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Urinproteinanalyse im Kindesalter mittels
quantitativer Einzelproteinbestimmung
Analysis of urinary proteins in infancy and childhood by means of quantitative
measurement of specific urinary proteins of different molecular weight
M. Kirschstein, B. Wötzel, R. Schröder, R. Jensen
Klinik für Pädiatrie, Medizinische Universität, Lübeck

Zusammenfassung:
Eine moderne Proteinuriediagnostik sollte eine Aussage über die Lokalisation der
Nierenschädigung zulassen. Dies gelingt entweder mit der qualitativen Analyse der
Harnproteine mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gradientengelelektrophorese
(SDS-PAGE) oder durch quantitative Bestimmung von Einzelproteinen im Urin, die
zunehmend Bedeutung in der Nephrologie (diabetische Nephropathie, Nierentrans-
plantation, Vesiko-uretero-renalerReflux, nephrotischesSyndrom, angeborene Hydro-
nephrosen) gewinnt.
Da für das Kindesalter bisher keine ausreichenden Angaben über Referenzwerte von
Indikatorproteinen im Urin vorliegen, wurde in einer Studie an 98 gesunden Kindern im
Alter von 2-16 Jahren Gesamtprotein, Albumin, Immunglobulin G, Transferrin, ,- ' -
croglobulin und Retinol-bindendes Protein im zweiten Morgenurin und in fraktioniert
gewonnenen Sammelurinproben mit einem immunoluminometrischen Assay (ILMA)
bestimmt.
Eine Geschlechtsabhängigkeit ließ sich für keines der Urinproteine nachweisen. Nur für
die Werte der IgG-Konzentration und die Retinol-bindendes Protein/Kreatinin-Ratio
fand sich eine Altersabhängigkeit. Bei Bezug der Einzelproteinkonzentrationen auf das
Urinkreatinin fand sich keine geringere Streuung der Werte.

Schlüsselwörter:
Proteinurie-Albumin - Immunglobulin G - Transferrin - a^Microglobulin - Retinol-
bindendes Protein

Summary:
Proteinuria can be assessed by qualitative evaluation with sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gradient gel electrophoresis (SDS-PAGE) or by quantitative
measurement of specific urinary proteins of different molecular weight. Reference
values for representative indicator proteins in children are lacking. Therefore we
determined albumin (Alb), immunoglobulin G (IgG), transferrin (Trf), otj-microglobulin
( , ), retinolbindingprotein (RBP)andtotalprotein (TP) in second morning urine using
an immunoluminometric assay (ILMA) in 98 healthy children ranging in age from 2 to
16 years. Concentrations and protein/creatinine ratios ofthese urinary proteins did not
differ in relation to sex and only for urinary concentrations oflgG and RBP/creatinine
ratio age-dependence was found.

Keywords:
Proteinuria - Immunoglobulin G-Albumin - Transferrin -Aa^microglobulin - Retinol
binding protein

Einleitung MitderNatriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gradienten-
gelelektrophorese (SDS-PAGE) steht eine hervorragen-
de Methode zur qualitativen Analyse von Proteinurien

