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1. Einleitung

1.1 Renale Osteopathie

1.1.1 Epidemiologie

Die im Rahmen einer  chronischen  Niereninsuffizienz ~ auftretenden
Skelettverdnderungen werden unter dem Begriff der renalen Osteopathie
zusammengefasst, welche im Folgenden definiert wird. Die chronische,
dialysepflichtige Niereninsuffizienz ist in den westlichen Industrieldndern eine
zahlenmaig zunehmende Erkrankung, mitbedingt durch die ansteigende Zahl von
Diabetikern (Schwenger et al, 2001). In Deutschland liegt die Inzidenz der
dialysepflichtigen Niereninsuffizienz bei 0,7/1000 Personen in der Bevolkerung und die
Prévalenz bei 0,18/1000 Personen. Auch in den USA zeigt sich eine Zunahme der
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz.

Die renale Osteopathie beginnt in den friihen Stadien der Niereninsuffizienz und findet
sich bereits bei einer Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) um 50% (Hamdy
et al, 1995). Aufgrund der Manifestation in bereits friihen Stadien der chronischen
Niereninsuffizienz ist die renale Osteopathie nicht nur nephrologisch, sondern auch
allgemeinmedizinisch relevant. Sie findet sich am stérksten ausgepragt bei Patienten,
die wegen terminaler Niereninsuffizienz chronisch hamodialysiert werden.

Aufgrund der zunehmenden Haufigkeit werden metabolische Knochenerkrankungen
wie die renale Osteopathie im Jahre 2030 weltweit an siebter Stelle der chronischen
Krankheiten stehen und werden daher von der WHO als ,,major health problem*
eingestuft.

Die klinische Bedeutung der renalen Osteopathie liegt in ihrer Manifestation mit unter
anderem diffusen Knochenschmerzen, Spontanfrakturen, Muskelschwéche vom
proximalen Typ (Brahee et al, 2001; Leone et al, 2001; Shiota et al, 2001; Fontaine et
al, 2000; Sakalkale et al, 1999), und bedingt durch Calcium-Phosphat-Ablagerungen,
Schmerzen an den groRBen Gelenken, vor allem am Schulter- und Hiftgelenk,
frihzeitige Verkalkungen von Herzklappen sowie Sklerose der Koronarien und der
Media von Arterien (Hampl et al, 1999; Block et al, 1998; Braun et al, 1996).

Die Kklinischen Symptome und auch die kardiovaskuldare Komorbiditdt haben flr den
Patienten eine wichtige soziale und ékonomische Bedeutung. Die Minderung der
Lebensqualitat infolge von Invaliditat, verbunden mit Einschrankung der sozialen und
gegebenenfalls beruflichen Aktivitdt sowie der Freizeitgestaltung geht mit hohen

personlichen und gesellschaftlichen Kosten einher (Rostand und Driieke, 1999).
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1.1.2 Atiologie

Fur die renale Osteopathie als Manifestation der im Rahmen einer chronischen
Niereninsuffizienz auftretenden Skelettveranderungen sind in der Literatur verschiedene
Ursachen beschrieben. Der GroRteil der Ursachen ist eine Folge der chronischen
Niereninsuffizienz.

Es missen grundsatzlich zwei verschiedene Typen der renalen Osteopathie
unterschieden werden: Die high-turnover- und die low-turnover- bzw. adyname
Osteopathie. Bei der high-turnover Osteopathie, die sich bei ca 70% der
Dialysepatienten findet (Sherrard et al, 1993), ist infolge eines Hyperparathyreoidismus
(HPT) die Aktivitat von Osteoklasten und Osteoblasten deutlich gesteigert. Dagegen
zeigt sich eine verminderte Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitat bei der low-
turnover Osteopathie (ca 30 % der Dialysepatienten), die ihrerseits mit einer normalen
bis gering erhéhten Parathormonkonzentration im Serum einhergeht (Goodman et al,
1994; Couttenye et al, 1996).

Unabhéngig von der chronischen Niereninsuffizienz ist die durch aluminiumhaltigen
Phosphatbinder ausgeldste low-turnover-Osteopathie (Kosch et al, 2000; Driiecke et al,
1980; Parkinson et al, 1979).

,,Jlow turnover* bzw. ,high-turnover”-
Parameter

,adyname* Osteopathie Osteopathie

Héaufigkeit ca. 30% ca. 70%

mindestens zweifach

Intaktes Parathormon maximal dreifach erhdht

erhoht
Alkalische Phosphatase/
) normal erhoht
Knochenisoenzym (BAP)
Phosphat normal erhoht
Kalzium normal erniedrigt
Tartratresistente saure o
erniedrigt erhoht

Phophatase 5b (TRAP 5b)

Tab. 1.1 typische Laborkonstellationen bei ,,Jlow turnover* und ,high turnover® Osteopathie

1.1.3 Diagnostik

Die Diagnose der

renalen

Osteopathie

wird durch Anamnese

(diffuse

Knochenschmerzen, Spontanfrakturen, Muskelschwéche vom proximalen Typ etc.),
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klinische Untersuchungen (Weichteilverkalkungen, akute Periarthritis, Konjunktivitis,
Pruritus, Kalziphylaxie, etc.), radiologische Befunde (verminderte Knochendichte,
Osteosklerose, ,,braune Tumoren®, Spontanfrakturen, aseptische Knochennekrosen,
Gewebs-, Gefall- und Organverkalkungen etc.), gegebenenfalls histologische Befunde
(Knochenbiopsie), und eine Auswahl an verschiedenen Laborparametern gestellt. Zu
den  klinisch  relevanten  Laborparametern  gehdren  Calcium,  Phosphat,
Calciumphosphatprodukt, alkalische Phosphatase, Parathormon und Aluminium.

Der Goldstandart in der Diagnostik der renalen Osteopathie sind zum jetzigen Zeitpunkt
die Rontgenaufnahme des Handskeletts und die Knochenbiopsie. Wahrend die
radiologischen Befunde eine Differenzierung des Typs der renalen Osteopathie (low-
turnover und high-turnover Osteopathie) nicht ermdglichen, ist dies histologisch
moglich.

Eine neueres, jedoch nicht invasives Untersuchungsverfahren zur Differenzierung des
Typs der renalen Osteopathie durch die Bestimmung der Osteoblasten-
/Osteoklastenaktivitat ist die Messung der Aktivitat der tartratresistenten sauren
Phosphatase 5b (TRAP 5b).

1.2 Knochenstoffwechsel

Das Verstandnis der molekularen und zellularen Mechanismen des sténdig
stattfindenden Knochenumbaus (Remodelling) ist fur die Behandlung und Prévention
der renalen Osteopathie von grundlegender Bedeutung. Beim Remodelling stehen der
Umbau des Skeletts zur Anpassung an die aktuellen biomechanischen Erfordernisse, der
Erhalt der dazu ndtigen Knochenmasse und die Reparatur von Mikrofrakturen an
oberster Stelle (Nakasato et al., 1999). Knochenabbau und Knochenanbau sind dabei
eng aneinander gekoppelt.

Die Weitergabe biochemischer Signale an die verschiedenen Knochenzelltypen nimmt
dabei eine zentrale Rolle ein (Kostenuik et al., 1999; Manalogas et al., 2000). Die
Knochenneubildung beginnt mit der Aktivierung von Knochenmarksvorlauferzellen, die
zu mehrkernigen Osteoklasten, und damit zu den eigentlichen knochenresorbierenden
Zellen differenzieren. Osteoklasten lagern sich an die Knochenoberflache an und I6sen
die organische Matrix durch die Ausscheidung von lysosomalen Enzymen und Protonen
auf. AuBerdem sind Osteoklasten reich an tartratresistenter saurer Phosphatase 5b
(TRAP 5b), welche eine wichtige Rolle bei der Dephosphorylierung von

Knochenproteinen einnimmt. Daher kann der Serumspiegel der tartratresistenten sauren

3
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Phosphatase als Knochenstoffwechselmarker zur Beurteilung bei metabolischen
Osteopathien eingesetzt werden (Torres et al., 1991; Halleen et al., 2000; Alatalo et al.,
2002; Hannon et al., 2002).

Der Resorptionsprozess verlangsamt sich nach 3-5 Wochen und es kommt nach einer
sogenannten Umschaltphase zu einer allmé&hlichen Anlagerung von Osteoblasten an die

Knochenoberflache. In der nachfolgenden Aufbauphase entsteht neues Knochengewebe
aus dem von den angelagerten Osteoblasten sezernierten und anschlieRend
mineralisierten Osteoid. Eine Schlisselrolle spielt dabei die alkalische Phosphatase
(AP) des Osteoblasten, die aus organischen Verbindungen der Knochenmatrix
anorganisches Phosphat freisetzt, welches dann mit Calcium reagiert und
Hydroxylapatit bildet. Die Hydroxylapatitkristalle sorgen zum einen fir die Festigkeit
der Knochenstruktur, zum anderen stellen sie einen reversiblen Speicher dar, in den- je
nach Bedarf- Calcium und Phosphat eingelagert oder mobilisiert werden kénnen.

In der Ruhephase werden aus den zuvor aktiven Zellen dann ruhende Osteozyten

(Belagzellen). Der gesamte Remodelling- Zyklus dauert etwa 3-4 Monate.

