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,»J€ schoner und voller die Erinnerung,
desto schwerer ist die Trennung.

Aber die Dankbarkeit verwandelt die
Erinnerung

In eine stille Freude.

Man trégt das vergangene Schone
nicht wie einen Stachel,

sondern wie ein kostbares Geschenk in
sich.“

Dietrich Bonhoeffer
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Zusammenfassung

Bei Typ 2 Diabetikern liegt wegen einer generalisierten Minderperfusion bereits vor
Eintritt der Dialysepflichtigkeit eine hohe kardiovaskuldre Mortalitit vor. Die renale
Minderperfusion duflert sich in einer Einschrankung der Nierenfunktion. Neben den
typischen diabetischen glomeruldren Lésionen sind hiufig die tubulédren
Funktionsdefizite klinisch von grofler Bedeutung, werden aber mit den herkdmmlichen
Untersuchungsmethoden nur unzureichend abgebildet. Durch die Bestimmung der
Inulin- und PAH-Clearance soll das Ausmal} der renalen Schadigungstypen erfasst und

in Korrelation zu den klinisch gebrauchlichen Methoden gesetzt werden.

Bei 43 iibergewichtigen Typ II Diabetikern mit eingeschriankter Nierenfunktion und
einem Kreatinin >2 mg/dl(Durchschnittsalter 67,3+/-7,7 Jahre, Gewicht 107,4+/-21,4
kg) wurde mit der Single-Shot-Methode die Inulin- und PAH-Clearance bestimmt und
in Beziehung gesetzt zur GFR, die mit der MDRD-Formel, nach Cockcroft-Gault, mit
Cystatin C und mit der endogenen Kreatinin-, Harnstoff- und der kombinierten

Kreatinin-und Harnstoff- Clearance bestimmt wurde.

Die beste Varianzaufkliarung im Vergleich zur Inulinclearance (R?>=0,75) und PAH-
Clearance (R*=0,84) fand sich mit der kombinierten Kreatinin- und Harnstoffclearance
Weiterhin zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen niedrigen

Harnstoffkonzentrationen und hohen PAH-Clearance-Werten (p<0,01).

Die kombinierte Kreatinin- und Harnstoff-Clearance, als Ausdruck der glomeruldren
und der tubuldren Schiadigung bildet am besten die Nierenfunktion bei iibergewichtigen
Typ II-Diabetikern mit einem Kreatinin >2 mg/dL ab und sollte die anderen renalen
Untersuchungsmethoden im Alltag ersetzen, sofern eine verléssliche 24-h-

Urinsammelung gewdhrleistet ist.
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Einleitung

Der Begriff Diabetes mellitus bezeichnet verschiedene Storungen des
Kohlenhydratstoffwechsels. Eine der Stdrungen ist ein erhohter Blutzuckerwert. Von
einem Typ 1 Diabetes mellitus sind in Deutschland 5 bis 10 % der Diabetespatienten
betroffen, wohingegen dem Typ 2 Diabetes mellitus ca. 90% der Menschen zuzuordnen

sind (Alberti und Zimmet 1998).

In einer kanadischen Studie konnte festgestellt werden, dass die Inzidenz von
Dialysepatienten mit einer Diabeteserkrankung im Vergleich zu Patienten ohne
Diabetes zwolffach erhoht ist (Lok et al. 2004). In einer deutschen Studie konnte
aufgezeigt werden, dass das Risiko an einem terminalen Nierenversagen zu erkranken

bei Vorliegen eines Diabetes mellitus 6,2fach erhoht ist (Hoffmann et al. 2011).

Zum ersten Mal wurden die typischen Verdanderungen der diabetischen Nephropathie
1936 von Clifford Wilson und Paul Kimmelstiel publiziert. Sie beschrieben eine
progressive Nierenerkrankung, die ihre Ursache in einer Angiopathie in den Kapillaren
der Glomeruli findet. Als histologisches Korrelat findet sich eine nodulédre Sklerose

(Kimmelstiel und Wilson 1936).

Charakteristisch fiir die diabetische Nephropathie ist eine Erhohung der
Albuminausscheidung im Urin. Dieses Phdnomen konnte zum ersten Mal im Jahr 1971
beobachtet werden (Mogensen 1971). Laut Praxisleitlinie der DDG wird zwischen einer
Mikroalbuminurie (Albuminausscheidung 20 bis 200 mg/ 24 h) und einer
Makroalbuminurie (ab 200 mg/ 24 h) unterschieden (Hasslacher et al. 2010).

In einer englischen prospektiven Diabetes-Studie konnte gezeigt werden, dass zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung eines Typ 2 Diabetes mellitus etwa 2 % der Patienten an
einer Mikroalbuminurie leiden und zehn Jahre nach Diagnosestellung bereits 25 % der
Patienten betroffen sind. (Adler et al. 2003).

In der PREVEND- und HOPE-Studie konnten ein Zusammenhang zwischen

kardiovaskulédren Ereignissen und Mikroalbuminurie nachgewiesen werden,



interessanterweise sowohl bei diabetischen als auch nicht diabetischen Patienten

(Matsushita et al. 2010).

Haufig fehlt die Mikro- oder Makroalbuminurie (Dwyer et al. 2012).

Passend dazu konnte in Biopsiestudien nachgewiesen werden, dass die
diabetesassoziierten renalen Schiaden nicht nur die diabetische Nephropathie im Sinne
einer noduldren Glomerulosklerose zeigen, es finden sich zudem eine diffuse
Glomerulosklerose, aber auch verschiedene tubuldre Lasionen (Helchen et al. 2006).
Zunichst findet sich eine ausgepragte tubuldre Hypertrophie mit einer Verbreiterung der
Basalmembran. Das Fortschreiten wird bestimmt durch eine zunehmende
Tubulusatrophie sowie eine interstitielle Fibrosierung. Das Ausmal} dieser
Verdnderungen korelliert mit der exkretorischen Nierenfunktionseinschrankung
signifikant enger als der Schweregrad der glomeruldren Schadigungen (Bader et al.

1980).

Zur Definition des metabolischen Syndroms gehort zusétzlich zum Diabetes mellitus
eine Dyslipiddmie. In Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein erhohter
Cholesterinspiegel einen unabhédngigen Risikofaktor fiir die Entwicklung und das

Fortschreiten einer Nierenschidigung darstellt (Chen et al. 2005).

Auch Adipositas begiinstigt die Entstehung einer chronischen Niereninsuffizienz
(Bayliss und Weinrauch 2012). Charakteristisch ist eine Adipositas-assoziierte
Glomerulopathie ohne das Vorliegen eines Diabetes mellitus oder einer vorbestehenden
Nierenfunktionseinschrankung (Chen et al. 2008). Sie ist eine sekundire Form der
fokalen und segmentalen Glomerulosklerose, die sich mit einer Proteinurie und

fortschreitender Nierenfunktionseinschrinkung klinisch manifestiert (Chen et al. 2006).

Weiterhin findet sich hédufig eine arterielle Hypertonie, die bei diabetischen Patienten
im Gegensatz zur diabetischen Stoffwechsellage nur unzureichend eingestellt ist. Dies
fiihrt typischerweise zu einer Nephrosklerose mit arteriosklerotischen Verdnderungen
im Bereich der Vasa arcuata und ischdmischen Verdnderungen im Bereich der renalen
kapillaren Endstrecke. Diese ischdmischen Verdnderungen fiihren zu einer chronischen

Hypoxémie im Bereich der Tubuli (Nangaku 2006). Hier finden sich histopathologisch



die grofiten Verdnderungen im Extremfall mit Fibrosierung und Einwanderung von

inflammatorischen Zellen (Johnson et al. 1992).

Bereits in Stadien, in denen per definitonem eine Hyperfiltration vorliegt, werden
Schiiden im histologischen Bild nachgewiesen. Uber die Ultrafiltration von Proteinen
kommt es zu einer Riickresorption im proximalen Tubulus. Durch verschiedene
Immunantworten entsteht schlielich eine tubuldre Atrophie und eine interstitielle
Fibrosierung. Diese wird ebenfalls durch eine Hyperglykdmie mit Glucosurie verstérkt

(Singh et al. 2008).

Es zeigt sich also, dass es sich bei den Nierenschddigungen im Zusammenhang mit
Diabetes mellitus um eine heterogene Patientengruppe handelt, bei der sich iiber die

diabetische Nephropathie hinaus Schiden im Bereich der Nieren nachweisen lassen.

Zusammenfassend haben alle Bestandteile des metabolischen Syndroms Einfluss auf die
renale Funktion. Klinisch féllt ein Schaden aber erst auf, wenn eine Einschrinkung der
glomeruldren Filtrationsrate vorliegt, da nur hierfiir Methoden im klinischen Alltag

Anwendung finden.

Bei Diabetikern findet sich hiufig ein metabolisches Syndrom bestehend aus
Ubergewicht, Hyperlipididmie und arterieller Hypertonie, die, wie oben beschrieben,
eher Schiden im Bereich der Tubuli induzieren. Weiterhin leiden diese Patienten haufig
unter einer Verschiebung des Wasserhaushaltes mit Zeichen der Uberwisserung,

klinisch hiufig an peripheren Odemen auszumachen.

Bei der Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) finden die endogene
Kreatinin-Clearance, sowie das Cystatin C Anwendung. Weiterhin werden die

kreatininbasierten Formeln nach MDRD und Cockcroft und Gault verwendet.

Zur Bestimmung der tubuldren Funktion im Vergleich kann die Clearance der para-

Aminohippursdure verwendet werden. Als endogener Marker findet sich der Harnstoff.



Im Folgenden sollen diese Methoden genauer erldutert und die Einschrinkungen in
Bezug auf die verschiedenen renalen Schidigungsmuster bei Diabetikern erdrtert

werden.

Inulinclearance

Die Goldstandardmethode zur Bestimmung der glomerulédren Filtrationsrate ist die
Inulin-Clearance. Bei Inulin handelt es sich um ein Polysaccharid, das aus 30 beta-2,4-
glykosidisch verkniipften Fruktoseeinheiten besteht. Es hat ein Molekulargewicht von 5
kD und kommt in verschiedenen Pflanzen vor. Da es nicht verstoffwechselt, frei
glomerular filtriert und nicht tubuldr resorbiert oder sezerniert wird, ist es besonders gut

zur Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate geeignet (Perrone 1992).

Nach dem Fickschen Prinzip ldsst sich herleiten, dass Clearance und GFR bei der
Annahme eines ,,perfekten* Stoffes identisch sein miissen, so dass aus diesem Grund

die Inulin-Clearance der glomerulédren Filtrationsrate entspricht.

Zunichst verwendete man die klassische Methode der Inulin-Clearance, bei der Inulin
intravends zur Aufséttigung gespritzt und im Anschluss als Dauerinfusion appliziert
wird (Shannon u. Smith 1935). Dabei muss mehrfach Urin gesammelt sowie Blut
abgenommen werden. Aus der Konzentratrion von Plasma und Urin lésst sich

schlieBlich die Inulinclearance und somit die glomerulére Filtrationsrate bestimmen.

Mit der Plasma-Inulin-Clearance ergab sich 1946 die Moglichkeit, die Inulinclearance
ohne Urinsammlung abzubilden (Earle u. Berliner 1946). Dabei machte man sich
zunutze, dass bei gleich bleibender Plasma-Inulin-Konzentration die kontinuierliche

Inulin-Infusion der Inulin-Exkretion {iber die Niere entspricht.

Fiir die vorliegende Arbeit fand die sogenannte Single-Shot-Methode Anwendung. Bei
dieser wird eine einmalige Inulinapplikation vorgenommen und in vordefinierten
Zeitraumen Blut abgenommen. SchlieBlich wird anhand des pharmakokinetischen
Verlaufs nach dem Zwei-Kompartiment-Modell die GFR berechnet. Dabei findet ein
computerbasiertes Programm Anwendung, mit dessen Hilfe aus den gemessenen Daten

die glomerulére Filtrationsrate bestimmt wird (Zitta et al. 2002). Insgesamt konnte



schon in vorangegangenen Arbeiten die gute Aussagekraft der Single-Shot-Methode im
Vergleich mit der oben beschriebenen klassischen Methode beobachtet werden (Florijn

et al. 1994).

Endogene Kreatinin-Clearance

Zur einfachen Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate benotigt man einen Stoff,
der korpereigen ist und den Eigenschaften des Inulin entspricht, also frei glomerular
filtriert und nicht tubulér sezerniert wird. Das korpereigene Kreatinin erfiillt am ehesten
diese Eigenschaften in Hinblick auf die glomerulére Filtration. Bei Kreatinin handelt es
sich um ein Abbauprodukt der Muskelstoffwechsels. Dabei wird Kreatininphosphat
unter Phosphatabspaltung zu Kreatinin zyklisiert.

Bei der klassischen Methode handelt es sich um die Bestimmung der 24-h-

Kreatininclearance.

Kreatinin wird nicht nur glomerulér frei filtriert, sondern ebenfalls in geringerem Mal3e
proximal-tubuldr sezerniert. Dies konnte 1935 durch Shannon nachgewiesen werden,
der das organische Kathion Phlorizin applizierte. Die proximal tubuldre Sekretion von
Kreatinin wird durch diesen Stoff kompetitiv gechemmt, und die beobachtete Kreatinin-

Ausscheidung sank ab (Shannon u. Smith 1935).

Auch wird die tubuldre Sekretion von Kreatinin durch Medikamente beeinflusst, z.B.
Cimetidin (Burgess et al. 1982) oder Trimpethoprim (Berglund et al. 1975), die am

gleichen Rezeptor ansetzen.

Bei normaler Nierenfunktion betrégt der sezernierte Anteil zwischen 10 und 15 %. Je
kleiner die GFR ist, desto grofer wird der Anteil der tubuldren Sekretion, was dazu

fiihrt, dass der Serumkreatininwert konstant bleibt (Shemesh et al. 1985).

