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1. Zusammenfassung 

Diese Studie befasst sich mit der prognostischen Bedeutung zellfreier DNA nach 

Bypassoperationen am Herzen unter Einsatz der Herzlungenmaschine im Zusammenhang mit 

akuter Nierenschädigung (AKI). Durch den Einsatz einer Herzlungenmaschine werden sowohl 

physiologische Mechanismen beeinflusst als auch das Immunsystem aktiviert, was zu einer 

systemischen Inflammation mit Aktivierung von unter anderem neutrophilen Granulozyten 

führt. Neutrophile Granulozyten können durch Freisetzung extrazellulärer Neutrophilenfallen 

(neutrophil extracellular traps - NETs) zusätzliche Gewebeschäden bewirken. Durch die 

Induktion von Apoptose und Zellnekrosen im Rahmen der Inflammation wird ebenfalls 

nukleäre DNA freigesetzt, was zu einem Anstieg der zirkulierenden zellfreien DNA (cfDNA) 

führt.  

In dieser prospektiven Studie wurden 58 Patienten eingeschlossen, welche alle unter Einsatz 

der Herzlungenmaschine eine Bypassoperation erhielten. 21 Patienten entwickelten eine AKI 

(drei davon dialysepflichtig) und 37 Patienten wiesen eine normale Nierenfunktion innerhalb 

des Beobachtungszeitraums auf. Fünf Patienten der AKI-Gruppe verstarben im postoperativen 

Verlauf. 

In allen Patienten wurden sowohl präoperativ, als auch unmittelbar postoperativ, sowie am 

ersten, zweiten, dritten und fünften postoperativen Tag die Biomarker Kreatinin, Neutrophilen-

Gelatinase-assoziiertem Lipocalin (NGAL) und cfDNA/NETs im Blutplasma quantifiziert. Die 

Bewertung des Prognosewertes der Biomarker bezüglich eines AKI erfolgte anhand von ROC-

Kurven (receiver operating characteristic curve). Erfasst wurden außerdem perioperative 

Voraussetzungen wie Vorerkrankungen, Medikation, BMI und Geschlecht der Patienten, sowie 

die Dauer und Art des Eingriffes bzw. der Zeitraum unter Einsatz der Herzlungenmaschine. 

Miteinbezogen wurde auch die Verweildauer auf Intensivstation und die Ein-Jahres-Mortalität. 

 

Die Analyse der Plasmaspiegel zeigte, dass die cfDNA- und NGAL-Spiegel bei AKI-Patienten 

stark anstiegen, im Gegensatz zur Nicht-AKI-Gruppe. Diese Unterschiede konnten auch bis 

Tag 3 bzw. Tag 5 nach der Operation beobachtet werden. Im Vergleich zur Gruppe mit früher 

AKI waren die cfDNA-Spiegel bei Patienten, die eine späte AKI (>24 Stunden postoperativ) 

entwickelten, signifikant erhöht.  

Bei der Entwicklung einer frühen AKI (innerhalb der ersten 24 Stunden postoperativ) hingegen 

zeigten die Biomarker NGAL und Kreatinin im Vergleich zur cfDNA eine höhere Signifikanz.  

NGAL konnte somit in den ersten 24 Stunden nach Operation als ein valider 

Vorhersageparameter für die frühe AKI verwendet werden. Als präziser Prädiktor für die späte 

AKI konnte am dritten postoperativen Tag die cfDNA mit einem Schwellenwert von 260,53 

ng/ml (AUC = 0,804) ermittelt werden; im Vergleich dazu zeigten NGAL (AUC = 0,699) und 

Kreatinin (AUC =0,688) eine geringere AUC.  
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Es deutete sich ein Zusammenhang zwischen erhöhter Mortalität und dem Anstieg von NGAL 

an. Dieser konnte in Bezug auf cfDNA nicht beobachtet werden.   

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten insgesamt darauf hin, dass die Bestimmung der cfDNA-

Spiegel ab dem ersten postoperativen Tag ein wertvolles Instrument zur Vorhersage von 

später AKI nach Herzoperationen mit Herzlungenmaschineneinsatz sein könnte. 

 

2. Einleitung 

2.1. AKI (akute Nierenschädigung) und Herzoperationen 

Die Koronararterienbypassoperation (CABG) hat sich als eine der wichtigsten Therapieformen 

zur Verlängerung des Überlebens und zur Verbesserung der Lebensqualität von Patienten mit 

koronarer Herzkrankheit (KHK) erwiesen1. Eine Koronararterienbypass-Operation wird als 

Hochrisikoverfahren angesehen, das mit einer 30-Tage-Morbiditäts- und Mortalitätsrate von 

jeweils bis zu 14,0 %  bzw. 2,4 % einhergeht 2 3. Das typische Operationsverfahren dauert drei 

bis vier Stunden. Der Krankenhausaufenthalt umfasst in der Regel fünf bis sieben Tage. Die 

Patienten benötigen nach der Entlassung sechs bis zwölf Wochen, um sich vollständig zu 

erholen4. 

Es gibt grundsätzlich zwei Möglichkeiten, eine CABG durchzuführen: On-Pump-CABG und 

Off-Pump-CABG. Der Beginn beider Eingriffe ist sehr ähnlich, ein Chirurg entnimmt Blutgefäße 

aus den Extremitäten oder der Brust5 und implantiert diese am Herzen als Ersatz für die nicht 

mehr funktionsfähigen Herzkranzgefäße.  

Bei der On-Pump-CABG wird eine iatrogene Asystolie erzeugt, während die Blutversorgung 

des Körpers durch die Herzlungenmaschine aufrechterhalten wird5. 

Bei der Off-Pump-CABG transplantiert der Chirurg das Blutgefäß am schlagenden Herzen 

ohne den Einsatz einer Herzlungenmaschine.  

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich Patienten die sich einer On-Pump-Operation 

unterzogen haben eingeschlossen.  

Weltweit werden jährlich mehr als zwei Millionen Herzoperationen durchgeführt 6. Zu den 

schwerwiegenden Komplikationen zählt unter anderem die akute Nierenschädigung (AKI, 

acute kidney injury). Die akute Nierenschädigung, früher “akutes Nierenversagen”, gilt 

allgemein als häufige Komplikation bei Herzoperationen7. Die ursächliche Schädigung 

unterliegt einer multifaktoriellen Genese und wird unter anderem durch Ischämie, Toxizität und 

embolische Ereignisse 8 9 verursacht. Die Diagnose von AKI umfasst im klinischen Alltag 

typischerweise die Messung der Serumkreatininkonzentration und der Urinausscheidung. 

Leitliniengerecht werden die Kriterien der „Kidney Disease: Improving Global Outcomes“ 

(KDIGO) zur Differenzierung der AKI empfohlen 10.  
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Um weitere Nierenschädigungen zu vermeiden, ist das frühzeitige Erkennen dieser Risikofälle 

unerlässlich, damit eine sofortige Therapie mittels Flüssigkeitsmanagement und vasoaktiven 

Medikamenten eingeleitet werden kann 11. 

Durch die Verwendung von Fremdoberflächen im Rahmen der Herstellung eines 

extrakorporalen Kreislaufs (z.B. Filter und Plastikschläuche) kommt es zur Inflammation und 

somit zur unspezifischen Aktivierung des Immunsystems (SIRS). Diese kann zur Entwicklung 

postoperativer Komplikationen einschließlich der oben genannten AKI beitragen12-14. Abhängig 

von Definition und Art des Eingriffs in den verschiedenen Studien schwankt die Inzidenz 

postoperativer AKI zwischen 5 und 42% 7 15.  

Blutungskomplikationen sowie Inflammationsprozesse können zu einer Nieren-

minderdurchblutung führen. Durch HLM-induzierte Veränderungen der Hämodynamik kommt 

es zu einem erniedrigtem Herzzeitvolumen während des operativen Eingriffs, was ein häufiger 

Auslöser für die AKI in der frühen postoperativen Phase ist 16 17. Auch eine kurzweilig 

persistierende Organischämie der Niere kann eine strukturelle tubuläre Schädigung auslösen. 

Hierbei führt eine Störung der renalen tubulären Epithelzellen zu einer tubulären Dysfunktion. 

Eine renale Minderdurchblutung sowie tubuläre Zellschädigung tritt vor allem bei oxidativem 

Stress und inflammatorischen Ereignissen auf 18. Durch den Kontakt mit dem extrakoporalen 

Kreislauf werden beispielsweise Cytokine wie Interleukin (IL)-6 und -10, aber auch das 

Komplementsystem aktiviert, was zu einer vermehrten Endotheldysfunktion, 

Thrombozytenaktivierung und somit zur Zellschädigung führt 19. 

Da es bislang keine klinisch etablierte spezifische effektive Therapie für AKI nach 

Herzoperationen gibt, kann die Identifizierung neuartiger und sensitiver Biomarker, die eine 

AKI bereits vor der klinischen Diagnose erkennen können, von Vorteil für die Entwicklung 

neuer Präventionsstrategien sein. Hierzu wurde beispielsweise die Wirkung von ACE-

Hemmern auf die Verminderung von PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) zur Reduktion 

prokoagulatorischer Faktoren untersucht, jedoch kam auch heraus, dass durch den 

vermehrten Anfall von Bradykinin auch das IL-6 erhöht wird. Die Rolle von ACE-Hemmern 

muss noch weiter untersucht werden 19. Auch gibt es Untersuchungen mit verschiedenen 

Biofilmen, welche das extrakorporale System auskleiden, um ein natürlicheres Umfeld und 

damit weniger Immunaktivierung zu provozieren. Die Ergebnisse zeigten bislang jedoch noch 

keine signifikanten Erfolge 19. 

 

2.2. AKI-Pathophysiologie und Inflammation 

Eine Inflammation ist eine komplexe Reaktion, die dazu dient, schädliche Krankheitserreger 

zu beseitigen und die Gewebereparatur nach einer Verletzung einzuleiten. Eine übermäßige 

und ungezielte Inflammation kann jedoch Autoimmunerkrankungen, Fibrose und 

Gewebeschäden begünstigen 20.  
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Innerhalb der Nieren wird die Rekrutierung von Immunzellen durch den vermehrten Einsatz 

von Adhäsionsmolekülen auf Zellebene ermöglicht 21. Hier wird verdeutlicht, dass die Niere ein 

hochsensibles Organ gegenüber einer Inflammation darstellt. Der Zusammenhang zwischen 

Inflammation und cfDNA wird im Folgenden beschrieben. 