1.2.1 Hormonelle Regulation des Knochenstoffwechsels

Die Hormone Parathormon, Vitamin D3 (Calcitriol) und Calcitonin sind durch ihre
Rolle in der Regulation des Calciumhaushaltes die hauptsdachlichen Regulatoren des
Knochenumbaus; daneben spielen auch Thyroxin und Steroidhromone, biomechanische
und genetische Faktoren sowie Umweltfaktoren eine Rolle im Stoffwechsel des

Knochens.

1.2.2 Parathormon

Parathormon (syn. Parathyrin, PTH) ist ein aus 84 Aminosduren bestehendes
Peptidhormon der Nebenschilddrisen (Epithelkdrperchen). Der entscheidende Stimulus
fur die Ausschittung von PTH ist die Erniedrigung des ionisierten (freien) Calciums im
Plasma.

Intaktes Parathormon (PTH 1-84) wird in Abhédngigkeit der Serumkonzentration von
ionisiertem Calcium pulsatil sezerniert. Diese pulsatile Sekretion geht bei chronischer
Niereninsuffizienz verloren (Schmitt et al., 1998). Zudem hemmt ein bei Nieren-
insuffizienz auftretender hoher Magnesiumspiegel die Sekretion von PTH (Navarro et
al., 1999).
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In der Niere fordert PTH die Reabsorption von Calcium sowie die Exkretion von
Phosphat und stimuliert die Synthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol)
und somit die intestinale Calciumabsorption. Im Knochen bewirkt PTH eine
Mobilisation von Calcium, indem es die Osteoblasten tber das Adenylatzyklase-cAMP-
System zur Freisetzung von Faktoren anregt, die sowohl reife Osteoklasten direkt
aktivieren  als  auch  die Proliferation ~ und Differenzierung  von
Osteoklastenvorlauferzellen fordern (Hruska und Teitelbaum, 1995; Manalogas, 2000).
Daruber hinaus induziert PTH in physiologischen Konzentrationen die
Knochenneubildung uber eine Vermehrung der Osteoblasten-Vorlauferzellen und eine
zusétzliche Induktion der osteoblastdren Synthese der anabol wirkenden ,,insulin-like
growth factors“ (IGFs) (Mohan, 1993; Kostenuik et al., 1999).

Bei hohen PTH-Konzentrationen wird dagegen die Syntheseleistung von reifen
Osteoblasten gehemmt und die Osteoklasten, also Zellen des Knochenabbaus, Uber die
Sekretion von Prostaglandinen stimuliert. Damit kommt es bei chronischer PTH-
Erhéhung zu einem erhdhten Knochenumsatz durch eine vermehrte Anzahl und

Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten.

1.2.3 Vitamin D

Cholecalciferol, das Vitamin D3 (Calcitriol), ist im Calcium- und Phosphathaushalt des
Menschen der wichtigste Vertreter der D-Vitamine. Es wird aus einem Provitamin, dem
7-Dehydrocholesterin unter Einwirkung von Ultraviolettstrahlung in der Haut gebildet.
Durch zwei weitere Hydroxylierungsprozesse in Leber und Niere wird es zum lo,25-
Dihydroxycholecalciferol, dem wirksamen Calcitriol (syn. D-Hormon) umgewandelt
(Jakob, 1999). Hierbei fordert Parathormon die rasche Bildung des Calcitriols durch
Steigerung der Aktivitat der renalen 1o- Hydroxylase. Zielorgane des Vitamin D3 sind
Darm, Knochen und Niere. Es fiihrt durch Bindung an spezifische, intrazellular
gelegene Rezeptoren zur Offnung von Calciumkandlen in der intestinalen
Burstensaummembran und fordert damit die Calciumresorption. Auch die intestinale
Phosphatresorption wird durch Vitamin D3 gesteigert. Die Prazipitation von Calcium
und Phosphat, und damit die Bildung von Hydroxylapatitkristallen im Knochen wird

begunstigt.
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1.2.4 Calcitonin

Calcitonin, ein in den parafollikularen Zellen gebildetes und aus 32 Aminoséuren
bestehendes Peptidhormon, wird bei einer Erhéhung des Plasmacalciumspiegels
freigesetzt. Calcitoninproduzierende Zellen kommen vor allem in der Schilddruse, aber
auch in den Nebenschilddrisen und im Thymus vor. Calcitonin hat eine hemmende
Wirkung auf Osteoklasten und beguinstigt gleichzeitig die Kalzifizierung des Skeletts
durch Verlagerung von Calcium und Phosphat in den Knochen zum Aufbau von
Hydroxylapatitkristallen.

An den Zellen des proximalen Tubulus und der Henle-Schleife der Niere finden sich
spezifische Membranrezeptoren fur Calcitonin; Calcitonin flhrt Gber eine
Verminderung der renalen Calciumreabsorption zur Calciurie. Calcitonin senkt damit
den Calcium- und Phosphatspiegel im Blut vor allem durch Einlagerung von Calcium
und Phosphat in den Knochen, sowie verstarkter Ausscheidung tber die Niere und auch

Uber den Darm.

1.2.5 Marker der Osteoblastenaktivitat (alkalische Phosphatase, Osteocalcin)

Als Marker der Osteoblastenaktivitat sind die alkalische Phophatase (AP) und
Osteocalcin (OC) zu nennen.

Die im Serum messhare AP ist kein einheitliches Enzym. Sie besteht zum einen aus den
Aktivitatsanteilen der genetisch determinierten Isoenzymgruppen Leber-Knochen-
Niere, Darm und Plazenta. Ohne genetische Kontrolle werden die Gallengangs-AP und
die Tumorphosphatasen gebildet, welche damit keine echten Isoenzyme darstellen
(Moss, 1992).

Waéhrend die Serumaktivitait der Gesamt-AP nicht organspezifisch ist, hat die
Bestimmung der AP-Isoenzyme einen differentialdiagnostischen Wert. Das betrifft
insbesondere die Knochen- und Gallengangs-AP. Erhéhungen der Gesamt-AP liegen im
Wesentlichen Erkrankungen der Leber, des Knochens oder ein Tumorleiden zugrunde.
Physiologische Erhéhungen der AP werden in der Schwangerschaft und wéhrend des
Knochenwachstums gesehen. Die beim Gesunden messbare Gesamt-AP stammt aus der
Leber und dem Knochen. Bei Erhéhung der Gesamt-AP sollte eine Bestimmung der
Isoformen zur weiteren Abklarung erfolgen. Nach Leber- und Gallenerkrankungen
stellen Mitbeteiligung des Knochen- und Skelettsystems bei verschiedenen
Erkrankungen (z.B. renale Osteopathie) die zweithdufigste Ursache dar.

Pathophysiologisch ist die knochenspezifische AP (bone alkaline phosphatase, BAP)
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ein Marker fir die Osteoblastenaktivitdt. Die BAP ist im Serum sehr stabil und
akkumuliert aufgrund ihrer hepatischen Elimination nicht bei chronischer
Niereninsuffizienz.

Das aus 49 Aminoséuren bestehende Osteocalcin stellt 25% des nicht-kollagenen
Knochenproteins sowie 2% des Gesamtknochenproteins dar. Die physiologische
Funktion des Osteocalcins ist weitestgehend ungeklart. Vermutlich inhibiert es die
Prézipitation von Calcium und Phosphat, so dass eine ekzessive Mineralisation
verhindert wird (Urena et de Vernejoul, 1999). Aufgrund seiner renalen Elimination
kumuliert es bei eingeschrankter Nierenfunktion und wird auf3erdem bei Resorption aus
der Knochengrundsubstanz vermehrt freigesetzt (Hauschka et al., 1975; Price et al.,
1976).

1.2.6 Marker der Osteoklastenaktivitat (Hydroxyprolin, Pyridiniumcrosslinks,
TRAP)

Um eine Aussage Uber die Aktivitat der Osteoklasten zu erhalten, eignet sich vor allem
die Bestimmung von Hydroxyprolin, Pyridiniumcrosslinks und der tartratresistenten
sauren Phosphatase 5b (TRAP 5b).

Hydroxyprolin ist eine Aminoséure, die fast ausschlieBlich in kollagenem Bindegewebe
vorkommt. Da sich etwa die Halfte des Kollagens im Knochen befindet, kann aus dem
freiwerdenden Hydroxyprolin auf den Abbau der Knochensubstanz geschlossen werden.
Dabei ist jedoch zu beachten, dass 90% des im Blut zirkulierenden Hydroxyprolins in
der Leber metabolisiert wird und ein Anteil des renal ausgeschiedenen Hydroxyprolins
direkt dem Abbau uberschissiger neusynthetisierter Kollagene entstammt. AufRerdem
kommt Hydroxyprolin auch in anderen kollagenen Bindegeweben wie z.B. der Haut
vor.

Die Ausscheidung dieses Markers ist bei allen entziindlichen Erkrankungen mit
erhéhtem Kollagenstoffwechsel, wie Affektionen des kndchernen Skeletts und
Systemerkrankungen des Binde- und Stltzgewebes, vermehrt. Da auch bestimmte
Nahrungsmittel, wie z.B. SiRspeisen mit Gelantinezusatz und Fleisch relevante Mengen
an Hydroxyprolin enthalten ist die Messung im Urin nur bei Einhaltung einer
hydroxyprolinfreien Diat verwertbar (Delmas, 1992).

