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1. Einleitung                    
    

1.1     Einleitung akuter Nierenschaden 

 

Der akute Nierenschaden (AKI, acute kidney injury) ist eine plötzlich auftretende 

Verschlechterung der glomerulären Filtrationsrate (GFR). Viele unterschiedliche 

Ursachen sind bekannt. Klassischerweise werden sie in prärenal, renal und 

postrenal eingeteilt1. Flüssigkeitsmangel, vermindertes Blutvolumen und 

erniedrigter Blutdruck sind die häufigsten Ursachen des prärenalen AKI und 

führen zu einer Minderdurchblutung der Niere ohne strukturelle Schädigung von 

Zellen. Beim renalen AKI führen glomeruläre, tubuläre oder vaskuläre 

Erkrankungen zum Nierenschaden. Beim postrenalen AKI ist die Ursache eine 

Obstruktion in den ableitenden Harnwegen. Das prärenale AKI sowie die akute 

Tubulusnekrose (ATN) sind bei etwa 70 % der Patienten die Ursache des AKI2. 

Im Bereich der Intensivmedizin ist das AKI besonders häufig3. Bei 

hämodynamisch instabilen Patienten kann es zu einer kritischen 

Minderdurchblutung des Nierenmarks kommen. Die schwere Form dieser 

Minderdurchblutung führt zu einem strukturellen Schaden und ist ein klassisches 

renales AKI: die ATN.  

Bis zum Jahr 2004 wurden akute Verschlechterungen der Nierenfunktion als 

akutes Nierenversagen (ANV) beschrieben. Es gab keine einheitliche Definition 

des ANVs. Die Bandbreite der Diagnosekriterien lag zwischen einem Anstieg des 

Serumkreatinins um 0.3 mg/dl bis zur Notwendigkeit eines 

Nierenersatzverfahrens (NEV) mit Dialyse. Dies führte dazu, dass die Literatur 

über die Inzidenz des ANVs bei intensivpflichtigen Patienten mit großer Varianz 

zwischen 1 und 25% berichtete3,4. Die Mortalität dieser Patienten wurde zwischen 

28-80% beschrieben5,6. Führende Forscher im Bereich des ANVs haben sich im 

Jahr 2004 zur Konsensusgruppe ADQI (acute dialysis quality initiative) formiert, 

um offene Fragen des ANVs zu klären. Im gleichen Jahr schlug die ADQI mit 

RIFLE erstmalig eine einheitliche ANV Klassifikation vor7. Mit RIFLE wurde nicht 

nur das ANV klassifiziert, es wurde auch umbenannt und der Faktor der 

Langzeitprognose berücksichtigt. So wurde das ANV neu AKI (acute kidney 

injury) genannt ± also ein Wechsel der Definition vom Versagen zum Schaden. 

Die Buchstaben R, I und F stehen für die 3 Schweregrade der AKIs, nämlich R für 

Risk (Risiko), I für Injury (Schaden) und F für Failure (Versagen). Die 



 6 

Schweregrade ergeben sich nach dem prozentualen Anstieg des Serumkreatinins 

innerhalb von 7 Tagen verglichen zum Baseline-Wert, dem Abfall der 

glomerulären Filtrationsrate oder durch die Dauer der Oligurie (Abbildung 1). Die 

Buchstaben L und E sind Prognoseparameter und stehen für anhaltende 

Dialysepflichtigkeit 4 Wochen nach AKI (L= loss of function) und 3 Monate nach 

AKI (E=End-stage kidney disease).  

 

RIFLE-Klasse GFR-Kriterium Diurese-Kriterium 

Risk Anstieg Kreatinin x 1.5 oder 

Abfall GFR > 25% 

Diurese < 0.5ml/kg/h während 

6 h 

Injury Anstieg Kreatinin x 2 oder 

Abfall GFR > 50% 

Diurese < 0.5ml/kg/h während 

12 h 

Failure Anstieg Kreatinin x 3 oder 

Serumkreatinin > 4mg/dl oder 

Abfall GFR > 75% 

Diurese < 0.3ml/kg/h während 

24 h oder Anurie für 12 h 

Loss of 

function 

Fehlende Funktion nach > 4 

Wochen 

 

ESKD Fehlende Funktion nach > 3 

Monaten 

 

 

Abbildung 1: RIFLE-Kriterien zur Diagnosestellung des AKI gemäss der 

Konsensusgruppe von ADQI7.   

 

Diese einheitliche Definition führte nun zu einer großen Anzahl epidemiologischer 

Untersuchungen, die erstmalig vergleichbar waren. Die wichtigsten daraus 

resultierenden Erkenntnisse sind, dass das AKI bei ambulanten Patienten mit 8 

% relativ selten und bei Patienten auf Intensivstationen mit 30% relativ häufig 

auftritt8. Außerdem konnte nun gezeigt werden, dass Patienten mit AKI eine 

höhere Krankenhausmortalität haben und dass diese mit dem Schweregrad des 

AKI zunimmt9. In der systematischen Reviewarbeit von Ricci war die Mortalität 

von AKI Patienten mit 31% deutlich höher als bei Kontrollpatienten ohne AKI 

(7%). Ausserdem zeigte sich ein klarer Anstieg der Mortalität mit zunehmendem 

Schweregrad des AKI (Risk: 19%, Injury 36%, Failure 47%). Noch viel 

einschneidender sind die Erkenntnisse bezüglich der Langzeitprognose des AKI. 

Mehrere Studien belegen nun, dass ein überlebtes AKI mit und ohne 
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vollständiger Erholung mit einem verminderten Langzeitüberleben assoziert ist10 

und außerdem gehäuft zu chronischen Nierenerkrankungen (chronic kidney 

disease, CKD) inklusive Dialysepflichtigkeit führt11.   

Diese relevanten neuen Erkenntnisse führten zu weiteren Bestrebungen, das AKI 

besser zu beschreiben und zu verstehen. Experten haben bemängelt, dass das 

Zeitfenster von 7 Tagen zur Diagnosestellung des AKI zu lang sei. Sie haben mit 

der neuen Konsensusgruppe AKIN (acute kidney injury network) eine neue 

Definition vorgeschlagen und dabei die 3 Schweregrade beibehalten, diese 

jedoch als Grad 1 bis 3 unbenannt. Der Grad 1 entspricht einem RIFLE-Risk, 

Grad 2 einem RIFLE-Injury und Grad 3 einem RIFLE-Failure. Zusätzlich wurde 

nun beim Grad 1 das Kriterium Anstieg des Kreatinins um 0.3mg/dl in 48h 

vorgeschlagen12. KDIGO hat anschließend im Ergebnis eines weltweiten 

Abstimmungsprozesses eine dritte Klassifikation vorgeschlagen, welche RIFLE 

und AKIN zusammenfasst13. Aufgrund der sehr großen Ähnlichkeit der 

Definitionen bleiben Studien weiterhin vergleichbar. Zunehmend setzt sich die 

KDIGO Definition und Stadieneinteilung in der internationalen Literatur durch.  

Die beschriebenen Klassifikationen zur Diagnosestellung des AKI basieren auf 

einem Anstieg des Serumkreatinins verglichen zu Vorwerten. Ein relevanter 

Nachteil dieser Methode besteht darin, dass das Kreatinin kein optimaler Marker 

für die Nierenfunktion ist. Das Serumkreatinin steigt erst an, wenn fast die Hälfte 

der glomerulären Filtrationsrate weggefallen ist; ausserdem ist der Anstieg 

zeitlich verzögert14. Deshalb werden Marker gesucht, die das Auftreten eines AKI 

frühzeitig vorhersagen (antizipieren).  

Seit vielen Jahren ist die Biomarker Forschung beim AKI von großem Interesse. 

Themen mit besonders hoher Beachtung sind die frühzeitige Diagnostellung des 

AKI, die Identifkation von Ursachen des Nierenschadens und die 

Prognoseabschätzung. Die am meisten beachteteten Biomarker der letzten Jahre 

sind neutrophil-gelatinase associated lipocalin (NGAL), urinary kidney injury 

molecule 1 (KIM-1), tissues inhibitor of metalloproteinase 2 (TIMP-2) und insulin-

like growth factor binding protein 7 (IGFBP-7)15,16.  

Um neue Biomarker identifizieren zu können, sind bioanalytische Methoden von 

großer Bedeutung.  

In meinen Arbeiten habe ich mich mit der Identifkation solcher Biomarker 

beschäftigt und dazu unter anderem die Gelelektrophorese als analytische 

Methode eingesetzt. 
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1.2 Marfan Syndrom und bicuspide Aortenklappe 

 

Das Marfan Syndrom (MFS) ist eine der häufigsten genetischen Erkrankungen. 

Sie ist bedingt durch eine Mutation im Fibrillin 1 Gen (FBN1) und wird autosomal 

dominant vererbt17. Sie führt zu Veränderungen im Bindegewebe, Skelettystem, 

den Augen und dem kardiovaskulären System. Die Dilatation der Aorta, welche 

zur Aortendissektion bis hin zur Ruptur führen kann, ist die bedrohlichste 

Manifestation des MFS. Die Diagnose wird klinisch gestellt aufgrund der 

bestehenden Organmanifestationen18. Es besteht ein ausgeprägte phänotypische 

Varianz bei Marfan Patienten mit Erstdiagnosestellung im Säuglingsalter bis hin 

zu Hochbetagten. Der Mechanismus, der zur Gewebedilatation führt, blieb lange 

Zeit unklar und ist auch bis jetzt nicht abschließend geklärt. Neue, höchst 

interssante Erkenntnisse weisen nun auf eine relevante Rolle von transforming 

grwoth factor-beta (TGF-E)19,  Angiotensin20 sowie Metalloproteinasen21 hin. Der 

molekulare Mechanismus, der von der Mutation zu den unterschiedlichen 

Manifestationen führt, ist nicht genau geklärt. Zwei Hauptmechanismen werden 

diskutiert. Zum einen wird vermutet, dass Mutationen zu Veränderungen der 

Mikrofibrillen führen, welche in der Morphogenese eine relevante Rolle spielen22. 

Alternativ wird diskutiert, dass verminderte Sequestrierung von TGF-E oder eine 

veränderte TGF-E-Aktivität zu den genannten Veränderungen führen19. 

Blockierung von TFG-E durch Antikörper hat im Mausmodell beim MFS die 

Erweiterung der Aorta vermindert23. Außerdem weisen Daten darauf hin, dass 

beim MFS Angiotensin 2 hochreguliert ist und dass dessen Blockierung durch 

Angiotensinrezeptorblocker zu einer Verminderung der Progression der 

Aortendilatation führt23-24.  

 

Im Zuge unserer klinischen Studie, in welcher wir die Inzidenz des AKI beim 

Aortenklappenersatz untersucht haben, sind wir auf die viel versprechenden, neu 

identifizierten Pathomechanismen bei der Genese der Aortenstenose bei der 

bicuspiden Aortenklappe gestoßen. Im Jahr 2003 publizierte die Gruppe um 

Fedak neue, interessante Erkenntnisse zum Pathomechanimus der 

Aortendilatation bei Patienten mit bicupsider Aortenklappe25. In der Aorta von 

Patienten mit bicuspider Aortenklappe war Fibrillin-1 runterreguliert und 

gleichzeitig die Matrixmetalloproteinase 2 hochreguliert. Zur gleichen Zeit 
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wurden die beschriebenen neuen Erkenntnisse des Mechanismus der 

Aortendilatation beim Marfansyndrom publiziert. Diese hat uns begeistert und 

motiviert, uns mit den etablierten Methoden an ein neues Biomaterial zu wagen 

und dieses mit unserer bekannten Methode der Gelelektrophorese zu 

untersuchen. Wir wollten ein Proteomexperiment der Aortenwand bei Patienten 

mit Marfan Syndrom und bicupsider Aorteklappe durchführen, um weitere 

Erkenntnisse zu erhalten über Faktoren, welche eine Rolle bei der Dilatation der 

Aortenwand spielen.  

