Beitrdge zur Frage der Proteinurie

Elektrophoretische und immunelektrophoretische Untersuchungen
der Serum- und Harneiweissstoffe bei Kindern
mit Nephrose-Syndrom
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In der Pathogenese der nephroti-
schen Proteinurie wird auf Grund
der in den letzten Jahren verdffent-
lichten Untersuchungsergebnisse von
den meisten Autoren den Nierenver-
&nderungen eine primére Rolle zuge-
schrieben [11, 13, 18, 24, 25, 26,
28, 29, 34, 36]. Bekanntlich enthélt
das Glomerularfiltrat auch bei gesun-
den Personen ein wenig EiweiB3, das
aber von den Tubuli rsabsorbiert
wird, so daB der Harn praktisch frei
von Eiweill ist. In das Glomerularfil-
trat gelangt das Eiweil durch die
feinen Poren der Glomerulummem-
bran. Diese Poren bilden in der ge-
sunden Niere eine zusammenhan-
gende Reihe und sind fur Partikel-
chen mit einem Molekulargewicht
von 5000—68 000. ja nach einigen
Autoren sogar von 5000—85 000 durch-
gangig. Indessen dominieren unter
den Poren solche mit kleinerer Off-
nung, die Zahl der Poren mit groRe-
rer Offnung nimmt mehr und mehr
ab, und laut Hardwicke und Mitar-
beiter 14kt lediglich 1 Pore von etwa
10 000 die Partikelchen mit einem
Molekulargewicht von 85 000 durch
[13]. In der kranken Niere erweitern
sich die Poren [28], diejenigen mit

groBerer Offnung vermehren sich rela-
tiv und lassen Makromolekile in
groRerer Menge durch. Infolgedessen
wéchst die Filtration der Plasma-
proteine bis zu einem pathologischen
Ausmal an und gelangt soviel Eiweil}
in das Glomerularfiltrat, daB die
gleichfalls alterierten [13, 28, 29]
Tubuli nicht imstande sind, dieses zu
reabsorbieren: ihr maximales Reab-
sorptionsvermdgen erschépft sich, und
ein Teil der EiweilRstoffe gelangt in
den Harn [28, 34].

Fir die primare Rolle der Glome-
rulumepithelveranderungen  zeugen
auch die experimentellen Ergebnisse,
laut welchen das mitJm oder mit dem
sich stark an Albumin bindenden
Evansblau markierte Albumin so
rasch nach der Zufuhr im Harn
erscheint, dal3 dies nur durch Glome-
rularfiltration zustande kommen kann
[28, 32]. Die Schadigung des Glome-
rulumepithels beruht wahrschein-
lich auf Autoaggressionsprozessen.
Bei Neugeborenen mit kongenitalem
Nephrose-Syndrom hat man mit dem
Immunfluoreszenzverfahren Gamma-
globulinvermehrung in einzelnen Glo-
merulumschlingen nachgewiesen, was
eine gewebsdestruierende, komple-
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raentbindende  Antigen-Antikorper-
reaktion anzeigt [15]. Die aus den
Tubuli reabsorbierten markierten Ei-
weildgranula erscheinen aber zuerst
in dem dem Lumen zugewendeten
Teil des Tubulusepithels und erst
danach in den anderen Epithelschich-
ten. Diese Beobachtung stutzt die
Auffassung jener Autoren, welche die
friher als primar betrachteten Tubu-
lusepithelverdnderungen vorwiegend
als eine Speicherungserscheinung an-
sehen [28]. Tn diesem Sinne kommt
die Proteinurie infolge gesteigerter
Permeabilitdit des Glomerulumepi-
thels und Erschopfung des Reabsorp-
tionsvermogens der Tubuli zustande.
Bei den PlasmaeiweiRen handelt es
sich ebenfalls um clearanceartige
Stoffe; Ubersteigt ihre Konzentration
in den Tubuli den TmProt-Wert, so
wird der EiweiRUberschulR mit dem
Harn ausgeschieden.