Weitere Marker der Osteoklastenaktivitat sind die Pyridiniumcrosslinks, welche

ebenfalls aus dem Kollagenstoffwechsel stammen. Die mechanische Stabilitat des
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Knochenkollagens ergibt sich aus der Struktur des Kollagenmolekuls (Tripelhelix) und
durch Quervernetzungskomponenten (Crosslinks) zwischen den einzelnen Kollagen-
molekilen.  Wahrend der osteoklastischen  Resorptionsphase  werden die
Matrixkollagene proteolytisch abgebaut und die Quervernetzungsprodukte Pyridinolin
und Desoxypyridinolin in die Blutzirkulation freigesetzt. Die Molekiile kénnen vom
Korper nicht wiederverwertet und flr eine erneute Kollagensynthese genutzt werden
(Robins et al., 1991). Aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes von 429-591 Dalton
werden die Crosslinks unveréndert renal ausgeschieden (Eyre, 1987; Robins et al.,
1991; Seibel et al., 1994; Kamel et al., 1995; Colwell et al., 1996). Im Urin liegen sie
zu etwa 60-70% peptidgebunden vor (Hattersley et al., 1991). Im Gegensatz zu
Hydroxyprolin werden mit der Nahrung aufgenommene Crosslink-Molekiile im Darm
nicht resorbiert, so dass die Einhaltung einer Diat zum Zeitpunkt der Diagnostik nicht
notwendig ist. Wéahrend Desoxypyridinolin praktisch ausschlieBlich im Typ-I-Kollagen
des Knochens vorkommt, kann Pyridinolin in Knochen, Knorpel und in geringer Menge
auch in Sehnen und Béndern nachgewiesen werden (Eyre et al., 1984, Eyre et al., 1987,
Uebelhart et al., 1990). Weder Pyridinolin noch Desoxypyridinolin werden in den
Kollagenen der Haut und des Bindegewebes nachgewiesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Tatsache, dass die Crosslinks nicht weiter
metabolisiert oder von der Nahrung beeinflu3t werden, sie zu spezifischen Markern des
Knochenabbaus macht. Hierbei bleibt jedoch unbedingt zu beachten, dass tiber den Ein-
fluss der Niereninsuffizienz auf die Spiegel der Crosslinks im Urin unterschiedliche
Angaben vorliegen (McLaren et al., 1993; Robins et al. 1994; lbrahim et al., 1995).

Da die TRAP Gegenstand der vorliegenden Studie war wird im Folgenden Abschnitt

genauer darauf eingegangen.

1.2.7 Tartratresistente saure Phophatase des Knochens (TRAP)

Ein weiterer Marker der Osteoklastenaktivitat ist die tartrat-resistente saure Phosphatase
(TRAP), welche in den letzten Jahren als Marker bei Osteopathien vermehrt in den
Mittelpunkt des Interesses gertickt ist. Bei der im Serum messbaren TRAP kann
zwischen zwei Unterformen, der Isoform 5a und 5b, unterschieden werden. Die beiden
Isoformen sind im Serum in etwa gleichen Mengen enthalten (Lam et al., 1978). Der

Ursprung der Isoform 5a ist unbekannt; bisher konnte sie nur in Gaucherzellen der Milz
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bei Morbus Gaucher nachgewiesen werden (Lam et al., 1981). Die Isoform 5b hingegen
konnte sowohl in Osteoklasten als auch in aktivierten Makrophagen nachgewiesen
werden. Wahrend aktivierte Makrophagen das Enzym in seiner inaktiven Form
sezenieren (Nakasato et al., 1999), wird es von den Osteoklasten in der aktiven Form
sezerniert (Yaiji et al., 1995). Aufgrund der hepatischen Elimination kumuliert TRAP
nicht bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (Fredlund et al., 1973).
Osteoklasten resorbieren Knochengewebe durch Sekretion von lysosomalen Proteasen
und Sdure in den Raum zwischen Zellmembran und der Knochenmatrix. Durch die
Séaure wird Hydroxylapatit geldst; die Proteasen entziehen und degradieren organische
Komponenten der Knochenmatrix (Typ 1 Kollagen und andere Matrixproteine).

Diese Matrixabbauprodukte werden mittels Endocytose von der Zelle eingeschlossen.
Die endocytotischen Vesikel fusionieren mit TRAP- enthaltenden Vesikeln. Matrix-
Abbauprodukte und TRAP werden durch den Osteoklasten transportiert. Im Zuge dieses
Prozesses generiert TRAP aktive Sauerstoffradikale, welche die Matrixkomponenten
weiter angreifen und zerstoren. Letztendlich werden die Matrixabbauprodukte
gemeinsam mit aktiven TRAP-Molekilen tber eine funktionelle sekretorische Doméane
in die basolaterale Membran sezerniert (Halleen et al., 1999). Damit wird durch die
Menge der in die Zirkulation freigesetzten TRAP die Knochenresorptionsrate reflektiert
(Halleen et al., 1999.

In mehreren Kklinischen Studien wurde die TRAP als Marker des Knochenstoffwechsels
bei verschiedenen Erkrankungen untersucht. Untersuchungen an kleineren Kollektiven
liegen bei Patientinnen mit Mammakarzinomen vor (Capeller et al., 2002), bei
Patienten mit Kochenmetastasierung bei Prostatakarzinomen (Lein et al., 2002),
Patienten mit Morbus Paget (Torres et al., 1991), Patienten mit primarem
Hyperparathyreoidismus (Stepan et al., 1987) und bei Patienten mit multiplem Myelom
(Stepan et al., 1984). Umfangreichere Untersuchungen liegen bei Patientinnen mit
Osteoporose vor. Die TRAP wurde dabei als Verlaufsparameter unter antiresorptiver
Therapie benutzt und mit verschiedenen Parametern des Knochenstoffwechsels
korreliert (Halleen et al., 2000; Alatalo et al., 2002; Hannon et al., 2002).

An kleineren Kollektiven konnten bei dialysepflichtigen Patienten von Janckila et al.
und von Nakanishi et al. erhdhte Serumaktivitdten sowie Korrelationen mit anderen
Parametern des Knochenstoffwechsels fir die TRAP 5b gezeigt werden (Nakanishi et
al., 1999; Janckila et al., 2001), wahrend Messungen der Serumaktivitaten unter

Therapie noch ausstehen.



1. Einleitung

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick der verwendeten Parameter zur Bestimmung

der Osteoblasten/-klastenaktivitat.

Parameter
Alkalische ]
Knochenaufbau Osteocalcin
Phosphatase
tartratresistente
) o ) saure
Knochenabbau Hydroxyprolin Pyridiniumcrosslinks
Phosphatase 5b
(TRAP 5b)

Tabelle 1.2 Parameter Knochenaufbau/-abbau

1.3 Fragestellung

Zur Untersuchung des Knochenstoffwechsels bei Dialysepatienten existieren mehrere
Parameter, welche aufgrund ihrer Eigenschaften, wie z.B. Abhangigkeit von der
Nahrungsaufnahme, Art der Elimination etc., mehr oder weniger spezifisch die Aktivitat
der Osteoblasten bzw. der Osteoklasten widerspiegeln.

In der vorliegenden Arbeit soll an einem gréReren Kollektiv von Dialysepatienten die
Eignung der TRAP Isoform 5b, einem Marker der Osteoklastenaktivitat, als
Verlaufsparameter bei renaler Osteopathie untersucht werden.

Bisher existieren bei Dialysepatienten Studien an kleinen Kollektiven, welche erhthte
Serumaktivitaten der TRAP Isoform 5b zeigen konnten. Untersuchungen Uber die
Serumaktivitat der TRAP im Verlauf bzw. unter einer Therapie wurden in den bisher
vorliegenden Studien bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz nicht

durchgefuhrt, so dass die vorliegende Studie die folgenden Fragen beantworten soll:

1. Wie hoch sind die Serumaktivitaten der TRAP Isoform 5b bei einem groReren

Kollektiv von dialysepflichtigen Patienten?

2. Kann die TRAP Isoform 5b bei Dialysepatienten als Verlaufsparameter der renalen

Osteopathie eingesetzt werden?

3. Wie verhélt sich die TRAP Isoform 5b bei Dialysepatienten im Vergleich mit

anderen Parametern des Knochenstoffwechsels?
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2. Patienten und Methoden
2.1 Studiendesign

In der Zeit von Mai 2001 bis November 2001 wurde die im Folgenden beschriebene
Studie im Institut fur Laboratoriumsmedizin (Direktor Priv.-Doz. Dr. J. Bohner) am
Klinikum Fulda in Zusammenarbeit mit dem Kuratorium fur Heimdialyse (KfH) Fulda
(Leiter Prof. Dr. W. FaRbinder) als prospektive Kohortenuntersuchung durchgefunhrt.
Die in die Studie eingeschlossenen Patienten befanden sich wegen einer terminalen
Niereninsuffizienz in ambulanter chronisch intermittierender Hamodialysebehandlung.
Es erfolgte keine Verénderung der zum Zeitpunkt der Probenentnahmen bestehenden
Form der Hamodialysebehandlung (Haufigkeit und Dauer, Zusammensetzung der
Dialysierflissigkeit und des Dialysators) oder der Begleitmedikation. Ebenso wurden
auch die zur Behandlung der renalen  Osteopathie/des  sekundéren
Hyperparathyreoidismus  verordneten Medikamente  (Phosphatbinder  und
gegebenenfalls Vitamin-D-Préaparate und Vitamin-D-Analoga) im Rahmen der Studien
nicht modifiziert.