 

1.3 Angewandte analytische Methoden 

 

Die nicht invasive Diagnosestellung einer Erkrankung durch Analyse von Urin, 

Blut oder Dialysat hat seit jeher eine große Faszination und Bedeutung in der 

Medizin. 

Nach großen technologischen Fortschritten in der Genanalyse mit kompletter 

Sequenzierung des humanen Genoms im Jahr 2003 folgte verzögert ein Revival 

in der Proteinanalytik26. Durch Etablierung neuer Separationsmethoden sowie 

Optimierung altbewährter Techniken, wie der Gelelektrophorese, gelang es 

zunehmend komplexe Proteingemische zu trennen, differentiell regulierte 

Proteine zu identifizieren und spezifische Proteine zu quantifizieren27. Große 

Fortschritte im Proteom Project führten Mitte der 1990er Jahre zum Begriff 

ÄProteomics³. Die Analyse des Proteoms, also der Gesamtheit aller bestehenden 

Proteine einer Flüssigkeit, einer Zelle, eines Gewebes, eines Gefässes oder eines 

Organismus, hat großes Interesse geweckt. Drei zentrale Bereich werden dabei 

untersucht: ÄE[pressionsproteomics³ dient der qualitativen und quantitativen 

Proteinanalyse in zwei verschiedenen Konditionen wie Äkrank³ versus Ägesund³, 

Äbehandelt³ versus Äunbehandelt³, Ägute Prognose³ versus Äschlechte Prognose³. 

Klassisches Beispiel hierfür ist die Biomarkerforschung. Zweites Interessensfeld 

ist Äfunktionelle Proteomics³: durch die Anal\se des Proteoms k|nnen 

Rückschlüsse auf biologische Funktionen gezogen werden. Als drittes 

Interessengebiet gilt die Ästrukturelle Proteomics³: durch die Anal\se des 

Proteoms können Rückschlüsse auf die 3-dimensionale Struktur und Form von 

Proteinen gezogen werden28.  

Viele unterschiedliche Techniken werden in der Proteomanalyse angewandt29,30. 

Zur Separation von Proteingemischen sind gängige Verfahren die 2-dimensionale 
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(2-D)-Gel Elektrophorese31, Kapillarelektrophorese oder die Chromatographie. 

Zur Identifikation von Proteinen wird typischerweise die Massenspektrometrie32 

angewandt oder Edman Sequencing. Zur Quantifizierung werden difference gel 

electrophoresis (DIGE)33 oder isobaric Tags for Relative and Absolute 

Quantitation (iTRAQ)34 eingesetzt. Die verschiedenen Methoden haben 

unterschiedliche Vor- und Nachteile. Sie sollten als komplementäre Methoden 

betrachtet werden, da sie unterschiediche Stärken und Schwächen haben.   

Die 2-D-Gelelektrophorese eignet sich besonders gut zur Separation von 

hydrophilen Proteinen in einem pH-Bereich zwischen 3-11 sowie einer 

molekularen Größe zwischen 10´000 Dalton (D) und 250´000 D. Ein großer 

Vorteil der 2-D-Gelelektrophorese besteht darin, dass die Methode es erlaubt, 

posttranslationelle Modifikationen (PTM) zu identifizieren, also Veränderungen 

welche nach der Proteinsynthese entstehen35. Nachteile sind zum Beispiel der 

hohe Zeitaufwand, die relevante Gel-zu-Gel Varianz, die zu verminderter 

Reproduzierbarkeit führt, sowie geringe Trennung/Lösung von hydrophoben 

Proteinen.  

        

2-D-Gelektrophorese mit differentiellem Labelling (DIGE) 

 

Komplexe Proteingemische können mit 2-D-Gelelektrophorese separiert 

werden36. Dazu müssen Proteine in Lösung gebracht werden. In der 

isoelektrischen Fokussierung (IEF) erfolgt die Trennung der Proteine aufgrund 

ihrer Ladung. Dabei werden die gelösten Proteine auf einen Gelstreifen mit einem 

gewünschten pH-Gradienten appliziert. Im elektrischen Feld wandern die 

Proteine gemäß ihrer Ladung. Falls der pH-Wert kleiner ist als die eigene Ladung, 

so wird das Protein positiv geladen und wandert dann im elektrischen Feld 

Richtung Kathode (- Pol) bis zu exakt jenem Punkt, an welchem es keine Ladung 

mehr hat (isoelektrischer Punkt). Die so getrennten Proteine werden danach auf 

ein 2-D-Gel gelegt. Mittels sodium dodecyl sulfat polyacrylamid electrophoresis 

(SDS-PAGE) werden die Proteine dann nach ihrer Größe getrennt. Kleine 

Moleküle bewegen sich weit nach unten im Porengerüst des Polyacrylamidgels 

und große Moleküle bewegen sich nur gering, sodass sich die Proteine nach 

Größe trennen. Theoretisch hat nun jedes Molekül einen reproduzierbaren Ort 

auf dem 2-D-Gel, sodass quantitative Analysen möglich werden. Mit 
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verschiedenen Farbstoffen können die Proteine sichtbar gemacht werden und 

erscheinen im Gel bei guter Trennung als Punkte (spot). Jedoch besteht eine 

relevante Gel-zu-Gel Variation, was die Sensitivität und Spezifität von 

quantitativen Analysen vermindert. Um dies zu umgehen, hat Unlü im Jahr 1997 

DIGE vorgeschlagen33. Mit dieser Methode können 3 Proben auf dem gleichen Gel 

analysiert werden, zum Beispiel Probe von 1) AKI 2) Kontrolle ohne AKI und 3) 

interner Standard, der ein Gemisch von allen untersuchten Proben im gesamten 

Experiment ist (Abbildung 2). Dazu werden die Proben mit Fluoreszenzfarbstoffen 

markiert (gelabelt) zum Beispiel AKI mit Cy3, die Kontrolle ohne AKI mit Cy5 und 

der interne Standard mit Cy2. Nach der Markierung werden die Proben gemischt. 

Die Proteine werden in der IEF nach Ladung und mit SDS-PAGE nach Grösse 

getrennt. Nach dem Experiment werden die Fluoreszenzfarbstoffe und somit die 

markierten Proteine mit einem spezifischen Laser detektiert. Mittels einer 

Software kann nun analyisert werden, welche Protein Spots signifikant hoch- 

oder runterreguliert sind. Der interne Standard, welcher auf jedem Gel mitläuft, 

dient dabei der Normalisierung und ist essentiell für die Quantifizierung. 

 

 
 

Abbildung 2: DIGE-Experiment. Modifizierte Quelle: Lilley und Friedman37 

 

Die Spots von Interesse können in der Folge weiter identifiziert werden. Dazu 

müssen sie aus dem Gel gestochen werden. Da die Fluoreszenzfarbstoffe nicht 
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sichtbar sind, muss das Gel davor gefärbt werden. Typischerweise wird dazu 

Coomassie Brilliant Blue verwendet38. Nach Färbung können die Spots aus dem 

Gel gestochen und mittels Massenspektrometrie identifiziert werden.  

Je nach Variabilität des untersuchten Materials werden für ein DIGE Experiment 

3-12 biologische Replikate pro Gruppe benötigt39. Bei einem Biomaterial mit sehr 

hoher Variabilität wie Urin sind 12 biologische Replikate sinnvoll, sodass das 

Experiment 12 Gele beinhalten sollte. Bei Biomaterialien mit geringer bis 

mässiger Varianz wie zum Beispiel der Tunica Media von großen Gefässen wie 

der Aorta, sind 3-6 biologische Replikate sinnvoll.  

Nach Identifikation von differentiell regulierten Proteinen erfolgt in der Regel eine 

Validierung dieser Resultate durch eine zweite, unabhängige Methode. 

Typischerweise wird dazu Western Blot oder Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) eingesetzt.  

 

DIGE ist eine sehr aufwändige Methode. Sie hat aber, wie viele andere 

Proteomanalysen, einen besonders wichtigen Vorteil. Mit DIGE werden Materialen 

mit offenem Ansatz analysiert. Es werden dabei keine bekannten Marker 

untersucht sondern alle nachweisbaren Proteine verglichen zwischen gesund und 

krank oder guter und schlechter Prognose. Ziel der Analyse ist die Idenfikation 

NEUER, bisher unbekannter Biomarker für die frühzeitige Diagnosestellung einer 

Erkrankung, die Identifikation von Biomarkern für Prognose, oder die 

Identifikation neuer Proteine, welche Rückschlüsse auf relevante 

Pathomechanismen führen können. DIGE als Methode der Proteomanayse kann 

für viele unteschiedliche Biomaterialien eingesetzt werden wie Urin, Blut, 

Dialysat, Gewebe und Gefässe, wie zum Beispiel die Aorta.  

 

1.4 Fragstellungen 

 

Der Hauptfokus unserer Arbeiten war der akute Nierenschaden. Um den akuten 

Nierenschaden besser zu verstehen, haben wir unterschiedliche analytische 

Methoden im Urin angewandt. In mehreren Arbeiten haben wir das Urinproteom 

mit DIGE untersucht.  

Aufgrund der höchst interessanten neuen Erkenntnisse des Pathomechanismus 

der Aortendilatation bei Marfan Syndrom und bicuspider Aortenklappe haben wir 

aber auch ein DIGE Experiment der Aortenwand durchgeführt.  
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1) Urin-Proteomanalysen mit DIGE bei Patienten mit akutem Nierenschaden 

zur  

- Identifikation von operationsinduzierten Stressoren durch Analyse des 

Urinproteoms vor und nach herzchirurgischen Operationen und 

- Identifikation von frühen Biomarkern für das postoperative AKI nach 

herzchirurgischen Operationen 

- Identifikation von Markern für Prognose beim akuten Nierenschaden bei 

kritisch kranken Patienten 

 

2) Analyse des Tryptophanmetabolismus beim akuten Nierenschaden 

 

3) Evaluation der Inzidenz und der Prognose des akuten Nierenschaden nach 

perkutanem Aortenklappenersatz sowie die Identifikation von Markern für 

eine schlechte Prognose 

 

4) Proteomanalyse der aortalen Media beim Marfansyndrom zur Identifikation 

von Pathomechanismen für die Entstehung der aortalen Dilatation 
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2. Eigene Arbeiten 
 

2.1.1 Herzchirugische Operationen führen zum Anstieg von tubulären 

und inflammatorischen Proteinen im Urin bei Patienten mit und 

ohne akuten Nierenschaden  

 

Aregger F
, Pilop C
, Uehlinger DE, Brunisholz R, Carrel TP, Frey FJ, Frey BM. 

Urinary proteomics before and after extracorporeal circulation in patients with 

and without acute kidney injury.  