Aus diesem Grund kann die Kreatinin-Clearance nur als Nidherung der tatséchlichen
glomeruldren Filtrationsrate gesehen werden. Daher entwickelte Levey eine Formel zur
Berechnung der glomeruldren Filtrationsrate aus der endogenen Kreatinin-Clearance, in

der die tubuldre Sekretion herausgerechnet wird (Levey et al. 1999):



Die Serumkonzentration des Kreatinins ist vom Muskelstoffwechsel abhéngig. Geht
man von einem muskelschwachen Patienten aus, kann ein niedriger Kreatininwert zu
einer Uberschitzung der tatsichlichen Nierenfunktion fiihren. Auch bei Patienten mit
einer erhohten Muskelmasse, wie zum Beispiel bei Sportlern, muss ein erhdhter

Kreatininwert nicht mit einer eingeschrénkten Nierenfunktion einhergehen.

Einen weiteren Einflussfaktor auf das Serumkreatinin stellt die Erndhrung dar.
Vegetarier nehmen auf Grund ihrer fleischfreien Kost nur wenig Kreatinin zu sich, was

einen niedrigeren Kreatininspiegel mit sich bringen kann (Hirschberg et al. 1985).

So kann aus der Erndhrung mit viel nicht-rohem Fleisch wiederum eine Erh6hung des

Kreatininspiegels resultieren (Preiss et al. 2007).

Zudem weisen Patienten mit einer praterminalen Niereninsuffizienz eine reduzierte
Muskelmasse und Mangelernihrung auf. Dies fiihrt zu einer Uberschitzung der GFR
durch ein falsch niedriges Kreatinin (Beddhu et al. 2003). Weiterhin wird bei sehr
niedrigen GFR-Werten Kreatinin enteral ausgeschieden (Mitch et al.1980).

Eine der groBiten Fehlerquellen bei Bestimmung der endogenen Kreatinin-Clearance
stellt die korrekte Sammlung des 24 h-Urins dar. Zum einen ist es mdglich, dass
einzelne Urinportionen verloren gehen, aulerdem verwerfen trotz genauester
Instruktionen einige Patienten die erste Morgenurinportion nicht in die Toilette, sondern
sammeln diese ebenfalls mit. Definitionsgemal handelt es sich dabei allerdings um das
Filtrat des Vortages. Daraus erfolgt schlielich eine falsche Berechnung der

Sammelmenge.

Auch bei der laborchemischen Bestimmung von Kreatinin kdnnen Fehler entstehen.
Eine weitere Fehlerquelle stellt die Jaffé-Reaktion dar. Kreatinin reagiert mit
Pikrinsdure. Anhand der Farbreaktion kann somit der Kreatininwert abgeschétzt
werden. Allerdings gibt es Chromogene, die zur Verfilschung des Kreatininwertes
fiihren konnen. Zu nennen sind zum Beispiel Bilirubin sowie Acetoacetat, Glucose,

Albumin und Blutfette (Vassault et al. 1992).



Die im Weiteren beschriebenen Formeln der GFR-Bestimmung sind kreatininbasiert, so

dass die Ungenauigkeiten beziiglich des Kreatinins ebenfalls Giiltigkeit besitzen.

Glomerulare Filtrationsrate nach MDRD

Die Forschungsgruppe von Levey (Levey et al. 1999; Rossing et al. 2006) hat in der
Studie ,,Modification of Diet in Renal Disease* (MDRD) eine neue Formel zur
Bestimmung der glomerulédren Filtrationsrate entwickelt, anhand derer es mdoglich ist,
die GFR aus der Serumkonzentration von Kreatinin, Alter und Geschlecht zu berechnen

(MDRD 1).

Die zweite Formel impliziert Harnstoff und Albumin zur Bestimmung der glomerulédren
Filtrationsrate (MDRD 2).

Diese Formeln bieten eine bessere Moglichkeit, die tatsdchliche glomeruldre
Filtrationsrate abzuschéitzen, da es durch die Kreatinin-Clearance zu einer
Uberschitzung der GFR um 19 % und durch die Formel von Cockcroft und Gault um
16 % kommt (Levey et al. 1999). Bei der Entwicklung der Formel wird eine Population
betrachtet, bei denen in 6 % der Fille ein Diabetes bekannt ist. Zudem handelt es sich
um normgewichtige Patienten. Patienten mit einer diabetischen Nephropathie wurden
aus der Studie zur Entwicklung der MDRD-Formeln ausgeschlossen. Typ 1 Diabetiker
fanden keinen Einschluf} in die Studie, insulinpflichtige Typ 2 Diabetiker waren nur zu
6 % berticksichtigt worden. Betrachtet wurden Patienten mit einer glomerulidren

Filtrationsrate zwischen 20 und 70 ml/min / 1,73m?.

Folgende Vorteile werden in der Studie aufgefiihrt: Die Formeln sind in der Lage, die
glomeruldre Filtrationsrate in einem grof3en Intervall abzubilden. AuBlerdem ist es
moglich, sowohl Patienten mit einer normwertigen GFR als auch mit eingeschriankter

Nierenfunktion darzustellen.

Als weiterer wichtiger Faktor gilt, dass eine Urinsammlung nicht notwendig ist. Ebenso
entfallt die Beriicksichtigung von Grof3e und Gewicht. Zudem beriicksichtigt die Formel
einen ethnischen Faktor, der laut den Autoren von besonderer Relevanz ist, da die
Privalenz chronischer Nierenerkrankungen in der schwarzen Bevolkerung besonders

hoch sei. Eine Uberlegenheit bei der Anwendung der Formeln in dieser Population



gegeniiber der Cockcroft-Gault-Formel und Kreatininclearance wurde von Lewis
nachgewiesen (Lewis et al. 2001). Die geschitzte GFR kann zusitzlich direkt vom

Labor tibermittelt werden.

Zu beriicksichtigen ist, dass die meisten Patienten der MDRD-Studie eine GFR
zwischen 20 und 70 ml/min / 1,73 m? aufwiesen (Lhotta et al. 2005). Daher ist die
Zuverlassigkeit in diesem Bereich besonders grof3. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass es durch die MDRD-Formeln besser moglich ist, eine chronische
Niereninsuffizienz zu diagnostizieren und einzuteilen, als mit der Cockroft-Gault-

Formel (Rigalleau et al. 2005).

Die tubulére Sekretion des Kreatinins bleibt in den MDRD-Formeln unberiicksichtigt.
In der Arbeit von Beddhu kann in GFR-Bereichen <20 ml/min eine Uberschitzung der
glomeruldren Filtrationsrate nachgewiesen werden, die auf diesem Problem beruht
(Beddhu et al. 2003). Eine Unterschitzung der glomeruldren Filtrationsrate wird bei
Patienten mit Hyperfiltration bei Mikroalbuminurie beschrieben (Rossing et al. 2006).
Weiterhin ist problematisch, dass es sich bei Patienten mit fortgeschrittener
Niereninsuffizienz um solche mit geringer Muskelmasse handelt. In der Arbeit von
Grootendorst wird erldutert, dass bei hoher Muskelmasse eine niedrige GFR resultiert,
da sich Kreatinin in dieser Formel im Nenner findet. Hingegen kann bei Patienten mit
kleiner Muskelmasse eine hohe GFR resultieren, was zu einer Verfilschung,
insbesondere bei muskelschwachen urdmischen Patienten von Bedeutung ist

(Grootendorst et al. 2011).

Die Formel zeigt eine Abhingigkeit vom Korpergewicht auf und ist an
normgewichtigen Individuen entwickelt worden (Levey et al. 1999). Beispielsweise
wird in der Arbeit von Jacobieren aufgezeigt, dass bei vorliegendem Ubergewicht keine
verldssliche Aussage zur glomeruldren Filtrationsrate moglich ist (Jacobien et al. 2005) .
Wiederholt konnte eine Unterschidtzung der GFR bei Patienten mit einem Diabetes

nachgewiesen werden (Rigalleau et al. 2011).



Glomerulire Filtrationsrate nach Cockcroft und Gault

Die Cockceroft-Gault-Formel wurde anhand einer Stichprobe von 249 Ménnern
entwickelt, die eine glomeruldre Filtrationsrate zwischen 30 und 130 ml/min / 1,73m?
aufwiesen. Entwickelt wurde sie anhand der Kreatinin-Clearance mit 24-h-
Urinsammlung. Informationen zur ethnischen Herkunft fehlen (Cockcroft u. Gault

1976).

In dieser Formel finden Kreatinin, Alter sowie Gewicht Beriicksichtigung. Bei Frauen

wird mit einem Faktor von 0,85 multipliziert.

In zahlreichen Studien ist diese Formel bereits validiert worden (Lemann et al. 1990).
Im Vergleich zur MDRD-Formel zeigte sich, dass sie bei Patienten mit normaler oder
gesteigerter GFR von Vorteil ist (Vervoort, Willems, & Wetzels 2002). Allerdings ist
mit abnehmender GFR die Ubereinstimmung mit der Inulin-Clearance zunehmend
geringer (Botev et al. 2009). Bei Patienten mit einer Mikroalbuminurie wird die GFR
durch die Cockcroft-Gault-Formel unterschitzt (Rossing et al 2006). In den Arbeiten
z.B. von Rossing und Cirillo ist bei dieser Formel eine Abhidngigkeit von Alter und
BMI nachweisbar, sie zeigt jedoch eine gute Vorhersage der GFR unabhéngig vom

Geschlecht (Cirillo et al. 2005; Rossing et al. 2006).

Glomerulire Filtrationsrate nach Cystatin C

Bei Cystatin C handelt es um ein kationisches, nicht glykolysiertes Polypeptid. Es wiegt
13 kD, besteht aus 120 Aminosaduren und wird von allen kernhaltigen Zellen hergestellt
und sezerniert. Funktionell handelt es sich um einen Cystein-Protease-Inhibitor, der am
ehesten protektive Eigenschaften besitzt und Bindegewebszellen vor Enzymen aus
apoptotischen Zellen schiitzt.

Es wird postuliert, dass Cystatin C besonders zur Abbildung der Nierenfunktion
geeignet ist, weil es ausschlieBlich glomerular filtriert und tubulér vollstindig abgebaut

wird.



Es ist von Vorteil, dass zur Bestimmung der GFR nach Cystatin keine Urinsammlung

notig ist. Somit wird hier ein entscheidendes Fehlerpotenzial ausgespart.

Wie beim Kreatinin ist nur eine einmalige Blutabnahme notwendig. Ein Anstieg der
Cystatin—C-Konzentration zeigt schon friiher eine Nierenfunktionsstérung an, als das
beim Serumkreatinin der Fall ist (88 ml/min / 1,73m? zu 75 ml/min / 1,73m?) (Coll et al.
2000).

Bisher ist man davon ausgegangen, dass Cystatin von der Korpermasse und
Korperzusammensetzung der Patienten unabhéngig ist. Dies wird jedoch durch die
Veroftentlichung von Macdonald widerlegt (Macdonald et al. 2006). Zwar wird
Cystatin C von allen kernhaltigen Zellen konstant sezerniert, andererseits muss man
diesem Argument entgegenhalten, dass 60 % der kernhaltigen Zellen Muskelzellen sind.
Weiterhin wurde in der Studie von Rule festgestellt, dass es Confounder gibt, die die
Aussagekraft der GFR nach Cystatin C einschrianken (Rule et al. 2006). Hierzu zéhlt
zum Beispiel eine Immunsuppression aber auch ein inflammatorischer Prozess. Zu
Grunde liegt hierbei ein vermehrter Zelluntergang, der eine erhdhte

Cystatinausschiittung zur Folge hat. Diese fiihrt zu einer Unterschdtzung der GFR.

Zudem muss beriicksichtigt werden, dass die Cystatinproduktion und die extrarenale
Ausscheidung unabhingig von der Nierenfunktion ist, was in der Arbeit von Sjostrom
dargestellt wird (Sjostrom et al. 2005). Patienten an der Himodialyse ohne
Restausscheidung haben laut Formel noch immer eine GFR nach Cystatin, die
allerdings durch die extrarenale Eliminierung zu erkldren ist. Somit ist bei einer

hochgradig eingeschriankten Nierenfunktion die Aussagekraft gering.

Weiterhin wurden Faktoren gefunden, die Einfluss auf die Konzentration von Cystatin
C haben. Dazu zdhlen hohes Alter, midnnliches Geschlecht, hohe Gréfe sowie Gewicht,
Rauchen und ein erhohtes C-reaktives Protein (Shlipak et al. 2006). In Hinblick auf
Diabetiker ist die Bestimmung der GFR nach Cystatin einer kreatininbasierten
Bestimmung nicht iiberlegen (Iliadis et al. 2011). In einer Studie mit Typ 1 Diabetikern
konnte beobachtet werden, dass eine Abhédngigkeit von Geschlecht und Alter vorliegt

(Maabhs et al. 2011).
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Weiterhin hat sich gezeigt, dass ein erhdhter Cystatin—C-Spiegel bei dlteren Menschen

mit einem deutlichen Risiko von kardiovaskuldren Ereignissen und Tod einhergeht.

Para-Aminohippursiure-Clearance

Para-Aminohippursiure (PAH) ist ein Kondensationsprodukt aus p-Aminobenzoesédure
und Glycin und kommt im Ko6rper als Stoffwechselprodukt vor. Dieser Stoff wird zu
einem Teil glomerulér filtriert und zum gréBeren Teil tubulér sezerniert und so
vollsténdig iiber die Niere ausgeschieden. Dies konnte z.B. in Stop-Flow-
Untersuchungen 1958 nachgewiesen werden (Malvin et al. 1958). Somit dient die PAH-
Clearance zur Abbildung des renalen Blutflusses. Unter Beriicksichtigung des
Hamatokritwertes kann schlieBlich aus dem renalen Plasma- der renale Blutflu3

bestimmt werden.

Die PAH-Clearance kann nur indirekt unter Anwendung des Fickschen Prinzips
ermittelt werden (Fick 1870). PAH wird in den Nieren vollstindig ultrafiltriert und
tubulér sezerniert, 91 % des PAH wird im Urin und 9 % in der Nierenvene
nachgewiesen. Diese Diskrepanz kommt durch das Blut zustande, das aglomerulér die
Niere durchstromt oder postglomerular flie3t, so dass kein Anschluf3 an tubulére Zellen
gegeben ist (Vorburger u. Teuscher 1963). Die PAH-Clearance gibt somit am besten die
tubuldre Funktion wieder. In der Arbeit von Smith wird ein Normbereich von

634 ml/min festgelegt (Smith et al. 1938). Parallel zur Inulin-Clearance wurde zunéchst
die klassische Methode angewandt, die sich zur Vereinfachung ebenfalls bis zur Single-

Shot-Methode weiterentwickelte (Earle u. Berliner 1946).

