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Abstrakt

Einleitung

Bis heute gibt es keinen zuverldssigen Marker fiir die Differenzierung von pra- und intrarenalem
akuten Nierenversagen. Es wurde untersucht, ob Calprotectin, ein Mediatorprotein des
angeborenen Immunsystems, im Urin als diagnostischer Marker bei einem akuten Nierenversagen

dienen kann.

Methodik

Durchgefiihrt wurde eine Querschnittsstudie mit 101 Probanden, davon 86 Patienten mit einem
akuten Nierenversagen (34 prirenal, 52 intrarenal, davon 23 mit Harnwegsinfekten) und 15
gesunden Patienten als Kontrollgruppe. Die Messung der Calprotectinkonzentration im Urin
erfolgte mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Ferner wurden
immunhistochemische Untersuchungen von Nierenbiopsaten mit einem Calprotectin-Antikorper
vorgenommen. Einschlusskriterien fiir die Studie waren: Aufnahme ins Krankenhaus mit einem
akuten Nierenversagen des Stadiums 1 bis 3 (Acute Kidney Injury Network). Ausschlusskriterien

waren: Zustand nach Nierentransplantation sowie eine obstruktive Uropathie.

Ergebnisse

Die mediane Calprotectinkonzentration im Urin war bei akutem intrarenalen Nierenversagen
60,7mal hoher (1692 ng/ml, Interquartilsabstand 765-4735 ng/ml) als bei einem prérenalen
Nierenversagen (28 ng/ml, Interquartilsabstand 13-73 ng/ml, p <0,001). Die
Calprotectinkonzentration zeigte sich bei einer prarenalen Genese nicht signifikant hoher als bei
der gesunden Kontrollgruppe (45ng/ml, Interquartilsabstand 19-139 ng/ml, p = 0,25). Die
,Receiver Operating Characteristic Curve (ROC)“ Analyse zeigte eine hohe Genauigkeit von
Calprotectin (area under the curve, AUC 0,97) fiir die Diagnose eines akuten intrarenalen
Nierenversagens. Ein Grenzwert von 300ng/ml lieferte eine Sensitivitdt von 92,3% und eine
Spezifitit von 97,1%. Die Berechnung der Calprotectin-/Kreatinin-Ratio im Urin ergab keine
Verminderung der diagnostischen Genauigkeit. Die immunhistochemischen Untersuchungen der
Nierenbiopsate zeigten einen positiven Calprotectinnachweis beim intrarenalen akuten

Nierenversagen und blieben beim priarenalen Nierenversagen negativ.
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Schlussfolgerung

Der diagnostische Wert von Calprotectin im Urin in der Differenzierung von akutem pra- und
intrarenalen Nierenversagen ist hoch. Wihrend die Calprotectinkonzentrationen bei einer
prarenalen Genese vergleichbar sind mit gesunden Probanden, fiihrt ein intrarenales akutes

Nierenversagen zu erhdhten Calprotectinkonzentrationen.
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Abstract

Introduction

To date there is no reliable marker for the differentiation of prerenal and intrinsic acute kidney
injury (AKI). We investigated whether urinary calprotectin, a mediator protein of the innate

immune system, may serve as a diagnostic marker in AKI.

Methods

This was a cross-sectional study with 101 subjects including 86 patients with AKI (34 prerenal,
52 intrinsic including 23 patients with urinary tract infection) and 15 healthy controls. Assessment
of urinary calprotectin concentration was performed by ELISA. Moreover, immunohistochemistry
of kidney biopsy specimens was conducted using a calprotectin antibody. Inclusion criteria were:
admission to hospital for AKI stage 1 to 3 (Acute Kidney Injury Network); exclusion criteria were:

prior renal transplantation and obstructive uropathy.

Results

Median urinary calprotectin was 60.7 times higher in intrinsic AKI (1692 ng/ml, interquartile
range 765-4735 ng/ml) than in prerenal AKI (28 ng/ml, interquartile range 13-73 ng/ml, p<0.001).
Urinary calprotectin in prerenal disease was not significantly different from healthy controls (45
ng/ml, interquartile range 19-139 ng/ml, p=0.25). Receiver operating curve analysis revealed a
high accuracy of calprotectin (area under the curve, AUC 0.97) in predicting intrinsic AKI. A
cutoff level of 300ng/ml provided a sensitivity of 92.3% and a specificity of 97.1%. Calculating
urinary calprotectin/creatinine ratios did not lead to a further increase of accuracy.
Immunostainings of kidney biopsies were positive for calprotectin in intrinsic AKI and negative

in prerenal AKI.

Conclusion

Accuracy of urinary calprotectin in the differential diagnosis of AKI is high. Whereas calprotectin
levels in prerenal disease are comparable with healthy controls, intrinsic AKI leads to highly

increased calprotectin concentration.
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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einem alltdglichen klinischen Problem in der Nephrologie
und hat das Ziel, eine entscheidende diagnostische Liicke in der Differentialdiagnose des akuten
Nierenversagens zu schlieBen. Das Vorliegen dieses Krankheitsbildes ist anhand der
Retentionsparameter und der Urinausscheidung klinisch leicht zu diagnostizieren. Seine Ursachen
sind hingegen oft nur mit groBerem Aufwand identifizierbar. Die vorliegende Untersuchung
befasst sich mit dem Problem, dass derzeit kein laborchemischer Marker existiert, der ein prarenal
bedingtes Nierenversagen von einem intrarenalen Nierenversagen unterscheiden kann. Fiir den
klinischen Verlauf ist es jedoch von groer Bedeutung friihzeitig eine Differenzierung
vorzunehmen, da es wesentlich ist zeitnah mit der Therapie zu beginnen. Ein postrenales akutes
Nierenversagen kann leicht durch die Sonographie gesichert werden. Zum sicheren Nachweis
eines intrarenalen akuten Nierenversagens ist eine Nierenbiopsie durchzufiihren. Diese ist bei
einem prarenalen Typ jedoch iiberfliissig und um den betroffenen Patienten diese invasive und ein
Komplikationsrisiko tragende Untersuchung ersparen zu konnen, ist daher eine sichere
Differenzierung von prirenaler und intrarenaler Genese des Nierenversagens notwendig. Die
vorliegende Arbeit untersucht, ob Calprotectin, ein Mediatorprotein des angeborenen

Immunsystems, diese diagnostische Liicke schlieSen kann.

Eine prospektive Querschnittsstudie wurde an 101 Probanden, davon 86 Patienten mit akutem
Nierenversagen (34 prirenal, 52 intrarenal, einschlieBlich 23 Patienten mit Harnwegsinfektionen)
und 15 gesunden Teilnehmern als Kontrollgruppe durchgefiihrt. In dieser Studie wurde die
diagnostische Aussagekraft von Calprotectin im Urin in der Differentialdiagnose des

Nierenversagens untersucht.



1.1 Definition und Ursachen des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen ist definiert als eine rasche Abnahme der Nierenfunktion mit Reduktion
der Harnproduktion und/oder einer Retention harnpflichtiger Substanzen [1]. Es kann innerhalb
von Tagen oder Stunden auftreten und ist prinzipiell reversibel. Der Verlauf des akuten
Nierenversagens ist hdufig gekennzeichnet durch die sogenannte Oligurie (<500ml Urin/24h) oder
Anurie (<100ml Urin/24h) [1], kann aber auch mit einer normalen oder erhdhten Urinproduktion

einhergehen (>3000ml Urin/24h).

Urséchlich hierfiir kann eine Vielzahl an Erkrankungen sein, die mit dem Verlust der glomeruléren
Filtrationsrate einhergehen und einen Anstieg des Serumkreatinins zur Folge haben. Die aktuelle
Definition und Einteilung des akuten Nierenversagens wird an den sogenannten Acute Kidney

Injury Network (AKIN)-Kriterien (Tabellel) festgemacht [2].

Es hat sich beispielsweise gezeigt, dass bereits ein Anstieg um 0,3mg/dl des Serum-Kreatinins bei
hospitalisierten Patienten mit einer Erh6hung der Mortalitdit um 80% einhergeht [3]. Diese
Erkenntnis hat dazu gefiihrt, dass ein Kreatininanstieg in dieser Grof3enordnung als Stadium I des
akuten Nierenversagens nach AKIN definiert wird. Als Ursachen dieser Erkrankung kommen
mehrere Griinde in Betracht: eine Hypoperfusion sowie Hypotonie der Nieren, eine kausale
Nierenerkrankung (z.B. Erkrankungen der Nierengefiafle, der Glomeruli oder des Interstitiums)
oder aber eine bestehende Abflussbehinderung in den Harnwegen. Je nach Ursprung des akuten
Nierenversagens wird zwischen einem préarenalen (50%), intrarenalen (35-40%) und postrenalen
Nierenversagen (10-15%) unterschieden [1,4]. In Kapitel 1.4 werden die einzelnen Formen néher

dargestellt und erldutert. Eine kurze Vorschau liefert zunéchst Abbildung 1.

Akutes Nierenversagen
Préren\abl (50%) Intrarenal (35%-40%) Postrenal‘(l;()%—ﬁ%)
Akute intersti\tlilelle Nephritis Akute Tubulusnekrose Akute Glom:ulonephritis
Ischa'\|r/nisch TO):li;ch

Abbildung 1: Klinisch-pathophysiologische Einteilung des akuten Nierenversagens [1].



1.2 Epidemiologie des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen ist bis heute die hdufigste und teuerste Nierenerkrankung bei
hospitalisierten Patienten [5]. Unabhéngig von bestehenden Begleiterkrankungen weist sie eine
Morbiditidt und Mortalitdt von 10% der Patienten auf der Normalstation sowie 30-50% der
Patienten auf der Intensivstation auf [5]. Trotz Fortschritte in der Medizin sind diese im Vergleich

zu den vorherigen Jahren unveréndert hoch geblieben.

Spezielle Patientengruppen weisen eine erhohte Pradisposition fiir die Entwicklung eines akuten
Nierenversagens auf. So belegen Studien, dass 30-40% der intensivpflichtigen Patienten ein akutes
Nierenversagen entwickeln, aber auch Patienten nach Bypass-Operation (15%) sowie nach

septischem Schock oder bestehender schwerer Sepsis [5].

Die herrschende Uneinheitlichkeit in Bezug auf die Definition des akuten Nierenversagens macht
eine Datenerfassung schwierig. Die Inzidenzrate des akuten Nierenversagens nimmt jedoch derzeit

nach US-amerikanischen Daten um etwa 11% jéhrlich zu (siche Abbildung 2).

L] o
1 J

3% ]
L

ANV/stationdre Fille (%)

—

1992 1985 1998 2001

Abbildung 2: Inzidenz des akuten Nierenversagens (ANV) von 1992 bis 2001 [6].



1.3 Klinische Bedeutung des akuten Nierenversagens

Haupturséchlich fiir das Auftreten eines akuten Nierenversagens im Krankenhaus sind der
prarenale und intrarenale Typ. Diese beiden Ursachen zusammengenommen sind in 70-75% der
Fille verantwortlich fiir das Vorliegen eines akuten Nierenversagens. Es zeigt sich typischerweise
ein phasenhafter Verlauf, der sowohl fiir die klinische Entwicklung, als auch fiir seine Bedeutung

in der Praxis wichtig ist.

Normalerweise werden vier Phasen durchlaufen [7]. In der Regel fehlen in Stadium 1 spezifische
Symptome. Es beinhaltet die Initial- bzw. Schiadigungsphase. Die Klinik des Patienten wird vom
auslosenden Ereignis wie Hypotonus oder Hypovoldmie beim priarenalen akuten Nierenversagen

oder aber durch Glomerulonephritiden und Vaskulitis beim intrarenalen Typ bestimmt.

Die Dauer kann Stunden bis Tage betragen bei weitestgehend normaler Nierenfunktion. Dies
bedeutet, dass die Diurese so gut wie kaum eingeschrinkt ist und es lediglich zu einem minimalen
Anstieg des Serumkreatinins kommt. In der Frithphase fehlen meist spezifische Symptome, so dass

die Schéadigungsphase daher oft erst riickblickend erfasst wird.

Die Schidigungsphase wird vom Stadium 2, der Phase der Oligurie bzw. Anurie, abgelost. Als
Oligurie wird die Abnahme der altersentsprechenden Urinausscheidung auf <500ml Urin/24h
definiert [1]. Als Anurie bezeichnet man das Absinken bzw. Versiegen der Urinausscheidung auf
<100ml Urin/24h. Es kommt zusitzlich zu einem Anstieg der Retentionsparameter (Kreatinin,
Harnstoff) im Serum. Des Weiteren konnen sich Elektrolytstorungen, vor allem eine
Hyperkaliimie [7], sowie Zeichen der Uberwisserung mit arterieller Hypertonie, peripheren
Odemen, ggf. auch Zeichen eines Lungenddems, prisentieren. Die Dauer dieses Zustandes kann

eine bis maximal zehn Wochen betragen.

Die Erholungsphase bzw. polyurische Phase kennzeichnet das Stadium 3. Kommt es zu einer
Erholung der Tubuluszellen und damit zu einer Wiederaufnahme der Nierenausscheidungs-
funktion, so verlduft diese oft polyurisch mit einer Ausscheidung von iiber 3000ml Urin/Tag [7].
Der Urin ist hypoton, da zundchst die tubuldre Konzentrationsfahigkeit vermindert ist und
aufgrund der hohen Serumharnstoffkonzentration eine osmotische Diurese ausgeldst wird. Es

besteht in dieser Phase vor allem die Gefahr der Dehydratation mit Elektrolytverlust.