J Thorac Cardiovasc Surg 2010; 139(3):692-700. 

https://doi.org/10.1016/j.jtcvs.2009.11.015 

(*Geteilte Erstautorenschaft) 

 
Hintergrund: Der akute Nierenschaden nach herzchirurgischen Operationen 

(cardiac surgery, CS) ist häufig. Die Inzidenz beträgt um 10-30%40,41 und etwa 

1-2% der Patienten benötigen ein Nierenersatzverfahren (NEV)42. Viele mögliche 

Ursachen führen zum AKI nach herzchirurgischen Operationen. Genaue 

Mechanismen sind jedoch unbekannt.  

Methode: Wir untersuchten bei 12 Patienten vor und nach herzchirurgischen 

Operationen das Urinproteom mit DIGE, um durch differenzielle Regulationen von 

Urinproteinen Rückschlüsse über operationsinduzierte Stressoren ziehen zu 

können. In einem zweiten DIGE Experiment haben wir den postoperativen Urin 

von 6 Patienten mit und 6 Patienten ohne AKI verglichen.  

Resultate: Postoperativ waren zinc-alpha-2-glykoprotein (ZAG), adrenomedullin-

binding protein (AMBP = D-1 microglobulin), Leichtketten, leucin-rich alpha-2±

glykoprotein, gelsolin, carbonic anhydrase 1, retinol-binding protein (RBP), 

leucin-rich alpha-2-glykoprotein, mannan-binding lectin serine protease 2, 

basement membrane-specific HSPG hochreguliert, hingegen war uromodullin 

(Tamm-Horsfallprotein) postoperativ downreguliert. 

Albumin war am 1. postoperativen Tag bei AKI Patienten hochreguliert und ZAG 

sowie AMBP waren downreguliert. Mit ELISA haben wir die Rolle von ZAG bei 23 

Patienten mit und 45 Patienten ohne AKI weiter analysiert. Die Downregulation 

von ZAG bei AKI Patienten konnten wir mit ELISA bestätigen.  

Konklusion: Einige der postoperativ hochregulierten Proteine sind bekannte 

Marker für einen tubulären Schaden (AMBP, RBP, Uromodulin). Andere 
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differenziell regulierte Proteine sind mit Inflammation assoziert und können eine 

Folge eines operationsinduzierten Inflammationssyndroms (severe inflammatory 

response syndrome, SIRS) sein. Zu diesen Proteinen zählen ZAG, Leucin-rich 

alpha-2-glycoprotein, Mannan-binding lectin serine Protease 2 und HSPG.  

Im Urinproteom des postoperativen Urin zeigte sich eine Downregulation von 

ZAG, welche wir mit ELISA validieren konnten. Den Pathomechanismus welcher 

zur verminderten ZAG-Ausscheidung bei AKI Patienten führte, konnten wir nicht 

klären.  

 

 

 

Wir haben in der Folge die gleiche Methode bei kritisch kranken Patienten 

angewandt, um Marker für die Prognose des AKIs zu identifizieren. Dazu haben 

wir ein DIGE Experiment mit Urin des ersten Tages des AKIs durchgeführt. 
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2.1.2 Identifikation von IGFBP-7 als Marker für Prognose beim akuten 

Nierenschaden durch Proteomanalyse des Urins 

 

Aregger F, Uehlinger DE, Witowski J, Brunisholz RA, Hunziker P, Frey FJ, Jörres 

A.  

Identification of IGFBP-7 by urinary proteomics as a novel prognostic marker in 

early acute kidney injury.   

Kidney Int 2014; 85(4): 909-919. https://doi.org/10.1038/ki.2013.363 

 

Hintergrund: Arbeiten der letzten Jahre haben gezeigt, dass Patienten mit AKI 

eine höhere 10-Jahresmortalität haben, ein höheres Risiko, eine CKD zu 

entwickeln und dialysepflichtig zu werden10,11 . Fehlende Erholung (non-recovery) 

vom AKI ist außerdem mit einer höheren Langzeitmortalität assoziiert sowie mit 

einem höheren Risiko, eine CKD zu entwickeln43,44.  

Methode: Um Patienten mit schlechter Prognose frühzeitig zu erkennen, haben 

wir das Urinproteom von Patienten auf Intensivstation am ersten Tag des AKI 

untersucht. Dabei wurde das Proteom verglichen zwischen Patienten mit 

Erholung innerhalb einer Woche (ER, early recovery) und jenen mit später oder 

fehlender Erholung (LNR, late-/non-recovery). Das DIGE Experiment wurde bei 

12 Patienten mit ER und bei 12 Patienten mit LNR durchgeführt Die Validierung 

der differentiell regulierten Proteine erfolgte mit ELISA. Nach Durchführung einer 

Poweranalyse erfolgte eine zusätzliche Validierung in einem unabhängigen 

Kollektiv.  

Resultate: Im Urinproteom von Patienten mit late-/non-recovery waren folgende 

Proteine hochreguliert: apolipoprotein D, D-1-microglobulin, D-1 antitrypsin, CD 

59, cathepsin D, insulin-like growth factor binding protein 7 (IGFBP-7), 

neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL) und downreguliert war 

calreticulin.  

Mit ELISA wurden die potentiellen Marker für Prognose bei diesen 24 Patienten 

validiert. NGAL und IGFBP-7 hatten die beste prognostische Stärke. Deswegen 

wurden sie nach Durchführung einer Poweranalyse in einem unabhängigen 

Kollektiv untersucht sowie bei gematchten Patienten ohne AKI.  

Hohe Urinkonzentrationen von IGFBP-7 und NGAL am Tag 1 des AKI bei 

Patienten mit LNR konnte mit ELISA bestätigt werden. Außerdem konnten IGFBP-



 26 

7 und NGAL am Tag 1 des AKI die Mortalität, renale Erholung, und den 

Schweregrad des AKI voraussagen und waren mit der Dauer des AKI assoziert. 

IGFBP-7 stellte sich als ein exakterer Prädiktor für das renale Outcome heraus 

als NGAL.  

Konklusion: Wir haben mehrere Urin-Marker für die renale Prognose des AKI am 

Tag 1 mittels Proteomanalyse im Urin identifiziert. IGFBP-7 war auch in der 

unabhängigen Validierung mit ELISA der beste Marker für die renale Prognose 

beim AKI. Ausserdem konnte IGFBP-7 den Schweregrad des AKI sowie die 

Mortalität voraussagen. NGAL erwies sich ebenfalls als guter Marker für die 

Prognose, hatte aber eine schlechtere Performance als IGFBP-7.  

 

 

 

Um die Rolle von Tryptophan und seinen Metaboliten beim AKI zu 

untersuchuchen und um neue Marker für die Prognose des AKIs zu identifizieren, 

haben wir eine weitere Studie durchgeführt. Wir haben bei kritisch kranken 

Patienten mit AKI den Urin an den ersten 3 Tagen mit Massenspektrometrie 

untersucht. Hintergrund dazu waren vorangehende Arbeiten, welche zeigten, 

dass das Hauptenzym zum Abbau von Tryptophan (IDO) mit dem Schweregrad 

der CKD korrelierte.  
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2.1.3  Kynureninsäure im Urin ist ein prognostischer Marker des 

akuten Nierenschadens 

 

Aregger F, Uehlinger DE, Fusch G, Bahonjic A, Pschowski R, Walter M, Schefold 

JC.  

Increased urinary excretion of kynurenic acid is associated with non-recovery 

from acute kidney injury in critically ill patients.  

BMC Nephrol 2018; 19(1):44. https://doi.org/10.1186/s12882-018-0841-5 
 
 

Hintergrund: Fehlende Erholung vom AKI ist mit einer eingeschränkten 

Langzeitprognose assoziiert43,44. Unterschiedliche Biomarker wurden bezüglich 

ihrer prognostischen Stärke beim AKI im Urin und Blut untersucht, wie IGFBP-7, 

tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2), NGAL und Zytokine45,46.  

Tryptophan wird durch das Enzym Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) sowie zu 

einem kleineren Teil durch 2,3 Dioxygenase (TDO) abgebaut47. Der Quotient von 

Kynurenin/Tryptophan ist ein Marker für die IDO Aktivität. In mehreren Arbeiten 

konnte gezeigt werden, dass die IDO-Aktivität bei CKD mit zunehmendem 

Schweregrad ansteigt, sodass diese ein Marker für den CKD Schweregrad ist48. 

Ziel der Studie war die Analyse des Tryptophanmetabolismus und der IDO 

Aktivität beim frühen AKI. 

Methode: Wir haben Tryptophan und seine Metabolite im Urin von 92 Patienten 

auf Intensivstation am Tag 1, 2 und 3 des AKI mittels Massenspektrometrie 

gemessen.  

Resultate: 67 der 92 Patienten haben sich innerhalb einer Woche vom AKI erholt 

(ER) und 25 haben sich nicht erholt (LNR). Patienten ohne frühe Erholung 

benötigten häufiger Dialyse, Bluttransfusionen, waren länger im Krankenhaus 

und auf Intensivstation und hatten eine höhere 30-Tage Mortalität.  

Der beste prädiktive Marker im univariaten Modell für die fehlende Erholung am 

Tag 1 war eine hohe Ausscheidung von Kynureninsäure im Urin (Kynurenic Acid, 

KynA). Multivariate logistische Analysen ergaben, dass am Tag 1 KynA und SOFA 

(sequential organ failure assessment, SOFA) score die besten Prädiktoren für die 

fehlende Erholung waren. Am Tag 1 betrug die Fläche unter der ROC-Kurve 

(AUC) von KynA 0.72 für Erholung. Am Tag 3 mit Hinzunahme des SOFA Scores 

stieg die AUC auf 0.93.  
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Konklusion: KynA war in unserer Untersuchung der beste Prädiktor für die renale 

Prognose beim AKI. Bereits am ersten Tag des AKI konnte KynA die renale 

Prognose voraussagen. Mit Hinzunahme von klinischen Scores sowie von 

Urinanalysen zu einem späteren Zeitpunkt konnte die renale Erholung exakter 

vorausgesagt werden. KynA wurde vor vielen Jahren von der EuTOx-Gruppe als 

urämisches Toxin vorgeschlagen, da die Serumkonzentration bei 

fortgeschrittener CKD deutlich erhöht ist49. Die Ursache der erhöhten KynA 

Konzentration im Urin bleibt unklar. Möglich ist ein unterschiedliches tubuläres 

Handling des frei filtrierten KynA. 

Eine erhöhte Aktivität von IDO bei AKI Patienten konnten wir nicht nachweisen.  

 

 

 

Wir haben uns außerdem mit der Inzidenz des AKI nach Aortenklappenersatz 

beschäftigt. Durch die Etablierung von TAVI als neue Therapieform der schweren 

Aortenstenose wurden neu bisher inoperable Patienten behandelt. In den ersten 

Jahren war völlig unklar, wie die Inzidenz des AKI nach TAVI ist und welche 

Risikofaktoren dieses begünstigen. Um diese Fragen zu klären, haben wir 

retrospektiv die Daten von fast 60 Patienten analysiert. 
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2.1.4  Akuter Nierenschaden nach perkutanem 

Aortenklappenersatz: Inzidenz, Risikofaktoren, Prognose 

 

Aregger F, Wenaweser P, Hellige GJ, Kadner A, Carrel T, Windecker S, Frey FJ.  

