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1 Zusammenfassung 
 

Nach Zahlen der International Diabetes Federation (IDF) von 2013 leiden derzeit 8,1 % 

der erwachsenen Bevölkerung in der Europäischen Union am Diabetes mellitus. Eine 

der wesentlichsten Spätkomplikationen des Diabetes ist die diabetische Nephropathie. 

Sie ist eine der Hauptursachen einer Niereninsuffizienz. Eine zuverlässige Frühdiagnos-

tik der diabetischen Nephropathie ist daher höchst notwendig. Jüngst wurden 273 spe-

zifische Peptide im Urin identifiziert, aufgrund derer ein diagnostischer Klassifikator ge-

nannt „CKD273“ (CKD: engl. für chronische Nierenerkrankungen) entwickelt werden 

konnte, der in der Lage ist, diabetische Nephropathie frühzeitig zu erkennen. Da sich 

diese Diagnostik auf Urinproteomprofile stützt, ist sie nicht-invasiv und theoretisch so-

wohl im klinischen als auch wissenschaftlichen Umfeld einsetzbar. Um den „CKD273“-

Klassifikator diagnostisch einsetzen zu können, bedarf es jedoch noch einer umfassen-

den Validierung. Daher wurden im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation Untersu-

chungen zur Validierung und Optimierung des betreffenden „CKD273“-Klassifikators 

durchgeführt.  

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde der „CKD273“-Klassifikator in einer multizentri-

schen Kohorte getestet. Diese Validierung des „CKD273“-Klassifikators zeigte eine ho-

he statistische Genauigkeit (AUC=0,95). Zusätzlich wurde die Zuverlässigkeit des 

„CKD273“-Klassifikators in Abhängigkeit von der Lagerung der Proben, sowie Alter und 

Geschlecht der Patienten untersucht. Hierbei zeigte sich, dass das Diagnoseergebnis 

unabhängig von diesen Parametern ist. 

Im zweiten Abschnitt wurde das Urinproteom eines gängigen Tiermodells für Diabetes-

Typ-II-assoziierte Komplikationen, das so genannte „Zucker diabetic fatty“ (ZDF) Rat-

tenmodell, mittels Kapillarelektrophorese-gekoppelter Massenspektrometrie analysiert. 

Im Vergleich zu gesunden Ratten wurden 180 für das ZDF-Rattenmodell spezifische 

Peptide definiert und mit den humanen Peptidbiomarkern aus dem „CKD273“-

Klassifikator, sowie mit Peptidbiomarkern für kardiovaskuläre Erkrankungen verglichen. 

Das ZDF-Rattenmodell wies in dieser vergleichenden Studie eine bessere Überein-

stimmung mit den Peptidbiomarkern für kardiovaskuläre Schäden als mit den Peptid-

biomarkern für chronische Nierenerkrankungen auf. Dies bestätigte sich bei der Analyse 

der mit den Peptidsequenzen assoziierten Proteaseaktivitäten. 

Im dritten Teil dieser Dissertation wurden zur Reduzierung des Analysenaufwands bei 

der Diagnostik mit dem CKD273-Klassifikator Versuche durchgeführt, die betreffenden 
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Analysen auf eine weitere massenspektrometrische Technologieplattform zu                    

übertragen. Als kostengünstigere und zeitsparende Diagnostik wurde dazu                      

die Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation-Massenspektrometrie (MALDI-

Massenspektrometrie) gewählt. Die Diagnose der diabetischen Nephropathie mittels 

MALDI-Massenspektrometrie resultierte in einer geringeren statistischen Genauigkeit 

(AUC=0,83) verglichen mit der Kapillarelektrophorese-gekoppelten Massenspektro-

metrie (AUC=0,95), wies jedoch Potential zur Vorauswahl der Patienten auf.  

Die vorliegende Dissertationsschrift bestätigt insgesamt die Validität und diagnostische 

Stabilität des „CKD273“-Klassifikators. Sie zeigt weitere Möglichkeiten zur weniger zeit-

aufwendigen und kostengünstigeren Diagnostik mittels MALDI-Massenspektrometrie 

auf. Des Weiteren wird das Potential der verwendeten Biomarker zur Beurteilung von 

Tiermodellen aufgezeigt, wobei die Ergebnisse jedoch darauf hinweisen, dass das ZDF-

Rattenmodell eher zur Untersuchung von makrovaskulären Schäden geeignet ist. 

 

 

Abstract 

 

According to results published by the International Diabetes Federation (IDF) in 2013, 

8.1 % of the adult population in the European Union had diabetes mellitus. Diabetic 

nephropathy is one of the most critical complications of diabetes mellitus occurring at 

later stages and leading to renal failure. Thus, reliable and early diagnosis of diabetic 

nephropathy is highly desirable. Recently, 273 specific discriminatory peptides were 

identified in urine, which were used to establish the „CKD273“-classifier (CKD: chronic 

kidney disease) to early detect diabetic nephropathy. This non-invasive diagnostic tool 

is based on urine proteome profiles and is useful for research and clinical approaches. 

However, before this classifier could be considered for routine clinical diagnostics, ex-

tensive and comprehensive validation is necessary. Therefore, the analyses for valida-

tion and improvement of „CKD273“-classifier were performed within this thesis.  

The „CKD273“-classifier was utilized in a multicenter study and it demonstrated a high 

accuracy (AUC=0.95) in the validation cohort. In addition, the dependence of the classi-

fier on patients’ age and sex as well as on storage conditions of the urine samples was 

investigated and showed independency of these parameters.  

The urinary proteome of a commonly used animal model for diabetes-type-II-associated 

complications, the "sugar diabetic fatty" (ZDF) rat model, was analyzed by capillary-
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electrophoresis coupled to mass-spectrometry. In comparison to control rats, 180 spe-

cific peptides for ZDF rats were identified. When further compared to the previously de-

fined „CKD273“-classifier and human peptide biomarkers for cardiovascular diseases, 

the ZDF-specific peptides showed a better overlap with the biomarkers for cardiovascu-

lar damage rather than the ones for CKD. This result was confirmed in the analysis of 

the protease activities associated with identified peptides. 

The third part of this thesis focused on the reduction of the analysis effort for diagnosis 

using the „CKD273“-classifier. An attempt was then made to transfer the model to an-

other mass-spectrometry technology platform in order to optimize the diagnosis in terms 

of time and cost. For this matter, matrix-assisted laser desorption/ionization mass-

spectrometry (MALDI mass-spectrometry) was used. However, the diagnosis of diabetic 

nephropathy by the MALDI mass-spectrometric approach resulted in lower accuracy 

(AUC=0.83) in comparison to capillary electrophoresis-coupled mass-spectrometry 

(AUC=0.95), but showed potential in the pre-selection of patients.  