Nach einer akuten Gewebeschädigung sind Zellschäden und die dadurch entstehenden 

DAMPs (damage associated molecular patterns) laut früherer Studien die Hauptauslöser für 

Entzündungen 22. Renale tubuäre Epithelzellen sind äußerst anfällig für intrinsischen 

oxidativen Stress, vornehmlich während der Reperfusionsphase 20 22 23. 

Gemäß früheren Studien können sich die Nieren nach einer AKI-Episode teilweise intrinsisch 

regenerieren, insofern die Schadensschwelle nicht überschritten wurde 24 25. Allerdings sind 

die Nieren nicht in der Lage, neue Nephrone zu erzeugen. Rezidivierende AKI-Episoden 

führen zu weiterem Gewebsverlust, der letztlich mit chronischer Nierenerkrankung und 

terminaler Niereninsuffizienz einhergeht 25 26.  

Das akute Nierenversagen hat viele heterogene Ursachen, welche in den vorliegenden 

Punkten kurz erläutert wurden. Gemein ist allen jedoch, dass es aufgrund verschiedener 

Pathologien zu einer verminderten glomerulären Filtration und einer gestörten 

Entgiftungsfunktion kommt.  

Im Falle einer herzchirurgischen Operation unter Einsatz der Herzlungenmaschine stehen vor 

allem Hypovolämie mit einhergehender Ischämie und immunologische Prozesse aufgrund des 

Traumas und die durch Fremdmaterial getriggerte systemische Inflammation im Vordergrund 

27. Bei einer AKI gehen vor allem die proximalen Tubulusepithelzellen zugrunde, bedingt durch 

eine Störung des Zellzyklus 28. Profibrotische und inflammatorische Faktoren, wie 

beispielsweise TGF (transforming growth factor) beta 1 Protein und CTGF (connective tissue 

growth factor), fördern die Fibrosierung und Dysfunktion des Epithels 28. In einer Studie aus 

dem Jahr 2020 wurde gezeigt, dass der in der Niere ansässige Fibroblast, welcher auch EPO 

(Erythropoetin) produziert, als Antwort auf Schädigung seinen Phänotyp verändert und dabei 

die Fähigkeit zur EPO-Produktion verliert 29. Auch scheint die mitochondriale Dysfunktion eine 

große Rolle in der Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz zu spielen 30 31, 

insbesondere bei durch Ischämie induzierter AKI. Durch die Hypoxie werden vermehrt freie 

Sauerstoffradikale freigesetzt, welche unter anderem Proteine und Lipide zerstören und so zur 

Apoptose der Epithelzellen beitragen 30. 

Zusammenfassend kann die Niere durch externe Stressoren wie eine Operation (in diesem 

Fall aggraviert durch den Einsatz von Fremdoberflächen) sowie autogen durch komplexe 

immunologische Prozesse geschädigt und sogar langfristig in ihrer Funktion eingeschränkt 

werden. 

Grundlegend gilt, dass jegliche Operation ein Trauma darstellt, durch welches eine 

systemische Inflammation in Gang gesetzt wird. So auch bei kardiochirurgischen Operationen 
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unter Verwendung der Herzlungenmaschine. Hierbei könnte die Inflammation durch den 

Einsatz von Fremdkörpern noch verstärkt werden. Es kommt zur Aktivierung von neutrophilen 

Granulozyten und Ausbildung von NETs, welche zu oxidativem Stress führen, Endorgane wie 

die Niere schädigen und so eine AKI hervorrufen können 32 33. Eine genauere Erläuterung 

diesbezüglich erfolgt im Abschnitt 2.5.. Zunächst werden neutrophile Granulozyten aktiviert, 

wodurch die Expression von unter anderem TLR-9 (toll-like-receptor-9) 34,35 36 durch die 

Erkennung von DAMPS (damage associated molecular patterns) initiiert wird. Somit wird die 

angeborene Immunantwort aktiviert 34.   

Durch den Einsatz einer Herzlungenmaschine kann es sowohl durch manuelle Manipulation 

als auch durch den Kontakt zu Fremdoberflächen zu einer Thrombozytenaktivierung und durch 

Inflammation unter anderem zur vermehrten Freisetzung von PAI-1 kommen, was zu einer 

vermehrten Bildung von Mikroembolien führt 19 . Diese führen durch das Eindringen in die 

Nierenkapillaren zu Schäden 37. Zwar werden bei Bypassoperationen Systemfilter eingesetzt, 

diese können jedoch nur Thromben bis 40 µm abfangen. Kleinere Thromben können wieder 

in den Systemkreislauf gelangen 37. Ein weiterer Schädigungsmechanismus ist die Freisetzung 

von Histonen (in jeder DNA enthalten) durch untergegangene Zellen aus den Nierentubuli. 

Hier werden beispielweise TLR-2 und TLR-4 aktiviert, was zur verstärkten 

Inflammationsreaktion führt und die Schädigung von Nierengewebe vorantreibt 38.  

Zusätzlich trägt die Freisetzung von freiem Hämoglobin im Rahmen der Hämolyse zu einer 

Schädigung der Nierentubuli sowie zu einem erhöhten systemischen Gefäßwiderstand und 

Störungen der Blutplättchen- und Gerinnungsaktivität bei 39. 

 

2.3. AKI im klinischen Alltag 

Die akute Nierenschädigung ist als eine plötzliche und oft reversible Verringerung der 

Nierenfunktion, gemessen an der glomerulären Filtrationsrate (GFR), definiert 40. Unmittelbar 

nach einem renalen Schaden können die Kreatinin- und Harnstoffwerte im Normbereich sein, 

sodass sich Aussagen über eine AKI nur anhand der Urinausscheidung oder anderen 

modernen Biomarkern treffen lassen können. 

Die verschiedenen Stadien der AKI wurden gemäß dem AKIN-Klassifizierungssystem (Acute 

Kidney Injury Network) innerhalb der ersten fünf Tage nach der Operation eingeteilt 41. Die AKI 

im Stadium I ist definiert als ein Anstieg des Blutkreatinins um 0,3 mg/dL innerhalb von 48 

Stunden oder um mindestens 50% gegenüber dem Ausgangswert. Stadium II ist definiert als 

ein zweifacher Anstieg des Kreatinins gegenüber dem Ausgangswert. Die AKI im Stadium III 

ist definiert als ein dreifacher Anstieg des Kreatinins gegenüber dem Ausgangswert oder ein 

Anstieg des absoluten Wertes auf 4,0 mg/dL oder höher.  
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2.3.1. Präoperative Risikofaktoren 

Zu den präoperativen AKI-Risikofaktoren zählen unter anderem fortgeschrittenes Alter, 

Diabetes mellitus, frühere Herzoperationen, chronische Nierenerkrankung, chronisch 

obstruktive Lungenerkrankungen, arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie, 

Herzinsuffizienz, linksventrikuläre Ejektionsfraktion <35 %, Adipositas und möglicherweise das 

weibliche Geschlecht 42. In dieser Studie wurden die Risikofaktoren aller Studienteilnehmer 

sorgfältig erfasst und dokumentiert. Patienten mit einer präoperativ vorbekannten 

Nierenerkrankung waren nicht partizipierend in der Studie. Ebenfalls waren Patienten mit einer 

vorbekannten Immunsuppression nicht Teil der Studie.  

 

2.3.2. AKI-Formen 

Die Pathophysiologie der AKI wird traditionell in drei Kategorien unterteilt: prärenal, intrinsisch 

renal (intrarenal) und postrenal. Die Ursachen dieser Kategorien sind multifaktoriell,  können 

jedoch überlappende Schädigungsmechanismen aufweisen 43 44.  

 

2.3.2.1. Prärenale AKI 

Die prärenale AKI stellt die häufigste Art der Schädigung in Verbindung mit herzchirurgischen 

Eingriffen bei älteren Menschen dar 45. Durch die renale Minderdurchblutung kommt es zu 

einer Reduktion der GFR (ohne Schädigung des Nierenparenchyms) als adaptive Reaktion 

auf verschiedene extrarenale Beeinträchtigungen 46. Beispielhaft werden hier folgende Fälle 

aufgezählt: hämorrhagischer Schock, Volumenmangel, Herzinsuffizienz, Operation, sowie 

aufgrund Wirkungen oder Nebenwirkungen von Medikamenten, welche zu einer verminderten 

Perfusion der Niere führen können (z.B. Katecholamine, Prostaglandininhibitoren, ACE-

Hemmer). 

 

2.3.2.2. Postrenale AKI 

Eine postrenale AKI entsteht durch eine Obstruktion der ableitenden Harnwege bzw. 

Störungen des Harnabflusses. Dies erhöht den intratubulären Druck, was zu einer 

Verringerung der GFR führt 47. Beispielsweise werden hier die Prostatahypertrophie, 

abdominelle Neoplasie, Nephro- oder Urolithiasis genannt. In dieser Studie wurden nur 

Patienten eingeschlossen, bei welchen eine solche Ursache ausgeschlossen werden konnte. 

 

2.3.2.3. Intrarenale AKI 

Die intrarenale AKI wird durch verschiedene Schädigungsmechanismen definiert, abhängig 

von der betroffenen Region innerhalb der Niere 48. Die Einteilung erfolgt in tubuläre, vaskuläre, 

interstitiäre und glomeruläre Formen.  Meistens liegt hier eine toxische oder ischämische 
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Genese vor 48. Auch können autoimmune Prozesse ursächlich sein, beispielsweise im Fall 

einer Vaskulitis oder Lupusnephropathie. 

 

2.4. Aufbau der cfDNA 

Die cfDNA besteht aus doppelsträngigen Desoxynukleinsäurefragmenten, die eine Länge von 

weniger als 200 bp (Basenpaaren) haben. Das Molekulargewicht ist niedrig 49 50. 

Eine solche DNA-Struktur ist in der zellfreien Komponente von Vollblut wie Plasma und Serum 

sowie in anderen menschlichen Körperflüssigkeiten vorzufinden 51 52 53. Die cfDNA ist nicht 

direkt mit Zellen verknüpft 54, sondern bildet vielmehr Komplexe mit Proteinen oder 

membrangebundenen Strukturen 55. 

Die Konzentration der cfDNA im Blut kann erheblich schwanken; sie liegt bei kranken Patienten 

zwischen 0–5 und >1000 ng/ml und bei gesunden Probanden zwischen 0 und 100 ng/ml 56 57. 

Auch wenn cfDNA am häufigsten im Plasma und Serum zu finden ist, kann diese jedoch auch 

in anderen Flüssigkeiten wie beispielsweise dem Urin enthalten sein 58. Zellfreie Urin-DNA 

(ucfDNA) wird laut Studien aus epithelialen nekrotischen oder apoptotischen Zellen freigesetzt, 

die in direktem Kontakt mit dem Harntrakt stehen oder aus im Blut vorhandener cfDNA 

stammen 59 60.  