Risk of acute kidney injury in patients with severe aortic valve stenosis 

undergoing transcatheter valve replacement.  

Nephrol Dial Transplant 2009;24(7): 2175-2179. 

https://doi.org/10.1093/ndt/gfp036 

 
Hintergrund: Im Jahr 2002 wurde erstmalig transkutan eine künstliche 

Aortenklappe implantiert (transcatheter aortic valve implantation, TAVI)50. Diese 

weniger invasive Methode ist besonders wertvoll bei Patienten mit sehr hohem 

Operationsrisiko. Eine systematische Analyse des renalen Outcomes war 

unbekannt. Ziel der Arbeit war die Analyse des renalen Outcomes nach TAVI 

sowie die Identifikation von Risikofaktoren für ein AKI. 

Methode: In dieser Beobachtungsstudie wurden 54 Patienten mit erfolgreicher 

TAVI Implantation untersucht.  

Resultate: Die Nierenfunktion verbesserte sich nach Klappenersatz bei 56% der 

Patienten, sie verschlechterte sich bei 39% und blieb unverändert bei 6%. Die 

Inzidenz des AKI betrug 28% und postinterventionell benötigten 7 % aller 

Patienten ein Nierenersatzverfahren. Risikofaktoren für die Entwicklung eines AKI 

waren der transapikale Zugang, die periinterventionelle Thrombopenie, die 

Anzahl der transfundierten Erythrozytenkonzentrate und die Konzentration von 

CRP am Tag 1. Das Volumen der applizierten Kontrastmittelmenge war nicht 

unterschiedlich bei den Patienten mit und ohne postinterventionellem AKI. Die 

Mortalität war 7% bei Patienten ohne und 50% bei Patienten mit AKI.  

Konklusion: Die Nierenfunktion ist bei mehr als der Hälfte der Patienten besser 

nach Beheben der Aortenstenose. Wir konnten mehrere Risikofaktoren für das 

Auftreten eines AKIs identifizieren, wie den transapikale Zugang, das Auftreten 

einer Inflammation mit erhöhtem CRP oder erniedrigter Thrombozytenzahl sowie 

die Transfusion von Erythrozyten. Ein periinterventionelles AKI führt zu einer 

deutlich höheren Mortalität.  
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Die Erkenntnisse neuer Ursachen und Pathomechanismen der Aortendilatation 

beim Marfansyndrom und bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappen haben uns 

begeistert. Um weitere Ursachen der Aortendilatation zu identifizieren, haben wir 

unsere bekannte Methode DIGE an der Aortenwand bei diesen Patienten 

angewandt. 
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2.2       Marfan Syndrom 

 

2.2.1 Proteomische Analysen der aortalen Media führen zum 

Nachweis erhöhter Calpain 2 Aktivität bei Patienten mit Marfan-

Syndrom und bicuspider Aortenklappe  

 

Pilop C
, Aregger F
, Gorman RC, Brunisholz R, Gerrits B, Schaffner T, Gorman 

JH 3rd, Matyas G, Carrel T, Frey BM.  

Proteomic analysis in aortic media of patients with Marfan syndrome reveals 

increased activity of calpain 2 in aortic aneurysms.  

Circulation 2010; 120(11): 983-91.  

https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.108.843516 

(*Geteilte Erstautorenschaft) 

 

Hintergrund: Das Marfansyndrom (MFS) ist durch eine Mutation im Fibrillin-1 Gen 

bedingt17. Das klinische Bild bei Marfan Patienten variert; kardiovaskuläre, 

skeletale und okuläre Veränderungen sind am häufigsten. Das Aortenaneurysma 

und die Aortendissektion sind lebensbedrohlich. Bei der Aneurysmenbildung 

spielen Fibrillin-1, TGF-beta, Angiotensin II und multiple Proteasen eine 

wesentliche Rolle19-21,51. Patienten mit bicuspider Aortenklappe wurden ebenfalls 

in die Studie eingeschlossen, da sie gehäuft Aortenaneurysmen entwickeln, 

deren Genese nicht vollständig geklärt ist. 

Ziel der Studie war es, neue Erkenntnisse darüber zu erhalten, welche Faktoren 

in der Pathogenese der Aortendilatation beim MFS eine Rolle spielen.  

Methode: Wir haben mittels DIGE die Tunica Media bei Patienten mit Marfan 

Syndrom verglichen mit jenem von Kontrollen. Kontrollpatienten waren Patienten 

mit chirurgischem Aortenklappenersatz mit tricuspider Klappe sowie 

Organspender. Um mögliche Blutkontaminationen zu reduzieren und um die 

Aortenschicht von grösstem Interesse zu analysieren, haben wir uns auf die 

Analyse der Aortenmedia beschränkt.  

DIGE wurde durchgeführt bei der Aortenmedia von 6 Patienten mit MFS und 6 

Kontrollen. Im Rahmen der Validierung haben wir die Tunica Media von 22 MFS 

Patienten, 9 Patienten mit bicuspider Aortenklappe sowie 15 Kontrollpatienten 

mit Western Blot untersucht.  
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Resultate: Hochreguliert beim MFS war myosin-10, vinculin, filamin A, 

microfibril-associated glycoprotein 4 und calpoinin. Downreguliert waren vitamin-

D binding protein, fructose-biphosphate aldolase C, apolipoprtein A-1, serum 

amyloid A, transgelin, hemoglobin E und D Ketten.  

Filamin A war nicht als gesamtes Protein im Gel nachweisbar sondern lediglich 

als Fragment. Der Nachweis einer vermehrten Fragmentierung von einem 90kD 

und einem 110kD großen Filamin Fragment konnte mit Western Blot bei MFS und 

Patienten mit bicuspider Aortenklappe bestätigt werden.  

Konklusion: Wir haben eine Hochregulation von zwei Filamin-Fragmenten in der 

Aorta von MFS Patienten sowie bei Patienten mit bicuspider Aortenklappen 

identifiziert und validiert. Die drei wichtigsten Enzyme, welche Filamin 

fragmentieren, sind calpain 2, caspase 3 und granzyme B. Wir konnten durch 

den Nachweis erhöhter Spaltprodukte von Spectrin eine erhöhte Aktivität von 

calpain 2 feststellen, da Spectrin das endogene Substrat von Calpain 2 ist. Eine 

erhöhte Aktivität der beiden anderen Proteasen (caspase 3 und granzyme B) 

konnten wir hingegen nicht feststellen. 

Eine erhöhte Aktivität von Proteasen sind bekannte Promotoren für die Dilatation 

der Aorta. Proteomanalysen, wie DIGE, ermöglichen die Identifikation von 

differentiell regulierten Proteinen sowie die Identifikation von posttranslationellen 

Modifikationen. 
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3. Diskussion 
 

Der Fokus unserer Arbeit lag darin, Erkrankungsmechanismen zu verstehen, 

Risikofaktoren für Erkrankungen zu identifizieren sowie frühzeitig die Prognose 

von Erkrankungen voraussagen zu können. Um klinische Fragestellungen 

beantworten zu können, ist einerseits die exakte Charakterisierung von 

Patientenkollektiven elementar, andererseits aber auch die Anwendung von 

sensitiven, analytischen Methoden. Dies hat in der Vergangenheit zu wichtigen 

Erkenntnissen geführt52,53.  

Durch die Anwendung der Gelektrophorese ergab sich die Möglichkeit, 

ergebnisoffen neue Markerproteine zu identifizieren. Mit ergebnisoffen ist 

gemeint, dass die Gesamtheit der im Biomaterial enthaltenen Proteine analysiert 

wird ohne vorherige Selektion. Es werden nicht nur bekannte Markerproteine 

bestimmt, sondern alle durch die Methode nachweisbaren Proteine. Der große 

Vorteil dieser sehr aufwändigen Methoden ist es, neue Biomarker zu 

identifizieren und neue Erkenntnisse über pathophysiologische Vorgänge zu 

erhalten.  

 

Proteomanalysen beim akuten Nierenschaden zur  

 

Identifikation von operationsinduzierten Stressoren durch Analyse des 

Urinproteoms vor und nach herzchirurgischen Operationen  

 

Der akute Nierenschaden nach herzchirurgischen (CS) Operationen ist eine gut 

bekannte und häufige Komplikation. Die Inzidenz des CS-induzierten AKI wird 

zwischen 10-30%40,41 beschrieben;  1-2% der Patienten benötigen ein NEV42. Die 

Mortalität ist abhängig vom Schweregrad des AKI und liegt bei ÄRisk³ um 5% und 

steigt bei ÄFailure³ auf bis zu 40%54,55. Aufgrund der vermeintlich einfachen 

Pathogenese und des schon fast modellhaften Ablaufes mit Auftreten des AKI 

wenige Stunden bis 3 Tage nach Operation, ist es ein beliebtes Modell in der 

Erforschung des AKI. Nach genauerer Betrachtung ist das CS-induzierte AKI 

jedoch komplex und in einigen Bereich noch nicht gut verstanden56-58. Viele 

Faktoren spielen dabei eine Rolle.  

Es gibt keine systematischen histologischen Untersuchungen, um Erkenntnisse 

über die Pathogenese des CS-induzierten AKI zu erhalten. Dies liegt vor allem 
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daran, dass das Blutungsrisiko bei diesen Patienten mit gewollter und 

ungewollter Gerinnungsveränderung durch eine Nierenbiopsie zu hoch ist. Aus 

nicht-invasiven Untersuchungen ergaben sich viele unterschiedliche Erkenntnisse 

über Pathomechanismen und Risikofaktoren für das CS-induzierte AKI. Als 

mögliche Auslöser gelten die präoperative Gabe von Kontrastmittel, nicht-

steroidale Antirheumatika, toxische Schäden ausgelöst durch Hämolyse während 

des extrakorporalen Kreislaufs, Hypotonie, Hypoxie, Ischämie-

Reperfusionsschaden, Embolisation, Inflammation und viele mehr56-58.  

 

Ziel unserer Proteomarbeit war die Identifikation von differentiell regulierten 

Proteinen im Urin vor und nach CS, um Rückschlüsse auf renale Stressoren zu 

erhalten (Abbildung 3). Ausserdem haben wir den Urin am ersten postoperativen 

Tag zwischen Patienten mit und ohne AKI verglichen, um frühe Biomarker für 

das CS-induzierte AKI zu erhalten.  

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Proteomexperimentes im Urin zur 

Identifikation von operationsinduzierten Stressoren durch Analyse des 

Urinproteoms vor und nach herzchirurgischen Operationen.  

Abbildung adaptiert von folgender Quelle: Aregger F, et al. J Thorac Cardiovasc Surg 

2010; 692-700. 

 

Postoperativ waren bei Patienten mit und ohne AKI Markerproteine für 

Inflammation hochreguliert (ZAG, Leucin-rich alpha-2-glycoprotein, Mannan-

binding lectin serine Protease 2 und HSPG). Außerdem zeigten sich 

Proteomanalyse des Urins vor und nach herzchirurgischen Operationen (CS)

Urin vor CS Urin nach CS Bild�berlagerung vor/nach CS

Differentiell regulierte Proteine nach CS 

Nach OP hochreguliert Nach OP downreguliert

ZAG           Leucin-rich-alpha-2 glycoprotein Uromodullin
AMBP Retinol-binding protein
Leichtketten Leucin-rich alpha-2 glycoprotein
Gelsolin Mannan-binding lectin serine protease 2 
Carbonic anhydrase 1 Basement-membrane specific HSPG
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Markerproteine für einen tubulären Schaden differentiell reguliert: AMBP und RBP 

waren postoperativ hochreguliert und Uromedullin war postoperativ vermindert.  

