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Zusammenfassung:
Freie Leichtketten in Serum und Urin bei chronischer Niereninsuffizienz und
nach Nierentransplantation
Stefanie Hanna Kreuf3er
Urdmietoxine werden fiir eine Vielzahl der Komplikationen bei chronischer Niereninsuffizienz

wie beschleunigte Arteriosklerose oder Dysregulation des Immunsystems verantwortlich ge-
macht. Diese sind haufige Todesursachen bei chronischer Niereninsuffizienz. Freie Immunglo-
bulinleichtketten zidhlen zu den Urdmietoxinen und hemmen essentielle Funktionen der unspezi-
fischen Immunantwort. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von Nierenfunk-
tion, Proteinurie und immunsuppressiver Therapie auf die Serumkonzentrationen und Urinauss-
cheidung freier k- und A-Immunglobulinleichtketten bei 100 Patienten mit chronischen Nieren-
erkrankungen vor Dialysepflichtigkeit, 150 Nierentransplantierten und Gesunden untersucht.
Ein neuer Assay zur Detektion freier Leichtketten im Urin wurde in der vorliegenden Arbeit
etabliert. Eine Einschrinkung der Nierenfunktion fiihrt bei chronisch Niereninsuffizienten zu
einer tendenziellen Erhdhung der Leichtketten-Serumkonzentrationen; bei Patienten nach Nie-
rentransplantation zu einem signifikanten Anstieg ab einer Serum-Kreatinin-Konzentration von
2,5 mg/dl. Die Urinexkretion freier Leichtketten war bei Patienten mit chronischer Niereninsuf-
fizienz signifikant gegeniiber den Nierentransplantierten und den Kontrollen erhdht. Bei allen
Patienten korrelierte sie mit Serum-Kreatinin und Kreatinin-Clearance. Der Grad der Proteinurie
hatte auf die Leichtketten-Serumkonzentrationen der chronisch Niereninsuffizienten keine
Auswirkungen. Im Urin dieser Patienten und in Serum und Urin der Nierentransplantierten zeig-
te sich ein signifikanter Anstieg der Leichtketten-Konzentrationen ab einer Proteinurie von 1
g/24h. Die immunsuppressive Therapie fithrt sowohl bei chronisch Niereninsuffizienten als
auch bei nierentransplantierten Patienten zu einer signifikant verminderten Ausscheidung von
freien Leichtketten bei gleich bleibenden Serumkonzentrationen. Eine Differenzierung der Pro-
teinurie ergab keinen Zusammenhang mit der Leichtkettenausscheidung. Zusitzliche Mecha-
nismen miissen daher eine Rolle bei der Modulation der Serumspiegel freier Immunglobulin-
leichtketten bei diesen Patienten spielen. Renale Mechanismen wie z. B. verminderte Resorption
und Katabolismus freier Leichtketten durch proximale Tubulusepithelzellen erscheinen moglich
und wiirde die erhdhten Konzentrationen im Urin erkliren. Zukiinftige Studien miissen die kli-
nische Bedeutung der freien Immunglobulinleichtketten bei niereninsuffizienten Patienten wei-
ter untersuchen.
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1. EINLEITUNG

1.1  Uberblick

Immunglobuline (Ig) bestehen aus einem jeweils identischen Paar leichter und schwerer
Ketten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (s. Abb. 1). Die schwe-
ren Ketten mit einem Molekulargewicht von 50 bis 70 kDa und einer Aminosaurense-
quenz von 44-550 Aminosduren (AS) existieren in verschiedenen Untertypen und
bestimmen die Immunglobulin-Klasse: a fiir IgA, 6 fiir IgD, ¢ fiir IgE, v fiir IgG und p
fir IgM. Diese sind entweder mit k- oder mit A -Leichtketten assoziiert.
Immunglobulinleichtketten haben als Monomere ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa,
als Dimere entsprechend ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa. Sie bestehen aus ca.
210 AS. Thr carboxyterminales Ende ist konstant. Das aminoterminale Ende ist variabel

und dient mit dem Aquivalent der schweren Ketten der Antigenbindung [70, 78].

Antigenbindunsstelle

Schwere Kette

i
wn

Abb. 1: Schematischer Aufbau von Immunglobulinen (nach Alberts et al.: Molecular Biology of
the Cell, Garland Science 1998).

Innerhalb einer Kette sind die Disulfidbriicken fiir die Bildung der dreidimensionalen
Strukturen und damit der so genannten Doménen verantwortlich. Die schweren Ketten

beinhalten je nach Klasse vier bis fiinf Domidnen, die Leichtketten zwei. An den
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Domaénen findet die Antigenbindung statt, die durch Rekombination der variablen An-

teile die Spezifitit fiir Millionen verschiedener Antigenen gewéhrleistet [16, 18, 58, 83].

Leichtketten existieren nicht nur als Teile von Immunglobulinen, sondern auch in freier
Form. Sie konnen in Form monoklonaler Bence-Jones-Proteine [7] in Serum und Urin
erscheinen. Letztere werden von einem Klon entarteter Plasmazellen produziert und
sind ein wichtiges diagnostisches Kriterium von Plasmazelldysplasien. Polyklonale freie
Leichtketten liegen jedoch auch in Serum und Urin von Gesunden vor [77, 90]. Sie
stammen aus der ,,de-novo*“-Synthese von Plasmazellen und nicht aus dem Abbau kom-
pletter Immunglobuline [45, 46, 82, 88]. Freie Immunglobulinleichtketten konnen als
Mono-, Di- und Polymere vorliegen [45, 46, 90]. Dimere konnen kovalent verkniipft
und damit stabil oder nicht kovalent verknilipft und daher dissozierbar sein. A-
Immunglobulinleichtketten sind meist kovalent zu Dimeren verbunden. «-
Immunglobulinleichtketten liegen iiberwiegend in Monomerform vor. k-Dimere sind zu
gleichen Teilen kovalent und nicht kovalent verkniipft [8, 40]. Die Immunglobulinpro-
duktion findet in der Plasmazelle statt. Dabei werden leichte und schwere Ketten an
Polyribosomen synthetisiert und im endoplasmatischen Retikulum aneinander gekop-
pelt. Es wird ein geringer Uberschuss an leichten Ketten produziert, so dass ein intrazel-
luldrer Pool freier Leichtketten entsteht [2, 88]. Vermutlich werden diese parallel zu
kompletten Immunglobulinen sezerniert [48].

Im Serum von Gesunden finden sich folgende Konzentrationen freier Immun-

globulinleichtketten:
K-Serum A-Serum K/A
(MW=SD) mg/1 (MW=SD) mg/1
Solling [90] 11+3 8+ 1 1,38
Wakasugi et al.[106] 7+4 543 1.4
Wakasugi et al.[107] 34+ 18 18+ 12 1,89
Abe et al. [1] 16 +6 33+5 0,5
Bradwell et al. [11] 8 £3 15+4 1,67
Cohen et al. [21] 35+ 18 31+ 14 1,13
Tabelle 1: Literaturiiberblick iiber Konzentrationen freier Immunglobulinleichtketten im Serum

von Gesunden.
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Leichtketten werden in der Niere metabolisiert [110]. Aufgrund ihres Molekulargewich-
tes von 25 kDa werden freie Immunglobulinleichtketten als Monomer glomeruldr frei
filtriert. Im Tubulus werden normalerweise 95% der filtrierten freien Immunglobulin-
leichtketten tubuldr resorbiert [96]. Die Resorption erfolgt iiber Cubilin, einen Rezeptor
der luminalen Plasmamembran, und anschlieBende Endozytose [3]. Intrazelluldr erfolgt
die Fusion mit Lysosomen, in denen die Leichtketten durch hydrolytische Enzyme in
Aminosduren aufgespalten und so dem Stoffwechsel wieder zugefiihrt werden. Die
Clearance der freien Immunglobulinleichtketten wird auf ca. fiinf bis zehn Prozent der
GFR (glomeruldre Filtrationsrate) geschdtzt. Das Polymerisationsverhalten ist fiir die
Clearance der freien Leichtketten entscheidend. Monomere werden fast doppelt so
schnell eliminiert wie Dimere [92]. Da k-Immunglobulinleichtketten hauptsichlich als
Monomere vorliegen und sie somit im Vergleich zu A-Immunglobulinleichtketten ra-
scher ausgeschieden werden konnen, ergibt sich ein im Gegensatz zu Immunglobulinen
erniedrigtes /A -Verhéltnis der freien Leichtketten im Serum. McKelvey et al. fanden
1965 fiir komplette Immunglobuline ein k/A-Verhéltnis von 1,86 [68].

Im Urin von Gesunden finden sich folgende Konzentrationen von freien Immun-

globulinleichtketten:
k-Urin A-Urin K/A
(MW=+SD) mg/24h |(MW=SD) mg/24h
Waldmann, Strober [108] |- 23+1,1 -
Abe et al. [1] 29+1,8 1,1+0,7 3,0
Solling et al. [93] 32+1.2 1,1£0,6 2,9
Bradwell et al. [11] 5,4+495 3,17+£33 1,85

Tabelle 2: Literaturiiberblick iiber Konzentrationen freier Immunglobulinleichtketten im Urin

von Gesunden.

Eine massive Exkretion von monoklonalen oder polyklonalen Leichtketten im Urin
kann bei einem multiplem Myelom, einer AL-Amyloidose, einem Morbus Wal-
denstrém, einem malignem Lymphom und bei chronisch lymphatischer Leukdmie vor-
liegen. Neben der bekannten Funktion freier Immunglobulinleichtketten in der Anti-
gen-Bindung gibt es Hinweise auf eine Protease-Aktivitdt [97] und die Fahigkeit, das

Komplementsystem zu aktivieren [72]. In jlingster Zeit wurde eine neue Bedeutung
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freier Leichtketten entdeckt: Sie I6sen mastzellvermittelte Hypersensitivitit aus und
konnten somit eine Rolle bei T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen spielen [85].
Bei einigen dieser Erkrankungen gibt es Hinweise auf verdnderte Leichtketten-
Konzentrationen im Serum, Liquor oder Urin: Systemischer Lupus erythematodes [51,
98], multiple Sklerose [71], HIV [32], rheumatoide Arthritis [26], virale und bakterielle
Meningitis [34].

In der Pathogenese renaler und systemischer Erkrankungen spielen freie Leichtketten

bei folgenden Entitdten eine Rolle:

a) Myelomniere

b) Light Chain Deposition Disease
c) AL-Amyloidose

d) Tubuldre Funktionsstérungen

e) Beta2-Mikroglobulin-Amyloidose

f) Urémie
ad a) Myelomniere

Das multiple Myelom ist definiert durch eine maligne Proliferation von Plasmazellen im
Knochenmark, die exzessiv monoklonale intakte Immunglobuline oder freie Leichtket-
ten produzieren. Diese Mengen iibersteigen die Resorptionskapazitit des Tubulusappa-
rates. Daher finden sich im Urin monoklonale Leichtketten, die so genannten Bence-
Jones-Proteine (s.0.). Eine renale Beteiligung findet sich bei mehr als 50 % aller Patien-
ten und fiihrt zum nephrotischen Syndrom und zu chronischer Niereninsuffizienz. Bei
ca. 30 % der Patienten mit einem multiplen Myelom kommt es zur Prizipitation von
monoklonalen Leichtketten und Tamm-Horsfall-Protein zu intratubuldren Zylindern.
Bei letzterem handelt es sich um ein Glykoprotein aus dem aufsteigenden Teil der Hen-
le-Schleife. Die Ablagerungen fiihren zu tubuldrer Atrophie und Obstruktion im distalen
Tubulus und den Sammelrohren bis hin zum akuten Nierenversagen. Die Tubulotoxizi-
tdt scheint sich durch eine Resistenz der monoklonalen Leichtketten gegeniiber den Pro-
teasen der Tubuluslysosomen zu erkldren [65]. Zusitzlich beeintrichtigen sekundére
Folgen der Grunderkrankung wie Hyperkalzdmie, Hyperurikimie und iatrogene MaB3-

nahmen die Nierenfunktion.
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ad b) Light Chain Deposition Disease (Leichtketten-Ablagerungskrankheit)

Die Light Chain Deposition Disease (LCDD) ist eine Systemerkrankung, die durch die
Ablagerung von Leichtkettenfragmenten in verschiedenen Organen, v.a. der Niere, cha-
rakterisiert ist [80, 84]. Ursache ist ebenfalls die exzessive Produktion monoklonaler
Leichtketten, hdufig im Rahmen einer lymphoproliferativen Erkrankung. Sie kann je-
doch auch ohne jede erkennbare hdmatologische Grunderkrankung auftreten (sog. Idio-
pathische LCDD) [80]. Die Leichtkettenfragmente stammen meist aus der konstanten
Region der IgLk und lagern sich in granuldrer Form im Extrazelluldrraum ab. Sie sind
besonders haufig in der Bowmankapsel und der tubuldren Basalmembran zu finden [13,
49, 81]. Das fiihrt sowohl zu glomeruldren als auch tubulidren Funktionsstorungen [41,

80].

ad ¢) AL-Amyloidose

Amyloidosen sind definiert durch die extrazellulire Ablagerung von unldslichen fibril-
laren Proteinen. Die primire Amyloidose ist die Folge einer Fehlfunktion von Plasma-
zellen, bei der sich die Fibrillen von freien Leichtketten ableiten lassen. Dabei finden
sich haufiger A- als k-Leichtketten [6]. Bestimmte Verdnderungen von Aminosduren
scheinen zur Destabilisierung der Leichtketten und damit zur Préizipitation zu fiihren [5,
56]. Bei ca. 20 % der Patienten mit AL-Amyloidose ist ein multiples Myelom die
Grunderkrankung [35, 43]. Der variable Anteil monoklonaler Leichtketten lagert sich an
bestehende Fibrillen aus Serum Amyloid P, Glykosaminoglykanen und Apolipoprotei-
nen an [5, 39, 60, 94]. Diese Amyloidablagerungen finden sich nicht nur in den Nieren
(80-90 % der Patienten), sondern auch in Leber, Milz und Herz. Sie duflern sich klinisch
u.a. durch Niereninsuffizienz, Hepatomegalie, Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz,
periphere Neuropathie [42]. Durch Ablagerung der Fibrillen in priglomeruldren und
glomeruldren Kapillaren kommt es zur fortschreitenden Niereninsuffizienz. Die Fibril-
lenbildung im Interstitium und an der tubuldren Basalmembran scheint eine untergeord-

nete Rolle zu spielen.

ad d) Tubulire Funktionsstorungen

Vermehrte Leichtkettenexkretion kann auch zu tubuliren Funktionsstérungen bei unbe-

eintrachtigter GFR wie z.B. dem Fanconi-Syndrom fithren. Dabei lagern sich vor allem
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k-Immunglobulinleichtketten in Kristallform im proximalen Tubulus ab. Klinisch
kommt es zu renaler tubuldrer Azidose und renalem Phosphatverlust. Das nephrotoxi-
sche Potential der Immunglobulinleichtketten hdngt vermutlich mit ihren physikochemi-
schen Eigenschaften zusammen [17, 27]. Der isoelektrische Punkt und der Isotyp der

Leichtketten beeinflussen das Mal3 der Toxizitét [17].

ad e) Beta2-Mikroglobulin-Amyloidose

Die dialyseassoziierte Amyloidose stellt eine wichtige Langzeit-Komplikation in der
Behandlung von Dialysepatienten dar. Beta2-Mikroglobulin gilt als Vorldufermolekiil
der dialysebedingten Amyloidose [31, 63, 87]. Es wird vermutet, dass an deren Entste-
hung zusétzliche Kofaktoren beteiligt sind. Brancaccio et al. fanden im Amyloidmateri-
al dieser Patienten polyklonale k- und A-Immunglobulinleichtketten und schlossen dar-
aus, dass auch diese eine Rolle in der Atiologie spielen [12]. Dieser Aspekt bedarf noch

weiterer Untersuchungen.

ad f) Urimie

Die Urdmie bezeichnet die ,,Vergiftung® mit harnpflichtigen Substanzen, die als Folge
chronischer Niereninsuffizienz oder eines akuten Nierenversagens auftreten kann. Uré-
mietoxine sind Substanzen, die im Serum urdmischer Patienten in erhohter Konzen-
tration vorkommen und auf eine Vielfalt von Organsystemen eine schidliche Wirkung
haben [10, 54, 102-104, 111]. Dazu gehdren z.B. Retinol-binding Protein [25], Leptin
[75] oder Homocystein [76]. Urdmietoxine werden fiir eine Vielzahl der Komplikatio-
nen bei chronischer Niereninsuffizienz verantwortlich gemacht. Dazu gehoren die Dys-
regulation des Immunsystems [22, 28, 44, 101] und die beschleunigte arterielle Kalzifi-
kation [19, 55, 67]. Ein Ziel der Verbesserung gédngiger Dialyseverfahren ist die voll-
staindige Entfernung von Urdmietoxinen. Der Anstieg dieser Stoffe im Serum kann
durch eine gesteigerte Synthese oder eine verminderte renale Exkretion zustande kom-
men.