Results of the thesis confirm the validity and stability of the „CKD273“-classifier, high-

lighted the ability to transfer results in another mass-spectrometry platform in a less te-

dious and more cost-effective manner, and the potential of the biomarkers for the 

evaluation of animal models. In addition, the results show that the ZDF rat model is 

suitable for the investigation of macrovascular damages. 
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2 Einführung 
 
Laut epidemiologischer Studien betreffen chronische Nierenerkrankungen annähernd 

10 % der Bevölkerung der Industrienationen1. Die häufigste Ursache der chronischen 

Nierenerkrankungen sind diabetische Nephropathie, Bluthochdruck und Glomerulo-

nephritis2. Daher stehen chronische Nierenerkrankungen bei Patienten mit Diabetes 

mellitus im Fokus dieser Arbeit. Die Früherkennung und Therapie chronischer Nierener-

krankungen ist auch aus ökonomischer Sicht höchst relevant, da durch die chronische 

Niereninsuffizienz, sowie deren Folgeerkrankungen hohe Kosten im öffentlichen Ge-

sundheitswesen generiert werden. Vor diesem Hintergrund sind neue Biomarker, die 

Nierenkrankheiten im Frühstadium detektieren und die Krankheitsprogression abbilden 

können, von großer klinischer Relevanz. 

 

Zurzeit werden chronische Nierenerkrankungen durch Bestimmung der glomerulären 

Filtrationsrate (GFR) diagnostiziert. Eine GFR unter 60 ml/ min/1,73 m2 deutet auf eine 

chronische Nierenerkrankung hin. Im Frühstadium der chronischen Niereninsuffizienz 

kann die Abnahme der GFR durch Zunahme des Filtrationsdrucks jedoch kompensiert 

werden. Dadurch fungiert die GFR nur als ein Biomarker für chronische Nierenerkran-

kungen nach beginnendem Fortschreiten. Zur Bestimmung einer sich entwickelnden 

chronischen Niereninsuffizienz, sowie zur Bewertung ihrer Progression im Stadium 1-3 

ist die GFR ungeeignet. 

Da die GFR nur ein Parameter der Nierenfunktion ist, können keine weitergehenden 

Informationen wie z.B. über spezifische Ursachen der Krankheit, über assoziierte pa-

thophysiologische Prozesse oder über den Einfluss und Erfolg der Therapie abgeleitet 

werden.  

Die am häufigsten verwendeten Proteinbiomarker für pathologische renale Veränderun-

gen der Blut-Harn-Schranke (beeinträchtigte glomeruläre Filtration) und/oder der tubulä-

re Rückresorption von Proteinen sind die Albumin-Konzentrationen und/oder die Ge-

samtprotein-Konzentration im Urin3. Bei Patienten mit Diabetes mellitus ist die Mikroal-

buminurie (20 bis 200 mg/L oder 30 bis 300 mg/Tag) das erste Zeichen einer beginnen-

den diabetischen Nephropathie. Allerdings zeigten Biopsiestudien, dass die intrarenale 

Pathologie bereits vor Eintritt der Mikroalbuminurie vorhanden ist4. Weiterhin ist der 

Nachweis der Mikroalbuminurie kein valider Hinweis, dass der betroffene Patient eine 

Makroalbuminurie (> 200 mg/L oder > 300 mg/Tag) entwickeln wird. Ebenso ist auf der 
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Basis der Konzentration des Albumins nur begrenzt eine Aussage über die Schwere 

des Schadens der Nieren möglich. Ist die Albumin- und/oder Proteinkonzentration im 

Urin erhöht, ist in der Regel eine intervenierende Therapie wenig erfolgreich. Um einer 

chronischen Niereninsuffizienz mit präventiven Maßnahmen erfolgreich entgegenzuwir-

ken, ist jedoch eine frühzeitige Diagnostik entscheidend. Die zurzeit zur Verfügung ste-

henden diagnostischen Parameter können somit nur in einem sehr begrenzten Umfang 

die Schwere der Nierenschädigung abbilden. Die differenzierte Proteindiagnostik mit 

Proteinmarkern wie Albumin erlaubt jedoch Differenzierung einer selektiven (ionische 

Komponente) beziehungsweise unselektiven (Porengrößenselektivität) glomerulären 

sowie tubulären Proteinurie. Die verschiedenen beteiligten pathophysiologischen Pro-

zesse auf molekularer und zell Ebene können jedoch nicht durch die Bestimmung ein-

zelner Proteine abgebildet werden. Dies ist durch eine Analyse von komplexen Peptid-

Mustern viel besser möglich5. Dazu müssen relevante Peptide und Proteine isoliert, 

identifiziert und (patho-) physiologisch charakterisiert werden. Verschiedene Technolo-

gien der Chromatographie und der Massenspektrometrie stellen gegenwärtig erstmalig 

die Möglichkeit zur Verfügung, ein detailliertes Bild der jeweiligen Peptid/Protein-

Zusammensetzung zu erzeugen. 

Die Kapillarelektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie erlaubt dabei eine hochef-

fiziente Separation und Analyse der Peptide und Proteine. Das Verfahren bildet eine 

große Anzahl von Peptiden und Proteinen schnell und verlässlich ab6. Die Kapillare-

lektrophorese trennt dabei die Peptide mit hoher Auflösung durch deren Migration im 

elektrischen Feld auf. Kommerziell verfügbare Kapillarelektrophorese-Geräte sind auf 

einen hohen Probendurchsatz ausgelegt und bieten ein automatisiertes Analyseverfah-

ren. Es werden für die Analyse nur sehr kleine Probenvolumina benötigt. Jedoch ist die-

ses Verfahren nicht zur Analyse von Proteinen >20 kDa geeignet7. Die Kapillare-

lektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie erlaubt die Untersuchung sehr komple-

xer und proteinreicher Körperflüssigkeiten wie Plasma, Urin oder Rückenmarksflüssig-

keit.  

In der heutigen Zeit gewinnt die Analyse der Zusammensetzung des Urins zunehmend 

an Bedeutung. Zum einen werden im Urin frühzeitig vermehrt Substanzen ausgeschie-

den, die erste Hinweise auf ein krankhaftes Geschehen im Körper geben, so dass die 

Analyse der physikalischen Eigenschaften und der chemischen Zusammensetzung des 

Urins wichtige diagnostische Hinweise liefern kann8. Zum anderen stellt Urin ein Pro-

benmaterial dar, das ohne invasive Probenentnahme zur Verfügung steht. Da annä-
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hernd 70% der Proteine und Peptide des Urins aus der Niere und dem Urogenitaltrakt 

stammen9, stellt der Urin eine entscheidende Quelle zur Definition von Biomarkern für 

Nierenkrankheiten dar8. Zwischen der Ausscheidung sowie der Detektion der Peptide 

und Proteine im Urin besteht ein direkter Zusammenhang, so dass Rückschlüsse auf 

den bestehenden physiologischen beziehungsweise pathophysiologischen Zustand der 

Niere möglich sind. Für einige Nierenerkrankungen wurden bereits eine Vielzahl von 

spezifischen Biomarkern im Urin mit der Kapillarelektrophorese-gekoppelten Mas-

senspektrometrie definiert10-17. In jüngster Zeit wurden für chronische Verlaufsformen 

von Nierenerkrankungen insgesamt 273 spezifische Peptide (Biomarker) identifiziert3. 