Herzchirugische Operationen mit extrakorporalem Kreislauf induzieren 

bekannterweise ein SIRS59. Proteine wie leucin-rich alpha-2-glykoprotein, 

mannan-binding-lectin serine protease 2, ZAG und basement-membrane-specific 

HSPG sind mögliche Marker für ein SIRS. Deren postoperative Hochregulation im 

Urin kann als Korrelat eines SIRS interpretiert werden.  

Andere differentiell regulierte Proteine, wie RBP und AMBP, welches besser 

bekannt ist unter dem Namen D-1 microglobulin, sind gut bekannte Marker für 

einen tubulären Schaden60,61. Es ist interessant, dass wir einen subklinischen 

Nierenschaden beobachtet haben im postoperativen Urin, auch bei Patienten, 

welche im weiteren Verlauf kein AKI entwickelt haben.   

Eine vermehrte Ausscheidung von Markerproteine für einen tubulären Schaden 

beim AKI konnte in großen Arbeiten nach CS ebenfalls von anderen Gruppen 

beobachtet werden62-64. Die Gruppe um Mishra beobachtete nach CS einen 

Anstieg von NGAL im Urin bei Kindern mit AKI bereits zwei Stunden postoperativ, 

wo hingegen der Kreatininanstieg im Serum, welcher zur Diagnosestellung des 

AKI führte, erst 2-3 Tage später nachweisbar war62. Die gleiche Gruppe zeigte 

später erneut bei Kindern, dass die maximale Urinkonzentration von NGAL vier 

Stunden nach Operation besteht und danach wieder sinkt. Hingegen ist die 

Kinetik bei interleucin-18 (IL-18) langsamer mit einem ersten Anstieg nach vier 

Stunden und einem Peak zwölf Stunden postoperativ63. Bei erwachsenen 

Patienten mit CS-induziertem AKI zeigte die Gruppe von Han in der Folge, dass 

sowohl NGAL, KIM-1 als auch N-acetyl-ǃ-D-glucosaminidase (NAG) postoperativ 

zu unterschiedlichen Zeitpunkten in maximaler Konzentration im Urin 

nachweisbar sind64. Dies galt sowohl für Patienten mit als auch solche ohne AKI, 

wobei die Urinkonzentrationen der Markerproteine bei AKI Patienten deutlich 

höher waren. Somit scheinen die Biomarker eine unterschiedliche 

Ausscheidungskinetik zu haben, was wichtig ist, um mit dem Marker eine 

maximale Aussagekraft zu erreichen.  

Einige der von uns identifizierten differentiell regulierter Proteine (AMBP, 

Leichtketten, RBP und Albumin) sind Liganden von Megalin und Cubilin65. Diese 

Rezeptoren können filtrierte Proteine im proximalen Tubulus durch Endozytose 

rückresorbieren66. Megalin-knockout bei Mäusen führt zum Ausscheiden 

relevanter Mengen von kleinmolekularen Plasmaproteinen im Urin67. Ob bei 
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unseren Patienten eine veränderte Funktion von Megalin und Cubilin eine Rolle 

spielt bei der unterschiedlichen Exkretion dieser Proteine, bleibt indes unklar.  

Uromodulin, welches besser bekannt ist unter dem Namen seiner Erstbeschreiber 

Tamm und Horsfall, wurde in den 50er Jahren erstmals aus dem Urin isoliert68. 

Es wird im aufsteigenden Teil der Henleschleife exprimiert. Obschon das 

Glykoprotein Uromodulin schon mehr als 60 Jahre bekannt ist, bleibt seine 

Funktion bisher noch weitgehend unklar69. Die Downregulation von Uromodulin 

im Urin, welche wir in unserem DIGE Experiment beobachtet haben, ist in den 

letzten Jahren beim AKI bei kritisch kranken Patienten auch von anderen 

Gruppen beschrieben worden70. In einem knock-out Modell bei Mäusen war der 

tubuläre Schaden nach Ischämie-Reperfusion grösser bei fehlender Expression 

von Uromodulin, sodass ein protektive Funktion des Proteins diskutiert wird69. 

Neuere Studien bei Mäusen weisen auf eine Rolle Uromodulins bei der Erholung 

vom akuten Nierenschaden hin71. Weitere Studien sind notwendig, um die exakte 

Rolle von Uromodulin zu beleuchten.  

Die Ursache für einige der postoperativ hochregulierten Proteine konnten wir 

bisher noch nicht erklären.  

 

Wir haben außerdem ein DIGE Experiment mit dem postoperativen Urin von 

Patienten mit und ohne AKI durchgeführt. In diesen Untersuchungen waren nur 

einige Proteine differentiell reguliert. Hochreguliert war Albumin am 1. 

postoperativen Tag bei AKI Patienten und ZAG sowie ein Fragment von AMBP 

waren downreguliert.  

ZAG ist ein 40 kilo Dalton (kD) großes Protein welches in Blut und Urin 

nachweisbar ist. ZAG, ein Glucocorticoid induziertes Protein, scheint eine Rolle 

bei der Tumorkachexie zu spielen und ist ein bekannter Tumormarker72. ZAG im 

Plasma ist erhöht bei Patienten mit AKI und CKD verglichen zu Patienten mit 

normaler Nierenfunktion73. ZAG wird in der Niere vor allem im proximalen 

Tubulus exprimiert. Interessanterweise scheint ZAG bei der verminderten 

Proliferationsfähigkeit von älteren Nieren nach Ischämie-/Reperfusionsschaden 

eine Rolle zu spielen74. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der ZAG 

Knockout zu einer höheren Zellproliferation nach I-R-Schaden geführt hat, 

jedoch auch zu einer höheren Rate an Fibrose.   

Diese neuen Daten weisen auf eine relevante Rolle von ZAG beim akuten 

Nierenschaden hin. Weitere Untersuchungen sind wichtig, um die Rolle von ZAG 
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genauer zu verstehen und um zu klären, ob ZAG potentiell ein Marker für die 

Erholung vom Nierenschaden ist.   

Zu beachten ist, dass durch Proteomanalysen im Urin lediglich differentiell 

regulierte Proteine identifiziert werden können. Die Ursache dieser differentiellen 

Regulation kann durch das DIGE Experiment jedoch meist nicht geklärt werden. 

Dazu sind weitere Studien notwendig, um Rückschlüsse auf Pathomechanismen 

zu erhalten.  

 

Zusammengefasst haben wir im Urin differentiell regulierte Proteine nach CS-

Operationen gefunden, welche ein mögliches Korrelat von einem SIRS und einem 

subklinischen tubulären Schaden sind. Mehrere unserer differentiell regulierten 

Proteine sind Liganden von Megalin und Cubilin. Ob diese Endozytose-Rezeptoren 

eine Rolle in der Pathogenese spielen, bleibt unklar. Die Downregulation von ZAG 

bei AKI Patienten konnten wir in einem größeren Kollektiv bestätigen. Die 

weitere Evaluation der Rolle von ZAG beim Ischämie-Reperfusionsschaden ist 

von großem Interesse. 

 

Identifikation von Markern für Prognose beim akuten Nierenschaden bei kritisch 

kranken Patienten 

 

Der akute Nierenschaden ist häufig bei kritisch kranken Patienten und hat eine 

hohe Mortalität um 30 bis 80%3-6. Obschon das AKI auf Intensivstation häufig ist, 

fehlen exakte Daten bezüglich seiner Aetiologie. Aufgrund der hohen Morbidität 

und des hohen Risikos für Blutungen gibt es keine systematischen histologischen 

Studien. Mögliche Auslöser für den Nierenschaden werden in der Arbeit von 

Uchino mit folgenden beitragenden Faktoren beschrieben: 48% Sepsis, 34% 

große Chirurgie, 27% kardiogener Schock, 26% Hypovolämie, 19% 

medikamenteninduziert, 6% hepatorenal und 3% Obstruktion3.  

Daten der letzten 10 Jahre zeigen nun, dass das AKI auch langfristig eine 

negative Konsequenz hat. Ein AKI ist mit einer erhöhten Langzeitmortalität 

assoziiert75-76, und mit einem erhöhten Risiko, an einer CKD zu erkranken, oder 

chronisch dialysepflichtig zu werden11. Eine fehlende Erholung vom AKI führt zu 

einem verminderten Langzeitüberleben75,76. Deswegen ist eine frühe Voraussage 

der renalen Prognose von großem Interesse.  
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Wir haben mit unserer Proteomanalyse des Urins am ersten Tag des AKI mehrere 

Proteine identifiziert, welche unterschiedlich reguliert waren bei Patienten mit 

später Erholung vom AKI (LNR) verglichen zu jenen mit früher Erholung (ER) 

(Abbildung 4).  

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Proteomexperimentes im Urin zur 

Identifikation von Marker für Prognose des AKI am ersten Tag des AKI 

Abbildung adaptiert von folgender Quelle: Aregger F, et al.77 

 

Hochreguliert bei Patienten mit später Erholung waren Apo D, D-1 microglobulin, 

D-1 antitrypsin, CD 59, cathepsin D, insulin-like growth factor binding protein 7 

(IGFBP-7), neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL) und runterreguliert 

war calreticulin. Wir haben diese Proteine in der Folge mit einer zweiten Methode 

beim gleichen Kollektiv validiert. Dazu haben wir ELISA sowie Nephelometrie 

eingesetzt. Die beste Performance in der Validierung ergab sich für IGFBP-7, 

sodass dieses Protein zusammen mit NGAL, welches bis dahin als bester 

untersuchter Biomarker beim AKI galt, für die Validierung in einem 

unabhängigen Kollektiv gewählt wurden. Die Anzahl Patienten für die 

unabhängige Validierung ergab sich durch die Poweranalyse. Ausserdem haben 

wir 12 Patienten mit vergleichbarem Krankheitsscores (SOFA und APACHE score) 

ohne AKI als Kontrollgruppen analysiert. Erneut zeigte sich eine signifikante 

Hochregulation von IGFBP-7 bei Patienten mit fehlender Erholung vom AKI und 

zu einem geringeren Grad auch von NGAL. Die Fläche unter der receiver 

Proteomanalyse des Urins zur Identifikation von Markern für Prognose des AKI

Urin bei fr�her Erholung Urin bei Vplter Erholung Bild�berlagerung fr�he/splte Erholung

Differentiell regulierte Proteine bei schlechter Prognose

Hochreguliert Downreguliert

Apolipoprotein D Cathepsin D Calreticulin
a-1 Microglobulin IGFBP-7
a -1 Antitrypsin NGAL
CD 59
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operating characteristic (ROC)-Kurve,  um die Erholung am 1. Tag des AKIs 

vorauzusagen, war bei IGFBP-7 0.77 (95% CI 0.65-0.9, p<0.001). Die 

Urinmarker haben nicht nur die Erholung vorausgesagt sondern auch den 

Schweregrad des AKI, die Dauer des AKI sowie die Mortalität.  