Auch freie Immunglobulinleichtketten akkumulieren im Serum von Patienten mit einge-
schriankter Nierenfunktion:

1968 untersuchten Epstein et al. die Leichtkettenkonzentrationen in Serum und Urin vor

und nach einer bilateralen Nephrektomie, in einer anephrischen Phase und nach Nieren-
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transplantation (NTx) bei 14 Patienten [33]. Es fand sich ein Abfall der freien Leichtket-
ten mit Beginn der Immunsuppression (Prednison und Azathioprin) und ein zeitgleich
mit funktionellen AbstoBungsreaktionen stattfindender Anstieg der freien Immunglobu-
linleichtketten. Die Autoren postulierten die Mdoglichkeit, freie Immunglobulinleichtket-
ten als renalen Parameter und prognostischen und diagnostischen Faktor der Nieren-
transplantation zu nutzen.

Fermin et al. bestimmten 1974 bei 16 NTx-Patienten die Clearance der A-
Immunglobulinleichtketten und fanden eine umgekehrte Proportionalitit zum Serum-
Kreatinin dieser Patienten [36]. Es wurde vermutet, dass sich dieser Zusammenhang aus
einem gestorten renalem Metabolismus von niedermolekularen Proteinen in der
Niereninsuffizienz ergibt.

Solling analysierte 1981 mit einem Radioimmunoassay nach chromatographischer Auf-
trennung die Leichtkettenkonzentrationen im Serum anephrischer Patienten und in Se-
rum und Urin nephrotischer Patienten [93]. Die k -und A-Immunglobulinleichtketten-
Serumkonzentrationen der anephrischen Patienten stiegen um das fiinffache. Dagegen
blieben die Serumspiegel der nephrotischen Patienten im Vergleich zur Kontrolle nor-
mal. Allerdings erhohte sich die Ausscheidung im Urin um den Faktor fiinf. Solling
folgerte, dass die Resorption der Leichtketten bei einer solch massiven Proteinurie
kompetitiv durch andere Proteine vermindert wird.

1991 bestimmten Wakasugi et al. nephelometrisch die Serumkonzentrationen von freien
Immunglobulinleichtketten bei Héamodialyse (HD)-, Peritonealdialyse (CAPD)-
Patienten und einer sehr geringen Zahl (n=5) an Patienten mit chronischen Nierener-
krankungen ohne Dialysepflichtigkeit [106]. HD- und CAPD-Patienten fielen durch
stark erhohte k-und vor allem A-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen auf. Pati-
enten mit chronischen Nierenerkrankungen hatten gegeniiber Gesunden leicht erhéhte
Werte.

1990 beschrieben Horl et al. ein aus Plasmaultrafiltrat isoliertes Protein (GIP 1) mit Se-
quenzhomologie zu freien Immunglobulinleichtketten, das Funktionen von polymorph-
kernigen Granulozyten hemmt [47, 53].

Cohen et al. wiesen 1995 nach, dass ebenfalls aus Plasmaultrafiltrat isolierte freie Im-
munglobulinleichtketten wichtige Granulozytenfunktionen wie Chemotaxis und Gluko-

seaufnahme hemmen und schlossen daraus, dass freie Leichtketten zur Verminderung
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der Abwehrlage Niereninsuffizienter beitragen. Freie Immunglobulinleichtketten kon-
nen somit zur Familie der Urdmietoxine gezdhlt werden [21]. Dass freie Immunglobu-
linleichtketten auch die Apoptose neutrophiler Granulozyten und damit einen wichtigen
Regulationsmechanismus des Immunsystems behindern, konnten Cohen et al. 2001 zei-
gen [23].

Cohen et al. beschrieben 2002 eine neue Methode zur Quantifizierung freier Leichtket-
ten im Serum [24]. Gleichzeitig wurden die Konzentrationen im Blut von Dialyse-
Patienten und wenigen Patienten (n=10) mit chronischen Nierenerkrankungen gemes-
sen. So fanden sich fiir Dialysepatienten, wie auch Wakasugi [106] zeigen konnte,
erhohte k- und stark erhohte A-Immunglobulinleichtketten-Werte sowie bei Patienten
mit chronischen Nierenerkrankungen erhohte Konzentrationen gegeniiber den Kontrol-

len.
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1.2 Ziele der vorliegenden Studie

1.2.1 Freie Immunglobulinleichtketten im Serum

Wie im ersten Teil der Einleitung erldutert, existieren in der Literatur keine Untersu-
chungen zu den Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen im Serum von Patienten
mit chronischen Nierenerkrankungen vor einer moglichen Dialysepflichtigkeit und Pati-
enten nach Nierentransplantation in einer aussagekriftigen Zahl. Die bisherigen Arbei-
ten konnen allenfalls eine Tendenz aufzeigen. Eine Evaluation der Serumkonzentratio-
nen von Immunglobulinleichtketten in solch einem Patientenkollektiv erscheint wichtig,
um die Relevanz einer potentiellen Rolle als Urdmietoxin zu belegen. Die vorliegende
Studie hat zum Ziel, die Serumwerte von Patienten mit verschiedenen chronischen Nie-
renerkrankungen ohne Dialysepflichtigkeit und von NTx-Empfangern an einer ausrei-
chenden Patientenzahl zu iiberpriifen (Gesamtanzahl n = 250). Dabei wurde ein kiirzlich
publizierter Assay zur Bestimmung freier Immunglobulinleichtketten im Serum ver-

wendet [24].
1.2.2 Etablierung der Bestimmung freier Immunglobulinleichtketten im Urin

Anhand des oben erwdhnten Assays zur Bestimmung freier Immunglobulinleichtketten
im Serum sollte ein neuer Assay zur Messung freier IgLk im Urin etabliert werden. Zur
Bestimmung freier Leichtketten im Urin stehen nur wenige methodische Ansitze zur
Verfiigung, die zuverlédssig die Konzentrationen polyklonaler Leichtketten messen kon-

nen.
1.2.3 Freie Immunglobulinleichtketten im Urin

Die Datenlage zu freien Immunglobulinleichtketten im Urin ist ebenfalls unklar. Eine
Ausscheidung freier Leichtketten im Urin wurde bisher nur bei proliferativen Erkran-
kungen nachgewiesen. Daher sollte auch dieser Parameter an dem oben beschriebenen
Patientenkollektiv in ausreichend grofler Zahl bestimmt werden, um zu untersuchen, ob
und in wie weit die Ausscheidung freier Immunglobulinleichtketten bei den beschriebe-

nen Patienten verindert ist.
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1.2.4 Bestimmung zusatzlicher Einflussgrofien

Weiterhin wurden insbesondere der Einfluss von Nierenfunktion, Proteinurie und im-
munsuppressiver Therapie auf die Serum- und Urinkonzentrationen freier
Immunglobulinleichtketten analysiert und weitere mogliche Einflussgroflen wie z.B.
Geschlecht oder Alter bestimmt. Fiir die eingehendere Untersuchung des Einflusses der
Immunsuppression standen zwei Modelle zur Verfiigung: Ein Teil der chronisch
Nierenkranken erhielt aufgrund der Grunderkrankung eine immunsuppressive Therapie;
die Nierentransplantierten standen alle unter Immunsuppression. Ein weiteres Ziel der
vorliegenden Studie war es, durch differenzierte Bestimmung der Proteinurie
Riickschliisse beziiglich der renalen Exkretion und tubuldren Resorption freier

Leichtketten zu ziehen.
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2. PATIENTEN

2.1 Kontrollgruppe

Zur Kontrolle wurde von sieben méinnlichen und acht weiblichen Personen 24-Stunden-
Urin gesammelt und Serum gewonnen. Thr mittleres Alter war 35, 2 + 0,8 Jahre (MW +
SEM). In dieser Gruppe waren keine Krankheiten bekannt und wurden keine Medika-

mente auBer hormonaler Kontrazeption eingenommen.
2.2  Patienten

In die vorliegende Untersuchung wurden 250 Patienten einbezogen. Dabei handelte es
sich um ein zufilliges Kollektiv von Ambulanzpatienten innerhalb eines Zeitraumes von
drei Wochen. Einhundert Patienten hatten verschiedene chronische Nierenerkrankungen
(CNE), waren aber nicht dialysepflichtig oder nierentransplantiert. Einhundertfiinfzig

Patienten waren nierentransplantiert.

Von den 100 chronisch Nierenkranken waren 54 Patienten weiblichen, 46 ménnlichen

Geschlechts. Das Alter lag zwischen 18 und 88 Jahren mit einem mittleren Alter von
52,8 £ 0,2 Jahren (MW = SEM). Vierundzwanzig dieser Patienten erhielten aufgrund
threr Grunderkrankung eine immunsuppressive Behandlung. Acht Patienten wurden mit
Cyclosporin A und Prednison, zehn nur mit Prednison und vier mit Cyclophosphamid
und Prednison behandelt. Bei einem Patienten erfolgte die Therapie mit Cyclosporin A,
bei einem anderen mit Prednison und Azathioprin. Die Serum-Kreatininwerte aller Pati-
enten dieser Gruppe lagen zwischen 0,66 bis 6,65 mg/dl mit einem Mittel von 2,3 + 0,1
mg/dl (MW = SEM). Dreiundachtzig Patienten hatten eine Proteinurie, wobei die Werte
zwischen 0,13 bis 12,5 g/24h und im Mittel bei 1,9 + 0,1 g/24h lagen (MW + SEM).

Folgende Grunderkrankungen wurden diagnostiziert: Bei 44 Patienten wurde eine Glo-
merulopathie (minimal-change-Glomerulopathie, fokale segmentale Sklerose, membra-
nose Glomerulonephritis, membranoproliferative Glomerulonephritis, rapid progredien-
te Glomerulonephritis, IgA-Glomerulonephritis, Pauci-Immun-Glomerulo-nephritis),
bei 15 Patienten eine interstitielle Nephritis festgestellt. Dreizehn Patienten hatten als

Grunderkrankung einen Diabetes mellitus und sechs eine Nephrosklerose. System-
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krankheiten wie Vaskulitiden, Kollagenosen und M. Wegener waren bei vier Patienten
ursdchlich fiir die Niereninsuffizienz. Fiinf Patienten hatten Zystennieren. Bei 13 Patien-
ten war die Ursache fiir die Niereninsuffizienz nicht bekannt; z.T. lagen schon
Schrumpfnieren vor. Eine detaillierte Auflistung aller Patienten mit chronischen Nie-

renerkrankungen findet sich im Anhang.

Die 150 nierentransplantierten Patienten waren zwischen 20 und 74 Jahre alt und hatten

ein mittleres Alter von 52,5 = 0,1 (MW £ SEM) Jahren. Es waren 59 weibliche und 91

mannliche Patienten. Ihre Serum-Kreatininwerte lagen zwischen 0,83 bis 6,15 mg/dl mit
einem Mittel von 1,9 + 0,1 mg/dl (MW + SEM). Die Transplantation lag zwischen zwei
Monaten und 25 Jahren und im Mittel 6,5 Jahre + 0,1 (MW + SEM) zuriick. Urspriing-
lich lag der Niereninsuffizienz bei 34 Patienten eine Glomerulopathie (minimal-change-
Glomerulopathie, fokale segmentale Sklerose, membrandse Glomerulonephritis,
membranoproliferative Glomerulonephritis, rapid progrediente Glomerulonephritis,
IgA-Glomerulonephritis, Pauci-Immun-Glomerulonephritis) zugrunde. Achtzehn Pati-
enten hatten eine interstitielle Nephritis. Bei 15 Patienten war eine diabetische Nephro-
pathie der Grund der Niereninsuffizienz. Fiinf litten an einer Nephrosklerose. System-
krankheiten waren bei fiinf Patienten fiir die Niereninsuffizienz verantwortlich. Bei 46
Patienten lag eine unklare Genese mit teilweise vorhandenen Schrumpfnieren vor. Alle
nierentransplantierten Patienten wurden immunsuppressiv behandelt. Hundertzwei Pati-
enten erhielten Cyclosporin A, Prednison und Azathioprin; 34 nahmen nur Cyclosporin
A und Prednison ein. Drei Patienten bekamen Cyclosporin A und Azathioprin. Fiinf
Patienten wurden mit Azathioprin und Prednison, sechs nur mit Cyclosporin A behan-
delt. Hundertacht dieser 150 Patienten hatten eine Proteinurie mit Werten von 0,2 bis
13,8 g/24h und einem Mittel von 1,3 £ 0,1 g/24h (MW = SEM). Eine detaillierte Auflis-

tung aller Patienten nach Nierentransplantation findet sich im Anhang.

Von allen 250 Patienten und 15 Kontrollpersonen wurden jeweils Serumproben und
Proben eines iiber 24 Stunden gesammelten Urins gewonnen. Das Serum wurde in
EDTA-R6hrchen abgenommen. Zum Urin wurde kein Zusatz gegeben. Bis zur Analyse
wurden die Proben bei — 80°C gelagert.

Das schriftliche Einverstindnis aller Patienten lag vor.
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3. METHODIK

3.1 Routinelabor

Der Kreatiningehalt des Serums wurde nach der Jaffé-Methode kinetisch am Modular
(Roche Diagnostics, Mannheim) bestimmt [74]. Der Normbereich lag zwischen 0,5 bis
1,3 mg/dl. Mit dem Urease-GLDH-UV-Test am Modular wurde die Harnstoff-
Konzentration im Serum analysiert [59]. Die Normwerte fiir diesen Parameter lagen
zwischen 6 und 25 mg/dl. Das Gesamtprotein des Serums wurde ebenfalls per Modular
nach der Biuret-Methode mit Normwerten zwischen 65 und 85 g/l nachgewiesen [30].
Durch die Benzethoniumchlorid-Methode am Hitachi 171 (Roche Diagnostics, Mann-
heim) wurde die Proteinurie gemessen [57]. Dabei fielen Werte bis 0,15 g/24h in den

Normbereich.
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3.2  Leichtkettennachweis im Serum

3.2.1 Prinzip des Verfahrens

Die Bestimmung der freien Leichtketten in Serum erfolgte durch Western Blotting. Zu-
ndchst wurden die Serumproteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Dabei handelt es sich
um eine denaturierende Gelelektrophorese, bei der die Proteine anhand ihres Moleku-
largewichts voneinander separiert werden [62]. Danach erfolgte der Transfer der Protei-
ne auf eine Nitrozellulose-Membran durch Semi-Dry-Blotting. Dort wurden die Im-
munglobulinleichtketten vom Kappa (k)- oder Lambda (L) -Typ durch spezifische erste
Antikorper und einen Peroxidase-versehenen sekundiren Antikorper detektiert und mit
einem Luminiszenzsystem als Banden auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht. Die
Auswertung und Quantifizierung erfolgt durch Scannen der Filme und Berechnung der
Konzentrationen durch eine Software. Alle eingesetzten Chemikalien, Puffer und Lo6-
sungen sind im Anhang aufgefiihrt.