Diese umfassen verschiedene Kollagenfragmente, Fragmente von Blutproteinen wie 

z.B. α-1-Antitrypsin, Albumin, Fibrinogen-α, sowie nierenspezifische Proteinfragmente 

wie z.B. Fragmente des Uromodulins. Die insgesamt 273 Biomarker wurden mit einem 

hochdimensionalen Klassifikator, einer „Support Vector Machine“ kombiniert16,18-20, um 

zwischen gesunden Probanden und Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen zu 

unterscheiden. Der Klassifikator wurde als „CKD273“ („Chronic Kidney Disease“) be-

zeichnet. Die Leistung des „CKD273“-Klassifikators wurde mit einem unabhängigen Da-

tensatz überprüft3. Es wurde gezeigt, dass der „CKD273“-Klassifikator eine frühzeitige 

Diagnose bei chronischem Verlauf von Nierenkrankungen erlaubt21,22. Damit das Modell 

in der Diagnostik jedoch eingesetzt werden kann, ist eine breite Validierung notwendig. 

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde daher unter anderem die Reproduzier-

barkeit des „CKD273“-Klassifikators unter dem Einfluss verschiedener Patientenpopula-

tionen aus internationalen Zentren kontrolliert23.  

 

Eine frühzeitige Diagnostik einer beginnenden Niereninsuffizienz wäre für eine maßge-

schneiderte Therapie wünschenswert. Eine bessere Therapie und Prävention sind not-

wendig um die Krankheit zu überwinden24. Hierzu sind jedoch die spezifischen Thera-

peutika noch klinisch zu testen. Um diese Studien möglichst effizient durchführen zu 

können, sind präklinische Tiermodelle von essentieller Bedeutung. Die entsprechenden 

Modelle sollen möglichst identische pathophysiologische Verläufe zur Erkrankung beim 

Menschen aufzeigen und somit eine Validierung von Therapieansätzen vor der klini-

schen Prüfung unter in-vivo-Bedingungen ermöglichen.  

Neben den humanen Peptiden, spezifisch für chronische Nierenkrankheiten, wurde 

auch in dieser Arbeit die Peptidzusammensetzung des Urins von Tiermodellen analy-

siert25. Die Verwendung eines Tiermodells soll zukünftig erleichtern, mit dem Frühstadi-
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um der Nierenerkrankung assoziierte Prozesse im Detail unter in-vivo Bedingungen zu 

untersuchen. Die im Tiermodell definierten spezifischen Peptide wurden im Rahmen der 

vorliegenden Dissertationsschrift mit humanen Biomarker für chronische Nierenerkran-

kungen verglichen. Ziel war es zu prüfen, ob das Tiermodell die gleichen pathophysio-

logischen Verläufe bei Nierenerkrankungen wie beim Menschen aufweist und ob das 

zurzeit weit verbreitete Tiermodell der „Zucker-Diabetic-Fatty“-Ratte (ZDF-Ratte)24 zur 

Untersuchung von möglichen Therapeutika in klinischen Studien geeignet ist. Die ZDF-

Ratte ist als Modell für Adipositas, Typ II-Diabetes, arterielle Hypertonie und Hyperlipi-

dämie26,27 bekannt. Dieses Tiermodell entwickelt spontan einen Typ II Diabetes im Alter 

von 7-8 Wochen durch die verstärkte Apoptose von β-Zellen, die dann nicht mehr in der 

Lage sind, die Insulinresistenz auszugleichen28. 

 

Da die Kapillarelektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie-Technologie sich für 

die Biomarkerdefinition als sehr geeignet erwiesen hat5,8,16,17,29-35, wurde dieses Verfah-

ren in der vorliegenden Arbeit angewandt. Die Technologie ist jedoch aufgrund ihrer 

Zeit- und infolge des erhöhten Kostenaufwands nur bedingt für ein breites Screening 

geeignet. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit auch untersucht, ob der „CKD273“-

Klassifikator auch auf eine kostengünstigere Technologieplattform wie der Matrix-

unterstützten Laser-Desorption/Ionisation–Massenspektrometrie (MALDI-

Massenspektrometrie) übertragen werden kann36. 



 

 

3 Methodik 

3.1 Probenbeschreibung und -gewinnung 

Die humanen Urinproben stammen von Typ II-Diabetes mellitus-Patienten mit und ohne 

diabetische Nephropathie aus neun internationalen Zentren. Die humanen Urinproben 

wurden für die Untersuchung als Mittelstrahl des zweiten Morgenurins isoliert. Eine 

detaillierte Beschreibung der betreffenden Kohorten ist den Publikationen Siwy et al.23 

und Molin et al.36 zu entnehmen. 

Als Tiermodell wurden männliche ZDF-Ratten (ZDF/Gmi-fa/fa) und altersgematchte 

LEAN-Kontrollen (ZDF/Gmi-fa/+) verwendet. Der Urin der Ratten wurden jeweils über 

24 Stunden in metabolischen Käfigen gesammelt. Die Details zur Probengewinnung 

sowie zum Tiermodell befinden sich in Siwy et al.25. Sämtliche Proben wurden 

unmittelbar nach ihrer Gewinnung bei -20°C tiefgefroren und erst zur Probenpräparation 

aufgetaut. 

3.2 Analyse mittels Kapillarelektrophorese-gekoppelter Massenspektrometrie 

Die Urinproben wurden unmittelbar vor der weiteren Untersuchung bei Raumtemperatur 

aufgetaut. Sie wurden 1:1 mit Harnstoffpuffer (2M Harnstoff, 10mM NH4OH and 0,02% 

Natriumdodecylsulfat) in einer Ultrafiltereinheit (Sartorius, Germany) gemischt und 

anschießend zentrifugiert. Das Filtrat wurde aus der Zentrifugationseinheit auf die zuvor 

mit Ammoniakpuffer (0,01% NH4OH) vorgespülte PD 10-Säule (GE Healthcare, 

Sweden) aufgetragen. Die Säulen wurden mit Ammoniakpuffer gereinigt. Die Elution 

erfolgte ebenfalls mit Ammoniakpuffer. Die Eluate wurden über Nacht in der 

Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert. Die lyophilisierten Proben wurden bis zur 

Messung im Kühlschrank gelagert. 