Während der Revision unserer Arbeit ist eine große Multizenterstudie publiziert 

worden, in welcher gezeigt wurde, dass IGFBP-7 alleine sowie zusammen mit 

TIMP-2 neue Biomarker für die frühe Diagnose des AKIs sind78. In dieser Studie 

wurden Patienten eingeschlossen, welche kritisch krank waren und einen 

Risikofaktor für ein AKI hatten. Bei Aufnahme auf die Intensivstation wurden 

unterschiedliche neue sowie bekannte Urin- sowie Plasmabiomarker bestimmt 

und im Verlauf evaluiert, welche das später nachweisbare AKI am besten 

frühzeitig erkennen können. Die Identifikation neuer Biomarker erfolgte dabei 

durch einen hypothesenbasierten Medline Search. Die zwei besten Marker zur 

frühen Erkennung eines AKIs waren dabei IGFBP-7 sowie TIMP-2.  

Die Multiplikation der Konzentration beider Proteine (TIMP-2*IGFBP-7) wurde in 

der Folge als NEPHROCHECKTM patentiert. Im Jahr 2014 wurde NEPHROCHECKTM 

von der FDA als Biomarker zugelassen zur frühzeitigen Identifikation eines AKI.  

Seither sind viele Studien zur weiteren Analyse von IGFBP-7 und TIMP-2 beim 

AKI publiziert worden79-89. NEPHROCHECKTM zeigte sich als ein robuster Test mit 

minimalen Interferenzen und guter Stabilität79. TIMP-2*IGFBP-7 steigen bereits 

vier Stunden nach renalem ÄHit³ an und sinken nach 24 Stunden bereits 

wieder80. Viele Arbeiten belegen, dass TIMP-2*IGFBP-7 im Urin frühzeitig ein AKI 

voraussagen kann. Dies wurde unter anderem bei Patienten nach großer 

Chirurgie gezeigt81, bei Patienten mit Sepsis auf Intensivstation82 sowie 

pädiatrischen Patienten nach Herzchirurgie83. Höhere Konzentrationen von TIMP-

2*IGFBP-7 sind mit einem ausgeprägteren Nierenschaden assoziert82 sowie mit 

Dialysepflichtigkeit und erhöhter Mortalität nach 9 Monaten84. Die 

Urinkonzentration von IGFBP-7 ist auch bei anderen renalen Erkrankungen 

erhöht, wie bei Patienten mit signifikanter Nierenarterienstenose verglichen zu 

Patienten mit essentieller Hypertonie85. Ausserdem scheinen TIMP-2 sowie 

IGFBP-7 eine mögliche Rolle bei der Voraussage von verspäteter 

Nierentransplantationsfunktion (delayed graft funtion) zu spielen86. Einige 

Studien haben auch weniger gute Resultate dieser Biomarker beschrieben, wie 

fehlende Voraussage eines AKI bei Patienten auf Intensivstationen87 sowie 

schlechtere Performance bezüglich Voraussage der Dialysepflichtigkeit verglichen 
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zu anderen Markern und vor allem zum Furosemid-Stresstest88. Insgesamt 

weisen aber viele Daten darauf hin, dass TIMP-2 und IGFBP-7 vielversprechende 

frühe Marker für ein AKI sowie Marker für schlechtes Outcome wie 

Dialysepflichtigkeit und Tod sind.  

Die exakte Pathomechanismen, welche zu höherer Urinausscheidung von IGFBP-

7 und TIMP-2 führen, waren bis vor kurzem unklar. IGFBP-7 spielt eine Rolle bei 

der Proliferation von Zellen, Apoptose und Alterung89. Ausserdem scheint IGFBP-

7 die Zellkinetik zu verändern, sodass die Zellen eher in der G1-Phase 

verbleiben. Mehrere Autoren haben postuliert, dass die differentielle Regulation 

von TIMP-2 und IGFPB-7 beim AKI im Zusammenhang mit Zellzyklus-Arrest 

stehen könnten90. In einer kürzlich publizierten Arbeit konnte keine erhöhte 

Expression von IFGBP-7 oder TIMP-2 mRNA nach ischämischem oder toxischem 

AKI bei Ratten nachgewiesen werden91. Indes zeigten immunohistochemische 

Untersuchungen den Verlust von IGFBP-7 und TIMP-2 in geschädigten 

proximalen Tubuli. Außerdem konnten die Autoren zeigen, dass durch 

kompetitive Hemmung der Endozytose bei nierengesunden Tieren die Proteine in 

3mal höherer Konzentrationen im Urin messbar waren. Somit scheint die erhöhte 

Ausscheidung von IGFBP-7 und TIMP-2 beim AKI durch proximal tubuläre 

Verluste und verminderte renale Rückresorption/Endozytose bedingt zu sein.   

 

Zusammengefasst haben wir durch Proteomanalysen mehrere neue Marker für 

die renale Prognose beim AKI identifiziert. IGFBP-7, identifiziert durch 

Proteomanalyse, hatte die beste Performance zur Voraussage der renalen 

Prognose. IGFBP-7 sowie NGAL haben am ersten Tag des AKI den Schweregrad 

und die Dauer des AKI vorausgesagt sowie die Mortalität.  

 

Analyse des Tryptophanmetabolismus beim akuten Nierenschaden 

 

In einer zweiten Studie bei AKI Patienten auf Intensivstation haben wir 

Tryptophan und seine Metabolite zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. 

Vorangehende Studien haben darauf hingewiesen, dass die Aktivität von IDO, 

dem wichtigsten Enzym im Abbau von Tryptophan, bei CKD mit zunehmendem 

Schweregrad ansteigt48. Ziel der Studie war, die Rolle von Tryptophan und seinen 

Metaboliten beim AKI und der Prognose des AKIs zu klären. 
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Dazu haben wir Urinproben an den ersten 3 Tagen des AKI untersucht und die 

Tryptophanmetabolite bestimmt. Wir haben die Urinproben auch am Tag 2 und 3 

des AKIs analysiert, um Rückschlüße über die Kinetik der Metabolite zu erhalten. 

Wir haben die Konzentrationen von Tryptophanmetaboliten im Urin von 67 

Patienten mit früher renaler Erholung (ER) verglichen mit der von 25 Patienten 

ohne frühe Erholung (LNR). Tryptophan und seine Metabolite haben wir mittels 

Massenspektrometrie gemessen. Patienten mit LNR hatten einen ausgeprägteren 

Nierenschaden mit längerer Dauer das AKI und benötigten häufiger ein 

Nierenersatzverfahren. Jedoch war am Tag 1 des AKI die Kreatininkonzentration 

zwischen ER und LNR nicht unterschiedlich. Am 1. Tag des AKI war KynA 

signifikant hochreguliert bei LNR Patienten wie auch der Quotient von KynA/Trp. 

Diese Hochregulation war konsistent und prägte sich zunehmend an den Tagen 2 

und 3 aus. Alle anderen bestimmten Metabolite waren niedriger bei LNR 

Patienten, wobei diese verminderten Konzentrationen erst am 3. Tag des AKIs 

signifikant wurden. Mit ROC Analysen haben wir die prognostische Performance 

der Metabolite analysiert. Erneut zeigte sich, dass KynA die Erholung vom AKI 

gut voraussagen konnte. Wenn wir zusätzlich klinische Parameter in der ROC 

Analyse berücksichtigt haben, so war die AUC von KynA am Tag 1 0.73 und am 

Tag 3 0.93 und die AUC von KynA/Trp war am Tag 1 0.76 und am Tag 3 0.95. 

Auch in multivariaten Modellen zeigte sich, dass die Urinausscheidung von KynA 

der beste prognostische Faktor für die Erholung der Nierenfunktion in der ersten 

Woche ist. Ausserdem konnte durch die Bestimmung von KynA sowie der Ratio 

von KynA/Trp die Mortalität am ersten Tag des AKI vorausgesagt werden.  

 

Tryptophan ist eine essentielle Aminosäure, die durch Indolamine 2,3 

dioxygenase (IDO) und zu einem geringeren Ausmass durch tryptophan 2,3 

dioxygenase metabolisiert wird. In der Literatur ist eine erhöhte IDO-Aktivität bei 

CKD beschrieben worden mit Nachweis erhöhter Serumkonzentration von 

Tryptophan und seinen Metaboliten in Abhängigkeit vom Schweregrad der 

renalen Erkrankung48. Eine unterschiedliche IDO-Aktivität bei Patienten mit oder 

ohne frühe Erholung konnten wir bei unseren intensivpflichtigen AKI Patienten 

nicht feststellen. Da wir keine Kontrollpatienten ohne AKI untersucht haben, 

bleibt jedoch unklar, ob sich die IDO Aktivität beim AKI verändert. Hingegen 

haben wir eine konsistent erhöhte Ausscheidung von KynA bei Patienten mit 

schlechter renaler Prognose gefunden. Erneut bleibt bei solch analytischen 
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Studien unklar, wie der Mechanismus der erhöhten Ausscheidung von KynA und 

KynA/Trp bei AKI Patienten mit schlechter Prognose ist. Die erhöhte 

Serumkonzentration von KynA bei dialysepflichtigen Patienten ist mehrmalig mit 

unterschiedlichen Methoden nachgewiesen worden92,93. Die Arbeitsgruppe der 

EuTox hat KynA auch als mögliches urämisches Toxin vorgeschlagen49. 

Interessanterweise haben wir bei AKI-Patienten mit schlechtem Outcome im Urin 

eine hohe KynA sowie KynA/Trp Konzentration gemessen obwohl die 

Nierenfunktion zu diesem Zeitpunkt nicht unterschiedlich war von den ER 

Patienten. Weitere Studien zur Klärung des Mechanismus dieser erhöhten KynA 

Ausscheidung bei Patienten mit schlechter renaler Prognose sind notwendig.  

 

Unsere Patienten mit LNR hatten einen ausgeprägteren Nierenschaden (höhere 

RIFLE-Klassen), längere Dauer des AKI, benötigten häufiger ein 

Nierenersatzverfahren und Bluttransfusionen, waren länger im Krankenhaus und 

hatten eine höhere 28-Tage Mortalität. Die Assoziation zwischen fehlender 

Erholung und schlechter Prognose ist in der Literatur mehrmals beschrieben 

worden75-76. Bisher gab es jedoch keine uniforme Definition der Erholung. Die 

ADQI-Gruppe (acute dialysis quality initiative), welche im Jahr 2004 die RIFLE-

Klassifikation vorgeschlagen hatte, beschrieb die Erholung als die fehlende 

Klassifikation für ein AKI7. Die exakte Zeitspanne dafür blieb bisher unklar. In 

unserer Arbeit bei Patienten mit sehr hoher Mortalität haben wir eine relativ 

kurze Zeitspanne von 7 Tagen gewählt. Nun hat die ADQI vor knapp 2 Jahren 

eine einheitliche Definition zum Verlauf des AKI vorgeschlagen94. ADQI 

beschreibt neu ein Kontinuum des Nierenschadens nach ursprünglichem Insult. 

