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2 Zusammenfassung

2.1 Deutsche Zusammenfassung

Chronisch nierenkranke Patienten haben ein massiv erhdhtes Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen. Eine Charakterisierung von Risikofaktoren und
Pradiktoren kardiovaskularer Ereignisse ist in diesem Patientenkollektiv von enormer
Bedeutung, um eine individualisierte Préavention und Therapie kardiovaskularer

Erkrankungen zu ermoglichen.

In der vorgelegten Dissertationsarbeit sollen mit der Albuminurie und der Cholesterin
Efflux Kapazitdt (,cholesterol efflux capacity’;, CEC) zwei nicht-klassische
kardiovaskulare Risikofaktoren bei chronisch nierenkranken Menschen mit den CKD
(chronische Nierenerkrankung; ,chronic kidney disease“) Stadien G 2 — G 4 in der
prospektiven CARE FOR HOMe (,Cardiovascular and Renal Outcome in CKD 2 - 4

Patients — The Fourth Homburg evaluation®) Studie untersucht werden.

Die Albuminurie gilt zusammen mit der geschatzten glomeruldren Filtrationsrate
(-estimated glomerular filtration rate; eGFR) als wichtigster nierenspezifischer
Risikofaktor flr kardiovaskul@re Ereignisse bei chronisch nierenkranken Menschen.
Als ReferenzgroRe gilt die Albuminausscheidung aus dem 24 h Urin (,albumin
excretion rate“; AER). Eine 24 h Urinsammlung erscheint im klinischen Alltagsleben
allerdings aufwandig und fehleranfallig. Daher empfehlen die KDIGO (,kidney
disease improving global outcomes”) Leitlinien, die AER aus dem Spontanurin zu
schatzen, wobei zumeist der Quotient von Albumin und Kreatinin bestimmt und als
dimensionsloser Albumin Kreatinin Quotient (,albumin to creatinine ratio; ACR)
angegeben wird. Diese Methode wurde Kkurzlich als ungenau kritisiert, da
insbesondere bei muskelkraftigen Menschen mit hoher Kreatininurie eine
Unterschatzung der AER resultiert. Es wurde postuliert, dass eine Korrektur des ACR
fir die vermutete Muskelmasse mittels geschatzter Albuminexkretionsrate
(»estimated albumin excretion rate”; eAER) eine bessere Vorhersage der echten AER
erlaubt. In der vorgelegten Dissertationsarbeit sollte erstmals geprift werden,
inwieweit die eAER eine bessere Pradiktion kardiovaskularer Ereignisse bei
chronisch nierenkranken Patienten erlaubt als der unkorrigierte ACR. Bei 443 CARE
FOR HOMe Studienteilnehmern wurden beide Schatzformeln zur Vorhersage
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kardiovaskularer Ereignisse mittels NRI (,Net reclassification improvement®) Analyse

nach Stratifizierung der Patienten in Albuminuriekategorien verglichen.

Es errechnete sich bei Verwendung der eAER anstelle des ACR ein NRlgyent von
14,1 % (95 % CI: 5,8 % — 22,4 %) fur Patienten mit kardiovaskularem Ereignis und
ein NRlpoevent VON -42 % (95 % CI: -85%—-1,8%) fur Patienten ohne
kardiovaskularem Ereignis innerhalb der ersten drei Jahre nach Studieneinschluss.
Folglich sind die eAER Kategorien gegentuber den ACR Kategorien Uberlegene
Pradiktoren fir kardiovaskulare Ereignisse.

Klassische Parameter des Cholesterinstoffwechsels wie die LDL-Cholesterin (,low
density lipoprotein cholesterol“; LDL-C) oder HDL-Cholesterin Plasmaspiegel (,high
density lipoprotein cholesterol; HDL-C) sind keine unabhangigen Risikofaktoren bei
fortgeschrittener CKD. Daher wurde Uberlegt, anstelle von Plasmaspiegeln der
Cholesterinsubfraktionen die Funktionalitdt von HDL-C als Prédiktor fur
kardiovaskulare Ereignisse zu untersuchen, welche vor allem als CEC quantifizierbar
ist. Die CEC ist ein etablierter nicht-klassischer kardiovaskularer Risikofaktor in der
Allgemeinbevélkerung. Jedoch existieren derzeit nur wenige epidemiologische Daten
fr chronisch nierenkranken Menschen. In der vorgelegten Dissertationsarbeit wurde
daher bei 526 CARE FOR HOMe Studienteilnehmern untersucht, ob die CEC auch
bei chronisch nierenkranken Menschen ein prognostischer Marker fir
kardiovaskulare Ereignisse ist. Nach Stratifizierung der Studienteilnehmer anhand
der CEC in Quartile waren diese jedoch weder in der univariaten Kaplan-Meier
Analyse (log-rank p = 0,267), noch in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
(hazard ratio 4. Quartile versus 1. Quartile 0,91 (95 % CI: 0,51 — 1,62) Préadiktoren flr
kardiovaskulare Ereignisse. Die CEC kann folglich nicht zur Prognose von
kardiovaskularen Ereignissen bei Patienten mit CKD eingesetzt werden.

In einem Exkurs wurden innerhalb der CARE FOR HOMe Kohorte
Ultraschallparameter als renale Prognosemarker untersucht. Hierzu wurden bei 403
Patienten der Nierenarterien- und Milzarterien-Widerstandsindex sonographisch
gemessen und zusatzlich die Differenz der Widerstandsindices von Niere und Milz
berechnet. Es sollte geprift werden, inwieweit sich durch Integration der
Ultraschallparameter die etablierte Formel ,Kidney Failure Risk Equation® (KFRE) zur
Pradiktion der Progredienz der chronischen Nierenerkrankung weiter verbessern



lasst. Diese Annahme konnte in der CARE FOR HOMe Studie nicht bestatig werden,
da die Ultraschallparameter keine Verbesserung der renalen Pradiktion erbrachten.

Zusammenfassend wurde in CARE FOR HOMe erkannt, dass die eAER gegeniber
des ACR als Schéatzer der Albuminausscheidung eine verbesserte Pradiktion
kardiovaskularer Ereignisse bei chronisch nierenkranken Menschen erlaubt.
Hingegen mussten die Hypothesen verworfen werden, dass die CEC oder
duplexsonographische Parameter zu einer verbesserten kardiovaskuléaren respektive

renalen Pradiktion bei CKD beitragen.

Wir planen hinsichtlich der Albuminurie die prognostische Bedeutung der eAER in
unabhangigen chronisch nierenkranken Kohorten zu bestéatigen; hinsichtlich des
Cholesterinstoffwechsels  werden alternative  funktionelle  Biomarker, wie
beispielsweiBe anti-inflammatorisch oder vasoprotektive Eigenschaften von HDL-C,
in der CARE FOR HOMe Studie als kardiovaskulare Pradiktoren bei CKD untersucht.



2.2 Summary

Chronic kidney disease (CKD) patients are a cardiovascular high risk population.
Therefore, characterization of risk factors and of predictors for cardiovascular events
is highly important among these patients, as it may allow developing personalized
approaches for prevention and therapy of cardiovascular diseases.

This thesis aimed to analysis two non-traditional cardiovascular risk factors, namely
albuminuria and cholesterol efflux capacity (CEC), among CKD G 2 — G 4 patients
within the prospective CARE FOR HOMe (Cardiovascular and Renal Outcome in
CKD 2 — 4 Patients — The Fourth Homburg evaluation) study.

Along with the estimated glomerular filtration rate (eGFR), albuminuria is the leading
kidney-specific risk factor for cardiovascular events in CKD. To assess albuminuria,
the albumin excretion rate (AER) from a 24 h urine collection is generally used as
gold standard; however, its application is considered to be too cumbersome and
error-prone in clinical practice. Therefore, KDIGO (kidney disease improving global
outcomes) guidelines encourage clinicians to estimate AER from spot urine as a
dimension-free albumin to creatinine ratio (ACR). However, ACR underestimates
24 h albumin excretion particularly among muscular individuals with high urinary
creatinine excretion. It has been postulated that an estimated alboumin excretion rate
(eAER), which can be calculated by adjusting ACR for surrogates of muscle mass,
better reflects the AER from 24 h urine collections than the ACR. We now
hypothesized that eAER may better predict future cardiovascular events in CKD
patients than the unadjusted ACR. Among 443 CARE FOR HOMe participants, who
were stratified into alouminuria categories using either equation, we analysed the net
reclassification improvement (NRI) for patients who subsequently had cardiovascular
events, and for patients with event-free survival. Substitution of eAER for ACR
yielded an NRlgyent Of 14.1 % (95 % Cl: 5.8 % to 22.4 %) for patients with a
cardiovascular event, and an NRly, event Of -4.2 % (95 % CI: -8.5 % to -1.8 %) for
patients without an event within the first three years of follow-up. Thus, compared to
ACR albuminuria categories, eAER categories are better predictors of future

cardiovascular events.

Classical cholesterol parameter, such as plasma levels of low density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) and high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) are no
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independent cardiovascular risk factors among patients with advanced CKD.
Therefore, it has been suggested to assess parameters of HDL-C function —
particularly CEC - rather than plasma levels of cholesterol subfractions as
cardiovascular outcome predictors. In the general population, CEC is considered as a
non-classical cardiovascular risk factor. However, limited epidemiological data on
CEC among CKD patients are available. Therefore, we tested the hypothesis that
CEC predicts incident cardiovascular events in patients with CKD and studied 526
patients of CARE FOR HOMe. After stratifying patients into quartiles, baseline CEC
predicted cardiovascular outcome neither in univariate Kaplan-Meier analyses (log-
rank p = 0.267), nor in multivariate Cox regression analyses (hazard ratio 4™ quartile
versus 1% quartile 0.91 (95 % Cl: 0.51 — 1.62)). In conclusion, our results suggest

that CEC is not a prognostic cardiovascular risk marker in patients with CKD.

An excursion addresses the question whether ultrasound parameters will be useful
renal prognostic markers among CARE FOR HOMe study participants. Using duplex
sonography, we measured renal and spleen resistive indices in 403 CKD patients,
and additionally calculated the difference between renal and spleen resistive indices.
We hypothesized that the performance of the established Kidney Failure Risk
Equation (KFRE), which is used for predicting CKD progression, will be improved by
integration of ultrasound parameters. We rejected this hypothesis within the CARE
FOR HOMe study, as the inclusion of ultrasound parameters into the KFRE did not
allow better prediction of CKD progression.

In summary, we found that among estimators of AER; eAER allows a better
prediction of cardiovascular events than ACR among patients with moderate to
severe CKD. However, we had to reject the hypotheses that CEC or ultrasound
parameters improve cardiovascular and renal prediction, respectively, in CKD

patients.

Prospectively, we plan to confirm the prognostic value of eAER in independent CKD
cohorts. Concerning cholesterol metabolism, alternative functional biomarkers, such
as anti-inflammatory or vasoprotective HDL-C activities, will be tested among CARE

FOR HOMe study participants as predictors of cardiovascular outcome in CKD.



3 Einleitung

Folgt man den aktuellen KDIGO (,kidney disease improving global outcomes”)
Empfehlungen zur Definition der chronischen Nierenerkrankung (,chronic kidney
disease”; CKD), so ist in Deutschland jeder achte Erwachsene chronisch nierenkrank
(**GIRNDT et al., 2016). Weltweit weisen tber 500 Millionen Menschen eine CKD
auf. Somit z&hlt die CKD mit ihren Folgen national und global zu den haufigsten
Erkrankungen (“®LOZANO et al., 2012; “*LEVEY et al., 2003), woraus ihre groBe
klinische und konomische Bedeutung resultiert (**JHA et al., 2013).

Zumindest ist ein Uberleben auch mit fortgeschrittener Nierenerkrankung in
westlichen Industrienationen aufgrund der flachendeckenden Verflgbarkeit von
Dialysezentren mdoglich. Jedoch weisen chronisch nierenkranke Menschen eine
ausgepragte extrarenale Komorbiditat auf, in deren Fokus das vorzeitige Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen steht. So gelten Patienten mit CKD als
kardiovaskulare Hoch-Risikopatienten ("?"GANSEVOORT et al., 2013; HERZOG et
al., 2011; 2'GO et al., 2004).

Unter dem Aspekt der kardiovaskularen Primar- und Sekundarprophylaxe stellt die
Charakterisierung von Risikofaktoren, welche mdgliche Ziele pharmakologischer und
nicht-pharmakologischer Interventionen sind, und Pradiktoren, welche eine
Abschatzung des individuellen kardiovaskularen Risikos erlauben (*°*KDIGO, 2013),

zentrale Ziele dar.

In der Allgemeinbevédlkerungen konnten in  den letzten Jahrzehnten in
epidemiologischen Arbeiten klassische Risikofaktoren, die pathophysiologisch zum
Auftreten einer kardiovaskuldren Erkrankung beitragen, charakterisiert werden —
insbesondere das mannliche Geschlecht, hdheres Alter, Bluthochdruck,
Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus und Rauchen (**WILSON et al., 1987;
BWILSON et al., 1998) . Auf diesen klassischen Risikofaktoren basieren traditionelle
(,Framingham Risk Score®) und moderne (,Combined Risk Equation®, ,Heart score®)
Risikoscores, die die Wahrscheinlichkeit kardiovaskularer Ereignisse flr den

individuellen Menschen vorhersagen.
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Es konnte jedoch erkannt werden, dass sich Erkenntnisse aus epidemiologischen
Arbeiten nur eingeschrankt auf chronisch nierenkranke Menschen Ubertragen lassen
(®*'WEINER et al., 2007).

Daher wurde postuliert, dass flr nephrologische Patienten nicht-klassische
Risikofaktoren von besonderer Bedeutung sind, zu welchen insbesondere
Komponenten der CKD-MBD (,chronic kidney disease — minimal and bone
disorders®) (*®*HEINE, 2015) und die chronische Mikroinflammation gezahlt werden
("®FESTA et al., 2000; °ARICI, WALLS, 2001; ?’HIMMELFARB et al., 2002).
Allerdings konnten weder fir CKD-MBD noch fir chronische Mikroinflammation
Therapien entwickelt werden, welche in randomisierten Studien eine Reduktion

kardiovaskularer Erkrankungen erméglichten.

Vor diesem Hintergrund untersuchte die vorgelegte Dissertationsarbeit mit der
Albuminurie und der Cholesterin Efflux Kapazitat (,cholersterol efflux capacity“; CEC)
zwei alternative nicht-klassische kardiovaskulare Risikofaktoren bei chronisch
nierenkranken Menschen, fir welche bereits therapeutische Interventionen etabliert
wurden ("®FRANCESCHINI et al., 2007; °OZASA et al., 2011; >*"MAVRAKANAS et
al., 2014; *ARAKI et al., 2005; *’KLEIN et al., 1995).

In einem Exkurs werden sonographische Widerstandsindices als nicht-traditionelle
Pradiktoren der renalen Prognose von chronisch nierenkranken Menschen

untersucht.

3.1 Albuminurie und kardiovaskulare Ereignisse

Die Bestimmung der Albuminurie bei nephrologischen Patienten dient zunachst der
Stadieneinteilung der CKD, wobei drei Kategorien der Albuminurie definiert wurden
(A1: < 30 mg/24 h, A2: 30-300 mg/24 h und A3: > 300 mg/24 h) (**KDIGO, 2013). Mit
zunehmender Albuminurie steigt die Wahrscheinlichkeit fiir die Progredienz der CKD
bis hin zur Dialysepflichtigkeit (**LEVEY et al., 2011).

