1. Einleitung

1.1. Allgemeine Grundlagen

1.1.1. Albumin

Die nicht-korpuskuldren Komponenten des Blutes konnen in hochmolekulare Bestandteile wie
Proteine und Lipoproteine, sowie in niedermolekulare Bestandteile, zu denen die Elektrolyte,
Harnstoff, Harnsdure, Kreatinin, Cholesterin, Blutglukose u.a. zéhlen, eingeteilt werden.
Albumine gehoéren wie die Globuline zur Gruppe der globuléren Proteine.

Diese Proteine, auch Spharoproteine genannt, besitzen eine mehr oder weniger ausgebildete ku-
gelformige Tertiarstruktur, bei der die unpolaren Seitenketten in das Molekdilinnere, die polaren
hingegen nach auflRen ragen und somit zur Wasserloslichkeit des Molekdls beitragen. Man diffe-
renziert Untergruppen, die sich tber das Loslichkeitsverhalten, das auf das Verhéltnis von unpo-
laren zu polaren Strukturelementen im Molekil zurtickgeht, definieren.

Das Albumin, mit einem Molekulargewicht um ca. 66000 Dalton, stellt eine Polypeptidkette aus
584 Aminosauren mit einem hohen Anteil an schwefelhaltigen Aminoséuren dar. Es macht als
Serumalbumin ungefahr 52-62% des Gesamteiweiles im Blutplasma aus, und seine Konzentrati-
on ist eine Folge von Synthese, Verteilung, Abbau und Verlust an Albumin.

Daneben finden sich vier weitere Fraktionen an Plasmaproteinen (al-, a2-, - und y-Globuline),

die mit Hilfe der Tréagerelektrophorese aufgetrennt werden kdnnen.

Fur die Synthese der Plasmaproteine, mit Ausnahme der Immunglobuline, ist die Leber verant-
wortlich. Insgesamt betragt die Syntheserate von Albumin 0,2 g/kg KG/d (Mitzner, S.R. 1999)
und wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst (Weigand, K. 1980; Rothschild, M.A. et al.
1988):

e Von der Versorgung mit Aminosauren,

e vom onkotischen Druck,

e von Kortikosteroiden und anabolen Steroiden, die die Produktion von Albumin erhdhen,

e von Thyroxin, das einerseits die Synthese ebenfalls erhdht, andererseits den Austritt von

Albumin aus der Blutbahn férdert und damit den Albuminabbau induziert,



e von Proteinen der akuten Phase und der Gammafraktion, deren vermehrte Synthese mit
einer verminderten Albuminsynthese einhergeht und
e von diversen Lebererkrankungen, die den Spiegel der von der Leber produzierten Plas-

maproteine sinken lassen.

Unter physiologischen Bedingungen besteht zwischen Synthese und Abbau von Albumin ein
Gleichgewicht, das zu einer tdglichen Metabolisierung von 10% des Plasmaalbumingehaltes
fuhrt (Rossing, N. 1978; Weigand, K. 1980). Erniedrigte Albuminspiegel sind aullerdem auf eine
Hyperhydratation, Sekretionsstérungen in den Intravasalraum, Verteilungsstérungen zwischen
dem Intra- und Extravasalraum sowie auf eine kongenitale Analbumie zuriickzufuhren
(Weigand, K. 1980).

Der Abbau von Albumin erfolgt neben Verlusten uber den Magen-Darm-Trakt und die Niere
hauptséachlich durch intrazelluldre Prozessierung in der Leber bei einer Halbwertzeit von ca. 20

Tagen.

Die Funktion von Albumin liegt hauptsachlich in der Aufrechterhaltung des intravasalen Volu-
mens und der Regulierung des kolloidosmotischen (onkotischen) Druckes (Weigand, K. 1980).
Dabei ist Albumin als Molekdil zu groR, um die GefédlRwand zu passieren (semipermeable Memb-
ran) und verhindert durch seine F&higkeit der Wasserbindung eine Diffusion von Flussigkeit aus
den GefélRen in das umliegende Gewebe. Ein Gramm (1 g) Albumin ist in der Lage, 18 ml Was-
ser an sich zu binden und ist trotz seines relativ niedrigen Molekulargewichts zu ca. 80% daftr
verantwortlich, den kolloidosmotischen Druck aufrecht zu erhalten (Mitzner, S.R. 1999).

Der isoelektrische Punkt des Humanalbumins liegt zwischen einem pH-Wert von 4,4 und 5,4. Im
Bereich des physiologischen pH-Wertes des Blutes ist Albumin daher stark negativ geladen und
zeigt im elektrischen Feld der Eiweil3elektrophorese von allen Plasmaproteinen die hochste Ge-
schwindigkeit. Durch diese stark negative Ladung fungiert Albumin zusatzlich als Tragerprotein
fir wasserunldsliche Stoffe (Mitzner, S.R. 1999). Es ist in der Lage, Anionen, Spurenelemente
und Stoffwechselprodukte wie Bilirubin, freie Fettsdauren, Hormone oder auch Medikamente an
sich zu binden und durch den Kdorper zu transportieren.

Auch zur Pufferkapazitat des Blutes liefert Albumin einen enormen Beitrag, wobei diese durch
die ionisierbaren Seitengruppen bestimmt ist, unter denen der Imidazolring des Histidin beson-
ders wirksam ist. SchlieBlich stellt Aloumin eine Form der Eiweil3reserve dar, es kann unter be-
stimmten Bedingungen abgebaut werden und als Baustein fiir andere Proteine dienen (Schmidt,
R.F. etal. 1997).