Mit der PAH-Clearance kdnnen so tubuldre Schiden abgebildet werden und die
Schadigungstypen, die per definitionem nicht zum Krankheitsbild der diabetischen
Nephropathie gehoren, betrachtet werden.

Harnstoff - Clearance

Bei Harnstoff handelt es sich um das Abbauprodukt des Aminosédurestoffwechsels. Aus
Ammoniak entsteht durch den Stoffwechselprozess des Harnstoffzyklus Harnstoff,

welcher renal ausgeschieden wird.
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Im Gegensatz zu einem idealen Stoff zur Abbildung der glomeruldren Filtrationsrate
wird die Hilfte des sezernierten Harnstoffes im Tubulus riickresorbiert. Dies konnte

bereits 1956 beobachtet werden (Heintz et al. 1956).

Weiterhin hiangt die Harnstoffkonzentration im Serum auch von der der Hohe der
Produktionsrate des Stoffes ab. Eine Erhohung ist zum Beispiel Folge vermehrter

Proteinzufuhr, Katabolismus von Proteinen sowie intestinaler Blutungen.

In der Arbeit von Hayman wird gezeigt, dass in einer gesunden Population eine Spanne
von 38 bis 112 ml/min auffidllt, so dass nur eine grobe Aussage zur Nierenfunktion
moglich ist (Hayman et al. 1933). In der Arbeit von van Slyke wird die Abhédngigkeit
vom Harn/Zeit-Volumen nachgewiesen (Van Slyke et al. 1934). Je geringer der
Urinfluss, desto groBer die Harnstoffriickresorption im Sammelrohr. Die Einschrinkung

bei der Bestimmung der Nierenfunktion wird aus dem oben Gesagten deutlich.

In niedrigen GFR-Bereichen (<20 ml/min) wird die kombinierte Kreatinin-
Harnstoffclearance angewendet, um das Fehlerpotential, dass bei Bestimmung der

Kreatininclearance iiber die tubuldre Sekretion entsteht, auszugleichen (Korevaar et al.

2001).

Insulinresistenzbestimmung

Ubergewichtige Diabetiker haben zum Teil einen hohen Bedarf an Insulin, ohne dass
eine addquate Wirkung auf den Blutzuckerspiegel besteht. Zur Bestimmung der

Insulinresistenz fand der HOMA-IR-Score Anwendung.

Dabei beschreiben geringe Werte eine hohe Insulinsensitivitdt, hohe Werte eine

Insulinresistenz.
Bonora beobachtet, dass bei einer erhohten Insulinresistenz, die mit der HOMA-Formel

bestimmt wurde, ein erhohtes Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen vorliegt (Bonora

et al. 2002).
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In zahlreichen Arbeiten wird bereits ein Zusammenhang zwischen chronischer
Niereninsuffizienz und Insulinresistenz beschrieben (De Cosmo et al. 2006; Chen et al.
2003; Shuzo et al. 2005; Landau et al. 2011). In der Arbeit von Chen wird in einer
Population mit Nichtdiabetikern aufgezeigt, dass mit hoherer Insulinresistenz auch eine
Zunahme der chronischen Niereninsuffizienz einhergeht (Chen et al. 2003). In der
Arbeit von de Cosmo wird vermutet, dass die Insulinsensitivitit der pathogenetische
Faktor ist, der die fortschreitende Niereninsuffizienz sowie die erhohte Mortalitidt und

Morbiditét bei Typ 2 Diabetikern zeigt (De Cosmo et al. 2006).

Zudem konnte in einem Clampversuch nachgewiesen werden, dass eine
antinatriuretische Wirkung bei erhohten Insulinkonzentrationen vorliegt (Skett et al.

1989; Grunfeld et al. 1995; Horita et al. 2011).

Zusammenhang zwischen Adiponectin und Leptin sowie der Insulinresistenz

Bei Adiponectin handelt es sich um ein Peptidhormon. Es wird in den Fettzellen des
menschlichen Korpers gebildet und sorgt fiir Hungergefiihl und regelt somit die

Nahrungsaufnahme. Es verstarkt die Wirkung des Insulins an den Fettzellen.

Je nach Fiillungszustand der Fettzellen wird Adiponectin gebildet. Sind sie wenig
gefiillt, wird viel Adiponectin gebildet (Diez u. Iglesias 2003). Bei Typ 2 Diabetikern
handelt es sich hdufig um Patienten mit einem metabolischen Syndrom, so dass hier ein
hoher Fiillungsgrad der Fettzellen vorliegt. Dementsprechend fehlt die sensibilisierende
Wirkung des Adiponectins, da aufgrund des hohen Fiillungszustandes der Fettzellen nur
wenig Adiponectin ausgeschiittet wird. Diesen Zusammenhang zeigt unter anderem die

Arbeit von Lawlor auf (Lawlor et al. 2005).

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Ausbildung arteriosklerotischer
Gefaflveranderungen unterdriickt wird. Bei der Entstehung der Arteriosklerose kommt
es zu einer Oxidierung von LDL-Cholesterinmolekiilen. Diese induzieren
Adhésionsmolekiile in den Endothelzellen (VCAM-1 und das Interzelluldre Adhésions
Molekiil 1). Leukozyten lagern an diesen an, und es kommt zur Aktivierung der

inflammatorischen Kaskade (Libby et al. 2010). Adiponektin hemmt in TNF-alpha
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aktivierten Zellen die Ausbildung der Adhdsionsmolekiile, indem inflammatorische
Transkriptionsfaktoren suprimiert werden und NF-kb aktiviert wird (Ouchi et al. 1999;
Ouchi et al. 2000). Weiterhin spielt Adiponektin eine Rolle bei reversem Cholesterin-
Transport (Tsubakio-Yamamoto et al. 2008).

Bei Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz sind erhdhte Adiponectinlevel
jedoch mit einer erhohten Mortalitdt assoziiert (Jia et al. 2012). Die zugrunde liegenden

Mechanismen sind Gegenstand aktueller Forschung.

Leptin ist ein Proteohormon. Im Gegensatz zu Adiponectin hemmt Leptin das
Hungergefiihl. Es spielt ebenfalls eine Rolle bei der Fettstoffwechselregulierung des
Menschen. Weiterhin steuert es Funktionen wie Fruchtbarkeit, Immunsystem,
Knochenstoffwechsel und Angiogenese (Rajala u. Scherer 2003). Mit der Hoffnung,
durch die Gabe von Leptin den Appetit und die Nahrungsaufnahme zu ziigeln, wollte
man diesen Stoff zur Behandlung der Adipositas einsetzen. Dabei stellte sich heraus,
dass bei diesen Patienten weniger ein Mangel als eine Resistenz gegen Leptin vorliegt
(Ahima u. Flier 2000). Negativer Aspekt ist, dass erhohte Plasmaleptinlevel zum
Anstieg des Blutdrucks und Tachykardien fithren kénnen, was unter anderem in
Tiermodellen nachvollzogen werden konnte (Carlyle et al. 2002). Weiterhin wird der
Zusammenhang zwischen Nierenfunktion und Leptinleveln beschrieben (Shoji et al.

1997).
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Fragestellung

Typ 2 Diabetiker mit eingeschrinkter Nierenfunktion haben bereits vor Eintritt der
Dialysepflichtigkeit eine hohe kardiovaskuldre Mortalitét, die mit den typischen
Charakteristika assoziiert ist: Ubergewicht, Insulinresistenz, schwer einstellbare
Hypertonie und chronische Uberwisserung. Eine tubulire Schidigung ist in dieser
Patientengruppe haufig und klinisch pradominant, was die Bestimmung der
Nierenfunktion mit den herkémmlichen Untersuchungsmethoden erschwert, die in der
Regel die glomerulédre und weniger die tubulire Funktion bestimmen. Die
gebrauchlichen renalen Funktionsuntersuchungen beschranken sich auf die Bestimmung
der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) mit der MDRD und der Cockcroft-Gault-
Formel, mit der endogenen Kreatinin-Clearance (ECC) oder mit Cystatin C. Mit der
Inulin- und der PAH-Clearance zur Bestimmung der glomeruldren und der tubulédren
Funktion soll das Ausmal der gesamten funktionellen, renalen Schidigung erfasst und

in Korrelation zu den gebrauchlichen Funktionsparametern gesetzt werden.
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Patienten, Material und Methoden

Patienten

Das Material zur vorliegenden Arbeit wurde durch Untersuchungen, Probeentnahme
und Auswertungen im Nephrologischen Zentrum Haan/ Hilden/ Mettmann/ Velbert in
der Zeit vom 13. Dezember 2005 bis 29. Juni 2006 erarbeitet.

Bei den Patienten handelt es sich um iibergewichtige Personen, die sowohl eine
arterielle Hypertonie als auch einen insulinpflichtigen Diabetes mellitus aufweisen.

Allen gemein ist eine Erhdhung des Kreatinins >2,0 mg/dl .

Einschlusskriterien
- Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus

- Gewicht >90 kg,

- arterielle Hypertonie,

- eingeschrinkte Nierenfunktion mit Kreatinin >2,0 mg/dl,

- BMI>25 kg/m?,

- Alter: >40 Jahre bei Diagnosestellung des Diabetes mellitus.

Ausschlusskriterien
- fehlende Einwilligung

Das Ethikvotum findet sich unter der Studiennummer 4399.

Studiendesign

Folgende Untersuchungen wurden bei den Probanden durchgefiihrt: Es wurden
Korpergewicht und Body-Mass-Index als Quotient des Gewichts und der Korpergrof3e
im Quadrat vor Beginn der Untersuchung am selben Tag bestimmt. Die Korpergrofie
und das Gewicht des Patienten wurden vor Ort gemessen. Auflerdem erklérten sich die
Patienten bereit, eine 24-h-Blutdruckmessung durchfiihren zu lassen. Weiterhin wurden
aus dem aus einer Venenverweilkaniile Blut abgenommen sowie die Patienten instruiert
iiber 24 Stunden Urin zu sammeln. Einigen Patienten war die Methode der 24-h-

Urinsammlung bereits bekannt, da sie sich schon ldnger in nephrologischer Behandlung
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befanden. Allen wurde die Methode jedoch noch einmal genau anhand eines
Merkblattes erldutert. Die Patienten wurden angehalten, den ersten Morgenurin zu
verwerfen. Ab diesem Zeitpunkt sollte der Urin in einem vom Studienzentrum
bereitgestellten Behéltnis fiir 24 Stunden einschlieBlich des Morgenurins des
darauffolgenden Tages gesammelt werden. Die Patienten sollten den gesammelten Urin

am Tage der Untersuchung mitbringen.

Aus dem Blut wurden Adiponectin, Leptin, C-Peptid, Niichternglukose nach 12-
stiindiger Nahrungskarenz und Insulinpause, Kreatinin, Harnstoff, Cystatin C, BNP,
CRP, Gesamteiweil3, Albumin, HbA1c, Cholesterin, HDL, LDL und Trigylceride
bestimmt. Im Urin erfolgten Bestimmung von Kreatinin, Gesamteiweil3, Mikroalbumine

sowie Elektrolyte. Im Verlauf wurde die Bestimmung von Harnstoff im Urin erginzt.

Zusitzlich wurde eine Echokardiographie durch einen Untersucher zur Bestimmung des
linksventrikuldren diastolischen Diameters, des pulmonal arteriellen Vorhofdrucks und

der Ejektionsfraktion durchgefiihrt.

Als Referenzmethode wurde die Single-Shot-Inulin-Clearance verwendet. Auflerdem
wurde zusammen mit Inulin PAH injiziert, das die tubuldre Funktion der Niere abbilden
sollte. Es erfolgte eine Applikation des Stoffes intravends iiber eine
Venenverweilkaniile tiber zwei Minuten. Nach dem unten beschriebenen Schema
erfolgten Blutentnahmen zur Bestimmung der Inulinkonzentration im vendsen Blut, um
daraus die Konzentrationskurve zu ermitteln. Aus der applizierten Inulinmenge und der

Flache unter der Kurve konnte schlieBlich die Inulinclearance bestimmt werden.

Methode der GFR Bestimmung und der Bestimmung des renalen Plasmaflusses

Material:

1 Ampulle Inutest 25 %, Wirkstoff Sinistrin
1 Ampulle PAH

1 Perfusorenspritze 50 ml

5 ml 0,9 % NaCl-Losung

1 Venenverweilkatheter
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1 Dreiwegehahn

14 EDTA-Monovetten (3,2 ml)
14 Serum-Monovetten (7,5 ml)
4 Adapter fiir Monovetten

8 Spritzen a 10 ml

250 ml 0,9 % NaCl-Losung

Untersuchungsablauf :

Vorbereitung:

Die Patienten wurden angewiesen, 12 h vor der Untersuchung nichts zu essen und kein
Insulin zu spritzen. Um einen kriftigen renalen Plasmafluss zu erreichen, wurden die
Patienten oral hydriert, indem sie 10 ml/kg Korpergewicht ungesii3ten Friichtetee oder
Wasser vor erster Blutabnahme aufnehmen sollten, bevor mit der Untersuchung

begonnen wurde.

Um das Brain-natriuretische Peptid richtig bestimmen zu konnen, sollten die Patienten
vor der ersten Blutabnahme eine halbe Stunde Bettruhe einhalten. Die 24-h-
Urinsammlung wurde von den Patienten als Vorbereitung bereits am Vortag

durchgefiihrt und entsprechend am Untersuchungstag mitgebracht.

Den Patienten wurde wihrend der Zeit, in der sie die oben beschriebene Trinkmenge
Friichtetee oder Wasser zu sich nehmen mussten, eine Venenverweilkaniile gelegt, an
die ein Dreiwegehahn und eine Infusion mit 250 ml 0,9-prozentiger NaCl-Losung

angehdngt wurde, um die Durchgédngigkeit der Kaniile zu gewéhrleisten.