Daneben ist die Albuminurie bei chronisch nierenkranken Menschen neben der
geschatze glomerulare Filtrationsrate (,estimated glomerular filtration rate“; eGFR) im
klinischen Alltag der wichtigste CKD-spezifische Pradiktor fir kardiovaskulare
Ereignisse ("*VAN DER VELDE et al., 2011).
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Die genaue Messung der Albuminurie erfolgte in der Vergangenheit standardmafig
im 24 h Sammelurin. Aufgrund besserer klinischer Praktikabilitdt wurde im letzten
Jahrzehnt der Albumin Kreatinin Quotient (,albumin to creatinine ratio“; ACR)
vorgeschlagen, mit der die Albuminurie aus einer Spontanurinprobe geschatzt
werden kann. Hierbei wird vereinfacht davon ausgegangen, dass die
durchschnittliche Kreatininausscheidung eines erwachsenen Menschen ungeféahr
1000 mg betragt, so dass die als ACR standardisierte Albuminurie pro Gramm
Kreatinin mit der Albuminurie im 24 h Urin gleichgesetzt wird. Diese Annahme ist
jedoch ungenau, da die individuelle Kreatininausscheidung stark von den
angenommenen 1000 mg/24 h abweichen kann. Aus diesem Grund wurden
verschiedene Formeln mit dem Ziel entwickelt, die individuelle Kreatininausscheidung
mittels Geschlecht, Alter, Ethnizitdt und, je nach Formel Kérpergewicht, genauer
abzuschatzen (*'IX et al., 2011; "WALSER, 1987; "FOTHERINGHAM et al., 2014).
Erfolgt eine Korrektur des ACR fur diese geschéatzte individuelle
Kreatininausscheidung, so ergibt sich die geschatzte Albuminexkretionsrate
(»estimated albumin excretion rate“; eAER). In groBen klinischen Studien wurde
retrospektiv gezeigt, dass die eAER eine genauere Schatzung der gemessenen 24 h
Albuminurie erlaubt als der bisher verwendete ACR ('’FOTHERINGHAM et al., 2014;
'ABDELMALEK et al, 2014). Unklar ist die prognostische Bedeutung der
Verwendung der eAER im Vergleich zum ACR. Daher soll in der vorgelegten
Dissertationsarbeit gepruft werden, inwieweit die eAER im Vergleich zum ACR eine
bessere Pradiktion kardiovaskularer Ereignisse bei chronisch nierenkranken
Menschen erlaubt.

3.2 Cholesterin Efflux Kapazitat und kardiovaskulare Ereignisse

Cholesterinstoffwechselstérungen gelten in der nierengesunden
Allgemeinbevilkerung als zentrale Risikofaktoren flr kardiovaskulare Ereignisse.
Insbesondere ein hohes Plasma-LDL-Cholesterin (,low density lipoprotein
cholesterol; LDL-C) und ein niedriges Plasma-HDL-Cholesterin (,high density
lipoprotein cholesterol®; HDL-C) sind stark mit dem Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse assoziiert ("°TOBERT, 2003). Diese Ergebnisse lassen sich nicht
uneingeschrankt auf chronisch nierenkranke Patienten Ubertragen. Tonelli et al.

fanden in einer groBe Arbeit mit Uber 800.000 Patienten heraus, dass eine
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Assoziation zwischen hohem LDL-C und dem Risiko einen Herzinfarkt zu erleiden,
ebenso fur chronisch nierenkranke Patienten besteht. Allerdings ist diese Assoziation
fir Patienten mit weiter fortgeschritenem CKD Stadium, die das héchste
kardiovaskuldre Risiko besitzen, geringer als bei Patienten mit weniger weit
fortgeschrittenem CKD Stadium (""TONELLI et al., 2013).

Ein weiterer Hinweis, dass LDL-C nur eingeschrankt als kardiovaskularer Risikofaktor
bei chronisch nierenkranken Patienten gelten kann, resultiert aus der
eingeschrankten Effektivitdt einer LDL-C senkenden Therapie, kardiovaskulare
Ereignisse zu verhindern. Die SHARP (,Study of Heart and Renal Protection®) Studie,
die Dialyse- und Nicht-Dialyse-Patienten mit Kreatininwerten von mindestens 1,7
mg/dl (Manner) oder 1,5 mg/dl (Frauen) einschloss, zeigt zwar, dass eine Therapie
mit Simvastatin und Ezetimib das Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen
signifikant senkt ((BAIGENT et al., 2011). Die AURORA (,A Study to Evaluate the
Use of Rosuvastatin in Subjects on Regular Hemodialysis: An Assessment of
Survival and Cardiovascular Events*) Studie ("°FELLSTROM et al., 2009) und die
4D Studie (Die Deutsche Diabetes Dialyse Studie) ((*°WANNER et al., 2005;
“OKRANE et al., 2016), die nur Dialysepatienten einschlossen, konnten hingegen
keinen Effekt der LDL-C senkenden Therapie auf das kardiovaskulare Ereignisrate
zeigen. Dies unterstreicht, dass LDL-C allenfalls eingeschrankt als kardiovaskularer

Risikofaktor betrachtet werden sollte.

Ein alternativer kardiovaskularer Risikofaktor ist in der Allgemeinbevdlkerung ein
niedriges Serum HDL-C (**GORDON et al., 1977; ®ASSMANN et al., 1996), welches
auch nach Korrektur flr Storvariablen mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
assoziiert ist ("BARTER et al., 2007). Bei chronisch nierenkranken Patienten ist
HDL-C in Kohortenstudien jedoch nicht mit dem Auftreten von kardiovaskularen
Ereignissen assoziiert (¥*ZEWINGER et al., 2014); experimentell konnte gezeigt
werden, dass HDL-C nicht mehr als Vasoprotektor fungiert, sondern
gefaBschadigend wird (*®*SPEER et al., 2013). Allerdings wurde auch in der
Allgemeinbevdlkerung im letzten Jahrzehnt die kausale Bedeutung von HDL-C in der
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen hinterfragt (‘*°BHATT, ROHATGI, 2016).
Neuere epidemiologische Arbeiten lieBen vermuten, dass weniger HDL-C-
Plasmaspiegel, als eine beeintrachtigte Funktionalitdt des HDL-C, eine Rolle bei der
Entstehung arteriosklerotischer Verdnderungen spielen (**KHERA et al., 2011;
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®SREISS et al., 2015). Die Hauptaufgaben des HDL-C ist der Cholesterin Efflux aus
der Peripherie zurlck zur Leber, welcher durch die CEC quantifizierbar ist. Daneben
ist HDL-C ein wichtiger Inhibitor der vaskularen Inflammation, der
Thrombozytenagreggation und der LDL-C Oxidation. Fir diese Funktionen sorgen
Bestandteile des HDL-C, vor allem Apolipoprotein APO-Al und Enzyme, wie
Paroxonase-1, Plattchenaktivierender Faktor Acetylhydrolase und Lecithin-
Cholesterol  Acetyltransferase  (*®KONTUSH, CHAPMAN, 2006). In der
Allgemeinbevdlkerung konnte eine Assoziation zwischen verédnderter CEC und dem
Auftreten kardiovaskularer Ereignisse gezeigt werden ("°BHATT, ROHATGI, 2016).
Bisher existiert noch keine epidemiologische Studienlage zur CEC in chronisch
nierenkranken Kohorten, weshalb in der Dissertationsarbeit der Zusammenhang von

kardiovaskularen Ereignissen und CEC geprift werden soll.

3.3 Ultraschallparameter und renale Ereignisse

Neben Pradiktoren flr kardiovaskulare Ereignisse wurden in der Nephrologie in den
letzten Jahren auch zahlreiche Pradiktoren flr renale Ereignisse — typischerweise
definiert als Progredienz der Nierenerkrankung bis hin zur Dialysepflichtigkeit oder
Verdopplung des Plasma-Kreatinins respektive Halbierung der eGFR — postuliert
("*“DE SERRES et al., 2012).

Tangri et al. entwickelten die Kidney Failure Risk Equation (KFRE), die sich aus den
Prognoseparametern Alter, Geschlecht, Ethnizitat, Albuminurie und eGFR
zusammensetzt. Die KFRE wird zur Einschatzung der Progression einer CKD
verwendet und ist in groBen, weltweiten Kohorten validiert (*TANGRI et al., 2011;
"“TANGRI et al., 2016).

In kleineren Studien wurde angenommen, dass Ultraschallparameter, insbesondere
der renale Widerstandsindex (,renal resistive index“; RRI), ebenfalls gut zur renalen
Prognostik einsetzbar sind (®®SPATOLA, ANDRULLI, 2016). Bisher wurde diese
Annahme nie in einer groBen Kohorte geprift; insbesondere wurde nicht Uberpruft,
ob der RRI Uber die KFRE hinaus prognostische Informationen erbringt.
Einschrankend wurde zudem erkannt, dass der RRI keine nierenspezifischen

Struktur- oder Funktionsdnderungen bestimmt, sondern systemische vaskulare
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Veranderungen (""'SUGIURA, WADA, 2011). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
(**HEINE et al., 2007; #GRUN et al., 2012) wurde daher vorgeschlagen, die
Widerstandsindizes nicht nur in den Nieren, sondern in einem weiteren
intraabdominell parenchymatésen Organ zu bestimmen und die Differenz der
Widerstandsindices in Milz und Niere zu errechnen. Wir postulierten, dass der
resultierende DI-RISK (,difference of resistive indices in spleen and kidney“) besser
als der reine RRI nierenspezifische Veranderungen erkennt. Prospektive Daten zur

prognostischen Bedeutung des DI-RISK fehlen jedoch bislang.

In einem Exkurs dieser Dissertationsarbeit wird daher zunachst die KFRE als renaler
Prognosemarker Uberpruft. Nachfolgend untersuchten wir, ob die Integration der
Ultraschallparameter RRI und DI-RISK in die KFRE gegenlber der alleinigen
Verwendung der KFRE eine verbesserte renale Prognose erlaubt.

3.4 Fragestellung der Dissertationsarbeit

Vor diesem Hintergrund untersucht die vorgelegte Dissertationsarbeit in der
fortlaufenden CARE FOR HOMe (,Cardiovascular and Renal Outcome in CKD 2 — 4
Patients — The Fourth Homburg evaluation®) Studie die epidemiologische Wertigkeit
der nicht-klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren Albuminurie und CEC, fir
welche anders als fur Komponenten der CKD-MBD oder fir die chronische
Mikroinflammation, bereits Therapiestrategien vorhanden sind (*?OZASA et al., 2011;
'®FRANCESCHINI et al., 2007; *KLEIN et al., 1995; “ARAKI et al., 2005;
*'MAVRAKANAS et al., 2014). CARE FOR HOMe rekrutiert chronisch nierenkranke
Menschen im Stadium G 2 — G 4, welche sich in regelmaBiger nephrologischer
Betreuung befinden und nach Studieneinschluss jahrlich hinsichtlich des Auftretens
kardiovaskularer Ereignisse und renal Ereignisse nachverfolgt werden.

Zunéachst wurden der ACR und die eAER als Schatzparameter der 24 h Albuminurie
hinsichtlich ihrer Bedeutung als Pradiktoren kardiovaskularer Ereignisse verglichen.

Nachfolgend wurde Gberprift, inwieweit die CEC als Marker der HDL-C-Funktionalitat
ein besserer Pradiktor fur kardiovaskulare Ereignisse bei chronisch nierenkranken
Menschen ist, als die Quantifikation des Plasma-HDL-C.
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In einem Exkurs werden sonographische Widerstandsindices als nicht-traditionelle
Pradiktoren der renalen Prognose von chronisch nierenkranken Menschen

untersucht.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der geschatzten Albuminexkretionsrate und dem
Albumin Kreatinin Quotienten zur besseren Pradiktion
kardiovaskularer und renaler Ereignisse

Diese Arbeit wurde wie folgt publiziert:
Lucie Bauer, Insa E. Emrich, John W. Pickering, Kathrin Untersteller, Franziska
Sandermann, Kyrill S. Rogacev, Sarah Seiler-MuBler, Danilo Fliser, Gunnar H. Heine

Best Albuminuria Measurement to Predict Cardiovascular and Renal Events

Hintergrund: Bei chronisch nierenkranken Menschen ist fur die Steuerung der

nephroprotektiven Therapie eine Quantifikation der Albuminurie essentiell. Obgleich
die 24 h Albuminurie als Referenzstandard betrachtet wird, praferieren aktuelle
Leitlinien internationaler Fachgesellschaften aus pragmatischen Griinden im
klinischen Alltag eine Untersuchung des Spontanurins mit Bestimmung des ACR
(**KDIGO, 2013). Zur Berechnung des ACR wird fiir jeden Patienten eine tagliche
Kreatininausscheidung von 1000 mg angenommen. Das flhrt dazu, dass individuelle
Unterschiede der Kreatininausscheidung keine Beachtung finden. Patienten mit
hoher Muskelmasse, zu denen insbesondere Manner, jingere Menschen und
Menschen afroamerikanischer Ethnizitat zéhlen, scheiden deutlich mehr Kreatinin pro
Tag aus als Patienten mit geringer Muskelmasse. Folglich wird die
Albuminausscheidung, die mittels ACR bestimmt wurde, bei Menschen mit viel
Muskelmasse unterschéatzt und bei Menschen mit wenig Muskelmasse Uberschatzt
(""FOTHERINGHAM et al., 2014; 'ABDELMALEK et al., 2014; *°*INKER, 2014).

In rezenten Querschnittsanalysen wurden Formeln untersucht, die mittels Korrektur
des ACR fir Surrogatmarker der Muskelmasse - Geschlecht, Alter und Ethnizitat -
eine genauere Abschatzung der eAER erlauben soll, als mit dem ACR alleine
(*°INKER, 2014). In den Analysen konnte gezeigt werden, dass die eAER eine
genauere Abschatzung der gemessenen 24 h Albuminurie ergibt als die alleinige
Bestimmung des ACR ("FOTHERINGHAM et al., 2014; 'ABDELMALEK et al.,
2014). Folglich kénnte der ACR im klinischen Alltag durch die eAER ersetzt werden

(""FOTHERINGHAM et al., 2014).
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In der CARE FOR HOMe Studie sollte erstmals in einer prospektiven Studie
Uberprift werden, ob die geschatzte Albuminausscheidung auch als Préadiktor
kardiovaskularer und renaler Ereignisse dem ACR Uberlegen ist.

Methodik: Als fortlaufende prospektive Kohortenstudie rekrutiert die CARE FOR
HOMe Studie seit 2008 Patienten im Stadium der chronischen Nierenerkrankung G2
— G4 (eGFR 15-89 ml/min/1,73 m? mittels MDRD (,modification of diet in renal
disease”) Formel (**KDIGO, 2013)).

Alle Patienten befinden sich in regelméaBiger nephrologischer Betreuung im
Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg.

Bei allen Patienten erfolgte zu Studienbeginn die Bestimmung der Albuminurie
(immunonephelometric BN 1l / BN assay, Siemens, Marburg, Deutschland) und der
Kreatininurie (modizierte Jaffé Methode, COBAS, Mannheim, Deutschland) aus einer
morgendlichen Spontanurinprobe. Mittels standardisiertem Fragebogen wurden
vorhandene kardiovaskulare Risikofaktoren, Co-Morbiditdten und die aktuelle
Medikation erfasst.

Die Definition der Ein- und Ausschlusskriterien, sowie der Endpunkte, folgt der
Beschreibung im Anhang.

Der dimensionslose ACR wurde als Quotient von Albuminurie und Kreatininurie
bestimmt. Die eAER wurde durch Multiplikation des ACR mit der geschéatzten
Kreatininausscheidung (,estimated creatinine excretion rate“; eCER) bestimmt, die
zunachst mit der folgenden Formel berechnet wurde ("FOTHERINGHAM et al.,
2014):

eCEREiam(mg/d):
1413,9 + (23,2 x Alter) — (0,3 x Alter®)  fir mannliche Afroamerikaner
1148,6 + (15,6 x Alter) — (0,3 x Alter?)  fiir weibliche Afroamerikaner
1307,3 + (23,1 x Alter) — (0,3 x Alter?)  fiir mannliche Kaukasier

1051,3 + (5,3 x Alter) — (0,1 x Alter®)  fiir weibliche Kaukasier
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Unsere Auswertung fokussierte auf die Ellam Formel, da fir die Berechnung keine
Kenntnis des Korpergewichts bendtigt wird, so dass eine automatische Berechnung
im Labor méglich ist, da dem Labor in aller Regel Alter und Geschlecht, nicht jedoch
das aktuelle Kérpergewicht, Gbermittelt werden. Ergéanzend erfolgte eine Bestimmung
der eAER mit der Ix (*'IX et al., 2011) und der Walser ("WALSER, 1987) Formel, die
jeweils das Korpergewicht zur Berechnung bendtigen.

eCERx (mg/d):
879,89 + (12,51 x Gewicht [kg]) — (6,19 x Alter) + 34,51 (fir Afroamerikaner)
— 379,42 (fur Frauen)
eCERwaiser (Mg/d):
fir Manner: (28,2 — 0,172 x Alter) x Gewicht (kg)
for Frauen: (21,9 — 0,115 x Alter) x Gewicht (kQ)

Die Einteilung in Albuminuriekategorien folgte den KDIGO Empfehlungen (A1: < 30
mg; A2: 30-300 mg; A3: > 300 mg).