Die Verteilung von Albumin im Organismus entspricht einem Zweikompartimentenmodell, wo-
bei ca. 40% auf den intravasalen Flissigkeitsraum und ca. 60% auf den extravasalen Flissig-
keitsraum entfallen (Matthews, C.M. 1957; Rossing, N. 1978; Weigand, K. 1980).

Beim Betrachten des Extravasalraumes findet sich eine weitere Gliederung in zwei Subkompar-
timente, wobei das erste die viszeralen Organe und das zweite Subkompartiment die Skelettmus-
kulatur und die Haut umfasst. Dabei héngt die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung
des Albumins zwischen Plasma und interstitiellem Raum von der Art der Subkompartimente ab.
Wegen der erhdhten Kapillarpermeabilitat fir Albumin in den viszeralen Organen zeigt sich ein
relativ erhohter Austausch zwischen Eiweil3 aus Intra- und Extravasalraum (t1/2 ca. 3 Stunden).
Hingegen zeigt das Subkompartiment fir Haut und Skelettmuskulatur eine deutlich geringere
Kapillarpermeabilitat fir Albumin und somit auch eine verminderte Austauschgeschwindigkeit
(t1/2 ca. 24 Stunden) (Rossing, N. 1978).

Zwischen intra- und extravasalem Flissigkeitsraum findet ein Gesamtaustausch von ca. 5% der
intravasalen Albuminmenge pro Stunde statt (transcapillary escape rate). Diese transkapillare
Austauschrate von Albumin kann unter diversen Bedingungen erhéht sein, dazu zahlen Erkran-
kungen wie arterielle Hypertonie, Verbrennungen, Leberzirrhose, diabetische Mikroangiopathie
u.a. (Parving, H.H. et al. 1977; Parving, H.H. et al. 1973; Weigand, K. 1980), aber auch Stresssi-
tuationen, die gleichfalls die transkapilldre Sekretion von Albumin steigern. Extravaskulares
Albumin wird dann Uber das Lymphsystem wieder zuriick in die Blutbahn transportiert, und es
wird damit ein kompletter Austausch des intravasalen Gesamtalbumins erzielt.

AulRerhalb dieses Spektrums findet sich Albumin zudem noch im Liquor und kommt dort in ei-
ner Konzentration bis maximal 35 mg/dl vor. Bei gestorter Blut-Hirn-Schranke tritt es vermehrt
aus der Blutbahn in den Liquor Uber und lasst sich unter Verwendung des Liquor/Serum-
Quotienten quantifizieren. Erhdhte Quotienten zeigen eine Beeintrachtigung der Blut-Hirn-
Schranke an. Sie dienen demnach als empfindliche Parameter fur Schrankenstérungen, wie sie

bei Entzlindungen, Traumata, Tumoren etc. vorkommen koénnen (Reiber, H. 1994).



1.1.2. Mikroalbuminurie

1.1.2.1. Epidemiologie

In der MONICA-Studie von Liese, A.D. et al. (2001) wird die Assoziation zwischen einer
Mikroalbuminurie und dem Vorliegen eines metabolischen Syndroms bei nicht-diabetischen
Mannern und Frauen untersucht. Die Prévalenz einer Mikroalbuminurie in dieser Studie zeigt
Ergebnisse von 7,5% bei Frauen und 8% bei Mannern. Ferner treten hohere Pravalenzwerte bei
dem Vorliegen einer Adipositas oder eines Hypertonus auf.

Patienten mit einem primaren Hypertonus ohne diabetische Begleiterkrankung werden in einer
Studie von Pontremoli, R. et al. (2002) hinsichtlich dieser Fragestellung genauer verfolgt, und es
ergeben sich Prévalenzen fir einen positiven Mikroalbuminurietest von 8-15%.

Besonders stark ist die Assoziation zwischen einer Mikroalbuminurie und einem Diabetes melli-
tus. Liegt ein Diabetes mellitus als alleinige Erkrankung vor, steigen die Pravalenzwerte fir eine
Mikroalbuminurie 10 Jahre nach Erstmanifestation auf 24,9%, fur eine Makroalbuminurie auf
5,3% und fir die Erhdhung der Retentionsparameter auf 0,8% (Adler, A.l. et al. 2003).

Bei Personen ohne Nebendiagnosen wie Diabetes mellitus, Hypertonus, kardiovaskulére Erkran-

kungen oder erhohte Retentionsparameter liegt die Pravalenz bei 5,1% (Jones, C.A. et al. 2002).