Zudem wurden in die Perfusorenspritze 20 ml 25-prozentiges Inulin, Sml PAH und 5 ml

0,9-prozentige NaCl-Losung aufgezogen.

Untersuchung:

Bevor mit der Applikation des Inulin-PAH-Gemisches begonnen wurde, wurden den
Patienten sechs EDTA- und sechs Serummonovetten abgenommen, um die Werte zum
Zeitpunkt vor Untersuchungsbeginn zu ermitteln, aber auch um alle anderen oben

aufgefiihrten Parameter zu bestimmen.
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Darauf folgte die zweiminiitige Injektion des 30 ml Inulin-PAH-Gemisches.
Anschlieend wurde nach 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 und 180 min jeweils eine
Serummonovette und eine EDTA-Monovette Blut abgenommen. Da zur Ermittlung der
Clearance eine PC-gestiitzte Berechung erfolgte, musste darauf geachtet werden, dass
die Abnahmen so zeitgenau wie mdglich erfolgten. War dies einmal nicht der Fall,

wurde dies im Protokoll minutengenau vermerkt.

24 h-Kreatinin-Clearance

Zur Clearance-Bestimmung ist eine 24h Urinsammlung nétig. Die Sammlung beginnt
nach dem Aufstehen mit dem Entleeren der Blase in die Toilette. Danach wird {iber 24 h

der Urin gesammelt.
Mit folgender Formel erhélt man schlieBlich die Kreatinin-Clearance:

Clea = Urinkrea (umol/l)> Urinminutenvolumen (ml/min)>1,73
Serumkrea (umol/1)>XKO (m?)
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Bestimmung der GFR nach Modification of Diet in Renal Disease Studie

In dieser Arbeit werden zwei Formeln untersucht, die aus der Studie von Levey

hervorgegangen sind:

MDRD 1 =186 xKr (mg/dl)™""** xAlter >** (0,742 bei Frauen),
(X,210bei Me nschen mit schwarzer Hautfarbe)

MDRD2 =170 xKr (mg/dl)**” xAlter *'"° xHast (mg/dl) """ xAlbumin (g/dl)**"®
(Frauen :>0,762), (X,210 bei Me nschen mit schwarzer Hautfarbe)

Bei beiden Formeln handelt es sich um urinunabhéngige Berechnungen der
Nierenfunktion, wobei bei MDRD 1 nur die Serumkreatininkonzentration (Kr), das
Alter des Patienten, das Geschlecht und die ethnische Herkunft von Bedeutung sind. In
der MDRD 2 werden zusitzlich Harnstoff (Hast) und Albumin beriicksichtigt.

Bestimmung der GFR nach Cockcroft and Gault
Wie bei der MDRD Studie wird auch bei Cockcroft und Gault die Nierenfunktion

unabhingig von einer Urinsammlung errechnet:

GFR(C & G) = (140 - Alter)>Korpergewicht (30,85 bei Frauen)
72 XKrea
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Bestimmung der GFR nach Cystatin C
Aus dem am Zeitpunkt 0 abgenommenen Blut wurde die Cystatin-C-Clearance

bestimmt.

Zur Bestimmung der Clearance kann man sich die Proportionalitit von Cystatin-C-
Konzentration und Clearance zu Nutze machen, so dass folgende Formel Anwendung

findet:

74,835

GFR (Cys)= — 1830
) smg) ™

Bestimmung der kombinierten Kreatinin-Harnstoff-Clearance

Zur Korrektur des Fehlers, der durch die tubuldre Sekretion des Kreatinins entsteht,
findet die kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance Anwendung. Es wurden die
Werte von 16 Patienten ausgewertet.

Folgende Formel wird verwendet:

Grr. EHC+ECC
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Inulin-Analytik

Gerdte

1. Life Science UV/Vis Spektrophotometer, Serie DU 530, Firma Beckmann
Instruments, Fullerton, CA, USA

2. Universal 20RF Zentrifuge, Firma Hettich Zentrifugen, Miilheim a.d. Ruhr,
Deutschland

Losungen

1. Trichloressigsdure 8-prozentig
8,81 g Trichloressigsdure (Merck 807.2050) + 50 ml Aqua dest.
2. Anthronreagenz

100 ml Aqua dest. + 250 ml Schwefelsdure + 0,07 g Anthron

Durchfiihrung
Direkt nach der Abnahme wurden die Proben abgesert und bei -20 °C tiefgefroren, so

dass sie zu einem spiteren Zeitpunkt weiterverarbeitet werden konnten.

Fiir die Versuchsreihe wurden die Proben zuerst enteiweit. Dazu wurden 100 pl Serum
mit 1,1 ml 8-prozentiger Trichloressigsdure versetzt und 10 min inkubiert. Danach

wurden die Proben bei 3000 m™ 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.

100 ul des Uberstandes wurden pippetiert und mit 1 ml Anthronreagenz versetzt. Diese
Probe wurde dann fiir 10 Minuten bei 55 °C im Wasserbad inkubiert, und innerhalb von

30 min wurde die Extinktion im Photometer bei 617 nm Wellenldnge gemessen.

AuBerdem wurde eine Standardreihe angesetzt. Da die Standards in Aqua dest. verdiinnt
waren, mussten diese nicht enteiweiflt werden. Der hochste Ansatz bestand aus 300 pl
Aqua dest gespiked mit 96 pl 1:100-Inulinverdiinnung. Der néchst niedrige Standard

wurde mit 150 pl des hoheren Standards gemischt und so verdiinnt.
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PAH-Analytik

Gerdte
1. Life Science UV/Vis Spektrophotometer, Serie DU 530, Firma Beckmann
Instruments, Fullerton, CA, USA
2. Universal 20RF Zentrifuge, Firma Hettich Zentrifugen, Miilheim a.d. Ruhr,
Deutschland

Losungen

1. Trichloressigsdure 10 prozentig
110,13 g Trichloressigsdure (Merck 807.0250) + 500 ml Aqua dest.

2. Natriumnitrit 1000mg/ml
d.h. 1 g/ml, also 0,05 g Natriumnitrit (Merck 6549.0500) ad 50 ml Aqua dest.,

3. Amidosulfonsdurelsung (5000 mg/1000 ml)
d.h. 5Smg/ml, also 0,2 5g Amidoschwefelsdure (Merck 1.00103.0100) ad 50 ml
Aqua dest.

4. N-(1-naphtyl-)ethylendi-ammoniumhydrochlorid (5000 mg/1000 ml)
d.h. 5 mg/ml, also 0,21 g N-(1-naphtyl-)ethylendi-ammoniumhydrochlorid
(Merck 59537.0003) in 4,2 ml warmem Methanol auflosen und 37,8 ml Aqua
dest. dazugegeben

5. Ethanol abs. 96 % (Merck 1.00983.2,51)

Durchfiihrung
100 pl Serum wurden mit Iml 10-prozentiger Trichloressigsdure versetzt. Bei
Raumtemperatur wurden die Proben 10 min inkubiert und mehrmals gemischt. Dann

wurde diese Losung 10 min bei 10.900 m™ und Raumtemperatur zentrifugiert.

Nacheinander wurden je 200 pl Natriumnitrit, Amidosulfonséureldsung und N-(1-
naphtyl-)ethylendi-ammoniumhydrochlorid hinzugegeben und dazwischen je 4 min
inkubiert. Zuletzt versetzt man das Reagenz mit 500 pl Ethanol abs. und misst mit dem

Spektrophotometer nach 40 min die Extinktion bei 546 nm Wellenlidnge.
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Wichtig war, dass sowohl Proben als auch Standards verdiinnt wurden. Somit musste

kein Verdiinnungsfaktor berticksichtigt werden.

Die Standardreihe wurde mit 300 pl Serumpool angesetzt und mit 48,6 pl 1:100-PAH-
Losung versetzt. Fiir die Verdiinnungsreihe wurden 150 pl Serumpool vorgelegt und

jeweils mit 150 pl des nachst hoheren Standards verdiinnt.

Evaluation der klinisch-chemischen Bestimmung von Inulin und PAH

An jedem Tag wurden sowohl fiir PAH als auch fiir Inulin neue Standardkurven
hergestellt, was bedeutet, dass diese fiir jeweils maximal drei Patienten giiltig waren, da
aus logistischen Griinden keine gro3ere Anzahl von Proben untersucht werden konnte

(z.B. Platz in der Zentrifuge).

Folgende Inulinkonzentrationen wurden in Verdiinnungsreihen hergestellt:
0 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 ug/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 800 pg/ml.
Somit konnten die bekannten Konzentrationen gegen die gemessenen Extinktionen

aufgetragen werden, was anhand des folgenden Beispieles (Tabelle 1) gezeigt werden

soll:

Inulinkonz. Extinktion
[ng/ml] [617nm]

0 0,014

25 0,110

50 0,182

100 0,342

200 0,685

400 1,268

800 2,187

Tabelle 1 — Beziige zwischen den Referenzen von Inulin-Standard-Reihe und Extinktion

Aus der Tabelle wird deutlich, dass bei einer Konzentration von 0 pg/ml trotzdem eine
Extinktion gemessen wird, die aufgrund der Eigenfirbung des Anthronreagenz zu
Stande kommt. Aus diesem Grund wurde dieser Wert als Background (Bkg) von allen

anderen Werten abgezogen (Tabelle 3).
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Inulinkonz. Extinktion Extinktion
[ng/ml] [617nm] nach Abzug
Bkg

0 0,014 0,000

25 0,110 0,096

50 0,182 0,168

100 0,342 0,328

200 0,685 0,671

400 1,268 1,254

800 2,187 2,173

Tabelle 2 — Inulin-Standard-Reihe und Extinktion. Extinktionswerte korrigiert nach Abzug Bkg

Diese korrigierten Werte wurden dann gegen die Inulinkonzentration aufgetragen

(Abbildung 1):

y=0,0017100x + 0,0029500
R? =0,9996677

OD 617nm
o =
BT

0 50 100 150 200 250
Inulin (ug/ml)

Abb 1 - Inulin Standard Kurve

Zur Errechnung der Inulinkonzentrationen wurden die Proben gemessen. Auch wurde
hier die gemessene Extinktion des 0-Minutenwertes abgezogen und die nach

Backgroundabzug ermittelten Extinktionswerte in die Standardkurve eingesetzt.

Wie oben erwéhnt, wurde die Standardreihe bei Inulinbestimmung in destilliertem
Wasser angesetzt. Somit ergab sich ein Verdiinnungsfaktor von 12. Die tatsdchliche
Konzentration ergab sich also erst nach Multiplikation der aus der Standardkurve

gewonnen Konzentrationen mit 12.
Zur Erstellung der PAH-Standardkurve wurde folgende Verdiinnungsreihen hergestellt:

0 ng/ml, 5,46875 pg/ml, 10,9375 pg/ml, 21,875 ug/ml, 43,75 ng/ml, 87,5 pg/ml, 175
png/ml und 350 pg/ml als hochster Standard.
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Die Vorgehensweise war analog zu der bei Inulin. Jedoch wurden bei PAH sowohl
Proben als auch Standard aus dem Serum bestimmt, so dass keine Beriicksichtigung
eines Verdiinnungsfaktors notig war. Die Untersuchungsmethode, die bei Inulin
angewendet werden konnte, war zum Zeitpunkt der Probenanalyse nur fiir Inulin

etabliert.

Bestimmung der Clearances von PAH und Inulin

Bei der Berechnung der Clearance sowohl des PAH als auch des Inulins fand das Zwei-
Kompartimenten-Modell Anwendung. Dabei wird davon ausgegangen, dass sich das
Extrazellularvolumen in zwei Abschnitte einteilt: einen gut durchbluteten zentralen
Anteil sowie einen weniger gut durchbluteten peripheren Bereich. Der infundierte Stoff
verteilt sich in diesen beiden Kompartimenten, und es kommt zunéchst zu einer
schnelleren Eliminierung aus dem besser durchbluteten Kompartiment, zu einer
Umverteilung des Stoffes aus dem zweiten, weniger gut durchbluteten Kompartiment
durch Diffusion in das erste Kompartiment und so schlie8lich zu einer langsameren
zweiten Eliminierungsphase des Stoffes. Angeglichen wird dieses durch eine

exponentielle Funktion, die sich aus der eingangs beschriebenen Annahme ergibt.

Bereits in den flinfziger Jahren war dieses Modell der Verteilung von Inulin beobachtet
worden. Zunichst wurden 30 h Infusionen als Voraussetzungen proklamiert, um ein
Steady State durch eine konstante Infusion zu erreichen. Diese Zeitdauer konnte aber in
den folgenden Jahren bereits deutlich reduziert werden, so dass heutzutage eine

Untersuchungszeit von 3 h ausreichend ist (Eppler et al. 1955; Mertz et Eppler 1959).

Die durch das Studienzentrum erhobenen Konzentrationen von PAH und Inulin wurden
durch das Forschungsteam von Professor Estelberger, Abteilung fiir Nephrologie an der
Medizinischen Universititsklinik Graz, unter der Annahme des Zwei-Kompartimenten-

Modells zur Berechnung der Clearance weiterverarbeitet (Estelberger et al. 1995).
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Kreatininbestimmung nach Jaffé

Kinetisches Jaffé-Assay (Roche Diagnostics, Mannheim)

Die Jaffé-Reaktion macht sich zu Nutze, dass bei alkalischem pH Kreatinin mit Pikrat
einen Komplex bildet. Dieser ldsst sich als Orangefirbung messen. Die gemessene

Extinktion ist direkt proportional zur Kreatininkonzentration.

Cystatin C Bestimmung

Bei Cystatin C handelt es um ein kationisches, nicht glykolysiertes Polypeptid. Es wiegt
13 kD und besteht aus 120 Aminoséduren. Es wird von allen kernhaltigen Zellen
hergestellt und sezerniert. Funktionell handelt es sich um einen Cystein-Protease-

Inhibitor.