Dabei ergaben sich folgende Besonderheiten: Leichtketten existieren in freier Form und
als Bestandteil von Immunglobulinen. Durch die Elektrophorese werden die freien
Leichtketten als Monomere und Dimere von den Immunglobulinen separiert. Dies
konnte in Vorarbeiten gezeigt werden [24]. Albumin liegt im humanen Serum in einer
hohen Konzentration vor. Sein Molekulargewicht liegt bei 68 kDa, das der Leichtket-
tendimere bei ungefihr 50 kDa. Das konnte zu Interferenzen bei der Elektrophorese und
der anschlieBenden Quantifizierung fithren. Daher wurde der Hauptalbuminanteil vor
der Analyse durch spezifische Absorption an Blue-Sepharose entfernt. Um die Quantifi-
zierung von einem moglichen Verlust an Leichtketten durch die Blue-Sepharose-
Behandlung unabhingig zu machen, wurde eine bekannte Menge von k- oder A-
Immunglobulinleichtketten als interner Standard einem Teil der Probe zugesetzt. Je vier
Proben eines Patienten mit bzw. ohne Zusatz von Leichtketten wurden pro Gel aufge-
trennt. Dabei musste die Konzentration der Zusitze in derselben Gréenordnung (-80%
bis +120%) wie die Leichtkettenkonzentrationen der Seren liegen. Diese Konzentratio-
nen wurden in Vorversuchen bestimmt, in denen alle Seren auf einem SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt wurden. Dabei liefen auf jedem Gel Proben bekannter Leichtkettenkonzent-

ration als externer Standard mit.
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3.2.2 Analyse

Da Blue-Sepharose (Blue-Sepharose 6 FastFlow, Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg) in 20 %igem Ethanol aufbewahrt wird, musste sie vorher dreimal mit dem doppel-
ten Volumen an PBS (s. Anhang) gewaschen werden, um den Alkohol zu entfernen. Zur
Analyse wurde zu 30 pl Serum jeweils 30 pul PBS oder 30 pul Leichtketten (humanes
Bence-Jones-Protein, k- und A- Leichtketten, Nordic Immunology, Tilburg, Niederlan-
de) bekannter Konzentration gegeben. Die Proben wurden jeweils mit 140 pl der Blue-
Sepharose-Suspension versehen und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 37°C unter
gleichmiBigem Schiitteln im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Danach
wurde die Blue-Sepharose fiinf Minuten bei 5000 rpm abzentrifugiert. Zu 10 ul des U-
berstandes wurden 10 pl eines nicht-reduzierenden SDS-PAGE-Probenpuffers (s. An-
hang) hinzugefiigt. Nach 20 Minuten Inkubationszeit bei 37°C wurden die Serumprotei-
ne durch nicht-reduzierende SDS-PAGE in einem Phast-Elektrophorese-System (A-
mersham Pharmacia Biotech, Freiburg) [9] mit 12,5 %igen Polyacrylamidgelen aufge-
trennt. Durch Semi-Dry-Elektroblotting (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) er-
folgte die Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL Nitrocellulose
Membrane, Amersham Bioscience, Frankfurt a. M.). Vor der Markierung mit einem
Antikorper wurde die Nitrozellulosemembran mit einer 5%igen Magermilchlésung in
TBS-T (s. Anhang) geblockt, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach dreimal
fiinfminiitigem Waschen mit TBS-T wurde mit dem ersten, fiir die xk —oder
A — Immunglobulinleichtketten spezifischen Kaninchen-Antikorper (rabbit-anti-human,
Sigma-Aldrich, Miinchen) in einer Verdiinnung von 1:1000 in TBS-T bei 4°C iiber
Nacht auf einem Schiittler inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die Nitrozellulosemembran zundchst wieder dreimal fiir fiinf
Minuten mit TBS-T gewaschen, bevor mit dem zweiten Antikdrper (goat-anti-rabbit,
Amersham Bioscience, Frankfurt a. M.) inkubiert wurde. Dieser war mit Meerrettich-
Peroxidase versehen. In einer Verdiinnung von 1: 40000 in TBS-T wurde er auf die Nit-
rozellulosemembran gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler inkubiert. Nachdem dreimal fiinf Minuten mit TBS-T gewaschen wurde, er-
reichte man durch die Hinzugabe von Detektionsreagenzien eines Visu-
alisierungssystems (ECL Western Blotting Detection System, Amersham Bioscience,

Frankfurt a. M.) eine Chemiluminiszenzreaktion. Diese wurde detektiert, in dem ein
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Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Bioscience, Frankfurt a. M.) belichtet und
anschlieend entwickelt wurde. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Intensi-
tdt der Banden nicht im Sittigungsbereich, d.h. bei vollstindiger Filmschwérzung, lag.
Dazu geniigten teilweise sehr kurze Belichtungszeiten von wenigen Sekunden bis zu
einer Minute.

Die Intensitdt der Leichtkettenbanden — x und A jeweils als Monomer und Dimer —
wurde durch Scannen der Hyperfilme mit dem Ultro-Scan-XL (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) und dem image-master-1D- Programm (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Freiburg) bestimmt und unter Beriicksichtigung der hinzugegebenen bekannten
Leichtkettenmenge die Konzentration in den Proben berechnet. In Abbildung 2 ist ex-

emplarisch die Bestimmung freier Leichtketten im Serum zweier Patienten dargestellt.

A-Leichtketten k-Leichtketten
STT111LL
TR EEwEN - - 150 kDa
- 50 kDa
- 50 kDa - e o &
- 25kDa
- 25kDa , - - -
“ J o J
& J V] g g
Y Y
- Internem Standard + Internem Standard _ Internem Standard + Internem Standard
Abb. 2: Bestimmung der freien Leichtketten im Serum von Pat. 152 (1) und Pat. 5 (x): Gesamt-

Ig bei 150 kDa, Dimere bei 50 kDa und Monomere bei 25 kDa.
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3.3 Leichtkettennachweis im Urin

3.3.1 Prinzip des Verfahrens

Die Bestimmung freier Leichtketten im Urin wurde in der vorliegenden Arbeit etabliert.
Dazu wurde der Assay von Cohen et al. [24] zur Bestimmung freier Leichtketten im
Serum modifiziert und zur Bestimmung im Urin verwendet. Aufgrund der zum Serum
unterschiedlichen Proteinzusammensetzung und biochemischen Eigenschaften mussten
einige Besonderheiten beriicksichtigt werden. Proteine erscheinen beim Gesunden in
sehr geringen Konzentrationen im Urin; bei einigen Krankheitsbildern jedoch massiv
erhoht (s. Kapitel 1.1). Daher war eine Interferenz der Leichtkettendetektion mit ande-
ren Proteinen unklar. Es war auch zu erwarten, dass die Leichtkettenkonzentrationen im
Urin - im Gegensatz zu den Serumkonzentrationen - in sehr niedrigen Bereichen liegen.
Zudem ist der pH des Urins (Normbereich pH < 7,0) verschieden von dem des Blutes
(Normbereich: pH 7,38-7,42).

In Vorversuchen wurden Immunglobulinleichtketten-Konzentrationsreihen von 1 bis
500 pg/ml in gesundem Urin aufgetragen und gemessen, um die Detektionsgrenzen
abzuschétzen. Es war mdoglich, bis zu einer Leichtketten-Konzentration von 1 pg/ml zu
messen, ohne den Urin ankonzentrieren zu miissen. Zusétzlich wurden Eichgeraden im
Urin Gesunder erstellt.

Um zu tiberpriifen, ob der pH-Wert die Analyse beeinflusst, wurde bei allen Urinproben
der pH-Wert gemessen. Dabei ergab sich kein Einfluss auf die Messergebnisse.

Zur Kontrolle der Zuverldssigkeit der Methode wurden Wiederfindungsversuche ange-
stellt. Dabei wurden definierte Mengen an Leichtketten dem Urin gesunder Spender
zugesetzt und die Ubereinstimmung gepriift. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 3 darge-

stellt.
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Zusatz Erwartete Konz. | Gemessene Konz. | Wiederfindungs-
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) verhéltnis (%)
Kappa (x) |2,5 2,5 2,6 104
12,5 12,5 12,9 103
Lambda (A) [2,5 2,5 2,8 112
12,5 12,5 13,1 105
Tabelle 3: Wiederfindungsversuche mit bekannten Konzentrationen (Konz.) im Urin von Gesun-
den. Die gemessenen Konzentrationen entsprechen den Mittelwerten aus zwei Messun-
gen.

Vor den Analysen wurden wie bei den Seren die Leichtkettenkonzentrationen der Urine
durch Vorversuche abgeschétzt, um iiber die notwendigen Zusétze zu entscheiden. Auf-
grund des geringen Anteils an Albumin in Urin auch bei grof3er Proteinurie kam es nicht
zu Interferenzen bei der Auftrennung der Proteine und der Detektion. Daher wurde kei-

ne Blue-Sepharose-Behandlung benotigt.
3.3.2 Analyse

Zur Analyse wurde zu 30 pl Urin jeweils 30 pl PBS oder 30 pl Leichtketten bekannter
Konzentration gegeben und flinf Minuten bei 5000 rpm abzentrifugiert. Zu 10 pl des
Uberstandes wurden 10 pl eines nicht-reduzierenden SDS-PAGE-Probenpuffers hinzu-
gefiigt. Nach 20 Minuten Inkubationszeit bei 37°C wurden die Proteine durch nicht-
reduzierende SDS-PAGE in einem Phast-Elektrophorese-System [9] mit 12,5 %igen
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Durch Semi-Dry-Elektroblotting erfolgte die Ubertra-
gung auf eine Nitrozellulosemembran. Vor der Markierung mit einem Antikdrper wurde
die Nitrozellulosemembran mit einer 5%igen Magermilchlosung in TBS-T geblockt.
Nach dreimal fiinfminiitigem Waschen mit TBS-T wurde mit dem ersten, fiir die x -
oder A— Immunglobulinleichtketten spezifischen Kaninchen-Antikoérper in einer Ver-
diinnung von 1:1000 in TBS-T bei 4°C iiber Nacht auf einem Schiittler inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die Nitrozellulosemembran nach dreimaligem Waschen mit
TBS-T fiir eine Stunde mit dem zweiten Antikorper inkubiert. Durch Hinzugabe von
Detektionsreagenzien eines ECL-Systems erzielte man eine Chemilumi-
niszenzreaktion. Diese wurde detektiert, indem ein Rontgenfilm belichtet und anschlie-

end entwickelt wurde. Die Intensitdt der Leichtkettenbanden, k und A jeweils als Mo-
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nomer und Dimer, wurde durch Scannen der Hyperfilme mit dem Ultro-Scan-XL und
dem image-master-1D- Programm bestimmt und unter Beriicksichtigung der hinzuge-
gebenen bekannten Leichtkettenmenge die Konzentration in den Proben berechnet. In
Abbildung 3 ist die Bestimmung freier Leichtketten exemplarisch im Urin zweier Pati-

enten dargestellt.

A-Leichtketten K-Leichtketten

- 50 kDa - 50 kDa

- e e e g

- 25kDa
- 25kDa

- + - + - + - + - + - + - + - +

-/+ Internem Standard -/+ Internem Standard

Abb. 3: Bestimmung der freien Leichtketten im Serum von Pat. 227 (1) und Pat. 207 (k): Dimere
bei 50 kDa und Monomere bei 25 kDa.
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3.4 Differenzierung der Proteinurie

Um die Art der Proteinurie (tubuldr, glomeruldr, Albuminurie oder unselektiv) zu beur-
teilen, wurden die Urine der Patienten, die laut Routinebefund eine Proteinurie hatten,
zunéchst durch SDS-Elektrophorese (s.0.) aufgetrennt und anschlieend mittels Silber-
farbung behandelt. Dabei wurde das Verfahren nach Heukeshoven und Dernick [50]
angewandt. Auf jedem Gel lief ein Molekulargewichtsmarker mit (Low Molecular
Weight Electrophoresis Calibration Kit, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), um
so die Molekulargewichte der Urinproteine bestimmen zu konnen. Die Proteinurietypen

wurden anhand der bekannten Kriterien nach Boesken et al. unterteilt [95].
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3.5 Berechnung der Kreatininclearance

Die Kreatininclearance wurde einerseits mit der Formel nach Cockcroft-Gault [20]

berechnet:

6\ GFR [ml/min] = (140 - Jahre) x (Gewicht) / (C x 72)

9 GFR [ml/min] = (140 - Jahre) x (Gewicht) x 0.85 / (C x 72)

andererseits nach der MDRD-Formel [66]:

GFR [ml/min] = 170 x C [mg%] " x [Jahre]™'*" x U [mg%] """’ x A [g/%]™"® x k.

Fiir beide Formeln gilt: C = Plasmakreatinin, Jahre = Lebensalter, U = Plasma-

Harnstoff, A = Plasmaalbumin und k = Korrekturfaktor fiir Frauen 0,762.

3.6 Statistik

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + der Standardabweichung der Mittelwerte (MW
+ SEM) angegeben. Die statistische Analyse fiir die Vergleiche zwischen den Gruppen
erfolgte mit dem Kruskall-Wallis-Test und dem U- (Wilcoxon-Mann-Whitney-) Test.

P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant angenommen. Die Korrelationen wur-
den mit Spearman-Rangkorrelationen berechnet. Fiir das Matching wurde der Wilco-

xon-Vorzeichentest benutzt.




4. ERGEBNISSE

4, ERGEBNISSE

4.1 Kontrollgruppe (n=15)

4.1.1 Serum

Im Serum lag die Konzentration freier Leichtketten im Mittel bei 36 + 4 pg/ml fiir « und
31 = 3 pg/ml fiir A (MW £+ SEM) mit einem «/A-Verhéltnis von 1,1. Das Monomer-
Dimer-Verhéltnis der «-Immunglobulinleichtketten war 1,5, das der A-

Immunglobulinleichtketten 2,1 (siche Tabelle 4).

4.1.2 Urin

Im Urin betrug die durchschnittliche k-Immunglobulinleichtketten-Konzentration 0,01
+ 0,01 mg/24h (MW £ SEM) bzw. 0,01 + 0,01 pg/ml, die durchschnittliche A-
Immunglobulinleichtketten-Konzentration 1,04 + 0,5 mg/24h bzw. 0,66 = 0,3 pg/ml
(MW + SEM). Die Verhiltnisse von Monomer zu Dimer waren aufgrund der kleinen

Werte nicht bestimmbar (sieche Tabelle 5).
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4.2  Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen (n=100)

4.2.1 Serum

Der mittlere Wert der k-Immunglobulinleichtketten im Serum dieser Patienten betrug
54 + 4 pg/ml (MW =+ SEM), der von A-Immunglobulinleichtketten 48 + 4 ng/ml (MW +
SEM). Dabei ergab sich ein x/A-Verhiltnis von 1,1. Das Monomer-Dimer-Verhéltnis

lag fiir die k-Immunglobulinleichtketten bei 1,0, fiir die A-Immunglobulinleichtketten
bei 0,8 (siche Tabelle 4).