1.1.2.2. Allgemeines

In den Glomeruli der Niere entsteht ein Ultrafiltrat, das durch den kapillaren Blutdruck von 48
mmHg aus den glomeruléren Kapillarschlingen in die Bowman-Kapselraume abgepresst wird.
Diesem Druck wirken allerdings der Druck der Bowman-Kapsel von ca. 13 mmHg und auch der
kolloidosmotische Druck in den GeféaRen von ca. 25 mmHg entgegen, sodass letztlich der effek-
tive Filtrationsdruck von etwa 10 mmHg die treibende Kraft fur die Filtration Uber die gesamte
Lange der Kapillaren darstellt (Klinke, R. et al. 1996). Die Filtration geschieht entlang einer
Membran, die von innen nach auf3en aus drei Schichten aufgebaut ist: Der Schicht der Endothel-
zellen, gefolgt von der Basalmembran und schliellich der Schicht der epithelialen Podozyten.
Diese stellen eine Filtrationsbarriere dar und bedeuten fiir Molekile entsprechend ihrer Groi3e
und Ladung ein Passagehindernis. Wasser und niedermolekulare Substanzen werden im Gegen-
satz zu hohermolekularen Stoffen, zu denen vor allem Plasmaproteine z&hlen, beim Durchgang

nicht behindert. Der Grenzwert fiir eine freie Filtration liegt bei einem Molekulargewicht (MG)



von 6-15 kDa. Fir Molekiile mit einem MG (ber 80 kDa ist der Filter nahezu dicht. Stoffe, deren
Molekdilradius zwischen den genannten Grenzen liegt — dazu zahlt zu einem geringen Anteil

auch das Albumin — werden nur teilweise filtriert.

Dabei wird in Experimenten mit Ratten festgestellt, dass hochmolekulare Stoffe, die genauso
grol sind wie das negativ geladene Albumin, stérker filtriert werden, wenn sie ungeladen sind
oder noch leichter passieren kdénnen, wenn sie positiv geladen sind (Bohrer, M.P. et al. 1978).
Dieser Zustand beruht auf den negativen Wandladungen des Filters, die sich sowohl in der Au-
Renschicht der Basalmembran als auch in der Schicht der epithelialen Podozyten finden lassen
und zu einem grof3en Teil durch Heparansulfat verursacht sind (Kanwar, Y.S. et al. 1984; Stow,
J.L.etal. 1985).

Einen der wichtigsten Grinde fir die Forderung einer vermehrten Filtration von Albumin stellt
die Einstellung des Blutdruckes dar (Gall, M.A. et al. 1991; Jensen, J.S. et al. 2000). Friher war
man der Ansicht, eine Persistenz des erhdhten Blutdruckes sei notwendig, um eine ausreichende
Filtration in den bereits geschadigten Glomeruli der Nieren und die Funktion anderer Organe zu
sichern (Erfordernis-Hochdruck) (Volhard, F. 1923). Heute geht man davon aus, dass sich das
Absenken des hohen Blutdruckes protektiv auf die Nieren und die kardiovaskuldren Organe
auswirkt (Brazy, P.C. et al. 1989; Mogensen, C.E. 1982).

Zum Beispiel sind bei Diabetikern durch eine afferente Vasodilatation die praglomeruléren Ge-
faRe dilatiert. Es ist somit selbst bei einem normotonen Patienten der glomerulare GefalRdruck im
Vergleich zum Nicht-Diabetiker erhoht. Besteht nun gleichzeitig eine Hypertonie, so ist das
Ausmald der glomeruldren Schaden grol3. Das Beispiel der Nieren zeigt, dass sich durch den Ver-
lust der Autoregulation selbst eine geringfiigige Blutdruckerhdhung direkt an dem glomeruléren
Kapillarbett auswirkt und die Glomeruli weiter schadigen kann (Mogensen, C.E. 2005).
AulRerdem wird deutlich, dass Patienten mit Diabetes mellitus neben dem Risiko einer Nephro-
pathie auch eine erhohte Anfalligkeit besitzen, eine Retinopathie und andere kardiovaskuldre
Erkrankungen zu entwickeln (Borch-Johnsen, K. et al. 1987; Hansson, L. et al. 1998).

Laut Schrier, R.W. et al. (2002) zeigt sich, dass eine Senkung des Blutdruckes in den Bereich
normotensiver Werte sowohl den Prozess einer Retinopathie verlangsamt als auch das Entstehen
von Schlaganfallen drastisch mindert.

Die Hohe des Blutdruckes ist aber nicht der einzig beeinflussende Faktor flr eine vermehrte
Ausscheidung von Albumin im Urin. Eine weitere Rolle spielt die Konzentration des Blutzu-
ckers (Weir, M.R. 2004). Dabei kann eine prospektive Studie zeigen, dass eine optimale Blutzu-

ckereinstellung die mikrovaskuléren Schaden vermindert und die Mikroalbuminurierate der Pati-
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enten um ca. 30% verringert (UKPDSG 1998).

Bei langfristig erhohten Blutglukosewerten sind laut van der Woude, F.J. et al. (1997) sowohl
die Proteoglykane als auch die Glykosaminoglykane fur den Zustand der Mikroalbuminurie ver-
antwortlich. Patienten mit einer diabetischen Nephropathie zeigen ein umgekehrt proportionales
Verhaltnis zwischen der Menge der Seitenketten von Heparansulfat und dem Vorkommen einer
Albuminurie (Rohrbach, R. 1986). Eine Hyperglykamie fuhrt zu einer verminderten Sulfatisie-
rung von glomeruldarem Heparansulfat durch eine wahrscheinlich fehlerhafte Funktion der N-
Deacetylase (Kjellen, L. et al. 1983), und es kommt dadurch zu einem Verlust der negativen La-
dungen an der glomeruldren Basalmembran und ferner zu einer Veranderung ihrer membrandsen
Mikrostruktur (Hunsicker, L.G. et al. 1981). Da diese negativen Ladungen - wie oben erwahnt -
letztlich verantwortlich dafur sind, dass das negativ geladene Albumin nicht filtriert wird, kommt
es bei einem Verlust des Heparansulfats zu einer verstarkten Mikroalbuminurie.