Kontinuierliche normalverteilte Variablen sind als Mittelwert + Standartabweichung
angegeben; kontinuierliche nicht normalverteilte  Variablen als Median
(Interquartilsabstand, IQR) und kategoriale Variablen als Anzahl (prozentualer Anteil
der Gesamtgruppe). Der Vergleich von kategorialen Variablen erfolgte durch den
Exakten Test nach Fisher. Die kontinuierlichen normalverteilten Variablen wurden
mittels Student-t-Test verglichen, die kontinuierlichen nicht normalverteilten
Parameter mittels Mann-Whitney-U-Test.

Um die Pradiktion kardiovaskularer Ereignisse durch den ACR und die eAER zu
bestimmen, berechneten wir zunachst die AUC (,area under the receiver operator
characteristic curve®) fur alle Patienten, bei denen komplette Informationen Uber das
Auftreten oder Nicht-Auftreten des kardiovaskuldren Endpunktes innerhalb der ersten
drei Jahre nach Studieneinschluss bekannt waren. Weiterhin bestimmten wir mittels
univariater Cox-Regressionsanalyse (nach Logarithmierung von ACR und eAER zur
Basis 10) fur beide Variablen die Hazard Ratios (HRs) flr das Auftreten des

kardiovaskularen Endpunktes wahrend der kompletten Nachbeobachtung.
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SchlieBlich erfolgte eine Reklassifzierungsanalyse durch Berechnung des ,net
reclassification improvement* (NRI) Index (*’PENCINA et al., 2008; ®PICKERING,
ENDRE, 2012). Der NRI Index fir Patienten mit und ohne Ereignis wurde separat
aufgefiihrt, da die Aussagekraftigkeit des Gesamt-NRI-Index fraglich ist (*'LEENING
et al., 2014).

Ergebnisse: In die aktuelle Analyse wurden 443 Patienten mit kompletten drei
Jahres Follow-Up eingeschlossen.

Kardiovaskuldre Ereignisse (,,cardiovascular event death censored‘; CVE-D):

In diesem Zeitraum erlitten insgesamt 85 Patienten ein kardiovaskulares Ereignis. 13
dieser 85 Patienten wurden mittels eAER gegeniber der ACR in eine weiter
fortgeschrittene  Albuminuriekategorie, ein Patient in eine weniger weit
fortgeschrittene Albuminuriekategorie reklassifiziert (NRleyent: 14,1 % (Cl: 5,8 % —
22,4 %)). Bei den tbrigen 71 Teilnehmern erfolgte keine Reklassifizierung.

Bei 358 Patienten mit ereignisfreiem Uberleben wurden mittels eAER 17 Patienten in
weiter fortgeschrittene und zwei Patienten in weniger weit fortgeschrittene
Albuminuriekategorien reklassifiziert (NRlno event VON -4,2 % (Cl: -8,5 % — -1,8%). Bei
339 Patienten erfolgte keine Reklassifizierung.

Renale Ereignisse: Bei 60 Patienten mit renalem Ereignis wurden 5 in eine weiter

fortgeschrittene Albuminuriekategorie und einer in eine weniger weit fortgeschrittene
Kategorie reklassifiziert. Bei 54 Teilnehmern erfolgte keine Reklassifizierung. 383
Patienten hatten ein ereignisfreies Uberleben. 25 dieser 383 Patienten wurden in
eine weiter fortgeschrittene Albuminuriekategorie klassifiziert, zwei in eine weniger
weit fortgeschrittene Kategorie und 356 behielten ihre Kategorie bei. Daraus
errechnete sich ein NRlgyent von 6,7 % (Cl: -1,2 % — 14,5 %), und NRl, event VON -6,0
% (Cl: -10,6 % — 3,4 %).
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Tabelle 1: Reklassifikationsmatrix flr kardiovaskuldre Ereignisse

Ereignisse Keine Ereignisse
(n =85) (n =358)
eAER eAER
A1 A2 A3 A1 A2 A3
22 1 171
A1 0 0 8 0
(25,9 %) (11,8 %) (47,8 %) (2,2 %)
2 2 101
ACR| A2 0 8 3 0 °
(32,9 %) (3,5 %) (0,6 %) (28,2 %) (2,5 %)
1 21 67
A3 0 0 0
(1,2 %) (24,7 %) (18,7 %)
NRIevent = 14,1 % NRIno event = = 4,2 %
(5,8 % — 22,4 %) (-8,5 % —-1,8 %)

eAER = geschatzte Albuminexkretionsrate (,estimated albumin excretion rate”); ACR
= Albumin Kreatinin Quotienten (,albumin to creatinine ratio®); Albuminuriekategorien
A1: < 30; A2: 30-300; A3: > 300 mg/g Kreatinin. 95% Konfidenzintervall (,confidence
inteverval“; Cl) in Klammern.

Tabelle 2: Reklassifikationsmatrix flir renale Ereignisse

Ereignisse Keine Ereignisse
(n=60) (n =383)
eAER eAER
A1 A2 A3 A1 A2 A3
1 1 15
A1 0 3 0 83 0
(16,7 %) (5,0 %) (47,8 %) (3,9 %)
2 109 10
ACR| A2 0 20 2
(33,3 %) (3,3 %) (0,5 %) (28,5 %) (2,6 %)
1 24 64
A3 0 0 0
(1,7 %) (40,0 %) (16,7 %)
NRIevent = 6,7 % N|:“no event = - 650 %
(-1,2 % — 14,5 %) (-10,6 % — 3,4 %)

eAER = geschétzte Albuminexkretionsrate (,estimated albumin excretion rate”); ACR
= Albumin Kreatinin Quotienten (,albumin to creatinine ratio®); Albuminuriekategorien
A1: < 30; A2: 30-300; A3: > 300 mg/g Kreatinin. 95% Konfidenzintervall (,confidence
interval®; CI) in Klammern.
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Die Ix und Walser Formel lieferten vergleichbare Ergebnisse wie die Ellam Formel.
Die univariate Cox-Regressionsanalyse zur Pradiktion kardiovaskularer und renaler

Ereignise ergab hingegen &hnliche Hazard Ratios flir den ACR und die eAER.

Tabelle 3: HRs und AUCs fur kardiovaskulare und renale Ereignisse

ACR eAER
Kardiovaskulare
o HR 1,49 (1,23 - 1,80) 1,46 (1,21 —1,75)
Ereignisse
AUC 0,60 (0,53 - 0,66) 0,59 (0,53 — 0,65)
Renale Ereignisse HR 2,33 (1,89 — 2,87) 2,25 (1,83 - 2,76)
AUC 0,71 (0,64 — 0,78) 0,71 (0,64 — 0,78)

HR = Hazard Ratio (Zunahme pro Einheit in log [zur Basis 10] ACR and eAER)
jeweils in einer univariaten Cox-Regressionanalyse; AUC = ,area under the receiver
operator characteristic curve“; ACR = Albumin Kreatinin Quotienten (,albumin to
creatinine ratio”); eAER = geschatzte Albuminexkretionsrate (,estimated albumin
excretion rate®).

Diskussion: Die Albuminurie ist fir die Prognose und Therapieplanung chronisch
nierenkranker Menschen von groBBer Bedeutung und hat beispielsweie Einfluss auf
den Zielwert der Blutdruckeinstellung ("?"GANSEVOORT et al., 2013; “®MANCIA et
al., 2013). Die Verwendung der eAER anstelle des ACR kénnte den Anteil an
Patienten erhéhen, die von einer strengeren Blutdruckeinstellung mit niedrigerem
Zielwert profitieren. Analysen der MDRD (,Modification of Diet in Renal Disease®)
(*®PETERSON et al., 1995) und AASK (,The African American Study
of Kidney Disease and Hypertension*) ((APPEL et al., 2010) Studien konnten zeigen,
dass sich niedrigere Ziel-Blutdruckwerte positiv auf die Prognose von Patienten mit
einer hohen Albuminurie bei Studieneinschluss auswirken.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Abschatzung der eAER mittels Alter und
Ethnizitdt aus dem Spontanurin durch die Ellam Formel der alleinigen Bestimmung
des ACR als Prognosefaktor fur kardiovaskulére, aber nicht fUr renale Ereignisse bei

chronisch nierenkranken Menschen Uberlegen ist. Der NRleyen: fOr Patienten mit
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kardiovaskularem Ereignis betragt 14,1 % und der NRln, event -4,2 % flr Patienten
ohne kardiovaskularem Ereignis. Da der NRlevent deutlich im positiven Bereich liegt
und der NRIy, event NUr gering negativ ausféllt, erscheint die mittels Ellam Formal
abgeschatzte eAER dem ACR in Bezug auf kardiovaskuldre Prognostik Uberlegen.
Wohingegen kein prognostischer Vorteil fir den renalen Endpunkt zu sehen ist, da
der NRlgyent mit 6,7 % zwar positiv ausfallt, der NRly, event Mit -6,0 % fast genauso
negativ ist.

In den Uberlebenszeitanalysen konnten wir keinen prognostischen Vorteil der
Klassifizierung mittels eAER im Vergleich zum ACR zeigen. Allerdings erscheinen
uns die Ergebnisse der NRI Analysen von grdBerer Relevanz als die Cox-
Regressionsanalysen, da die Empfehlungen der Leitlinien auf Alouminuriekategorien
basieren (**KDIGO, 2013; “’MANCIA et al., 2013; 2AGARWAL, 2013; “LEVIN,
STEVENS, 2014), worauf die NRI Analyse griindet.
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4.3 Cholesterin Efflux Kapazitdt im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Ereignissen bei chronisch nierenkranken
Menschen

Diese Arbeit wurde wie folgt publiziert:

Lucie Bauer, Sabine Kern, Kyrill S. Rogacev, Insa E. Emrich, Adam Zawada, Danilo
Fliser, Akos Heinemann, Gunnar H. Heine, und Gunther Marsche

HDL Cholesterol Efflux Capacity and Cardiovascular Events in Patients With
Chronic Kidney Disease

Hintergrund: Im Gegensatz zur Allgemeinbevélkerung eignen sich HDL-C Spiegel
nicht zur kardiovaskularen Pradiktion bei Patienten mit CKD (77TONELLI et al.,

2013). Eine mdgliche Ursache hierfir konnte in experimentellen Arbeiten gefunden

werden, die zeigen, dass die HDL-C Funktionalitat bei Patienten mit CKD verandert
ist und HDL-C nicht mehr vasoprotektiv, sondern vielmehr geféaBschadigend wirkt
(**SPEER et al., 2013). Eine Mdglichkeit, die HDL-C Funktionalitat zu bestimmen,
bietet die Quantifizierung der HDL-C Fahigkeit, den reversen Cholesterintransport zur
Aufnahme von Cholesterin aus lipidbeladenen Makrophagen zu férdern, welche als
CEC bezeichnet wird ("°BHATT, ROHATGI, 2016). Vor kurzem publizierte klinischen
Studien entdeckten eine starke Korrelation zwischen Préavalenz (**KHERA et al.,
2011) und Inzidenz (®®*ROHATGI et al., 2014; ®’SALEHEEN et al., 2015)
kardiovaskularer Erkrankungen und der CEC. Diese Korrelation ist unabhangig von
HDL-C Plasmaspiegeln. Es existierten jedoch bisher noch keine publizierten
Studienergebnisse zur CEC in chronisch nierenkranken Kohorten. In der folgenden
Arbeit Gberprifen wir die Hypothese, dass eine verminderte CEC auch bei chronisch
nierenkranken Patienten ein Pradiktor fir kardiovaskulare Ereignisse ist.

Methodik: In dieser Analyse der prospektiven CARE FOR HOMe Studie wurden 526
Patienten im Stadium der chronischen Nierenerkrankung G2 — G4 (eGFR 15-89

ml/min/1,73 m?2) untersucht.

Die CEC wurde mittels Aufnahmekapazitat von radioaktiv markiertem Cholesterin
aus J774 Makrophagen in apoB-armes Serum bestimmt.
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Der primare Endpunkt wurde als atherosklerotisches kardiovaskulares Ereignis oder
Tod jedweder Genese definiert (,cardiovascular event death cencored®; CVE-D). Als
sekundaren Endpunkt wurden kardiovaskuldre Ereignisse und kardiovaskulére
Sterblichkeit unter Ausschluss nicht-kardiovaskularer Todesfélle analysiert
(,cardiovascular event‘; CVE). Eine detaillierte Beschreibung der Ein- und
Ausschlusskriterie, sowie der Endpunkte, findet sich im Anhang.

Kontinuierliche normalverteilte Variablen sind als Mittelwert + Standartabweichung
angegeben und kategoriale Variablen als Anzahl (prozentualer Anteil der
Gesamtgruppe). Kategoriale Variablen wurden mittels Exakiem Test nach Fisher
verglichen, kontinuierliche Variablen mittels Student-t-Test flr unabhangige
Variablen. Korrelationskoeffiizienten zwischen kontinuierlichen Variablen wurden
nach Pearson bestimmt.

Far die prospektiven Analysen erfolgte zunachst eine Kaplan-Meier Analyse mit
nachfolgendem Log-rank Test, und anschlieBenden univariaten und multivariaten
Cox-Regressionanalysen, nach Stratifizierung der Patienten in Quartile gemaf ihrer
CEC und ihres Plasma HDL-C.

Ergebnisse: Die mittlere CEC betrug 122 * 24 %. Der Intraassay-
Variationskoeffizient wurde mit 7,3 % bestimmt; der Interassay-Variationskoeffizient
mit 6.9 %. Die Patienten waren im Mittel 65 + 12 Jahre alt, 41 % der Teilnehmer
waren weiblich und die mittlere eGFR betrug 46 £ 16 ml/min/1,73 m2. 52 % der
Patienten waren unter Statintherapie; Gesamtcholesterin, LDL-C und HDL-C
betrugen 192 + 43, 114 + 36 und 52 + 17 mg/dl.

In der durchgeflihrten Korrelationsanalyse war die CEC signifikant mit HDL-C
(r=0,497; p < 0,001) und Apoliporotein A-I (r = 0,563; p < 0,001) assoziiert. Die CEC
war bei Frauen (12,6 £ 2,3 %) héher als bei Mannern (12,0 £ 2,4 %; p = 0,002) und
niedriger bei Patienten mit Diabetes mellitus (11,9 + 2,4 %) als bei Patienten ohne
(125 £ 23 %; p = 0,011), unterschied sich jedoch nicht bei Patienten mit
(12,0 £ 2,5 %) oder ohne (12,4 + 2,3 %; p = 0,122) kardiovaskulare Vorerkrankung
bei Studieneinschluss.
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142 Patienten erlitten in einer Nachverfolgungszeit von 4,6 = 2,0 Jahre den primaren
Endpunkt; 114 Patienten erlitten den sekundaren Endpunki. Die Patienten mit
Ereignis waren alter, hatten haufiger Diabetes mellitus und eine niedrigere eGFR.

Die CEC-Quartile waren weder in der durchgefiihrte Kaplan-Meier Analyse (log-rank
p = 0267 [CVE-D]; p = 0,100 [CVE]) noch in der multivariaten
Cox-Regressionsanalyse ein Pradiktor fir kardiovaskulare Ereignisse. HDL-C war in
einer univariaten Analyse mit kardiovaskularen Ereignissen assoziiert, in einer

multivariaten Analyse jedoch nicht.