An Hand dieser Darlegungen wird
verstandlich, dal in erster Linie die
niedermolekuldren Plasmaeiweifl3e in
den Harn gelangen und unter patho-
logischen Verhéltnissen in groRerer
Menge mit dem Harn ausgeschieden
werden. Beim nephrotischen Syndrom
betrachten mehrere Autoren das fir
die Plasmaeiweil’e charakteristische
elektrophoretische Bild als eine Folge
des EiweiRverlustes. Tatsachlich stel-
len die Elektrophoretogramme der
Plasma- und Uroproteine fast gegen-
seitige Spiegelbilder dar [27].

Die Uroproteine unterscheiden sich
zwar in ihren Eigenschaften von den
Plasmaproteinen [3, 8, 10, 35], doch
ist es bisher niemandem gelungen,
die Ausscheidung von Paraproteinen
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beim Nephrose-Syndrom unzweifel-
haft zu beweisen [24, 25, 26, 27].
Wir konnen lediglich von der Aus-
scheidung veranderter Plasmaproteine
sprechen. Wie zahlreiche elektro-
phoretische Untersuchungen nachge-
wiesen haben, dominiert im Uropro-
tein das Albumin, doch werden in
wechselnder Menge stets auch Globu-
line ausgeschieden. Ein besonders
variables Bild von den im Harn
ausgeschiedenen Eiweil3stoffen gewin-
nen wir mit Hilfe der Immunelek-
trophorese [5, 7, 14, 20], wie dies
auch die seit einem Jahr durchge-
fihrten eigenen Untersuchungen be-
weisen.

Material und Methoden

Den ohne Konservierungsmittel, ge-
kihlt gesammelten 24-Stunden-Harn von
12 wegen Nephrose-Syndrom behandelten
Kindern dialysierten wir in aliquoter
Menge nach Zentrifugieren 48 Stunden
gegen flieBendes Wasser, wonach das
Dialysat mit konzentriertem Gummi arabi-
cum bei -|- 4 C eingedickt wurde. Das
Residuum wurde mit Ringer-Loésung auf
1/5—1/10 der Ausgangsmenge zurickge-
wonnen. Bis zur Verwendung erfolgte die
Aufbewahrung im Gefrierzustand.

Den GesamteiweiRwert bestimmten wir
nach der Biuret-Methode. Die Papier-
elektrophorese erfolgte nach Grassmann
und Hannig [12] und MICHAELisschen
Azetat-Veronalpuffer bei pH = 8,6 mit
0,1 lonenstarke auf Whatman-Filter-
papier Nr. 1 durch 16—18stiindige Wande-
rung, die Farbung mit saurem Fuchsin
[17, 21], die Auswertung durch Elution.
Die Immunelektrophorese fuhrten wir
nach der modifizierten ScCHEiDEGGERSchen
Mikromethode durch [30], mit identischen
Mengen der Serum- und Harneiweistoffe.
Far die Immunpréazipitation benutzten
wir das BACKHAiiszsche Antihuman-Pfer-
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Abb. 1. Fall Nr. 1 Elektrophoretisches und immunoelektrophoretisches Serum- und
HarneiweiRbild

Abb.

2. Fall Nr. 2. Elektrophoretisches und immunoelektrophoretisches Serum- und

Harneiweilbild

deserum Nr. 249 (Impfstofferzeugungs-
und Forschungsinstitut Human, Buda-
pest) und die homologen Antihumansera
der Behring-Werke. Zur Féarbung ver-
wendeten wir Amidosehwarz 10 B; Hapto-
globin und Coeruloplasmin wurden mit
einer speziellen Farbungsreaktion nachge-
wiesen [31]. Die vergleichende antigena-
nalytische Untersuchung der Serum- und
Harnproteine geschah mit doppelter Gel-
diffusion in Agargel nach Ouchterlony
[23]. Bei letzterer Untersuchung bedeutet
die Bezeichnung »imverdinnt« bereits
ofach eingedickten Harn.