Die Dauer von Stadium 3 kann Tage bis Wochen betragen und wird letztendlich von der
sogenannten Regenerationsphase, der Phase 4, abgelost. Uber einen bis drei, maximal zwdolf
Monate, kommt es zu einer Normalisierung der Diurese und damit zur Erholung der

Nierenfunktion.

Komplikationen, die sich aus einem akuten Nierenversagen ergeben konnen, leiten sich aus der
Konsequenz des Sistierens der exkretorischen Nierenfunktion sowie der gestorten Wasser-
ausscheidung ab. Aufgrund der starken Uberwisserung und des Anstiegs der Elektrolyte im Serum
ist vor allem wéhrend der oligurischen Phase die Gefahr des Lungenddems (fluid lung) gegeben.

Es kommt zur ausgepréigten Dyspnoe mit radiologisch nachweisbaren Infiltraten in der Lunge.

Infolge der verminderten Urinausscheidung bei anhaltender Kaliumfreisetzung kommt es hiufig
zur Ausbildung einer Hyperkalidmie (kann zunéchst bis zu einem Wert von 6,0-6,5mg/dl
asymptomatisch sein) mit Herzrhythmusstéorungen bis hin zum Kammerflimmern und

Herzstillstand [7].

Mit ansteigenden Harnsiurewerten zeigt sich im Verlauf das Bild der Hyperurikimie mit Ubelkeit,
Erbrechen sowie Benommenheit bis hin zum Koma. Bezeichnend hierfiir ist der Foeter uraemicus,

der typisch beiflende Geruch in der Atemluft betroffener Patienten.

Da die Therapie eines akuten Nierenversagens invasive Zugangswege wie die Katheterisierung
der Blase, eine Tubusanlage sowie das Legen intravendser Zugédnge verlangt, kann es im Verlauf
zu iatrogen bedingten infektiosen Komplikationen kommen. Diese kénnen in einer Sepsis enden
[8]. Abbildung 3 verdeutlicht die Beziehung der Mortalitit des akuten Nierenversagens in Bezug

zum Serumkreatinin.
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Abbildung 3: Mortalitdt des akuten Nierenversagens in Abhéngigkeit des Serumkreatinins [3].

Da die Therapieoptionen eines akuten Nierenversagens beschrinkt sind, erscheint es umso
wichtiger dieser Erkrankung priventiv entgegenzuwirken, um so die Sterblichkeit zu senken.
Hierzu gehort es, bestehende Risikofaktoren bei der Entwicklung des Krankheitsbildes frithzeitig
zu identifizieren und umfassend zu korrigieren. Ca. 40% der tliberlebenden Patienten nach einem
akuten Nierenversagen entwickeln eine leichte bis mittelgradige chronische Niereninsuffizienz,

weitere 10% sogar eine terminale Niereninsuffizienz [9].

Patienten, die nach einer Nierentransplantation ein akutes Nierenversagen aufweisen, zeigen einen
verzogerten Beginn der Aufnahme der Transplantatfunktion mit Erhchung der Sterblichkeit und

verkiirzter Uberlebenszeit des Transplantates [10].



1.4 Einteilung der verschiedenen Formen des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen ldsst sich in drei Gruppen einteilen (Abbildung 4). Der prérenale Typ,
welcher ca. 50% aller Fille ausmacht, ist gekennzeichnet durch die Intaktheit der tubuldren und
glomeruldren Strukturen bei gleichzeitiger Minderperfusion des Nierenparenchyms. Es handelt
sich hierbei also lediglich um eine rein funktionelle Nierenstorung. Die Griinde fiir den
Nierenfunktionsverlust sind vielseitig. Als wichtigste Ursachen kommen hierfiir die Hypovoldmie
sowie die kardiovaskuldre Insuffizienz in Betracht. Die Hypovoldmie entsteht beispielswiese
haufig aufgrund einer Dehydratation bei gastrointestinalen Infekten, akuter Blutung oder durch
Sequestration von Extrazellularfliissigkeit, wie es bei Verbrennungen, Pankreatitis oder Peritonitis
der Fall sein kann. Eine akute Hypotonie bringt ein vermindertes Herzminutenvolumen mit sich,
das wiederum zu der oben beschriebenen Minderperfusion der Nieren fithren kann. Griinde hierfiir
stellen Myokardinfarkte, eine Tamponierung des Perikards sowie das Pooling im Geféf3system bei
Anaphylaxie oder Sepsis dar. Lassen sich die Ursachen schnell beseitigen, so ist diese

Verlaufsform reversibel.

Unter einem intrarenalen akuten Nierenversagen versteht man die Tubuluszellschiddigung der
Niere, die im schlimmsten Fall zur Tubulusnekrose fithren kann. Ein intrarenaler Sauerstoffmangel
verursacht eine verminderte Nierenperfusion, wodurch es zum Abldsen des Epithels von der
Basalmembran kommt [1]. Infolge dieser kommt es zu einer Verstopfung der Tubuli durch
abgestoflenes Tubulusepithel sowie zu einem Funktionsverlust der Tubulusepithelien. Die Folge
ist eine Abnahme der glomeruldren Filtration mit einem Absinken der Natriumriickresorption
sowie ein Anstieg der Natriumkonzentration im Urin. Eine akute Tubulusnekrose kann ischamisch
oder toxisch auftreten. Weitere wichtige Ursachen sind entziindliche Nierenerkrankungen, wie die
akute interstitielle Nephritis und die Glomerulonephritis, aber auch vaskuldre Nierenerkrankungen
im Sinne einer Vaskulitis oder eines Nierenarterienverschlusses (Abbildung 1). Die Einnahme
nephrotoxischer Medikamente kann diesen Effekt zusétzlich verstirken. Erkrankungen des
GefaBsystems durch Thrombembolien oder durch Vaskulitiden kommen ebenfalls als Griinde in
Betracht. Entziindliche Nierenerkrankungen wie die Rapid-progressive Glomerulonephritis

werden als mikrovaskuldre Ursachen beschrieben, ebenso das hdmolytisch-urdmische Syndrom

[1].



Auch nephrotoxisch wirksame Medikamente sowie Infektionen (Zytomegalievirus/CMV,
Epstein-Barr-Virus/EBV, Hantaan-Virus) miissen in Betracht gezogen werden. Der intrarenale

Typ macht durchschnittlich ca. 35-40% aller Fille von akutem Nierenversagen aus.

Das postrenale akute Nierenversagen wird definiert als Folge einer Obstruktion der ableitenden
Harnwege. Da normalerweise die Funktion einer Niere ausreichend ist, um alle harnpflichtigen
Substanzen ausscheiden zu kénnen, muss es sich bei einem postrenalen Typ um die Obstruktion
beider Harnleiter (durch Steine, Blutkoagel, Eiter) oder aber um eine Obstruktion innerhalb oder
distal der Blase handeln. Auch maligne Tumore miissen beriicksichtig werden. Selten kommen
angeborene Fehlbildungen als Ursache in Frage. Die postrenale Form macht ca. 10-15% aller Félle

von akutem Nierenversagen aus und ist somit eine eher selten vorkommende Diagnose.

Prarenal: Perfusion vermindert
intakte Nephronstruktur

Intrarenal
struktureller
Nephronschaden

Postrenal

Abbildung 4: Einteilung der verschiedenen Formen des akuten Nierenversagens.



1.5 Einteilung der Schweregrade des akuten Nierenversagens

Das Spektrum des Nierenversagens reicht von einem minimalen Serumkreatininanstieg bis hin
zum volligen Versiegen der Nierenfunktion. Im Jahre 2004 wurden zunédchst auf einer
internationalen Konsensuskonferenz die zahlreichen Definitionen eines akuten Nierenversagens
zu den sogenannten ,,Risk-Injury-Failure-Loss-ESRD* (RIFLE)-Kriterien zusammengefasst [11].

Seitdem besteht erstmalig eine einheitliche Definition und Stadieneinteilung.

Im Jahr 2007 entstanden die AKIN-Kriterien, die bis heute giiltig sind [2]. Nach dieser Definition
liegt ein akutes Nierenversagen vor, wenn die Nierenfunktion innerhalb kiirzester Zeit (innerhalb

von 48 Stunden) abnimmt, gemessen an:

e einem absoluten Anstieg des Serum-Kreatinins iiber/gleich 0,3mg/dl,
e cinem prozentualen Anstieg des Serum-Kreatinins iiber/gleich 50% (auf das 1,5-fache des
Ausgangswertes)

oder

e cine Verminderung der Urin-Ausscheidung unter 0,5ml/kg/h iiber mehr als sechs Stunden.



Tabelle 1: Stadieneinteilung der akuten Nierenschadigung [2].

RIFLE- AKIN- Serum-Kreatinin Urinausscheidung

Stadium Stadium

1,5- bis 2-facher Kreatininanstieg

(RIFLE/ AKIN) oder
Risk 1 <0,5 ml/kg/h iiber 6 h
Kreatininanstieg >/=0,3mg/dl »> MUKEA b
(AKIN)
Injury 2 2- bis 3-facher Kreatininanstieg <0,5 ml/kg/h iiber 12 h
< 1/kg/h tiber 24 h
>3-facher Kreatininanstieg oder 0,3 mikg/h tber
oder
Failure 3 .. o fehlende
Serum-Kreatinin >4 mg/dl mit einem . .
akuten Anstieg >/=0,5mg/dl Urinausscheidung
g e (Anurie) iiber 12 h
L * Dauerhaftes Nierenversagen fiir >4
0ss
Wochen
ESRD * Dauerhaftes Nierenversagen fiir >3
Monate

*) Die RIFLE-Stadien ,,Loss“ und ,,ESRD* (End-Stage-Renal-Disease) werden als Spétfolgen der akuten
Nierenschédigung in der AKIN-Stadieneinteilung nicht mehr beriicksichtigt.

1.6 Diagnostik des akuten Nierenversagens

Normalerweise fallt ein akutes Nierenversagen durch den Anstieg der harnpflichtigen Substanzen
wie Kreatinin und Harnstoff im Serum oder eine fehlende Urinproduktion auf. Somit ist das akute
Nierenversagen als solches klinisch eindeutig diagnostizierbar. Die Differentialdiagnose der
zugrunde liegenden Ursachen ist hingegen sehr viel schwieriger. Hier ist der erste Schritt die

Zuordnung des Krankheitsbildes zu den Kategorien prérenal, intrarenal und postrenal.
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Wihrend die postrenale Form im Ultraschall einfach erkennbar ist, féllt die Differenzierung eines
prirenalen von einem intrarenalen akuten Nierenversagen schwer. Anamnestisch ist es nicht
selten, dass die Einnahme von Medikamenten wie nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR),
Antibiotika (Aminoglykoside, Cephalosporine) oder Rontgenkontrastmittel als Ursache eines
akuten Nierenversagens in Betracht kommen [12]. Ebenso kann die Frage nach vorbestehenden
Erkrankungen des harnableitenden Systems Hinweise auf das Vorliegen dieses Krankheitsbildes

geben.

Sonographisch ldsst sich die postrenale Form leicht sichern, jedoch gestaltet sich dies in der
diagnostischen Differenzierung zwischen pri- und intrarenalem Typ deutlich schwieriger (siche

Abbildung 5).

Akutes Nierenversagen

v !

Prarenal (50%) Intrarenal (35%-40%) Postrenal (10%-15%)

v

Sonographie

Erschwerte P
. . ™)
Differenzierung

Abbildung 5: Diagnostik des akuten Nierenversagens (eigene Darstellung).

Im Ultraschall konnen sich bei einzelnen Unterformen des intrarenalen akuten Nierenversagens
eher grofle Nieren mit verdichtetem, leicht verbreitertem Parenchym und daher sichtbaren
Markpyramiden zeigen. Diese Methode erfordert immer einen erfahrenen Untersucher und erlaubt
keine sichere Zuordnung, da diese Zeichen unspezifisch sind und zusitzlich nur bei einem Teil der
Patienten mit intrarenalem Typ vorhanden sind. Sofern keine Anurie des Patienten vorliegt, gibt
die Urindiagnostik hingegen weitere Aufschliisse in der Differenzierung des akuten
Nierenversagens. Am héufigsten wird zu diesem Zweck die fraktionierte Natriumexkretion

verwendet (FEna) [13].
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FEnaist definiert als:

FEy, = X krea y 100
Na PNngXUgkrea

Una: Harn-Natrium
Pxa: Plasma-Natrium
Ukrea: Harn-Kreatinin

Pxrea: Plasma-Kreatinin

FEna gibt an, wie viel Natrium, das in den Glomeruli der Niere filtriert wurde, tatsdchlich mit dem
Urin ausgeschieden wird. Typischerweise betrdgt die fraktionierte Natriumexkretion beim

prarenalen Typ unter 1% und belegt somit eine Natriumretention.

Bei der intrarenalen Form betrigt sie iiber 1%, was fiir eine verminderte Konzentrierungsfahigkeit
der Nieren spricht (sieche Tabelle 2). In der Vergangenheit hat sich jedoch gezeigt, dass die FEna-

Bestimmung in mehreren Féllen keine hohe Aussagekraft besitzt.