Es erfolgte eine Erhebung der demographischen Charakteristika (Alter, Geschlecht,
Zeitdauer seit Beginn der Dialysebehandlung).

Zusatzlich wurde die medikamentdse Therapie zur Behandlung der renalen Osteopathie
(Menge der verordneten Phosphatbinder und Dosis der Vitamin-D Praparate oder ihrer
Analoga) erfasst.

Die Blutentnahmen erfolgten im Rahmen der routineméal3ig durchgefiihrten
vierwdchigen Laboruntersuchungen. Die Bestimmung der verschiedenen Parameter
diente der direkten Diagnostik oder trug zur Optimierung der Diagnostik bei. Alle
Patienten wurden uber die Studie ausfihrlich informiert und gaben ihre Einwilligung.
Die Durchfuihrung der Studien erfolgte geméaR den Regeln der Deklaration von Helsinki.
Unmittelbar nach Aufnahme in die Studie wurden die Patientendaten anonymisiert.

Alle Daten wurden mit Hilfe von standardisierten Bogen erfasst und anschlieRend in
einer Datenbank (Microsoft Excel®) gesammelt. Die Datenbank war mit einem

Pallwort gesichert.
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2. Patienten und Methoden

2.2 Ausschlusskriterien der Studie

Folgende Kriterien schlossen einen Patienten von der Studie aus oder flhrten zum
Ausscheiden des Patienten aus der Studie:

- fehlende Einverstandniserklarung des Patienten

- nicht einwilligungsfahiger Patient

- Ricknahme der Einwilligung des Patienten

- Tod des Patienten

- Transplantation im Studienzeitraum

- Ortswechsel/Wechsel des Dialysezentrums

2.3 Ablauf der Studie
2.3.1 MessgrofRen und Follow up

Bei allen in die Studie aufgenommenen Patienten erfolgten Blutabnahmen zur Analyse
der im Folgenden aufgeflihrten Parameter am Beginn der Studie und sechs Monate

spater jeweils vor Durchfiihrung der Hamodialyse.

Parameter der Osteoklasten-Aktivitat:

- Tartratresistente saure Phosphatase Isoform 5b (TRAP 5b) im Serum
Parameter der Osteoblasten-Aktivitat:

- Alkalische Phosphatase (AP) im Plasma

Parameter des Knochenstoffwechsels:

- Calcium im Plasma

- Phosphat im Plasma

- Parathormon (PTH intakt) im Serum

Kontrolle der Medikation mit Phosphatbindern:

- Aluminium im Serum
Im Rahmen dieser Studie wurde sowohl am Beginn der Studie als auch nach sechs

Monaten eine ausfiihrliche Anamnese erhoben, wobei insbesondere Veranderungen

beim Dialyseverfahren und der Medikation erfasst wurden.
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2. Patienten und Methoden

2.4 Messverfahren der Studie

2.4.1 Tartratresistente saure Phosphatase Isoform 5b

Die Bestimmung der Serumkonzentration der tartratresistenen sauren Phosphatase Iso-
form 5b (TRAP 5b) wurde mit dem Bone Trap-Assay® der Firma Medac Diagnostica
(Wedel, Deutschland) durchgefiihrt. Dieser immunologische Test misst spezifisch die
von den Osteoklasten in die Zirkulation sezernierten enzymatisch aktive Molekdle der
TRAP 5b und spiegelt damit die Osteoklastenaktivitdt zum Zeitpunkt der Blutabnahme
wider. Die Osteoklastenaktivitat gilt als Mal’ der Knochenresorption.

2.4.1.1 Testprinzip
Der Bone TRAP-Assay ® ist ein Immunoassay bei dem Mikrotiterplatten eingesetzt

werden, die mit monoklonalen Anti-TRAP 5b-Antikdrpern beschichtet sind. Die
Bindung der TRAP 5b an den Antikdrper kann erst erfolgen, nachdem das im Serum in
proteingebundener Form vorliegende TRAP 5b-Molekiil mit einem speziellen Reagenz

aus seiner Proteinbindung freigesetzt worden ist (Abb. 1).

Serumprobe
B P mit TRAP5b
am BP

ntikorper )\

()
=
@©
al <F Freisetzung
L= 4 4 > von TRAP5b
:‘q;') o B P vom BP und
- .
o| v Bindung an mAK
=E
= o

[

=

C

A

S Messung der
‘ TRAPS5b- Aktivitat
im photometrischen
:l> RP Test

Abbildung 1: Prinzip der enzymimmunolgischen TRAP 5b-Bestimmung mit dem Bone TRAP-Assay.
TRAP: TRAP 5b-Molekiil; BP: Bindungsprotein; S: Substrat (p-NPP); RP: Reaktionsprodukt (p-NP).
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2. Patienten und Methoden

2.4.1.2 Untersuchungsmaterial

Das fiir die Bestimmung der TRAP 5b bendtigte Serum wurde durch Zentrifugation aus
Blut gewonnen, das der ungestauten Vene entnommen worden war. Die Serumproben
wurden portioniert und bis zur Analyse ohne konservierenden Zusatz bei -20° C
eingefroren. Die tiefgefrorenen Proben sind zwei Monate haltbar. Samtliche TRAP 5b

Analysen wurden im Batch-Verfahren durchgefuhrt.

2.4.1.3 Testdurchfihrung

Die Durchfuhrung des TRAP 5b-Tests erfolgte nach den Angaben des Herstellers in den
folgenden Arbeitsschritten:

- Antikorperbeschichtung

In die Kavitdten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100 pl Anti-TRAP 5b-
Antikorperlosung pipettiert. Inkubation der Mikrotiterplatte fir 60 min bei
Raumtemperatur unter kontinuierlichem Schutteln mit 950 rpm. Danach viermaliges
Auswaschen der Kavitdten mit jeweils 300 pl Pufferlosung (Tris/ NaCl/ Tween; pH
7,75). Nach Beendigung des Auswaschvorgangs Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf
Filterpapier.

- Probenbeschickung

In die Kavitaten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100 pl Leerwertldsung (0,9 %ige
NaCl), Standardlésungen mit unterschiedlicher TRAP 5b-Aktivitdit (humane
rekombinante TRAP 5b) in Standard 1 (1,0 U/I), Standard 2 (5,0 U/l) und Standard 3
(20 U/I), Kontolllésung (humane rekombinante TRAP 5b, Aktivitat chargenabhéngig,
innerhalb des Sollwertbereiches gelegen) sowie Patientenproben pipettiert. Danach
werden in jede Kavitdt 50 pl Freisetzungsreagenz (die Zusammensetzung unterliegt
dem Firmengeheimnis) pipettiert. Erneute Inkubation der Mikrotiterplatte fur 60 min bei
Raumtemperatur und kontinuierliches Schitteln mit 950 rpm. Wiederholung des
viermaligen Waschvorgangs mit 300 ul Pufferlésung.

- Messung der Enzymaktivitat

Zugabe von jeweils 100 pl der pNPP-haltigen Substratlosung in die Kavitaten der
Mikrotiterplatte. Nochmalige Inkubation der Mikrotiterplatte fir 60 min bei 37° C.
Danach wird die Enzymreaktion durch den Zusatz von 25 ul einer NaOH-L6sung (0,32
M) gestoppt. AnschlieRend erfolgt die Auswertung der Mikrotiterplatte bei 37° C und

einer Wellenldnge von 405 nm mit dem Immunoassay-Analyseautomaten Elecsys 2010
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2. Patienten und Methoden

(Roche, Mannheim). Die TRAP 5b- Aktivitaten der Patientenproben werden nach

Leerwertabzug uber die Standardkurve ermittelt.

2.4.1.4 Testeigenschaften

Analytische Sensitivitat: Als untere Nachweisgrenze des Bone TRAP-Assay ® wird
eine TRAP 5b-Aktivitat von 0,06 U/l angegeben.

Linearitat: Der Test ist bis zu einer TRAP-Aktivitat von 10,0 U/l linear. Bei héherer
TRAP-AKtivitdt muss die Serumprobe verdunnt werden.

Prézision: Die Intraassay-Varianz des Assays liegt bei < 6% und die Interassay-Varianz
betragt < 8%.

Wiederfindung: Die Wiederfindung verschiedener Mengen gereinigter humaner
osteoklatischer TRAP in Seren wurde mit 96,6+2,7% ermittelt.

2.4.1.5 Referenzwerte (,,Bone TRAP Assay“, Medac Diagnostika)
Referenzbereiche der TRAP 5b-Aktivitat im Serum.

- Frauen pramenopausal 2,59 — 4,27 U/I

- Frauen postmenopausal 3,53 — 5,73 U/I

- Manner 2,51 — 5,11 U/l

2.4.2 Calcium
Die Bestimmung der Gesamt-Calcium-Konzentration im Plasma erfolgte mit dem
photometrischen Test der Firma Roche Diagnostics mit einem klinisch-chemischen

Analyseautomaten Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim).