Ergebnisse

Von 6 der kontinuierlich unter-
suchten 12 Kinder wollen wir einige
Ergebnisse mitteilen.

7

1. Fall. zZ. J., 7jéhriger Knabe (Abb. >
a). Niedrige Serumgesamteiweil3-, Albumin-
und y-Globulinwerte mit a2-und /3-Globulin-
vermehrung. Scheidet im Harn 35 ¢
Eiweil? in 24 Stunden aus, Uberwiegend
Albumin, aber auch Globuline. Im Immun-
elektrophoretogramm der Harnproteine
sind neben starken Albumin- und Transfer-
rinbogen schwache Bogen im Bereich der
al- und a2-Globuline zu sehen; die y-Linie
ist kaum wahrnehmbar.

Nach Zunahme der Proteinurie (Abb.
1, b) erschienen neue Bogen im Immun-
elektrophoretogramm, hauptséchlich im
Gebiet der «,,-Globuline; ferner wurde die
y-Linie starker.

2. Fall. Sz. P., 91/2jdhriges Médchen
(Abb. 2, a). Zur Zeit der Untersuchung
ist neben méaRiger Hypoproteindmie und
Hypalbumindmie eine relativ geringe Ver-
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Abb. 3.

Fali Nr. 3. Elektrophoretisches und immunoelektrophoretisches Serum- und

Harneiweilbild
Abb. 4. Fall Nr. 4. a Elektrophoretisches und immunoelektrophoretisches Serum- und

HarneiweiBbild. b. Transferrinnachweis

nach Ouchteblony. Links: 1—6 Serumver-

dinnungen 1: 2—1 : 64, rechts: 1—6 Harnverdlinungen 1:2—1:64. In der Mitte
beidseitig: Antitransferrinserum

mehrung der a2-und jS-Globuline zu beob-
achten. Entleert im Harn 6,2 g Eiweil3 in
24 Stunden, Uberwiegend Albumin und
A-Globulin. ImImmunelektrophoretogramm
sehen wir neben einem ausgeprégten
Albumin- und Transferrinbogen je 1
Komponente im Bereich der «, - und a2
Globuline.

Die vorubergehende Verschlechterung
des Zustandes wird durch die Verénderung
der Serum- und Harneiweilwerte an-
gezeigt (Abb. 2, b). Die Proteinurie stieg
auf 8,5 g, im Immunelektrophoretogramm
erschienen rasches Praalbumin, neue Kom-
ponenten im Gebiet der a-Globuline und
die y-Linie.
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3. Fall. H. 1., 2 Jahre 20 Monate alter

Knabe. Im Zeitpunkt der Untersuchung
ist neben Hypoproteindmie und Hypalbu-
minamie das Ubergewicht der Globuline
wahrnehmbar. Entleert im Harn 4,3 g
Eiweill in 24 Stunden, Uberwiegend Albu-
min und /J-Globulin, aber auch andere
Globuline. Im Immunelektrophoretogramm
pragnante Albumin-, einige a2, Transfer-
rin-  und y-Globulinlinien, auferdem
schwache Praalbumin-, a,- und /3,-Globulin -
linien (Abb. 3, a).

Nach 45 Tagen verringert sich die
Proteinurie, was im Immunelektropho-
retogramm (Abb. 3, b) aus der Schwa-
chung der Linien, mit Ausnahme der
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Abb. 5. Fall Nr. 5. a—c. Elektrophoretische und immunoelektrophoretische Serum-
und HarneiweiBbilder, d. Coeruloplasminnachweis mittels Immunoelektrophorese im
Serumprotein (oben) und im Harnprotein (unten).

ausgepragten Praalbuminlinie, hervorgeht.