Abbildung 1: HDL-C und CEC Cox-Regressionsmodelle jeweils fiir CVE und
CVE-D

CVE (univariate) —_——— . Exposure of interest

: : HDL-C

CVE (adjusted for CVRF) —_ i

L . : i CVE CVE-D
_CV_E(iid:jit_‘OFlEIEVidl_USEEd_fc_”ICfnijC_EC_) ______________ " _______________ ——eee..d (patients/events/HR/95% CI)  (patients/events/HR/95% ClI)
CVE-D (univariate) —_— e ' Q1 126/42/reference Q1 126/49/reference

: : v Q2 131/28/0.78/0.47-1.29 Q2 131/33/0.74/0.47-117
CVE-D (adjusted for CVRF) P ———T—— ! Q3136/21/0.60/0.34-1.06 Q3 136/30/0.67/0.40-1.10
CVE-D (additionally adjusted for TC and CEC) ; . Ot DAIDR0RA00 o TRon MR
CVE (univariate) — ; Exposure of interest
CVE (adjusted for CVRF) e ! CEC
CVE (additionally adjusted for TC and HDL-C) —_——— ) CVE CVE-D
A S | —-me.me-——-d (patients/events/HR/95% Cl) (patients/events/HR/95% ClI)
CVE-D (univariate) | ———T v Q1 132/37/reference Q1 132/42/reference
CVE-D (adjusted for CVRF) T ! Q2 131/22/058/0.331.00 Q2 131/31/0.68/0.42-1.11

) ) ' ' Q3 133/24/0.67/0.39-1.15 Q3 133/31/0.71/0.43-1.16

GéE-RiaidinasalyRYusted nn it U AR | —+—— | Q4 130/31/091/0.51-.62 Q4 130/38/0.94/0.55-1.59

0.1

10

Zur Berechnung der HRs (Hazard Ratios) und 95% Konfidenzintervalle (,confidence
interval“; Cl) mittels Cox Proportional Hazard Modellen wurden, jeweils fir HDL-C
oder CEC, die vierte (héchsten) Quartile (Q4) mit der ersten (niedrigsten) Quartile
(Q1) verglichen. Zu den kardiovaskularen Risikofaktoren (,cardiovascular risk
factors; CVRF) z&hlen Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index, mittlerer Blutdruck,
Raucherstatus, eGFR und log Albuminurie. Fir jede Quartile sind die Anzahl der
Patienten, die Anzahl der Patienten mit Ereignis, die vollstandig korrigierten HRs und
die jeweiligen Cls angegeben. CVE = cardiovascular event (kardiovaskulare Ereignis
unter Ausschluss nicht-kardiovaskularer Todesfélle); CVE-D = cardiovascular event
death censored (kardiovaskulares Ereignis und/oder Tod jedweder Genese); TC =
Gesamt-Cholesterin (,total cholesterol®).

Diskussion: Zewinger et al. und Moradi et al. konnten in klinischen Studien zeigen,
dass HDL-C Plasmaspiegel nicht mit kardiovaskularen Ereignissen und
kardiovaskularer Sterblichkeit bei Patienten mit CKD assoziiert sind (3*ZEWINGER et
al., 2014; **MORADI et al., 2014). Dariliber hinaus konnte experimentell gezeigt
werden, dass HDL-C bei chronisch nierenkranken  Patienten  ein
pro-inflammatorischer Partikel mit veranderter Zusammensetzung und Funktion wird,

26



insbesondere mit einer verminderten CEC, sowie einer Verminderung weiterer anti-
inflammatorischer und vasoprotektiver Eigenschaften ((SPEER et al., 2013;
HOLZER et al., 2011). In der Allgemeinbevélkerung wurde eine starke inverse
Assoziation zwischen der CEC und dem Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen
beobachtet, welche auch nach Korrektur fir klassische kardiovaskulare
Risikofaktoren bestehen bleibt. Deshalb wollten wir in der CARE FOR HOMe Kohorte
die Hypothese uUberprifen, ob auch bei Patienten mit CKD eine niedrige CEC
kardiovaskulare Ereignisse pradiziert. Zunachst konnten wir in unseren Analysen
bestatigen, dass HDL-C kein Préadiktor fur kardiovaskulére Ereignisse darstellt.
Uberraschenderweise konnten wir jedoch zeigen, dass die CEC ebenfalls kein
prognostischer Marker fir kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten mit CKD ist.
Schon die univariate Analyse zeigte keine Assoziation zwischen der CEC und einem
verminderten Auftreten kardiovaskulérer Ereignisse, sowohl fir den primaren (CVE-
D), als auch den sekundaren Endpunkt (CVE). Unsere Ergebnisse wurden in einer
nachfolgenden Analyse der 4D Kohorte bestétigt (*°KOPECKY et al., 2016). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass das hohe kardiovaskulare Risiko chronisch
nierenkranker Menschen durch multiple metabolische und endokrinologische
Veranderungen bedingt ist, die unabhangig von der CEC bestehen. Des Weiteren gilt
zu beachten, dass der verwendete Assay zur Messung der CEC nur einen Teil des
gesamten Cholesterin Efflux Metabolismus erfasst (°ROHATGI, 2015).
Zusammenfassend, konnten wir die Ergebnisse der Allgemeinbevdlkerung nicht bei
chronisch nierenkranken Menschen bestétigen; die CEC ist kein Pradiktor fir
kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten mit CKD. Zukilnftig sollte untersucht
werden, ob andere antiinflammatorische oder vasoprotektive Eigenschaften des
HDL-C mit kardiovaskularen Ereignissen assoziiert sind (*®MARSCHE et al., 2013).
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4.5 Integration von Ultraschallparametern in die Kidney Failure
Risk Equation

Diese Arbeit wurde wie folgt publiziert:

Claudia S. Lennartz, John William Pickering, Sarah Seiler-MuBler, Lucie Bauer,
Kathrin Untersteller, Insa E. Emrich, Adam M. Zawada, J6rg Radermacher, Navdeep
Tangri, Danilo Fliser, Gunnar H. Heine

External Validation of the Kidney Failure Risk Equation and Re-Calibration with
Addition of Ultrasound Parameters

Hintergrund: Neben dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse ist die Progression

der chronischen Nierenerkrankung zur Dialysepflicht von zentraler prognostischer
Bedeutung fur Patienten mit CKD. Die meisten chronisch nierenkranken Patienten
befinden sich im Stadium einer milden bis moderaten Einschrankung der
Nierenfunktion, nur relativ wenige Patienten bendtigen eine Nierenersatztherapie
(ASTOR et al., 2011). Die Progression einer CKD ist individuell sehr unterschiedlich;
bei einigen Patienten mit milder bis moderater CKD verschlechtert sich die
Nierenfunktion rapide, andere haben zwar eine eingeschrénkte Nierenfunktion, die
aber Uber Jahre keine Progredienz zeigt (**KDIGO, 2013). Die aktuellen KDIGO
Leitlinien schlagen vor, Patienten mit hohem Risiko fiir eine Progression der CKD zu
identifizieren, da diese spezifisch von einer intensiven Pravention und Therapie
profitieren kdnnen (*KDIGO, 2013).

Es wurden diverse Modelle zur Pradiktion der Progression einer CKD publiziert
("®*TANGRI et al., 2013; ®*RIGATTO et al., 2012). In Ubersichtsarbeiten konnte
jedoch gezeigt werden, dass nur zwei Modelle fiir den klinischen Alltag von Relevanz
sind: ein Model von Johnson et al. und die Kidney Failure Risk Equation (KFRE)
(**JOHNSON et al., 2008; "“TANGRI et al., 2011). Nichtsdestotrotz werden diese
Modelle zu unprézise kritisiert, weshalb sie sich nicht routinemaBig im klinischen
Alltag durchsetzen konnten.

Vor diesem Hintergrund erscheint relevant, dass duplexsonographische
Ultraschallparameter, insbesondere der RRI, als Pradiktoren der Progression einer
CKD vorgeschlagen wurden (®®SPATOLA, ANDRULLI, 2016). Bisher konnte in
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kleineren Studien gezeigt werden, dass sich der RRI zur renalen Prognostik
einsetzen lasst ("'SUGIURA, WADA, 2011; °°PAROLINI et al., 2009;
*’RADERMACHER et al., 2002; **PETERSEN et al., 1997; "'BIGE et al., 2012;
**NOSADINI et al., 2006; **OKURA et al., 2010; ®IKEE et al., 2005; "°SUGIURA,
WADA, 2009), allerdings wurde dies noch nicht in einer gréBeren Kohorte bestatigt;
zudem wurden RRI als Pradiktoren bislang nicht mit etablierten Modellen, wie der
KFRE, zur Préadiktion der Progression einer CKD verglichen. Dies erscheint relevant,
weil der RRI weniger nierenspezifische Struktur- oder Funktionsdnderungen als
systemische vaskuldare Veranderungen erfasst ("'SUGIURA, WADA, 2011). In
unsere  Arbeitsgruppe wurde deshalb  vorgeschlagen, gleichzeitig die
Widerstandsindices in der Niere und in einem weiteren intraabdominellen Organ wie
der Milz zu bestimmen, um durch Subtraktion der lienalen von den renalen
Widerstandsindices die sogenannte DI-RISK (,difference of resistive indices in spleen
and kidney“) zu erhalten. Wir postulierten, dass eine solche Korrektur der renalen
Widerstandindices flur systemische Einflussfaktoren erlaubt, organspezifischer renale
Veranderungen zu erfassen (**HEINE et al., 2007; 2*GRUN et al., 2012). Bislang
existieren jedoch noch keine prospektiven Daten zur prognostischen Relevanz der
DI-RISK.

In der CARE FOR HOMe Kohorte und einer externen Validierungskohorte wollten wir
zunachst die KFRE als etablierten renalen Risikoscore Uberprifen. Nachfolgend
untersuchten wir, inwieweit die Ultraschallparameter RRI und DI-RISK
Vorhersagemarker flr renale Ereignisse sind und ob ihre Integration in die KFRE zu

einer verbesserten Pradiktion der Progression einer CKD beitragt.

Methodik: Es wurden zwei Kohorten mit chronisch nierenkranken Menschen
analysiert; CARE FOR HOMe als interne Validierungskohorte und eine Kohorte, die
in der Medizinischen Hochschule Hannover rekrutiert wurde (im Folgenden
,=Hannover Kohorte), als externe Validierungskohorte. In beiden Kohorten wurde das
Erreichen einer terminalen Nierenerkrankung (,end stage renal disease®; ESRD) als
Endpunkt gewertet. Eine detaillierte Beschreibung der Ein- und Ausschlusskriterien
der CARE FOR HOMe Kohorte findet sich im Anhang.
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In die Hannover Kohorte wurden zwischen Juni 1995 und September 1999 Patienten

mit folgenden Kriterien eingeschlossen:

> Kreatinin-Clearance von 75% des Normwerts fiir das jeweilige Geschlecht und

Alter oder weniger
» Proteinurie = 150 mg/d und/oder Bluthochdruck
» oder eine anderweitig bestehende CKD.

Alle Patienten mit Nierenarterienstenose wurden ausgeschlossen.

In der CARE FOR HOMe Kohorte wurde zunachst die KFRE (Model 3 in der
Originalpublikation (**LENNARTZ et al., 2016)) validiert. Zur Kalkulation
wurden Alter, eGFR, Geschlecht und die ACR benétigt.

KFRE Index = (eGFR/5) * In(0,57) + (Alter/10) * In(0,80)
+ Geschlecht [= 1 bei Mannern, 0 bei Frauen] * In(1,26)
+ In(ACR) * In(1,60)
Ln entspricht dem nattrlichen Logarithmus.

Die Proteinurie in der CARE FOR HOMe Kohorte wurde aus einer morgendlichen
Spontanurinprobe bestimmt. Die sonographischen Parameter wurden mit einem
Sequoia C512 Ultraschallgerat (Ultraschallkopf 4V1; 1—-4 MHz, Acuson; Thousand
Oaks, USA) gemessen. Die sonographischen Untersuchungen fanden unter
Betreuung eines Nephrologen mit langjahriger Erfahrung statt. Die renalen Rl wurden
in drei Interlobulararterien entlang der Mark-Rinden-Grenze dopplersonographisch
gemessen und daraus wurden die Mittelwerte berechnet. Die Milz-RIl wurden in den
Segmentarterien der Arteria splenica an ihrer Eintrittsstelle in das Parenchym

dopplersonographisch bestimmt.
Die Widerstandsindices wurden wie folgt berechnet:

Rl = (1 — [Maximum enddiastolische Geschwindigkeit / Maximum systolische
Geschwindigkeit]) * 100

Die DI-RISK wurde wie folgt berechnet:

DI-RISK = Mittlerer Nieren-RI — Mittlerer Milz-Rl
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RRI und DI-RISK wurden nicht bei Patienten mit Vorhofflimmern, mit einseitiger oder
beidseitiger Nierenarterienstenose oder beidseitiger Hydronephrose Grad |l oder
héher bestimmt. Weiterhin wurden Patienten mit stattgehabter Splenektomie,
sonographischen Zeichen einer portalen Hypertension (Splenomegalie und/oder
Verbreiterung der Pfortader) oder einer hdmodynamisch relevanten Stenose des
Truncus coeliacus (systolische Spitzengeschwindigkeit = 2 m/s) von der DI-RISK

Berechnung ausgeschlossen.

In der Hannover Kohorte wurde die Proteinurie im 24 h Sammelurin gemessen, die in
eine ACR konvertiert wurde (*°BHATT, ROHATGI, 2016). Die Ultraschallparameter
wurden mit einem Ultramark 9 High Definition Imaging Ultraschallgerat (C 2—4 MHz
Schallkopf oder P 2-3 sector multifrequenz Schallkopf mit einer 2,5 MHz
Dopplerfrequenz; Advanced Technology Laboratories, Bothell, USA) gemessen. Die
RRI wurden in oberen, mittleren und unteren Nierenpol mit der oben aufgeflhrten

Formel berechnet, und der mittlere RRI aus vier bis sechs Messungen bestimmt.

Kontinuierliche normalverteilte Variablen sind als Mittelwert £ Standartabweichung
angegeben und Kkategoriale Variablen als Anzahl (prozentualer Anteil der

Gesamtgruppe).

Zur Validierung der KFRE in der CARE FOR HOMe Kohorte verwendeten wir
zunachst die C-Statistik und R? (Cox & Snell) zur Quantifizierung der Diskrimination.
Mittels Cox-Regressionsmodelle wurden zwei neue Modelle geschaffen, die die
Variablen der KFRE (Alter, Geschlecht, eGFR, Albuminurie) einerseits mit dem RRI
(Modell KFRE + RRI) und andererseits mit der DI-RISK (Modell KFRE + DI-RISK)
kombiniert. Die Verbesserung der prognostischen Aussagekraft durch Hinzufligen
des RRI oder der DI-RISK zur KFRE wurde mit dem Likelihood-Quotienten-Test
erfasst. Unter Fokussierung auf renale Ereignisse innerhalb der ersten drei Jahre
nach Studieneinschluss wurde zudem die Verbesserung der prognostischen
Aussagekraft durch Unterschiede in der C-Statistik und durch die ,integrated
discrimination improvement” (IDI) Indices fur Patienten mit (IDI gspp) und ohne ESRD
(IDI no esrp) Wahrend der Nachbeobachtung berechnet.

Ergebnisse: In der aktuellen Analyse der CARE FOR HOMe Kohorte wurden 444
Patienten eingeschlossen. Allerdings erhielten davon 9,2 % (n = 41) keine RRI- und
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16,7 % (n = 74) keine DI-RISK Messung. Folglich wurde die KFRE bei 403 Patienten
(KFRE + RRI) mit RRI Messung und bei 370 Patienten (KFRE + DI-RISK) mit
DI-RISK Messung validiert. In die Hannover Kohorte wurden insgesamt 162
Patienten eingeschlossen. Im Mittel wurden die Patienten der CARE FOR HOMe
Kohorte 4,4 + 1,6 Jahre nachverfolgt. In diesem Zeitraum erlitten 52 Patienten mit
RRI Messung bei Einschluss ein ESRD. Die Patienten, die den Endpunkt erreichten,
hatten vermehrt Diabetes mellitus, waren haufiger mannlich, hatten eine weiter
fortgeschrittene CKD bei Einschluss und hdhere systolische Blutdruckwerte. Des
Weiteren hatten sie hdhere RRI als Patienten, die kein ESRD erlangten.

Von 162 Patienten aus der Hannover Kohorte erlitten 23 eine ESRD in einer

mittleren Nachverfolgungszeit von 2,8 + 1,4 Jahren.

Die KFRE prognostizierte ein ESRD in der CARE FOR HOMe Kohorte mit einer
C-Statistik von 0,91 (0,83 — 1,00). Die C-Statistik zeigt als Diskriminationsmarker im
Modell KFRE + RRI (0,92 (0,89 — 0,96)) keine relevante Veranderung gegeniber
dem KFRE Modell.