2.4.2.1 Testprinzip

Komplexometrische Methode, die auf der Reaktion des Calciums mit o-
Kresolphthalein-Komplexon im alkalischen Milieu beruht. Das diese Reaktion stérende
Magnesium wird mit 8-Hydroxychinolin eliminiert. Die Farbintensitat der gebildeten
violetten Calcium- o-Kresolphthalein-Komplexe ist direkt proportional zur

Calciumkonzentration und wird photometrisch gemessen.

2.4.2.2 Testeigenschaften
MessgrolRe Calciumkonzentration im Plasma.
Messbereich: 0,05 — 7,0 mmol/L
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2. Patienten und Methoden

Préazision von Tag zu Tag: Variationskoeffizient 1,76% - 1,87%

2.4.2.3 Referenzwerte (Tietz, 1987)
Calciumkonzentration im Plasma.
Erwachsene: 2,15-2,55 mmol/L

2.4.3 Phosphat
Die Bestimmung der Konzentration von anorganischem Phosphat im Plasma wurde mit
dem photometrischen Test der Firma Roche Diagnostics mit einem klinisch-chemischen

Analyseautomaten Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgeftihrt.

2.4.3.1 Testprinzip

Anorganisches Phosphat bildet mit Ammoniummolybdat in schwefelsaurer Ldsung
einen  Ammoniumphosphomolybdat-Komplex. Der Zusatz eines Akzelerators
beschleunigt diese Reaktion. Der Ammoniummolybdat-Komplex wird im UV-Bereich

(340 nm) photometrisch gemessen.

2.4.3.2 Testeigenschaften
MessgroRe Phosphatkonzentration im Plasma.
Messbereich: 0,10 — 6,46 mmol/L

Prézision von Tag zu Tag: Variationskoeffizient 0,80 — 1,17%

2.4.3.3 Referenzwerte (Saunders, 1994)
Phosphatkonzentration im Plasma.
Erwachsene: 0,87 — 1,45 mmol/L

2.4.4 Alkalische Phosphatase

Die Bestimmung der Plasmaaktivitat der Alkalischen Phosphatase (AP) erfolgte nach
der standardisierten Methode der International Federation of Clinical Chemistry (IFCC)
von 1983 mit dem ALP-Test der Firma Roche Diagnostics auf dem klinisch-chemischen
Analysengerat Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim). Dieser Test erfasst die
Aktivitat der Gesamt-AP im Plasma, die sich beim Gesunden zu tber 90% aus den

beiden Isoformen Leber- AP und Knochen- AP zusammensetzt.

16



2. Patienten und Methoden

2.4.4.1 Testprinzip

Das Substrat p-Nitrophenylphosphat wird in Gegenwart von Magnesium- und
Zinkionen durch Phosphatasen im alkalischen Milieu in Phosphat und p-Nitrophenol
gespalten. Die Menge des pro Zeiteinheit gebildeten farbigen Produktes p-Nitrophenol,
gemessen als Absorptionszunahme bei 405 nm, ist ein Mal} der katalytischen Aktivitét
der AP.

Messtemperatur: 25°C.

2.4.4.2 Testeigenschaften

MessgroRe Aktivitat der AP im Plasma.

Messbereich: 1 — 1200 U/I

Prézision von Tag zu Tag: Variationskoeffizient 2,75 — 2,97%

2.4.3.3 Referenzwerte (Tietz, 1986)
Erwachsene: 55 — 175 U/I

2.4.5 Intaktes Parathormon

Die Bestimmung der Serumkonzentration von intaktem Parathormon (iPTH) wurde mit
dem immunologischen in vitro-Test der Firma Roche Diagnostics an einem
Immunoassay Analyseautomaten Elecsys 2010 (Roche, Mannheim) durchgefihrt.

PTH (Polypeptidkette mit 84 Aminoséuren (AS)) wird in den Nebenschilddriisen
gebildet und in den Blutkreislauf sezerniert. Das selektive Messen des intakten PTH
(IPTH) im Serum ermdglicht eine direkte Erfassung der sekretorischen Aktivitat der
Nebenschilddrisen und damit den Nachweis von Funktionsstérungen wie Hyper- und

Hypoparathyreoidismus.

2.4.5.1 Testprinzip

Der Elecsys-Test zur Quantifizierung von iPTH verwendet das Sandwich-Testprinzip,
wobei ein biotinylierter monoklonaler Antikdrper mit dem N-terminalen Segment (AS
1-37) und ein zweiter mit Ruthenium markierter monoklonaler Antikorper mit dem C-
terminalen Segment (AS 38-84) des iPTH reagiert.

Durch Zugabe von streptavidinbeschichteten Mikropartikeln werden die komplexierten
IPTH-Molekile (ber die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung an die Festphase

gebunden. In der Messzelle werden dann die Mikropartikel durch magnetische Wirkung
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2. Patienten und Methoden

auf der Oberflache einer Elektrode fixiert und die Konzentration der iPTH-Molekiile

uber die induzierte Chemielumineszenzemission des Rutheniums quantifiziert.

2.4.4.3 Testeigenschaften

MessgroRe Konzentration des iPTH im Serum.
Messbereich: 1,2 — 5000 ng/|

Prézision von Tag zu Tag: Variationskoeffizient 4,3 — 7,1%

2.4.4.4 Referenzwerte (Blind, 1990)
Erwachsene: 15 — 65 ng/|

2.4.5 Aluminium
Die Kontrolle der Medikation mit dem Phosphatbinder [Phosphonorm®/Medice
(Komplex aus Al(OH)3s/AICI3)] bei den Dialysepatienten erfolgte tber die Bestimmung

der Aluminiumkonzentration im Serum.

2.4.6.1 Testprinzip

Atomabsorptions-Spektrometrie (Bioscientia, Mainz).

2.4.5.2 Referenzwerte (Savory, 1986)
Gesunde Erwachsene: < 10 g/l

Dialysepatienten: 10 — 60 g/l

2.5 Statistische Verfahren
Die demographischen Daten (Geschlecht, Alter) der Patienten und die Dialysedauer
wurden deskriptiv dargestellt. Graphische Darstellungen der erhobenen Messwerte

erfolgten in Form von Box-Plot-Diagrammen (Abb. 2).
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Abb. 2: Boxplottdiagramm mit Darstellung des Median, 1. und 3. Quartil und Minimal- und Maximalwert

Die Verteilung der Messwerte wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
auf ihre Verteilung hin geprift. Bei einer Normalverteilung wurde bei der weiteren
Auswertung der T-Test flr gepaarte Stichproben angewandt. Wenn Kkeine
Normalverteilung vorlag, so wurde der Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben
angewandt.

Eine Fehlerwahrscheinlichkeit von weniger als 5 Prozent (p<0,05) wurde als signifikant
gewertet.

Als Statistik-Programm wurde SPSS fur Windows, Version 7.5.2G, SPSS Inc., benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten der Studie

3.1.1 Bei Studienbeginn aufgenommene Patienten

In der Zeit vom 15.05.2001 bis zum 15.11.2001 wurden in die Studie initial insgesamt
161 Patienten aufgenommen, bei denen im Kuratorium fir Heimdialyse (KfH) Fulda
eine Hamodialyse anstand, fur die keines der eingangs definierten Ausschlusskriterien
zutraf und bei denen unmittelbar vor der Dialyse eine Blutuntersuchung der Parameter
des Knochenstoffwechsels durchgefiihrt werden konnte.

Die demographischen Daten der 161 Dialysepatienten sind in Tabelle 3.1

zusammengestellt.

Altersverteilung Jahre
Mittelwert + SD 66 + 13
Medianwert 67
Altersspanne 20 - 90
Geschlechtsdifferenz Anzahl/Prozent
Frauen 751 47
Méanner 86 /53
Dialysedauer Jahre
Mittelwert + SD 43+40
Medianwert 3,0
Zeitspanne 0,1-21,0

Tab. 3.1: Demographische Daten der initial in die Studie aufgenommenen 161 Dialysepatienten

3.1.2 Im Studienverlauf ausgeschiedene Patienten

Im Verlauf der Studie mussten von den anfénglich 161 in die Studie aufgenommenen
Dialysepatienten insgesamt 35 von der Studie ausgeschlossen werden, da die zweite
Blutuntersuchung der Parameter des Knochenstoffwechsels sechs Monate nach der
initialen Untersuchung aus unterschiedlichen Griinden nicht mehr durchzufihren war.
Von diesen 35 Patienten verstarben 11 Patienten vor dem zweiten Untersuchungstermin,
und bei flnf Patienten war zwischenzeitlich eine Nierentransplantation durchgefihrt
worden. Der Wechsel an ein anderes Dialysezentrum war bei 10 weiteren Patienten der
Grund fir das Ausscheiden aus der Studie. Zum Zeitpunkt des zweiten
Untersuchungstermins befanden sich sieben Patienten in stationarer Behandlung, so
dass die Dialyse nicht mehr im KfH Fulda durchgefuhrt wurde und bei zwei Patienten

konnte der Grund fir das Ausscheiden aus der Studie nicht mehr ermittelt werden.

