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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund Chronischer Funktionsverlust mit vorzeitigem Nierentransplantatversagen stellt
die grofite Herausforderung in der nephrologischen Transplantationsmedizin dar. Einige
Transplantatempfanger konnen subklinische Episoden akuter Nierenschadigung aufweisen,
die sie fiir einen Nierentransplantatfunktionsverlust und schliefllich Transplantatversagen
pradisponieren. Derzeit gibt es keine etablierte Methode, um subklinische Nierenschadigungen
bei Transplantierten zu detektieren. Neutrophile Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL) und
Calprotectin wurden als Biomarker fiir akute Tubulusschddigung in mehreren klinischen
Situationen evaluiert. Wir untersuchen NGAL und Calprotectin im Urin und Blut von stabilen
Nierentransplantierten, um ihren prognostischen Wert zu ermitteln und die Vorhersage von

Transplantatverlust und Tod zu verbessern.

Methodik Wir fiihrten eine monozentrische, prospektive Beobachtungsstudie durch, in der 709
stabile Nierentransplantierte aus unserer Transplantationsambulanz mindestens zwei Monate
nach Nierentransplantation von April bis September 2013 eingeschlossen wurden. Sie wurden
im Median 58 Monate [IQA 57 — 59] in Bezug auf die Endpunkte Tod und Transplantatverlust
nachverfolgt. Klinische Daten, Laborparameter, Plasma- und Urin-NGAL sowie -Calprotectin
wurden zum Zeitpunkt des Einschlusses bestimmt. Die Fahigkeit von NGAL und Calprotectin
zur Vorhersage von Transplantatverlusten wurde untersucht und in Bezug gesetzt zu

konventionellen Pradiktoren.

Ergebnisse Wiahrend des Follow-Ups entwickelten 118 (16,6 %) Patienten den kombinierten
Endpunkt aus Tod und Transplantatverlust, wovon 84 (11,8 %) Patienten verstarben und 49
(6,9 %) einen Tod-zensurierten Transplantatverlust erlitten. Das mediane Plasma-NGAL
(pPNGAL) innerhalb der gesamten Kohorte betrug 189 ng/ml [IQA 130 - 257]; bei Patienten, die
spater Tod-zensurierten Transplantatverlust erfuhren, 304 ng/ml [IQA 234,5 - 358] (p < 0,001).
Time-dependent Receiver Operating Characteristics ergaben flir Transplantatverlust nach drei, vier
und fiinf Jahren Area Under the Curve-Werte fiir pNGAL von 0,795 - 0,811 und fiir
Serumkreatinin (sKrea) von 0,85 - 0,892. Der abgeleitete Cut-Off-Wert fiir pPNGAL von 230 g/ml
besitzt fiir Transplantatverlust nach fiinf Jahren eine Sensitivitat von 82,33 % und Spezifitat
70,86 %; der Cut-Off-Wert fiir sKrea von 1,75 mg/dl eine Sensitivitit von 79,9 % und Spezifitat
71,35 %. Univariate und multivariate Cox-Regressionsanalysen sowie Competing Risk-Analysen
zeigten, dass pPNGAL einen unabhangigen Pradiktor fiir den kombinierten Endpunkt, Tod und
Transplantatverlust darstellt, er allerdings nur in der Vorhersage von Tod gegeniiber sKrea
tiberlegen ist. Fiir die Pradiktion von Transplantatverlust innerhalb von fiinf Jahren konnte ein

Zusatznutzen fiir pPNGAL in Kombination mit erhohten sKrea-Werten >1,75mg/dl gezeigt
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werden: Nierentransplantierte mit einem zusatzlich erhdhten pNGAL > 230ng/ml haben ein
signifikant hoheres kumulatives Risiko von 21,9 % (95% KI, 1,161 - 1,294) im Vergleich zu
Patienten mit isolierter sKrea-Erhchung (kumulative Hazard Rate 2,52%; 95% KI, 1,006 - 1,097;
p <0,001).

Schlussfolgerung Zusammenfassend bietet unsere Studie Hinweise darauf, dass eine
Bestimmung von pNGAL zum Zeitpunkt der stabilen Transplantatfunktion dazu beitragen

kann, schlechte langfristige Ergebnisse nach Nierentransplantation vorherzusagen.

Seite |V



ABSTRACT

Chronic loss of function with premature kidney transplant failure represents the greatest
challenge in kidney transplantation. Some kidney transplant recipients (KTR) may have
subclinical episodes of acute kidney injury predisposing them to functional decline and graft
loss. Currently, there is no established method for detecting subclinical kidney injury in KTR.
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) and calprotectin have been evaluated as
biomarkers of acute renal tubular damage. Here, we analysed NGAL and calprotectin levels in

stable KTR to evaluate their utility in predicting graft loss and death.

We conducted a monocentric, prospective observational study enrolling 709 stable KTR from
our transplant outpatient clinic at least two months after renal transplantation from April to
September 2013. They were followed up in median 58 months [IQR 57 — 59]. Baseline
characteristics, standard laboratory values, plasma und urine NGAL as well as plasma and

urine calprotectin levels were determined at the time of inclusion.

During follow-up, 49 patients experienced death-censored loss of transplant and 84 patients
suffered all-cause death amounting to 118 cases displaying a composite outcome of death or
loss of transplant. The median plasma NGAL (pNGAL) within the entire cohort was 189 ng/ml
[IQR 130 - 257]. Patients who later experienced death-censored graft loss had a pNGAL of
304 ng/ml [IQR 234.5 - 358] (p < 0.001). Time-dependent Receiver Operating Characteristics
analyses for graft loss after three, four and five years yielded Area Under the Curve values of
0.795 - 0.811 for pNGAL and of 0.85 - 0.892 for serum creatinine (sCrea). pPNGAL at a cut-off of
230 ng/ml displayed a sensitivity of 82.33 % and a specificity of 70.86 % for graft loss after five
years, while sCrea at a cut-off of 1.75 mg/dl displayed a sensitivity of 79.9 % and a specificity
of 71.35 %. Univariate and multivariate Cox regression analyses as well as competing risk
analyses showed that pNGAL is an independent predictor of the combined endpoint, death
and graft loss, and superior to sCrea in predicting death. To predict graft loss within five years,
an additional benefit for pPNGAL in combination with elevated sCrea values > 1.75mg/dl could
be demonstrated: KTR with an additionally elevated pNGAL > 230ng/ml had a significantly
higher cumulative risk of 21.9 % (95 % CI, 1.161 — 1.294) compared to patients with an isolated
sCrea elevation (cumulative hazard rate 2.52 %; 95 % CI, 1.006 — 1.097; p < 0.001).

In sum, our study suggests that an evaluation of pNGAL at the time of stable graft function

may help to predict poor long-term outcomes in KTR.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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1 EINLEITUNG

1.1 DIE AKUTE NIERENSCHADIGUNG

Die akute Nierenschadigung (Acute Kidney Injury = AKI) ist ein hdufiges Problem bei
hospitalisierten Patienten: Geschdtzt 5 — 10 % von allen und bis zu 40 % der schwerkranken
Patienten erleben eine Episode akuter Nierenschddigung wahrend ihres Krankheitsverlaufes
(Haase-Fielitz et al. 2014). Sie ist definiert als die abrupte (z.B. innerhalb von 48 h) und
anhaltende Abnahme der Nierenfunktion, wodurch es zur Anreicherung von harnpflichtigen
Substanzen, Storungen im Wasser- und Elektrolythaushalt sowie Sdaure- und Base-Haushalt
kommt. In der aktuellen klinischen Praxis basiert die Diagnose und Klassifizierung von AKI-
Stadien auf dem Serumkreatinin, der davon abgeleiteten und errechneten glomeruldren

Filtrationsrate (eGFR) sowie der Urinausscheidung (Cappuccilli et al. 2018).

Dabei gab es lange Zeit keine einheitliche Definition, ab welchem Ausmaf} des Anstieges bzw.
Verlustes der o.g. Parameter ein akutes Nierenversagen (ANV) zu diagnostizieren war. Daher
wurde 2004 durch die Acute Dialysis Quality Initiative die sogenannte RIFLE-Klassifikation
festgelegt, die basierend auf dem Serumkreatininanstieg und dem Diureseriickgang die
Schweregrade Risk, Injury, Failure, Loss of kidney function and End-stage kidney disease eingeteilt
hat. So definiert Risk z.B. den 1,5-fachen Anstieg des Serumkreatinins oder Abfall der eGFR
>25 % oder Urinausscheidung < 0,5 ml/kg/h fiir die Dauer von 6 h. Dies muss innerhalb von
ein bis sieben Tagen aufgetreten sein und fiir mind. 24 h bestehen bleiben (Bellomo et al. 2004).
Spater wurde mit dem Ziel der verbesserten Sensitivitat durch das Acute Kidney Injury Network
(AKIN) die RIFLE-Klassifikation modifiziert (Mehta et al. 2007). Dabei entsprechen die AKIN-
Stadien 1, 2 und 3 im Wesentlichen den RIFLE-Stadien Risk, Injury und Failure, allerdings ist
das Zeitfenster fiir die Diagnosestellung auf 48 h verkiirzt und bereits das AKIN-Stadium 1 bei
einem Kreatininanstieg von nur 0,3 mg/dl erfiillt. Da sich im weiteren Verlauf eine gewisse
Diskrepanz der beiden Klassifikationen abzeichnete, wurden 2012 die aktuell giiltigen
internationalen Leitlinien durch die Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) —
Gruppe veroffentlicht (Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Acute Kidney
Injury Work Group 2012). Hierbei wurden beide Systeme kombiniert (siehe Tabelle 1) (Lopes
& Jorge 2013):
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Tabelle 1: Schweregradeinteilung des akuten Nierenversagens nach KDIGO: (Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Acute Kidney Injury Work Group 2012).

Stadium | Serumkreatinin Urinausscheidung

1 Anstieg um 0,3 mg/dI (innerhalb von 48 h) oder < 0,5 ml/kgKG/h fur 6 - 12 h
1,5- bis 1,9-facher Anstieg (innerhalb von 7 Tagen)

2 2- bis 2,9-facher Anstieg < 0,5 ml/kgKG/h fir 212 h

3 = 3-facher Anstieg oder < 0,3 ml/kgKG/h fiir =2 24 h
Anstieg auf 2 4 mg/dl oder oder Anurie fr 212 h
Beginn einer Nierenersatztherapie oder
Patienten < 18 Jahre:
Abfall der eGFR auf < 35 ml/min/1,73 m2

Die Pathophysiologie der akuten Nierenschadigung ist sehr heterogen. Es lassen sich drei
atiologische Gruppen abgrenzen: das prarenale, intrarenale oder intrinsische und postrenale

Nierenversagen (Kuhlmann et al. 2015; Singer 2013).

Beim prarenalen Nierenversagen kommt es zu einer unzureichenden renalen Perfusion, ohne
dass dies zu einer strukturellen Schadigung der Niere fithrt. Durch Verbesserung des absoluten
oder relativen Volumenmangels kann die Nierenfunktion schnell wiederhergestellt werden. In
der 1996 veroffentlichten epidemiologischen Madrid-Studie war eine prarenale Ursache bei

21 % der Patienten fiir akutes Nierenversagen verantwortlich (Liafio & Pascual 1996).

Beim intrarenalen oder intrinsischen Nierenversagen kommt es zu einer direkten Schadigung
der Nierengefifle, -glomeruli, -tubuli oder dem -interstitium, welche oftmals iiber mehrere
Wochen andauert und einer passageren Nierenersatztherapie bediirfen kann. Die Ursachen
konnen vielfaltig und multifaktoriell sein. In der 0.g. Madrid-Studie war akute Tubulusnekrose
durch prolongierte Mangeldurchblutung die haufigste Ursache fiir akutes intrinsisches
Nierenversagen (45 %) (Liafio et al. 1996).

Kommt es zu einem akuten Nierenversagen aufgrund einer Abflussbehinderung in den
ableitenden Harnwegen, bezeichnet man dies als postrenale Genese. In der Madrid-Studie
betrug die Haufigkeit des postrenalen Nierenversagens 10 % (Liafio et al. 1996). Durch

Beseitigung des Abflusshindernisses ist das Nierenversagen schnell reversibel.

Ein postrenales Nierenversagen ist einfach mit einem bildgebenden Verfahren feststellbar.
Wohingegen die Differenzierung zwischen prarenalem und intrarenalem Nierenversagen
schwierig und meist nur retrospektiv moglich ist. In der Klinik werden verschiedene Parameter
zur Differentialdiagnostik benutzt: u.a. die fraktionelle Natrium- oder Harnstoff-Exkretion, die
Urinosmolalitdt, die Harnstoff/Kreatinin-Ratio, das Urinsediment oder als Ultima-Ratio die
histologische Sicherung mittels Nierenbiopsie.

Die Prognose des akuten Nierenversagens ist abhingig von der Atiologie und des
Schweregrades: So zeigten Susantitaphong et al. in einem systematischen Review mit fast
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50 Millionen Patienten eine Mortalitdt von 23,9 % bei Betroffenen (Susantitaphong et al. 2013).
Bagshaw et al. stratifizierten eine heterogene Population von iiber 120.000 Patienten mit einem
akuten Nierenversagen nach RIFLE-Kriterien. Sie stellten fest, dass die Mortalitat mit
steigender RIFLE-Stufe hoher wird (Odds-Ratio: Risk 1,58, Injury 2,54 und Failure 3,22)
(Bagshaw et al. 2008). Patienten mit intrarenalem Nierenversagen haben eine schlechtere
Prognose als Patienten mit prarenalem oder postrenalem Nierenversagen: In der Madrid-
Studie hatten Patienten mit intrarenalem Nierenversagen eine Mortalitdt von 60 %, Patienten
mit prarenalem Nierenversagen 35 %, Patienten mit postrenalem Nierenversagen 27 % (Liafio
et al. 1996). In der BEST-Studie an mehr als 29.000 Patienten auf Intensivstationen lag die
Mortalitdt von Patienten mit schwerem akutem Nierenversagen bei 60,3 %. 13,5 % der
Uberlebenden blieben bei der Entlassung dialyseabhéngig (Uchino et al. 2005). Auch Patienten,
bei denen sich die Nierenfunktion wieder ganz oder teilweise erholt, haben eine schlechte
Langzeitprognose: Das Risiko, in den ndchsten Jahren eine chronische Nierenerkrankung zu
entwickeln, ist neunfach und dialysepflichtig zu werden, dreifach erhcht. Vor allem Patienten
mit einer vorbestehenden Nierenerkrankung haben ein sehr hohes Risiko, nach einer Episode

einer akuten Nierenschadigung rasch terminal niereninsuffizient zu werden (Lhotta 2018).