Diese Methode der Urinanalyse unterliegt zahlreichen Storfaktoren und ist nicht besonders
spezifisch. So ist FEna bei gleichzeitiger Diuretikaeinnahme zur Diagnostik ungeeignet, da diese
Medikamentengruppe die Natriumexkretion unabhéngig von der zugrundeliegenden Ursache des
akuten Nierenversagens steigert [14]. Bei Vorliegen einer Herzinsuffizienz oder -einer
Leberzirrhose, die eine Verminderung des effektiven Blutvolumens mit sich bringt, finden sich
meistens verringerte FEna-Level. Auch dies ist ein Grund dafiir, dass die Interpretation der FEna
keine Riickschliisse auf das Vorliegen eines priarenalen gegeniiber einem intrarenalen Typs erlaubt.
FEna hat sich auBerdem als ungeeigneter Marker bei élteren Patienten mit verschiedenen

praexistenten Grunderkrankungen gezeigt.
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Die Urindiagnostik zur Differenzierung eines prirenalen und intrarenalen akuten Nierenversagens
zeigt eine weitere Betrachtungsmoglichkeit bezogen auf die Harn-Natrium-Konzentration auf, wie

Tabelle 2 zeigt.

Tabelle 2: Urindiagnostik zur Differenzierung eines priarenalen und eines intrarenalen akuten Nierenversagens [15].

Parameter Prirenales ANV Intrarenales ANV
UnNa < 10 mmol/l > 20 mmol/l
FEnNa <1% > 1%

Bei beiden Formen des akuten Nierenversagens zeigen sich erhohte Retentionsparameter. Ein
Absinken von Kreatinin und Harnstoff nach Therapiebeginn wihrend der ersten 24-72 Stunden
deutet auf das Vorliegen einer priarenalen Ursache des Krankheitsbildes hin. Beim intrarenalen
Typ ldsst sich hingegen nach Volumensubstitution keine Besserung erzielen, somit ist es
unabdingbar eine Nierenbiopsie durchzufiihren, um sofort und unverzégert mit der entsprechenden

kausalen Therapie zu beginnen.

Es erscheint daher einleuchtend, dass keine 72 Stunden bis zur Differenzierung des
prarenalen/intrarenalen akuten Nierenversagens gewartet werden diirfen, da sich bei einer
intrarenalen Genese die Prognose des Patienten deutlich verschlechtern wiirde. Letztendlich kann
die definitive Diagnose der intrarenalen Form einzig durch die Durchfiihrung einer Nierenbiopsie

[16] gesichert werden.

Diese jedoch, wie jedes invasive Verfahren, beinhaltet ein groBes Spektrum an moglichen
Komplikationen. Sie bleibt dennoch weiterhin unabdingbar, um die Diagnose eines intrarenalen
akuten Nierenversagens eindeutig zu sichern. Fiir die Feststellung eines priarenalen Typs hat sie
hingegen keine Bedeutung. Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass es bis zum heutigen Tage
keinen zuverldssigen klinischen Marker gibt, der die Fritherkennung eines prérenalen akuten

Nierenversagens sichert.
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Verschiedene Biomarker aus Urin und Serum finden sich aktuell noch in Erprobung.
Empfindlichere und frithere Marker als das Serumkreatinin fiir die Diagnose eines akuten
Nierenversagens sind unter anderem Cystatin C, Interleukin 18 (IL-18) und neutrophile-

Gelatinase-assoziiertes Lipocalin [17].

Wihrend Serumkreatinin ein von der Muskelmasse des Patienten abhéngiger Parameter ist, gilt
dies fiir Cystatin C nicht. Cystatin C zeigt einen Abfall der glomerulidren Filtrationsrate (GFR)

bereits ein bis zwei Tage vor Anstieg des Serumkreatinins an.

Ein ebenfalls hiufig untersuchter Marker ist das IL-18, welches friihzeitig nach Beginn eines
akuten Nierenversagens im proximalen Tubulus produziert und freigesetzt wird und ein
proinflammatorisches Zytokin ist. Es wird in erhdhter Konzentration im Urin nachgewiesen und
zeigt eine hohe Spezifitdit und Sensitivitit in der Abgrenzung von Erkrankungen wie
Harnwegsinfekten (HWI) oder chronischen Nierenerkrankungen. Eine sichere Vorhersage iiber

den Ausgang eines akuten Nierenversagens ist jedoch nicht moglich.

Die oben genannten Marker sind vielversprechende Parameter fiir die Diagnostik und Prognose
eines akuten Nierenversagens. Sie sind jedoch weiterhin in Erprobung und miissen vor dem

Einsatz im klinischen Alltag weiter gepriift werden.

1.7 Therapie des akuten Nierenversagens

Um eine effiziente und schnelle Therapie des akuten Nierenversagens gewihrleisten zu konnen,
ist eine rasche Klidrung der Atiologie zentral. In jedem Fall ist eine Unterscheidung der prirenalen
von der intrarenalen Form von elementarer Relevanz fiir die Festlegung eines geeigneten
Therapieschemas (siehe Abbildung 6). Zunichst sollte die Behandlung einer potentiell zum akuten
Nierenversagen flihrenden Grunderkrankung erfolgen. Als Beispiel seien hier die optimale
Schocktherapie sowie das Absetzen moglicher Medikamente genannt, die nephrotoxisch wirken
konnen (Kontrastmittel, Chemotherapeutika, Antibiotika). Bei vorhandenen renovaskuldren

Verschlusskrankheiten sollten RevaskularisierungsmafBnahmen getroffen werden.
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Da der postrenale Typ durch die Obstruktion der ableitenden Harnwege gekennzeichnet ist, wire
eine Beseitigung des Hindernisses indiziert, ggf. muss eine transurethrale oder suprapubische
Harnableitung vollzogen werden. Bei einem akuten priarenalen Nierenversagen gilt bis heute die

Volumensubstitution mit Fliissigkeits- und Elektrolytbilanzierung als Goldstandard [18].

Eine Optimierung des Fliissigkeitshaushaltes und der systemischen Himodynamik sollte erreicht
werden. Des Weiteren miissen Medikamente, die einer renalen Ausscheidung unterliegen, in ihrer
Dosis angepasst werden. Bei einem akuten Nierenversagen, das mit einer Oligurie einhergeht,
muss die Aufrechterhaltung der Diurese erzielt werden [19]. Der Einsatz von Schleifendiuretika
bewirkt in diesen Féllen die Steigerung der Diurese, diese haben jedoch keinen Einfluss auf die
Regeneration der Nierenfunktion. Diuretika sollten daher nur als Ubergangslosung eingesetzt

werden und in keinem Fall den Beginn der Nierenersatztherapie verzogern.

Bei Vorliegen der intrarenalen Form ist hiufig eine Nierenbiopsie notwendig, um die
verschiedenen Ursachen voneinander unterscheiden zu kdnnen. Nach Sicherung der Diagnose
erfolgt der Beginn einer spezifischen Therapie in Abhidngigkeit vom histologischen Ergebnis
(z. B. immunsuppressive Therapie). Kritisch kranke Patienten sollten bei Serumkreatininwerten
von 4-6mg/dl und einem gleichzeitigen Serumharnstoff von 120-140mg/dl eine Nierenersatz-
therapie erhalten. Als Mittel der Behandlung stehen die Himodialyse und die Himofiltration zur
Verfligung [20]. Beide Verfahren konnen kontinuierlich durchgefiihrt werden. Je schneller eine
extrakorporale Therapie begonnen wird, desto weniger besteht die Gefahr, dass ein akut

uramischer Zustand erreicht wird.

Akutes Nierenversagen

v v

Prarenal (50%) Intrarenal (35%-40%) Postrenal (10%-15%)
h 4 _
Volumengabe Nach bioptischer Beseitigung der
Diagnose: Obstruktion

spezifische Therapie,
z.B. immunsuppressiv

Abbildung 6: Therapie des akuten Nierenversagens (eigene Darstellung).
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1.8 Prognose des akuten Nierenversagens

Werden Patienten aufgrund eines akuten Nierenversagens dialysepflichtig, wird ihre
Lebenserwartung um sieben bis acht Jahre gesenkt. 12,5% der Patienten, die dieses Krankheitsbild
iberlebt haben, bleiben dialysepflichtig, 19-31% entwickeln eine chronische Niereninsuffizienz
[21]. Je lidnger ein akutes Nierenversagen andauert, desto geringer ist das Langzeitiiberleben in
den darauffolgenden zehn Jahren [22]. Dies unterstreicht umso mehr, welche Bedeutung die
frithzeitige Erkennung dieser Erkrankung mit der entsprechend eingeleiteten Therapie besitzt [23].
Die Prognose wird somit vom Zeitpunkt bestimmt, wann ein akutes Nierenversagen diagnostiziert

wird.

Liegt ein akutes Nierenversagen vom intrarenalen Typ mit einer irreversiblen Schiadigung der
Nephrone vor, so gibt es hierfiir aktuell keine Therapiemoglichkeiten. Langerfristige Folgen eines
akuten Nierenversagens sind die Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung {iber
Dialysepflichtigkeit [24] bis hin zur Notwendigkeit einer Nierentransplantation und dem Tod des
Patienten [25].

1.9 Calprotectin als Mediator des angeborenen Immunsystems

Bei Calprotectin handelt es sich um ein Calcium- und Zink-bindendes Protein, das vorwiegend aus
Granulozyten, Monozyten und reaktivierten Makrophagen freigesetzt wird [26]. Es kann in
Korperfliissigkeiten wie Serum, Stuhl und Urin sowie in renalen Epithelzellen nachgewiesen
werden [27,28]. Es ist auch unter der Bezeichnung MRP-8/MRP-14 oder S100A8/S100A9
bekannt. Calprotectin besteht aus zwei schweren Ketten (14kDa) und einer leichten Kette (8kDa).
Sein Genlocus befindet sich auf dem Chromosom 1q21 [30]. Es stellt 60% der 16slichen

Bestandteile der neutrophilen Granulozyten dar.

Jeder Neutrophile besitzt 25 Picogramm (pg) Calprotectin. Calprotectin gibt das Mal} der lokalen
Entzlindungsaktivitdt an [30,31] und besitzt eine hervorragende Stabilitdt bei Raumtemperatur fiir

einen Zeitraum bis zu einer Woche [32,33,34].
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Calprotectin ist ein Aktivator des angeborenen nicht spezifischen Immunsystems und besitzt
antimikrobielle [35], chemotaktische [36] und apoptoseinduzierende [37] Eigenschaften. Es wird
daher auch als Mediatorprotein des angeborenen Immunsystems bezeichnet. Nach Freisetzung in
das Plasma fiihrt Calprotectin zu einer Aktivierung von TLR4 (Toll-like Rezeptor 4) in
Anwesenheit von CD14 (Cluster of Differentiation 14) und setzt so die Entziindung in Gang [38]
(Abbildung 7).

Calprotectin, bestehend aus den Untereinheiten SIO0A8 und S100A9, ist ein Ligand des TLR4.
TLR4 befindet sich auf Makrophagen und ist abhidngig von CD14. CD14 beschreibt ein
Oberflachenprotein, das auch auf Monozyten exprimiert wird, und zusammen mit TLR4 agiert.
Wenn S100A8/S100A9 an TLR4 bindet 16st dies einen autokrinen positiven Feedback-Loop aus.
Dies hat zur Folge, dass es zu einer Ausschiittung von Zytokinen, Chemokinen und reaktiven

Sauerstoffradikalen kommt [38] (Abbildung 7).

Mit der Bindung von SI00A8/S100A9 kommt es zu der intrazelluldren Aktivierung einer Kaskade,
an deren Ende die inflammatorische Antwort steht. TLR4 ist auch an der Pathogenese
verschiedener entziindlicher Nierenerkrankungen beteiligt. Hierzu gehoren Glomerulonephritiden,

Vaskulitiden und interstitielle Nephritiden [39,40,41,42].

Dringt ein Mikroorganismus in den menschlichen Korper ein, so werden neutrophile Granulozyten
von diesem liber Botenstoffe, den sogenannten Zytokinen, stimuliert und an den Ort des
Geschehens angelockt. Die neutrophilen Granulozyten selbst schiitten die sogenannten ,,damage-
associated-molecular-pattern-proteins (DAMPs) aus, schadensassoziierte = Molekular-
Strukturproteine, zu denen auch Calprotectin gehort. Es aktiviert als Ligand von TLR4 eben genau
diesen Abgaberezeptor und verstirkt zusammen mit CD 14 iiber eine intrazelluldr ablaufende

Kaskade die Entziindungsreaktion. Dies hat die Chemotaxis und Inflammation zur Folge.