20




3. Ergebnisse

3.1.3 Patienten der TRAP-Studiengruppe

Nach dem Ausscheiden der 35 Dialysepatienten aus der Studie konnten bei den
verbleibenden 126 Patienten nach dem ersten Termin (Mai 2001) auch beim zweiten
Termin (November 2001) die Untersuchungen der Parameter des Knochstoffwechsels
durchgefuhrt werden. Diese Gruppe der 126 Dialysepatienten wird im Folgenden als
,»TRAP-Studiengruppe* bezeichnet. Die demographischen Daten der Studiengruppe

sind in Tab. 3.2 zusammengestellt.

Altersverteilung Jahre
Mittelwert £ SD 66+13
Medianwert 69
Altersspanne 25-89
Geschlechtsdifferenz Anzahl/Prozent
Frauen 60/ 48
Manner 66 / 52
Dialysedauer Jahre
Mittelwert £ SD 4,3+4,1
Medianwert 3,0
Zeitspanne 0,1-21,0

Tab. 3.2: Demographische Daten der 126 Dialysepatienten der TRAP-Studiengruppe

3.2 Parameter des Knochenstoffwechsels im Studienkollektiv

3.2.1 Parameter TRAP 5b

3.2.1.1 Abhéangigkeit vom Alter (n=161)

Zwischen der Serumaktivitdt der TRAP 5b und dem Alter der Dialysepatienten findet
sich eine inverse signifikante Korrelation (p<0,01) bei einer erheblichen Streubreite der
TRAP 5b-Werte von 0,80 U/l bis 16,50 U/l. Bemerkenswert ist auch, dass ein hoher
Anteil der TRAP 5b-Werte bei den Dialysepatienten oberhalb und ein vergleichsweise
geringer Anteil der Werte unterhalb des Referenzbereiches liegt (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Korrelation zwischen TRAP 5b-Aktivitat (Ordinate) und Lebensalter (Abszisse) bei 161
Dialysepatienten. Regressionsgerade: TRAP 5b-Aktivitat = -0,06xAlter + 9,63. Korrelationskoeffizient:

-0,237. Referenzbereich grau unterlegt.
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3.2.1.2 Geschlechtsabhangigkeit (n=161)

Bei der Differenzierung der TRAP 5b-Werte der 161 Dialysepatienten zeigten die
Frauen im Mittel rund 12% hohere TRAP 5b-Serumaktivitaten als die Ménner (Tab.
3.3). Dieser Unterschied ist aber statistisch nicht signifikant (p>0,05).

TRAP 5b- Aktivitaten U/l
Alle Patienten (161)
Mittelwert + SD 5,79 £ 3,24
Medianwert 4,90
Streubreite 0,80-16,50
Frauen (75) Jahre
Mittelwert + SD 6,14 + 3,39*
Medianwert 5,10
Streubreite 2,20-16,50
Manner (86) Jahre
Mittelwert + SD 5,48 + 4,09*
Medianwert 4,60
Streubreite 0,80-15,70

Tab. 3.3: TRAP 5b- Aktivitaten der initial in die Studie aufgenommenen 161
Dialysepatienten, *Unterschied Frauen/Manner=n.s.

3.2.1.3 Abhéangigkeit von der Dialysedauer

Zwischen der TRAP-5b-Serumaktivitat und der Dialysedauer der Patienten besteht eine
positive signifikante Korrelation (p<0,01), wobei die TRAP 5b-Werte auch hier eine
groRe Streubreite zeigen. Somit steigt die Serumaktivitdit der TRAP-5b mit

zunehmender Dialysedauer uber die Jahre tendenziell an (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Korrelation zwischen der TRAP 5b-Aktivitat (Ordinate) und der Dialysedauer (Abszisse) bei
161 Patienten. Regressionsgrade: TRAP 5b-Aktivitat = 0,215xDialysedauer + 4,88.

Korrelationskoeffizient: 0,264. Referenzbereich grau unterlegt.

3.2.2.4 Korrelation mit der Calcium-Konzentration
Die TRAP 5b-Serumaktivitat und die Calcium-Konzentration zeigen eine schwache,
positive und signifikante Korrelation (p<0,05). In Abb. 3.3 ist der Zusammenhang

zwischen der TRAP 5b-Aktivitat und der Calcium-Konzentration dargestellt.

24



3. Ergebnisse

18
p<0,05
[m]
15 : =
14 -
= [m]
2 124 i =
= [m]
o
) o o H
= 104 =
% u| [u| o a
o B o
o O o 5 = o g
L - o
(W o o
& E-l a
= 8 B -
44 : E 1
-
-1 @ o B o o B | s
[m]
|:| [m]
14 16 18 20 22 24 26 28 3.0

Calcium-Konzentration (mmol/l)

Abb. 3.3: Korrelation zwischen der TRAP 5b-Aktivitat (Ordinate) und der Calcium-Konzentration
(Abszisse) bei 161 Patienten. Regressionsgrade: TRAP 5b-Aktivitat = 3,127xCalcium-Konzentration —
1,732. Korrelationskoeffizient: 0,192. Referenzbereiche: Calcium-Konzentration hellgrau unterlegt,
TRAP 5b-Aktivitat dunkelgrau unterlegt.

3.1.2.5 Korrelation mit der Phosphat-Konzentration

Die TRAP 5b-Serumaktivitdt und die Phosphat-Konzentration zeigen ebenfalls eine
schwache, positive und hoch signifikante Korrelation (p<0,01). Abb. 3.4 gibt Auskunft
Uber das konkordante Verhalten zwischen der TRAP 5b-Aktivitat und der Phosphat-

Konzentration.
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Abb. 3.4: Korrelation zwischen der TRAP 5b-Aktivitat (Ordinate) und der Phosphat-Konzentration
(Abszisse) bei 161 Patienten. Regressionsgrade: TRAP 5b-Aktivitat = 1,680xPhosphat-Konzentration
+2,902. Korrelationskoeffizient: 0,241. Referenzbereiche: Phosphat-Konzentration hellgrau unterlegt,

TRAP 5b-Aktivitat dunkelgrau unterlegt.

3.1.2.6 Korrelation mit der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat

Die TRAP 5b-Serumaktivitat und die Alkalische Phosphatase-Aktivitdt zeigen eine
positive und hoch signifikante Korrelation von p<0,01 (Abb. 3.5), welche deutlich
starker ist als bei den Korrelationen der TRAP 5b-Aktivitdt mit der Calcium-
Konzentration und der Phosphat-Konzentration (siehe Abb. 3.3 und Abb. 3.4).

26



3. Ergebnisse

18
p<0,01
16 » .
o o i
14 .
- D D
o o ST
::"'g 12 o GDD 2 . ___,a-"‘f
= o :
= a o T _,f”ff
é 3 % f’f’
& a | ,,/ o
7o) o o UB _,-""FF- a
o 8. o_ o A -
é o @ g oZ2 o
18 ot il g
o n &iunn o
4 E?‘lﬂ @ og 0 g o o &
o
o
i) H’g’ oh o =
o
0 o
0 100 200 300 400 500

Alkalische Phosphatase-Aktivitat (U/1)

Abb. 3.5: Korrelation zwischen der TRAP 5b-Aktivitat (Ordinate) und der Alkalischen Phosphatase-
Aktivitat (Abszisse) bei 161 Patienten. Regressionsgrade: TRAP 5b-Aktivitat = 0,0198x Alkalischen
Phosphatase-Aktivitat +3,252. Korrelationskoeffizient: 0,406. Referenzbereiche: Alkalische Phosphatase-
Aktivitat hellgrau unterlegt, TRAP 5b-Aktivitat dunkelgrau unterlegt.

3.1.2.7 Korrelation mit der Parathormon-Konzentration

Die TRAP 5b-Serumaktivitat und die Parathormon-Konzentration zeigen eine ebenfalls
starkere, positive und hoch signifikante Korrelation (p<0,01), welche in Abb. 3.6
dargestellt ist.
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Abb. 3.6: Korrelation zwischen der TRAP 5b-Aktivitat (Ordinate) und der Parathormon-Konzentration
(Abszisse) bei 161 Patienten. Regressionsgrade: TRAP 5b-Aktivitat = 0,0064x Parathormon-
Konzentration +4,258. Korrelationskoeffizient: 0,535. Referenzbereiche: Parathormon-Konzentration

grau unterlegt, TRAP 5b-Aktivitat dunkelgrau unterlegt.

3.2.2 Parameter des Knochenstoffwechsels im Verlauf

Von den anfanglich 161 Dialysepatienten der Studie, bei denen im Mai 2001 die
Untersuchungen der Parameter des Knochenstoffwechsels stattgefunden hatten, wurden
126 Patienten (TRAP-Studiengruppe) bei einem zweiten Termin im November 2001
nachuntersucht. Somit konnten die Veréanderungen dieser Stoffwechselparameter auch

nach Ablauf einer sechsmonatigen Dialysetherapie erfasst werden.

3.2.2.1 TRAP 5b-Aktivitat

Bei den 126 Patienten der TRAP-Studiengruppe fand sich vom ersten auf den zweiten
Untersuchungstermin eine signifikante Abnahme (p<0,05) der TRAP 5b-Aktivitat im
Serum von 5,78+3,38 U/l auf 5,19+2,89 U/l (Mittelwert+SD) (Abb. 3.7). Bei den
méannlichen Patienten (n=66) war diese Abnahme von 5,54+3,42 U/l auf 4,66+2,07 U/I

statistisch signifikant (p<0,05) und deutlicher ausgepragt als bei den weiblichen
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Patienten (n=60), bei denen die TRAP 5b-Aktivitat innerhalb der sechs Monate von
6,06+3,35 U/l auf 5,7943,53 U/l nicht signifikant abfiel (p>0,05).

