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Zusammenfassung

Das akute Nierenversagen (ANV) ist bei schwer kranken Kindern eine relativ haufige Kom-
plikation. Durch ein ANV erhoht sich die Gefahr von Multiorganversagen und Mortalitét.
Prognosefaktoren sind ebenso unbekannt wie eine ursédchliche Therapie. In der Vergan-
genheit sind verschiedene Biomarker als Kandidaten zur frithzeitigen Diagnose von ANV
untersucht worden, beispielsweise Interleukin 18, die intestinale Form der alkalischen Phos-
phatase, N-Acetyl-3-Glucosaminidase, Alaninaminopeptidase und das Kidney Injury Mo-
lecule 1. Keiner dieser Biomarker kann bislang als prognostischer Faktor des akuten Nie-
renversagens herangezogen werden. Hitzeschockproteine (HSP) sind Zellschutzproteine, so
genannte Chaperone, die bei Zellstress Zellstrukturen stabilisieren und die Apoptose ver-
hindern konnen. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass HSP mit einer
Grofse um 72kDa (Hsp72) beim akuten Nierenversagen bei Tieren, bei Frithgeborenen und
bei nierentransplantierten padiatrischen Patienten im Urin nachweisbar sind. Hsp72 ist
daher ein Kandidat fiir einen prognostischen Faktor des ANV bei padiatrischen Patienten,
den es zu untersuchen lohnt.

Fiir diese Arbeit wurde eine klinische Beobachtungsstudie neu entwickelt und durchge-
fithrt, deren Ergebnisse hier présentiert und ausgewertet werden. Fiir die » Untersuchung
von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kin-
dern (HSP-Studie)« wurde methodisch eine statistische Korrelation zwischen dem Auftre-
ten von Hsp72 im Urin schwer kranker Kinder und dem Ausbleiben eines ANV gesucht.
Eingeschlossen wurden bis zu 18 Jahre alte Patienten mit Schock, Sepsis oder Asphyxie und
ohne bestehende Nierenerkrankung oder Nierentransplantation. Die Patienten wurden von
der Aufnahme auf die Intensivstation bis zur Verlegung oder bis zum Tod beobachtet. Tag-
liche Proben aus dem Sammelurin wurden mittels Western Blot und Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA) qualitativ auf das Vorkommen von Hsp72 untersucht. Aus einer
Blutprobe wurde der molekulargenetische Producerstatus (Normal- oder Low-Producer)
fiir Hsp72 der Probanden ermittelt.

Fir die HSP-Studie wurden seit September 2005 Patienten rekrutiert. Zum Septem-
ber 2009 erfolgte eine Zwischenauswertung der 22 bislang eingeschlossenen Patienten. Die
Arbeit muss als » Proof-of-Principle«-Studie verstanden werden, da sich bisher in den Er-
gebnissen keine statistisch nachweisbare Korrelation zwischen dem Auftreten von Hsp72 im
Urin und dem klinischen Verlauf der Patienten zeigt. Mit Hilfe der Ergebnisse ist erstmals
eine prézise Fallzahlberechnung fiir eine weiterfithrende multizentrische Studie zur Untersu-
chung von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei
Kindern moglich. Diskutiert werden neben der zu planenden Fortfiihrung der HSP-Studie
zellbiologische Versuche, die Aufschluss iiber den Zusammenhang zwischen ischdmischem
Zellstress, der beim ANV entsteht, und protektiven Effekten von HSP erbringen kénnten.






1 Einleitung

Fiir den menschlichen Organismus ist der akute Sauerstoffmangel eine existenzielle Bedro-
hung. Wie fiir das Gesamtsystem gilt dies auch fiir die kleinste eigenstandige Einheit des
Korpers, die Zelle. Die ischamische tubuldre Nekrose ist eines der Hauptprobleme beim
akuten Nierenversagen (ANV)“8] einer hiufigen und mit hoher Mortalitit belasteten Kom-
plikation schwer kranker pidiatrischer Patienten®.

Um die Zelle nach einem ischdmischen Schaden zu retten, stehen unter anderem die so
genannten Hitzeschockproteine (heat shock proteins, HSP) zur Verfiigung. Sie leisten im
Notfall zelluldre Erste Hilfe, um beschédigte, aber reparaturfihige Proteine vor dem Abbau
und die Zelle vor dem Auslosen der Apoptosekaskade zu bewahren®.

Bis heute ist die Rolle der Hitzeschockproteine bei der Zellreparatur nicht vollstandig
entschliisselt. Sie fungieren als so genannte Chaperone, die bei der Faltung von Protei-
nen bedeutsam sind. Die am besten untersuchten Hitzeschockproteine mit einer Gréfe um
70kDa binden an entstehende und unfertige Proteine und schiitzen diese so vor dem Ab-
bau. Hitzeschockproteine sind ganz im Sinne der Ersten Hilfe ungerichtete Schutzproteine,
deren Einsatz ohne ihnen nachfolgende gezielt agierende Proteine den Zelltod nicht ver-
hindern kann.” Eine eventuelle Rolle von Hitzeschockproteinen beim p#diatrischen akuten
Nierenversagen ist bislang nur wenig untersucht.®

Mit Hilfe einer beobachtenden Fall-Kontroll-Studie wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit am Dr. von Haunerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miin-
chen eine Beobachtungsstudie zum »Proof of Principle« der moglichen Eignung von Hitze-
schockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern geplant,
organisiert, durchgefithrt und vorlaufig ausgewertet.

Ziel der Studie ist es, zu kldren ob Hitzeschockproteine der Grofenklasse um 72 kDa
(Hsp72) einen positiven Einfluss auf Entstehen und Ergebnis eines akuten Nierenversagens
bei schwer kranken Kindern haben konnten. Die » Untersuchung von Hitzeschockproteinen
als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern (HSP-Studie)« lauft seit
September 2005, die Zwischenauswertung erfolgt zum Stichtag 20. September 2009.

Hintergrund und Fragestellung der Studie werden erortert und erste Ergebnisse vorge-
stellt. Anhand der vorldufigen Resultate erfolgt die Berechnung einer Fallzahl fiir eine noch
zu planende weiterfiihrende klinische Studie. Mogliche experimentelle Ansétze werden be-
schrieben, mit denen die Rolle der Hitzeschockproteine fiir das akute Nierenversagen bei
Kindern weiter entschliisselt werden kann.
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1.1 Problemstellung

Bis heute gibt es keinen klinisch messbaren, zuverldssigen prognostischen Faktor fiir die
Entwicklung eines akuten Nierenversagens, weder bei Kindern® noch bei erwachsenen Pa-
tienten*. Ein solcher Parameter wire von grofiem prognostischen Wert als Steuerungsin-
strument in der Therapie®®.

In der Vergangenheit sind verschiedene Biomarker als Kandidaten zur zuverlassigen friih-
zeitigen Diagnose des akuten Nierenversagens untersucht worden, beispielsweise Interleukin
18, die intestinale Form der alkalischen Phosphatase, N-Acetyl-5-Glucosaminidase, Alani-
naminopeptidase und das Kidney Injury Molecule 1°#48. Keiner dieser Biomarker kann
bislang als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens herangezogen werden.

Bei der Suche nach Kandidaten fiir einen solchen prognostischen Faktor fallen Chaperone
aus der Familie der Hitzeschockproteine auf: Sie spielen eine bedeutende pathophysiolo-
gische Rolle bei der Entstehung des akuten Nierenversagens und kénnten zugleich einen
Ansatz fiir die Entwicklung neuer Therapien bieten.®

1.1.1 Akutes Nierenversagen

Als akutes Nierenversagen wird der Zustand des menschlichen Korpers bezeichnet, in dem
die Niere — in Abgrenzung zum schleichend entstehenden chronischen Nierenversagen un-
terschiedlicher Genese — plotzlich nicht mehr in der Lage ist, den Fliissigkeitshaushalt und
damit die Elektrolythimostase aufrechtzuerhalten®1%. Harnpflichtige Substanzen kénnen
nicht mehr eliminiert, der Urin nicht mehr konzentriert werden*®. Die Ursachen fiir ein
akutes Nierenversagen sind vielfaltiger Natur und lassen sich in prarenales, intrarenales
und postrenales akutes Nierenversagen unterteilen*®®. Beim akuten Nierenversagen fillt
die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) innerhalb von Minuten bis Tagen drastisch ab."
Ist das akute Nierenversagen manifest, liegt sie unter 10 m/min*®. Infolgedessen steigt die
Menge der filtrationspflichtigen Substanzen im Serum an”. Die glomerulire Filtrationsrate
wird mafigeblich von der Druckdifferenz zwischen den afferenten und den efferenten Arte-
riolen im glomeruldren Kapillarbett der Niere bestimmt, dem so genannten transkapillaren
Filtrationsdruck®®. Als Marker der glomeruliren Filtrationsrate werden im klinischen All-
tag vor allem Kreatinin im Serum und Harnstoff im Serum sowie die Kreatininclearance
bestimmt. 1554

Bei der prarenalen Variante des akuten Nierenversagens steigen Kreatinin und Harnstoff
im Serum an, weil die Nierendurchblutung sinkt und dadurch die glomerulére Filtrations-
rate der Nieren reduziert ist“%. Intrarenales Nierenversagen kann verschiedenste Ursachen
haben, die alle Strukturen des Nephrons betreffen konnen®*. Die hiufigste Ursache ist die
akute tubuldre Nekrose beim ischdmischen Insult der Niere, wahrend der Glomerulus selbst
meist nicht betroffen ist*®. Bei der postrenalen Variante des akuten Nierenversagens schlie-
lich ist eine postrenale Obstruktion Ausldser eines mechanischen Staus der harnpflichtigen
Substanzen mit folgendem Versagen der Filterfunktion in der gestauten Niere®#.
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Definition Es gibt keine eindeutige, universell anerkannte Definition des akuten Nieren-
versagens . Beim akuten Nierenversagen werden stickstoffhaltige und stickstofffreie Stoff-
wechselabbauprodukte nicht mehr {iber den Urin ausgeschieden. Dadurch drohen metabo-
lische Storungen wie z. B. Azidose, Hyperkalidmie, Hyperphosphatdmie und Storungen des
Wasserhaushalts™®.

Fiir das akute Nierenversagen beim Erwachsenen wird seit 2007 die RIFLE-Klassifikation'?
vorgeschlagen, die in Tabelle 1| wiedergegeben ist. Fiir padiatrische Patienten gibt es eben-
falls seit 2007 einen adaptierten Vorschlag der RIFLE-Klassifikation (pRIFLE)?, der jedoch
in der HSP-Studie nicht berticksichtigt wird, da diese Einteilung erst nach dem Erstellen
des Studiendesigns der HSP-Studie im Sommer 2005 erarbeitet und veréffentlicht wurde.
Die padiatrische Version der RIFLE-Klassifikation ist zu Ubersichtszwecken dennoch in
Tabelle [2] aufgefiihrt.

Fiir die HSP-Studie wird eine 2005 im Rahmen einer internationalen padiatrischen Kon-
sensuskonferenz erarbeitete Definition® des akuten Nierenversagens modifiziert angewen-
det. Goldstein et al. geben als Kriterien fiir ein akutes Nierenversagen den Anstieg des
Serumkreatinins auf mehr als das Doppelte des altersadaptierten oberen Normwertes bzw.
eine Verdoppelung gegeniiber dem Ausgangswert an“?. Das Kriterium der HSP-Studie fiir
das Vorliegen eines akuten Nierenversagens ist allein die Verdoppelung des Serumkreatin-
inspiegels gegeniiber dem Ausgangswert.

Epidemiologie Prirenale Azotdmie und tubuldre Nekrose sind fiir 75 % der Félle akuten
Nierenversagens verantwortlich®®, wobei sich etwa ein Fiinftel der Fille auf prirenales Nie-
renversagen und weitere 45 % auf die akute tubulire Nekrose verteilen®. Bei Erwachsenen
wird die Haufigkeit des akuten Nierenversagens in einer Spanne von 172 bis 620 Féllen pro
Millionen Menschen und Jahr angegeben®%. Schitzungen gehen davon aus, dass zwischen
fiinf und 20 % aller kritisch kranken Patienten ein akutes Nierenversagen erleiden®*. Be-
sonders gefahrdet sind septische Patienten: bei 23 % der schwer septischen Patienten und
51 % der Patienten im septischen Schock mit bakterienpositiven Blutkulturen kommt es
zum akuten Nierenversagen=#47,

Die héufigsten Ursachen fiir akutes Nierenversagen beim Erwachsenen sind hypoxisch-
ischiimische Zwischenfille und nephrotoxische Insulte®. Ein Drittel bis die Hélfte aller Félle
tubulirer Nekrosen auf Intensivstationen konnen auf eine Sepsis zuriickgefiihrt werden™%,
In der Mehrzahl der Fille kommt es nicht alleine zum akuten Nierenversagen, sondern
mindestens ein weiteres Organ ist mitbetroffen®®. Ein Fiinftel bis ein Viertel aller Fille
von im Krankenhaus aufgetretenen akuten tubuldren Nekrosen entsteht nach chirurgischen
Eingriffen®®. Die dritte grofere Gruppe akuter tubulirer Nekrosen wird durch radiologische
Kontrastmittel ausgelost=%,

Akutes prirenales Nierenversagen Zur prirenalen Azotdmie kommt es bei verschie-
densten Krankheiten durch einen tatséchlichen oder relativen Blutmangel und die folgende
Minderperfusion der Niere, wobei das Nierengewebe und zunéchst auch seine Funktions-
fahigkeit erhalten bleiben. Die Ursachen fiir ein prarenales Nierenversagen sind vielfaltig:
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z. B. Blutungen, Dehydrierung, Sepsis, Verbrennung, Trauma, Capillary Leak Syndrome
und Diabetes insipidus. Ausgelost werden kann ein prarenales Nierenversagen ebenfalls
durch Medikamente, die den renalen Blutfluss minimieren (z. B. nichtsteroidale Antiphlo-
gistika, non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAID), vor allem in Verbindung mit kar-
diovaskuldren Krankheiten bei dlteren Patienten. Der renale Blutfluss wird von der Niere
autoreguliert: Bei sinkendem Blutdruck weiten sich die préglomeruldren Arteriolen, aus-
gelost durch in der Niere produziertes Prostaglandin 12 und Stickstoffmonoxid (NO). So
lange wie moglich wird die glomeruldre Filtrationsrate aufrechterhalten. Kommt es zum
raschen Volumenverlust, wird die glomeruldre Filtrationsrate durch das tubuloglomerulare
Feedback vermindert 1034

Akutes postrenales Nierenversagen Haiufigste Ursache eines akuten postrenalen Nie-
renversagens ist eine Obstruktion der abfiihrenden Harnwege. Die Prognose ist im Vergleich
zu anderen Formen des akuten Nierenversagens besser. Ist die Obstruktion beseitigt, kommt
es zur iiberschiefsenden kompensatorischen Polyurie, in dieser Phase droht ein Volumen-
mangel und ein Entgleisen der Serumelektrolyte.>*

Akutes intrarenales Nierenversagen Die Ursachen fiir eine akute tubuldre Nekrose und
ein dadurch ausgeltstes akutes intrarenales Nierenversagen sind vielfaltig. In Industrielan-
dern sind vor allem Traumata und nephrotoxische Substanzen die Ursache, die meist zum
ischimischen Insult fiihren®*#®, Bei der akuten tubuldren Nekrose sinkt die glomerulire
Filtrationsrate rasch durch intrarenale Vasokonstriktion mit sukzessive fallendem Filtrati-
onsdruck, vaskuldre Verstopfung in der dufseren Medulla, Aktivierung des tubuloglomerula-
ren Feedbacks und tubuldre Obstruktion, transtubuldren Riickfluss des Filtrates und eine
interstitielle Entziindung®®. Gleichzeitig mit der Abnahme des renalen Blutflusses steigt
der Sauerstoffbedarf des Tubulus relativ an, kann aber nicht befriedigt werden®. Wih-
rend beim prérenalen akuten Nierenversagen die Nierenfunktion mit der renalen Perfusion
wiederhergestellt ist, kommt es bei der akuten tubuldren Nekrose zu einem erheblichen
intrinsischen Schaden®.

Bei der akuten tubuldren Nekrose auf dem Boden einer Sepsis folgt auf eine anfiangli-
che hyperinflammatorische Reaktion des Korpers eine hypoinflammatorische Reaktion®.
Hamodynamisch steht die Vasodilation mit einem Verlust der systemischen Resistance
im Vordergrund®#*®, Endotoxine kénnen iiber Endothelin einen Fliissigkeitsverlust iiber
die Kapillarmembranen verursachen, wodurch das Plasmavolumen vermindert wird“#. So-
wohl iiber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) als auch durch vermehrtes
Ausschiitten von Vasopressoren versucht der Korper, den Blutdruck aufrecht zu erhal-
ten, was gleichzeitig das akute Nierenversagen beférdern kann, da offenbar die Niere in
diesem Zustand iibersteigert auf korpereigene Vasopressoren reagiert®*4%45 In der Friih-
phase des akuten Nierenversagens scheint in der Niere eine durch den Verlust der renalen
Autoregulation bedingte Vasokonstriktion vorzuherrschen, bei noch aufrechterhaltener tu-
bulirer Funktion®#4”. In den afferenten Arteriolen der Niere steigt die zytosolische Kalzi-
umkonzentration“®. Verschiedene weitere Faktoren (Mikrothrombi, von Willebrand-Faktor,
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Endothelschédden) scheinen gemeinsam die Wirksamkeit der endothelialen Stickstoffmon-
oxidsynthetase (eNOS) herabzusetzen, deren Produkt Stickstoffmonoxid (NO) eigentlich
den vasokonstriktiven Effekten von Noradrenalin, Endothelin und Angiotensin II entge-
genwirken sollte®*#®. Normalerweise erhalten die Nieren 25 % des kardialen Blutflusses,
bei akuter tubuldrer Nekrose ist der renale Blutfluss um ein Drittel bis die Hélfte redu-
ziert, wobei besonders die dukere Medulla betroffen zu sein scheint®#48. Schlieflich kommt
es zur ischdmischen tubuldren Nekrose, wenn der fiir eine ausreichende glomerulédre Fil-
trationsrate notwendige Blutfluss und der Filtrationsdruck nicht mehr aufrecht erhalten
werden konnen®?. Entgegen der Namensgebung werden in histologischen Untersuchungen
nur selten tatsichlich nekrotische Tubuluszellen gefunden®’.

Die (intra-)zelluldren Abldufe bei der (post)-ischdmischen akuten tubuldren Nekrose sind
bei Tieren ausfithrlich untersucht, allerdings ist immer noch unklar, inwieweit die Ergeb-
nisse auf den Menschen iibertragen werden kénnen**. Die groften intrazelluliren Schiden
entstehen im S3-Segment des proximalen Tubulus'”. Die tubulire Stérung alleine kann
offenbar nicht fiir den Abfall der glomeruldren Filtrationsrate verantwortlich sein, hierzu
kommt es erst, wenn die Reabsorption von Nat im proximalen Tubulus deutlich sinkt,
wofiir der Verlust des Biirstensaums der Tubuluszellen entscheidend zu sein scheint“®.

Ausgangspunkt fiir den in Apoptose oder Nekrose miindenden Verfall der Zelle ist der
durch die mangelnde Blutversorgung bedingte ATP-Abfall in der Zelle?, der den Tubulus
aufgrund seines hohen Energieumsatzes besonders trifft®. Die steigende tubulire Natrium-
konzentration aktiviert den tubuloglomeruldren Feedbackmechanismus und vermindert die
glomerulire Filtrationsrate weiter®®, Infolge der Ischimie kommt es in den Tubuluszellen
zu typischen Zeichen der Nekrose: die Integritéit des Zytoskeletts geht verloren, intrazellular
entstehen Vakuolen, die Polaritit mit der Na™-K™-ATPase ausschlieflich auf der basalen
Zellseite wird aufgehoben und der epitheliale Biirstensaum geht verloren®*4%. Integrine
wie Spektrin und Ankyrin sowie die basale Na™-KT-ATPase werden proteolytisch gelost
und nach apikal bzw. ins Zytoplasma verschoben, Adhésionsmolekiile verlieren ihre Funkti-
on®#48 Durch diese Redistribution versagt der unidirektionale Fliissigkeitstransport durch
die Zelle!. In der Zelle fallen reaktive Sauerstoffradikale an, die Endothelzellen stiirker zu
schiadigen scheinen als Tubuluszellen®.

Ein interstitielles Odem mit Leukozyteninfiltration folgt®¥. Die Tubuluszellen lésen sich
von der Basalmembran und verstérken so die tubulédre Obstruktion noch, auierdem kann
Ultrafiltrat vermutlich in die Kapillaren zuriickfliefsen, wenn der intratubulédre Druck auf-
grund der Obstruktion steigt®#®. Eine entscheidende Rolle fiir die tubulire Verstopfung
spielt offensichtlich das Tamm-Horsfall-Protein (THP), das im dicken aufsteigenden Ast
der Henleschen Schleife produziert wird und als Monomer in den Tubulus sekretiert wird,
wo es bei erhohten Na-Konzentrationen gelartig den Tubulus verstopft“®. Auch den Hitze-
schockproteinen kommt bei den zu Apoptose und Nekrose fithrenden Stoffwechselvorgéngen
in der Zelle offenbar eine wichtige Rolle zu, die noch nicht vollstéindig verstanden ist™®#.
Ihnen wird eine Rolle bei den Reparaturprozessen des Zellskeletts iiberlebender Zellen nach
dem akuten Nierenversagen zugesprochen®. Subsequent werden verschiedene biochemische
Stoffwechselwege aktiviert, die zur Apoptose und Nekrose fithren®4#48,

Entziindungsvorgénge spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Abnahme der glo-

t34
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meruléren Filtrationsrate. Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS) trégt of-
fenbar zur tubuldren Schédigung bei. Wird die iNOS blockiert, kommt es im Tierversuch
zu weniger starken Schéden bei akuter renaler Ischdmie. Auch durch die Blockade von
iNOS (und das Bremsen einer Leukozyteninfiltration) durch a-Melanozyten-stimulierendes-
Hormon (a-MSH) konnte ein Nierenschaden in Tierversuchen minimiert werden, ebenso
durch Sauerstoffradikalenfanger wie die Superoxiddismutase und Caspaseinhibitoren. Im
Gegensatz zur iNOS scheint die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthetase (eNOS) einen
protektiven Effekt gegen tubulédre Ischdmieschédden zu haben, der die schadigenden Effekte
der iNOS zu iiberwiegen scheint.”®

Nach dem Wiederherstellen des Blutflusses kommt es beim Abrdumen der apoptotischen
bzw. nekrotischen proximalen Tubuluszellen zur erhohten Expression von Stresshormonge-
nen und dem vermehrten Einwandern von Lymphozyten, Monozyten und Neutrophilen®#.
Beeinflusst wird die Entscheidung, ob die Zellen in die Apoptose eintreten oder ischami-
sche Schiden reparieren kénnen von verschiedenen Zellbotenstoffen, z. B. zyklinabhéngi-
gen Kinaseinhibitoren wie p21, dem Stoffwechselweg der mitogenaktivierten Proteinkinase
(MAP-Kinase) und Wachstumsfaktoren®*4%. Anschliefend wandern zuvor ruhende Stamm-
zellen ein, wonach es zur Proliferation kommt und das Epithel regeneriert wird=%.

Diagnose Die klinische Diagnose erfolgt entweder entsprechend den im Abschnitt
vorgestellten RIFLE bzw. den pRIFLE-Kriterien — die allerdings bei der HSP-Studie wie
oben erlautert keine Anwendung finden — oder anhand der Verdoppelung des Serumkrea-
tininwertes gegeniiber dem Ausgangswert des Patienten und der Abnahme der Kreatinin-
clearance unter klinikspezifische Referenzwerte.

In Ermangelung eines einfachen Markers fiir das akute Nierenversagen spielt die klini-
sche Beurteilung des Patienten eine herausragende Rolle. Anamnese, korperliche Untersu-
chung, Labor- und Urinuntersuchung sind wegweisend.”* Verschiedene Biomarker werden
als potentielle diagnostische Marker des akuten Nierenversagens untersucht, unter anderem
Kidney Injury Molecule-1, IL-18 und verschiedene tubulire Enzyme?®,

Der offensichtlichste Hinweis auf ein akutes Nierenversagen sind Oligurie oder Anurie
des Patienten, wobei ein akutes Nierenversagen auch bei normaler Harnmenge vorliegen

kann4,

Von den Laborwerten ist das harnpflichtige Stoffwechselprodukt Kreatinin im Serum
klinisch der wichtigste Wert. Das Serumkreatinin ist abhédngig von der Menge des im Mus-
kelgewebe anfallenden Kreatinins, dem Volumenzustand des Korpers und der Clearance —
wodurch die Verlisslichkeit des Wertes alleine eingeschrinkt wird"®. Insbesondere wihrend
des akuten Nierenversagens spiegelt das Serumkreatinin die glomeruldre Filtrationsrate
nicht korrekt wieder®. Ebenso steigt der Harnstoff im Serum beim akuten Nierenversagen
deutlich an"®. Cystatin C im Serum ist ein weiterer Marker fiir die glomerulire Filtrations-
rate, der klinisch noch nicht so weit verbreitet ist wie das Serumkreatinin®*. Im Gegensatz
zum Kreatinin ist Cystatin C muskelunabhéngig und daher besser reproduzierbar.
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Pravention Eine gezielte Pravention gegeniiber dem akuten Nierenversagen ist nicht
moglich. Bei potentiell gefahrdeten Patienten wird versucht, das intravasale Volumen und
die kardiale Ejektionsfraktion so normal wie mdglich zu halten und auf potentiell nieren-
schadigende Medikamente wie NSAID, Angiotensin-Converting- Enzyme-Inhibitoren (ACE-
Inhibitoren), Angiotensin-II-Rezeptorblocker, Aminoglykoside oder Ciclosporin zu verzich-
ten®®. Nutzen oder potentieller Schaden einer Volumenexpansion zur Prévention (bzw.
auch zur Therapie) eines akuten Nierenversagens sind umstritten und bei vielen Patienten
wegen Herz-Kreislauf-Krankheiten kein Mittel der Wahl*#4%, Allerdings gibt es Hinwei-
se auf einen protektiven Effekt einer Fliissigkeitssubstitution im Stadium der prérenalen
Azotémie, bevor ein tubulires Nierenversagen eingetreten ist4”. Ein moglicher schiitzender
Effekt von N-Acetylcystein ist umstritten®®. Bei ausgesuchten Diagnosen konnten Kalzi-
umkanalblocker eventuell einen protektiven Effekt zeigen®#48,

Therapie Die wichtigste therapeutische Option neben der supportiven Therapie ist die
Nierenersatztherapie durch Hamofiltration oder Dialyse. Die kontinuierliche Nierenersatz-
therapie scheint der intermittierenden Nierenersatztherapie iiberlegen zu sein"#448 Wich-
tig ist die Nierenersatztherapie vor allem, um der beim akuten Nierenversagen rasch ent-
stehenden Hyperkalidmie entgegenzuwirken. Eine Beschréankung der Kaliumzufuhr und der
Fliissigkeitsaufnahme gehoren ebenso zur Behandlung. Bei gefihrlich hohen Kaliumspie-
geln verschieben eine Glukose-Insulin-Infusion oder eine Kalziuminfusion Kaliumionen in
den intrazelluliren Raum. Einer auftretenden Azidose kann mit Bikarbonat begegnet wer-
den. Die ausreichende hochkalorische und an mittelkettigen Fettséduren reiche Erndhrung
des Patienten ist ebenso entscheidend.™Y##48 Furosemid kénnte durch einen erhéhten Urin-
fluss die tubuldre Obstruktion vermindern und durch die Blockade der Nat-K*-ATPase
den Sauerstoffbedarf in der Niere herabsetzen®.