Calprotectin hat sich als diagnostischer Marker vor allem in der Gastroenterologie etabliert. Durch
die stattfindende Leukozytenmigration stimulierter neutrophiler Granulozyten in die
Darmmukosa, ist es in hohen Mengen bei Erkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa
im Stuhl nachweisbar [43]. Ebenso ldsst es sich bei Darminfektionen oder bei Tumorerkrankungen

des Gastrointestinaltrakts, wie z.B. das Kolonkarzinom oder das Kolonadenom, nachweisen [44].
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Calprotectin ~ fungiert  einerseits als  (Frith-)Marker bei  chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen, aber auch als Aktivititsmarker zur Ausarbeitung eines optimalen
Therapiekonzeptes der betroffenen Patienten. Das Reizdarmsyndrom geht nicht mit der oben
beschriebenen Migration stimulierter neutrophiler Granulozyten einher. Daher finden sich in
diesen Féllen normwertige bis lediglich leicht erh6hte Calprotectinkonzentrationen im Stuhl [30].
Es dient demnach auch als diagnostischer Marker zur Differenzierung einer chronisch-

entzlindlichen Darmerkrankung versus eines nicht-entziindlichen Reizdarmsyndromes.

Zytokine, Chemokine,
reaktive Sauerstoffradikale

Abbildung 7: Calprotectin als endogener Ligand von TLR4 exprimiert auf einem Monozyten. Calprotectin initiiert
und perpetuiert eine Entziindungsreaktion iiber Aktivierung des TLR4. Darauthin erfolgt eine intrazelluldre Second-
Messenger-Kaskade der TLR4-vermittelten Entziindungsreaktion durch Calprotectin. Calprotectin bindet als Ligand
von TLR4 zusammen mit CD14 extrazellulir und fungiert auf diese Weise als Trigger der darauffolgenden
Immunantwort (in Anlehnung an [38]).
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1.10 Calprotectin in der Differentialdiagnose chronisch entziindlicher

Darmerkrankungen

Calprotectin als diagnostischer Marker ist in der Gastroenterologie bereits bekannt. Es wird
eingesetzt, um funktionelle Storungen der Darmmotalitidt (Colon irritabile) von entziindlichen
Darmerkrankungen wie Coltis ulcerosa oder M.Crohn zu differenzieren [45]. Calprotectin wird

vor allem von Granulozyten, Monozyten und reaktivierten Makrophagen produziert [26].

Durch entziindliche Darmerkrankungen kommt es zu einer Zellproliferation, die eine
Leukozytenmigration durch die Darmwand bewirkt. So kommt es, dass in Stuhlproben von
betroffenen Patienten die Calprotectinkonzentration erhoht ist. Es wird auf diese Weise nicht nur
zur Differenzierung eingesetzt, sondern auch als Aktivitdtsmarker fiir das Therapiemonitoring. Die
Hohe des Calprotectin im Stuhl korreliert mit der Entziindungsaktivitit. Aufgrund der
inflammatorischen Prozesse bei Erkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ist
Calprotectin um mehrere Zehnerpotenzen erhoht. Beim Colon irritabile finden sich hingegen

normale Konzentrationen. Der Normwert im Stuhl betrdgt S0ug/g [46].

1.11 Fragestellung

Analog zum Colon irritabile in der Gastroenterologie liegt dem akuten prirenalen Nierenversagen
in der Nephrologie eine funktionelle Storung bei intakten epithelialen Strukturen des betroffenen
Organs vor. Das intrarenale Nierenversagen hingegen ist durch primére oder sekundére
inflammatorische Vorgédnge charakterisiert, die mit einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems einhergehen. Die Arbeitshypothese dieser Untersuchung ist daher, dass beim
prarenalen Typ signifikant geringere Calprotectinkonzentrationen im Urin auftreten als beim
intrarenalen Nierenversagen. Diese Hypothese soll in Form einer prospektiven Erhebung an
Patienten mit akutem Nierenversagen sowie gesunden Probanden als Kontrollgruppe untersucht

werden.
Es ergibt sich folgende Fragestellung:

Mit welcher diagnostischen Aussagekraft lasst die Bestimmung der Calprotectinkonzentration im

Urin eine Differenzierung des préd- und intrarenalen akuten Nierenversagens zu?
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2. Material und Methoden

2.1 Studienpopulation und —design

Es handelt sich um eine prospektive Singlecenter-/ Querschnittsstudie. Diese wurde in einem
Zeitraum von Mai 2009 bis September 2010 an dem Universitédtsklinikum Benjamin Franklin,

Charité — Universitdtsmedizin Berlin, durchgefiihrt.

Urinproben von erkrankten Patienten wurden drei Mal pro Woche auf der nephrologischen
Station gesammelt. So wurde versucht, die Zeit zwischen Diagnose eines akuten
Nierenversagens und das Sammeln der Urinproben unter drei Tagen zu halten. Die Menge betrug
jeweils 10ml. Die Proben wurden bei -20°C ohne vorherige Zentrifugation gefroren bis die
Bestimmung von Calprotectin im Urin stattfand. Die Urinkonzentration von Calprotetcin im
Urin wurde nach dem Herstellerprotokoll mitttels ELISA (siehe Kapitel 2.3) bestimmt. Um den
aktuellen Status der Urinkonzentration zu beriicksichtigen, wurde zusétzlich Kreatinin im Urin
beurteilt, um so die Calprotectin/Kreatininratio zu berechnen. Die Messungen wurden verblindet

durchgefiihrt.

Voraussetzung fiir den Einschluss in diese Studie war das Vorliegen eines akuten
Nierenversagens. Dieses wurde anhand der AKIN-Kriterien definiert. Es wurden demnach ein
Anstieg des Serumkreatinins auf > 0,3mg/dl bzw. ein Anstieg um > 1,5mg/dl vom
Ausgangswert oder eine Diureseeinschrankung auf unter 0,5ml/kg /h liber einen Zeitraum groBBer
sechs Stunden als Einschlusskriterien festgelegt. Eine Klassifikation anhand der AKIN-Kriterien
in Stadien 1 bis 3 wurde fiir jeden Probanden durchgefiihrt.

Als Ausschlusskriterien galten das Vorliegen einer obstruktiven Uropathie sowie ein Zustand
nach Nierentransplantation. Da ein intrarenales akutes Nierenversagen von einem prirenalen Typ
nur mit Sicherheit durch eine histologische Untersuchung und damit durch eine Nierenbiopsie
unterschieden werden kann, wurde diese als Goldstandard gewéhlt. Bei allen anderen Probanden,
die keine Biopsie erhielten, wurde die Diagnose nach dem in Tabelle 3 priasentierten
Algorithmus gestellt. Mandatorisches Kriterium fiir die Diagnose eines prarenalen
Nierenversagens war die Besserung der Nierenfunktion nach Volumensubstitution (Kriterium

der Kategorie A).
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Anamnese, Untersuchungsbefund und die Ergebnisse einer Urinstreifentestuntersuchung wurden
als Kriterien der Kategorie B eingestuft. Um das Vorliegen eines prarenalen akuten
Nierenversagens zu sichern, mussten mindestens zwei Kriterien der Kategorie B sowie das

mandatorische Kriterium der Kategorie A erfiillt sein.

Hepatorenales Syndrom, kardiorenales Syndrom sowie eine bilaterale Nierenarterienstenose
wurden als prirenales akutes Nierenversagen unabhingig dieser Kriterien bewertet. Die
vorliegende Studie wurde der Ethikkommission der Charité Universititsmedizin/Berlin vorgelegt
und von dieser bewilligt. Vor Untersuchungsbeginn wurde von jedem Patienten eine schriftliche

Einverstindniserkldrung eingeholt. Diese lag zu Beginn der Studie vor.

Tabelle 3: Diagnosekriterien zur Differenzierung zwischen einem prérenalen und einem intrarenalen akuten
Nierenversagen ohne Vorliegen einer histologischen Diagnose. Kriterien der Kategorie A sind obligatorisch, Kriterien
der Kategorie B sind optional fiir die Diagnose eines prirenalen oder intrarenalen akuten Nierenversagens.

Klinische Kriterien Prarenales ANV Intrarenales ANV

A

Schneller Serumkreatininabfall

A h f : . ;
nsprechen au mit Anndherung an die Vorwerte

Keine Normalisierung der

Volumensubstitution . Nierenfunktion
binnen 48 h
B
Prolongierter Schock,
Dehydratation, groB3er Einnahme von
Fliissigkeitsverlust wegen nephrotoxischen Substanzen,
Passende Anamnese "y . .
Gastroenteritis, gesteigerte extrarenale Symptome einer
Einnahme von Diuretika, etc. Systemerkrankung mit
Nierenbeteiligung
Niedriger Blutdruck,
Tachykardie, orthostatische Keine Zeichen der
Untersuchungsbefund | Dysregulation, stehende Dehydratation
Hautfalten

Proteinurie und/oder
Hamaturie und/oder
Leukozyturie

Fehlen von Proteinurie,
Urinstreifentest Hématurie und/oder Leukozyturie
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2.2 Studienprotokoll

Insgesamt wurden 86 Patienten mit akutem Nierenversagen in die vorliegende Untersuchung
eingeschlossen. Zusétzliche 15 gesunde Probanden dienten als Kontrollgruppe. Das Vorliegen
jedweder kardiovaskuldrer Erkrankung einschlieBlich Diabetes mellitus und arteriellem
Hypertonus waren ebenso ein Ausschlusskriterium in dieser Gruppe wie das Vorliegen von
Nierenerkrankungen. In der Gruppe der Patienten mit akutem Nierenversagen lag bei 46 (53,5%)
der Betroffenen ein sogenanntes de-novo Nierenversagen vor. Das hei3t, dass ein Neuauftreten
dieses Krankheitsbildes ohne jegliche Nierenfunktionseinschrankung in der bisherigen Anamnese
beobachtet wurde. Bei 40 (46,5%) Probanden lag bereits zu Untersuchungsbeginn ein chronisches
Nierenversagen mit durchschnittlichen Kreatininwerten zwischen 1,44+0,8mg/dl vor (akut auf
chronisches Nierenversagen). Alle weiteren Eigenschaften des Patientenkollektivs konnen Tabelle

4 bis 7 entnommen werden.
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2.3 Messung von Calprotectin mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay)

Die durchschnittliche Calprotectinkonzentration im Urin wurde mittels eines kommerziellen
enzymbasierten Immunoassay (ELISA)-Kit quantifiziert (PhiCal R Calprotectin Immundiagnostik
AG, Benzheim, Deutschland).

ELISA beschreibt ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren. ELISA gehort zu der Gruppe
sogenannter Immunoassay-Verfahren, die auf einer enzymatischen Farbreaktion basieren. Das
nachzuweisende Antigen (in diesem Versuch humanes Calprotectin) wird iiber einen
Erstantikorper an eine Mikrotiterplatte gebunden und somit angereichert. Ein Zweitantikdrper
(auch Detektionsantikdrper genannt), der durch ein Enzym gekoppelt ist, fiihrt letztendlich zu der
Reaktion eines Farbstoffsubstrates. Die Bestimmung von Calprotectin im Urin erfolgte verblindet.
Jede Probe aus 100 pl Urin (Verdiinnung 1:10) wurde mit einem Antikdrper gegen humanes
Calprotectin (S1I00A8/S100A9 Heterodimer) inkubiert. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit
bei 37°C auf einem horizontalen Mixer wurden die Proben fiinf Mal mit Pufferlosung gewaschen.
Im Anschluss wurde ein sekundirer biotinierter monoklonaler Antikorper gegen antihumanes
Calprotectin hinzugefiigt. Nach einem erneuten Waschungsvorgang wurde ein peroxidasehaltiges

Extravidinkonjugat hinzugesetzt.

Es erfolgte im Anschluss eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur, dann wurde das
iiberschiissige Konjugat mittels Waschung entfernt. Als Peroxidasesubstrat wurden 100 Mikroliter
(ul) Tetramethylbenzidinlosung eingesetzt (20-miniitige Inkubation in Dunkelheit unter
Raumtemperatur). AbschlieBend wurde Schwefelsdurelosung (100ul) zur Reaktionsauslosung
hinzugefiigt. Die Aufnahme wurde bei 450 Nanometer (nm) gemessen, mit 620nm als
Referenzwert. Fiir jede Probe wurden Doppelmessungen durchgefiihrt und der Mittelwert
verwendet. Um die Ergebnisse in ein Verhéltnis mit der jeweiligen Konzentration des Urins zu
setzen, wurde Kreatinin in den Urinproben bestimmt und somit das Calprotectin/

Kreatininverhéltnis ermittelt.
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2.4 Immunhistochemie von Nierenbiopsaten

Die Durchfiithrung der Biopsie erfolgte nach dem klinischen Standard der Klinik fiir Nephrologie
der Charité — Campus Benjamin Franklin. Mittels 4% Formaldehyds wurden die per Nadelbiopsie
gewonnen Nierenbiopsate fixiert und im Anschluss in Paraffin fixiert. Fiinf Mikrometer (um)
diinne Schnittpriparate wurden erstellt, anhand derer die sogenannte PAS-Reaktion (Periodicacid-
Schiff-Reaction) durchgefiihrt wurde. Diese Art der Farbung wird hiufig zum Anféirben
histologischer Praparate verwendet, die viele glykogenreiche Zellen besitzen, wie beispielsweise
die Nephrone. Durch die Periodsdure kommt es zur Oxidation von Glycolgruppen zu
Aldehydgruppen. Weitere Paraffinblocke wurden erstellt, getrocknet und fiir zwei Minuten in

10mmol/l Citratpuffer mit einem pH von 6,0 gekocht.

