS-Aufenthalt (j) 10 (4,2%) 8 (10,7%) 0,035

Tab. 11 Kohortenbeschreibung unterteilt nach Geschlecht
[MW = SD: Mittelwert £ Standardabweichung, X2: Chi-Quadrat-Test]

In Tab. 11 lasst sich erkennen, dass das Patientenkollektiv aus ungefahr einem
Viertel Frauen (23,1%) und drei Viertel Mannern (76,1%) bestand. Die Frauen waren
mit einem mittleren Alter von 71,27+7,65 Jahren signifikant alter als die Manner
(68,13+10,14) p=0,005. Mit einem Anteil von 69,3% litten die Frauen signifikant
haufiger an einem Diabetes mellitus als die mannlichen Patienten (49%; p=0,008).
Die weiblichen Patienten hatten signifikant haufiger eine Herzinsuffizienz (p=0,01)
und bendtigten vermehrt Intensivstationsaufenthalte (p= 0,035).

Zusatzlich bekamen Frauen signifikant haufiger eine CIN (p=0,009) (siehe Tab.4).
Wobei der Kreatininwert vor KM bei den Frauen (n=68) (1,25+£0,39mg/dl) und
Mannern (n=215) (1,23+0,54mg/dl) keinen signifikanten Unterschied aufweisen
(p=0,788). In der GFR zeigt sich jedoch ein signifikanter Unterschied (p=0,00)
Insgesamt erhielten die Manner (115,38 £ 58,32ml) signifikant mehr KM als die
weiblichen Patienten (102,53+42,77ml).
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Die Frauen hatten bei Einschluss in die Studie bei gleichem Kreatinin schon eine
signifikant niedrigere GFR als die Manner (p= 0,000). Insgesamt litten aber
signifikant mehr Manner unter Alkohol- und Nikotinabusus (p=0,000).

Die nachfolgende Tab. 12 zeigt die S100a12 Werte nach Geschlecht getrennt.

Geschlecht
Parameter Manner (n=239) Frauen (n=75) p-Wert
Median(SW) | MW+ SD | Median(SW) | MW+ SD | mw-u
S100al2 0,20 6,50 7,15 5364 | 4500
vor KM (ng/ml) (0,00- 231,47) 27,44 (0,00- 285,59) +81,32 ’
normiertes S100a12 0,25 1,02 1,77 13,13 0.000
vor KM (0,00- 35,8) +4,28 (0,00- 199,71) +30,03 ’
S100a12 0,31 9,26 8,93 51,61 0.000
24h nach KM (ng/ml) (0,00- 243,72) +34,28 (0,00-336,79) +76,71 ’
normiertes S100al12 0,04 1,20 1,53 13,22 0.000
24h nach KM (0,00- 45,58) +5,07 (0,00- 159,63) +29,22 '
Verlauf 0,01 2,79 0,00 -2,93 0.698
S100a12 (ng/ml) (-94,27-211,58) +24,36 (-261,84- 155,24) +68,95 ’
Verlauf 0,00 0,20 -0,12 0,10 0.068
normiertes S100al2 (-18,48-39,50) +3,87 (-40,07- 48,53) +13,60 ’

Tab. 12 S100al2-Konzentration unterteilt nach Geschlecht
[SW: Spannweite, MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-
U-Test]

Anhand von Tab. 12 ist zu sehen, dass sich die S100a12 Werte von Frauen und
Mannern hoch signifikant unterscheiden.

Obwohl vor KM die Spannweite der Werte zwischen Mannern und Frauen
vergleichbar ist, liegt der Median der S100a12-Werte der Frauen signifikant hoher.
Ahnliches gilt fiir die Werte 24h nach KM (Vgl. Tab. 12).

Zwischen den Geschlechtern ist der Verlauf der Messwerte nicht signifikant
unterschiedlich. Somit sind die Konzentrationen der Frauen zwar in der Gesamtheit
vor und 24h nach KM hoher, die Reaktion auf das KM aber ahnlich wie bei den
Mannern. Vor KM sind die S100a12 Werte bei beiden Geschlechtergruppen im
Median niedriger als 24h nach KM.

53



ERGEBNISSE

Die Abb. 17 und Abb. 18 geben jeweils fur Frauen und Manner die Verteilung der
S100a12-Konzentration graphisch wieder. Flur jede der beiden Gruppen werden
Median, Quartile, der groRte und der kleinste nicht-extreme Wert, sowie Ausreil3er
und extreme Werte dargestellt.
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Abb. 17 S100al2-Konzentration vor KM (ng/ml) unterteilt nach Geschlecht
[S100a12-Achse logarithmisch skaliert]
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Abb. 18 S100al2-Konzentration 24h nach KM (ng/ml) unterteilt nach

Geschlecht
[S100a12-Achse logarithmisch skaliert]

Aus den Abb. 17 und Abb. 18 ist zu entnehmen, dass Frauen insgesamt einen
groReren Quartilenabstand als Manner haben. Die Werte der Frauen sind auch in der
Gesamtheit der Verteilung deutlich hdher. So liegt die 25. Perzentile der Frauen vor
KM oberhalb des Median, 24h nach KM sogar oberhalb der 75. Perzentile der
Manner. Insgesamt ist die Boxhohe bei den Mannern geringer als bei den Frauen.
Dennoch finden sich beim mannlichen Geschlecht Ausreilder und Extremwerte nach

oben, die im Wertebereich der Frauen liegen.

Vergleicht man die beiden Abb. 17 und 18, so ist der Geschlechterunterschied 24h

nach KM also noch ausgepragter.

In der Tab.13 sind die Calprotectin-Konzentrationen nach Geschlecht getrennt

aufgetragen.
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Geschlecht
Parameter Méanner (n=231) Frauen (n=71) p-Wert
Median(SW) | MW+ SD | Median(SW) | MW+SD | Mw-U
Calprotectin 37,78 178,12 564,23 130,16 | | 000
vor KM (ng/ml) (0,17-4200) 495,21 (15,57-4200) +1352,72 ’
normiertes Calprotectin 5,28 26,81 80,93 225,20 0.000
vor KM (0,10-491,38) +69,73 (1,33-3214,18) +415,03 ’
Calprotectin 37,88 209,24 338,20 927,45 0.000
24h nach KM (0,17-4200) +607,53 (8,05-4200) +1239,44 ’
normiertes Calprotectin 4,72 24 .81 57,76 213,20 0.000
24h nach KM (0,01-813,56) +87,40 (1,66-3480,23) +477,71 ’
Verlauf 0,00 35,07 0,00 20976 | 4ag
Calprotectin (ng/ml) (-2748,84- 3860,2) +516,10 (-4141,07- 3588,24) | +1526,04 7
Verlauf -0,24 -1,42 17,67 14,09 | 015
normiertes Calprotectin | (-366,43- 725,08) +76,48 (-696,58- 953,73) +279,84 ’

Tab. 13 Calprotectin-Konzentration unterteilt nach Geschlecht
[SW : Spannweite, MW % SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U : Mann-

Insgesamt ist der Tab.

Whitney-U-Test]

13 zu entnehmen, dass die Calprotectin-Werte sich

geschlechtsabhangig ahnlich den S100a12-Konzentrationen verhalten (Vgl. Tab 12).

Frauen haben sowohl vor KM als auch 24h nach KM im Median einen hoch

signifikant héheren Wert fur Calprotectin als Manner. Die Spannweite der Frauen
beginnt vor und 24h nach KM bei héheren Werten als die der Manner (Vgl. Tab. 13).
Auffallig ist, dass die Werte bei den Frauen vor KM hoéher als 24h danach sind.

Wohingegen bei den Mannern die Calprotectin-Konzentration im Median vor und 24h

nach KM gleich bleiben.

Die nachfolgenden Graphiken veranschaulichen den Geschlechterunterschied in der

Verteilung der Calprotectin Konzentrationen vor und 24h nach KM.
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Abb. 19 Calprotectin-Konzentration vor KM (ng/ml) unterteilt nach Geschlecht
[Calprotectin-Achse logarithmisch skaliert]
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Abb. 20 Calprotectin-Konzentration 24h nach KM (ng/ml) unterteilt nach

Geschlecht
[Calprotectin-Achse logarithmisch skaliert]
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Auch hier in Abb. 19 und Abb. 20 wird der grol3e Unterschied zwischen den
Geschlechtern sowohl vor als auch 24h nach KM deutlich. Die 25.Perzentile der
Frauen liegt zu beiden Zeitpunkten oberhalb der 75.Perzentile der Manner. Auffallig
ist, dass, im Gegensatz zu den S100a12-Werten, auch die minimale Calprotectin-
Konzentration der Frauen wesentlich hoher ist als die der Manner.