Medikamentos werden neben der oben genannten Volumenexpansion Diuretika wie Fu-
rosemid, Mannitol und Dopamin als renaler Vasodilator mit fraglichen Ergebnissen ein-
gesetzt®®. Insbesondere fiir Dopamin haben prospektive kontrollierte Studien und Meta-
Analysen ergeben, dass weder die Mortalitdt reduziert noch die Nierenfunktion verbes-
sert werden"#* Untersucht werden — bislang ohne klinische Konsequenzen — als mogliche
Therapieoptionen z. B. das atriale natriuretische Peptid (ANP), Theophyllin, epidermale
Wachstumsfaktoren, melanozytenstimulierendes Hormon (MSH), Hepatocyte Growth Fac-
tor, Insulin-Like Growth Factors (z. B. IGF-1), Erythropoietin, Prostaglandine, Infusionen
mit Aminosiuren und Antioxidanzien®*%. Versuche mit Insulin-Derived Growth Factor zur
besseren Regeneration nach akutem Nierenversagen, die im Tiermodell vielversprechend
verliefen, konnten beim Menschen nicht reproduziert werden“®. Versuche mit Stammzellen
wurden bei Tieren unternommen, Studien mit multipotenten mesenchymalen Stammzellen
haben positive Ergebnisse erbracht®*®, Klinische Studien an Patienten haben allerdings
immer wieder erniichternde Ergebnisse geliefert, z. B. mit atrialem natriuretischen Peptid
oder IGF-1%.

Weil der Krankheitsverlauf der Patienten umso giinstiger ist, je schneller eine Behand-
lung stattfindet, wiren sensitive diagnostische Biomarker fiir das akute Nierenversagen
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von grokem therapeutischen Nutzen®#®. Verschiedene Studien bei Tieren legen nahe, dass
ein Bremsen der Entziindungsreaktion ein vielversprechender Ansatz der Behandlung des
akuten Nierenversagens sein konnte?.

Prognose Die Prognose des akuten Nierenversagens ist schlecht“®. Ist eine Nierenersatz-
therapie notwendig, liegt die Sterblichkeit im Krankenhaus iiber 50 %%%. Kommt es zu ei-
nem akuten Nierenversagen auf dem Boden einer Sepsis, liegt die Sterblichkeit bei 70 %4,
Haupttodesursachen sind Infektionen und kardiopulmonale Komplikationen*®. Besonders
hoch ist die Sterblichkeit bei Patienten mit Multiorganversagen (MOV)=%. Patienten, die
sowohl eine hohe Konzentration von Tumornekrosefaktor o (TNF-«) als auch einen gene-
tischen Low-Proucer-Status fiir Interleukin 10 (IL-10) aufweisen, haben ein héheres Ster-
bensrisiko als Patienten mit niedrigem Tumornekrosefaktor o und einer hohen Interleu-
kin 10-Produktion®?. Es gibt Hinweise darauf, dass auch nach einer klinisch vollstindigen
Wiederherstellung der Nierenfunktion Patienten nach einem akuten Nierenversagen einem
erhohten Risiko fiir einen chronischen Verlust der Nierenfunktion ausgesetzt sind®.

Das Wiederherstellen der Nierenfunktion nach einem akuten Nierenversagen entscheidet
iiber die langfristige Prognose des Patienten. Als wiederhergestellte Nierenfunktion wird
héufig die Dialysefreiheit der Patienten angegeben. Studien in den 1990er-Jahren ergaben,
dass die Uberlebenden eines nierenersatztherapiepflichtigen akuten Nierenversagens ein ho-
hes Risiko von bis zu 34,3 % trugen, lebenslang dialysepflichtig zu werden. Neuere Studien
zeigen niedrigere Risiken, mit bleibender Dialysepflicht bei zwischen fiinf und acht Prozent
der Patienten. Eine entscheidende Rolle beim Uberwinden eines akuten Nierenversagens
ohne folgende Dialysepflicht konnte vor allem die dauerhafte Nierenersatztherapie statt
einer intermittierenden Nierenersatztherapie wiahrend des akuten Nierenversagens spielen.
Die Diskussionen, wann und wie die langfristigen Folgen nach einem akuten Nierenversa-
gen iiberhaupt gemessen werden sollen und wie das Wiederherstellen der Nierenfunktion
definiert werden soll, sind dabei noch nicht abgeschlossen."

1.1.2 Akutes Nierenversagen bei Kindern

Die Zahl der Fille akuten Nierenversagens bei Kindern scheint zuzunehmen®. Waren friiher
vor allem Kinder mit vorbestehenden renalen Krankheiten betroffen, spielen mittlerweile
andere Ursachen eine grofere Rolle?.

Bei Kindern kommt es bei hypoxischen bzw. ischdmischen Insulten der Niere, hamolytisch-
urdmischem Syndrom (HUS) oder akuter Glomerulonephritis eher zu oligurischem bzw. an-
urischem Nierenversagen®. Akute interstitielle Nephritis und Schiden durch nephrotoxische
Stoffe fithren dagegen eher zu einem akuten Nierenversagen mit normaler Harnproduktion®.
Nichtoligurisches Nierenversagen hat dabei eine hhere Mortalitétsrate als oligurisches Nie-
renversagen®. Bei Neugeborenen sind kortikale Nekrosen und renale Venenthrombosen hiu-
figer Ursache eines akuten Nierenversagens, bei Kleinkindern das hamolytisch-urémische
Syndrom, bei alteren Kindern und Jugendlichen die rapid-progressive Glomerulonephri-
tis (RPGN)%. Bei Neugeborenen spielen auferdem Medikamente, die die Mutter in der
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Glomerulire Filtrationsrate

(GFR)

Urin

Risiko
Verletzung

Versagen

Verlust

Endstadium

1,5 x Ausgangs-
Serumkreatinin

2 x Ausgangs-
Serumkreatinin

3 x Ausgangs-
Serumkreatinin oder
Kreatinin = 355#mol/1, wenn
ein Anstieg iiber >44pmol/
vorausging

Dauerhaftes akutes Nieren-
versagen, kompletter Ver-
lust der Nierenfunktion fiir
mehr als vier Wochen
Nierenversagen iiber mehr
als drei Monate

<0,5ml kg=! h~? fiir 6h
<0,5ml kg=! h=! fiir 12h

<0,3ml kg=! h! fiir 24h oder Anurie fiir 12h

Tabelle 1: RIFLE-Kriterien fiir das akute Nierenversagen bei Erwachsenen, modifiziert wieder-
gegeben nach Lameire et al.”%.

Geschéatzte Kreatinin-
Clearance

Urin

Risiko
Verletzung
Versagen

Verlust

Endstadium

um 25 % vermindert

um 50 % vermindert

um 75% vermindert oder
geschitzte  Kreatininclea-
rance < 35ml/min/1,73m?
Dauerhaftes akutes Nieren-
versagen, kompletter Ver-
lust der Nierenfunktion fiir
mehr als vier Wochen
Nierenversagen iiber mehr
als drei Monate

<0,5ml kg=! h™! fiir 8h
<0,5ml kg=! h=! fiir 16h
<0,3ml kg=! h=! fiir 24h oder Anurie fiir 12h

Tabelle 2: pRIFLE-Kriterien fiir das akute Nierenversagen bei Kindern, modifiziert wiedergege-
ben nach Akcan-Arikan et al.2.
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Schwangerschaft eingenommen hat, eine Rolle, z. B. ACE-Hemmer, AT-II-Rezeptorblocker
und NSAID#.

Epidemiologie Die genaue Inzidenz des akuten Nierenversagens bei Kindern ist eben-
so unbekannt wie die genaue Zusammensetzung der Ursachen®. In der Literatur wird fiir
Patienten auf padiatrischen Intensivstationen angegeben, zwischen acht und 24 % der Pa-
tienten wiirden ein akutes Nierenversagen entwickeln®. Eine wichtige Rolle spielen Opera-
tionen”, eine weitere hiufige Ursache ist das hiamolytisch-urdmische Syndrom™!, Es gibt
allerdings keine epidemiologischen Studien, denen eine etablierte Definition des péadiatri-
schen akuten Nierenversagens zugrunde gelegen hitte®. Die Zahl der akuten Nierenversagen
ist besonders hoch bei bereits hospitalisierten Kindern und Patienten auf Neugeborenen-
Intensivstationen®.

Hypoxie, Ischdmie und nephrotoxische Stoffe sind wichtige Ursachen des akuten Nieren-
versagens im Kindesalter, wobei das hochste Risiko bei Tumorpatienten mit Leuk&dmien
und Tumorlysesyndromen besteht”. Bei Neugeborenen mit schwerer Asphyxie besteht ein
relativ hohes Risiko fiir akutes Nierenversagen, Studien geben fiir Neugeborene allgemein
ein Risiko von bis zu einem Viertel aller Patienten an®. Weitere pridisponierende Faktoren
sind sehr niedriges Geburtsgewicht (very low birth weight, VLBW; unter 1.500g), niedrige
Apgar-Werte, ein persistierender Ductus arteriosus (patent ductus arteriosus, PDA) und die
Behandlung mit NSAID, eine meist als unerwiinschte Nebenwirkung einer medikamentosen
Behandlung auftretende akute interstitielle Nephritis sowie die rapid-progressive Glome-
rulonephritis*, Insbesondere bei Kleinkindern kann es zu vaskulér verursachtem akuten
Nierenversagen bei der Blockade des Blutflusses z. B. durch Umbilikalkatheter kommen“".

Inzidenzen werden in der Literatur angegeben mit 0,8 Fallen pro 100.000 Kindern und
Jahr allgemein, 3,9 Féllen pro tausend Lebendgeburten bei Neugeborenen und 34,5 pro
tausend Neugeborenen, die auf eine Neugeborenen-Intensivstation (neonatal intensive care
unit, NICU) aufgenommen werden mussten.

Verschiedene Studien weisen auf ein erhohtes Risiko bei unterschiedlichen genetischen
Polymorphismen hin, z. B. fiir Tumornekrosefaktor a (TNF-a)%. Unter anderem kam es bei
VLBW-Neugeborenen héufiger zu akutem Nierenversagen, wenn die genetische Variation
(1267)GG fiir Hitzeschockprotein 72 (Hsp72) vorlag (ausfiihrlicher ausgefiihrt im Abschnitt
4?23?52. Genetische Low-Producer fiir Hsp72 konnten ein erhohtes Risiko fiir ein akutes

Nierenversagen haben®=L,

Diagnose Wie beim Erwachsenen gibt es bei padiatrischen Patienten keine allgemeingiil-
tige Definition des akuten Nierenversagens, mit der pRIFLE-Klassifikation wird versucht,
einen einheitlichen Standard zu schaffen*!". Allerdings spielen bei praktisch allen Defini-
tionen der Anstieg des Serumkreatininspiegels und die Kreatininclearance die herausragen-
den Rollen. Untersucht auf ihre Tauglichkeit als Biomarker werden wie beim Erwachsenen
unter anderem Plasma Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin (NGAL), Cystatin C,
Interleukin 18 und das Kidney Injury Molecule 1 (KIM-1).

Bei Kindern beinhaltet die vermutlich am weitesten verbreitete Definition des akuten
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Nierenversagens einen Anstieg des Serumkreatinins ausgehend vom Ursprungswert um
mindestens die Halfte und einen Anstieg des Serumharnstoffs, gemeinsam mit einer Ab-
nahme der Urinproduktion auf weniger als 0,5-1,0ml/kg/h"™". Diese Definition des akuten
Nierenversagens wird auch fiir die Einschlusskriterien der HSP-Studie angewendet.

Pravention Wihrend in Entwicklungslindern Volumenmangel die haufigste — und da-
mit grundsatzlich vermeidbare — Ursache eines akuten Nierenversagens ist, sind die Falle
in Industrienationen aufgrund ihrer komplexeren Ursachen schwerer zu vermeiden®. Bei
asphyktischen Neugeborenen konnte innerhalb der ersten vier Stunden nach der Geburt
gegebenes Theophyllin das Risiko eines akuten Nierenversagens reduzieren, wobei ein Ef-
fekt der durch Theophyllin vermittelten Blockade des Vasokonstriktors Adenosin vermutet
wird?,

Therapie Neben der supportiven Therapie spielt ebenso wie beim Erwachsenen die Nie-
renersatztherapie durch Himodialyse oder Hamofiltration die Hauptrolle'”. Auch bei Kin-
dern erscheint die Gabe von Dopamin »in Nierendosis« (0,5 #8/kg- 5 #8/kg pro Minute) obso-
let, da sie zwar die Urinmenge erhoht, in Studien aber weder weniger dialysepflichtige Pa-
tienten noch verbesserte Uberlebenszeiten bei einem akuten Nierenversagen nachgewiesen
werden konnten®”, Im Gegensatz dazu gibt es zumindest hoffnungsvolle Ergebnisse einer
Studie mit dem selektiven Dopamin-1-Rezeptoragonisten Fenoldopam, bei der die Zahl der
akuten Nierenversagen und der Nierenersatztherapiebedarf ebenso gesenkt werden konnten
wie die Dauer des Aufenthalts auf der Intensivstation und die Zahl der Todesfille®. Die
oben angesprochenen moglichen positiven Effekte von Furosemid bei der Behandlung eines
akuten Nierenversagens gelten bei padiatrischen Patienten wegen der potentiellen ototo-
xischen Effekte des Furosemids nur eingeschrinkt®. Besondere Aufmerksamkeit sollte wie
bei Erwachsenen der ausreichenden parenteralen oder enteralen Ernahrung der Patienten
gelten?.

Prognose Das Mortalitétsrisiko ist bei einem akuten Nierenversagen vor dem Hinter-
grund eines systemischen Multiorganversagens deutlich hoher als beim durch zunéchst be-
grenzte internistische Erkrankungen wie hdmolytisch-urdmisches Syndrom, rapid-progres-
sive Glomerulonephritis oder akutes interstitielles Nierenversagen nach Medikamentengabe
ausgelosten akuten Nierenversagen®. Es gibt Hinweise, dass ein akutes Nierenversagen im
Kindesalter zu fortschreitendem chronischen Nierenversagen im Erwachsenenalter pradis-
poniert®%, Entgegen friitherer Annahmen, dass ein akutes Nierenversagen mit der Riickkehr
zur normalen Nierenfunktion iiberstanden sei, gibt es Hinweise, dass die Erholung nur
unvollstédndig sein kénnte und das Risiko fiir eine chronische Nierenerkrankung langfris-
tig erhoht sein konnte®. Besonders gefihrdet fiir die Langzeitfolgen sind Kinder mit einer
Nierenerkrankung wie hamolytisch-urdmisches Syndrom oder rapid-progressive Glomeru-
lonephritis®. Vor diesem Hintergrund miissen Kinder nach einem akuten Nierenversagen
langfristig beobachtet werden™.
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1.1.3 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine wurden 1962 von Ferruccio Ritossa in der Fruchtfliege Drosophila me-
lanogaster entdeckt®. Sie werden bei unspezifischem Stress vermehrt produziert. Die Pro-
duktion von nur sechs Hitzeschockproteinen kann bei Zellstress bis zu einem Drittel der
neusynthetisierten Proteine in der Zelle ausmachen, was auf die grofte Bedeutung der Hit-
zeschockproteine beim Zellstress hinweist'”. Die Hitzeschockproteine sind hochkonservierte
zelluldre Schutzproteine, mehr als 80 % des genetischen Codes von Hsp70 sind bei Euka-
ryoten und Bakterien identisch®.

Hitzeschockproteine sind so genannte Chaperone, zytoprotektive Proteine die bei der
Proteinentstehung stabilisierend wirken, Proteine an ihr intrazelluléres Ziel leiten und die
Aggregation von Proteinen verhindern”. Zudem konnen sie bei Zellstress, z. B. durch Hy-
poxie oder Ischédmie, beschédigte Proteine reparieren, Fremdproteine degradieren, die stres-
sinduzierte Apoptose verhindern helfen, das Zytoskelett stabilisieren und DNA-Schéden re-
parieren’. Hitzeschockproteine kommen in Nierenzellen vor und kénnen bei einem ischami-
schen Zellschaden die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zelle deutlich erhéhen?.

Die Hitzeschockproteine werden entsprechend ihres Molekulargewichtes in Kilodalton
(kDa) in Klassen eingeteilt: Hsp20-30 kDa, Hsp50-60 kDa, Hsp70 kDa (Hitzeschockprote-
ine zwischen 68kDa und 78 kDa), Hsp90 kDa und Hsp100-110 kDa. Es gibt konstitutive
und stressinduzierte Hitzeschockproteine; das in dieser Arbeit untersuchte Hsp72 ist die
induzierbare Form der Hsp70Y. Die Bedeutung der Hsp70 fiir die Zelle wird unterstrichen
durch die Tatsache, das Hsp70-Knockout-Tiere nicht iiberlebensfihig sind®.

Chaperone spielen vor allem in der Niere eine entscheidende Rolle, da das Nierenge-
webe wegen der hohen Sauerstoffextraktionsrate, die fiir die Konzentrierung des Urins
notwendig ist, regelmifig an der Grenze zur Hypoxie arbeitet?. Thre Aufgabe erfiillen die
Chaperone, indem sie Proteinvorlduferpeptide falten und stabilisieren, die korrekte Fal-
tung tiberwachen, Peptide iiber Membranen transportieren und bei der Zusammensetzung
von Proteinkomplexen unterstiitzen"”. Sie fungieren quasi als Qualititskontrollproteine im
Zytosol.

Bei Zellstress kommt es zu Synthesefehlern und Fehlfaltungen bei der Produktion von
Proteinen. Chaperone versuchen in diesem Fall, die Proteine erneut zu falten bzw. die Pro-
teine zu reparieren oder der Degradierung zuzufithren®”, Wihrend Chaperone im Zytosol
die Apoptose verhindern helfen kénnen, 16sen sie bei der Expression auf der Zelloberflache
eine Immunantwort aus, die zum Zelltod fiihrt'?. Hitzeschockproteine sind regelmifig auf
der Oberflache verschiedener Tumorzellen zu finden.

1.1.4 Hsp72

Die Produktion von Chaperonen wird durch hunderte verschiedene, unspezifische Formen
des Zellstresses ausgeldst, darunter Hitzeschock, ATP-Mangel, Ischimie und Infektion®,
Das am besten untersuchte Hitzeschockprotein ist Hsp72"%. Zu den Aufgaben von Hsp70
(induzierbares Hsp72 und konstitutives Hsp73) im Zytosol gehoren die Neufaltung besché-
digter Proteine, das Verhindern der Proteinaggregation, die Organisation der Proteinde-
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gradierung, das Ersetzen beschédigter Proteine in Zellorganellen, die Stabilisierung des
Aktinzytoskeletts, die Stabiliserung von Zentrosomen und Mikrotubuli, das Wiederherstel-
len der Zellpolaritiit, die Regulation von Proteinkinasen, die Ubernahme zytokinidhnlicher
Aufgaben, die Regulierung des Zellzyklus und die Kontrolle der Entziindungsreaktion™”.
Denaturieren intrazellulire Proteine, wird die Synthese von Hsp72 induziert’. In der Folge
versucht Hsp72, beschiadigte Proteine entweder neu zu falten oder fiihrt sie den Lysosomen
oder der ubiquitinvermittelten Proteolyse zu, wodurch die Proteine degradiert werden®7,

Bei einer Vielzahl von Nierenerkrankungen konnte die erhohte Produktion von Chape-
ronen in den Nierenzellen nachgewiesen werden®”. All diese Erkrankungen (Glomerulo-
nephritis, interstitielle Nephritis, Ischdmie und Hypoxie, Toxinschéden) konnen ein aku-
tes Nierenversagen auslosen. Bei der Reparatur nach einer ischdmischen Verletzung spielt
Hsp72 eine Rolle: Stunden nach einer renalen Ischédmie wird — wie in praktisch allen Sau-
getierzellen — vermehrt Hsp72 exprimiert®-. Besonders hoch ist die Hsp72-Expression in
der inneren Medulla der Niere, die am wenigsten von ischimischen Schiden betroffen ist™?.
Der wichtigste Transkriptionsfaktor fiir Hsp72 ist dabei Heat Shock Transcription Factor
1 (HSF-1)*. Fiir die Funktion von Hsp72 sind Co-Chaperone notwendig, zu denen Hsp40,
BAG-1, Hip-Hop und andere gehoren”.

Hsp72 besitzt drei funktionale Doménen: Eine c-terminale Peptiderkennungs- und Pep-
tidbindungsstelle, eine kurze Verbindungssequenz und eine n-terminale ATPase-Doméine™”.
Die ATPase-Domine bindet und stabilisiert vermutlich Aktin"?. Hsp72 bindet an die hy-
drophoben Bindungsstellen beschidigter Proteine”. Eine erhohte Hsp72-Konzentration ist
zudem assoziiert mit einer verbesserten Dichte der Tight Junctions der Zelle™. Uber die
Interaktion mit c-Src kénnte Hsp72 zudem die Zell-Zell-Kontakte weiter stabilisieren”.
Auch bei der Wiederherstellung der Zellpolaritéit spielt Hsp72 eine Rolle, indem es den
Wiedereinbau der Nat-K™-ATPase in die basolaterale Membran bewirkt™’.

Hsp72 hindert die Jun-N-terminale-Kinase (JNK) daran, die Apoptose in Zellen auszu-
16sen”. Ein #hnlicher Effekt konnte fiir die Blockade der Proteasomen gezeigt werden”.
Hsp72 wird zudem benétigt, um apoptotische Proteasen (Procaspasen 9 und 3) zu inhibie-
ren*’. In-vitro konnte auch gezeigt werden, dass Hsp70 die Aktivierung des Apoptosoms
(Cytochrom c, Apoptoseaktivierender Faktor und Procaspase 9) blockiert*~. Hsp72 kénnte
so mit iiber das Uberleben oder den Untergang ischimisch geschidigter Zellen entschei-
den’”. Wihrend hohe Hsp72-Spiegel in der Zelle oder im Zellkern zytoprotektiv wirken,
stellt die Expression von Hsp70 auf der Zelloberfliche einen Marker fiir die Zellzerstorung
durch das Immunsystem dar™”.

Versuche, in situ die Resistenz gegeniiber einem ischamischen Schaden bei intakten Rat-
tennieren durch das Hochregulieren der Hsp72-Expression zu erhohen, sind bislang nicht
erfolgreich bzw. inkonsistent gewesen™. Der Hydroxylaminabkémmling Bimoclomol er-
hoht die HSP-Expression bei Mausen und schiitzt diese gegen ischimische Schiden.

Eine Vielzahl von Arbeiten gibt Hinweise darauf, das HSP und insbesondere Hsp72 eine
herausragende Rolle bei der Stabilisierung eines akuten Nierenversagens spielen. Die stres-
sinduzierte Freisetzung bzw. Uberexprimierung von Hsp70 in Nierenepithelzellen kann in
vitro die Apoptoserate verringern®. Hsp70 blockiert in vitro die stressinduzierte Freisetzung
von Cytochrom C aus Mitochondrien und die Freisetzung von apoptoseinduzierendem Fak-
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tor®. HSP wirken beim Wiederherstellen der Zellpolaritéit mit: der erhéhte Anfall von HSP
im Zytosol féllt zeitlich mit der Restrukturierung und Wiederherstellung zerstorter Protei-
ne in proximalen Tubuluszellen nach Ischimie zusammen®. Hsp70 repariert die Zellstruktur
des proximalen Tubulus nach einem renalen Ischimieschaden im Ratten-Tiermodell**. Ge-
meinsam mit Hsp25 und Hsp90 stabilisiert Hsp70 die Nat-K*-ATPase im ischdmischen
renalen Rattenkortex®. Wird die Hsp70-Exprimierung genetisch blockiert, nimmt das Zy-
toskelett bei einem ischimischen Insult groferen Schaden®.