Im Anschluss wurde eine Immunhistochemie mittels basischer Phosphatase antibasischer
Phosphatasetechnik (APAAP-Technik) erstellt. Die lokale Calprotectinverteilung wurde mittels
Immunfarbung mit einem monoklonalen Antikdrper spezifisch fiir ein Epitop auf dem
S100A8/A9-Heterokomplex versehen, welches nicht auf den individuellen Untergruppen S100A8
(MRPS8) der SIO0A9 (MRP9) exprimiert wird (Produktnummer: T-1023, BMA, biomedicals,
Augs, Schweiz).

Die Biopsien stammen von Patienten mit intrarenalem Nierenversagen. Bei einem Patient liel3 sich
keinerlei Nierenschiddigung finden, so dass das Nierenversagen als prirenal gewertet wurde. Ein
Patient mit schwerer Pyelonephritis (nicht dem Studienkollektiv zugehoérig) wurde als

Positivkontrolle genutzt.
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2.5 Statistik

Die metrischen Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf das Vorliegen einer
Normalverteilung untersucht. Bei einem positiven Ergebnis wurden die Daten als Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt (Alter, body-mass-index/BMI, estimated glomerular filtration
rate/eGFR, C-reaktives Protein/CRP, Kreatinin, Natrium, FEna). Nicht normalverteilte metrische
Daten wurden als Median und Interquartilsabstand aufgezeigt (Calprotectin, Calprotectin/
Kreatiniratio, Proteinurie). Die diagnostische Aussagekraft von Calprotectin im Urin wurde
mittels Receiver operating characteristic (ROC)-Analyse durchgefiihrt. Die ROC-Kurven wurden
zur Quantifizierung der Genauigkeit von Calprotectin, der Identifizierung eines intrarenalen
Nierenversagens sowie zur Einschidtzung des optimalen Grenzwertes von Calprotectin zur
Differenzierung von pri- und intrarenalem akuten Nierenversagen eingesetzt. ROC-Analysen
wurden ebenfalls zur Einschitzung der diagnostischen Performance von FEn, und Proteinurie

verwendet.

AuBlerdem wurden fiir den ermittelten Calprotectin-Trennwert die resultierende Sensitivitit,
Spezifitit sowie der positive und negative pradiktive Wert zur Identifizierung der intrarenalen
Form errechnet. Unterschiede normalverteilter metrischer Daten zwischen zwei Gruppen wurden
mittels eines zweiseitigen, unpaarigen T-Testes analysiert. Der Vergleich der nicht normal-
verteilten metrischen Daten erfolgte nichtparametrisch mittels Mann-Whitney-U-Test. Der
Vergleich nominaler dichotomer Parameter zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Fisher’s Exact
Test durchgefiihrt (Anwesenheit/Abwesenheit von Begleiterkrankungen, Vormedikation, Biopsie,
Geschlecht). Ordinale polychotome Daten wurden mittels Pearson-X-Test (Stadien des akuten
Nierenversagens) verglichen. Die gesamte statistische Analyse und Darstellung wurde mit dem
Statistikprogramm 18.0 (SPSS/ Statistical Package for the Social Sciences Inc., Chicago/Illinois,
USA) erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Unterschiede zwischen der gesunden Kontrollgruppe, den Patienten mit
priarenalem und intrarenalen akuten Nierenversagen bezogen bezogen auf die
gesamte Studienpopulation

Das endgtiltige Patientenkollektiv der vorliegenden Studie betrug 101 Patienten. Davon hatten 86
Probanden ein akutes Nierenversagen. Die Kontrollgruppe bestand aus 15 gesunden Probanden.
Das durchschnittliche Alter dieses Vergleichskollektivs betrug 33,8410 Jahre mit einem
Durchschnitts-BMI  von 23,4+3,6kg/m®>. Das Serumkreatinin betrug im Durchschnitt
0,86+0,12mg/dl pro 1,73m?, entsprechend einer eGFR von 96,4+22.2ml/min. Insgesamt gehorten
der Gruppe neun ménnliche und sechs weibliche Probanden an. Die Klassifikation des akuten
Nierenversagens erfolgte anhand der Ergebnisse durchgefiihrter Nierenbiopsien. In Fillen, in
denen keine Biopsie erfolgt war, wurde anhand der Kriterien, die in Tabelle 3 dargestellt wurden,

klassifiziert.

Die epidemiologischen Daten, das Stadium der Erkrankung und die Ursachen sind in Tabelle 4 bis
7 dargestellt. Des Weiteren werden Vorerkrankungen, Primedikation, nierenspezifische Parameter

und Calprotectinkonzentration der Patienten mit akutem Nierenversagen berticksichtigt.

Die nummerischen Daten aus Tabelle 4 bis 7 sind sowohl als + der Standardabweichung im Falle
einer Normalverteilung dargestellt sowie auch als Median und als Interquartilsabstand
(Calprotectin, Calprotectin-/Kreatininratio, Proteinurie). Statistische Tests sind fiir die
individuellen Parameter angewandt worden und werden im Statistikteil prédsentiert. Die

Uberschreitungswahrscheinlichkeit p<0,05 zeigt eine statistische Signifikanz an.
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Tabelle 4 zeigt die epidemiologischen Daten bezogen auf die gesamte Studienpopulation. Es
wurden signifikant mehr Ménner als Frauen eingeschlossen (p=0,001). Im Vergleich beider
Gruppen mit prarenalem und intrarenalem akuten Nierenversagen konnten bezogen auf Alter,
Body Mass Index und chronisch vorbestehenden Nierenerkrankungen statistisch keine
signifikanten Unterschiede ermittelt werden (p>0,05). In Féllen mit intrarenaler Form des

Nierenversagens war hédufiger eine Nierenbiospie durchgefiihrt worden.

Tabelle 4: Studienpopulation bezogen auf die Epidemiologie.

Epidemiologie Prirenal (n=34) Intrarenal (n=52) P

Frauen 6 (17,6%) 27 (51,9%)

0,001
Minner 28 (82,4%) 25 (48,1%)
Alter (in Jahren) 68,4+ 14,1 70,5+ 16,5 0,53
Body Mass Index (kg/m2) 26,4+49 26,1 £4,5 0,76
Préexistente Nierenerkrankung 14 (41,2%) 26 (50%) 0,51
Nierenbiopsie 1 (2,9%) 8 (15,4%) 0,08

Aus Tabelle 5 konnen die jeweiligen Ursachen des akuten Nierenversagens entnommen werden.
Die hiufigste Ursache der prarenalen Form stellt die Dehydratation aufgrund von Gastroenteritis
dar bzw. nachfolgend das medikamenteninduzierte hamodynamische akute Nierenversagen durch
Diuretika, ACE-Hemmer (Angiotensin Converting Enzyme Hemmer) und NSAR (nichtsteroidale
Antirheumatika). Diese beiden Ursachen stellten zwei Drittel aller Félle des priarenalen akuten
Nierenversagens (siche Tabelle 5 und 6) dar. Das restliche Drittel wurde durch verschiedene
Formen der Dehydratation sowie kurzfristiger hypotensiver Reaktionen, hepatorenaler bzw.
kardiorenaler Syndrome sowie bilateraler Nierenarterienstenosen verursacht. Die héufigste
Ursache des intrarenalen Typs stellten schwere Harnwegsinfektionen und nachfolgend
Glomerulonephritiden dar sowie akute  Tubulusnekrosen, kontrastmittelinduziertes
Nierenversagen, interstitielle Nephritis, Niereninfarkte, thrombotisch/thrombozytopenische

Purpura (TTP), Rhabdomyolyse und das Vorliegen eines multiplen Myeloms (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Ursachen eines akuten Nierenversagens bezogen auf die vorliegende Studienpopulation.

Ursachen des ANV P{::;g;l ! In(t;igzl)lal
Dehydratation bei Gastroenteritis 12 (35,3%)
Hamodynamisch, medikamenteninduziert (Diuretika, 11 (32.4%)
ACE-Hemmer, NSAR)
Andere Ursachen einer Dehydratation 5 (14,7%)
Kardiorenale Syndrome 2 (5,9)%
Hepatorenale Syndrome 1 (2,9%)
Beidseitige Nierenarterienstenose 1 (2,9%)
Kurzzeitige Hypotension 2 (5,9%)
Hypoton-induzierte akute Tubulusnekrose 4 (7,7%)
Akute toxische Tubulusnekrose 2 (3,8%)
Halbmondformige Glomerulonephritis 3 (5,8%)
Lupusnephritis 2 (3,8%)
Andere Formen der Glomerulonephritis 4 (7,7%)
Thrombotisch thrombozytopenische Purpura (TTP) 1 (1,9%)
Medikamenteninduzierte akute interstitielle Nephritis 3 (5,8%)
renaler Infarkt 1(1,9%)
Rhabdomyolyse 1 (1,9%)
Urosepsis/ schwere Harnwegsinfekte 22 (42,3%)
Kontrastmittelinduziert 3 (5,8%)
Multiples Myelom 1 (1,9%)
Keine Ursache gefunden 5(9,6%)

Die hdufigsten Begleiterkrankungen sind in Tabelle 6 dargestellt. Eingenommene Medikamente
bei stationdrer Aufnahme wie ACE-Hemmer, Angiotensinrezeptorblocker (ARB) und Diuretika
wurden in der Statistik miterfasst, da sie einen nachgewiesenen Einfluss auf die GFR ausiiben. In
der Gruppe des prérenalen akuten Nierenversagens konnten keine Harnwegsinfekte nachgewiesen
werden, hingegen in der Gruppe der intrarenalen Form 23 Patienten einen Harnwegsinfekt
diagnostiziert bekamen.
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Probanden mit priarenalem Typ waren hédufiger mit ACE-Hemmern (Angiotensin-Converting-
Enzyme) oder Angiotensinrezeptorblockern (ARB) vortherapiert (Tabelle 6). Dieser Trend
erreichte formal keine Signifikanz (p=0,07). Allerdings war die Einnahme von Diuretika in dieser
Patientengruppe deutlich haufiger (p=0,04). Bezogen auf Diabetes mellitus und arteriellen

Hypertonus konnten statistisch keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (p>0,05).

Tabelle 6: Haufigste Begleiterkrankungen sowie Medikation bei stationdrer Aufnahme.

Begleiterkrankungen Prirenal (n=34) Intrarenal (n=52) P
Diabetes mellitus 10 (29,4%) 15 (28,8%) 1
Hypertonus 29 (85,3%) 36 (69,2%) 0,12
Harnwegsinfekte 0 (0%) 23 (44,2%) < 0,001

Medikation bei
Aufnahme
ACE-Hemmer/ ARB 19 (55,9%) 17 (32,7%) 0,07
Diuretika 23 (67,6%) 22 (42,3%) 0,04

Wie in Tabelle 7 dargestellt, unterschieden sich die Werte von Kreatinin und eGFR bei Aufnahme
nicht (p=0,55, p=0,52). Die Ergebnisse der Kreatininmessung bei Entlassung aus dem
Krankenhaus wiederum waren signifikant niedriger in der Gruppe mit prirenalem akuten
Nierenversagen (p=0,047). Kreatinin vor Aufnahme konnte bei 60 von 86 Patienten bestimmt
werden. Beide Untersuchungsgruppen unterschieden sich signifikant beziiglich der Schwere der
Proteinurie. Diese war sechsmal hoher in Fillen mit intrarenalem Typ (p<0,001). CRP,
Kreatininkonzentration und  Natriumausscheidung im  Urin sowie die  Serum-
Natriumkonzentration zeigten ebenfalls keine relevanten Unterschiede (p jeweils >0,05). FEna
zeigte tendenziell hohere Werte bei der intrarenalen Form, dieser Unterschied erreichte jedoch
keine statistische Signifikanz (p=0,10). Die genauen Werte mit den dazugehdrigen

Laborparametern konnen Tabelle 7 entnommen werden.
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Tabelle 7: Entscheidende klinische Laborparameter zur Einschidtzung eines akuten Nierenversagens.

Urin (g/1) Ratio

Klinische Laborparameter Priarenal (n=34) | Intrarenal (n=52) P
eGFR bei Aufnahme (ml/min) 18,2+9,9 19,9+ 13,4 0,52
Kreatinin bei Aufnahme (mg/dl) 44+27 4,1+22 0,55
Kreatinin bei vorheriger Aufnahme (mg/dl) 1,4+0,7 1,4+0,8 0,88
Kreatininabfall (mg/dl) 1,7+0,9 22+1,6 0,047
Proteinurie (mg/1) 98 (66 — 178) 393 (167 —1023) | <0,001
Proteinurie (mg/l)/Kreatinin im Urin (g/1) 165 (75 —-309) 987 (295 -2071) | <0,001
C-reaktives Protein (mg/dl) 52+4,6 6,7+9,7 0,4
Kreatinin im Urin (g/1) 0,71 +£0,32 0,61 +0,38 0,23
Natrium im Urin (mmol/I) 67,0+32,4 67,5+39,4 0,95
Serum- Natrium (mmol/l) 137,6 +4,5 137,4+5,5 0,9
Natriumexkretion (%) FEna 35+£25 52+6,5 0,1
Calprotectin im Urin (ng/ml) 28 (13 -173) 1692 (765 —4735) | <0,001
Calprotectin im Urin (ng/ml)/ Kreatinin im 52(23-123) | 3698 (1330 — 7812) | <0,001
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Sowohl in der Gruppe des prirenalen akuten Nierenversagens als auch in der Gruppe der

intrarenalen Form lag in der Mehrzahl der Fille das Stadium 3 nach AKIN vor, gefolgt von
Stadium 2 und 1 (siche Tabelle 8). Die Schwere der Erkrankung gemessen anhand der AKIN-

Kriterien unterschied sich nicht signifikant in beiden Untersuchungsgruppen (p=0,82). Der

Zeitraum zwischen dem Maximalwert des Serumkreatinins und den Ergebnissen der Urinprobe

lag zwischen 3,2+- 3,7 Tagen. Die Stadieneinteilung der akuten Nierenschidigung nach AKIN

sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 8: Einteilung des prirenalem und intrarenalen akuten Nierenversagen entsprechend der AKIN-Kriterien

bezogen auf die vorliegende Studienpopulation.