K A K /A M/Dx |M/DA |Krea n
Kontrollen 364 |31+£3 (1,1 1,5 2,1 - 15
CNE 54+4 |48+4 |[1,1 1,0% 0,8% 23 100
NTx 47+3 144+£3 |1,1 I,1%* 0,9% 1,9 150
Tabelle 4 Freie Leichtketten im Serum von Kontrollen, Nierentransplantierten (NTx) und Patien-
ten mit chronischen Nierenerkrankungen (CNE). Alle Werte sind in ug/ml als MW +
SEM angegeben.

M/D = Monomer-Dimer-Verhdltnis
Krea = ( Serum-Kreatinin in mg/dl)
* = p < 0,05 versus Kontrollen
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4.2.2 Urin

Im Urin erreichten die k-Immunglobulinleichtketten eine mittlere Konzentration von 23
+ 4 mg/24h respektive 9,0 £ 0,4 pg/ml (MW £+ SEM). Die A-Immunglobulinleichtketten

lagen im Mittel bei 22 + 4 mg/24h und 8,0 + 0,3 ug/ml (MW + SEM). Das «/A-
Verhiltnis betrug 1,0.

Monomer und Dimer lagen bei den k-Immunglobulinleichtketten im Verhéltnis von 2

vor. Bei den A-Immunglobulinleichtketten ergab sich ein Verhéltnis von 0,3 (siche Ta-

belle 5).

M/D |M/D
K A K/A |k A Krea |n
Kontrollen 0,01 £0,01 1,04 £0,5 nd nd nd - 15
CNE 22,7+4,4 %% 21,8+£3,5**% |1,0 2,0 0,3 23 100
NTx 89+ 1,7* 1,6£1,6* (0,8 1,5 0,3 1,9 150
Tabelle 5: Freie Leichtketten im Urin von Kontrollen, Nierentransplantierten (NTx) und Patienten
mit chronischen Nierenerkrankungen (CNE). Alle Werte sind in mg/24h als MW + SEM

angegeben.

M/D = Monomer-Dimer-Verhdltnis

Krea = ( Serum-Kreatinin in mg/dl)

*=p <0,0001 gegen Kontrollen

** = p < 0,0001 gegen Kontrollen, p < 0,0009 gegen NTx
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4.2.3 Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen und verschiedenen Graden
beeintrachtigter Nierenfunktion

Abbildung 4a demonstriert, dass die Serumkonzentrationen von freien Leichtketten bei
Patienten mit einem Serum-Kreatinin < 1,3 mg/dl (n=39) am niedrigsten waren. Bei
Patienten mit einem Serum-Kreatinin zwischen 1,3 und 2,5 mg/dl (n=23) fand sich eine
tendenziell erhohte k-Konzentration, die bei Patienten mit hdherem Serum-Kreatinin
(>2,5 mg/dl; n=38) wieder abfiel. A-Leichtketten stiegen mit zunehmender Nieren-
insuffizienz an. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch nicht statistisch
signifikant.

Im Urin erhdhten sich die Konzentrationen der freien Immunglobulinleichtketten signi-
fikant (fiir x-Iglk p<0,0001; fiir A-IgLk p<0,002) mit steigendem Serum-Kreatinin
(Abbildung 4b).
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OKrea <1,3 mg/dl OXKrea 1,3 - 2,5 mg/dl B Krea > 2,5 mg/dl

Abb. 4a: Freie Immunglobulinleichtketten im Serum von CNE-Patienten in Abhdngigkeit vom
Serum-Kreatinin. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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Leichtketten (mg/24h)

Abb. 4b:
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Freie Immunglobulinleichtketten im Urin von CNE-Patienten in Abhdngigkeit von
Serum-Kreatinin (* = p<0,001 Vergleich mit Patienten mit Krea <1,3 mg/dl;

** = p<0,002 Vergleich mit Patienten mit Krea 1,3- 2,5 mg/dl). Alle Werte sind als
MW + SEM angegeben.
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4.2.4 Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen und verschiedenen Graden
von Proteinurie

Die Serum- und Urinkonzentrationen der freien Leichtketten wurden hinsichtlich der
Proteinurie der Patienten unterteilt. Die Differenzierung erfolgte aufgrund einer Protei-
nurie < 1 g/24h (n=53) und > 1 g/24h (n=47).

Im Serum zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen
(Abbildung 5a). Die k-Immunglobulinleichtketten waren in der Gruppe mit der grof3e-
ren Proteinurie leicht erhoht. A-Immunglobulinleichtketten waren jedoch im Vergleich

zu der Gruppe mit geringerer Proteinurie leicht erniedrigt.
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OProteinurie < 1g/24h @ Proteinurie > 1g/24h

Abb. Sa: Freie Immunglobulinleichtketten im Serum von CNE-Patienten in Abhdingigkeit von der
Proteinurie. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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Die Ausscheidung der freien Leichtketten im Urin stieg signifikant an (p<0,006), wenn

die Proteinurie 1 g/24h liberschritt (Abbildung 5b).
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10 +

Abb. 5b:

Kappa Lambda
OProteinurie < 1g/24h B Proteinurie > 1g/24h

Freie Immunglobulinleichtketten im Urin von CNE-Patienten in Abhdngigkeit von der
Proteinurie (* = p<0,006). Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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4.2.5 Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen und normalem Serum-
Kreatinin: mit und ohne Proteinurie

Die Patienten mit normwertigem Serum-Kreatinin wurden in Bezug auf eine Proteinurie
genauer betrachtet. Wie Abbildung 6 zeigt, ergab sich kein signifikanter Unterschied
von k- und A-Immunglobulinleichtketten im Serum zwischen Patienten ohne Proteinu-

rie (n=10) und solchen mit Proteinurie (n=28), wobei erstere aber im Mittel tendenziell

hohere Konzentrationen aufwiesen (ns).
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O Proteinurie < 0,15g/24h @ Proteinurie > 0,15g/24h
Abb. 6: Freie Immunglobulinleichtketten im Serum bei CNE-Patienten mit normalem Serum-

Kreatinin: Vergleich mit und ohne Proteinurie.
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4.2.6 Korrelationen

4.2.6.1 Korrelationen mit Geschlecht, Alter und Gewicht

Die Serum- und Urinkonzentrationen der freien Leichtketten korrelierten weder mit dem

Geschlecht noch dem Alter oder Gewicht der Patienten (nicht dargestellt).
4.2.6.2 Korrelationen mit Serum-Kreatinin und Kreatinin-Clearance

Die Abbildungen 7a und 7b zeigen, dass die Leichtkettenkonzentrationen im Serum
nicht signifikant mit den Serum-Kreatininwerten korrelierten. Das gleiche gilt fiir die
nach Cockcroft-Gault berechnete Kreatininclearance (Abbildungen 8a und 8b). Auch
die nach der MDRD-Formel berechnete Kreatininclearance zeigte keine signifikante

Korrelation (nicht dargestellt).
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Abb. 7a: Korrelation von Serum-Kreatinin und k-Immunglobulinleichtketten-Konzentration im

Serum (r=0,20).
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Korrelation von Serum-Kreatinin und A- Immunglobulinleichtketten-Konzentration im
Serum (r=0,25).
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Korrelation von Kreatinin-Clearance und x- Immunglobulinleichtketten-Konzentration

im Serum (r = 0,22).
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Abb. 8b: Korrelation von Kreatinin-Clearance und - Immunglobulinleichtketten-Konzentration

im Serum (r = 0,24).

Es fand sich jedoch eine signifikanzpositive Korrelation (Korrelationskoeffizient nach
Spearman 1=0,54 fiir k-Immunglobulinleichtketten; 1r=0,69 fiir A-Immunglobulin-
leichtketten; p<0,0001) von Serum-Kreatinin und k- wie auch A-Immunglobulin-
leichtketten-Konzentrationen im Urin (Abbildungen 9a und 9b). Auch die Kreatinin-
Clearance der Patienten (sowohl nach Cockcroft-Gault als auch nach MDRD) und die
Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen zeigten eine &hnlich signifikante Korrela-

tion (Abbildungen 10a und 10b: nach Cockcroft-Gault berechnete Kreatinin-Clearance).
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Korrelation von Serum-Kreatinin und k- Immunglobulinleichtketten-Konzentration im
Urin (r=0,54; p<0,0001).
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Korrelation von Serum-Kreatinin und A- Immunglobulinleichtketten-Konzentration im
Urin (r=0,69; p<0,0001).
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Abb. 10a: Korrelation von Kreatinin-Clearance und x- Immunglobulinleichtketten-Konzentration
im Urin (r = 0,55, p<0,0001).
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Abb. 10b: Korrelation von Kreatinin-Clearance und /- Immunglobulinleichtketten-Konzentration
im Urin (r = 0,69, p<0,0001).
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4.2.6.3 Korrelationen mit der Proteinurie

Es ergab sich bei Patienten mit geringer Proteinurie (Proteinurie < 1 g/24h) eine signifi-
kante Korrelation (r=0,58 flir x-Immunglobulinleichtketten; r = 0,65 fiir A-
Immunglobulinleichtketten) mit der Immunglobulinleichtketten-Ausscheidung im Urin
(Abbildungen 11a und b). In den Abbildungen 11c und 11d zeigt sich jedoch, dass die-
ser Effekt bei stirkerer Proteinurie (Proteinurie > 1 g/24h) fiir beide Leichtkettentypen

nicht zu beobachten ist.
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Abb. 1la: Korrelation von Proteinurie (< 1g/24h) und k- Immunglobulinleichtketten-

Konzentration im Urin (r=0,58; p<0,05).
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Korrelation von Proteinurie (< 1g/24h) und A- Immunglobulinleichtketten-
Konzentration im Urin (r=0,65; p<0,05).
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Abb. 11d: Korrelation von Proteinurie (> 1 g/24h) und A- Immunglobulinleichtketten-

Konzentration im Urin (r=0,1).

4.2.6.4 Korrelationen mit der Grunddiagnose

Bei der Differenzierung und Einteilung der Patienten mit chronischen Nierenerkrankun-
gen in diagnoseabhingige Gruppen ergaben sich keine Unterschiede und Korrelationen
beziiglich der Konzentrationen der freien Immunglobulinleichtketten in Serum und Urin

(nicht dargestellt).

4.2.6.5 Korrelationen zwischen Serum- und Urinkonzentrationen der freien Immunglo-

bulinleichtketten

Zwischen der Serum- und der Urinkonzentration fanden sich fur k- und A -

Immunglobulinleichtketten keine Korrelationen (nicht dargestellt).
4.2.6.6 Korrelationen der freien Leichtketten zueinander in Serum und Urin

Im Serum korrelierten k- und A-Immunglobulinleichtketten nur schwach (r=0,33; nicht
dargestellt). Abbildung 12 zeigt die starke Korrelation zwischen k- und A -
Immunglobulinleichtketten im Urin (r=0,87; p<<0,0001).
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Abb. 12: Korrelation von k- zu A-Immunglobulinleichtketten im Urin (r=0,87; p<0,0001).
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4.3  Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen und Immun-

suppression

In Tabelle 6 und 7 sind die Serum- und Urinkonzentrationen von k- und A-
Immunglobulinleichtketten der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen, die auf-
grund ihrer Grunderkrankung eine immunsuppressive Therapie erhielten, den anderen
Gruppen gegeniiber gestellt.

Die Serumwerte lagen im Mittel unter den Werten der Patienten mit chronischen Nie-
renerkrankungen ohne Immunsuppression. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifi-
kant. Im Vergleich zu den Werten der ebenfalls immunsupprimierten Nierentransplan-
tierten lagen diese auf einer Hohe (sieche Tabelle 6).

Im Urin lagen die k- und A-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen signifikant
(p<0,004) unter den Werten der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen ohne
Immunsupression. Wiederum waren die Leichtkettenkonzentrationen im Urin dieser
Gruppe vergleichbar mit den Werten der Nierentransplantierten (siche Tabelle 7).

Die Korrelationen dieser Gruppe beziiglich Geschlecht, Alter, Gewicht, Serum-
Kreatinin, Kreatininclearance, Proteinurie, Diagnose und Serum/Urin stimmten mit de-
nen der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen iiberein. Zur genaueren Uber-
prifung eventueller Zusammenhinge wurden diese Patienten mit und ohne Immunsup-
pression einander zugeordnet. Dieses Matching (nicht dargestellt) fand nach folgenden
Kriterien statt: Geschlecht, Alter, Serum-Kreatinin, Grunddiagnose, Proteinuriemenge
und -typ. Es ergab sich ein signifikanter Unterschied fiir die A-Immunglobulin-
leichtketten-Konzentration im Serum und die k- und A-Immunglobulinleichtketten-

Konzentration im Urin (p<0,02; p<0,01).
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K A K /A M/Dx [M/DX |Krea n
Kontrolle 36+4 |31+£3 (1,1 1,5 2,1 - 15
CNE ohne IST [57+4 [49+4 |12 0,9 0,7 2,6 76
CNE mit IST 46+6 |(44+9 |10 1,2 1,1 1,5 24
NTx 473 (443 |1,1 1,1 0,9 1,9 15
Tabelle 6: Freie Leichtketten im Serum von Kontrollen, Patienten mit chronischen Nierenerkrank-
ungen (CNE) mit und ohne immunsuppressive Therapie (IST) und Nierentransplantier-
ten (NTx). Alle Werte sind in ug/ml als MW + SEM angegeben.
M/D = Monomer-Dimer-Verhdltnis
Krea = Serum-Kreatinin in mg/dl
K A k/A  |[M/Dx|M/DA|Krea |n
Kontrollen 0,01 £0,0 1,04 £ 1,3 nd nd nd - 15

CNE ohne IST [25,9+3,8 22,5+3,0 1,2 2,0 0,3 2,6 76

CNE mit IST 75+1,6* 11,1 £2,9 0,7 2,0 0,2 1,5 24
NTx 89=+1,7 11,6 £ 1,6 0,8 1,5 0,3 1,9 150
Tabelle 7: Freie Leichtketten im Urin von Kontrollen, Patienten mit chronischen Nierenerkrankun-

gen (CNE) mit und ohne immunsuppressive Therapie (IST) und Nierentransplantierten
(NTx). Alle Werte sind in mg/24h als MW + SEM angegeben.

M/D = Monomer-Dimer-Verhdltnis

Krea = Serum-Kreatinin in mg/dl

* = signifikant fiir p< 0,004 vs. CNE ohne IST
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4.4  Nierentransplantierte Patienten (n=150)

441 Serum

Die k-Immunglobulinleichtketten hatten im Serum eine mittlere Konzentration 47 + 3
ug/ml (MW + SEM). A-Immunglobulinleichtketten lagen im Mittel bei 44 + 3 pg/ml
(MW =+ SEM). Das k/A-Verhiltnis betrug 1,1. Das Monomer-Dimer-Verhéltnis fiir k-
Immunglobulinleichtketten war 1,1; fiir A-Immunglobulinleichtketten 0,9 (sieche Tabelle
4 und 6).

Im Serum (Abbildung 13a, Tabelle 4) fand sich weder ein signifikanter Unterschied
zwischen den k- und A-Immunglobulinleichtketten der Kontrollen und der Patienten mit
chronischen Nierenerkrankungen (Serum-Kreatinin 2,3 + 1,6 mg/dl), noch zwischen
denen der Kontrollen und denen der NTx-Patienten (Serum-Kreatinin 1,9 + 1,0 mg/dl).
Im Mittel lagen jedoch die Werte der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen
sowohl fiir k- als auch fiir A-Immunglobulinleichtketten iiber denen der Nieren-
transplantierten.