1.1.5 Hintergriinde

Thermal induzierter Schutz vor Nierenversagen ist HSP-abhangig Kelly et al. iiber-
priiften 2001%Y, ob die Induktion von HSP einen protektiven Effekt auf ein experimentelles
akutes Nierenversagen im Ratten-Tiermodell hat. Sie konnten nach achtminiitiger Hyper-
thermie vermehrt mRNA fiir Hsp84, Hsp70 und Hsp22 nachweisen, nicht aber nach viermi-
niitiger Hyperthermie. Ebenso waren die Rattennieren nach achtminiitiger Hyperthermie
sechs Stunden vor der Ischédmie besser vor postischdmischen Schiaden geschiitzt. Blockierten
sie die Induktion von Hsp84 und Hsp70 mit Quercetin, so fehlte der Schutz.!

Hypertherme Konditionierung verbessert Ischamietoleranz Redaelli et al. untersuch-
ten 20024 an Rattennieren die Wirkung einer hyperthermen Prikonditionierung auf das
Entstehen ischdmischer Schéden bei kalter Ischdmie, im Rahmen moglicher protektiver
Effekte der HSP bei Nierentransplantationen. Nach 32-stiindiger kalter Ischamie bei 4°C
reduzierte die hypertherme Prékonditionierung deutlich die funktionalen Schaden an den
Nieren. Wéhrend bei einer 40-stiindigen kalten Ischédmie Tiere, die nicht hitzeschockpra-
konditionierte Nieren transplantiert bekamen, verstarben, iiberlebten jene Tiere, die pra-
konditionierte Nieren erhalten hatten. Redaelli et al. schlieften, dass die Induktion von
Hsp72 und Hsp32 die Uberlebensrate nach Transplantation steigern konnte.*4

Ischimische Konditionierung schiitzt das Zytoskelett Aufricht et al. konnten 20027
in vivo nachweisen, dass die ischdmische Prakonditionierung die Dissoziation der Na™-K*-
ATPase aus dem Zytoskelett beim akuten Nierenversagen im Ratten-Tiermodell verhindert.
Dazu verglichen sie den Effekt einer einmaligen Ischédmie mit mehrfach durchgefiithrten
ischamischen Insulten. Nach mehrfacher Ischdmie konnten Aufricht et al. nicht mehr Na™-
K*-ATPase extrahieren als nach einmaliger Ischdmie. Der Schutzeffekt liefs sich in vitro
aufheben, wenn Antikorper gegen Hsp25 oder Hsp70 zugefiigt wurden. Daher fithren die
Autoren den Effekt auf die Konditionierung im Sinne der gesteigerten Induktion von Hsp25
und Hsp70 zuriick.”

Hsp72 als Schutz unreifer Nieren vor ischamischen Schiaden Vicencio et al. iiberpriif-
ten 2002°? die Rolle von Hsp72 fiir die Ischimietoleranz der unreifen Niere Neugeborener.
Bereits zuvor war belegt worden, dass Tubuli unreifer Ratten eine starkere Stressantwort
zeigen als reife Tubuli. Bekannt ist zudem, dass unreife Nieren gegeniiber ischémischem



1.1 Problemstellung 15

bzw. anoxischem Stress weniger anfillig sind als reife Nieren. In ihrer Studie untersuch-
ten Vicencio et al. bei Ratten die Hsp72-Expression in der Niere und {iiberpriiften, ob
die Expression mit der Stressresistenz korrelierte. Die Hsp72-Produktion stieg bis zum
zehnten Tag nach Geburt an und fiel anschliefsend ab. Am ausgepréigtesten war das Hsp72-
Vorkommen in tubuldren Segmenten, wo Ischdmieschéden sich hauptséchlich niederschla-
gen.??

Zusiatzlich setzten Vicencio et al. unreife und reife Rattennieren einer 45-miniitigen
Ischdmie aus. Die postischdmische Hsp72-Induktion in unreifen Rattennieren war ausge-
pragter als bei reifen Rattennieren, mit einem Gipfel zwei Stunden nach der Ischémie.
Aus ihren Ergebnissen schliefsen die Autoren, dass die deutliche Hsp72-Expression fiir den
Schutz der immaturen Rattenniere vor anoxischen Schiden verantwortlich sein kénnte®.

Hsp70 inhibiert NFxB-vermittelte Entziindung beim akuten Nierenversagen Jo et
al. wiesen 2006® nach, dass Hsp70 die Entziindungsreaktion beim ischiimischen akuten Nie-
renversagen bei Ratten durch eine Blockade von nukledrem Faktor x-B (NFxB) mindern
kann. Durch eine Hitze-Prakonditionierung kann das Ausmafs einer NF-x-B-induzierten
Entziindungsreaktion vermindert werden. Jo et al. zeigen, dass vermutlich vor allem Hsp70
flir diesen Schutzmechanismus verantwortlich gemacht werden kénnen: Werden Hsp70
durch Quercetin inhibiert, ldsst sich der Priakonditionierungsschutz nicht mehr reprodu-
zieren.®

Hsp72 im Urin nach Ischimie Miiller et al. konnten 20037 zeigen, dass Hsp72 bei
padiatrischen Patienten (Durchschnittsalter sechs Jahre) nach einem ischdmischen Schaden
der Niere im Urin nachweisbar ist. Zu diesem Zweck untersuchten sie die ersten Urinproben
von sechs nierentransplantierten pédiatrischen Patienten. In diesen innerhalb von zwolf
Stunden nach der Transplantation gesammelten Proben konnten sie Hsp72 mittels Western
Blot nachweisen. In Proben von drei gesunden Probanden, drei stabil transplantierten
Nierenempfingern und drei nierenkranken nichttransplantierten Patienten war dagegen
kein Hsp72 nachweisbar.

In parallel durchgefiihrten Experimenten an Ratten gelang es Miiller et al. in der gleichen
Studie®” bei einer kiinstlich herbeigefiihrten 45-miniitigen renalen Ischimie ebenfalls, im
24 Stunden spéter durch Blasenpunktion gewonnenen Urin Hsp72 nachzuweisen. Wurden
die Rattennieren in vivo dagegen bei 40°C einer einstiindigen Hyperthermie ausgesetzt,
war im 24 Stunden spéter gewonnenen Urin kein Hsp72 nachweisbar.

Sowohl nach Hyperthermie als auch nach kiinstlich herbeigefiihrter Ischdmie war im
renalen Kortex der Ratten Hsp72 nachweisbar, wogegen bei Kontrollratten kein Hsp72 im
renalen Kortex nachweisbar war. Die Hsp72-Expression wird also durch beide Reize ange-
regt, allerdings wird Hsp72 mdglicherweise nur nach einem ischédmischen renalen Schaden
in den Urin abgegeben.

In der gleichen Arbeit gelang es Miiller et al. nicht, Hsp72 im Urin unspezifisch pro-
teinurischer nierenkranker padiatrischer Patienten nachzuweisen. Dieser Umstand kénnte
darauf hinweisen, schreiben die Autoren selbst, dass im Urin nachweisbares Hsp72 kein
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unspezifischer Marker fiir eine Nierenschiadigung ist, sondern spezifisch den ischédmischen
Zellschaden anzeigt.

Miiller et al. gehdren mit ihrer Arbeit zu den ersten, die Hsp72 nicht nur im experimen-
tellen Setting nachweisen, sondern Hsp72 auch in klinischen Proben nachweisen kénnen.
Ihre Ergebnisse gelten zunéchst nur fiir nierentransplantierte pédiatrische Patienten. Der
positive Nachweis von Hsp72 im Urin nach einem ischdmischen Schaden in Verbindung mit
dem fehlenden Nachweis bei nicht-ischdmischen Kontrollen bestétigt aus Sicht von Miil-
ler et al. die Notwendigkeit des Verlusts der tubuldren Zellintegritat, um Hsp72 im Urin
nachweisen zu kénnen.®’

Extrazellulares Hsp70 bei Kindern mit septischem Schock Wheeler et al. iiberpriif-
ten 2005°? erstmals, ob Hsp70 im Plasma von Kindern mit septischem Schock erhoht ist.
Bei 94 Kindern mit septischem Schock und 24 Kindern in der Kontrollgruppe (elektive chir-
urgische Eingriffe) mafen sie Hsp70 in venosen oder arteriellen Blutproben, die innerhalb
von 24 Stunden nach der Aufnahme auf eine padiatrische Intensivstation bzw. wihrend ei-
ner praoperativen Visite (Kontrollgruppe) abgenommen wurden. Die Hsp70-Konzentration
wurde mit Hilfe von Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays (ELISA) bestimmt.

Die Menge an Hsp70 im Serum war bei den Kindern im septischen Schock im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (52,6 n8/m1 gegeniiber 8,1 18/m1). Die Autoren schliefsen
daraus, dass auch extrazelluldres Hsp70 eine Rolle bei der Verarbeitung eines septischen
Schocks spielt.”?

Low-Producer-Status fiir Hsp72 und akutes Nierenversagen Fekete et al. gelang es
200344, eine Verbindung zwischen einem molekulargenetischen Low-Producer-Polymorphis-
mus fiir Hsp72 und dem akuten Nierenversagen bei Frithgeborenen herzustellen.

Polymorphismen in der Hsp70-Familie konnten mit einer Vielzahl relevanter Erkran-
kungen assoziiert werden. Insbesondere Autoimmunerkrankungen (z. B. Asthma, M. Base-
dow, Diabetes mellitus Typ I, systemischer Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis,
Sarkoidose)“!, kardiovaskulire Erkrankungen (z. B. Schlaganfall, Myokardinfarkt)*®% und
nephrologische Erkrankungen (akutes Nierenversagen, Harnwegsinfekte)2##U8%5253 7 oigen
signifikante Assoziationen mit genetischen Varianten der Hitzeschockproteine.

In der HSP-Studie wird eine spezifische Mutation untersucht, der Austausch eines Adenin-
gegen einen Guanin-Rest an Position 1267 des Hsp72-Gens. E] Diese Mutation fithrt zu kei-
ner strukturellen Verdnderung der Aminosduresequenz und wird deshalb als »silent muta-
tion« bezeichnet. Die Unterschiede in der Basensequenz kénnen jedoch zu Verdnderungen
in der Stabilitdt des translationalen mRNA-Produkts, des Splicing-Ergebnisses und der
transkriptionalen Kontrolle und damit der Expressionshéufigkeit fiihren.

Die Verteilung der Allelhéaufigkeit in der Normalbevilkerung betrigt etwa 40 %(1267)AA
(Wildtyp), 50 %(1267)AG (Heterozygotie) und 10 %(1267)GG (Homozygotie). In ausge-

'In einigen Arbeiten zu diesem Thema wird die Bezeichnung Hsp70-2 verwendet, um es vom Hsp70-1-
Gen unterscheiden zu konnen. Hsp70-1 kodiert fiir das identische Proteinprodukt, unterliegt aber indivi-
dueller Regulation.
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wihlten Risikopopulationen ist die Haufigkeit des (1267)GG-Allels erhoht. Das signifikant
haufigere Auftreten dieses Allels bei Frithgeborenen kénnte das Risiko fiir intrauterine In-
fektionen erhéhen®?,

1.2 Fragestellung

Auf dem Boden der zum Zeitpunkt der Planungen fiir die HSP-Studie im Sommer 2005
bekannten Informationen zur Rolle von Hitzeschockproteinen fiir die Bewaltigung ischami-
scher Schéden beim akuten Nierenversagen ergibt sich die Fragestellung, die in der HSP-
Studie untersucht wird: Gibt es eine Korrelation zwischen dem Anfall von Hsp72 im Urin
von Kindern mit dem Eintreten eines akuten Nierenversagens und dessen klinischen Verlauf
bei schwer kranken padiatrischen Patienten?

Um diese Frage zu beantworten, wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit gemeinsam
mit Dr. Judith Gléckner-Pagel und Dr. Karl Reiter die » Untersuchung von Hitzeschockpro-
teinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern (HSP-Studie)«
entworfen. Die HSP-Studie wird in Kapitel [2] vorgestellt.
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2 Studie

HSP-Studie Zur Beantwortung der in dargelegten Fragestellung konzipierten Dr.
Judith Glockner, Dr. Karl Reiter und der Autor im Sommer 2005 die » Untersuchung von
Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern

(HSP-Studie)«.

Statistik Statistisch beraten wurden die Studienautoren wéhrend der Planung vom In-
stitut fiir medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (Vorstand Prof. Dr. Ulrich Mansmann) und Dr.
Philipp Pagel vom Lehrstuhl fiir Genomorientierte Bioinformatik der Technischen Univer-
sitdt Minchen (Vorstand Prof. Dr. Hans-Werner Mewes). Bei der Auswertung der Studie
beriet Dr. Philipp Pagel den Autor.

Registrierung Die HSP-Studie wurde international iiblichen wissenschaftlichen Anfor-
derungen entsprechend beim Internetportal des US-Gesundheitsministeriums, Clinical Tri-
als.gov™®® registriert. Sie trigt dort die Registrierungsnummer HSP-233-05 (Unique Protocol
ID) und den englischsprachigen Titel Study of Heat Shock Proteins as Prognostic Factor of
Acute Renal Failure in Children (HSP-Study). Die Registrierungsdaten werden vom Autor
entsprechend der Vorgaben von ClinicalTrials.gov halbjahrlich aktualisiert und sind fiir
jedermann einsehbar.

Ethikvotum Mit Datum vom 24.8.2005 beantragten Dr. Judith Glockner-Pagel und Dr.
Karl Reiter bei der Ethikkommission der Medizinischen Fakultédt der Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen die Beurteilung der » Untersuchung von Hitzeschockproteinen als pro-
gnostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern (HSP-Studie)«. Mit Datum
vom 19.9.2005 bestéatigte die Ethikkommission die Zuerkennung der ethisch-rechtlichen
Unbedenklichkeit, insofern die Patienteninformation in drei Punkten iiberarbeitet wer-
de, was zum 28.9.2005 erfolgt ist. Laut Schreiben der Ethikkommission erhebt diese keine
grundséatzlichen ethisch-rechtlichen Bedenken gegen die Durchfiithrung der Studie. Die HSP-
Studie tragt bei der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen die Projektnummer 233-05. Der vollstédndige Ethikantrag ist im An-
hang unter [6.2] enthalten.
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2.1 Studiendesign

Im Folgenden werden die wichtigsten Daten des Studiendesigns in seiner revidierten Fas-
sung vom 28.9.2005 wiedergegeben. Das vollstidndige Studiendesign ist im Anhang unter
[6.1] enthalten.

Studieninformation Die HSP-Studie ist eine Studie des Dr. von Haunerschen Kinderspi-
tals der Ludwig-Maximilians-Universitiat Miinchen, die von der Arbeitsgruppe Glockner im
Forschungszentrum Kubus durchgefiihrt wird. Studienleiter und Priifarzte sind Dr. Judith
Glockner-Pagel und Dr. Karl Reiter. An der Studie beteiligt ist der Autor dieser Arbeit in
seiner Eigenschaft als medizinischer Doktorand und Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Glock-
ner, sowie das technische Assistenzpersonal der Arbeitsgruppe Gléckner im Forschungsku-
bus des Dr. von Haunerschen Kinderspitals.

Fiir die Auswertung der Studie war die Beteiligung des Instituts fiir medizinische Infor-
mationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-Maximilians-Univer-
sitdt Miinchen vorgesehen. Die Auswertung wurde aus organisatorischen Griinden statt-
dessen mit Hilfe von Dr. Philipp Pagel vom Lehrstuhl fiir Genomorientierte Bioinformatik
der Technischen Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

2.1.1 Studienpopulation

Untersucht werden neugeborene und péadiatrische Patienten bis zum Alter von 18 Jahren
mit schwerer Sepsis, Schock jedweder Genese oder Asphyxie, definiert jeweils nach den
Einschlusskriterien der HSP-Studie, wie im Abschnitt und Tabelle |3| dargestellt.

2.1.2 Hypothese

Die Produktion von Hitzeschockproteinen hat einen Einfluss auf Entstehung und Ergebnis
des akuten Nierenversagens von Kindern.

2.1.3 Nullhypothese

Die Produktion von Hitzeschockproteinen hat keinen Einfluss auf Entstehung und Ergebnis
des akuten Nierenversagens von Kindern.

2.1.4 Design

Studienart Die Studie ist eine Beobachtungsstudie, die als Fall-Kontroll-Studie einen
» Proof of Principle« erbringen soll.

Studiengruppen Die Patienten werden in die Fallgruppe » Entwicklung eines akuten Nie-
renversagens« und die Kontrollgruppe »Nichtentwicklung eines akuten Nierenversagens«
aufgeteilt.
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Einschlusskriterien Einschlusskriterien sind Alter bis zu 18 Jahren mit schwerer Sepsis,
Schock jedweder Genese oder Asphyxie. Sepsis und Schock werden anhand internationa-
ler Konsensuskriterien® definiert. Das ANV wird als Serumkreatininanstieg (Verdoppe-
lung gegeniiber dem Ausgangswert) und eine Abnahme des Urinvolumens unterhalb von
0,5ml/kg KG/h oder eine um mindestens 50 % reduzierte Kreatininclearance definiert. Die
Beobachtung beginnt mit der Aufnahme der Patienten auf die Intensivstation.

Ausschlusskriterien  Ausschlusskriterien sind eine vorbestehende Nierenerkrankung oder
Nierentransplantation. Das fehlende Einverstdndnis der Eltern oder eines gesetzlichen Be-
treuers gilt ebenfalls als Ausschlusskriterium.

Endpunkte Endpunkte der Studie sind die Entwicklung eines akuten Nierenversagens,
die Entwicklung eines chronischen Nierenversagens nach akutem Nierenversagen und Mor-
talitat.

Fallzahl Es sollen aus den Altersgruppen bis ein Jahr, ein bis sechs Jahre und sechs
bis 18 Jahre jeweils mindestens 20 Patienten in die Studie eingeschlossen werden, die ein
akutes Nierenversagen entwickeln. Die statistisch benétigte Fallzahl wird vom Institut fiir
medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-
Maximilians-Universitét Miinchen berechnet [T

Patientenrekrutierung Patienten sollen im Dr. von Haunerschen Kinderspital der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen, der Kinderklinik Dritter Orden Miinchen-Nymphenburg,
der Kinderklinik des Stadtischen Krankenhauses Miinchen-Harlaching, der Kinderklinik des
Zentralklinikums Augsburg und der Kinderklinik Memmingen rekrutiert WerdenE]

Dokumentation Die Daten aller in die Studie eingeschlossenen Patienten werden in einer
Datenbank gesammelt. Darin enthalten sind die Routineparameter der klinischen Uberwa-
chung auf der Intensivstation aus den Krankenakten der Patienten, sowie die Ergebnisse
der fiir die Studie durchgefiihrten Untersuchungen. Die Daten werden sofort im Anschluss
an die Behandlung des Kindes in die Datenbank eingegeben und zu diesem Zeitpunkt auf
Vollstéandigkeit iiberpriift. Die Auswertung der Daten erfolgt nach Abschluss der Rekru-
tierung am Ende der Studie. Alle auflergewthnlichen Ergebnisse und Ereignisse werden in
der Datenbank notiert und kommentiert.

!Eine formalisierte Berechnung seitens des IBE hat aus organisatorischen Griinden nicht stattgefunden.

2 An der Studie teilgenommen haben: Dr. von Haunersches Kinderspital (Miinchen), Kinderklinik Mem-
mingen (Memmingen), Klinikum Augsburg — II. Klinik fir Kinder und Jugendliche (Augsburg), Deutsches
Herzzentrum Miinchen (Miinchen), Klinikum der Barmherzigen Briider St. Hedwig (Regensburg), Kinder-
klinik Rosenheim (Rosenheim).
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Diagnose Kriterien

ANV Serumkreatininverdoppelung gegeniiber Ausgangswert
und
Abnahme des Urinvolumens unter 0,5 ™/kgka/h oder
Kreatininclearance um mindestens 50 % reduziert

Sepsis SIRS bei bestehender oder als Ergebnis einer angenom-
menen oder bewiesenen Infektion
SIRS Zwei von vier der folgenden Kriterien sind erfiillt, eines

muss abnorme Temperatur oder Leukozytenzahl sein:
— Korperkerntemperatur > 38,5°C oder < 36,0°C
— Tachykardie (mittlere Herzfrequenz >2 SD {iber Al-
tersnorm)
— Mittlere Atemfrequenz >2 SD iiber Altersnorm oder
maschinelle Beatmung
— Leukozytenzahl erhoht oder erniedrigt gegeniiber Al-
tersnorm oder > 10 % unreife Neutrophile
Schock Kardiovaskuldre Organdysfunktion:
Trotz intravenoser Gabe eines isotonischen Fliissigkeits-
bolus von >40ml/ke in einer Stunde
— Hypotension unter der fiinften altersadaptierten Per-
zentile oder systolisch < 2 SD unter Altersnorm
—  Vasoaktive  Substanzen  benétigt  (Dopamin
>5#8/kg/min oder Dobutamin, Adrenalin oder No-
radrenalin
oder zwei der fiinf folgenden Kriterien sind erfiillt:
— Basendefizit > 5,0 mEa/)
— arterielle Laktatwerte mehr als doppelter Normwert
— Urinmenge < 0,5m/kg/h
— verlangerte Kapillarfiillungszeit > 5 Sekunden
— Temperaturunterschied Kérperkern/-hiille > 3°C
Asphyxie Atemstillstand nach Geburt

Tabelle 3: Einschlusskriterien fiir die HSP-Studie, Kriterien fiir Sepsis, SIRS und Schock modi-
fiziert nach Goldstein et al?®. SIRS = Systemic Inflammatory Response Syndrom. SD
= Standardabweichung.
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Ausscheiden aus der Studie Patienten scheiden nur dann aus der Studie aus, wenn
sie oder ihre Eltern oder ihr gesetzlicher Betreuer die Einwilligung zur Teilnahme an der
Studie widerrufen.

Follow Up Die Patienten werden beobachtet, bis sie entweder von der Intensivstation auf
eine Normalstation verlegt werden oder verstorben sind. Beide Ergebnisse werden in der
Datenbank notiert.

Datensammlung und -auswertung Die Daten werden fortlaufend gesammelt und direkt
nach dem Eingang vom Studienpersonal in der Datenbank archiviert. Die Auswertung
erfolgt unter Mitarbeit des Instituts fiir medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie
und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

2.1.5 Untersuchungen

Probengewinnung Der Urin wird aus dem 24-Stunden-Sammelurin gewonnen, der bei
den durchgehend intensivstationspflichtigen Patienten ohnehin gesammelt wird. Die Blut-
proben werden gemeinsam mit den routineméfigen Blutproben bei der Aufnahme des
Patienten auf die Intensivstation bzw. bei der ersten routineméfkigen Blutprobe auf der
Intensivstation mit abgenommen. Das Blutplasma fiir die Bestimmung des Hsp72-Spiegels
im Plasma wird gemeinsam mit der ersten routineméfigen Blutentnahme innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Erkrankungsbeginn abgenommen. Die 2 ml EDTA-Blut (0,5 ml bei
Séuglingen) zur molekulargenetischen Untersuchung des Producer-Status werden mit der
nachsten routineméfigen Blutprobe vor der eventuellen Gabe eines Erythrozytenkonzen-
trates abgenommen.

Blut

Qualitative und quantitative Bestimmungen Das vom Patienten entnommene Blut
wird auf das Vorkommen von Hitzeschockproteinen untersucht. Zuséatzlich werden im Blut
Routineparameter wie Kreatinin, Albumin, Elektrolyte und Eiweift im Plasma gemessen,
um Anhaltspunkte fiir die Rahmenbedingungen der Blutentnahme gewinnen zu kénnen.

Molekulargenetische Untersuchungen Diagnostisch untersucht wird der genetische Pro-
ducer-Status der Studienpatienten fiir die Hitzeschockproteine, hier insbesondere Hsp72.
Aus den aus dem entnommenen Blut gewonnenen Zellen wird das Genom des Patienten auf
den Polymorphismus fiir die Produktion des Hsp72, also den eventuellen Low-Producer-
Status fiir Hsp72, untersucht.

3 Abweichend von dieser Absicht erfolgte die Auswertung aus organisatorischen Griinden unter Mitar-
beit von Dr. Philipp Pagel vom Lehrstuhl fiir Genomorientierte Bioinformatik der Technischen Universitéat
Miinchen.
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Urin

Der vom Patienten gewonnene Urin wird auf das Vorkommen von Hsp72 untersucht. Zu-
sitzlich werden auch hier Routineparameter bestimmt.

2.1.6 Statistik

Fallzahlberechnung Die Studienleitung rechnet mit einer minimalen Fallzahl von 60
Patienten mit entwickeltem akuten Nierenversagen [

Ende der Studie Die Studie endet nach Erreichen der notwendigen Fallzahl oder vier
Jahre nach Studienbeginn, falls absehbar ist, dass die notwendige Fallzahl nicht innerhalb
des fiinften Studienjahres erreicht werden kann.E]

Dateniiberpriifung Die Uberpriifung der Daten obliegt der Studienleitung.ﬂ

Datenbereinigung Eine Datenbereinigung findet nach der Uberpriifung der Daten statt,
um die Daten statistisch auswerten zu konnen.

Einschluss in die Auswertung Alle erhobenen Daten werden ausgewertet.

2.1.7 Weitere Regelungen

Qualitatskontrolle Die Studienleitung tiberpriift und dokumentiert halbjéhrlich die kor-
rekte Durchfiihrung der Untersuchungen, der unverziiglichen Datenspeicherung, der Ein-
haltung der gesetzlichen und ethischen Normen und der Aktualisierung der Studieninfor-
mationen im Internetportal ClinicalTrials.gov.

Publikation Nach dem Ende der Studie werden die Ergebnisse in einer medizinischen
Fachzeitschrift veroffentlicht. Die Veroffentlichung der hier vorliegenden Dissertation des
an der Studie beteiligten Autors dieser Arbeit ist ebenfalls im Studiendesign der HSP-
Studie als geplante Publikation angegeben.