Weitere Ursachen einer Filtration fur Albumin sind genetische Variationen wie beispielsweise
der Polymorphismus des Angiotensin-Converting Enzymgens, der mit einem vermehrten Risiko
flr vaskulare Lasionen sowohl in nicht-diabetischen als auch in diabetischen (NIDDM) Patienten
assoziiert ist (Jeffers, B.W. et al. 1997), oder Defekte in der tubuldren Resorption, bei denen eher
kleine Proteine wie o-Mikroglobulin oder B,-Mikroglobulin im Urin erscheinen (Weber, M.H.
et al. 1985).

Geschlechtsspezifisch betrachtet lasst sich bei Mé&nnern eine gesteigert positive Assoziation hin-
sichtlich der Mortalitat und einer grofRen Anzahl von Urinproben mit einem Albumin-Kreatinin-
Quotienten oberhalb des Normwertes eruieren (Romundstad, S. et al. 2003). Die Relevanz des
Alters fur das Auftreten einer Mikroalbuminurie hat Damsgaard, E.M. et al. (1990) in einer Stu-
die mit Patienten zwischen dem 60. und 74. Lebensjahr untersucht. Es fallt auf, dass ein Zusam-
menhang zwischen der Albuminausscheidungsrate und der Mortalitat (besonders an kardio-
vaskuldren Ereignissen) im Alter besteht.

Auch Rauchen - gemessen an der Expositionsdauer und nicht an der konsumierenden Menge - ist
nach Briganti, E.M. et al. (2002) und Chase, H.P. et al. (1991) relevant fur das Ergebnis einer
Nierenschadigung mit einem erhéhten Albumin-Kreatinin-Quotienten bzw. einer verminderten
glomeruléren Filtrationsrate. Es stellt sowohl bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ | als auch
bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il eine grofRere Gefahr der Entwicklung einer Nephro-
pathie dar und beschleunigt das Auftreten einer terminalen Niereninsuffizienz auch bei anderen
inflammatorischen oder nicht-inflammatorischen Nierenerkrankungen nach Orth, S.R. et al.

(1997) um nahezu das Doppelte.
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Zusétzlich liegt der vermehrten Ausscheidung von Albumin im Urin eine Schadigung im gesam-
ten Endothelsystem und folglich auch in Héhe der Glomeruli zugrunde (Pontremoli, R. 1996;
Deckert, T. et al. 1989).

Diese Annahme wird durch die Feststellung erhdhter Konzentration von von-Willebrand-Faktor-
Antigenen gestltzt, die dann vorliegt, wenn ein Endothelschaden nachweisbar ist. In Studien von
Pedrinelli, R. et al. (1994) kann ein direkter Zusammenhang zwischen der Ausscheidungsrate
von Albumin und dem Vorhandensein des von-Willebrand-Faktors festgestellt werden.

Auch die Proteine im Filtrat der Niere selbst besitzen eine nephrotoxische Wirkung auf das tubu-
lare System und bedingen ein Fortschreiten der Nierenschadigung (Bramlage, P. et al. 2003).
SchlieRlich wird fur die verstérkte Filtration von Albumin eine erhdhte Konzentration von Angi-
otensin-Il verantwortlich gemacht, die zum einen die Durchléssigkeit der glomerularen Permea-
bilitatsbarrieren beeinflusst, zum anderen Auswirkungen auf die Hohe des systemischen Blut-
druckes hat. Ein erhohter systemischer Blutdruck fordert in Folge eine Konstriktion der efferen-
ten Kapillaren und steigert den Druck auf die Glomeruli der Niere. Beide VVorgange haben einen

negativen Einfluss auf den Verlauf einer Mikroalbuminurie (Bramlage, P. et al. 2003).

Tabelle 1: Risikofaktoren einer Albuminurie (de Jong, P.E. et al. 2004)

unbeeinflussbar beeinflussbar
sicher unsicher
Rasse Diabetes Hyperlipidamie
Geschlecht Hypertonus Salz/Proteine
Alter Adipositas orale Kontrazeptiva
Niedriges Geburtsgewicht Rauchen Hormonersatztherapie

Entsprechend der elektrophoretischen Auftrennung l&sst sich eine Proteinurie in verschiedene
Muster einteilen (Herold, G. 2003). Dazu zahlt die hochmolekulare glomerulére Proteinurie, die
man bezlglich qualitativer Unterschiede der Glomeruluslasionen weiter in eine selektiv glome-
ruldre Proteinurie und in eine nichtselektiv glomerulére Proteinurie gliedert. Erstere findet sich
bei leichten glomeruldren Schaden (z.B. minimal-change-nephritis) und verursacht eine Aus-
scheidung von ca. 100-3000 mg Albumin/g Kreatinin im Urin, wohingegen sich eine nichtselek-
tiv glomerulére Proteinurie durch eine erhdhte Ausscheidung von héhermolekularen Proteinen

auszeichnet.
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Kleinmolekulare Proteinurien erkennt man an einer erhéhten Konzentration von o—

Mikroglobulin im Urin, die durch eine fehlende tubuldre Rickresorption bei chronisch tubularen

Léasionen bedingt ist. ay—Mikroglobulin, ein Glykoprotein, das vorwiegend in den proximalen

Tubuluszellen vorkommt, scheint sowohl als Indikator fir tubuldre als auch fiir gemischte Prote-
inurien (glomerular-tubulére Mischproteinurien) geeignet (Weber, M.H. et al. 1985).