1.2 DIE NIERENTRANSPLANTATION

Die Nierentransplantation (NTx) ist die bevorzugte Nierenersatztherapie fiir die meisten
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz. Eine erfolgreiche NTx verbessert die
Lebensqualitdt und reduziert das Sterberisiko fiir die Mehrheit der Patienten im Vergleich zur
Dialysetherapie (Beckmann et al. 2009). Im Jahr 2017 warteten in Deutschland 7620 Patienten
auf eine neue Niere bzw. waren auf der aktiven Warteliste. Die hdufigsten Diagnosen, die eine
NTx notwendig machen, waren 2017 die polyzystische sowie die nicht spezifizierte chronische
Nierenkrankheit und das chronische nephritische Syndrom (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2018b). Es wurden 2017 in Deutschland 1364 Organe von hirntoten
Spendern und 557 Nieren von Lebendspendern transplantiert. Dies ist im Vergleich zu den
Vorjahren eine deutlich gesunkene Anzahl, da die Bereitschaft zur Organspende in den letzten
Jahren von 2012 bis 2017 um etwa 25 % abgenommen hat (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2018c). Derzeit betrdgt die Wartezeit im Durchschnitt etwa sechs Jahre
(Deutsche Stiftung Organtransplantation 2018a). Nicht nur das Alter der zu
Transplantierenden, sondern auch das Alter und damit die Qualitit der postmortalen
Organspenden hat durch den Organmangel zugenommen. Fiir Patienten tiber 65 Jahre wurde
daher ein spezielles Verteilungsverfahren eingefiihrt: Im Rahmen des sogenannten ,, Old-for-
old”-Programms erhalten Patienten Spendernieren, die ebenfalls dlter als 65 Jahre sind. Der
demographische Wandel hat aufilerdem dazu gefiihrt, dass die hdufigste Ursache von
Transplantatversagen der Patiententod mit funktionierendem Transplantat ist. Die Allokation

der Organe von hirntoten Spendern erfolgt iiber Eurotransplant, eine Vermittlungsstelle fiir
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Organspenden in den Benelux-Landern, Deutschland, Osterreich, Slowenien, Kroatien und
Ungarn. Dabei werden u.a. die Wartezeit (ab Beginn der Dialyse) sowie die Ubereinstimmung
der Gewebsvertraglichkeitsmerkmale (HLA-Merkmale) von Spender und Empfanger, das
Herkunftsland von Spender und Empfinger sowie die Entfernung zwischen dem Ort der
Organentnahme und dem Transplantationszentrum beriicksichtigt. Bei Lebendspenden sind
sowohl verwandte als auch nicht verwandte sowie Blutgruppen-inkompatible Paarungen
moglich. Die NTx wird heterotop durchgefiihrt, das heifit, dass das Spenderorgan nicht an die
Stelle einer eigenen Niere transplantiert, sondern aufierhalb des Peritoneums im Bereich des
Beckens platziert wird. Durch die Weiterentwicklungen in der immunsuppressiven Therapie
(Calcineurin-Inhibitoren (CNI), Proliferationshemmer) konnten Abstoffungsreaktionen immer
besser abgewendet und damit das Transplantatiiberleben verlingert werden. Jedoch miissen
die Spiegel der CNI regelmaflig kontrolliert werden, da sie neben einer erhchten
Infektanfalligkeit und einem erhohten Malignomrisiko auch eine direkte nephrotoxische

Nebenwirkung mit sich bringen (Kuhlmann et al. 2015).

1.3 DIE AKUTE NIERENTRANSPLANTATSCHADIGUNG

Die AKI spielt nach einer NTx sowohl in der frithen postoperativen Phase als auch im
Langzeitverlauf eine essentielle Rolle und geht mit einer Verschlechterung des
Langzeitiiberlebens des Nierentransplantats einher (Nagarajan et al. 2017; Perico et al. 2004).
Gerade in der frithen postoperativen Phase kommt es héufig, 2 - 50 % nach Kadaverspende und
4 - 10 % nach Lebendspende (Perico et al. 2004) zu einer akuten, meist reversiblen
Nierenschadigung als Folge eines Ischamie-Reperfusionsschadens. Klinisch zeigt sich dies mit
einer Oligurie oder Anurie, Ausbleiben der Entgiftungsfunktion und damit Notwendigkeit
mindestens einer postoperativen Dialyse in den ersten sieben Tagen nach Transplantation, was
auch als Delayed Graft Function (DGF) bezeichnet wird (Koning et al. 1997). Histologisch fiihrt
dies zu einer akuten Tubulusnekrose, wodurch eine Immunantwort getriggert wird, die sowohl
mit einer vermehrten Bildung von donorspezifischen Antikérpern und mit humoralen
Rejektionen einhergeht, als auch zelluldre Rejektionen zur Folge haben kann (Fuquay et al.
2013).

Kommt es im Verlauf der ersten drei Monate nach Transplantation zu einer akuten
Transplantatverschlechterung, dann ist in der Regel vom Vorliegen einer akuten Rejektion,
eines Harnwegsinfektes, einer medikamentds-toxischen Genese oder urologischen
Komplikation (z.B. Harnabflussstorungen, Lymphozele, Urinleck, arterielle oder vendse
Durchblutungsstorungen) auszugehen (Kuhlmann et al. 2015). Zur rechtzeitigen Erkennung
einer schnellen Verschlechterung der Transplantatfunktion sind in den ersten Wochen sehr
engmaschige Kontrollen der Retentionswerte, der Urinmenge sowie der Perfusion mittels
Sonographie Teil der leitliniengerechten Nachsorge (Kidney Disease: Improving Global
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Outcomes (KDIGO) Transplant Work Group 2009). Auflerdem muss auch in manchen Fallen
an die mogliche Rekurrenz der Nierengrunderkrankung (z.B. primére fokal segmentale
Glomerulosklerose, IgA-Nephropathie, Thrombotische Mikroangiopathie) gedacht werden
(Kuhlmann et al. 2015).

Allerdings kommt es gerade bei Nierentransplantierten héaufig zu subklinischen
Verschlechterungen  des  Nierentransplantats.  Hierbei  stellen = Kreatinin-  und
Proteinuriemessungen keinen ausreichend friihzeitigen Detektionsmarker dar, da sie erst nach
einer bereits abgelaufenen Parenchymschadigung den Funktionsverlust des Transplantats
anzeigen. Kommt es namlich zu einer anhaltenden Dysfunktion ohne rechtzeitiges Ergreifen
weiterer diagnostischer und therapeutischer MafSnahmen, kann es zu einem irreversiblen
Verlust der Transplantatfunktion und schliefflich zum Versagen des Nierentransplantats
fiihren (Kadambi et al. 2018).

1.4 DIE CHRONISCHE TRANSPLANTATNEPHROPATHIE

Der chronische Funktionsverlust mit vorzeitigem Versagen von Nierentransplantaten stellt die
grofite Herausforderung in der nephrologischen Transplantationsmedizin dar. Als haufigste
Ursache hierfiir hat sich die sogenannte chronische Transplantatnephropathie (Chronic Allograft
Nephropathy = CAN) fest etabliert. Darunter versteht man das Syndrom aus langsamer
Funktionsverschlechterung, die teils nach dem ersten oder nach mehreren Jahren beginnt und
sich in einer langsam tiiber Wochen und Monate verschlechternden glomeruldren
Filtrationsrate, damit einhergehender Zunahme der Proteinurie und Verschlechterung der
arteriellen Hypertonie klinisch manifestiert. Histologisch ist dies mit einer interstitiellen
Fibrose und Tubulusatrophie (IF/TA) assoziiert (Kuhlmann et al. 2015). Lange bestand die
Annahme, dass dieser Prozess multifaktoriell, unaufhaltsam und keiner kausalen Therapie
zuganglich sei (Mengel 2010). Auflerdem wurde der Begriff gleichbedeutend mit , chronischer
Rejektion” benutzt, auch wenn diese nicht histologisch gesichert war und zudem auch nur eine
mogliche von vielen Ursachen der chronischen Funktionsabnahme darstellt. Nachdem Studien
gezeigt hatten, dass sich in > 80 % ein spezifischer Krankheitsprozess als Ursache fiir die
chronische Transplantatschadigung identifizieren lasst (El-Zoghby et al. 2009; Halloran et al.
1999), wurde dieser missverstandliche Begriff 2005 auf der achten Banff-Konferenz der
Nierentransplantatpathologie durch den Begriff der chronischen Transplantatschadigung
(Chronic Allograft Injury = CAl) ersetzt. Dieser bedeutet, dass das o.g. klinische Syndrom der
schleichenden Transplantatverschlechterung vorliegt und histologisch eine irreversible IF/TA
gesichert wurde, die in verschiedene Grade eingeteilt wird, aber deren Atiologie damit nicht
geklart ist (Solez et al. 2007). Ursachen fiir eine CAI sind sowohl immunologisch als auch nicht
immunologisch. Unter immunologisch versteht man akute oder chronische, zelluldre oder

humorale Rejektionen, die klinisch sowie auch subklinisch verlaufen konnen. Die
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Immunantwort des Organismus eines Empfangers beginnt zum Zeitpunkt der
Anastomosierung ~ wadhrend der Transplantation. Die Grofse des  Ischdmie-
Reperfusionsschadens im Transplantat triggert zelluldre Rejektionen sowie die Bildung von
donorspezifischen Antikorpern, wobei gleichzeitig die initiale immunologische Kompatibilitat
eine entscheidende Rolle fiir das Ausmafi der Immunreaktion spielt (Kuhlmann et al. 2015).
Nicht immunologische Faktoren beinhalten zum einen die funktionelle Reserve des Organs,
welche u.a. durch die Vorerkrankungen des Spenders bedingt ist, zum anderen die
Begleiterkrankungen des Empfingers, so z.B. arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Nikotinabusus, Fettstoffwechselstorungen, aufserdem toxische Schdden durch die
Immunsuppression (CNI-Toxizitdt), Therapieadhdrenz des Empfangers, rekurrente oder de-
novo-Glomerulonephritiden und Infektionen, darunter die Polyomanephropathie (Riella et al.
2016). Das Zusammenspiel dieser multiplen Faktoren fiihrt unbehandelt zu irreversiblen
Transplantatschaden. Es  gibt  viele Studien, die reduzierte oder andere
Immunsuppressionskonzepte vorschlagen (Birnbaum et al. 2009; Sawinski et al. 2016),
allerdings bleibt die optimale Langzeitimmunsuppression undefiniert (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) Transplant Work Group 2009). Konservative
Mafinahmen zur Senkung des kardiovaskuldren Risikos stellen dariiber hinaus eine wichtige
Komponente in der Verhinderung der chronischen Transplantatverschlechterung dar (Riella et
al. 2016). Bis heute sind moderate bis schwere CAI bereits bei einem Viertel der
Transplantierten nach dem ersten Jahr und bei mehr als 90 % nach zehn Jahren vorhanden.
Schlussfolgernd sind weiterhin verbesserte Fritherkennungs- und Interventionsstrategien
notig, um der Entwicklung einer chronischen Transplantatnephropathie vorzubeugen bzw. sie
hinauszuzogern (Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Transplant Work
Group 2009; Seron et al. 2008)

1.5 DER TRANSPLANTATVERLUST

Das Risiko des Transplantatverlustes wird traditionell in eine friihe, risikoreiche und eine
spdtere Periode mit konstant niedrigem Risiko unterteilt (Vella 2018). Daher lag in den
Anfangszeiten der Nierentransplantation das Hauptaugenmerk auf dem Verhindern der
akuten Rejektion in den ersten Monaten nach Transplantation. Durch die Verbesserungen der
Immunsuppression und der medizinischen Nachsorge in den letzten drei Jahrzenten wurde
das Transplantatiiberleben in den ersten ein bis drei Jahren nach Transplantation stetig
verbessert (El-Zoghby et al. 2009). So liegt 2017 die Ein-Jahres-Transplantatiiberlebensrate fiir
Leichenspenden bei 96 % und nach drei Jahren bei 92 % (IQTIG - Institut fiir Qualitdtssicherung
und Transparenz im Gesundheitswesen 2018). Jedoch konnte durch die verbesserte
Immunsuppression kein positiver Einfluss auf den mittel- bis langfristigen Organverlust
genommen werden (Meier-Kriesche et al. 2004; Stallone et al. 2005). Aus diesem Grund hat sich

der Schwerpunkt auf die langfristige Aufrechterhaltung der Transplantatfunktion verschoben

Seite |6



(Halloran et al. 1999). Ganzheitlich betrachtet ist Tod kardiovaskuldrer Genese, gefolgt von
Infektionen und Malignomen als Todesursache, mit funktionierendem Transplantat zu 50 %
die Erklarung fiir Transplantatversagen (Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) Transplant Work Group 2009). Etwa 20% der Patienten auf der
Transplantationswarteliste sind Patienten mit Zustand nach Nierentransplantatversagen
(Kuhlmann et al. 2015). Der haufigste Grund fiir Tod-zensuriertes Transplantatversagen ist die
oben beschriebene chronische Transplantatschddigung, gefolgt von akuter Rejektion und
Rekurrenz der Grunderkrankung (El-Zoghby et al. 2009). Laut der ,Collaborative Transplant
Study” der Universitat Heidelberg funktionieren Lebendspendernieren nach fiinf Jahren zu
86 %; Kadaverspenden haben eine Fiinf-Jahres-Transplantatfunktionsrate von 76 % (Institut fiir
Immunologie = der  Universitit =~ Heidelberg  2019).  Generell  variieren  die
Transplantatiiberlebensraten unter den verschiedenen ethnischen Gruppen, welches teilweise
durch den unterschiedlichen Zugang zu medizinischer Versorgung oder das ungleiche
Vorhandensein von Risikofaktoren erklart werden kann (Higgins & Fishman 2006). Ein Risiko
fiir Transplantatversagen im ersten Jahr nach Transplantation stellen u.a. die immunologische
Sensibilisierung angegeben durch Panel Reactive Antibody in Prozent (PRA %), das
Durchmachen von DGF, die Anzahl und der Schweregrad von Rejektionsepisoden, Zweit- und
Dritttransplantationen, die Art der Spende (Kadaver versus Lebend), Organe von Spendern
hoheren Alters (> 65 Jahre), Vorerkrankungen des Spenders, die Anzahl der Humane
Leukozyten Antigen (HLA) - Diskrepanzen und das Entlassungskreatinin direkt nach
Transplantation dar (Kadambi et al. 2018). Eine klare Abgrenzung zu Risikofaktoren fiir das
Langzeitiiberleben ist jedoch nicht moglich (Gémez et al. 2013). Es bestehen Evidenzen fiir
pra-, peri- und postoperative Parameter, die sich einerseits gegenseitig beeinflussen und
andererseits auf verschiedene Art und Weise einen negativen Effekt auf das Kurzzeit- sowie
Langzeit-Transplantatiiberleben haben (Vella 2018). So bedingen beispielhaft die praoperative
Immunisierung eines Patienten, das akzeptierte Ausmafi der HLA-Diskrepanzen fiir das
jeweilige Organ, welches je nach Spender, eine grofle oder geringere substanzielle
Organreserve mitbringt, die Lange der Kalt- und Warmischdmiezeit und damit die
Auspragung des Ischamie-Reperfusionsschadens, die Ausweitung der akuten Tubulusnekrose
sowie der Immunreaktion und damit das zunachst bestmogliche Funktionsniveau gemessen
anhand des Serumkreatinins in den ersten Wochen nach Transplantation. Hinzu kommt der
einerseits vor Rejektionen schiitzende und andererseits nephrotoxische Effekt der
Immunsuppression post transplantationem, der aufiferdem abhidngig von der
Patientencompliance ist. Jede dieser Variablen tragt zur Verhinderung oder Begiinstigung einer
akuten oder chronischen Rejektion und damit einhergehenden chronischen

Transplantatschadigung bei (Almond et al. 1993).

Wie bereits o.g. tragen nicht nur immunologische Faktoren zu einer chronischen
Transplantatverschlechterung und damit iiber kurz oder lang zum Transplantatverlust bei:

Kleinsteuber et al. konnten 2018 zeigen, dass vorbestehende Begleiterkrankungen des
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Empfangers, wie z.B. chronische Herzinsuffizienz und periphere arterielle Verschlusskrankheit
einen unabhdngigen negativen Einfluss auf Tod-zensuriertes Transplantatiiberleben haben
(Kleinsteuber et al. 2018). Mange et al. veroffentlichten 2000, dass nach Anpassung an die
Baseline-Nierenfunktion gemessen ein Jahr nach der Transplantation das relative Risiko eines
Transplantatversagens um 1,3 fiir jede 10 mmHg - Erhohung des mittleren arteriellen Drucks
steigt (Mange et al. 2000). Dariiber hinaus konnte 2015 durch Naik et al. in den Vereinigten
Staaten an iiber 100.000 Patienten ein erhohtes Risiko fiir Transplantatversagen durch steigende
BMI-Werte festgestellt werden (Naik et al. 2016). Des Weiteren gibt es viele Arbeiten auf der
Suche nach messbaren Pradiktoren im Verlauf der Transplantationsnachsorge: So konnte u.a.
gezeigt werden, dass das Kreatinin ein Jahr nach Transplantation ein guter Pradiktor fiir
Langzeit-Transplantatiiberleben ist (Hariharan et al. 2002 (11-Jahres-Follow-Up); Salvadori et
al. 2006 (5-Jahres-Follow-Up)).