Datenschutz Im Rahmen der HSP-Studie wurden umfangreiche Vorkehrungen fiir den
Datenschutz getroffen. Die Details sind im Abschnitt wiedergegeben.

4Das Studiendesign geht an dieser Stelle von einer Fallzahlberechnung durch das IBE aus, die aus
organisatorischen Griinden und wegen fehlender Parameter nicht formell stattgefunden hat.

5 Abweichend von dieser Planung ist die Studie im fiinften Jahr noch fiir weitere Probanden offen, d. h.
es konnen weiterhin Probanden rekrutiert werden.

5Das Studiendesign nennt an dieser Stelle neben der Studienleitung das IBE als fiir die Dateniiberprii-
fung zustéindig. Aus organisatorischen Griinden ist das IBE nicht an der Uberpriifung oder der Auswertung
der Daten beteiligt. Stattdessen ist Dr. Philipp Pagel vom Lehrstuhl fiir Genomorientierte Bioinformatik
der Technischen Universitéit Miinchen an der Uberpriifung und Auswertung der Studiendaten beteiligt.
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Patienteninformation Zum Studiendesign gehort eine Patienteninformation in der von
der Ethikkommission der Medizinischen Fakultét der Ludwig-Maximilians-Universitat Miin-
chen akzeptierten Fassung, die eine laienverstédndliche Darstellung des Studienvorhabens
enthélt.

Webseite Unter der Adresse http://www.hsp-studie.de/ [ ] sind fiir jedermann ein-
sehbar eine laienverstéandliche, eine kindgerechte sowie die vollumfangliche fachliche Infor-
mation (d.h. Studiendesign, Ethikantrag und Patienteninformation) in deutscher Sprache
hinterlegt. Die Webseite enthélt zudem eine Grundinformation in englischer Sprache. Nach
dem Ende der HSP-Studie wird auf dieser Webseite eine Zusammenfassung der Studiener-
gebnisse veroffentlicht.


http://www.hsp-studie.de/

26

2. Studie




3 Material & Methoden

3.1 Probengewinnung

3.1.1 Urin

Entsprechend des Studienprotokolls wurden die Urinproben aus dem 24-Stunden-Sammel-
urin der Patienten gewonnen. Der Urin wurde von den Intensivpflegekriften am Ende der
24-Stunden-Sammelperiode aus dem gepoolten Urin in ein 10 ml-Urinréhrchen abgefiillt
und sofort danach im Stationsgefrierschrank bei -20°C gelagert. Die Urinproben wurden
innerhalb der nichsten 48 Stunden vom Studienpersonal ibernommen und mit der dem
Patienten zugewiesenen Studien-ID versehen. Auf Eis wurden die Urinproben gut durch-
mischt und anschliefend auf mit der jeweiligen ID versehene 0,5 ml-Geféfse aufgeteilt, um
fiir die Analyseversuche nur Aliquotmengen auftauen und einsetzen zu miissen und so
die Wahrscheinlichkeit zu reduzieren, dass die Proteine im Urin durch mehrfaches Auf-
und Abtauen denaturieren. Anschliefend wurden die Urinproben ohne Unterbrechung der
Kiihlkette in einem Laborgefrierschrank bei -20°C eingelagert.

3.1.2 Blut

Entsprechend des Studienprotokolls wurden Blutproben gemeinsam mit den routineméfsi-
gen Blutproben bei der Aufnahme der Studienteilnehmer auf die Intensivstation bzw. bei
der ersten routineméfigen Blutprobe auf der Intensivstation abgenommen. Die Blutent-
nahme erfolgte durch arztliches Personal der Intensivstation. Die Blutentnahme erfolgte in
fiir die Blutplasmagewinnung vorgesehene Blutentnahmerdhrchen mit mindestens einem
Blutstropfen Inhalt und in EDTA-Blutréhrchen fiir die molekulargenetische Untersuchung
des Hsp72-Producer-Status mit ebenfalls mindestens einem Blutstropfen (ca. 100 ul) Inhalt.
Die H6chstmenge des abgenommenen Blutes war durch die Rohrchengrofe auf maximal
2ml Blut beschrénkt. Die Blutrohrchen wurden direkt nach der Abnahme vom &rztlichen
Personal der Intensivstation im Stationsgefrierschrank bei -20°C gelagert. Die Blutproben
wurden innerhalb der néchsten 48 Stunden vom Studienpersonal iibernommen, mit der
dem Patienten zugewiesenen Studien-ID versehen und anschliefsend ohne Unterbrechung
der Kiihlkette in einem Laborgefrierschrank bei -20°C eingelagert.

3.2 Probenuntersuchung

Urin- und Blutproben wurden in Chargen analysiert.
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3.2.1 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) & Western-Blot

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl. Sodiumdodecylsulfate Poly-
acrylamid Gelelectrophoresis, SDS-PAGE) und Western Blot sind zwei Analysemethoden,
die kombiniert erlauben, die in einer Suspension enthaltenen Proteine zunédchst aufzutren-
nen und anschlieffend mit Hilfe von Antikérpern und Chemilumineszenz sichtbar zu ma-
chen.”! Fiir die HSP-Studie wurden als Proben ausschlieflich Urin-Aliquots der Probanden
mit Hilfe von SDS-PAGE und anschlieffendem Western-Blotting untersucht.

Proteine und damit auch Hsp72 bewegen sich im elektrischen Feld aufgrund ihrer iiber-
wiegend negativen Ladung in Richtung der Anode. In einer gelartigen Matrix bewegen sich
unterschiedlich grofse Proteine dabei unterschiedlich schnell, wodurch die Gele sich entspre-
chend ihres Molekulargewichts der Reihe nach auftrennen lassen. Mit Hilfe eines spezifi-
schen Antikorpers, der an das zu untersuchende Protein (hier ein Anti-Hsp72-Antikorper)
bindet und eines zweiten Antikorpers, der wiederum eine Bindungsstelle fiir ein chemi-
lumineszentes Agens enthélt (hier ein Goat-anti-Mouse-Antikorper) ist es moglich, die in
einer solchen gelartigen Matrix (das Polyacrylamidgel) aufgetrennten und auf ein Tréger-
medium (hier Nitrozellulose) iibertragenen Proteine auf einer Rontgenaufnahme sichtbar
zu machen.

SDS-PAGE

Die Gele fiir die Gelelektrophorese wurden héchstens 24 Stunden vor der SDS-PAGE selbst
gegossen. Tabelle [f] enthélt die verwendeten Gele und deren Zusammensetzung. Die selbst
gegossenen Gele wurden in Kombination mit dem kommerziell erhéltlichen SDS-PAGE-
System Mini-Protean 3 (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) eingesetzt.

Von jeder Urinprobe wurden 10 ul + 2 pul modifizierter Laemmli-Puffer®® in das Stacking-
Gel des SDS-PAGE-Systems eingesetzt. In jedem Gel wurde ein Precision Plus Protein
Standards Dual Color-Standard (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) mitpipettiert, um
die detektierten Proteine nach Fertigstellen des Western-Blots der korrekten Proteingrofe
zuordnen zu konnen.

Die Rezepte fiir alle im Rahmen der SDS-PAGE und des Western-Blots verwendeten
Puffer sind in Tabelle 5| wiedergegeben. Die SDS-PAGE wurde mit eiskaltem Running Buf-
fer durchgefiihrt. Das gesamte Elektrophorese-System stand dabei in einem mit Eiswasser
umgebenen Isolationsgefifs. Die Elektrophorese wurde bei konstanten 120V durchgefiihrt
und gestoppt, sobald die blaue Mercaptoethanol-Bande aus dem Elektrophoresegel heraus-
gelaufen war. Anschliefend wurden die Gele aus dem System entnommen, das Stacking-Gel
abgetrennt und der Transfer der Proteine im Western-Blot begonnen. Technisch bedingt
konnten im verwendeten BioRad-System (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) pro SDS-
PAGE 10 bis maximal 15 Proben untersucht werden.

Western Blot

Die Proteine wurden auf Nitrozellulose-Membranen (Hybond ECL, Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg) iibertragen. Die Membranen wurden, ebenso wie das gesam-
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te Blotting-System, fiir mehrere Minuten mit Transferpuffer gewéssert. Geblottet wurde
im Mini-Protean Tetra-Cell-System (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen), das fiir den
Blotting-Vorgang in einem Kiihlraum bei 4°C in Eiswasser in einem Isolationsgeféfs ge-
lagert und konstant bei 120V fiir mindestens 60 Minuten betrieben wurde. Im Anschluss
erfolgte der Nachweise des erfolgreichen Proteintransfers durch kurzzeitiges Anfiarben mit
Ponceau S (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), anschlieflend wurde der Farbstoff
mit ddH,O herausgewaschen. Unspezifische Antikérperbindungen wurden durch einstiin-
diges Blocken mit TBS-Tween + fettfreiem Milchpulver bei Raumtemperatur verhindert.

Die fiir den Western-Blot verwendeten Antikorper sind in Tabelle [6] wiedergegeben. Die
Inkubation mit dem priméren Antikérper (Verdiinnung 1:20.000 in TBS-Tween + fett-
freies Milchpulver, entsprechend den Herstellerangaben) erfolgte in einem Reagenzgeféft
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) auf einer Schiittelwippe im Kiihlraum bei 4°C {iber
Nacht (mindestens zwolf Stunden). Die Membranen wurden anschliefsend mindestens drei-
mal mit TBS-Tween gewaschen. Mit dem sekundéren Antikérper (Verdiinnung 1:10.000
in TBS-Tween + fettfreies Milchpulver, entsprechend den Herstellerangaben) wurden die
Membranen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden die Membra-
nen erneut dreimal mit TBS-Tween gewaschen und anschliefsend entwickelt.

Fiir die Entwicklung der Western-Blots in einem manuellen Rontgensystem wurde als
Chemilumineszenz Amersham ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE, Pis-
cataway, USA) in Verbindung mit Rontgenfilmen Amersham Hyperfilm ECL (GE, Piscata-
way, USA) eingesetzt. Die gewaschenen Membranen wurden diinn mit einem Chemilumines-
zenz-Film iiberdeckt und blasenfrei zwischen zwei Folienblattern fixiert. In der Dunkelkam-
mer wurde anschliefend der Rontgenfilm manuell belichtet, die notwendigen Belichtungs-
zeiten wurden pro Blot ermittelt. Die fertigen Western-Blots und die Rontgenfilme wurden
anschliefsend beschriftet und archiviert.

3.2.2 Enzyme Linked Immunosorbent-Assay (ELISA)

Mit Hilfe des Enzyme Linked Immunosorbent-Assay (ELISA) lassen sich Proteine in einer
Probe detektieren und quantifizieren. Eingesetzt wurden zwei verschiedene Stress Xpress
Hsp7qﬂ ELISA Kits (EKS-700A bzw. EKS-700B, Stressgen, Ann-Arbor, USA)EI. Beide Kits
waren und sind vom Hersteller nicht explizit fiir die Detektion von Hsp70 im menschlichen
Urin zugelassen.*? In Ermangelung eines hierfiir freigegebenen ELISA-Kits wurde dieser
verfiighare Test dennoch eingesetzt. Die Ergebnisse bestitigen, dass Hsp72 im Urin mit
den verwendeten Kits qualitativ nachweisbar ist[]

Der Proteinnachweis im ELISA%Y arbeitet im kommerziell verfiigharen Kit mit in 96-

'Das in der HSP-Studie untersuchte Hsp72 gehort zur Familie der Hsp70.

2EKS-700A wurde wihrend der Laufzeit der Studie vom Hersteller nicht mehr angeboten und durch
EKS-700B ersetzt.

3Der Hersteller weist mit folgendem Hinweis auf dennoch geltende mdgliche Einschrankungen hin:
» This assay has been validated for use with cell lysates and tissue extracts. Other sample types or matrices
(e. g. urine, cerebrospinal fluid, cell culture supernatant, etc.) may contain interfering factors that can
compromise the performance of the assay or produce inaccurate results. <44 S. 20
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Well-Platten vorgelegten monoklonalen Mausantikorpern, die hier spezifisch fiir Hsp70 sind.
Der verwendete Kit ist laut Herstellerangaben spezifisch fiir native und rekombinante Hsp70
und detektiert zwar Hsp72, nicht aber andere Hsp70, wie zum Beispiel Hsc70, Grp78, DnaK
(Hsp70-Aquivalent in Escherichia coli), rekombinantes Mycobacterium tuberculosis-Hsp71
oder menschliches Hsp60.4

Das in der Probe enthaltene Hsp72 bindet an die im ELISA-Kit vorgelegten monoklo-
nalen Mausantikorper und wird anschliefend mit einem fiir Hsp70 spezifischen polyklo-
nalen Kaninchenantikorper detektiert. Dieser wird wiederum mit einem an Meerrettich-
Peroxidase gebundenen sekundéren Anti-Kaninchen-IgG-Antikérper gebunden. Anschlie-
fsend werden alle 96 Wells einer Assayplatte mit Tetramethylbenzidin (TMB) entwickelt,
proportional zur in den Proben enthaltenen Menge an Hsp72 férbt sich die Probe blau.
Mit einer Saurelésung wird dieser Entwicklungsprozess definiert gestoppt, hierdurch findet
ein Farbumschlag zu gelb statt. Anschliefsend kann der Assay in einem Plattenlesegerit
bei einer Wellenldnge von 450nm automatisiert ausgelesen werden. Zur Kalibrierung wird
eine in der Assayplatte vorgelegte Standardreihe aus Hsp70-Standard des Kit-Herstellers
verwendet.

Die Assays wurden entsprechend der Betriebsanleitung des Herstellers durchgefiihrt, mit
Ausnahme des Schrittes der Probenextraktion, da der Kit vom Hersteller fiir die Analyse
von Zelllysaten vorgesehen ist. Statt in einem Extraktionspuffer gelost zu werden, wurden
die Urinproben direkt mit dem ELISA-Puffer (Sample Diluent) gemischt. Eingesetzt wur-
den jeweils 5 ul Urinprobe in 1:20-Verdiinnung zu Sample Diluent (vorgegeben ist minimal
eine 1:4-Verdiinnung, um Matrixinterferenzen zu vermeiden). Da es beim ELISA im Rah-
men der HSP-Studie nur um einen qualitativen, nicht einen quantitativen Nachweis von
Hsp72 in den Urinproben ging, wurde auf eine Berechnung der Hsp72-Konzentrationen im
Urin verzichtet.

3.2.3 Molekulargenetische Analyse

Die molekulargenetische Analyse der Blutproben der Probanden dient der Feststellung des
Producer-Status fiir Hsp72 der Studienteilnehmer. Die Analyse gliedert sich in die drei
Schritte DNA-Extraktion aus Vollblut, PCR und PCR-Analyse.

DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus den EDTA-Vollblutproben wurde mit dem Quiagen FlexiGene
DNA-Kit (Quiagen, Hilden) entsprechend der Anleitung fiir die Isolierung von DNA aus
100-500 1 Vollblut durchgefiihrt 2. Das Prinzip der DNA-Extraktion mit diesem Kit ba-
siert auf der Lyse der in der Vollblutprobe enthaltenen Zellen. Anschlieffend werden durch

4Bei allen Proben, von denen mindestens 300 1 Vollblut vorlagen, wurde das Protokoll fiir 300 ul ange-
wandt. Bei einigen Proben waren nur 100 pl Vollblut vorhanden, bei diesen wurde das adaptierte Protokoll
fiir 100 pl Vollblut angewandt. Der Versuch, aus dieser geringen Menge Vollblut DNA zu extrahieren, war
in keinem Fall erfolgreich.
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Zentrifugation DNA-enthaltende Zellnuklei und Mitochondrien gesammelt, in Puffer resus-
pendiert und anschliefsend mit Hilfe eines chaotropischen Salzes und einer unspezifischen
Protease denaturiert. Die iibrig bleibende DNA wird in Isopropanol ausgeféllt, erneut durch
Zentrifugation gewonnen, in 70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und schlieflich in
einem Hydrationspuffer gelost.4

Die Blutproben wurden entsprechend der Herstellerempfehlung moglichst rasch in einem
37°C warmen Wasserbad unter Bewegung aufgetaut. Die mit dem Kit erzielbare DNA-
Ausbeute aus 300 ul Vollblut wird vom Hersteller mit 11-14 ug angegeben. Die erhaltene
DNA soll maximal 150 Kilobasen (kB) grof sein und damit fiir alle weiteren Anwendungen,
z. B. PCR geeignet sein. Das Protokoll fiir die Isolation® wurde exakt eingehalten und die
gewonnene DNA direkt in der PCR weiterverarbeitet.

PCR

Mit Hilfe der PCR"® (Polymerasekettenreaktion, engl. polymerase chain reaction) kann ein
kurzer Abschnitt der DNA schnell und automatisiert vervielfaltigt werden und dadurch in
der Folge detektiert werden. Die PCR erfolgte automatisiert in einem Eppendorf Master-
cycler personal (Eppendorf, Hamburg).

Die extrahierte DNA wird bei hoher Temperatur denaturiert. Nach dem Abkiihlen wer-
den zwei Oligonukleotid-Primer (siche Tabelle [J) verwendet, um das gewiinschte DNA-
Fragment aufzufinden. Eine in der Probenlsung enthaltene DNA-Polymerase (Taq-Polyme-
rase, New England BioLabs, Frankfurt am Main) synthetisiert aus zugegebenen Nukleo-
sidtriphosphaten bei steigender Temperatur das gesuchte Fragment (Elongationszeit hier:
40 Sekunden), das sich zwischen den beiden Primern befindet. Dieser Vorgang wird 20-50
mal (hier: 30 mal) wiederholt. Die in der DNA-Extraktion gewonnene DNA wurde entspre-
chend Tabelle [7| automatisiert in die PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer (Metabion,
Martinsried) sind in Tabelle [0 wiedergegeben.

Anschliefsend wurde das PCR-Ergebnis mit dem PCR-Reinigungskit NucleoSpin Extract
IT (Macherey-Nagel, Diiren) entsprechend der Betriebsanleitung des Herstellers“® gereinigt,
um DNA-Fragmente und Primer-Dimere zu entfernen.

Die Restriktion der in der PCR vervielfaltigten DNA schlieflich wurde mit dem Restrik-
tionsenzym PstI (New England BioLabs, Frankfurt am Main) bei 37°C fiir zwei Stunden
im Wasserbad durchgefiihrt. Der Restriktionsansatz ist in Tabelle |8 wiedergegeben.

PCR-Analyse

Zum Auftrennen und Sichtbarmachen des in der PCR vervielfaltigten DNA-Abschnittes
wurde eine Gelelektrophorese in einprozentigem Agarosegel in einer Agarosegelkammer
(BioRad, Miinchen) durchgefiihrt. Die Analyse der DNA-Fragmente erfolgte im Dunkeln
mit einer Fluoreszenzkamera (Agfa-Gevaert, Diisseldorf), die Ergebnisse wurden ausge-
druckt, ausgewertet, beschriftet und archiviert.

Tabelle|[10| kann die Zusammensetzung des verwendeten Gels entnommen werden. Agaro-
se und Wasser werden fiir ca. 90 Sekunden bei 800 W in der Mikrowelle erhitzt, anschliefend
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Gel Menge Substanz
10%-iges Running-Gel  1,7ml  Polyacrylamid
1,9ml ddH,0

1,25ml Puffer A

50ul SDS (20%)

50ul APS (10%)

2ul TEMED

Stacking-Gel 0,67ml  Polyacrylamid
2,7ml ddH,0

0,5ml Puffer B

40ul SDS (20%)

40ul APS (10%)

4ul TEMED

Tabelle 4: Gele fir Gelelektrophorese (SDS-PAGE).

das Ethidiumbromid zugegeben. Nach zwanzigminiitigem Hérten ist das Gel verwendbar.
Die Gelelektrophorese wurde mit jeweils 5 ul DNA + 1 pul Laemmli-Puffer fiir 30 Minuten
bei konstant 100V durchgefiihrt. In jedem Gel wurde eine 100 bp-DNA-Leiter mitpipet-
tiert, um die DNA-Abschnitte zuordnen zu koénnen.

3.2.4 Statistische Analyse

Fiir Unterstiitzung bei der statistischen Analyse der Daten dankt der Autor Dr. Phil-
ipp Pagel vom Lehrstuhl fiir Genomorientierte Bioinformatik der Technischen Universitét
Miinchen.

Die Daten wurden tabellarisch in Microsoft Excel (Microsoft Deutschland GmbH, Un-
terschleifheim) erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS (SPSS Inc., Chi-
cago, USA). Als Signifikanztest auf Unabhéngigkeit wurde der exakte Test nach Fisher
(Fisher’s Exact Test for Count Data) angewandt. Ein p < 0,05 wurde als statistisch signi-
fikant gewertet.
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Puffer

Konzentration

Substanz

Puffer A

3mol/L
ca. 48ml
bis 100ml mit

TRIS
HCI 17l
ddH,O auffiillen

8,9

Puffer B

0,477l
25,6ml
bis 100ml mit

TRIS
H,PO, 1™y,
ddH,O auftiillen

6,7

Elektrophoresepuffer (10x)

250mmol/,
1,92mel/y,
0,02

TRIS
Glycin
SDS

8,6

Running Buffer

70ml
bis 700ml mit

Elektrophoresepuffer (10x)
ddH20 auftiillen

Transferpuffer

100ml
200ml
700ml

Elektrophoresepuffer (10x)
Methanol
ddH20

TBS-Tween (TBS-T)

gQumol,
150mmel/,
0,05%

TRIS-HCI
NaCl
Tween 20

7,5

PBS-Tween (PBS-T)

11
0,5ml

PBS
Tween 20

TBST + Milchpulver

5%

Trockenmilchpulver in TBS-T

Probenpuffer

7,5ml

0,2g

600ul

36mg

1,6mg

bis 10ml mit

Puffer B fiir SDS-PAGE
SDS (20%)
[3-Mercaptoethanol
Bromophenol-Blau
Glycerin

ddH,O auffiillen

Tabelle 5: Puffer fiir Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot.
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Antikorper Art Hersteller
Anti-Hsp70 (Hsp72) Rabbit-AntiHsp70 (Hsp72) Stressgen
(Primérer Antikorper) Polyclonal Antibody Victoria
Produktnr.: SPA-812 Kanada
Goat-Anti-Rabbit IgG Goat-Anti-Rabbit IgG Thermo Fisher Scientific Inc.
(Sekundérer Antikérper) (H + L), peroxidasekonjugiert Rockford
Produktnr.: 31460 USA

Tabelle 6: Antikorper fiir den Western-Blot.

Substanz Menge
DNA 61
Primer forward 1pl
Primer reward 1pl
Betain Sul
dNTPs 1pl
Taq-Polymerase 1pul
Taq-Puffer (Peqlab, Erlangen) 5ul
H20 30pl

Tabelle 7: Ansatz fiir die PCR.

Substanz Menge
PCR-Produkt 10p1
Pst I 2ul
Restriktionspuffer 2ul
Bovines Serumalbumin (BSA)  0,2ul
H20 5,81l

Tabelle 8: Ansatz fiir die PCR-Restriktion.

Primer Oligonukleotidsequenz Oligo-ID

Hsp72-Pstl-forward 5-ACC CTG GAG CCC GTG GAG AA-3" 60721B3-0523B05
Hsp72-Pstl-reward 5-CAC CCG CCC GCC CCG TAG G-3°  60721B3-0523C05

Tabelle 9: Fir die PCR verwendete Primer.
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Substanz Menge
Agarose 1g
H20 100ml

Ethidiumbromid  20ul

Tabelle 10: Ansatz fiir einprozentiges Agarosegel.
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4 Ergebnisse

Bis zum Stichtag (30. September 2009) wurden 22 Probanden in die Studie eingeschlossen.
Fiir alle 22 Probanden wurde entsprechend der Einschlusskriterien entschieden, ob sie ein
akutes Nierenversagen erlitten hatten. In von allen Probanden vorliegenden Urinproben
wurde mit Hilfe des Western Blots bestimmt, ob HSP im Urin nachweisbar ist. Von 15 der
22 Probanden konnte ferner mit Hilfe der PCR-~Analyse festgestellt werden, ob es sich bei
ihnen um Wildtyp-Trager oder Trager einer heterozygoten bzw. homozygoten Mutation
beziiglich des Hsp72-Producer-Status’ handelt. Die Ergebnisse fiir alle 22 eingeschlossenen
Patienten sind in Tabelle [12| wiedergegeben.

4.1 Akutes Nierenversagen

Anhand der Auswertung der iiber das klinische Informationssystem (KIS) des Dr. von
Haunerschen Kinderspitals der LMU Miinchen fiir die Probanden verfiigharen Daten wurde
entsprechend der in Kapitel [2] wiedergegebenen Einschlusskriterien entschieden, ob die
Patienten die Studienkriterien fiir das Vorliegen eines akuten Nierenversagens erfiillten
oder nicht. Zehn der 22 in die Studie eingeschlossenen Probanden erfiillten die definierten
Kriterien fiir das Vorliegen eines akuten Nierenversagens, zwolf Probanden erfiillten die
Kriterien nicht.

4.2 Hsp72 im Urin

Der Urin der 22 bis zum September 2009 in die HSP-Studie eingeschlossenen Patienten
wurde wie in Abschnitt geschildert gewonnen. Die Urinproben wurden gesammelt im
Western Blot und im ELISA untersucht, das qualitative Ergebnis »Hsp72 im Urin« bzw.
»Kein Hsp72 im Urin« in eine Ergebnistabelle eingetragen. Bei elf von 22 Probanden konnte
im Urin das Vorliegen von Hsp72 nachgewiesen werden. Die Hsp72-positiven Probanden
waren nicht identisch mit den ANV-positiven Probanden (siche Tabelle [12).