SchlieBlich unterscheidet man eine prarenale von einer postrenalen Proteinurie (Herold, G.
2003). Bei der prarenalen oder auch ,,Uberlauf“-Proteinurie wird die Kapazitat der tubularen
Riickresorption durch ein vermehrtes Anfallen dieser Proteine Uberschritten wie sie bei der Ben-
ce-Jones-Proteinurie wegen einer urséachlichen monoklonalen Gammopathie, sowie bei Myoglo-
binurien oder H&moglobinurien auftreten. Postrenale Proteinurien zeichnen sich durch tubulér
sezernierte Proteine (z.B. Tamm-Horsfall-Protein) aus und sind ein Korrelat fir die Funktion des
distalen Tubulus (Zimmerhackl, L.B. 1993).

Eine voribergehende Erh6hung der Albuminkonzentration findet sich auch bei Gesunden und
unterliegt einer starken biologischen Variabilitat (Pedrinelli, R. et al. 2002; Mogensen, C.E. et al.
1995). Nennenswert sind besonders die tagesabhangigen Schwankungen, wobei am Tag eine um
25% stéarkere Ausscheidungsrate gemessen werden kann als in der Nacht. Auch die Schwankun-
gen von einer 24-h-Periode zur nachsten beschreiben Variationen von bis zu 40-50%.

Menschen, die sich einer korperlichen Anstrengung, Orthostase, emotionalem Stress oder einem
Temperaturstress (Hitze/Kalte) aussetzen, weisen interindividuelle Schwankungen der Albumin-
konzentration auf. Und auch Erkrankungen wie eine Herzinsuffizienz, Blutzuckerentgleisungen
oder selbst operative Eingriffe kénnen zu einer reversiblen Albuminurie fihren. Ein Funftel aller
Frauen zeigt wahrend der Schwangerschaft Werte einer benignen Albuminurie, bei denen es sich
um passagere Ergebnisse handelt und die Konzentrationen von 300 mg/I nicht Gberschreiten. In
besonderem Malle kann dies bei einem Vena-cava-Kompressionssyndrom auftreten
(Scherberich, J. 1998). Weitere Ursachen einer flichtigen Mikroalbuminurie kénnen entzindli-
che Erkrankungen, wie Harnwegsinfekte oder akut fieberhafte Erkrankungen sein (Mogensen,
C.E. et al. 1995). Zur weiteren Einschétzung des Krankheitsgrades ist es hier notwendig, eine
Wiederholung des Tests zu machen, die durch mindestens zwei im Abstand von zwei bis vier
Wochen gemessene Bestatigungsuntersuchungen zu erfolgen hat. Erst dann wird der hohen

spontanen Variabilitat der Albuminausscheidung Berlcksichtigung geschenkt.
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Einheitliche Werte, die eine Mikroalbuminurie definieren, beginnen bei einer Ausscheidung von
20 mg/l oder 30 mg/24h und gehen bei Erreichen des Grenzwertes von 200 mg/l oder 300
mg/24h in die so genannte Makroalbuminurie oder Proteinurie Gber.

Tabelle 2: Referenzwerte einer Proteinurie (Molitch, M.E. et al. 2004; Mogensen, C.E. et al.
1995; Bilous, R. 1995; Zelmanovitz, T. et al. 1997; Pontremoli, R. 1996; Pontremoli, R. et al.
2002; Herold, G. 2003)

24h SU ! Min-SU* SpU ACR? SpU Alb- Konz.?
(mg/24h) (1g/min) (mg Alb/g Cr) (mgl/l)
Normal <30 <20 <30 <20
Mikroalbuminurie 30-299 20-199 30-299 20-199
Klin. Albuminurie >300 >200 >300 >200

! sammelurin
2 Spontanurin Albumin-Kreatinin-Ratio
3 Spontanurin Albuminkonzentration

Der Beginn einer Schadigung im Endothelsystem und der folgliche Anstieg des kardiovaskularen
Risikos liegt aber schon vor der Schwelle der definierten Mikroalbuminurie (Gerstein, H.C. et al.
2001; Selby, J.V. et al. 1990). Klausen, K. et al. (2004) propagiert fur eine Schwelle der sym-
ptomatischen Mikroalbuminurie bei einem Wert von >4,8 pug/min. Jedoch kann in der Regel eine
vermehrte Durchléssigkeit und folgliche Ausscheidung von Albumin im Urin frihestens im Sta-
dium der Mikroalbuminurie nachgewiesen werden. Es sind also préazisere Testmdglichkeiten fir
den Nachweis geringer Mengen von Albumin im Urin interessant, die ein frihzeitiges Diagnosti-

zieren und Therapieren dieser Schaden ermdglichen.

1.1.2.3. Therapie

Die Nierenfunktion - also die glomerulére Filtrationsrate - ist im Stadium der Mikroalbuminurie
noch nicht eingeschrénkt. Der Nachweis einer vermehrten Ausscheidung von Albumin ist dem-
entsprechend ein zur Verflgung stehendes Friihwarnsystem fiir eine Nephropathie. Eine sich
anschlieBende klinische Manifestation ist gekennzeichnet durch eine irreversible Proteinurie,
gefolgt von einer Erh6hung der Serumretentionswerte.
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In diesem friihen Zeitraum sind noch therapeutische Interventionen moglich, um die patholo-
gisch erhohten Werte fir Albumin im Urin zu korrigieren und somit eine Verschlechterung der
Nierenfunktion zu verhindern.