4. Fall. V. M., 8 1/2jéhriges Madchen
(Abb. 4, a). Scheidet bei fast normalen
Serumproteinwerten in 24 Stunden 6,3 g
Eiweil? aus, Uberwiegend Albumin, doch
sind im Immunelektrophoretogramm auch
Praalbumin-, Albumin-, a,-, einige a2 und
Rt sowie y-Globulin-Préazipitationslinien zu
sehen.

Hiernach lieBen wir die halbierende
Verdunnungsreiho der Serum- und Harn-
proteine des Kindes nach Ouchterlony
mit Antitransferrinserum reagieren (Abb.
4, b). Wie ersichtlich, entleert das Kind
ziemlich viel Transferrin im Ham.

5. Fall. N. A, lljdhriges Madchen.
Neben ausgesprochener Hypoproteindmie
sowie Hypalbumindmie betrachtliche a2-

7*

und /?-Globulinvermehrung. Scheidet in 24
Stunden 16 g Eiweil3, Uberwiegend Albu-
min, aber auch viel - und a-Globulin aus.
Das Immunelektrophoretogramm (Abb.
5, a) ist fast ebenso reich an Préazipitations-
linien wie das Serumhild, der Harn ent-
halt mit Ausnahme der Makroglobuline
fast alle SerumeiweiBkomponenten.

Nach einem Monat vermindert sich die
Proteinurie auf 9,8 g, ohne einer Verrin-
gerung der Komponenten im Elektro-
phoretogramm (Abb. 5, b).

Nach weiteren 31 Tagen ist das Immun-
elektrophoretogramm (Abb. 5, c¢) hei
praktisch gleicher Proteinurie (8,6 g) noch
reichhaltiger. Besonders fallen neue Kom-
ponenten im Bereich der R2-Globuline auf.

Iliemach stellten wir das Coeruloplas-
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Abb. 6. Fall Nr. 6. a. Elektrophoretisches und immunoelektrophoretisches Serum-
und Harneiweil3bild. b. Immunoelektrophoretisoher Nachweis von B - Makroglobulin
im Harn (oben), c. Antigenanalytischer Vergleich der Serum- und Harneiweil3korper
vom Fall Nr. 6 (links) mit einem anderen kranken (rechts). In den Vertiefungen 1 und
4 (beidseitig). Serum in Verdinnungen 1 :16 bzw. 1:32, in den Vertiefungen 2, 3, 5, 6
Harn in den Verdinnungen 1 :4—1 : 32, in der Mitte Antihumanserum, d. /5-Lipoproteid
im Serum (1, 4 und 5). Im Harn nicht nachweisbar (2, 3 und 6). In der Mitte
Anti-/i-Lipoproteinserum

schen Kindes stimmt fast damit Gberein.

Das Harneiweil} enthielt auch mit
Anti-R2-Makroglobulinserum nachweisba-
res R2-Makroglobulin (Abb. 6, b).

min mit einem spezifischen Farbungsver-
fahren dar (Abb. 6, d). Die Coeruloplasmin-
bogen zeichnen sich im Serum und Harn
mit gleicher Starke ab.

Dasselbe Resultat sahen wir beim Mit Ani i-B- Lipoproteinserum vermoch-
Haptoglobinnachweis. ten wir [/i-Lipoprotein im Ham nicht
6. Fall. T. F., 12jahriger Knabenachzuweisen (Abb. 6, d).

Niedriger Serumgesamteiweilwert und cha-
rakteristisches elektrophoretisches Serum-
eiweillbild. Entleert 16,8 g Eiwei in 24
Stunden, neben Albumin im betrachtlichen
Verhéltnis auch Globuline. Das Immun-
elektrophoretische Bild (Abb. 6, a) der
Serum- und Harnproteine des vollig de-
kompensierten, stark édematdsen, urami-
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Beim antigenanalytischen Vergleich der
Serum- und Harneiweif3stoffe nach o tjch -
teblony (Abb. 6, ¢) gehen die Prazipi-
tationsbogen der Harnproteine in die
Préazipitationsbogen der entsprechenden
Serumeiweillkomponenten Uber, was fur
die ldentitat ihrer Antigeneigenschaften
spricht. Besonders deutlich ist der Konflux
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der Bogen in denjenigen Verdinnungen
wahrnehmbar, in welchen die quantitativen
Verhdltnisse die Prézipitationsbildung be-
glnstigen.