Beide Patientenkollektive zeigten erhohte Werte der Leichtkettenkonzentrationen im
Serum gegeniiber Gesunden. Bei den Monomer-Dimer-Quotienten im Serum zeigte sich
eine hochsignifikante Differenz (p<<0,0001) zwischen den Kontrollen, den Patienten mit

chronischen Nierenerkrankungen und den Nierentransplantierten (siche Tabelle 4).
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Abb. 13a: Freie Leichtketten im Serum von Kontrollen, Nierentransplantierten (NTx) und Patien-
ten mit chronischen Nierenerkrankungen (CNE). Alle Werte sind als MW + SEM ange-
geben.
4.4.2 Urin

Die k-Immunglobulinleichtketten-Konzentration im Urin der nierentransplantierten Pa-
tienten ergab 9,0 + 2,0 mg/24h bzw. 2,2 £ 0,2 pg/ml. Die A-Immunglobulinleichtketten-
Konzentration lag durchschnittlich bei 12,0 + 2,0 mg/24h oder 4,4 = 0,4 pg/ml.

Es fand sich ein k/A-Verhiltnis von 0,8. Das Monomer-Dimer-Verhiltnis betrug fiir -
Immunglobulinleichtketten 1,5 und fiir A-Immunglobulinleichtketten 0,3 (siehe Tabelle
S5und 7).

Im Urin bestand ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Konzentrationen
der freien Leichtketten der Gesunden und denen der zwei Patientengruppen. Aulerdem
war auch die Ausscheidung von k- und A-Immunglobulinleichtketten bei Patienten mit
chronischen  Nierenerkrankungen gegeniiber Nierentransplantierten  signifikant
(p<0,0001) erhoht (Abbildung 13b, Tabelle 5).

Bei den Monomer-Dimer-Quotienten lief3 sich im Urin zwischen den einzelnen Gruppen

kein signifikanter Unterschied ausmachen.
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Abb. 13b: Freie Leichtketten im_Urin von Kontrolle, NTx- und CNE-Patienten (* = p<0,05 versus

Kontrollen; ** = p<0,0001 vs. NTx). Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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4.4.3 NTx-Patienten mit normaler Nierenfunktion

Diese Patientengruppe (n=21) hatte bei normalem Serum-Kreatinin (< 1,3 mg/dl) und
einer Proteinurie < 0,15 g/24h Serumwerte fiir k¥ - und A -Immunglobulinleichtketten
von 34 + 3 pug/ml und 40 + 4 pg/ml. Sie unterschieden sich, wie in Abbildung 14 darge-

stellt, nicht signifikant von der Kontrollgruppe der Gesunden.
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Abb. 14: Freie Immunglobulinleichtketten im Serum von NTx-Patienten mit normaler
Nierenfunktion vgl. mit Kontrollen. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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4.4.4 NTx-Patienten mit verschiedenen Graden eingeschrankter Nierenfunktion

Abbildung 15a demonstriert, dass sich die Serumkonzentrationen fiir k- und A-
Immunglobulinleichtketten von Patienten mit normalem Serum-Kreatinin (n=40) nicht
signifikant von denen mit einem Serum-Kreatinin zwischen 1,3 und 2,5 mg/dl (n=84)
unterscheiden. Die Leichtkettenkonzentration stieg aber ab einem Serum-Kreatinin von
2,5 mg/dl (n=26) signifikant an (p<0,03; p<0,002).

Im Urin unterschied sich die Ausscheidung von freien Leichtketten bis zu einem Serum-
Kreatinin von 2,5 mg/dl ebenfalls nicht. Ab einem Serum-Kreatinin von 2,5 mg/dl stie-

gen die Leichtkettenkonzentrationen im Urin signifikant an (p<0,0001) (Abbildung
15b).
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Abb. 15a: Freie Leichtketten im Serum von NTx-Patienten in Abhdngigkeit vom Serum-Kreatinin
(* = p<0,03; ** = p<0,002). Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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Freie Leichtketten im Urin von NTx-Patienten in Abhdngigkeit von Serum-Kreatinin
(* = p<0,0001). Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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445 NTx-Patienten mit verschiedenen Graden von Proteinurie

Die Unterteilung erfolgte anhand der Proteinurie < 1 g/24h (n=105) und > 1 g/24h (n =
45). Wie die Abbildungen 16a und b zeigen, stiegen ab einer Proteinurie > 1g/24h die
Leichtkettenkonzentrationen in Serum (Abbildung 16a) (p<0,008; p<0,0005) und Urin
(Abbildung 16b) (p<0,0001) signifikant an.
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Abb. 16a: Freie Leichtketten im Serum von NTx-Patienten in Abhdngigkeit von einer Proteinurie

(* = p<0,008; ** = p<0,005). Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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Freie Leichtketten im Urin von NTx-Patienten in Abhdngigkeit von einer Proteinurie
(* = p<0,0001). Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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4.4.6 NTx-Patienten mit normalem Serum-Kreatinin: mit und ohne Proteinurie

Die Konzentrationen der freien Leichtketten im Serum von Patienten mit normalem
Serum-Kreatinin wurden getrennt nach Proteinurie betrachtet. Abbildung 17 zeigt, dass
zwischen den A-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen kein Unterschied bestand.
Die k-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen lagen jedoch bei Patienten mit rena-

lem Eiweifverlust geringfiigig hoher (ns).
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Abb. 17: Freie Leichtketten im Serum von NTx-Patienten mit normalem Serum-Kreatinin: mit

und ohne Proteinurie. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben.
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4.4.7 Korrelationen

4.4.7.1 Korrelationen mit Geschlecht, Alter und Gewicht

Zwischen Geschlecht, Alter und Gewicht der Patienten und der Konzentration von frei-

en Leichtketten in Serum und Urin bestand keine Korrelation (nicht dargestellt).

4.4.7.2 Korrelation mit Serum-Kreatinin und Kreatinin-Clearance

Die Abbildungen 18a und 18b demonstrieren, dass zwischen Serum-Kreatinin und den

Leichtkettenkonzentrationen im Serum keine Korrelation bestand, ebenso wenig fiir die

Kreatininclearance (Abbildungen 19a und b). Auch die nach der MDRD-Formel be-

rechnete Kreatininclearance zeigte keine signifikante Korrelation (nicht dargestellt).

Zwischen der Ausscheidung von k- und A-Immunglobulinleichtketten im Urin und dem

Serum-Kreatinin bestand nur eine schwache Korrelation (r=0,33; ns) (Abbildungen 20a

und b). Kreatinin-Clearance und Leichtkettenkonzentrationen im Urin korrelierten noch

schwécher miteinander (Abbildungen 21a und 21b).
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Abb. 18a: Korrelation von Serum-Kreatinin und x-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen im

Serum (r=0,14).
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Abb. 18b: Korrelation von Serum-Kreatinin und A-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen im
Serum (7=0,19).
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Abb. 19a: Korrelation von Kreatinin-Clearance und x-Immunglobulinleichtketten-

Konzentrationen im Serum (r = 0,23).
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Abb. 19b: Korrelation von Kreatinin-Clearance und J-Immunglobulinleichtketten-
Konzentrationen im Serum (r = 0,1).
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Abb. 20a: Korrelation von Serum-Kreatinin und x-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen im

Urin (r=0,33).
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Abb. 20b: Korrelation von Serum-Kreatinin und A-Immunglobulinleichtketten-

Konzentrationen im Urin (r=0,33).
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Abb. 21b: Korrelation von Kreatinin-Clearance und J-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen

im Urin (r = 0,19).
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4.4.7.3 Korrelationen mit der Proteinurie

Es fand sich eine nur schwache Korrelation (r=0,4; ns) zwischen der Proteinurie und der

Exkretion von k- und A-Immunglobulinleichtketten im Urin (Abbildungen 22a und b).
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Abb. 22a: Korrelation von Proteinurie und r-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen im_Urin

(r=0,4).
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Abb. 22b: Korrelation von Proteinurie und A-Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen im Urin
(r=0,4).

4.4.7.4 Korrelationen zwischen Serum- und Urinkonzentrationen der freien Leichtketten

Es existierte keine Korrelation zwischen dem Serumspiegel und der Ausscheidung von

Leichtketten (nicht dargestellt).
4.4.7.5 Korrelationen der Leichtketten zueinander in Serum und Urin

k- und A-Immunglobulinleichtketten korrelierten im Serum deutlich miteinander
(r=0,56; p<0,0001). Diese Beziehung ist in Abbildung 23a dargestellt.
Im Urin ergab sich eine noch deutlichere Korrelation (r=0,99; p<0,0001) zwischen den

beiden Leichtkettentypen (Abbildung 23b).
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Abb. 23a: Korrelation von k zu A im Serum (r=0,56,; p<0,0001).
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4.5  Beurteilung nach differenzierter Proteinurie

Mit der oben erwéhnten Methode nach Heukeshoven [50] wurde bei den Patienten mit
Eiweilverlusten im Urin die Art der Proteinurie bestimmt. Nach dem Bandenmuster
ergab sich die Einteilung nach Boesken [95] in vier Gruppen: tubulédre Proteinurie, glo-
meruldre Proteinurie, Albuminurie und eine Mischform. Von den Patienten mit chroni-
schen Nierenerkrankungen hatten 17 eine rein tubuldre und vier eine glomerulédre Prote-
inurie. Zwanzig wiesen eine Mischform auf und zehn schieden nur Albumin aus (siehe
Tabelle 8). Bei den Nierentransplantierten lag bei 24 Patienten eine tubuldre Proteinurie
und bei 14 eine glomeruldre Proteinurie vor. Dreiflig NTx-Patienten boten eine ge-
mischte Proteinurie und 37 verloren nur Albumin iiber den Urin (siche Tabelle 9). Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit unterschied-

lichen Proteinurietypen beziiglich der Urinausscheidung von freien Leichtketten.

Serum (pg/ml) Urin (pg/ml) Urin (mg/24h)
Proteinurie |n |k A K A K A
tubuldr 17 [41+5 44 + 11 6+2 5+1 14+5 12+3
glomeruldr (4 |52+9 40 £ 8 8+3 10+3 21+7 29+ 11
gemischt 17 |60£10 |52+7 8+2 9+2 2145 24+ 6
Albuminurie [10 [80+14 |68+ 18 11+4 10+4 26+9 22+7
Tabelle 8- Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen in Serum und Urin von Patienten mit chro-

nischen Nierenerkrankungen in Abhdngigkeit von der Art der Proteinurie. Die Werte
sind in ug/ml bzw. mg/24 h als MW + SEM angegeben.
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Serum (pg/ml) Urin (pg/ml) Urin (mg/24h)
Proteinurie |n K A K A K A
tubuldr 24 |44 +4 37+ 6 2+1 5+1 2+0 9+3
glomerular |14 |56+7 47+ 6 1+0 2+0 5+£0 9+3
gemischt 30 [56+6 58+8 3+1 6+1 2+0 7+1
Albuminurie |37 |59+7 46+ 4 2+0 3+1 340 16+3
Tabelle 9: Immunglobulinleichtketten-Konzentrationen in Serum und Urin von NTx-Patienten in

Abhdngigkeit von der Art der Proteinurie. Die Werte sind in ug/ml bzw. mg/24 h als
MW + SEM angegeben.
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d. DISKUSSION

5.1 Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden freie Immunglobulinleichtketten im Serum wie kiirz-
lich beschrieben bestimmt [24]. Dabei wurden Serumproben durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blotting detektiert. Die Analyse von
freien Leichtketten im Urin wurde neu etabliert. Die Auftrennung und Detektion der
Urinproteine fand ebenfalls durch SDS-Gelelektrophorese und einen spezifischen Anti-

korper unter Beriicksichtigung der speziellen Bedingungen im Urin statt (s. Kapitel 3).

In der Literatur gibt es eine Vielzahl von Angaben zur Quantifizierung von Leichtketten
in Serum und Urin [4, 32, 64, 93, 105]. Einige der &lteren Methoden verfligen iiber eine
grof3e Streubreite der Ergebnisse und damit eine geringere Aussagekraft [32, 106]. Ein
Grund hierfiir konnte das Verwenden von Immunoassays sein, die nicht zwischen freien
und in Immunglobulin eingebundenen Leichtketten unterscheiden. Die neueren Metho-
den mit z.T standardisierten kommerziellen Kits bedienen sich meist der Nephelometrie
und gewihrleisten eine groflere Zuverlédssigkeit [11]. Ein weiteres Problem bei der Be-
stimmung von freien Immunglobulinleichtketten sind die Detektionsgrenzen [4, 11].
Die im Urin von Gesunden extrem niedrigen oder bei einer Proteinurie sehr hohen Pro-
teinkonzentrationen erschweren die exakte Bestimmung der freien Leichtketten, v.a. bei

Konzentrationen < 50 ug/ml [89, 107].

Die hier verwendete Methodik beriicksichtigt die potentiellen Fehlerquellen der Leicht-
kettendetektion. Durch die Auftrennung der Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese
wurden die Immunglobuline (Molekulargewicht ca. 150 kDa) von den freien Leichtket-
ten in Monomer- (ca. 25 kDa) und in Dimer-Form (ca. 50 kDa) getrennt. Zudem wurden
primdre Antikorper verwendet, die sowohl die gebundenen als auch die freien Leicht-
ketten binden kénnen. Durch die vorher durchgefiihrte Auftrennung wurde eine Uberla-
gerung der Signale verhindert. Es konnte gezeigt werden, dass unter diesen Bedingun-
gen die Immunglobuline intakt bleiben und es nicht zu einer Verfialschung der Ergebnis-
se durch Dissoziation der Immunglobuline kommt [24]. Es handelte sich bei den hier

bestimmten Leichtketten somit um freie Immunglobulinleichtketten.



5. DISKUSSION

71

Die Verwendung eines internen Standards gewéhrleistete zusitzlich die Konsistenz der
Ergebnisse. Vor der Analyse wurden die Leichtkettenkonzentrationen semiquantitativ
bestimmt, so dass Standard und gemessene Konzentration in der gleichen GréBenord-
nung lagen und keine Verzerrung durch den Standard stattfinden konnte. Zusétzlich
zum internen Standard lief auf jedem Gel ein externer Standard mit. Die Verwendung
des etablierten Verfahrens der Chemilumineszenz und die Auswertung der Konzentrati-
onen durch ein Computerprogramm sicherte die Zuverldssigkeit der Methode ab. Zu-
satzliche Standardisierung war durch die Verwendung des Phast-Gel-Systems gewéhr-
leistet. Dabei werden kommerziell produzierte Gele und Laufpufferstreifen verwendet.

So reduzieren sich weitere Fehlerquellen.

Fiir die Bestimmung der Leichtkettenkonzentrationen im Urin wurde der Assay zur Be-
stimmung im Serum modifiziert. Die Methode zur Detektion freier Leichtketten im Urin
wurde in der vorliegenden Arbeit etabliert. Aufgrund der zum Serum verschiedenen
Proteinzusammensetzung war eine Interferenz mit Albumin nicht zu befiirchten. Daher
wurde der beim Serum notwendige Aufreinigungsschritt mit Sepharose nicht bendotigt.
Trotz des im Gegensatz zum Serum verdnderten pHs liel sich in den Vorversuchen kei-
ne Beeintrachtigung der Messwerte nachweisen. Auch hier wurde durch die Verwen-
dung interner Standards ein hohes Mal} an Zuverléssigkeit erreicht. In den bisherigen
Verfahren stellten die Detektionsgrenzen gerade im Urin ein grofles Problem dar. Mit
der hier etablierten Methode waren Leichkettenkonzentrationen im Urin bis zu 1pg/ml
messbar. Durch die Sensitivitdt der Methode war auch keine Konzentrierung des Urins

notwendig.