Eine pathologische Proteinurie wird üblicherweise mit zur Verfügung (2). Ihre Nachteile liegen in der fehlenden
dem Teststreifen nachgewiesen und durch eine Gesamt- Proteinquantifizierung und Standardisierung der Färbe-
proteinbestimmung quantifiziert. Im Sinne einer klinisch methoden. Zudem erfordert die Auswertung große Er-
relevanten und diagnostisch möglichst differenzierten fahrung des Untersuchers (3, 4). Als Alternative bietet
Analyse der Proteinurie genügt es nicht, nur die Gesamt- sich die Bestimmung einzelner Markerproteine im Urin
menge der mit dem Harn ausgeschiedenen Proteine zu an (4, 5, 6). Bei Diabetikern und Hypertonikern hat sich
erfassen. Eine moderne Proteinuriediagnostik sollte viel- Albumin als ein besonders empfindlicher Parameter ei-
mehr zwischen Proteinurieformen glomerulärer und ner frühen INephropathieentwicklung erwiesen (7, 8).
tubulärer Genese unterscheiden (1). Neben Albumin (Alb) eignen sich Transferrin (Trf) und
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Immunglobulin G (IgG) für die Charakterisierung einer
glomerulären Proteinurie, während mit der Bestimmung
von c^-Microglobulin (^M) und Retinol-bindendem
Protein (RBP) tubuläre Proteinurien erfaßt werden (5,9).
Die gleichzeitige Bestimmung verschiedener Einzel-
proteine wird zunehmend zur Verlaufskontrolle bei un-
terschiedlichen Erkrankungen wie Nierentransplantation
(IgG, , ), vesico-ureteralem Reflux ( , , RBP), an-
geborenen Harnwegsobstruktion ( , , «BP), nephro-
tischem Syndrom (RBP), Diabetes mellitus (Alb, A,M,
RBP) und zur Beurteilung der Nephrotoxizität von Phar-
maka ( , , RBP) eingesetzt (10-16).
Da auch zunehmend in der Pädiatrie die Bestimmung
von Einzelproteinen im Urin an Bedeutung gewinnt, war
es Ziel dieser Studie, für die wichtigsten Markerproteine
Alb, IgG, Trf, , , RBP sowie das Gesamtprotein (TP) im
Urin Referenzwerte unter Berücksichtigung des Alters
und Geschlechts für das Kindesalter zu ermitteln. Zusätz-
lich sollte geprüft werden, ob zirkadiane Unterschiede
der Einzelproteinausscheidung bestehen und der Bezug
der Proteinausscheidung auf das Urinkreatinin von Vor-
teil ist.

Material und Methoden
Von 98 gesunden Kindern im Alter von 2 bis 16 (Mediän
8 Jahre) wurden Proben des zweiten Morgenurins sowie
von 26 Kindern fraktionierte (Tag- und Nacht) Sammel-
urine gewonnen. Aufnahmekriterien für die Studie wa-
ren: normale Nierenfunktion, kein arterieller Hypertonus,
keine Medikamenteneinnahme zum Zeitpunkt der Urin-
gewinnung und keine Nierenerkrankungen in der Ana-
mnese.
Die Urinproben wurden nach Erhalt per Teststreifen
(Multistix 10 SG, Bayer Diagnostic, München) unter-
sucht, anschließend über zehn Minuten bei 300 U/min
zentrifugiert und nach Zugabe von 30 einer 10% (w/v)
Natriumazidlösung bis zur Analyse bei -20° C eingefro-
ren. Eine Portion der Urinprobe wurde im Kühlschrank
bei + 4° C aufbewahrt zur Bestimmung von IgG innerhalb
von sieben Tagen, da dieses Eiweiß im Gegensatz zu den
anderen einen Gefrierverlust aufweist (17).
Die Kreatininbestimmung im Urin erfolgte nach einer
modifizierten Jaffe-Reaktion mit einem Kone-Progress
(Kone OY, Norderstedt) in einer Verdünnung von 1 :
20. Das Uringesamtprotein wurde nephelometrisch mit
der Streulichtmethode an einem ICS-Analyzer II (Beckman,
Fullerton, Ca, USA) durch Ausfällung mit Trichloressig-
säure bestimmt (18).
Sämtliche Urinproben wurden zusätzlich mit SDS-PAGE
untersucht (Methodenbeschreibung 19, 20) und für die
Referenzwertermittlung der Einzelproteine nur Harne
mit physiologischem Urinproteinmuster verwandt.
Die Messung der Harnproteine (IgG, Trf, Alb, A,M und
RBP) wurde mit einem immunoluminometrischen Assay
(ILMA) durchgeführt. Es handelt sich dabei um einen
Immunoassay in Sandwichtechnik, bestehend aus ei-
nem festphasengekoppelten Antikörper und einem Anti-
körper, der mit einer luminogenen Substanz markiert
wurde, die bei oxidativer Umwandlung mittels Katalase
Licht emittiert. Durch Messung der Lichtquanten in ei-
nem Photomultipler (Luminometer Berthold LB 925 T/16,
Berthold, Mannheim) wird gegen eine Standardverdün-

nungsreihe die Menge des gebundenen Proteins gemes-
sen (21). Als untere Nachweisgrenzen für die gemesse-
nen Einzelproteine wurden ermittelt: IgG 0,22 mg/l,Trf 60