Auch Proteinurie auf verschiedene Art und Weise sowie mit unterschiedlichen Cut-Off-Werten
gemessen, stellt einen unabhangigen Pradiktor fiir Transplantatverlust dar (Halimi et al. 2005,
2007). So zeigten Nauta et al. 2011, dass in einem medianen Follow-Up von 4,7 Jahren die AUC
fiir Transplantatverlust von Albuminurie (0,78; [95 % Konfidenzintervall (KI); 0,59 - 0,76])
hoher als von Proteinurie (0,67; [95 % KI, 0,59 - 0,76]; p <0,001) im Sammelurin von stabilen
Nierentransplantierten ist (Nauta et al. 2011). Weiner et al. beschrieben 2019 genauer, dass
Albumin/Kreatinin-Ratios von 30 bis 299 und > 300 mg/g (Referenzbereich bis < 10 mg/g) stark
mit Transplantatverlust assoziiert sind (Hazard Ratios (HR) von 3,40 [95 % KI, 2,19 - 5,30] und
9,96 [95 % K1, 6,35 - 15,62]) (Weiner et al. 2019).

Aufgrund der vielfaltigen Einflussgrofien auf Transplantatversagen veroffentlichten wiederum
andere  Autoren statistisch  abgeleitete = Prddiktionsscores, um die  klinische
Entscheidungsfindung zu vereinfachen und friihzeitige Interventionen zu ermoglichen.
Foucher et al. publizierten 2010 den Kidney-Transplant-Failure-Score (KTES), der eine Reihe von
acht akzeptierten Prd- und Posttransplantationsrisikofaktoren (Alter und Geschlecht des
Empfangers, Anzahl der Transplantationen, Kreatinin des Donors, Kreatinin drei Monate und
ein Jahr nach Transplantation, Proteinurie ein Jahr nach Transplantation, akute Rejektion im
ersten Jahr nach Transplantation) fiir den Verlust des Transplantats beriicksichtigt und die
Fahigkeit hat, das Transplantatversagen nach acht Jahren vorherzusagen (AUC-ROC 0,78) und
die Patienten in eine Hoch- und Niedrig-Risiko-Gruppe einzuteilen (Foucher et al. 2010).
Allerdings gaben Kaboré et al. 2017 in ihrem Review, das 39 Scores einbezieht, zu bedenken,
dass bisher kein ideales Modell fiir den klinischen Alltag entwickelt werden konnte, da
erhebliche Unterschiede in der Definition des Versagens des Transplantats, der Pradiktoren
und Methoden, die fiir die Modellentwicklung und -validierung verwendet wurden, sowie
Ungleichheiten im zeitlichen Ursprung der Erhebung der Parameter und im Zeithorizont der
Vorhersageleistungen bestehen (Kaboré et al. 2017).
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Betrachtet man die Atiologie des Transplantatverlustes, dann sind Biomarker wiinschenswert,
die die zugrundeliegende Pathophysiologie der chronischen Transplantatverschlechterung wie
Tubulusschdadigung und tubulointerstitielle Fibrose wiederspiegeln, um das Anwenden von
invasiven Methoden wie eine Nierenbiopsie vermeiden zu konnen und trotz allem im
klinischen Alltag einen Parameter zur Hand zu haben, der das Ausmafs und die Art der
Gewebeschddigung friihzeitig definiert. So wiesen Ix et al. 2016 den pradiktiven Nutzen von
tubulointerstitielle Fibrose — Markern im Urin von stabilen Nierentransplantierten zur
Identifizierung von Patienten mit hoherem Risiko fiir Transplantatverlust nach (Ix et al. 2016).
Dazu wurde eine Subkohorte der FAVORIT-Trial verwendet. Dies ist eine multizentrische,
doppelblinde, randomisierte, kontrollierte Studie zur Bestimmung, ob die Senkung des
Homocysteinspiegels mit einer Vitamintherapie die Rate der kardiovaskuldren Ereignisse bei
stabilen Nierentransplantierten (>4000 Patienten, mindestens sechs Monate nach
Transplantation) reduziert (medianes Follow-Up 3,5 Jahre). Als sekundédre Endpunkte wurden
Patienten- und Transplantatiiberleben betrachtet (Bostom et al. 2006, 2009; Foster et al. 2017).
Ebenfalls anhand dieser Kohorte bestdtigten Bostom et al. 2018, dass niedriges Serum-
Uromodulin, ein exklusiver Marker der Tubulusschadigung aus dem dicken aufsteigenden Teil
der Henle-Schleife und dem gewundenen Teil des distalen Tubulus, in 613 stabilen
Nierentransplantierten mit einem nicht-adjustierten, dreifach erhohten Risiko fiir
Transplantatverlust einhergeht (Bostom et al. 2018). Nauta et al. testeten 2011 vier
Tubulusschaden-Marker, H-FABP (heart fatty acid binding protein), KIM-1 (kidney injury molecule
1), NAG (N-acetyl-p-D-glucosaminidase) und NGAL (Neutrophile Gelatinase-assoziiertes Lipocalin)
im Urin von 606 mindestens ein Jahr lang Nierentransplantierten, die alle fiir sich
Transplantatverlust in einem medianen Follow-Up von 4,7 (25.-75. Perzentile: 3,8 - 5,2) Jahren
vorhersagen konnen. Nichtsdestotrotz zeigten diese Biomarker keine Uberlegenheit gegeniiber
der in der Routinemessung bereits etablierten Albuminurie, sodass weitere Studien zur
Evaluation von Biomarkern als Pradiktoren fiir Transplantatverlust bendtigt werden (Nauta et
al. 2011).

1.6 TPATIENTENUBERLEBEN NACH NIERENTRANSPLANTATION

Die Transplantation gilt aufgrund der zahlreichen Vorteile eines funktionierenden
Transplantats im Vergleich zur Dialyse als die optimale Form der Nierenersatztherapie. Dazu
gehoren neben der Verbesserung der Lebensqualitit vor allem die Erhohung des
Patiententiberlebens (Devine et al. 2018). Pippias et al. fassten 2017 den jahrlichen Report aus
dem European Renal Association — European Dialysis and Transplant Association (ERA — EDTA)-
Register zusammen: So zeigten Patienten, die von 2005 - 2009 mit Dialyse begonnen haben, ein
Fiinf-Jahres-Uberleben von 63,3 % [95 % KI, 63,0 — 63,6], wohingegen Patienten, die von 2005 -
2009 nierentransplantiert wurden, eine Fiinf-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 95,7 %
[95 % KI, 95,2 - 96,2] nach Lebendspende und 92,3 % [95 % KI, 91,9 - 92,7] nach Kadaverspende
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besaflen (Pippias et al. 2017). Jedoch weisen Nierentransplantierte nicht dieselbe
Lebenserwartung wie ihre Alters-entsprechende Vergleichsgruppe der Nierengesunden auf.
Wiahrend ein gesunder 20-Jahriger in Europa mit weiteren 62 Jahren Lebenszeit rechnen kann,
kann derselbe erfolgreich Nierentransplantierte 44 Jahre und ein chronisch Dialysepflichtiger
nur 22 Jahre erwarten (Pippias et al. 2017). Diese Diskrepanz in der Lebenserwartung ist zum
grofiten Teil auf die erhohte Inzidenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei terminaler
Niereninsuffizienz zuriickzufithren. Das Risiko von Herz-Kreislauf-Erkrankungen unter
chronischer Himodialyse wird auf das 10 - 20-Fache des Risikos der Allgemeinbevolkerung
geschatzt (Devine et al. 2018). Obwohl eine erfolgreiche Transplantation dieses Risiko deutlich
reduzieren kann, haben Nierentransplantierte immer noch eine jahrliche kardiovaskulédre
Ereignisrate von 3,5 - 5%, was 50 % hoher ist als in der Allgemeinbevolkerung.
Zusammengefasst sind die kardiovaskuldren Ereignisse die hdufigste Todesursache nach
Nierentransplantation und Tod mit funktionierendem Transplantat stellt gleichzeitig den
haufigsten Grund fiir Transplantatverlust dar (Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) Transplant Work Group 2009). Dieses Problem hat sich im letzten Jahrzehnt mit der
Zunahme des Alters der zu Transplantierenden verscharft. Neben dem Alter des Empfangers
spielen die systemischen Begleiterkrankung eine entscheidende Rolle fiir das
Patiententiberleben nach Transplantation: So erhohen Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
Adipositas, Nikotinabusus und Hyperlipiddmie das Risiko fiir todliche und nicht-todliche
kardiovaskuldre Ereignisse, wie z.B. Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz und Schlaganfall (Wu
et al. 2005). Auch die Zeit der Dialyseabhangigkeit vor Transplantation und generell die
chronische Niereninsuffizienz beeinflusst mafigeblich das erhohte kardiovaskulére Risiko fiir
die Patienten. Im Rahmen einer Post-hoc-Analyse der o.g. FAVORIT-Studie zeigten Weiner et
al. 2012, dass das Funktionsniveau und der Funktionsverlust der Transplantatniere einen
direkten unabhéngigen negativen Einfluss auf kardiovaskuldre Ereignisse und Tod haben
(Weiner et al. 2012).

Dartiber hinaus konnten auch nicht-traditionelle Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen und Tod gefunden werden. Eine Studie von Kasiske et al. 2000 zeigte, dass zwei
oder mehr Episoden einer akuten Abstoffung im ersten Jahr das Risiko einer ischdmischen
Herzerkrankung um 62 % erhohen (Kasiske et al. 2000). Aufserdem tragen Immunsuppressiva,
wie Steroide und Calcineurininhibitoren, wesentlich zum erhohten Risiko von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen bei. Dies geschieht vor allem durch die Verstairkung traditioneller
Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Dyslipidamie (Devine et al.
2018). Doch beeinflussen sie ebenfalls mafigeblich das Infektions- und Malignomauftreten,
welche die zweit- und dritthdufigsten Todesursachen nach Nierentransplantation darstellen
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Transplant Work Group 2009; Vella
2018).
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Um diese Ereignisse zu verhindern, gilt es erfolgreich Pravention zu betreiben und die Risiken
zu minimieren. Mehrere grofie Studien haben versucht, Risikovorhersagemodelle speziell fiir
den Einsatz in der Nierentransplantation zu entwickeln: Im Jahr 2012 entwickelten Soveri et al.
einen kardiovaskuldren Risikorechner fiir Nierentransplantierte (CRCRTR-MACE), der eine
Risikoschdtzung iiber einen Zeitraum von sieben Jahren liefert. Dieser Rechner beriicksichtigt
sieben Variablen, darunter Alter, frithere ischdmische Herzerkrankung, Diabetes, LDL-
Cholesterin, Serumkreatinin, Anzahl der vorherigen Transplantationen und Raucherstatus
(Soveri et al. 2012, 2013). Molnar et al. verdffentlichten 2017 den Transplant-Score, der u.a. fiir
die Vorhersage der Mortalitdit zehn Pradiktoren verwendet: Alter und Herkunft des
Empfangers, Art und Dauer der Dialysepflichtigkeit, Albuminwert, ausgewahlte
Komorbidititen wie koronare Herzerkrankung, periphere arterielle Verschlusskrankheit,
Diabetes, zerebrovaskuldre Erkrankungen, und Art der Versicherung. Dieses Modell zeigt eine
Diskriminierung der Fiinf-Jahres-Mortalitat von 0,70 (Konkordanzindex C zur Beurteilung der
Modellgiite; [95 % KI, 0,67 - 0,73]) (Molnar et al. 2017).

Da allerdings auch fiir diese Modelle Limitierungen bewiesen wurden, wurden Versuche
unternommen, ihre Qualitdt mittels Hinzufiigen von Biomarkern zu verbessern. Weit
verbreitete kardiovaskuldre Biomarker sind z.B. Troponin T (TnT) und N-terminale
natriuretische Peptide vom B-Typ (NT-proBNP), deren Konzentrationen stark mit der eGFR
korrelieren und daher schwierig zu interpretieren sind (Devine et al. 2018). Nichtsdestotrotz
konnten Conolly et al. 2008 einen unabhdngigen pradiktiven Nutzen fiir Mortalitit von
Troponin T in Nierentransplantierten nachweisen (Connolly et al. 2008). Dartiber hinaus konnte
eine grofe Studie mit iiber 2000 stabilen Nierentransplantierten von Abedini et al. 2009 einen
dhnlichen Nutzen fiir C-reaktives Protein (CRP) zeigen (Abedini et al. 2009). Aber auch der
Anstieg von Biomarkern der Nierenschadigung, wie das Neutrophile Gelatinase-assoziierte
Lipocalin (NGAL), im Urin von stabilen Nierentransplantierten ist in der o.g. FAVORIT-
Studienkohorte mit einem 24 % grofseren Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse und einem 44 %
hoheren Risiko fiir Mortalitédt assoziiert (adjustierte Hazard Ratio (aHR); 1,24; [95 % KI; 1,06 -
1,45]; aHR, 1,44; [95 % KI, 1,26 — 1,65]) (Bansal et al. 2016). Es bedarf weiterer Arbeiten, um
potentielle Biomarker zu identifizieren und ihren Nutzen fiir den klinischen Alltag z.B. im
Einsatz von Risikorechnern zur Optimierung des Patiententiiberlebens nach Transplantation zu

evaluieren (Devine et al. 2018).

1.7 NEUTROPHILE GELATINASE-ASSOZIIERTES LIPOCALIN

NGAL ist ein Protein aus der Lipocalin-Superfamilie. Lipocaline bestehen aus acht beta-
Faltblattern, die ein beta-Fass formen und kleine Molekiile binden, um sie zu transportieren
(Flower et al. 2000). Urspriinglich wurde NGAL in neutrophilen Granulozyten identifiziert:
Hier wirkt es im Rahmen der Immunabwehr bakteriostatisch, indem es durch den Transport
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von Siderophoren (eisenbindende Molekiile der Bakterien), den Bakterien das Eisen entzieht
(Goetz et al. 2002). Allerdings kommt NGAL auch in anderen Zelltypen vor: So wird es zum
Beispiel in der Niere, der Lunge, der Leber und generell in Epithelzellen als Reaktion auf
verschiedene pathologische Ereignisse gebildet, z.B. Inflammation, Infektion, neoplastische
Transformation und Ischdmie (Cowland & Borregaard 1997; Goetz et al. 2000; Kjeldsen et al.
2000; Mishra et al. 2003, 2005; Nielsen et al. 1996; Xu et al. 1995). Aufierdem spielt NGAL eine
Rolle bei Wachstum und Differenzierung verschiedener Zelltypen, darunter auch

Nierenepithelzellen (Singer 2013).