Insgesamt betrachtet, 1asst sich anhand der Tab. 10, 11 und Abb.17-20 eindeutig
erkennen, dass es geschlechtsabhangig signifikante Unterschiede der Werte gibt.

Dies qilt gleichermal3en fur S100a12 und Calprotectin.

4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bezuglich des primaren Endpunkts ,,CIN“ ergibt sich fur Patienten mit CIN 24h nach
KM eine signifikant hohere S100a12-Konzentration im Urin gegenlber Patienten
ohne CIN. Fur Calprotectin kann dies nicht gezeigt werden.

Die Analyse der sekundaren Endpunkte ,Dialyse®, ,weitere Krankenhausaufenthalte®
und ,Tod" ergibt fur S100a12 und Calprotectin keine signifikanten Ergebnisse, auch
wenn Patienten, die einen Endpunkt erreichten im Median generell hdhere Werte
haben. Eine kombinierte Analyse der Endpunkte erbringt ebenfalls nicht-signifikante
Ergebnisse fur S100a12 und Calprotectin sowohl vor als auch 24h nach KM.

Die geschlechtergetrennte Analyse zeigt, dass sowohl die S100a12- als auch die
Calprotectin-Konzentrationen bei weiblichen Patienten vor und 24h nach KM

signifikant héher sind, als bei den Mannern.
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5 DISKUSSION

Die CIN ist eine Komplikation, die nach der Applikation von jodhaltigen
Kontrastmitteln auftreten kann. Risikofaktoren fur ein Auftreten sind unter anderem:
das Alter des Patienten (<75 Jahre), Diabetes mellitus, vorbestehende
Niereninsuffizienz und hohe KM-Volumina (26) (siehe Abb. 1). Die Inzidenz dieser
patientenbezogenen Risikofaktoren wird vermutlich in unserer alternden und
morbider werdenden Gesellschaft zunehmen. Gleichzeitig steigt der technische
Fortschritt. So werden immer kompliziertere radiologische Verfahren an mitunter sehr
kranken Patienten moglich gemacht. Gerade in der interventionellen Radiologie, wie
z.B. dem Stenting beim Herzkatheter, wird sehr viel KM bendtigt. Folglich ist zu
erwarten, dass die Inzidenz der CIN in den kommenden Jahrzehnten steigt. Eine
frihe Diagnostik oder vielmehr Uberhaupt ein Erkennen dieser Patienten ist wichtig,
da nachgewiesenermallen das Outcome der Patienten nach einer CIN schlechter ist
(4, 7-9).

5.1 Kreatinin und seine Nachteile
Die Definition der CIN basiert auf Kreatinin, einem seit langem etablierten
Laborparameter. Das Zeitfenster, in dem das Kreatinin ansteigen muss, wird in der
Literatur am haufigsten mit 24-72h nach KM angegeben (4, 8, 16-19). Das Kreatinin
ist also ein trager Parameter, und es stellt sich daher die Frage, ob es sich noch um
eine zeitgemale Methode zur Diagnostik der CIN handelt.
Der in der heutigen Zeit immer starker steigende Kostendruck des
Gesundheitssystems flhrt u.a. zu einer extrem kurzen Krankenhausverweildauer. Im
Durchschnitt liegt diese mittlerweile fur eine unkomplizierte
Herzkatheteruntersuchung bei einem Tag (20). Das bedeutet, Patienten, die einen
Kreatininanstieg, respektive CIN nach 48-72h entwickeln, werden wahrend ihres
stationaren Aufenthaltes gar nicht erfasst. Dem Umstand der frihzeitigen
Entlassungen haben wir den Zeitrahmen der kreatininbasierten Definition von CIN in
unserer Studie angepasst. Wir gehen von einer CIN aus, wenn das Serumkreatinin
um 25% oder 0,5mg/dl innerhalb von 24-48 h nach KM unter Ausschluss anderer
Ursachen steigt.
Auch innerhalb unserer Studie wurde die Problematik der kurzen
Krankenhausverweildauer deutlich: Von den 283 Patienten, die in die in Bezug auf
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den primaren Endpunkt ,CIN“ in die Datenanalyse eingegangen waren, waren nach
48h nur noch 86 (30,3%) Patienten in der Klinik. Das bedeutet gleichzeitig, dass bei
217 Patienten (11 Patienten hatten bereits 24h nach KM eine CIN.), zum Zeitpunkt
ihnrer Entlassung gemall den kreatininbasierten Definitionen, eine CIN nicht
ausgeschlossen werden kann.

Dies bestatigt noch einmal wie dringend die Suche nach neuen Biomarkern, damit

diese Patienten eine Chance auf Behandlung erhalten.

5.2 Diskussion der Einschlusskriterien und Studienkohorte

In unsere Studie wurden Patienten eingeschlossen, die zum Zeitpunkt der Aufnahme
entweder einen bekannten Diabetes mellitus und/oder eine Kreatininerhohung >1,1
mg/dl hatten. Hierbei handelt es sich um Patienten mit einem leicht erhdhten
Risikoprofil fur eine CIN (siehe Abb.1). Unsere Patientenkohorte weist eine eGFR
von durchschnittich > 60 ml/min/1,73gm? vor KM auf. Das ist hoher als man
insgesamt bei diesen Einschlusskriterien vielleicht erwarten wirde, denn eine eGFR
> 60 ml/min/1,73gm? bedeutet eine nur geringfligige Nierenfunktionseinschrankung
(25). Zu erklaren ist dadurch, dass etwa die Halfte der Patienten (53,8%) in unserer
Studie Diabetiker sind. Diese neigen zur osmotischen Diurese oder einem
Hyperfiltrationsyndrom. In diesem Fall kann die eGFR durch die von uns verwendete
MDRD-Formel um 10-40% Uberschatzt werden (109).

Im Risikoscore von Mehran et al wird die Inzidenz der CIN beim Vorliegen von
mindestens den Risikofaktoren Diabetes mellitus und/oder Niereninsuffizienz mit
7,5% angegeben (26) (Abb. 1). In unserer Gesamtkohorte lag die Inzidenz von CIN
bei 7,4%. Damit konnten wir mit unserer Studienkohorte, ohne die Bertcksichtigung
von weiteren Details, insgesamt die angegebene Inzidenz bei diesen Risikofaktoren

reproduzieren.

Unsere Gesamtkohorte hat ein Durchschnittsalter von 68,89 +9,68 Jahren und einen
BMI von 28,99 15,44kg/m?. Laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes von 2011,
basierend auf dem KORA Herzinfarktregister Augsburg des Helmholtz Zentrums
Muanchen, entspricht dies dem Durchschnitt der deutschen Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (110).

Insgesamt spiegelt unsere Studienkohorte somit das kardiologische Patientengut

reprasentativ wider.
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5.3 S100al12 als Biomarker fur CIN

Bislang gibt es keine Veroffentlichungen von Arbeitsgruppen, die S100a12 im Urin
nachweisen konnten. Somit existieren momentan noch keinerlei Referenzwerte.

Die Arbeitsgruppe um Mori et al. bestimmte S100a12 im Plasma bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz unter Hamodialyse. Sie beschrieben eine positive
Korrelation mit artheriosklerotischen Veranderungen der Carotiden (111). Bekannt
ist, dass sie im Rahmen ihrer Studie versuchten, S100a12 auch im Urin zu messen.
Laut den Ausfuhrungen war es ihrem selbstentwickelten ELISA weder bei chronisch
nierenerkrankten Patienten noch bei einer gesunden Vergleichsgruppe moglich,
S100a12 im Urin zu detektieren. Folglich stellten sie die Hypothese auf, dass
S100a12 nicht im Urin enthalten ist.

Wir konnten jedoch bei jedem unserer Probanden S100a12 im Urin nachweisen.
Unsere Messwerte haben eine Spannweite von 0,0015-336,79 ng/ml. Somit haben

wir die von Mori et al. aufgestellte Hypothese widerlegt.

Eine der wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit besteht darin, dass Patienten, die
eine CIN entwickeln signifikant hdhere S100a12-Werte im Urin 24h nach KM haben
als Patienten ohne CIN. Dies zeigt somit, dass S100a12 sich als Biomarker flr die
Diagnostik einer CIN bereits nach 24h eignen kann.

Hierzu sollten im Weiteren genauere Analysen zum zeitlichen Verlauf von S100a12
im Urin nach KM erfolgen. So kénnte die Probenentnahme auf den Zeitpunkt der

hochsten Konzentration im Urin optimiert werden.

