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Vorbemerkung:

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden in Form einer Originalarbeit publiziert (Speer et al.
Lancet Child and Adolescent Health 2023). Bei der Durchfiihrung der Arbeit und bei der Auswertung
der Daten wurde ich von Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Dr. sc. nat. Thimoteus Speer betreut. Der Text
und die Abbildungen dieser Dissertationsschrift sind daher in weiten Teilen eine deutsche

Reproduktion der Originalarbeiten.

In der folgenden Arbeit wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit das generische Maskulinum

verwendet. Hierbei handelt es sich um keine Praferenz. Alle Geschlechter sind hiermit gemeint.
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4. Zusammenfassung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist eine progredient verlaufende Einschrdnkung der
Nierenfunktion und hat einen wesentlichen Einfluss auf die Lebenserwartung und -qualitat der
Patienten. Insbesondere bei Kindern mit CKD sollte eine Verhinderung oder Verlangsamung der
Progression der Erkrankung erzielt werden. Das Protein Dickkopf3 (DKK3) wurde bereits als
Stressmarker der Nierenfunktion im Zuge einer akuten Nierenfunktionseinschrdnkung (AKI) oder
einer CKD bei erwachsenen Patienten identifiziert. Des Weiteren ist es prdoperativ mdglich, Patienten
mit einem erhohten Risiko fiir eine postoperative Nierenfunktionseinschrénkung zu identifizieren und
diese gezielt protektiv zu behandeln. In dieser Studie wurde untersucht, ob eine Identifikation von
Kindern mit einem erhohten Risiko fiir eine Verschlechterung der Nierenfunktion anhand von uDKK3

durchgefiihrt werden kann und ob diese Kinder von einer intensivierten Blutdrucktherapie profitieren.

Es wurde DKK3 im Urin von Kindern mit CKD der multizentrischen prospektiven ESCAPE und 4C
Studie quantifiziert. Mit Hilfe des Patientenkollektivs der ESCAPE Studie haben wir untersucht, ob
ein Zusammenhang zwischen der uDKK3 Konzentration und dem Erreichen des primdren Endpunktes
(Reduktion der eGFR um 50 %, Progression der ESKD oder Beginn einer Nierenersatztherapie) unter
intensivierter Blutdruckeinstellung besteht. AulRerdem haben wir am Patientenkollektiv der 4C-Studie
untersucht, ob sich eine Inhibition des RAAS auf die uDKK3 Konzentrationen auswirkt. Anhand der
Patienten beider Studien haben wir analysiert, ob ein Zusammenhang zwischen uDKK3 und dem

kurzfristigen Ruckgang der eGFR besteht.

Insgesamt wurden aus beiden Studien zusammen 659 Kinder in die Analyse aufgenommen (231 aus
der ESCAPE und 428 aus der 4C). Anhand von 1173 halbjahrlichen Blocken in der 4C Studie und
2762 halbjahrlichen Blocken in der ESCAPE Studie konnten wir nachweisen, dass Kinder mit uDKK3
Konzentration von >1689 pg/mg Kreatinin innerhalb eines halben Jahres einen signifikanten Abfall
der eGFR aufweisen. Dieser Zusammenhang konnte unabhédngig von Grunderkrankung, Baseline-
eGFR, Geschlecht, Alter, BMI oder Albuminurie nachgewiesen werden. In ESCAPE konnten wir
zeigen, dass nur Kinder mit uDKK3-Konzentrationen >1689 pg/mg Kreatinin von einer intensivierten
Blutdruckeinstellung profitieren, welche mit einem signifikant geringeren Risiko fur das Erreichen des
kombinierten renalen Endpunktes und der Notwendigkeit flir eine Nierenersatztherapie assoziiert war.
Dariiber war eine RAAS-Inhibition in der 4C Studie mit signifikant niedrigeren uDKK3 nach einem

halben Jahr assoziiert.

Zusammenfassend konnten wir nachweisen, dass uDKK3 bei Kindern mit CKD dazu benutzt werden
kann, jene zu identifizieren die von einer nephroprotektiven Behandlung, beispielsweise einer
intensivierten Blutdruckeinstellung, profitieren. Zudem erlaubt es die Bestimmung von uDKKS3

Kinder zu identifizieren, die ein deutlich erhéhtes Progressionsrisiko der CKD aufweisen.

12
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5. Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by a progressive ongoing decline of the renal function
which has an essential impact on the life expectancy and quality of the patients. Particularly in
children, slowing down and prevention of further progression of CKD should be achieved. The protein
DKKa3 represents as a kidney stress marker in acute kidney injury (AKI) or adult patients with CKD.
Furthermore, measurement of DKK3 in urine (UDKK3) allows identification of patients with a higher
risk for a postoperative decline of kidney function. In this study, we examined if it is possible to
identify children at high risk for declining kidney function by measurement of uDKK3 and if these

children particularly benefit from an intensified blood pressure control.

uDKK3 was quantified in the urine of children with CKD enrolled in the multi-centric prospective
ESCAPE and 4C studies. In patients of the ESCAPE trial, we examined the association between
UDKK3 and the primary endpoint (reduction of eGFR more than 50 %, progression to ESKD or
initiation of kidney replacement therapy) during intensified blood pressure control. Besides that, in 4C,
we examined the effect of inhibition of the RAAS on uDKK3 concentration. Furthermore, in both

cohorts, we determined the association between uDKK3 and short-time changes of eGFR.

659 children from both studies were included in the present analyses (231 from the ESCAPE and 428
from the 4C). Based on 1173 half years blocks in 4C and 2762 half year blocks in ESCAPE, we found
that uDKK3 >1689 pg/mg creatinine was associated with a significant greater decline of eGFR within
the next half year. This association was independent of the underlying disease, baseline eGFR, sex,
age, BMI, and albuminuria. In ESCAPE, we have shown that only children with uDKK3 >1689 pg/mg
creatinine benefit from an intensified blood pressure control, which resulted in a lower risk of reaching
the combined renal endpoint and the need for kidney replacement therapy. Moreover, in 4C, RAAS-

inhibition was associated with significant lower uDKKS3 concentration after six months.
In summary, we found that uDKK3 can be used to identify in children with CKD who particularly

benefit from a nephroprotective therapy such as intensified blood pressure control. Furthermore,

uDKK3 represents a marker for short-term decline of kidney function in children with CKD.

13
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6. Einleitung

6.1 Chronische Nierenerkrankung

6.1.1 Definition der chronischen Nierenerkrankung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist definiert als Abnormalitdt der Nierenstruktur oder
Funktionseinschrankung, welche langer als drei Monate andauert und mit Komplikationen fur die
Gesundheit verbunden ist. Marker einer Nierenschadigung sind z.B. eine Albuminurie mit einer
Albuminausscheidungsrate (AER) wvon >30 mg/24h, Abnormalititen im Urinsediment, im
Elektrolythaushalt oder im tubuldren System. Des Weiteren zahlt eine verminderte glomerulére
Filtrationsrate (GFR) mit <60 ml/min/1.73 m? als Kriterium fiir die Definition einer CKD (WEBSTER
etal., 2017).

Die Einteilung der CKD nach KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) in verschiedene
Krankheitsstadien ermdglicht eine Einschatzung fur das Risiko und aktuell mogliche Komplikationen.
Zusétzlich gibt sie Aufschluss tiber mégliche Handlungs- und Therapieempfehlungen (KDIGO, 2013).
Eine Einteilung der CKD in Stadien kann anhand von zwei Kriterien erfolgen: der estimated
Glomerular Filtration Rate (eGFR) und dem Grad der Albuminurie. Eine Ubersicht dieses

Zusammenhanges ist in Tabelle 1 zusehen.

Albuminurie-Kategorien
Beschreibung und Einteilung
Prognose der CKD anhand der eGFR und Albuminurie- Al A2 A3
Normal bis leicht
Kategorien: KDIGO 2012 orhoht Moderat erhoht Deutlich erh6ht
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30mg/mmol
Gl Normal oder hoch >90
§ < g G2 Leicht vermindert 60-89
;'; E § g G3a Leicht bis moderat vermindert 45-89
g E E E G3b Moderat bis stark vermindert 30-44
§ E % Y e Deutlich vermindert 15-29
G5 Nierenversagen <15

Tabelle 1: Einteilung und Prognose der CKD nach KDIGO.
Griin: geringes Risiko; Gelb: moderat erhéhtes Risiko; Orange: hohes Risiko; Rot: sehr hohes Risiko (KDIGO, 2013).
CKD, Chronic Kidney Disease; GFR, Glomerular Filtration Rate; KDIGO, Kidney Disease: Improving Global Burden.

6.1.2 Ursachen und Zukunft der CKD im Erwachsenenalter

Die CKD gehort weltweit zu den 20 héaufigsten Erkrankungen und war im Jahr 2019 fir 1.324.378
Todesfélle (2,3%) weltweit verantwortlich (WHO, Dezember 2020). Die Inzidenz, Pravalenz, Griinde
und auch Progression sind nicht nur abhéngig vom Herkunftsland, sondern auch von der Ethnie und
der sozialen Herkunft (MORTON et al., 2016).
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Mit groflem Abstand und weltweit fihrend in Landern mit hohem, mittlerem und in vielen Landern
mit niedrigem Einkommen sind Diabetes mellitus und Bluthochdruck als Ursachen der CKD. Allein
diese beiden Erkrankungen verursachen 60 % (Diabetes: 41,7 %, Bluthochdruck: 18,3 %) der
weltweiten Félle von CKD (XIE et al., 2018). Bis 2030 sollen diese Zahlen drastisch steigen. 2030 soll
die Zahl der Diabetes-Erkrankten auf 69 % steigen und die der Patienten mit einer Hypertonie auf 60
% (KEARNEY et al., 2005; WEBSTER et al., 2017).

Weitere 19 % der an CKD erkrankten Patienten haben diese durch eine Glomerulonephritis (XIE et al.,
2018). Diese immunvermittelten Erkrankungen fiihren durch ihre rasche Progredienz haufig schnell
zur CKD.

Eine CKD kann auch einzel- oder polygenetischen Ursprungs sein. Teilweise fallen diese schon im
Kindesalter auf, z.B. in Form von Abnormalititen der ableitenden Harnwege, andere erst spater, z.B.
die autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD). Insgesamt stellen die Patienten
mit genetischen Ursachen der CKD eine kleine Gruppe der Erkrankten dar (KEARNEY et al., 2005;
WEBSTER et al., 2017).

Weitere Griinde fir die CKD, besonders in Asien und Afrika, sind die Benutzung von pflanzlichen
Arzneimitteln und die Verschmutzung von Trinkwasser durch Schwermetalle und organische
Verbindungen (z.B. Pestizide). Durch eine Infektionskrankheit hervorgerufene CKD kommt gehéuft in
den Gebieten der Subsahara vor. Grund dafir sind vor allem HIV-Infektionen (je nach Land 5 — 83 %)
(WEBSTER etal., 2017).

6.1.3 Epidemiologie der CKD im Kindesalter

Aussagen uber die Inzidenz und Pravalenz der CKD im Kindesalter sind schwer zu treffen, da die
aktuelle Datenlage schwierig ist. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Datenerfassung der
CKD bei Kindern in Nord- und West-Europa, den Vereinigten Staaten von Amerika (USA),
Australien und Neuseeland zuverléssig ist. In den Regionen Sud- und Mittelamerika, Afrika und
grolRen Teilen des Nahen Ostens sowie Asiens ist es wahrscheinlich, dass es zu einer Untererfassung
kommt. Grundlage dieser Annahme ist das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein eines Registers fiir
Nierenersatztherapie (KRT) bei Kindern. Ausgewahlte Lander und die Inzidenz der KRT sind in
Tabelle 2 gezeigt. Hinzu kommen persénliche Probleme der Patienten, die eine Erfassung von Beginn
an verhindern, wie das Fehlen einer Krankenversicherung, keine ausreichenden finanziellen Mittel,
fehlende Krankenversorgung im landlichen Raum und fehlender Zugang zum urbanen Raum
(HARAMBAT et al., 2012; PLOOS VAN AMSTEL et al., 2018). In Tabelle 3 sind die Inzidenzen fir
eine CKD bei Kindern in verschiedenen Regionen der Welt aufgelistet. Wéhrend in Europa elf bis
zwolf Falle pro Million in der altersbezogenen Gruppe vorkommen, liegt die Inzidenz im Nahen Osten
und Stid-Ost-Asien mehr als drei Mal so hoch bei 38 Féllen. Hier kommt es vermutlich aufgrund einer

Konzentration der Patienten in einzelnen Zentren zu einer Verfalschung der Daten.
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Inzidenz der KRT bei Kindern pro Million der altersbezogenen Gruppe

Neuseeland 18 Félle
Vereinigte Staaten von Amerika (USA) 15,5
Déanemark und Schweden 10 Félle
Westeuropa und Australien 9,5 Félle
Uruguay und Polen 6 Féalle
Russland <4 Falle

Tabelle 2: Inzidenz der KRT bei Kindern pro Millionen der altersbezogenen Gruppe in verschiedenen Landern weltweit.
Tabelle erstellt nach Informationen aus Harambat, J., et al. Pediatr Nephrol 2012.

KRT, Nierenersatztherapie.

Inzidenz der CKD bei Kindern pro Millionen in der altersbezogenen Gruppe

Europa: 11-12 Falle pro Million in der altersbezogenen Gruppe
Lateinamerika: 2,8-15,8 Falle pro Million in der altersbezogenen Gruppe
Naher Osten und Siid-Ost-Asien: 38 Falle pro Million in der altersbezogenen Gruppe

) ) 3 Falle pro Million in der altershbezogenen Gruppe
Afrika stdlich der Subsahara: ) S )
(monozentrische Studien in Nigeria und Stdafrika)

Tabelle 3 Inzidenz der CKD bei Kindern pro Millionen in der altersbezogenen Gruppe in verschiedenen Regionen weltweit.
Tabelle erstellt nach Informationen aus Harambat, J., et al. Pediatr Nephrol 2012 (HARAMBAT et al., 2012).
CKD, Chronic Kidney Disease.

Die Anzahl der Falle einer kindlichen CKD sind bei Jungen im Vergleich zu Madchen erhéht (Tabelle
4).

Inzidenz der CKD nach Geschlecht (Verhaltnis méannlich zu weiblich)

Nordamerika 1.7 (STUDIES, 2008)
Vereinigte Staaten von Amerika (USA) 3.6 (USRDS, 2021a)
Europa 1.3 bis2.0 (HARAMBAT etal., 2012)

Tabelle 4: Inzidenz der CKD nach Geschlecht (Verhéltnis ménnlich zu weiblich).
CKD, Chronic Kidney Disease.

Inzidenz nach Herkunft und Genetik

Je nach Herkunft und Ethnie unterscheidet sich die Verteilung der Krankheitsbilder sehr stark. In
Nordamerika kommt die Fokal Segmentale Glomerulosklerose (FSGS) bei Menschen mit
afroamerikanischer Herkunft dreimal h&ufiger vor als bei Menschen kaukasischer Herkunft
(STUDIES, 2008). Zusétzlich weisen in den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) Kinder
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afroamerikanischer, asiatischer und spanischer Herkunft im Vergleich zu Kindern kaukasischer
Herkunft haufiger eine Glomerulonephritis auf. Umgekehrt sind bei Kindern kaukasischer Herkunft
vermehrt Anomalien der Niere und des Urogenitaltraktes vorhanden (USRDS, 2021a). In Australien
und den umliegenden Inselstaaten kommt es nicht nur durch genetische, sondern auch durch
soziodkonomische Unterschiede zu veranderten Inzidenzen. Einheimische Australier (Aborigines),
Neuseeldnder (Maori) und pazifische Inselbewohner weisen im Vergleich zu kaukasischen
Einwanderern eine erhohte Inzidenz fir akute und chronische Nierenerkrankungen auf (WHITE et al.,
2010).

Je nach Alter der Kinder unterscheidet sich die Inzidenz der CKD. Dieser Zusammenhang ist in
Tabelle 5 dargestellt. Kurz nach Geburt, innerhalb des ersten Lebensjahres, liegt die Inzidenz bei 15
% und somit mehr als zwei bis drei Mal so hoch wie in den restlichen Lebensjahren (STUDIES,
2008). Im Alter von einem bis siebzehn Jahren bleibt die Inzidenz der CKD konstant. Die hohe
Inzidenz im ersten Lebensjahr im Vergleich zum spéteren Lebensalter ist mit dem Auftreten von
CAKUT (congenital abnormalities of the kidney and urinary tract) zu erkldren. Diese Malformationen
werden durch Ultraschalluntersuchungen wahrend der Schwangerschaft und kurz nach Geburt
frihzeitig erkannt und erkldaren die hohe Inzidenz im ersten Lebensjahr der Kinder
(MURUGAPOOPATHY, GUPTA, 2020).
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Inzidenz nach Alter (Erstvorstellung mit CKD beim Arzt)

Total
Alter %
Unter 12 Monate 15,0
12 bis 23 Monate 52
2 Jahre 3,8
3 Jahre 40
4 Jahre 3,7
5 Jahre 4,2
6 Jahre 3,8
7 Jahre 3.9
8 Jahre 4.4
9 Jahre 4.4
10 Jahre 4.4
11 Jahre 5,6
12 Jahre 5,6
13 Jahre 5,8
14 Jahre 6,5
15 Jahre 6,1
16 Jahre 5,4
17 Jahre 4,6
18 bis 20 Jahre 3,7
Nach Altersgruppen
0 bis 1 Jahr 20,2
2 bis 5 Jahre 15,7
6 bis 12 Jahre 32,0
13 bis 17 Jahre 28,3
Alter als 17 Jahre 3,7

Tabelle 5: Inzidenz nach Alter (Erstvorstellung mit CKD beim Arzt) .
Tabelle erstellt nach Informationen aus Studies N.A.P.R.T.a.C NAPRTCS 2008 Annual Report 2008.
CKD, Chronic kidney disease.
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6.1.4 Bestimmung der Nierenfunktion im Kindesalter

Essenzieller Marker und Anhaltspunkt fuir die Funktionsfahigkeit der Niere ist die GFR. Die GFR gibt
das pro Zeit gefilterte Blut in den Glomeruli der Niere an und wird in ml/min quantifiziert. Durch das
tubuldre System kommt es zu einer Aufkonzentrierung des Primarharns zum Sekundérharn und im
weiteren Verlauf zur Urinproduktion. Die Filtration des Blutes durch die Glomeruli dient der
Reinigung des Blutes und Ausscheidung von Abbauprodukten oder Giftstoffen wie z.B. Kreatinin,
Harnstoff, Harnsdure und einigen Medikamenten (BEHRENDS J, 2021; KLINKE et al., 2009).

Die GFR und damit die Nierenfunktion ist von verschiedenen Parametern abhé&ngig, unter anderem
dem Filtrationsdruck, der Oberflache der Glomeruli und der Anzahl der Glomeruli. Weitere Faktoren
sind Alter, Geschlecht und GréRe (BEHRENDS J, 2021; KLINKE et al., 2009). Goldstandard fur die
Bestimmung der GFR stellt die Quantifizierung der Inulin-Clearance dar. Diese Methode ist allerdings
in der Praxis nur eingeschrankt umsetzbar, so dass eine Abschatzung der GFR mittels entsprechender
Formeln erfolgt. Diese basieren im Wesentlichen auf der Bestimmung des Serum-Kreatinins (SKr)
bzw. des Serum-Cystatin C (SCysC).

Fur erwachsene Patienten existieren verschiedene Formeln, um die GFR (eGFR, estimated glomerular

filtration rate) zu berechnen.

Als Methode der Wahl gilt entsprechend der aktuell giiltigen KDIGO Leitlinien die CKD-EPI Formel
(FOUNDATION, 2002) (Tabelle 6).

2012 CKD-EPI: Kreatinin-Cystatin C-Formel

Serum Serum Cystatin
Geschlecht L Formel zur Berechnung der GFR
Kreatinin C
o <0.8 mg/l 130 x (SKr/0.7)°% x(SCysC/0.8)%7°x0.9954"" [x1.08 wenn afroamerikanisch]
Weiblich < 0.7 mg/dl o
>0.8mg/I 130 x (SKr/0.7)%2% x(SCysC/0.8)2"11x0.9954"" [x1.08 wenn afroamerikanisch]
o <0.8 mg/l 130 x (SKr/0.7) %8 x(SCysC/0.8) *¥75x0.9954"" [x1.08 wenn afroamerikanisch]
Weiblich > 0.7 mg/dl o
>0.8mg/l 130 x (SKr/0.7)%5% x(SCysC/0.8)0711x0.9954"" [x1.08 wenn afroamerikanisch]
. < 0.8 mg/l 135 x (SKr/0.9)%%°7 x(SCysC/0.8)3°x0.9954" [x1.08 wenn afroamerikanisch]
Mannlich < 0.9 mg/dl o
>0.8mg/l 135 x (SKr/0.9)°%7 x(SCysC/0.8)07*1x0.9954"" [x1.08 wenn afroamerikanisch]

<0.8 mg/l 135 x (SKr/0.9) %50 x(SCysC/0.8)%375x0.9954" [x1.08 wenn afroamerikanisch]

Ménnlich > 0.9 mg/d| o
>0.8mg/l 135 x (SKr/0.9)%% x(SCysC/0.8)7**x0.9954"" [x1.08 wenn afroamerikanisch]

Tabelle 6: 2012 CKD-EPI: Kreatinin-Cystatin C-Formel zur eGFR Berechnung.
Tabelle erstellt nach Informationen aus KDIGO Kidney International Supplement 3 2013.

CKD-EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration, GRF, Glomerular Filtration Rate.

Diese Formeln lassen sich allerdings nicht auf Kinder Gbertragen. Innerhalb der Gruppe der Kinder
stellen Patienten unter zwei Jahren eine weitere Ausnahme dar, da sich dort auch ohne das

Vorhandensein von Komorbiditaten die GFR sehr stark verdndert. Besonders betroffen von diesen
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Veranderungen sind Kinder in den ersten Monaten nach Geburt (COULTHARD, 1985; KDIGO,
2013).