Von einigen Patienten lagen keine ausreichenden Urinmengen fiir sowohl Western Blot
als auch ELISA vor. Bei diesen Patienten wurde der Western Blot als etabliertes Verfahren
zum Nachweis von Hsp72 im Urin gegeniiber dem ELISA bevorzugt. Wegen der nicht
durchgéngigen Verfiigbarkeit der ELISA-Kits beim Hersteller konnte zudem nicht in allen
Urinproben Hsp72 zuverléssig sowohl im Western Blot als auch durch ELISA nachgewiesen
werden. Weil wegen erheblicher Wartezeit auf einen verfiigharen Hsp72-ELISA-Kit einige
Proben erst mit deutlicher Zeitverzogerung nach langer Lagerung im gefrorenen Zustand im
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Abbildung 1: Western Blot gegen Hsp72 qualitativ im Urin fiir Patient ID2. Acht Proben, kein
Hsp72 im Urin.

ELISA untersucht werden konnte, liefsen sich positive Western-Blot-Ergebnisse hier nicht
in allen Féllen im ELISA reproduzieren. In diesen Féllen wird von einem richtig-positiven
Ergebnis des Western-Blots ausgegangen und angenommen, dass mittels Western Blot im
Urin nachgewiesenes Hsp72 wihrend der Lagerung im gefrorenen Zustand denaturiert ist
und somit nicht mehr nachzuweisen war.

Beispielhafte Western Blots sind in den Abbildungen [I] und [2] wiedergegeben. Eine bei-
spielhafte ELISA-Auswertung ist in Abbildung [3] dargestellt.

Die Ergebnisse der Western Blots und ELISA-Auswertungen sind in Tabelle unter
dem Punkt »Hsp72 im Urin« aufgefiihrt.

Auffallig ist, dass bei nahezu allen Patienten, bei denen Hsp72 im Urin nachweisbar war,
im Western Blot ein Hsp72-Peak am ersten Tag nachweisbar war, der entweder bereits am
zweiten Beobachtungstag vollkommen verschwunden war (negative Probe) bzw. deutlich
abgefallen war.

4.3 Molekulargenetischer Producerstatus

Das Blut der 22 bis zum September 2009 in die HSP-Studie eingeschlossenen Patienten
wurde wie in Abschnitt geschildert gewonnen. Aus ethischen Griinden konnten nicht
von allen Patienten ausreichende Blutmengen fiir eine molekulargenetische Untersuchung
gewonnen werden. Laut Studiendesign und Ethikantrag ist es nicht gestattet, eine Blutent-
nahme alleine zu Studienzwecken durchzufiithren. Somit musste auf bei regulédren Blutent-
nahmen zu viel entnommenes Blut zuriickgegriffen werden. Auf die im Studiendesign (siehe
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Abbildung 2: Western Blot gegen Hsp72 qualitativ im Urin fiir Patienten ID52 und ID53. ID52:
Vier Proben, abnehmende Hsp72-Mengen im Urin. ID53: Drei Proben, Hsp72-
Peak am ersten Tag.
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Abbildung 3: ELISA auf Hsp72 qualitativ im Urin. X: Tag. Y: Konzentration von Hsp72 im
Urin. ID2: Acht Proben, kein Hsp72 im Urin. ID52: Vier Proben, Hsp72-Peak am
ersten Tag. ID53: Vier Proben, Hsp72-Peak am ersten Tag.



40 4. Ergebnisse

Bande bei Hsp72-Producerstatus Genetik
189bp Wildtyp (1267)AA
116bp & 189bp Heterozygotie (1267)AG
116bp Homozygotie (1267)GG

Tabelle 11: Zuordnung des molekulargenetischen Ergebnisses zum Producerstatus.

Abschnitt im Anhang) urspriinglich vorgesehene Untersuchung von Blut auf Hsp72 im
Serum und die Untersuchung auf andere Routineparameter wurde deshalb zugunsten der
molekulargenetischen Untersuchung auf den Hsp72-Producer-Status verzichtet.

Die Patienten, von denen kein oder nicht in ausreichender Menge Blut zur molekularge-
netischen Analyse vorlag, sind in Tabelle |12 unter » Genetik« anhand des Eintrags »N/A«
zu identifizieren (sieben von 22 eingeschlossenen Probanden).

Entsprechend der in Abschnitt [I.1.5] geschilderten Zuordnung der molekulargenetischen
Ergebnisse zum Producer-Status fiir Hsp72 der Patienten in Ubereinstimmung mit Fekete
et al.?? erfolgte die Zuordnung wie in Tabelle [11| angegeben. Das Ergebnis ist in Tabelle
unter » Genetik« wiedergegeben.

Sechs der Probanden weisen den genetischen Wildtyp auf, sieben Probanden sind fiir den
Low-Producer-Status fiir Hsp72 heterozygot, zwei Probanden sind fiir den Low-Producer-
Status fiir Hsp72 homozygot. Bei sieben Probanden konnte keine genetische Analyse vor-
genommen werden bzw. war der Versuch der genetischen Analyse wegen unzureichenden
Materials erfolglos.

4.4 Daten

In Tabelle sind die erhobenen Daten der 22 bis September 2009 in die HSP-Studie
eingeschlossenen Probanden dargestellt.
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ID Alter ANV Hsp72im Urin Genetik Outcome  Einschlusskriterium

1 501 Ja Ja Wildtyp iberlebt Sepsis

4 3 10/12 Ja Ja Heterozygotie iiberlebt Schock

5 6 10/12 Ja Ja N/A tiberlebt Schock
11 2912 Ja Ja N/A tiberlebt  Schock

8 17 6/12 Ja Nein Wildtyp iberlebt Schock

2 110/12 Ja Nein Heterozygotie iiberlebt Schock
12 10/12 Ja Nein Heterozygotie iiberlebt Schock

3 132 Ja Nein Homozygotie iiberlebt Sepsis
56 6/12 Ja Nein N/A verstorben  Schock
51 0/12 Ja Nein N/A tiberlebt  Schock

7 312 Nein Ja Wildtyp iiberlebt Schock
21 7112 Nein Ja Wildtyp tiberlebt Schock
52 012 Nein Ja Wildtyp iiberlebt Schock
53 02 Nein Ja Heterozygotie verstorben Schock
54 012 Nein Ja Heterozygotie iiberlebt Schock
24 012 Nein Ja Homozygotie iiberlebt Schock
22 012 Nein Ja N/A iberlebt  Asphyxie
58 012 Nein Nein Wildtyp iiberlebt Schock

6 2 Nein Nein Heterozygotie iiberlebt Schock
55 012 Nein Nein Heterozygotie iiberlebt Asphyxie
23 3712 Nein Nein N/A tiberlebt Sepsis
57 042 Nein Nein N/A iberlebt Schock

Tabelle 12: Daten der 22 bis September 2009 in die HSP-Studie eingeschlossenen Probanden.
N/A: Zu wenig oder kein Blut fiir die molekulargenetische Analyse vorhanden.
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Hsp72 im Urin

Genetik ANV Ja Nein
Heterozygotie Ja 1 2
Nein 2 2

Homozygotie Ja 0 1
Nein 1 0

Wildtyp Ja 1 1

Nein 3 1

Tabelle 13: Kreuztabellierung der drei Faktoren (15 vollstdndige Félle eingeschlossen).

Hsp72 im Urin

Genetik Ja Nein Summe
Wildtyp 4 2 6
Heterozygotie 3 4 7
Homozygotie 1 1 2
Summe 8 7 15

Tabelle 14: Aufstellung des Zusammenhangs zwischen Hsp72 im Urin und genetischem Status
(15 vollsténdige Félle eingeschlossen).

4.5 Statistik]

Fir die statistische Auswertung der 22 in die HSP-Studie eingeschlossenen Probanden
liefert Tabelle [13]fiir die drei untersuchten Faktoren aus Ergebnistabelle [12] die Ergebnisse.
Enthalten sind nur die vollstdndigen Félle, bei denen auch eine genetische Typisierung
moglich war (15 von 22 Datensétzen).

4.5.1 Genetik vs. Hsp72 im Urin

Gibt es einen statistischen Zusammenhang zwischen dem genetischen Producer-Status fiir
Hsp72 der Probanden und dem Vorkommen von Hsp72 im Urin? Tabelle listet den
Zusammenhang zwischen genetischem Status und Hsp72 im Urin auf, Abbildung [4] macht
die Daten anschaulich.

Aus Tabelle [14] und Abbildung 4] wird deutlich, dass sich bei genetischen Wildtyptréagern

'Fiir die Hilfe bei der statistischen Auswertung dankt der Autor Dr. Philipp Pagel vom Institut fiir
Genomorientierte Bioinformatik der Technischen Universitdt Miinchen.



4.5 Statistik 43

1.0

Heterozygotie Homozygotie  Wildtyp

genetics

Abbildung 4: Zusammenhang zwischen Hsp72 im Urin und genetischem Status (15 vollstdndige
Félle eingeschlossen).
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ANV
Hsp72 im Urin Ja Nein Summe
Ja 4 7 11
Nein 6 5 11
Summe 10 12 22

Tabelle 15: Aufstellung des Zusammenhangs zwischen Hsp72 im Urin und ANV (22 Fille ein-
geschlossen).

haufiger Hsp72 im Urin nachweisen liefs als bei genetisch heterozygoten oder homozygoten
Probanden beziiglich des Hsp72-Low-Producer-Status’. Mit einem Fisher-Test kann die
Frage beantwortet werden, ob dieser Unterschied signifikant ist:

> fisher.test(table(foo[,c(’genetics’,’hsp_u’)]) )
Fisher’s Exact Test for Count Data

data: table(fool[, c("genetics", "hsp_u")]l)
p-value = 0.7824
alternative hypothesis: two.sided

Mit einem p-Wert von /0,78 ist der Unterschied nicht statistisch signifikant (Grenzwert
p < 0,05).

4.5.2 ANV vs. Hsp72 im Urin

Korreliert der Nachweis von Hsp72 im Urin mit dem Nichtauftreten eines akuten Nierenver-
sagens? Um die Datengrundlage anschaulich zu machen, wird in Tabelle [I5| und Abbildung
die Beziehung zwischen im Urin nachweisbaren Hsp72 und Auftreten eines nach den
Studienkriterien definierten ANV dargestellt.

Mit Hilfe eines Fisher-Tests kann wiederum die Frage beantwortet werden, ob der Un-
terschied zwischen Vorliegen von Hsp72 im Urin bzw. fehlendem Vorliegen von Hsp72 im
Urin und dem Eintreten eines ANV signifikant ist oder nicht:

> fisher.test(table(fool[,c(’hsp_u’, ’anv’)]) )
Fisher’s Exact Test for Count Data
data: table(fool[, c("hsp_u", "anv")])

p-value = 0.3350
alternative hypothesis: true odds ratio is less than 1
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen Hsp72 im Urin und ANV (22 Félle eingeschlossen).
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95 percent confidence interval:
0.000000 2.691223

sample estimates:

odds ratio

0.4928948

Mit einem p-Wert von ~0.34 ist der Unterschied nicht signifikant (Grenzwert p < 0,05).

4.6 Fallzahlberechnung

Die in der HSP-Studie bislang gesammelten Daten der 22 eingeschlossenen Probanden
liefern keine signifikanten Ergebnisse. Allerdings ist mit den vorlaufigen Ergebnissen der
Zwischenauswertung erstmals die Berechnung der erforderlichen Stichprobengrofe moglich,
die erreicht werden muss, um mit ausreichender Power ein signifikant unterschiedliches
Ergebnis erkennen zu koénnen.

Nach Kirkwood und Sterne®?, S.420, Gleichung 6, berechnet man die benétigte Fallzahl
pro Gruppe wie folgt:

(U\/Pl(l —p1) +po(1 — po) +v/2p(1 —p))2

n =

(po — p1)?
U= z1-p
= z1_, (einseitig)
v= z_a (zweiseitig)

Im Falle eines einseitigen Tests, eines Signifikanzniveaus von a = 0.05 und einer Power
von 1 — 3 = 0.8 ergibt sich demnach eine minimale Stichprobengréfe von 92 Patienten pro
Gruppe — also insgesamt 184 Patienten:

> fz.prop(6/11, 4/11, alpha=0.05, power=0.8, twosided=F)
u= 0.8416212
v= 1.644854
[1] 91.68616



5 Diskussion

Von 22 bis September 2009 in die HSP-Studie eingeschlossenen Probanden haben zehn ein
akutes Nierenversagen erlitten, zwolf haben kein akutes Nierenversagen erlitten.

5.1 Akutes Nierenversagen und Hsp72 im Urin

Von den zehn Patienten mit akutem Nierenversagen konnte bei vier Hsp72 im Urin nach-
gewiesen werden, bei sechs nicht. Bei den zwo6lf Probanden ohne akutes Nierenversagen lag
bei sieben Hsp72 im Urin vor, bei fiinf nicht. Die Auswertung ergibt, dass der Nachweis von
Hsp72 im Urin statistisch nicht mit dem Ausbleiben eines akuten Nierenversagens korre-
liert, ebensowenig korreliert das Auftreten eines akuten Nierenversagens mit dem Nachweis
von Hsp72 im Urin.

Nach den vorlaufigen Ergebnissen der Zwischenauswertung wiirde die Nullhypothese
bestatigt, nach der es keinen Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Hsp72 im Urin
und dem Auftreten oder Ausbleiben eines akuten Nierenversagens gibt. Die Hypothese
wiirde zuriickgewiesen.

Allerdings ist die bislang erreichte Patientenzahl in der HSP-Studie zu niedrig, als dass
mit Hilfe der Zwischenauswertung ein Urteil {iber die Nullhypothese bzw. die Hypothese
gefillt werden konnte.

5.2 Hsp72 im Urin und molekulargenetischer
Producerstatus fiir Hsp72

Unter den Probanden mit akutem Nierenversagen waren zwei Probanden mit dem gene-
tischen Wildtyp-Producerstatus fiir Hsp72, drei heterozygote und ein homozygoter Pro-
band. Bei den Probanden ohne akutes Nierenversagen handelt es sich um vier Wildtyp-
Tréger, vier heterozygote und einen homozygoten Probanden. Die Ergebnisse sind nur
eingeschriankt zu beurteilen, da von insgesamt sieben Probanden der molekulargenetische
Producer-Status fiir Hsp72 nicht vorliegt. Die Auswertung erbringt auch hier keinen sta-
tistischen Zusammenhang zwischen dem molekulargenetischen Producerstatus fiir Hsp72
und dem Vorliegen von Hsp72 im Urin.

Die Ergebnisse der Untersuchung auf den molekulargenetischen Producerstatus der Pro-
banden sind trotz der kleinen Fallzahl von nur 22 Probanden im Einklang mit bisher publi-
zierten Werten fiir den Producerstatus fiir Hsp72. In der HSP-Studie ist die Verteilung der
Allele und der Allelkombination: 40%(1267)AA, 46,7%(1267)AG und 13,3%(1267)GG. Das
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Autor A G
Goate et al. % 0,38 0,62
Caplen et al.1? 0,35 0,65
Ratanachaiyavong et al*® 0,36 0,54
HSP-Studie 0,37 0,63

Tabelle 16: Allelhdufigkeit

entspricht einem Allelverhaltnis von 63 %G zu 37 %A. Der Vergleich mit bisher publizierten
Daten ist in Tabelle [16] wiedergegeben.

5.3 Fallzahlberechnung

Mit dem Ergebnis der Fallzahlberechnung konnten wir dank der HSP-Studie erstmals ermit-
teln, dass insgesamt 184 Patienten fiir die statistisch ausreichend gesicherte Beantwortung
der Fragestellung benotigt werden: 92 in der Gruppe der Patienten mit akutem Nierenver-
sagen, 92 in der Gruppe der Patienten ohne akutes Nierenversagen.

5.4 Analyse

Die HSP-Studie ist als » Proof-of-Principle«- und reine Beobachtungs-Studie konzipiert.
Vor Beginn der HSP-Studie war nicht klar, ob bei allgemein schwerkranken pédiatrischen
Patienten zwischen Geburt und 18. Lebensjahr Hsp72 im Urin nachzuweisen ist oder nicht.
Diese Frage wurde vor der HSP-Studie nur bei Tieren (bevorzugt bei Ratten) und bei
Spezialpopulationen wie z. B. nierentransplantierten Patienten beantwortet.

Bis heute (Friithjahr 2011) sind bei einer entsprechenden Abfrage mit den Suchwortern
»HSP« bzw. »Hsp72« und »acute renal failure« bzw. »acute kidney failure« in der bio-
medizinischen Datenbank Pubmed (http://www.pubmed.gov) und im Register der US-
Regierung fiir klinische Studien ClinicalTrials (http://www.clinicaltrials.gov) keine Ergeb-
nisse zu finden, die an allgemein schwerkranken péadiatrischen Patienten erhoben wurden.
Demgegeniiber gibt es eine Vielzahl auch neuester Studien, die Hsp72 als prognostischen
Faktor des akuten Nierenversagens z. B. an Ratten untersuchen.#4

Die vorldufigen Ergebnisse der HSP-Studie zeigen, dass es sowohl im Western Blot als
auch im ELISA moglich ist, Hsp72 im Urin padiatrischer Patienten mit Schock, Sepsis oder
Asphyxie, aber ohne renale Vorerkrankung nachzuweisen. Damit ist erstmals die grund-
sétzliche Voraussetzung gegeben, die Studienhypothese zu iiberpriifen.

Beim Nachweis von Hsp72 im Urin der Probanden fallt auf, dass Hsp72 offenbar im Sinne
eines An-Aus-Mechanismus aus der geschiddigten Niere in den Urin ausgeschwemmt wird.
Das wird deutlich durch den Hsp72-Peak im Western Blot am ersten Tag der Beobachtung
im Rahmen der HSP-Studie — also sofort, nachdem eines der Einschlusskriterien Schock,
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Sepsis oder Asphyxie erfiillt ist und damit ein ischdmischer Insult stattgefunden hat. Ob
dieser An-Aus-Mechanismus die Folge der nach dem ischédmischen Insult wieder beginnen-
den Harnproduktion ist oder Folge einer eventuellen aktiven Sekretion von Hsp72 aus den
geschédigten Tubuluszellen in den Urin, ist im Rahmen der HSP-Studie nicht untersucht
worden. Die Untersuchung dieser Frage sollte mit Hilfe zellbiologischer Versuche untersucht
werden, die in Abschnitt naher erlautert werden.

Die bislang vorliegenden Ergebnisse der ersten 22 in die HSP-Studie eingeschlossenen
Patienten lassen keine endgiiltige Interpretation zu. Die erreichte Fallzahl ist zu gering, um
die Studienhypothese bestétigen oder falsifizieren zu konnen.

Die Ursache fiir die auch nach einem Einschlusszeitraum von vier Jahren unbefriedigen-
de Zahl an Probanden ist vermutlich im Studiendesign angelegt. Zwar wurde die Studie
als quasi multizentrische Studie an mehreren Standorten in Miinchen, Augsburg, Mem-
mingen, Regensburg und Rosenheim geplant und formell auch durchgefiihrt. Allerdings
wurden sdmtliche in die Studie aufgenommenen Patienten ausschlieflich aus einer Klinik
rekrutiert, dem Dr. von Haunerschen Kinderspital des Klinikums der Universitat Miinchen.
Alle anderen an der Studie beteiligten Kliniken sind keine Universitétskliniken. Das Dr. von
Haunersche Kinderspital verfiigt am Campus Innenstadt iiber eine padiatrische Intensiv-
pflegestation (PIPS) und zwei neonatologische Intensivpflegestationen (NIPS), am Campus
Grofshadern tiber eine weitere neonatologische Intensivpflegestation (NIPS). Alle 22 in die
HSP-Studie aufgenommenen Probanden waren Patienten zweier Intensivpflegestationen am
Campus Innenstadt, wo auch die Studiengruppe ihren Sitz hat. Fiir eine erfolgreiche Pro-
bandengewinnung erscheint es daher unzureichend, eine Studie mit der aktuell berechneten
Zahl an benétigten Probanden in nur einer Universitiatsklinik durchzufiihren. Ein echtes
multizentrisches Vorgehen, das mehrere universitiare Standorte einbezieht, die jeweils ei-
ne ausreichend grofse Zahl akut schwer erkrankter Kinder behandeln, ist unabdingbare
Voraussetzung fiir den erfolgreichen Abschluss einer Studie wie der HSP-Studie.

In dieser Situation erscheint es sinnvoll, die HSP-Studie als eine Pilotstudie zu verwen-
den, deren bisherige FErgebnisse zur Berechnung der erforderlichen Stichprobengréfie einer
weiteren Hsp72-Studie verwendet werden konnen. Mit Hilfe dieser neu zu planenden und
durchzufithrenden zweiten Studie kann so auf Grundlage der in dieser Arbeit vorgestell-
ten Grundlagenerkenntnisse die Fragestellung der vorliegenden HSP-Studie beantwortet
werden, nachdem die erforderliche Stichprobengréfie erreicht wurde. Zudem kann die neue
Hsp72-Studie von den im Rahmen der HSP-Studie gemachten Erfahrungen profitieren.

5.5 Ausblick

5.5.1 Prognostischer Faktor fiir das akute Nierenversagen

Bis heute gibt es keinen verlésslichen prognostischen Faktor fiir das Auftreten oder den Ver-
lauf eines akuten Nierenversagens, weder bei padiatrischen noch bei erwachsenen Patienten.
Ein solcher Faktor wére vor allem dann wertvoll fiir die klinische Behandlung betroffener
Patienten, wenn er eine klare Unterscheidung erlaubte zwischen ANV-Risikopatienten und
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Patienten, deren Risiko gering ist, ein akutes Nierenversagen zu entwickeln. Zudem sollte
der Faktor im Alltag routineméfig einfach und zu vertretbaren Kosten bestimmt werden
kénnen. Idealerweise wiirde ein solcher Faktor sich auch als Verlaufsparameter wihrend
der Therapie eines eingetretenen akuten Nierenversagens eignen.

Ein prognostischer Faktor wiirde vor oder in der friihen Phase des akuten Nierenver-
sagens eine der wahrscheinlichen Schwere des Verlaufs angepasste Therapie des Patienten
ermoglichen. Zwar ist eine ursdchliche Therapie des akuten Nierenversagens nicht moglich,
doch konnte die Nierenersatztherapie durch Hamofiltration oder Dialyse rechtzeitig geplant
und begonnen werden, wenn ein prognostischer Faktor das Risiko messbar machte, mit dem
es zum akuten Nierenversagen kommt.

5.5.2 Hsp72 als prognostischer Faktor fiir das akute
Nierenversagen

Hsp72 ist wie in der Einleitung dargestellt aus mehreren Griinden ein vielversprechen-
der Kandidat fiir einen klinisch dringend benétigten prognostischen Faktor fiir das Auf-
treten bzw. den Verlauf eines akuten Nierenversagens. Die entscheidende Voraussetzung
als Parameter zur Einschéitzung des Risikos fiir ein ANV ist, ob in einer Weiterfithrung
oder Neuauflage der HSP-Studie tatsdchlich ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Auftreten oder Ausbleiben von Hsp72 im Urin oder Blutserum und dem
Auftreten oder Ausbleiben des akuten Nierenversagens besteht. Die Ergebnisse der noch
durchzufithrenden Untersuchungen werden auch Aufschluss dariiber geben, ob Hsp72 als
Verlaufsparameter geeignet wére, oder ob es wegen des vermuteten An-Aus-Mechanismus
der Freisetzung in Blutserum und Urin dafiir nicht in Frage kommt.

Wie die vorldufigen Ergebnisse der HSP-Studie zeigen, ist Hsp72 problemlos und mit
technisch vertretbarem Aufwand in einfach zu gewinnenden Proben nachweisbar. Intensiv-
medizinisch betreuten Patienten wird aufgrund anderer routineméfig erhobener Parameter
wie z. B. dem C-reaktiven Protein (CRP) (nahezu) téglich Blut entnommen. Um eine Fliis-
sigkeitsbilanz fiihren zu konnen, wird der Urin der Patienten iiblicherweise iiber 24 Stunden
gesammelt. Das gilt insbesondere fiir padiatrische Patienten, bei denen die Fliissigkeitsbi-
lanz eine grofere Rolle spielt als bei erwachsenen Patienten®?.

Beide Proben — Blut und Urin — kénnten auch im klinischen Routinelabor durch Western
Blot“? bzw. ELISA®Y auf das Vorkommen von Hsp72 untersucht werden. Wihrend das
Western Blotting bei ausreichend hohem Durchsatz eine Methode mit niedrigen Kosten
ist, sind die aktuell verfiigharen kommerziellen ELISA-Kits noch teuer.

Entscheidend fiir einen eventuellen Einsatz von Hsp72 im klinischen Alltag ist auch die
Klarung des Pathomechanismus hinter der Freisetzung von Hsp72 in Blut und Urin, auf
die in Abschnitt eingegangen wird.

5.5.3 Aktive Sekretion vs. passive Freisetzung

Der Mechanismus, wie Hsp72 bei einem Ischdmie-Reperfusions-Schaden in das Blutserum
bzw. den Urin abgegeben wird, ist noch unklar. Um den Mechanismus zu klaren, sind
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Versuche an kultivierten Nierenepithelzellen notwendig.

Diese sollen durch Stimulation mit Lipopolysacchariden®”*% oder Erhitzen auf 60°C
einem simulierten Ischdmieschaden ausgesetzt werden. Vor und nach diesem Stressereignis
wird intrazellular und extrazelluldr das Vorkommen von Hsp72 bestimmt. Zusatzlich wer-
den Marker fiir Nekrose (Interleukin-18“") bzw. Apoptose (Annexin V-Assay?!) bestimmt,
um unterscheiden zu konnen, ob Hsp72 aktiv sezerniert oder aber nach dem nekrotischen
oder apoptotischen Zelluntergang passiv freigesetzt wird. Dariiber hinaus kénnte eine elek-
tronenmikroskopische Untersuchung der Zellen vor und nach dem Stress Aufschluss iiber
die intrazellularen Ablaufe geben.