g/l, Alb 0,33 mg/l, A,M 55 g/l und RBP 35 g/l. In jedem
Assay wurden drei Kontrollen mit unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen mitgeführt. Der Interassay-Varia-
tionskoeffizient (von Tag zu Tag) lag bei 10%, der Intra-
assay-Variationskoeffizient bei 8%.
Die Zahlenwerte der Proteinkonzentrationen und Krea-
tinin-Ratios im Urin waren nicht normal verteilt. Für die
Erstellung von Referenzbereichen wurden daher Trans-
formationen der Werte mittels dekadischem oder natür-
lichem Logarithmus durchgeführt. Die statistischen Be-
rechnungen erfolgten mittels t-Test, einfaktoriel ler
Varianz-Analyse (Anova), Mann-Whitney-Test, Kruskal-
Wallis-Test, Friedman-Test und Wilcoxon-Test mit dem
Programm SSPS-PC+ Version 3.0. Es wurde ein
Signifikanzniveau von p = 0,05 gewählt.

Ergebnisse
Spontanurine
Von 98 Spontanurinproben wiesen drei eine Leukpzyturie
auf, so daß 95 Proben zur Auswertung kamen. Die unte-
ren und oberen Grenzwerte sowie der Mittelwert der fünf
Einzelproteinkonzentrationen und der Protein/Kreatinin-
Ratios sowie des Gesamtproteins sind in Tabelle 1 aufge-
führt. Eine Geschlechtsabhängigkeit fand sich bei kei-
nem der untersuchten Proteine. Lediglich für die IgG-
Konzentrationen sowie für die RBP-Kreatinin/Ratiowerte
wurden signifikante Differenzen zwischen den Alters-
klassen gefunden (Tab. 2). 11 (12,2%) bzw. 12 (13,3%) der
Spontanurine wiesen Konzentrationen der Proteine Trf
und RBP unterhalb der Nachweisgrenze von 60 g/l bzw.
35 g/l auf.

Sammelurine
Da die Konzentrationen der Einzelproteine und die Ein-
zelprotein/Kreatinin-Ratios in den Urinproben während
der Tagesstunden keine signifikanten Unterschiede auf-
wiesen, wurde aus sämtlichen Werten eine gemeinsame

Tab. 1: Grenzwerte (10. und 90. Perzentile) und Mittelwerte der Kon-
zentrationen und Protein/Kreatinin-Ratios von fünf Einzelproteinen
und des Gesamtproteins in Spontanurinen von 95 gesunden Kin-
dern

TP
TP/Krea

Alb
Alb

IgG/Krea

Trf
Trf/Krea

A,M
, /Krea

RBP

(mg/l)
(mg/mmol)

(mb/l)
(mg/mmol)

(mg/mmol)

(Mg/l;
(Mg/mmol)

(mg/l)
(mg/mmol)

(Mg/0

unterer
Grenzwert

5,21
0,45

1,28
0,14

0,029
_ **
_ #*

0,001
0,001
_ **

Mittelwert*

21,51
2,35

7,66
0,20
0,153

224,20
29,80

2,13
0,23

127,80

oberer
Grenzwert

88,64
12,32

45,98
5,18
0,797

2150
309,8

8,33
0,84

445,8

*. Mittelwert der in eine Normalverteilung transformierten Werte
** Unterhalb der Nachweisgrenze
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Tagfraktion errechnet und mit der Nachtfraktion vergli-
chen. Tabelle 3 zeigt die Einzelproteinkonzentrationen
und die Protein/Kreatinin-Ratios derTag- und Nachturine
im Vergleich. Proteinkonzentrationen sowie die Protein/
Kreatinin-Ratiosdertubulären Markerproteine AtM und
RBP zeigten keine signifikanten Unterschiede, während
mit Ausnahme der Trf-Konzentrationen für die anderen
Tab. 2: Mediän und oberer Grenzwert der IgG-Konzentrationen und
der RBP/Kreatinin-Ratios von Spontanurinen in drei Altersklassen
von 95 gesunden Kindern.