Eine Formel fiir die Berechnung der eGFR bei Kindern wurde erstmals 1976 durch Schwartz et al.
aufgestellt. Zur Berechnung der eGFR war eine Formel ausreichend, in die die GrolRe und das Serum-
Kreatinin eingesetzt wurden (SCHWARTZ GJ, 1976). Im Laufe der Jahrzehnte wurden weitere
Marker fur die Nierenfunktion identifiziert, sodass heute neben der GréRe und dem Serum-Kreatinin
noch weitere Parameter und mehr als eine Formel notwendig sind, um die eGFR von Kindern zu
berechnen. Aktuell werden noch das Alter und Geschlecht des Kindes sowie Cystatin C zur
Berechnung benétigt. Die aktuellste Kombination von Formeln zur Berechnung der eGFR bei Kindern
stammt aus dem Jahr 2021 von Pierce et al (NG, PIERCE, 2021; PIERCE et al., 2021). Mit diesen
Formeln kann die eGFR von Kindern im Alter zwischen 0 bis 25 Jahren berechnet werden (NG,
PIERCE, 2021; PIERCE et al., 2021).

6.1.5 Ursachen der CKD im Kindesalter

Die Ursachen der CKD im Kindesalter unterscheiden sich maRgeblich von den Griinden fiir eine CKD
im Erwachsenenalter (siehe 6.1.2, Seite 14).

Wéhrend bei den Erwachsenen Komorbiditaten wie Diabetes oder Hypertonie vorherrschen, verandern
sich die Ursachen bei den Kindern je nach Alter. Insbesondere kardiovaskuldre Komorbiditaten
kommen bei Kindern im Vergleich zu den Erwachsenen deutlich seltener vor. Nur 30,2 % der Kinder
weisen Uberhaupt Komorbiditaten auf. Bei 11,5 % der Kinder mit CKD besteht ein arterieller
Hypertonus und bei 6,8 % Ubergewicht. Vorerkrankungen, die die kardio-renale Belastung steigern
und den GefaRstatus belasten, kommen deutlich seltener vor als bei Erwachsenen (USRDS, 2021a).
Generell ist festzuhalten, dass Anomalien der Niere und des Urogenitaltraktes circa 60 % der Ursachen
einer CKD im Kindesalter darstellen. Hierzu zahlen Nierenaplasie, -dysplasie und -hypoplasie,
Reflux-Nephropathien, obstruktive Uropathie und polyzystische Nierenerkrankungen (GIANLUIGI
ARDISSINO, 2003; STUDIES, 2008). Zusammengefasst werden diese Erkrankungen unter dem
Begriff CAKUT. Bei Kindern unter einem Jahr ist der Krankheitskomplex fur tiber 70 % der Falle von
CKD verantwortlich. Mit steigendem Lebensalter der Kinder (>12 Jahre) sinkt der Anteil auf unter 40
% (STUDIES, 2008; USRDS, 2021a).

Des Weiteren werden circa 15 % der Falle durch glomeruldre Erkrankungen hervorgerufen. Dieser
Anteil steigt mit dem Alter der Kinder immer weiter an. Wahrend er bei Kindern unter einem Jahr
noch bei 1 % liegt, steigt er auf 32 % bei Kindern &lter als 12 Jahre. Es ist auffallig, dass in den USA
Kinder afroamerikanischer Herkunft mehr als doppelt so h&ufig von glomeruldren Erkrankungen wie
der FSGS betroffen sind als Kinder kaukasischer Abstammung, in der Alterskategorie >12 Jahren
sogar vier Mal so hdufig (STUDIES, 2008).

Andere Ursachen fir CKD im Kindesalter machen circa 25-30 % der Falle aus. Diese umfassen

genetisch-metabolische Ursachen wie die Oxalose oder Zystinose (STUDIES, 2008).
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Zwar stellen glomeruldre Erkrankungen einen kleinen Anteil der Grinde flr eine CKD dar, jedoch
schreiten diese deutlich schneller voran und fihren somit deutlich hdufiger zu einer terminalen
Niereninsuffizienz (WARADY et al., 2015). Dies zeigen auch die Daten des j&hrlichen Berichtes des
United States Renal Data System (USRDS). Unter den Kindern, deren Erkrankung bis zum terminalen
Nierenversagen (ESKD) fortgeschritten ist, besteht bei knapp 30 % eine glomeruldre Erkrankung
(primare Erkrankungen 21 %, sekundére Erkrankungen 8,1 %). Somit erreichen fast doppelt so viele
Kinder mit einer glomeruldren Erkrankung das Stadium der ESKD (USRDS, 2021b). Obwohl
Anomalien der Niere und des Urogenitaltraktes ber 60 % (STUDIES, 2008) der CKD-Félle im
Kindesalter ausmachen, schreitet bei weniger als der Hélfte (29,5 %) der Kinder die CKD bis ins
Stadium der ESKD fort (USRDS, 2021b).

6.1.6 Prognose der CKD im Kindesalter

Die CKD ist durch eine eingeschrankte und fortlaufende negative Entwicklung fiir den Patienten
gekennzeichnet. Um ein Fortschreiten der Erkrankung zu vermeiden oder die Entwicklung zu
verlangsamen, sollte eine optimale Therapie erfolgen. Hierzu ist es wichtig, Faktoren und Marker der
CKD zu identifizieren, um Komplikationen und Komorbiditaten zu verhindern. Die groRte Gefahr ist
hierbei, dass sich die CKD zu einer ESKD entwickelt.

Genau wie bei Erwachsenen gibt es eine Reihe von Faktoren, die auch bei Kindern fir eine
Progression der CKD sorgen und therapiert werden sollten. Hierzu gehoren die arterielle Hypertonie,
Proteinurie, Andmie, Hyperphosphatamie, Hypocalcdmie und Vitamin D Hypovitaminose (WARADY
etal., 2015).

Ein Kinder-spezifischer Faktor ist das Wachstum der Kinder und Jugendlichen. Besonders ausgepragt
ist der Verlust der eGFR in Phasen starken Wachstums. Grund hierfir ist ein Missverhaltnis zwischen
vorhandener Nephronanzahl und Korpermasse. Daruber hinaus kommt es wéhrend der Jugend zu
Verénderungen im Hormonhaushalt und somit zu metabolischen Verdnderungen (ARDISSINO et al.,
2012).

Des Weiteren spielt auch die Grunderkrankung eine entscheidende Rolle: Handelt es sich bei der
Grunderkrankung um ein glomerulére Erkrankung, dann schreitet die CKD schneller voran als bei
anderen Erkrankungen der Niere (z.B. Anomalien des Urogenitaltraktes) (WARADY et al., 2015).
Hierbei spielen vor allem eine erhdhte Kreatininausscheidung, Hypoalbumindmie und ein erhéhter
Blutdruck eine Rolle, da diese bei glomeruldren Erkrankungen héufiger vorkommen und
Risikofaktoren fir die Progression der CKD darstellen (WARADY et al., 2015).

Wie bereits erwéhnt spielen auch genetische Faktoren eine Rolle bei der CKD. So haben Menschen
mit Mutationen im Apolipoprotein L1 Genlocus (ApoL1) ein erhohtes Risiko an einer CKD zu
erkranken und haben zusétzlich auch eine schnellere Progression ihrer Erkrankung. Von diesem
Gendefekt sind besonders Menschen afroamerikanischer Herkunft betroffen (PARSA et al., 2013).
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6.2 Wnt/p -Catenin Signaling und Dickkopf-Proteinfamilie

6.2.1 Kanonisches Wnt/f -catenin-Signaling und Rolle bei der Fibroseentstehung

Seit der Entdeckung des Wnt/p -catenin Signalweges im Jahre 1982 durch Nusse und seine Kollegen
ist dieser Bestandteil intensiver Forschung, was dazu gefuhrt hat, dass immer mehr Uber seinen
Einfluss auf Krankheit und Gesundheit bekannt ist (NUSSE, VARMUS, 1982). Wingless-related
integration site (Wnt) ist eine Zusammensetzung aus den beiden Wartern Wingless, ein Gen fiir das
Flugelwachstum der Fliege Drosophila, und Intl, das homologe Gen von Wingless bei Wirbeltieren
(SCHUNK et al., 2021a).

Der Wnt/B-catenin-Signalweg spielt nicht nur eine wichtige Rolle fir die Entwicklung der Niere
wahrend der Embryonal- und Entwicklungszeit, sondern dartiber hinaus auch bei der Entstehung von
malignen Erkrankungen (NUSSE, CLEVERS, 2017).

In der Niere sorgen die Wnt-Liganden Wnt4 und Wnt9b fiir die Transformation der mesenchymalen
Zellen in Epithelzellen der Nephrone und die regelrechte Entwicklung der einzelnen Abschnitte in der
Embryogenese (KARNER et al, 2009). Fehlen diese Wnt-Liganden, kommt es zu
Nierenfehlentwicklungen (EDELING et al., 2016).

Der Wnt/B-catenin-Signalweg spielt jedoch auch eine Rolle beim Erwachsenen. Im Zuge der CKD ist
er dabei Teil der Entstehung der Nierenfibrose. Des Weiteren ist er mit dem akuten Nierenversagen
(AKI), der polyzystischen Nierenerkrankung, vaskuldren Schaden und sekunddrer Osteoporose der
CKD, sowie Podozytenschadigung in den Glomeruli und Proteinurie assoziiert (SCHUNK et al.,
2021a).

Whnt-Liganden sind hydrophobe Molekiile und werden nach ihrer Translation an das Chaperon
Whntless (WLS) gebunden (HARTERINK, KORSWAGEN, 2012; LANGTON et al., 2016;
LORENOWICZ, KORSWAGEN, 2009). Durch weitere posttranslationale Modifikationen wéhrend
ihrem Weg durch den Golgi-Apparat werden die Wnt-Liganden lipidiert. Dies ist der Grund, warum
die Proteine entweder auf der Oberflache der Zellmembran gebunden, fiir den Transport in Exosomen
abgeschnirt oder an Lipoproteine gebunden werden (GROSS et al., 2012; MULLIGAN et al., 2012;
PANAKOVA et al., 2005; STANGANELLO et al., 2015).

Beim Whnt/B-catenin-Signaling miissen zwei Mdglichkeiten der Signalweiterleitung unterschieden
werden: der kanonische Wnt/B-catenin Signalweg und der nicht kanonische Signalweg. In der
Abwesenheit von Wnt-Liganden wird B-Catenin durch die Bindung an einen Proteinkomplex,
bestehend aus Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3p), Adenomatous-polyposis Protein (APC) und
Casein Kinase (CK1), phosphoryliert, ubiquitinyliert und schliellich proteasomal degradiert
(MACDONALD et al., 2009). Durch die Bindung eines Wnt-Liganden an den Rezeptorkomplex aus
Frizzled Protein (FZD) und Lipoprotein-Rezeptor assoziiertem Protein 5 (LRP5)/Lipoprotein-Rezeptor
assoziiertes Protein 6 (LRP6) wird der Abbau von B-Catenin verhindert (MACDONALD et al., 2009;
NIEHRS, SHEN, 2010). Hierdurch ist es moglich, dass 3-Catenin in den Zellkern transloziert und dort
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Uber die Bindung an Tcf-Lef die Transkription von Wnt-abhéngigen Genen induziert (CLEVERS,
NUSSE, 2012).

Zum nicht-kanonischen Wnt/B-catenin-Signalweg gehtren zwei Signalwege. Entweder kommt es zur
direkten Induktion des Wnt-Ca?*-Signalweges tber die Phospholipase-abhangige Produktion von
Inositol Triphopshat-Diacylglycerol oder zyklische GMP-Phosphodiesterase und p38-MAPK durch
die FZD Proteine, oder es kommt zur Signalverarbeitung durch planare Zellpolaritat (MA, WANG,
2007). Diese Art der Kommunikation ist wichtig fur direkte Informationsiibertragung zwischen
Epithelzellen und fur strukturelle Verédnderungen von mesenchymalen Zellen (YANG, MLODZIK,
2015).

Die Whnt-abhéngigen Signalwege konnen durch verschiedene Molekile inhibiert werden. Hierzu
gehoéren die Dickkopf (DKK) Proteine, Sclerostin (JOINER et al., 2013) oder der Wnt inhibierende
Faktor 1 (WIF1) (HSIEH et al., 1999; MALINAUSKAS et al., 2011). DKK Proteine und Sclerostin
binden an LRP5 und LRP6 und unterdriicken so den Signalweg. So verhindert DKK-1 die direkte
Bindung von LRP6 an FZD und inhibiert dadurch den Wnt-Signalweg (AGAPOVA et al., 2016).

Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Absence of WNT ligands Presence of WNT ligands Inhibition of WNT signalling by DKK
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Abbildung 1: Kanonisches Wnt/B-catenin-Signaling in Abwesenheit und in Anwesenheit des WNT Liganden und Inhibition
durch die DKK Proteine.

LRP, Lipoprotein Receptor-Related Protein; FZD, Frizzled Protein; DVL, Dishevelled Protein; GSK3p, Glykogen Synthase
Kinase 3p; APC, Adenomatous-polyposis Protein; CK1, Casein Kinase-1; P, Phosphat; TCF, T cell factor; LEF, Lymphoid
Enhancer Factor; WNT, Wingless-Related Integration Site; KRM, Kremen; DKK, Dickkopf; Abbildung entnommen aus
Schunk et al. Nature Reviews Nephrology 2021 (SCHUNK et al., 2021a).

In der Niere werden Whnt-Liganden hauptséchlich von den Tubulusepithelzellen exprimiert und
freigesetzt. Dadurch wird der Phénotyp der Epithelzellen und Fibroblasten bestimmt (DIROCCO et
al., 2013; MAAROUEF et al., 2016; ZHOU et al., 2013). An dieser Stelle mussen zwei Arten der
Stimulation unterschieden werden: die dauerhafte und die voriibergehende Aktivierung des Wnt/p-
catenin Signalweges. Bei der vorlibergehenden Aktivierung kommt es zur Zellregeneration durch
Tubulogenese und Verhinderung der Zelldifferenzierung (BEATON et al., 2016). Im Gegensatz dazu
kommt es bei der dauerhaften Aktivierung zur Seneszenz der Zellen und Uber die Expression der
Metalloprotease 2 zur Ablésung der Zellen von der Basalmembran (LI et al., 2013).

Fibroblasten werden durch den Wnt-Signalweg zur Proliferation (ZHOU et al., 2017) und zur
Differenzierung zu Myofibroblasten angeregt (STRUTZ, ZEISBERG, 2006). Dadurch kommt es zur
Vernarbung und Fibrose des Nierenparenchyms und damit zu seiner persistierenden Destruktion, was
die Endstrecke unterschiedlichster Nierenerkrankungen darstellt (DIROCCO et al., 2013; SCHUNK et
al., 2021a).
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6.2.2 Dickkopf-Protein Familie

Insgesamt bilden die Proteine Dickkopf (DKK) 1, DKK2, DKK3 und DKK4 die Dickkopf-Protein
Familie. Die DKK-Proteine sind als Modulatoren an der Signallbertragung tber den Wnt/B-Catenin
Signalweg beteiligt und haben unterschiedliche Funktionen (SCHUNK et al., 2021a). Bei den
Proteinen handelt es sich um Glykoproteine mit einer Gréf3e von 155 bis 350 Aminosauren. AulRerdem
besitzen DKK1, 2 und 4 zwei Cystein-reiche Doménen. Diese ermdglichen die Interaktion mit anderen
Proteinen.

Der Name Dickkopf leitet sich von einem Experiment an Froschlarven ab, die nach Uberexpression
von DKKU1 in ihrer Embryonalentwicklung groie Képfe aufwiesen (GLINKA et al., 1998).

Die Proteine DKK1, DKK2 und DKK4 binden alle an den LRP6, antagonisieren so die durch Wnt-
Liganden induzierte Signaltransduktion und inhibieren somit die Wnt/p-catenin Signalkaskade. Im
Unterschied dazu ist die Funktion von DKK3 noch nicht sicher geklért und es herrscht Uneinigkeit
dartiber, ob DKK3 den Signalweg inhibiert (DIROCCO et al., 2013) oder aktiviert (YU et al., 2017).

6.2.3 Dickkopf-3 bei Nierenerkrankungen

DKK3 ist Teil der DKK-Familie und kann in Tubulusepithelzellen der Niere, mesenchymalen
Vorlauferzellen und mesenchymalen Zellen exprimiert werden. DKK3 ist hierbei nicht nur an
verschiedenen Zellprozessen wie Differenzierung oder Karzinogenese beteiligt, sondern ber den
Whnt/B-catenin Signalweg auch an der Entstehung von Nierenerkrankungen (FANG et al., 2020).
Waéhrend in gesunden Personen DKK3 nicht in der Niere exprimiert wird, kann es bei
Nierenschadigung zundchst in Tubulusepithelzellen im Verlauf aber auch im Interstitium
nachgewiesen werden.

Im Mausmodel einer Nierenschadigung durch Adenin-Diét oder unilateraler Ureterobstruktion (UUQO)
konnte nachgewiesen werden, dass DKK3 ein wichtiger Ausléser der Nierenfibrose ist (FEDERICO et
al., 2016; SCHUNK et al., 2021b). Zuséatzlich konnte in DKK3 knock-out Méuse gezeigt werden, dass
durch eine DKK3 Defizienz der tubuldre Schaden und die Nierenfibrose deutlich vermindert sind. Als
Hauptquelle von DKK3 wurden renale Tubulusepithelzellen identifiziert. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass es durch Antikdrper-induzierte Blockade von DKK3 zu einer Akkumulation von T-
Zellen kommt. Diese hatten in der Niere eine antifibrotische Wirkung. Gleichzeitig kam es zu einer
verminderten Aktivierung des kanonischen Wnt/f-catenin Signalweges (FEDERICO et al., 2016). Als
Antwort auf zelluldren Stress, akut oder dauerhaft, wird DKK3 in den Urin sekretiert. Da DKK3 nur
bei Schadigung der Niere, nicht aber bei gesunden Menschen oder Tieren im Urin erhoht ist, stellt
DKK3 einen Biomarker fur renalen Stress dar (FEDERICO et al., 2016; SCHUNK et al., 20213;
SCHUNK et al., 2021b). Dariuiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die DKK3 Konzentration im
Urin in Relation zur tubulointerstiellen Fibrose steht (ZEWINGER et al., 2018). Klinisch konnte

anhand von Biopsien von CKD Patienten und an Patienten mit IgA-Nephropathie gezeigt werden, dass
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erhohte DKK3 Urinkonzentrationen mit einem schnelleren Rickgang der eGFR assoziiert waren
(RAUEN et al., 2015; ZEWINGER et al., 2018). Hinzukommt, dass auch bei Patienten mit einer
Herzoperation gezeigt werden konnte, dass Patienten mit erh6htem DKK3 vor der Operation (OP) ein
deutlich erhohtes Risiko fir eine AKI, eine dauerhafte Nierenfunktionseinschrénkung und eine
Dialysepflichtigkeit aufweisen (SCHUNK et al., 2021b; SCHUNK et al., 2019).

6.3 Fragestellung der Arbeit

In den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass DKK3 im Urin einen
Marker fiir die Progression einer CKD darstellt. Dies ermdglicht es, Patienten mit einem hohen Risiko
fur das Fortschreiten der CKD zu erkennen. Gerade bei Kindern wére es besonders wichtig, moglichst
friihzeitig ein erhohtes Risiko fur einen eGFR Verlust sicher zu identifizieren und entsprechend
intensivierte therapeutische MalRnahmen einleiten zu kénnen. Ziel dieser Dissertation ist es deshalb,
DKK3 als Urinmarker einer Progression der CKD bei Kindern zu evaluieren. Gezielt sollen hiermit

folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Erlaubt die Bestimmung von DKK3 im Urin (uUDKK3) die Identifikation von Kindern mit einem
hohen Risiko fir die Progression der CKD?

2. Kann uDKK3 als Marker benutzt werden, um Kinder zu identifizieren, die von gezielten
Progressions-hemmenden therapeutischen MalBnahmen wie einer strikten Blutdruckeinstellung

profitieren?
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7. Methodik

7.1 Klinische Studien

7.1.1 ESCAPE-Studie

Studiendesign

Die Studie ,,Effect of Strict Blood Pressure Control and ACE Inhibition on the Progression of CRF in
Pediatric Patients (ESCAPE)“ ist eine randomisierte klinische Studie zur Untersuchung, ob eine
intensivierte Blutdruckeinstellung bei Kindern mit chronischer Nierenerkrankungen einen Effekt auf
die Progression der Erkrankung aufweist (THE ESCAPE TRIAL GROUP (ELKE WUHL, 2009). Die
Studie wurde europaweit durchgefiihrt. Zu Beginn umfasste die Studienkohorte 468 Patienten. Die
Studie wurde von den ortlichen Ethikkomitees genehmigt und alle Eltern und Patienten haben
schriftlich eingewilligt, an der Studie teilzunehmen. Primér war die Studie fiir drei Jahre geplant. Nach
zwei Jahren wurde eine Zwischenanalyse durchgefuhrt und die Studie wurde auf Grundlage sehr guter

Ergebnisse auf eine Gesamtlaufzeit von funf Jahren verléngert.

Patienten

Zu Beginn der Studie im April des Jahres 1998 bis zum geplanten Ende im Dezember 2001 wurden
zunéchst 468 Kinder im Alter zwischen drei und achtzehn Jahren mit einer CKD im Stadium G2-G4
(eGFR von 15 bis 80 ml/min/1.73m?) und zusétzlich einem erhohten Blutdruck oder einem

medikamentds eingestellten Blutdruck eingeschlossen.