 

2.5. Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der cfDNA 

Die cfDNA wird aus nekrotischen und apoptotischen Zellen sowie durch aktivierte neutrophile 

Granulozyten durch den Prozess der NEToses freigesetzt 61 62. Bei der Aktivierung durch 

proinflammatorische Zytokine, aktivierte Thrombozyten  61, aktivierte Endothelzellen 62 oder 

Mikroorganismen, setzen neutrophile Granulozyten extrazelluläre Chromatinfasern in Form 

extrazellulärer Neutrophilenfallen frei (NETs – neutrophil extracellular traps) 63, die mit 

neutrophilen Granulatproteinen wie Elastase und Myeloperoxidase beladen sind. Sie fangen 

somit eindringende Mikroorganismen ein. Jedoch können übermäßig viele in den Kreislauf 

freigesetzte NETs zu Gewebeschäden führen und wurden mit Zytotoxizität 64, Thrombose 65 

und Autoimmunität 66 assoziiert. Frühere Studien haben gezeigt, dass die zirkulierenden 

cfDNA-Konzentrationen die Menge der im Blut freigesetzten NETs widerspiegeln 67 68. Bei 

Polytraumapatienten korreliert daher die Konzentration zirkulierender cfDNA/NETs mit der 

Schwere der Schädigung 67. Es wurde festgestellt, dass die cfDNA/NETs-Werte im Serum 

nach einer Herzoperation deutlich erhöht waren und es wurde außerdem von einer Korrelation 

mit perioperativer Nierenfunktionsstörung berichtet 69. Darüber hinaus zeigte eine 

Metaanalyse, dass die Anwendung eines Leukozytenfilters die Nierenschädigung bei 

herzchirurgischen Patienten reduzierte  70, was die Hypothese unterstützt, dass neutrophile 
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Granulozyten und Plasma-cfDNA/NETs eine Rolle bei der Pathogenese und Entwicklung von 

AKI spielen könnten.  

Ein hoher cfDNA-Spiegel im Serum ist mit einer höheren Mortalität assoziiert. Dies 

vergegenwärtigt die Bedeutung der cfDNA als potentiell wertvollen Biomarker für die 

sepsisinduzierte AKI-Prognose 71. Bei Sepsis-Patienten konnten hohe cfDNA-Konzentrationen 

nachgewiesen werden 72.  

 

2.6. cfDNA als Biomarker bei anderen Krankheitsbildern 

Über die Existenz zirkulierender zellfreier DNA (cfDNA) wurde erstmals 1948 von Mandel und 

Métais berichtet. Sie beschrieben das Vorhandensein freier Nukleinsäuren im Blutplasma 

gesunder Probanden 73. 

In aktueller Zeit zeigt eine immer größer werdende Anzahl von Studien das wissenschaftliche 

Interesse an cfDNA und deren klinischer Anwendung. Die Quantifizierung der cfDNA-

Konzentration dient als nichtinvasives Messinstrument bei akuten sowie chronischen 

Erkrankungen und kann bei verschiedenen Zuständen wie Gewebeschäden, Zelltod und 

Zellumsatz als diagnostischer Parameter angewendet werden 74 75 76,77. 

Auch bei Krebspatienten wurden in früheren Studien erhöhte cfDNA-Spiegel beobachtet. Hier 

konnte interessanterweise beobachtet werden, dass die Spiegel im fortgeschrittenen 

Tumorstadium höher als im Anfangsstadium waren 78 79. Außerdem wurde gezeigt, dass die 

Gesamtmenge an zirkulierender cfDNA bei Krebspatienten höher als bei gesunden Probanden 

war 80,81. Ein erhöhter cfDNA-Gehalt war jedoch nicht spezifisch für bösartige Erkrankungen.  

Erhöhte Werte wurden auch im Plasma schwangerer Frauen und bei Trans-

plantationspatienten nachgewiesen 82,83. Erhöhte cfDNA-Werte können möglicherweise auch 

im Rahmen physiologischer (z.B. körperlicher Belastung)84,85 und nicht-maligner 

pathologischer Prozesse wie Entzündungen, Diabetes mellitus, Gewebetrauma, Sepsis und 

Myokardinfarkt auftreten 86 87 88.  

Ebenfalls konnten im Beispiel der pulmonalen Hypertonie erhöhte Serum cfDNA-Spiegel 

festgestellt werden, welche mit der Schwere der Erkrankung korrelierten 89. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass cfDNA nicht spezifisch für nephrologische 

Pathologien ist. 

 

2.7. Biomarker für AKI 

Die für AKI am häufigsten untersuchten und vielversprechenden Marker sind Plasma-

Neutrophilen-Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL) 90 91 und IL-18 (Interleukin 18) 92. In 

diesem Zusammenhang wurde unlängst der zirkulierenden zellfreien DNA (cfDNA) als ein 

gefahren-assoziiertes molekulares Muster (DAMP - danger-associated molecular pattern) 
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zunehmend Aufmerksamkeit gewidmet. Diese wurde unter anderem als klinischer Marker bei 

Krebs 93, Trauma 94 und Sepsis 95 96 eingesetzt.  

 

2.7.1. NGAL als Biomarker 

Neutrophilen-Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL) ist ein Protein, das von aktivierten 

Neutrophilen freigesetzt wird 97. In Bezug auf AKI-Vorhersagen wurde in mehreren aktuellen 

Studien die Aussagekraft von NGAL positiv hervorgehoben 98.  

NGAL stellt ein Akut-Phase-Protein dar und beteiligt sich an antibakteriellen Immunprozessen. 

Durch entzündliche Zytokine wird die NGAL-Expression in Neutrophilen, Epithelzellen oder 

Hepatozyten induziert 99 100 101. Studien haben ferner gezeigt, dass Patienten mit verringerten 

NGAL-Werten eine höhere Anfälligkeit für verschiedene Infektionen aufweisen 102.  

NGAL kann in den ersten zwei Stunden nach einer AKI im Plasma nachgewiesen werden, 

wobei der Höhepunkt der Konzentration erst nach sechs Stunden erreicht wird. Abfallende 

NGAL-Spiegel wurden etwa fünf Tage nach AKI beobachtet 103. Erhöhte Serum-NGAL-Werte 

im Rahmen einer AKI konnten 24 Stunden früher als der Anstieg des Kreatinins nachgewiesen 

werden 104 105.  

Aufgrund der guten Studienlage von NGAL entschied ich mich in meiner Studie die cfDNA-

Messungen im Sinne eines Vergleiches mit NGAL darzustellen. 

 

2.7.2. Serumkreatinin 

Kreatinin ist ein Stoffwechselprodukt des Kreatinphosphatabbaus der Muskulatur. Sein Nutzen 

besteht einerseits in einer annährend konstanten Sekretionsrate durch die glomeruläre 

Filtration, während andererseits eine geringe bis kaum vorhandene Resorption erfolgt. Der 

Hauptnachteil ist die Abhängigkeit des Parameters von Muskelmasse, Muskelarbeit oder 

Medikamenteneinnahme 106. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass Serumkreatinin und 

GFR eine nichtlineare Beziehung aufweisen, was bedeutet, dass große Änderungen der GFR 

nur eine geringfügige Änderung des Serumkreatinins zur Folge haben 107. Dies kann zur 

Unterdiagnostizierung einer AKI führen, da die Änderungen innerhalb des Referenzbereichs 

liegen könnten. Bluttests auf Kreatinin sind im Vergleich zu anderen aufgeführten Biomarkern 

deutlich günstiger. 

 

2.8. Aufbau der Studie 

In der vorliegenden Studie wurden die perioperativen cfDNA-Plasmaspiegel bei Patienten, die 

sich einer Herzoperation mit HLM unterziehen, analysiert, untersucht und ausgewertet. Für die 

Statistik wurden die Daten von Patienten, die postoperativ eine AKI entwickelten mit denen 

von Patienten, die postoperativ keine AKI entwickelten, verglichen. Somit wurde die 
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Anwendbarkeit von cfDNA als Prädiktor für AKI analysiert. Es wurde die Vorhersagekraft der 

cfDNA-Werte mit den etablierten AKI-Biomarkern  NGAL und Kreatinin verglichen. 

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität zu 

Köln genehmigt (Nr. 17–205). Zu diesem Zeitpunkt wurde von allen Teilnehmern eine 

schriftliche Einverständniserklärung zur Zulassung eingeholt. Im Zeitraum von September 

2017 bis April 2018 wurden 58 Patienten im Alter von 60 Jahren oder älter, die sich einer 

Herzoperation mit Herzlungenmaschine mit einer Bypass-Dauer von ≥ 80 Minuten unterzogen 

haben, prospektiv aufgenommen. Die Patienten wurden bis August 2018 nachbeobachtet. 

Ausschlusskriterien für die Studie waren: Alter <60 Jahre, vorbekannte Dialysepflichtigkeit, 

immunologische Störungen oder systemische Immunsuppression, Infektion, Krebs, 

Schwangerschaft oder die Verweigerung der Studienteilnahme. 

Die Blutproben wurden am Tag der Aufnahme, unmittelbar nach der Operation und 

postoperativ an Tag 1 (22–24 Stunden nach der Operation), Tag 2 (46–48 Stunden nach der 

Operation), Tag 3 (70–72 Stunden nach der Operation) und Tag 5 (118–120 Stunden nach 

der Operation) entnommen. Entnommene Plasmaproben wurden durch Zentrifugation (10 min 

bei 3000 × g) isoliert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. 

 

2.9. Ziele der Arbeit 

Da die Möglichkeiten zur frühzeitigen Diagnostik einer AKI bei derzeitigem Stand mittels 

hauptsächlich Kreatinin und Urinausscheidung limitiert sind, stellt die AKI eine besondere 

Herausforderung dar. Der oben erwähnte Zusammenhang von Mortalität, Morbidität und 

längerer Hospitalisierung verstärkt noch einmal die Wichtigkeit der Entdeckung neuer 

Biomarker, um die Prognose und Prävention von AKI zu verbessern 108. 

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Suche nach einem Biomarker, welcher helfen kann, 

frühzeitig AKI-Patienten zu identifizieren und somit durch rechtzeitige Intervention bzw. 

intensiviertes Monitoring die Prognose zu verbessern.  