Patienten, die im Verlauf eine CIN entwickelten, zeigen keine signifikant erhdhten
S100a12-Werte im Urin vor KM. Somit ist S100a12 im Urin vor KM also kein Marker,
anhand dessen sich bei unserer Fallzahl das patientenbezogene Risiko fur eine CIN

abschatzen lasst.

Die groRe Spannweite der Messwerte von S100a12 im Urin sowohl vor KM als auch
24h nach KM kann im Rahmen unserer Studie zunachst nur als deskriptiv betrachtet
werden, da wie bereits erwahnt, bisher keine Vergleichswerte beschrieben sind.
Zusatzlich ist zu bedenken, dass S100a12 ein Protein der Immunreaktion ist. Somit
kann es auch zu unspezifischen Erh6hungen unabhangig von der

Kontrastmittelapplikation kommen. Um diesen Einfluss genauer zu beschreiben,
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sollten noch weitere Studien mit wesentlich groReren Fallzahlen folgen. Auf diesen

Daten basierend sollten Normwerte und Einflussfaktoren genauer bestimmt werden.

ROC-Kurven: Die ROC- Analyse stellt eine Moglichkeit dar, unabhangig von der

Pravalenz einer Erkrankung einen Schwellenwert empirisch zu ermitteln. Anhand
dessen kdnnen Gesunde von Kranken unterschieden werden.

Um eine ROC-Analyse durchfuhren zu kénnen, muss es zwischen der Gruppe der
Erkrankten und den Gesunden einen Unterschied der Mittelwerte geben. Dieses
Kriterium ist in unserer Analyse der Daten gegeben. Die breite Streuung der Werte
sowohl in der Gruppe der CIN Patienten als auch in der Gruppe ohne CIN fluhrt
jedoch zu einem sehr flachen Kurvenverlauf der ROC-Kurven. Zusatzlich schlie3en
alle erstellten ROC-Kurven das Konfidenzintervall 0,5 mit ein. Somit ist S100a12 zum
jetzigen Zeitpunkt basierend auf diesen Daten ein schwacher Biomarker fur die CIN.
Es ist jedoch der Einsatz von S100a12 in einem Pattern mit weiteren Biomarkern im
Rahmen der Entwicklung eines Urintests zur Diagnostik der CIN nach 24h denkbar.

Hierzu sollten weitere Studien erfolgen.

5.4 Calprotectin als Biomarker fur CIN

Insgesamt hat unsere Studie gezeigt, dass die Bestimmung von Calprotectin
(S100a8/9) im Urin in unserem Patientenkollektiv keine signifikanten Ergebnisse
liefert. Es ist nach unserem Studienmodell weder vor noch 24h nach KM maéglich,
Patienten, die eine CIN entwickeln oder entwickeln werden anhand eines

signifikanten Unterschieds der Calprotectin-Werte zu identifizieren.

Im Gegensatz zu S100a12 wurde Calprotectin im Urin bereits in drei weiteren
Studien gemessen. In zwei davon wurde, wie in unserer Studie das ELISA-Kit der
Firma Immundiagnostik Bensheim benutzt, so dass eine Vergleichsmoglichkeit
besteht.

Eine dieser beiden Studien wurde von Heller et al durchgefuhrt (112). Sie
untersuchten Calprotectin im Urin zur Unterscheidung von prarenalem und
intrinsischem akutem Nierenversagen erfolgreich an 101 Patienten.

In einer Folgestudie wurde ein Jahr spater das Patientenkollektiv nach dem gleichen

Studienprotokoll in der selben Klinik von Seibert et al um 87 Patienten erweitert
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(113). Insgesamt konnten so zusammengefasst in der Studie von Seibert et al. 188
Patienten ausgewertet werten.

Das Eischlusskriterium beider Studien war ein akutes Nierenversagen nach den
klinischen Kriterien des AKIN (acute kindney injury network) (114). Die Patienten
wurden nach prarenalen und intrinsische Ursachen unterteilt. Die
Urinprobenentnahme erfolgte im Durchschnitt am dritten Tag nach Diagnosestellung
des akuten Nierenversagen (3,2 + 3,7 Tage).

Zusammengefasst konnte in den Studien gezeigt werden, dass Calprotectin im Urin
bei intrinsischem akutem Nierenversagen gegenuber einer Kontrollgruppe erhoht ist.
Die Kontrollgruppe bestand hierbei aus 15 gesunden Probanden (neun Mannern und
6 Frauen) mit einem Durchschnittsalter von 33,8 £ 10 Jahren und einem BMI von
23,4 + 3,6 kg/m?. Das Serumkreatinin lag in dieser Gruppe bei 0,86+0,12mg/dl und
die eGFR bei 96,4+ 22,2 ml/min pro 1,73m?.

Der Median der Calprotectin-Werte betrug bei der gesunden Vergleichskohorte
45ng/ml mit einer Spannweite von 19-139ng/ml. Die Kontrollgruppe ist mit nur 15
Probanden nicht reprasentativ fir die Allgemeinbevdlkerung, dennoch liefert sie
einen Anhaltspunkt fir die GroRenordnung von Werten gesunder Menschen.

Sogar die Patienten, die in unserer Studie keine CIN entwickelten, haben verglichen
zu den gesunden Probanden von Heller et al. bereits vor KM im Median hdhere
Calprotectin-Werte (57,19 ng/ml, Spannweite 0,017-4200ng/ml). Dies lasst vermuten,
dass das Alter, die eingeschrankte GFR, ein Diabetes mellitus und andere

Morbiditaten einen Einfluss auf die Calprotectin-Konzentration haben.

Die Patienten, die in der Studie von Seibert et al. an einem akuten intrinsischen
Nierenversagen litten, hatten hierflir heterogene Ursachen. So wurden Patienten
eingeschlossen, die ein akutes Nierenversagen aufgrund von z.B. akuten
Glomerulonephritiden, Rhabdomyolyse  und Hypotonie-induzierter  akuter
Tubulusnekrosen bekamen. Die annahernd die Halfte der Patienten hatte jedoch ein
akutes Nierenversagen aufgrund einer Urosepsis. Bei manchen Patienten lag ein
medikamenteninduziertes Nierenversagen vor. Funf dieser Patienten litten an einer

CIN, die somit von Seibert et al. zu den intrinsischen Nierenversagen gezahlt wird.

Nun stellt sich die Frage, warum Seibert et al. im Gegensatz zu unserer Studie einen

signifikanten Unterschied der Calprotectin-Konzentration im Urin zeigen konnten.
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Insgesamt wurden bei Seibert et al. 90 Patienten, davon 53 (58,9%) Manner, mit
intrinsischem akutem Nierenversagen erfasst. Sie waren im Durchschnitt 69,6 £1 6,9
Jahre alt und hatten einen BMI von 25,7+5,6kg/m? (113). Diese Parameter sind mit
unseren 21 Patienten, die eine CIN entwickelten, vergleichbar (Alter 69,33 + 10,25
Jahre, BMI 28 + 5,51 kg/m?). Jedoch hatten die Patienten nach der Diagnose von
akutem Nierenversagen in der Studien von Seibert et al. ein Serum-Kreatinin
durchschnittlich 3,8 + 2,2 (mg/dl) und eine eGFR von 22,3 + 16,9 (ml/min pro 1,73m?)
(113). Somit lag bei diesen Patienten eine deutlich schlechtere Nierenfunktion vor als
bei den Patienten, die in unserer Studie eine CIN entwickelten (Kreatinin 1,18 + 0,68
mg/dl, GFR 72,54 £ 30,75 ml/min pro 1,73m?).

Die Patienten aus der Studie von Seibert et al. zeigen wesentlich hohere
Calprotectin-Werte als die Patienten mit CIN in unserer Studie (Mittelwert: 4600,9 +
5737,9 ng/ml vs. 280,95 + 338,92). Die Calprotectin-Werte sind insgesamt um das
16-fache hoher als bei unseren CIN-Patienten.

Wie ist das zu erklaren?

Entweder ist die Begriindung in der sehr viel schlechteren Nierenfunktion zu suchen,
oder der Entzindungsreiz, der durch das KM entsteht und zur CIN flhrt, kann nicht
mit dem von per se entzindlichen Erkrankungen wie Glomerulonephritiden oder

einer Urosepsis gleich gesetzt werden.