Das KFRE + DI-RISC Modell verbesserte die Vorhersagekraft der KFRE nicht. Es
ergab sich insbesondere keinerlei Unterschied in der C-Statistik zwischen dem KFRE
+ DI-RISK Modell (0,92 (0,83 — 1,00)) und dem KFRE Modell (0,91 (0,83 — 0,99)).
Daher wurden keine weiteren Analysen zum KFRE + DI-RISK Modell durchgefiihrt

und alle weiteren Berechnungen beziehen sich auf das KFRE + RRI Modell.

Die Analysen zeigen, dass das KFRE + RRI Modell eine deutlich bessere Gesamt-
Spezifitat (integrierte 1-Spezifitit des neuen Modells von 0,06; Idealwert 0) als
Gesamt-Sensitivitat (integrierte Sensitivitat von 0,36; Idealwert 0) besitzt. Das neue
Modell verbesserte jedoch weder die Gesamt-Sensitivitat (IDI no esrp = 0,05 [95% Cl
0,00 — 0,10]) noch die Gesamt-Spezifitat (IDl gspp = 0.00 [95% CI 0,00 — 0,01]).
Ebenso ergab sich kein Unterschied in der C-Statistik der Modelle (KFRE = 0,91
(0,83 — 0,99); KFRE + RRI = 0,91 (0,83 — 1,00); p = 0,18).

Diskussion: Ultraschallparameter als Pradiktoren der Progression einer CKD sind
potentiell von besonderer Bedeutung, da sie im klinischen Alltag kostenglnstig und
nicht-invasiv. erhoben werden kénnen. Einige Publikationen zeigen, dass

Ultraschallparameter Pradiktoren fir die Progression einer CKD bis zum ESRD sind
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(**RADERMACHER et al., 2003; "'SUGIURA, WADA, 2011; **PAROLINI et al.,
2009). Unter den verschiedenen Ultraschallparametern ist besonders der RRI von
Interesse, da kleinere Studien eine gute Vorhersage renaler Ereignissen suggerieren
("'SUGIURA, WADA, 2011; *®PAROLINI et al., 2009; ®’RADERMACHER et al., 2002;
®PETERSEN et al., 1997; ''BIGE et al., 2012; *>NOSADINI et al., 2006; **OKURA et
al., 2010; ®IKEE et al., 2005; "°SUGIURA, WADA, 2009). Der RRI jedoch ist in
Querschnittsanalysen eher mit kardiovaskularen Risikofaktoren und Markern
systemischer Arteriosklerose assoziiert. Daher postulieren wir, dass die zusatzliche
Messung von Widerstandindices in der Milz und eine nachfolgende Subtraktion des
lienalen vom renalen RI erlaubt, extrarenale Komponenten des RRI zu eliminieren

und somit einen nierenspezifischen duplexsonographischen Parameter zu erhalten.

Querschnittsanalysen bei gesunden Probanden und prélimindre Analysen der CARE
FOR HOMe Kohorte stiitzen diese Hypothese, dass die DI-RISK mit der renalen
Funktion assoziiert ist, nicht aber mit Markern extrarenaler vaskularer Veranderungen
(*GRUN et al., 2012).

In der aktuellen Auswertung konnten wir zunachst bestatigen, dass die KFRE ein
guter Pradiktor des ESRD chronisch nierenkranken Patienten ist. Weiterhin konnten
wir zeigen, dass eine Integration der RRI in die KFRE formal eine verbesserte
Vorhersagegenauigkeit fir renale Ereignisse ermdglicht. Allerdings war die
statistische Diskrimination nicht ausreichend, um eine routinemafBige Bestimmung
von Ultraschallparameter zur Pradiktion renaler Ereignisse bei CKD Patienten zu

beflrworten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Als eine der haufigsten Erkrankungen weltweit (**JHA et al., 2013) ist die chronische
Nierenerkrankung von enormer klinischer und &konomischer Bedeutung (**JHA et
al., 2013; ®LEVEY et al., 2003). Nachdem in westlichen Industrienationen mittels
Dialysetherapie und Transplantation effektive Nierenersatzverfahren unlimitiert zur
Verfiigung stehen und somit ein Uberleben auch mit ESRD méglich geworden ist, hat
fir chronisch nierenkranke Patienten die extrarenale Komorbiditat inzwischen eine
zentrale prognostische Bedeutung erhalten (*2JESKY et al., 2013). So zihlen
Patienten mit CKD zu den kardiovaskularen Hoch-Risikopatienten, da sie im Verlauf
ihrer Erkrankung eine massiv erhéhte Wahrscheinlichkeit aufweisen, nicht-fatale und
fatale kardiovaskulare Ereignis zu erleiden (?"GANSEVOORT et al., 2013; 2'GO et
al., 2004; ®®HERZOG et al., 2011).

Unter dem Aspekt der Primar- und Sekundarprophylaxe ist die Suche nach
Pradiktoren fir kardiovaskuléare Ereignisse von groBer Wichtigkeit, insbesondere um
eine optimierte und individualisierte Pravention und Therapie mit dem Ziel zu
ermdglichen, die kardiovaskulare Mortalitat chronisch nierenkranker Menschen zu

senken.

Da klassische kardiovaskulare Risikofaktoren alleine keine ausreichende Pradiktion
bei chronisch nierenkranken Menschen erlauben, erfolgte in den letzten Jahren eine
vermehrte  Fokussierung  auf  nicht-klassische  Risikofaktoren,  welche
nierenspezifische Parameter — insbesondere die eGFR und die Albuminurie — und
nicht-nierenspezifische Parameter — wie neue Parameter des

Cholesterinstoffwechsels — umfassen.

Vor diesem Hintergrund konnten wir zunachst erkennen, dass neue Formeln zur
Abschéatzung der 24 h Albuminurie aus dem Spontanurin eine verbesserte Pradiktion
fir kardiovaskulare, jedoch nicht flir renale Ereignisse, bei Patienten mit CKD
erlauben. Dies beruht am ehesten auf der Tatsache, dass die individuelle
Muskelmasse in den neuen Formeln berlcksichtigt wird, wodurch die erwartete
Kreatininurie als essentieller Bestandteil aller Schatzformeln individuell berechnet
werden kann. Fur den klinischen Alltag bedeutet dies, dass zukinftig anstelle des
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ACR die eAER zur Pradiktion kardiovaskularer Ereignisse bei chronisch

nierenkranken Patienten verwendet werden sollte.

Umgekehrt mussten wir die Hypothese, dass die CEC eine genauere
Prognoseabschatzung des kardiovaskularen Risikos von Patienten mit CKD als
traditionelle Marker des Cholesterinstoffwechsels wie HDL-C erlaubt, verwerfen.
Diese Ergebnisse stehen in deutlicher Diskrepanz zu Ergebnissen der
Allgemeinbevdlkerung und zeigen erneut auf, dass die Epidemiologie
kardiovaskularer Erkrankungen zwischen nierengesunden und nierenkranken
Menschen deutlich differiert. Dieses Beispiel illustriert, dass vielversprechende
Pradiktoren der Allgemeinbevélkerung auf Grund CKD-spezifischer metabolischer
Veranderungen in nephrologischen Patientenkohorten kritisch Uberprift werden
mussen. Daflr sind epidemiologische Datenbanken, wie die CARE FOR HOMe
Kohorte nétig, deren Biobank erlaubt, nach Einschluss der Patienten innovative
Biomarker zu untersuchen. In Zukunft werden wir untersuchen, ob andere Biomarker
des Cholesterinstoffwechsels von gréBerer prognostischer Bedeutung sind als die
CEC.

In einem Exkurs konnten wir nicht bestatigen, dass Ultraschallparameter Uber
etablierte Pradiktionsscores hinaus eine verbesserte Vorhersage der Progression
einer CKD erlauben; umgekehrt zeigten etablierte Pradiktionsscores eine sehr gute
Diskrimination derjenigen Patienten mit CKD, die eine stabile Nierenfunktion

aufweisen von denjenigen Patienten, die dialysepflichtig wurden.

Bei der Interpretation von Biomarkern missen einige grundlegende Einschrankungen
beachtet werden. Es ist schwierig herauszufinden, ob einzelne Préadiktoren
pathophysiologisch relevante Mediatoren, bloBe Marker ohne eigenstandige
Relevanz fir den Krankheitsverlauf oder gar, aufgrund einer ,reversen Kausalitat®,
Folge der assoziierten Erkrankung darstellen. Dies ist insbesondere flr die
Pravention einer Erkrankung von Relevanz, da Biomarker gesucht werden, die nicht
allein zukunftige Erkrankungen pradizieren, sondern kausal zu deren Entstehung
beitragen. Allein letztere kbénnen neue Ziele fir préventionsmedizinische
Interventionen sein. So gibt es zwar effektive Medikamente, die das Plasma HDL-C
signifikant steigern, allerdings verhindert diese nicht das Auftreten von
kardiovaskuldren Ereignissen (**MANI, ROHATGI, 2015). Dieses lasst gemeinsam
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mit mendelschen Randomisationsstudien (*BURGESS, HARSHFIELD, 2016)
erkennen, dass ein erniedrigtes Plasma HDL-C nicht die Ursache eines erhdhten
kardiovaskularen Risikos ist, sondern infolge von metabolischen Veranderungen
auftritt, die ihrerseits zum Entstehen kardiovaskuldrer Erkrankungen ursachlich
beitragen. Biomarker sollten durch eine TherapiemalBBnahme beinflussbar sein,
welche in einer Prognoseverbesserung muindet. Hier illustriert etwa LDL-C, als
Gegenbeispiel zum HDL-C, dass ein Biomarker als pathopyhsiologisch relevanter
Mediator das Ziel spezifischer Interventionen darstellt. Statine tragen zu einer
Prognoseverbesserung bei, da sie zu einer signifikanten Reduktion der LDL-C
Plasmaspiegel fuhren und folglich zur Senkung der kardiovaskuldren Ereignisrate
("?BRUGTS et al., 2009; °TAYLOR et al., 2013).

Darlber hinaus ist es ebenfalls wichtig, eine standardisierte und somit jederzeit

reproduzierbare Methode zu finden, um den Biomarker zu messen.

Unsere CARE FOR HOMe Studie hat einige Limitation. Einerseits wurden alle
Biomarker, die in der Dissertationsarbeit untersucht wurden, ausschlieBlich bei
Studieneinschluss erhoben. Folglich kann flr die Messwerte kein zeitlicher Verlauf
beobachtet werden. Andererseits sind nur Patienten eingeschlossen, die aus dem
Saarland und der Rheinland-Pfalz von ihren behandelnden Arzten in die
nephrologische Ambulanz der Klinik fir Innere Medizin IV des Universitatsklinikums
des Saarlandes Uberwiesen wurden. Die Ergebnisse der CARE FOR HOMe
Analysen lassen sich deshalb nur eingeschrankt auf nicht-kaukasische Ethnizitaten
Ubertragen und bilden kein véllig reprasentatives Bild aller chronisch nierenkranker
Menschen, da durch die Uberweisung in eine nephrologische Fachabteilung durch

die behandelnden Arzte eine Selektion erfolgte.

Gleichzeitig handelt es sich bei der CARE FOR HOMe Studie, mit aktuell 544
Patienten (Stand: Herbst 2016), um eine mittelgroBe epidemiologische Kohorte.
Daher sollten die Resultate der Analysen in noch gréBeren Studien validiert werden.

Als Ausblick erhoffen wir uns, dass die vorgelegte Dissertationsarbeit ein
verbessertes Verstandnis des Einsatzes von Pradiktionsmarkern auch im klinischen
Alltag ermdglicht. So wurde im Universitatsklinikum des Saarlandes die von uns
untersuchte Formel zur Abschatzung der 24 h Albuminurie bereits im klinischen

Alltag umgesetzt. Umgekehrt kénnen die negativen Ergebnisse zur CEC und zu
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sonographischen Markern erlauben, vor dem Hintergrund begrenzter Ressourcen in
Wissenschaft und Krankenversorgung, zukiinftige experimentelle und Kklinische

Untersuchungen auf alternative Pradiktionsmarker zu fokussieren.
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10 Anhang

10.1CARE FOR HOMe Studie

Einschlusskriterien

Als fortlaufende Kohortenstudie rekrutiert die CARE FOR HOMe Studie seit
September 2009 chronisch nierenkranke Patienten im CKD Stadium G2 — G4 nach
der KDIGO Kilassifikation. Zur Quantifizierung der Nierenfunktion erfolgte eine
Abschéatzung der eGFR nach der CKD-EPI Gleichung, in die Kreatinin, Geschlecht,
Ethnizitat und Alter eingehen.

Da eine CKD neben einer verringerten eGFR von 60 - 90 ml/min/1,73 m2 zusatzlich
durch eine chronischen Nierenschadigung definiert ist, wurde als Einschlusskriterium
fir Patienten mit einer eGFR von 60 - 90 ml/min/1,73 m? das Vorliegen einer
Proteinurie gréBer 300 mg/g, einer Albuminurie gréBer 17 mg/g (bei Mannern)
respektive 25 mg/g (bei Frauen), einer persistierenden glomerularen Hamaturie,
eines erhdhten Plasma-Cystatin Cs (> 1,05 mg/l), eines erhéhten Plasma-Kreatinins
(> 1,2 mg/dl [bei Mannern] respektive > 0,9 mg/dl [bei Frauen]), einer bioptisch
gesicherten Nierenerkrankung und/oder einer Tubulopathie verlangt.

Ausschlusskriterien

Folgende Patienten waren von der Teilnahme an der CARE FOR HOMe Studie

ausgeschlossen:

> Nierentransplantierte Patienten

» schwangere Frauen

> Patienten < 18 Jahren

> Patienten mit systemischer Immunsuppression, einer HIV-Infektion oder einer
klinisch manifesten fieberhaften oder antibiotikapflichtigen Infektion, oder einer
asymptomatischen C-reaktiven Protein Erhéhung > 50 mg/!

A\

Patienten mit aktiver, onkologischer Erkrankung
> Patienten mit einem akuten Nierenversagen (Kreatininanstieg gréBer 50 %
innerhalb von 4 Wochen vor Studieneinschluss)
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Endpunkte

Als primarer Endpunkt (,cardiovascular event death censored“; CVE-D) fur die
kardiovaskuldre Analyse war das Auftreten eines atherosklerotischen Ereignisse
und/oder Tod jedweder Genese innerhalb von drei Jahren nach Studieneinschluss
definiert. Als artherosklerotische Ereignisse zahlten: Myokardinfarkt,
Angioplastik/Stenteinlage/Bypassoperation der Koronararterien oder einer Arterie der
unteren Extremitat, Schlaganfall, Stenteinlage/Endarteriektomie der Karotiden oder
atraumatische Amputation der unteren Extremitat (oberhalb des Knéchels).

Als sekundarer Endpunkt (,cardiovascular event®; CVE), der zusatzlich zum primaren
Endpunkt in 4.2 analysiert wurde, wurden nicht-fatale und fatale kardiovaskulare
Ereignisse unter Ausschluss nicht-kardiovaskularer Todesféalle gewertet.

Als renaler Endpunkt wurde eine Halbierung der eGFR im Vergleich zur eGFR bei
Einschluss, der Beginn einer Nierenersatztherapie und/oder Tod jedweder Genese,
definiert.