Die Aufklarung des Pathomechanismus erlaubt die Einschédtzung, ob Hsp72 neben einer
Markereigenschaft sogar eine therapeutische Potenz besitzen kénnte. Wére die Apoptose
der Nierenepithelzellen die Ursache fiir das Freisetzen des Hsp72 in Blutserum und Urin,
konnte in einer weiteren Untersuchung festgestellt werden, ob rekombinantes Hsp72 in
seiner Eigenschaft als Chaperon die Apoptose verhindern kénnte und so einen Beitrag zur
schnelleren und vollstandigeren Rekonstitution der Nierenepithelzellen leisten konnte.

5.5.4 Hsp72 und TLR4

Plasmamembranproteine der Klasse der Toll-Like-Rezeptoren binden unterschiedliche Pa-
thogene. Der Toll Like Receptor-4 (TLR-4) bindet Endotoxine.”® Der Grad der Aktivierung
des TLR-4 bei einem Ischdmie-Reperfusions-Schaden kann Einfluss nehmen auf den Zell-
schaden, der durch das ischdmische Ereignis entsteht. TLR4-Knockout-Méuse sind vor der
vollen Auspriagung eines Ischimie-Reperfusionsschadens geschiitzt.”® Nach einem Ischéimie-
Reperfusionsschaden steigt die Freisetzung von TLR-4 aus Tubuluszellen in den Urin im
Tiermodell stark an. TLR-4 wird deshalb als Biomarker eines akuten Nierenversagens nach
Ischimie-Reperfusionsschaden bzw. toxischen Nierenschiden diskutiert.?®

Neben der Untersuchung des Freisetzungsmechanismus von Hsp72 soll intrazellular sowie
extrazelluldr vor und nach einem Ischdamie-Reperfusionsschaden bei kultivierten Nierene-
pithelzellen der Expressionsgrad von TLR-4 parallel zum Nachweis von Hsp72 bestimmt
werden. Zuséatzlich wird das Auftreten von Hsp72 intra- und extrazellular vor und nach
einem Ischéamie-Reperfusionsschaden in Nierenepithelzellen untersucht, die nach Transfek-
tion von siRNA kein TLR-4 mehr exprimieren (Knockdown-Zellen).”

5.5.5 Hsp72 und Geranyl-Geranyl-Aceton

Geranyl-Geranyl-Aceton (GGA) induziert unspezifisch Hsp72. Es erhoht die Hsp72-Expres-
sion und reduziert im Tierversuch tubuldre Schaden und Organfunktionsschiden. Nach
einer Ischamie kann es bei Wildtyp-Méusen ebenfalls tubulére und Organfunktionsschaden
minimieren, nicht aber bei Hsp72-Knockout-Mausen. >

Unserer Arbeitsgruppe gelang es 2008 nicht, das nur in Japan produzierte GGA fiir
Versuche an kultivierten Nierenepithelzellen zu erhalten. Nachdem es mittlerweile offen-
bar bei Wako Industries, Osaka, Japan, kommerziell verfiighar ist®%, sollte eine weitere
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Reihe der oben geschilderten Versuche die Wirkung von GGA auf den Verlauf eines simu-
lierten Ischdmie-Reperfusionsschadens an kultivierten Nierenepithelzellen und die Hsp72-
Freisetzung untersuchen.

5.5.6 Hsp72-Studie

Um die Fragestellung der HSP-Studie beantworten zu konnen, wird eine neu zu planende
Hsp72-Studie empfohlen. Die HSP-Studie ist als quasi-multizentrische Studie am Standort
Miinchen mit fiinf weiteren Kliniken, in denen Probanden rekrutiert werden koénnen, ge-
plant worden. Nach vierjahriger Studiendauer sind alle eingeschlossenen Probanden in nur
einer Klinik, dem Dr. von Haunerschen Kinderspital der LMU Miinchen, rekrutiert worden.
Die beiden beteiligten Intensivstationen (Neugeborenen-Intensivstation im Dr. von Hauner-
schen Kinderspital und Pédiatrische Intensivstation im Dr. von Haunerschen Kinderspital)
behandeln unter anderem wegen des Fehlens einer routineméfig im Haus durchgefiihrten
Dialyse nur wenige Patienten, bei denen im Vorhinein ein potentielles erhohtes Risiko fiir
ein akutes Nierenversagen vermutet wird.

Um in realistischer Zeit die kritische Menge an bendétigten Probanden erreichen zu kon-
nen, ist eine tatsdchliche multizentrische Durchfiithrung unter Einbeziehung mehrere uni-
versitdrer Standorte unerlisslich. Zudem dringt sich die Ubertragung des Studiendesigns
auf erwachsene Patienten unter Beibehaltung von Hypothese, sonstiger Einschluss- und
Analysekriterien auf. Alleine durch die in deutlich gréfferen Mengen verfiigbaren zu ana-
lysierenden Materialien Urin und Blut kénnten die Untersuchungen umfassender durchge-
fithrt und die Ergebnisse detaillierter analysiert werden. Hinzu kommt eine deutlich héhere
Zahl auf Erwachsenen-Intensivstationen behandelter Patienten, was das Erreichen der be-
notigten Probandenzahl in kiirzerer Zeit realistisch erscheinen lasst. Es erscheint wichtig,
eine solche Hsp72-Stude an erwachsenen Patienten in universitdren Zentren durchzufiih-
ren, die routinemaéfig auf dialysepflichtige Patienten eingerichtet sind. Diese Voraussetzung
diirfte in der Erwachsenen-Intensivmedizin an Universitiatskliniken nahezu flachendeckend
gegeben sein.

Neben den organisatorischen Vorziigen ist die Notwendigkeit einer Hsp72-Studie an er-
wachsenen Probanden medizinisch gegeben: Auch bei erwachsenen Patienten fehlt ein pro-
gnostischer Faktor fiir das Auftreten und den Verlauf eines akuten Nierenversagens. Ange-
sichts der drohenden Folgen fiir die Patienten wird ein prognostischer Faktor fiir das akute
Nierenversagen dringend benétigt.
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6.1 Studiendesign

Im Folgenden wird der Wortlaut des Studiendesigns in der revidierten Fassung vom 28.9.2005
wiedergegeben, der von der Ethikkommission entsprechend dem in aufgefithrten Ethi-
kantrag mit dem Ethikvotum vom 19.9.2005 unter Vorbehalt der Anderung der Patien-
teninformation genehmigt wurde. Der Autor dieser Dissertation war an der Erstellung des
Studiendesigns inhaltlich mafgeblich beteiligt.

6.1.1 Generelle Information
Studienname

Untersuchung von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversa-
gens bei Kindern (HSP-Studie).

Identifizierungsnummer (ClinicalTrials.gov)

Die Studie ist im Internetportal http://www.clinicaltrials.gov registriert. Sie tragt dort
die Registrierungsnummer HSP-233-05 (Unique Protocol ID) und den Titel Study of Heat
Shock Proteins as Prognostic Factor of Acute Renal Failure in Children (HSP-Study) (Brief

Title). Die Registrierungsdaten werden mindestens halbjahrlich aktualisiert und sind fiir
jedermann einsehbar.

Institution

Die Studie wird im Dr. von Haunerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitéit
Miinchen von der Arbeitsgruppe Gléckner im Forschungskubus geleitet.

Studienleitung und Priifarzte

Studienleiter und Priifarzte sind Frau Dr. med. Judith Glockner-Pagel und Herr Dr. med.
Karl Reiter (Dr. von Haunersches Kinderspital).

Studienpersonal

An der Studie beteiligt sind der medizinische Doktorand Dennis Ballwieser sowie das tech-
nische Assistenzpersonal der Arbeitsgruppe Glockner im Forschungskubus des Dr. von Hau-
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nerschen Kinderspitals. An der Auswertung der Studie ist Personal des Instituts fiir medi-
zinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Ulrich Mansmann
beteiligt.

6.1.2 Hintergrundinformation
Hitzeschockproteine

Ein prognostischer Faktor fiir die Entwicklung des akuten Nierenversagens (ANV) bei
Kindern wére von grofem Wert als Steuerungsinstrument in der Therapie. Chaperone
aus der Familie der Hitzeschockproteine sind aussichtsreiche Kandidaten, die zugleich eine
bedeutsame pathophysiologische Rolle in der Entstehung des ANV spielen und damit einen
Ansatz fiir die Entwicklung neuer Therapieansétze bieten konnen.

Ein akutes Nierenversagen tritt bei bis zu 50 Prozent aller kritisch kranken Patienten auf
und zeigt trotz Fortschritten in der symptomatischen Behandlung nach wie vor eine hohe
Morbiditat und Mortalitat. Kommt es im Gefolge einer schweren Sepsis oder eines septi-
schen Schocks wie auch bei Schockformen anderer Ursache zu einem Multiorganversagen, so
stellt das Auftreten eines akuten Nierenversagens einen unabhéngigen prognoseverschlech-
ternden Faktor dar.

Stand der Forschung

In der Mehrzahl der Fille liegt dem akuten Nierenversagen ein renaler Ischémie-/ Reper-
fusionsschaden zugrunde. Die Reaktion der Niere auf Ischdmie/Reperfusion ist vielfaltig.
Persistierende Vasokonstriktion, tubuldre Obstruktion, zellulare strukturelle und metaboli-
sche Verdnderungen sowie inflammatorische Reaktionen sind pathogenetische Komponen-
ten. Protektive Faktoren, die ein ANV verhindern oder beeinflussen konnen, sind wenig
untersucht. Hitzeschockproteine spielen unter anderem eine gut untersuchte Rolle in der
Stabilisierung des Aktinzytoskeletts, so dass sie als protektive Faktoren bei ANV in Frage
kommen.

Hitzeschockproteine sind eine Gruppe ubiquitidr vorkommender zytoplasmatischer Zell-
proteine. Ihre Isoformen stellen bis zu fiinf Prozent aller zelluldren Proteine im Normalzu-
stand und konnen bei Stress um bis zu 20 Prozent ansteigen. Die HSP-Produktion wird
durch verschiedene zelluldre Stressoren wie Hitze, UV-Licht oder zytotoxische Agenzien
angeregt. Alle Stoffe, die HSP induzieren, haben proteinschidigende Eigenschaften, die zu
erhohten zellularen Konzentrationen denaturierter Proteine fiithren.

Der durch HSP vermittelte Zellschutz wird durch die Stabilisierung des Zytoskeletts und
die Chaperon-Funktion der HSP erreicht. Bei der renalen Ischédmie wird das Aktinzytoske-
lett der tubulédren Zellen zerrissen. HSP kommen in verschiedenen Nierenkompartimenten
vor und werden bei renaler Ischamie angehéuft. Eine Rolle der HSP bei der Erholung von
ischdmieinduzierten Aktinfilamentrissen wird angenommen. Die Rolle der HSP bei zellu-
laren Reparaturprozessen ist noch nicht vollsténdig verstanden. HSP wirkt unterdriickend
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auf Signalproteine, die an der Apoptose beteiligt sind. Werden Medullazellen verschiedenen
Stressfaktoren ausgesetzt, steigt die HSP-Expression, verbunden mit verbesserten Uberle-
bensraten der Zellen, wenn sie erneutem Stress ausgesetzt wurden. Eine erste Untersuchung
zeigt signifikant erhchte Plasmaspiegel von HSP 70 bei Kindern mit septischem Schock.
Untersuchungen zur Funktion und klinischen Relevanz von extrazellularem HSP 70 bei
Sepsis stehen aus.

In Tierversuchen an Ratten konnte gezeigt werden, dass nur bei renaler Ischdmie HSP
72 im Urin ausgeschieden wird, nicht aber bei Hyperthermie. Bei nierentransplantierten
Kindern konnte HSP 72 innerhalb der ersten zwolf Stunden nach Transplantation im Urin
nachgewiesen werden. Im Urin padiatrischer Patienten mit stabilem oder chronischem Nie-
renversagen war dagegen kein HSP 72 nachweisbar. Im Urin nachweisbares HSP 72 kénn-
te ein Hinweis auf eine Stressreaktion und Verlust der Tubuluszellintegritiat sein. Andere
Studienergebnisse legen nahe, dass ein erhohter Grundspiegel an HSP 72 bei Ratten ein
Resistenzfaktor gegen renale Ischdmie darstellen konnte.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass genetisch bedingte HSP 72 Low-
Producer, verursacht durch einen Polymorphismus in der kodierenden Sequenz des HSP
72-Gens, ein erhohtes Risiko fiir akutes Nierenversagen aufweisen. HSP 72 spielt in unreifen
Rattennieren eine entscheidende Rolle bei der Ischdmietoleranz, eine weitere Studie zeigte
einen zeitlichen Zusammenhang zwischen einer Spitze in der HSP 72-Expression und dem
Schutz von unreifen Tieren vor hypoxischen Nierenschiaden.

Neben HSP 70 werden HSP 25 und HSP 90 nach renaler Ischamie als posttranslationaler
Repairmechanismus iiberexprimiert. Deshalb werden sie als weitere protektive Chaperone
diskutiert. So spielt die Induktion von HSP 25 eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung
der Aktinfilamente nach Zerstorung des Cytoskeletts nach renaler Ischdmie. HSP 90 soll in
Tierversuchen an Ratten nach renaler Ischdmie die Rekompartimentierung der Na-+ /K-
ATPase in den Nierenkortex bewirken. Dies soll hauptséchlich durch die Interaktion mit
HSP 72 oder HSP 25 ermdglicht werden.

Untersuchte Population

Untersucht werden neugeborene und pédiatrische Patienten bis zum Alter von 18 Jahren
mit schwerer Sepsis, Schock jedweder Genese oder Asphyxie.

6.1.3 Ziel der Studie

Hypothese

Die Produktion von Hitzeschockproteinen hat einen Einfluss auf Entstehung und Outcome
des akuten Nierenversagens bei Kindern.

Bedeutung

Sollte das Ergebnis der Studie einen Zusammenhang zwischen der Produktion von Hit-
zeschockproteinen und dem Outcome von Kindern bei akutem Nierenversagen nahelegen,
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waren weitergehende Untersuchungen zur pathophysiologischen Bedeutung der HSP bei
ANV (mechanistische Signifikanz oder lediglich Markerrolle) sowie zu moglichen neuarti-
gen Therapieansitzen, die in die Produktion von HSP eingreifen, angezeigt. Fin Hochri-
sikokollektiv fiir die Entwicklung eines ANV wiére prospektiv definierbar mit deutlicher
Verbesserung der Ausgangsbedingungen fiir therapeutische Studien. Daneben konnte eine
Modulation des bisherigen therapeutischen Vorgehens dahingehend die Folge sein, dass bei
so definierbaren Risikopatienten erhdhte Aufmerksamkeit auf die Vermeidung weiterer die
Niere betreffende Insulte (z. B. potentiell nephrotoxische Medikamente) gelenkt werden
miisste.

6.1.4 Design
Studienart

Die Studie ist eine Beobachtungsstudie, die als Fall-Kontroll-Studie einen »Proof of Prin-
ciple« erbringen soll.

Studiengruppen

Die Patienten werden in die Fallgruppe » Entwicklung eines akuten Nierenversagens« und
die Kontrollgruppe » Nichtentwicklung eines akuten Nierenversagens« aufgeteilt.

Einschlusskriterien

Einschlusskriterien sind Alter bis zu 18 Jahren mit schwerer Sepsis, Schock jedweder Ge-
nese oder Asphyxie. Sepsis und Schock werden anhand internationaler Konsensuskriterien
definiert. Das ANV wird als Serumkreatininanstieg (Verdoppelung gegeniiber dem Aus-
gangswert) und einer Abnahme des Urinvolumens unterhalb von 0,5 ml/kg KG/h oder
eine um mindestens 50 Prozent reduzierte Kreatininclearance definiert. Die Beobachtung
beginnt mit der Aufnahme der Patienten auf die Intensivstation.

Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien sind eine vorbestehende Nierenerkrankung oder Nierentransplantation.
Das fehlende Einversténdnis der Eltern oder eines gesetzlichen Betreuers gilt ebenfalls als
Ausschlusskriterium.

Endpunkte

Endpunkte der Studie sind Entwicklung eines akuten Nierenversagens, die Entwicklung
eines chronischen Nierenversagens nach akutem Nierenversagen und Mortalitét.
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Fallzahl

Es sollen aus den Altersgruppen bis 1 Jahr, 1 bis 6 Jahre und 6 bis 18 Jahre jeweils min-
destens 20 Patienten in die Studie eingeschlossen werden, die ein akutes Nierenversagen
entwickeln. Die statistisch bendtigte Fallzahl wird vom Institut fiir medizinische Informati-
onsbearbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-Maximilians-Universitét
berechnet.

Patientenrekrutierung

Patienten sollen im Dr. von Haunerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen, der Kinderklinik Dritter Orden Miinchen-Nymphenburg, der Kinderklinik des
Stadtischen Krankenhauses Miinchen-Harlaching, der Kinderklinik des Zentralklinikums
Augsburg und der Kinderklinik Memmingen rekrutiert werden.

Dokumentation

Die Daten aller in die Studie eingeschlossenen Patienten werden in einer Datenbank ge-
sammelt. Darin enthalten sind die Routineparameter der klinischen Uberwachung auf der
Intensivstation aus den Krankenakten der Patienten, sowie die Ergebnisse der fiir die Studie
durchgefiihrten Untersuchungen. Die Daten werden sofort im Anschluss an die Behandlung
des Kindes in die Datenbank eingegeben und zu diesem Zeitpunkt auf Vollstandigkeit iiber-
priift. Die Auswertung der Daten erfolgt nach Abschluss der Rekrutierung am Ende der
Studie. Alle aufsergew6hnlichen Ergebnisse und Ereignisse werden in der Datenbank notiert
und kommentiert.

Ausscheiden aus der Studie

Patienten scheiden nur dann aus der Studie aus, wenn sie oder ihre Eltern oder ihr gesetz-
licher Betreuer die Einwilligung zur Teilnahme an der Studie widerruft.

Follow Up

Die Patienten werden beobachtet, bis sie entweder von der Intensivstation auf eine Normal-
station verlegt werden oder verstorben sind. Beide Ereignisse werden in der Dokumentation
notiert.

Datensammlung und -auswertung

Die Daten werden fortlaufend gesammelt und direkt nach dem Eingang vom Studienperso-
nal in der Datenbank archiviert. Die Auswertung erfolgt unter Mitarbeit des Instituts fiir
medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Ulrich
Mansmann.
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6.1.5 Untersuchungen
Probengewinnung

Der Urin wird aus 24-Stunden-Sammelurin gewonnen, der bei den Patienten ohnehin ge-
sammelt wird. Die Blutproben werden gemeinsam mit den routinemaéfigen Blutproben bei
der Aufnahme des Patienten auf die Intensivstation bzw. bei der ersten routinemaéfigen
Blutprobe auf der Intensivstation mit abgenommen. Das Blutplasma fiir die Bestimmung
des HSP-Spiegels im Plasma wird gemeinsam mit der ersten routineméfigen Blutprobe
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Erkrankungsbeginn abgenommen. Die 2 Milliliter
EDTA-Blut (0,5ml bei Sduglingen) zur molekulargenetischen Untersuchung des Producer-
Status werden mit der néchsten routineméafigen Blutprobe vor der eventuellen Gabe eines
Erythrozytenkonzentrates abgenommen.

Blut

Qualitative und Quantitative Bestimmungen Das vom Patienten entnommene Blut
wird auf das Vorkommen von Hitzeschockproteinen untersucht. Zuséatzlich werden im Blut
Routineparameter wie Kreatinin, Albumin, Elektrolyte und Eiweiff im Plasma gemessen,
um Anhaltspunkte fiir die Rahmenbedingungen der Blutentnahme gewinnen zu kénnen.

Molekulargenetische Untersuchung Diagnostisch untersucht wird der genetische Produ-
cer-Status der Studienpatienten fiir die Hitzeschockproteine, hier insbesondere HSP 72. Aus
den aus dem entnommenen Blut gewonnenen Zellen wird das Genom des Patienten auf den
Polymorphismus fiir die Produktion des Hitzeschockproteins 70, also den eventuellen Low-
Producer-Status, untersucht.

Urin

Der vom Patienten gewonnene Urin wird auf das Vorkommen von Hitzeschockproteinen
untersucht. Zusétzlich werden auch hier Routineparameter bestimmt.

6.1.6 Patientensicherheit
Freiwilligkeit

Es ist davon auszugehen, dass aufgrund der Schwere und Akutheit des Krankheitsbildes
die Patienten bei Studieneintritt nicht aufklarungs- und zustimmungsfihig sind. Die Zu-
stimmung der Eltern bzw. des Betreuers ist notwendig. Bei Erreichen eines entsprechenden
Bewusstseinszustandes werden die Patienten altersgeméf aufgekliart und ihr Einverstéand-
nis zusétzlich zum Einversténdnis der Eltern bzw. des Betreuers eingeholt. Der schriftli-
che Einwilligungserkldrung geht ein drztliches Aufklarungsgespriach und die Aushédndigung
schriftlicher Informationen voraus. Sowohl die Patienten selbst, als auch die Eltern oder
der gesetzliche Betreuer konnen jederzeit ihre Einwilligung zur Teilnahme an der Studie
ohne Angabe von Griinden widerrufen.
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Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgt im Rahmen der klinischen Routinediagnostik der Patienten.
Es entstehen dadurch somit keine zusétzlichen Risiken. Die abgenommene Blutmenge wird
bei Neugeborenen auf ein Minimum beschriankt, so dass nach Beurteilung der jeweils be-
treuenden Arzte kein zusitzliches Risiko fiir die Patienten eingegangen wird.

Untersuchungen

Es werden fiir die Studie keine zusétzlichen Untersuchungen am Patienten durchgefiihrt.
Alle Untersuchungen finden an den vom Patienten gewonnenen Geweben (also Blut und
Urin) statt.

Beobachtung/Follow Up

Die Beobachtung der Patienten erfolgt vom Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation
bis zur Verlegung auf eine Normalstation oder bis zum Tod des Patienten.

Ausscheiden aus der Studie

Teilnehmende Patienten scheiden nur auf eigenen Wunsch aus der Studie aus. Ein Aus-
schliefen durch die Studienleitung findet nicht statt. Sollten Gewebe, Daten oder Unter-
suchungsergebnisse nicht gewonnen werden konnen oder verfiighar sein, wird dies in der
Studiendatenbank vermerkt und kommentiert.

6.1.7 Statistik

Fallzahlberechnung

Die Fallzahlberechnung erfolgt durch das Institut fiir medizinische Informationsverarbei-
tung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen unter
der Leitung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Ulrich Mansmann. Die Fallzahlberechnung ist
derzeit noch nicht abgeschlossen. Die Studienleitung rechnet mit einer minimalen Fallzahl
von 60 Patienten mit entwickeltem akuten Nierenversagen.

Ende der Studie

Die Studie endet nach Erreichen der notwendigen Fallzahl oder vier Jahre nach Studienbe-
ginn, falls absehbar ist, dass die notwendige Fallzahl nicht innerhalb des fiinften Studien-
jahres erreicht werden kann.
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Dateniiberpriifung

Die Uberpriifung der Daten obliegt der Studienleitung und dem Institut fiir medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-Universi-
tdat Miinchen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Ulrich Mansmann.

Datenbereinigung

Eine Datenbereinigung findet nach der Uberpriifung der Daten statt, um die Daten statis-
tisch auswerten zu kénnen.

Einschluss in die Auswertung

Alle erhobenen Daten werden ausgewertet.

Datenschutz

Alle im Rahmen der HSP-Studie erhobenen Daten unterliegen der &rztlichen Schweige-
pflicht. Die Patientendaten aus der Krankenakte und die zugehoérigen Untersuchungsergeb-
nisse werden in einer Datenbank gespeichert. Die Auswertung dieser Daten erfolgt pseud-
onymisiert. Zur Pseudonymisierung wird ein Verfahren verwendet, das nur den Studien-
leitern Dr. Glockner-Pagel und Dr. Reiter und dem medizinischen Doktoranden Dennis
Ballwieser eine Zuordnung der erfassten Daten zu einzelnen Patienten ermdglicht. Diese
Zuordnung erfolgt nur, wenn die Klarung einer wahrend der Studie auftretenden wissen-
schaftlichen Fragestellung dies erforderlich macht. Auch in diesen Féllen werden die Daten
ausschlieflich pseudonymisiert und ohne Bezug zu einer bestimmten Person an Dritte, die
an der Auswertung der Studie beteiligt sind, weitergegeben. Auch in etwaigen Verdffentli-
chungen erscheinen Daten dieser klinischen Studie ausschlieflich pseudonymisiert.

Speicherung der Daten Die in der Studie erhobenen Daten zur Person des Proban-
den und in der Studie erhobene Befunde werden in einem Computersystem (Original) und
auf einem Datentriger (erstes Backup), sowie auf einem zusétzlichen Datentrager (zwei-
tes Backup) fiir den Fall eines Datenverlustes kennwortgeschiitzt gespeichert. Hierzu wird
eine kennwortgeschiitzte Studiendatenbank (Studien-DB) angelegt. Sie ist nur fiir die Stu-
dienleiter Dr. Gléckner-Pagel und Dr. Reiter und den medizinischen Doktoranden Dennis
Ballwieser zugénglich. Zusétzlich erfolgt ein stdndig aktualisierter Ausdruck, der fiir den
Fall eines kompletten Datenverlustes an einem nur den Studienleitern Dr. Gléckner-Pagel
und Dr. Reiter und dem medizinischen Doktoranden Dennis Ballwieser zugénglichen Ort
verschlossen aufbewahrt wird.