Prirenal (n=34)

Intrarenal (n=52)

Stadium 1 | Stadium 2 | Stadium 3 | Stadium 1 | Stadium 2 | Stadium 3
7 9 18 13 15 24
Anzahl der Probanden | ) coiy | (26 50%) | (52.9) | (25%) | (28.8%) | (46.2%)
eGFR bei Aufnahme 29 21 10 28 19 10
(ml/min) auf 1,73m? (16-35) | (19-31) (8-14) (18-48) | (15-19) (7-17)
Kreatinin bei Aufnahme 2,3 3,0 32 2.2 3,2 >8
(mg/dl) (1,6-3,7) | (2,5-3,1) | (4,4-7,2) | (1,4-3,1) | (2,1-4,0) | (3,7-6,9)
Kreatinin bei vorheriger 1,6 L1 L1 L1 L3 L1
Aufname (mg/dl) (1,0-2,3) | (1,0-1,3) | (1,0-2,3) | (0,8-1,5) | (0,9-1,8) | (1,0-1,7)
Kreatinin bei Entlassung 1.8 L1 1.3 1.3 L3 LY
(mg/dl) (1,4-2,1) | (1,0-1,3) | (1,1-1,8) | (1,0-1,8) | (1,1-2,3) | (1,3-3,8)
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3.2 Individuelle Messergebnisse der Calprotectinkonzentration im Urin und
der Calprotectin-/Kreatininratio einer gesunden Kontrollgruppe, der
Patienten mit prirenalem und intrarenalen akuten Nierenversagen bezogen
auf die gesamte Studienpopulation

Die Calprotectinkonzentration konnte beim gesamten Studienkollektiv bestimmt werden. In der
Abbildung 8 sind die einzelnen Ergebnisse der Calprotectinmessungen fiir jede der drei Gruppen
des Patientenkollektivs einzeln grafisch dargestellt. Das Wertespektrum der erhobenen
Calprotectinwerte reicht von 0-20400ng/ml. Um gleichzeitig die jeweilige Urinkonzentration mit
in die Berechnung einzubeziehen, wurde Kreatinin im Urin bestimmt und so eine Calprotectin-
/Kreatininratio (Abbildung 9) gebildet. Diese zusitzliche Auswertung soll einen moglichen
Einfluss der Urinkonzentration auf die Calprotectinwerte untersuchen. Das Wertespektrum dieser
Messungen reicht von 0-112710 (ng/ml)/(g/l). Die Messergebnisse werden als Median mit

Interquartilsabstinden angegeben.
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Abbildung 8: Calprotectinkonzentrationen der gesamten Studienpopulation. Dot-Plot Darstellung mit

logarithmischer Y-Achse; Median dargestellt als horizontale Linien.
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Der Median der Calprotectinkonzentration der gesunden Kontrollgruppe (44,8ng/ml,
Interquartilsabstand 18,7-138,9ng/ml) unterschied sich nicht signifikant im Vergleich zur Gruppe
mit prarenalem akuten Nierenversagen (27,9ng/ml, Interquartilsabstand 12,5-73,2ng/ml, p=0,25).

Im Gegensatz zu den anndhernd gleichen Messresultaten der beiden Gruppen, welche auf der
linken Seite der Abbildung 7 dargestellt sind, ergaben sich fiir den Median der
Calprotectinkonzentration des Patientenkollektivs mit intrarenaler Form des akuten
Nierenversagens um 60,7fach hohere Werte (1692,2ng/ml, Interquartilsabstand 765,4-

4734,6ng/ml) als bei einem prarenalem akuten Nierenversagen.
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Abbildung 9: Ratio der Konzentrationen von Calprotectin und Kreatinin im Urin in der gesamten

Studienpopulation. Dot-Plot Darstellung mit logarithmischer Y-Achse; Median dargestellt als horizontale Linien.

Die Calprotectin-/Kreatinin  Ratio der gesunden Kontrollgruppe (69,5(ng/nl)/(g/1),
Interquartilsabstand 14,2-162,3(ng/nl)/(g/1)) unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zu der
Gruppe mit prarenalem akutem Nierenversagen (52,0 (ng/ml)/(g/l), Interquartilsabstand 23,3-
123,4(ng/nl)/(g/1), p=0,97). Das Calprotectin-/Kreatininverhéltnis bei der intrarenalen Form lag
jedoch um das 71,1fache iiber den Werten der Probanden mit prarenalem Typ (p<0,001).
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Sowohl die Calprotectinkonzentration als auch das Calprotectin-/Kreatininverhdltnis in der
Gruppe mit intrarenalem akuten Nierenversagen waren demnach signifikant hoher als das der

gesunden Kontrollgruppe (jeweils p<0,001).

Die Urinkonzentration scheint nach Abschluss der Untersuchungen kein Einflusskriterium zu sein,
welches die Aussagekraft der jeweiligen Calprotectinmessungen beeinflusst. Dies gilt sowohl fiir
die gesunde Kontrollgruppe, als auch fiir das priarenal erkrankte Patientenkollektiv im Verhéltnis

zur intrinsischen Form des akuten Nierenversagens.

3.3 Individuelle Messergebnisse der Calprotectinkonzentration im Urin und
der Calprotectin-/Kreatininratio der gesunden Kontrollgruppe, des
prirenalen und des intrarenalen akuten Nierenversagens bezogen auf die
gesamte Studienpopulation nach Ausschluss eines HWI

Aufgrund der durch HWI verursachten Leukozyturie, welche als Folgeerscheinung
moglicherweise eine erhohte Calprotectinkonzentration im Urin verursachen kann, wurden alle
nachgewiesenen Félle von Infekten der ableitenden Harnwege in einer zweiten Analyse des
Studienkollektivs ausgeschlossen. In der Untersuchungsgruppe mit prarenalem Typ wurden keine
Fille von Infektionen der ableitenden Harnwege gefunden. Die gesunde Kontrollgruppe wurde im
Vorfeld nicht auf das Vorhandensein eines HWIs getestet. Dementsprechend blieben die Werte
der Calprotectinkonzentration sowie der Calprotectin-/Kreatininratio fiir dieses Kollektiv

unverandert.

Die Daten dieser bereinigten Analyse sind in Abbildung 10 grafisch dargestellt. Sie belegen, dass
durch den Ausschluss der intrinsischen Fille mit einem HWI keine qualitativen Verdnderungen
der Ergebnisse des Gesamtkollektivs festzustellen waren. Die Calprotectinkonzentration im Urin
iiberstieg in der Gruppe mit intrarenaler Form (1007,1ng/ml, Interquartilsabstand 465,0 - 2675,4
ng/ml) die Ergebnisse der Gruppe mit prirenalem akuten Nierenversagen (p<0,001) ebenfalls

signifikant. Gemél der Messergebnisse um das 36,1fache.
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Abbildung 10: Calprotectinkonzentrationen im Urin in der Studienpopulation ohne Harnwegsinfektion. Dot-Plot

Darstellung mit logarithmischer Y-Achse; Median dargestellt als horizontale Linien.
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Abbildung 11: Calprotectin-/Kreatininratio in der Studienpopulation ohne Harnwegsinfektion. Dot-Plot Darstellung

mit logarithmischer Y-Achse; Median dargestellt als horizontale Linien.
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Das Calprotectin-/Kreatininverhiltnis bei der intrarenalen Form (1987 (ng/ml)/(g/L),
Interquartilsabstand 1009 - 4744(ng/ml)/(g/L)) zeigt keinen qualitativen Unterschied zu den
bisherigen Auswertungen, da bei den Probanden mit intrarenalem Typ (p<0,001) die Messwerte

um das 38,2 fache hoher lagen, als bei der prarenalen Gruppe.

3.4 Diagnostische Genauigkeit von Calprotectin im Urin zur Abschétzung eines

intrarenalen akuten Nierenversagens mittels ROC-Analysen

Die diagnostische Genauigkeit zur Identifizierung eines intrarenalen Nierenversagens durch
Calprotectin ~ wurde  mittels ROC-Kurven untersucht. Die  ROC-Analyse der
Calprotectinkonzentration im Urin (Abbildung 12) zeigt einen area-under-the-curve-Wert (AUC)
von 0,97 an. Die Calprotectin/Kreatininratio ergab ebenfall einen AUC-Wert von 0,97 (Abbildung
13).

Nach Ausschluss aller Félle von HWI betrug die AUC der ROC-Kurve 0,95 fiir die
Calprotectinkonzentration (Abbildung 14) im Urin und 0,95 fiir das Calprotectin-/
Kreatininverhiltnis (Abbildung 15).

Proteinurie (Abbildung 17) zeigt eine hohere diagnostische Genauigkeit (AUC 0,82) als die in
Abbildung 16 dargestellte FEna (AUC 0,52). In beiden Fillen lag jedoch eine geringere
diagnostische Genauigkeit als bei Calprotectin im Urin (AUC 0,97) und der Calprotectin-
/Kreatininratio (AUC 0,97) vor (Abbildungen 12 und 13).
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Calprotectin im Urin
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Abbildung 12: ROC Analyse von Calprotectin im Urin zur Diagnostik eines intrarenalen akuten Nierenversagens
(AUC 0,97).

Calprotectin/Kreatinin im Urin
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Abbildung 13: ROC-Analyse der Calprotectin/Kreatininratio im Urin zur Diagnose eines intrarenalen akuten

Nierenversagens (AUC 0,97).
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Sensitivitit
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Abbildung 14: ROC Analyse zur Identifizierung eines intrarenalen Nierenversagens durch Calprotectin im Urin in

der Studienpopulation ohne Harnwegsinfektion (AUC 0,95).
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Abbildung 15: ROC Analyse zur Identifizierung eines intrarenalen Nierenversagens durch die Calprotectin-/

Kreatininratio im Urin in der Studienpopulation ohne Harnwegsinfektion (AUC 0,95).
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Abbildung 16: ROC Analyse zur Identifizierung eines intrarenalen Nierenversagens durch die fraktionelle

Natriumausscheidung FEn, (AUC 0,52).
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Abbildung 17: ROC Analyse zur Identifizierung eines akuten intrarenalen Nierenversagens durch die Proteinurie
(AUC 0,82).
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ROC-Analysen wurden zur Identifizierung eines optimalen Normwerts zur Abgrenzung zwischen
prarenalem und intrarenalen akuten Nierenversagen angewandt. Wie in Tabelle 9 dargestellt,
erreichte Calprotectin im Urin eine Sensitivitdt von 92,3% und eine Spezifitdt von 97,1% fiir einen
Grenzwert von 300ng/ml. Abbildung 17 zeigt ein Flussdiagramm bezogen auf den Grenzwert von
300ng/ml. Eingeschlossen ist die gesamte Studienpopulation. Zu entnehmen ist die Genauigkeit

sowie die Zuordnung der Teilnehmer zu einem prirenalen und intrarenalen akuten

Nierenversagen.
AKN (n=86)
v
Beurteilung von
Calprotectin im Urin
I
v ¥
> 300 ng/ml < 300 ng/ml
(n=49) (n=37)
Nierenbiopsie/ klinische Nierenbiopsie/ klinische
Parameter Parameter
I I
v v v v
Prarenales AKN Intrarenales AKN Prarenales AKN Intrarenales AKN
(n=1) (n=48) (n=33) (n=4)

Abbildung 18: Diagnostische Performance von Calprotectin im Urin mit einem Grenzwert von 300ng/ml fiir die

Einteilung eines prirenalen und intrarenalen akuten Nierenversagens.

Die daraus resultierenden positiven bzw. negativen pridiktiven Werte betrugen 98,0% bzw.
89,2%. Die Calprotectin-/Kreatininratio erreichte vergleichbar hohe Werte mit einem Grenzwert
von 500 (ng/ml)/(g/1). Nach Ausschluss aller Félle mit HWI, zeigten die ROC-Kurven einen AUC
von 0,95 fiir Calprotectin und 0,95 fiir die Calprotectin-/Kreatininratio. Die Spezifitdt betrug
97,1% und die Sensitivitdt zeigte einen leichten Abfall auf 89,7% fiir beide Parameter. Gleichzeitig
sank der positive priadiktive Wert leicht auf 96,3%, wobei der negative pradiktive Wert gleichzeitig
auf 91,7% anstieg.
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Tabelle 9: Darstellung der Calprotectinkonzentration im Urin und der Calprotectin-/Kreatininratio zur Ermittlung

eines intrarenalen akuten Nierenversagens bezogen auf die vorliegende Studie. Die Darstellung zeigt die

Studienpopulation mit und ohne Vorliegen eines HWI.