Dabei schlägt die ADQI vor, das AKI mit schneller Erholung innerhalb von 48 

Stunden als Ärapid reversal³ zu bezeichnen. Ein AKI mit einer Dauer von bis zu 7 

Tagen bleibt weiterhin ein AKI. Wenn es zu keiner Erholung kommt, so schlägt 

ADQI vor, dies acute kidney disease (AKD) zu nennen. Bei fehlender Erholung 

des AKD nach 3 Monaten erfolgt der Wechsel vom AKD zur CKD. Dies 

wiederspiegelt, dass ein akuter Nierenschaden in eine chronische 

Nierenerkrankung übergehen kann. Diese vorgeschlagene Terminologie ist 

allerdings nicht unumstritten.  

Wir haben in unserer Studie eine Beobachtungszeit von einer Woche gewählt, 

lange bevor ADQI die neuen Vorschlägen zur Definition der Erholung publiziert 

hat. Diese Beobachtungszeit von einer Woche ist genau jene welche AKI und 
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AKD unterscheidet. Somit haben wir (primär unwillentlich) in unserer Arbeit 

Tryptophan und seine Metabolite zwischen AKI und AKD verglichen sowie diese 

beiden Gruppen klinisch charakterisiert. Wie erwartet, haben Patienten mit einem 

AKD eine deutlich schlechtere renale und nicht renale Prognose verglichen zu 

Patienten mit AKI. 

 

Evaluation der Inzidenz und der Prognose des akuten Nierenschaden 

nach perkutanem Aortenklappenersatz sowie die Identifikation von 

Markern für eine schlechte Prognose 

 

Die Aortenstenose ist das häufigste Vitium im hohen Alter. Im Jahr 2002 wurde 

erstmalig der Transkatheter-Aortenklappenersatz (TAVI) beschrieben50. Diese 

weniger invasive Methode machte den Aortenklappenersatz nun auch bei schwer 

kranken Patienten möglich, welche bis dahin als inoperabel galten. Die Inzidenz 

des AKI war in den ersten Jahren nach Einführung von TAVI nicht bekannt. 

Ziel unserer Studie war die Erfassung der Inzidenz des AKI nach TAVI sowie die 

Charakterisierung dieser Patienten.  

Wir untersuchten ein Kollektiv von 54 konsekutiven Patienten mit TAVI. Die 

Inzidenz des AKI betrug 27%. Postinterventionell benötigten 7% aller Patienten 

ein Nierenersatzverfahren. Bei 30 von 54 Patienten verbesserte sich die GFR 

nach Behebung der Aortenstenose, bei 21 von 54 verschlechterte sich die GFR 

und bei den restlichen Patienten kam es zu keiner Veränderung. Univariate 

Regressionsmodelle wiesen auf einen Zusammenhang mit dem transapikalen 

Zugang, periinterventioneller Thrombopenie, Bluttransfusionen und erhöhtem 

CRP am Tag 1 nach TAVI hin.  

Mehrere folgende Studien mit grösseren Patientenkollektiven ergaben ähnliche 

Inzidenzen für das AKI um 12-21%95-97. In einer größeren Arbeit mit über 200 

Patienten nach TAVI konnte bestätigt werden, dass sich die Nierenfunktion bei 

etwa 60% der Patienten nach Behebung der Aortenstenose verbessert94. In den 

erwähnten Studien zeigten sich folgende Risikofaktoren für das AKI nach TAVI: 

vorbestehende Erkrankungen wie Hypertonie, PAVK, Herzinsuffizienz und CKD. 

Ausserdem waren transapikaler Zugang, maximale periinterventionelle 

Leukozytenzahl sowie Anzahl der Bluttransfusionen als Risikofaktoren ebenfalls 

nachgewiesen worden.  
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Eine Assoziation zwischen Bluttransfusionen und AKI wurde in vielen Arbeiten 

beschrieben. In einer Reviewarbeit aus dem Jahr 2012 wurden 22 Studien 

identifiziert, die sich mit diesem Thema beschäftigten98. In 18 von 22 Studien 

ergaben sich Hinweise für eine Assoziation zwischen Transfusionen und AKI. Der 

kausale Zusammenhang ist bisher nicht geklärt. Möglich ist, dass Komorbiditäten 

und/oder Komplikationen, die zu Anämie und Bluttransfusionen führen, auch 

Risikofaktoren für ein AKI sind. Einige der Daten weisen jedoch auch darauf hin, 

dass Anämie-unabhängige Faktoren eine Rolle spielen und Transfusionen per se 

zu einem AKI führen können99. Mögliche Mechanismen sind das Auftreten von 

Hämolyse aufgrund des Lagerungsschadens von Konserven mit Anstieg von 

Hämoglobin sowie freiem Eisen. Insgesamt bleibt aber der kausale 

Zusammenhang zwischen Transfusionen und AKI unklar.   

Die Assoziation zwischen dem transapikalen Zugang mit höherem Risiko für ein 

AKI scheint jedoch kein kausaler zu sein95,97,100. In den meisten Zentren werden 

Aortenklappen transfemoral gelegt. Bei ausgepräger femoraler Arteriosklerose ist 

dies nicht möglich, sodass dann der apikale Zugang gewählt wird. Diesen 

Zusammenhang haben wir in unserer relativ kleinen Serie bereits feststellen 

können; spätere Studien konnten dies bestätigen95,97,100. Ein weiterer Risikofaktor 

für das AKI nach TAVI ist das Auftreten eines SIRS. Wir haben beobachtet, dass 

eine pathologische Leukozytenzahl postinterventionell mit einem AKI assoziert 

war. Die Gruppe um Sinning beschrieb ebenfalls die Assoziation eines SIRS mit 

einem AKI101. Bei 60% der AKI Patienten konnte die Gruppe ein SIRS 

beobachten. Unklar ist die Rolle des Kontrastmittels als Ursache des AKI. In 

unserer Arbeit konnten wir keinen Zusammenhang finden zwischen der 

Kontrastmittelmenge und dem Auftreten eines AKIs. Die publizierten Arbeiten 

sind widersprüchlich; die meisten Arbeiten berichten von einem Zusammenhang 

zwischen Kontrastmittelmenge und AKI95, 97,99,101, jedoch beobachteten andere 

Gruppen, wie wir, keinen Zusammenhang102.  

Zusammengefasst haben wir eine Verbesserung der Nierenfunktion bei einem 

großen Teil der Patienten nach TAVI beobachtet. Die Inzidenz des AKI war mit 

27% hoch. Als mögliche Risikofaktoren für ein AKI haben wir ein SIRS, den 

transapikalen Zugang sowie die Transfusion von Erythrozyten erstmalig 

beschrieben. Diese Patientenpopulation bietet sich für weitere Studien zur 

Prädiktion des AKI durch Biomarker an.  
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In unseren Arbeit, welche sich mit operationsinduzierten Stressoren im 

Urinproteom bei Patienten mit CS beschäftigte, haben wir vor allem Patienten mit 

Bypass-Operationen untersucht. Das  Validierungskollektiv beinhaltete auch 

Patienten mit Aortenklappenersatz. Bei einigen dieser Patienten war die Ursache 

der Aortenstenose das Bestehen einer bicuspiden Aortenklappe. Mit großem 

Interesse haben wir die neu entdeckten Pathomechanismen bei der Entstehung 

der Aortendilatation bei Patienten mit bicuspiden Aortenklappenersatz zur 

Kenntnis genommen17. Eine Reduktion von Fibrillin-1 wurde bei einigen dieser 

Patienten beobachtet in Kombination mit erhöhter Aktivität von Metalloproteinasen 

und konsekutivem Remodeling der Aortenwand. Zur gleichen Zeit gab es höchst 

beachtenswerte neue Erkenntnisse im Pathomechanismus der Aortendilatation 

beim Marfansyndrom20. Aufgrund dieser bedeutenden neuen Erkenntnissen haben 

wir uns entschieden, die Aorta von Patienten mit Marfan Syndrom und bicuspider 

Aortenklappe mit DIGE zu untersuchen, um potentielle neue Erkenntnisse im 

Mechanismus der Aortendilatation zu erhalten.  

 

Proteomanalyse der aortalen Media beim Marfansyndrom zur 

Identifikation von Pathomechanismen für die Entstehung der aortalen 

Dilatation 

 

Das Marfansyndrom (MFS) ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung 

welche zu kardialen, vaskulären, skelettalen und Augenveränderungen führt17. 

Gefürchtet ist die Aortendissektion, welche tödich verlaufen kann. Die Diagnose 

wird durch festgelegte klinische Kriterien gestellt18. Die Mutation im Fibrillin-1 

Gen ist hauptverantwortlich für das MFS aber auch Mutationen im TGF-E-

Rezeptor führen zum Phänotyp des MFS17,19,23. Es besteht eine ausgeprägte 

phänotypische Varianz bei Marfan Patienten. Der Mechanismus, der zur 

Gewebedilatation führt, blieb lange Zeit unklar und ist auch bis jetzt nicht 

abschlieEend geklärt. Verändertes Fibrillin scheint andere mechanische 

Eigenschaften zu besitzen, jedoch auch geringer TGF-E zu sequestrieren19,23. 

TGF-ß spielt eine große Rolle in der Aortendilatation. In einem Mausmodell 

konnte durch Blockierung von TGF-ß die Aortendilatation verhindert werden23. 

Eine wesentliche Rolle spielt aber auch Angiotensin II, welches beim Marfan 

Syndrom hochreguliert ist20. Die Infusion von Angiotensin II führt zur 

Aortendilatation. Die Blockierung von Angiotensin II durch Losartan23 führte bei 
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Marfan Patienten zu einem geringeren Fortschreiten der Aortendilatation. Bei der 

Aortendilatation scheinen aber auch Metalloproteinasen (MMP-2 und MMP-9) eine 

relevante Rolle zu spielen103.  

Die Assoziation zwischen bicuspider Aortenklappe und der Aortendilatation ist 

erstmalig im Jahr 1928 beschrieben worden104. Viele Jahre wurde postuliert, dass 

hämodynamische Faktoren massgeblich für die Aortendialtation verantwortlich 

seien105. Der exakte Mechanismus zwischen veränderter Klappenmorphologie und 

Aortendilatation blieb jedoch unklar. Neue Erkenntnisse weisen nun darauf hin, 

dass auch strukturelle Veränderungen an der Aortenwand mit zystischer 

Medianekrose und erhöhter Aktivität von MMPs eine relavente Rolle spielen106,107.  

Um neue Erkenntnisse im Pathomechanismus der Aortendilatation zu erhalten, 

haben wir eine Proteomanalyse der Gefäßmedia durchgeführt. Um eine 

Kontamination durch Blutgefässe zu minimieren und um die Aortenwandanteile 

zu untersuchen, die beim MFS von grösster Bedeutung sind, haben wir die 

Aortenschichten getrennt und lediglich die Tunica Media für unser Experiment 

verwendet. Mit DIGE haben wir die aortale Media von Marfanpatienten verglichen 

mit jener von Patienten ohne Aortendilatation (Organspender oder Patienten mit 

tricuspider Aortenklappe mit Aortenoperation). Hochreguliert waren myosin-10-

heavy chain, vinculin, filamin A, microfibril-associated glykoprotein 4, calponin 1. 

Runterreguliert waren bei Patienten mit MFS Vitamin-D binding protein, fructose-

biphosphate-aldolase C, apolipoprotein A-I, serum amyloid P, transgelin, 

hemoglobin E and D-Ketten (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Differentiell regulierte Proteine der aortalen Media bei Patienten 

mit MFS verglichen zu Kontrollpatienten ohne Aortenaneurysma.  