Die Cystatin-C-Konzentration wurde anhand der nephelometrischen Methode der Firma

D. Behring bestimmt.
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Bestimmung weiterer Parameter

Parameter Methode Referenzwerte
Body Mass Index Korpergewicht (kg) Ubergewicht:
KorpergroBe (m)* >25kg/m?
Adipositas:
>30kg/m?
BNP Chemolumineszenz Assay (Biosite <100pg/ml
Koln)
HbAlc Immunoturbometrischer Assay (Roche | <6%
Integra, Roche Diagnostics, Mannheim)
Biochemische Autoanalyzer (P-Modul, Roche Niichtern-Glukose:
Parameter Diagnostics, Mannheim) 55-110 mg/dl
(Glukose, Harnstoft:
Albumin, <50mg/dl
Harnstoff) Albumin:
3500-5200 mg/dl
Insulin Elektrochemolumineszenter Assay 4 —241U/ml
(ECLIA, Roche/ Hitachi Modular
System E 170, Roche Diagnostics,
Mannheim)
Albumin und Immunturbometrischer Assay (P-Modul, | Mikroalbuminurie:
Gesamteiweil im | Roche Diagnostics, Mannheim) 30-30mg/24h
Urin Proteinurie:
>135mg/24h
HOMA- Glukose(mg/dl)>0,0556 > Insulin(mU/1)) | >5 spricht fiir
Index(Bonora, 22,5 hochgradige
Formentini, Insulinresistenz
Calcaterra,
Lombardi,

Marini, Zenari,
Saggiani, Poli,

Perbellini,
Raffaelli,
Cacciatori, Santi,
Targher,
Bonadonna, &
Muggeo 2002)

Tabelle 3 - Zusammenstellung der fiir die Studie zusiitzlich benoétigten Parameter und ihrer

Referenzwerte
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Statistik

Die verschiedenen Methoden der GFR-Berechnung wurden im Hinblick auf ihre
Genauigkeit der Abbildung der ermittelten Inulin-Clearance mithilfe der linearen
Regression betrachtet. So konnte zu jedem der ermittelten Parameter die
Varianzaufklarung an der exakten Berechnung iiber die Inulinclearance angegeben und

verglichen werden.

Mogliche statistische Zusammenhinge zwischen den gemessenen Gréen HOMA -
Index, BMI, Alter, Geschlecht und Proteinurie wurden mithilfe von
t-Tests, Korrelationsberechnungen und einer Varianzanalyse tiberpriift.

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Programm SPSS 18.
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Ergebnisse

Es wurden 47 Patienten in einem Zeitraum von Dezember 2005 bis Juni 2006
untersucht, von denen 9 weiblich und 38 ménnlich waren. Das Alter der Patienten
reichte von 45 bis 79 Jahren. Der Mittelwert lag bei 67,25 Jahren

(SD =7,69) und der Median bei 69 Jahren.

Bei unserem Kollektiv handelte es sich um eine Gruppe iibergewichtiger Diabetiker.
Der Body—Mass-Index lag zwischen 26,23 kg/m? und 57,53 kg/m?, der Mittelwert betug
35,45 kg/m? (SD = 6,14) und der Median 34,56 kg/m?.

Der Niichtern-Glukosewert betrug im Mittelwert 151,5 mg/dl (SD = 51,09), der Median
liegt bei 157,0 mg/dl und die Verteilungsbreite zwischen 41,0 mg/dl und 276 mg/dl.

Der HbA1c unserer Studienteilnehmer befand sich in einer Spanne von 5,2 und 10,5 %,

der Mittelwert betrug 7,18 % (SD = 1,14) und der Median 7,0 %.

Die durchschnittliche Kreatinin-Konzentration lag bei 2,06mg/dl (SD = 0,89) mit einem
Median von 1,90 mg/dl und einer Verteilungsbreite zwischen 0,69 und 4,71 mg/dl.

Daraus ergab sich eine ECC mit einem Mittelwert von 44,77 ml/min/ 1,73m?

(SD = 28,82). Die Spanne lag zwischen 12,3 und 152,0 ml/min /1,73m?.

Ein Patient wurde aufgrund eines massiv erhdhten Niichtern-Insulinwertes

(1660 pU/ml) aus der Endstichprobe ausgeschlossen, ein anderer aufgrund eines stark
vom Kollektiv abweichenden BNP-Spiegels (2826 pg/ml). Bei einem weiteren fiel eine
deutliche unerklérliche Diskrepanz der Inulinclearance zu den anderen Methoden auf
(Pat. 10877: ECC 107 ml/min), so dass dieser Patienten ebenfalls aus dem Kollektiv
ausgeschlossen wurde. Insgesamt werden 43 Patienten in der statistischen Berechnung

berticksichtigt.

Zunéchst sollten nur Patienten mit einem Kreatininwert von mehr als 2 mg/dl

Beriicksichtigung finden. Allerdings schien bei einigen Patienten das niedrignormale
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Kreatinin nicht glaubhaft, so dass diese aufgrund des klinischen Erscheinungsbildes
trotzdem Einschluss in die Studie fanden. Der niedrigste Kreatininwert lag bei 0,69

mg/dl.

Ergebnisse der GFR-Bestimmung

Die GFR wird bei den eingeschlossenen 43 Patienten durch sieben verschiedene
Methoden abgebildet. Verwendung finden die beiden MDRD-Formeln, die Formel nach
Cockcroft und Gault, eine Formel basierend auf dem Cystatinwert des Patienten, die
endogene Kreatininclearance sowie eine Formel zur Korrektur der ECC. Weiterhin
werden im Verlauf bei 16 Patienten die kombinierte ECC/EHC sowie die EHC
bestimmt. Als Referenzmethode wird in der vorliegenden Studie die Inulinclearance der
Patienten verwendet. In Abbildung 2 sind die Mittelwerte der unterschiedlichen

Methoden sowie die Standardabweichungen dargestellt.

120,00

100,00

80,00

Inulinclearance
B GFR(Cys)
BC&G

B MDRD1

O MDRD2

OECC

B GFR(ECC)

B GFR(ECC/EHC)

60,00

GFR (ml/min/1,73m?)

40,00

20,00

0,00

Mittelwerte der GFR-Methoden

Abb 2 - Mittelwerte der GFR-Methoden mit den Standardabweichungen in ml/min / 1,73m?.

Die Inulin-Clearance ergab einen Mittelwert von 48,37 ml/min / 1,73m?.
Der Mittelwert der glomerulédren Filtrationsrate nach Cockcroft und Gault liag iber dem

der Inulin-Clearance, die der restlichen Methoden waren kleiner als die der Inulin-

Clearance.
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Die geringste Diskrepanz zeigt sich zwischen ECC und Inulin-Clearance, wobei sich bei

der ECC ein Mittelwert von 44,77ml/min/1,73m? ergab.

Die Standardabweichungen betrugen fiir GFR(Cys) 23,73 ml/min / 1,73m?, Cockcroft
und Gault 36,84 ml/min / 1,73m?, MDRD 1 25,49 ml/min / 1,73m?2, fiir MDRD 2 23,45
ml/min / 1,73m?, ECC 29,04 ml/min / 1,73m? sowie fiir die anhand der endogenen
Kreatininclearance geschitzte GFR 23,52 ml/min / 1,73m? (Abb 2).

Korrelation und Regressionen

Die untersuchten GFR-Methoden wurden als Punktwolke in den folgenden
Diagrammen dargestellt. Darin wurden die Werte der zu untersuchenden GFR auf der
Ordinate und der Inulin-Clearance auf der Abszisse aufgetragen. Es wurden die
Varianzautkldarung R? und die Regressionsgeraden mit der Funktion y=ax +b
eingezeichnet. Tabelle 4 dokumentiert die Ergebnisse und zeigt die Regressionsgeraden
in der Reihenfolge von oben nach unten von der besten bis zur schlechtesten

Varianzaufklarung auf.

Methode y=ax+b R?
EHC/ECC y=1,099x+16,951 0,75
ECC y=0,757x+14,456 0,725
GFR(ECC) y=0,935x+14,456 0,725
GFR(Cys) y=0,880x+17,038 0,653
MDRDI1 y=0,797x+14,615 0,619
MDRD2 y=0,862x+17,956 0,588
Cockcroft-Gault | y=0,476x+18,080 0,476

Tabelle 4 — Regressionsgeraden und Varianzaufklirung in Abhéingigkeit von der Methode zur
Ermittlung der glomeruliiren Filtrationsrate (GFR). y = ax + b Regressionsgeraden; R?
Varianzaufklirung
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Zusammenhang zwischen ECC und Inulin-Clearance

Die gemessenen ECC-Werte befinden sich in einem Intervall von 12,3 ml/min / 1,73m?

und 152,0 ml/min / 1,73m?2.

Die Varianzaufkldrung betragt R* = 0,73. Somit ist die ECC von allen Methoden am

besten mit der Inulin-Clearance korreliert.

Die Regressionsgerade (Abb 3) schneidet die Line of Identity bei ca. 60 ml/min /
1,73m?. Bis zu diesem Bereich liegt die Regressionsgraden unter der

Winkelhalbierenden, in Bereichen unter 60 ml/min / 1,73m? liegt sie dariiber.

140,0

120,0 A

100,0

80,0

¢ beobachtete Werte
Linear (beobachtete Werte)
= = = Linear (Line of Identity)

60,0 -

Inulinclearance (ml/min/1,73m?)

40,0

20,0

0,0

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
ECC (ml/min/1,73m?)

Abb 3 — Regressionsgerade bei ECC
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Zusammenhang zwischen der korrigierten ECC und Inulin-Clearance

Die um den Faktor 0,81 korrigierten ECC-Werte liegen in einem Bereich zwischen 10,0

ml/min / 1,73m? und 113,2 ml/min / 1,73m?.

Die Varianzaufkldrung betrigt wie bei der ECC selbst R?=0,73.

Die Line of Identity verlduft im gesamten Bereich, der untersucht wurde, unterhalb der

Regressionsgeraden (Abbildung 4).

140,0

120,0 A

100,0

80,0

¢ beobachtete Werte
Linear (beobachtete Werte)
= = = Linear (Line of Identity)

60,0 -

Inulinclearance (ml/min/1,73m?)

40,0

20,0

0,0

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0
GFR(ECC) (ml/min/1,73m?)

Abb 4 - Regressionsgerade GFR (ECC) = 0,81 - ECC.
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Zusammenhang zwischen GFR nach MDRD 1 und Inulin-Clearance

Die GFR nach MDRD 1 befindet sich in einem Bereich zwischen 13,2 ml/min / 1,73m?
und 119,1 ml/min / 1,73m?2.

Die Varianzaufkldrung betragt R>=0,62.
Die Regressionsgeraden schneidet die Line of Identity bei ca 70 ml/min / 1,73m?. Im

Bereich unter 70 ml/min / 1,73m? verlauft sie iiber der Winkelhalbierenden, bei Werten

tiber 70 ml/min / 1,73m? darunter (Abbildung 5).
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Abb 5 — Regressionsgerade bei MDRD1

-35-



Zusammenhang zwischen GFR nach MDRD 2 und Inulin-Clearance

Anhand der Berechnung der GFR mit der -Formel ergibt sich ein Bereich von 11,3

ml/min / 1,73m? und 108,3 ml/min / 1,73m?.

Die Varianzaufkldrung betragt R>=0,59.

Im untersuchten Bereich liegt die Regressionsgerade oberhalb der Line of Identity

(Abbildung 6).
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Abb 6 Regressionsgerade bei MDRD 2.
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Zusammenhang zwischen GFR nach Cockcroft und Gault und Inulin-Clearance

Die nach der Formel von Cockcroft und Gault bestimmte GFR liegt in einem Bereich

zwischen 18,3 ml/min / 1,73m? und 182,3 ml/min / 1,73m?2.
Die Varianzaufkldrung betragt R>=0,46.
Bei ca. 30ml/min/1,73m? scheidet die Regressionsgeraden der GFR nach Cockcroft und

Gault die Winkelhalbierende (Abbildung 7). Im gesamten beobachteten Bereich liegt
die GFR (C&G) tiber der Line of Identity.
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Abb 7 Regressionsgerade der GFR nach Cockcroft und Gault.
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Zusammenhang von GFR nach Cystatin und Inulin-Clearance

Zur Untersuchung wurden 43 Patienten herangezogen.

Die Inulinclearance lag in einem Bereich von 12,7ml/min/1,73m? bis

126,4 ml/min / 1,73m?, die GFR nach Cystatin von 9,1 ml/min / 1,73m? bis
109,8 ml/min / 1,73m?2.

Die Varianzaufklarung betrug R?=0,65.

Im gesamten dargestellten Bereich lag die Line of Identity der Cystatin-Clearance tiber
der der tatsdchlichen GFR (Abbildung 8). Je groBBer die GFR, desto mehr ndherten sich

die beiden Geraden einander wieder an.
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Abb 8 Regressionsgeraden fiir GFR (Cys).

-38 -



Zusammenhang zwischen kombinierter Kreatinin-Harstoff-Clearance und Inulin-
Clearance

Zur Untersuchung wurden die Daten von 16 Patienten herangezogen. Die
GFR(EHC/ECC) lag in einem Bereich zwischen 9,0 und 104,4 ml/min / 1,73m?. Die
Varianzaufklarung betrug R?=0,75.

Die Regressionsgerade verlief im gesamten Bereich iiber der Line of Identity (Abildung

9).
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Abb 9 — Regressionsgerade fiir kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance
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Zusammenhang zwischen GFR und ausgewdhlten Variablen

Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen Insulinresistenz nach HOMA, Alter,
BMI, BNP und der Inulin-Clearance betrachtet. Bei Patienten, die jiinger als 65 Jahre
waren, ergab sich eine Inulin-Clearance (£Standardabweichung) von 56,1 + 28,6

ml/min / 1,73m? in der élteren Gruppe 44,3 + 23,7 ml/min / 1,73m?.

In der gesamten Stichprobe fanden sich neun Frauen, die eine durchschnittliche GFR
von 39,6 ml/min / 1,73m? aufwiesen. Bei den 34 ménnlichen Probanden betragt die

GFR 50,7 £ 26,4 ml/min / 1,73m?2.

Bei 27 Patienten mit einem HOMA von >5 ergab sich eine GFR von 47,1 &+ 22,7 ml/min
/ 1,73m?, bei 16 Patienten mit einem HOMA von <5 50,4 = 31,1 ml/min / 1,73m?2.