Pseudonymisierung Die Pseudonymisierung erfolgt mittels eines numerischen Verschliis-
selungscode, in dem weder die exakten Initialen, noch das Geburtsdatum oder sonstige
personenbezogene Merkmale aufscheinen. Die Probanden werden beginnend bei 1 durch-
nummeriert. Der Personenbezug der Daten wird sofort nach der Aufnahme des Probanden
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in die Studie aufgehoben. Hierzu wird bei der Aufnahme in die Studie das erste Blatt
des zum Probanden gehdrenden Protokolls vom Rest des Protokolls getrennt. nur diese
Seite enthilt die Personendaten des Probanden und die Zuordnung, welches Pseudonym
(Identifizierung, ID) der Proband in der Studie tragt. Die Daten dieses Blattes werden in ei-
ne kennwortgeschiitzte Pseudonymisierungsdatenbank (Pseudonym-DB) {ibernommen, das
Blatt anschliefsend in einem wie oben beschrieben gesicherten Ordner abgeheftet. Von da
an ist der Personenbezug der Daten nur durch Zugang zur Pseudonym-DB oder zum gesi-
cherten Ordner moglich, welcher den Studienleitern und dem medizinischen Doktoranden
vorbehalten ist.

Zugriff auf Studiendaten

Studienleitung und beteiligte Personen Die Studienleitung (Priifirzte) besteht aus
Frau Dr. med. Judith Gléckner-Pagel und Herrn Dr. Karl Reiter. Direkt an der Studie be-
teiligt ist der medizinische Doktorand Dennis Ballwieser. Alle drei Personen (und nur diese
drei Personen) haben Zugriff sowohl auf die Studiendatenbank, als auch auf die Pseudony-
misierungsdatenbank.

IBE Die Mitarbeiter des Instituts fiir medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie
und Epidemiologie haben ausschlieflich Zugriff auf die Studiendatenbank, nicht aber auf
die Pseudonymisierungsdatenbank.

Qualitatskontrolle

Die Kontrolle der korrekten Durchfithrung der Untersuchungen, unverziiglichen Datenspei-
cherung, der Einhaltung der gesetzlichen und ethischen Normen, sowie der Aktualisierung
der Studieninformationen im Internetportal ClinicalTrials.gov obliegt der Studienleitung
und wird regelméfig, mindestens halbjéhrlich, schriftlich festgehalten.

Ethik

Ein Antrag auf Beurteilung der klinischen Studie durch die Ethikkommission de Medizini-
schen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen unter Vorsitz von Herrn Prof.
Dr. med. Gustav Paumgartner wurde am 24.8.2005 eingereicht. Mit Datum vom 19.9.2005
erhielten wir die Zuerkennung der ethisch-rechtlichen Unbedenklichkeit, insofern die Pati-
enteninformation in drei Punkten {iberarbeitet werde, was zum 28.9.2005 erfolgt ist. Laut
Schreiben der Ethikkommission erhebt diese keine grundsétzlichen ethisch-rechtlichen Be-
denken gegen die Durchfiihrung der Studie. Die HSP-Studie tragt bei der Ethikkommission
die Projektnummer 233-05.

Finanzierung

Im Zusammenhang mit der Studie wurde ein Antrag an das Forderprogramm fiir Forschung
und Lehre der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen ge-
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stellt. Drittmittel decken die Kosten, die durch diese Studie entstehen.

Versicherung

Alle klinischen Verfahren sind als Standardverfahren der alltédglichen klinischen Routineun-
tersuchung einzustufen. Schéden, die aus der Behandlung mit diesen Verfahren entstehen,
sind deshalb durch das Land Bayern als Dienstherren der ausfithrenden Arzte versichert.

Publikation

Nach dem Ende der Studie werden die Ergebnisse in einer medizinischen Fachzeitschrift
verdffentlicht. Die Dissertation des an der Studie beteiligten medizinischen Doktoranden
wird geméf der Promotionsordnung fiir die medizinische Fakultét der Ludwig-Maximilians-
Universitdat Miinchen ebenfalls veroffentlicht.

Anhang

Antrag auf Beurteilung einer klinischen Studie durch die Ethikkommission

Information zur Untersuchung von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor
des akuten Nierenveragens bei Kindern (HSP-Studie)

6.2 Ethikantrag

Im Folgenden wird der Wortlaut des Antrags an die Ethikkommission der medizinischen Fa-
kultdt der Ludwig-Maximilians- Universitdt Miinchen auf Beurteilung der klinischen Studie
zur Untersuchung von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nieren-
versagens bei Kindern (HSP-Studie) in der revidierten Fassung vom 28.9.2005 wiederge-
geben, der von der Ethikkommission mit dem Ethikvotum vom 19.9.2005 unter Vorbehalt
der Anderung der Patienteninformation genehmigt wurde. Der Autor dieser Dissertation
war an der Erstellung des Ethikantrags inhaltlich mafsgeblich beteiligt.

6.2.1 Formalia

Antragsteller

Dr. med. Judith-Gléckner-Pagel
Dr. med. Karl Reiter
Dr. von Haunersches Kinderspital
Lindwurmstr. 4
80337 Miinchen
Telefon: 0 89 / 51 60 - 28 11
E-Mail: judith.gloeckner@med.uni-muenchen.de oder karl.reiter@med.uni-muenchen.de
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Titel des Forschungsvorhabens

Untersuchung von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversa-
gens bei Kindern (HSP-Studie).

Ausbildungsdaten und Priiferfahrung der Antragsteller

Dr. med. Judith Glockner-Pagel ist Arztin und befindet sich seit 2003 in der Weiterbildung
zum Facharzt der Kinderheilkunde. Vor dem Beginn der Facharztausbildung arbeitete sie
zwei Jahre als Postdoc im Department of Molecular and Cellular Physiology der Yale
University, New Haven, USA. Im Dezember 2004 begann sie, ihre eigene wissenschaftliche
Arbeitsgruppe im Dr. von Haunerschen Kinderspital aufzubauen.

Dr. med. Karl Reiter ist seit 1996 Facharzt fiir Kinderheilkunde und seit 1998 Oberarzt
der péadiatrischen Intensivstation. Zu Studienaufenthalten befand er sich 1997 am Child-
rens’ Hospital in Los Angeles (pddiatrische Intensivmedizin) und 2001 an der nephrologi-
schen Abteilung in Vicenza bei Professor Ronco (Hamofiltration in der Intensivimedizin).
Priifarzterfahrung wurde durch die Teilnahme an folgenden Studien gewonnen: Surfac-
tant bei padiatrischem ARDS; polymixinbeschichtete Haemofilter in der Behandlung der
schweren Sepsis; aktiviertes Protein C bei schwerer Sepsis im Kindesalter; Clonidin zur
Analgosedierung bei padiatrischen Intensivpatienten.

Multizenterstudie

Die Studie ist als Multizenterstudie geplant. Unter anderem sollen die Kinderklinik des
Stadtischen Krankenhauses Miinchen-Harlaching, die Kinderklinik des Krankenhauses Drit-
ter Orden Miinchen Nymphenburg, die Kinderklinik des Zentralklinikums Augsburg und
die Kinderklinik Memmingen fiir die Studie gewonnen werden.

Schriftliche Zustimmung des verantwortlichen Leiters der klinischen Einrichtung

Die Zustimmung des Direktors des Dr. von Haunerschen Kinderspitals, Prof. Dr. Dietrich
Reinhardt, liegt bei (siehe Anlage).

Finanzierung

Im Zusammenhang mit der Studie wurde ein Antrag an das Forderprogramm fiir Forschung
und Lehre der Medizinischen Fakultéit der Universitat Miinchen gestellt. Drittmittel decken
die Sekundérkosten, die durch zusétzliche Labordiagnostik entstehen. Durch die Studie
werden keine verldngerten stationdren Aufenthalte bedingt.

Versicherungsschutz fiir Probanden

Alle klinischen Verfahren sind als Standardverfahren der alltédglichen klinischen Routineun-
tersuchung einzustufen. Schéden, die aus der Behandlung mit diesen Verfahren entstehen,
sind deshalb durch das Land Bayern als Dienstherren der ausfithrenden Arzte versichert.
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Beriicksichtigung der Deklaration von Helsinki

Die Planung, Durchfiihrung und Auswertung der Studie zur »Untersuchung von Hitze-
schockproteinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern (HSP-
Studie)« wird unter Beachtung der Grundsétze der Deklaration des Weltarztebundes von
Helsinki (1964) mit ihren Novellierungen von Tokio (1975), Hong Kong (1989), Sommerset
West (1996) und Edinburgh (2000) vorgenommen.

6.2.2 Spezielle Angaben zum Forschungsvorhaben
Fragestellung

Hypothese Die Produktion von Hitzeschockproteinen hat einen Einfluss auf Entstehung
und Outcome des akuten Nierenversagens bei Kindern.

Ziele Aufbauend auf den im Folgenden beschriebenen Hintergriinden wollen wir untersu-
chen, ob bei pddiatrischen Patienten mit Sepsis und/oder Ischdmie-/Reperfusionsschiden
im Rahmen eines Schocks der genetische Polymorphismus eines Low-Producer-Status fiir
HSP 72 einen prognostischen Faktor in der Entstehung des akuten Nierenversagens dar-
stellt, die Hitzeschockproteine HSP 72, HSP 90 und HSP 25 im Urin nachweisbar sind, die
Ausscheidung dieser Hitzeschockproteine im Urin einen protektiven Faktor darstellt und
die Urinausscheidung von HSP 72 mit einem erhohten Blutspiegel von HSP 72 korreliert.

Bedeutung Ein zuverldssiger prognostischer Faktor fiir die Entwicklung des akuten Nie-
renversagens (ANV) bei schwer kranken Kindern ist nicht verfiighar und wére von grofem
Wert als Steuerungsinstrument in der Therapie. Chaperone aus der Familie der Hitze-
schockproteine sind aussichtsreiche Kandidaten, die zugleich eine bedeutsame pathophy-
siologische Rolle in der Entstehung des ANV spielen und damit einen Ansatz fiir die Ent-
wicklung neuer Therapieansétze bieten konnten.

Ein akutes Nierenversagen tritt bei bis zu 50 Prozent aller kritisch kranken padiatrischen
Patienten auf und zeigt trotz Fortschritten in der symptomatischen Behandlung nach wie
vor eine hohe Morbiditdt und Mortalitat. Kommt es im Gefolge einer schweren Sepsis
oder eines septischen Schocks wie auch bei Schockformen anderer Ursache zu einem Mul-
tiorganversagen, so stellt das Auftreten eines akuten Nierenversagens einen unabhéngigen
prognoseverschlechternden Faktor dar.

Hintergrund In der Mehrzahl der Fille liegt dem akuten Nierenversagen ein renaler
Ischdmie- /Reperfusionsschaden zugrunde. Die Reaktion der Niere auf Ischdmie/Reperfusion
ist vielféltig. Persistierende Vasokonstriktion, tubuldre Obstruktion, zelluldre strukturelle
und metabolische Verdnderungen sowie inflammatorische Reaktionen sind pathogenetische
Komponenten.

Protektive Faktoren, die ein ANV verhindern oder beeinflussen kénnen, sind wenig un-
tersucht. Hitzeschockproteine spielen unter anderem eine gut untersuchte Rolle in der Sta-
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bilisierung des Aktinzytoskeletts, so dass sie als protektive Faktoren bei ANV in Frage
kommen.

Hitzeschockproteine sind eine Gruppe ubiquitdr vorkommender zytoplasmatischer Zell-
proteine. Thre Isoformen stellen bis zu fiinf Prozent aller zelluldren Proteine im Normalzu-
stand und konnen bei Stress um bis zu 20 Prozent ansteigen. Die HSP-Produktion wird
durch verschiedene zelluldre Stressoren wie Hitze, UV-Licht oder zytotoxische Agenzien
angeregt. Alle Stoffe, die HSP induzieren, haben proteinschidigende Eigenschaften, die zu
erhohten zelluldren Konzentrationen denaturierter Proteine fiihren.

Der durch HSP vermittelte Zellschutz wird durch die Stabilisierung des Zytoskeletts und
die Chaperon-Funktion der HSP erreicht. Bei der renalen Ischdmie wird das Aktinzytoske-
lett der tubulédren Zellen zerrissen. HSP kommen in verschiedenen Nierenkompartimenten
vor und werden bei renaler Ischdmie angehéuft. Eine Rolle der HSP bei der Erholung von
ischdmieinduzierten Aktinfilamentrissen wird angenommen. Die Rolle der HSP bei zellu-
laren Reparaturprozessen ist noch nicht vollstdndig verstanden. HSP wirkt unterdriickend
auf Signalproteine, die an der Apoptose beteiligt sind. Werden Medullazellen der Niere
verschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt, steigt die HSP-Expression, verbunden mit besse-
ren Uberlebensraten der Zellen, wenn sie erneutem Stress ausgesetzt wurden. Eine erste
Untersuchung zeigte signifikant erhohte Plasmaspiegel von HSP 70 bei Kindern mit septi-
schem Schock. Untersuchungen zur Funktion und klinischen Relevanz von extrazellularem
HSP 70 bei Sepsis stehen aus.

In Tierversuchen an Ratten konnte gezeigt werden, dass nur bei renaler Ischdmie HSP
72 im Urin ausgeschieden wird, nicht aber bei Hyperthermie. Bei nierentransplantierten
Kindern konnte HSP 72 innerhalb der ersten zwo6lf Stunden nach Transplantation im Urin
nachgewiesen werden. Im Urin péadiatrischer Patienten mit stabilen oder mit chronischen
Nierenerkrankungen war dagegen kein HSP 72 nachweisbar. Im Urin nachweisbares HSP
72 konnte ein Hinweis auf eine Stressreaktion und Verlust der Tubuluszellintegritit sein.
Andere Studienergebnisse legen nahe, dass ein erhéhter Grundspiegel an HSP 72 bei Ratten
einen Resistenzfaktor gegen renale Ischdmie darstellen konnte.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass genetisch bedingte HSP 72-Low-
Producer, verursacht durch einen Polymorphismus in der kodierenden Sequenz des HSP
72-Gens, ein erhohtes Risiko fiir akutes Nierenversagen aufweisen. HSP 72 spielt in unreifen
Rattennieren eine entscheidende Rolle bei der Ischdmietoleranz, eine weitere Studie zeigte
einen zeitlichen Zusammenhang zwischen einer Spitze in der HSP 72-Expression und dem
Schutz von unreifen Tieren vor hypoxischen Nierenschiden.

Neben HSP 70 werden HSP 25 und HSP 90 nach renaler Ischamie als posttranslationaler
Repairmechanismus iiberexprimiert. Deshalb werden sie als weitere protektive Chaperone
diskutiert. So spielt die Induktion von HSP 25 eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung
der Aktinfilamente nach Zerstorung des Cytoskeletts nach renaler Ischdmie. HSP 90 soll in
Tierversuchen an Ratten nach renaler Ischdmie die Rekompartimentierung der Na-+ /K-

ATPase in den Nierenkortex bewirken. Dies soll hauptséchlich durch die Interaktion mit
HSP 72 oder HSP 25 ermdoglicht werden.
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Arbeitsprogramm In die Studie werden alle Neugeborenen und péadiatrischen Patienten
bis zum Alter von 18 Jahren mit schwerer Sepsis, Schock jedweder Genese oder Asphyxie
eingeschlossen.

Sepsis und Schock werden anhand internationaler Konsensuskriterien definiert. Das ANV
wird als Serumkreatininanstieg (Verdoppelung gegeniiber dem Ausgangswert) und eine
Abnahme des Urinvolumens unterhalb von 0,5ml/kg KG/h oder eine um mindestens 50
Prozent reduzierte Kreatininclearance definiert.

Jeweils etwa 20 Patienten mit ANV der Altersklassen 0 bis 1 Jahr, 1 bis 6 Jahre und 6
bis 18 Jahre sollen in die Studie eingeschlossen werden. Patienten sollen im Dr. von Hau-
nerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitdat Miinchen, der Kinderklinik des
Klinikums Dritter Orden Miinchen-Nymphenburg, der Kinderklinik des Stadtischen Kran-
kenhauses Miinchen-Harlaching, der Kinderklinik des Zentralklinikums Augsburg und der
Kinderklinik Memmingen rekrutiert werden. bei den Patienten in der Studiengruppe wer-
den zwei Outcome-Gruppen festgelegt, die iiber Entwicklung und Nichtentwicklung eines
ANV definiert sind. Bei den Patienten der Studiengruppe wird am Aufnahmetag die Bilan-
zierung des Urins begonnen und alle zwolf Stunden von einem Sammelurin eine Urinprobe
entnommen. Die Urinprobe wird ohne vorherige Zentrifugation bei -80°C aufbewahrt. Die
Entnahme der Urinprobe erfolgt bei Intensivpatienten mit Entwicklung eines ANV solange,
bis sich das Serumkreatinin wieder normalisiert hat. Weiterhin werden aus jeder Urinpro-
be die Routineparameter der glomeruldren und tubuldren Funktion (Kreatinin, Albumin,
Eiweifs, alphal-Mikroglobulin, Elektrolyte) bestimmt.

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Erkrankungsbeginn wird eine Blutprobe zur Be-
stimmung des HSP-Plasmaspiegels im Serum gewonnen. Weiterhin wird im Verlauf des
stationdren Aufenthalts bei Patienten und Kontrollen 2 Milliliter EDTA-Blut (bei Neu-
geborenen 0,5ml) zur molekulargenetischen Untersuchung des Polymorphismus des Low-
Producer-Status von HSP 72 abgenommen, was in jedem Fall vor der eventuellen Gabe
eines Erythrozytenkonzentrates erfolgen muss. Sollte eine Gewinnung der Blutprobe vor
Gabe eines Erythrozytenkonzentrates nicht moglich sein, kann auch ein Abstrich der Wan-
genschleimhaut erfolgen, aus welchem die molekulargenetische Bestimmung des HSP 72-
Polymorphismus durchgefiihrt werden kann. In derselben Blutentnahme werden zusétzlich
Routineparameter wie Kreatinin, Albumin, Elektrolyte und Eiweif im Plasma gemessen.

Diagnostische Untersuchungen

Urin  Bestimmung der HSP 72, 90, 25 im Zwolf-Stunden-Sammelurin mittels Western-
Blot /ELISA. Bestimmung von Kreatinin, Albumin, Eiweif, Elektrolyten und alphal-Mikro-
globulin in unserem klinischen Routinelabor.

Blut Bestimmung der Serumkonzentration von HSP 72 mittels Western-Blot. Genetische
Analyse auf das Vorliegen der Punktmutation A1267G im HSP 72-Gen mittels Restrikti-
onsenzymassays (RFLP). Bestimmung von Kreatinin, Albumin, Elektrolyten und Eiweifs
in unserem klinischen Routinelabor.
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Art der Studie

Die Studie ist als Fallkontrollstudie konzipiert. Es handelt sich bei unserer Studie um
eine »Proof-of-Principle«-Studie, mit der geklart wird, ob weitere klinische Studien, die
eventuell die Behandlungsschemata fiir akutes Nierenversagen bei Kindern beeinflussen,
sinnvoll sind.

Den Studienpatienten entstehen durch die Gewebeentnahme fiir Studienzwecke, also
Urin- und Blutproben, keine erhéhten Risiken im Vergleich zur Standardbehandlung bei
akutem Nierenversagen. Der Urin wird aus dem 24-Stunden-Sammelurin gewonnen, der
bei diesen Patienten ohnehin gesammelt wird.

Die Blutproben werden gemeinsam mit den routineméftigen Blutproben bei der Aufnah-
me des Patienten auf die Intensivstation bzw. bei der ersten routineméfigen Blutprobe
auf der Intensivstation mit abgenommen. Das Blutplasma fiir die Bestimmung des HSP-
Spiegels im Plasma wird gemeinsam mit der ersten routineméfigen Blutprobe innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Erkrankungsbeginn abgenommen. Die 2 Milliliter EDTA-Blut zur
molekulargenetischen Untersuchung des Producer-Status werden mit der néchsten routine-
mafkigen Blutprobe vor der eventuellen Gabe eines Erythrozytenkonzentrates abgenommen.

Diagnostisch untersucht wird der genetische Producer-Status der Studienpatienten fiir
die Hitzeschockproteine, hier insbesondere HSP 72. Der diagnostische Nutzen fiir den Pati-
enten ist Gegenstand der Fragestellung dieser Studie, weshalb im Vorhinein keine Aussage
iiber den Nutzen fiir den Patienten getroffen werden kann.

Das vom Patienten entnommene Blut wird auf das Vorkommen von Hitzeschockprotei-
nen untersucht. Aus den aus dem entnommenen Blut gewonnenen Zellen wird das Genom
des Patienten auf den Polymorphismus fiir die Produktion des Hitzeschockproteins 70,
also den eventuellen Low-Producer-Status, untersucht. Zusétzlich werden im Blut Routi-
neparameter wie Kreatinin, Albumin, Elektrolyte und Eiweif im Plasma gemessen, um
Anhaltspunkte fiir die Rahmenbedingungen der Blutentnahme gewinnen zu koénnen. Der
vom Patienten gewonnene Urin wird auf das Vorkommen von Hitzeschockproteinen unter-
sucht.

Alle Ergebnisse der Untersuchungen zu Studienzwecken werden nur fiir die Studie ver-
wendet und nicht an Dritte weitergegeben. Nicht fiir die Studie verwendete Reste der
Patientenproben werden nach Ende der Studie vernichtet.

Studiendesign

Die Studie ist eine als Fallkontrollstudie konzipierte » Proof-of-Principle«-Studie. Das ge-
naue Studienprotokoll liegt bei (sieche Anhang).

Folgende Untersuchungen werden durchgefiihrt, sobald der Patient mit der Diagnose
Sepsis, Asphyxie oder Schock auf die Intensivstation aufgenommen wurde:

1. Alle zwolf Stunden Entnahme einer Urinprobe aus dem Sammelurin zur Bestimmung
sowohl der HSP-Konzentration, als auch von Kreatinin, Albumin, Eiweifs, Elektrolyten und
alphal-Mikroglobulin solange der Patient auf der Intensivstation liegt.

2. Entnahme von einmalig 2 Milliliter EDTA-Blut zur DNA-Aufreinigung, um den HSP
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72-Polymorphismus zu untersuchen.

3. Ubernahme der Daten der routineméRigen Bestimmung von Kreatinin, Albumin, Elek-
trolyten und Eiweift wihrend des Aufenthalts auf der Intensivstation.

4. Zusétzliche Blutentnahme von 0,5 Milliliter Serum im Rahmen der Routineblutab-
nahme auf der Intensivstation zur Bestimmung von HSP 72 im Serum.

5. Téaglich klinische Untersuchung.

Kontrolluntersuchungen sind nicht geplant. Ergeben sich aus den Befunden therapeuti-
sche Maknahmen, so folgen diese den allgemein anerkannten Richtlinien.

Die Studie wird begleitet vom Institut fiir medizinische Informationsverarbeitung, Bio-
metrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen unter Lei-
tung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Ulrich Mansmann.

Ethisch-rechtlich relevante Probleme der Studie Es sind keine Nebenwirkungen bei
den geplanten Untersuchungen zu erwarten. Es bestehen damit fiir den Patienten keine
zusatzlichen Risiken. Somit ergeben sich aus unserer Sicht keine ethisch-rechtlichen Beden-
ken.

Wesentliche Angaben zum Studiendesign

Einschlusskriterien Neugeborene und pédiatrische Patienten bis zum Alter von 18 Jah-
ren mit schwerer Sepsis, Schock jedweder Genese oder Asphyxie.

Ausschlusskriterien Eine vorbestehende renale Beeintrachtigung oder das fehlende Ein-
verstiandnis der Eltern gelten als Ausschlusskriterium.

Rekrutierung Patienten mit Sepsis, Asphyxie oder Schock jedweder Genese der Alter-
sklassen 0 bis 1 Jahr, 1 bis 6 Jahre und 6 bis 18 Jahre sollen in die Studie eingeschlossen
werden. Patienten sollen im Dr. von Haunerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-
Universitdat Miinchen, der Kinderklinik Dritter Orden Miinchen-Nymphenburg, der Kin-
derklinik des Stédtischen Krankenhauses Miinchen-Harlaching, der Kinderklinik des Zen-
tralklinikums Augsburg und der Kinderklinik Memmingen rekrutiert werden.

Anzahl der Patienten Es wird angestrebt, mindestens 80 Patienten zu rekrutieren.

Beginn und Dauer der Studie Die Rekrutierung soll im Herbst 2005 beginnen. Ge-
plantes Ende ist je nach Erreichen der Patientenzahlen etwa im Winter 2007 /Frithjahr
2008.

Abbruchkriterien Da die Studie rein beobachtenden Charakter hat, gibt es keine Notwen-
digkeit, sie vor Erreichen der fiir eine statistisch belastbare Aussage notwendigen Fallzahl
abzubrechen.
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Weiteres Vorgehen, wenn ein Patient aus der Studie ausscheidet oder ausscheiden
muss Das Ausscheiden wird mit Zeitpunkt der Feststellung und klinischen Befunden zum
Zeitpunkt der Feststellung auf dem Studiendokumentationsbogen des Patienten festgehal-
ten.

Dokumentation und geplante Zwischenauswertung Die Untersuchungen werden auf
dem Untersuchungsprotokoll und in der Patientenakte dokumentiert. Die Ergebnisse eines
jeden Patienten werden ziigig nach dem Vorliegen in eine Datenbank iibernommen und auf
Vollstandigkeit iiberpriift. Die Ergebnisse des Gesamtkollektivs werden nach Abschluss der
Studie analysiert und ausgewertet.

Zusammensetzung des unabhingigen Beratergremiums Ein unabhéngiges Beratungs
gremium ist aufgrund des rein beobachtenden Charakters der Studie nicht notwendig.

Zustimmungsfahigkeit des Patienten

Es ist davon auszugehen, dass aufgrund der Schwere und Akutheit des Krankheitsbildes die
Patienten bei Studieneintritt nicht aufklirungs- und zustimmungsfihig sind. Die Zustim-
mung beider Eltern bzw. des Betreuers ist notwendig. Bei Erreichen eines entsprechenden
Bewusstseinszustandes werden die Patienten altersgeméfs aufgeklart und ihr Einverstandnis
zusétzlich zum Einverstdndnis der Eltern bzw. des Betreuers eingeholt.