Insgesamt ist die Methode zur Bestimmung freier Immunglobulinleichtketten im Serum
und insbesondere im Urin durch Beriicksichtigung der potentiellen Fehlerquellen sicher
und zuverléssig, aber aufgrund des hohen personellen und zeitlichen Aufwandes nur

bedingt als Routinemethode fiir eine grofBere Anzahl an Proben geeignet.
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5.2  Freie Immunglobulinleichtketten im Serum

Nach den hier vorliegenden Untersuchungen ist die Serumkonzentration von Im-
munglobulinleichtketten sowohl bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen als
auch bei Patienten nach Nierentransplantation geringfiigig, nicht jedoch signifikant im
Vergleich zu Gesunden erhoht. Gesunde Individuen hatten Immunglobulinleichtketten
(IgLk) im Serum von 36 + 4 pg/ml (x) und 31,3 = 3 pg/ml (A). Dagegen wiesen Patien-
ten mit chronischen Nierenerkrankungen ohne bestehende Dialysepflichtigkeit hohere
IglLk im Serum auf: 54 + 4 pg/ml (x) bzw. 48 + 4 ug/ml (A). Patienten nach Nieren-
transplantation lagen zwischen diesen beiden Gruppen mit IgLk-Serumkonzentrationen
von 47 £3 pg/ml und 44 + 3 pg/ml (s. Tabelle 4, Abb. 13a).

Auch in der Literatur wurden bei kleinen Fallgruppen von Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und Nierentransplantierten erhohte Leichkettenkonzentrationen im
Serum gemessen. Bereits 1968 untersuchten Epstein et al. die Leichtketten-
konzentrationen in Serum und Urin vor und nach Nierentransplantation bei 14 Patienten
[33]. Vor der Transplantation fanden sich leicht erhohte Serumspiegel von IgLk. Solling
analysierte 1981 mit einem Radioimmunoassay Leichtkettenkonzentrationen im Serum
von anephrischen und im Serum und im Urin von nephrotischen Patienten [2]. Die « -
und A-IgLk-Serumkonzentrationen der anephrischen Patienten stiegen um das flinffa-
che. Dagegen blieben die Serumspiegel der nephrotischen Patienten im Vergleich zur
Kontrolle normal. 1991 bestimmten Wakasugi et al. [106] nephelometrisch die Serum-
konzentrationen freier Iglk bei HD-, CAPD-Patienten und einer sehr geringen Zahl
(n=5) an Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen ohne Dialysepflichtigkeit. HD-
und CAPD-Patienten fielen durch stark erhohte k- und vor allem A-IgLk-
Konzentrationen auf. Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen hatten gegeniiber
Gesunden leicht erhohte Werte. Auch Cohen et al. fanden 2002 [24] bei einer kleinen
Anzahl von Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen (n=10) gesteigerte Serum-
werte fliir Immunglobulinleichtketten. Die Fallzahlen dieser Studien waren jedoch sehr
gering. Dennoch weisen sie alle dieselbe Tendenz auf, die auch in der vorliegenden Un-
tersuchung an einer deutlich gréeren Fallzahl festgestellt werden konnte.

Offen bleibt, ob sich dieser leichte Anstieg durch verminderte Exkretion oder durch
gesteigerte Synthese der IgLk erklirt. Eine verminderte Exkretion konnte in der Ein-
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schrankung der Nierenfunktion, insbesondere der glomeruldren Filtration und der tubu-
laren Riickresorption, begriindet sein. In der Niereninsuffizienz akkumulieren eine Viel-
zahl von kdrpereigenen Substanzen und Urdmietoxinen [29, 86, 103, 104, 111]. Da freie
Leichtketten jedoch, wenn auch in einer geringen Konzentration, bei Gesunden im Harn
erscheinen und aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes den glomeruliaren Filter
leichter passieren konnen, erscheint ein Defekt des tubuldren Apparates als Grund der
vermehrten Ausscheidung freier Immunglobulinleichtketten plausibel. Auch andere
Urdmietoxine, wie z.B. das ,-Mikroglobulin, gelten als Marker tubulédrer Schéden [95].
Gegen einen reinen Uberlaufmechanismus, der durch vermehrte glomerulire Filtration
und nicht ausreichende tubuldre Resorption entsteht, spricht jedoch die fehlende Korre-
lation von Serum- und Urinkonzentrationen freier Leichtketten

Die gesteigerte Synthese freier Immunglobuline und damit auch freier Immunglobulin-
leichtketten bei chronischer Niereninsuffizienz erscheint zunichst paradox, da dabei im
Allgemeinen eine verminderte Abwehrlage vorliegt [44]. Neben einer verminderten
Impfantwort [14, 15, 38, 99] und einer geringeren Anzahl an AbstoBungsreaktionen bei
Hauttransplantationen [73] deutet die groe Zahl der infektiosen Komplikationen bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz auf ein gestortes Immunsystem hin [37].
Obwohl dafiir auch eine fehlregulierte Granulozytenfunktion, verursacht durch Urdmie-
toxine wie z.B. freie IglLk, ursdchlich sein konnte [21, 23], ldsst sich doch ein komple-
xeres Zusammenspiel der Abwehrmechanismen vermuten. Es gibt Hinweise, dass gera-
de bei der Immunodefizienz chronisch Niereninsuffizienter eine Aktivierung von Zellen
des Immunsystems vorliegt [28]. Zudem konnten die Immunglobuline ebenfalls in ihrer
Funktion inhibiert sein und daher in groferen Mengen produziert werden. Das wiirde
ebenfalls einen konsekutiven Anstieg freier Immunglobulinleichtketten hervorrufen.
Denkbar wire auch eine gesteigerte Immunglobulinleichtkettensynthese, die kompensa-

torisch bei renalem Proteinverlust in der Niereninsuffizienz stattfande.
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5.3 A- und k- Mono- und Dimere

Polyklonale Leichtketten existieren im Serum und Urin gesunder Individuen in Form
von Mono-, Di- oder Polymeren [78]. Normalerweise sind bei Gesunden mehr Mono-
mere als Dimere vorhanden, im Verhéltnis von ca. 2,0 flir A-Immunglobulinleichtketten
und 1,5 fiir k-Immunglobulinleichtketten [68]. In der vorliegenden Untersuchung fiel
bei chronisch nierenkranken Patienten das Monomer/Dimer-Verhéltnis fiir A-
Immunglobulinleichtketten von 2,1 bei der Kontrollgruppe auf 0,8 ab und bei nieren-
transplantierten Patienten auf 0,9. Dagegen sank das Monomer-/Dimer-Verhéltnis fiir k-
Immunglobulinleichtketten nur von 1,5 auf 1,0 bzw. 1,1. Ursache fiir den Abfall des
Monomer/Dimer-Verhéltnisses bei Niereninsuffizienz ist ein Abfall der renalen Clea-
rance fiir Dimere. Der groBere Abfall des Monomer-/Dimer-Verhéltnisses fiir A-
Immunglobulinleichtketten im Serum ist wahrscheinlich durch die niedrigere renale
Clearance fiir A-Dimere bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz im Vergleich zu -
Dimeren bedingt (Tabelle 4). Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass die A-
Immunglobulinleichtketten héufiger in dimerer Form vorliegen als die «-
Immunglobulinleichtketten.

Bei Gesunden betridgt das Verhéltnis von k- zu A-Immunglobulinleichtketten 1,1 [68],
da die Serumkonzentration von A-Immunglobulinleichtketten etwas hoher ist als die der
k-Immunglobulinleichtketten. In der vorliegenden Studie entsprach das k/A-Verhiltnis
der Kontrollgruppe dem der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen und dem
nierentransplantierter Patienten (Tabelle 4). Dagegen haben Hamodialysepatienten ein
niedrigeres x/A-Verhéltnis von 0,8. Ursache fiir den Abfall ist der Anstieg der A-
Immunglobulinleichtketten bei fortschreitender Niereninsuffizienz. Wihrend die Im-
munglobulinleichtketten vom k-Typ sich nur verdoppelten (von 34 + 4 auf 70 + 6
ng/ml), erhohten sich die freien A -Immunglobulinleichtketten um das dreifache (von 31
+ 3 auf 87 £ 6 pg/ml) in der Himodialysegruppe [21]. Dieser Unterschied lieBe sich

moglicherweise durch die Besonderheiten der Dialysemembranen erklaren. [21].
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5.4 Freie Immunglobulinleichtketten im Urin

In der vorliegenden Studie stieg mit zunehmender Einschrankung der Nierenfunktion
die Urinkonzentration freier Leichtketten sowohl bei chronisch niereninsuffizienten
Patienten als auch bei nierentransplantierten Patienten an. Die Kontrollpersonen hatten
sehr geringe Leichtkettenkonzentrationen im Urin (x 0,01 mg/24 h; A 1,04 mg/24 h).
Die Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen hatten davon signifikant unter-
schiedliche mittlere Urin-Leichtketten-Konzentrationen von 22,7 mg/24 h bzw. 21,8
mg/24h fiir « und A (Tabelle 5). In diesem Kollektiv konnte ein signifikanter Anstieg
der Urinkonzentrationen proportional zu den Serum-Kreatinin-Werten verzeichnet wer-
den (s. Abb.4b, Abb.9a,b,).

Die Urin-Leichtketten-Konzentrationen bei Nierentransplantierten unterschied sich e-
benfalls signifikant von denen der Kontrollgruppen (x 8,9 mg/24 h und A 11,6 mg/24 h)
wie auch von denen der chronisch Nierenkranken. Ab einer Serum-Kreatinin-
Konzentration von 2,5 mg/dl stieg auch die Leichtkettenausscheidung in diesem Kollek-
tiv signifikant an.

Dabei werden sowohl k- als auch A-Immunglobulinleichtketten in beiden Patienten-
gruppen gleichméBig vermehrt ausgeschieden (Tabelle 5). Bei den Kontrollpersonen
fand sich fiir k-Immunglobulinleichtketten eine geringere Ausscheidung als fir A-
Immunglobulinleichtketten. Dies steht im Gegensatz zur Literatur [90]. Diese vermehrte
Ausscheidung konnte durch die erhéhte Serumkonzentration und die damit verbundene
erhohte glomeruldre Filtration, die die Resorptionskapazititen iibersteigt, verursacht
sein. Zudem ist bei steigender Proteinurie ( > 1g/24h) sowohl bei den CNE- als auch bei
den NTX-Patienten eine steigende Exkretion freier Immunglobulinleichtketten zu ver-
zeichnen. Dazu konnte es durch eine Konkurrenz mit anderen Proteinen um die tubulére
Resorption kommen [100, 109]. Wie bereits diskutiert, erscheint ein Uberlaufmecha-
nismus aber nur z.T. als ausreichende Erkldrung, da Serum- und Urinkonzentrationen
der freien IgLk nicht korrelieren. Vorstellbar wire auch eine vermehrte Exkretion im
Rahmen der erhohten Serumkonzentrationen als Schutzmechanismus vor dem Urdmie-
toxin. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die quantitative
Ausscheidung freier Immunglobulinleichtketten unabhédngig von der Art der Proteinurie

ist (Tabelle 8, 9). Gerade bei tubuldren Schiadigungsmustern kam es zu keiner erh6hten
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Ausscheidung freier Leichtketten. Auch die Form der Grunderkrankung spielt ausge-
hend von diesen Daten keine signifikante Rolle fiir die Leichtkettenexkretion. Dies
spricht wiederum fiir einen Mechanismus, der spezifisch fiir den Zustand der Urémie ist,

unabhingig von den pathophysiologischen Ausgangsbedingungen.
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5.5 Einfluss der Nierenfunktion

Die Patientengruppen wurden nach ihrer Nierenfunktion weiter unterteilt: Bei Patienten
mit chronischen Nierenerkrankungen vor Dialysepflichtigkeit hatte der Grad der Nie-
reninsuffizienz keinen Einfluss auf die Serumkonzentration freier Immunglobulinleicht-
ketten (Abb. 4a). Im Urin jedoch stiegen die k- und A- Immunglobulinleichtketten-
Konzentrationen mit Erh6hung des Serumkreatinins an. Dies konnte erstmals gezeigt
werden (Abb. 4b). Bei den Nierentransplantierten mit normaler Nierenfunktion (Serum-
Kreatinin < 1,3 mg/dl) unterschieden sich die Serumkonzentrationen der freien IgLk
nicht von denen der Kontrollen (Abb. 14). Ab einem Serum-Kreatinin von 2,5 mg/dl
hingegen stiegen sowohl im Serum als auch im Urin die IgLk-Konzentrationen signifi-
kant an (Abb. 15a).

Die Einschrinkung der Nierenfunktion konnte zu einer verminderten Resorption
und/oder einem gesteigerten Katabolismus von Immunglobulinleichtketten durch die
Zellen des proximalen Tubulusepithels fithren. Die Folge wére eine vermehrte Uri-
nausscheidung freier Leichtketten. Durch einen solchen Mechanismus wiirde der An-
stieg freier Immunglobulinleichtketten im Serum bei abnehmender Nierenfunktion re-
duziert oder ganz verhindert. Damit wére der nicht signifikante Anstieg der freien Im-
munglobulinleichtketten bei Niereninsuffizienz in der vorliegenden Arbeit erklért. Fer-
min et al. diskutierten bereits 1974 iiber eine mogliche peritubuldre Sekretion freier
IgLk [36]. Es wire moglich, dass dieser Mechanismus bei eingeschriankter Nierenfunk-
tion durch protektive Faktoren oder Urdmietoxine aktiviert wird, um den Organismus
vor den negativen Effekten zu hoher IglLk-Konzentrationen wie z.B. verminderter Im-

munkompetenz zu schiitzen.
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5.6 Einfluss der Proteinurie

Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen und einer Proteinurie von tiber 1 g/24h
hatten eine hohere Ausscheidung von k- und A-Immunglobulinleichtketten im Urin als
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und einer Proteinurie von unter 1g/24h
(Abb. 5b). Es fand sich jedoch keine Korrelation zwischen der Proteinurie und der Uri-
nausscheidung von Immunglobulinleichtketten bei Patienten mit einer Proteinurie von
iiber 1 g/24h (Abb. 11c,d). Auch der Serum-Kreatininwert war erwartungsgemaf3 nicht
mit dem Grad der Proteinurie korreliert. Mdglich wére, dass bei hoherer Proteinurie
vermehrt andere Proteine ausgeschieden werden — auller den Leichtketten — und damit
die Korrelation ,,verwischt® wiirde. Diese fehlende Korrelation konnte auch erklaren,
warum  kein  Unterschied zwischen den Serum-Immunglobulinleichtketten-
Konzentrationen von CNE-Patienten bei hoherer oder niedriger Proteinurie vorliegt.
Wenn man jedoch nur Patienten mit einer Proteinurie von unter 1 g/24h. betrachtet
(Abb. 11 ab), so findet sich eine eindeutige Korrelation zwischen k- und A-
Immunglobulinleichtketten-Auscheidung und Proteinurie. Bei diesen Patienten ist wahr-
scheinlich die Ausscheidung anderer Proteine in der Relation zur Gesamt-Proteinurie
geringer. Damit wére auch die absolute Menge an k- und A-Immunglobulinleichtketten
im Urin geringer, hitte aber groleren Anteil an der Gesamt-Proteinurie. Umgekehrt ist
wegen der insgesamt geringeren Ausscheidung an freien Leichtketten im Urin kein Zu-
sammenhang zwischen Immunglobulinleichtketten-Konzentration im Serum und Urin
nachweisbar (nicht dargestellt). Wie bereits diskutiert (Kapitel 5.4), konnte kein Ein-
fluss des Proteinuriemusters auf die quantitative Leichtkettenausscheidung im Urin

nachgewiesen werden.
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5.7  Einfluss der Inmunsuppression

Sowohl ein Teil der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen (n=24) als auch alle
Patienten nach Nierentransplantation (n=150) erhielten eine immunsuppressive Thera-
pie. Die nierentransplantierten Patienten unterschieden sich in den Ergebnissen von den
chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne immunsuppressive Therapie. Ab einem
Serum-Kreatininwert liber 2,5 mg/24h stiegen k- und A-Immunglobulinleichtketten im
Serum der NTx-Patienten trotz einer Zunahme der Urinausscheidung signifikant an
(Abb.15a). Diese Mehrausscheidung der Immunglobulinleichtketten im Urin nieren-
transplantierter Patienten ist jedoch im Vergleich zu chronisch niereninsuffizienten Pa-
tienten auf der Basis gleicher Kreatininwerte im Serum geringer. Hieraus konnte sich
erkldren, dass bei chronisch niereninsuffizienten Patienten nur eine tendenzielle Erho-
hung der Serum-Immunglobulinleichtketten-Werte vorliegt, bei nierentransplantierten
Patienten diese Steigerung jedoch signifikant wird. Im Gegensatz zu den chronisch nie-
reninsuffizienten Patienten gab es keine Korrelation zwischen Serum-Kreatinin und
Urinexkretion freier Leichtketten bei nierentransplantierten Patienten. Diese fehlende
Korrelation kdnnte zum einen durch den Riickgang der freien Immunglobulinleichtket-
ten-Ausscheidung bei Transplantierten verursacht sein, zum anderen jedoch auch durch
eine Hemmung der Leichtkettenproduktion durch die Immunsuppression.