Bei 18 Patienten mit einem BNP von <100pg/ml fand sich eine Inulinclearance von
50,4 + 27,2 ml/min / 1,73m?, bei 25 Probanden mit einem BNP >100 pg/ml von 44,6 +
23,4 ml/min/ 1,73m>.

AuBerdem wurden die Proteinurie sowie Albuminurie untersucht. Die 25 Patienten mit
einer Proteinurie von mehr als 3 g/24 h hatten eine durchschnittliche glomerulére
Filtrationsrate von 47,8+£25,1ml/min/1,73m? . Eine {ibersichtliche Zusammenstellung

dieser Ergebnisse vermittelt Tabelle 5.
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n | Mittelwert SD T4 p
(Inulinclearance)
Alter <65 Jahre 15 | 56,080 28,626 1,452 | 0,154
Alter <65 Jahre 28 | 44,232 23,713
Weiblich 9 39,567 22,656 | -1,154 | 0,255
Mainnlich 34 | 50,694 22,422
HOMA <5 16 | 50,431 31,112 0,40 0,691
HOMA >5 27 | 47,141 22,699
BMI <35 21 | 47,757 29,184 10,149 | 0,882
BMI >35 22 | 48,945 22,862
BMI <40 34 | 53,971 25,328
BMI >40 9 127,189 14,794
BNP <100 28 150,400 27,234 10,701 | 0,487
BNP >100 15 | 44,567 23,403
Proteinurie 135mg-<3g 18 | 49,117 27,564 | 0,160 | 0,874
Proteinurie >3g 25 47,824 25,076
Albuminurie 20-200mg/24h 16 | 52,094 33,511 0,725 0,473
Albuminurie >200mg/24h 27 |46,156 20,406

Tabelle 5 - Varianzanalyse fiir den Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und Inulin-
Clearance. n Anzahl der Patienten; SD Standardabweichung; T, 4 Teststatistik; p Signifikanzwert.

Mithilfe eines t-Tests sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Alter der

Probanden und der Inulin-Clearance bestimmt werden. Dafur wurden die Patienten in

Gruppen mit einem Alter von <65 und >65 Jahren eingeteilt. Es ergab sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (T, 4; = 1,452, p = 0,154).

Auch zwischen Geschlecht und Inulin-Clearance ergeben sich keine Ergebnisse durch

T-Test (T1,41 = -1,154, pP= 0,255)

Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen Inulin-Clearance und Insulinresistenz,

bestimmt durch den HOMA-Index, untersucht. Dazu wurden die Mittelwerte der Inulin-

Clearance bei einem HOMA-Index von >5 und <5 bestimmt. Ein signifikantes Ergebnis

wurde nicht erhalten, so dass ein Einfluss auf die Inulin-Clearance nicht nachgewiesen
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werden konnte (T} 4; = 0,40, p = 0,691). Auch eine Korrelationsberechnung blieb in
diesem Fall ohne Ergebnis (r = 0,126, p = 0,425).

Weiterhin wurden die Gruppen nach dem BMI in >35 und <35kg/m? (T 4, =-0,149, p =
0,882)., BNP <100 und >100pg/ml (T, 41 = 0,701, p = 0,487)., Proteinurie >3g/24h und
135mg /24h bis <3g/24h (T 41 = 0,160, p = 0,874). sowie Mikroalbuminurie (20 bis
200mg/24h) und Makroalbuminurie unterteilt (T; 41 = 0,725, p = 0,473).

Desweiteren erfolgte ein Mediansplit. Zunédchst wurde die Berechnung des Medians fiir
Gewicht, BMI, Proteinurie, Albuminurie, Glukose, Insulin, HOMA-IR, BNP,
Adiponektin und Leptin vorgenommen. Zum einen wurde sodann der Mittelwert der
Inulin-Clearance sowie die Standardabweichung bei den Patienten, deren Wert sich
unterhalb des Medians befand, bestimmt. Die gleiche Berechnung geschah zum anderen
fiir die Patienten, deren Werte oberhalb des Medians lagen. SchlieBlich erfolgte die
Berechnung eines t-Tests. Sowohl durch diese Art der statistischen Auswertung als auch
anhand von Korrelationsberechnungen fand sich kein signifikantes Ergebnis fiir BMI (r
=-0,215, p=0,166), BNP (r = 0,229, p = 0,140), Proteinurie (r = 0,022, p = 0,888) und
Albuminurie (r = 0,070, p = 0,658) in Korrelation zur Inulin-Clearance (Tabelle 6).
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n Mittelwert Inulin- | SD
Clearance
Gewicht <104 kg 23 47,535 23,141
Gewicht >104 kg 20 49,320 29,210
BMI <34,6 kg/m? 22 48,945 22,861
BMI >34,6 kg/m? 21 47,757 29,184
Proteinurie <198 mg/24 h 22 48,059 25,390
Proteinurie >198 mg/24 h 21 48,686 26,910
Albuminurie <56 mg/24 h 21 45,257 26,614
Albuminurie >56 mg/24 h 21 50,657 25,741
Glukose <159 mg/dl 22 45,141 20,944
Glukose >159 mg/dl 21 51,743 30,287
Insulin <14,4 pU/ml 22 51,232 28,628
Insulin >14,4 nU/ml 20 43,930 22,458
HOMA <5,88 21 45,067 28,710
HOMA >5,88 21 50,443 22,983
BNP <59 pg/ml 22 49,364 29,354
BNP >59 pg/ml 21 47,319 22,233
Adiponectin <10,1 22 55,132 27,402
Adiponectin >10,1 21 41,276 22,577
Leptin <9,4 22 50,073 28,833
Leptin >9,4 21 46,576 22,843

Tabelle 6 - Mediansplit ausgewéhlter Variablen und deren Mittelwerte der Inulin-Clearance. n
Anzahl der Patienten; SD Standardabweichung

Patienten mit einem Body-Mass-Index (BMI) iiber 40kg/m? hatten eine GFR von
27,2 ml/min / 1,73m?+14,8. Der Durchschnitt bei den Patienten mit einem BMI von
unter 40kg/m? lag bei 53,8 ml/min / 1,73m?+27,8. Nach Berechnung des t-Tests ergab
sich eine Tendenz zur Signifikanz (p = 0,056).

Dann wurden die Adipokine Leptin (r=-0,010, p =0,951) und Adiponectin
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(r=-0,136, p =0,390) in Hinblick auf ihren Zusammenhang mit dem HOMA-Index

untersucht.

AulBlerdem wurde eine Korrelationsrechnung zwischen den Adipokinen und den
glomeruldren Filtrationsraten durchgefiihrt. Dabei fand sich eine signifikante
Korrelation zwischen Leptin und der endogenen Kreatininclearance (r = 1,00, p < 0,01),

d.h. hohere Leptinwerte gehen mit einer hoheren endogenen Kreatinin-Clearance einher.

Ferner wurde das Datenmaterial in Patienten mit einer Inulin-Clearance von

<30 ml/min / 1,73m? und >30 ml/min / 1,73m? unterteilt und erneut ein t-Test
durchgefiihrt (Tabelle 7 und 8). Es ergab sich ein signifkanter Zusammenhang zwischen
BMI und eingeschrinkter Nierenfunktion (T ;3 696 = 2,688, p <0,05). Ein hoher BMI

korrelierte mit einer niedrigen Inulin-Clearance.

Merkmale n | Mittelwert | SD
Gewicht 12 | 120,24 29,936
BMI 12 | 40,093 7,8470
Proteinurie 12 | 719,17 1002,184
Albuminurie 12 | 453,521 681,3004
Glukose 12 | 155,500 75,0860
Insulin 12 | 22,642 14,4396
HOMA 12 | 8,50315511 | 6,839628226
BNP 12 | 231,3333 463,00566
Adiponectin 12 | 12,842 7,2491
Leptin 12 | 19,733 24,5551

Tabelle 7 - Mittelwerte ausgewéihlter Parameter von Patienten mit Inulinclearance
<30 ml/min / 1.73m? n Anzahl der Patienten; SD Standardabweichung
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Merkmale n | Mittelwert SD
Gewicht 31 102,42 14,885
BMI 31 | 33,653 4,3458
Proteinurie 31 | 1775,84 2579,406
Albuminurie 30 | 1310,737 1881,6988
Glukose 31 | 151,161 40,2568
Insulin 30 | 28,197 45,0799
HOMA 30 | 11,47597179 19,975125
286
BNP 31 | 104,9677 110,88267
Adiponectin 31 | 11,913 10,3971
Leptin 31 | 10,403 8,5097

Tabelle 8 - Mittelwerte ausgewéhlter Parameter von Patienten mit Inulin-Clearance
>30 ml/min / 1,73m? n Anzahl der Patienten; SD Standardabweichung

SchlieBlich zeigte sich, dass eine hochgradig eingeschrankte Nierenfunktion signifkant
mit einer erhohten Albuminurie zusammenhéngt (T 39 841= -2,165, p < 0,05). Die
Proteinurie war nur von der Tendenz als signifkant zu werten

(T1,40969 = -2,156, p <0,05).

Zusammenhang zwischen PAH-Clearance und Harnstoffkonzentration

Um die tubulédre Funktion besser abbilden zu konnen, fand die PAH-Clearance
Anwendung. Der Mittelwert lag bei 317,6 ml/min (SD = 123,7), das Minimum betrug
120,5 ml/min und das Maximum 737,9 ml/min. Der Median lag bei 323,1 ml/min.

In diesem Zusammenhang wurde auBlerdem die Harnstoffkonzentration betrachtet. Der
Mittelwert lag bei 106,6 mg/dl, die Standardabweichung betrdgt 77,03 mg/dl, der
Median befindet sich bei 93,5 mg/dl. Das Maximum wurde mit 336,0 mg/dl, das

Minimum mit 17,0 mg/dl bestimmt.

- 45 -



Bei einer zweiseitigen Korrelationsberechnung nach Pearson findet sich ein mit einem
Wert von r=-0,432 (p = <0,05) ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen der
PAH-Clearance und der Harnstoffkonzentration. Eine hohere PAH-Clearance geht also

mit einer niedrigeren Harnstoftkonzentration einher.

Aufgrund dieser Tatsache wurde bei den Patienten, die zu einem spéteren Zeitpunkt der
Studie untersucht wurden, eine Bestimmung der endogenen Harnstoffclearance erginzt.

Mit n = 16 kann eine Korrelation von r = 0,847 bestimmt werden.

Analog zur Inulin-Clearance fand die Regressionsanalyse auch bei der PAH-Clearance
Anwendung. Sie lieferte die beste Varianzautkldarung bei der kombinierten Kreatinin-
Harnstoffclearance und der Harnstoffclearance. Die niedrige Varianzaufklarung bei
Inulin, Cystatin sowie der Kreatinin-basierten Bestimmungen der GFR ergeben sich
daraus, dass es sich um Methoden zur Abbildung der glomeruldren Funktion handelt.

Tabelle 10 zeigt die Regressionsgraden in der Reihenfolge der besten

Varianzaufklarung.

Methode y=ax+b R?
EHC/ECC y=5,1876x+73,18 0,839
EHC y=8,1132x+206,35 0,717
Cockcroft-Gault y=2,0129x+225,39 0,273
ECC y=2,0129x+225,39 0,218
GFR(ECC) y=2,485x+ 225,39 0,218
Inulinclearance y=2,0576x+215,99 0,18
MDRD2 y=2,2561x+235,94 0,171
MDRD1 y=2,026x +229,76 0,170
GFR(Cys) y=2,1453x +239,1 0,165

Tabelle 9 — Regressionsgeraden und Varianzaufklirung in Abhéngigkeit von der Methode zur
Ermittlung der glomeruliiren Filtrationsrate und der PAH-Clearance.y =ax+b
Regressionsgraden; R? Varianzaufklirung
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Zusammenhang zwischen PAH-Clearance und Proteinurie

Wie weiter oben beschrieben, ging eine Einschrinkung der Nierenfunktion haufig mit
der Ausscheidung von Proteinen einher. Aus diesem Grund wurde die die Gesamtheit
der Patienten in vier Quartile eingeteilt, um zu untersuchen, ob mit abnehmender PAH-

Clearance eine Zunahme der Proteinurie einher geht.

In dem Quartil mit der niedrigsten PAH-Clearance fand sich die héchste Proteinurie
(Quartil: 125,0 bis 226,9 ml/min; Proteinurie: 3091 ml/min). Allerdings hélt dieser
Unterschied einer Signifikanzpriifung mithilfe einer Varianzanalyse nicht Stand (Fs ;5 =

6,552, p = 0,148) (Tabelle 10).

Quartile (nach n Mittelwert (Proteinurie) SD (Proteinurie)
PAH-Clearance)

120,5-234,175 10 3090,60 3350,865
234,175-323,1 11 973,45 1756,941
323,1-370,075 12 769,25 1092,708
370,075-737,9 10 1213,80 2049,534

Tabelle 10 Quartilberechnung nach PAH-Clearance. n Anzahl der Patienten; SD
Standardabweichung
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird eine Stichprobe tibergewichtiger, Typ 2 Diabetiker

untersucht.

Die Methode mit der besten Varianzautkldarung im Vergleich zur Inulin-Clearance ist

die kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance.

Weiterhin haben Patienten mit einem BMI von >40 kg/m? eine signifikant schlechtere
Inulin-Clearance als Patienten mit einem kleineren BMI. Auch in der Arbeit von Masuo
wird Ubergewicht als unabhiingiger Risikofaktor fiir eine

Nierenfunktionseinschrinkung gesehen (Masuo et al. 2011).

Eine eingeschriankte Nierenfunktion korreliert mit einer erhohten
Albuminausscheidung. Dies spiegelt die Definition der diabetischen Nephropathie
wider und macht deutlich, was bereits seit den 1970er Jahren Schwerpunkt der
Forschung zur diabetischen Nierenschadigung ist (Mogensen 1971). Nicht zuletzt die
Arbeit von Yokoyama belegt, dass auch in der heutigen Zeit der Zusammenhang von
Albuminurie und Nierenfunktionsstorung von Bedeutung ist (Yokoyama et al. 2011).
Insbesondere hinsichtlich kardiovaskuldrer Ereignisse und Tod kann ein Bezug zu einer
Mikroalbuminurie und eingeschrinkten Nierenfunktion aufgezeigt werden, wobei

unklar ist, welcher Faktor ursdchlich verantwortlich ist (Delles u. Jardine 2011).