Die Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der Studie waren wie folgt:
o Alter < 3 Jahre oder > 18 Jahre bei Beginn der Studie
¢ Nierenarterienstenose
e Nierentransplantation (erhalten)
e Schlechter klinischer Zustand (Erbrechen, Anorexie)
o Laufende immunsuppressive Therapie (einschlieBlich Glukokortikoide)
e Schwerwiegende Primarerkrankung an Herz, Leber oder Gastrointestinal-Trakt
e Einnahme von Erythropoietin oder von Wachstumshormonen mit einer Dauer von weniger als
drei Monaten vor Beginn der Run-In-Phase

e Schwangerschaft

Kriterien fur den Ausschluss wahrend der laufenden Studie/Untersuchung:
e Entwicklung von bedeutenden Komorbiditaten
e  Offensichtliche non-compliance mit dem Therapieregime der Studie
e Wunsch nach Ausschluss/Abbruch der Studie
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Run-In Phase

Maogliche Patienten flr die Studie mussten vor Beginn eine Run-in Phase durchlaufen. Wéhrend dieser
Zeit wurden sie Uber einen Zeitraum von sechs Monaten alle zwei Monate klinisch untersucht.
Zusatzlich mussten sie bis zwei Monate vor Beginn der Run-in Phase alle Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) Inhibitoren absetzen. VVon 468 Patienten, die zu Beginn der Studie an der
Run-in Phase teilnahmen, wurden 83 Kinder ausgeschlossen. Ein Ausschluss fand auf Grundlage nicht
erreichter Einschlusskriterien oder nicht ausreichender Compliance statt. 385 Kinder wurden in die
Studie aufgenommen. Diese wurden einer Randomisierung unterzogen und zuféllig der Gruppe mit

konventioneller oder intensivierter Blutdruckeinstellung zugeteilt.

Blutdrucktherapie

Alle Patienten erhielten die Hochstdosis des Angiotensin Coverting Enzyme Inhibitors (ACE-
Inhibitors) Ramipril, angepasst an ihre KorpergroRe (6 mg pro Quadratmeter Korperoberflache pro
Tag). Die Therapie wurde (ber einen Zeitraum von zwei Monaten eindosiert. Die Startdosis von 1.25
mg pro Quadratmeter-Korperoberflache wurde auf 6 mg pro Quadratmeter-Kdrperoberflache pro Tag
gesteigert. Uber den Verlauf der Studie wurde die Medikation entsprechend des Wachstums der
Kinder angepasst.

Je nach randomisierter Gruppenzuteilung erfolgte eine unterschiedliche Blutdrucktherapie.
Zielblutdruck der Patienten mit konventioneller Blutdruckeinstellung war ein 24 Stunden mittlerer
arterieller Blutdruck (MAP) zwischen der 50. Und 90. Perzentile. Von den 385 Studienteilnehmern
befanden sich 196 Kinder in diesem Studienarm.

Der Zielblutdruck bei der Gruppe mit intensivierter Blutdruckeinstellung lag unterhalb der 50.
Perzentile. Die GrofRe dieser Studiengruppe betrug 189 Kinder.

Zur Erreichung dieses Zielwertes waren bis auf Antagonisten des RAAS alle antihypertensiven
Medikamente erlaubt. Ein standardmé&Riges Therapieeskalationsschema wurde vorgeschlagen, war
jedoch nicht verpflichtend (Reihenfolge der medikamentdsen Eskalation: (1) Diuretikum, (2) Beta-
Rezeptor-Blocker, (3) Kalzium-Kanal-Blocker, (4) Alpha-Rezeptor-Blocker, (5) zentral wirksame
Antisympathotonika).

Alle zwei Monate wurde bei den Patienten der Blutdruck, die eGFR und die Proteinurie gemessen.
Des Weiteren wurde alle sechs Monate eine ambulante 24 Stunden Blutdruckmessung durchgefihrt

und die Therapie entsprechend des 24 Stunden MAPs-Zielwertes angepasst.

Outcomes
Die Auswertung der erhobenen Patienten-Daten fand ab dem Zeitpunkt des Erreichens der vollen
Dosis des ACE-Inhibitors (zwei Monate) bis zum Erreichen eines Endpunktes statt.
Folgender priméarer Endpunkt wurden definiert:
e Reduktion der eGFR um 50 %
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e Progression zur ESKD (eGFR <10ml/min/1.73 m?)

e Beginn einer Nierenersatztherapie

Weitere sekundare Endpunkte wurden definiert:
e Blutdruckveranderungen
e Verdnderungen der eGFR
e Veranderungen der Proteinurie (SCHAEFER, 2010; THE ESCAPE TRIAL GROUP (ELKE
WUHL, 2009)

Aktuelle Auswertung
Von insgesamt 385 Teilnehmern der ESCAPE Studie standen dieser Studie von 231 Kindern die

Urinproben zu Analysezwecken zur Verfugung.

7.1.2 4C Studie

Studiendesign

Die Studie ,,The Cardiovascular Phenotypes in Children with CKD: The 4C Study” ist eine
multizentrische, prospektive Studie, welche kardiovaskulare Komorbiditaten bei Kindern mit CKD im
Alter zwischen sechs und siebzehn Jahren untersucht (SCHAEFER et al., 2017a). Daruiber hinaus
hatten die Kinder bei Beginn der Studie eine eGFR von 10-60 ml/min/1.73 m? und damit ein CKD
Stadium G3-G5.

Die Studie wurde europaweit durchgefuhrt und insgesamt nahmen 688 Patienten verteilt auf 55
unterschiedliche Zentren aus zwdlf verschiedenen Landern teil. Die Studie wurde von den ortlichen
Ethikkomitees genehmigt und alle Eltern und Patienten haben schriftlich eingewilligt an der Studie
teilzunehmen. Die Kinder wurden zwischen Oktober 2009 bis August 2011 in die Studie

eingeschlossen.

Die Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der Studie waren wie folgt:
e  Aktive systemische Vaskulitis
¢ Renale vaskuldre Anomalien
o Kardiovaskuldre Anomalien

e Anomalien der Extremitéten, welche die diagnostischen Verfahren einschréanken
Kriterien fiir den Ausschluss/Abbruch wahrend der laufenden Studie/Untersuchung:

e eGFR > 60 ml/min pro 1.73 m?
e fehlende eGFR bei Aufnahme in die Studie
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Outcomes
Die Patientenwurden einmal im Jahr durch einen der sieben regionalen Koordinatoren untersucht. Teil
dieser Untersuchung war die Erhebung des kardialen Status durch folgende Untersuchungen:
o Messung des Blutdruckes (durch Erstellung des Mittelwertes nach drei systolischen und
diastolischen Messungen)
e 24-Stunden Blutdruckmessung

e Statuserhebung des Blutdruckes

Zusétzlich wurden folgende Untersuchungen alle sechs Monate durchgefihrt:
e Anthropometrische Daten

Klinischer Status

e Aktualisierung des Medikamentenplans
e Auskunft (iber medizinische Zwischenfalle
e Blutprobe

e Urinprobe

Endpunkt der Studie war das Erreichen der 95ten Perzentile der einmal im Jahr erhobenen Parameter
im Vergleich zu gesunden Kindern. Die letzten Beobachtungen endeten im Dezember 2019
(SCHAEFER et al., 2017a).

Aktuelle Auswertung

Von insgesamt 704 Teilnehmern der 4C Studie standen dieser Studie von 428 Kindern die Urinproben

zu Analysezwecken zur Verfligung.
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7.2 Klinisch-chemische Analysen

7.2.1 Kreatinin in Blut und Urin

Die Bestimmung der Kreatininkonzentration im Urin und Serum wurde mit dem AU480 Chemistry
Analyzer der Firma Beckman Coulter durchgefuhrt. Die Kreatinin Bestimmung findet nach
modifizierter Jaffé-Methode statt (JAFFE, 1886). Die Modifikation ist nétig, da durch Pseudokreatine
(z.B. Glucose, Pyruvat, Askorbinsdure und Acetoacetat) die Spezifitat der Messung vermindert wird.
Grund hierfur ist das ahnliche Farbspektrum der Komplexe aus Pikrinsdure mit den Pseudokreatinen
(SOLDIN etal., 1978).

In alkalischem Medium reagiert Pikrinsdure mit Kreatinin zu einem gelb orangen Komplex. Durch
photometrische Bestimmung bei einer Wellenldnge von 520/800nm kann die Konzentration des
Kreatinins bestimmt werden, da die Anderungsrate der Extinktion des Lichtes proportional zur

Kreatinin Konzentration in der Probe ist.

7.2.2 Bestimmung der eGFR

eGFR Bestimmung ESCAPE und 4c Studie
Die eGFR wurde unter Verwendung der ,.chronic kidney Diesease in children (CKiD) under 25
(U25)“ Gleichung bestimmt (PIERCE et al., 2021).

7.2.3 Bestimmung von DKK3 im Urin

Ein ELISA (Enzyme-linked Immunosorbet Assay) dient zum immunologischen Nachweis von
Proteinen in Proben wie z.B. Sputum, Urin, Blut, etc. Prinzipiell werden verschiedene ELISA-Systeme
unterschieden (RASSOW et al., 2016). Bei dem hier verwendeten ELISA handelt es sich um einen
Sandwich-ELISA.

Die Schrittabfolge eines Sandwich-ELISAs ist in Tabelle 7 dargestellt (RASSOW et al., 2016).
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Ausgangssituation  Oberflache eines Plastikgefalies (Mikrotiterplatte) beschichtet mit Fangantigen

1. Schritt Hinzugabe der Probe mit dem Nachzuweisenden Antigen

2 Schritt nach Ablauf der Inkubationszeit abwaschen des nicht gebundenen Antigens
und restlichen Uberstandes

3. Schritt Hinzugabe des zweiten Antikorpers gegen das Antigen; Besonderheit des
zweiten Antikorpers ist zusatzliche Enzymaktivitat

4 Schritt nach Ablauf der Inkubationszeit Abwaschen des nicht gebundenen zweiten
Antikorpers

£ Schritt Hinzugabe von Substrat bzw. Farbstoff welches durch das Enzym des zweiten

Antikdrpers umgesetzt werden soll

6. Schritt Messung der Produktbildung (Absorption)

Tabelle 7 Arbeitsschritte bei einem Sandwich-ELISA.
Tabelle erstellt nach Informationen aus Rassow, J., et al. Duale Reihe Biochemie 2016.

ELISA, Enzyme-linked Immunosorbet Assay.

Zum Nachweis von DKK3 wurde der ReFine DKK3 ELISA der Firma DiaRen verwendet.

Vorbereitung der Probe und der verwendeten Reagenzien

Bevor die bei -80 °C gelagerten Urinproben gedffnet und verwendet werden kdnnen, miissen diese bei
Raumtemperatur (23°C + 3°C) auftauen. Des Weiteren mussen alle Reagenzien des ELISA-Test-Kits
auf Raumtemperatur (23°C £ 3°C) gebracht werden. Zundchst werden die Proben fur zehn Minuten
bei 370 g (2000 Umdrehungen pro Minute (rpm)) zentrifugiert. Im Anschluss werden 100 pL der
Probe und 900 pL des Probenpuffers zusammengegeben und vermischt.

Zu Beginn des ELISAs werden 100 pL der gemischten Probe in die mit monoklonalem DKK3
Fangantikdrper beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. AuBerdem werden jeweils 100 pL der
Kalibrierflussigkeit (blau) und der Kontrollen (griin und rot) jeweils in zwei Wells der Mikrotiterplatte
pipettiert. Im Anschluss wird die Platte fiir 30 Minuten inkubiert. Nun wird der Uberstand aller Wells
abgesaugt und jedes insgesamt vier Mal mit 350 pL Waschpuffer gespilt, um nicht gebundene
Probenbestandteile zu entfernen. Im Anschluss wird ziigig in jedes Well 100 pL des zweiten
biotinylierten DKK3-Antikorpers pipettiert. Erneut wird die Mikrotiterplatte fir 30 Minuten inkubiert
und wie oben bereits erwéhnt gewaschen. Nach der schnellen Hinzugabe von 100 pL Streptavidin-
HRP wird die Mikrotiterplatte wieder fur 30 Minuten inkubiert und wie bereits bekannt im Anschluss
gewaschen. Als néchstes wird 100 pL der Substratldésung hinzugegeben und aufgrund der
Fotosensibilitdt wird die Mikrotiterplatte im Dunkeln fir 30 Minuten inkubiert. Die Reaktion wird

durch die Hinzugabe von jeweils 100 pL Stopplésung beendet, es kommt zum Farbumschlag von blau
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zu gelb, die Mikrotiterplatte wird geschttelt und die Proben schnellstmdglich durch ein Photometer

mit der Wellenlénge von 450 nm ausgelesen.

7.3 Statistische Analysen

Die statistisch erhobenen Daten werden unter folgenden Kriterien untersucht und wie folgt angegeben:
Kontinuierliche Variablen werden, wenn sie normalverteilt sind, als Mittelwert + Standardabweichung
(SD) angegeben. Nicht-normalverteilte Variablen werden als Median und Interquartilsbereich
dargestellt. Kategoriale Variablen werden in Prozent angegeben. Urin DKK3-Konzentrationen
(uUDKK3) wurden logarithmiert. Statistische Unterschiede zwischen kontinuierlichen Variablen
wurden mittels Student’s T Test oder Mann Withney U Test und der Chi-Quadrat Test fiir
kategorische Variablen untersucht.

Der Zusammenhang zwischen uDKK3 am Anfang eines Halbjahres-Blockes und der Veranderung der
eGFR (absolut oder in Prozent) im Verlauf des Halbjahres wurden durch Benutzung von
generalisierten Schétzgleichungen (GEE) untersucht. Insgesamt standen Datensatze aus 4.096
Halbjahres-Blocken zur Verfligung. 1.239 Datensatze stammten von der ESCAPE Studie und 2.857
von der 4C Studie. Zur Analyse wurde uDKK3 als kategoriale Variable verwendet. Grundlage fir die
Dichotomisierung von uDKK3 war der Median bei der Patientengruppe der ESCAPE-Studie (1689
pg/mg Kreatinin). Dieser Trennwert wurde sowohl fur die ESCAPE-Studie als auch die 4C-Studie
verwendet. Es erfolgte eine Adjustierung fir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Score fur die
Standardabweichung (SDS) des systolischen Blutdrucks, Body Mass Index (BMI) SDS, Albuminurie
und eGFR. Daruber hinaus wurde der Zusammenhang zwischen der logarithmierten uDKK3-
Konzentration und den Verdnderungen der eGFR durch GEE untersucht. Zur Abschédtzung des
Zusammenhangs zwischen Bluthochdrucktherapie mit ACE-Inhibitoren und/oder Angiotensin Il
Rezeptorblockern (ARB) und der Verdnderung der eGFR bei Patienten der 4C-Studie wurden auch
GEE verwendet. Einbezogen wurde hier ein Interaktionsterm zwischen uDKK3 und der Behandlung
mit ACEi/ARB. Angegeben wurden die multivariat adjustierten Mittelwerte von uDKK3 unter den
verschiedenen Therapien mit ACEi oder ARB. Der nicht-lineare Zusammenhang zwischen der
Konzentration von uDKK3 und der Anderung der eGFR innerhalb der sechs Monate eines Halbjahres-
Blockes wurde mittels Restricted cubic spline Plots visualisiert. Hierzu wurden Knoten an der 10., 50.
und 90. Perzentile verwendet.

Zusétzlich wurde der Zusammenhang zwischen uDKK3 und dem Risiko flr einen Riickgang der
eGFR um >5% innerhalb von sechs Monaten hergestellt. Hierzu wurden logistische Regressions-
Analysen benutzt. Multikollinearitdt der Kovariaten wurde durch die Bestimmung des
Varianzinflationsfaktors mit Hilfe des STATA Programms ,collin“ ausgeschlossen. Die
Modellbeurteilung und Kalibrierung wurde auf Grundlage visueller Inspektion der grafischen
Darstellung flr das vorausgesagte und beobachte Risiko eines Rickgangs der eGFR um >5%

vorgenommen. Mittels Integrated Discrimination Improvement (IDI) und Net Reclassification
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Improvement (NRI) wurde die Reklassifizierung durch die Hinzunahme von uDKK3 zu einem
klinischen Modell bestehend aus Alter, Geschlecht, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS,
Albuminurie und der eGFR quantifiziert. Fir IDI und NRI wurde ein genaues Konfidenzintervall (Cl)
vorgegeben.

Zudem wurde der Zusammenhang zwischen der Randomisierung zu konventioneller und intensivierter
Blutdruckeinstellung und dem kombinierten renalen Endpunkt oder das Risiko einer KRT (Dialyse
oder Transplantation) in der ESCAPE-Studie untersucht. Dazu wurden Cox-Regressions-Modelle
verwendet. Die Patienten wurden anhand des Medians der uDKK3-Konzentration in zwei Gruppen
aufgeteilt. Die Analysen wurde fir Alter, Geschlecht, systolischen Blutdruck SDS, BMI SDS,
Albuminurie und eGFR adjustiert.

Als Signifikanzniveau wurde ein beidseitiger P-Wert von <0.05 festgelegt. Fir die Durchfiihrung der
Analysen wurden folgende Programme verwendet: SPSS Version 21.0 und STATA IC 15 mit den

Programmen collin, krls, nriidi und postrcspline.
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8. Ergebnisse

8.1 uDKKS3 und intensivierte Blutdruckeinstellung in der ESCAPE Studie

8.1.1 Baseline Charakteristika

Alle Patienten uDKK3 Slﬁ?? ubDKK3 >1§8?
N=031 pg/mg Kreatinin pg/mg Kreatinin P
N=128 N=103

Alter (in Jahren) 12.0+3.9 121+38 11.7+3.9 0.376
Geschlecht (méannlich in %) 136 (58.9) 76 (59.4) 59 (57.7) 0.792
BMI SDS -0.25+1.15 -0.13 +1.09 -0.39+1.20 0.083
Diagnose 0.159
Glomerulare Erkrankungen (%0) 30 (13.0) 19 (14.8) 11 (10.7) 0.159
CAKUT (%) 168 (72.7) 87 (68.0) 81 (78.6) 0.159
Andere (%) 33 (14.3) 22 (17.2) 11 (10.7) 0.159
Bluthochdruck (%) 8(3.5) 5(3.9) 4(3.9) 0.999
Systolischer Blutdruck SDS -0.01+1.08 0.02+1.01 -0.07 £1.15 0.529
eGFR (ml/min/1.72m2) 44.9 +20.0 54.1+19.3 36.1+17.0 <0.001
Serum Kreatinin Konzentration (pmol/L) 1975+ 114.6 152.7 + 76.6 238.9+129.5 <0.001
Urin Protein/Kreatinin Ratio (g/g

Kreatinin) 0.36 (0.85) 0.20 (0.55) 0.72 (1.15) <0.001
Urin Albumin/Kreatinin (g/g Kreatinin) 0.66 (1.83) 0.63 (1.49) 0.73(3.97) 0.270
uDKK3 (pg/mg Kreatinin) 1,098 (7,168) 160 (716) 8,693 (20,259) <0.001

Tabelle 8: Baseline Charakteristika der ESCAPE Studie aufgeteilt am Median der uDKK3 Konzentration.
uDKK3, Urin Dickkopf-3; CAKUT, Congenital Abnormalities of the Kidney and Urinary Tract; eGFR, estimated
Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 8 zeigt die Baseline Charakteristika der Patienten der ESCAPE Studie. Von insgesamt 385
Teilnehmern der ESCAPE Studie standen dieser Studie von 231 Kindern die Urinproben zur
Verfugung. Des Weiteren wurden die Patienten anhand des Medians der uDKK3-Konzentration
innerhalb dieser Studie in zwei Gruppen aufgeteilt: uUDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin und in uDKK3
>1689 pg/mg Kreatinin. Die Patientenkohorten unterscheiden sich in ihren grundlegenden Merkmalen
nicht. Signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen gibt es bei eGFR, Serum Kreatinin

Konzentration, Proteinurie und uDKK3 Konzentration.
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8.1.2 uDKKS3, intensivierte Blutdruckeinstellung und kombiniert renaler Endpunkt

. uDKK3 <1689 uDKK3 >1689

Model Randomisierung o .
pg/mg Kreatinin pg/mg Kreatinin
HR (95 % CI) P HR (95 % CI) P
Konventionelle
Crude . Referenz Referenz
Bluthochdruckeinstellung
Intensivierte
0.80 (0.36 — 1.76) 0.575 0.48 (0.25-0.91) 0.024

Bluthochdruckeinstellung

Konventionelle
Model 1 . Referenz Referenz
Bluthochdruckeinstellung

Intensivierte
0.87 (0.38 - 1.98) 0.740 0.44 (0.23 - 0.84) 0.013

Bluthochdruckeinstellung

Konventionelle
Model 2 . Referenz Referenz
Bluthochdruckeinstellung

Intensivierte
1.18 (0.52 - 2.68) 0.694 0.27 (0.14 - 0.55) 0.0003

Bluthochdruckeinstellung

Tabelle 9: Cox-Regression fiir den Zusammenhang zwischen randomisierter Therapie (konventioneller und intensivierter
Bluthochdruckeinstellung) und dem kombinierten renalen Endpunkt der Patienten der ESCAPE Studie nach Aufteilung in
zwei Gruppen anhand des Medians der uDKK3-Konzentration.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
HR fir die Interaktion zwischen uDKK3 und der Randomisierungsgruppe: = 0.21 (95 % CI: 0.11 — 0.40, P < 0.0001).