Ferner zeigten die nierentransplantierten Patienten mit einer Proteinurie tiber 1 g/24h
einen Anstieg der Serumkonzentration von Immunglobulinleichtketten trotz hoherer
Urinausscheidung im Vergleich zu Patienten mit einer Proteinurie unter 1g/24h. (Abb.
16a). Diese Daten konnten darauf hinweisen, dass eine starke Proteinurie mit der effek-
tiven Reduktion der Immunglobulinleichtketten-Produktion durch Immunsuppression
interferiert. Interessanterweise liegen sowohl die Serum- als auch die Urinleichtketten-
konzentrationen bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und immunsuppressi-
ver Therapie auf gleicher Hohe wie bei nierentransplantierten Patienten, so dass in zwei
verschiedenen immunsuppressiven Modellen der Nachweis gefiihrt werden konnte, dass
die Immunsuppression die Serum- und Urinleichtkettenkonzentrationen vermindert.

Die k- und A-Leichtkettenkonzentrationen korrelieren eng mit der Immunglobulin-
produktion. Der Katabolismus von Immunglobulin G ist der Hauptmechanismus der

Immunregulation zur Aufrechterhaltung des Antikorperspiegels [52]. Viele Immun-
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suppressiva greifen in die Regulation der Immunglobuline ein. Daher konnte die Im-
munsuppression auch den Katabolismus der Leichtketten beeinflussen. Es gibt Hinweise
in der Literatur, dass die Synthese freier IgLk durch Prednisolon [91] und Cyclosporin
A [69] moduliert werden kann.

Ahnliche Ergebnisse weist auch eine Arbeit von Epstein et al. auf [33]. Bei 14 Patienten
konnte nach einer Nierentransplantation mit Einsetzen der Immunsuppression ein Abfall
der vorher erhohten IgLk-Konzentrationen im Serum beobachtet werden. Zeitgleich mit
bei einigen Patienten beobachteten Abstofungsreaktionen kam es zu einem Wiederan-
stieg freier Leichtketten in Serum und Urin. Die Autoren schlugen die Verwendung
freier Leichtketten als prognostischen und diagnostischen Marker nach Nierentransplan-
tation vor.

Interessanterweise ist die Ausscheidung freier Urin-Immunglobulinleichtketten bei er-
hohter B-Zellaktivitdt, z. B. bei Patienten mit systemischen Lupus erythematodes, ge-
steigert [52]. Auch bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz findet sich eine B-
Zellaktivierung [28]. Die Immunsuppression resultiert in einer Verminderung der B-
Zellaktivitit. Das konnte wenigstens teilweise erkldren, warum die Ausscheidung freier
Immunglobulinleichtketten bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und gleich-
zeitiger immunsuppressiver Therapie geringer ist im Vergleich zu Patienten ohne Im-
munsuppression (Tabelle 7). Auch bei Patienten nach Nierentransplantation mit ent-
sprechender immunsuppressiver Therapie ist die Urinausscheidung freier Immunglobu-
linleichtketten niedriger als bei Kontrollen und chronisch niereninsuffizienten Patienten
ohne Immunsuppression (Abb. 12b). Ob es eine dariiber hinausgehende Wirkung von
Immunsuppressiva auf den renalen Metabolismus freier Immunglobulinleichtketten

gibt, muss in folgenden Studien untersucht werden.
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5.8 Klinische Bedeutung

Freie Immunglobulinleichtketten spielen bei unterschiedlichen immunologischen Er-
krankungen bereits eine wichtige Rolle als klinische Verlaufs- und Aktivitétsparameter,
wie bei AL-Amyloidose [61] und Multiplem Myelom [64], in experimentellen Ansdtzen
bei systemischem Lupus erythematodes [51, 98], multipler Sklerose [71] und HIV [32].
Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass freie Immunglobulinleichtketten wichtige
Funktionen polymorphkerniger neutrophiler Leukozyten verdndern [21, 24]. Bei nieren-
insuffizienten Patienten im Pradialyse- und Dialysestadium konnte gezeigt werden, dass
die Infektionsrate gesteigert und auf der anderen Seite die Impfantwort reduziert ist
[44]. Hier konnten sich wichtige klinische Zusammenhénge erschlieen. Dass freie Im-
munglobulinleichtketten in der Niereninsuffizienz akkumulieren, konnte in dieser Ar-
beit gezeigt werden.

Die moglichen renalen Komplikationen erhohter Leichtkettenexkretion in der Nierenin-
suffizienz bleiben letztlich unklar. Die Rolle freier Immunglobulinleichtketten bei ver-
schiedenen, nicht nur lymphoproliferativen Erkrankungen, weist jedoch auf eine poten-
tielle Aggravation der Niereninsuffizienz durch vermehrte Exkretion freier Leichtketten
hin. Es gilt als gesichert, dass Myelom-Immunglobulinleichtketten in Kulturen mensch-
licher proximaler Tubuluszellen zu Zelluntergang und Kernschddigung fiihren [79]. Die
Leichtketten hemmen die Proliferation und fithren zu einer signifikanten DNA-
Degradation. Ferner konnte gezeigt werden, dass bei Zellen, die Immunglobulinleicht-
ketten ausgesetzt sind, die indizierbare NO-Synthase gesteigert ist, was darauf hinwei-
sen konnte, dass die Leichtkettentoxizitdt durch oxidativen Stress verursacht wird [112].
Kritisch angemerkt werden muss hier jedoch, dass Myelompatienten monoklonale und
keine polyklonalen freien Immunglobulinleichtketten ausscheiden und dies in viel hohe-
rer Urinkonzentration, als es bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung oder bei
nierentransplantierten Patienten der Fall ist.

Den klinischen Implikationen, die mit den erhdhten Serum- und Urinkonzentrationen
von Leichtketten bei chronisch niereninsuffizienten und nierentransplantierten Patienten

verbunden sind, muss in weiteren Untersuchungen nachgegangen werden.
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Urdmietoxine werden fiir eine Vielzahl der Komplikationen bei chronischer Nierenin-
suffizienz wie beschleunigte Arteriosklerose oder Dysregulation des Immunsystems
verantwortlich gemacht. Diese sind haufige Todesursachen bei chronischer Niereninsuf-
fizienz. Freie Immunglobulinleichtketten zdhlen zu den Urdmietoxinen und hemmen
essentielle Funktionen der unspezifischen Immunantwort.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von Nierenfunktion, Proteinurie
und immunsuppressiver Therapie auf die Serumkonzentrationen und Urinausscheidung
freier k- und A-Immunglobulinleichtketten bei 100 Patienten mit chronischen Nieren-
erkrankungen vor Dialysepflichtigkeit, 150 Nierentransplantierten und Gesunden unter-
sucht. Ein neuer Assay zur Detektion freier Leichtketten im Urin wurde in der vorlie-
genden Arbeit etabliert.

Eine Einschrinkung der Nierenfunktion fiihrt bei chronisch Niereninsuffizienten zu
einer tendenziellen Erhohung der Leichtketten-Serumkonzentrationen; bei Patienten
nach Nierentransplantation zu einem signifikanten Anstieg ab einer Serum-Kreatinin-
Konzentration von 2,5 mg/dl. Die Urinexkretion freier Leichtketten war bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz signifikant gegeniiber den Nierentransplantierten
und den Kontrollen erhoht. Bei allen Patienten korrelierte sie mit Serum-Kreatinin und
Kreatinin-Clearance. Der Grad der Proteinurie hatte auf die Leichtketten-
Serumkonzentrationen der chronisch Niereninsuffizienten keine Auswirkungen. Im Urin
dieser Patienten und in Serum und Urin der Nierentransplantierten zeigte sich ein signi-
fikanter Anstieg der Leichtketten-Konzentrationen ab einer Proteinurie von 1 g/24h. Die
immunsuppressive Therapie fithrt sowohl bei chronisch Niereninsuffizienten als auch
bei nierentransplantierten Patienten zu einer signifikant verminderten Ausscheidung von
freien Leichtketten bei gleich bleibenden Serumkonzentrationen. Eine Differenzierung
der Proteinurie ergab keinen Zusammenhang mit der Leichtkettenausscheidung. Zusétz-
liche Mechanismen miissen daher eine Rolle bei der Modulation der Serumspiegel freier
Immunglobulinleichtketten bei diesen Patienten spielen. Renale Mechanismen wie z. B.
verminderte Resorption und Katabolismus freier Leichtketten durch proximale Tubulu-

sepithelzellen erscheinen moglich und wiirde die erhohten Konzentrationen im Urin
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erklaren. Zukiinftige Studien miissen die klinische Bedeutung der freien Immunglobu-

linleichtketten bei niereninsuffizienten Patienten weiter untersuchen.
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ANHANG

1L Material

Reagenzien
Bromphenolblau

C19H10Br405$
Merck, Darmstadt
8122

EDTA Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz
C 1 0H14N208Naz'2H20

Sigma, Miinchen

Ethanol absolut
C,HsOH

Merck, Darmstadt
1.00986

Essigsdure 100% p.A.
CH;COOH

Merck, Darmstadt
1.00063

Formaldehydldsung min. 37%
HCHO

Merck, Darmstadt

4002

II



Glutaraldehydldsung 5%ig

Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

PhastGel Silver Kit

Glycerin p.A.
C3H303

Merck, Darmstadt
1.04092

Glycin

C,HsNO,

Merck, Darmstadt
317

HCI 5M
Merck, Darmstadt
99112

Methanol p.A.
CH;0H

Merck, Darmstadt
1.06009

Natriumacetat
NaCH;COO
Merck, Darmstadt
1539

Natriumazid
NaNj3

Merck, Darmstadt
1.06688

II



Natriumcarbonat
Na,CO;

Merck, Darmstadt
6392

Natriumchlorid
NaCl

Merck, Darmstadt
6404

Natriumthiosulfat Pentahydrat
Na,S,035H,0

Merck, Darmstadt

6509

PBS
Dulbecco's phosphate buffered saline

Fisher Scientific, Schwerte

BW04-409R

SDS - Dodecylsulfat Natriumsalz
Ci2H2sNaO4S

Merck, Darmstadt

822050

Silbernitrat p.A.
AgNO;3

Merck, Darmstadt
1.01512



Trichloressigsdure (TCA)
C,HCI150,

Merck, Darmstadt
822342

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
C4H;INOs

Merck, Darmstadt

8382

Tween 20
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Merck, Darmstadt

822184

2-Mercapto-Ethanol
C,HsOS

LKB, Bromma, Schweden
1830-401



Materialien
Anti-Human Kappa Light Chain (bound and free)

Rabbit - IgG fraction
Sigma, St. Louis, USA
K 1255

Anti-Human Lambda Light Chain (bound and free)
Rabbit - IgG fraction

Sigma, St. Louis, USA

L 7646

Blue Sepharose 6 Fast Flow
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

17-0948-01

ECL Western Blotting Detection System
Amersham Biotech, Frankfurt a. Main

RPN2106

Goat-Anti-Rabbit (HRP-labelled)
Amersham Biotech, Frankfurt a. Main
NIP 824

Human Bence Jones lambda
A-Leichtketten

Nordic Immunology, Tilburg, Niederlande
P 017

Human Bence Jones kappa

k-Leichtketten

Nordic Immunology, Tilburg, Niederlande
POl6

VI



Hybond ECL Nitrocellulose Membrane
Amersham Biotech, Frankfurt a. Main

RPN 2020D

Hyperfilm ECL 18x24cm 25Stk.
Amersham Biotech, Frankfurt a. Main

RPN 2103

Low Molecular Weight Electrophoresis Calibration Kit
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

17-0446-01

PhastGel Homogeneous 12,5
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

17-0623-01

PhastGel Sample Applicator 12/0.3
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

18-1614-01

PhastGel Sample Applicator 8/1
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

18-1618-01

PhastGel SDS Buffer Stripes
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

17-0516-01
PhastTransfer Filter Paper

Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

18-1003-18

VII



Ultro Scan XL

Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

VIII



Software

Image-master-1D

Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg

IX



Puffer/Losungen

SDS-Probenpuffer
12,5 mmol/l Tris (pH 6,8), 0,4% SDS, 5% Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,008%

Bromphenolblau

TBS
10 mmol/l Tris (pH7,4), 150 mmol/l NaCl,

TBS-T
TBS mit 0,5% Tween

Transferpuffer
58,1 g Tris, 29,3 g Glycin, 3,75 g SDS ad 1000 ml H,O dest
1 Volumenteil Transferpuffer, 7 Volumenteile H,O dest, 2 Volumenteile Methanol
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Patientendaten

Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen

Pat.Nr. | Geschlecht | Grunderkrankung Alter |Krea | Proteinurie | IST Pred
211 f MCGN 18 0,66 | 1,7 - -
525 f IgA-Nephritis 26 0,76 10,94 - -
505 f prim. FSGS 52 0,78 | 1,48 - -
501 f Zystennieren 28 0,79 [0 - -
397 f Purpura Schonlein Henoch |32 0,79 10,25 - -
414 m membrandse GN 50 0,80 |20,35 - -
511 f FSGS 37 0,81 |0 - -
442 m membrandse GN 23 0,84 | 1,14 CyA 5
101 m Lupus Nephritis 32 0,86 | 6,82 - - -
406 m MCGN 28 0,87 |0 - -
242 f Zystennieren 38 0,87 10,08 - -
393 m MCGN 23 0,88 |0 - 5
339 f unbekannt 70 0,89 |0 - 5
512 f membrandse GN 65 0,89 |0 - -
214 f rezid. HWI 44 0,89 | 2,54 - -
510 f sek. FSGS 50 0,89 |2,94 - 1,25
199 m membrandse GN 56 0,95 (0,54 - -
239 f MCGN 50 0,96 | 0,64 - 1,25
212 m membrandse GN 62 0,97 10,3 - -
518 f Nierenarterien-Stenose 34 1,00 | 0,3 - -
90 m MCGN 78 1,00 | 0,82 CyA 2,5
408 f Z.n. ANV 67 1,03 10,19 - -
208 f Pauci-Immun-GN 40 1,04 10,86 Cyclophosphamid | 2,5
524 m Mikrohdmaturie 27 1,06 | 0,6 - -
391 f diabet. Nephropathie 56 1,06 [4,32 - -
507 f membrandse GN 63 1,08 [0,23 Cyclophosphamid | 8,75
355 m MCGN 34 1,10 |0 CyA 12,5
375 m membrandse GN 61 1,11 (3,75 CyA 2 -
228 f Z.n. ANV 79 1,14 (0,2 - -
521 m Pauci-Immun-GN 46 1,14 |0,2 - -
407 m MCGN 70 1,14 | 5,04 - 1-
506 m unbekannt 30 1,15 (0,72 - -
421 m membrandse GN 59 1,17 11,91 CyA 5
526 m membranoprolif. GN 36 1,18 |5,22 - -