Die Patienten gaben alle ihr schriftliches Einverstédndnis zur Studienteilnahme. Die
CARE FOR HOMe Studie wurde entsprechend der Deklaration von Helsinki
durchgefihrt und erhielt die Zustimmung der Ethikkommission in Saarbriicken
(Nummer 08/10).
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Abstract

Background: Kidney Disease Improving Global Outcomes
(KDIGO) guidelines encourage clinicians to estimate 24-hour
albuminuria as albumin to creatinine ratio (ACR) from spot
urine samples. However, ACR underestimates 24-hour albu-
min excretion in muscular individuals. Equations that adjust
ACR for surrogates of muscle mass to yield an estimated al-
bumin excretion rate (eAER) were developed. We hypothe-
sised that eAER is a better predictor of cardiovascular and
renal outcomes than ACR. Methods: We determined ACR
and eAER among 443 patients with chronic kidney disease
G2-G4 recruited into the CARE FOR HOMe study. Patients
were classified into KDIGO albuminuria categories, and fol-
lowed for cardiovascular and renal events. The primary anal-
ysis was the net reclassification improvement (NRI) for those
with and without events within 3 years of follow-up. Results:
Eighty five patients experienced cardiovascular events dur-
ing 3 years of follow-up, 13 of whom were reclassified to a
more advanced albuminuria category, and 1 patient to a less

advanced category by eAER compared to ACR (NRleyent:
14.1% (95% Cl 5.8-22.4)). Among 358 patients without a car-
diovascular event, 17 patients were reclassified to a more
advanced albuminuria category, and 2 patients to a less ad-
vanced category by eAER (NRl o event: =4.2%, 95% Cl -8.5 to
-1.8). Sixty patients went through renal events, and 383 pa-
tients had event-free 3-year follow-up. NRlgyent Was 6.7%
(95% Cl -1.2 to 14.5), and NRl, o eyent Was -6.0% (95% CI-10.6
to 3.4) for renal events. Conclusion: Compared to ACR albu-
minuria categories, eAER categories are better associated
with future cardiovascular events, but not with renal events.

© 2016 S. Karger AG, Basel

Introduction

Accurate quantification of albuminuria in patients
with chronic kidney disease (CKD) is necessary to risk
stratify patients for renal and cardiovascular outcomes
and guide clinical management. Current Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) guidelines rec-
ommend the assessment of albuminuria as the albumin
to creatinine ratio (ACR) from early morning urine sam-
ples, since ACR is not inferior to the gold standard of 24-
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hour urine collection for prediction of adverse renal and
cardiovascular outcome and 24-hour urine collection is
considered too cumbersome in clinical practice [1].

Therefore, KDIGO equates albuminuria per gram cre-
atinine with albuminuria per 24-hour, assuming a daily
creatinine excretion of 1,000 mg for each patient. This
method ignores relevant inter-individual differences, as
creatinine excretion is higher in persons with higher mus-
cle mass, which itself is associated with younger age, male
gender and African American ethnicity. Consequently,
ACR will inevitably underestimate albuminuria in young
muscular men and vice versa overestimate albuminuria
in older women with lower muscle mass [2-4].

Recently, equations were developed which adjust ACR
for surrogates of muscle mass, namely, gender, age and
ethnicity, and yield an estimated albumin excretion rate
(eAER). It has been shown in cross-sectional studies that
eAER better reflects 24-hour albuminuria than ACR [2,
3]. It follows that, in clinical practice, eAER could be sub-
stituted for ACR to categorise patients [2]. A direct com-
parison of the predictive performance for adverse out-
comes between eAER and ACR has not been performed.
Therefore, we aimed to determine if substituting eAER
for ACR better risk stratifies CKD patients for adverse
renal and cardiovascular outcome.

Material and Methods

The CARE FOR HOMe study is an ongoing prospective cohort
study of patients with CKD G2-G4 (estimated glomerular filtra-
tion rate (eGFR) 15-89 ml/min/1.73 m? by the MDRD equation
[1]) at baseline. All patients are under regular nephrological care
at the outpatient department of Saarland University Medical Cen-
ter, Homburg, Germany.

Our study excluded transplant recipients, pregnant women,
patients <18 years of age, patients under systemic immunosup-
pressive medication, patients with HIV infection, with clinically
apparent infections (defined as C-reactive protein (CRP) levels
>50 mg/l, and/or requiring systemic antibiotic therapy), with ac-
tive malignancy or with acute kidney injury (defined as increase of
plasma creatinine >50% within the preceding 4 weeks). The study
protocol was approved by the local Ethics Committee; all patients
gave written consent.

Atbaseline, fasting blood samples for standard laboratory mea-
surements, GFR estimation, and a spot urine sample were collect-
ed. This spot urine sample in general corresponded to the second
morning urine sample taken between 7 a.m. and 11 a.m. when all
patients presented to the outpatient department.

Information on co-morbidities, cardiovascular risk factors and
medication was gathered from chart review and a standardized
questionnaire.

Prevalent cardiovascular disease (CVD) was defined as a his-
tory of myocardial infarction, coronary artery angioplasty/stent-
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ing/bypass surgery, major stroke, carotid endarterectomy/stent-
ing, nontraumatic lower extremity amputation or lower limb ar-
tery angioplasty/stenting/bypass surgery.

Patients were categorised as active smokers if they were current
smokers or had stopped smoking less than 1 month before entry
into the study. Patients with self-reported or physician-reported
diabetes mellitus, with a fasting blood glucose level of >126 mg/dl
and/or with current use of hypoglycaemic medication, were cate-
gorised as diabetics [5].

From baseline morning spot urine sample, we measured
urine albumin (immunonephelometric BN II/BN assay, Sie-
mens, Marburg, Germany) and urine creatinine (Jaffé method,
COBAS, Mannheim, Germany). We calculated ACR as the ratio
of urine albumin to urine creatinine [1]. To determine eAER, we
multiplied ACR with the estimated creatinine excretion rate
(eCER), which was calculated according to the Ellam equation

[2]:

eCERgpy, (mg/day) = 1,413.9 + (23.2 x age) - (0.3 x age?) in
black men
=1,148.6 + (15.6 x age) - (0.3 x age?) in
black women
=1,307.3 + (23.1 x age) - (0.3 x age?) in
nonblack men
=1,051.3 + (5.3 x age) - (0.1 x age?) in
nonblack women

Among 3 different equations for eCER, we decided a priori to
focus our analyses upon the Ellam equation, which is most suit-
able for automatic calculation and reporting by laboratories, re-
quiring only age, gender and ethnicity. A secondary analysis
made use of the Ix et al. [6] and Walser [7] equations (online
suppl. table S1; for all online suppl. material, see www.karger.
com/doi/10.1159/000446483), which additionally require body
weight for eCER calculation. All patients were classified to
KDIGO albuminuria categories: Al: <30; A2: 30-300; A3: >300
mg/g creatinine.

We invited all patients annually to the study centre, where we
collected clinical information on cardiovascular outcome, and de-
termined follow-up eGFR. In case a patient did not attend this an-
nual visit, we performed a standardised telephone interview, and
obtained information on creatinine values from the treating pri-
mary-care physician.

We focused our analyses on the first 444 CARE FOR HOMe
participants, who had been recruited between 2008 and 2012,
as these patients had complete 3-year follow-up information in
December 2015. One single patient did not provide a baseline uri-
nary sample; therefore, 443 patients were included into the subse-
quent analyses. Patients who had been recruited after 2012 are not
analysed in this report.

The cardiovascular primary endpoint was myocardial infarc-
tion, coronary artery angioplasty/stenting/bypass surgery, major
stroke, carotid endarterectomy/stenting, nontraumatic lower ex-
tremity amputation, lower limb artery angioplasty/stenting/by-
pass surgery, or death of any cause. The renal primary endpoint
was the combination of either need for renal replacement therapy
(RRT), halving of eGFR, or death of any cause. For definition of
renal outcome, we did not consider intermittent need for RRT or
a transient decline of eGFR with subsequent renal function recov-
ery as renal events.
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Cardiovascular and renal outcome adjudication was done by 2
independent physicians, who were blinded for baseline data. In
case of disagreement, a third physician was consulted.

Statistical Analyses

Categorical variables are presented as a percentage of patients
and compared using the Fisher test. Continuous data are expressed
as means + SD, and were compared using a t test for 2 independent
samples (albuminuria and CRP are presented as median (inter-
quartile range) because of skewed distribution, and compared by
the Mann-Whitney U test).

We assessed the predictive performance of albuminuria and
eAER by univariate Cox regression analysis for the first event dur-
ing the complete follow-up and by calculating the area under the
receiver operator characteristic curve (AUC) for patients with and
without cardiovascular and renal events during the first 3 years of
follow-up. We first logged albuminuria (base 10) because it was
non-normal distributed, and then reported hazard ratios (HRs)
per unit increase in log albuminuria.

Risk category reclassification by eAER was assessed by the net
reclassification improvement (NRI) metric [8, 9]. We report the
NRI separately for those with and without events during the first
years of follow-up, as the meaningfulness of the overall NRI has
been questioned [10]. All calculations were made in R [11] using
the rap package [12].

Results

Baseline characteristics of the 443 CARE FOR HOMe
participants are presented in table 1. The mean age of the
entire cohort was 65 *+ 12 at baseline, mean eGFR was
45+ 16 ml/min/1.73 m?, and 179 (40%) participants were
female.

Cardiovascular Events

Thirty patients were reclassified to a more advanced
albuminuria category when substituting eAER for ACR,
and only 3 patients were reclassified to a less advanced
category (table 2). As expected, male and younger pa-
tients were more likely to be reclassified to a more ad-
vanced albuminuria category than female and older pa-
tients (online suppl. table S2).

The HRs and AUCs were almost identical for ACR and
eAER (table 3).

Eighty five patients reached the predefined cardiovas-
cular endpoint; these patients were older, had lower dia-
stolic blood pressure (BP) measurements and lower cho-
lesterol at baseline than patients who did not undergo any
cardiovascular events (online suppl. table S3). Moreover,
they had higher albuminuria and a higher prevalence of
CVD and diabetes mellitus.

Among these 85 patients who reached the cardiovas-
cular endpoint, 13 were reclassified to a more advanced

eAER vs. Urine ACR as Outcome
Predictors

Table 1. Baseline characteristics of CARE FOR HOMe study par-

ticipants

Total cohort (n = 443)
Age, years 65+12
Gender, female, n (%) 179 (40)
eGFR, ml/min/1.73 m? 45+16
BM], kg/m? 30£6
Diabetes mellitus (yes), n (%) 167 (38)
Systolic BP, mm Hg 154+24
Diastolic BP, mm Hg 87+13
Smoking (yes), n (%) 44 (10)
Prevalent CVD (yes), n (%) 137 (31)
LDL-C, mg/dl 116436
Cholesterol, mg/dl 193+42
Phosphorus, mg/dl 3.4+0.7
Albuminuria, mg/g 36 (8-193)
CRP, mg/l 2.7 (1.2-5.3)
Caucasian ethnicity, n (%) 441 (99)
Afroamerican ethnicity, n (%) 2 (1)

Indicated are means + SD, or patient numbers (percentages),
as appropriate. Because of skewed distribution, albuminuria and
CRP are given as median (interquartile range). BMI = Body mass
index; LDL-C = low density lipoprotein-cholesterol.

albuminuria category when substituting eAER for ACR.
Only 1 patient was reclassified to a less advanced catego-
ry, and 71 patients stayed in the same category, yielding
an NRIyeq of 14.1% (95% CI 5.8-22.4; table 2).

Of the 358 patients who did not experience a cardio-
vascular event, 17 patients moved to a more advanced
albuminuria category, 2 patients moved to aless advanced
albuminuria category, and 339 patients stayed in the same
category, resulting in an NRI,; event Of —4.2% (95% CI -8.5
to —1.8; table 2).

Reclassification therefore decreased the proportion of
events in category Al and increased them in A2; however,
there was little change to the proportion of events in A3
(online suppl. fig. S1).

Renal Events

Sixty patients had a primary renal event (online suppl.
table S4), of whom 32 patients reached ESRD, 1 patient had
GFR without reaching ESRD and 27 patients died without
halving of GFR and/or reaching ESRD. The HRs and AUCs
were almost identical for ACR and eAER (table 3).

Of patients with events, 5 moved to a more advanced
albuminuria category, one to aless advanced category and
54 stayed in the same category, which leads to an NRIyen
6.7% (95% CI -1.2 to 14.5; table 4). Three hundred and
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Table 2. Reclassification matrices for CARE FOR HOMe participants with and without cardiovascular events

(applying Ellam equation for eAER)

ACR, eAER: events (n = 85), % eAER: no events (n = 358), %
0,
n(%® A A2 A3 Al A2 A3
Al 22 (25.9) 10 (11.8) 0 171 (47.8) 8(2.2) 0
A2 0 28 (32.9) 3(3.5) 2(0.6) 101 (28.2) 9 (2.5)
A3 0 1(1.2) 21 (24.7) 0 0 67 (18.7)

NRIpyen; = 14.1 (5.8-22.4)

NRI, event = —4.2 (-8.5 to ~1.8)

Given are Al: <30; A2: 30-300; A3: >300 mg/g creatinine. 95% ClIs are shown in brackets.

Table 3. HRs and AUC:s for cardiovascular and renal outcomes

ACR

eAER

Cardiovascular events
HR
AUC
Renal events
HR
AUC

1.49 (1.23-1.80)
0.60 (0.53-0.66)

2.33 (1.89-2.87)
0.71 (0.64-0.78)

1.46 (1.21-1.75)
0.59 (0.53-0.65)

2.25 (1.83-2.76)
0.71 (0.64-0.78)

HR (per unit increase in log;y ACR and eAER) respectively in univariate Cox regression analysis.

Table 4. Reclassification matrices for CARE FOR HOMe participants with and without renal events (applying

Ellam equation for eAER)

ACR, eAER: events (n = 60), % eAER: no events (n = 383), %
0,
n%) a1 A2 A3 Al A2 A3
Al 10 (16.7) 3(5.0) 0 183 (47.8) 15 (3.9) 0
A2 0 20 (33.3) 2(3.3) 2(0.5) 109 (28.5) 10 (2.6)
A3 0 1(1.7) 24 (40.0) 0 0 64 (16.7)

NRIpyent = 6.7 (~1.2 to 14.5)

NRIno event — -6.0 (—10.6 to 3.4)

Al: <30; A2: 30-300; A3: >300 mg/g creatinine. 95% CI are shown in brackets.

eighty three patients did not experience a renal event. Of
these, 25 patients were reclassified to a more advanced al-
buminuria category, 2 to aless advanced category and 356
patients stayed in the same category, which resulted in an
NRI,g event —6-0% (95% CI -10.6 to 3.4; table 4).

The Ix and the Walser equations, which - unlike the
Ellam equation - incorporate information on body weight
results (online suppl. table S1) reclassified patients simi-
larly to the Ellam equation in exploratory analyses.
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Discussion

Substituting eAER for ACR improved risk classifica-
tion of cardiovascular, but not of renal events. A net
14.1% of patients who went on to have a cardiovascu-
lar event were classified to higher albuminuria risk
categories by eAER than ACR. While this was at the
cost of 4.2% of those without a cardiovascular event also
being reclassified to a higher risk category, this is a rea-
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sonable cost to pay to better identify those at greater
risk.

We found no prognostic gain for renal outcome pre-
diction: while a net 6.7% of those who went on to have a
renal event were reclassified to a higher risk category, so
were 6.0% of those who did not have an event.

In contrast to NRI analyses, Cox regression models
and AUC:s for cardiovascular outcome prediction yielded
no substantially differences between eAER and ACR. We
consider the findings from NRI analyses to be more per-
tinent, as treatment guidelines [1, 13-15] refer to albu-
minuria categories, upon which NRI analyses are based.

Estimation of albuminuria is used to determine treat-
ment strategies in CKD; for example, for adjusting BP
targets [16, 17]. The use of eAER instead of ACR to clas-
sify patients to albuminuria categories may increase the
proportion of patients with more aggressive BP targets. It
is unknown whether this would reduce cardiovascular
events, or delay renal events. Subgroup analysis of the
MDRD [18] and AASK [19] studies suggest that patients
with high baseline albuminuria particularly benefited
from aggressive BP targeting. Of note, in both studies, re-
nal protein excretion was quantified from 24-hour collec-
tions. As the application of ACR from spot urine samples
will substantially underestimate albuminuria particularly
in young males, a substantial patient group may be de-
prived from the benefits of intensive BP treatment if 24-
hour urine collections and ACR estimation are errone-
ously equated.

In our study design, we decided a priori to include
death of any cause to both the primary cardiovascular and
renal study endpoints. It may be argued that such an ap-
proach will dilute our analyses. However, exploratory
analyses, in which non-renal death was not considered a
renal event, and non-cardiovascular death was not con-
sidered a cardiovascular event, yielded similar results
(data not shown).

Our study has some limitations: first, our primary
analysis is based on our choice of eAER estimating equa-
tion. We deliberately chose the Ellam equation, which is
the most suitable equation for automatic calculation and
reporting by laboratories because it is based only on age,
gender and ethnicity. Other eAER equations have been
published [6, 7]. These require body weight, which is sel-
dom reported to laboratories. In exploratory analyses, we
found that these equations [6, 7] yield similar findings
(online suppl. tables S5-S8).