Abbildung adaptiert von folgender Quelle: Pilop C, et al.108 

 

Von besonderem Interesse war für uns Filamin A, welches wir lediglich als C-

terminales Fragment hochreguliert fanden und dessen Mutation bekannt ist als 

Ursache der familiären kardialen vaskulären Dystrophie107. Eine hochregulierte 

Fragmentierung von Filamin A haben wir mit Western Blot sowohl bei den 22 

Marfan Patienten als auch bei 9 Patienten mit bicuspide Aortenklappen bestätigen 

können. Calpain, caspase-3 und granzyme-B sind die bekannten Proteasen, 

welche Filamin A spalten. Bei unseren Patienten konnten wir keine erhöhte 

caspase 3 noch granzyme-B Aktivität nachweisen, jedoch eine erhöhte Aktivität 

von Calpain-2. Die Calpain-2 Aktivität haben wir bestimmt durch die 

Quantifizierung seines Substrates (Spectrin) und seiner Spaltprodukte (Spectrin-

Fragmente). AuEerdem haben wir eine ausgeprägte Korrelation zwischen der 

Filiamin-A und Spectrin-Spaltung beobachtet, sodass wir von einer erhöhten 

Calpain-2 Aktivität bei Patienten mit Aortendilatation ausgehen.  

Eine funktionelle Bedeutung von Calpainen bei der Aortendilatation ist nun durch 

verschiedene Untersuchungen bekräftigt worden. Calpain 1 und 2 scheinen eine 

Rolle bei der Angiotensin II induzierten Dilatation zu spielen109. Eine erhöhte 

Filamin-Spaltung wurde nach Infusion von Angiotensin II in einem Mausmodell 

ebenfalls beschrieben109. Die Angiotensin II Infusion führte bei diesen Calpain-1 

defizienten Mäusen zu einer Aortendilatation. Die pharmakologische Hemmung 

von Calpain-1 verminderte die Angiotensin II induzierte Aortendilatation der 

abdominalen Aorta in einem Mausmodell mit LDL defizienten Mäusen110. Calpain-

1 scheint auch beim Alterungsprozess eine Rolle zu spielen. Die Hochregulation 

von Calpain-1 und MMP-2 wurde bei auEerdem beim Alterungsprozess in der 

Aorta von Ratten beobachtet111.  

Die 2D Gelelektrophorese hat verglichen zu anderen Proteomanalysen 

unterschiedliche Vor- und Nachteile. Ein wesentlicher Vorteil ist die Identifikation 

von posttranslationellen Modifikationen wie Fragmentierungen27. In unserer 

Arbeit hat die Hochregulation eines Fragmentes darauf hingewiesen, dass die 

erhöhte Aktivität von Calpainen bei der Aortendiatation eine wesentliche Rolle 

spielt.  
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Zusammengefasst haben unserere Proteomanalysen der aortalen Media bei 

Patienten mit MFS oder bicuspider Aortenklappe eine Hochregulation von Filamin-

A Fragmenten ergeben. Die Ursache dieser Filamin-Fragmentation scheint in der 

erhöhten Aktivität von Calpainen zu liegen. Weitere Studien sind notwendig, um 

die Rolle von Calpainen beim Marfansyndrom besser verstehen zu können.  

 

 

Biomaterial Urin 

 

Es bleibt ein Traum vieler Wissenschaftler und Ärzte, durch die Analyse von Urin 

Diagnosen stellen und Rückschlüsse über die Prognose schliessen zu können. Die 

Urinschau, die in der Literatur bereits im 16. Jahrhundert beschrieben wurde, 

diente eben diesem Zwecke112.  Durch Inspektion des Urins mit Fokus auf Farbe 

und Konsistenz, durch Riechen und Schmecken wurden Rückschlüsse auf 

bestehende Erkrankungen geschlossen. Systematische Evaluation dieser 

Untersuchungen sind nicht publiziert. Mit dem großen Revival in der 

Proteinanalytik durch Proteomics ist dieser Traum wieder aufgelebt.  

Urin als biologisches Material hat viele Vorteile, aber auch einige Nachteile und 

Limitationen113. Ein großer Vorteil ist die einfache und komplikationslose 

Gewinnung. Die Urinanalytik bietet sich besonders bei Kollektiven mit hohem 

Risikoprofil an, wie bei kritisch kranken Patienten oder besonders 

schützenwerten Populationen wie Säuglingen und Kleinkindern. Weiterhin 

vorteilhaft ist, dass Urin als Filtrat des Plasmas Rückschlüsse auf nicht-renale 

Erkrankungen zulässt. Aufgrund des komplexen renalen Handlings der filtrierten 

Moleküle können auch Rückschlüsse über renale Erkranungen gezogen werden. 

Urinproteine sind aufgrund der normalerweise geringen Proteinkonzentration 

relativ stabil, sodass sie bei korrekter Vorbehandlung bei -80° für relativ lange 

Zeit stabil sind114. Herausforderungen bei der Proteinanalytik im Urin sind die 

hohe intraindividuelle als auch die hohe interindividuelle Varianz. Die Diurese 

kann in Abhängigkeit von der Flüssigkeitszufuhr zwischen 100ml/24h und 

10´000ml/24h varieren, was zu Konzentrationsunterschieden von bis zu Faktor 

100 führen kann ohne dass relevante Pathologien bestehen. Diese große Varianz 

vermindert Sensitivitäten und Spezifitäten in Markerstudien und ist ein möglicher 

Grund, weswegen es das Ärenale Troponin³ bisher nicht gibt. Diese Limitation 

kann theoretisch durch Normalisierung der Proteinkonzentration zur 
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Kreatininkonzentration korrigiert werden. Jedoch belegen mehrere Arbeiten, dass 

bei fehlendem steady-state, wie dies bei akuten Nierenerkrankungen der Fall ist, 

sich auch die Kreatininausscheidung dynamisch verändert115,116. Momentan ist 

nicht klar, ob eine Normalisierung sinnvoll ist und ob Kreatinin das optimalste 

Molekül zur Normalisierung ist.  

Für die Gelelektrophorese ist Urin eine groEe Herausforderung. Zum einen ist die 

Konzentration von Proteinen im Urin normalerweise gering (< 150mg/l), 

gleichzeitig besteht eine hohe Konzentration von Salzen, was zu erschwerter 

Proteomtrennung besonderes in der IEF führt.  

Um Gele mit hoher Spotanzahl (Trennung vieler unterschiedlicher Proteine) ohne 

Streifenbildung zu erhalten, ist eine optimierte Vorbehandlung des Urins von 

höchster Wichtigkeit. Wir haben viele publizierte Protokolle bei unseren Patienten 

angewandt und analysiert. Wir haben Urin dialysiert, filtriert mit einem 

Zentrifugationsdevice mit definiertem cut-off, Proteine gefällt mit Ethanol, 

Trichloracetic acid (TCA) und vieles mehr. Zu viele Vorbehandlungen haben 

jeweils zu Verlusten von Spots geführt. Indadäquate Elimination von Salz führte 

zu schlechter Gelqualität mit ausgedehnter horizontaler Streifenbildung. Die 

besten optischen Resultate mit bester Reproduzierbarkeit erhielten wir durch 

Fällung mit TCA. Dieses Protokoll haben wir erfolgreich in unseren Urinanalysen 

angewandt und konnten damit unsere Resultate mit einer zweiten unabhängigen 

Methoden auch weitgehend bestätigen.  

 

4. Zusammenfassung 
 

Wir haben mit unterschiedlichen Methoden den akuten Nierenschaden 

untersucht. Durch Analyse des Urins mit Proteomanalysen haben wir Urinmarker 

für die frühe Diagnosestellung eines AKI, für einen subklinischen Nierenschaden 

sowie neue Marker für die Prognose beim AKI identifiziert.  

Wir konnten dabei im postoperativen Urin nach Herzchirurgie Marker für ein SIRS 

sowie für einen tubulären Schaden bei Patienten mit und ohne AKI identifizieren. 

Einige differentiell regulierte Proteine wurden auch von anderen Gruppen im 

gleichen Kontext beschrieben. Einige der differentiell regulierten Proteine 

konnten wir bisher nicht genau erklären. Bei Patienten mit postoperativem AKI 

haben wir eine Runterregulation von ZAG gefunden, welche wir mit ELISA 

bestätigen konnten. Die exakte Ursache dafür ist zwar unklar. Jedoch von 
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großem Interesse ist die mögliche Rolle von ZAG bei Proliferation und 

Regeneration nach Ischämie-Reperfusionsschaden, welcher in der Literatur 

beschrieben wurde.  

Durch Proteomanalysen im Urin haben wir am ersten Tag des AKI Marker 

identifiziert für die weitere Prognose. Dies ist von besonderer Bedeutung, da eine 

fehlende Erholung vom AKI mit einer schlechteren renalen und nicht-renalen 

Langzeitprognose assoziert ist. Die beste Performance ergab sich für IGFBP-7, 

welches wir erstmalig mit einer Proteomanalyse im Urin identifiziert haben. 

IGFBP-7 ist zwischenzeitlich einer der am besten untersuchten Marker für die 

frühe Diagnosestellung des AKI und ist in Kombination mit TIMP-2 von der FDA 

als Diagnosekit beim AKI zugelassen worden.  

Um die Rolle von IDO beim akuten Nierenschaden zu studieren, haben wir bei 

Patienten mit und ohne frühe Erholung an den ersten 3 Tagen eines AKI die 

Tryptophanmetabolite bestimmt. Dabei ergaben sich keine Hinweise für eine 

Rolle von IDO bei der Prognose vom AKI. Jedoch konnten wir konsistent an den 

ersten 3 Tagen des AKI eine höhere Ausscheidung von KynA bei Patienten mit 

schlechter Prognose feststellen. Ob differentielles tubuläres Handling die Ursache 

dieser erhöhten KynA Ausscheidung ist, bleibt unklar.  

Wir haben erstmalig die Inzidenz des AKI nach TAVI beschrieben. In unserer 

relativ kleinen Population war diese mit 28% hoch. Interessanterweise ergaben 

unsere Untersuchungen auch eine Verbesserung der Nierenfunktion bei mehr als 

der Hälfte der Patienten nach Behebung der Aortenstenose. Durch klinische 

Untersuchungen konnten wir mehrere Risikofaktoren für das Auftreten eines AKI 

nach TAVI identifizieren, wie ein SIRS, Bluttransfusionen sowie der transapikale 

Zugang.  

In unserer Proteomarbeit der aortalen Media konnten wir eine Hochregulation 

von Filaminfragmenten bei Patienten mit MFS und bei Patienten mit bicuspider 

Aortenklappe nachweisen. Die Identifikation von posttranslationellen 

Modifikation, wie der von uns beschriebenen Fragmentierung von Filamin A, ist 

eine großer Vorteil der 2-D-Gelelektrophorese. Als Ursache dieser 

Fragmentierung konnten wir eine erhöhte Aktivität von Calpain 2 nachweisen. 

Weitere Untersuchungen zur Klärung der exakten Rolle von Calpain 1 und 2 sind  

von großer Wichtigkeit, um deren Rolle bei der Dilatation der Aorta besser zu 

verstehen und allfällig neue therapeutische Ansätze bei der Behandlung von 

Aortenaneurysmen zu erhalten.  
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