Weiterhin kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer niedrigen
Harnstoffkonzentration und hohen PAH-Clearance-Werten hergestellt werden, womit
nachgewiesen werden kann, dass durch Bestimmung des Serumharnstoffes ein Schluss
auf die tubuldre Funktion in der untersuchten Patientengruppe mdglich ist. In einer
Regressionsanalyse fand sich analog zur Inulin-Clearance die groite Varianzautklarung
zwischen PAH- und kombinierter Kreatinin-Harnstoffclearance. Insbesondere zur
Klassifizierung der Nierenschdden ohne das Vorliegen einer Mikroalbuminurie ist die
Diagnostik beziiglich der tubuldren Funktion interessant. So findet sich auch in der
Arbeit von Petrica die Vermutung von Schiden des proximalen Tubulus bei

normoalbuminurischen Patienten (Petrica et al. 2011). Unter anderem wird der frilhe
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Einsatz von ACE-Hemmern oder AT-1-Antagonisten als Ursache der Verdnderung in

Bezug auf diabetesbedingte Nierenschidden diskutiert (Packham et al. 2011).

Inulin-Clearance

Eine exakte Bestimmung der glomerulédren Filtrationsrate mit der Inulin-Clearance ist
zwar fiir eine genaue Einschitzung der Auspragung der Nierenfunktionseinschrankung
der jeweiligen Patienten wiinschenswert, jedoch in der Praxis schwierig umzusetzen, da
der Untersuchungszeitraum inklusive Vor- und Nachbereitung mindestens vier Stunden
betragt. Wahrend dieser Zeit miissen hdufige Blutabnahmen vorgenommen und die
definierten Zeitintervalle exakt eingehalten werden. Zudem miissen die Patienten
weitestgehend Bettruhe einhalten, was insbesondere bei diabetischen Patienten auf
Grund der Polyurie eine Schwierigkeit darstellt. Hinzu kommt eine zeitintensive

Laboruntersuchung, die mit hohen Personal- und Materialkosten verbunden ist.

Endogene Kreatininclearance

In der vorliegenden Probandengruppe kann nachgewiesen werden, dass zwischen der
ECC und Inulin-Clearance eine groBe Ubereinstimmung der untersuchten Methoden
bestand. Bis zu einer GFR von mehr 60 ml/min kommt es zu einer Unterschitzung, im

Bereich darunter zu einer Uberschitzung der tatséichlichen glomeruliren Filtrationsrate.

Diese Ungenauigkeit ldsst sich durch die Eigenschaften des Kreatinins erkldren. Wie
zuvor erwihnt handelt es sich bei Inulin um einen Stoff, der frei filtriert, nicht tubular
sezerniert und somit von der Niere komplett ausgeschieden wird. Der Schwachpunkt
der Kreatinins besteht hingegen darin, dass es tubulér sezerniert wird. Bei
eingeschrinkter Nierenfunktion nimmt der tubulér sezernierte Anteil des Kreatinins zu,
wodurch es in niedrigen GFR-Bereichen zu einer Uberschiitzung der tatséchlichen
Nierenfunktion kommt. Dieses Ergebnis konnte bereits in vielen anderen Arbeiten

bestdtigt werden (Shannon 1935; Shemesh et al. 1985).

Als weitere potenzielle Fehlerquelle kann die notwendige Sammlung des Urins iiber

vierundzwanzig Stunden gesehen werden. Zum einen besteht die Gefahr, dass es den
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Patienten nicht gelingt den Urin richtig zu sammeln, da ihnen nicht bewusst ist, dass der
erste Morgenurin bei der Messung verworfen werden muss. Zudem ist davon
auszugehen, dass gelegentlich eine Urinportion akzidentell verworfen wird. Weiterhin
berichteten die Patienten, am Tag vor der Untersuchung eine gréf3ere Menge als iiblich
getrunken zu haben, um ein gutes Ergebnis prisentieren zu konnen. All dies hat
ebenfalls Einfluss auf die Genauigkeit der Bestimmung der glomeruléren Filtrationsrate

mittels der endogenen Kreatinin-Clearance.

Zum Ausgleich der tubulér sezernierten Kreatininmenge wurde der in der Arbeit von
Levey erwihnte Korrekturfaktor von 0,81 verwendet, um aus der endogenen Kreatinin-
Clearance die glomerulére Filtrationsrate zu errechnen (Levey et al. 1999). In der
durchgefiihrten Stichprobe wurde damit erreicht, dass im gesamten Bereich der
untersuchten glomeruliren Filtrationsrate eine Uberschiitzung der tatséichlichen GFR
eintrat. Allerdings war die Gerade auf der y-Achse verschoben, annéhernd wurde eine

Steigung von 1 durch die Korrektur erreicht.

Bereits in anderen Arbeiten konnte eine systematische Uberschitzung der glomeruldren
Filtrationsrate bei libergewichtigen gesunden Patienten nachgewiesen werden (Sinkeler
et al. 2011). Somit kann auch der hohe BMI als Ursache fiir die Ungenauigkeit der

GFR-Bestimmung mittels Kreatinin-Clearance diskutiert werden.

Glomerulare Filtrationsrate nach MDRD

Aus der Untersuchung ergibt sich, dass die MDRD-Formel ohne Betrachtung des
Serumalbuminspiegels im Bereich einer GFR von weniger als 70 ml/ min /1,73m? zu
einer Uberschitzung der glomeruliren Filtrationsrate fiihrt. Ein dhnliches Ergebnis
erbringen die Arbeiten von Beauvieaux sowie von Rigelleau (Beauvieux et al. 2007;

Rigalleau et al. 2011).

Urséchlich hierfiir knnte die bei der Entwicklung der Formeln betrachtete
Patientenpopulation sein. Zum einen fanden dort nur 6 % Diabetiker Beriicksichtigung,
zum anderen war die diabetische Nephropathie ein Ausschlusskriterium zur Teilnahme

an der hier zugrundeliegenden Studie. Weiterhin sind die Patienten in der Studie von
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Levey normgewichtige Probanden, wohingegen es sich bei der hier untersuchten

Gruppe um libergewichtige Patienten handelt (Levey et al. 1999).

Die in der Studie untersuchten Patienten hatten eine GFR von 20 bis 70 ml/ min

/1,73m?>.

In der vorliegenden Studie zeigte sich, dass es bei einer hochnormalen glomerulédren
Filtrationsrate zu einer Unterschdtzung kommt und in niedrigen Bereichen zu einer
Uberschitzung (Vervoort et al. 2002; Verhave et al. 2005). Mit der MDRD-Formel
kann es zusétzlich dazu kommen, dass eine versteckte chronische Niereninsuffizienz
ibersehen wird. Da es sich bei der MDRD-Formel um eine kreatininbasierte
Berechnung handelt, hat sicherlich die tubulidre Sekretion des Kreatinins einen Einfluss
auf diese Ungenauigkeit. Bei zunehmend eingeschréinkter Nierenfunktion nimmt die
glomerulére Filtration zunéchst ab und die tubuldre Filtration zu, was so zu einer
Uberschitzung der glomeruliren Filtrationsrate im niedrigen GFR-Bereich fiihrt

(Shemesh et al. 1985).

Weiterhin konnte als Fehlerquelle ein Einfluss des Gewichts auf die Préazision der

MDRD-Formel nachgewiesen werden (Jacobien et al. 2005).

Auch bei alten Menschen konnte eine Uberschitzung durch die MDRD-Formel
nachgewiesen werden (Bjork et al. 2012; Kilbride et al. 2012) .

Die Forschungsgruppe um Levey verdffentlichte im Jahr 2009 die CKD-EPI-Formel,
um eine Berechnungsmoglichkeit mit groBerer Genauigkeit beziiglich der geschétzten
GFR insbesondere in hohen Bereichen zu erreichen. Dies spielt vor allem eine Rolle,
um eine verlédssliche Einstufung der Nierenfunktion zu gewéhrleisten, bei
Medikamenten eine Uber- oder Unterdosierung zu verhindern und auch beziiglich der
Dialyse eine verldsslichere Aussagekraft zu sichern, um einen zu frithen oder spéten
Beginn zu vermeiden (Levey et al. 2009). Dazu wurden eine gepoolte Stichprobe sowie
eine représentative Stichprobe fiir die US-amerikanische Bevolkerung betrachtet.
Allerdings war auch hier wieder nur eine Minderheit von Diabetikern vertreten.
Versuche, einen Faktor fiir Diabetiker zu ergidnzen, erbrachten keine Besserung der

Aussagekraft (Stevens et al. 2010). Vergleicht man Gesunde und Diabetiker, zeigt sich
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eine deutlich schlechtere Aussagekraft bei Diabetikern (Camargo et al. 2011). Auch
wird ein Vorteil gegeniiber der MDRD-Formel kontrar diskutiert (Nair et al. 2011).

Glomeruléiire Filtrationsrate nach Cockcroft und Gault

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der GFR ist die Formel nach Cockcroft-
Gault. In dieser Untersuchung kommt es in einem Bereich niedriger glomerulérer
Filtrationsraten zu einer Uberschitzung, bei hohen (>30 ml/min / 1,73m?) zu einer
Unterschétzung der GFR. Bereits in anderen Arbeiten konnten die hier beobachteten
Tendenzen nachgewiesen werden (Cirillo et al. 2005; Froissart et al. 2005; Rigalleau et

al. 2005; Vervoort et al. 2002).

Bei der in dieser Arbeit betrachteten Stichprobe handelt es sich um iibergewichtiges
und tiberwéssertes Patientenklientel. In der Cockcroft-Gault-Formel steigt die GFR
proportional zum Korpergewicht an. Anders als urspriinglich angenommen, handelt es
sich beim hoheren Gewicht in dieser Stichprobe nicht primar um Kreatinin
produzierende Muskelmasse, sondern um ein Mehr an Fett und Wasser. Dies kann
erkldren, warum die glomerulére Filtrationsrate durch die Cockcroft-Gault-Formel so
ungenau ist: je mehr Gewicht der Patient hat, desto grofer die glomeruldre
Filtrationsrate nach Cockcroft-Gault-Formel (Rigalleau et al. 2005). Gerade bei
diabetischen Patienten ist ein Gewichtsverlust jedoch unverzichtbar (Lean et al. 1990) .
Nach Cockcroft-Gault-Formel wiirde jedoch ein Gewichtsverlust von 20% bei
gleichbleibendem Kreatininserumspiegel die gleiche Abnahme der GFR bedeuten,

wovon nicht auszugehen ist.

Weiterhin kann ein Einfluss des Alters auf die Genauigkeit der GFR nach Cockcroft -
Gault nachgewiesen werden. Es wird gezeigt, dass bei Patienten mit einem Alter von
weniger als 65 Jahren die Genauigkeit der GFR nach Cockcroft-Gault grofer ist. In

dieser Arbeit waren die Patienten jedoch élter. Dies kann ein weiterer Faktor sein, der
die Ungenauigkeit zwischen Inulin-Clearance und GFR nach Cockcroft -Gault erklért

(Jacobien et al. 2005).

-52-



Glomerulire Filtrationsrate nach Cystatin C

Wie das lineare Regressionsmodell zeigt, wurde die GFR nach Cystatin C iiberschitzt.

Bisher wurde davon ausgegangen, dass es sich um eine von der Kdrpermasse der
Patienten unabhidngige Methode handelt. Dies konnte bereits in der Arbeit von
Macdonald et al. widerlegt werden (Macdonald et al. 2006). Es wurde vorgeschlagen,
diese auf die fettfreie Korpermasse des Patienten zu beziehen, um eine genauere
Abbildung der tatsdchlichen GFR zu erhalten. Auch in der Arbeit von Shilipak konnte
ein Einfluss von GroBe und Gewicht auf die Cystatin-Clearance beobachtet werden

(Shlipak et al. 2006).

In der vorliegenden Untersuchung néhert sich die GFR nach Cystatin C im héheren
Bereich der tatséichlichen GFR an. Die Uberschitzung im Bereich niedriger
glomerulédrer Filtrationsraten lésst sich iiber die extrarenale Elimination des Cystatin C

erkldren, die 21 ml/ min /1,73m? betrdgt (Sjostrom et al. 2005).

Hinzu kommt, dass die Studienteilnehmer zum grof3en Teil Ménner waren. Ménnliches
Geschlecht konnte bereits durch Knight und Kollegen als Fehlerquelle in der
Genauigkeit der Cystatin-Clearance beobachtet werden (Knight et al. 2004). So ist
denkbar, dass die im Vergleich zur Kreatinin-Clearance schlechtere Korrelation zur

Inulinclearance entsteht.

Zusammenhang zwischen PAH-Clearance und Serumharnstoffkonzentration

Es lasst sich feststellen, dass zum angenommenen glomeruldren Schaden, der bei
Diabetikern als Ursache der Nierenfunktionsverluste postuliert wird, in der
vorliegenden Stichprobe libergewichtiger Diabetiker bis auf zwei Ausnahmen alle
Patienten einen tubuldren Funktionsverlust mit herabgesetzten Werten fiir die PAH-
Clearance aufwiesen. Weiterhin fand sich bei der kombinierten Kreatinin-
Harnstoffclearance die grofite Varianzaufklarung. Diese Feststellung konnte bereits in
Nierenbiopsiestudien unterstrichen werden (Helchen et al. 2006). Wie im Verlauf dieser

Arbeit bereits ausfiihrlich beschrieben, sind die Methoden mittels Kreatinin, der
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Formeln zur GFR-Bestimmung und des Cystatin C, die ausschlieflich in der Lage sind,

die Schiden, die sich auf das Glomerulum auswirken, abzubilden.

Harnstoff als Parameter zur Abbildung der tubuléren Funktion wies in der untersuchten
Gruppe eine signifikante Korrelation zur PAH-Clearance auf, so dass im klinischen

Alltag dieser Parameter geeignet scheint, die tubuldre Funktion abschétzen zu kdnnen.