Es gibt mehrere NGAL-Formen: die monomere 25 kDa und homodimere 45 kDa sowie 135 kDa
heterodimere Form (Kjeldsen et al. 1993). Die NGAL-Monomere werden vorwiegend in den
Tubulusepithelzellen der Niere produziert, wahrend die homodimere Form vorwiegend aus
den Neutrophilen stammt (Cai et al. 2010). Kommt es zu einer akuten Nierenschadigung durch
z.B. oxidativen Stress wird NGAL vor allem im distalen Teil des Nephrons (dicker
aufsteigender Teil der Henle-Schleife, Sammelrohr (siehe Abbildung 1)) massiv hochreguliert
und exprimiert, so dass erhohte NGAL-Spiegel im Plasma und Urin nachweisbar sind (Mori et
al. 2005; Schmidt-Ott 2011; Schmidt-Ott et al. 2007). NGAL wird im Glomerulum gefiltert und
im proximalen Tubulus luminal reabsorbiert (Hvidberg et al. 2005; Mori et al. 2005). Ist der
proximale Tubulus durch akute Schadigung im Rahmen einer Tubulusnekrose beeintrachtigt,
fehlt die Reabsorption von NGAL, was wiederum zu einer Erh6hung der anfallenden NGAL-
Konzentration fiihrt. Die NGAL-Erhohung ist frithestens drei Stunden nach Nierenschadigung
nachweisbar und erfihrt seinen Peak ca. 6-12 Stunden nach der Schiddigung je nach
Schweregrad. Dies kann bis zu fiinf Tage nach Schadigung nachweisbar bleiben (Mishra et al.
2005; Parikh et al. 2011).

Diese Charakteristika konnen dazu fithren, dass NGAL gegeniiber Kreatinin, welches hingegen
nur ein Marker der Funktionsverschlechterung darstellt, in der Diagnose einer akuten

Nierenschddigung iiberlegen verwendet werden konnte (Singer et al. 2013).

1.7.1 NGAL IN KLINISCHEN STUDIEN

NGAL ist der am besten untersuchteste Biomarker fiir die frithe Vorhersage von akuter
Nierenschadigung (Haase et al. 2009; Schrezenmeier et al. 2017; Singer et al. 2013; Zhou et al.
2016). Es wurden Studien zum akuten Nierenversagen in verschiedenen klinischen Settings
durchgefiihrt: Nach herzchirurgischer Operation bei Kindern (Bennett et al. 2008; Dent et al.
2007) und Erwachsenen (Haase et al. 2009; Koyner et al. 2012; Parikh et al. 2011; Perry et al.
2010; Wagener et al. 2006), Kontrastmittel-induziertes Nierenversagen (Tong et al. 2015), Sepsis-
assoziiertes Nierenversagen (Zhang et al. 2016) und generell akutes Nierenversagen bei kritisch
Kranken auf der Intensivstation (de Geus et al. 2011; Matsa et al. 2014) oder bei Nierengesunden
in der Notaufnahme (Nickolas et al. 2008, 2012, Singer et al. 2011, 2013) sowie nach
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Nierentransplantation (Hollmen et al. 2011; Mishra et al. 2006; Parikh et al. 2006, Ramirez-
Sandoval et al. 2015). Haase-Fielitz et al. fassten 2014 in ihrem Review zusammen, dass nach
einer Herzoperation die NGAL-Messung bei iiber 7000 Patienten pradiktiv fiir die
Nierenschidigung und ihre Schwere mit einer AUC von 0,82 - 0,83 war. Ahnliche Ergebnisse
wurden bei tiber 8500 kritisch kranken Patienten erzielt. Bei iber 1000 Patienten, die sich einer
Nierentransplantation unterzogen, prognostizierten NGAL-Messungen zum Zeitpunkt der
Transplantation eine verzogerte Transplantatfunktion mit einer Gesamt-AUC von 0,87. In allen
drei Settings verbesserte NGAL die Vorhersage des Risikos fiir akute Nierenschadigung
signifikant gegeniiber dem klinischen Modell allein (Haase-Fielitz et al. 2014).

In den o.g. Studien stellte teils Plasma-NGAL (pNGAL) und teils Urin-NGAL (uUNGAL) den
signifikanteren Pradiktor dar oder es gab kaum einen Unterschied zwischen der diagnostischen
Giite beider Parameter. Jedoch gaben Schmidt-Ott et al. 2011 zu bedenken, dass es bei
Harnwegsinfekten zu unspezifisch erhohten NGAL-Werten im Urin kommt, sodass pNGAL
bei Patienten mit hohem Harnwegsinfektrisiko als geeigneterer Parameter erscheint (Schmidt-
Ott 2011).

Singer et al. zeigten 2011, dass anhand der Hohe der uNGAL-Konzentration eine
Klassifizierung und Stratifizierung von Patienten mit etablierter Nierenschadigung
vorgenommen werden kann. Dariiber hinaus waren hohe uNGAL-Spiegel mit schlechten
klinischen Outcomes assoziiert (Singer et al. 2011). Mehrere andere Studien zeigten, dass NGAL
in der Vorhersage von Nierenfunktionsverlust bis hin zur Notwendigkeit von
Nierenersatztherapie und Mortalitét niitzlich sein konnte (Hall et al. 2011; Nickolas et al. 2008,
2012; Schrezenmeier et al. 2017; Singer et al. 2016). Die meisten Studien in der
Nierentransplantation zielen auf die Pradiktion von Kurzzeitoutcomes in den ersten Tagen,
Wochen, nur wenige auf Langzeitoutcomes drei bis zw6lf Monate oder gar drei, fiinf oder mehr
Jahre nach Transplantation ab: So gibt es viele Studien mit Nierentransplantierten, die sich mit
NGAL und der Prognose von DGF beschiftigen. In einem 2018 verdffentlichten Review von
Capuccilli et al. wird zusammengefasst, dass uNGAL sechs Stunden postoperativ gemessen die
beste prognostische Genauigkeit zur Vorhersage von DGF bietet und dass pNGAL zwolf
Stunden postoperativ der zuverldssigste Pradiktor fiir AKI und Transplantatabstofsung sei
(Sensitivitat: 100 %; Spezifitat: 92 %; Cut-off-Wert: 309 ng/ml) (Cappuccilli et al. 2018). Dabei
erwies sich die Niitzlichkeit von pNGAL aufierdem als weitaus besser als die prognostische
Genauigkeit des korrespondierenden Serumkreatinins (Sensitivitat: 66,7 %; Spezifitat: 61,9 %)
(Pezeshgi et al. 2016). Auflerdem kann pNGAL bis zu 96 h nach Transplantation gemessen
einen Transplantatverlust in drei Monaten nach Transplantation mit angemessener Sensitivitat
und Spezifitit vorhersagen (Jafari et al. 2017). Ebenso besteht ein Zusammenhang mit NGAL
in den ersten postoperativen Tagen und der Transplantatfunktion nach einem Jahr (Choi et al.
2013; Fonseca et al. 2013). Betrachtet man die pradiktive Rolle von NGAL fiir
Langzeitoutcomes, so haben mehrere Arbeiten in der Tat gezeigt, dass NGAL nicht nur einen
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Biomarker fiir akute Nierenschdden darstellt, sondern auch eine diagnostische und
prognostische Rolle bei der Progression chronischer Niereninsuffizienz besitzt (Bolignano et al.
2009; Lacquaniti et al. 2016). In Studien mit 84 Nierentransplantierten konnte durch Lacquaniti
et al. 2016 in einem Fiinf-Jahres-Follow-Up gezeigt werden, dass hohe Plasma- und Urin-
NGAL-Spiegel bei Transplantation mit einem erhohten Risiko fiir eine Progression der
chronischen Transplantatnephropathie assoziiert sind (uNGAL HR 1,15 [95 % KI, 1,09 - 1,26]
p <0,001; pNGAL HR 1,08 [95 % KI, 1,03 - 1,10] p = 0,02) (Lacquaniti et al. 2016).

Im Gegensatz dazu konnten Mayer et al. 2018 keine signifikante Beziehung herstellen zwischen
NGAL zwei Tage nach Transplantation in Urin und Plasma gemessen und Transplantatverlust

oder Mortalitdt zwei und fiinf Jahre nach Transplantation (Maier et al. 2018).

Ramirez-Sandoval et al. verdffentlichten 2014 eine Studie mit 67 stabilen
Nierentransplantierten, bei denen erst zum Zeitpunkt eines spateren AKIs (durchschnittlich
drei Jahre nach Transplantation) uNGAL gemessen wurde und damit ein Transplantatverlust
innerhalb eines Jahres mit Sensitivitat und Spezifitat von 84 % und 91 % (AUC-ROC 0,89 [95%
KT, 0,81 - 0,97]) bei einem Cut-Off-Wert von 210 ng/ml prognostiziert werden konnte (Ramirez-
Sandoval et al. 2014).

Hingegen ist bis heute wenig iiber NGAL in der chronischen Phase nach Nierentransplantation
bekannt. Eine Studie zeigte, dass bei Transplantierten mit stabiler Transplantatfunktion erhohte
uNGAL-Spiegel mit einer subklinischen Tubulitis assoziiert sind (Schaub et al. 2009). In einer
Sub-Kohorte der bereits 0.g. FAVORIT-Trial wurde durch Bansal et al. 2016 nachgewiesen, dass
erhohte NGAL-Level im Urin von tiber 1000 stabilen Nierentransplantierten mit einem um 40 %
hoheren Risiko fiir Transplantatverlust, mit einem 24 % grofieren Risiko fiir kardiovaskulédre
Ereignisse und einem 44 % hoheren Risiko fiir Mortalitat (aHR, 1,40 [95% KI, 1,16 - 1,68] aHR,
1,24 [95 % K1, 1,06 - 1-45]; aHR, 1,44 [95 % KI, 1,26 - 1,65]) unabhdngig assoziiert sind (Bansal et
al. 2016). Wohingegen Nauta et al. 2011 in einer etwas kleineren monozentrischen Kohorte zwar
ebenfalls einen pradiktiven Nutzen fiir uNGAL in Bezug auf Transplantatverlust nachweisen
konnte, dieser allerdings im Vergleich zur Albuminurie nicht unabhédngig war (Nauta et al.
2011).

1.8 CALPROTECTIN

Calprotectin ist ein 24 kDa schwerer Calcium-bindender Komplex bestehend aus den beiden
Proteinen S100A8 und S100A9 (Striz & Trebichavsky 2004). Es befindet sich zu 60 % im Zytosol
von Granulozyten. Es ist ein Mediatorprotein des angeborenen Immunsystems und wird aus
den Monozyten und neutrophilen Granulozyten freigesetzt, um die Inflammationsreaktion
tiber den Toll-like-Rezeptor 4 zu verstarken (Seibert et al. 2017; Tepel et al. 2014). Da das

angeborene Immunsystem ebenfalls eine entscheidende Rolle im Rahmen von akuter
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Tubulusepithelschdadigung in der Niere spielt, wandern neutrophile Granulozyten ein und
setzen die Mediatorproteine S100A8 und S100A9 vermehrt frei, um die Immunantwort zu
unterstiitzen (Anders 2010). Auflerdem kann Calprotectin durch die renalen Sammelrohrzellen
als Antwort auf Nierenschddigung produziert werden (Fujiu et al. 2011) (vergleiche
Abbildung 1).

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 die chronisch-entziindliche
Darmerkrankung, aber auch Darminfektionen und Tumorerkrankungen des
Gastrointestinaltraktes nachweisbar (Foell et al. 2009; Kristinsson et al. 1998). Die Messungen
wurden vor allem im Stuhl in den klinischen Alltag etabliert, sind aber auch im Plasma und
Urin moglich. Calprotectin im Urin (uCalprotectin) kann neben akuter Nierenschadigung ein

Marker fiir Harnwegsinfektionen und Urothelkarzinome sein (Ebbing et al. 2014).

Dartiber hinaus wurde eine Calprotectinerh6hung auch in einigen anderen Erkrankungen, wie
z.B. theumatoider Arthritis (Hammer et al. 2008) oder Myokardinfarkt (Altwegg et al. 2007)
festgestellt. Nordal et al. wiesen 2017 fiir Calprotectin im Plasma (pCalprotectin) die starkste
Assoziation zur Krankheitsaktivitit der rheumatoiden Arthritis nach (Nordal et al. 2017).
Ebenso konnten Kunutsor et al. 2018 zeigen, dass pCalprotectin mit einem erhohten
kardiovaskuldren Risiko korreliert (Kunutsor et al. 2018).

Ebbing et al. konnten 2016 experimentell zeigen, dass Calprotectin ca. zwei Stunden nach
Ischamieschaden in der Niere ansteigt, sein Maximum ca. 48 h spater erreicht und bis zu fiinf
Tage weiterhin signifikant erhoht nachweisbar ist (Ebbing et al. 2016).

1.8.1 CALPROTECTIN IN KLINISCHEN STUDIEN

Es gibt drei Studien, die gezeigt haben, dass es sich bei Calprotectin um einen
vielversprechenden Marker in der Differentialdiagnose des akuten Nierenversagens handelt
(Frischmann 2015). Mit Hilfe der Calprotectinkonzentration im Urin ist eine Differenzierung
zwischen einem prarenalen und einem intrarenalen Typ moglich (Chang et al. 2015; Heller et
al. 2011; Seibert et al. 2013). uCalprotectin zeigte in diesen Studien eine sehr hohe Genauigkeit
bei der Vorhersage des intrinsischen AKIs mit einer AUC im Bereich von 0,92 bis 0,97.

In der Nierentransplantation zeigten Tepel et al. 2014, dass uCalprotectin eine signifikante, aber
schwache inverse Korrelation mit dem eGFR-Verlust vier Wochen, sechs und zwolf Monate
nach Transplantation gemessen, aufweist (Tepel et al. 2014). In einer multizentrischen Studie
analysierten Westhoff et al. 2016 die diagnostische Genauigkeit von Calprotectin bei der
Differenzierung von préarenalem und intrinsischem akuten Nierentransplantatversagen

(Westhoff et al. 2016). Insbesondere waren die Calprotectinkonzentrationen im Urin bei
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Patienten mit intrinsischem akutem Nierentransplantatversagen 36-mal hoher, was zu einer
AUC von 0,94 fiihrte (Seibert et al. 2017).

Im Gegensatz dazu konnten Seibert et al. 2018 in einer prospektiven Studie mit 143 stabilen
chronisch Niereninsuffizienten und einem medianen Follow-Up von 37 Monaten keinen
prognostischen Wert fiir uCalprotectin bezogen auf Nierenfunktionsverschlechterung
feststellen (Seibert et al. 2018).