. . Gesamte Studienpopulation nach
ECEULER LTI L1 U0 Ausschluss eines Harnwegsinfektes
Calprotectin Gl Calprotectin Gt
i) (ng/ml) / i) (ng/ml) /
& Kreatinin (g/1) Kreatinin (g/1)

(Grenze 300) (Grenze 500) (Grenze 300) (Grenze 500)
Sensitivitit 92,3% 92,3% 89,7% 89,7%
Spezifitat 97,1% 97,1% 97,1% 97,1%
Positiver
pradiktiver 98,0% 98,0% 96,3% 96,3%
Wert
Negativer
pradiktiver 89,2% 89,2% 91,7% 91,7%
Wert

3.5 Immunhistochemie

Die immunhistologische Untersuchung der Nierenbiopsien mittels S100A8/A9-Antikorper zeigte
positive Farbungen bei der intrarenalen Form des akuten Nierenversagens an. Exemplarisch ist in
Abbildung 17C/D eine Lupusnephritis dargestellt. Im Falle eines prérenalen akuten
Nierenversagens zeigten sich jedoch negative Ergebnisse. Die Pyelonephritis diente als
Positivkontrolle und zeigte erwartungsgeméilf stark positive Signale flir Calprotectin. Abbildung
17 zeigt reprasentative Immunhistochemien eines intrarenalen Nierenversagens (Lupusnephritis,
Abbildung 17C/D), eines priarenalen Nierenversagens (Abbildung 17E/F) sowie einer
Pyelonephritis (Positivkontrolle, Abbildung 17A/B). Im Folgenden werden die Befunde in PAS-
Féarbung und nach Inkubation mit einem Antikorper gegen das SI00A8/S100A9 Heterodimer

beschrieben.
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Abbildung 19: Histologien der Nierenbiopsien in PAS-Farbung (100fache VergroBerung) und nach Inkubation mit
einem Antikorper gegen S100A8/A9 (200fache VergroBerung, braun) bei einer Pyelonephritis (A/B,
Calprotectinkonzentration im Urin 8231,7ng/ml), bei einer Lupusnephritis (C/D, Calprotectinkonzentration im Urin

1422,2ng/ml) und einem Patienten, der die klinischen Kriterien eines prirenalen akuten Nierenversagens erfiillt (E/F,

Calprotectinkonzentration im Urin 2,7ng/ml). Die Beschreibung der Befunde ist im Text unter Kapitel 3.3 aufgefiihrt

(eigene Darstellung).




In der PAS-Féarbung zeigten sich bei der Pyelonephritis eine tubulointerstitielle Nephritis mit
polymorphkernigen Leukozyten (schwarzer Pfeil) und ein akuter Tubuluschaden mit einer dichten
entzlindlichen Infiltration (weiller Pfeil). Dies wird in Abbildung 19A dargestellt. Wie Abbildung
19B zeigt, kam es zu einer stark positiven Anfarbung von Calprotectin bei Vorhandensein von

Neutrophilen in tubuldren Mikroabszessen (schwarzer Pfeil).

Abbildung 19C présentiert die PAS-Féarbung einer Lupusnephritis und zeigt zwei Glomeruli mit
milder mesangialer Hyperzellularitdt. AuBerdem ist eine kleine segmentale Lésion mit
endokapilldrer Proliferation zu erkennen (schwarzer Pfeil). Der Tubulusschaden ist gering mit
einer milden tubuldren Atrophie. Die Calprotectinanfairbung bewirkte sowohl intraglomerulér
(schwarzer Pfeil) als auch in geringem Ausmal} im Interstitium positive Signale (weiler Pfeil),

wie in Abbildung 19D zu erkennen ist.

Die PAS-Férbung in der Nierenbiopsie erfiillt die klinischen Kriterien einer priarenalen Form und
zeigt Glomeruli ohne histologische Auffalligkeiten. Das glomeruldre Biischel zeigt normale
Zellen, die glomeruldren Kapillaren stellen sich unauffillig dar. Man sieht diskrete tubulére
Verdickungen mit milder Erweiterung des tubuldren Lumens (schwarzer Pfeil). Wie in Abbildung

19E und F zu sehen ist, war die Calprotectinanfarbung negativ.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wie die vorliegenden Daten gezeigt haben, handelt es sich bei Calprotectin um einen
vielversprechenden Marker in der Differentialdiagnose des akuten Nierenversagens. Mit Hilfe der
Calprotectinkonzentration im Urin ist eine Differenzierung zwischen einem prarenalen und einem
intrarenalen Typ moglich. Zwar erwies sich die Proteinurie zur Vorhersage der Erkrankung als
zuverldssiger im Vergleich zur Natriumexkretion FEna im Urin, jedoch schwicher als die
Calprotectinkonzentration im Urin. Wéhrend die Calprotectinkonzentration im Urin von Patienten
mit prarenaler Form der von gesunden Vergleichspersonen entspricht, sind die Werte bei einer

intrarenalen Genese des akuten Nierenversagens um ein Vielfaches erhoht.

4.2 Einordnung in bestehende Diagnostik

Zur Einordnung der Ergebnisse hilft ein Blick in die Gastroenterologie. Hier ist die Bestimmung
von Calprotectin im Stuhl ein etabliertes Verfahren in der Diagnostik zur Differenzierung eines
Colon irritabile von einer entziindlichen Darmerkrankung. Das Colon irritabile geht nicht mit einer
Infiltration der Darmwand durch neutrophile Granulozyten einher. Daher finden sich in diesen
Féllen normwertige bis lediglich leicht erhohte Calprotectinkonzentrationen im Stuhl. Bei
entziindlichen Darmerkrankungen hingegen liegt eine solche Infiltration vor und es findet sich
eine erhohte Anzahl von Leukozyten und damit auch von Calprotectin im Urin. Die
Arbeitshypothese der aktuellen Studie beruhte auf der Annahme, dass sich dieses Prinzip bei der

Untersuchung von Calprotectin im Urin auf die Niere libertragen lief3e.

Die Ergebnisse zeigen, dass es sich beim priarenalen Typ &dhnlich verhdlt wie beim
Reizdarmsyndrom. Bei beiden Erkrankungen liegt jeweils ein funktionales Defizit der jeweils
betroffenen Strukturen bei gleichzeitig intaktem Epithel vor. Dies fiihrt zu niedrigen
Calprotectinkonzentrationen sowohl im Stuhl als auch im Urin. Calprotectin bietet

unterschiedliche Eigenschaften, die es zu einem geeigneten klinischen Marker machen.
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Es zeigt die lokale Entziindungsreaktion zu einem Zeitpunkt an, an dem andere klinische
Entziindungsmarker noch keinen Anstieg verzeichnen (z. B. CRP). Die Bestimmung im Urin hat
gegentiber Blut den Vorteil, dass nicht das systemische Ausmal einer bestehenden Entziindung,
sondern isoliert das Inflammationsniveau des Zielorgans, der Niere, betrachtet werden kann. Urin
lasst sich unkompliziert gewinnen und es bedarf keines invasiven Eingriffs, der mit weiteren
Komplikationen einhergehen kann, wie bei einer Nierenbiopsie. Calprotectin besitzt eine hohe
Stabilitdt und ist bis zu liber einer Woche bei Raumtemperatur nachweisbar. Die Bestimmung
erfolgt unkompliziert und kostengiinstig mittels ELISA-Verfahren. Die vorliegenden Daten
zeigen eine gute diagnostische Performance. Die Spezifitit zur Diagnose eines intrarenalen

Nierenversagens liegt bei 97,1% bei einer Sensitivitit von 92,3%.

Die genannten Aspekte legen nahe, dass Calprotectin ein vielversprechendes Molekiil in der
klinischen Diagnostik darstellt: es ist stabil, zuverldssig, sensitiv, spezifisch und unkompliziert zu

bestimmen.

4.3 Erklirungsmoglichkeiten

Die Zuverldssigkeit der Calprotectinkonzentration im Urin zur Diagnostik der intrarenalen Form
war in der vorliegenden Untersuchung erheblich hoher als bei den bis heute etablierten
vergleichbaren diagnostischen Markern FEn. oder der Proteinurie. Die niedrige Aussagekraft von
FEna konnte durch den hohen Anteil an Patienten mit Diuretikaeinnahme zu erkléren sein (43,7%),
da diese selbst beim Vorliegen eines priarenalen akuten Nierenversagens zu einer hohen Diurese
fiihrt. Pépin et al. haben sich in der Vergangenheit mit FEna unter Diuretikaeinnahme beschéftigt
und festgestellt, dass FEna bei Patienten ohne Einnahme entwissernder Medikamente iiber eine
Sensitivitdt von 78% verfiigt, unter Diuretikacinnahme jedoch nur 58%. Der hohe Prozentsatz an
Probanden, die in dieser Studie Diuretika einnahmen, spiegelt jedoch realistisch die Situation im
heutigen Klinikalltag wider. Die Inzidenz des intrarenalen Typs ist gerade bei Patienten im
fortgeschrittenen Alter bei gleichzeitigem Vorliegen einer koronaren Herzerkrankung sehr hoch
[47]. Trotz der genannten FEinschrinkungen stellt FEna. bis heute den Goldstandard der

laborchemischen Diagnostik bei der Differenzierung des akuten Nierenversagens dar.
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Als zuverldssigerer Marker als FEna zeigte sich in dieser Studie die Proteinurie, da diese vollig
unabhingig von der Einnahme von Diuretika ist. Da Calprotectin in der vorliegenden
Untersuchung mit einer Sensitivitdt von 92,3% und einer Spezifitdt von 97,1% eine sehr gute
Zuverléssigkeit beweist, lasst es die pradiktive Aussagekraft von FEna. in den Hintergrund treten,

selbst bei Patienten, die keine Diuretika einnehmen.

Ein weiterer Aspekt, der diskutiert wurde, war die Rolle der Urinkonzentration als einen
potentiellen Storfaktor. Daher wurde im Vorfeld von jedem Probanden die Kreatininkonzentration
im Urin bestimmt und auf diesem Wege die Calprotectin-/Kreatininratio erstellt.
Interessanterweise barg die Genauigkeit dieser Ratio keine Vorteile im Vergleich zur alleinigen
Calprotectinkonzentration im Urin. Das Ausmall der Urinkonzentration beeinflusste in keiner
Weise die Genauigkeit der Calprotectinkonzentration im Urin. Die durchgefiihrten ROC-Analysen
zeigten einen Optimalwert der Calprotectinkonzentration von 300ng/ml zur Differenzierung
zwischen prarenaler und intrarenaler Form. Dies ist vermutlich durch die sehr hohen Unterschiede
(iiber 60fach) zwischen intrarenalem und priarenalem Nierenversagen zu erkldren. Bei derart

groflen Unterschieden spielen Variationen der Urinkonzentration eine untergeordnete Rolle.

In der Gruppe mit priarenalem Typ wies lediglich einer der 34 Probanden eine hoéhere
Calprotectinkonzentration auf. In der Gruppe des intrarenalen akuten Nierenversagens wurde bei
4 von 52 Patienten eine Calprotectinkonzentration unter 300ng/ml gemessen. Interessanterweise
wurden zwei dieser Probanden aufgrund von grenzwertigen histologischen Befunden in die

Gruppe des intrarenalen Typs klassifiziert.

Es gibt jedoch zwei Einschrankungen, die im Folgenden zu diskutieren sind: das Vorliegen eines
HWI und die Menstruationsblutung. Wie bereits erldutert, wird Calprotectin im Zuge einer
Entziindungsreaktion von neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet. Das Vorhandensein eines
HWI geht einher mit einer Leukozyturie. So erscheint es nur logisch, dass die Calprotectin-
konzentration im Urin erhoht ist. Liegt ein HWI, sowohl mit gleichzeitiger Dehydratation als auch
ohne, als Ursache fiir eine Nierenfunktionsverschlechterung vor, so wurden diese Fille als
prarenale Form gewertet. Aus diesem Grunde wurde entschlossen eine erneute Auswertung nach

Ausschluss aller Falle von HWI vorzunehmen.
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Dabei zeigte die ROC-Kurve als Darstellung der diagnostischen Zuverldssigkeit der
Calprotectinkonzentration im Urin nur einen minimalen Abfall (AUC von 0,97 auf 0,95). Der
positive pradiktive Wert sank geringfiigig von 98% auf 96,3%, wihrend der negative pradiktive
Wert sogar von 89,2% auf 91,7% stieg. Es zeigt sich also, dass das Vorhandensein von Infekten

der ableitenden Harnwege nur einen geringen Einfluss auf die vorliegende Untersuchung hat.

In der gesunden Kontrollgruppe zeigten sich drei Probanden, bei denen ohne Vorbestehen einer
Nierenerkrankung die Calprotectinkonzentration tiber 300ng/ml lag. Bei einem dieser Probanden
lag sogar eine Konzentration von 1413ng/ml vor. All diese Personen waren Frauen, wohingegen
alle ménnlichen Teilnehmer eine Calprotectinkonzentration unter 150ng/ml aufzeigten. Ein
Erklarungsansatz konnte die bei Frauen héufig bestehende asymptomatische Bakteriurie sein, die
Einfluss auf die Calprotectinkonzentration haben kénnte. Eine weitere Uberlegung stellt die
potentielle Kontamination des Urins durch eine (peri-)menopausale Blutung dar. Sollte also eine
Calprotectinkonzentration bei Frauen ohne Vorliegen einer Nierenerkrankung bestehen, so ist ein

HWI oder eine Menstruationsblutung oder beides zunéchst auszuschliefen.