Das Grundziel diabetischer Patienten liegt in der Prévention einer diabetischen Nephropathie.
Hierunter zahlen MaRnahmen wie die normnahe Einstellung der Blutglukose und nach der Modi-
fication-of-Diet-in-Renal-Disease-Studie die Senkung des Blutdruckes auf Werte von <130/80
mmHg, die einem Wert unterhalb der oberen Normgrenze entsprechen. Bei einer Proteinurie von
>1 g/d wird eine Senkung des Blutdruckes unter 125/75 mmHg empfohlen (Peterson, J.C. et al.
1995).

Liegt eine diabetische Nephropathie bereits vor, so ist das vorrangige Ziel, eine Progression die-
ser Erkrankung zu verhindern. Wichtig ist auch hier eine angepasste Lebensfiihrung mit rigoro-
ser Blutzuckereinstellung, konsequent gefiihrter antihypertensiver Therapie (s.u.), der Verzicht
auf Nikotin (Schiffl, H. et al. 2002), die Reduzierung von Lipiden (Bianchi, S. et al. 2003) und
die diatetische Restriktion der Eiweizufuhr (Pedrini, M.T. et al. 1996).

Der Nutzen einer antihypertensiven Therapie fur den Verlauf einer Nierenerkrankung ist in Stu-
dien sowohl fir die diabetische als auch fir die nicht-diabetische Nephropathie nachgewiesen
(Alvestrand, A. et al. 1988). Erreicht werden konnen diese Zielwerte durch eine nicht-
medikamentose Therapie (z.B. Gewichtsreduktion, Kochsalzreduktion, Ausdauertraining etc.)
und spater auch durch eine medikamentdse Therapie, die sich aus dem Stufenschema der Hoch-
druckliga ableitet.

Den ACE-Hemmern und den Angiotensin-lI1 Rezeptorantagonisten wird hierbei eine besondere
Stellung eingerdumt:

Bei vielen chronischen Nierenerkrankungen - einschliellich der diabetischen Nephropathie - ist
das Renin-Angiotensin-System (RAS) aktiviert und bedingt tber verschiedene Mechanismen des
Angiotensin Il eine Mikroalbuminurie (s.0.). So flihrt auch Glukose zu einer direkten Aktivie-
rung des RAS, und es ist folglich pathophysiologisch sinnvoll, eine Hemmung dieses Systems zu
erzielen, um einer Mikroalbuminurie entgegenzuwirken. Dies geschieht beim Diabetes mellitus
Typ | und bei anderen chronischen Nierenerkrankungen mithilfe einer Behandlung mit ACE-
Hemmern, die eine protektive Wirkung auf die Nieren haben und das Fortschreiten einer Nieren-
erkrankung laut Wenzel, U.0.(2001) verzdgern. Die Therapie der Mikroalbuminurie beim Dia-
betes mellitus Typ Il ist in wenigeren Studien belegt, aber auch hier ergab sich ein eindeutiger
Nutzen der Verabreichung von ACE-Hemmern (Ahmad, J. et al. 1997; Ravid, M. et al. 1998;
Cordonnier, D.J. et al. 1999). Kontrovers bleibt die Frage, ob ACE-Hemmer oder AT1-Rezeptor-
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Antagonisten als Mittel der ersten Wahl verabreicht werden sollten. Hierzu ergeben Untersu-
chungen eine renoprotektive Aquivalenz zwischen ACE-Hemmern und AT1-Rezeptor-
Antagonisten bei der Therapie hypertoner Patienten mit einer diabetischen Nephropathie (Diabe-
tes mellitus Typ II) in placebokontrollierten Studien (Brenner, B.M. et al. 2001; Lewis, E.J. et al.
2001). Direkte Vergleiche beider Medikamente stehen derzeit noch aus. Auch liegen noch keine
Ergebnisse flr Studien Uber die AT1-Rezeptor-Antagonisten bei nicht-diabetischer Nephropathie
und diabetischer Nephropathie (Diabetes mellitus Typ I) vor.

1.2. Methoden zur Bestimmung einer Mikroalbuminurie

Heute unterscheidet man verschiedene hochspezifische Labormethoden zur Messung der Albu-
minkonzentration im Urin, darunter zahlt man zum Beispiel den RIA (Radio-Immuno-Assay),
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), die radiale Immundiffusion nach Mancini, die
Nephelometrie oder auch die Turbidimetrie. Als Alternative zu diesen eher aufwendigen Metho-
den dienen immunologische Schnellteststreifen wie zum Beispiel der Micral-Test 11° oder der
Rapitex-Albumin®-Teststreifen. Sie sind ebenfalls fiir Screening-Untersuchungen geeignet, wenn
kein Labor zur Verfiigung steht, da ihre diagnostischen Féahigkeiten an die der Labormethoden
heranreichen.

Mit diesen Tests ist zum Teil eine semiquantitative Bestimmung der Albuminkonzentration bzw.
eine Selbsttestung durch den Patienten mdglich. Schnelltests auf nichtimmunologischer Basis
sind beispielsweise durch den Microbumin-Test® vertreten.