XI




522 f membrandse GN 75 1,22 [3,72 Cyclophosphamid | 25
380 f Z.n. ANV 69 1,23 |0 - -
247 m Pauci-Immun-GN 59 1,26 |0 - -
222 m IgA-Nephritis 60 1,26 [0,33 - -
196 f membrandse GN 71 1,29 12,73 - -
232 f FSGS 76 1,30 | 3,15 CyA 5-
384 m Nephrosklerose 43 1,39 | 7,88 - -
473 m membrandse GN 60 1,42 (0,34 CyA 7,5
327 m membrandse GN 60 1,52 10 CyA 2,5
246 f Nephrosklerose 49 1,57 10,59 - -
346 m unbekannt 44 1,64 |0,26 CyA -
213 f RPGN 56 1,66 (2,21 - 5-
221 m interstitielle Nephritis 37 1,67 | 1,11 - -
409 f diabet. Nephropathie 75 1,68 [ 0,65 - -
502 m prim. FSGS 25 1,73 12,5 - -
398 f IgA-Nephritis 25 1,82 | 1,3 - 2,5
460 f diabet. Nephropathie 72 1,83 10,17 - -
241 f FSGS 48 1,89 12,6 - -
226 f Z.n. ANV 57 1,98 10,46 - -
227 m diabet. Nephropathie 47 2,10 | 1,1 - -
378 f Zystennieren 50 2,27 10 - -
405 m diabet. Nephropathie 40 2,27 14,8 - -
392 m diabet. Nephropathie 60 2,29 19 - -
519 m IgA-Nephritis 25 2,35 12,01 Cyclophosphamid | 12,5
328 f Nephrosklerose 80 2,38 10,15 - -
396 f diabet. Nephropathie 58 2,40 |0 - -
209 m Nephrosklerose 35 2,41 |0 - -
527 m IgA Nephritis, 41 2,42 10,23 - -
202 m Z.n. ANV 86 2,50 10,14 - -
207 f RPGN 67 2,50 11,6 - 6
508 m Analgetika-Nephropathie |59 2,53 10 - -
388 m Nephrosklerose 70 2,57 |4,24 - -
399 f Analgetika-Nephropathie | 64 2,64 2,55 - -
206 f interstitielle Nephritis 47 2,71 10,2 - -
203 m diabet. Nephropathie 61 2,75 13,74 - -
215 m IgA-Nephritis, 65 2,79 16,07 - -
383 m Analgetika-Nephropathie | 60 2,80 |0 - -
404 f interstitielle Nephritis 54 2,82 10,13 - -
243 m diabet. Nephropathie 62 2,88 12,86 - -
205 m Nephrosklerose 32 2,90 10,4 - -
220 m SLE. 42 2,97 16,75 - -

XII




204 m FSGS 54 3,00 [2,44 -
517 f Schrumpfnieren 24 3,15 10,53 -
379 f Analgetika-Nephropathie |74 3,16 10,66 -
197 f Zystennieren 44 3,22 |0 -
509 m Schrumpfnieren 57 3,28 12,35 -
217 f Schrumpftnieren 55 3,56 |0,21 4
385 m interstitielle Nephritis 70 3,60 | 0,98 -
216 f unbekannt 64 3,84 |0 -
235 m diabet. Nephropathie 51 3,85 [5,25 -
400 f diabet. Nephropathie 74 4,01 |3 -
403 f unbekannt 77 4,22 (4,7 -
503 f diabet. Nephropathie 88 4,25 10,38 -
233 f Pauci-Immun-GN 40 445 (1,15 2,5
210 f Analgetika-Nephropathie |74 4,50 | 1,48 -
504 f Schrumpfnieren 43 4,54 |1,5 -
223 m IgA-Nephritis, 63 4,70 | 1,1 -
513 f Zystennieren 50 4,83 10,8 -
394 f IgA-Nephritis 63 4,92 10,96 -
389 f Schrumpfnieren 60 5,47 11,47 -
218 m unbekannt 69 5,65 (2,1 -
244 f unbekannt 34 6,32 | 1,45 -
381 f FSGS 60 6,43 16,36 -
390 f diabet. Nephropathie 57 6,47 | 7,33 -
201 f Analgetika-Nephropathie | 63 6,52 10,57 -
230 m interstitielle Nephritis 40 6,65 2,57 -
Tabelle I: Klinische Daten der Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen
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Patienten nach Nierentransplantation

Pat.Nr. | Geschlecht | Grunderkrankung Alter |Krea |Proteinurie
168 f NTX 3/90, Schrumpfnieren 72 0,83 |0
264 f NTX 7/97, SLE 46 0,87 |0
153 f NTX 5/96, membrandose GN 44 0,89 |3,24
155 f NTX 9/94, Poststreptokokken-GN 44 095 |0
437 f NTX 4/86, interstitielle Nephritis 66 0,96 |0
357 f NTX 1/96, diabet. Nephropathie 51 0,98 |[1,71
281 f NTX 5/90, Zystennieren 62 1,02 |0
332 m NTX 5/85, Schrumpfnieren 37 1,02 |0,44
482 f NTX 2/90, Analgetika-Nephropathie |52 1,04 |0
135 f NTX 3/86, Schrumpfnieren 62 1,06 |0
271 f NTX 7/93, Zystennieren 74 1,06 |0,16
272 f NTX 4/88, unbekannt 41 1,08 [0,29
279 m NTX 12/89, Schrumpfnieren 54 1,09 |0
439 f NTX 1/92, Zystennieren 51 1,1 0

68 m NTX 1/93, Zystennieren 71 1,1 0
255 f NTX 9/93, Schrumpfnieren 58 1,1 0
117 m NTX 1/92, Zystennieren 70 1,11 |0
418 f NTX 11/80, unbekannt 62 1,11 |0,32
489 f NTX 4/87, Analgetika Nephropathie |62 1,12 |03
177 f NTX 2/93, Schrumpfnieren 60 1,13 |0
371 f NTX 3/96, Schrumpfnieren 67 1,14 |0

10 m NTX 11/90, unbekannt 67 1,14 10,35
159 m NTX 4/96, Nephrosklerose 70 1,16 |1,3
477 f NTX 4/95, unbekannt 44 1,17 |0
478 m NTX 1/91, interstitielle Nephritis 23 1,17 10,38
310 f NTX 3/93, Schrumpfnieren 54 1,18 |0
356 f NTX 4/93, Analgetika-Nephropathie |66 1,18 |1,09
256 f NTX 9/97, M. Wegener 46 1,21 |0
143 m NTX 7/96, interstitielle Nephritis 51 1,22 |0
107 f NTX 5/94, diabet. Nephropathie 59 1,23 |0
330 m NTX 9/97, Zystennieren 52 1,23 0,64
268 m NTX 5/89, chronische Pyelonephritis |35 1,24 |1,01
361 f NTX 2/97, Analgetika-Nephropathie |51 1,24 |1,95
11 m NTX 9/94, unbekannt 47 1,25 10,25
78 f NTX 11/91, diabet. Nephropathie 51 1,25 0,46
316 f NTX 3/96, Schrumpfnieren 59 1,26 |0,3
172 m NTX, 10/92, unbekannt 52 1,27 |5,94
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452 f NTX 10/94, Analgetika-Nephropathie | 64 1,28 |0
493 f NTX 6/94, Schrumpfnieren 57 1,29 |0
104 f NTX 4/97, Poststreptokokken-GN 56 1,29 {0,28
360 f NTX 5/96, Schrumpfnieren 60 1,31 |0,3
131 m NTX 8/93, Nieren-TBC 64 1,32 10,51
86 m NTX 7/94, Schrumpfnieren 59 1,33 0,4
154 f NTX 4/94, chron. Pyelonephritis 38 1,35 |0
475 m NTX 8/94, Schrumpfnieren 38 1,36 0,17
470 m NTX 11/84, unbekannt 48 1,36 |0,85
490 m NTX 11/73, Poststreptokokken-GN |52 1,38 (0,13
324 m NTX 10/93, Schrumpfnieren 50 1,4 0
258 f NTX 6/94, diabet. Nephropathie 72 14 |0
488 m NTX 8/95, Zystennieren 53 1,4 0,15
376 f NTX 6/89, Schrumpfnieren 61 1,42 |0

21 m NTX 11/93, Alport-Syndrom 41 1,42 10,19
440 f NTX 10/96, Zystennieren 49 1,42 (04
319 m NTX 8/96, Schrumpfnieren 49 1,44 (0,24
259 m NTX 6/92 interstitielle Nephritis 41 1,45 |0
289 m NTX 9/93, unbekannt 70 1,45 |0,46
57 f NTX 8/86, Analgetika-Nephropathie |57 1,45 |1,21
277 m NTX 3/97, diabet. Nephropathie 70 1,46 |0,63
106 m NTX 4/87, Schrumpfnieren 38 1,48 |0,67
284 f NTX 4/95, RPGN 42 1,49 |0
434 f NTX 4/97, M. Wegener 53 1,49 |0
149 m NTX 9/92, Zystennieren 57 1,49 10,23
318 f NTX 7/92, SLE 39 1,49 |0,86
305 m NTX 4/84, Schrumpfnieren 59 1,5 |2
449 f NTX 12/89, diabet. Nephropathie 66 1,51 |0,27
456 m NTX 5/91, Nephrosklerose 57 1,51 |1,64
372 m NTX 9/93, Schrumpfnieren 58 1,51 |1,9
174 m NTX 8/91, unbekannt 30 1,55 |0,3
152 f NTX 8/94, Schrumpfnieren 74 1,55 0,56
72 f NTX 3/90, Schrumpfnieren 54 1,57 |0
288 m NTX 10/97, unbekannt 47 1,57 (0,6
468 m NTX 1/95, Schrumpfnieren 51 1,58 0,8
118 m NTX 3/97, diabet. Nephropathie 66 1,6 0,99
458 f NTX 6/91, unbekannt 49 1,61 |0
287 m NTX 8/96, Schrumpfnieren 32 1,62 |0
39 f NTX 5/97, Schrumpfnieren 62 1,62 |0,26
95 m NTX 5/97, Reflux-Nephropathie 20 1,64 10,59
125 m NTX 9/87, diabet. Nephropathie 37 1,66 |0
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270 f NTX 4/91, Zystennieren 64 1,66 |1,09
326 f NTX 1/94, Nierenzysten 24 1,68 |0
341 f NTX 1/94, unbekannt 39 1,68 |3,12
448 m NTX 11/89, RPGN bei FSGS 28 1,69 |0

63 m NTX 11/83, unbekannt 38 1,7 10,48
186 m NTX 11/93, Good-pasture 40 1,71 |1,98
73 m NTX, 12/94, Zystennieren 58 1,72 |0
486 f NTX 5/95, Poststreptokokken-GN 34 1,72 10,31
169 m NTX 5/96, Schrumpfnieren 57 1,74 10,31
422 m NTX 4/86, Schrumpfnieren 61 1,74 13,03
373 m NTX 7/89, diabet. Nephropathie 70 1,82 0,29
363 m NTX 7/85, diabet. Nephropathie 51 1,82 |2
181 f NTX 11/97, diabet. Nephropathie 34 1,83 10,19
165 m NTX 7/95, FSGS 43 1,84 {0,29
5 f NTX 7/90, membrandse GN 57 1,85 |13,2
80 m NTX 6/95, FSGS 44 1,86 |0

28 m NTX 9/91, diabet. Nephropathie 54 1,86 |0,44
40 m NTX 10/87, Pyelonephritis 71 1,87 16,2
156 f NTX 10/86, Zystennieren 57 1,88 |5,84
476 m NTX 4/90, Analgetika Nephropathie |52 1,89 10,16
427 m NTX 10/96, Nephrosklerose 62 1,93 |0
290 m NTX 6/95, Nephrosklerose 55 1,97 (3,95
443 m NTX 12/90, Membrandse GN 56 2,03 |0

8 m NTX 1/97, Schrumpfnieren 43 2,04 |0
295 f NTX 2/88, Schrumpfnieren 60 2,04 10,84
382 f NTX 12/93, diabet. Nephropathie 59 2,05 10,6
65 f NTX 3/90, Schrumpfnieren 45 2,05 13,94
265 m NTX 1/89, IgA-Nephritis 46 2,06 9,68
29 f NTX 12/93, diabet. Nephropathie 41 2,07 10,97
320 m NTX 10/94, membrandse GN 54 2,09 |8,06
461 m NTX 7/96, FSGS 42 2,1 0,22
336 m NTX 12/97, Schrumpfnieren 55 2,1 0,28
88 m NTX 12/96, Z.n. ANV 46 2,11 10,81
337 m NTX 2/90, Zystennieren 57 2,15 (0,24
276 m NTX 12/87, Schrumpfnieren 34 2,18 5,06
483 m NTX 9/91, Schrumpfnieren 31 22 |0
142 m NTX 10/95, Zystennieren 49 2,2 0,87
280 m NTX 12/83, chron. Pyelonephritis 61 2,22 10,6
430 m NTX 4/91, Schrumpfnieren 61 2,24 10,25
23 m NTX 11/91, Hydronephrose 47 2,25 1,26
343 m NTX 9/88, Schrumpfnieren 68 2,26 3,34
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283 m NTX 9/93, FSGS 64 2,34 |0
340 m NTX 3/88, diabet. Nephropathie 67 2,36 |0
111 m NTX 9/92, FSGS 73 2,43 |0
105 m NTX 12/89, diabet. Nephropathie. 73 2,45 10,44
148 f NTX 4/96, Schrumpfnieren 24 2,49 12,1
180 m NTX 1/86, Zystennieren 68 2,6 0,24
352 m NTX 4/95, Nierenagenesie links 53 2,65 0,27
494 m NTX 9/89, Schrumpfnieren 68 2,73 10,27
160 m NTX 8/94, Nephrosklerose 54 2.8 0,76
325 m NTX 12/91, Schrumpfnieren 34 2,88 | 1,58
370 f NTX 12/96, Schrumpfnieren 46 2.9 1,36
431 m NTX 5/85, unbekannt 38 2,9 1,4
116 m NTX 3/66, Schrumpfnieren 59 298 2,17
158 f NTX 6/86, Schrumpfnieren 69 3,11 0,84
121 m NTX 4/94, unbekannt 62 3,13 4,68
291 f NTX 6/86, unbekannt 49 3,14 |1,8
188 m NTX 4/90, Zystennieren 56 3,17 12,93
114 m NTX 12/92, interstitielle Nephritis 65 3,21 2,84
263 m NTX 1/87, unbekannt 47 3,23 10,74
164 m NTX 6/90, Schrumpfnieren 48 3,37 |2
115 f NTX 10/91, Schrumpfnieren 47 3,43 2,66
368 m NTX 10/89, Schrumpfnieren 45 3,56 |8,5
273 m NTX 5/91, FSGS 52 3,71 10,86
257 m NTX 10/88, Schrumpfnieren 68 392 4,8
433 m NTX 6/85, RPGN 28 4,17 (4,19
267 m NTX 2/92, unbekannt 34 4.4 3,43
185 m NTX 6/90, Schrumpfnieren 58 5,45 2,24
262 f NTX 5/88, Analgetika-Nephropathie |62 5,48 12,66
183 m NTX 5/96, Good-Pasture-GN 36 5,65 10,94
260 f NTX 3/93, Zystennieren 47 5,92 |13,8
113 m NTX 12/91, Schrumpfnieren 46 6,15 |3,28
Tabelle II:  Klinische Daten der Patienten nach Nierentransplantation
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