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklärt werden, welche Unterschiede sich im direkten Vergleich 

der AKI zur nicht-AKI-Gruppe zeigen in Bezug auf die Höhe der gemessenen Biomarker 

NGAL, cfDNA und Kreatinin. Auch sollte geklärt werden, in welchem AKI-Stadium bzw. zu 

welchem Zeitpunkt der AKI welcher Biomarker die beste Vorhersagekraft hat. Ebenfalls sollten 

die Spiegel der cfDNA insbesondere auf die Möglichkeit einer frühen Erkennung einer frühen 

und späten AKI untersucht werden. Ebenso sollte evaluiert werden, welche Aussagen sich 

bezüglich der Mortalität und Dialysepflichtigkeit daraus ergeben können. 

 

3. Publikation (Material, Methoden und Ergebnisse)  
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Abstract

Use of cardiopulmonary bypass in cardiac surgery triggers systemic inflammation by neutro-

phil activation leading to neutrophil extracellular traps (NETs) release. Hence, nuclear DNA

released by necrotic and apoptotic cells might contribute to an increase in circulating cell-

free DNA (cfDNA). cfDNA/NETs might induce endothelial damage and organ dysfunction.

This study focuses on the accuracy of cfDNA to predict acute kidney injury (AKI) after on-

pump surgery. 58 cardiac patients undergoing on-pump surgery were prospectively

enrolled. Blood samples were taken preoperatively, immediately after surgery, at day 1, 2, 3

and 5 from patients with (n = 21) or without (n = 37) postoperative AKI development. Levels

of cfDNA, neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) and creatinine in patients’

plasma were quantified. ROC curves were used to assess the predictive value of the bio-

markers for AKI. Further baseline characteristics and perioperative variables were ana-

lyzed.cfDNA and NGAL levels highly increased in AKI patients and significant intergroup

differences (vs. non-AKI) were found until day 3 and day 5 after surgery, respectively.

cfDNA levels were significantly elevated in patients who developed late AKI (>24 hours), but

not in those with AKI development during the first 24 hours (early AKI). NGAL and creati-

nine, which were highest in patients with early AKI, accurately predicted during the first 24

postoperative hours (early AKI). At day 3, at a threshold of 260.53 ng/ml cfDNA was the best

predictor for AKI (AUC = 0.804) compared to NGAL (AUC = 0.699) and creatinine (AUC =

0.688). NGAL, but not cfDNA, was strongly associated with AKI stages and mortality. Moni-

toring of cfDNA levels from the first postoperative day might represent a valuable tool to pre-

dict late AKI after on-pump surgery.

Introduction

Acute kidney injury (AKI) is widely recognized as a common complication of cardiac surgery

and is associated with morbidity and mortality [1]. The use of cardiopulmonary bypass (CPB)

during cardiac surgery and activation of blood cells by the non-physiological surfaces of filters
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and elements of the extracorporeal circuit initiates a systemic inflammatory response (SIRS),

contributing to the development of postsurgical complications including AKI. Indeed, a long

operation time and CPB duration have been reported as risk factors for AKI [2–4]. According

to the definition and surgery type, the incidence of postoperative AKI varies from 5 to 42% [1,

5]. As there is no effective therapy available for AKI after cardiac surgery, identifying novel and

sensitive biomarkers able to detect AKI prior to its clinical diagnosis would be beneficial and

might allow development of new preventive strategies. Most frequently studied and promising

markers are plasma neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) [6, 7] and IL-18 [8].

Recently, circulating cell-free DNA (cfDNA) has received increasing attention as a danger-

associated molecular pattern and has been used as a clinical marker in cancer [9], trauma [10]

and sepsis [11, 12] among others. cfDNA becomes released from necrotic and apoptotic cells as

well as by activated neutrophils by a process called NETosis. Upon activation by proinflamma-

tory cytokines, activated platelets [13], activated endothelial cells [14] or microorganisms, neu-

trophils release extracellular chromatin fibers in the form of neutrophil extracellular traps

(NETs) [15], which are decorated with neutrophil granular proteins such as elastase and myelo-

peroxidase and trap invading microorganisms. However, excessive NETs release in the circula-

tion may result in tissue injury and has been linked to cytotoxicity [16], thrombosis [17] and

autoimmunity [18]. Previous studies have demonstrated that circulating cfDNA concentrations

reflect the amount of NETs release in the blood [19, 20]. Hence, in multiple trauma patients, the

concentration of circulating cfDNA/NETs correlates with the severity of injury [19]. Recently,

serum cfDNA/NETs was found to be markedly elevated after cardiac surgery and correlation

with perioperative renal dysfunction was reported [21]. Further on, a meta-analysis reported

that leukocyte filter application reduced renal injury in cardiac surgery patients [22], supporting

the hypothesis that neutrophils and plasma cfDNA/NETs might play a role for the pathogenesis

and development of AKI. There is a strong need to identify suitable early and reliable markers

for prediction of the development of postoperative kidney dysfunction. However, suitability

and feasibility of plasma cfDNA/NETs as a marker for AKI development after cardiac surgery

are currently not clear. In the present study, we analyzed perioperative plasma levels of cfDNA

in patients undergoing cardiac surgery with CPB and subsequent AKI development and evalu-

ated the feasibility of cfDNA as a predictor of kidney injury. We further compared the predic-

tive value of cfDNA with the well-established AKI biomarkers plasma NGAL and creatinine.

Materials and methods

This study was approved by the Ethics Committee of the Medical Faculty of the University of

Cologne (#17–205). Written informed consent was obtained from all participants at the time

of admission. Fifty-eight patients undergoing on-pump cardiac surgery with estimated CPB

duration�80 min and aged 60 years or older were enrolled prospectively in this study from

September 2017 to April 2018. Patients were followed up until August 2018. Exclusion criteria

for the study were: age<60 years, patients undergoing hemodialysis; patients with immuno-

logical disorders or systemic immunosuppression, infection, cancer, pregnancy or patients

who refused study participation.

AKI was defined according to the AKIN (acute kidney injury network) classification system

[23] within the first five days post-surgery. Stage 1 AKI was an increase of blood creatinine

�0.3 mg/dL within 48 hours or at least 50% increase from baseline. Stage 2 was a 2-fold

increase from baseline creatinine. Stage 3 AKI is defined as a 3-fold increase from baseline cre-

atinine or increase to�4.0 mg/dL.

The preoperative risk for operative mortality was evaluated by means of the additive and

logistic EuroSCORE II.
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Blood samples were collected at the day of admission, immediately after surgery and post-

operatively at day 1 (22–24 hours post-surgery), day 2 (46–48 hours post-surgery), day 3 (70–

72 hours post-surgery) and day 5 (118–120 hours post-surgery). Plasma samples were har-

vested by centrifugation (10 min at 3000 × g) and stored at -80˚C until further processing.

Quantification of plasma cfDNA

Levels of cfDNA were quantified by Pico green staining as previously described [20].

Quantification of NGAL by ELISA

Plasma neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) levels were determined by using the

Human Lipocalin-2/NGAL Duo Set Elisa (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Germany)

according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 software (Graphpad Software

Inc., San Diego, CA, USA), MedCalc software and IBM SPSS Statistics for Windows, Version

25 (IBM Corp. Released 2017. Armonk, NY: IBM Corp). Patient data are presented as

box plots representing median (heavy line in boxes) with 25th and 75th percentiles. Whiskers

indicate the minimum and maximum values, respectively. Statistical comparisons of continu-

ous variables were performed using non-parametric Mann-Whitney U test for non-normally

distributed variables, whereas categorical variables were assessed using Pearson’s χ2 test or

Fisher’s exact test depending on the minimal expected count in each crosstab. Differences

between more than two groups of non-parametric distributed data were determined by the

Friedman test with Dunn as post hoc test. Correlations were evaluated by the Spearman corre-

lation coefficient (r).
Areas under the curve (AUC) of receiver operating characteristic (ROC) curves were deter-

mined and optimal cut-off values for plasma cfDNA, NGAL and creatinine levels for predict-

ing AKIs were evaluated. The optimal cfDNA, NGAL and creatinine cut-off values were

defined as the value that provided the highest sensitivity and specificity for predicting AKI.

Univariate logistic regression was used to evaluate independent predictors of AKI after cardiac

surgery. P� 0.05 was considered statistically significant.

Results

Characteristics of the study cohort

Among all patients included in this study, 21 patients developed AKI (36%) after cardiac sur-

gery, whereas 37 had an uneventful outcome. Baseline demographics and clinical variables are

summarized in Table 1. There were no statistically significant differences in terms of baseline

characteristics. Seven patients (33%) developed AKI during the first 24 hours after surgery

(defined as early AKI), four patients (19%) at day 2, two patients (10%) at day 3 and eight

patients (38%) at day 5 after surgery. In the AKI group, 14 patients (67%) suffered from mild

postoperative AKI (stage 1) and 7 patients (33%) had moderate AKI (stage 2). No patient

developed stage 3 AKI. Four patients with stage 2 AKI showed creatinine rinse at day 1 after

surgery and three patients were diagnosed with stage 2 AKI at day 2. Four patients with stage 2

AKI and one patient with stage 1 AKI died postoperatively. Of these patients, three patients

developed stroke finally leading to death. One patient suffered from reduced left ventricular

ejection fraction of 33% post-surgery provoking kidney injury and subsequent multiple organ
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failure. Furthermore, one patient underwent re-exploration due to excessive postoperative

bleeding and died due to development of AKI and multiple organ failure.

Table 2 gives an overview about the cardiac surgical procedures. Patients in the AKI group

had significantly prolonged operation, bypass and aortic cross clamp time. Hence, the number

of patients receiving venous grafts was significantly lower. Patients included in the AKI group

were mechanically ventilated for a prolonged period, had a longer stay on the ICU and a higher

mortality rate. Three patients required renal replacement therapy.

Perioperative changes of cfDNA and NGAL levels in patients undergoing

on-pump surgery

Plasma levels of cfDNA and NGAL were quantified at the day of admission, after surgery, as

well as at day 1, day 2, day 3 and day 5 after surgery. As depicted in Fig 1, cfDNA levels signifi-

cantly increased after surgery in all patients, i.e. those with and without kidney injury (Fig 1A).