Sammelrohr:
NGAL, Calprotectin

Dicker aufsteigender
Teil der Henle-Schleife:
NGAL

Infiltrierende neutrophile
Granulozyten im Sammelrohr:
Calprotectin

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Bildungsorte von NGAL und Calprotectin
im Nephron bei akuter Tubulusischimie. Modifiziert nach (Schrezenmeier et al. 2017).
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1.9 ZIELSTELLUNG

Die vorliegende Promotion beschiftigt sich mit dem prognostischen Nutzen der Biomarker fiir
intrinsische Nierenschadigung Neutrophile Gelatinase-assoziiertes Lipocalin und Calprotectin
gemessen im Urin und Plasma von Nierentransplantierten zu einem stabilen Zeitpunkt im
Rahmen der chronischen Transplantatnachsorge. Es soll evaluiert werden, ob NGAL und
Calprotectin als punktuelle Messwerte schlechte Langzeitergebnisse vorhersagen konnen.
Betrachtet werden hierbei das Tod-zensurierte Langzeittransplantatiiberleben sowie das
ganzheitliche Langzeitpatiententiberleben und ein gemeinsamer Endpunkt aus
Transplantatverlust und Tod. Dariiber hinaus soll geklart werden, ob Cut-Off-Werte gefunden
und ein Biomarker-assistiertes Vorhersagemodell fiir die Risikostratifizierung in der klinischen
Praxis entwickelt werden konnen, um die bisher etablierte Entscheidungsfindung basierend
auf herkdmmlichen Nierenfunktionsparametern und konsekutiv die Langzeitergebnisse in der
Nierentransplantation zu verbessern. Zu diesem Zweck fiihrten wir eine monozentrische
prospektive Beobachtungsstudie an Nierentransplantierten im Rahmen der Routinenachsorge
durch.
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2 METHODEN

2.1 STUDIENDESIGN

Wir fiihrten in der Nierentransplantationsambulanz der Charité-Universititsmedizin Campus
Berlin - Mitte eine prospektive, monozentrische Beobachtungsstudie (VS-NTX-Studie) zur
Beurteilung der prognostischen Wertigkeit von Biomarkern wie NGAL und Calprotectin in
Blut und Urin bei stabilen Nierentransplantierten durch. Das Protokoll der Studie wurde durch
die zustandige Ethikkommission gepriift und genehmigt. Dafiir wurden vom 10.4.2013 bis
10.09.2013 insgesamt 798 Nierentransplantierte als potentielle Studienteilnehmer identifiziert.
Es wurden die Ein- und Ausschlusskriterien (siehe Tabelle 2) angewendet: Sie mussten
mindestens 18 Jahre alt, einwilligungsfdhig und wenigstens zwei Monate lang
nierentransplantiert sein. Aufilerdem durfte es innerhalb der letzten fiinf Jahre zu keiner
Diagnose und/oder Therapie einer malignen Erkrankung (mit Ausnahme von Basaliomen)
gekommen sein; es musste eine stabile Transplantatfunktion vorliegen, was ab einem
Serumkreatinin-Anstieg um mindestens 0,3 mg/dl im Vergleich zu den letzten drei Vorwerten
der ambulanten Vorstellungen nicht mehr der Fall war; die eGFR durfte nicht < 15 ml/min sein
und eine klinische Instabilitdt, definiert durch das klinische und/oder laborchemische
Vorliegen einer Infektion oder einer akuten Indikation zur stationdren Krankenhausaufnahme,
musste ausgeschlossen sein. Von den 709 schriftlich eingewilligten und eingeschlossenen
Studienpatienten wurden bei Routineterminen in der Ambulanz alle drei Monate (+ 1,5
Monate) bis zu einem Jahr (Monat 0, 3, 6, 9, 12) Blut- sowie Urinproben fiir die
Biomarkerbestimmungen gesammelt. Ubliche Routinelaborparameter (u.a. Kreatinin,
Proteinurie) wurden standardmafiig durch das lokale Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH
bestimmt. Kam es zu ungeplanten Hospitalisierungen in der Charité (Campus Mitte), wurden
erneut je eine Blut- und Urinprobe innerhalb von 48 h nach Krankenhausaufnahme
abgenommen. In der vorliegenden Arbeit werden ausschliefilich die Biomarkerbestimmungen
zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses (Monat 0 = t0) betrachtet.

Die Studienproben, je 10 ml EDTA-Blut und 10 ml Spontanurin, wurden fiir 10 min bei 3500
Umdrehungen zentrifugiert, der Uberstand wurde in max. drei Aliquots zu 0,5 ml abpipettiert
und in pseudonymisierter Form innerhalb von 6 h nach Abnahme bei -80°C eingefroren.

Klinische Daten wurden aus den Patientenakten und elektronischen Datenbanken der Klinik
erhoben.

Seite |18



Die Patienten wurden bis zum 1.4.2018 beziiglich folgender Endpunkte nachbeobachtet: 1.
kombinierter Endpunkt aus Tod und Transplantatverlust, 2. Tod und 3. Tod-zensurierter
Transplantatverlust. Hierbei war ein Transplantatverlust definiert durch die Notwendigkeit
einer nicht-voriibergehenden Initiierung einer Nierenersatztherapie. Als Follow-Up-Zeit
definierten wir die Zeit vom Tag des Einschlusses in die Studie bis zum Tag des

Transplantatverlustes, des Todes oder des Studienendes.

Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien der VS-NTX-Studie.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Alter = 18 Jahre Nicht einwilligungsféahig

Nierentransplantation vor mind. | Malignomerkrankung innerhalb der letzten 5 Jahre
zwei Monaten
Schriftliches Einverstandnis eGFR < 15 ml/min

Instabile Nierenfunktion

(= Kreatininanstieg = 0,3 mg/dl im Vergleich zu Vorwerten)
Klinisch instabil

(= Infektgeschehen und/oder akute Aufnahmeindikation)

2.1.1 NGAL-BESTIMMUNG

Zur Bestimmung der NGAL-Konzentration in den Plasma- und Urin-Proben wurde ein
kommerziell erhaltliches ELISA-Testverfahren (THE NGAL TEST ™, BioPorto® Diagnostics,
Hellerup, Danemark) auf einer klinischen Plattform (cobas®6000, Roche Diagnotics, Rotkreuz,
Schweiz) angewandt (Hansen et al. 2014). Alle Messungen erfolgten nach Beendigung der
Probensammlung im Labor Berg (Oudenarder Str. 16, 13347 Berlin - Wedding). Bei dem Test
handelt es sich um einen partikelverstarkten turbidimetrischen Immunoassay. Dabei verbinden
sich die NGAL-Molekiile in der Probe mit Latexmikropartikeln, welche mit monoklonalen
murinen Anti-NGAL-Antikorpern beschichtet sind. Die entstehenden Prazipitate streuen Licht
bei 700 nm. Die NGAL-Konzentration wird nach dem Prinzip der photometrischen Absorption
anhand einer Eichkurve bestimmt. Die quantitative Bestimmung von NGAL erfolgte in einem
Messbereich von 25 ng/ml bis 5000 ng/ml. Fiir diesen Test liegen die erwarteten mittleren
Messwerte bei gesunden Menschen im EDTA-Plasma bei 63 ng/ml und im Urin bei 5,3 ng/ml
(BioPorto Diagnostics A/S, Tuborg Havnevej 15 2016).

2.1.2  CALPROTECTIN-BESTIMMUNG

Zur Bestimmung der Calprotectin-Konzentration in den Plasma- und Urin-Proben wurde das
IDK® Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland) angewandt. Alle
Messungen erfolgten nach Beendigung der Probensammlung durch unsere

Kooperationspartner (Frau Simone Voigt, Medizinisch-technisch Angestellte; Arbeitsgruppe
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Prof. Timm Westhoff, Klinik fiir Nephrologie am Campus Benjamin Franklin, Charité-
Universitatsmedizin Berlin). Der Test basiert auf der Sandwich-ELISA-Technik. Dabei werden
zwei ausgewdhlte monoklonale Antikorper, die humanes Calprotectin erkennen, verwendet.
Durch das Peroxidase-Konjugat des Antikorper-Calprotectin-Antikorper-Komplexes wird der
Farbumschlag eines hinzugegebenen Chromogens, das Tetramethylbenzidin (TMB),
katalysiert. Die Intensitdt der entstandenen Farbe wird photometrisch bestimmt (Absorption
bei 450 nm) und ist direkt proportional zu der Calprotectinkonzentration. Der mediane Wert
von Calprotectin im Urin ist fiir diesen Test bei Erwachsenen ca. 51 ng/ml; Referenzwerte im
Blut sind nicht bekannt (Immundiagnostik AG, Stubenwald-Allee 8a, 64625 Bensheim 2019).

2.1.3 KREATININ- UND PROTEINURIE-BESTIMMUNG

Die Nierenfunktionsparameter Serumkreatinin (sKrea) und Proteinurie wurden im Rahmen
der Routinediagnostik durch das Labor Berlin bestimmt. Kreatinin wurde nach der Jaffé-
Methode standardmafig gemessen. Proteinurie wurde mittels Urinteststreifen semiquantitativ
ermittelt: Erst ab einem Ergebnis von ,+“ entsprechend 0,3 g/l wurde die Proteinurie als positiv

gewertet.

2.2 STATISTISCHE ANALYSEN

Fiir die statistischen Analysen wurden IBM SPSS Statistics 25, Stata (Version IC 15.1) und R
(Version 3.5.1.) verwendet. Als statistisch signifikant galt p < 0,05 bzw. wir verwarfen die
Nullhypothese bei p < 0,05.

Wir beschrieben die Studienpopulation mit kontinuierlichen Variablen, die mittels Mann-
Whitney-U-Test, und mit kategorialen Variablen, die mittels x2-Quadrat-Test verglichen
wurden. Die Werte wurden als Mittelwert (+ Standardabweichung = SD) oder Median
[Interquartilsabstand = IQA] dargestellt.

Zur Visualisierung der Verteilung der Plasma-NGAL-, Plasma-Calprotectin und
Serumkreatinin-Konzentrationen abhdngig von den betrachteten Endpunkten erstellten wir
Box Plots mithilfe der Software GraphPad Prism (Version 5.04, GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Die deskriptive Statistik wurde in IBM SPSS Statistics 25 ausgefiihrt.

Mit Hilfe der Programmiersprache R erstellten wir Time-dependent Receiver Operating
Characteristics (timeROC) zur Ermittlung der prognostischen Aussagekraft der Biomarker
pPNGAL, pCalpro und sKrea im Hinblick auf unsere Endpunkte kombiniert aus Tod oder
Transplantatverlust, Transplantatverlust und Tod nach drei, vier und fiinf Jahren (Heagerty et
al. 2000). Zur Bestimmung ihrer Zuverlassigkeit gaben wir die AUC an: Sie liegt zwischen 0,5
und 1,0, wobei 0,5 keinen aussagekréaftigen Gewinn und 1,0 eine absolute Testzuverlassigkeit
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bedeutet. Von der timeROC-Kurve fiir Transplantatverlust nach fiinf Jahren wurden die Werte
fiir Sensitivitat und Spezifitdit von pNGAL und sKrea abgelesen und mittels Vergleiche der
hochsten Youden-Indizes (Sensitivitdt + Spezifitdit - 1) jeweils ein Cut-Off-Wert ermittelt
(Youden 1950). Fiir den Cut-Off-Wert von pNGAL und sKrea wurde in Bezug auf alle drei
Endpunkte und alle drei Zeitpunkte die Sensitivitdt und Spezifitat, der positive und negative
Vorhersagewert sowie die positive und negative Likelihood Ratio errechnet. Dariiber hinaus
wurden uni- und multivariate Cox —Regressionen in Stata Version IC 15.1 durchgefiihrt, um
den pradiktiven Nutzen von Biomarkern (pNGAL, uNGAL, pCalpro, uCalpro),
Laborparametern (u.a. sKrea, Proteinurie) sowie von demographischen Variablen,
Transplantationsdaten und Nebenerkrankungen bezogen auf die Endpunkte festzustellen. Von
univariat signifikanten und klinisch interessanten Parametern wurden Biomarker-basierte
Vorhersagemodelle fiir den kombinierten Endpunkt aus Tod und Transplantatverlust,
Transplantatverlust (Tod-zensuriert) und Tod abgeleitet und das Risiko fiir das Auftreten der
Endpunkte im Vergleich zu Nichtbetroffenen mittels HR angegeben. Fiir das
Pradiktionsmodell von Transplantatverlust wurde zudem eine Competing Risk- Analyse mit
Tod als konkurrierendes Ereignis durchgefithrt und mit dem herkdmmlichen Cox-
Regressionsmodell verglichen (Noordzij et al. 2013). pNGAL wurde in den Cox-
Regressionsanalysen pro 100 ng/ml Anstieg evaluiert, indem die Pradiktorvariable pPNGAL vor

der Analyse durch 100 geteilt wurde.

Es wurden Uberlebenszeitanalysen abhingig von dem Beobachtungszeitraum von fiinf Jahren
und fiir den Endpunkt Transplantatverlust auflerdem abhdngig des Transplantatalters
durchgefiihrt. Das kumulative Risiko wurde mittels Kaplan-Meier-Kurven fiir verschiedene
Risikogruppen (pNGAL > oder < Cut-Off-Wert; sKrea > oder < Cut-Off-Wert; pNGAL und
sKrea < Cut-Off-Wert oder pNGAL < und sKrea >Cut-Off-Wert oder pNGAL > und sKrea <
Cut-Off-Wert oder pNGAL und sKrea > Cut-Off-Wert) visualisiert. Mit Hilfe des Log-Rank-

Tests wurden die Uberlebenszeiten von zwei Gruppen miteinander verglichen.

Fehlende Daten wurden durch mehrfache Imputation mittels Kettengleichung (Multiple
Imputation by Chained Equation = MICE) in Stata IC 15.1 vervollstandigt. Unsere fehlenden Werte
betrugen 1-2 % fiir Spendertyp und Proteinurie, 4 % fiir DGF sowie positiven donorspezifische
Antikorper (DSA)-Status und 7 % fiir Spender mit erweiterten Kriterien (Expanded Criteria
Donors (ECD) = hirntote Spender > 60 Jahre alt oder zwischen 50 und 59 Jahre alt mit mindestens
zwei der folgenden Kriterien: Vorgeschichte mit arterieller Hypertonie, letztes Serumkreatinin
> 1,5 mg/dl oder zerebrovaskuldre Todesursache (Merion et al. 2005)). In dem
Imputationsmodell waren alle demographischen Variablen, Transplantationsverlust, Tod und
Baseline-Nelson-Aalen-Schatzungen fiir beide Endpunkte enthalten. Es wurden zehn

Datensédtze generiert und die Ergebnisse nach Rubins Regel zusammengefasst (Rubin 1987).
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3 ERGEBNISSE

3.1 FALLZAHL

Fiir die vorliegende monozentrische, prospektive Beobachtungsstudie (VS-NTX-5tudie) kamen
alle mindestens 18-jahrigen, einwilligungsfdhigen und vor > zwei Monaten
nierentransplantierten Patienten in Frage, die regelméafsig die Nierentransplantationsambulanz
der Charité-Universitdtsmedizin Campus Berlin — Mitte zur Nachsorge besuchen. Von den 798
potentiellen Studienpatienten lehnten 21 die Studienteilnahme ab. 65 erfiillten die
Einschlusskriterien nicht. Bei 22 lag innerhalb der letzten fiinf Jahre eine maligne Erkrankung
vor; elf hatten zum Zeitpunkt des geplanten Studieneinschlusses keine stabile
Transplantatfunktion. Acht Patienten hatten eine eGFR < 15 ml/min. 24 Patienten waren zum
Zeitpunkt des geplanten Studieneinschlusses klinisch instabil (Infektionserkrankung und/oder
Indikation fiir eine nicht-elektive Krankenhausaufnahme). 712 Patienten wurden in die Studie
eingeschlossen. Von diesen lag bei drei Patienten am Tag des Studieneinschlusses keine
vollstandige Dokumentation der Kreatinin- oder Biomarkerbestimmungen vor, sodass sie von
der Auswertung ausgeschlossen wurden. Folglich wurden alle Analysen an insgesamt 709
Patienten durchgefiihrt. Das Flussdiagramm in Abbildung 2 zeigt schematisch die Bildung der
Studienkohorte.
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Screening: n = 798 Nierentransplantierte
Mind. 18 Jahre alt
Mind. 2 Monate transplantiert
einwilligungsfahig

instabile Nierenfunktion n = 11
klinisch instabiln = 24
eGFR < 15ml/minn =8
Malignomn = 22
Ablehnungenn = 21

Einschluss: n=712

unvollstandige Kreatinin-
oder
Biomarkermessungen
n=3

Statische Auswertung: n =709

Abbildung 2: Flussdiagramm zur Bildung der Studienkohorte in der VS-NTX-Studie.