16

144

p<0,05
121

10+

TRAP 5b-Aktivitat (U/l)

1.Termin (05/01) 2. Termin (11/01)

Abb. 3.7: Veranderung der TRAP 5b-Aktivitdt im Serum von 126 Dialysepatienten der TRAP-
Studiengruppe von Mai 2001 (1. Termin) bis November 2001 (2. Termin). Box-Plott-Diagramm: Median

(schwarzer Balken) und 1. und 3. Quartile (rot unterlegt). Minimal- und Maximalwerte (Antennen).

3.2.2.2 Calcium-Konzentration

Die Plasmakonzentration des Calciums zeigte vom ersten zum zweiten
Untersuchungstermin bei den 126 Patienten der TRAP-Studiengruppe nur einen
marginalen, wenngleich statistisch signifikanten Anstieg (p<0,05) von 2,4+0,2 mmol/I

auf 2,5+0,02 mmol/l (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Veranderung der Calcium-Konzentration im Plasma von 126 Dialysepatienten (TRAP-
Studiengruppe) von Mai 2001 (1. Termin) bis November 2001 (2. Termin). Box-Plott-Diagramm: Median

(schwarzer Balken) und 1. und 3. Quartile (rot unterlegt). Minimal- und Maximalwerte (Antennen).

3.2.2.3 Phosphat-Konzentration

Auch die Plasmakonzentration des Phosphats nahm vom ersten zum zweiten

Untersuchungstermin bei den 126 Patienten der TRAP-Studiengruppe nur diskret von
1,740,4 mmol/l auf 1,6+0,4 mmol/l ab.
signifikant (p<0,05) (Abb. 3.9).

Diese Abnahme ist ebenfalls statistisch
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Abb. 3.9: Verénderung der Phosphat-Konzentration im Plasma von 126 Dialysepatienten (TRAP-
Studiengruppe) von Mai 2001 (1. Termin) bis November 2001 (2. Termin). Box-Plott-Diagramm: Median

(schwarzer Balken) und 1. und 3. Quartile (rot unterlegt). Minimal- und Maximalwerte (Antennen).

3.2.2.4 Alkalische Phosphatase-Aktivitét

Die Plasmaaktivitat der Alkalischen Phosphatase stieg von der ersten zur zweiten

Untersuchung bei den 126 Patienten der TRAP-Studiengruppe statistisch signifikant

(p<0,05) von 126265 U/l auf 138292 U/l an (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Veranderung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdt im Plasma von 126 Dialysepatienten
(TRAP-Studiengruppe) von Mai 2001 (1. Termin) bis November 2001 (2. Termin). Box-Plott-Diagramm:
Median (schwarzer Balken) und 1. und 3. Quartile (rot unterlegt). Minimal- und Maximalwerte
(Antennen).

3.2.2.5 Parathormon-Konzentration

Die Serumkonzentration des Parathormons zeigte bei den 126 Patienten der TRAP-
Studiengruppe zwar eine auffallend grof3e interindividuelle Streubreite, aber keinen
statistisch zu sichernden Unterschied zwischen der ersten (2274271 ng/l) und zweiten

(225 £324 ng/l) Untersuchung (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Parathormonkonzentration im Serum von 126 Dialysepatienten (TRAP-Studiengruppe) im
Mai 2001 (1. Termin) und im November 2001 (2. Termin). Box-Plott-Diagramm: Median (schwarzer
Balken) und 1. und 3. Quartile (rot unterlegt). Minimal- und Maximalwerte (Antennen).
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3.2.3 Parameter TRAP 5b zur Differenzierung der Patienten

Anhand der Richtung und dem Ausmal} der Verédnderung der TRAP 5b-Aktivitat im
Serum der 126 Dialysepatienten (TRAP-Studiengruppe) in den sechs Monaten von der
ersten bis zur zweiten Untersuchung lassen sich die folgenden vier Patientenkategorien
bilden (Tab. 3.4 bis 3.6):

- Kategorie 1 (20 Patienten):

Zunahme der TRAP 5b-Aktivitat von >50%

- Kategorie 2 (14 Patienten):

Abnahme der TRAP 5b-Aktivitat von >50%

- Kategorie 3 (43 Patienten):

Zunahme der TRAP 5b-Aktivitat von <50%

- Kategorie 4 (49 Patienten):

Abnahme der TRAP 5b-Aktivitat von <50%

Zwischen den beiden Patientenkategorien 1 und 2 zeigten sich signifikante Unterschiede
beim Parathormon (PTH)-Spiegel und der Phosphat-Konzentration bei der
Erstuntersuchung. Beide Patientenkategorien unterscheiden sich auch signifikant
(p<0,05) in der Tagesdosis des zur Phosphatbindung eingenommenen
Aluminiumpréparates. Wahrend die Tagesdosis des Al (OH)3 in der Patientenkategorie
1 (Anstieg der TRAPS5b-Aktivitdt >50%) im Mittel 0,6 g/d betrug, waren es in der
Patientenkategorie 2 (Abfall der TRAP5b-Aktivitat >50%) 4,8 g/d.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientenkategorien 1 und 2 fanden sich
bei beiden Untersuchungsterminen in der Alkalischen Phosphatase (AP)-Aktivitét, der
Calcium-Konzentration sowie dem PTH-Spiegel und der Phosphatkonzentration am

zweiten Untersuchungstermin (Tabelle 3.4).
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Kategorie 1 Kategorie 2 p

TRAP 5b- TRAP 5b-

Zunahme>50% | Abnahme>50%
Patienten n 20 14
Alter Jahre 71+11 61+17 ns
Geschlecht w/m 9/11 4/10

Dialyse Jahre 3,1+2.9 51441 ns

TRAP 5b | U/l 3,562+1,83 8,15+4,35

TRAP 5b 11 U/l 6,44+3,34 3,31+1,96

ATRAP 5b U/l 2,91+1,8 -4,83+2,52
AP | U/l 102+52,8 131,1459,3 ns
AP 11 U/l 118,1+60,3 130,54+58 ns
AAP U/l 16,1+23,1 -1,7+£28,6 ns
PTH I ng/l 117,7+85,8 372,9+350,4 | S
PTH NI ng/I 136+125,7 267,8+266,9 | ns
APTH ng/I 20,8+74,4 -105,1+224,6 | ns
Calcium | mmol/I 2,424+0,13 2,44+0,18 ns
Calcium 11 mmol/I 2,44+0,15 2,55+0,17 ns
ACalcium mmol/I 0,02+0,16 0,12+0,19 ns
Phosphat | mmol/I 1,46+0,43 1,79+0,46 S
Phosphat 11 mmol/I 1,49+0,48 1,67+0,37 ns
APhosphat mmol/I 0,02+0,48 0,03+0,21 ns
Aluminium ug/l 10,21+8,93 10,20+6,27 ns
Al(OH)3 g/Tag 0,6+1,0 4,8+3,3 S
Vitamin D ug/ 0,16+0,54 0,45+1,14 ns

Woche

Tabelle 3.4 Verédnderungen der Parameter des Knochenstoffwechsels innerhalb von sechs Monaten in der
TRAP 5b-Patientengruppe. Vergleich der Patienten von Kategorie 1 (Zunahme der TRAP 5b-Aktivitat
>50%) und Kategorie 2 (Abnahme der TRAP 5b-Aktivitat >50%).

Aktivitat/Konzentration des Parameters (Mittelwert + Standardabweichung) bei der ersten (1) und zweiten
(1) Untersuchung. Differenz der Aktivitat/Konzentration des Parameters von Il-1 (A). Unterschied des
Parameters zwischen Patienten der Kategorie 1 und Kategorie 2 statistisch signifikant (s, p<0,05) oder
nicht signifikant (ns, p>0,05).

Im Vergleich zu den Patienten der Kategorie 1 zeigen die Patienten der Kategorie 3
(Zunahme der TRAP 5b-Aktivitat von <50%) im Verlauf eine, wenn auch statistisch
nicht signifikante (p>0,05) Abnahme des Parathormon (PTH)-Spiegels und der
Phosphat-Konzentration.

Bezuglich der eingenommenen Dosis des zur Phosphatbindung eingenommenen
Aluminiumpréparates liegt ein signifikanter Unterschied (0,6+1,0 vs. 3,8+3,0 g¢/d;
p<0,05) vor. Der Anstieg der Alkalischen Phosphatase (AP) ist bei den Patienten der

Kategorie 3 wesentlich geringer ausgepragt.
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Die Aktivitdt der AP zwischen den Patientenkategorien 1 und 3 war bei beiden
Untersuchungsterminen nicht unterschiedlich. Beziiglich der Calcium-Konzentrationen
ergibt sich weder an einem der Untersuchungstermine noch im Verlauf ein signifikanter
Unterschied (Tabelle 3.5).