Zu Chromatographie wurde eine P/ACE-Kapillarelektrophorese verwendet. Zur 

massenspektrometrischen Signaldetektion wurde ein Elektrospray Flugzeit- 

Massenspektrometer (Micro-TOF, Bruker-Daltonik, Bremen) verwendet. Die Kopplung 

zwischen Kapillarelektrophorese und Massenspektrometrie erfolgte über ein ESI-MS-

Sprayer Kit (Agilent Technologies, USA). Die Datenaufzeichnung erfolgte durch die 

Gerätesoftware „microTOFControl“ (Bruker-Daltonik, Germany) in einem Messbereich 

von 450-3.000 m/z. Die Spektrenakkumulationszeit betrug 3 Sekunden pro Spektrum.  

Die Auswertungen der Messungen sowie die dreidimensionale Visualisierung (über 

Masse, Migrationszeit, Intensität) erfolgte mit Hilfe des Programms „MosaiquesVisu“ 

(biomosaiques software GmbH, Hannover). Signale, die das gleiche Molekül 
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repräsentieren, wurden zu einer Masse dekonvolutiert. Das Programm verwendet zur 

Berechnung der Peptidmassen sowohl eine Isotopenerkennung als auch eine 

Erkennung konjugierter Massen. Die Migrationszeiten der Kapillarelektrophorese und 

die Signalintensität wurden automatisch anhand einer zuvor erstellten Referenzliste 

normiert37,38. Alle detektierten Peptide wurden in einer „Structured Query Language“ 

(SQL)-Datenbank (Microsoft Corporation, USA) hinterlegt, abgestimmt und annotiert. 

3.3 Analyse mittels MALDI-Massenspektrometrie 

Die Urinproben wurden in einer 30 kDa cut-off-Zentrifugationseinheit zentrifugiert. Das 

Filtrat wurde 1:1 mit 0,1% wässriger Trifluoressigsäure (TFA) -Lösung verdünnt und mit 

C18-Pipettenspitzen entsalzt. 

Die Analyse wurde mit UltrafleXtreme MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Germany) durch-

geführt. 5 µl Probe wurde mit Matrix vermischt und 1 µl dieser Lösung für die Analyse 

verwendet. Eine externe Massenkalibration mit Protein-Standard wurde durchgeführt. 

Alle Spektren wurden automatisch in ASCII-Dateien konvertiert. Die ASCII-Dateien 

wurden in MetaboAnalyst Web-Server für die Datenanalyse implementiert. Die Signalin-

tensitäten wurden log2-normiert39. Sie wurden für weitere Analysen analog zu den Kapil-

larelektrophorese-gekoppeltem Massenspektrometrie-Daten37 normiert. Es wurden ins-

gesamt 16 interne Standardpeptide definiert und für die Normierung der MALDI-Daten 

verwendet. 

3.4 Analyse mittels Flüssigkeitschromatographie-Tandem-

Massenspektrometrie 

Für die Identifizierung der Peptide wurden die Urinproben mit dem Dionex Ultimate 

3000 RSLS Nano Flow System (Dionex, UK) analysiert. Eine genauere Beschreibung 

ist in der Publikation Siwy et al.25 zu finden. 

3.5 Statistische Methoden 

Für die Identifizierung der Biomarker wurden die p-Werte mit dem Wilcoxon-

Rangsummentest berechnet. Die p-Werte wurden dann für ein multiples Testen nach 

der Benjamini- und Hochberg-Methode adjustiert40. Die Klassifikation der Proben wurde 

unter Verwendung des „Support Vector Machine“-basierten Klassifikators, der Clustera-

nalyse und der Hauptkomponentenanalyse durchgeführt. Die Sensitivitäten und Spezifi-

täten wurden mit Hilfe einer Grenzwertoptimierungskurve (ROC, engl. für receiver ope-
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rating characteristic) berechnet41. Eine entsprechende Beschreibung dieser Methoden 

befindet sich in der Publikation Molin et al.36.  

3.6 Identifizierung der Proteasen 

Für die in der Publikation Siwy et al.25 definierten spezifischen Peptide, die durch die 

Aminosäurensequenz identifiziert wurden, wurden auch die für die Entstehung der spe-

zifischen Peptidfragmente zugrunde liegenden Proteasen bestimmt. Die Methodenbe-

schreibung befindet sich in Siwy et al.25. 



 

 

4 Ergebnisse 

4.1 Publikation 1: Multizentrische Validierung des Urinproteom basierten 

„CKD273“-Klassifikators zur Diagnose der diabetischen Nephropathie 

Die diabetische Nephropathie ist eine der häufigsten Spätkomplikationen von Diabetes 

mellitus. Zurzeit gibt es Behandlungsmethoden mit dem Ziel, das Fortschreiten der dia-

betischen Nephropathie zu verlangsamen42-44. Methoden zur Früherkennung sowie zum 

Nachweis des Fortschreitens der diabetischen Nephropathie fehlen jedoch gegenwärtig 

noch. In jüngster Zeit wurde der „CKD273“-Klassifikator beschrieben, der eine frühere 

Diagnose der diabetischen Nephropathie erlauben soll3. Um diesen Klassifikator zur 

Früherkennung der diabetischen Nephropathie (und anschließender Behandlung) ein-

zusetzen, wurde die aus EU-Fördermitteln finanzierte Interventionsstudie "Proteomic 

Prediction and Renin Angiotensin Aldosterone System Inhibition Prevention Of Early 

Diabetic nephRopathy In TYpe 2 Diabetic Patients With Normoalbuminuria" 

(PRIORITY) initiiert. Vor Beginn der Studie war es notwendig, eine multizentrische An-

wendbarkeit des „CKD273“-Klassifikators zu prüfen. Daher wurde in dieser vorliegen-

den ergänzenden Studie zur PRIORITY-Studie erstmals der „CKD273“-Klassifikator in 

einer multizentrischen Kohorte (Proben von 165 Diabetes Typ II-Patienten aus neun 

verschiedenen Institutionen) validiert23. Das Studiendesign ist in Abbildung 1 darge-

stellt. 

Nunc®CryTubes®

9 verschiedenen Zentren:
87 Patienten mit diabetischer Nephropathie

(Makroalbuminurie und/oder
Glomerulärer Filtrationsrate (GFR) < 45)

78 Patienten ohne diabetische Nephropathie
(Normoalbuminurie und GFR > 60) 

Analyse der Urinproben mit Kapillarelektrophorese-gekoppelter Massenspektrometrie

Klassifizierung der Proben mit „CKD273“-Klassifikator

Genauigkeit der Klassifikation in einzelnen 
Zentren

Regulation der einzelnen Peptide aus dem 
CKD273-Modell in neuen Kohorten

Test auf Alters- und Geschlechtsabhängigkeit 
der Klassifikation mit „CKD273“-Klassifikator

Probenrekrutierung

Probenlagerung Urin-Monovette®

Validierung Einfluss der Lagerung

19 Proben aus einem Zentrum

Urin-Monovette®

 
Abbildung 1: Studiendesign der Publikation 123. Der „CKD273“-Klassifikator wurde multizentrisch vali-

diert. Zusätzlich wurde ein möglicher Einfluss der Lagerung sowie der Alters- und Ge-
schlechtsabhängigkeit untersucht.  
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Im ersten Schritt wurde die Genauigkeit der Klassifikation mit dem „CKD273“-