Einen weiteren Grund fur die grof3en Unterschiede kann der Abnahmezeitpunkt sein.
Die Urinprobenentnahme in der Studie von Heller et al. wurde im Durchschnitt erst
am dritten Tag nach der Diagnosestellung des intrinsischen Nierenversagen (3,2 +
3,7 Tage) entnommen (112). Es ist also durchaus mdglich, dass unsere
Probenentnahme nicht im Zeitrahmen der hochsten Calprotectin-Konzentration im
Urin erfolgte. Ein grof3er Vorteil unserer Studie ist jedoch, dass der Zeitpunkt der
Nierenschadigung durch die Kontrastmittelgabe definiert ist. Dagegen besteht in den
Studien von Heller et al und Seifert et al. eine zeitliche Ungewissheit Gber den
Beginn des akuten Nierenversagens. Somit besteht die Moglichkeit, dass die reale
Zeitspanne zwischen Nierenversagen und Probenentnahme in diesen Studien ggf.

auch noch langer als angegeben sein kann.

Insgesamt betrachtete hat sich also gezeigt, dass man durch die grol3en Differenzen
in den Rahmenbedingungen (Einschlusskriterien, die Nierenfunktion der
untersuchten Patienten, Probenentnahme-Zeitpunkt, das Vergleichskollektiv und
weitere) die Studien von Heller et al und Seifert et al. im Grunde nicht mit unserer
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Studie vergleichen kann. Letztendlich kann eine Einordnung/Validierung unserer
Ergebnisse somit erst erfolgen kann, wenn weitere besser vergleichbarere Studien

durchgefuhrt wurden.

Einen Hinweis fur den zeitlichen Verlauf der Calprotectin-Konzentration konnte die
Arbeitsgruppe um Volz et al. in einer Studie am Mausmodell liefern. Sie konnten
zeigen, dass nach ischamischem Reiz in Makrophagen in den ersten 24h zunachst
nur die Genexpression der S100a8- und S100a9-Gene erhoht ist. Erst nach 48h
erreicht das Calprotectin erhdhte Konzentrationen auch auf Proteinebene (89). Diese
Erkenntnisse lagen zu Beginn unserer Studie noch nicht vor. Allerdings lassen
unsere nicht signifikanten Messergebnisse 24h nach KM, die Vermutung zu, dass
das von Volz et al. beobachtete Phanomen fur die CIN auch Gultigkeit haben kann.

Dies sollte in zukinftig folgenden Studien Berucksichtigung finden.

5.5 S100al12 und Calprotectin im Serum als Studienlimitation

Im Gegensatz zu Messungen von Calprotectin und S100a12 im Urin, wurden
Messungen im Serum bereits in vermehrt Studien durchgefuhrt. Eine Erhdhung von
S100a12 und Calprotectin im Serum wurde beispielsweise bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz, Arteriosklerose und einem erhdhten Risiko fur
Myokardinfarkte beobachtet (115-117). Auch Diabetiker haben
nachgewiesenermallen hdhere S100a12- und Calprotectin-Konzentrationen im
Serum als Nicht-Diabetiker (118, 119). Da es sich hierbei um Erkrankungen handelt,
unter denen ein grolRer Teil der Patienten unserer Studienkohorte leidet, stellt sich
konsequenterweise die Frage, ob eine erhdhte Serumkonzentration Einfluss auf die

Urinkonzentration hat.

Einen Hinweis darauf stellt die, bereits in Kapitel 5.4 erwahnte dritte Studie zu
Calprotectin im Urin von Ortega et al. dar. Hier wurden insgesamt 298 Patienten
eingeschlossen (118). Ortega et al konnten einen ein Zusammenhang zwischen
Glucoseintolleranz, Ubergewicht und Konzentrationserhdhungen von Calprotectin
zeigen. Hierzu flhrten sie zeitgleich Serum- und Urinmessungen durch. Da sie ein
anderes ELISA kit Hycult Biotech; Uden, the Netherland, verwendeten, sind ihre
Messwerte nicht direkt mit unseren vergleichbar. Jedoch ist die Arbeitsgruppe um
Ortega et al. die bislang einzige, die Calprotectin sowohl im Serum als auch im Urin
gemessen hat und eine positive Korrelation dieser beiden Werte beschreibt.
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Eine Limitation der vorliegenden Studie stellt somit die alleinige Messung der

Biomarker im Urin dar.

In Kapitel 5.4 wurde zuvor schon beschrieben, dass unsere Studienkohorte im
Vergleich zum gesunden Kollektiv von Heller et al bereits vor KM hdhere
Calprotectin-Werte im Urin aufwiesen. Dies kann ein Hinweis sein, dass durch die
vergleichsweise hohere Pravalenz in unserem Patientenkollektiv von Erkrankungen
(s.0.), die mit einer erhdhten Serumkonzentrationen von Calprotectin einhergehen
einen Einflussfaktor auf die Urinkonzentrationen darstellen.

Da jedoch in der Analyse der Daten in unserer Studie kein gesundes
Vergleichskollektiv gewahlt wurde, sondern aus einem Grundkollektiv Subgruppen
miteinander verglichen wurden, gehen wir von der Annahme aus, dass die

Serumkonzentration in Gesamtheit keinen Einfluss auf unsere Ergebnisse hat.

5.6 S100al12 und Calprotectin als Biomarker der sekundaren Endpunkte
Im Rahmen unserer Studie fand drei Monate nach KM eine Follow-Up Untersuchung
statt. Hierbei wurden die Patienten anamnestisch auf das Erreichen der Endpunkte
Dialyse, Tod, Kreatininverdoppelung und weitere nicht-elektive
Krankenhausaufenthalte untersucht. Die Urinkonzentration von S100a12 und
Calprotectin vor sowie 24h nach KM wurde im Zusammenhang mit den Endpunkten
betrachtet. Die Analyse bezogen auf die Endpunkte erfolgte dabei unabhangig
davon, ob ein Patient eine CIN entwickelt hatte oder nicht. Wir untersuchten somit,
ob S100a12 und Calprotectin im Urin unabhangig vom Kreatininverlauf eines

Patienten ein schlechteres Outcome, gemessen an den Endpunkten, anzeigen kann.

Die Analyse ergab, dass die Messwerte der Patienten, die einen Endpunkt erreichen,
im Median zwar tendenziell héher liegen, insgesamt sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede ergeben.

Endpunkt ,Kreatininverdoppelung®:

Die Kreatininverdoppelung ist ein haufig gewahlter Endpunkt in pharmakologischen
Phase IlI-Studien (120). Sie wurde besonders flr die Testung der Wirkstoffklasse der
Sartane eingesetzt. Allerdings dauert in diesen Studien der mittlere
Betrachtungszeitraum zwischen 12 und 36 Monaten an.

In unserer Studie hatte nach drei Monaten nur ein Patient diesen Endpunkt erreicht.
Dies legt nahe, dass der Beobachtungzeitraum unserer Studien fir diesen Endpunkt
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vermutlich zu kurz war. Da wir somit keine statistische Auswertung bezuglich dieses
Endpunktes durchfihren konnten, sollte dieser Endpunkt in einer weiteren Studie mit

langerem Beobachtungszeitraum untersucht werden.

Endpunkt .Dialyse“:

Das von Mehran et al. entwickelte Punktsystem (siehe Abb. 1) gibt u.a. ein Risiko fur
die Dialyse bereits wahrend des Krankenhausaufenthalts an (26). Dieses lag anhand
der Einschlusskriterien bei unserem Patientenkollektiv analog zum in Abb. 1
dargestellten Punktesystem bei 0,04%. Wir haben in unserer Studie zwischen
Dialysepflichtigkeit wahrend des primaren Krankenhausaufenthalts und neu
aufgetretener Dialyse innerhalb der darauffolgenden drei Monate nicht differenziert.
Dadurch ist die in unserer Studie reproduzierte Dialyserate von 0,04% nur als
groflenordnungstechnische Einordnung zu verstehen.

Der Zusammenhang von S100a12 und Calprotectin mit der Wahrscheinlichkeit einer
Dialyse wurde bislang noch nicht erforscht. Somit besteht keine
Vergleichsmadglichkeit. Entsprechend unserer Erwartungen haben jedoch Patienten,
die innerhalb von drei Monaten dialysepflichtig werden, im Median sowohl hdhere
S100a12- als auch Calprotectin-Werte vor und 24h nach KM. Es zeigt sich sogar
eine Tendenz zur Signifikanz. Eine weitere Untersuchung der Zusammenhange kann

sich somit als lohnenswert erweisen.