Diese genannten Formen der Albumintestung erlauben die Diagnostik einer Mikroalbuminurie.
Andere Protein-Teststreifen wir der Combur-Test®, der Albustix® u.a. kénnen zum Nachweis
einer Mikroalbuminurie nicht verwendet werden, dienen aber beim Vortesten des Urins zum
Ausschluss einer Makroalbuminurie. Im Folgenden soll genauer auf die Funktionsprinzipien der

einzelnen Testformen eingegangen werden.

1.2.1. Nephelometrie

Unter Nephelometrie versteht man die Bestimmung der Intensitét des seitlich abgelenkten Lich-
tes nach Passage eines streuenden Mediums (Dornblith, O. et al. 1990). Die Ablenkung dieser

Lichtstrahlen in einer kolloidalen Lésung erfolgt in alle Richtungen und entspricht dem Prinzip
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von Faraday-Tyndall. Das Streulicht wird aufgefangen und tber ein Linsensystem auf einen Pho-
todetektor fokussiert. Dabei entspricht das Messsignal des Detektors der Intensitat des Streulich-
tes. Abhangig ist die Streuintensitat von der Anzahl und Grolie der streuenden Partikel.

Fur nephelometrische Messungen sind spezielle Photometer notwendig, die eine starke Licht-
quelle, eine seitliche Messung und einen sensiblen Photodetektor gewahrleisten. Sie erméglichen

eine empfindliche Bestimmung der Konzentration einer zu untersuchenden kolloidalen Lésung.

1.2.2. Turbidimetrie

Bei der Turbidimetrie (Tribungsmessung) handelt es sich um ein Verfahren, das in triilben Dis-
persionen die Konzentration eines bestimmten Feststoffes bestimmen kann (Dornblith, O. et al.
1990). Dabei misst es die Intensitatsabnahme eines einfallenden Lichtstrahls nach dem Durch-
gang durch das streuende Medium. Gemessen wird die Extinktion bzw. Absorption mit Hilfe
eines einfachen Photometers und die Triibungsédnderung der Probe kann dann gegentiber einem
als Referenzwert dienenden Leerwert bestimmt werden. Dieses Prinzip wird in dem Modular
P800, Roche/Hitachi verwendet, das die Gegenmessung der Albuminwerte im Urin als Gold-

standard in dieser Arbeit GUbernimmt.

Skizze 1: Prinzip von Turbidimetrie und Nephelometrie

N

! nephelometrische Messung (Streulichtmessung)
2 turbidimetrische Messung (Tribungsmessung)
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1.2.3. Radiale Immundiffusion nach Mancini

Auch die radiale Immundiffusion stellt eine Methode zur Bestimmung von Albumin dar. Hierbei
handelt es sich um eine Immunreaktion, bei der in Argarose enthaltene Antikdrper mit Antigenen
(als Beispiel Albumin) prazipitieren (Dornblith, O. et al. 1990). Diese Antigene werden in vor-
gestanzte Pipettierlécher gebracht und beginnen im Folgenden eine nach auRen gerichtete Diffu-
sion.

Der dadurch entstehende Durchmesser des Prézipitatringes ist zur Konzentration des hinzugefig-
ten Antigens proportional. Uber die Verwendung von Eichkurven mit Standardseren ist eine Be-

rechnung und Interpretation der entstandenen Prézipitatringe maoglich.

1.2.4. RIA (Radio-Immuno-Assay)

Unter dem Radio-Immuno-Assay versteht man eine durch Berson, S.A. et al. (1956) entwickelte
Labormethode zur Quantifizierung kleinster Mengen eines Substrates. Zur Durchfiihrung werden
spezifische Antikorper verwendet, die sich gegen das zu diagnostizierende Antigen nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip binden. Bei diesem radioimmunologischen Verfahren handelt es sich
um eine kompetitive Reaktion, da der Probe weitere Antigene mit radioaktiver Markierung hin-
zugefiigt werden. Diese konkurrieren mit den restlichen Antigenen um die freien Bindungsstel-
len der Antikdrper. Nach einer gewissen Inkubationszeit kann die Strahlungsintensitat bestimmt
werden, die sich indirekt proportional zu der Substratkonzentration verhélt. Das Prozedere der
Albuminbestimmung mittels RIA und ELISA besitzt eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat,
ist aber mit einem hohen labortechnischen Aufwand verbunden.

1.2.5. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, auch EIA (Enzyme-Immunoassay) genannt, ist ein
immunologisches Nachweisverfahren, welches im Gegensatz zum RIA auf einer Antigen-
Antikorper-Reaktion mit nachfolgender Farbreaktion basiert (Feldt-Rasmussen, B. et al. 1985).
Hierbei werden spezielle Antikorper genutzt, die sich an die nachzuweisende Substanz (z.B. Al-
bumin) binden. Bei vollstdndiger Antigen-Antikorper-Bindung wird dann eine Farbreaktion her-

vorgerufen, die durch ein Enzym vermittelt wird, das entweder an das Antigen selbst oder den
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Antikorper gebunden ist. Diese durch das Enzym katalysierte Reaktion dient dem Nachweis des
Antigens in der Probe.