Of note, patients who developed AKI during the first 5 days after surgery showed significantly

elevated cfDNA levels immediately after surgery, at day 1, day 2 and day 3 when compared to

Table 1. Association of demographics and preoperative situation for non-AKI group an AKI group.

non AKI group

n = 37

AKI group

n = 21

p-value

Age 70.0 (65.5;76.0) 72.0 (69.;78) 0.156

Height (cm) 171.0 (163;175) 170.0 (167;180) 0.422

Weight (kg) 77.0 (68;84) 79.0 (71;99) 0.190

Body mass index (kg/m2) 26.5 (24;30) 27.5 (24;32) 0.419

Female gender n (%) 13 (35.1) 5 (23.8) 0.370

Male gender n (%) 24 (64.9) 16 (76.2) 0.370

LVEF >55% n (%) 30 (81.1) 15 (71.4) 0.515

Euroscore 6.0 (4;7) 7.0 (5;9) 0.086

Smoker/former Smoker n (%) 20 (54.1) 10 (47.6) 0.637

Hyperlipidemia n (%) 31 (83.8) 20 (95.2) 0.403

Triple vessel desease n (%) 18 (48.6) 8 (38.1) 0.437

Left main coronary artery stenosis n (%) 10 (27.0) 8 (38.1) 0.381

Carotid artery stenosis >50% n (%) 3 (8.1) 2 (9.5) 1.000

Prior hypertension n (%) 36 (97.3) 21 (100) 1.000

Prior myocardial infarction n (%) 8 (21.6) 3 (14.3) 0.729

Prior stroke n(%) 0 (0) 1 (4.8) 0.362

Prior cardiac surgery n (%) 2 (5.4) 5 (23.8) 0.086

Diabetes mellitus n (%) 11 (29.7) 7 (33.3) 0.776

COPD n (%) 4 (10.8) 4 (19.0) 0.443

Peripheral artery desease n (%) 6 (16.2) 6 (28.6) 0.320

Pulmonary hypertension n (%) 5 (13.5) 4 (19.0) 0.710

Preoperative beta blocker n (%) 20 (54.1) 15 (71.4) 0.194

Preoperative ACE inhibitor n (%) 15 (40.5) 9 (42.9) 0.863

Preoperative aspirin n (%) 28 (75.7) 15 (71.4) 0.723

Preoperative diuretics n (%) 12 (32.4) 11 (52.4) 0.136

Preoperative statin n (%) 26 (70.3) 18 (85.7) 0.187

Preoperative insulin n (%) 3 (8.1) 5 (23.8) 0.124

Preoperative antidiabetics n (%) 9 (24.3) 6 (28.6) 0.723

AKI, acute kidney injury; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; LVEF, left ventricular ejection fraction.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.t001
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control patients with uneventful outcome. Similarly, NGAL also significantly increased after

surgery and significant intergroup differences were found at least until day 5 after surgery (Fig

1B). However, in patients with postsurgical AKI development, NGAL levels were found to be

already significantly increased at the day of admission suggesting a higher predisposition for

postsurgical complications.

Table 2. Association of operative strategy for non-AKI group and AKI group.

non AKI group AKI group p-value

CABG n(%) 15 (71.4) 6 (28.6) 0.362

AV replacement n(%) 2 (5.4) 1 (4.8) 1.000

CABG+AV repair 1 (2.7) 0 (0.0) 1.000

CABG+AV replacement 9 (24.3) 2 (9.5) 0.296

MV repair 2 (5.4) 0 (0.0) 0.530

MV replacement+TV repair 2 (5.4) 2 (9.5) 0.615

MV repair+TV replacement 0 (0.0) 1 (4.8) 0.362

MV repair+AV replacement 1 (2.7) 0 (0.0) 1.000

CABG+MV replacement 0 (0.0) 2 (9.5) 0.127

Aortic surgery+AV replacement 3 (8.1) 3 (14.3) 0.657

AV replacement +MV replacement 0 (0.0) 1 (4.8) 0.362

Aortic surgery +CABG 1 (2.7) 2 (9.5) 0.547

Duration of operation (h) 3.5 (3;4) 4.5 (4;6.0) <0.001

Bypass time (min) 100.0 (82;115) 147.0 (101;209) 0.001

Aortic cross clap time (min) 62.0 (46;80) 96.0 (69;126) 0.006

Number of anastomoses 2.0 (0.0;3.5) 2.0 (0.0;3.5) 0.785

Venous graft 23 (65.7) 12 (34.3) 0.003

Ventilation time (h) 11.0 (8.0;17.5) 17.0 (14;32) 0.004

Intensive care unit stay (d) 1.5 (1.0;3.0) 3.0 (2.5;8.5) 0.025

1-year Mortality 0 (0.0) 5 (23.8) 0.004

AKI, acute kidney injury; AV, aortic valve; CABG, coronary artery bypass graft; MV, mitral valve; PVL, paravalvular

leak; TV, tricuspid valve.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.t002

Fig 1. Kinetics of cfDNA/NETs and NGAL in patients undergoing cardiac surgery with CPB. cfDNA (A) and NGAL (B) levels were quantified in plasma of patients

with (n = 21,) or without (n = 37) postoperative AKI development at the indicated times. &p<0.05, §p<0.01, #p<0.001 vs. admission; �p<0.05, ��p<0.01, ���p<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.g001
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Positive correlation between cfDNA and plasma NGAL in patients with AKI development

was already found immediately after surgery (Spearman’s Rho = 0.445, p = 0.04). However,

cfDNA did not correlate with NGAL at other times and no correlation with creatinine was

found. Correlation of cfDNA and NGAL was not detected in patients without AKI.

Comparison between prognostic ability of plasma cfDNA, NGAL and

creatinine for AKI after cardiac surgery

To study the feasibility of cfDNA as an AKI biomarker, receiver operating characteristic

(ROC) analyses were performed. We further compared the area under the ROC curve (AUC)

between plasma cfDNA, NGAL and creatinine at different time points (Fig 2). Moderate rise

in serum creatinine levels after cardiac surgery has already been demonstrated to be associated

Fig 2. ROC curves. ROC curves at admission, post-surgery, day 1, day 2 and day 3 for AKI prediction.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.g002
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with postsurgical AKI [24–26]. NGAL levels were highly predictive for AKI development at

admission, after surgery and at day 1 post-surgery (Table 3). At day 1, a significant reduction

in the AUC for cfDNA was found when compared with the AUCs for NGAL and creatinine,

respectively. However, with the exception of day 1, the AUCs did not significantly differ. Inter-

estingly, in the further course, the AUCs for cfDNA increased reaching a maximum at day 3

after surgery. At a cut-off value of 269.34 ng/ml at day 2 and 260.53 ng/ml at day 3 highest sen-

sitivity of 90% and 87.5% as well as specifity of 70.3% and 64.9% were determined. Diagnostic

odds ratio (DOR) at day 2 and day 3 were highest for cfDNA (21.64 at day 2 and 13.1 at day 3)

when compared to NGAL (11.42 at day 2 and 6.24 at day 3). Furthermore, AUCs for creatinine

levels were almost continuously lower when compared to the AUCs for NGAL (Table 3).

Association of cfDNA and NGAL with late AKI development

To prove if cfDNA might be associated with AKI at late stages after cardiac surgery, we com-

pared cfDNA and NGAL levels between patients with early and those with late AKI develop-

ment. Early postoperative AKI was defined as elevation in creatinine levels according to the

AKIN criteria during the first 24 hours after surgery, whereas patients displaying increase in

creatinine levels at later times were included in the late AKI group. Both, cfDNA and NGAL

levels significantly increased after surgery in patients with late AKI development when com-

pared to baseline levels (Fig 3) being in line with the significant positive correlation found

between cfDNA and NGAL. At day 1, NGAL levels were significantly higher in patients

included in the early AKI group when compared to the levels detected in patients with late

AKI. In contrast, cfDNA was only significantly increased in patients with late AKI develop-

ment. cfDNA levels remained increased until at least postoperative day 5. More importantly,

only cfDNA plasma levels, but not NGAL or creatinine, were significantly elevated in AKI

patients at day 5 after surgery in comparison to patients with AKI development during the

first 24 hours after surgery (early AKI). cfDNA levels in patients who developed AKI at day 5

after surgery showed positive correlation with plasma NGAL (Spearman’s Rho 0.76, p = 0.03)

Table 3. Diagnostic accuracy of cfDNA, NGAL and creatinine for predicting AKI after on-pump surgery.

Predictor AUC 95% CI p-value Cut-off Sensitivity Specificity +LR -LR DOR

Admission cfDNA 0.561 0.425–0.691 0.426 132.21 90.48 29.37 1.29 0.32 4.03

NGAL 0.732 0.6–0.84 0,0019 116,28 57,1 89,2 5.29 0.48 11.02

Creatinine 0.718 0.585–0.828 0,003 0,99 61,9 78,4 2.86 0.49 5.83

Post-surgery cfDNA 0.754 0.623–0.858 0,0001 211,94 90,5 56,8 2.09 0.17 12.29

NGAL 0.846 0.727–0.927 <0,0001 226,98 71,43 91,9 8.81 0.31 28.41

Creatinine 0.719 0.585 0,001 0,77 95,2 48,65 1.85 0.098 18.87

Day 1 cfDNA 0.686 0.551–0.8 0,013 267,69 80,95 56,76 1.87 0.34 5.5

NGAL 0.891 0.781–0.957 <0,0001 115,87 85,71 78,38 3.96 0.18 22

Creatinine 0.866 0.75–0.94 <0,0001 1.09 57.14 94.59 10.57 0.45 23.48

Day 2 cfDNA 0.749 0.601–0.864 0,0087 269,34 90 70,3 3.03 0.14 21.64

NGAL 0.746 0.598–0.862 0,0075 146,1 50 91,9 6.17 0.54 11.42

Creatinine 0.776 0.63–0.884 0,0002 0,79 100 45,9 1.85 0

Day 3 cfDNA 0.804 0.659–0.907 0,0002 260,53 87,5 64,9 2.49 0.19 13.1

NGAL 0.699 0.544–0.827 0,056 95,79 75 67,6 2.31 0.37 6.24

Creatinine 0.688 0.532–0.817 0,027 0,86 87,5 56,8 2.02 0.22 9.18

AKI, acute kidney injury; AUC, area under curve; cfDNA, cell-free DNA; CI, confidence interval; DOR, diagnostic odds ratio; LR, likelihood ratio; NGAL, neutrophil

gelatinase-associated lipocalin.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.t003
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and creatinine (Spearman’s Rho 0.82, p = 0.03). However no correlations were found in

patients of the early AKI group nor in patients with late AKI development.

Association of cfDNA and NGAL with the severity of AKI and mortality

To further elaborate if plasma cfDNA might be associated with disease severity or mortality,

respectively, we first compared all cfDNA concentrations determined in patients with stage

1 AKI with the concentrations found in stage 2 AKI patients (Fig 4A). No intergroup differ-

ences could be found. In contrast, patients who developed stage 2 AKI had significantly

higher levels of circulating NGAL compared to patients with stage 1 AKI. By performing

ROC curve analysis, NGAL was found to be a good predictor for stage 2 AKI (Cut-off

271.03 ng/ml, AUC = 0.784) among patients with kidney injury. Similarly NGAL, but not

cfDNA, was significantly higher in patients who did not survive after cardiac surgery (Fig

4B). AUC for NGAL was 0.762 and significantly higher than the AUC for cfDNA

(AUC = 0.550). Thus, high NGAL levels might indicate more severe kidney injury. Addi-

tionally, NGAL levels can be used to predict mortality of patients who develop AKI during

the first 5 days after cardiac surgery.