In den letzten Jahren kommt verstiarkt zur Diskussion, dass bei Diabetikern eine
Nierenfunktionseinschriankung vorliegt, ohne dass sich eine Mikroalbuminurie
manifestiert. So wird diskutiert, dass die Hyperfiltration zu Schéden des proximalen
Tubulus fiihrt (Petrica et al. 2011). In einer Studie mit Diabetikern, die erst eine
Krankheitsdauer von zwei Jahren hatten, konnte festgestellt werden, dass ein tubuldrer
Schaden zu diesem Zeitpunkt bereits verbreitet ist (Fu et al. 2012). In histologischen
Studien fand man heraus, dass ein Fortschreiten der Nierenfunktionsstdrung eher mit
tubulointerstitiellen Verdnderungen korreliert als mit Verdnderungen des Glomerulums
(Gilbert u. Cooper 1999). Somit ldsst sich ein Wandel im Verstdndnis der diabetischen

Nephropathie in der Literatur der letzten Jahre feststellen.

Es finden immer mehr tubuldre Marker wie Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL), N-acetyl-B-p-glucosaminidase (NAG), and Kidney injury molecule 1 (KIM-1)
Anwendung und ermdglichen damit eine bessere Diagnostik beziiglich tubuldrer

Schéden (Fu et al. 2012).
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Kombinierte Kreatinin- und Harnstoff-Clearance

Die grofite Varianzaufklarung im Vergleich zur Inulin-Clearance und PAH-Clearance
lasst sich anhand der kombinierten Kreatinin-Harnstoff-Clearance erzielen.
Einschriankend ist jedoch zu sagen, dass die Bestimmung nur bei sechszehn Patienten

erfolgte.

Somit ist die kombinierte Kreatinin- und Harnstoff-Clearance am besten in der Lage das
gesamte Ausmall der Nierenschidden abzubilden und in Bezug auf tubulidre und
glomeruldre Funktion die genaueste Aussage zu erzielen, wenn der Kreatininwert >2

mg/dl ist.

Gut untersucht ist die kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance bei Patienten, die eine

GFR >15ml/min aufweisen (Korevaar et al 2001).

In der Arbeit von Grootendorst konnte bei einem Kollektiv von 569 Patienten, die kurz
vor Dialysestart standen, nachgewiesen werden, dass eine Bestimmung der GFR mittels
Formeln im Gegensatz zur kombinierten Kreatinin-Harnstoff-Clearance ungenaue
Ergebnisse aufweist (Grootendorst et al. 2011). Zudem konnte in derselben Arbeit

festgestellt werden, dass kein Zusammenhang zur Muskelmasse besteht.

Cystatin C wird bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz nur dann als Alternative zur
kombinierten Clearance gesehen, wenn keine Urinsammlung moglich ist (Hoek et al.

2007).

Weiterhin konnte ein Vorteil beziiglich der Mortalitit gesehen werden, wenn die
kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance als Marker fiir die Einleitung einer Dialyse
verwendet wurde im Gegensatz zu den gebrauchlichen Formeln (Rosansky et al. 2009).
In einer Studie mit 320 urdmischen Patienten wurde 2002 der Unterschied zwischen
kombinierter Kreatinin- Harnstoff-Clearance sowie der MDRD-Formel untersucht. Hier
zeigt sich dhnlich unseren Ergebnissen bei Diabetikern, Ménnern sowie Patienten, die
dlter als 70 Jahre waren, eine Uberschitzung durch die MDRD-Formel (Caravaca et al.

2002).
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Zusammenfassend ldsst sich folgern, dass eine Untersuchung der kombinierten
Harnstoff-Kreatininclearance an einer grof3eren Population wiinschenswert wére, bei
denen die Nierenfunktionsstorung tiber 15 ml/min /1,73m? liegt. Eine Ausweitung
unserer Untersuchung beziiglich der kombinierten Kreatinin-Harnstoff-Clearance wire

interessant, um zu sehen ob sich das hier abgebildete Ergebnis bestitigt.

Insulinresistenz und Nierenfunktion

In der vorliegenden Stichprobe kann kein Zusammenhang zwischen Insulinresistenz
und eingeschrénkter Nierenfunktion nachgewiesen werden. Insgesamt handelt es sich
bei der von uns untersuchten Stichprobe um gut eingestellte Diabetiker - der mittlere
HbAlc-Wert lag um 7 % - so dass zu unterstellen ist, dass die Diabeteseinstellung in

der vorliegenden Gruppe ein untergeordnetes Problem ist.

Ahnliche Beobachtungen konnten in der Arbeit von Matsunaga und Kollegen gemacht
werden. Diese unterteilten ihre Patienten in eine Gruppe mit Hypertonie und ohne
Hypertonie. In der Hypertonikergruppe bestand kein Zusammenhang zwischen
Nierenfunktion und HOMA-IR. Bei Patienten ohne Hypertonie fand sich ein
signifikanter Zusammenhang (Matsunaga et al. 2010). Bei unseren Patienten handelte es
sich um Hypertoniker, so dass aus diesem Grund kein Zusammenhang zwischen

HOMA-IR und Nierenfunktion beobachtet werden konnte.

Adipokine und Nierenfunktion

Die zunichst angenommene Korrelation zwischen Insulinresistenz und Adipokinen
konnte nicht nachgewiesen werden. Dies konnte ebenfalls durch den guten HbAlc-Wert

in der untersuchten Gruppe erklart werden.

Es ergibt sich aber eine Korrelation zwischen endogener Kreatinin-Clearance und

Leptinkonzentrationen. Ein dhnliches Ergebnis fand Shoji in seiner Stichprobe (Shoji et
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al. 1997). Interessant ist sicher, dass erhohte Leptinlevel bei erhohter adrenerger
Aktivitdt zu einer Erhéhung des Blutdruckes und der Herzfrequenz fiihren, was darauf
hindeuten kann, dass Leptin eine Rolle beim metabolischen Syndrom mit all seinen
Folgen spielen konnte (Carlyle et al. 2002). In niereninsuffizienten Patienten kann im
Vergleich zu gesunden Patienten mit dem gleichen BMI ein dreifach erhohter
Leptinspiegel gemessen werden. Zudem kann {iber die durch Leptin stimulierte
Zytokinausschiittung die Progression der Glomerulosklerose und das Fortschreiten einer

Niereninsuffizienz erklart werden (Wolf et al. 1999).

Zusammenhang zwischen BMI und Nierenfunktion

Patienten mit einem BMI von mehr als 40 kg/m? wiesen in der vorliegenden Stichprobe

eine signifikant niedrigere Inulin-Clearance auf als weniger iibergewichtige Patienten.

Dieses Ergebnis spiegelt sich in den Arbeiten von Hsu et al. (Hsu et al. 2006) und
Kopple (Kopple 2010) wider. Es konnte aufgezeigt werden, dass Ubergewicht ein

pradisponierender Faktor fiir die Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz ist.

In der Arbeit von Kim et al. 2011 wurde insbesondere noch einmal unterschieden
zwischen subcutaner und viszeraler Fettansammlung. Es wurde postuliert, dass es sich
bei der viszeral betonten Adipositas um einen besonderen Risikofaktor zur Entwicklung

einer chronischen Niereninsuffizienz handelt.

In einer Population bariatrisch operierter Patienten konnte der Effekt einer
Gewichtsabnahme hinsichtlich der Progression einer bestehenden chronischen
Niereninsuffizienz nachgewiesen werden (Schuster et al. 2011). Nach einem
Beobachtungsintervall von zwei Jahren konnte ein stabiler Verlauf, aber auch eine
Verbesserung der vorbestehenden Niereninsuffizienz nach Gewichtsabnahme
festgestellt werden. Wichtiger therapeutischer Ansatz bei der untersuchten

Patientenpopulation sollte also eine Gewichtsreduktion sein.

-57 -



Weiterhin konnte in der Arbeit von Williamson eine Reduktion der Mortalitidt durch
Gewichtsverlust bei iibergewichtigen Typ 2 Diabetikern aufgezeigt werden (Williamson

et al. 2000).

Zusammenhang zwischen BNP und Nierenfunktion

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen eingeschrankter Nierenfunktion und BNP

lasst sich nicht nachweisen.

Eine Einschrinkung der Aussagekraft des BNP bei iibergewichtigen Typ 2 Diabetikern
konnte bereits zuvor nachgewiesen werden (Takako et al. 2010). Insgesamt zeigte sich

auch in der untersuchten Stichprobe ein im Durchschnitt nur wenig erhéhtes BNP.

In der rein deskriptiven Untersuchung waren die BNP-Level in der Gruppe der
Patienten mit einer glomeruldren Filtrationsrate von weniger als 30 ml/min /1,73m?
zwar doppelt so hoch, erwiesen sich jedoch als nicht signifikant. Die Erh6hung des
BNP-Spiegels bei eingeschrinkter Nierenfunktion erklért sich durch die hohe Prévalenz
von linksventrikuldrer Hypertrophie sowie systolischer Dysfunktion (Dhar et al. 2009),
die sich typischerweise bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz aufgrund
haufig zusitzlich bestehender arterieller Hypertonie sowie der Volumenbelastung

ergeben.

Albuminurie und Proteinurie in Zusammenhang mit der Nierenfunktion

Zum Krankheitsbild der diabetischen Nephropathie gehort per definitionem eine
Albuminurie. Rein deskriptiv war auffallig, dass nicht alle Patienten in der untersuchten
Gruppe eine Albuminurie aufwiesen, so dass zu vermuten ist, dass auch vaskulére
Komponenten, z.B. aufgrund einer schlecht eingestellten arteriellen Hypertonie, eine

mitbegriindende Ursache sind.

Bei Untersuchung der Gruppe zeigte sich bei einer Inulin-Clearance von weniger als 30

ml/min /1,73m? eine signifkant héhere Albuminurie.
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Wie in der UKPDS-Studie (Adler et al. 2003) aufgezeigt wurde, korreliert die
Makroalbuminurie mit einem Fortschreiten der diabetischen Nephropathie. Weiterhin

zeigt sich bei diesen Patienten eine erhdhte Mortalitit.

Auch ein Zusammenhang zwischen Albuminurie und koronarer Herzerkrankung konnte

nachgewiesen werden (Dikow u. Ritz 2003).

Somit wird deutlich, dass der Behandlung der Albuminurie eine wichtige Bedeutung
zukommt, um das Fortschreiten der diabetischen Nephropathie zu verhindern und somit
sowohl einem frithzeitigen Tod als auch in Bezug auf das kardiovaskulédre Risikoprofil
Vorteile zu erreichen. Wichtig sind hier vor allem eine gute Einstellung des Diabetes
mit HbAlc-Werten <7 %, die Behandlung der arteriellen Hypertonie, Einsatz von
Blockern des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems sowie die Behandlung der
Hyperlipiddmie mit Senkung des LDL-Cholesterins auf <100mg/dl. Zudem sollte
aufgrund des erhohten kardiovaskuldren Risikos eine Therapie mit einem

Thrombozytenaggregationshemmers begonnen werden (Hasslacher et al. 2012).

Als Balanceakt kann man werten, dass in aktuellen Publikationen ein HbAlc-Wert von
<7 % -der gefordert wird, um das Fortschreiten einer diabetischen Nephropathie zu
verhindern - andererseits einen fordernden Effekt auf kardiovaskuldre Zwischenfille
hatte (DIuhy u. McMahon 2008). Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dass bei strenger
gefiihrten Diabetikern Hypoglykdmien haufiger sind. Es zeigt sich also die

Gratwanderung beziiglich einer fundierten antidiabetischen Therapie.

Zentrales Problem war die Albuminurie in der vorliegenden Stichprobe nicht.
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Schlussfolgerungen

Diabetische Nieren sind durchblutungsgestorte Nieren mit einer histologisch
nachgewiesenen typischen Glomerulosklerose mit Proteinurie und einer Minderung der
renalen kapilldren Endstrombahn ohne typische Proteinurie. Die von distal nach
proximal auftretenden Gefdaverdnderungen flihren zu einer Kreatininerhohung, wenn es
bereits in der distal des Glomerulus liegenden Gefalregion zu einer tubuldren
Dysfunktion gekommen ist. Diese tubuldre Dysfunktion ist hdufig mit einer
Hypervoldmie und Hypertonie assoziiert. Das Kreatinin, das frei glomeurlér filtriert
wird und die glomeruldre Funktion wiedergibt, reprasentiert die glomeruldre Funktion
und gibt bei niedrigen Kreatininwerten wenig Auskunft iiber die tubuldre Schidigung,
Diese wird am besten mit dem tubulér sezernierten und riickresorbierten Harnstoff in
Form der endogenen Harnstoff-Clearance abgebildet. Deshalb sollte zur Beurteilung der
Gesamtnierenfunktion ab einem Kreatininwert von >2 mg/dL bei libergewichtigen Typ-
2-Diabetikern die kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance ermittelt werden, falls
eine verlédssliche 24-h-Urinsammlung gewihrleistet werden kann. Moglicherweise
konnte das renale Risiko von Medikamenten und Kontrastmittel reduziert werden, wenn
die GFR, die mit der kombinierte Kreatinin-Harnstoff-Clearance bestimmt wurde, flir

die Berechnung der Nierendosis herangezogen wird.
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Anhang

EINVERSTANDNISERKLARUNG

TEILNAHME AN DER STUDIE ,,NIERENFUNKTION“ BEI TYP 2
DIABETIKERN

Hiermit erkldre ich mich einverstanden, an der o.g. Untersuchung zur Bestimmung
meiner Nierenfunktion teilzunehmen.

Ich bin von Dr. Koch dariiber aufgeklart worden, dass ich hierfiir ca. 5 Stunden im
nephrologischen Zeentrum anwesend sein werde.

Es wird mir eine Kaniile in eine Vene am Arm gelegt. Dariiber wird Inulin und PAH
gespritzt. Auch bin ich dariiber aufgeklirt worden, dass es in ganz seltenen Fillen zu
allergischen Reaktionen auf das PAH kommen kann. Nach der intravendsen Gabe von
Inulin und PAH wird halbstiindlich 3 Stunden lang Blut abgenommen.

Ich erkldre mich mit dem Vorgehen einverstanden und mochte an der Studie
teilnehmen.

(Ort, Datum) ( Unterschrift Dr. Koch) (Unterschrift Patient)
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