Endpunkt Weitere Krankenhausaufenthalte:

Als Endpunkt ,weitere Krankenhausaufenthalte® erfassten wir nur nicht-elektive
Ereignisse. Auch der Zusammenhang von S100a12 und Calprotectin mit diesem
Endpunkt ist bislang noch nicht erforscht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass sowohl S100a12 als auch Calprotectin im Median vor KM hdéhere Werte
ergeben, bei Patienten, die diesen Endpunkt erreichten. 24h nach KM steigen die
Werte fir S100a12 der Patienten ohne weiteren Krankenhausaufenthalt im Median
an, hingegen fallen die Werte bei Patienten mit weiterem Krankenhausaufenthalt ab.
Ahnlich verhalten sich auch die Calprotectin-Werte. Da wir zwischen den Diagnosen
der Krankenhauseinweisung nicht differenziert haben, lasst sich schwer eine
pathophysiologische Begriindung fir diese Ergebnisse finden. Es kdnnte also eine
differenzierte Betrachtung kardiovaskularer und renaler Einweisungsdiagnosen

vermutlich eher zu einer Erklarung fuhren.
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Endpunkt . Tod"

Auch der Zusammenhang zwischen S100a12/ Calprotectin und dem Risiko fur

Patienten innerhalb von drei Monaten nach KM zu versterben ist bislang noch nicht
untersucht  worden. Unsere Daten  zeigen, dass innerhalb  des
Beobachtungszeitraums von drei Monaten verstorbene Patienten sowohl vor als
auch 24h nach KM einen erhdohtes S100a12 und Calprotectin haben. Jedoch sind die
Unterscheide bezuglich der Gesamtkohorte nicht signifikant. Dies kdnnte u.a. an der
relativ kleinen Fallzahl von nur 8 verstorbenen Patienten liegen. Als weiterer Faktor
kommt der Beobachtungszeitraum hinzu. Dieser ist fur die Messung der Mortalitat
vergleichsweise kurz. Die meisten Studien, die die Mortalitdt nach KM untersuchten,
beziehen sich auf einen Beobachtungszeitraum von einem Jahr (4, 121). Somit
besteht die Moglichkeit, dass in einer groReren Kohorte nach einem langeren
Beobachtungszeitraum sich signifikante Werte fur S100a12 und Calprotectin ergeben

konnen.

Kombinierte Endpunktanalyse:

Da die Betrachtung der einzelnen Endpunkte keine signifikanten Ergebnisse
bezliglich der Biomarker erbrachte, fuhrten wir eine Analyse der Werte von S100a12
und Calprotectin bezlglich einer Kombination der Endpunkte durch. Hierbei handelt
es sich um ein Verfahren, dass haufig in Studien zum kardiovaskularen Outcome
verwendet wird. Unter dem Begriff MACE (major adverse cardiovascular event)
werden in diesen Studien z.B. die Endpunkte (kardiovaskular bedingter) Tod,
Myokardinfarkt und Schlaganfall zusammengefasst (122, 123). Dieses Verfahren
dient der Fallzahlerhohung sonst seltener Ereignisse, um bessere statistische
Aussagen treffen zu kénnen.

Wir fassten in unserer Analyse, die Endpunkte ,Dialyse®, ,weitere
Krankenhausaufenthalte“ und ,Tod“ zusammen. In unseren Werten fur S100a12 und
Calprotectin zeigen sich jedoch auch in der kombinierten Endpunktanalyse keine
signifikanten Ergebnisse. Jedoch lagen die Messwerte beider Biomarker im Median
sowohl vor als auch 24h nach KM hoéher bei Patienten, die einen der Endpunkte
erreichten.

Somit zeigt unsere Studie, dass S100a12 und Calprotectin vielversprechende
Biomarker fur den Langzeitverlauf nach KM sein kénnten. Fir einige Endpunkte ist

es folglich sinnvoll, weitere Untersuchungen durchzufihren.

68



DISKUSSION

5.7 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Wahrend der Datenanalyse zeigte sich zusatzlich ein interessantes Ergebnis, dass
an dieser Stelle besprochen werden soll.

Die Analyse unserer Ergebnisse ergab einen hoch signifikanten Unterschied der
S100a12- und Calprotectin-Konzentrationen in Abhangigkeit vom Geschlecht.
Frauen hatten hierbei sowohl vor als auch 24h nach KM signifikant hohere Werte als
Manner.

Bereits in der Studie von Hella et al. wird die Problematik der geschlechtsabhangigen
Differenz der Werte anhand der Kontrollgruppe erwahnt (112).

Die im Rahmen ihrer Studie erstellte Kontrollgruppe bestand wie bereits in Kapitel 5.4
beschrieben aus 15 gesunden Probanden, neun Mannern und 6 Frauen. Unter den
sechs gesunden weiblichen Probanden fanden sich drei, die im Vergleich wesentlich
héhere Calprotectin-Werte im Urin hatten als die restlichen gesunden Probanden.

Bei 15 Probanden, davon nur sechs Frauen, handelt es sich um keine reprasentative
Anzahl. Somit stellt die Arbeitsgruppe von Heller et al. die Behauptung in den Raum,
dass fur die erhdhten Werte eine Verunreinigung mit Menstruationsblut oder eine

unerkannte Bakteriurie die Ursache sein kbnnten.

In unserer Studienkohorte kann man bei einem Durchschnittsalter der weiblichen
Patienten von 71,27 + 7,65 Jahren davon ausgehen, dass es sich um ausschliel3lich
postmenopausale Frauen handelt. Eine Verunreinigung der Proben mit

Menstruationsblut kommt demnach nicht in Frage.

Wir haben bei unseren Patienten eine Bakteriurie nicht ausgeschlossen. Die
Unterschiede zwischen den Geschlechtern sind allerdings, wie sich besonders den in
Abb. 17-20 gezeigten Boxplots entnehmen lasst, so grol3, dass ein Grolteil der
Frauen an einer unerkannten Bakteriurie leiden missten um die Ergebnisse auf

diese Weise erklaren zu kdnnen.

Es stellt sich also die Fragen, warum die Urinausscheidung von S100a12 und
Calprotectin geschlechtsabhangig signifikant verschieden ist. Dies sollte in weiteren
Studien ermittelt werden.
Gleichzeitig missen, wenn in Zukunft Studien zur Festlegung der Normwertgrenzen
durchgefuhrt werden, die geschlechtsabhangigen Unterschiede der Werte unbedingt
Berucksichtigung finden.
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In unseren Analysen von S100a12 und Calprotectin bezuglich CIN und den weiteren
Endpunkten haben wir das Geschlechterverhaltnis stets berucksichtigt. Es zeigte sich

keinen Einfluss auf die Ergebnisse.

5.8 Studienlimitationen und Wissenschaftsausblick
Bei unserer Studie handelt es sich um eine monozentrische Studie, die einer

unabhangigen Bestatigung bedarf.

In der Hoffnung, einen Biomarker zu finden, der 24h nach KM bereits signifikante
Ergebnisse liefert, haben wir in unserer Studie Calprotectin und S100a12 im Urin
bestimmt. Genaugenommen ist dies jedoch der zweite Schritt vor dem ersten, da wir
weder den zeitlichen Verlauf der Urin-Konzentrationen und somit den optimalen
Abnahmezeitpunkt kennen, noch Normwerte gesunder Probanden bekannt sind.
Auch fehlen ausreichende Informationen Uber den Einfluss von Serumerhéhungen
von S100a12 und Calprotectin auf die Urinausscheidung.

In  zukinftigen Studien sollten parallele Messungen von Serum- und
Urinkonzentrationen durchgeflhrt werden, um die Erkenntnisse unserer Studie zu
erganzen. Zusatzlich kdnnen auch parallele Messungen von Entziindungsmarkern im
Serum, z.B. IL-6 und CRP, als Referenz- oder Orientierungsgrofien dienlich sein.

Die Bestimmung eines llickenlosen zeitlichen Verlaufs der Urinkonzentrationen nach
KM koénnte die Erkenntnisse unserer Studie in einen besseren zeitlichen Kontext
einordnen. Gleichzeitig kann so fiur zukilnftige Studien der optimale

Abnahmezeitpunkt mit der grofdten diagnostischen Aussagekraft ermittelt werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse unserer Studie, dass es durchaus eine
Herausforderung darstellt, in einem multimorbiden Patientenkollektiv einen Biomarker
zu finden. Dieser muss klar zwischen erkrankt und gesund diskriminieren, obwohl er
gleichzeitig auch in noch unbekanntem Male von verschiedenen Erkrankungen

beeinflusst wird.

Dennoch sind besonders S100a12, aber auch Calprotectin, im Urin viel-
versprechende Biomarker. Das Probenmaterial ist leicht zuganglich, schmerzfrei zu

gewinnen, die Messung im Kilinikalltag also leicht zu etablieren.

Nach Durchfiuhrung weiterer Studien auf Grundlage der Erkenntnisse dieser Arbeit

und vermutlich in Kombination mit noch weiteren Biomarkern, konnte in Zukunft ein
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Urinschnelltest entwickelt werden, der eine CIN fruher als bisher anzeigt und somit
die kontrastmittelbedingte Morbiditat und Mortalitat senkt.