Univariate analysis

By performing univariate regression analysis, significant prediction for postoperative occur-

rence of AKI on basis of cfDNA for values greater than threshold was found for hyperlipidemia

at surgery day odds ratio = 12.00 [1.13–107] (Table 4). We also found that on the basis of

Fig 3. Kinetics of cfDNA/NETs, NGAL and creatinine in patients with early and late postoperative AKI development. AKI patients were divided into those with

diagnosed AKI during the first 24 hours after surgery (early AKI) and those with AKI development at later times (late AKI). cfDNA (A), NGAL (B) and creatinine (C)

concentrations were quantified at the defined times. &p<0.05, §p<0.01, #p<0.001 vs. admission; �p<0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.g003
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NGAL (> threshold value), surgery duration, bypass time, cross-clamping time and ICU stay

at surgery day, day 1 and day 2 were significantly associated with AKI. At the third postopera-

tive day, bypass and cross-clamping time, ICU stay and hyperlipidemia were independent AKI

predictors (Table 5).

Fig 4. Association of disease severity and mortality with cfDNA and NGAL. (A) cfDNA and NGAL were compared between patients with stage 1 (n = 14) and stage 2

(n = 7) AKI. Receiver operating characteristic curves were performed for the prediction of tsgae 2 AKI. (B) cfDNA and NGAL levels in patients in survivors and patients

who died during 1-year follow-up. Receiver operating characteristic curves were performed for the prediction of mortality in AKI patients.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.g004

Table 4. Predictors for postoperative occurrence of AKI. Odds ratios refer to cfDNA values greater than threshold for AKI development.

Variables cfDNA at admission cfDNA at OP day cfDNA at day 1 cfDNA at day 2 cfDNA at day 3

Surgery duration (h)b 0.85

(0.25–2.95)

1.77

(0.60–5.24)

1.48

(0.51–4.30)

0.76

(0.26–2.22)

0.94

(0.33–2.68)

Bypass time (min)b 1.50

(0.40–5.62)

2.39

(0.76–7.49)

1.40

(0.47–4.16)

1.09

(0.37–3.21)

1.04

(0.36–3.03)

Cross-clamping time (min)b 0.75

(0.22–2.59)

1.38

(0.48–3.96)

1.18

(0.42–3.37)

0.97

(0.34–2.78)

0.86

(0.30–2.42)

ICU stay (d) b 1.35

(0.32–5.73)

0.79

(0.25–2.54)

0.87

(0.27–2.80)

1.80

(0.56–5.77)

0.94

(0.30–3.00)

Ventilation time (h) b 0.86

(0.82–9.00)

1.59

(0.12–10.08)

2.23

(0.22–22.80)

5.10

(0.50–52.40)

0.39

(0.38–3.96)

Hyperlipidemia 6.22

(1.18–32.76)a
12.00

(1.13–107)a
4.31

(0.89–11.48)

4.55

(0.51–40.60)

1.010

(0.22–5.40)

a significant predictors in univariate analysis.
b value>mean. Odds Ratio with 95% confidence interval (CI); cfDNA cell-free DNA.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.t004
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Discussion

AKI after cardiac surgery is a widespread and serious postoperative complication that is closely

associated with a higher risk of early and also late mortality. During the last decades, many

studies have been conducted to identify new serum and urinary biomarkers of kidney injury

to improve AKI diagnosis [27–29].

Use of CPB during cardiac surgery triggers release of cfDNA/NETs and significant increase

of cfDNA/NETs immediately after on-pump surgery has recently been reported by our group

and others [20, 30]. Similar kinetics were previously reported in patients with multiple trauma

and sepsis [19] and cfDNA has been proposed as a prognostic tool for mortality in severely

injured patients [31]. Use of CPB induces systemic inflammation leading to the activation of

neutrophils and NETs formation culminating in endothelial and organ damage, e.g. AKI.

Additionally, cfDNA might become released by damaged cells and amplify inflammation by

the activation of TLR9 receptor [32, 33]. Other proinflammatory mechanisms mediated by cir-

culating cfDNA/NETs comprise tubular cell necrosis and renal inflammation by the interac-

tion of histones and TLR-2 and TLR-4 [34]. Here, we found cfDNA/NETs to strongly increase

after cardiac surgery and, in contrast to previously published data [35], significant differences

regarding plasma cfDNA concentrations between patients with and without AKI development

were found until day 3 after surgery. However, cfDNA levels did not correlate with disease

severity or mortality and its prognostic value for AKI was found to increase when surgery-trig-

gered acute inflammation subsides. A very recent published report describes that ischemia/

reperfusion injury induces NETs formation in the kidney yielding in higher levels of circulat-

ing cfDNA. The same group also demonstrated that NETs degradation or inhibition of NETs

formation is sufficient to ameliorate kidney injury [36]. As mentioned above, these findings

cannot be supported by our data. The discrepancies between the studies might be explained by

the fact that in cardiac surgery, cfDNA does not seem to solely indicate kidney injury but

rather is more likely to reflect the systemic inflammation. This assumption is assured by the

finding that cfDNA levels significantly increased in both patients groups, e.g. in patients with

and without AKI development. Rather, cfDNA levels were also found to depend on the time of

CPB support, largely in part due to massive neutrophil activation by the extracorporeal circuit

and subsequent NETs release [20].

In fact, by comparing cfDNA with plasma NGAL, NGAL was found to be a reliable and

sensitive biomarker to predict AKI at a very early stage after surgery. In line with the study of

Perrotti et al., NGAL levels at admission and also at day 1 after surgery accurately predicted

AKI development [6], whereas at later times, i.e.>24 hours, the AUC values started to decline.

However, as stage 2 AKI was diagnosed at day 1 and day 2 after surgery, respectively, NGAL

levels were also highly predictive for disease severity and mortality. These findings are in line

with the data presented by Bennett and co-workers who demonstrated that NGAL is an early

predictive biomarker of AKI severity after CPB [37].

While changes of creatinine levels have been described to occur late in the development of

AKI, there is some evidence for a rise in serum creatinine to accurately predict AKI after car-

diac surgery [24]. In accordance to previous reports [25, 26, 38], demonstrating that assess-

ment of serum creatinine has a good predictive value for cardiac surgery-associated AKI, our

data suggest that serum creatinine is strongly associated with AKI development after cardiac

surgery as reliably as NGAL. In fact, except for day 1, no significant differences between AUC

values of cfDNA, NGAL and creatinine were found. However, use of serum creatinine in car-

diac surgery with CPB should be treated with caution as creatinine levels might be unreliable.

On the one hand, creatinine levels become modulated by hypothermia muscle damage during

surgery. On the other hand, creatinine concentrations determined post-surgery do not really

Cell-free DNA predicts AKI

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548 June 18, 2019 10 / 15

28

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548


reflect the in vivo concentration and are usually lower because of patients’ volume therapy and

hemodilution [39].

More interestingly, we show here for the first time, that cfDNA/NETs but not NGAL or cre-

atinine represent valuable AKI predictors at late stage after cardiac surgery. Indeed, patients

with AKI development >24 hours after surgery, displayed a more pronounced rise in cfDNA

after surgery compared to patients with early AKI development during the first 24 hours, and

significant intergroup differences were found at day 5. Of note, neither NGAL nor creatinine

showed a similar course, and both biomarkers were found to be significantly higher in patients

with early AKI. In patients with AKI development at postoperative day 5, for the day 3 cfDNA

quantification, the AUC was 0.804 and the diagnostic odds ratio for AKI prediction was 13.1

using a cut-off value of 260.53 ng/ml. In turn, AUCs for NGAL and creatinine (0.699 and

0.688) as well as diagnostic odds ratios of 6.24 and 9.18 were lower.

The underlying mechanisms could not be determined by the current study design. Also the

source of cfDNA in patients with late AKI was not closer identified. We assume that plasma

cfDNA at early stages after surgery originates from necrotic tissue and hyperactivated neutro-

phils and largely reflects systemic inflammation. Conversely, when surgery-associated inflam-

mation starts to subside, cfDNA probably originating from necrotic tubular epithelial cells,

functions to a great extent as a biomarker for kidney injury. Indeed, levels for neutrophil elas-

tase, IL-6 and TNF-α in patients undergoing cardiac surgery have been demonstrated to peek

during the first hours after surgery and visibly declined until the fourth postoperative day [40].

AKI development on day 5 after surgery might rather be a consequence of postoperative

patient management such as exposure to nephrotoxic drugs. In this regard, combined admin-

istration of ACE inhibitors, angiotensin receptor blockers, diuretics, or nonsteroidal anti-

inflammatory drugs, as part of postoperative management, were found to be associated with

increased risk of AKI [41, 42]. However, early and exact detection of AKI is critical in clinical

practice and would ensure clinical interventions, such as avoidance of hypovolemia or aggres-

sive diuresis which might contribute to the reduction of renal damage. Thus, it is likely, that

timely diagnosis on the basis of early biomarkers, e.g. NGAL, could be efficient in limiting kid-

ney injury progression and subsequent rise in cfDNA.

It should be also mentioned, that in patients with post-surgical AKI development NGAL and

creatinine were already significantly increased at the time of admission, probably due to stron-

ger inflammation in these patients, although levels of CRP were not elevated (unpublished

Table 5. Predictors for postoperative occurrence of AKI. Odds ratios refer to NGAL values greater than threshold for AKI development.

Variables NGAL at admission NGAL at OP day NGAL at day 1 NGAL at day 2 NGAL at day 3

Surgery duration (h)b 4.40

(1.28–15.15) a
4.88

(1.49–15.90) a
3.56

(1.19–10.59) a
5.73

(1.75–18.75) a
2.88

(0.97–8.56)

Bypass time (min)b 2.87

(0.88–9.38)

10.85

(3.01–39.15) a
8.84

(2.57–30.41) a
8.75

(2.54–30.06) a
5.34

(1.61–17.76) a

Crossclamping time (min)b 7.80

(1.91–31.79) a
7.50

(2.07–27.20) a
8.21

(2.53–26.68) a
8.67

(2.38–31.54) a
3.17

(1.08–9.31) a

ICU stay (d) b 4.25

(1.22–14.78) a
6.11

(1.75–21.37) a
5.40

(1.48–19.73) a
12.75

(3.24–50.12) a
10.29

(2.07–51.22) a

Ventilation time (h) b 9.46

(0.91–98.97)

Hyperlipidemia 0.95

(0.16–5.45)

3.27

(0.37–29.35)

1.19

(0.24–5.84)

0.67

(0.13–3.32)

0.84

(0.17–4.16) a

a significant predictors in univariate analysis.
b value>mean. Odds Ratio with 95% confidence interval (CI); NGAL neutrophil gelatinase-associated lipocalin.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218548.t005
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results). Thus, it might be assumed that patients with higher inflammation or consisting signs of

kidney injury, already preoperatively, are more prone for postsurgical complication, e.g. AKI.