3.2 PATIENTENCHARAKTERISTIKA

Die 709 betrachteten Patienten waren im Mittel 54 Jahre (SD + 14,35) alt und wurden im Median
5,4 Jahre [IQA 2,23 - 10,13] nach Transplantation eingeschlossen. Sie wurden im Median
58 Monate [IQA 57 — 59] nachverfolgt. 118 (16,6 %) Patienten entwickelten wahrend dieses
Follow-Ups den kombinierten Endpunkt aus Tod und Transplantatverlust, wovon 84 (11,8 %)
Patienten verstarben und 49 (6,9 %) einen Tod-zensierten Transplantatverlust erlitten. Zu
98,9 % betrachteten wir Patienten kaukasischer Herkunft. Es wurden mehr Manner (ca. 60 %)
als Frauen (ca. 40 %) eingeschlossen. Etwa ein Drittel Lebendspenden, ein Drittel ECD und ein
Drittel Organe mit DGF wurden einbezogen. Die nephrologischen Grunderkrankungen waren
vielfdltig. Die Komorbiditdten variierten von 97,5 % detektierter arterieller Hypertonie, zu
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41,9 % Diagnosen von Herzinsuffizienz und zu 22,6 % von Diabetes mellitus. Das mediane
sKrea bei Einschluss mafs 1,53 mg/dl [IQA 1,22 - 1,92]. Das mediane pNGAL betrug 189 ng/ml
[IQA 130 - 257], uNGAL 29 ng/ml [IQA 12 - 57,75]; das mediane pCalpro 539,5 ng/ml [IQA 335,4
- 913,8] und uCalpro 57,6 ng/ml [IQA 13,1 - 301,6]. 22,4 % der Studienpatienten hatten einen
positiven Proteinurienachweis > 30 mg/dl und 7,2 % wiesen DSA zum Zeitpunkt der

Studienprobenabnahmen auf.

In allen drei Endpunkt-Kohorten (Tod, Tod-zensurierter Transplantatverlust und kombinierter
Endpunkt) waren signifikant dltere Patienten, wohingegen sich das Transplantatalter zu den
Kohorten ohne Endpunkt nicht signifikant unterschied. Aufierdem stellten sich Unterschiede
in den Transplantationsdaten, den Begleiterkrankungen und den Laborparametern dar. Die
Biomarker pNGAL, pCalpro und sKrea zeigten im Plasma der kombinierter Endpunkt- sowie
der Transplantatverlust-Kohorte signifikant hohere Werte, wohingegen in der Tod-Kohorte nur
das pNGAL signifikant erhoht war. Im Urin konnte ein Zusammenhang zwischen erhohtem
uNGAL und dem kombinierten Endpunkt sowie Transplantatverlust hergestellt werden;
uCalpro erwies sich bei Patienten mit kombiniertem Endpunkt und Tod als erhéht. Die genauen
Werte konnen der Patientencharakteristika-Tabelle (siehe Tabelle 3) entnommen werden. Der
Unterschied der Biomarker NGAL, Calprotectin und Kreatinin in den Endpunkt- und Kein-
Endpunkt-Kohorten ist zum besseren Vergleich nur im Plasma mithilfe von Box Plots

visualisiert (siehe Abbildung 3).

Tabelle 3: Patientencharakteristika bei Einschluss und nach Endpunkten. SD =
Standardabweichung, IQA = Interquartilsabstand. Signifikanzniveau: * p<0,05, ** p<0,001,
zwischen Patientengruppen mit und ohne Endpunkt berechnet mit Mann-Whitney-U-Test
bzw. x2-Quadrat-Test. ECD = Spender mit erweiterten Kriterien (Expanded Criteria Donors =
hirntote Spender > 60 Jahre alt oder zwischen 50 und 59 Jahre alt mit mindestens zwei der
folgenden Kriterien: Vorgeschichte mit arterieller Hypertonie, letztes Serumkreatinin
> 1,5 mg/dl oder zerebrovaskulire Todesursache); DGF = verzogerte Transplantatfunktion
(Delayed Graft Function = Notwendigkeit mindestens einer postoperativen Dialyse in den

ersten sieben Tagen nach der Transplantation).
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Abbildung 3: Verteilung der Konzentrationen von pNGAL* (A-C), pCalprotectin (D-F),
sKreatinin (G-1) in den Kohorten mit und ohne Endpunkt (kombinierter Endpunkt, Tod,
Tod-zensurierter Transplantatverlust). Die Boxen zeigen den Median sowie die untere und
obere Quartile. Die Begrenzung oberhalb und unterhalb der Boxen kennzeichnet Daten
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstandes. Die schwarzen Punkte sind Ausreifer. Das p-
Signifikanzniveau < 0,05 wurde mittels Mann-Whitney-U-Test errechnet. pPNGAL* = pNGAL
pro 100 ng/ml Anstieg = Zur besseren Veranschaulichung dividierten wir die pNGAL-Werte
durch 100.

3.3 TESTCHARAKTERISTIKA

Zur Bewertung der Aussagekraft der betrachteten Biomarker pNGAL, pCalpro und sKrea im
Hinblick auf die Endpunkte kombinierter Endpunkt aus Tod oder Transplantatverlust, Tod-
zensurierter Transplantatverlust und Tod nach drei, vier und fiinf Jahren verwendeten wir

timeROC-Analysen. Zur Bestimmung ihrer Zuverldssigkeit errechneten wir die AUC: Sie liegt
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zwischen 0,5 und 1,0, wobei 0,5 keinen aussagekraftigen Gewinn und 1,0 eine absolute
Testzuverlassigkeit bedeutet (siehe Abbildung 4).

Fiir den kombinierten Endpunkt nach drei Jahren liegt die AUC fiir pNGAL bei 0,65, fiir
pCalpro bei 0,6, fiir sKrea bei 0,68; nach vier Jahren fiir pPNGAL bei 0,66, fiir pCalpro bei 0,58,
tiir sKrea bei 0,67 und nach fiinf Jahren fiir pPNGAL bei 0,66, fiir pCalpro bei 0,59 und fiir sKrea
bei 0,65. Betrachtet man Tod-zensuriertes Transplantatversagen nach drei Jahren als Endpunkt,
dann betragt die AUC fiir pNGAL 0,81, fiir pCalpro 0,64, fiir sKrea 0,89; nach vier Jahren fiir
PNGAL 0,81, fiir pCalpro 0,6, fiir sKrea 0,89 und nach fiinf Jahren fiir pPNGAL 0,8, fiir pCalpro
0,61 und fiir sKrea 0,85. Zur Vorhersage von Tod nach drei Jahren betragt die AUC fiir pPNGAL
0,56, fiir pCalpro 0,59, fiir sKrea 0,55; nach vier Jahren fiir pNGAL 0,58, fiir pCalpro 0,59, fiir
sKrea 0,54 und nach fiinf Jahren fiir pPNGAL 0,6, fiir pCalpro 0,58 und fiir sKrea 0,54.

Die beste Testzuverlassigkeit zeigten pPNGAL und sKrea zur Vorhersage von Tod -zensuriertem
Transplantatverlust. Zur Ermittlung eines Cut-Off-Wertes fiir beide Parameter nutzten wir die
timeROC-Kurven fiir Transplantatverlust mit dem langsten Follow-Up (fiinf Jahre) und
verglichen die einzelnen NGAL- und sKrea-Werte untereinander anhand ihrer Sensitivitaten
und Spezifititen und wahlten denjenigen Wert mit dem hochsten Youden-Index als Cut-Off-
Wert aus. Dabei fand sich fiir pPNGAL ein optimaler Cut-Off-Wert von 230 ng/ml und fiir sKrea
ein optimaler Cut-Off-Wert von 1,75 mg/dl (Youden-Index pNGAL 0,5319 und sKrea 0,5125).
Die Testcharakteristika fiir die gewahlten Cut-Off-Werte zur Vorhersage der Endpunkte nach
drei, vier und fiinf Jahren sind in der Tabelle 4 dargestellt.

kombinierter Endpunkt

. 08
©
;. = 1
timeROC-Kurven & AUC-Werte 3
. c 041
fur 3-Jahres-Follow Up 3 —— PNGAL=0,652
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6 0:2 0:4 O:G 0:8 1:0
1 - Spezifitat
Tod Tod-zensurierter Transplantatverlust
o -— 018-
s o
= =
£ 2 041
é — pNGAL=0562 | B ‘ o —— PNGAL=0811
— sKrea = 0,547 T g .- —— sKrea = 0,892
pCalpro = 0,592 0 i - pCalpro=0,636
0 02 04 06 08 10 0 02 04 06 08 10
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Abbildung 4: timeROC-Kurven und AUC-Werte. Visualisierung der Treffsicherheit von
pNGAL (rot), sKrea (blau) und pCalpro (griin) in Bezug auf die Vorhersage des kombinierten
Endpunktes, von Tod und Tod-zensuriertem Transplantatverlust nach drei, vier und fiinf
Jahren. Referenzlinie (schwarz gestrichelt) zeigt AUC = 0,5.
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Tabelle 4: Testcharakteristika fiir den Cut-Off-Wert von pNGAL 230 ng/ml und sKrea
1,75 mg/dl in Abhiingigkeit der Uberlebenszeit (3, 4, 5 Jahre) bezogen auf die Endpunkte
kombinierter Endpunkt, Tod, Tod-zensurierter Transplantatverlust. Sens (%) =
Sensitivitit. Spez (%) = Spezifitit. PPW (%) = positiv pridiktiver Wert. NPW (%) = negativ

pradiktiver Wert. LR+

= positiver Likelihoodquotient. LR- = negativer Likelihoodquotient.

kombinierter Endpunkt

Uberlebenszeit p%m) Sens (%) | Spez (%) | PPW (%) N(zgv LR+ | LR-
3-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 51,47 69,11 15,02 93,07 1,67 | 0,70
4-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 52,87 69,94 19,74 91,39 1,76 | 0,67
5-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 52,73 70,78 24,89 89,08 1,80 | 0,67

Uberlebenszeit %m Sens (%) | Spez (%) | PPW (%) % LR+ | LR-
3-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 61,76 70,51 18,18 94,56 2,09 | 0,54
4-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 59,77 71,22 22,51 92,68 2,08 | 0,56
5-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 53,64 71,29 25,54 89,33 1,87 | 0,65

Tod

Uberlebenszeit p%m) Sens (%) | Spez (%) | PPW (%) N(Q/)V LR+ | LR-
3-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 34,09 67,22 6,44 93,91 1,04 | 0,98
4-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 38,6 67,64 9,44 92,65 1,19 | 0,91
5-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 41,56 68,2 13,73 90,55 1,31 | 0,86

Uberlebenszeit % Sens (%) | Spez (%) | PPW (%) % LR+ | LR-
3-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 47,73 68,42 9,09 95,19 1,51 | 0,76
4-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 45,61 68,56 11,26 93,51 1,45 | 0,79
5-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 42,86 68,67 14,29 90,79 1,37 | 0,83

Tod-zensurierter Transplantatverlust

Uberlebenszeit p%m) Sens (%) | Spez (%) | PPW (%) N(zllv LR+ | LR-
3-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 85,97 69,16 10,94 99,11 2,79 | 0,20
4-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 83,54 69,99 13,77 98,67 2,78 | 0,24
5-Jahres-Uberleben 230 ng/ml 82,33 70,86 17,12 98,21 2,83 | 0,25

Uberlebenszeit % Sens (%) | Spez (%) | PPW (% % LR+ | LR-
3-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 89,43 70,55 11,8 99,34 3,04 | 0,15
4-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 89 71,27 15,08 99,12 3,10 | 0,15
5-Jahres-Uberleben 1,75 mg/dl 79,9 71,35 16,93 97,98 2,79 | 0,28
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3.4 PRADIKATIONSMODELLE

Um den FEinfluss der erhobenen Parameter auf den kombinierten Endpunkt, das Tod-
zensurierte Transplantatiiberleben und das Patienteniiberleben zu erfahren, verwendeten wir
univariate Cox-Regressionsanalysen (siehe Tabelle 5). Die fiir die Endpunkte signifikanten
Einflussfaktoren, die zudem klinisch von groflem Interesse und im klinischen Alltag einfach
zuganglich sind, wurden fiir die multiple Cox-Regressionsanalyse nach dem Einschlussprinzip
ausgewdhlt. Bereits in den univariaten Analysen waren uNGAL, pCalpro und uCalpro nicht

signifikant und konnten somit als Pradiktoren ausgeschlossen werden.

Tabelle 5: Univariate Cox-Regressionen fiir die Endpunkte kombinierter Endpunkt,

Tod, Tod-zensurierter Transplantatverlust ausgewdhlter klinisch signifikanter
Parameter. Risikoverhiltnis mit 95 %Konfidenzintervall (95 % KI) der Hazard Ratios (HR)
dargestellt. p-Signifikanzniveau < 0,05. pPNGAL* = pNGAL pro 100 ng/ml Anstieg = Zur
besseren Veranschaulichung dividierten wir die pNGAL-Werte durch 100.

Outcome Kombinierter Endpunkt Transplantatverlust
Parameter HR 95 % p-Wert HR 95 % p-Wert HR 95 % p-Wert
Kl Kl Kl

pNGAL* 1,268 1,165 - | <0,001 1,22 1,086 - | 0,001 1,371 1,250 - | <0,001
1,379 1,371 1,504

sKrea 2,447 1,908 — | <0,001 1,227 0,873- | 0,238 5,254 3,873 - | <0,001
3,138 1,724 7,128

Proteinurie 2,406 1,66 — | <0,001 1,492 0,934—- | 0,094 6,417 3,589 — | <0,001
3,487 2,385 11,474

Alter 1,060 1,043 - | <0,001 1,075 1,054 - | <0,001 1,042 1,019 - | <0,001
1,076 1,097 1,066

Das finale Modell fiir die Vorhersage des kombinierten Endpunktes beinhaltet die Parameter
PNGAL (als Wert pro 100 ng/ml Anstieg), sKrea, Proteinurie und Alter des Patienten (vgl.
Tabelle 6). Steigt der pPNGAL-Wert um 100 ng/ml an, dann steigt das Risiko den Endpunkt zu
erreichen um 20,1 % [95 % KI, 1,011 - 1,426]. sKrea- und Proteinurie- Anstiege hingegen fiihren
zu einem 68,9 % [95 % KI, 1,221 - 2,336] bzw. 86% [95 % KI, 1,239 - 2,793] hoheren Risiko fiir
den kombinierten Endpunkt.

In Bezug auf das Gesamtiiberleben weisen ausschliefSlich pNGAL mit einer HR von 1,339 [95 %
KI, 1,113 - 1,612] (pro 100 ng/ml Anstieg) und das Patientenalter mit einer HR von 1,076 [95 %
KI, 1,042 - 1,075] (pro Lebensjahr) eine signifikante Bedeutung in der Vorhersage auf.

Fiir die Pradiktion von Transplantatverlust sind alle vier Parameter (pNGAL, sKrea,
Proteinurie, Alter) signifikant. Die HR fiir pPNGAL liegt pro 100 ng/ml Anstieg bei 1,30 [95 %
KI, 1,043 - 1,622], wohingegen sKrea (pro 1 mg/dl Anstieg) und das Vorliegen von Proteinurie

(Urinteststreifenergebnis > 30 mg/dl = "+") eine HR > 3 besitzen. Neben der herkdmmlichen
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Cox- Regression fiihrten wir zusdtzlich eine Analyse mit Tod als konkurrierendes Ereignis
durch, damit auch Patienten mit einem erhohten Risiko fiir Transplantatversagen, die
allerdings vor Eintreten des Endpunktes verstorben sind, in der Analyse beriicksichtigt
werden. Die Signifikanzniveaus fiir alle vier Parameter (pNGAL, sKrea, Proteinurie und Alter)
sind dhnlich derer in der herkdommlichen Analyse. Allerdings fallen die HR in der Competing
Risk - Methode fiir pPNGAL, Proteinurie und Alter etwas hoher und fiir sKrea etwas niedriger
aus: So steigt das Risiko des Transplantatverlustes bei einem Anstieg von pPNGAL um 100 ng/ml
um 3,4 % auf 33,5 % [95 % KI, 1,142 - 1,56] im Competing Risk - Modell. Ein erhchtes sKrea sowie
das Vorliegen von Proteinurie (= 30 mg/dl) sind weiterhin mit einem in etwa dreifach hdheren

Risiko fiir Transplantatverlust assoziiert (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Pridiktionsmodelle der multiplen Cox-Regression fiir die Endpunkte
kombinierter Endpunkt, Tod, Tod-zensurierter Transplantatverlust und Competing
Risk - Analyse fiir Transplantatversagen. Risikoverhiltnis mit 95% Konfidenzintervall (95
% KI) der Hazard Ratios (HR) dargestellt. p-Signifikanzniveau < 0,05 zur Beschreibung des
Beitrags der Parameter zum Modell. pPINGAL* = pNGAL pro 100 ng/ml Anstieg = Zur besseren
Veranschaulichung dividierten wir die pNGAL-Werte durch 100.