Besprechung

Wie aus den demonstrierten Féllen
hervorgeht, vermdgen wir durch die
immunelektrophoretische  Untersu-
chung der Harneiweillstoffe weitere
Kenntnisse zu gewinnen und dadurch
ein breiteres Spektrum der Nieren-
permeabilitdt zu erkennen. Wenn
keine absolut strenge Korrelation
zwischen dem Ausmal der Protein-
urie und der Reichhaltigkeit des
immunelektrophorestischen Bildes be-
steht, werden im allgemeinen bei
leichten Prozessen nur einige immu-
nologisch nachweishare Komponen-
ten mit dem Harn ausgeschieden. Mit
der Progression des Prozesses oder in
schwereren Féllen werden die immun-
elektrophoretischen Bilder der Serum-
und Harnproteine einander immer
&hnlicher, nur kommen die den Makro-
globulinen entsprechenden Prazipi-
tationslinien bei den Harneiweil-
stoffen selten vor.

In der a2Fraktion von Uroprotein
ist Coeruloplasmin schon bei schwa-
cher Proteinurie, bei Ausscheidung
mehrerer a2-Komponenten aber auch
Haptoglobin nachweisbar.

Von den Globulinen wurde in fast

samtlichen untersuchten Fallen in
groBter Menge das zur /Ij-Gruppe
zdhlende — Serumeisen tragende

Transferrin ausgeschieden. Diese Kom-
ponente hat in den HarneiweilRstoffen
niemals gefehlt.

Bekanntlich pradisponiert das Ne-
phrose-Syndrom zu den verschie-
densten Infektionen, obschon sie y-
Golbulin nicht in Uberreichem MaRe
mit dem Harn ausscheiden. Dagegen
sind ilire Serum-y-Globu linwerte nied-
rig. Zur Senkung des Serum-y-Glo-
bulinwertes tragt wahrscheinlich auch
die verringerte y-GlobuUnbildung bei.
Darauf deutet die Beobachtung, daR
bei den an Nephrose-Syndrom Lei-
denden nach kinstlicher Malariain-
fektion die (Ubliche y-Globulinver-
mehrung nicht eintritt [26]. Linne-
weh und Jarausch nehmen an, daf
neben den Nierenverdnderungen auch
das RES, das ganze »aktivierbare
Mesenchym« geschadigt ist [16].

Nach den Ergebnissen der Ultra-
zentrifugenuntersuchungen  besitzen
die Uroproteinkomponenten im all-
gemeinen ein niedrigeres Molekular-
gewicht als die entsprechenden Plas-
maproteinkomponenten [3, 6, 8, 18,
19, 27, 35]. Die Plasmaproteine zer-
fallen somit vor dem Nierenfilter
oder wdhrend der Filtration in Klei-
nere Teile. Ein Teil der Uroproteine
mit niedrigerem Molekulargewicht
kann auch auf den enzymatischen
Eiweilabbau wahrend der Nieren-
passage zuruckzufiihren sein [22, 28,
33]; im Glomerulum- und Tubulus-
epithel hat man lebhafte Enzymta-
tigkeit und in den mit dem Harn
ausgeschiedenen Eiweilen erhdhte
Enzym aktivitdt nachgewiesen [19, 22,
28, 33]. Mdoglich ist aber auch, daR
es sich bei einem Teil der Uroproteine
um physiologische Abbauprodukte
handelt. Im Zusammenhang mit den
im Harn ausgeschiedenen y-Globu-

Acta paediat. hung. Vol. 6.