Hierzu sind heutzutage sicherlich keine heroischen Selbstversuche wie der erste
Herzkatheter von Werner Forstmann mehr notwendig. Allerdings braucht es eine
grol3e Zahl von freiwilligen Probanden, die Geduld, ihr Blut und ihren Urin zur
Verflgung stellen.

Ihnen gebuhrt unser Dank.
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Die Identifizierung von pradiktiven Biomarkern oder Proteommustern in Serum
und Urin fiir das Auftreten und die Prognose des kontrastmittelinduzierten
akuten Nierenversagens

Sehr geehrte Patientin,
sehr geehrter Patient,

dieses Informationsblatt unterrichtet Sie, worum es bei der oben genannten Untersu-
chung geht und worauf besonders zu achten ist. Bitte lesen Sie die beiliegende In-
formation sorgfaltig, fur weitere Fragen stehen wir Ihnen selbstverstandlich gerne zur
Verfugung.

Es wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die Teilnahme an der hier ge-
planten Studie freiwillig ist und fir Sie keinerlei Nachteile entstehen, wenn Sie
sich gegen eine Teilnahme entscheiden.

Wer flihrt die Studie durch?

Leiter dieser Studie ist PROF. DR. MED. B. HOCHER (Charité, Center for Cardiovascular
Research), weitere Studienarzte sind PD DR. MED. TH. DSCHIETZIG (Charité, Medizini-
sche Klinik mit Schwerpunkt Kardiologie und Angiologie) und DR. MED. M. ALTER
(Charité, Center for Cardiovascular Research). Die Studie findet in Kooperation mit
PROF. DR. F. SCHWEIGERT (Universiat Potsdam, Lehrstuhl fur Physiologie und Patho-
physiologie der Erndhrung, A.-Scheunert-Allee 114-116, 14558 Rehbricke bei Pots-
dam) statt.

Warum soll diese Untersuchung durchgefiihrt werden?

Wir mochten Messwerte in Blut und Urin finden und erkennen kdnnen, die uns das
Eintreten und den Verlauf eines Nierenversagens vorhersagen, wie es als Komplika-
tion eines Herzkathetereingriffs auftreten kann.

Was wissen bzw. vermuten wir zurzeit?

Das akute Nierenversagen ist eine haufige Komplikation nach Untersuchungen und

Eingriffen, bei denen Réntgen-Kontrastmittel verabreicht wird. Bei einem akuten Nie-

renversagen handelt es sich um eine schnell eintretende Nierenfunktionsverschlech-

terung, die im ungunstigen Fall zu zeitweiligen bis lebenslénglichen Dialysebehand-

lungen oder zum Tode fuhren kann. Insbesondere bei Patienten, die unter einem Di-

abetes oder einer vorbestehenden eingeschrankten Nierenfunktion leiden, kénnen
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sich hieraus aufwendige und verlangerte Krankenhausaufenthalte und weitere
schwerwiegende Komplikationen ergeben. Daraus wird ersichtlich, dass die Vorbeu-
gung eines kontrastmittelverursachten Nierenversagens einen hohen Stellenwert fur
die Prognose der Betroffenen hat. Im klinischen Alitag nimmt die Bedeutung des kon-
trastmittelverursachten Nierenversagens stetig zu, da einerseits in einer alternden
Gesellschaft die Haufigkeit von Diabetes und Niereninsuffizienz zunimmt, anderer-
seits durch den medizinischen Fortschritt die Anzahl an kontrastmittelbasierten Un-
tersuchungen und Eingriffen steigt.

Was sind unsere Ziele?

Die Entstehung eines kontrastmittelverursachten Nierenversagens ist recht komplex
und noch nicht endgultig geklart. Trotz zahlreicher Untersuchungen gibt es noch im-
mer viele offene Fragen, wenngleich auch Konsens in vielen Aspekten erzielt werden
konnte. Die Zielsetzung dieses Projekts besteht in der Identifizierung von Biomarkern
bzw. Proteommustern im menschlichen Blut und Urin, das heit chemischen Be-
standteilen, die als Blut- oder Urin-Messwerte verwendet werden kénnen, um das
Risiko fur ein Nierenversagen nach Kontrastmittelgabe vorherzusagen und eine Ab-
schatzung Uber den weiteren Verlauf zu geben. So kénnten diese Messwerte als
wichtige diagnostische Werkzeuge im klinischen Alltag eingesetzt und als entschei-
dende Wegweiser in der Vorbeugung und Therapie des kontrastmittelverursachten
Nierenversagens dienen.

Welche Untersuchungen werden durchgefiihrt?

Es werden insgesamt jeweils funf Blut- und Urinproben (paarweise) abgenommen:
Eine Abnahme erfolgt noch vor der Herzkatheteruntersuchung, die weiteren vier er-
folgen 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden und ca. drei Monate nach der Untersu-
chung. Bis auf die letzte Abnahme (drei Monate nach Untersuchung) erfolgen samtli-
che Blutentnahmen im Rahmen der sowieso erfolgenden morgendlichen Routine-
Blutentnahmen auf Station. Zum Sammeln der Urinproben werden lhnen entspre-
chende GefalRe bereitgestellt. Die gewonnenen Proben werden anschlieRend che-
misch und physikalisch auf ihre Zusammensetzung untersucht. DarUberhinaus wer-
den einige wenige Angaben zu |hrer Person (Alter, Geschlecht, Herkunft, ggf. Vorer-
krankungen, Erkrankungen der Eltern und GroReltern, ggf. eingenommene Medika-
mente) sowie zu Ihrem jetzigen Krankheitsverlauf erhoben. Nach drei Monaten er-
folgt eine abschlieBende Uberprifung mittels einer Blut- und Urinprobe sowie der
Auswertung lhres Krankheitsverlaufs bezuglich der Lange lhres/ r Krankenhausauf-
enthalts/ e, dem Verlauf Ihrer Nierenfunktion, ggf. der Anzahl der erforderlichen Dia-
lysebehandlungen und Versterben. Hierzu werden wir uns erneut bei lhnen mel-
den.

Die wahrend der Studie gewonnenen Blut- und Urinproben werden an die Arbeits-
gruppe von PROF. DR. F. SCHWEIGERT (Universitat Potsdam, Lehrstuhl fur Physiologie
und Pathophysiologie der Ernahrung) weitergegeben, welche weitere Untersuchun-
gen hierzu durchfuhrt. Die weitergegebenen Proben sind lediglich mit einer Nummer
beschriftet (Pseudonymisierung), sodass die dortigen Mitarbeiter keinen Zugriff auf
Ihren Namen oder |hre personlichen Daten haben. Es wird darauf hingewiesen,
dass mit dem Probenmaterial keine anderen Untersuchungen als die im Stu-
dienziel genannten geplant bzw. durchgefiihrt werden. Durch die Teilnahme an
der Studie entsteht kein zuséatzliches Risiko fiir Sie.
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Welche Vorkehrungen werden zum Datenschutz getroffen?

Die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Daten werden von Personen erhoben
und verschlusselt, die der drztlichen Schweigepflicht unterstehen. Verantwortlich
fur die Datenerhebung sind PROF. DR. B. HOCHER, PD DR. TH. DSCHIETZIG und DR. M.
ALTER. Unter der obenstehenden Anschrift konnen Sie jederzeit Kontakt zu den Stu-
dienleitern aufnehmen. Zweck der Studie ist die Identifizierung von Messwerten in
Blut und Urin, die uns das Eintreten und den Verlauf eines Nierenversagens vorher-
sagen.

Die wahrend der Studie gewonnenen Blut- und Urinproben werden
pseudonymisiert, das hei3t nur mit einer Codenummer beschriftet, sodass zunachst
kein Bezug zu Ihnen hergestellt werden kann. Erst mithilfe einer passwortgeschitz-
ten Datei, die einen Code enthalt, kann ein Bezug zwischen Patient und Material
hergestellt werden. Dieses Vorgehen stellt die arztliche Schweigepflicht sicher und
verhindert, dass sich Unberechtigte Zugang zu |hren medizinischen Daten verschaf-
fen.

Die an die Universitat Potsdam weitergegebenen Proben enthalten nicht |hren Na-
men oder personlichen Daten, sondern sind lediglich mit einer Codenummer
(Pseudonymisierung) beschriftet. Auf den Codeschlussel, der es erlaubt, die Proben
mit Ihnen in Verbindung zu bringen, haben nur der Studienarzt und seine Mitarbeiter
Zugriff, nicht aber die Mitarbeiter der Universitat Potsdam. So mdchten wir sicherstel-
len, dass lhre patientenbezogene Daten maximal vertraulich behandelt werden.