Indeed, both NGAL and creatinine expression are influenced by comorbidities [43, 44]. Addi-

tionally, despite the limited patient number included in this study, our results strongly support

previously published data demonstrating increased mid-term / long-term mortality in patients

with AKI after cardiac surgery [45, 46].

However, there are also some limitations of this study. First, data have been collected from

a single center with a non-blinded design with a limited number of patients. Our AKI diagno-

sis is solely based on serum creatinine and we did not consider changes in urinary biomarkers.

Previous studies identified urinary IL-18 and NGAL, among others, as early predictive mark-

ers for AKI after CPB [29, 47] Taking into account that volume overload might falsify serum

creatinine, this may represent a further limitation of this study.

Further large-scale analyses will be needed to illustrate the relationship between plasma

cfDNA and postoperative AKI development after on-pump surgery and to straighten its feasi-

bility as an AKI biomarker. Nevertheless, cfDNA should be considered as a feasible biomarker

to predict AKI in cardiac surgical patients.
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4. Diskussion 

4.1. Zusammenhang AKI und herzchirurgische Eingriffe 

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten, dass von den 58 untersuchten Patienten 21 an einer 

AKI erkrankten. Von diesen Patienten erlitten sieben Patienten eine AKI in den ersten 24 

postoperativen Stunden und zehn Patienten erst ab dem dritten postoperativen Tag. 14 

Patienten erlitten eine AKI im Stadium 1, das restliche Drittel der AKI-Gruppe erkrankte somit 

an einer AKI Stadium 2 oder höher. Insgesamt starben 5 Patienten, alle aus der AKI-Gruppe. 

2i davon starben innerhalb der ersten beiden Wochen postoperativ, die anderen 3 starben 

innerhalb von vier Monaten postoperativ. Todesursachen waren unter anderem Herzversagen, 

Schlaganfall und Blutungsereignisse.  

Es konnte nachgewiesen werden, dass die cfDNA-Spiegel bei den Patienten, welche erst nach 

über 24 Stunden eine AKI entwickelten, schon am ersten postoperativen Tag, besonders aber 

am dritten postoperativen Tag, signifikant erhöht waren, sodass sich hier eine mögliche 

frühzeitige Diagnostik ableiten ließ. Die NGAL- und Kreatininspiegel waren hingegen erst 

unmittelbar mit Auftreten einer AKI erhöht, sodass mittels dieser Parameter keine 

Früherkennung möglich war. 

Auffällig war, dass Patienten der AKI-Gruppe eine signifikant längere Operationsdauer mit 

verlängerter Herzlungenmaschinen- und Aortenklemmzeit hatten. Wie im Abschnitt 2.2. bereits 

beschrieben, wird AKI maßgeblich durch Inflammationsprozesse begünstigt. Der Einsatz einer 

Herzlungenmaschine und eine lange Aortenklemmzeit werden mit einer verstärkten 

inflammatorischen Reaktion in Verbindung gebracht 109.  

Die Pathophysiologie von AKI nach Herzoperationen ist bei einer multifaktoriellen und 

komplexen immunologischen Genese in Teilen noch unverstanden. Eine AKI stellt nach 

Herzoperationen eine sehr häufige sowie schwerwiegende Komplikation dar. In ca. 1-5 % der 

Fälle besteht sogar eine dauerhafte Dialysepflichtigkeit als Komplilkation und Folge einer AKI 

110. Somit ist auch die Mortalität und Morbidität nach einer herzchirurgischen Operation eng 

damit verbunden  110.  

Durch die Verwendung Herzlungenmaschine kommt es zur Minderperfusion und folgend auch 

Ischämie der Nieren. Dies entsteht durch eine Änderung des Tonus der Gefäßmuskulatur, 

wodurch es zu einer gestörten Autoregulation der Niere mit konsekutiver Minderdurchblutung 

und einer Verringerung des Sauerstoffpartialdrucks im Nierenparenchym kommt. Der 

Nierenperfusionsdruck kann um bis zu 30 % abfallen, wodurch ebenfalls die Ischämie-

Reperfusionsschädigung erhöht wird 111.  

Es ist anzumerken, dass es derzeit wenige Interventionsmöglichkeiten im Falle eines frühen 

Erkennens der AKI gibt. Die klinische Behandlung bliebe trotz Früherkennung nach aktuellem 
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Forschungsstand eine besondere Herausforderung, da aufgrund der komplexen Genese kaum 

gezielt interveniert werden kann. 

Auch ist zu bedenken, dass es sich bei herzchirurgischen Patienten oft um chronisch kranke 

Patienten handelt, bei welchen bereits seit langer Zeit immunologische Prozesse durch 

Vorerkrankungen (z.B. Diabetes mellitus, metabolisches Syndrom, Herzinsuffizienz) aktiv sind 

und die Immunmodulation möglicherweise schon von vorneherein verändert ist. Dadurch kann 

es unter Umständen zu einer schlechteren Vergleichbarkeit mit der Allgemeinbevölkerung 

bzw. zu einer unklaren Aussagekraft von Immunmarkern wie cfDNA/NETs kommen. 

Am Beispiel eines vorliegenden Diabetes Mellitus wurde in einer Studie aus dem Jahr 2024 

das Risiko der Entwicklung einer AKI nach on-pump Operationen bei akuter Hyperglykämie 

untersucht. Hier war bereits bei einem intraoperativen Blutzuckerwert >128 mg/dl das Risiko 

der Entwicklung einer postoperativen AKI erhöht 112. Eine andere Studie zeigte, dass auch 

eine präoperative Anämie einen erheblichen Risikofaktor für eine postoperative AKI darstellt, 

am ehesten bedingt durch die damit einhergehende zelluläre Hypoxie 113. 

 

4.2. cfDNA als Biomarker 

CfDNA ist freiliegende DNA ohne Zellkern, welche von untergehenden Zellen freigesetzt 

werden kann, aber auch von fetaler DNA, selbstaktivierter DNA (z.B durch Trauma oder 

Infektionen) und von Tumorzellen 114 115.  Auch wird vermutet, dass es immer mehrere dieser 

ursächlichen Quellen beteiligt sind, wenn cfDNA vermehrt auftritt 114. Sie kommt auch im Blut 

von Gesunden vor. Hier wird angenommen, dass sie größtenteils aus hämatopoetischen 

Zellen stammt und an Proteine gebunden vorliegt. Die cfDNA-Spiegel im Gesunden sind 

niedrig 114. 

Ihr diagnostischer Nutzen ist vielfältig und reicht von pränatalen und genetischen Tests bis zur 

Tumorerkennung und Therapiemonitoring 114. 

Im Falle einer AKI scheint die Pathophysiologie zu sein, dass durch cfDNA im Interstitium der 

Tubuli sowohl Thrombozyten freigesetzt, als auch NETs freigesetzt werden, welche wiederum 

miteinander interagieren und so den Inflammationsprozess in der Niere aggravieren 36. 

Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen meiner Studie, dass bei allen Patienten 

nach Herzoperationen die cfDNA/NETs-Spiegel zunahmen. Es gelang in dieser Arbeit 

erstmals, signifikante Unterschiede in den Plasmakonzentrationen zwischen AKI und nicht-

AKI Patienten bis zum dritten postoperativen Tag zu messen. 

Jedoch konnte kein linearer Zusammenhang zwischen der Schwere der AKI und Höhe der 

cfDNA-Spiegel festgestellt werden. Weitere Studien mit einer größeren Anzahl an Patienten 

werden vonnöten sein, um in diesem Kontext die Zusammenhänge genauer darstellen zu 

können. Aufgrund der Erkenntnisse anderer Studien, welche sich ebenfalls mit der 

Pathophysiologie der akuten Nierenschädigung auseinandersetzen, liegt jedoch der Verdacht 
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nahe, dass geringe cfDNA-Spiegel und damit einhergehend eine geringere Anzahl von NETs 

stellvertretend für eine geringere Inflammationsreaktion stehen und so der Zellschaden (und 

somit auch der Endorganschaden) geringer ausfällt 116 36 117.  

Die Ergebnisse dieser Studien beziehen sich jedoch vorwiegend auf Studien bei 

ischämischem Niereninsult. Jedoch ist es denkbar, dass sich die Pathophysiologie auch auf 

postoperative AKI übertragen lässt. Auch hier werden weitere Studien gebraucht werden, um 

einen direkten Vergleich herstellen zu können. 

Es tragen noch weitere Faktoren wie beispielsweise oxidativer Stress zur Nierenschädigung 

bei. Dieser kann durch cfDNA und die dadurch getriggerten Signalwege verstärkt werden. Es 

kommt zur oxidativen Degradation von Lipiden und Denaturierung von Proteinen 33. Durch die 

Ischämie- / Reperfusionsschädigung kommt es zur vermehrten Ausschüttung von 

NETs/cfDNA in der Niere. Dies wurde auch in einer Mausstudie gezeigt. Außerdem wurde hier 

beobachtet, dass eine Zerlegung der NETs-Struktur oder die Hemmung dieser eine 

Nierenschädigung lindern kann 118. Ein vergleichbarer Mechanismus könnte auch nach Einsatz 

einer Herzlungenmaschine möglich sein. Diese Erkenntnisse konnten jedoch nicht durch die 

Daten meiner Studie belegt werden, da in meinen Ergebnissen die Höhe der cfDNA-Spiegel 

nicht mit der Schwere der AKI korrelierte. Dieser Widerspruch kann einerseits durch die 

niedrige Studienteilehmerzahl bedingt sein, andererseits auch durch Unterschiede im 

Studiensetting (Mausstudie, nicht nach Herzoperation). Es gibt derweil einige Arbeiten, die 

sich mit der Elimination von cfDNA und anderen Stressoren aus dem Blut auseinandersetzen, 

um so den dadurch verursachten Organschaden zu minimieren119,120. Interessant wäre somit 

ein Vergleich, bei welchem untersucht wird, ob die Höhe der cfDNA-Spiegel mit der Prognose 

in Zusammenhang steht und ob eine nachträgliche Elimination selbiger einen Effekt auf das 

Outcome im Vergleich zu Patienten ohne AKI hat.  

Aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraumes konnte auch keine Aussage über die Prognose 

im Zusammenhang mit erhöhten cfDNA-Spiegeln bezüglich einer spontanen Besserung der 

Nierenfunktion bzw. zur Wahrscheinlichkeit einer fortschreitenden Nierenerkrankung bis hin 

zur dauerhaften Dialysepflichtigkeit gemacht werden. In einer anderen Studie wurde gezeigt, 

dass eine Hämodialyse selbst ebenfalls eine Erhöhung der cfDNA-Spiegel verursachen kann 

121. Zusätzlich wird die Höhe dieser Werte mit einer erhöhten Mortalität assoziiert 121. Somit 

kann es eine Herausforderung sein, Ursache und Wirkung von cfDNA auf die Prognose der 

Dialysepflichtigkeit zu erheben. 

 

4.3. Vergleich der cfDNA zu NGAL und Kreatinin 

Kreatinin ist der gebräuchlichste klinische Biomarker zur Beurteilung der Nierenfunktion. Es 

hat aber, wie bereits in Punkt 2.7.2 beschrieben, den Nachteil, erst mit einer gewissen Latenz 

nach einem Insult und bereits eingetretenem Funktionsverlust der Niere als Biomarker zu 
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fungieren. Einerseits wird der Kreatininspiegel durch Muskelschäden während der 

intraoperativen Unterkühlung moduliert. Andererseits spiegeln die nach der Operation 

ermittelten Kreatininkonzentrationen nicht die in vivo Konzentration wider und sind in der Regel 

aufgrund der Volumentherapie und Hämodilution des Patienten niedriger 122. 

Aufgrund der Datenlage 123 124 125 entschied ich mich trotzdem für Kreatinin als 

Vergleichsgröße. Optional gibt es zahlreiche Studien zu alternativen Markern wie zum Beispiel 

NGAL. NGAL ist ein Protein, welches von diversen Epithelzellen und auch Leukozyten 

exprimiert wird und mit Oberflächenrezeptoren interagiert 126 127.   

Studien haben gezeigt, dass der NGAL-Spiegel im Serum, vor allem aber im Urin, schon kurz 

nach Ischämie, Trauma oder Sepsis ansteigt und präzise ein akutes Nierenversagen anzeigen 

kann, noch bevor dies mittels Kreatinin möglich ist 126. Dabei korrelierte auch die Höhe des 

gemessenen NGAL-Spiegels mit dem Grad der Organschädigung 126 128. 

Auch bei Patienten nach Herzoperationen konnte nachgewiesen werden, dass bei den 

Patienten mit AKI der NGAL-Spiegel im Urin im Gegensatz zu Patienten ohne AKI schnell 

anstieg und auch über viele Stunden persistierte 129. Auch in meiner Studie konnte durch den 

Vergleich von cfDNA mit Plasma-NGAL festgestellt werden, dass NGAL einen zuverlässigen 

und sensitiven Biomarker zur Vorhersage einer AKI in einem frühen Stadium nach der 

Operation darstellt. Hier wurde NGAL lediglich aus dem Serum gemessen, sodass sich die 

Frage stellt, ob durch eine Messung im Urin auch zu späteren Zeitpunkten (also ab dem 

zweiten postoperativen Tag) eine AKI hätte zuverlässiger detektiert werden können. 

Verglichen mit den Plasmaspiegeln von cfDNA konnte in meiner Studie gezeigt werden, dass 

hohe cfDNA -Spiegel bei Patienten gemessen wurden, welche erst am dritten postoperativen 

Tag oder später eine AKI entwickelten. In der Statistik zeigt sich, dass die AUC für den dritten 

postoperativen Tag für cfDNA (bezogen auf die Entwicklung einer AKI am fünften 

postoperativen Tag) bei 0,804 lag, wohingegen sie für Kreatinin und NGAL nur bei 0,688 bzw. 

0,699 war. Dies bedeutet, dass cfDNA als frühzeitiger und verlässlicherer Biomarker für die 

späte AKI Entwicklung genutzt werden könnte. Aufgrund der niedrigen Fallzahl werden jedoch 

noch weitere Studien benötigt, um die Reproduzierbarkeit und Verlässlichkeit dieser Aussage 

zu verifizieren. 

Auch ist hierbei nicht abgebildet, aus welchen Zellen cfDNA sezerniert wurde und ob noch 

andere Ursachen für die Entstehung einer AKI infrage kommen, wie zum Beispiel der Einsatz 

potentiell nephrotoxischer Substanzen wie ACE-Hemmer, NSAR oder Diuretika. 

Auch ist nicht beschrieben, ob möglicherweise eine Hypovolämie oder eine von vorneherein 

eingeschränkte Nierendurchblutung aufgrund einer arteriellen Verschlusskrankheit vorlagen. 

Gerade bei Bypassoperationen mit der Indikation einer ausgeprägten koronaren Herzkrankheit 

kann von einer generalisierten arteriellen Verschlusskrankheit ausgegangen werden, sodass 
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auch schon kurze Phasen der Hypotonie oder eben auch Hypovolämie zu einer sekundären 

Organminderperfusion führen können. 

Aktuellere Studien zeigten auch, dass ein Zusammenhang zwischen intravaskulärer NETose 

bzw. cfDNA und der Bildung von Mikrothrombosen oder COVID-19-assozierter AKI besteht 

130. Außerdem berichtete eine weitere Studie, dass signifikant erhöhte cfDNA-Spiegel bei 

Patienten gemessen werden konnten, die nach einer mit Sepsis-assozierter AKI 

dialysepflichtig wurden131. Denkbar wäre also auch die Entwicklung einer Sepsis oder SIRS 

(systemic inflammatory response syndrome) als Ursache für einen späteren Rückgang der 

Nierenfunktion.  

Auch die bereits bestehenden Vorerkrankungen können die NGAL- und die Kreatinin-

Expression verändern 132 133.  Passend dazu war der NGAL-Spiegel in meiner Studie bei einem 

Teil der Patienten der AKI-Gruppe bereits präoperativ erhöht. Dies könnte durch bereits 

präoperativ bestehende Inflammationsprozesse bedingt sein (ohne CRP-Erhöhung). Ob und 

inwiefern NGAL eine bereits präoperativ bestehende Nierenschädigung bzw. Prädisposition 

für Nierenschädigung anzeigen kann, bleibt Gegenstand der Forschung.  

Trotz der Limitationen könnte cfDNA ein vielversprechendes Werkzeug sein, um gefährdete 

Patienten rechtzeitig zu erkennen und präventiv beispielsweise die Verordnung potentiell 

nephrotoxischer Medikation zu reduzieren. 

 

4.4. Limitationen der Studie 

Einige Limitationen meiner Studie waren: 

Die Anzahl der Studienteilnehmer war wie bereits oben erwähnt gering. Es wurden von nur 

einem einzelnen Zentrum Daten erhoben. Die Studienteilnehmer waren alle eurasicher 

Herkunft und somit stellt sich die Frage, ob die Ergebnisse auch auf andere ethnische Gruppen 

übertragbar sind. 

In der vorliegenden Studie erfolgte auch keine Unterteilung nach Ursachen für die AKI (prä- 

intra- und postrenal). Jedoch sei hier erwähnt, dass eine postrenale Genese klinischerseits 

auszuschließen ist. Das Fehlen der genauen Unterteilung nach Ursache stellt eine Limitation 

dieser Studie dar.  

Eine weitere Limitation der Studie stellt der kurze Beobachtungszeitraum dar. Dies betrifft vor 

allem die fehlenden Daten über die späteren Krankheitsverläufe mit gegebenenfalls 

resultierender chronischer Niereninsuffizienz oder gar dauerhafter Dialysepflichtigkeit.  

Es konnte in vorliegender Studie keine Rücksicht auf die Urinausscheidung genommen 

werden, da dies im Zusammenhang mit der direkten postoperativen Versorgung auf ICU und 

einem Wechsel des Versorgungsteams zu Ungenauigkeiten führte. Auch erfolgte die 

Erfassung der Urinmenge rein handschriftlich und war entweder nicht zuverlässig einsehbar 
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oder nicht plausibel. Somit hätte die unvollständige oder falsche Erfassung der Werte zu einer 

irreführenden Statistik der Daten geführt. 

Jedoch haben frühere Studien bereits gezeigt, dass unter Berücksichtigung der 

Urinausscheidung eine höhere Inzidenz der AKI Diagnose im Stadium ≥ 2 vorlag 134 135. Es 

zeigte sich außerdem, dass die Sterblichkeit auf der Intensivstation, wenn das Kriterium der 

Urinausscheidung in die Definition der AKI einbezogen wurde135, zuverlässiger vorausgesagt 

werden konnte, somit ist das Fehlen dieser Erfassung als eine große Limitation meiner Studie 

anzusehen. 

Die AKI-Diagnostik basierte ausschließlich auf Kreatinin im Serum. Die Urinausscheidung 

wurde nicht berücksichtigt und hätte unter Umständen den Zeitpunkt der AKI-Diagnose 

beeinflusst. Auch hätten Biomarker (IL-18, NGAL) 126 136 137 im Urin untersucht werden können. 

Da Kreatinin als Goldstandard für die AKI-Diagnose verwendet wurde, ist zu bedenken, dass 

dieses dem Einfluss verschiedener Faktoren wie beispielsweise dem Volumenstatus, der 

Muskelmasse, dem Geschlecht und dem Alter unterlegen ist 138. 

Außerdem können bereits bestehende inflammatorische Prozesse sowie die Hämolyse 

ebenfalls zu einer Nierenschädigung führen. 

Die Einflüsse der verschiedenen Risikofaktoren wurden in meiner Studie nicht erforscht und 

sie spielen sicherlich eine wichtige Rolle bei der Schwere der Inflammation. Die Vormedikation 

der Studienteilnehmer wurde erfasst, jedoch für die Studienergebnisse nicht berücksichtigt.  

Ebenfalls bleiben Eliminationswege und Eliminationsdauer der vorhandenen cfDNA unklar. 

Hier stellt sich die Frage, wie lange diese auch nach Abklingen der Immunreaktion im Blut 

zirkuliert und ob sie zu jedem gemessenen Zeitpunkt noch eine klinische Relevanz hat und 

somit als aussagekräftiges Instrument zurate gezogen werden kann. 

Weitere größere Studien werden erforderlich sein, um den Zusammenhang zwischen Plasma- 

cfDNA und postoperativer AKI-Entwicklung nach Herzoperationen zu veranschaulichen und 

ihre Anwendbarkeit als AKI-Biomarker zu klären.  
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