Fiir das Auftreten eines akuten Nierenversagens gibt es nicht nur einen Grund. Die Ursachen der
intrarenalen Form sind vielfaltig und beinhalten Glomerulonephritiden, Vaskulitiden, interstitielle
Nephritiden und die akute tubuldre Nekrose. In vorliegender Studienpopulation waren alle der
genannten Entitdten vertreten. Die Frage, ob ein einzelner Marker wie Calprotectin in addquater
Weise das gesamte Spektrum dieser verschiedenen Erkrankungen widerspiegeln kann, ist
demnach berechtigt. Calprotectin gehort zu der Gruppe der DAMPs und wird vorwiegend von
neutrophilen Granulozyten sezerniert. Befindet sich im Ko&rper eine Entziindung, so agiert
Calprotectin mit TLR4 als deren Ligand und setzt so eine Immunkaskade in Gang (siche

Abbildung 7). Calprotectin gehdrt zur angeborenen Immunabwehr.

Im Gegensatz zum adaptiven wird das angeborene Immunsystem sowohl von eindringenden
Organismen als auch durch Gewebsverletzungen auf eine nicht spezifische Weise stimuliert.
Genau diese Eigenschaft macht Calprotectin so interessant fiir die Diagnostik des
Nierenversagens. TLR4 ist an der Pathogenese aller entziindlichen Nierenerkrankungen beteiligt,
Glomerulonephritis, Vaskulitis und interstitieller Nephritis. Beim intrarenalen Typ verursacht der
tubulédre Schaden eine sekunddre Aktivierung des angeborenen Immunsystems. TLR4 wird sowohl
im proximalen als auch im distalen Tubulus exprimiert, ebenso im diinnen Anteil der Henleschen

Schleife und dem Sammelbecken.
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Bei ischdmischer Reperfusion wird die Expression in diesen Arealen verstirkt [42]. Die
immunhistologischen Ergebnisse mit dem S100A8/A9-Heterokomplex-Antikdrper zeigten einen

detaillierten Einblick in die lokale Ausschiittung von Calprotectin in der Niere.

Die Schlussfolgerung, dass die Calprotectinanfairbung starke Signale vor allem bei der
Pyelonephritis zeigte, erscheint naheliegend und logisch (Abbildung 19B). Interessanterweise war
Calprotectin bei der Lupusnephritis sowohl im Interstitium als auch im Glomerulum nachweisbar
(Abbildung 19D). Es stellte sich auBerdem eine segmentale Lidsion mit endokapilldrer
Leukozytenproliferation dar, welche die intraglomeruldre Calprotectinanreicherung erklért. Bei
Patienten, die ein prarenales akutes Nierenversagen aufwiesen, war keine Calprotectinanfarbung
nachweisbar (Abbildung 19F). Die Intensitit des Calprotectinsignals und der Immunhistologie
korrelierten ausgesprochen genau mit der Calprotectinkonzentration im Urin bei Werten iiber

800ng/ml (Pyelonephritis) und 1400ng/ml (Lupusnephritis) bzw. 300ng/ml (prarenale Form).
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4.4 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie umfasste einen Zeitraum von Mai 2009 bis September 2010 mit insgesamt
101 Probanden. Um weitere und genauere Aussagen iiber Calprotectin im Urin als diagnostischen
Marker zur Differenzierung eines akuten Nierenversagens treffen zu konnen, wire es sinnvoll
diesen Studientyp iiber einen ldngeren Zeitraum zu wiederholen. In dieser Studie war somit die
Endzahl der Probanden begrenzt. Es lassen sich keine Aussagen iiber den Zeitverlauf der
Ausschiittung von Calprotectin treffen. Die Frage, wie schnell Calprotectin ansteigt, bzw. wie

schnell es wieder absinkt, bleibt aktuell unbeantwortet.

In Zukunft miisste weiterhin ein Augenmerk auf die Leukozyturie bei HWIs im Urin gelegt
werden. Es ist bekannt, dass Harnwegsinfekte mit einer Leukozyturie einhergehen. Da
Calprotectin von vorwiegend neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet wird, ist es in erhohter
Konzentration im Urin messbar. Welchen Einfluss also hat diese Leukozyturie auf die gemessene

Calprotectinkonzentration?

Um Calprotectin als diagnostischen Marker zu verstehen, wire es sinnvoll den Mechanismus
dieses Proteins besser zu kennen. Aktuell gibt es hierzu lediglich deskriptive Daten, warum

Calprotectin beim intrarenalen Typ erhohte Werte aufweist.

In dieser Studie wurde nicht beantwortet, ob Calprotectin bei Erkrankungen des Urothels
Konzentrationsanstiege zeigt. Korreliert Calprotectin mit dem durch ein intrarenales akutes
Nierenversagen hervorgerufenen Gewebeschaden? Stellt es einen Marker fiir die Aktivitdt, das

heift fiir die Schwere der Erkrankung dar?

Diese Thesen bieten weiterhin ein breites Spektrum zur Forschung und bleiben in dieser Studie

unbeantwortet, liefern jedoch eine Grundlage fiir weitere, ausfiihrliche Forschungsbestrebungen.
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4.5 Calprotectin als diagnostischer Marker im klinischen Alltag

Die vorliegenden Ergebnisse belegen eine hohe Sensitivitit bzw. Spezifitdt von Calprotectin in

der Differenzierung der verschiedenen Formen des Nierenversagens. Abbildung 20 beschreibt

einen Vorschlag des differentialdiagnostischen Vorgehens unter Beriicksichtigung von

Calprotectin im klinischen Alltag.

Akutes Nierenversagen (ANV)

!

Sonographie:
Verlegung der ableitenden
Harnwege

—>

Postrenales ANV

l.

Calprotectinkonzentration
im Urin

Prarenales ANV

—>|

Volumensubstitution

|+

Ausschluss eines
Harnwegsinfektes /
Menstruation

h 4

Intrarenales ANV

v

Nierenbiopsie
+ entsprechende Therapie

Abbildung 20: Vorschlag fiir einen Algorithmus zur Differentialdiagnose des akuten Nierenversagens unter

Anwendung von Calprotectin im klinischen Alltag (eigene Darstellung).
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4.6 Moglicher zukiinftiger Einsatz in der Klinik (Schnelltest)

In der Gastroenterologie ist Calprotectin bereits als quantitativer Schnelltest zur Bestimmung im
Stuhl etabliert. Mit dieser Methode gelingt es, entziindliche Darmerkrankungen von dem
nichtentziindlichen Reizdarmsyndrom zu unterscheiden. Innerhalb von Minuten kann so ein
aussagekraftiges Ergebnis geliefert werden. Technisch und praktisch wire es durchaus denkbar
solch einen Schnelltest auch auf dem Gebiet der Nephrologie zu entwickeln. Dieser miisste zum
Einsatz im Urin lediglich pH-adjustiert und beziiglich des Grenzwertes adaptiert werden. Da der
Test in Form eines U-Stix vorliegen konnte, hieBe das fiir Patienten mit einem akuten
Nierenversagen, dass schnell, einfach und nichtinvasiv die Diagnose eines intrarenalen akuten
Nierenversagens gestellt werden konnte. Diese Patienten ziehen einen grofen Nutzen aus der
folgenden Nierenbiopsie, da sofort mit der speziellen Therapie begonnen werden konnte und es
keinen unnétigen Zeitverlust gibe. Patienten hingegen, bei denen eine intrarenale Genese durch
einen solchen Test ausgeschlossen werden kann, profitieren durch Wegfall einer Nierenbiopsie
mit allen moglichen Komplikationen, die diese birgt. Eine Leukozyturie sollte stets als mdgliche

Ursache falsch-positiver Befunde ausgeschlossen werden.

4.7 Schlussfolgerungen

Calprotectin als diagnostischer Marker im Urin hat in der vorliegenden Studie eine hohe
Sensitivitidt mit einer zusitzlich hohen Spezifitit gezeigt (92,3% und 97,1%) und konnte damit
potentielle Einsatzmdglichkeiten in der klinischen Differenzierung von pri- und intrarenalem
akuten Nierenversagen finden. Die Calprotectinkonzentration bei Patienten mit prarenalem akuten
Nierenversagen lag dhnlich hoch wie die gesunder Probanden. Bei Vorliegen eines intrarenalen
Nierenversagens war die Konzentration hingegen auf das >60 fache erhoht. Aus diesen
Ergebnissen ldsst sich folgender klinisch-diagnostischer Algorithmus fiir die Differentialdiagnose
des akuten Nierenversagens ableiten: Der erste Schritt ist die Sonographie der ableitenden
Harnwege sowie der Niere selbst. Sie dient dem Ausschluss eines Abflusshindernisses. Im

néchsten Schritt kann die Calprotectinkonzentration im Urin des Patienten bestimmt werden.

51



Liegt diese im Normbereich, also bei < 300ng/ml, so ist davon auszugehen, dass es sich um eine
prarenale Genese handelt und es sollte mit der Volumensubstitution begonnen werden. Ist
Calprotectin im Urin >300 ng/ml erhoht, so sollte zundchst der Ausschluss eines HWI erfolgen.

Bei Frauen sollte eine Zyklusanamnese erfragt werden.

Wurden diese beiden Faktoren ausgeschlossen, so zeigt Calprotectin im Urin mit hoher
Wabhrscheinlichkeit ein intrarenales akutes Nierenversagen an. Es sollten ggf. eine Biopsie sowie
der schnellstmogliche Beginn der entsprechenden kausalen Therapie erfolgen. Durch dieses
schnelle, einfache und 6konomische diagnostische Konzept konnte Zeit gewonnen werden, die fiir
die effektive Therapie eines intrarenalen akuten Nierenversagens von grofler Bedeutung ist.
Ebenso konnen unnétige und invasive Biopsien bei Patienten mit prirenaler Form vermieden

werden.

S. Zusammenfassung

Bis heute gibt es keinen aussagekriftigen Laborparameter, der die Differenzierung eines pra- und
intrarenalen akuten Nierenversagens zuldsst. Calprotectin ist ein Heterodimer aus zwei Proteinen
der S100 Familie (S100A8/S100A9). Es wird vornehmlich von neutrophilen Granulozyten und

Monozyten produziert und ist ein Mediatorprotein des angeborenen Immunsystems.

In der vorliegenden Studie wurde bei 101 Probanden die Calprotectinkonzentration im Urin
bestimmt. 86 Probanden hatten ein akutes Nierenversagen (34 prirenal, 52 intrarenal), 15
Probanden waren gesunde Kontrollen. Die Bestimmung von Calprotectin erfolgte mittels Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA). Einschlusskriterien waren das Vorliegen eines akuten
Nierenversagens Stadium 1-3 nach AKIN-Kriterien. Eine postrenale Genese und ein Zustand nach

Nierentransplantation wurden als Ausschlusskriterien definiert.

Bei einem intrarenalen Nierenversagen lag die Konzentration von Calprotectin im Urin im Median
60,7fach hoher als bei einem priarenalen Nierenversagen (1692 ng/ml, Interquartilsabstand 765-
4735 vs. 28 ng/ml, Interquartilsabstand 13-73, p<0.001). Die Konzentration bei prirenalem
Nierenversagen unterschied sich nicht signifikant von gesunden Kontrollen (45 ng/ml,

Interquartilsabstand 19-139, p=0.25).
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Die Untersuchung der diagnostischen Performance mittels ROC-Kurven zeigte eine hohe
Genauigkeit von Calprotectin  (AUC, 0.97) in der Identifizierung eines intrarenalen akuten
Nierenversagens. Die AUC der fraktionellen Natriumexkretion als traditionellem
Labordiagnostikum fiir diese Fragestellung lag bei 0,52. Fiir einen Calprotectingrenzwert von 300
ng/ml lag die Sensitivitit bei 92,3%, die Spezifitit bei 97,1%, der positiv pradiktive Wert bei 98%
und der negativ priadiktive Wert bei 89,2%.

Die Bestimmung des urindren Calprotectin/Kreatinin-Quotienten fiihrte zu keiner Steigerung der
Sensitivitdit und Spezifitit. Die ELISA-Ergebnisse wurden mittels Immunhistochemie in
Nierenbiopsien bestétigt. Farbungen mit einem Antikorper gegen das S100A8/S100A9
Heterodimer waren positiv bei einem intrarenalen akuten Nierenversagen und negativ bei einem
prirenalen. Da Leukozyturien mit erhdhten Calprotectinkonzentrationen im Urin einhergehen,
wurden alle statistischen Analysen nach Ausschluss aller Patienten mit Harnwegsinfekt

wiederholt. Es zeigte sich keine signifikante Verdnderung der diagnostischen Performance.

Calprotectin ist somit ein vielversprechender diagnostischer Marker zur Differenzierung eines pra-
und intrarenalen Nierenversagens. Wihrend das préarenale Nierenversagen zu keinem Anstieg des
urindren Calprotectins gegeniiber Gesunden fiihrt, geht das intrarenale Nierenversagen mit einer

Steigerung der Konzentration um ein Vielfaches einher.
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