IgG (mg/l)
Mediän
obere Grenze

RBP/Krea ( / )
Mediän
obere Grenze

Altersklasse
< 6 Jahre

0,931
4,957

19,5
114,9

Altersklasse
6 -< 11 Jahre

1,813
6,272

16,5
39,6

Altersklasse
> 11 Jahre

2,046
8,400

10,5
39,5

glomerulären Markerproteine Alb und IgG sowohl die
Konzentrationen als auch die Protein-Kreatinin-Ratios
signifikante Unterschiede aufwiesen.
Im intraindividuellen und interindividuellen Vergleich
war die Streuung der auf das Urinkreatmin bezogenen
Werte nicht kleiner als die Streuung der entsprechenden
einfachen Proteinkonzentrationen. Dies galt sowohl für
die Sammelurininfraktionen wie auch für die Spontan-
urine.

Diskussion

Die Proteinurie ist ein häufiges Symptom renaler und
extrarenaler Erkrankungen. Als Screening-Verfahren
haben sich Teststreifen bewährt, leider erfaßt diese Me-
thode nicht alle im Harn auftretenden Proteinspezies (1,
5,22,23). Eine moderne Proteinuriediagnostik sollte eine
Aussage über die Lokalisatipn der Nierenschädigung
zulassen und zwischen verschiedenen Prpteinurieformen
differenzieren. Daher sollte eine pathologische Proteinurie
mittels SDS-PAGE oder anhand eines Einzelproteinprofils
näher analysiert werden.

Tab3: Vergleich zwischen Einzelprote'mkonzentrationen undEinzel-
proteinkonzentration/Kreatinin-Ratios zwischen Tag- und Nacht-
urinfraktionen

Tag

TP
IgG
Trf
Alb
A,M
RBP

TP/Krea
IgG/Krea
Trf/Krea
Alb/Krea

, /Krea
RBP/Krea

(mg/l)
(mg/l)
( 9/ >
(mg/l)
(mg/l)
(Mg/l)

(mg/mmol)
(mg/mmol)
^g/mmol)
(mg/mmol)
(mg/mmol)
^g/mmol)

Mediän

24,6
2,22

921,00
11,87

1,68
133,50

2,41
0,21

78,20.
1,04
0,20

14,60

90. Perc.

86,70
9,46

2273
44,09
7,20

435,50

8,87
1,01

251,90
4,13
0,59

41,87

P

0,053
0,03

ns
0,03

ns
ns

<0,01
<0,01

0,03
<0,001
'ns
ns

Nacht
Mediän

21.2
1,48

584
8,08
2,10

170,70

1,84
0,11

33,90
0,70
0,20

13,40

90.Perc.