Second, CARE FOR HOMe is a single-centre, medi-
um-size European cohort study, which recruits a Cau-
casian population referred to nephrologists, while the

eAER vs. Urine ACR as Outcome
Predictors

Ellam equation was developed and externally validated
among North American patients. Thus, confirmation
of our study results in larger and non-European CKD
cohorts, as well as in general population cohorts, is
needed.

Third, we measured albuminuria only from a single
spot urine sample at baseline and did not confirm our
measurement with a second sample.

Finally, we cannot prove that the better cardiovascular
risk prediction by eAER in comparison to ACR is fully
explained by its more precise estimation of 24-hour albu-
minuria. Instead, it may partly be caused by non-renal
determinants of the eAER, particularly by the male gen-
der and age. Compared to women, men have more fre-
quently higher estimates for 24-hour albuminuria with
eAER than with ACR, as the Ellam equation for the eCER
has greater weightings for men than for women. Vice ver-
sa, older age lowers the eCER. Thus, conventional cardio-
vascular risk factors — male gender and age — have oppos-
ing effects on eAER.

In summary, albuminuria categorisation by eAER bet-
ter risk stratifies for cardiovascular events, but not renal
events, than ACR. The actual clinical benefit of eAER
compared with ACR needs to be determined in further
studies.
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HDL Cholesterol @
Efflux Capacity and
Cardiovascular Events

in Patients With

Chronic Kidney Disease

Recent clinical studies have shown a strong correla-
tion between in vitro cholesterol efflux capacity (CEC)
and cardiovascular disease prevalence (1) and inci-
dence (2,3) that seems to be independent of high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels. We
tested the hypothesis that CEC predicts the incidence
of cardiovascular events in patients with chronic
kidney disease (CKD), a cardiovascular high-risk
group.

We studied 526 patients of the CARE FOR HOMe
study, an ongoing cohort study including patients
with CKD stage G2 through G4 at baseline
(estimated glomerular filtration rate [eGFR] 15 to
89 ml/min/1.73 m?. CARE FOR HOMe excluded
transplant recipients, pregnant women, participants
<18 years of age, patients receiving systemic
immunosuppressive medication, and patients who
had human immunodeficiency virus, -clinically
apparent infections, active malignancy, or acute kid-
ney injury.

The primary endpoint was a composite of athero-
sclerotic cardiovascular events and death of any

JACC VOL. 69, NO. 2, 2017
JANUARY 17, 2017:244-52

cause (CVE-D). Cardiovascular events were defined as
any of the following: myocardial infarction, coronary
artery or lower limb artery angioplasty/stenting/
bypass surgery, major stroke, carotid endarterectomy/
stenting, or nontraumatic lower extremity amputation
(above the ankle). As a secondary endpoint, we
analyzed cardiovascular events including cardiovas-
cular death (CVE).

CEC was measured by using a previously validated
assay that quantifies the capacity of apolipoprotein
B-depleted serum to accept radiolabeled cholesterol
from J774 macrophages (1,3). In good agreement
with these aforementioned studies, the mean CEC
was 12.2 + 2.4%, and the intra-assay/interassay
coefficients of variation were 7.3% and 6.9%,
respectively.

Categorical variables were compared by using the
Fisher exact test; continuous variables are presented
as mean =+ SD and were compared by using Student ¢
tests for independent variables. Correlation co-
efficients between continuous variables were calcu-
lated according to Pearson. For outcome analyses, we
first performed a Kaplan-Meier analysis with consec-
utive log-rank testing, and subsequent univariate and
multivariate Cox regression analyses, after stratifying
patients into quartiles according to their CEC and
HDL-C levels, respectively.

Mean patient age was 65 + 12 years, 41% of par-
ticipants were women, and the mean eGFR was
46 + 16 ml/min/1.73 m>. Fifty-two percent of patients
were receiving statin treatment; mean total choles-
terol, low-density lipoprotein cholesterol, and HDL-C
levels were 192 + 43 mg/dl, 114 + 36 mg/dl, and 52 +
17 mg/dl, respectively.

The correlation analysis showed that CEC was
associated with levels of HDL-C (r = 0.497; p < 0.001)
and apolipoprotein A-I (r = 0.563; p < 0.001). CEC
was higher in women (12.6 + 2.3%) than in
men (12.0 & 2.4%; p = 0.002) and lower in diabetic
(11.9 + 2.4%) than in nondiabetic (12.5 + 2.3%;
p = 0.011) patients; however, it did not differ between
patients with (12.0 + 2.5%) or without (12.4 + 2.3%;
p = 0.122) prevalent cardiovascular disease at study
initiation.

During a mean follow-up period of 4.6 4 2.0 years,
the primary (CVE-D) and secondary (CVE) endpoint
occurred in 142 and 114 patients, respectively. These
patients were older and had a higher prevalence of
diabetes mellitus and lower eGFR, than patients
without CVE/CVE-D.

Unexpectedly, after stratifying patients into quar-
tiles, baseline CEC did not predict cardiovascular
outcome in the Kaplan-Meier analyses (log-rank
p = 0.267 [CVE-D]; p = 0.100 [CVE]) or in the
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FIGURE 1 CVE and CVE-D According to Models Based on HDL-C and CEC
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_______a____'__'c_)_'le_'__)_'_f__J_”f_‘_e____clr_____f_'? ______________________ 1: _______________ N + (patients/events/HR/95% Cl)  (patients/events/HR/95% Cl)
CVE-D (univariate) —_ — ' Q1 126/42/reference Q1 126/49/reference

. : + Q2 131/28/0.78/0.47-1.29 Q2 131/33/0.74/0.47-1.17
CVE-D (adjusted for CVRF) VT : Q3 136/21/0.60/0.34-1.06 Q3 136/30/0.67/0.40-1.10
CVE-D (additionally adjusted for TC and CEC) E *> E Q4 132/23/1.05/0.54-2.06 Q4 132/30/1.05/0.58-1.90
CVE (univariate) E—’—— E Exposure of interest
CVE (adjusted for CVRF) _ ] CEC
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CVE-D (adjusted for CVRF) ; . i Q2 131/22/0.58/0.33-1.00 Q2 131/31/0.68/0.42-1.11

- ] ' 1 Q3 133/24/0.67/0.39-1.15 Q3 133/31/0.71/0.43-1.16

CVE-D (additionally adjusted for TC and HDL-C) P i Q4 130/31/0.91/0.51-1.62 Q4 130/38/0.94/0.55-1.59

0.1 10

—

Hazard ratios (HRs) and 95% confidence intervals (Cls) derived from Cox proportional hazards models are shown for the comparisons of quartile 4 (Q4) (highest) with
quartile 1 (Q1) (lowest) of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) or cholesterol efflux capacity (CEC), respectively. Cardiovascular risk factors (CVRF) included
age, sex, body mass index, mean blood pressure, smoking status, estimated glomerular filtration rate, and log albuminuria. Number of patients, number of patients with
event, and fully adjusted HRs and their 95% Cls are shown for each of the quartiles. CVE = cardiovascular events including cardiovascular death; CVE-D = composite of

atherosclerotic cardiovascular events and death of any cause; TC = total cholesterol.

multivariate Cox regression analyses. HDL-C pre-
dicted cardiovascular outcome in univariate but not
in adjusted analyses (Figure 1).

In conclusion, our results suggest that CEC is not
a prognostic cardiovascular risk marker in patients
with CKD. We admit that the limited number of par-
ticipants in this monocentric study affects the sta-
tistical power of the analyses. However, our findings
are in agreement with a recent analysis from the
4D Study including prevalent dialysis patients (4).
Further studies are needed to confirm our results
and to test whether anti-inflammatory or vasopro-
tective activities of HDL (5) predict CVE in patients
with CKD.
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Abstract

Background and objectives Progression of CKD toward ESRD is heterogeneous. The Kidney Failure Risk
Equation (KFRE) was developed to identify CKD patients at high risk of ESRD. We aimed to externally validate
KFRE and to test whether the addition of predefined Duplex ultrasound markers — renal resistive index (RRI) or
difference of resistive indices in spleen and kidney (DI-RISK) — improved ESRD prediction.

Design, setting, participants, & measurements The prospective Cardiovascular and Renal Outcome in CKD 2-4
Patients—The Fourth Homburg evaluation (CARE FOR HOMe) study recruits CKD stage G2-G4 patients
referred to a tertiary referral center for nephrologic care. Four hundred three CARE FOR HOMe participants
enrolled between 2008 and 2012 had available RRI measurements at study inclusion; they were subsequently
followed for amean of 4.4+1.6 years. This subcohort was used to validate KFRE and to assess the added value of
the ultrasound markers (new models KFRE+RRI and KFRE+DI-RISK). Model performance was assessed by
log-likelihood ratio test, c-statistic, integrated discrimination improvement metrics (for study participants
without subsequent ESRD [IDI y, gsrp] and for patients with ESRD [IDI gsgp]), and calibration plots. If either
new model improved on KFRE, we determined to validate it in an independent cohort of 162 CKD patients.

Results KFRE predicted ESRD in CARE FOR HOMe participants with a c-statistic of 0.91 (95% confidence
interval, 0.83 to 0.99). Adding RRI improved the KFRE model (P<<0.001), and the KFRE+RRI model was well
calibrated; however, the c-statistic (0.91 [0.83-1.00]) was similar, and overall sensitivity (IDI n, gsrp=0.05
[0.00-0.10]) or overall specificity (IDI gsrp=0.00 [0.00-0.01]) did not improve. Adding DI-RISK did not improve
the KRFE model. In the external validation cohort, we confirmed that the KFRE+RRI model did not outperform

KFRE.

Conclusions Routine Duplex examinations among CKD patients did not improve risk prediction for progression

to ESRD beyond a validated equation.

Clin ] Am Soc Nephrol 11: eee—eee, 2016. doi: 10.2215/CJN.08110715

Introduction
CKD is a major public health issue because of its high
prevalence, adverse outcomes, and high cost (1,2). Of
note, the majority of CKD patients have mild to mod-
erate disease, and only a few patients ultimately re-
quire renal replacement therapy (3). Moreover,
interindividual progression of CKD is very heteroge-
neous. Whereas some patients with mild to moderate
CKD suffer a rapid decline in GFR with an early need
for renal replacement therapy, others have stable kid-
ney function for years (4). Recent KDIGO guidelines
advocated the identification of CKD patients at higher
risk of rapid progression, who may benefit from in-
tensive preventive or therapeutic strategies (4).
Various models to predict CKD progression have
been published (5,6); however, systemic review arti-
cles identified only two models with acceptable clin-
ical utility and usability; namely, one from Johnson

www.cjasn.org Vol 11 April, 2016

et al. and the Kidney Failure Risk Equation (KFRE)
(7,8). Nevertheless, many physicians consider the ac-
curacy and precision of current models for predicting
CKD progression to be limited, which substantially
hinders their integration into daily clinical routine.
Against this background, it has repeatedly been
suggested that Duplex markers — particularly the re-
nal resistive index (RRI) — may predict CKD progres-
sion (9-11). However, although elevated RRI
predicted adverse renal outcome in several cohort
studies (10-18), these were mostly small-sized, and
RRI was not compared against established models
for CKD progression. Moreover, there is concern
that RRI may not provide organ-specific information
on structural or functional abnormalities within the
kidneys, but rather reflects systemic vascular disease.
It has been postulated that calculating the difference
of resistive indices in spleen and kidney (DI-RISK)
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may provide more specific information on renal damage;
however, prospective data on the predictive value of
DI-RISK are completely missing.

In the present study, we aimed to (1) externally validate
KFRE to predict development of ESRD, (2) analyze
whether addition of either RRI or DI-RISK improved the
prediction of ESRD and, if either Duplex ultrasound
marker did improve risk prediction, to (3) validate the
new model in an external data set.

Materials and Methods
Data Sources

Two cohorts were used: (1) The Cardiovascular and Re-
nal Outcome in CKD 2-4 Patients—The Fourth Homburg
evaluation (CARE FOR HOMe) study recruited patients
who visited the outpatient department of Saarland Univer-
sity Medical Center between September 2008 and Novem-
ber 2012 with CKD (GFR categories 2-4) (4,19,20).
Excluded were pregnant women, allograft recipients, pa-
tients aged <18 years, and those who were HIV-positive,
with clinically apparent infections, active malignancy and/
or acute kidney injury (2). The Hannover cohort comprised
CKD patients attending the outpatient department of
Hannover Medical School between June 1995 and September
1999 who had at least one of the following characteristics:
creatinine clearance of <75% of their normal value for age
and sex, a proteinuria of 150 mg/d or more and/or hyper-
tension, or other established CKD. In all patients, renal artery
stenosis was excluded by color Doppler ultrasound.

Informed consent was obtained from all patients. Both
studies adhered to the Declaration of Helsinki, and were
approved by ethics committees in Saarbriicken and
Hannover, Germany.

Outcome

The primary outcome was ESRD, defined as a hemodi-
alysis session, insertion of a peritoneal dialysis catheter, or
renal transplantation, whichever occurred first. In both
cohorts, patients were invited for regular follow-up exam-
ination (annually for CARE FOR HOMe; at months 3, 6,

and 12, and then annually for Hannover). Physicians
blinded to the results of the Duplex ultrasound measure-
ments treated the patients.

Predictors

CARE FOR HOMe was used to validate the KFRE four-
variable model (referred to as model 3 in the original pub-
lication and in the following) (8), which was comprised of
age (per 10 years), eGFR (per 5 ml/min per 1.73 m?, ac-
cording to the MDRD formula), sex, and urine albumin-to-
creatinine ratio (ACR). eGFR and ACR were assessed as
reported earlier (21). The KFRE prediction model formula
with hazard ratios is:

KFRE index =(eGFR/5) * In(0.57) 4+ (Age/10) * In(0.80)
+ Sex|[ = 1 if Male, 0 if Female] = /n(1.26)
+ In(ACR) = In(1.60)
()

where In is the natural log function.

A detailed description of ultrasound studies applied in
both cohorts has been published previously (12,19). Briefly,
in CARE FOR HOMe, ultrasound was performed with a
Sequoia C512 unit (Acuson, Thousand Oaks, CA), using a
vector probe (model 4V1; 1-4 MHz, Acuson) by trained
sonographers who were supervised by a single nephrolo-
gist with long-term experience in ultrasound studies. RRI
was the mean of the measurements in three interlobar ar-
teries along the border of the medullar pyramids in the
upper, middle, and lower pole of each kidney. In the
spleen, Doppler spectra were obtained from the segmental
branches of the splenic artery at the entry into the paren-
chyma to reach comparable conditions.

Resistive indices were calculated as follows:

RI =(1 — [Maximum end-diastolic velocity/

Maximum systolic velocity]) * 100 )

The difference of resistive indices in spleen and kidney was
calculated as follows:

Table 1. Comparison of baseline characteristics between the development cohort and the validation cohort

Variable All Patients C ADRe]\E/ eli}g};{mggﬁ\z:;};gﬁi%) Vahdg:l:olrgZC)Ohort P Value
Age (years) 60.3£15.3 64.6+12.6 49.8+16.4 <0.001
Body weight (kg) 83.3%£17.6 86.4+17.5 75.7*x15.3 <0.001
Body height (cm) 169.4+9.4 168.9+9.5 170.6%9.3 0.06
Gender (female) 235 (41.6%) 168 (41.7%) 67 (41.4%) >0.99
Albuminuria (mg/g creatinine) 44 (15; 204) 32 (7; 194) 57 (32; 318) 0.61
eGFR (ml/min/1.73 m?) 55.7£32.7 45.8+16.0 80.2+47.6 <0.001
BMI (kg/mz) 29.0£5.6 30.2%5.5 26.0+4.5 <0.001
Systolic BP (mmHg) 157£25 154+23 164+26 <0.001
Diastolic BP (mmHg) 90*14 87x12 97*+15 <0.001
Creatinine (mg/dl) 1.620.9 1.6*0.6 1.7x14 0.42
RRI 72*9 74+9 6810 <0.001
Depicted are mean+SD, or counts (percentages), as appropriate. Because of skewed distribution, albuminuria is given as median
(interquartile range). Conversion factors for units: serum creatinine in mg/dl to mol/L, X88.4. Information on CARE FOR HOMe is based
upon those 403 patients who had baseline renal Duplex ultrasound examinations. BMI, body mass index; RRI, renal resistive index.
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DI-RISK = mean renal RI — mean splenic RI 3)

We did not measure RRI and DI-RISK in patients with
atrial fibrillation, with bilateral or solitary kidney renal
artery stenosis, or with bilateral hydronephrosis of grade 1II
or higher. Furthermore, DI-RISK was not measured in pa-
tients with splenectomy, with ultrasound signs of portal
hypertension (splenomegaly and/ or dilatation of the por-
tal vein), or with hemodynamically relevant stenosis of the
celiac trunk (peak systolic velocity =2.0 m/s).