Die im Rahmen der geplanten Untersuchung gewonnenen Ergebnisse sind
primar wissenschaftlicher Natur und haben in keinem Fall fiir Sie persénlich
irgendeine Konsequenz. Es entstehen lhnen keine Nachteile, wenn Sie sich ge-
gen die Teilnahme an der Studie entscheiden. Sollten Sie unabhangig davon an
den Ergebnissen der Untersuchungen interessiert sein, konnen Sie die Informationen
unter der obenstehenden Adresse schriftlich erfragen. Bitte beachten Sie, dass die
Ergebnisse der Studie in der medizinischen Fachliteratur veréffentlicht werden kon-
nen, wobei |hre Identitat jedoch anonym bleibt.

Das von Ihnen gewonnene Probenmaterial (Blut und Urin) wird bis einschlieBlich
2020 im Center for Cardiovascular Research/ Institut fur Pharmakologie und Toxiko-
logie der Charité Berlin von Prof. Dr. B. Hocher archiviert und danach vernichtet.

Als Studienteilnehmer haben Sie das Recht, dass Sie auch nach vorheriger Einwilli-
gung zur Teilnahme an der Studie jederzeit ohne Angabe eines Grundes von der
Studienteilnahme zurlcktreten und die Vernichtung der bereits gewonnenen Blut-
und Urinproben, einschlieRlich der Kurzdokumentation, verlangen kénnen. Sie haben
das Recht auf Auskunft Uber alle beim Studienarzt vorhandenen personenbezogenen
Daten uUber Sie. Sie haben auch das Recht auf Berichtigung unrichtiger personenbe-
zogener Daten. In diesen Fallen wenden Sie sich bitte an den Studienarzt. Die Ad-
resse des Studienverantwortlichen/ Studienarztes finden Sie in der Kopfzeile dieses
Formblatts.

Die Beachtung des Bundesdatenschutzgesetzes ist in vollem Umfang sichergestelit.
Bitte fragen Sie, wenn Sie etwas nicht verstanden haben oder wenn Sie mehr Uber
die Untersuchungen wissen méchten. Fragen Sie bitte bei allem nach, was lhnen
wichtig erscheint.
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SEITE 1

1D Namen | Geburtsdatum Datum

GroRe | Gewicht | BMI (errechnet) Anschrift, Rufnummer(n)

Datum Follow-Up

Ethnic . i lack | [] Andere: | Hausarzt Anschrift, Rufnummer
Geschlecht (m | w) | Alter | Interviewer

Eigenanamnese (Erkankungen und Medikamente):
Ggf. Rucksette verwenden; bitte ,,(u)" kennzeichnen, wenn unbekannt, kein Kreuz = nein! Unterstrichene Fragen sind obligat.

0 elektiv | ] notfallmaBia (u)

aktuell:
(Indikation)

0 KHK (u) | [ AVK (u) | () art. HT (u) | (] Herz-Insuff. (u) | [J MI (u) | (] Apoplex (u)

Herz-Kreislauf
(VHF, Interventionen,
sonstiges?)

Pulmo (Asthma,
COPD, Malignome?)

Diabetes mellitus O Typ 1| [ Typ 1l (u) | L] Adipositas (u) | aktuelle Therapie: [] keine | [J Diat | [J oral | [J Insulin (u)
(bisherige Th., ED:
sonstiges)
HbA1C:
— : : - — - . -
Metabolisch 0 HLP (u) | [ Dyslipidamie (u) | () Hyperurikamie (u) | Adipositas (] Pra | [11° | 0 11° | ) 1I1° (u)

(Thyreose, sonstiges)

Ren (Zysten, (L ANV in Anamn, (u) | GFR n. [] MDRD | [] Cockcroft | (] SU | [] sonstige;
Autoimmun, NTx, NI ED: Genese:
sonstiges)

Krea; GFR;

Gl-Trakt (Leber-
zirrhose, sonst.)

0 Alkohol (u) | [J Niketin (u) | CJ EX-Nikotin (u) | Packyears:

sonstiges
(Genussmittel, sonst,
Erkrankungen)

aktuelle Medikation
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~ SEImE 2
I—ll-) Namen | Geburtsdatum Datum
Renales Scoring:
H nsion* Risk Factors Integer Score
 Hypotension | —5 ]
Intra- ler Ballon r 1 5
s Risk  Riskof Risk of
Stauungsherz- o 5 Score  CIN  Dialysis
Insuffizienz [] (age »75 yeors | 4 <5 T5%  004%
Alter 0 Anema —3
61010 140% 012%
O 3 S Calcutate
Contrast media volume [—— 1 for each 100 c¢® | 111016 261%  109%
Diabetes melltus [} 3 r — )
LSerum creatinine>1 Smo\d -+—— 4
Kontrastmittel- OR T 244060 | 216 573%  126%
Volumen [€GFR <60 mumivt 73m*|—— 4 1r20- %0
WGFR prieds T3 o) - 6 for < 20 B
188 % (BCr) "™ u fAge) ™ D
Serum-Krea [] ¥ 10742 4 tomale 1 1 210
 Avcan Avercany
Summe: Risiko:
Hypotension: systolic blood pressure <80 mm Hg for at least 1 h requiring inotropic support with medications or intra-aortic balloon

pump (IABP) within 24 h periprocedurally | Andmie: baseline hematocrit value <39% for men and <38% for women

Kontrastmittel Volumen: At Applikation:

Nephroprotektion Wasserung [ nein | [] ja (u), Menge:

Medikation [] ACC | [ Ca-Antag.* | [J Theophyllin (u) | (] sonst.: Dosierung:

Weiterer stationdrer Verlauf:

Krea b. Aufn. 1. Tag n. Coro 2. Tag n. Coro 3. Tagn. Coro 4. Tagn. Coro 5. Tag n. Coro

6. Tag n. Coro 7. Tag n. Coro 8. Tag n. Coro 9. Tag n. Coro 10. Tag n. Coro 11. Tag n. Coro
"BEs Anzahl BE vor Coro BE 24 Std. BE 48 Std. BE 72 Std. BE 3 Mo.

Urin Anzahl Urin vor Coro Urin 24 Std. Urin 48 Std. Urin 72 Std. Urin 3 Mo.

ANV stat (ja/ nein) | ITS Aufn.-Datum ITS Dauer Tod Datum Dialyse Dauer/Anz. | Entlassbrief (j/ n)

Krea in mg/di (falls mmol/, bitte kennzeichnen) | BE und Urin: Probennummer eintragen. F

alis Zeiten abweichen, bitte kennzeichnen |

ITS Aufnahme-/ Tod-Datum: Falls kein ITS-Aufenthalt, bitte kennzeichnen | ANV: Krea ' 20,5 mg/dl oder HSt 1 250 mg/dl od. Oligurie.

ITS-Indikation:

(streichen, falls keine ITS)

Aufnahme Datum

Entlassung Datum

Aufenthalt Dauer
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CHARITE
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CHARITE — UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN

Anamnesebo en CaMPUS CHARITE MITTE
g CENTER FOR CARDIOVASCULAR RESEARCH
AG PROF, DR. MED. B. HOCHER
- i HESSISCHE STR. 3-4 | 10115 BERLIN
C|N StUdle FON (030) 450 - 514 236/ -238
FAx (030)450 - 514938
FoLLow Up | SEITe 3
D Namen | Geburtsdatum Datum Follow Up
Follow Up
Interwiever:
ANV (ja | nein) ANV Datum ANV Verlauf* Term NI (ja | nein) | Dialyse Anzahl Dialyse Art*
Anamnese FA durch Vermutliche Genese ANV
Quelle*

*ANV Verlauf: volist. reversibel (1), Restschaden (2), temporare (3) oder permanente (4) Dialysepfliichtigkeit resultierend,

sonstige:

‘Dialyse Art: Hamodialyse (HD), Pertonealdialyse (PD), sonstige:

*Quelle: Eigenanamnese (EA), Fremdanamnese (FA), Hausarzt (HA), Entlassbriefe (B), sonstige:

Eher progredientes NV statt ANV?:

Kommentare/ Ergédnzungen:

Krea b, Followup | GFR b Follow up | Khs-Aufenthalte

Tod Datum

Tod Ursache

GFR nach [] Cockeroft | [] MDRD | [1 SU | (] sonstige:
Krea-Verlauf:

Krankenhausaufenthalte:
(Anzahl, jw, Dauer, Indikationen)

Kommentare/ Ergdnzungen:
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Anhang 3: Tabellen