346 P. Baranyai, Zs. Gzirbesz, Gy. Kapw: Serum- und Harneiweillstoffe

linen mit niedrigem Molekularge-
wicht hat Berggard [4] lestgestellt,
dal diese bereits im Plasma angetrof-
fen werden kdnnen und unverdndert
in den Harn gelangen. Zur Klarstel-
lung des Abbaus der anderen Kompo-
nenten bedarfes noch weiterer Unter-
suchungen.

Friher vertrat man allgemein die
Ansicht, die Makroglobuline gelangten
nicht durch den Nierenfilter. Im Harn
unseres 6. Falles vermochten wir im-
munologisch R2Makroglobulin nach-
zuweisen. Bei dem im Terminalsta-
dium ultimis befindlichen Kind hatten
wir nicht mehr die Madaglichkeit
zur Ultrazentrifugenuntersuchung der
Harneiweillstoffe, obschon deren Er-
gebnis wichtig gewesen wére. Maiorca
und Scarpioni [19] konnten unter
sin immunelektrophoretischer Kompo-
nenten reichen Harnproteinen einmal
Makroglobulin mit der Sedimenta-
tionskonstante S© und 900 000 Mole-
kulargewicht, ein andermal mit der
Sedimentationskonstante Sllj5 und
etwa 300 000 Molekulargewicht nach-
weisen. In einzelnen Féllen koénnen
die Nieren demnach eine sehr hoch-
gradige Permeabilitdt aufweisen.

In Kenntnis der Aminosédurenzu-
sammensetzung der immunelektro-
phoretischen PlasmaeiweiRkomponen-
ten werden wir mit Hilfe der Immun-
elektrophorese in Zukunft vielleicht
eine Erkldrung fir die Unterschiede

finden, die in der Aminosédurenzu-
sammensetzung der Plasma- und
Harnproteine zutage treten.

Laboratoriumsassistentin Frau L.
Hejtejer danken wir fiir ihre bei den
technischen Arbeiten geleistete Hilfe.
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Zusammenfassung

Die Serum- und HarneiweilRVer-
&nderungen bei 12 an Nephrose-
Syndrom leidenden, im Krankenhaus
unter standiger Kontrolle behandelten
Kindern wurden kontinuierlich mit
Hilfe der Papierelektrophorese und
Immunelektrophore.se untersucht.

Die elektrophoretischen Serum- und
Harneiweifwerte dndern sich in Uber-
einstimmung mit den Literaturanga-
ben in der Mehrzahl der Falle gegen-
satzlich, im allgemeinen im Verhaltnis
zum AusmaR der Proteinurie. Mitun-
ter sind jedoch die Serumprotein-
werte auch bei starker Proteinurie
annéhernd normal.

Nach den immunelektrophoretischen
Untersuchungsergebnissen  wechselt
die Zahl der im Harn ausgeschiedenen
Komponenten innerhalb weiter Gren-
zen; bei klinisch schweren Fallen
konnten selbst 16—18 Eiweilkompo-
nenten im Uroprotein nachgewiesen
werden.

Neben Albumin war das zur Ry
Gruppe rechnende Transferrin stets
vorhanden.

Von der a -Gruppe ist Coerulo-
plasmin im allgemeinen auch bei
geringer Proteinurie  nachweisbar;

werden mehrere a2Komponenten aus-
geschieden, so I&4Rt sich auch Hapto-
globin feststellen.

Im Harn des Falles Nr. 6 konnte
mit einer immunologischen Methode
/b-.Ylakroglobulin aufgezeigt werden.
Bei dem in ultimis befindlichen Kind
war es nicht mehr maoglich, mittels
Ultrazentrifugenuntersuchung  klar-
zustellen, ob ganze Makroglobulin-
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molekule in den Harn gelangt waren
oder Teile, die ihre Antigeneigen-
schaften noch bewahrt hatten.
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