HR fir die Interaktion zwischen logDKK3 und der Randomiserungsgruppe: 0.79 (95 % CI: 0.59 — 0.98, P = 0.029).

uDKK3, Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

In Tabelle 9 ist der Zusammenhang zwischen der Randomisierung zu konventioneller und
intensivierter Blutdruckeinstellung und dem kombiniert renalen Endpunkt der Patienten der ESCAPE
Studie zu sehen. Die Patienten wurden anhand des Medians von uDKK3 in der Studie in eine Gruppe
mit konventioneller und eine mit intensivierter Blutdruckeinstellung unterteilt. Hierbei zeigt sich, dass
in der Gruppe der Patienten mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin kein signifikanter Zusammenhang
zwischen intensivierter Blutdruckeinstellung und dem kombiniert renalen Endpunkt besteht. Im
Gegensatz dazu ist die intensivierte Blutdruckeinstellung in der Gruppe der Patienten mit uDKK3
>1689 pg/mg Kreatinin mit einer signifikanten Reduktion des Risikos fur den kombinierten renalen
Endpunkt assoziiert. Dieser Zusammenhang bleibt auch nach Adjustierung fiir verschiedene
Kovariaten inklusive der eGFR und der Albuminurie signifikant. Diese Ergebnisse sind auch in
Abbildung 2 dargestellt. In der Patientengruppe mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin betragt die
Number-needed-to-treat (NNT 250.0), wahrend diese bei Patienten mit uDKK3 >1689 pg/mg bei 4.0
liegt.
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uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin

uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin

10 10 Konventionelle Blutdruckeinstellung
g ﬁ\_ﬁ,—‘ = Intensivierte Blutdruckeinstellung
% 08 08
2 P fiir Interaktion = 0-009
'?3 06 06 (uDKK3 x Randomisierungsgruppe)
B
E 0-4 0-4
>
w
]
%’, 0-2 NNT=250-0 (95% CI -144-2 bis = bis 66-9) 0-2 | NNT=4-0 (95% CI 3-7 bis 4-4)
c HR 118 HR 0-27
(4 95% CI 0-52 to 2:68 95% Cl 0-14 to 055
0-0 P=0-694 0-0 | P=0-0003
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Abbildung 2: Renales Event-freies Uberleben der Patienten der ESCAPE Studie nach Aufteilung in zwei Gruppen anhand

des Medians der uDKK3-Konzentration.

uDKK3, Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

8.1.3 uDKKS, intensivierte Blutdruckeinstellung und Nierenersatztherapie

. uDKK3 <1689 uDKK3 >1689
Model Randomisierung . o
pg/mg Kreatinin pg/mg Kreatinin
HR (95 % CI) P HR (95 % CI) P
Konventionelle
Crude . Referenz Referenz
Bluthochdruckeinstellung
Intensivierte
. 1.23 (0.33 - 4.60) 0.754 0.55 (0.24 - 1.27) 0.162
Bluthochdruckeinstellung
Konventionelle
Model 1 . Referenz Referenz
Bluthochdruckeinstellung
Intensivierte
. 1.34(0.34 -5.28) 0.678 0.53 (0.23 - 1.23) 0.141
Bluthochdruckeinstellung
Konventionelle
Model 2 _ Referenz Referenz
Bluthochdruckeinstellung
Intensivierte
2.04 (0.45-9.15) 0.353 0.33(0.13-0.85) 0.021

Bluthochdruckeinstellung

Tabelle 10: Cox-Regression fiir den Zusammenhang zwischen Behandlung und des Risikos einer Nierenersatztherapie (KRT)
der Patienten der ESCAPE Studie nach Aufteilung in zwei Gruppen anhand des Medians der uDKK3-Konzentration.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
HR fir die Interaktion zwischen uDKK3 und der Randomisierungsgruppe: = 0.13 (95 % CI: 0.04 — 0.40, P < 0.0001).

P =0.042 fir die Interaktion zwischen uDKK3 und der Randomisierungsgruppe

uDKK3, Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 10 stellt den Zusammenhang zwischen der Randomisierung zu intensivierter vs.
Blutdruckeinstellung die

Nierenersatztherapie (KRT) entsprechend der uDKK3 Konzentration bei Patienten der ESCAPE

konventioneller und dem Risiko fir Notwendigkeit  einer
Studie dar. Bei Kindern mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin war die intensivierte Blutdruckeinstellung
nicht mit dem Risiko fiir die Notwendigkeit einer KRT assoziiert. Hingegen zeigte sich bei Kindern
mit uUDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin eine signifikante Risikoreduktion der Notwendigkeit einer KRT

bei intensivierter Blutdruckeinstellung im Vergleich zu konventioneller Blutdruckeinstellung. Dieser
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Zusammenhang blieb auch nach Adjustierung fiir verschiedene klinische Parameter sowie eGFR und
Albuminurie signifikant. Diese Ergebnisse sind auch in Abbildung 3 dargestellt. In der
Patientengruppe mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin betrégt die Number-needed-to-treat (NNT 31.6),
wahrend diese bei Patienten mit uDKK3 >1689 pg/mg bei 6.7 liegt.

1-0 10
\Rﬁ_‘ Konventionelle Blutdruckeinstellung
= Intensivierte Blutdruckeinstellung
c 08 08
% P fiir Interaktion = 0-042
DKK3 x Randomisi
§ 06 06 (u x Randomisierungsgruppe)
=
8
B 0-4 0-4
&
¥ 02 NNT=31-0 (95% CI 27-4 bis 35-9) 0.2 | NNT=6:7 (95% Cl 6-1 bis 7-2)
HR 2-04 HR 0-33
95% CI 0-45 to 9-15 95% C1 0-13 to 085
0-0 P=0-353 0-0 P=0-021
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Follow-Up (Jahre) Follow-Up (Jahre)
Patients 66 65 61 57 53 50 47 38 28 21 Intensivierte Blutdruckeinstellung
at risk 70 70 65 60 53 54 53 38 30 15 Konventionelle Blutdruckeinstellung

Abbildung 3: Nierenersatztherapie (KRT)-freies Uberleben der Patienten der ESCAPE Studie nach Aufteilung in zwei
Gruppen anhand des Medians der uDKK3-Konzentration.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; KRT, Kidney Replacement Therapy. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child &
Adolescent Health 2023.

8.2 uDKKS3, Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) Inhibition und
Anderung der eGFR

Um den Nutzen von uDKK3 in Bezug auf die nephroprotektive Wirkung der RAAS-Inhibitoren zu
analysieren, haben wir den Zusammenhang zwischen der Behandlung mit ACEi und/oder ARB und
der Anderung der eGFR in Bezug auf die uDKK3-Konzentrationen bei Patienten der 4C Studie

analysiert.

8.2.1 Ubersicht der 4C-Studie

4G Studie

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 T2 78 84 90 96 Monate
| | | | | | | |

423 T 300 1341 | 278 | 257 | 211 | 198 | 155 | 138 | 108 | 79 | 68 | 48 | 33 | 19 | 10 | Anzahl

2,762 Halbjahres-Blocke

Abbildung 4: Ubersicht 4C Studie

Gezeigt ist die Anzahl der teilnehmenden Patienten der halbjéhrlich stattfindenden Untersuchungen der Studie. Zu Beginn
eines Halbjahresblockes wurde die uDKK3-Konzentration gemessen und die Verdnderung der eGFR innerhalb der folgenden
sechs Monate quantifiziert.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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Abbildung 4 zeigt den Verlauf der Anzahl der halbjahrlich erhobenen Datensatze der Patienten der
4C-Studie. Von insgesamt 704 Teilnehmern der 4C Studie standen dieser Studie von 428 Kindern die
Urinproben zur Verfligung. Insgesamt standen 2,762 Halbjahres-Blocke in einem Zeitraum von 96
Monaten fir die Analysen zur Verfligung. Zu Beginn eines Halbjahresblockes wurde die uDKK3-
Konzentration gemessen und die Verdnderung der eGFR innerhalb der folgenden sechs Monate

guantifiziert.

uDKK3 uDKK3 b
<1689 pg/mg Kreatinin >1689 pg/mg Kreatinin

Alter (Jahre) 13.7+3.2 12.8+3.3 0.015
Geschlecht (% méannlich) 62.1 69.0 0.228
BMI SDS 0.18 (1.73) 0.23 (1.51) 0.721
Hypertonie (%) 36.2 34.6 0.805
Systolischer Blutdruck SDS 0.61 (1.50) 0.58 (1.67) 0.539
eGFR (mL/min/1.73m?) 29.4+149 245+9.6 <0.001
Serum Kreatinin (umol/L) 2.39(1.62) 2.49 (1.63) 0.055
Protein im Urin/ Kreatinin 0.24 (0.80) 0.35 (1.07) 0.063
Ratio (g/g Kreatinin)

uDKKS3 (pg/mg Kreatinin) 173 (394) 11500 (21285) <0.001

Tabelle 11: Baseline Charakteristika der 4C Studie am Beginn des ersten Halbjahresblockes aufgeteilt am Median der
uDKK3 Konzentration.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 11 zeigt die Baseline Charakteristika der Teilnehmer der 4C Studie zu Beginn des ersten
Halbjahresblockes aufgeteilt am Median der uDKK3 Konzentration. Es ist festzustellen, dass sich die
Untergruppen der Kinder in den festgelegten grundlegenden Charakteristika nicht unterscheiden. Ein
signifikanter Unterschied besteht ausschlieBlich bei der eGFR und der uDKK3 Konzentration.

39



Dissertation Ludger Arnold

8.2.2 Zusammenhang zwischen RAAS-Inhibition und Anderung der eGFR

Model Behandlung uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin
Anderung der eGFR (%) P Anderung der eGFR (%) P
Crude Kein ACEi und/oder ARB -25(-3.8--1.2) -7.6 (-9.2 - -6.0)
0.473 0.117
ACEi und/oder ARB -1.8(-3.2--0.3) 6.0 (-7.3—-4.6)
Model 1 Kein ACEi und/oder ARB -2.3(-3.8--0.7) -8.3 (-10.2 — -6.4)
0.665 0.010
ACEi und/oder ARB -2.3(-3.8--0.7) -55(-7.1--4.0)

Tabelle 12: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten nach Therapie
mit ACEi und/oder ARB bei den Teilnehmern der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
Fur Interaktion g zwischen uDKKS3 und der Behandlung mit ACE/AT 1-Inhibitoren: Beta = -2.63 % (95 % CI: -3.65 — -1.60,
P<0.0001)

uDKKS3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate; ACEi, Angiotensin Converting Enzyme-Inhibitoren;
ARB; Angiotensin Il Rezeptorblocker. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

In Tabelle 12 ist der Zusammenhang zwischen der Therapie mit ACEi und/oder ARB und der
Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten in Abhangigkeit der uDKK3 Konzentration der
Patienten der 4C Studie zu sehen. Es ist zu erkennen, dass Kinder mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin
nicht nur einen stérkeren Riickgang der eGFR hatten, sondern auch von einer RAAS Inhibition (ohne
RAAS Inhibition: -8.3 %, 95 % CI: -10.2 — -6.4 vs. mit RAAS Inhibition: -5.5 %, 95 % CI: -7.1 — -4.0,
P = 0.010) profitierten. Im Vergleich dazu profitieren Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin
nicht von einer RAAS Inhibition (P = 0.665). Es besteht eine signifikante Interaktion zwischen
uDKK3 und der Therapie mit ACEi und/oder ARB. Diese Ergebnisse sind auch in Abbildung 5
dargestellt.
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4C Studie P=0-665 P=0-010
0 — f !

-3 -

Halbjahrliche Anderung der eGFR (%)
&
|

-12 T | T T
ACEi und/oder ARB  No Yes No Yes
uDKK3 <1689 >1689
(pg/mg Kreatinin)
Anzahl 754 619 748 641

P fiir Interaktion <0-0001
(UDKK3 x Behandlung mit ACEi und/oder ARB)

Abbildung 5: Zusammenhang zwischen der Therapie mit ACEi und/oder ARB und der Anderung der eGFR innerhalb von
sechs Monaten in Abhangigkeit der uDKK3 Konzentration bei Patienten der 4C Studie.

Die Patienten wurden anhand des Medians der uDKK3-Konzentration (1689 pg/mg Kreatinin) der ECSAPE Studie
aufgeteilt. Dargestellt sind die Least Square Means der Anderung der eGFR mit 95 % CI. Die Mittelwerte wurden adjustiert
flir Alter, Geschlecht, BMI SDS, systolischen Blutdruck SDS, Bluthochdruck, eGFR und Albuminurie.

eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate; uDKK3, Urin Dickkopf-3; ACEi, Angiotensin Converting Enzyme-Inhibitoren;
ARB Angiotensin Il Rezeptorblocker. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

41



Dissertation Ludger Arnold

8.2.3 Zusammenhang zwischen RAAS Inhibition und uDKK3 Konzentration

uDKK3 (pg/mg Kreatinin) P

Keine Behandlung mit einem ACEi und/oder Behandlung mit einem ACEi und/oder ARB

einem ARB
Crude 13,734 (10,855 — 16,613) 7,281 (5,974 — 8,588) <0.0001
Model 1 12,577 (10,191 - 14,963) 6,775 (5,450 — 8,100) <0.0001
Model 2 12,235 (10,036 — 14,433) 6,861 (5,616 — 8,106) <0.0001

Tabelle 13: Least Square Means von uDKK3 in Abh&ngigkeit von der Behandlung mit einem ACEi und/oder einem ARB bei
den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3; ACEi, Angiotensin Converting Enzyme-Inhibitoren; ARB, Angiotensin Il Rezeptorblocker.
Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 13 zeigt den Zusammenhang zwischen der Behandlung der Kinder der 4C Studie mit ACEi
und/oder ARB und den gemessenen uDKK3-Konzentrationen sechs Monate nach der entsprechenden
Therapie. Es ist zu sehen, dass Kinder, die eine Inhibition des RAAS erhalten haben, signifikant
niedrigere uDKK3-Konzentrationen am Ende eines Halbjahres-Blocks aufweisen (12,235 pg/mg, 95
% CI: 10,036 — 14,433 pg/mg vs. 6,861 pg/mg, 95 % CI: 5,616 — 8,106 pg/mg, P = 4.7 x 10). Dies ist
auch in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: uDKK3-Konzentrationen in Bezug auf eine Therapie mit ACEi und/oder ARB.

uDKK3 wurde logarithmisch aufgetragen. Présentiert sind die Least Square Means mit einem 95 % CI. Die Analyse der
Daten wurde adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI SDS, systolischen Blutdruck SDS, Bluthochdruck, eGFR und
Albuminurie.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; ACEi, Angiotensin Converting Enzyme-Inhibitoren; ARB, Angiotensin Il Rezeptorblocker.
Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

8.3 Zusammenhang zwischen uDKK3 und der kurzfristigen Anderung der
eGFR

8.3.1 Ubersicht ESCAPE Studie

ESCAPE Studie

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 Monate
| | | | | | | | | | | | | |

F 972 Tas Tt T 108 T 117 T 82 T 728 T 18 T 94 T 74 T 56 I 37 T 31 | Anzanl

Randomisierung
1,173 Halbjahres-Blocke

Abbildung 7: Ubersicht ESCAPE Studie.
Gezeigt ist die Anzahl der teilnehmenden Patienten der halbjéhrlich stattfinden Untersuchungen der Studie. Abbildung
entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Abbildung 7 zeigt den Verlauf der Anzahl der halbjahrlich erhobenen Datenséatze der Patienten der
ESCAPE Studie. Insgesamt standen fir die Analyse 1,173 Halbjahresblécke in einem Zeitraum von 78
Monaten zur Verfiigung.
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ubDKK3 uDKK3 p
<1689 pg/mg Kreatinin >1689 pg/mg Kreatinin

Alter (Jahre) 119+4.1 10.1+3.8 0.006
Geschlecht (% méannlich) 55.2 59.0 0.638
BMI SDS -013 (1.44) -0.24 (1.59) 0.414
Hypertonie (%) 10.6 12.6 0.692
Systolischer Blutdruck SDS 0.56 (1.23) 0.63 (1.44) 0.732
eGFR (mL/min/1.73m?) 421+12.1 30.4+10.6 <0.001
Serum Kreatinin (umol/L) 115.0 (53.1) 159.5 (80.1) 0.001
Protein im Urin/ Kreatinin 0.32 (0.84) 0.99 (1.47) <0.001
Ratio (g/g Kreatinin)

uDKKK (pg/mg Kreatinin 190 (794) 9783 (20961) <0.001

Tabelle 14: Baseline Charakteristika der ESCAPE Studie am Beginn des ersten Halbjahresblockes aufgeteilt am Median der
uDKK3 Konzentration (sechs Monate vor Beginn der Randomisierung).

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 14 zeigt die Baseline Charakteristika der Teilnehmer der ESCAPE Studie zu Beginn des
ersten Halbjahresblockes aufgeteilt am Median der uDKK3 Konzentration. Es ist festzustellen, dass
sich die Untergruppen der Kinder in den festgelegten grundlegenden Charakteristika nur im Alter
unterscheiden. Ein  Signifikanter ~ Unterschied ist neben dem Alter nur bei den

Nierenfunktionsparametern festzustellen.

8.3.2 Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR

ESCAPE Studie

Model uDKK3 (pg/mg Kreatinin) Anderung der eGFR (%) 95% ClI P
Crude <1689 0.5 -0.7-1.7 Referenz
>1689 -7.0 -8.3--5.8 <0.0001
Model 1 <1689 1.2 -1.7-4.1 Referenz
>1689 -6.4 -9.2--36 <0.0001
Model 2 <1689 1.0 -1.9-3.9 Referenz
>1689 -5.6 -86--2.7 <0.0001

Tabelle 15: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten bei den
Patienten der ESCAPE Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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Tabelle 15 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb
von sechs Monaten bei den Patienten der ESCAPE Studie. Die Patienten wurden anhand des Medians
der uDKK3-Konzentration aufgeteilt. Patienten mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin sind von einem
signifikant hoheren Riickgang der eGFR betroffen als Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin.
Durchschnittlich hatten diese Kinder einen Riickgang der eGFR um 5.6 % (95 % CI: -8.6 —-2.7 %, P
= <0.0001). Die Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin wiesen im Vergleich dazu keine
signifikante Anderung der Nierenfunktion auf. Das gleiche Bild zeigte sich auch bei der Analyse der
absoluten Zahlen des Riickgangs der eGFR bei den Patienten der ESCAPE Studie (Tabelle 16).
Kinder mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin hatten einen Riickgang um 2.3 mL/min/1.73m? (95 % ClI:
-4.1 —-0.6, P = <0.0001). Im Vergleich dazu wiesen Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin keine
signifikante Anderung der eGFR auf.

Model uDKK3 (pg/mg Kreatinin) Anderung der eGFR (mL/min/1.73m?) 95 9% ClI P
Crude <1689 0.3 -0.3-1.0 Referenz
>1689 -2.6 -3.1--21 <0.0001
Model 1 <1689 0.6 -1.3-2.4 Referenz
>1689 -2.3 -3.9--0.7 <0.0001
Model 2 <1689 0.6 -1.2-24 Referenz
>1689 -2.3 -4.1--0.6 <0.0001

Tabelle 16: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (mL/min/1.73m?) innerhalb von sechs Monaten
bei den Patienten der ESCAPE Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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4C Studie

Model uDKKS3 (pg/mg Kreatinin) Anderung der eGFR (%) 95 % ClI P

Crude <1689 =115 -2.7--04 Referenz
>1689 -6.1 -7.2--51 <0.0001

Model 1 <1689 S5 -2.7--0.2 Referenz
>1689 -6.3 -75--52 <0.0001

Model 2 <1689 -1.5 -29--0.1 Referenz
>1689 -6.2 -7.3-5.0 <0.0001

Tabelle 17: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten bestimmt bei
den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

In Tabelle 17 zeigt sich der Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%)
innerhalb von sechs Monaten bei den Patienten der 4C Studie. Die Patienten wurden anhand des
Medians der uDKK3-Konzentration der ESCAPE Studie aufgeteilt. Patienten mit uDKK3 >1689
pg/mg Kreatinin sind von einem signifikant hoheren Rickgang der eGFR betroffen. Der Riickgang der
eGFR betrégt 6.2 % (95 % CI. -7.5% — -5.2 %, P = <0.0001). Kinder mit uDKK <1689 pg/mg
Kreatinin hatten im Vergleich dazu mit 1.5 % (95 % CI: -2.9 — -0.1%) einen geringeren Rlckgang der
eGFR. Dieser Zusammenhang ist ebenfalls in Abbildung 8 dargestellt. Das gleiche Bild zeigte sich
auch bei der Analyse der absoluten Zahlen der Anderung der eGFR bei den Patienten der 4C Studie
(Tabelle 18). Kinder mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin hatten einen Rickgang um 1.5
mL/min/1.73m? (95 % ClI: -1.8 — -1.3, P = <0.0001). Im Vergleich dazu wiesen Kinder mit uDKK3
<1689 pg/mg Kreatinin einen Rickgang um 0.5 mL/min/1.73m? (95 % CI: -0.8 — 0.2) auf.
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Model uDKK3 (pg/mg Kreatinin) Anderung der eGFR (mL/min/1.73m?) 95 % ClI P
Crude <1689 -0.6 -0.9--0.3 Referenz
>1689 -1.4 -16--1.2 <0.0001
Model 1 <1689 -0.6 -1.0-0.3 Referenz
>1689 -1.4 -17-12 <0.0001
Model 2 <1689 -0.5 -0.8-0.2 Referenz
>1689 -15 -1.8-1.3 <0.0001

Tabelle 18: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (mL/min/1.73m?) innerhalb von sechs Monaten
bei den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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Abbildung 8: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) bei den Patienten der ESCAPE und 4C
Studie.

Aufgeteilt wurden die Patienten anhand des Medians der uDKK3-Konzentration der ESCAPE Studie. Gezeigt sind die
unteren Least Square Means mit 95 % CI. Die Analyse wurde adjustiert fir Alter, Geschlecht, BMI SDS, systolischen
Blutdruck SDS, Bluthochdruck, eGFR und Albuminurie.

eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate, uDKK3, Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

8.3.3 Zusammenhang zwischen logDKK3 und der prozentualen Anderung der eGFR

Um zu Gberprifen, ob der Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR unabhéngig
von der Kategorisierung von uDKK3 ist, haben wir den Zusammenhang zwischen logarithmierten

uDKK3 als kontinuierlicher Variable und den prozentualen Anderungen der eGFR innerhalb von

47



Dissertation Ludger Arnold

sechs Monaten bei den Patienten der ESCAPE und 4C Studie analysiert. Auch hier zeigte sich ein
signifikanter Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (Tabelle 19, Tabelle 20,
Tabelle 21, Tabelle 22).