Klassifikator in neun unabhängigen Zentren untersucht. Es wurde eine konsistente Dis-

kriminierung zwischen Patienten mit und ohne diabetischer Nephropathie in allen Zent-

ren beobachtet (Abbildung 2a). Eine Statistik unter Einsatz von Grenzwertoptimie-

rungskurven (ROC, engl. für: receiver operating characteristic) über sämtliche Proben 

resultierte in einem „area under the curve“ (AUC)-Wert von 0,95 (Abbildung 2b). In den 

einzelnen Zentren wurde eine hohe Konsistenz des „CKD273“-Klassifikators mit AUC-

Werten von 0,95 bis 1,00 beobachtet.  
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Abbildung 2: Klassifikationsergebnisse der Proben aus neun Zentren. a) Gezeigt sind „CKD273“-

Klassifikationsfaktoren aller Patienten pro Zentrum. Die Klassifikationsfaktoren der Patien-
ten mit diabetischer Nephropathie sind grau, ohne diabetische Nephropathie schwarz mar-
kiert. Der Diagnose-cut-off-Wert von 0,343 ist ebenfalls eingefügt. Die Zentren-Nummer ist 
auf der x-Achse angegeben (Details siehe Publikation 1). b) Die „Receiver Operating Cha-
racteristic“ (ROC)-Kurve stellt die Ergebnisse des „CKD273“–Klassifikators, basierend auf 
allen Proben (n = 165, AUC = 0,95), dar. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde zusätzlich der Einfluss des Alters und des Geschlechts 

der Patienten sowie der Einfluss von verschiedenen Probenbehältern auf die Klassifika-

tion mit dem „CKD273“-Klassifikator untersucht. Der „CKD273“-Klassifikator war unab-

hängig von den erstgenannten Parametern. Darüber hinaus hatte die Verwendung von 

unterschiedlichen Urin-Lagerbehältern keinen Einfluss auf die Klassifikationsfaktoren 

gezeigt. Des Weiteren zeigte die Analyse der Verteilung der einzelnen, durch den 

„CKD273“-Klassifikator analysierten Peptide in den neun Zentren, dass die Fragmente 

von Blutproteinen und extrazellulären Matrixproteinen die beste Konsistenz aufwiesen. 
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4.2 Publikation 2: Urin Peptidom-basierte Evaluierung der ZDF-Ratten als ein 

Modell für humane Krankheiten  

Tiermodelle für Diabetes-assoziierte vaskuläre Komplikationen sind für die Beurteilung 

potenzieller therapeutischer Medikamente äußerst relevant. Obwohl mehrere Nagermo-

delle für Typ II-Diabetes zur Verfügung stehen, ist deren Relevanz und Vergleichbarkeit 

mit den zusammenhängenden Komplikationen der Nieren- sowie Herz-Kreislauf-

Funktionen bei Diabetes-Patienten nicht abschließend geklärt. In dieser Arbeit wurde 

daher das Tiermodell der „Zucker-Diabetic-Fatty“-Ratten für Diabetes-assoziierte vasku-

läre Komplikationen 26 und Erkrankungen des Menschen auf molekularer Ebene mittels 

Urin-Proteomanalyse bewertet25. Das Studiendesign ist in Abbildung 3 dargestellt. 

LEAN 
Kontrollen

Monat 8 (n=7)

ZDF

Monat 8 (n=10)

spezifische Peptide für 
Diabetes-assoziierte

Komplikationen

n=180

Orthologie in der
Aminosäuresequenz

Identifizierung der
Proteasen

1) identisches Peptidfragment                                      
(N- und C-Terminus identisch)

2) eine identische Schnittstelle

3) ähnlicher Proteinbereich

LEAN 
Kontrollen

Monat 2 (n=10)

ZDF
Monat 2 (n=10)

n=152

Diabetes-assoziierte
Peptide

93

59

87

Definition der Biomarker im ZDF-Rattenmodell
Vergleich mit validierten

humanen Markern für CKD 
und CVD

 
Abbildung 3: Studiendesign der Publikation 225: Für die Definition der Biomarker wurden Urinproben von 

„Zucker-Diabetic-Fatty“ (ZDF)- und LEAN-Kontroll-Ratten verwendet. Die definierten ZDF-
Ratten-Biomarker im späten Stadium der Krankheit wurden anhand der Aminosäurese-
quenzen mit Biomarkern bei humanen chronischen Nierenerkrankungen (CKD, engl. Für 
chronic kidney disease) und Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD, endl. für cardiovascular 
disease) verglichen.  

 

Die Peptidprofile der ZDF-Ratten in frühen und späten Stadien der Erkrankung wurden 

mit Peptidprofilen der LEAN-Ratten gleichen Alters verglichen. Dadurch wurden 180 

Peptide identifiziert, die mit Komplikationen bei Diabetes mellitus potenziell assoziiert 

sind. Diese Peptide wurden mit menschlichen Biomarkern für chronische Nierenerkran-

kungen, die in dem „CKD273“-Klassifikator beinhaltet sind und Herz-Kreislauf-

Erkrankungen (CVD, engl. für cardiovascular disease) verglichen. In Ratte und Mensch 
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wurden Fragmente der Proteine beobachtet, die charakteristisch für chronische Nieren-

erkrankungen sind (z.B. Albumin, α-1-Antitrypsin) oder mit der Krankheitsentwicklung 

(z.B. Kollagenbildung) assoziiert werden. Die Vergleichbarkeit der Aminosäuresequenz 

und der Regulierung dieser Peptide in Ratten gegenüber dem Menschen war ausge-

prägter in den CVD- als in den CKD-Biomarkern (Abbildung 4a). Zusätzlich zeigten die 

krankheitsassoziierten Protease-Aktivitäten in ZDF-Ratten eine stärkere Übereinstim-

mung zu den vorhergesagten Aktivitäten bei menschlichen Herz-Kreislauf-

Erkrankungen (Abbildung 4b).  