Die Frage der Bedeutung der Hitzeschockproteine als prognostischer Faktor des akuten
Nierenversagens bei Kindern liefse sich nicht beantworten, wenn nur Volljahrige an der
Studie teilndhmen.

Honorierung von Patienten

Eine Honorierung von Patienten oder deren gesetzlicher Vertreter fiir die Teilnahme an der
Studie ist nicht vorgesehen.

Versicherung

Unsere Studie fallt weder unter das Arzneimittelgesetz, noch unter das Medizinproduktege-
setz. Eventuell entstehende Schidden durch die Routineverfahren, die zur Standardbehand-
lung der Patienten gehoren, sind durch das Land Bayern als Dienstherren der ausfithrenden
Arzte versichert. Es ist keine zusitzliche verschuldungsunabhiingige Personenschadensver-
sicherung notwendig.

Datenschutz

Die im Rahmen der Studie erhobenen Daten werden entsprechend der Forderungen der ein-
schlagigen rechtlichen Bestimmungen vertraulich behandelt. Die arztliche Schweigepflicht
bleibt durch die Teilnahme an der Studie unberiihrt. Allerdings kénnen nicht personen-
bezogene Daten nach Einwilligung des Patienten bzw. dessen gesetzlichen Vertreters in
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ausschlieflich pseudonymisierter Form durch Personen, die an der Uberwachung des Stu-
dienablaufs, sowie an der Auswertung der Ergebnisse beteiligt sind, eingesehen werden. Es
werden keine individualisierten Daten weitergegeben.

Alle im Rahmen der HSP-Studie erhobenen Daten unterliegen der &rztlichen Schwei-
gepflicht. Die Patientendaten aus der Krankenakte und die zugehdrigen Untersuchungs-
ergebnisse werden in einer Datenbank gespeichert. Die Auswertung dieser Daten erfolgt
pseudonymisiert. Zur Pseudonymisierung wird ein Verfahren verwendet, das nur den Stu-
dienleitern Dr. Gléckner-Pagel und Dr. Reiter und dem medizinischen Doktoranden Den-
nis Ballwieser eine Zuordnung der erfassten Daten zu einzelnen Personen ermoglicht. Diese
Zuordnung erfolgt nur, wenn die Klarung einer wiahrend der Studie auftretenden wissen-
schaftlichen Fragestellung dies erforderlich macht. Auch in diesen Féllen werden die Daten
ausschlielich pseudonymisiert und ohne Bezug zu einer bestimmten Person an Dritte, die
an der Auswertung der Studie beteiligt sind, weitergegeben. Auch in etwaigen Verdffentli-
chungen erscheinen Daten dieser klinischen Studie ausschlieflich pseudonymisiert.

Die in der Studie erhobenen Daten zur Person des Probanden und in der Studie er-
hobene Befunde werden in einem Computersystem (Original) und auf einem Datentrager
(erstes Backup), sowie auf einem zusétzlichen Datentrager (zweites Backup) fiir den Fall
eines Datenverlustes kennwortgeschiitzt gespeichert. Hierzu wird eine kennwortgeschiitzte
Studiendatenbank (Studien-DB) angelegt. Sie ist nur fiir die Studienleiter Dr. Glckner-
Pagel und Dr. Reiter und den medizinischen Doktoranden Dennis Ballwieser zuganglich.
Zuséatzlich erfolgt ein stdndig aktualisierter Ausdruck, der fiir den Fall eines kompletten Da-
tenverlustes an einem nur den Studienleitern Dr. Glockner-Pagel und Dr. Reiter und dem
medizinischen Doktoranden Dennis Ballwieser zugénglichen Ort verschlossen aufbewahrt
wird.

Die Pseudonymisierung erfolgt mittels eines numerischen Verschliisselungscode, in dem
weder die exakten Initialen, noch das Geburtsdatum oder sonstige personenbezogene Merk-
male aufscheinen. Die Probanden werden beginnend bei 1 durchnummeriert. Der Personen-
bezug der Daten wird sofort nach der Aufnahme des Probanden in die Studie aufgehoben.
Hierzu wird bei der Aufnahme in die Studie das erste Blatt des zum Probanden gehérenden
Protokolls vom Rest des Protokolls getrennt. Nur diese Seite enthélt die Personendaten des
Probanden und die Zuordnung, welches Pseudonym (Identifizierung, ID) der Proband in
der Studie triagt. Die Daten dieses Blattes werden in eine kennwortgeschiitzte Pseudony-
misierungsdatenbank (Pseudonym-DB) iibernommen, das Blatt anschliefend in einem wie
oben beschrieben gesicherten Ordner abgeheftet. Von da an ist der Personenbezug der Da-
ten nur durch Zugang zur Pseudonym-DB oder zum gesicherten Ordner mdoglich, welcher
den Studienleitern und dem medizinischen Doktoranden vorbehalten ist.

Patienten-/Probandeninformation und Einverstindniserklarung

Beide Dokumente liegen diesem Antrag bei (siche Anlage).



6.3 Ethikvotum 71

Schwerwiegende oder unerwartete Ereignisse im Rahmen der Studie

Sollten schwerwiegende oder unerwartete Ereignisse im Rahmen der Studie auftreten, wer-
den diese umgehend von der Studienleitung der Ethikkommission mitgeteilt.

Anderungen des Studienprotokolls

Sollte es Anderungen des Studienprotokolls geben, werden diese umgehend von der Stu-
dienleitung der Ethikkommission mitgeteilt.

Aufwandsentschadigung

Die Antragsteller werden nach Erhalt von Rechnung und Buchungskennzeichen die Auf-
wandsentschidigung entrichten.

6.2.3 Anlagen
Studienprotokoll

Patienten-/Probandeninformation und Einverstindniserklarung

6.3 Ethikvotum

Im Folgenden wird der Wortlaut des in Abbildung|6]faksimilierten Schreibens des Vorsitzen-
den der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen zum Zeitpunkt des Ethikantrages, Prof. Dr. Gustav Paumgartner, vom 29.09.2005
wiedergegeben:

Sehr geehrte Frau Kollegin Gléckner-Pagel,

besten Dank fiir Thr Schreiben vom 28.09.2005 mit der Erfiillung der Auflagen und den
noch ausstehenden bzw. iiberarbeiteten Unterlagen (EK-Antrag, Studienprotokoll, Infor-
mation fiir Eltern, Einwilligungserklarungen).

Die Ethikkommission (EK) kann Ihrer Studie nun die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit
zuerkennen.

Vorsorglich mochte ich darauf hinweisen, dass auch bei einer positiven Beurteilung des
Vorhabens durch die EK die &rztliche und juristische Verantwortung fiir die Durchfiihrung
des Projektes uneingeschrankt bei Ihnen und Ihren Mitarbeitern verbleibt.

Sie werden gebeten, die EK {iber alle schwerwiegenden oder unerwartete Ereignisse im
Rahmen der Studie zu unterrichten.

Anderungen des Studienprotokolls sind der EK mitzuteilen.

Fiir Thre Studie wiinsche ich Thnen viel Erfolg.

Mit freundlichen Griifsen

Prof. Dr. G. Paumgartner Vorsitzender der Ethikkommission
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Tel; (D&%} 7093 4609
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29.09.2005
Frau

Dr. J. Gléckner- Pagel
Dr. v. Haunersches Kinderspital
Lindwurmstr. 4

80337 Minchen

Projekt Nr. 233-05
Untersuchung von Hitzeschockproteinen als prognostischer Faktor des akuten
Nierenversagens bei Kindern (HSP- Studie)

Sehr geehrte Frau Kollegin Glockner- Pagel,

hesten Dank fir thr Schreiben vom 28.08.2005 mit der Erfillung der Auflagen und den
noch ausstehenden bzw. Oberarbeiteten Unterlagen (EK- Antrag, Studienprotokoll,
Information fiir Eftern, Einwilligungserklarungen).

Die Ethikkommission (EK) kann lhrer Studie nun die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit
zuerkennen.

Vorsorglich méchte ich darauf hinweisen, dass auch bei einer positiven Beurteilung des
Vorhabens durch die EK die &rztliche und juristische Verantwortung filr die Dutchfihrung
des Projektes uneingeschrankt bei thnen und lhren Mitarbeitern verbleibt.

Sie werden gebeten, die EK tber alle schwerwiegenden cder unerwarteter! Ereignisse im
Rahmen der Studie zu unterrichten.

Anderungen des Studienprotokolls sind der EK mitzuteilen.

For Ihre Studie winsche ich lhnen viel Erfolg.
Mit freundlichen Griiten

i A /vétu,")’

Prof. Dr. G. Paurngartner
Vorsitzender der Ethikkommission

Mitglieder der Kommission:
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Prof. Or. B, Kunze. Dr. V. Ménch, PD Dr. V. Niigler, Prof. Dr. R. Penning, Prof. Dr. K. Hahn, Prof. Dr. K, Pfeifer
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Abbildung 6: Faksimile des Schreibens des Ethikkommissionsvorsitzenden vom 28.09.2005.
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6.4 Patienteninformation

Im Folgenden wird der Wortlaut der Information zur Untersuchung von Hitzeschockpro-
teinen als prognostischer Faktor des akuten Nierenversagens bei Kindern (HSP-Studie) in
der revidierten Fassung vom 28.9.2005 wiedergegeben, der von der Ethikkommission mit
dem Ethikvotum vom 19.9.2005 unter Vorbehalt der Anderung der urspriinglich einge-
reichten Patienteninformation genehmigt wurde. Der Autor dieser Dissertation war an der
Erstellung der Patienteninformation inhaltlich mafkgeblich beteiligt.

6.4.1 Deutsche Version

Liebe Eltern, in diesem Schreiben geben wir Ihnen wichtige Informationen iiber die Studie,
in die wir Thr Kind gerne einschliefsen mochten. Bitte lesen Sie die aufgefiihrten Punkte sorg-
faltig durch und wenden Sie sich bei Fragen entweder an Frau Dr. Judith Gléckner-Pagel
oder Herrn Dr. Karl Reiter, die Priifarzte unserer Studie. Sie finden ihre Kontaktdaten am
Ende dieser Information.

Das Ziel der Studie

In unserer Studie soll untersucht werden, ob bestimmte Eiweife im Korper, die so ge-
nannten Hitzeschockproteine (HSP), den Verlauf des akuten Nierenversagens bei Kindern
beeinflussen. Unsere Vermutung ist, dass Patienten, die grofse Mengen an Hitzeschock-
proteinen bilden, entweder kein Nierenversagen entwickeln oder das akute Nierenversagen
besser iiberstehen, als solche, die weniger Hitzeschockproteine bilden.

Hintergrund unserer Forschung

Einige schwer kranke Patienten im Kindesalter entwickeln ein akutes Nierenversagen. Ob-
wohl die Krankheit intensiv behandelt wird, kann sie immer wieder schwer verlaufen,
schlimmstenfalls verstirbt der Patient an ihren Folgen. Medizinische Wissenschaftler sind
auf der Suche nach Schutzfaktoren, die das akute Nierenversagen verhindern oder zumin-
dest den Verlauf abschwéchen konnten. Die von uns untersuchten Hitzeschockproteine gel-
ten als aussichtsreiche Kandidaten, solche so genannte protektive Faktoren zu sein. Bisher
gibt es aber kaum Untersuchungen zum Auftreten der Hitzeschockproteine bei Kindern
mit akutem Nierenversagen.

Der Korper produziert Hitzeschockproteine immer dann, wenn Zellen in Stress geraten.
Durch die Hitzeschockproteine iiberstehen die Zellen den Stress besser. Wir wissen bereits,
dass Kinder mit einem septischen Schock, der Stress fiir die Zellen bedeutet, deutlich mehr
Hitzeschockproteine im Blut haben, als normalerweise. Auch bei Kindern, die eine Niere
transplantiert bekamen, wurden die Hitzeschockproteine bereits untersucht. Sie konnten
bei diesen Patienten im Urin gefunden werden. Moglicherweise ist das ein Zeichen fiir
von Nierenzellen produzierte Hitzeschockproteine. Von Untersuchungen an Ratten wissen
Forscher, dass Tiere mit grundséatzlich hoheren Blutspiegeln an Hitzeschockproteinen Stress
an Nierenzellen besser iiberstehen, als Ratten mit normalen Blutspiegeln.
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Was wir untersuchen

Alle Kinder, die wir in unsere Studie einschliefen, werden auf der Intensivstation behan-
delt. Bei der Aufnahme auf die Intensivstation und in regelméfigen Absténden wéahrend
des Aufenthaltes wird ihnen dort Blut fiir Routineuntersuchungen zur Uberwachung der
Korperfunktionen abgenommen. Kindern, die an der HSP-Studie beteiligt werden, neh-
men wir wihrend der Routineblutabnahmen zusétzlich wenige Milliliter Blut ab, um es fiir
unsere Studie zu untersuchen.

Von Patienten, die ein akutes Nierenversagen entwickeln konnten oder bereits entwickelt
haben, wird auferdem der Urin gesammelt, um ihn in 24-Stunden-Einheiten beurteilen
zu konnen. Aus diesem so genannten 24-Stunden-Sammelurin entnehmen wir nach der
Beurteilung durch den behandelnden Arzt alle zwolf Stunden wenige Milliliter, um sie fiir
unsere Studie zu untersuchen.

Das Blut unserer Patienten untersuchen wir auf die Menge von Hitzeschockproteinen.
Aufterdem fithren wir eine genetische Analyse durch, mit der wir feststellen kénnen, ob der
Patient grundsétzlich eher mehr oder eher weniger Hitzeschockproteine produziert. Fiir
diese genetische Untersuchung ist zusétzlich zur Einverstandniserklarung fiir die Teilnahme
an der Studie eine weitere Einverstdandniserkldrung notwendig. Daneben bestimmen wir
noch verschiedene Routineparameter des Blutes, die uns helfen, die Ergebnisse unserer
Untersuchungen in den gesamten Krankheitsverlauf einzuordnen.

Der Urin der Kinder wird darauf untersucht, ob iiberhaupt und wenn ja, wie viel Hit-
zeschockprotein in ihm vorliegt. Auch im Urin bestimmen wir Routineparameter zur Ein-
ordnung der Ergebnisse.

Risiken der Untersuchung

Unseren Patienten entstehen durch die Teilnahme an der HSP-Studie keine zusétzlichen
Risiken. Die Entnahme des Blutes findet ausschlieflich wiahrend der routineméfig durchge-
fiihrten Blutentnahme auf der Intensivstation statt. Durch die Studie wird keine zuséatzliche
Blutentnahme ausgelost. Der Urin wird auf der Intensivstation routineméfig gesammelt,
auch hierdurch entsteht kein zusétzliches Risiko. Aufser Blut und Urin sind fiir unsere Stu-
die keine Probenentnahmen notwendig. Es finden fiir die HSP-Studie auch keine weiteren
Untersuchungen statt, die fiir unsere Patienten ein Risiko mit sich bringen wiirden.

Datenschutz

Bitte lesen Sie sich diesen Abschnitt genau durch und fragen Sie bei uns nach, falls Sie
etwas nicht verstanden haben. Die Bestditigung dieses Abschnittes geben Sie in der Einver-
standniserklarung unter dem Punkt ,,Datenschutz”.

Alle im Rahmen der HSP-Studie erhobenen Daten unterliegen der &rztlichen Schwei-
gepflicht. Die Patientendaten aus der Krankenakte und die zugehdrigen Untersuchungs-
ergebnisse werden in einer Datenbank gespeichert. Die Auswertung dieser Daten erfolgt
pseudonymisiert. Zur Pseudonymisierung wird ein Verfahren verwendet, das nur den Stu-
dienleitern Dr. Glockner-Pagel und Dr. Reiter und dem medizinischen Doktoranden Dennis
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Ballwieser eine Zuordnung der erfassten Daten zu einzelnen Patienten ermoglicht. Diese
Zuordnung erfolgt nur, wenn die Kldrung einer wihrend der Studie auftretenden wissen-
schaftlichen Fragestellung dies erforderlich macht. Auch in diesen Féllen werden die Daten
ausschlielich pseudonymisiert und ohne Bezug zu einer bestimmten Person an Dritte, die
an der Auswertung der Studie beteiligt sind, weitergegeben. Auch in etwaigen Verdoffentli-
chungen erscheinen Daten dieser klinischen Studie ausschliefslich pseudonymisiert.

Speicherung der Daten Die in der Studie erhobenen Daten zur Person des Proban-
den und in der Studie erhobene Befunde werden in einem Computersystem (Original) und
auf einem Datentriger (erstes Backup), sowie auf einem zusétzlichen Datentriager (zwei-
tes Backup) fiir den Fall eines Datenverlustes kennwortgeschiitzt gespeichert. Hierzu wird
eine kennwortgeschiitzte Studiendatenbank (Studien-DB) angelegt. Sie ist nur fiir die Stu-
dienleiter Dr. Glockner-Pagel und Dr. Reiter und den medizinischen Doktoranden Dennis
Ballwieser zugénglich. Zuséatzlich erfolgt ein stédndig aktualisierter Ausdruck, der fiir den
Fall eines kompletten Datenverlustes einem nur den Studienleitern Dr. Glockner-Pagel und
Dr. Reiter und dem medizinischen Doktoranden Dennis Ballwieser zuginglichen Ort ver-
schlossen aufbewahrt wird.

Pseudonymisierung Die Pseudonymisierung erfolgt mittels eines numerischen Verschliis-
selungscode, in dem weder die exakten Initialen, noch das Geburtsdatum oder sonstige
Personenbezogenen Merkmale aufscheinen. Die Probanden werden beginnend bei 1 durch-
nummeriert. Der Personenbezug der Daten wird sofort nach der Aufnahme des Probanden
in die Studie aufgehoben. Hierzu wird bei der Aufnahme in die Studie das erste Blatt
des zum Probanden gehorenden Protokolls vom Rest des Protokolls getrennt. Nur diese
Seite enthélt die Personendaten des Probanden und die Zuordnung, welches Pseudonym
(Identifizierung, ID) der Proband in der Studie tragt. Die Daten dieses Blattes werden in ei-
ne kennwortgeschiitzte Pseudonymisierungsdatenbank (Pseudonym-DB) {ibernommen, das
Blatt anschliefsend in einem wie oben beschrieben gesicherten Ordner abgeheftet. Von da
an ist der Personenbezug der Daten nur durch Zugang zur Pseudonym-DB oder zum gesi-
cherten Ordner moglich, welcher den Studienleitern und dem medizinischen Doktoranden
vorbehalten ist.

Einwilligung

Die Einwilligung zur Teilnahme an dieser Studie erfolgt freiwillig und es besteht jederzeit
die Moglichkeit, ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile fiir die weitere Behandlung,
die Teilnahme an der Studie vorzeitig zu beenden.

Stand dieser Informationen

Diese Information wurde im August 2005 erstellt und im September 2005 nach den Vorga-
ben der Ethikkommission der LMU Miinchen iiberarbeitet. Sollten sich wichtige Anderun-
gen ergeben, wird Sie einer der beiden Priifarzte und Studienleiter umgehend informieren.
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Personliches Gesprach

Zuséatzlich zu dieser Information findet vor der Aufnahme in die Studie ein personliches
Gesprach mit Thnen statt. Bitte stellen Sie in diesem Aufklarungsgespréch alle Fragen, die
Sie zur HSP-Studie haben.

So erreichen Sie uns

Dr. med. Judith Gléckner-Pagel Telefon: 0 89 / 51 60 - 28 11 (Pforte) oder 78 13 E-Mail:
judith.gloeckner@med.uni-muenchen.de

Dr. med. Karl Reiter Telefon: 0 89 / 51 60 - 28 11 (Pforte) oder 28 41 E-Mail: karl.reiter@
med.uni-muenchen.de

Dr. von Haunersches Kinderspital Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen Lindwurm-
strake 4 80337 Miinchen

6.4.2 Englische Version

Dear parents, with this document you receive all the information you need about the study
we would like to include your child in. Please read the given information carefully and put
questions either to Ms. Judith Glockner-Pagel, MD or to Mr. Karl Reiter, MD. Both are
the study chairs of the HSP-Study. You will find their contact information at the end of
this letter.

The aim of the HSP-Study

The aim of the HSP-Study is to investigate whether particular proteins in the human
body, so-called heat shock proteins (HSP), are affecting the course of acute renal failure
in children. We are assuming that patients who are able to produce great amounts of heat
shock proteins will not develop acute renal failure. If they are doing so nonetheless, they
should cope better with acute renal failure than those patients who produce less heat shock
proteins.

Background of our research

Some very sick children develop acute renal failure. Although the disease is treated in-
tensively it may proceed severe, even fatal. Medical scientists are searching for protecting
factors that prevent or weaken acute renal failure. The heat shock proteins investigated by
our group are promising candidates for being such protecting factors. Up to now there are
virtually no investigations on the appearance of heat shock proteins in children with acute
renal failure.

The body produces heat shock proteins as a reaction on cell stress. The heat shock
proteins help the cells coping with stress. We already know that children with a septic
shock — which means cell stress — are showing more heat shock proteins in their blood than
normally. We know of some investigations in children with a renal transplant. They showed
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heat shock proteins in the urine of these patients. Possibly this is a sign that renal cells are
producing heat shock proteins. From research in rats we know that animals with higher
heat shock protein concentrations in the blood are coping better with renal cell stress than
those animals with normal blood levels of heat shock proteins.

What we are investigating

All children included in the HSP-Study are being treated on an intensive care unit (ICU).
Starting with the admission to ICU blood will be taken in regular intervals from the children
for routine testing of basic life functions. From children included in the HSP-Study we will
take few additional millilitres at these routine blood takings. We need this blood to test it
for heat shock proteins.

From patients who are developing or might develop acute renal failure urine is collected
to judge it every 24 hours. From this 24-hour-urine we will take some other few millilitres
for the HSP-Study after the attending physician did his testing.

We are testing the blood of our patients for the amount of heat shock proteins contained.
Additionally we do genetic analyses of the blood cells. We want to know if our patients
are so-called low-producers or high-producers of heat shock proteins, which is determined
genetically. For these genetic tests we need written informed consent additional to the
general written informed consent for the participation in the HSP-Study. We are collecting
other routine parameters as well that help us to classify the results of our tests regarding
the course of disease.

The urine of the children will be tested for heat shock proteins similar to the blood. We
are collecting routine parameters from the urine as well.

Risks of investigation

There are no additional risks for our patients through their participation in the HSP-
Study. The blood taking is invariably part of the routine blood taking on ICU. There
will be no additional blood taking triggered by the HSP-Study. The urine collection is
part of the diagnostic routine of the ICU as well. There will be no additional risk for
the children through the urine collection. We do not need any additional samples from
patients participating in the HSP-Study. There will be no additional examinations for the
HSP-Study that could hold additional risks for our patients.

Data protection

Please read this section carefully and ask us if you do not understand something in it. You
will confirm this section in the written informed consent section in the “data protection”
paragraph.

All data collected for the HSP-Study are subject to the physician confidentiality. Data
from the patient record and related test results are collected in a database. Interpretation of
these data will be carried out pseudonymous. To make the data pseudonymous a procedure
is used by that only study chair Ms. Gléckner-Pagel, MD, study chair Mr. Karl Reiter,
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MD and doctoral candidate Dennis Ballwieser are able to assign the collected data to
certain patients. This assignment will only be applied if a scientific question during the
study is requiring it. In this case as well the data will be given pseudonymously only and
without connection to a certain patient to third persons who are involved in the data
interpretation. In possible publications of the HSP-Study data will be presented without
exception pseudonymously only as well.

Data storage Data collected for the HSP-Study containing patient information is stored
in a computer system (original), on a data storage medium (first backup) and on an ad-
ditional data storage medium (second backup) in case of a data loss. All data is protected
by password. A password-protected database is created for this purpose (study-DB). Ad-
ditionally we will produce up-to-date printouts of the database constantly. This printout
will be stored at a locked place, only accessible for study chairs Ms. Gléckner-Pagel, MD
and Mr. Karl Reiter, MD and doctoral candidate Dennis Ballwieser.

Data pseudonymisation Pseudonymisation is made with a numeric code that neither
contains the true initials nor the birth date or other personal data of the study participant.
The participants are being numbered, starting with 1. At inclusion of a patient into the
HSP-Study the first page of the protocol will be separated from the rest of the protocol.
Only this first page contains personal data of the participant and the mapping with the
pseudonym of the participant for the study (identification, ID). The data of this page are
stored in a password-locked pseudonym database (pseudonym-DB). The original page will
be filed in a disposer that is stored in a locked place. From this moment on the mapping
of personal data with participant IDs is only possible via the pseudonym-DB or the locked
disposer. Both files are available for the study chairs and the doctoral candidate only.

Written informed consent

Consent to the participation in the HSP-Study is voluntarily. At any point you are free
to withdraw from the participation without giving a reason and without any negative
consequences for the treatment of the patient.

Last update of this information

This information was written in August 2005 and last revived in September 2005 according
to the ethical committee of Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU Miinchen).
The study chair would inform you of any major changes in this information immediately.

Personal dialogue

In addition to this written information one of the study physicians will talk with you about
the HSP-Study and a possible inclusion of your child. Please ask any questions you have
at this conversation.
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Contact information

Dr. Judith Glockner-Pagel, MD Phone: +49 — 89 / 51 60 — 28 11 or 78 13 E-Mail:
judith.gloeckner@med.uni-muenchen.de

Dr. med. Karl Reiter, MD Phone: +49 — 89 / 5160 — 2811 or 2841 E-Mail: karl.reiter@
med.uni-muenchen.de

Dr. von Haunersches Kinderspital Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen Lindwurm-
strafe 4 80337 Miinchen Germany
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