Model B 95 % ClI P

Crude -1.6 -22--1.0 <0.0001
Model 1 -1.6 -22--1.0 <0.0001
Model 2 -1.2 -19--04 0.0018

Tabelle 19: Zusammenhang zwischen log-uDKK3 und der prozentualen Anderung der eGFR innerhalb von sechs Monaten
bei den Patienten der ESCAPE Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Model B 959% I P

Crude -0.6 -09--0.3 <0.0001
Model 1 -0.6 -09--0.3 <0.0001
Model 2 -0.6 -1.0--0.2 0.0022

Tabelle 20: Zusammenhang zwischen log-uDKK3 und der Anderung der eGFR (mL/min/1.73m?) innerhalb von sechs
Monaten bei den Patienten der ESCAPE Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS.

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Model B 95 % ClI P

Crude -1.4 -2.0--0.8 <0.0001
Model 1 -15 -2.1--0.8 <0.0001
Model 2 -14 -21--0.7 <0.0001

Tabelle 21: Zusammenhang zwischen dem log-uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten bei
den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS.

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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Model B 95 % ClI P

Crude -0.3 -04--0.2 <0.0001
Model 1 -0.3 -0.4--0.2 <0.0001
Model 2 -0.4 -05--0.2 <0.0001

Tabelle 22: Zusammenhang zwischen log-uDKK3 und der Anderung der eGFR (mL/min/1.73m?) innerhalb von sechs
Monaten bei den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS.

Model 2: adjustiert fir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.
uDKK3, Urin Dickkopf-3, eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Um den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der halbjahrlichen Anderung der eGFR zu
visualisieren, wurden Restricted Cubic Spline Plots verwendet (Abbildung 9). Auch hier zeigt sich,
dass hohere uDKK3 Konzentrationen mit einem signifikant starkeren halbjéhrlichen Abfall der eGFR

assoziiert sind.
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Abbildung 9: Restricted Cubic Spline Plots des Zusammenhanges zwischen uDKK3 und der halbjahrlichen Anderung der
eGFR in der ESCAPE und 4C Studie.

Die rote Linie zeigt die vorausgesagte Anderung der eGFR mit einem 95 % CI (grauer Bereich). Die blauen Striche zeigen
die individuelle Verteilung der uDKK3 Konzentrationen. Die Analysen wurden adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI SDS,
systolischen Blutdruck SDS, Bluthochdruck, eGFR und Albuminurie.

eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate; uDKK3, Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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8.3.4 Zusammenhang zwischen uDKK3 und dem Risiko fiir einen Riickgang der eGFR >

5%

Model uDKK3 (pg/mg Kreatinin) OR (95 % ClI) P
Crude <1689 Referenz

>1689 2.01(1.59-2.72) <0.0001
Model 1 <1689 Referenz

>1689 2.11(1.61-2.78) <0.0001
Model 2 <1689 Referenz

>1689 2.18 (1.61 - 2.96) <0.0001
Model 3 <1689 Referenz

>1689 2.22 (1.64-3.02) <0.0001

Tabelle 23: Zusammenhang zwischen uDKK3 und dem Risiko fiir einen Riickgang der eGFR > 5 % innerhalb von sechs
Monaten bei den Patienten der ESCAPE Studie.

Model 1: adjustiert fuir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS.

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
Model 3: adjustiert fir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie, eGFR und
Zeitpunkt der Untersuchung

IDI fiir die Hinzunahme von uDKK3 zu einem Modell, welches Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck
SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR umfasst: 0.045 (95 % CI: 0.032 — 0.056), P<0.0001

NRI fir die Hinzunahme von uDKK3 zu einem Modell, welches Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck
SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR umfasst: 0.184 (95 % CI: 0.116- 0.252), P<0.0001

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 23 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und dem Risiko fir einen Riickgang der eGFR
> 5 % innerhalb von sechs Monaten bei den Patienten der ESCAPE Studie. Die Kinder wurden anhand
des Medians von uDKK3 der Studie in zwei Gruppen aufgeteilt. Es ist zu erkennen, dass Kinder mit
uUDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin ein 2.01fach erhdhtes Risiko (95 % CI: 1.59 — 2.72, P = <0.0001)
aufweisen, einen Riickgang der eGFR >5 % innerhalb von sechs Monaten zu erreichen, als Kinder mit
uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin. Dieser signifikante Zusammenhang bleibt auch nach Adjustierung
bestehen (OR: 2.22, 95 % CI: 1.64 — 3.02, P = <0.0001). Des Weiteren liegt dieser Zusammenhang
auch bei den Patienten der 4C Studie vor. Kinder der Patientengruppe mit uDKK3 >1689 pg/mg
Kreatinin hatten ein 1.46fach erhohtes Risiko fiir einen Riickgang der eGFR >5 % innerhalb von sechs
Monaten (95 % ClI: 1.23 — 1.74, P = 2.0 x 10®). Dies ist in Tabelle 24 gezeigt.
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Model uDKK3 (pg/mg Kreatinin) OR (95 % CI) P
Crude <1689 Referenz

>1689 1.31(1.09 - 1.57) 0.0036
Model 1 <1689 Referenz

>1689 1.34 (1.11-1.61) 0.0020
Model 2 <1689 Referenz

>1689 1.42 (1.16 - 1.73) 0.0006
Model 3 <1689 Referenz

>1689 1.55(1.20 - 1.99) 0.007

Tabelle 24: Zusammenhang zwischen uDKK3 und dem Risiko fiir einen Riickgang der eGFR > 5 % innerhalb von sechs
Monaten bei den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS.

Model 2: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.
Model 3: adjustiert fir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie, eGFR und
Zeitpunkt der Untersuchung.

IDI fiir die Hinzunahme von uDKK3 zu einem Modell, welches Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck
SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR umfasst: 0.076 (95 % CI: 0.043 — 0.0011), P=0.001.

NRI fir die Hinzunahme von uDKK3 zu einem Modell, welches Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck
SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR umfasst: 0.198 (95 % CI: 0.030 — 0.367), P=0.021.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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8.4 Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR in Abhingigkeit von der renalen Grunderkrankung

uDKK3 (pg/mg

Model o Glomerulonephritis CAKUT Andere
Kreatinin)
Anderung der Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % ClI P 95 % ClI P
eGFR (%) eGFR (%) eGFR (%)

Crude <1689 =Lig -5.0-2.05 Ref. 1.4 0.0-27 Ref. -0.6 -39-27 Ref.

>1689 -9.5 -16.3--2.7 0.036 -6.2 -7.5--49 <0.0001 -8.3 -11.7--4.9 0.001
Model 1 <1689 2.7 -7.7-13.2 Ref. 2.0 -14-55 Ref. -2.9 -95-37 Ref.

>1689 -6.5 -15.0-2.0 0.026 -55 -8.7--23 <0.0001 -10.4 -17.2--35 0.012
Model 2 <1689 6.6 -4.3-175 Ref. 1.9 -1.5-5.3 Ref. -3.3 -99-34 Ref.

>1689 -7.6 -15.3-0.0 0.007 -4.6 -79--1.2 <0.0001 -9.6 -17.4--1.9 0.073

Tabelle 25: Zusammenhang zwischen dem uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten in Abhéngigkeit der renalen Grunderkrankung bei den Patienten der ESCAPE
Studie.

Model 1: adjustiert fir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS.

Model 2: adjustiert fir Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; CAKUT, Congenital Abnormalities of the Kidney and Urinary Tract; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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Tabelle 25 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb
von sechs Monaten in Abhéngigkeit der renalen Grunderkrankungen bei den Patienten der ESCAPE-
Studie. In der Patientengruppe mit uDKK >1689 pg/mg Kreatinin war der Riickgang der eGFR
unabhéngig der Diagnose hoher und lag bei Diagnose einer Glomerulonephritis bei 7.6 % (95 % CI: -
15.3 - 0.0, P = 0.007), bei CAKUT bei 4.6 % (95 % CI: -7.9 — -1.2, P < 0.0001) und bei Diagnose
anderer Genese bei -9.6 % (95 % ClI: -17.4 — -1.9 P = 0.073). Bei Kindern mit uDKK3 <1689 pg/mg
Kreatinin war der Riickgang der eGFR geringer und betragt bei Diagnose Glomerulonephritis 6.6 %
(95 % CI: -4.3 — 17.5), bei CAKUT 1.9 % (95 % CI: -1.5 — 5.3) und bei Diagnose anderer Genese -3.3
% (95 % CI: -9.9 — 3.4). Dies ist auch in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR innerhalb von sechs Monaten in Abhangigkeit
der renalen Grunderkrankungen der Patienten der ESCAPE Studie.

Gezeigt sind die Least Square Means mit 95 % CI. Die Analyse wurde adjustiert fir Alter, Geschlecht, BMI SDS,
systolischen Blutdruck SDS, Bluthochdruck, eGFR und Albuminurie.

eGFR, estimated glomerular Filtration Rate; CAKUT, Congenital Abnormalities of the Kidney and Urinary Tract; uDKKS3,
Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.
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8.5 Subgruppenanalysen des Zusammenhangs zwischen uDKK3 und der
Anderung der eGFR

8.5.1 Geschlecht

uDKK3
Model (pg/mg Weiblich mannlich

Kreatinin)
Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % ClI P
eGFR (%) eGFR (%)

Crude <1689 =L -3.1-0.2 Referenz =iLi5 -32-0.1 Referenz

>1689 -6.2 -8.1--4.3 <0.0001 -6.1 -7.3--4.8 <0.0001
Model 1 <1689 -1.5 -3.3-0.3 Referenz -0.9 -31-1.2 Referenz

>1689 -6.5 -8.4--45 <0.0001 -6.5 -8.0--5.1 <0.0001

Tabelle 26: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalo von sechs Monaten in

Abhéangigkeit des Geschlechtes der Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.
uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 26 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb

von sechs Monaten bei den Patienten der 4C Studie in Abhédngigkeit des Geschlechtes der Kinder. Bei

den Kindern beider Geschlechter mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin war der Rickgang eGFR

signifikant hoher als in der Gruppe der Patienten mit uDKK <1689 pg/mg Kreatinin. In der

Patientengruppe mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin betrdgt der Rickgang der eGFR bei den
weiblichen Patienten 6.5 % (95 % CI: -8.4 — -4.5, P < 0.0001) und bei den mannlichen Patienten 6.5 %
(95 % CI: -8.0 — -5.1, P < 0.0001).
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8.5.2 Hypertonie

uDKK3
Model (pg/mg Keine Hypertonie Hypertonie
Kreatinin)
Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % ClI P
eGFR (%) eGFR (%)
Crude <1689 -1.2 -2.7-0.3 Referenz -2.0 -3.8--0.3 Referenz
>1689 -5.7 -6.9--44 <0.0001 -7.0 -9.0--51 <0.0001
Model 1 <1689 -0.6 -26-1.3 Referenz -2.0 -39--0.1 Referenz
>1689 -6.1 -71.6--46 <0.0001 -7.2 -9.0--53 <0.0001

Tabelle 27: Zusammenhang zwischen UDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten in
Abhéngigkeit des Vorhandenseins einer Hypertonie der Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, BMI SDS, Albuminurie und eGFR.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 27 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb
von sechs Monaten in Abhéngigkeit des VVorhandenseins einer Hypertonie der Patienten der 4C Studie.
Bei den Kindern mit und ohne Hypertonie und mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin war der Rickgang
eGFR signifikant hoher als in der Gruppe der Patienten mit uDKK <1689 pg/mg Kreatinin. In der
Patientengruppe mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin und Hypertonie betragt der Riickgang der eGFR
-7.2 % (95 % CI: -9.0 — -5.3, P < 0.0001) und ohne Hypertonie -6.1% (95 % CI: -7.6 — -4.6, P <
0.0001).

8.5.3 Albuminurie

uDKK3
Model (pg/mg Albuminurie < 300 mg/g Albuminurie > 300 (mg/g)
Kreatinin)
Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % CI P
eGFR (%) eGFR (%)

Crude <1689 -0.2 -14-11 Referenz -6.5 -9.3--3.7 Referenz

>1689 -3.5 -4.6--2.4 <0.0001 -12.9 -15.0--10.8 0.0014
Model 1 <1689 0.4 -1.0-1.9 Referenz -7.2 -10.8--35 Referenz

>1689 -4.1 -5.3--2.9 <0.0001 -13.0 -15.6 - -10.5 0.024

Tabelle 28: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) in Abhéangigkeit der Baseline Albuminurie
bei den Patienten der 4C Studie.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS und eGFR.

uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung enthommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.
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Tabelle 28 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) in
Abhéngigkeit der Baseline Albuminurie bei den Patienten der 4C Studie. Bei den Kindern mit einer
Baseline Albuminurie > und <300 mg/g und mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin war der Rlckgang
eGFR signifikant hoher als in der Gruppe der Patienten mit uDKK <1689 pg/mg Kreatinin. In der
Patientengruppe mit uDKK >1689 pg/mg Kreatinin und Baseline Albuminurie <300 mg/g betrigt der
Rickgang der eGFR -4.1 % (95 % CI: -5,3 — -29, P < 0.0001). Bei einer Albuminurie >300 mg/g
betragt der Riickgang der eGFR (%) bei -13.0 (95 % CI: -15.6 — 10.5, P = 0.024).
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8.5.4 Alter
Model uDKK3 (pg/mg Alter Alter Alter Alter
ode
Kreatinin) <11.3 Jahre 11.4 - 14.1 Jahre 142-16.8 >16.8
Anderung der Anderung der Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % ClI P 95 % ClI P 95 % ClI P
eGFR (%) eGFR (%) eGFR (%) eGFR (%)

Crude <1689 -0.4 -32-24 Ref. -1.2 -35-11 Ref. -3.3 -51--1.6 Ref. -1.0 -3.3-1.3 Ref.

>1689 -4.1 -5.8--2.3 0.015 -5.8 -8.7-29 0.029 -6.9 -9.1--47 0.030 9.1 -11.4--6.7 <0.0001
Model 1 <1689 -0.2 -35-31 Ref. 0.2 -3.0-34 Ref. -3.5 -53--17 Ref. -0.7 -3.3-18 Ref.

>1689 -4.3 -6.3--2.2 0.062 -6.6 -9.6--3.8 0.007 -6.7 -89--45 0.020 -9.4 -11.9--6.9 <0.0001

Tabelle 29: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten in Abhingigkeit des Alters bei den Patienten der 4C Studie.
Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS, Albuminurie und eGFR
uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 29 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten bei den Patienten der 4C Studie in
Abhangigkeit des Alters. Es ist zu erkennen, dass Kinder mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin in allen Altersgruppen, bis auf die Gruppe der Kinder < 11.3 Jahre,
einen signifikant hoheren Rickgang der eGFR innerhalb von sechs Monaten haben. Im Vergleich dazu hatten die Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin in

allen Altersklassen einen geringeren Riickgang der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten.
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8.5.5 BMI SDS
uDKK3 (pg/mg
Model o BMI SDS <-0.3 BMI SDS -0.2-0.7 BMI SDS > 0.7
Kreatinin)
Anderung der Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % CI P 95 % ClI P
eGFR (%) eGFR (%) eGFR (%)

Crude <1689 -1.9 -3.6--0.2 Ref. -14 -34-05 Ref. -1.2 -32-09 Ref.

>1689 -6.8 -8.6--5.0 <0.0001 -4.9 -6.8—-3.0 0.014 -6.8 -8.3--5.2 <0.0001
Model 1 <1689 -1.5 -3.6-0.6 Ref. -0.6 -3.1-18 Ref. -0.8 -34-1.7 Ref.

>1689 -7.1 -9.3--5.0 0.0012 -5.9 -8.0--3.9 0.0017 -7.3 -8.7--5.1 <0.0001

Tabelle 30: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten in Abhangigkeit des BMI SDS der Patienten der 4C Studie ermittelt durch Benutzung

von generalisierten Schétzgleichungen.

Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, Albuminurie und eGFR.
uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 30 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten in Abhangigkeit des BMI SDS der

Patienten der 4C Studie. Es ist zu erkennen, dass Kinder mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin, unabhéngig von ihrem BMI SDS, einen signifikanten héheren

Riickgang der eGFR innerhalb von sechs Monaten haben. Im Vergleich dazu hatten die Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin in allen Gruppen einen

geringeren Riickgang der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten.
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8.5.6 Baseline eGFR

uDKKS3 (pg/mg . .
Model o eGFR < 15 mL/min/1.73m? eGFR 15-29 mL/min/1.73m? ¢GFR > 30 mL/min/1.73m?
Kreatinin)
Anderung der Anderung der Anderung der
95 % ClI P 95 % ClI P 95 % ClI P
eGFR (%) eGFR (%) eGFR (%)

Crude <1689 10.7 -2.3-23.6 Ref. -2.8 -46--1.1 Ref. -1.8 -29--0.7 Ref.

>1689 -2.9 -6.9--12 0.057 -7.3 -85--6.0 <0.0001 -5.2 -6.9--34 0.0011
Model 1 <1689 9.7 -2.6-21.9 Ref. -2.5 -4.4—-0.7 Ref. -1.7 -29--0.5 Ref.

>1689 -4.9 -9.3--0.5 0.045 -7.2 -8.8—--5.8 <0.0001 -5.1 -7.0--3.1 0.0013

Tabelle 31: Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) in Abhangigkeit zur Baseline eGFR bei den Patienten der 4C Studie.
Model 1: adjustiert fur Alter, Geschlecht, Bluthochdruck, Systolischer Blutdruck SDS, BMI SDS und Albuminurie.
uDKK3, Urin Dickkopf-3; eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet Child & Adolescent Health 2023.

Tabelle 31 zeigt den Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR (%) in Abhéangigkeit zur Baseline eGFR bei den Patienten der 4C Studie. Es
ist zu erkennen, dass Kinder mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin, unabhangig von ihrer Baseline eGFR, einen signifikanten hoheren Ruckgang der eGFR
innerhalb von sechs Monaten haben. Im Vergleich dazu hatten die Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin in allen Gruppen einen geringeren Rlckgang der

eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten.
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8.5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der Subgruppen-Analysen

Albuminurie

(mg/g Kreatinin)

P fiir
Interaktion
0117

eGFR

(mL/min/1.73m?

P fiir
Interaktion
0-756

BMI SDS

P far
Interaktion
0-994

Hypertonie

P flr
Interaktion
0-632

Geschlecht
P flr
Interaktion
0-925

Alter
(Jahre)

P flir
Interaktion
0-057

uDKK3

(pg/mg Kreatinin)
<1689
>1689

Anzahl

1,374

1,364
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924

945

864
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e
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Abbildung 11: Subgruppen-Analysen des Zusammenhanges zwischen uDKK3 und dem halbjéhrlichen Riickgang der eGFR.

Gezeigt ist der Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR innerhalb von sechs Monaten in Bezug auf die
Albuminurie, eGFR, Tertiale des BMI SDS, Bluthochdruck, Geschlecht und Tertiale des Alters der Patientender 4C-Studie.
Gezeigt sind die Least Square Means mit 95 % Konfidenzintervall (Cl). Die Analysen wurden adjustiert fur Alter,
Geschlecht, BMI SDS, systolischen Blutdruck SDS, Bluthochdruck, eGFR und Albuminurie.
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eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate; uDKK3, Urin Dickkopf-3. Abbildung entnommen aus Speer et al. The Lancet
Child & Adolescent Health 2023.

Abbildung 11 gibt einen Uberblick tber die Zusammenhange zwischen uDKK3 und dem Riickgang
der eGFR (%) in den folgenden sechs Monaten in Abhéngigkeit grundlegender Merkmale.
Unabhangig von dem betrachteten Merkmal weist die Patientengruppe mit uDKK3 >1689 pg/mg
Kreatinin einen signifikant hoheren Rickgang der eGFR innerhalb von sechs Monaten auf. Im
Vergleich dazu haben die Kinder mit uDKK3 <1689 pg/mg Kreatinin in allen Gruppen einen

geringeren Rickgang der eGFR (%) innerhalb von sechs Monaten.
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9. Diskussion

In der aktuellen Studie haben wir durch die Analyse von zwei prospektiven pédiatrischen CKD-
Studien gezeigt, dass erhdhte uDKK3-Konzentrationen mit einem signifikant hoheren Rlckgang der
eGFR innerhalb von sechs Monaten unabhéngig von Basisparametern, Albuminurie, eGFR oder der
Ursache der CKD assoziiert sind. Des Weiteren war es uns moglich zu zeigen, dass anhand einer
uDKK3-Konzentration von (ber 1689 pg/mg Kreatinin Kinder identifiziert werden kénnen, die von
einer intensivierten Blutdruckeinstellung mit niedrigerem systolischem Zielblutdruck profitieren.
Diese Patienten/innen weisen ein verlangsamtes Fortschreiten ihrer CKD auf. Zusétzlich konnten wir

zeigen, dass die uDKK3-Konzentrationen durch eine RAAS-Blockade sinken.

9.1 Rolle des Wnt/B-catenin Signalweges bei der Nierenfibrose

Tubulointerstitielle Fibrose ist nicht nur der Beginn und Grund fir das Voranschreiten vieler
Nierenerkrankungen, sondern auch der Ausldser fiir den Progress von Nierenerkrankungen hin zu
einer CKD. Bestandteil der Fibrose ist neben der extrazelluldren Ablagerung von Proteinen,
insbesondere von Kollagenfasern, auch die Akkumulation von Fibroblasten und der Verlust von
Tubulusepithelzellen (ZEISBERG, NEILSON, 2010). Tubulusepithelzellen werden nicht nur durch
eine Fibrose geschadigt, sondern spielen auch eine zentrale Rolle in der Entstehung dieser. Ein
Crosstalk der Tubulusepithelzellen mit anderen Zellen durch Cytokine, Chemokine und andere
Botenstoffe wie Wachstumsfaktoren sorgt fur die Aktivierung und Rekrutierung von T-Zellen und
Makrophagen ins Gewebe. VVon groRer Bedeutung sind dafuir Connective tissue growth factor (CTGF),
die Cytokine Interleukin-6 (IL-6), IL-8 und Tumornekrosefaktor (TNF), sowie CC-Chemokin Ligand
5 (CCL5) und Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1) (FEDERICO et al., 2016).