50 humane CKD-Marker im Vergleich mit
den 180 Markern bei der ZDF-Ratte im

späten Stadium 

50 humane CVD-Marker im Vergleich mit
den 180 Markern bei der ZDF-Ratte im

späten Stadium

identisches
Peptidfragment

eine identische
Schnittstelle

Ähnlicher
Proteinbereich

keine Orthologie

60%

4%

26%

10%

a)

b)

MMPs hoch

MMPs runter

ADAMTS5 hoch

ADAMTS5 runter

CTSK, F2 hoch

CTSK, F2 runter

ZDF-Marker in spätem 
Stadium

Humane CKD-Marker Humane CVD-Marker

64%

18%

18%

3% 7%
23%

17%
50%

15%
36%

9%32%

2%
6%

74%

2%

24%

 
Abbildung 4:  Ähnlichkeiten in den Aminosäuresequenzen zwischen Biomarkern bei den Ratten sowie 

humanen Biomarkern mit vorhergesagten Protease-Aktivitäten. a) Aminosäure-Orthologie 
zwischen den 50 wichtigsten menschlichen Biomarkern für CKD und CVD und den defi-
nierten 180 Ratten-Biomarkern für Diabetes-assoziierte Komplikationen. Um die Orthologie 
zwischen humanen Biomarkern und Ratten-Biomarkern zu überprüfen, wurden drei Krite-
rien verwendet: 1. Das Fragment ist gleich (beide Schnittstellen identisch bei Mensch und 
Ratte); 2. eine identische Schnittstelle; 3. ein Peptidfragment aus dem gleichen Proteinbe-
reich mit Überlappung von mindestens zwei Aminosäuren. b) Vorhergesagte Proteaseakti-
vitäten in Ratten und Menschen, basierend auf Kollagen alpha-1 Typ I-Biomarker-
Fragmente. Dargestellt ist die relative Anzahl von spezifischen Schnittstellen für die ent-
sprechende Protease. 
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4.3 Publikation 3: Vergleich der MALDI-Massenspektrometrie und der Kapilla-

relektrophorese-gekoppelten Massenspektrometrie zur Bewertung von 

Biomarkern der diabetischen Nephropathie 

Bisher wurden unterschiedliche Plattformen in unabhängigen Studien verwendet, darun-

ter meist die Kapillarelektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie3,5,16,29,30,33,35, die 

Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie45, sowie die MALDI–

Massenspektrometrie46, um Biomarker für chronische Nierenkrankheiten zu definieren. 

In der Publikation 3 wurden die Leistungen der Kapillarelektrophorese-gekoppelten 

Massenspektrometrie und der MALDI-Massenspektrometrie zur Erkennung von diabeti-

schen Nephropathien verglichen36 (Abbildung 5). Hierzu wurde eine Kohorte von 137 

Urinproben (62 Fall- und 75 Kontrollproben) verwendet. Übereinstimmende Datensätze 

zwischen den beiden Plattformen wurden für den Vergleich der erfassten Biomarker 

ermittelt. 

Patienten-Kohorte:
62 mit CKD

75 ohne CKD

Klassifikation mit bestehenden 
Klassifikationsmodellen

CKD273-Modell
m/z 1219, 1912

und 2049
m/z 1219, 1912

und 2049

Training

31 mit CKD 
38 ohne CKD

Statistische Analyse

MALDI CE-MS

CKD 
(n=31)

ohne CKD 
(n=37)

25 44712

Markerdefinition

CEMS447 
CEMS12

MALDI447 
MALDI12

Modellerstellung

Validierung

Anwendung von bestehenden 
Klassifikationsmodellen

Erneute Markerdefinition und Modellerstellung

 
Abbildung 5: Studiendesign der Publikation 336. Im ersten Schritt (linker Teil der Abbildung) wurden die 

bereits definierten Klassifikationsmodelle auf die Kohorte von 137 Patienten angewendet. 
Danach wurde die Kohorte auf ein Trainings- und Validierungsset aufgeteilt. Für beide 
Plattformen, die Kapillarelektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie (CE-MS) und die 
MALDI-Massenspektrometrie (MALDI), wurden die Marker für chronische Nierenkrankhei-
ten (CKD) neu definiert und validiert (rechter Teil der Abbildung). 

 

Die Ergebnisse zeigten eine bessere Leistung der Kapillarelektrophorese-gekoppelten 

Massenspektrometrie in Hinblick auf die Peptid-Auflösung und die Vorhersagegenauig-

keit der Erkrankung im Vergleich zur MALDI-Massenspektrometrie. In Abbildung 6 sind 
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die Klassifikationsergebnisse des „CKD273“-Klassifikators in der verwendeten Kohorte 

dargestellt. Die Analyse ergab einen AUC-Wert von 0,96. Die mittels MALDI-

Massenspektrometrie zuvor definierten drei Marker46 resultierten in dieser neuen Kohor-

te in AUC-Werten von 0,76, 0,52 und 0,73.  
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Abbildung 6: Analyse der Klassifikationsfaktoren, die mit dem „CKD273“-Klassifikator (unter Einsatz der 
Kapillarelektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie) ermittelt wurden. a) „Receiver 
Operating Characteristic“ (ROC)-Kurve und b) Boxplot. 

 

Im nächsten Schritt wurden die Proben auf ein Trainings- und Validierungsset aufgeteilt 

und die Marker für chronische Nierenkrankheiten in dieser Kohorte definiert und vali-

diert. Für beide Plattformen wurden jeweils zwei Klassifikationsmodelle erstellt. Ein, was 

alle für die entsprechende Plattform definierten Biomarker beinhaltet. Bei Kapillare-

lektrophorese-gekoppelter Massenspektrometrie waren das 447 Biomarker (CEMS447-

Modell) und bei MALDI-Massenspektrometrie 25 Biomarker (MALDI25-Modell). Das 

zweite Klassifikationsmodell wurde mit den 12 überlappenden Biomarkern erstellt, die in 

beiden Plattformen definiert wurden (CEMS12- und MALDI12-Modell). Die mittels 

MALDI-Massenspektrometrie erstellten Klassifikationsmodelle resultierten in AUC=0,83 

(MALDI25-Modell) und 0,80 (MALDI12-Modell) in dem unabhängigen Testset (Abbil-

dung 7). Die im Vergleich mittels Kapillarelektrophorese-gekoppelter Massenspektro-

metrie ermittelten Klassifikationsmodelle zeigten eine bessere Genauigkeit mit 

AUC=0,95 (CEMS447-Modell) und 0,87 (CEMS12-Modell). Die MALDI-

Massenspektrometrie kann die Patienten mit diabetischer Nephropathie von den Kon-

trollen bei leicht reduzierter Genauigkeit, jedoch mit einem reduzierten Kosten- und 

Zeitaufwand, trennen (Abbildung 7). Das MALDI25-Modell klassifizierte die Testdaten 

mit einer Sensitivität von 71% und einer Spezifität von 87%. Um die Sensitivität zu 
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verbessern wurden alle hier falsch klassifizierten Kontrollen mittels Kapillarelektropho-

rese-gekoppelter Massenspektrometrie re-analysiert. Dieses Vorgehen ergab eine ver-

besserte Sensitivität von 90%. 
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Abbildung 7:  „Receiver Operating Characteristic“ (ROC)-Kurve für die Differenzierung der Test-Kohorte 
mit neu definierten Biomarkern mittels Kapillarelektrophorese-gekoppelter Mas-
senspektrometrie (schwarz) und MALDI-Massenspektrometrie (grau).  