Kombinierter Endpunkt

Parameter HR 95 % KI p-Wert
pNGAL* 1,201 1,011 -1,426 0,037
sKrea 1,689 1,221 - 2,336 0,002
Proteinurie 1,86 1,239 - 2,793 0,003
Alter 1,058 1,042 - 1,075 <0,001
Tod
Parameter HR 95 % K p-Wert
pNGAL* 1,339 1,113-1,612 0,002
sKrea 0,719 0,455 - 1,136 0,157
Proteinurie 1,506 0,912 - 2,488 0,11
Alter 1,076 1,054 - 1,097 <0,001

Transplantatversagen mit Tod als
Competing Risk

Tod-zensuriertes Transplantatversagen

Parameter HR 95 % Kl p-Wert Parameter HR 95 % Kl p-Wert
PNGAL* 1,301 1,043 - 1,622 0,02 pPNGAL* 1,335 1,142 - 1,56 <0,001
sKrea 3,168 2,111 - 4,752 | <0,001 sKrea 2,672 1,678 - 4,254 <0,001
Proteinurie 3,249 1,687 - 4,752 | <0,001 Proteinurie 3,405 1,765 - 6,568 <0,001
Alter 1,041 1,016 - 1,066 | 0,001 Alter 1,032 1,008 - 1,056 0,009
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3.5 UBERLEBENSZEITANALYSEN

Um das kumulative Risiko fiir das Eintreten eines Endpunktes in Abhéngigkeit der Zeit
darzustellen, entwickelten wir Kaplan-Meier-Kurven, bei denen das Eintreten der Endpunkte
ausgehend vom Einschluss in die Studie t0 betrachtet wurde. Die Patienten wurden nach
PNGAL und sKrea stratifiziert. So stellen diese Analysen das kumulative Auftreten von
Endpunkten zwischen Patienten mit pNGAL-Werten iiber und unter dem Cut-Off von
230 ng/ml gegeniiber sowie zwischen Patienten mit sKrea-Werten iiber und unter dem Cut-Off
von 1,75 mg/dl (siehe Abbildung 5). Ob ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
vorliegt, errechneten wir mittels Log-Rank-Test. Patienten mit pPNGAL und sKrea tiber ihrem
Cut-Off-Wert hatten ein signifikant hoheres Risiko von 21,58 % [95 % KI, 1,169 — 1,273] bzw.
23,11 % [95 % K1, 1,183 — 1,29] nach vier Jahren den kombinierten Endpunkt zu erreichen. Nach
vier Jahren waren auflerdem 12,3 % [95 % KI, 1,0852 — 1,169] der Patienten mit erhohten
PNGAL-Werten und 12,97% [95 % KI, 1,093 — 1,169] der Patienten mit erhohten sKrea-Werten
verstorben. Einen signifikanten Unterschied zeigt ebenfalls das kumulative Risiko fiir
Transplantatverlust nach vier Jahren, welches fiir Patienten mit pNGAL > 230 ng/ml 15,12 %
[95 % KI, 1,111 - 1,204] und mit sKrea > 1,75 mg/dl 15,91 % [95 % KI, 1,117 - 1,214] und im
Gegensatz dazu fiir Patienten mit Werten unterhalb des Cut-Offs nur bei 1,35 % [95 % KI,
0,006 - 0,03] bzw. 1,12 % [95 % KI, 1,005 - 1,027] liegt (p < 0,001).
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen. Darstellung der kumulativen
Hazard Raten fiir den kombinierten Endpunkt (A, B), Tod (C, D) und Tod-zensurierten
Transplantatverlust (E, F) in Abhingigkeit der Zeit bei einem maximalen Follow-Up von knapp

fiinf Jahren. Der Zeitpunkt 0 in dieser Analyse entspricht dem Zeitpunkt der Messung von

pNGAL und sKrea beim Studieneinschluss. Es werden die kumulativen Hazard Raten von
Patienten mit pNGAL-Werten > (rot) und < (blau) dem Cut-Off-Wert von 230 ng/ml sowie mit
sKrea-Werten > (rot) und < (blau) dem Cut-Off-Wert von 1,75 mg/dl miteinander verglichen.
Der Signifikanzwert p < 0,05 wurde mittels Log-Rank-Test ermittelt.
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Des Weiteren bildeten wir Risikogruppen, in denen pNGAL- und sKrea-Werte gemeinsam
betrachtet werden, um den Nutzen einer Kombination des neuen Markers pNGAL mit dem
konventionellen Routineparameter sKrea zu analysieren: So konnten wir in Bezug auf
Transplantatversagen iiber die Zeit ein signifikant hoheres kumulatives Risiko von 21,9 %
[95 % KI, 1,161 - 1,294] fiir Patienten mit sowohl pNGAL- als auch sKrea-Werten iiber ihrem
Cut-Off im Gegensatz zu Patienten, die nur isoliert ein erhohtes sKrea (kumulative Hazard
Ratio (kHR): 2,52 % [95 % KI, 1,006 — 1,097]) besitzen, nachweisen (p < 0,001) (siehe
Abbildung 6).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen fiir Risikogruppen. Darstellung der
kumulativen Hazard Raten fiir Tod-zensurierten Transplantatverlust in Abhingigkeit der Zeit
bei einem maximalen Follow-Up von knapp fiinf Jahren. Es werden Patientengruppen mit
pNGAL-Werten = dem Cut-Off-Wert von 230 ng/ml und sKrea-Werten > dem Cut-Off-Wert
von 1,75 mg/dl (orange) gegeniiber Kohorten mit entweder pNGAL > 230 ng/ml und sKrea
<1,75 mgl/dl (griin) oder pNGAL < 230 ng/ml und sKrea > 1,75 mg/dl (dunkelrot) oder
pNGAL < 230 ng/ml und sKrea < 1,75 mg/dl (blau) miteinander verglichen. Der
Signifikanzwert p < 0,05 wurde mittels Log-Rank-Test ermittelt.

Fiir die vorgenannten Uberlebensanalysen legten wir den Zeitpunkt des Studieneinschlusses
als t0 fest. Dieser Zeitpunkt war definiert durch das Einschlusszeitfenster unserer Studie,
bedingte aber, dass wir Patienten zu sehr unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Transplantation betrachteten, d. h. die Studienpopulation wies eine erhebliche Heterogenitat
beziiglich des Transplantatalters zum Zeitpunkt der Biomarkerbestimmung auf. Aus diesem
Grunde fiihrten wir eine zweite explorative Uberlebensanalyse durch, bei der der Zeitpunkt
der Transplantation als t0 definiert wurde (siehe Abbildung 7). Diese Analyse bestatigte die
Ergebnisse der vorgenannten Uberlebensanalysen. Betrachtet man das Tod-zensurierte
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Transplantatiiberleben ausgehend vom Zeitpunkt der Transplantation, dann diskriminiert
PNGAL genau wie sKrea (gemessen zum Studieneinschluss, also zu einem zufilligen
Zeitpunkt nach der Transplantation) diejenigen Patienten mit einem kiirzeren
Transplantatiiberleben (p < 0,001). Wiederum zeigte sich, dass Patienten mit sowohl erh6htem

PNGAL als auch erhohtem sKrea das hochste Risiko eines Transplantatverlustes aufwiesen.
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Abbildung  7:  Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen  fiir ~ Tod-zensurierten
Transplantatverlust in Abhingigkeit des Transplantatalters. Das Transplantatalter wird
in Jahren vom Zeitpunkt 0 = Transplantation angegeben. A, B: Darstellung der kumulativen
Hazard Raten von Patienten mit pNGAL-Werten > (rot) und < (blau) dem Cut-Off-Wert von
230 ng/ml sowie mit sKrea-Werten > (rot) und < (blau) dem Cut-Off-Wert von 1,75 mg/dl.
C: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen fiir Risikogruppen. Darstellung der kumulativen
Hazard Raten fiir Tod-zensurierten Transplantatverlust in Abhingigkeit der Zeit in Jahren
nach Transplantation. Es werden Patientengruppen mit pNGAL-Werten > dem Cut-Off-Wert
von 230 ng/ml und sKrea-Werten > dem Cut-Off-Wert von 1,75 mg/dl (orange) gegeniiber
Kohorten mit entweder pNGAL > 230 ng/ml und sKrea < 1,75 mg/dl (griin) oder pNGAL
<230 ng/ml und sKrea > 1,75 mg/dl (dunkelrot) oder pNGAL < 230 ng/ml und sKrea
< 1,75 mg/dl (blau) miteinander verglichen. Der Signifikanzwert p < 0,05 wurde mittels Log-
Rank-Test ermittelt.
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Bemerkenswert war in beiden Risikogruppenanalysen, dass Patienten mit hohen
Kreatininwerten, aber niedrigen = pNGAL-Werten ein niedriges Risiko des
Transplantatverlustes zeigten (vergleichbar mit den Patientengruppen, die niedrige
Kreatininwerte aufwiesen). Dies legt nahe, dass pNGAL zur Risikostratifizierung von

transplantierten Patienten mit erh6hten Kreatininwerten hilfreich sein konnte.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Promotionsarbeit galt es zu klaren, ob die Biomarker fiir intrinsische
Nierenschadigung Neutrophile Gelatinase-assoziiertes Lipocalin und Calprotectin gemessen
im Urin und Plasma von Nierentransplantierten zu einem stabilen Zeitpunkt im Rahmen der
chronischen Transplantatnachsorge einen prognostischen Nutzen fiir den klinischen Alltag
besitzen. Es sollte evaluiert werden, ob NGAL und Calprotectin als punktuelle Messwerte
Langzeitergebnisse vorhersagen konnen. Dafiir fithrten wir eine monozentrische, prospektive
Observationsstudie von 709 stabilen, mindestens zwei Monate lang nierentransplantierten
Empfangern mit einem medianen Nachbeobachtungszeitraum von 58 Monaten durch, bei
denen zum Einschlusszeitpunkt NGAL- und Calprotectin-Konzentrationen in Blut und Urin
gemessen wurden. Es kam kumulativ zu 118 Ereignissen von Nierentransplantatverlust und
Tod; einzeln betrachtet verstarben 84 Patienten und 49 verloren ihr Transplantat unabhangig
von Todesfdllen. Die Ergebnisse zeigen, dass insbesondere pNGAL einen Nutzen zur

Risikostratifizierung dieser Patienten haben konnte.

Es gibt bisher nur sehr limitierte Daten zur prognostischen Bedeutung von NGAL vor allem in
stabilen Nierentransplantierten und keine Veroffentlichungen tiber Calprotectins Wertigkeit in
der Langzeitprognose. Die meisten Arbeiten konnten eine hohe Diskriminierungsfahigkeit fiir
beide Biomarker im Setting des akuten Nieren- und auch Nierentransplantatversagens zeigen.
Die AUC zur Vorhersage von DGF fiir NGAL in Urin und Plasma liegt zusammen betrachtet
bei ca. 0,87 laut eines Reviews von Haase-Fielitz et al. aus 2014. Aufierdem gebe es keinen
Unterschied in der Giite von pNGAL und uNGAL, obwohl die meisten Untersuchungen im
Urin erfolgt sind (Haase-Fielitz et al. 2014). Fiir Calprotectin hingegen gibt es innerhalb der
nephrologischen Forschung ausschliefilich Veroffentlichungen tiber Urinmessungen. Die AUC
fiir akutes intrinsisches Nierentransplantatversagen betragt laut Seibert et al. 0,94 (Seibert et al.
2017). Es gibt dariiber hinaus einige gute Daten, dass NGAL in der Vorhersage von
Nierenfunktionsverlust bis hin zur Notwendigkeit von Nierenersatztherapie und Mortalitat
niitzlich sein konnte (Hall et al. 2011; Nickolas et al. 2008, 2012; Schrezenmeier et al. 2017; Singer
et al. 2016), was wiederum fiir Calprotectin bisher nicht bekannt ist und sogar ganz im
Gegenteil kein Zusammenhang zwischen Calprotectin und Nierenfunktionsverschlechterung
in chronisch Niereninsuffizienten belegt werden konnte (Seibert et al. 2018). Allerdings fehlen
zudem pNGAL- Studien in der chronischen Phase nach Nierentransplantation. Man weif3 laut
Bansal et al. nur, dass erhohte NGAL-Level im Urin bei stabilen Nierentransplantierten mit
einem erhohten Risiko fiir Transplantatverlust, kardiovaskuldre Ereignisse und Mortalitdt

assoziiert sind (Bansal et al. 2016).
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Wir konnten in unserer Kohorte zundchst bei Patienten mit kombiniertem Endpunkt aus
Transplantatverlust und Tod fiir beide Biomarker sowohl im Blut als auch im Urin signifikant
erhohte Werte im Vergleich zu den Nichtbetroffenen messen. Patienten, die nur einen
Transplantatverlust erlitten, hatten keine signifikant erhohten uCalprotectin-Werte und
diejenigen, die verstarben, zeigten keine Assoziation mit erhéhten uNGAL- und pCalprotectin-
Werten. Nur pNGAL zeigte bei allen Endpunkten eine signifikante Erhéhung. Aufgrund
dessen, weil es bisher keinerlei Veroffentlichungen zu NGALs prognostischer Wertigkeit im
Plasma von stabilen Nierentransplantierten gibt und weil im klinischen Alltag zur
Funktionsbeurteilung des Nierentransplantates die Kreatininmessungen ebenfalls im Serum
durchgefiihrt werden, legten wir zur besseren Vergleichbarkeit das Hauptaugenmerk auf die

im Plasma gemessenen Biomarker.

Im néchsten Schritt analysierten wir die zeitabhangige Testqualitdt der Biomarker im Vergleich
zum Goldstandard Serumkreatinin. Es kann eindeutig festgehalten werden, dass pNGAL,
pCalpro und sKrea egal ob nach drei, vier oder fiinf Jahren in der Diskriminierung des
kombinierten Endpunktes sowie der Patientenmortalitdt nur als Zufallsklassifikatoren agieren
(kombinierter Endpunkt, AUC nach drei, vier und fiinf Jahren: pNGAL 0,652, 0,661, 0,657;
sKrea 0,676, 0,672, 0,645; pCalpro 0,599, 0,577, 0,59; Tod, AUC nach drei, vier und fiinf Jahren:
PNGAL 0,562, 0,579, 0,596; sKrea 0,547, 0,544, 0,539; pCalpro 0,592, 0,585, 0,584).

Nur die timeROC-Kurven fiir Transplantatverlust zeigen eine gute Testqualitat fiir pPNGAL und
sKrea auf: So ist die AUC fiir pNGAL nach drei und vier Jahren 0,811 und nach fiinf Jahren
0,795; sKrea wiederum ist leicht iiberlegen mit AUC-Werten nach drei Jahren von 0,892, nach
vier Jahren 0,888 und nach fiinf Jahren 0,85. pCalpro kann auch in der Vorhersage von
Transplantatverlust zu keinem Zeitpunkt tiberzeugen (AUC nach drei, vier und fiinf Jahren
0,636, 0,599, 0,607). Dies unterstreicht einerseits, dass es bisher keine Analysen zu pCalprotectin
im Bereich der Nierentransplantation gibt und dass laut Seibert et al. kein Zusammenhang
zwischen  Nierenfunktionsverschlechterung ~ und  uCalprotectin  in  chronischer
Niereninsuffizienz besteht (Seibert et al. 2018). Erhohte pCalprotectin-Werte mogen durch
andere ablaufende systemische Inflammationsprozesse bedingt sein; so wie man auch weifs,
dass z.B. bei rheumatoider  Arthritis oder kardiovaskuldrer  Erkrankung
Calprotectinerh6hungen im Plasma zu messen sind (Altwegg et al. 2007; Hammer et al. 2008).