Makrophagen, die im Zuge dieser Prozesse ins Gewebe einwandern, exprimieren bereits basal
Rezeptoren fiur Wnt-Liganden. Dies stimuliert die Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten (TANG et al., 2019). Dartber hinaus spielen die Makrophagen auch bei der
Ausschiittung von Wnt-Liganden eine Rolle und exprimieren beispielsweise Wnt7b (LIN et al., 2010).
Zum einen induziert das die Reparatur und Regeneration von Epithelzellen, zum anderen kommt es
dadurch zur weiteren Ausschittung von Wnt-Liganden, welche wiederrum proinflammatorisch wirken
und Makrophagen aktivieren (FEDERICO et al., 2016). Diese Beobachtung wird unterstiitzt durch die
Arbeit von Chen, S. et al (CHEN et al., 2019). Sie hat gezeigt, dass es durch die Aktivierung des
Whnt/B-catenin Signalweges durch Wnt-Liganden zur Entstehung eines Mikromileus kommt, welches
tubuldre Reparationsmechanismen erméglicht (CHEN et al., 2019). Von entscheidender Bedeutung
scheint jedoch die Dauer der Stresssituation fur die Niere zu sein. Im Mausversuch eines renalen
Ischédmie-/Reperfusionsschadens mit einer Ischdamiezeit der Niere von 20 Minuten kam es zur
voribergehenden Aktivierung des Wnt/B-catenin Signalweges und zu einer kompletten Erholung der
Nierenfunktion (WANG et al.,, 2018b). Dies wird unterstitzt durch die Beobachtung, dass
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voriibergehende Exposition von Epithelzellen mit Wnt6 zur Zellregeneration fiihrt und ihre
Differenzierung verhindert. Ebenso hat Wnt1 oder -catenin bei voriibergehender Aktivierung positive
Effekte auf die Zellen, da es durch die Reduktion von BAX und p53 eine antiapoptotische Wirkung
hat.

Zusétzlich haben Wang et al. gezeigt, dass es bei langerer Ischamiezeit der Niere zu einer dauerhaften
Aktivierung des Wnt/p-catenin Signalweges kommt (WANG et al., 2018b). Dadurch erleidet die Niere
eine deutliche Schédigung und es kommt zu einer Fibrosierung, was in eine dauerhaften
Nierenfunktionseinschrankung resultiert (WANG et al., 2018b). Tubuldre Epithelzellen induzieren
durch dauerhafte Aktivierung mit Wnt-Liganden wie zum Beispiel Wnt9a Seneszenz (LUO et al.,
2018). Durch Wntb5a und die dadurch induzierte Expression von Metalloproteinase 2 (MMP2) kann es
zur Ablésung der Tubulusepithelzellen von der Basalmembran kommen (LI et al., 2013). Insgesamt
fiihren diese Prozesse somit zu einer Einschrdnkung der Nierenfunktion und einer persistierenden

Nierenfunktionseinschrankung.

9.1.1 Rolle von DKK3 bei Nierenschadigung

DKK3 wird in der sich entwickelnden Niere postnatal bis zum Ende des Wachstums exprimiert, in der
Niere des gesunden Erwachsenen hingegen nicht. Kommt es jedoch zu einer Stresssituation durch eine
AKI oder eine CKD, wird DKK3 von den proximalen Tubulusepithelzellen exprimiert (FEDERICO et
al., 2016). DKK3 wirkt dann auto- und parakrin auf die Tubuluszellen und die Zellen des umgebenden
Gewebes. Dies fuhrt zu einer Atrophie der Tubulusepithelzellen und zu einer Fibrose des
Nierengewebes (FEDERICO et al., 2016). Ausgeldst wird dies durch eine Aktivierung des Wnt/§3-
catenin Signalweges durch DKK3. Es wurde gezeigt, dass es dadurch zu stressinduzierter
Ausschittung von Cytokinen wie IL-6 und IL-8 aus den Tubulusepithelzellen kommt. Im Zuge dessen
kommt es zur Einwanderung von T-Zellen, die &hnlich den oben erwéhnten Makrophagen eine
profibrotische Wirkung haben (FEDERICO et al., 2016; HE et al., 2009; NUSSE, CLEVERS, 2017;
XIAO et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

In diesem Zusammenhang ist es moglich, DKK3 mittels ELISA im Urin nachzuweisen. Unsere
Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von uDKK3 und
dem Grad der tubulointerstitiellen Fibrose des Nierenparenchyms gibt. Zusétzlich war es anhand der
uDKK3-Konzentrationen der Patienten moglich, jene zu identifizieren, die von einem erhéhten Risiko
fir den Progress ihrer CKD betroffen sind (ZEWINGER et al., 2018). Auch die préoperative
Identifikation von Patienten mit AKI nach Herzoperation ist durch die Bestimmung von uDKK3
mdglich (SCHUNK et al., 2019).

Passend zu diesen Erkenntnissen war es moglich in dieser Arbeit zu zeigen, dass Kinder, die von einer
intensivierten Blutdruckeinstellung profitieren, anhand der uDKK3-Konzentration identifiziert werden

konnten. Des Weiteren hat sich gezeigt, dass es durch die Bestimmung der uDKK3-Konzentration
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mdglich ist, Kinder zu erkennen, die von einem hoheren Riickgang der eGFR in den folgenden sechs

Monaten bedroht sind.

9.2 Biomarker bei Kindern mit CKD

Als standardisierte und am weitesten verbreitete Biomarker bei der CKD gelten die Kreatinin-
Konzentration im Serum und die Proteinurie (BRADLEY A WARADY, 2022b; SITTER, 2021).
Diese beiden Marker steigen jedoch im Verlauf einer Schadigung der Niere und der CKD nur sehr
langsam an und der Rickgang der Nierenfunktion bleibt anfangs oftmals unentdeckt (SITTER, 2021).
Da sich Kinder noch im Wachstum befinden, unterliegt die Niere natlrlichen Verdnderungen, welche
die Filterfunktion beeinflussen (ARDISSINO et al., 2012). Im Zuge dieser Verénderungen werden
Anderungen des Serum Kreatinins kompensatorisch aufgefangen und bleiben oft unerkannt. Diese
Wachstumsprozesse und Veranderungen betreffen besonders Kinder unter zwei Jahren (BRADLEY A
WARADY, 2022a; KDIGO, 2013). Zuséatzlich wird die Serum Kreatinin-Konzentration noch von
weiteren Faktoren beeinflusst wie z.B. Geschlecht, Ethnie, Muskelmasse, Hydrationszustand und
Medikamenten. Bei Kindern kénnen auf Grundlage dieser beiden Biomarker nur 32 % der Rickgénge
der eGFR erklart werden (STIEFELHAGEN, 2021). In diesem Zusammenhang ist ein idealer
Biomarker nicht invasiv, leicht messbar, sensitiv und zeigt eine spezifisch notwenige Therapie an.
Zusétzlich sollte er idealerweise auf pathologische Verdnderungen hinweisen und das Ansprechen auf

eine adaquate Therapie anzeigen.

9.3 DKKa3 als Biomarker der CKD-Progression

DKK3 st ein Glykoprotein und wird bei Stress von renalen proximalen Tubulusepithelzellen
exprimiert und in den Urin sezerniert. Als Aktivator des Wnt/p-catenin Signalweges ist es an
tubulointerstitieller Fibrose beteiligt und von hoher Bedeutung beim Vorgang der Verschlechterung
der Nierenfunktion.

Zewinger et al. konnten nachweisen, dass Patienten mit CKD erhéhte uDKK3-Konzentration im
Vergleich zur allgemeinen Bevolkerung aufweisen (431 vs 33 pg uDKK3/ mg Kreatinin)
(ZEWINGER et al., 2018). Zuséatzlich konnte er zeigen, dass mit steigenden DKK3 Spiegeln im Urin
der Patienten mit CKD der Rickgang der eGFR in den folgenden 12 Monaten steigt. Patienten mit
DKK3 > 4000 pg/mg Kreatinin hatten im Durchschnitt einen Riickgang der eGFR um 7.6 % in den
folgenden 12 Monaten. Dariiber hinaus war es moglich zu belegen, dass man Patienten vor einem
herzchirurgischen Eingriff anhand von uDKKS3 identifizieren kann, die ein erhéhtes Risiko fiir ein
AKI oder dauerhaften Verlust ihrer Nierenfunktion nach einer Herzoperation haben (SCHUNK et al.,
2019). Die Studie umfasste 733 Patienten und zeigte, dass Patienten mit uDKK3 > 471 pg/mg
Kreatinin ein erhohtes Risiko fir ein AKI (OR 1.65, 95 % CI, 1.10 — 2.47, P = 0.015) unabhéngig ihrer
Nierenfunktion haben. Bestatigt werden konnten diese Ergebnisse in der RenalRIP Studie (SCHUNK
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et al., 2019; ZARBOCK et al., 2015). Dabei handelt es sich um eine deutsche multizentrische Studie
mit 240 Patienten mit einem Cleveland Clinic Foundation score von sechs und hoher vor
Herzoperation. Die Analyse der Daten zeigte, dass uDKK3 Uber 471 pg/mg Kreatinin ein signifikant
erhohtes Risiko fir einen dauerhaften Verlust der Nierenfunktion (OR 6.67, 95 % CI 1.67 — 26.62, P =
0.0072) und Dialyseabhédngigkeit (OR 13.57, 95 % CI 1.50 — 122.77, P = 0.020) 90 Tage nach
Operation anzeigte. Diese Daten zeigen, dass es anhand von uDKK3 maglich ist, fur die Patienten eine
Risikostratifizierung fiir eine AKI vor Operationen durchzufiihren.

Aktuell basiert die klinische Beurteilung von Patienten hauptsachlich auf der Grundlage der
Proteinurie und des S-Kreatinins. Zu einer Verdnderung dieser Parameter kommt es erst mit
Verzdgerung oder nach einer Schadigung des Nierenparenchyms. Die Messung von uDKK3 bietet die
Madglichkeit, den aktuellen tubuléren Stress und den Zustand der Niere zu monitoren, der das Risiko
fiir eine AKI anzeigt, wahrend andere Marker wie urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(UNGAL) oder urinary kidney injury molecule-1 (KIM-1) erst nach einer Nierenschadigung und damit
postoperativ ansteigen. In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass es die Bestimmung von
UDKK3 erlaubt, risikobehaftete Patienten vor Operationen zu erkennen. Hierdurch entsteht ein
Therapievorteil, da durch intensiviertes Monitoring und durch eine nephroprotektive Therapie wie z.B.
intensivierte  Blutdruckeinstellung, Vermeidung von renal eliminiertem  Kontrastmittel,
nephrotoxischer Antibiotika etc. Komplikationen und Nachteile fur den Patienten vermieden werden
kdnnen.

Obwohl das AKI und die CKD bisher als zwei unterschiedliche Krankheitsbilder verstanden wurden,
deutet die neuste Studienlage darauf hin, dass es sich hierbei um zwei eng verbundene Krankheiten
handelt. In diesem Kontext wird von einem Krankheitskontinuum gesprochen (CHAWLA et al., 2014;
ISHANI et al., 2009; SCHUNK et al., 2019). Besonders betroffen sind Patienten mit bereits
eingeschrankter Nierenfunktion (z.B. &ltere Personen). Dieses Patientenkollektiv hat ein erhdhtes
Risiko durch eine AKI an einer CKD oder ESRD zu erkranken. Neben dem Ausmal? der Abnahme der
eGFR und der Haufigkeit eines AKI sind die genauen Risikofaktoren fiir die Transition einer AKI zur
CKD jedoch nicht bekannt. Sicher ist jedoch, dass durch AKI angefangene nierenschadigende
Prozesse nicht mit dem Ende einer AKI sistieren, sondern weiter voranschreiten (CHAWLA et al.,
2014).

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse und den Ergebnissen von Zewinger et al. beziglich der
Identifikation von CKD-Patienten anhand von uDKK3 kann uDKK3 als Marker fur die Entwicklung
einer AKI zur CKD genutzt werden.

Die mit der aktuellen Arbeit vorgelegten Daten bestétigen die bisherigen Erkenntnisse und erweitern
sie auf Kinder mit CKD. uDKKS3 konnte somit nicht nur bei Erwachsenen, sondern auch bei Kindern
als Biomarker etabliert werden. Auch bei Kindern mit einer CKD war es uns mdglich, anhand von
uDKK3 Patienten mit erhdhtem Risiko fir einen verstarkten Riickgang der Nierenfunktion

unabhangig einer Intervention zu identifizieren. Im néchsten Schritt konnten wir zeigen, dass anhand
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der sich veranderten uDKK3-Konzentrationen der Erfolg einer Therapie, in diesem Fall der RAAS-
Blockade, und damit die Verminderung des Nierenschadens (Riickgang der GFR) tberwacht werden
kann. Von groller Bedeutung in diesem Kontext ist die breite Verwendbarkeit von uDKKS3, da dieser
Parameter unabhéngig von der Diagnose der CKD verwendet werden kann und unabhéngig von
anderen Faktoren wie Albuminurie, eGFR, Alter, BMI, Geschlecht und vorhandener Hypertonie ist.

Der Zusammenhang zwischen uDKK3 und der Anderung der eGFR erreichte in diesen
Untersuchungen ein sehr hohes Signifikanzniveau, da es sich bei dem vorliegenden Patientenkollektiv
um Kinder handelt. Diese besitzen im Vergleich zu Erwachsenen keine bis wenige Vorerkrankungen.
AulRerdem bestehen nahezu keine Komorbiditaten oder Risikofaktoren durch noch andauernden oder
zurtickliegenden Genussmittelkonsum sowie eine ungesunde Lebensweise. Die erhobenen Datensétze
liegen somit ohne Verfalschung durch andere Parameter oder Variablen vor und haben eine hohe

Aussagekraft.

9.4 Andere Biomarker der CKD Progression bei Kindern

9.4.1 Biomarker einer tubulointerstitiellen Schadigung

Urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin (UNAGL)

UNAGL ist ein 25 kDa grof3es Protein und wird von neutrophilen Granulozyten sowie geschadigten
Tubulusepithelzellen exprimiert und ins Blut und den Urin abgegeben (GREENBERG et al., 2018;
SCHREZENMEIER et al., 2017). In der frihen Phase einer Immunreaktion bindet es die Eisen-
Siderophore und hat durch die Verhinderung der Eisenwiederaufnahme in Bakterien eine
bakteriostatische Wirkung. UNAGL ist dauerhaft nachweisbar und wird in geringer Menge von vielen
Zellen exprimiert (SCHREZENMEIER et al., 2017). Da uNAGL bei Neugeborenen, Kindern und
Erwachsenen nach ischdmischen oder toxischen Ereignissen fur die Niere schnell hoch reguliert wird,
kann es als sensitiver Marker fur friihen tubuldren Schaden benutzt werden. Bereits drei Stunden nach
einem Ereignis ist ein Anstieg nachweisbar (SCHREZENMEIER et al., 2017). Abhéngig von der
Schwere der Schadigung erreicht die UNAGL Konzentration ihren Peak nach sechs bis zwolIf Stunden
und ist, in Abhédngigkeit der Schwere des Ereignisses, nach initialer Schadigung bis zu finf Tage
nachweisbar. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass uNAGL nicht nur zur Friiherkennung
eines AKI bei kritisch kranken Patienten, Nierentransplantierten und Erwachsenen mit Herzoperation,
sondern auch bei Kindern mit Herzoperation genutzt werden kann (TRACHTMAN et al., 2006; VAN
DEN EYNDE et al., 2022; WANG et al., 2018a). Des Weiteren kann es durch seine bakteriostatische
Wirkung und seinen schnellen Anstieg bei der Uberwachung kritisch kranker Kinder und Erwachsener
genutzt werden um die Entwicklung und das akute Geschehen einer Sepsis zu monitoren. VVon Vorteil
als Biomarker ist, dass uNAGL in Folge einer effektiven Therapie abféllt (KASAHARA et al., 2009;
KUWABARA et al., 2009). Zusétzlich wurde uNGAL zur Beurteilung der Schwere einer Lupus-

Nepbhritis oder eines hdmolytisch urdmischen Syndroms im Kindesalter untersucht (BRUNNER et al.,
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2006; TRACHTMAN et al., 2006). Zur Pradiktion einer progressiven CKD ergibt die Bestimmung
von NGAL allerdings keinen diagnostischen Vorteil. Zusétzlich zur eGFR und der Proteinurie konnte
allerdings kein signifikanter Vorteil bei der Voraussage der Progression durch die Bestimmung von
NGAL festgestellt werden (KASAHARA et al., 2009; KUWABARA et al., 2009).

Urinary interleukin-18 (1L-18)

IL-18 besteht aus 193 Aminosduren und wird als inflammatorisches Zytokin im Zuge von
Entziindungsreaktionen von Makrophagen und anderen Zellen darunter Endothelzellen, intestinalen
Epithelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten und weiteren Zelltypen exprimiert (YASUDA et al., 2019).
In der Niere wird IL-18 von proximalen Tubulusepithelzellen im Zuge eines AKI sezerniert.
Zusammen mit 1L-12 induziert IL-18 lber Th1l Zellen und NK-Zellen die Ausschittung von TNFa
und sorgt fir eine Makrophagen-induzierte Entziindungsreaktion (WEN et al., 2019). Tubulérer
Schaden und Ablagerungen von extrazellularer Matrix und damit Fibrose und Schéadigung des
Nierenparenchyms sind die Folge. Zubowska et al. haben 85 pédiatrisch onkologische Patienten im
Hinblick auf 1L-18 als Biomarker untersucht. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass nach
Zytostatikagabe und Nephrektomie bei Kindern IL-18 ansteigt und auf Schadigung und Atrophie im
proximalen Tubulussystem hinweist (ZUBOWSKA et al., 2013). Des Weiteren wurde von lIsaac et. al
nachgewiesen, dass erhohte IL-18 Spiegel am ersten Tag nach einer Nierentransplantation auf eine
schnelle Verschlechterung der Transplantatfunktion innerhalb des ersten Jahres hinweisen (HALL et
al., 2012). Bei HIV-infizierten Patienten ist IL-18 mit einem schnelleren Riickgang der Nierenfunktion
vergesellschaftet und zeigt darliber hinaus eine erhohte Mortalitdit an (PERALTA et al., 2014;
SHLIPAK et al., 2012). Allerdings erbringt auch die Bestimmung von IL-18 zusatzlich zu eGFR und

Albuminurie keinen diagnostischen Nutzen.

Urinary and blood kidney injury molecule-1 (KIM-1)

KIM-1 ist ein transmembranares Glykoprotein und ist in der gesunden Niere nicht nachweisbar. Bei
Schédigung der Niere wird es jedoch stark in den Tubuluszellen der Niere exprimiert (PARIKH et al.,
2013; SCHREZENMEIER et al., 2017). Bei verschiedenen Krankheitshildern konnte gezeigt werden,
dass KIM-1 als Biomarker genutzt werden kann, um Patienten mit schnellerem Verlauf oder
spezifischem Krankheitsbild zu identifizieren. KIM-1 kann genutzt werden, um Patienten mit Steroid-
resistentem nephrotischem Syndrom zu identifizieren, da diese im Vergleich zu Patienten mit Steroid-
sensiblen Syndrom erhéhte KIM-1 Level aufweisen (BIENIAS et al., 2015). Des Weiteren ist KIM-1
bei Patienten mit Nierenerkrankungen, aufler minimal-change-Erkrankungen (VAN TIMMEREN et
al., 2007b), und bei Kindern mit Diabetes 1 ohne Albuminurie erhéht (UCAKTURK et al., 2016). In
einer Studie mit 145 Nierentransplantierten wurde belegt, dass Patienten mit KIM-1 Konzentrationen
im hochsten Tertial ein mehr als funffach erhdhtes Risiko eines Transplantatverlustes haben (VAN
TIMMEREN et al., 2007a). Unterstiitzt wird diese Beobachtung durch Szeto et al. Diese konnten
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zeigen, dass pro log Einheit-Anstieg von KIM-1 bei Nierentransplantierten das Risiko des Verlustes
des Transplantates um fast das Dreifache steigt (SZETO et al., 2010).

Urinary epidermal growth factor (UEGF)

EGF besteht aus 53 Aminosduren und kommt in verschiedenen Geweben des Korpers und in
Korperflussigkeiten vor. In der Niere wird EGF von den Zellen der Henle-Schleife und des distalen
Tubulussystems exprimiert (CORTVRINDT et al., 2022). In der gesunden Niere kommt es
physiologisch in hohen Konzentrationen vor, da es vermutlich durch DNA-Synthese die
Zellproliferation, Differenzierung und das Uberleben der Zellen fordert. Im Mausmodell mit
temporérer Nierenschadigung konnte nachgewiesen werden, dass es regenerative Signalwege aktiviert
und fur die Reepithelialisierung geschadigter Tubulussystems verantwortlich ist (CAO et al., 2005).
Wiahrend hohe Konzentrationen von UEGF gesundes und funktionsfahiges Tubulusgewebe anzeigen
(JU et al.,, 2015), weisen niedrige Konzentrationen von UuEGF auf interstitielle Fibrose und
Epithelatrophie hin (NOWAK, SCHNELLMANN, 1995). In drei unabhéngigen Patientenkohorten mit
insgesamt 942 Patienten mit glomeruldren Erkrankungen konnte dieser Zusammenhang bestétigt
werden und gezeigt werden, dass durch das Hinzufiigen von uEGF zu bereits etablierten klinischen
Markern wie Albuminurie und eGFR die Voraussage der CKD verbessert werden kann (JU et al.,
2015). Zusétzlich wurde nachgewiesen, dass unabhéngig einer CKD-Diagnose oder Diabetes UEGF
auf einen schnellen Riickgang der eGFR hinweist (NORVIK et al., 2021). Gezeigt wurde dies durch
Untersuchungen der Allgemeinbevdlkerung anhand der Analyse von insgesamt 5783 Patienten aus der
RENIS und PREVEND-Studie (NORVIK et al., 2021). Zusétzlich wurde in einer Patientenkohorte mit
23 Kindern belegt, dass dieser Zusammenhang auch bei Kindern vorliegt (TSAU, CHEN, 1999).
Untersuchungen von Azukatis et al. an einem groReren Patientenkollektiv von 623 Kindern bestatigen,
dass niedrige UEGF-Level auch bei Kindern das AusmaR eines tubulointerstitiellen Schadens darlegen
(AZUKAITIS et al., 2019). Zum aktuellen Zeitpunkt ist jedoch unklar, ob es zu Interaktionen mit
anderen Biomarkern kommt und wie zuverldssig UEGF ist, da es noch kein standardisiertes
Messverfahren gibt (TSAU, CHEN, 1999).