 

 

5 Diskussion 
 

Für eine frühzeitige und erfolgreiche Therapie der diabetischen Nephropathie sind  

zwingend Biomarker zur Vorhersage der Erkrankung sowie zur Abbildung des Krank-

heitsverlaufs notwendig. Mittels des „CKD273“-Klassifikators3 wird möglicherweise eine 

verbesserte nicht-invasive Früherkennung der diabetischen Nephropathie und eine 

bessere Prognosestellung durch einen früheren Therapieanfang ermöglicht. Ziel der 

vorliegenden Dissertation war daher eine umfassende Validierung dieses Klassifikators 

sowie eine Prüfung der Möglichkeiten zur Optimierung der Analysedurchführung.  

 

Darüber hinaus dient die vorliegende Dissertation als eine der Vorarbeiten für die 

PRIORITY-Studie („Proteomic prediction and Renin angiotensin aldosterone system 

Inhibition prevention Of early diabetic nephRopathy In TYpe 2 diabetic patients with 

normoalbuminuria“), die eine prospektive Untersuchung des Probenmaterials von Pati-

enten mit Typ II-Diabetes auf diabetische Nephropathie mit dem „CKD273“-Klassifikator 

beabsichtigt, um bei einem positiven Befund mit einer entsprechenden Therapie den 

weiteren Fortschritt der diabetischen Nephropathie zu verzögern oder aufzuhalten. 

 

Im Rahmen der Dissertation konnte gezeigt werden, dass der „CKD273“-Klassifikator 

bei der Aufklärung der Pathophysiologie der Krankheit3 hilfreich sein kann. Mit diesem 

Klassifikator ist nicht nur eine frühzeitige Diagnosestellung, sondern auch eine Kontrolle 

der Krankheitsprozesse auf der Ebene der Urinpeptide offenbar möglich. Dieser Um-

stand könnte der Therapieentwicklung und -festlegung zukünftig dienlich sein.  

 

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der „CKD273“-Klassifikator erstmalig 

auf eine multizentrische Kohorte von Proben aus unterschiedlichen internationalen 

Zentren angewendet. Dabei wurde nachgewiesen, dass der „CKD273“-Klassifikator in 

der Lage ist, Patienten aus verschiedenen Populationen mit gleicher Genauigkeit zu 

diagnostizieren. Sowohl das Alter als auch das Geschlecht der Patienten sowie ver-

schiedene Lagerungsoptionen beeinflussten die Diagnoseergebnisse nicht.  

Der „CKD273“-Klassifikator ist durch eine hohe Stabilität und Reproduzierbarkeit in der 

untersuchten multizentrischen Kohorte charakterisiert. Damit nähert sich der „CKD273“-

Klassifikator der Definition eines „idealen Biomarkers“ nach Wasung et al. (2014)47 an. 

Ein „idealer Biomarker“ sollte mit hoher Sensitivität als auch Spezifität bei verschiede-
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nen Populationen anwendbar sein. Die angestrebte nicht-invasive Erhebung ist durch 

Urin als mögliches Probenmaterial gegeben. Des Weiteren sollte ein „idealer Biomar-

ker“ nach Wasung et al. 47 mit der Schwere der Erkrankung korrelieren und rapide eine 

Nierenerkrankung abbilden. Für den „CKD273“-Klassifikator wurde letzteres durch Argi-

les et al.48 gezeigt. Aussagen über eine mögliche Prognose sowie Hinweise auf mögli-

che Mechanismen der Schädigung durch Einsatz des Biomarkers sind nutzbringend47. 

Es wurde bereits bewiesen, dass der „CKD273“-Klassifikator zur Vorhersage von Nie-

renerkrankung geeignet ist21,48,49. Mögliche Erklärungen für pathophysiologische Me-

chanismen bei chronischen Nierenerkrankungen wurden von Good er al.3 unter Einsatz 

des „CKD273“-Klassifikators beschrieben.  

 

Ein „idealer Biomarker“ darf des Weiteren keine Wechselwirkungen mit Arzneimitteln50 

aufweisen und muss über die Zeit und in verschiedenen Lagerungsmethoden stabil 

bleiben47. Die fehlende Wechselwirkungen des „CKD273“-Klassifikators mit Arzneimit-

teln konnte bereits in einer früheren Studie gezeigt werden50. In dieser Arbeit konnte die 

Stabilität bei einer Lagerung des Probenmaterials in zwei verschiedenen Gefäßen 

nachgewiesen werden.  

 

Die Unabhängigkeit der Ergebnisse des „CKD273“-Klassifikators vom Geschlecht und 

Alter der Patienten stellt zusätzlich zur früheren Diagnosestellung einen entscheidenden 

Vorteil zur glomerulären Filtrationsrate (GFR) dar. Die GFR zeigt eine starke Abhängig-

keit sowohl vom Alter als auch vom Geschlecht51,52. Zudem ist eine hohe inter-

individuelle Variabilität bei den ersten Stadien der Erkrankung für die GFR aber auch für 

Albumin ein limitierender Faktor53. Darüber hinaus wurden bereits weitere technische 

Aspekte untersucht50. Mischak et al.50 beschreiben die Temperaturstabilität, Einfrier- 

und Auftauzyklen, die Stabilität nach Präparation, die Reproduzierbarkeit, Laborpräzisi-

on und den zeitlichen Verlauf des „CKD273“-Klassifikators. Die relative Intra- und Inter-

Assay-Standardabweichung des Klassifikators liegt unter 7% und 10%50.  

 

Für die Entwicklung der therapeutischen Intervention sind Tiermodelle weiterhin essen-

tiell25. Eine Vielzahl von Tiermodellen werden als konventionelle Modelle für Typ I- oder 

Typ II-Diabetes entwickelt, die wiederum nicht die spezifischen Komplikationen bei Dia-

betes aufzeigen können54. Ein passendes Tiermodell soll aber entweder so gut wie 

möglich die Pathophysiologie des Diabetes widerspiegeln oder die mit humanen Diabe-
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tes assoziierten Komplikationen vergleichbare Konditionen aufweisen55. Insbesondere 

für die diabetische Nephropathie ist die Suche nach einem geeigneten Tiermodell daher 

noch nicht abgeschlossen. Es scheint kein einzelnes Tiermodell, das sämtliche Eigen-

schaften dieser sehr komplexen Erkrankung abbildet, zu existieren. Es gibt aber viele, 

die sehr gut einzelne Aspekte der humanen Erkrankung adressieren55. Im zweiten Ab-

schnitt der vorliegenden Arbeit wurden daher in ZDF-Ratten für die diabetische Nephro-

pathie spezifische Peptide im Spätstadium der Erkrankung neu definiert. Im Anschluss 

wurde die Orthologie zwischen diesen Peptiden und den humanen Peptiden aus dem 

„CKD273“-Klassifikator untersucht. Das untersuchte ZDF-Rattenmodell zeigte keine 

überzeugende Orthologie zu dem „CKD273“-Klassifikator. Einige der detektierten Pepti-

de des Rattenmodells sind jedoch mit progressiver Arteriosklerose assoziiert. Zum Bei-

spiel α-2-HS-Glycoprotein, das auch als Fetuin-A56 bekannt ist, bildet lösliche Komplexe 

von ansonsten unlöslichem Calciumphosphat und wirkt als ein potenter Inhibitor der 

pathologischen Verkalkung. Zusätzlich scheint Fetuin-A bei der Progression der Koro-

narsklerose beteiligt zu sein57. Die Überlappung zwischen den menschlichen Biomar-

kern für makrovaskuläre Erkrankungen und den im ZDF-Rattenmodell definierten Bio-

markern war erheblich, da mehrere ähnliche Peptide identifiziert wurden, die als Bio-

marker in beiden Fällen dienen. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Toblli et al.58 