In the Hannover external validation cohort, baseline
proteinuria had been assessed as 24-hour urinary protein
excretion, which was converted to ACR using the same
methodology as the KFRE developers (8). Ultrasound
studies were performed with an Ultramark 9 High Defini-
tion Imaging ultrasound machine (Advanced Technology
Laboratories, Bothell, WA), using either a C 2-4 MHz
curved array or a P 2-3 sector multifrequency transductor
with a 2.5 MHz pulsed Doppler frequency. RRI was mea-
sured in segmental arteries from the upper, middle, and

Addition of Duplex Markers to KFRE, Lennartz et al. 3

lower pole of each kidney, and mean RRI was calculated
as the average of four to six measurements, using the same
equation as in the development cohort.

Statistical Methods

Data are presented as mean*SD (for parameters with
skewed distribution, median [interquartile ranges]), or as
numbers (percentage), as appropriate, and compared with
the ¢ test for independent samples, or with the Fisher exact
test. For regression analysis, patients were censored at death.

In CARE FOR HOMe, the only missing data were
ultrasound measurements, and these were not at random.
Therefore, we did not impute missing data. In the Hannover
data set the only missing data were four (2.5%) ACR. We
created five data sets using multiple imputations based on
chained equations to these predict missing values based on
the values of all other predictors. We used the mean of the
imputed values in the final analysis. All metrics are
presented with 95% confidence interval (95% CI) unless
otherwise indicated.

Table 2. Development of the new models

Statistic Baseline Model New Model 1 New Model 2 Validation cohort
(KFRE) (KFRE+RRI) (KFRE+DI-RISK) (KFRE+RRI)
Number of patients 403 403 370 162
Number with ESRD 52 52 49 23
Beta coefficients
KFRE index® 0.827 (0.659-0.995)  0.861 (0.676-1.05) 0.832 (0.654-1.01) 0.811 (0.446-1.18)
RRI per 5 units 0.332 (0.149-0.515) 0.198 (-0.113-0.510)

DI-RISK per 5 units

Hazard ratios
KFRE index®
RRI per 5 units

DI-RISK per 5 units

R2
c-statistic
Assessment censored

at 3 years

Number with =3 years
follow up

Number with ESRD
within 3 years

c-statistic (AUC)

Integrated Sensitivity
Integrated 1-Specificity

IDI o ESRD

IDI ESRD

2.29 (1.93-2.71)

0.29 (37.7%)
0.91 (0.83-0.99)
371

29
0.91 (0.87-0.95)
0.31 (0.24-0.38)

0.06 (0.05-0.07)

2.37 (1.97-2.84)
1.39 (1.16-1.67)

0.31 (40.7%)
0.91 (0.83-1.00)
371

29
0.92 (0.89-0.96)
0.36 (0.27-0.45)
0.06 (0.04-0.07)
0.05 (0.00-0.10)

0.00 (0.00-0.01)

0.223 (-0.027-0.473)

2.30 (1.92-2.74)

1.25 (0.97-1.60)

0.29 (38.4%)
0.92 (0.83-1.00)

2.25 (1.56-3.24)
1.22 (0.89-1.67)

0.43 (57.3%)
0.95 (0.83-1.00)

KFRE, Kidney Failure Risk Equation; RRI, renal resistive index; DI-RISK, difference of resistive indices in spleen and kidney; AUC, area
under the curve; IDI v, psrp, integrated discrimination improvement metrics for patients without subsequent ESRD; IDI ggrp, in-
tegrated discrimination improvement metrics for patients with subsequent ESRD. c-statistic is Harrel’s c-statistic. R? is presented as a

proportion and percentage of the maximum possible R2.
*KFRE index from Equation 1.
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Validation of KFRE. Using all available data, we as-
sessed the performance of KFRE on the CARE FOR HOMe
cohort by measures of discrimination, namely the c-statistic
and R? (Cox & Snell) (22), and by assessment of calibration
by graphical means. The c-statistic is a measure of discrim-
ination, where 1 indicates perfect discrimination between
those who do and do not have the event, and 0.5 indicates
the test is no better than a coin toss. R? is a measure of the
proportion of variation explained and is given as a raw
number and a proportion of the maximum R? for the cohort
being examined.

Calibration necessarily requires censoring the data at a
specific period, we chose 3 years, and we assessed calibra-
tion by plotting predicted versus actual risk for the risk of
ESRD 3 years following recruitment.

Development of KFRE + Ultrasound Measurement
(New Models). We used Cox regression models to combine
the KFRE index with the RRI and DI-RISK (separately) to
create two new models. We assessed the incremental
prognostic values of RRI and DI-RISK when added to the
KFRE index by the log likelihood ratio test. We determined
a priori to internally and externally validate any new model
where the log likelihood ratio test statistic was <0.05. As
for calibration, we predicted events within 3 years and
quantified the added value of the ultrasound measurement
by the difference in c-statistic and the integrated discrim-
ination improvement metrics for patients without sub-
sequent ESRD (IDI y, gsrp) and for patients with
subsequent ESRD (IDI ggrp) (23). We visualized the differ-
ence in 3-year model performance with a risk assessment
plot and assessed model performance by the integrated
sensitivity (IS), integrated 1-specificity (IP) along with the
c-statistic (24,25).

Internal Validation of the New Models. We internally
validated the new models with bootstrapping (500 samples
with replacement) to estimate the c-statistic adjusted for
optimism.

External Validation of the New Models. We assessed
the predictive performance of the new models on the
Hannover cohort using the same measures as described.

Results

Of the 444 patients within the CARE FOR HOMe data
set, 9.2% (n=41) had no RRI measurements, and 16.7%
(n=74) had no DI-RISK measurements, mainly because
they fulfilled exclusion criteria for ultrasound studies. Val-
idation of KFRE and development of the ultrasound model
with RRI was performed on the 403 (KFRE+RRI) patients
with RRI measures and development of the ultrasound
model with DI-RISK on 370 (KFRE+DI-RISK) patients.
There were 162 patients in the Hannover validation cohort.

The CARE FOR HOMe and Hannover cohorts differed
in several key baseline aspects, namely age, body weight,
eGFR, BMI, BP, and RRI (Table 1).

Patients in CARE FOR HOMe RRI cohort were followed
for a mean of 4.4+1.6 years. Among those participants who
had baseline RRI measurements, 52 patients experienced
ESRD. As expected, patients who progressed toward
ESRD were more likely to have prevalent diabetes mellitus,
to be male, to have more advanced CKD at baseline, and
higher systolic BP. Moreover, they had higher RRI than
patients who did not progress toward ESRD (Supplemental

Table 1). There were 371 patients with follow-up of
>3 years, 29 of whom developed ESRD within 3 years.

There were 162 patients in the validation cohort, 23 of
whom experienced ESRD during a follow-up period of
2.8+1.4 years. Again, patients who progressed toward
ESRD had more severe CKD, higher BP, and higher RRI
at baseline (Supplemental Table 2).

Validation of KFRE

KFRE was predictive of ESRD in the CARE FOR HOMe
cohort with a c-statistic of 0.91 (0.83-1.00) (Table 2). For pre-
dicting 3-year events it was well calibrated (Figure 1, A).

Model Development

The likelihood ratio test indicated that addition of RRI to
KFRE improved the fit of the data to the observed outcomes
(P<0.001). The hazard ratio for the KFRE variable did not
substantially change in the new model. The hazard ratio
for RRI per five units was 1.39 (1.16-1.67). More of the
model’s variance is explained by the addition of RRI, re-
flected by a greater R®. However, the addition of RRI did
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Figure 1. | Calibration curves for ESRD at 3-years. (A) The Kidney
Failure Risk Equation (KFRE) and (B) The Kidney Failure Risk Equation
plus renal resistive index (KFRE+RRI). Dotted lines represent the
calibration curve. Triangles represent the quintile mean values.
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not appear to improve discrimination: the c-statistic of the
KFRE+RRI was 0.91 (0.83-1.00), similar to that of the
KFRE model.

The addition of DI-RISK did not improve the perfor-
mance of the KFRE model (P=0.09). There were no differ-
ences in the c-statistics between the new model and the
KFRE model (Table 2). The confidence intervals for the
hazard ratio DI-RISK straddled 1 (Table 2). For these rea-
sons, no further investigation of KFRE+DI-RISK was per-
formed and all further reference to the new model is to
KFRE+RRIL

New Model Performance at 3 Years

The performance of the new model (KFRE+RRI) was
assessed at 3 years. The c-statistic was good (0.92 [0.89—
0.96]); (Table 2). Figure 2 illustrates that the models had
much better overall specificity (IP for the new model of
0.06; ideally zero) than sensitivity (IS for the new model of
0.36; ideally one). The new model did not improve overall
sensitivity (IDI no gsrp=0.05 [95% CI, 0.00 to 0.10]) or over-
all specificity (IDI gsrp=0.00 [95% CI, 0.00 to 0.01]). There
was no difference in c-statistic between the models
(P=0.18). The risk assessment plot showed that the only
improvement in risk assessment was for those already at
>0.4 probability of ESRD within 3 years, for whom there
was a small increase in predicted risk of the event (Figure
2). The equation to calculate individual 3-year risk is avail-
able in the Supplemental Material.

The new model was well calibrated (Figure 1, B).

Internal Validation. Internal validation of the new
model showed minimal adjustment, the optimum adjusted
c-statistic was 0.91 and R? was 0.41 (53%).
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Figure 2. | Risk assessment plot illustrating added value of renal
resistive index (RRI). Plotted is the calculated risk of ESRD against
sensitivity (gray lines) and 1-specificity (black lines). The dotted lines
are for the baseline model and the solid solid lines for the new model.
Improvement of the new model over the old model is seen by sepa-
ration between the dotted lines and the solid lines. For sensitivity (gray
lines) this means the solid curve nearer the upper right-hand corner
than the dashed curve. For 1-specificity (black lines) this means the
solid curve nearer the lower left-hand corner than the dashed curve.
The integrated sensitivity (IS) for each model is the area under the gray
lines, the integrated 1-specificity (IP) is the area under the black lines.
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External Validation on the Hannover Cohort. We cal-
culated for each patient in the external validation cohort the
KFRE index, then validated the new model with the beta
coefficients from the development cohort (Table 2) for
KFRE and RRI. The c-statistic was 0.95 (0.83-1.00) and
R? was 0.43 (57%). The calibration was fair (Figure 3).

Discussion

It has been repeatedly hypothesized that Duplex ultra-
sound parameters may allow precise identification of CKD
patients at high risk for progression toward ESRD (9-11).
Duplex ultrasound studies are considered particularly at-
tractive because they are noninvasive and seemingly inex-
pensive, which may facilitate their integration into clinical
practice.

Among various ultrasound parameters, RRI gained most
interest in clinical nephrology. RRI has been suggested to
closely mirror organ-specific kidney damage (26), and has
predicted adverse renal outcomes in previous small- and
medium-sized cohort studies (10,11,13,14), including an
earlier publication from the validation cohort of the pre-
sent study (12).

However, we and others have objected to the idea that
RRI is an organ-specific marker: in clinical studies, RRI is
more closely associated with cardiovascular risk factors
and with markers of systemic atherosclerosis than with
functional and structural renal markers (19,27-29). Addi-
tionally, experimental data support the assumption that
RRI is more strongly associated with systemic vascular
changes than with local renal damage (30-32).

This led us to propose that RRI should be adjusted for
resistive indices measured in other intra-abdominal paren-
chymal organs accessible for Duplex ultrasound, such as
the spleen (33). We hypothesized that systemic factors
should affect renal and splenic resistive indices to a similar
degree. If this holds true, the difference of resistive indices
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Figure 3. | Calibration curve in the Hannover validation cohort for
ESRD at 3-years for The Kidney Failure Risk Equation plus renal re-
sistive index (KFRE+RRI). Dotted lines represent the calibration
curve. Triangles represent the quintile mean values.
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in spleen and kidney (DI-RISK) will eliminate extrarenal
determinants and thus yield a more organ-specific ultrasound
marker. Cross-sectional studies among healthy volunteers and
CARE FOR HOMe study participants seemingly supported
our approach, because DI-RISK measurements were indepen-
dently associated with renal function, but not with markers of
extrarenal vascular disease (19).

Unfortunately, to date, few attempts have been made to
compare Duplex ultrasound parameters with validated
prediction models for CKD progression, or to integrate
Duplex ultrasound parameters into these models. This is of
particular importance, because ultrasound studies are both
time-consuming and operator-dependent.

In the present analyses, we confirmed that the KFRE
has a good discrimination and calibration for prediction
of ESRD among patients with CKD stages G2-G4. To the
best of our knowledge, CARE FOR HOMe is the fourth
European cohort that validates the KFRE in a mainly
white population, following the Dutch multifactorial ap-
proach and superior treatment efficacy in renal patients
with the aid of nurse practitioners (34) and the Scottish
Grampian Laboratory Outcomes Mortality and Morbidity
Study-I and Grampian Laboratory Outcomes Mortality
and Morbidity Study-II (35). It extends the applicability
of the KFRE to patients with less severe CKD, because
CARE FOR HOMe recruited CKD stage G2-G4 patients,
whereas the KFRE development and validation cohorts
both included CKD stage G3-G5 patients.

Next, we identified that — when added to the KFRE
model — RRI was independently associated with adverse
renal outcome, but DI-RISK was not. However, although
RRI improved the fit of the data to the outcome, was well
calibrated, and helped explain some of the variability in
CKD progression, it did not improve discrimination.

Finally, we confirmed in our validation cohort that the new
model, which included RRI, did not outperform the KRFE.

We acknowledge several limitations of our study. First,
we deliberately focused our analysis on the implication of
adding Duplex ultrasound markers to KFRE model 3,
which is, to the best of our knowledge, the most used
model in clinical practice (34,35). We did not analyze other
KFRE models, which require more sophisticated labora-
tory parameters, or the Johnson equation, which is seldom
used in clinical practice. We acknowledge that, in individ-
ual patients, the more sophisticated KFRE models may
allow better prediction; however, their overall perfor-
mance is similar to KFRE model 3 (8). Anyway, the incre-
mental contribution of RRI or DI-RISK to a renal prediction
model may be even smaller in those comprehensive
KFRE models that include a broader range of laboratory
parameters and have better prognostic power than the
KFRE model 3.

Second, in our validation cohort, no original data on
albuminuria were available, therefore we converted pro-
teinuria to ACR following an algorithm, as suggested by
Tangri and colleagues (8). Third, both cohorts recruited
mainly white participants, and we cannot provide data
for other ethnic groups. Fourth, although CARE FOR
HOMe recruited substantially more study participants
than earlier cohort studies that analyzed Duplex ultra-
sound, it is still a small cohort and the confidence intervals
of the discrimination statistics for the addition of RRI to

KFRE are broad. This means that we cannot rule out no
benefit of RRI, merely not a substantial one. Confirmation
of our results in even larger cohort studies would be de-
sirable. Fifth, the Hannover cohort is small and so only
substantial differences in c-statistic would be noted. The
younger ages, less-advanced CKD, and different site of RRI
measurements in this cohort were factors that could, but
did not, contribute to substantial differences in c-statistic.
However, the different demographics and site of RRI may
explain the poor calibration. Finally, our study focuses on
renal end-points, and future cohort studies may assess the
implication of Duplex ultrasound parameters on other out-
comes, such as cardiovascular event rate and mortality.

In summary, this study failed to support the hypothesis
that Duplex ultrasound markers improve risk prediction of
ESRD among patients with prevalent CKD over and above
that of the KFRE equation. Thus, we advocate against
routine measurement of Duplex ultrasound markers when
aiming to predict the risk of CKD progression.
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