Anhang

Dialyse
Parameter Nein (n=290) Ja (n=11) p-Wert
Median(SW) | MW+SD | Median(SW) | MW+SD | M-W-U
S100al2 0,44 16,52 0,79 27,70 0.311
vor KM(ng/ml) (0,00-285,59) +47,61 (0,00-260,96) +77,72 ’
normiertes S100al12 0,06 3,20 0,20 19,46 0.125
vor KM (0,00-101,35) +11,20 (0,00-199,71) +59,83 ’
S100a12 0,56 18,77 3,28 36,59 0.271
24h nach KM(ng/ml) (0,00- 366,79) +50,34 (0,00-192,65) +71,53 ’
normiertes S100a12 0,70 3,62 1,03 16,62 0 164
24h nach KM (0,00- 125,17) +13,27 (0,00-159,63) +47,70 ’
Verlauf 0,00 1,19 0,11 8,89 | 9414
S100al12 KM (ng/ml) (-261,84- +211,58) +37,01 (-68,31- +167,25) 56,63 ’
Verlauf 0,00 0,37 0,00 2,84 | 489
normiertes S100a12 (-36,75- 48,53) 6,94 (-40,07-17,08) +13,61 ’

Tab. Anhang 1 S100al2-Konzentration, Vergl. Patienten mit Endpunkt , Dialyse*

und ohne
[SW:Spannweite, MWz SD: Mittelwert £ Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-U-
Test]
Dialyse
Parameter Nein (n=290) Ja (n=11) p-Wert
Median(SD) MWSD Median MWSD | M-W-U
Calprotectin 62,93 374,84 60,79 818,20
0,296
vor KM(ng/ml) (0,17-4200) +834,19 (12,22- 4200) +1404,45
normiertes Calprotectin 8.98 59.19 2232 418.07
) ’ ’ ’ 0,072
vor KM (0,01- 753,57) +128,22 (1,06- 3214,18) +952,84
Calprotectin 57,14 375,73 105,04 530,13 | {629
24h nach KM (ng/ml) (0,17- 4200) +845,74 (5,42- 4200) +1241,12 ’
normiertes Calprotectin 7 02 60.19 16.92 336.23
’ ’ ’ ’ 0,252
24h nach KM (0,01- 1589,83) +173,32 (0,53- 3480,23) +1043,03
Verlauf 0,00 -0,70 -1,96 -288,08
. 0,420

Calprotectin (ng/ml) (-4141,07- 3890,20) | 845,88 (-2695,22- 830,15) -911,10
Verlauf -0,57 -0,19 -3,82 -81.83 | (541
normiertes Calprotectin (-672,85- 953,73) +144,10 (-696,58- 266,05) +250,58 ’

Tab. Anhang 2 Calprotectin-Konzentration, Vergl. Patienten mit Endpunkt

»Dialyse” und ohne

[SW: Spannweite, MW+ SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-W hitney-
U-Test]
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Anhang

weitere Krankenhausaufenthalte

Parameter Nein (n=223) Ja (n=43) p-Wert
Median(SW) MWSD Median(SW) MWSD M-W-U
S100a12 0,36 15,72 1,09 13,53 0.077
vor KM(ng/ml) (0,00-285,59) 48,36 (0,00-168,59) +34,28 ’
normiertes S100al2 0,06 3,82 0,16 1,73 0.154
vor KM (0,00-199,71) +16,69 (0,00- 18,55) +4,02 ’
S100a12 0,54 17,25 0,78 19,39 0917
24h nach KM (ng/ml) (0,00- 366,79) +49,11 (0,00-172,16) +44,61 ’
normiertes S100al2 0,05 3,82 0,09 3,67 0.609
24h nach KM (0,00-159,63) +16,50 (0,00-51,01) +9,68 ’
Verlauf 0,00 0,78 0,00 6,31 0.879
S100a12 (ng/ml) (-261,84- +211,58) +37,52 (-136,24- +167,25) +44,42 ’
Verlauf 0,00 -0,10 0,00 2,00 0.953
normiertes S100al2 (-40,07- 48,53) +7,39 (-15,71-32,82) +8,45 ’

Tab. Anhang 3 S100al2-Konzentration, Vergl. Patienten mit Endpunkt , weitere

Krankenhausaufenthalte* und ohne

SW: Spannweite, MW £ SD: Mittelwertt Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-U-

Test

weitere Krankenhausaufenthalte

Parameter Nein (n=223) Ja (n=43) p-Wert
Median(SW) | MW£SD t | Median(SW) | MWSD | m-Ww-U
Calprotectin 58,63 360,27 81,39 453,15
0,170
vor KM (ng/ml) (0,17- 4200) 810,94 (0,17- 4200) +980,35
normiertes Calprotectin 8.48 71.82 11.98 68.97
’ ’ ’ ’ 0,346
vor KM (0,01- 3214,18) +246,10 (0,03- 715,37) +147,08
Calprotectin 57,14 338,97 45,33 355,47 | g77
24h nach KM (ng/ml) (0,165- 4200) +788,52 (0,17- 4200) +742,20 ’
normiertes Calprotectin
24h nach KM 0 0175130 23 ?2:2386; 0 018’3??0 23 i2§5021 0,402
24h nach KM (0.01- 3480.23) o (001-3480.29) S
Verlauf 0,00 -27,98 -10,00 -89,41
. 0,422
Calprotectin (ng/ml) (-4141,07- 3860,20) +809,74 (-3232,00- 3588,24) | +1008,71
Verlauf -1,23 -10,26 -0,64 -9,09
: . 0,591
normiertes Calprotectin (-672,85-725,08) +136,30 (-696,58- 641,87) +161,75

Tab. Anhang 4 Calprotectin-Konzentration, Vergl. Patienten mit Endpunkt
.weitere Krankenhausaufenthalte* und ohne

[SW: Spannweite, MW + SD: Mittelwert £+ Standardabweichung, M-W-U: Mann-Whitney-
U-Test]
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Anhang

Tod
Parameter Nein (n=293) Ja (n=8) p-Wert
Median(SW) MW+SD | Median(SW) | MW=+SD M-W-U
S100al12 0,45 16,38 3,55 36,85 0406
vor KM (ng/ml) (0,00-285,59) +47,39 (0,00-260,96) +90,74 ’
normiertes S100al2 0,065 3,20 0,42 25,73 0276
vor KM (0,00- 101,35) +11,15 (0,00- 199,71) +70,31 ’
S100a12 0,55 19,02 10,05 33,94 0.087
24h nach KM (ng/ml) (0,00- 366,79) +50,84 (0,00-192,65 ) +65,39 ’
normiertes S100al2 0,065 3,63 1,21 21,13 0.106
24h nach KM (0,00- 125,17) +13,23 (0,00- 159,63) +55,99 ’
Verlauf 0,00 2,27 0,13 -2,92 0.615
S100a12 (ng/ml) (-261,84- +211,58) +38,05 (-68,31- +22,83) +28,03 ’
Verlauf 0,00 0,38 0,0093 -4,60 0.915
normiertes S100al2 (-36,75- 48,53) +6,98 (-40,07- 2,10) +14,38 ’

Tab. Anhang 5 S100al2-Konzentration, Vergl. Patienten mit Endpunkt , Tod"

und ohne
[SW: Spannweite, MW+ SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-W hitney-
U-Test]
Tod

Parameter Nein (n=293) Ja (n=8) p-Wert
Median(SW) MW£SD | Median(SW) | MWSD M-W.U

Calprotectin 62,25 375,76 117,97 950,94
0,317

vor KM(ng/ml) (0,17-4200) +831,68 (0,17- 4200) +1619,79
normiertes Calprotectin 8,94 60,59 17,65 501,44 0.315

vor KM (0,01-753,56) +128,86 (0,07- 3214,18) +1123,32 ’
Calprotectin 56,27 373,81 135,08 661,36 | (479
24h nach KM (ng/ml) (0,17- 4200) +842,63 (0,17-4200) +1437,28 ’

normiertes Calprotectin 7.30 59.89 17.29 451.34
’ ’ ’ ’ 0,533

24h nach KM (0,01- 1589,83) +172,53 (0,02- 3480,20) +1223,98

Verlauf 0,00 -3,60 1,59 -289,58
. 0,733

Calprotectin (ng/ml) (-4141,07- 3860,20) 845,35 (-2695,22- 165,20) 975,02

Verlauf -0,64 -1,90 5,54 -50,10
5 . 0,406

normiertes Calprotectin (-672,85- 953,73) +145,07 (-696,58- 266,05) +276,88

Tab. Anhang 6 Calprotectin-Konzentration, Vergl. Patienten mit Endpunkt

,Tod“ und ohne

[SW: Spannweite, MW+ SD: Mittelwert + Standardabweichung, M-W-U: Mann-W hitney-
U-Test]
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