überein. Insgesamt scheinen ZDF-Ratten ein attraktives Tiermodell zur Untersuchung 

von Herz-Kreislauf-Schäden, die dem menschlichen metabolischen Syndrom entspre-

chen, darzustellen. Des Weiteren zeigten Oltman et al.59, dass die vaskuläre Dysfunkti-

on bei ZDF-Ratten in koronaren und mesenterialen Arterien fortschreitet und arterielle 

Veränderungen verursacht. Die Analyse der involvierten Proteasen im ZDF-

Rattenmodell zeigte auch eine höhere Vergleichbarkeit mit menschlichen kardiovasku-

lären Erkrankungen als chronischen Nierenerkrankungen. In der vorliegenden Arbeit 

wurde eine erhöhte Matrix-Metallopeptidase-Aktivität bei Ratten wie bei menschlichen 

kardiovaskulären Erkrankungen festgestellt60. Eine erhöhte Aktivität der Matrix-

Metallopeptidase-13 wurde bereits bei arteriosklerotischen Maus-Plaques beschrie-

ben61. Bei der chronischer Nierenerkranung des Menschen beobachtet man im Gegen-

satz eine erniedrigte Matrix-Metallopeptidase-Aktivität3.  

Obwohl die Daten der vorliegenden Dissertation andeuten, dass das ZDF-Rattenmodell 

eher zur Untersuchung makrovaskulärer Erkrankungen und weniger zur Bewertung 

mikrovaskulärer Erkrankungen geeignet scheint, zeigt diese Studie das Potential der 

Proteomanalyse zur Beurteilung der Vergleichbarkeit zwischen einem Tiermodell und 
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humanen Erkrankungen auf der molekularen Ebene. Die Vergleichbarkeit zwischen Tier 

und Mensch ist bei der Entwicklung und Verwendung von zukünftigen Tiermodellen 

auch für andere humane Erkrankungen von großer Relevanz. Diese Arbeit legt daher 

den Grundstein zur Etablierung von entsprechenden Tiermodellen und erhöht die Über-

tragbarkeit der im Tiermodell ermittelten Ergebnisse auf die Erkrankung beim Men-

schen. Auf der anderen Seite zeigt die Studie die Komplexität der Diabetes-Endorgan-

Krankheit und verweist auf den Bedarf an weiteren Tiermodellen mit verstärkter Analo-

gie zur humanen diabetischen Nephropathie. 

 

Im dritten Abschnitt dieser Dissertation wurde die Möglichkeit zur Übertragung des 

„CKD273“-Klassifikators auf die MALDI-Massenspektrometrie überprüft. Mehrere Stu-

dien bestätigen, dass sich die Kapillarelektrophorese-gekoppelte Massenspektrometrie 

sehr gut für die Definition von Biomarkern geeignet ist5,8,16,17,29-35. Obwohl die Analyse 

mit Kapillarelektrophorese-gekoppelter Massenspektrometrie innerhalb von 60 Minuten 

möglich ist, ist eine Optimierung des Zeit- und damit auch des Kostenaufwands wün-

schenswert. Daher wurde im Rahmen der Arbeit versucht, das „CKD273“-Klassifikator 

auf eine andere Technologieplattform zu übertragen, die bei der Analyse weniger Zeit 

und geringere Kosten verursacht. Verwendet wurde die MALDI-Massenspektrometrie 

wo mehrere Proben hintereinander auf einem Target analysiert werden können, was die 

Analysezeit reduziert. Mit dem Analysezeit werden gleichzeitig schon die Kosten redu-

zier. Zusätzlich können die sinken Kosten durch niedrigeren Chemikalienverbrauch und 

Widerverwendbarkeit von der Targets. Es konnte gezeigt werden, dass die MALDI-

Massenspektrometrie, einsatzfähig ist, jedoch dabei eine signifikant geringere Sensitivi-

tät in Vergleich zu Kapillarelektrophorese-gekoppelter Massenspektrometrie aufweist.  

Im direkten Vergleich mit der Kapillarelektrophorese-gekoppelten Massenspektrometrie 

kann die MALDI-Massenspektrometrie nach dem heutien Ergebnisstand gegebenenfalls 

als Präscreening-Methode angewendet werden. Die mittels MALDI-

Massenspektrometrie als „gesund“ klassifizierten Proben bedürfen dann jedoch einer 

Reanalyse mit der Kapillarelektrophorese-gekoppelten Massenspektrometrie. Diese 

Vorgehensweise zeigt eine verbesserte Sensitivität, aber eine schlechtere Spezifität im 

Vergleich zur Kapillarelektrophorese-gekoppelten Massenspektrometrie als alleinige 

Methode. Aus diesem Grund sind weitere Optimierungsschritte, wie beispielsweise eine 

Fraktionierung der Proben vor der MALDI-massenspektrometrischen Analyse und/oder 

Optimierung des cut-offs notwendig, um eine effektive Kopplung der zwei Verfahren zu 
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gewährleisten. Zusätzlich ist eine größere prospektive Kohorte nötig, um diese Präsc-

reening-Methode zu validieren.  

 

Schlussfolgernd lässt sich festhalten, dass der „CKD273“-Klassifikator in multizentri-

schen Studien verwendbar und als Untersuchungsmodell für die PRIORITY-Studie vali-

de ist. Das ZDF-Rattenmodell ist nur begrenzt zur Abbildung der diabetischen Nephro-

pathie geeignet. Es ist vorrangig zur Untersuchung makrovaskulärer Erkrankungen in 

diesem Zusammenhang dienlich. Darüber hinaus kann der „CKD273“-Klassifikator ver-

wendet werden, um Tiermodelle hinsichtlich ihrer Fähigkeit, die diabetische Nephro-

pathie beim Menschen abbilden zu können, zu beurteilen. Der praktische Einsatz der 

MALDI-Massenspektrometrie ist als ein schnelles und kostengünstiges Präscreening-

Tool zur Diagnose von chronischer Nierenerkrankung denkbar. Die Übertragung des 

„CKD273“-Klassifikators auf diese Technologie bedarf jedoch zukünftig weiterer Opti-

mierungsschritte.  
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