In den publizierten Daten variieren die ermittelten Cut-Off-Werte fiir NGAL im Urin und
Plasma stark, sodass wir fiir unsere Kohorte anhand der timeROC-Kurve fiir das 5-Jahres-
Transplantatiiberleben den bestmoglichen pNGAL-Cut-Off-Wert ermittelten. Dieser liegt bei
230 ng/ml mit einer guten Sensitivitdt iiber 80 % und Spezifitdit von ca. 70 % zu allen
Zeitpunkten (drei, vier und fiinf Jahren). Allerdings sind nur der negativ pradiktive Wert
(NPW) und der negative Likelihoodquotient (-LR) {iberzeugend (NPW zwischen 98 - 99 %

und -LR <0,3). Ahnliches, aber mit einer etwas starkeren Sensitivitit bis 89 % und einem knapp
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akzeptablen positiven Likelihoodquotienten > 3 gilt fiir den in unserer Kohorte ermittelten Cut-
Off-Wert von Serumkreatinin mit 1,75 mg/dl.

Im nédchsten Schritt war das Ziel ein Biomarker-assistiertes Vorhersagemodell fiir die
betrachteten Endpunkte zu schaffen. Bereits in den univariaten Cox-Regressionen zeigte
Calprotectin weder in Urin noch Plasma signifikante Werte, sodass feststeht, dass Calprotectin
in dieser Kohorte von Nierentransplantierten keinen pradiktiven Nutzen besitzt. Fiir uNGAL
konnte zwar univariat ein signifikanter Zusammenhang mit Transplantatverlust (p =0,024)
ermittelt werden, dieser hielt allerdings dem starkeren pNGAL nicht stand, sodass im finalen
multivariaten Modell nur pNGAL beriicksichtigt wurde. Die Auswahl der Parameter fiir das
Vorhersagemodell wurde stark auf Werte eingegrenzt, die standardmafig in der
Routinenachsorge von Nierentransplantierten ermittelt werden und somit immer ohne
Extraaufwand zum Konsultationszeitpunkt zur Verfiigung stehen. So haben wir uns auf
Serumkreatinin, Proteinurie und das Alter der Patienten beschrankt. Fiir die Vorhersage des
kombinierten Endpunkts sind alle vier Parameter unabhéngig pradiktiv. Betrachtet man die
Patientenmortalitat, dann zeigen nur pNGAL und das Patientenalter einen unabhingigen
Einfluss: Steigt pPNGAL um 100 ng/ml, dann steigt das Mortalitatsrisiko um 34 %. Fiir das
Pradiktionsmodell von Tod-zensuriertem Transplantatverlust sind wiederum alle vier
Parameter signifikant. Dies konnte mittels zusatzlichen konkurrierenden Ereignis-Analysen
bestatigt werden: Zwar stellt ein erhohtes Serumkreatinin und eine erhohte Proteinurie ein
zwei- bis dreifach erhdhtes Risiko fiir Transplantatverlust dar, doch kénnen wir auch fiir
PNGAL hervorheben, dass ein Anstieg von 100 ng/ml eine Risikoerhchung um 30,1 % in den

konventionellen Cox-Regressionen und 33,5 % in der Competing Risk - Analyse bedeutet.

Die ermittelten Cut-Off-Werte fiir pNGAL und sKrea wurden weiterverwendet, um den
Unterschied im kumulativen Risiko abhingig von der Uberschreitung des Grenzwertes in Form
von Kaplan-Meier-Uberlebensgraphen darzustellen. Dabei wurde nicht nur die unabhéngige
Signifikanz von pNGAL > 230 ng/ml vor allem in Bezug auf den Transplantatverlust innerhalb
von fiinf Jahren nach pNGAL-Bestimmung sowie vom Zeitpunkt der Transplantation gezeigt,
sondern auch der Zusatznutzen von pNGAL zu sKrea analysiert: Bildet man Risikogruppen,
die entweder nur erhéhte pPNGAL- oder nur erhohte sKrea- Werte oder sowohl erhdhte oder
erniedrigte pNGAL- als auch sKrea-Werte besitzen, dann ist der Unterschied in der
Risikoerhchung fiir Transplantatverlust eindriicklich, wenn nicht nur sKrea sondern zusatzlich
auch pNGAL den Cut-Off-Wert {iberschreiten (pNGAL > 230 ng/ml UND sKrea > 1,75 mg/dl:
kHR 21,9% [95 % KI, 1,161 - 1,294] im Vergleich zu pNGAL <230 ng/ml UND sKrea 2
1,75 mg/dl: kHR 2,52% [95 % KI, 1,006 — 1,097]; p < 0,001). Daraus ldsst sich ableiten, dass
Nierentransplantierte, deren sKrea > 1,75 mg/dl betrdgt, nur mit einem zusatzlich erhohten
PNGAL > 230 ng/ml ein signifikant hoheres Risiko von ca. 22 % fiir Transplantatverlust

innerhalb von vier Jahren im Vergleich zu isolierter Kreatininerh6hung mit 2,5 % besitzen.
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PNGALs pradiktive Eigenschaft zum Zeitpunkt der stabilen Transplantatfunktion konnte bei
der Betrachtung des Transplantatgesamtiiberlebens bestitigt werden: Bei sowohl erhohten
sKrea- als auch pNGAL-Werten ist das Risiko sein Transplantat nach fiinf Jahren post

transplantationem zu verlieren ca. 30 % und nach zehn Jahren bereits bei circa 50 %.

In der Gesamtheit zeigen unsere Analysen, dass ausschliefSlich NGAL im Plasma gemessen
einen unabhangigen pradiktiven Wert fiir die Vorhersage des kombinierten Endpunktes, der
Patientenmortalitdt und des Tod-zensurierten Transplantatverlusts innerhalb von knapp fiinf
Jahren nach Bestimmung besitzt. Die Signifikanzniveaus und Hazard Ratios verraten aber
auch, dass weiterhin der Goldstandard Serumkreatinin sowie die Proteinurie die starkeren
Pradiktoren fiir den kombinierten Endpunkt und Transplantatverlust darstellen. In der
Pradiktion ~ von  Mortalitat  setzt sich pNGAL  gegeniiber = herkdmmlichen
Nierenfunktionsparametern durch, allerdings iiberzeugen weder die timeROC-Kurven und
AUC-Werte noch die Kaplan-Meier-Graphen. Fiir den klinischen Alltag konnte ein Cut-Off-
Wert von pNGAL zur Diskriminierung von Hochrisikopatienten fiir vor allem
Transplantatverlust vorgeschlagen werden, der mit seiner Testgiite iiberzeugt und der genutzt
werden kann, um Patienten mit erhohten Kreatininwerten beziiglich ihres Risikos fiir

Transplantatverlust ndher zu stratifizieren.

Die gezeigten Ergebnisse sind konsistent mit den bisher verdffentlichten Daten tiber NGAL
und seine Vorhersagekraft fiir Transplantatfunktionsverschlechterung bis zu fiinf Jahren
(Lacquaniti et al. 2016) und Transplantatverlust bis zu einem Jahr nach Nierentransplantation
(Choi et al. 2013; Fonseca et al. 2013; Jafari et al. 2017). Allerdings wurden dabei NGAL-
Messungen bis maximal sieben Tage nach Transplantation verwendet und nur Lacquaniti et al.
und Jafari et al. beschéftigten sich auch mit NGAL im Plasma und nicht wie viele Autoren nur
mit uNGAL (Jafari et al. 2017; Lacquaniti et al. 2016). Fiir die chronische Phase nach
Nierentransplantation ist nur wenig bekannt: Schaub et al. konnten 2009 in 214
Nierentransplantierten, bei denen zwischen Monat drei und sechs nach Nierentransplantation
eine Protokollbiopsie durchgefiihrt wurde, nachweisen, dass erhohte uNGAL-Werte mit
subklinischer Tubulitis und interstitieller Fibrose und Tubulusatrophie einhergehen (Schaub et
al. 2009). Durch Bansal et al. wurde 2016 anhand einer post hoc-Analyse eines Fall-Kontroll-
Studiendesigns mit 1027 Patienten aus der FAVORIT-Studie der Zusammenhang zwischen
Urin-Biomarkern, u.a. uNGAL, und schlechten Langzeitergebnissen (u.a. Transplantatverlust
n=257; Tod n=359) untersucht. Die eingeschlossenen Patienten waren mindestens sechs Monate
transplantiert und hatten eine stabile Transplantatfunktion (eGFR > 30 ml/min fiir Manner,
eGFR > 25 ml/min fiir Frauen) zum Zeitpunkt der Biomarkerbestimmung. Es wurde im Mittel
3,9 (£ 1,6) Jahre nachverfolgt. Die Fragestellung der Studie dhnelt unserem Studiendesign,
konnten wir doch auf ein langeres Follow-Up im Rahmen eines prospektiv, observierenden
Studiendesigns zuriickgreifen. Anders als wir benutzten Bansal et al. auf Urin-
Kreatininkonzentration standardisierte uNGAL-Werte; hingegen wurden die Proben
vergleichbar zu einem beliebigen stabilen Zeitpunkt nach Transplantation entnommen. Sie
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konnten zeigen, dass jede logarithmische Erh6hung der uNGAL/Kreatinin-Konzentration mit
einem um 40 % [95 % KI, 1,16 — 1,68] hoheren Risiko fiir Transplantatverlust assoziiert ist
(Bansal et al. 2016). Im Gegensatz dazu konnten wir in unserer Studie keinerlei Signifikanz fiir
absolute uNGAL-Werte feststellen. Dafiir konnten wir erstmals fiir PNGAL im Median 5,4 [IQA
2,23 - 10,13] Jahre nach Transplantation gemessen einen unabhangigen pradiktiven Nutzen fiir
die Vorhersage von Transplantatverlust in einem 5-Jahres-Follow-Up mit einer Hazard Ratio
von bis zu 1,335 (95 % KI, 1,142 - 1,56) zeigen, die wir, im Gegensatz zu Bansal et al., zum
Ausschluss von konkurrierenden Ereignissen zusatzlich mithilfe der Competing Risk - Analysen
und nicht nur mit der Bildung von kombinierten Endpunkten statistisch bestédtigten. Wie
allerdings Nauta et al. bereits 2011 fiir uNGAL festhielten, konnten auch wir keine
Uberlegenheit von pNGAL gegeniiber den herkémmlichen Nierenfunktionsparametern (Nauta
et al. 2011: Proteinurie) darstellen. Nichtsdestotrotz konnten wir einen Zusatznutzen der
Kombination von pNGAL mit sKrea bei stabilen Nierentransplantierten zur verbesserten
Risikoeinschatzung von Transplantatverlust zeigen, so wie es in anderen klinischen Settings
des akuten oder chronischen Nierenversagens bereits in mehreren Studien belegt werden
konnte (Ronco et al. 2014). Dariiber hinaus zeigt pNGAL einen unabhingigen pradiktiven
Nutzen fiir Mortalitat mit einer Hazard Ratio von 33,9 % [95 % K1, 1,113 - 1,612]. Bansal et al.
konnte dies fiir uNGAL/Kreatinin ebenfalls bestdtigen (aHR: 1,44 [95% KI, 1,26 — 1,65]) (Bansal
et al. 2016). Ronco et al. fassten in ihrer Veroffentlichung 2014 die pathophysiologische und
klinische Relation von NGAL und kardiovaskuldren Erkrankungen zusammen und zeigten auf,
dass NGAL in einigen Studien ein unabhangiger Pradiktor fiir schwerwiegende unerwiinschte
kardiovaskuldre Ereignisse und Sterblichkeit ist. Dies konnte auf die hohe Expression von
NGAL in atherosklerotischen Plaques zuriick zu fithren sein (Ronco et al. 2014). Ein weiterer
Erklarungsansatz durch Bansal et al. ist, dass durch die Schwere der Tubulusschadigung viele
physiologische Stoffwechselwege beeintrachtigt sind, deren Dysfunktion wie in der
chronischen Niereninsuffizienz bekannt ein hoheres Mortalitatsrisiko bedingen (Bansal et al.
2016).

Es ist zu betonen, dass diese Studie Limitationen aufweist: Zum einen handelt es sich um eine
monozentrische Studie, sodass die Vorhersagekraft von pNGAL auch in multizentrischen
Studien bestdtigt werden muss. Zum anderen wurden die Patienten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Transplantation eingeschlossen, was zu einem Uberlebensbias der
Gesunden gefiihrt haben konnte und einen Vergleich der Patienten und ihres Risikos fiir
Transplantatverlust und Mortalitdt schwierig macht. Es ware daher ratsam, die pradiktive
Kapazitat zu einem definierten Zeitpunkt nach der Transplantation zu untersuchen. Der Cut-
Off-Wert wurde anhand des Outcomes Transplantatverlust ermittelt und gilt damit
moglicherweise nicht fiir andere Endpunkte wie die Patientenmortalitat. Zudem ist zu klaren,
ob dieser Cut-Off-Wert auch fiir andere Kohorten niitzlich ist. Aufferdem wurde die Variable
Proteinurie als kategorial und nicht metrisch betrachtet und die Definition auf Ergebnissen des

ungenauen, semiquantitativen Urinstix-Testes basiert. In weiteren Studien sollte eine
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quantitative Analyse von z.B. Albumin/Kreatinin-Ratio zur praziseren Einordnung der
Schwere der Proteinurie/ Albuminurie verwendet werden, da diese laut Nauta et al. einen
unabhéngigen, pradiktiven Wert fiir die betrachteten Endpunkte besitzt (Nauta et al. 2011).
Dariiber hinaus wurden weitere mogliche systemische Einflussfaktoren auf die pNGAL-
Konzentration nicht in die Analysen mit einbezogen, auch wenn aus der Literatur z.B. bekannt
ist, dass Immunsuppressiva-Regime mit CNI einen signifikanten Einfluss auf die Hohe des
PNGAL-Spiegels haben (Bleskestad et al. 2017).

Die Starken dieser Studie sind, dass es nach unserem Kenntnisstand die erste Studie ist, die den
pradiktiven Wert von pNGAL und Calprotectin auf das Transplantat- und Patienteniiberleben
bei stabilen Nierentransplantierten untersucht hat. Aufferdem wurde diese Studie an einer
relativ grofien Anzahl von Teilnehmern durchgefiihrt und hat eine angemessene Dauer der
Nachbeobachtung. Fiir die Analyse des Tod-zensurierten Transplantatverlustes wurde neben
der multivariaten Cox-Regression eine Competing Risk - Analyse durchgefiihrt, um das Risiko
derer Patienten, die vor Eintritt des Endpunktes verstorben sind, nicht zu unterschatzen
(Noordzij et al. 2013).

Zusammenfassend  konnten ~ wir in  unserer  prospektiven, = monozentrischen
Beobachtungsstudie mit 709 stabilen Nierentransplantierten zeigen, dass pNGAL in
punktueller Messung wihrend der Routinenachsorge einen unabhangigen pradiktiven Nutzen
zur Vorhersage von Transplantatverlust und Mortalitdt besitzt. Es konnte eine Uberlegenheit
von pNGAL gegeniiber den herkémmlichen Nierenfunktionsparametern Serumkreatinin und
Proteinurie in Bezug auf die Vorhersage von Mortalitit gezeigt werden. Fiir die
Risikoabschatzung von Transplantatverlust konnten wir fiir pPNGAL einen Zusatznutzen zum
Serumkreatinin darstellen, der zukiinftig zur besseren Entscheidungsfindung und

Therapieoptimierung bei Patienten mit erh6htem Serumkreatinin beitragen konnte.
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