9.4.2 Biomarker von tubulointerstitieller Fibrose

Blood transforming growth factor beta 1 (TGF-Ba1)

TGF-B1 ist ein Zytokin und somit fiir die Einwanderung von Makrophagen und damit verbundenen
Prozessen wie Entzlindungsreaktion und Anh&ufung extrazellularer Matrix sowie irreversiblem
Gewebeschaden mitverantwortlich (GREENBERG et al., 2018). TGF-f; wird in der Niere von
Epithelzellen, Fibroblasten und einwandernden Entziindungszellen sezerniert. Dort erflllt es para- und
autokrine Funktionen. TGF-B: konnte als potenzieller Biomarker bei Kindern mit idiopatischem

nephrotischem Syndrom dienen, da es bei Patienten mit FSGS im Mittelstrahlurin héher war als bei
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Kindern mit minimal change Erkrankungen (WORONIECKI et al., 2008). Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass Kinder mit einer obstruktiven Uropathie héhere TGF-fB; Konzentrationen im Urin
vorweisen als Kinder mit einer nicht obstruktiven Uropathie (ZIEG et al., 2011). AuRerdem zeigt es
einen bevorstehenden Anstieg vom Serum Kreatinin bei Patienten mit Typ 2 Diabetes an (WONG et
al., 2013). In einer Studie mit 281 Patienten waren hohe Konzentrationen von TGF-B; mit einer

Verdopplung des Serum Kreatinins und Dialysepflichtigkeit vergesellschaftet.

Blood bone morphogenetic protein-7 (BMP-7)/ Ostegenic protein-1 (OP-1)

BMP-7 ist ein Antagonist von TGF-B1 und hat eine antifibrotische und inflammatorische Wirkung auf
das Nierenparenchym (MUSIAL et al., 2008). Als Antagonist von TGF-B: kann es auch dazu
verwendet werden, um den Zustand der Niere zu bewerten, in diesem Fall den Umfang der
tubulointerstitiellen Fibrose. Im Maus Modell einer unilaterialen Ureterligatur reduzierte die
Applikation von rekombinantem humanen BMP-7 die Fibrose und Entzlindungsreaktion (HRUSKA et
al., 2000; ZEISBERG et al.,, 2003). Zusatzlich bewirkten die BMP-7 Applikationen einen
verminderten GFR-Abfall bei Mé&usen mit Lupus Nephritis und Goodpasture Syndrom. Bei
padiatrischen Patienten ist BMP-7 im Vergleich zur Kontrollgruppe im Blut erhéht (MUSIAL et al.,
2008). Ahnlich wie TGF-B; erlaubte die Bestimmung von BMP-7 im Blut in einer Studie mit 281
Patienten mit Typ 2 Diabetes die Identifikation von Patienten mit einem erhéhten Risiko fir die
Verdopplung des Serum Kreatinins und einer Dialysepflichtigkeit (WONG et al., 2013). Innerhalb der
Patienten zeigten sich deutliche Unterschiede im Erreichen des renalen Endpunktes, da Patienten aus
dem unteren Quartil der BMP-7 Konzentration im Vergleich zum obersten Quartil ein 24fach erhohtes

kumulatives Risiko aufwiesen.

Urinary procollagen 111 N-terminal propeptide (PIIINP)

PIINP ist eine Vorstufe von Kollagen und wird wéhrend der Entstehung von Fibrose sezerniert. Die
Nutzung von PIIINP als Biomarker bei der CKD ist widerspriuchlich. Lieb et al. konnten in einer
Studie zu PHINP und Risiko einer CKD bzw. Herzinsuffizienz nicht nachweisen, dass erhohte
Konzentration mit einem erhohten Risiko fir die Erkrankung einhergehen (LIEB et al., 2019).
Hingegen war bei Patienten mit Nierentransplantation ein Zusammenhang zwischen PIIINP und der
Abnahme der Transplantat-Funktion zu sehen (TEPPO et al., 2003). Zusétzlich konnte nachgewiesen
werden, dass die PIIINP Konzentrationen bei Patienten mit dem Grad der Fibrose in Nierenbiopsien
korrelieren (GHOUL et al., 2010). Des Weiteren konnte bei einer padiatrischen Studie mit 29
Patienten mit subpelviner Harnleiterstenose (UPJ) und Kontrollgruppe mit 30 Kindern gezeigt werden,
das PIIINP mit einer Verschlechterung der Erkrankung assoziiert war (JJANGUO et al., 2014).
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9.4.3 Biomarker von Entziindungsreaktionen

Soluble urokinase-type plasminogen activator receptor (SUPAR)

SUPAR st ein loslicher, ursprunglich auf der Membran von Zellen gebundener, Rezeptor fur uPAR
(RASMUSSEN et al., 2021). uPAR konnte auf verschiedenen Zelltypen im Koérper nachgewiesen
werden, darunter immunologisch aktiven Zellen wie Monozyten, aktivierten T-Zellen und
Makrophagen. Zusatzlich wurde es auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten
entdeckt (THUNG et al., 2009). Die Funktionen von suPAR bestehen zum einen in der Modulation der
Plasminogen Aktivierung und Fibrinolyse sowie der Umstrukturierung der extrazelluldaren Matrix.
Zum anderen spielt SUPAR eine wichtige Rolle bei der Migration und Adhdsion von Zellen ins
Gewebe und ist hier an der Angiogenese, Proliferation von Zellen und Entziindungsreaktion beteiligt
(RASMUSSEN et al., 2021). Klinisch konnte durch Wei et al. gezeigt werden, dass bei es 70 Kindern
und Erwachsenen mit nachgewiesener FSGS in Folge einer Reduktion von suPAR zu einer kompletten
Remission der FSGS und einem Riickgang der Proteinurie kommen kann (WEI et al., 2012). Dartiber
hinaus hatten Patienten mit einem Steroid resistentem nephrotischem Syndrom im Vergleich zu
Patienten mit sensitivem nephrotischem Syndrom erhoéhte suPAR-Werte (GELLERMANN et al.,
2014). In einer Analyse der Emory Cardiovascular Biobank wurde nachgewiesen, dass Patienten aus
dem unteren Quartil der suPAR-Konzentrationen eine Anderung der eGFR um -0.9 ml/min/1.73m?
haben im Vergleich zum obersten Quartiel mit einer Anderung von — 4.2 ml/min/1.73m?. Bei
Erwachsenen scheint somit eine Identifikation von Patienten mit erhéhtem CKD Risiko mdglich
(HAYEK et al., 2015). Bei Kindern konnten diese Ergebnisse erst eingeschrankt bestatigt werden. Bei
einer Analyse der Teilnehmer der 4C und ESCAPE Studie konnte bei einer Untergruppenanalyse
nachgewiesen werden, dass Kinder mit einer milden bis moderaten CKD (eGFR von 40 bis 80
ml/min/1.73m?) bei erhohten suPAR-Leveln ein erhéhtes Risiko fiir das Voranschreiten ihrer CKD
haben (SCHAEFER et al., 2017h).

Blood tumor necrosis factor receptor-1 und -2 (TNFR1 und TNFR2)

TNF ist ein Zytokin und wird primér von Makrophagen im Entziindungsgebiet ausgeschittet. Zu den
Funktionen von TNF gehdren unter anderem Apoptose, Zelldifferenzierung und Proliferation, sowie
die Modulation der Entziindungsreaktion durch die Beeinflussung der Zytokinausschittung. Seine
Wirkung an Zellen und die Aktivierung von intrazelluldren Signalwegen entfaltet TNF (ber die
Bindung an die beiden Rezeptoren TNFR1 und TNFR2. Wird der TNF-Signalweg bei Kindern mit
erneut aufgetretener FSGS durch den Einsatz von Antikorpern blockiert, so kommt es zu einer
Verbesserung der Proteinurie und Nierenfunktion (BITZAN et al., 2012). Anhand der Bestimmung
des léslichen TNFR1 war es bei Kindern mit vesikorenalem Reflux méglich jene zu identifizieren, die
eine Nephropathie erlitten (JUTLEY et al., 2000). In einer kleinen Studie mit 25 Kindern konnten
Patel et al. zeigen, dass TNFR2 bei Kindern mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) erhoht war

und bei Lupusnephritis die hochsten Spiegel vorwies (PATEL et al., 2016). Bestehende Erkenntnisse
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konnten durch Schrauben et al. bestétigt werden. Patienten mit erhéhtem TNFR1 und TNFR2 hatten in
dieser Studie ein erhéhtes Risiko fur einen Riickgang der Nierenfunktion (SCHRAUBEN et al., 2021).
Chen et al. konnten durch die Auswertung der Daten der AASK (african American Study of Kidney
Diesease and Hypertension) und der VA NEPHRON-D Studie (Veterans Affairs Nephropathy in
Diabetes Study) zeigen, dass langerfristige Erhéhungen der TNFR-Level ein erhohtes Risiko fir eine
ESKD und einen irreversiblen Nierenfunktionsriickgang zur Folge haben (CHEN et al., 2022). Bei
einer weiteren Studie mit an Diabetes Typ 2 erkrankten Patienten konnte nachgewiesen werden, dass
erhohte TNFR1-Level auf einen zukinftigen Verlust von Nierenfunktion hin zu einer ESRD
hinweisen (NIEWCZAS et al., 2012). Das Risiko fur ESRD nach 12 Jahren bei Patienten des vierten
Quartils lag bei 54 % im Vergleich zu 3 % bei Patienten des ersten Quartils. Zusatzlich wurde gezeigt,
dass Patienten mit CKD und erhéhten TNFR1 oder TNFR2 Spiegeln im Serum ein schnelleres
Fortschreiten ihrer Erkrankung aufweisen (MCCOY et al., 2022). Nach AKI hatten die teilnehmenden
Patienten der Studie langer als bisher vermutet erhdhte Serumkonzentrationen. Unklar ist zum
aktuellen Zeitpunkt jedoch noch der Grund fir die unterschiedlichen Konzentrationsspiegel und die

genauen pathophysiologischen Mechanismen.

Urinary monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)

MCP besteht aus 71 Aminoséuren und hat ein Molekulargewicht von 8-14 kDa (SINGH et al., 2021).
Es gehort zu den CC-Chemokinen und ist Bestandteil und Modulator von Entziindungsreaktionen im
Korper. Es ist an der Migration und Infiltration von Monozyten und T-Zellen in Entziindungsherde
beteiligt und bewirkt die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen. Im Mausmodell konnte
nachgewiesen werden, dass durch den Knockout des MCP-1 Rezeptors oder die medikamentdse
Inhibition von MCP-1 die Entstehung von Fibrose vermindert wurde (XU et al., 2019). MCP-1 konnte
als Biomarker geeignet sein, da es bei padiatrischen Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht
ist und dazu dienen kann, Patienten mit CKD zu identifizieren (GHOBRIAL et al., 2015). Dar(ber
hinaus kann anhand der uMCP-1 Level eine Unterscheidung zwischen Patienten mit und ohne
glomeruldre Erkrankung stattfinden (VIANNA et al., 2013). Bei diabetischen Patienten besteht durch
die Korrelation von uMCP-1 Konzentration in Bezug auf den Grad der Fibrose, GFR-Rickgang und
Makrophagen-Akkumulation die Mdoglichkeit Rickschlisse auf den Zustand der Niere zu machen
(NADKARNI et al., 2016; TESCH, 2008). Aufierdem korreliert bei Patienten mit CKD ohne Diabetes
der Ruckgang der eGFR mit dem Level an uMCP-1 (CAMILLA et al., 2011). Durch die Bestimmung
von UMCP-1 ist es bei p&diatrischen Patienten mit SLE mdglich, die Schwere der Erkrankung zu
bestimmen (GHOBRIAL et al., 2015). AuRerdem ist uMCP mit verschiedenen kardiorenalen
Erkrankungen und Funktionsverschlechterungen assoziiert: Transplantatversagen, Tod des
Transplantatempféangers, kardiovaskuldren Erkrankungen und WVerlust von Nierenfunktion bei
Diabetes Typ 2 (SCHRAUBEN et al., 2021).
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9.5 Zusammenfassende Bewertung der verflighbaren Marker

Um einen Patienten moglichst ideal zu behandeln, ist ein gesamtheitliches Bild dieser notwendig. Wie
bei jeder diagnostischen MalRnahme gilt auch fir Biomarker, dass die Untersuchung einen Mehrwert
fur den Patienten haben soll, die richtige Diagnosestellung gelingt oder die Behandlung profitiert.
Redundante Belastungen fiir den Patienten gilt es zu vermeiden.

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind jegliche Substanzen oder Strukturen, die im
Korper gemessen werden kénnen und Auskunft Uber das Auftreten, den Verlauf oder die Inzidenz,
sowie den Ausgang einer Erkrankung geben, Biomarker (ORGANIZATION, 2001).

Die Definition der amerikanischen Arzneimittelbehdrde (FDA) riickt zusatzlich weitere Aspekte fir
Biomarker in den Fokus. Biomarker sollten Auskunft ber Gesundheit, Krankheit und tber die
Wirkung einer Therapie geben ((FDA), 2007). Eine ausreichende Validierung ist hierfir unbedingt
erforderlich ((FDA), 2007).

Von den genannten Biomarkern ist uUNGAL mit tber 3.000 padiatrischen Patienten der Biomarker mit
den meisten untersuchten Patienten innerhalb einer Studie. Bei Erwachsenen und Kindern zeigt NGAL
durch Anstieg nach Herz-OP eine AKI an. Auch ein Abfall von uNGAL unter Therapie konnte gezeigt
werden, jedoch sind die Patientenanzahlen sehr klein und liegen auler bei einer Studie bei unter 40
Teilnehmern. Abgesehen von der AKI nach Herz OP handelt es sich bei den betrachteten
Erkrankungen mit HUS und Lupus erythematosus um seltene Erkrankungen. Mit einer Inzidenz von
zwei Fallen pro 100.000 bis maximal sechs Fallen bei Kindern junger als finf Jahren zéhlt das
Durchfall-negatives (atypisches) hamolytisch-urdmisches Syndrom (D-HUS) zu den seltenen
Erkrankungen (KARPMAN et al., 2017). Des Weiteren spielt auch Lupus erythematodes mit einer
Prévalenz von unter einem Fall pro 100.000 Kinder pro Jahr in Europa (PINELES et al., 2011) eine
untergeordnete Rolle im Vergleich zur CKD und AKI. Eine ausreichende Untersuchung von uNAGL
ist nur im Zusammenhang mit der AKI nach Herz-OP erfolgt.

IL-18 ist mit hohen Patientenzahlen vor allem bei erwachsenen Patienten mit HIV untersucht. Positive
Ergebnisse wurden des Weiteren bei nierentransplantierten Patienten und Kindern nach Krebstherapie
nachgewiesen. Die drei genannten Erkrankungskonstellationen spielen bei Kindern eine
untergeordnete Rolle und haben geringe Fallzahlen. In Deutschland leben (Stand 2019) 339 Kinder
mit bestatigter HIV-Diagnose (DR. ULRICH MARCUS et al., 2019). Pro Jahr erkranken in
Deutschland 2000 Kindern an unterschiedlichen Krebsarten (KREBSGESELLSCHAFT, 2018).
Wiederum 80 % dieser Erkrankungen koénnen geheilt werden (KREBSGESELLSCHAFT, 2018).
Dartiber hinaus kommt es zu circa 120 Nierentransplantationen bei Kindern und Jugendlichen in
Deutschland (TONSHOFF, 2019). Die bei IL-18 untersuchten Erkrankungskonstellationen stellen bei
Kindern somit eine kleine Patientengruppe dar. Der Nachweis eines prognostisch sinnvollen
Monitorings dieses Biomarkers bei Kindern erscheint durch geringe Fallzahlen schwierig.

KIM-1 ist in mehreren Studien mit Erwachsenen und Kindern untersucht. Ahnlich IL-18 weisen die

Studien sehr spezifisches Patientenkollektive auf: Kinder mit Steroid-resistentem nephrotischem
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Syndrom, Kinder mit Diabetes ohne Albuminurie, Patienten nach Nierentransplantation. Bei den
Studien mit Erwachsenen werden Patientenzahlen von 145 pro Studie nicht Gberschritten. Das
Spektrum der Erkrankungen ist in der Studie von van Timmeren et al nicht auf einzelne seltene
Erkrankungen beschrankt (VAN TIMMEREN et al., 2007b). Die Aussagekraft der Studie bleibt
jedoch gering, da trotz vieler unterschiedlicher Diagnosen die Fallzahlen der einzelnen
Krankheitskohorten, bei insgesamt kleiner Fallzahl der Studie, sehr Klein sind.

Sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern konnte nachgewiesen werden, dass niedrige UEGF-
Spiegel einen tubulointestitiellen Schaden der Niere widerspiegeln und mit dem Progress einer CKD
in beiden Alterskategorien assoziiert sind. uEGF, welches durch Azukaitis et al an der gleichen
padiatrischen Patientenkohorte wie uDKKS3 in dieser Arbeit, der 4C-Studie, untersucht wurde, stellt
einen sinnvollen Biomarker dar (AZUKAITIS et al., 2019). Die zusatzliche externe Validierung an
222 Kindern durch Azukaitis et al bestitigt dies. Neben Kindern gibt es auch fur Erwachsene
belastbare Daten, die darlegen, dass UEGF ein vielversprechender Biomarker flr das Voranschreiten
der CKD sein konnte. Im direkten Vergleich zu uDKK3 féllt jedoch auf, dass uDKK3 als Stressmarker
der Niere bereits frihzeitig Handlungsbedarf anzeigt. Von groRem Vorteil ist bei uDKK3 aufierdem,
dass die Durchfilhrung einer entsprechenden Therapie, in diesem Fall einer intensivierten
Blutdruckeinstellung, welche Prognose verbessernd ist, angezeigt wird. In diesem Zusammenhang ist
wichtig zu erwahnen, dass uDKK3 unter erfolgreicher Therapie (RAAS-Inhibition) abféllt und eine
erfolgreiche Therapie anzeigt. Dies ist bei UEGF nicht der Fall.

Es konnte nachgewiesen werden, dass im Zusammenspiel von TGF-B1 und BMP7 eine verbesserte
Aussage Uber den Progress der Nierenfunktion bei Patienten mit Diabetes Mellitus Typ 2 gemacht
werden kann (WONG et al.,, 2013). Bei Kindern ist es durch TGF-B: mdglich, zwischen
unterschiedlichen Krankheitsbildern zu unterscheiden, z.B. zwischen einer obstruktiven Uropathie
oder nicht obstruktiven Uropathie (ZIEG et al., 2011) oder zwischen einer FSGS und einer minimal
change diesease (MCD) (WORONIECKI et al., 2008). Ein diagnostischer Vorteil fir eine mdgliche
Therapie oder Verlaufskontrolle einer Erkrankung besteht durch TGF-B: jedoch bisher nicht
(WORONIECKI et al., 2008; ZIEG et al., 2011). Ahnlich wie bei TGF-B1 kénnen durch BMP7 bei
Erwachsenen zukiinftige Risikopatienten identifiziert werden. Eine Untersuchung dieser Ergebnisse
bei Kindern mit unterschiedlichen Krankheitsidentitaten fehlt jedoch.

Bei PIIINP ist die Datenlage unklar. Die mit Abstand gréBRte Studie mit insgesamt 922 Teilnehmern
hat gezeigt, dass PIIINP keinen diagnostischen Nutzen fiir eine CKD hat (LIEB et al., 2019). Kleinere
Studien mit weniger als 200 Teilnehmern zeigen einen Zusammenhang zwischen Fibrose und PIHINP
(TEPPO et al., 2003). Eine Korrelation zwischen PIIINP und dem Umfang der Nierenfibrose, sowie
dem Progress einer CKD liegen noch nicht vor. Bei Kindern ist die Datenlage bei der betrachteten
Studie mit weniger als 30 Patienten unsicher (JIANGUO et al., 2014). Die Anwendung als Biomarker

ist somit unter der aktuellen Datenlage nicht sinnvoll.
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Anhand des suPAR-Spiegel war es Hayek et al. mdglich, unabhéngig anderer Faktoren, Patienten mit
erhohtem Risiko fur eine CKD und den Rickgang ihrer GFR zu identifizieren. Dariiber hinaus
konnten Wei et al nachweisen, dass es eine positive Korrelation bei Kindern zwischen der Reduktion
von suPAR und der Reduktion der Proteinurie sowie der kompletten Remission gab (WEI et al.,
2012). Zu bemerken ist an dieser Stelle jedoch die Betrachtung Kleiner Patientengruppen mit jeweils
unter 100 Teilnehmern, sowie die Betrachtung eines sehr spezifischen Krankheitsbildes, der primaren
FSGS im Kindesalter. Die Inzidenz fir eine FSGS liegt bei Erwachsenen bei 0.8/100.000/Jahr und bei
Kindern bei 0.7/100.000/Jahr (MCGROGAN et al., 2010). Weitere Untersuchungen mit Kindern
konnten zwar eine medikamenttse Reduktion von suPAR feststellen, in diesem Kontext jedoch keine
Korrelation mit der Anderung der eGFR oder weitere therapeutische Konsequenzen zeigen
(GELLERMANN et al., 2014). Eine Korrelation von suPAR und der eGFR konnten Schaefer et al.
zeigen (SCHAEFER et al., 2017b). Padiatrische Patienten mit bereits leichter bis milder
eingeschrankter Nierenfunktion (eGFR von 40 bis 80 ml/min/1.73m?) und gleichzeitig hohen suPAR-
Leveln hatten ein erhdhtes Risiko fur den Progress ihrer CKD (SCHAEFER et al., 2017b). Diese
Ergebnisse sind jedoch auf Grund des begrenzen eGFR-Bereiches nur eingeschrankt verwertbar. Im
direkten Vergleich zu uDKK3 als Biomarker fehlt auBerdem die Mdglichkeit flir die Beurteilung des
kurzfristigen Risikos eines eGFR-Verlustes und die Identifikation von Kindern, die von einer Therapie
profitieren wiirden.