59,40
4,36

1561
17,13
6,82

446,70

4.65
0,33

109,00
1,53
0,53

40,89

In der vorliegenden Arbeit wurden fürfünf Einzelproteine
im Urin Referenzbereiche für das Kindesalter unter Ver-
wendung eines in unserer Klinik entwickelten immuno-
luminometrischen Assays erstellt.
Aus technischen Gründen wurden die Urinproben mit
Ausnahme fürdielgG-Bestimmung (Aufbewahrung max.
7 Tage bei + 4° C) bis zu 20 Tagen bei - 20° C gelagert. In
Vorversuchen konnte gezeigt werden, daß die von uns
untersuchten Proteine Alb, Trf, A,M, RBP bei diesen
Lagerungsbedingungen stabil blieben. Lediglich IgG wies
einen Gefrierverlust von bis-zu 45% auf (17). Unsere
Erfahrungen stimmen hervorragend mit den von Hof-
mann und Guder veröffentlichten Resultaten ihrer
Lagerungsversuche überein (24, 25), so daß ein Gefrier-
verlust der für diese Studie untersuchten Proteine nicht
zu erwarten ist.
Normwerte für die Einzelproteinausscheidung bei Kin-
dern liegen bisher in größerer Zahl lediglich für Alb vor
(26 - 32). Für IgG und Trf wurden bisher keine Referenz-
werte veröffentlicht, für RBP (33,34) und AJyi (34,35,36)
jeweils zwei bzw. drei Studien mit zum Teil geringen
Patientenzahlen. Soweit Normwerte für die Einzelprotein-
ausscheidung im Urin fürdas Kindesalter vorlagen, stim-
men die von uns gemessenen Konzentrationen gut mit
den Ergebnissen anderer Untersucher überein.
Wie andere Untersucher konnten wir für keines der un-
tersuchten Einzelproteine eine Geschlechtsabhängigkeit
nachweisen. Eine Altersabhängigkeit wurde lediglich für
die IgG-Konzentration und den RBP/Kreatinin-Quotienten
gefunden. Die in der vorliegenden Studie erstmals ermit-
telten Normwerte für die IgG-Ausscheidung im Urin bei
Kindern wiesen eine Obergrenze von 4,597; 6,272 und 8,4
mg/l in den drei Altersklassen auf. Bei gesunden Erwach-
senen wurden die oberen Referenzbereiche für IgG-Kon-
zentrationen im Spontanurin von Hofmann (25) bei 0,97
mg/ Kreatininundvon Wood (17) bei 11,6 mg/l fest-
gelegt, für 24-h-Sammelurine von Ellis (29) und Schmitt
(30) 12 mg/24 h bzw. 18 mg/24 h. Somit bestätigen die bei
Erwachsenen nachgewiesenen höheren IgG-Ausschei-
dungen unsere Befunde einer mit dem Lebensalter zu-
nehmenden Urinkonzentration dieses Proteins.
In der bisher einzig vorliegenden Untersuchung über die
Urinausscheidung von RBP bei gesunden Kindern konn-
ten Tomlinson et al. keine altersabhängigen Unterschie-
de nachweisen (34). Die von ihnen angegebenen Referenz-
bereiche für Spontanurinproben (< 1 bis 24,5 g/mmol
Kreatinin) und Nachturin 1,0 - 14,4 g/mmol Kreatinin)
lagen deutlich.unterhalb der von uns für drei Alters-
klassen ermittelten Werte. Dagegen fanden Smith et al.
(33) in einer kürzlich veröffentlichten Studie eine Abnah-
me der RBP-Ausscheidung mit zunehmendem Lebens-
alter und die von ihnen ermittelten Werte für Kinder der
Altersstufen 2-5 Jahre von 26 g/mmol Kreatinin (Be-
reich 4,5 - 89), 5 -10 Jahre 14 g/mmol Kreatinin (5 - 41)
und 10-16 Jahre 11 g/mmol Kreatinin (3,9-32) sind mit
unseren Ergebnissen fast identisch.
Quantitative Bestimmungen von Urinproben sollten
möglichst auf das in 24 h ausgeschiedene Harnvolumen
bezogen werden. Da eine 24-h-Urinsammlung im Kindes-
alter nur selten vollständig gelingt und häufig ein
Organisationsproblem darstellt, werden in der Pädiatrie
zunehmend Spontanurinproben als Untersuchungsmate-
rial verwandt (39). Verschiedene Untersucher propagier-
ten, daß eine verbesserte Standardisierung der Meß-
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ergebnisse von Spontanurinproben sowie eine niedrige-
re interindividuelle Variabilität der Werte durch Bezug
der Protein- auf die Urinkreatinin-Konzentration erreich-
bar ist (24, 28, 29, 40). Die Ergebnisse dieser Studie ge-
sunder Kinder konnten dies nicht bestätigen. Wie Howy
(41) bei Erwachsenen fanden auch wir keine geringere
interindividuelle Variabilität bei Bezug der Proteinkonzen-
trationen auf das Harnkreatinin.

Sowohl für Sammelurinfraktionen wie auch für Spontan-
urinproben war im intra- und interindividuellen Ver-
gleich die Streuung der Kreatinin bezogenen Werte nicht
kleiner als die der«ntsprechenden einfachen Konzentra-
tionen. Somit erscheint in der Urinproteindiagnostik im
Kindesalter die Bestimmung des Urinkreatinins nicht
immer notwendig, insbesondere bei normaler Trink-
menge und Diurese. Obwohl sich signifikante Unter-
schiede sowohl der Einzelprpteinkonzentrationen wie
auch der Einzelprotein/Kreatinin-Ratios insbesondere für
die großmolekularen Proteine IgG, Trf und Alb zwischen
Tag- und Nachturinfraktionen ergaben, halten wir die
Verwendung von Spontanurinproben aufgrund unserer
Ergebnisse auch im Kindesalter zur Erhebung quantitati-
ver Daten aufgrund der oben aufgeführten Gründe für
ausreichend.
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