Die klassische ELISA-Technik beruht auf einem ahnlichen Prinzip, verwendet allerdings zwei
Antikdrper, die sich beide sehr spezifisch an unterschiedlichen Lokalisationen des Antigens bin-
den. Der erste Antikorper (coating antibody) ist an einer Mikrotiterplatte fixiert und wird in die
zu untersuchende Probe gegeben. Nach einer gewissen Inkubationszeit wird der zweite Antikor-
per (detection antibody) hinzugegeben, der durch ein Enzym oder durch eine alkalische Phospha-
tase markiert ist. Auch dieser bindet sich an das Antigen und es wird ein Antikérper-Antigen-
Antikdrper-Komplex hervorgerufen. Nach Zugabe eines Farbstoffes kann dieser durch das En-
zym gespalten und aktiviert werden. Mit Hilfe eines Photometers lasst sich nun die Intensitét
dieser katalysierten Farbreaktion feststellen, die direkt proportional zu der Konzentration des in
der Probe vorhandenen Antigens ist.

Eine alternative ELISA-Technik stellt der kompetitive Immunoassay dar. Bei dieser Methode
werden markierte Antigene der Probe hinzugegeben, die im Folgenden mit dem nachzuweisen-
den Antigen um dieselben Bindungsstellen an dem Antikdrper konkurrieren. Die gemessene
Farbreaktion am Photometer ist hier indirekt zu der Antigenkonzentration in der Probe zu inter-
pretieren.

Bilden jedoch die zu untersuchenden Antigene mit anderen Komponenten Immunkomplexe, die
in ihrer Stabilitat starker sind, als die Antigen-Antikorper-Antigen-Molekile, so kénnen die Er-
gebnisse verfalscht werden, da der Antigenanteil in diesen Komplexen dem Nachweis mittels
ELISA entgeht.

In der Gegeniberstellung von ELISA und RIA zum Nachweis von Antigenstrukturen ergeben
sich keine vergleichbaren Ergebnisse fiir Sensitivitat und Spezifitat. Dennoch kann die enzym-
gebundene Immunreaktion die radioaktiv markierten Antikorperreaktionen weitestgehend erset-

zen.
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1.2.6. Micral®-Test 11 Teststreifen

Bei dem Micral®-Test Il Teststreifen handelt es sich um einen immunologischen Schnellteststrei-
fen zur Bestimmung von Albumin im Urin. Er ist beféhigt, Uber eine Antigen-Antikorper-
Reaktion Albumin an fixierte gold-markierte Antikorper im Teststreifen zu binden und dartiber
eine Verfarbung des Testfensters zu erreichen. Gemessen werden kdnnen Albuminwerte ab einer
Konzentration von 20 mg/l im Urin und mittels unterschiedlicher Farbintensititen im Testfenster
sind Werte von 0 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l und 100 mg/l unterscheidbar. In einer Studie nach
Mogensen, C.E. et al. (1997), in der Urinproben von diabetischen Patienten mit dem Micral®-
Test 11 Teststreifen untersucht werden, ergibt der Test eine Sensitivitit von 96,7% bei einer Spe-
zifitat von 71% und ermdglicht bei einheitlicher Interpretation der Farbintensitaten eine zuver-
lassige Alternative zur semiquantitativen Bestimmung von niedrigen Albuminkonzentrationen

im Urin.

1.2.7. Microalbustix™

Der Microalbustix™™ ist ein semiquantitativer Teststreifen mit zwei Reagenzfeldern, zur Be-
stimmung von Albumin und Kreatinin im Harn. Das Testfenster zur Bestimmung von Albumin
im Urin enthalt Sulfonphtalein hoher Affinitdt, das mit dem Albumin im Urin reagiert und eine
Farbreaktion hervorruft. Diese ist bei konstantem pH-Wert ausschlieBlich auf das VVorhandensein
von Albumin zurtickzufiihren.

Der Nachweis von Kreatinin beruht auf einer Peroxidase-ahnlichen Aktivitdt eines Kupfer-
Kreatinin-Komplexes, der die Reaktion zwischen Diisopropylbenzyldihydroperoxid und einem
3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin katalysiert und folglich eine Farbreaktion erzeugt.

Die Beurteilung der Ergebnisse fur Albumin und Kreatinin erfolgt Gber einen Vergleich der
Farbintensitaten mithilfe einer Farbtafel. Im Anschluss daran kann das Verhaltnis von Albumin
und Kreatinin durch eine beigefligte Tabelle abgelesen werden. Diese Methode erlaubt konseku-
tiv die Verwendung von Spontanurin versus 24-Stunden-Sammelurin, da der Albumin-Kreatinin-
Quotient unabhéngig von der Harnkonzentration ist.

Der Teststreifen vermag spezifisch Albumin im Urin in Konzentrationen von 20-40 mg/I festzu-
stellen, weist aber in einer Studie von Comper, W.D. et al. (2003) eine nur geringe Sensitivitat

auf, friihzeitige Nierenschaden durch den Nachweis einer Mikroalbuminurie zu erkennen.
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird der PreventlD®-Albumin Teststreifen, ein immunchroma-
tographischer in-vitro-Test zur Bestimmung von Albumin im Urin, auf seine diagnostische Fé&-
higkeit untersucht. In diesem Zusammenhang soll geprift werden, ob Sensitivitat und Spezifitat
hinreichend gewaéhrleistet sind, um die Zuverlassigkeit dieser diagnostischen Mdglichkeit zu
sichern.

Zur weiteren Prifung dessen wird der Teststreifen in einer Gegeniberstellung mit anderen aner-
kannten diagnostischen Methoden, die bereits fiir den Nachweis einer Mikroalbuminurie ver-

wendet werden, verglichen und eingeschatzt.
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