TNFR1 und TNFR2 sind bei ESRD und CKD im Zusammenhang mit und ohne Diabtes Mellitus Typ
2 umfangreich mit mehreren Studien und mehreren Patientenkohorten von mehr als 400 Patienten
untersucht (CHEN et al., 2022; NIEWCZAS et al., 2012). TNFR1 und TNFR2 sind &hnlich wie uEGF
oder sUPAR mit der Progression einer CKD assoziiert. Im direkten Vergleich fehlen TNFR1 und
TNFR2, éhnlich uEGF oder suPAR, die Erfillung weiterer Kriterien der WHO oder FDA. Die
Identifikation von zukinftigen Risikopatienten gelingt, jedoch fehlen weitere therapeutische und
Monitoring Konsequenzen. Bei Kindern sind die beiden Biomarker durch geringe Fallzahlen
(JUTLEY et al., 2000), Einzelfallanalysen (BITZAN et al., 2012) oder seltene Erkrankungsbilder wie
kindliche Lupus Nephritis (PATEL et al., 2016) nicht ausfiihrlich untersucht. Eine weitergehende
Analyse des Biomarkers mit groRen padiatrischen Patientenkollektiven sollte weiterhin erfolgen.
MCP-1 ist weder bei Erwachsenen noch bei Kindern ausreichend untersucht. Ahnlich KIM-1 oder IL-
18 sind die Patientenzahlen der Studien bei Kindern, mit weniger als 45 Patienten, und Erwachsenen,
mit weniger als 200 Patienten, sehr gering. Es fehlt eine ausreichende Untersuchung.

Alle der genannten Biomarker sind in Studien mit Erwachsenen und Kindern untersucht, weisen
jedoch Schwachstellen in ihrer Aussagekraft und oder Validierung auf. Keinem der vorgestellten
Biomarkern ist es somit gelungen, die wesentlichen Aspekte der Definition der WHO oder FDA
bezuglich der Kriterien fur Biomarker zu erfiillen. uNAGL, suPAR oder TNFR1 und TNFR2 sind in
groBeren Kklinischen Studien im Vergleich zu den sonst genannten erforscht. Jedoch fehlt es bei diesen

ahnlich wie bei den restlichen Biomarkern an padiatrischen Studien mit hoher Patientenzahl. uDKK3
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kann dies im Zuge dieser Arbeit vorweisen. Die 4C und die ESCAPE Studie umfassen zusammen
knapp Uber 1000 Patienten. AuRergewohnlich ist, dass UEGFR und uDKK3 an gleichem
Patientenkollektiv untersucht wurden, uDKK3 die Kriterien fur Biomarker jedoch umfanglicher
erfillt. Im direkten Vergleich von Biomarkern ist an dieser Stelle uNGAL hervorzuheben. uNGAL
bildet eine Ausnahme, da neben uDKK3 nur dieser Biomarker in einer grofieren padiatrischen Studie
untersucht ist. Eine Untersuchung des Markers im Zusammenhang mit mehr Erkrankungen
unterschiedlicher Genese unabhéngig der AKI nach Herz-OP fehlt. Dieses Problem stellt sich
insgesamt bei allen Biomarkern in Hinblick auf die péadiatrischen Untersuchungen. Es fehlt die
Erforschung im Zusammenhang mit Krankheiten, die eine hohe Inzidenz und Relevanz fur die Kinder
haben. FSGS, kindlicher Lupus und Krebserkrankungen im Kindesalter stellen seltene Diagnosen. Nur
in wenigen begutachteten Studien kam es zu einer Betrachtung von Kindern mit CAKUT, AKI oder
CKD - Krankheiten mit einer hohen Inzidenz und Relevanz im Kindesalter Bsp. sind CAKUT-
Erkrankungen fur 60 % der Félle einer CKD im Kindesalter verantwortlich ist (GIANLUIGI
ARDISSINO, 2003; STUDIES, 2008).

Die von der FDA betrachteten Aspekte wie Unterscheidung zwischen Krankheit und Gesundheit,
sowie Anschlagen einer Therapie, welche der Biomarker widerspiegeln soll, erfillt keiner der
genannten Biomarker.

uDKKS3 erflllt hingegen einige dieser Kriterien. Anhand seiner Messung kann entschieden werden, ob
ein Kind zukinftig von einer intensivierten Therapie profitieren kann. Zusatzlich ist es durch ein
Monitoring von uDKK3 wahrend der Therapie mdglich, ein Therapieansprechen durch einen Abfall
der Konzentration festzustellen. In diesem Zusammenhang konnte aulRerdem gezeigt werden, dass es
zu einer Abnahme des Rickgangs der eGFR kam. Im Kontext eines sich noch entwickelnden
Menschen mit Wachstumsprozessen und sich verandernden hormonellen Prozessen ist dies besonders
wichtig. Durch eine noch lange Lebensdauer ist das Erkennen einer erfolgreichen oder nicht
erfolgreichen Therapie, welche einer Umstellung bedarf, besonders wichtig und ein bestmdglicher

Erhalt der glomeruléren Filterfunktion entscheidend.

9.6 Hypertonie bei Kindern mit CKD

Wiahrend, je nach Literatur, 20 % bis 90 % der Kinder mit CKD an einer Hypertonie erkrankt sind
(FLYNN et al., 2008; LINGENS et al., 1997; MITSNEFES, STABLEIN, 2005; SEEMAN, 2009;
VANDEVOORDE, MITSNEFES, 2011), gibt es keine klare und sichere Datenlage zur
epidemiologischen Situation der Hypertonie im Allgemeinen bei Kindern, weder in Deutschland, in
Europa noch weltweit (DE SIMONE et al., 2022; LURBE et al., 2016; R. DALLA POZZA et al.,
2022). Aufgrund der Annahme, dass der Blutdruck mit zunehmendem Kindesalter steigt und sich auf
Grund von Wachstumsprozessen, Alter und KorpergroRe verandert, ist die Angabe exakter Grenzwerte
fiir die Therapie schwierig (LURBE et al., 2016). Dies ist der Grund, weshalb selbst die European
Society of Hypertension (ESC) keine européischen Referenzdaten besitzt und sich nach den Daten
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einer US-Task Force richtet (ADOLESCENTS, 2004; LURBE et al., 2016). Durch variierende
Definitionen und Messmethoden schwankt die Prévalenz der Hypertonie in européischen Studien
zwischen 2,2 % bis 13 % (CHIOLERO et al., 2007; LURBE et al., 2016; MALDONADO et al., 2011,
OSTROWSKA-NAWARYCZ, NAWARYCZ, 2007; PAPANDREOQOU et al., 2007).

Den starksten Risikofaktor fur eine Hypertonie stellt ein erhdhter BMI dar (R. DALLA POZZA et al.,
2022), welcher durch die jingst entstandene Fettleibigkeitsepidemie von Industrielandern, vermutlich
auch zu einem Anstieg der Pravalenz der Hypertonie im Kindes- und Jugendalter gefiihrt hat (LURBE
et al., 2016). Daneben spielt auch die Genetik eine wichtige Rolle. In einer Untersuchung an US-
Amerikanischen Kindern und Heranwachsenden im Alter zwischen 8 bis 17 Jahren konnte festgestellt
werden, dass die Prdvalenz fur erhohten Blutdruck in der Bevolkerung mit spanischem sowie
afroamerikanischem Hintergrund im Vergleich zur nicht spanischen weien Bevdlkerung erhoht ist
(FLYNN et al., 2017; KIT et al., 2015). Ein weiterer Risikofaktor scheint das Geschlecht zu sein, da
15 % bis 19 % der Jungen im Vergleich zu 7 % bis 12 % der Madchen an einer Blutdruckerhéhung
leiden (FLYNN et al., 2017). Insgesamt handelt es sich jedoch vermutlich um ein multifaktorielles
Geschehen, da in Genomanalysen bisher tber 1000 Single-Nucleotid Varianten beschrieben sind, die
an der Regulierung des Blutdrucks beteiligt sind (R. DALLA POZZA et al., 2022).

Bei dem Vorliegen einer arteriellen Hypertonie bei Kindern ohne weitere Zusatzerkrankungen ist das
Ziel der Therapie eine Senkung des Blutdruckes unter die 90. Perzentile entsprechend des Alters,
Geschlechtes und Grélie (R. DALLA POZZA et al., 2022). Ist das Kind oder der Heranwachsende
zusétzlich an einer CKD ohne Proteinurie erkrankt, dann sollte eine Senkung des Blutdruckes unter
die 75. Perzentile gemaR Alter, Geschlecht und GroRe erfolgen, und bei CKD mit Proteinurie sollte
der arterielle Blutdruck sogar unter die 50. Perzentile gesenkt werden. Fir nierenerkrankte junge
Patienten ab 16 Jahren gibt es exakte Werte flr die Blutdruckeinstellung gemaR den Richtlinien fir
Erwachsene der ESC (R. DALLA POZZA et al., 2022; WILLIAMS et al., 2018).

Ziel einer effektiven Therapie ist, wie bei Erwachsenen, die Verhinderung einer weiteren
Verschlechterung der Nierenfunktion und die Verlangsamung des Fortschreitens der CKD (LURBE et
al., 2016; R. DALLA POZZA et al., 2022). Dartiber hinaus soll, wenn mdglich, eine Proteinurie
vermieden bzw. reduziert werden, das Risiko flr langfristige kardiovaskuldare Folgeerkrankungen
minimiert und weitere Endorganschaden verhindert werden.

Initial sollte als Therapie, genauso wie bei Erwachsenen unabhangig der Diagnose, eine Umstellung
der Lebensgewohnheiten stattfinden (R. DALLA POZZA et al., 2022; WILLIAMS et al., 2018). Bei
Kindern sollte die Gewichtsreduktion mit dem Ziel eines BMIs unter die 85. Perzentile angestrebt
werden (R. DALLA POZZA et al., 2022). Rauchen, auch passives Rauchen durch die Eltern, soll
verhindert werden und tagliche Sporteinheiten von mindestens tber 60 Minuten sollten stattfinden.
Dartiber hinaus ist eine Erndhrungsumstellung mit Energiezufuhrminderung und Kochsalzrestriktion

im Sinne einer Dietary Approach to Stop Hypertension (DASH)-Diat zu empfehlen. Unabhéngig
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dessen sollte bei bereits bestehenden Endorganschaden, bspw. einer CKD, unmittelbar nach der
Diagnostik eine medikamentdse Therapie eingeleitet werden.

Zur pharmakologischen Therapie stehen bei Kindern folgende Medikamente zur Verfugung: ACE-
Hemmer, AT1-Rezeptorblocker, Kalziumkanalblocker, Beta-Rezeptorblocker, Diuretika und
Aldosteronantagonisten. Andere Antihypertensiva, die aus der Behandlung von Erwachsenen bekannt
sind, wie Alphal-Rezeptorblocker, direkte und indirekte Vasodilatatoren, zentral wirkende Pharmaka
und direkte Renin-Inhibitoren sind nicht anzuwenden, da zu diesen Substanzen keine validierten Daten
mit padiatrischen Patienten vorliegen.

Bei Kindern und Heranwachsenden mit CKD ist die Therapie der ersten Wahl eine Behandlung mit
einem ACE-Hemmer oder einem AT1-Rezeptorantagonisten, da diese nicht nur eine Blutdruck-
senkende Wirkung aufweisen, sondern auch antiproteinurische Effekte. Ein relevanter Unterschied
zwischen den Medikamenten in Bezug auf die Intensitat der Blutdrucksenkung, Proteinurie und das
Spektrum der Nebenwirkungen konnte nicht festgestellt werden. Von einer Doppelblockade des
RAAS sollte wegen vermehrten Nebenwirkungen bspw. einer Nierenfunktionsverschlechterung oder
Hyperkalidmie abgesehen werden.

Eine weitere Eskalation der Therapie sollte mit Kalziumantagonisten vom Dihydropyridin-Typ oder
Diuretika stattfinden. Kalziumantagonisten besitzen im Vergleich zu AT1-Rezeptorblockern eine
verminderte Wirkung auf die Senkung des Blutdruckes und keine antiproteinurische Wirkung,
weshalb diese bei CKD nicht in der Erstlinientherapie enthalten sind.

Die pharmakologische Einstellung sollte unter Beachtung individueller Kontraindikationen und
Nebenwirkungsprofilen stattfinden. Vor einer Therapieeskalation sollte die Uberpriifung der
Patientencompliance sowie andere Griinde fir eine Therapieresistenz untersucht werden.

Die prognostische Besserung der Nierenfunktionsverschlechterung durch eine intensivierte
Blutdruckeinstellung unter die 50. Perzentile konnte im Zuge in dieser Arbeit bestatigt werden.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Vorgange anhand von uDKK3 gemonitort werden

kénnen.
9.7 Interaktion zwischen RAAS und Wnt/p-catenin Signalweg

Das RAAS st ein Hormon-System und als dieses involviert in die Regelung des Blutdrucks,
Aufrechterhaltung der eGFR und Regulierung des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Bei verminderter
renaler Durchblutung oder einem Abfall der Natrium-Chlorid-Konzentration im Lumen des distalen
Tubulus der Niere kommt es zu einer Steigerung der Renin-Sekretion aus den juxtaglomeruldren
Zellen. Infolgedessen wird die Durchblutung in allen Regionen des Kdorpers, insbesondere der Niere,
auf einem konstanten Niveau gehalten. Auf molekularer Ebene hat das RAAS zusatzlich auch
Bedeutung, da es den Wnt/B-catenin Signalweg beeinflusst. Angiotensin |1 aktiviert die Signalkaskade
und bewirkt hierdurch eine Atrophie der Tubulusepithelzellen und treibt die Fibrose der Niere voran
(JIANG et al., 2013).
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Ein Zusammenhang zwischen dem RAAS und dem Wnt-Signalweg konnte im Mausmodel gezeigt
werden, da durch die Applikation von ICG-001, einem Inhibitor der -catenin Gentranskription, ein
vorher durch Angiotensin Il induzierten Blutdruckanstieg wieder vermindert werden konnte (XIAO et
al., 2019). Zusétzlich sorgt Angiotensin Il fur die Ausschuttung von Transforming Growth Faktor 3
(TGF-p). Dieses Zytokin aktiviert den kanonischen Wnt/B-catenin Signalweg durch Verminderung der
Expression von Wnt-Antagonisten wie DKK1. Dies tragt zur Gewebsschadigung und Fibrose bei
(AKHMETSHINA et al., 2012).

Die Durchblutung und Funktion der Niere werden durch diese Prozesse eingeschrankt. Um dennoch
das Blut ausreichend zu filtrieren, wird der Blutdruck durch das RAAS hochreguliert. Ein Teufelskreis
entsteht, da sich die Prozesse somit gegenseitig verstdrken (SCHUNK et al., 2021a). Durch den
Einsatz von Medikamenten in einer Mono- oder Dualtherapie, wie zum Beispiel mit ACEi oder ARB,
kann das RAAS blockiert und somit gleichzeitig die Aktivierung des Wnt/p-catenin Signalweg
unterbunden werden. Da eine Dualtherapie jedoch mit vielen Nebenwirkungen assoziiert ist, sollte
eine direkte Blockierung des Wnt/B-catenin Signalweg bedacht werden. Zu dieser Uberlegung gibt es
jedoch bisher keine Daten, da das Risiko von extrarenalen Nebenwirkungen durch die weite
Verbreitung des Wnt-Signalweges hoch ist (FLOEGE, 2015).

Dass die Therapie mit ACEi und ARB erfolgreich ist, konnte durch die Verminderung von
Myofibroblasten, Akkumulation von extrazelluldrer Matrix und Entzindungsreaktionen gezeigt
werden (FLOEGE, 2015; ZHOU et al., 2015). AuRerdem haben experimentelle und klinische Studien
verdeutlicht, dass eine Inhibition des RAAS essenziell ist, um eine Proteinurie, Fibrose der Niere und
den weiteren Progress von Nierenerkrankungen zu verhindern oder zu verlangsamen (YANG, XU,
2017; ZHANG et al., 2017).

In diesem Projekt konnten wir zeigen, dass Kinder von einer Blockade des RAAS durch ACEi oder
ARB profitieren. Dies wurde zum einen deutlich, da es zu einem geringeren Abfall der eGFR durch
die Therapie im Vergleich zu Kindern ohne Therapie kommt, zum anderen war zu erkennen, dass
durch die Blockierung des RAAS signifikant niedrigere uDKK3 nachgewiesen werden konnten.

In der vorgelegten Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Einstellung des Blutdruckes unter die
50. Perzentile im Zuge einer intensivierten Blutdrucktherapie bei entsprechender uDKK3-
Konzentration Prognose fordernd ist. Zusatzlich wird es zukunftig moglich sein, anhand von uDKK3

diese Patienten zu identifizieren und das Ansprechen auf die Therapie zu iberwachen.

9.8 Limitationen der Studie

Wie jede wissenschaftliche Arbeit ist auch diese Untersuchung nicht ohne Limitationen. Die in der
vorliegenden Arbeit eingeschlossenen Patienten der ESCAPE und 4C Studie waren hauptséchlich
kaukasischer Herkunft. Dies ist der Grund dafir, dass sich die Ergebnisse nicht auf andere ethnische

Gruppen ubertragen lassen. Zukunftig sollte eine Validierung der Daten anhand von Patientengruppen
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anderer Herkunft stattfinden, um eine Ubertragung der Ergebnisse zu ermdglichen. Die in dieser
Arbeit aufgefuhrten Ergebnisse der 4C und ESCAPE Studie wurden aus Post-Hoc-Analysen abgeleitet
und dartber hinaus wiesen die 95 % Konfidenzintervalle der Hazard Ratios fir den Zusammenhang
zwischen der Randomisierungsgruppe und dem Outcome in der ESCAPE Studie eine sehr grole
Spannweite auf. Aus diesem Grund sollten im Sinne einer personalisierten Medizin weiterfiihrende
prospektive Studien durchgefiihrt werden. Diese sollten den genauen Zusammenhang zwischen der
uDKK3 Konzentration und der Eskalation entlang eines einheitlichen Therapieeskalationsschemas an
Kindern und Erwachsenen analysieren.

Dariiber hinaus konnen Einflisse von nicht beachteten Stdrvariablen, Fehlerspezifikationen des
Modells und eine Stichprobenverzerrung mit Auswirkungen auf die Hazard Ratios nicht
ausgeschlossen werden. Trotz hoher Besuch-zu-Besuch Variabilitdt der uDKK3 Konzentrationen bei
den halbjahrlichen Untersuchungen kdnnen die Halbjahresbldécke nicht als individuelle Bldcke
gewertet werden, sondern sollten in ihrem jeweiligen Kontext gewertet werden. Um dies zu
gewahrleisten, wurden generalisierte Schétzgleichungen verwendet um den Zusammenhang zwischen
der halbjahrlich gemessen UDKK3 Konzentration und der Anderung der eGFR im gleichen Zeitraum

Zu bestimmen.

9.9 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden wichtige Erkenntnisse im Zusammenhang der CKD bei
Kindern beziuglich uDKK3 gewonnen.

Durch uDKK3 ist es mdglich, Patienten mit einem erhdhten Risiko fur eine kurzfristigen Verlust der
eGFR zu identifizieren. Dies ist durch eine uDKK3-Konzentration von tber 1689 pg/mg Kreatinin
mdglich. Anhand der Patienten der ESCAPE Studie konnte nachgewiesen werden, dass
Risikopatienten, mit uDKK3 >1689 pg/mg Kreatinin, durch eine intensivierte Blutdrucktherapie eine
Risikoreduktion haben, ein ldngeres renales Event-freies Uberleben aufweisen und seltener eine KRT
bendtigen. Anhand des gleichen Patientenkollektives konnte auf’erdem gezeigt werden, dass durch
UDKK3 unabhéngig der Diagnose (CAKUT, Glomerulonephritis oder Andere) das Risiko flr einen
zukinftigen kurzfristigen Verlust der GFR bei Kindern bestimmt werden kann. Durch die Analyse der
Patienten der 4C Studie konnte gezeigt werden, dass eine RAAS-Inhibition bei einer uDKK3
Konzentration >1689 pg/mg Kreatinin, zu einem geringeren Rickgang der eGFR fiihrt und zusétzlich
durch erfolgreiche Therapie die Konzentration von uDKK3, als Stressmarker der Niere, sinkt.
AuRerdem war es durch dieses Patientenkollektiv mdglich zu zeigen, dass der Verlust der eGFR bei
einer uDKK3 Konzentration >1689 pg/mg Kreatinin unabhdngig von verschiedensten Baseline-
Parametern signifikant hoher war. Durch die Bestimmung von uDKK3 ist es deshalb mdglich,
Risikopatienten fur einen starkeren und schnelleren Riickgang der eGFR zu identifizieren und diese

zielgerichtet zu behandeln.
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Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass uDKK3 einen neuartigen Biomarker fir das
Management von pédiatrischen Patienten mit CKD darstellt. Er ermdglicht es, Kinder mit einem
erhohten kurzfristigen Risiko fir den Verlust ihrer Nierenfunktion zu erkennen. Zusétzlich ist es
moglich, jene Kinder zu erkennen, die von einer intensivierten Blutdrucktherapie profitieren. uDKK3

konnte somit Bestandteil einer zukunftig individualisierten Medizin sein.
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