Kategorie 1 Kategorie 3 p
TRAP 5b- TRAP 5b-
Zunahme>50% | Zunahme<50%
Patienten n 20 43

Alter Jahre 71+11 69+12 ns

Geschlecht w/m 9/11 23/20
Dialyse Jahre 3,1+2.9 3,5+3,4 ns
TRAP 5b | U/l 3,52+1,83 4,92+2,95 S
TRAP 5b 11 U/l 6,44+3,34 5,79+3,26 ns
ATRAP 5b U/l 2,91+1,8 -0,88+0,76 S
AP | U/l 102+52,8 127,9+77,11 | ns
AP 11 U/l 118,1+60,3 139,2+78,44 | ns
AAP U/l 17,4455,32 1,74+36,56 ns
PTH I ng/l 117,7+85,8 212,9+311,2 | ns
PTH I ng/l 136+125,7 211,74430,1 | ns
APTH ng/I 20,8+74,4 -1,2+167,1 ns
Calcium 1 mmol/I 2,42+0,13 2,4+0,22 ns
Calcium 11 mmol/I 2,44+0,15 2,46+0,17 ns
ACalcium mmol/I 0,02+0,16 0,06+0,25 ns
Phosphat | mmol/I 1,46+0,43 1,72+0,39 S
Phosphat 11 mmol/I 1,49+0,48 1,52+0,43 ns
APhosphat mmol/I 0,02+0,48 -0,21+0,55 | ns
Aluminium ug/l 10,2148,93 9,03+6,09 ns
Al(OH)3 g/Tag 0,6+1,0 3,8+3,0 S
Vitamin D ug/ 0,16+0,54 0,30+0,26 ns

Woche

Tabelle 3.5 Veranderungen der Parameter des Knochenstoffwechsels innerhalb von sechs Monaten in der
TRAP 5b-Patientengruppe. Vergleich der Patienten von Kategorie 1 (Zunahme der TRAP 5b-Aktivitat
>50%) und Kategorie 3 (Zunahme der TRAP 5b-Aktivitat <50%).

Aktivitat/Konzentration des Parameters (Mittelwert + Standardabweichung) bei der ersten (1) und zweiten
(1) Untersuchung. Differenz der Aktivitat/Konzentration des Parameters von Il-l1 (A). Unterschied des
Parameters zwischen Patienten der Kategorie 1 und Kategorie 2 statistisch signifikant (s, p<0,05) oder
nicht signifikant (ns, p>0,05).

Zwischen den beiden Patientenkategorien 2 und 4 zeigten sich nicht signifikante
Unterschiede beim Parathormon (PTH)-Spiegel, welche im Verlauf zum zweiten

Untersuchungstermin in beiden Gruppen rickl&ufig sind, wobei die Abnahme bei den
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Patienten der Kategorie 4 deutlich geringer ist (-105,1+224,6 vs. -23,4 +144,1 ng/l;

p>0,05).
Die Phosphat-Konzentration bei der Erst- und der Kontrolluntersuchung unterscheiden
sich nicht signifikant (p>0,05). Die Tagesdosis des zur Phosphatbindung

eingenommenen Aluminiumpréparates ist in beiden Kategorien ebenfalls nicht
signifikant unterschiedlich (4,8+3,3 vs. 4,1+3,7 g/d; p>0,05).

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientenkategorien 2 und 4 fanden sich
bei beiden Untersuchungsterminen in der AP-Aktivitat und der Calcium-Konzentration

am zweiten Untersuchungstermin (Tabelle 3.6).

Kategorie 2 Kategorie 4 p
TRAP 5b- TRAP 5b-
Abnahme>50% | Abnahme<50%
Patienten n 14 49
Alter Jahre 61+17 64+12 ns
Geschlecht w/m 4/10 24/25
Dialyse Jahre 5,1+4,1 5,0+4,8 ns
TRAP 5b | U/l 8,15+4,35 6,64+3,29
TRAP 5b 1 U/l 3,31+1,96 4,66+2,27
ATRAP 5b U/l -4,83+2,52 -1,98+1,53
AP | U/l 131,1+59,3 133,1+60,2 ns
AP |1 U/l 130,558 147,3+117,7 | ns
AAP U/l 3,2+30,2 3,154+28,2 ns
PTH I ng/l 372,94350,4 238,7+243,1 | ns
PTH Il ng/l 267,8+266,9 258,8+298,3 | ns
APTH ng/I -105,1+ -23,41144,1 | ns
224.6
Calcium | mmol/I 2,44+0,18 2,40+0,21 ns
Calcium 11 mmol/I 2,55+0,17 2,43+0,18 ns
ACalcium mmol/I 0,12+0,19 0,003+0,18 ns
Phosphat | mmol/I 1,79+0,46 1,74+0,43 ns
Phosphat 11 mmol/I 1,67+0,37 1,67+0,44 ns
APhosphat mmol/I 0,03+0,21 -0,08+0,52 ns
Aluminium ug/l 10,20+6,27 12,95+16,87 | ns
Al(OH)3 g/Tag 4,8+3,3 4,1+3,7 ns
Vitamin D ug/ 0,45+1,14 0,15+0,29 ns
Woche

Tabelle 3.6 Veranderungen der Parameter des Knochenstoffwechsels innerhalb von sechs Monaten in der
TRAP-Patientengruppe. Vergleich der Patienten von Kategorie 2 (Abnahme der TRAP 5b-Aktivitét
>50%) und Kategorie 4 (Abnahme der TRAP 5b-Aktivitdt <50%). Aktivitdt/Konzentration des
Parameters (Mittelwert + Standardabweichung) bei der ersten (1) und zweiten (1) Untersuchung.
Differenz der Aktivitat/Konzentration des Parameters von Il-1 (A). Unterschied des Parameters zwischen
Patienten der Kategorie 1 und Kategorie 2 statistisch signifikant (s, p<0,05) oder nicht signifikant (ns,
p>0,05).
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3.3 Stabilitat der TRAP 5b im Serum

Im Folgenden werden Messungen zur Stabilitat der TRAP 5b im Serum vorgestellt. Bei
insgesamt 20 Patienten wurde an finf verschiedenen Tagen (Montag, Mittwoch,
Freitag, Montag, Mittwoch) eine Blutprobe zur Messung der Aktivitdt entnommen. Die
Proben wurden bei —20°Ceingefroren. Nach Erhalt der jeweils fiinf Proben von jedem
der 20 Patienten wurde die Messung durchgefiihrt. Dabei ergaben sich bei allen
Patienten sehr konstante Messergebnisse mit einer intraindividuellen Abweichung von

weniger als 5 Prozent. Das nachfolgende Diagramm stellt die Ergebnisse dar.

TRAP 5b

120

110

e resnn bl
ZE IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Patienten [n=20]

Abb. 3.12 Stabilitat der Bone Trap 5b im Serum bei 20 Patiente
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4.1 Hintergrund

Die chronische Niereninsuffizienz ist in den westlichen Industrielandern eine
zahlenmaRig zunehmende Erkrankung, unter anderem bedingt durch die ansteigende
Zahl an Diabetikern (Schwenger et al., 2001). Die im Rahmen der chronischen
Niereninsuffizienz, als renale  Osteopathie bezeichneten, auftretenden
Skelettverdnderungen beginnen bereits in frihen Stadien der Niereninsuffizienz, so dass
ihnen eine groRe Bedeutung zukommt (Hamdy et al., 1995).

Zur Diagnostik der renalen Osteopathie stehen mehrere diagnostische Verfahren zur
Verfugung. Klinische Manifestationen, anamnestisch eruierbar durch diffuse
Knochenschmerzen, Belastungsschmerz, disproportionale Abnahme der Korpergrofle
als Folge einer vertebralen Hohenminderung und hdufige Spontanfrakturen, v.a. der
Wirbelkdrper sind erst bei bereits aufgetretenen Folgen der renalen Osteopathie
erkennbar. Patienten in Frihstadien der Erkrankung sind mit alleiniger Anwendung
Klinischer Parameter nicht erfassbar. Die histologische Untersuchung mittels
Knochenbiopsie ist als invasive Diagnostik fur Patienten belastend und weist potentielle
Risiken wie Blutung und Infektion auf. Aus den genannten Grinden ist die
Knochenbiopsie zur Diagnostik nur begrenzt einsetzbar und nicht beliebig oft
wiederholbar. Die weit weniger invasive Messung der Knochendichte ist bei
Dialysepatienten aufgrund von Weichteilverkalkungen mit Fehlern behaftet und bei nur
einmaliger Messung diagnostisch nicht verwertbar (Hutchinson et al., 1993). Bei
diesem Verfahren sind Wiederholungsmessungen notwendig, was jedoch eine erhdhte
Strahlenbelastung flir den Patienten bedeutet.

Die Rontgenaufnahme des Handskeletts zur Diagnostik subperiostaler Erosionen der
Phalangen gilt bis zum jetzigen Zeitpunkt als radiologisch sensitivste Methode in der
Diagnostik der renalen Osteopathie (Rostand und Driecke, 1999; Hutchinson et al.,
1993). Die Handaufnahme ist zudem fur die Verlaufsbeobachtung des Knochens
wertvoll, da hiermit die Entwicklung einer Osteopenie friihzeitig diagnostiziert werden
kann (Schulz, 1996). Sie bietet sich dartiber hinaus auch zur Erfassung und
Verlaufskontrolle bei Gefalverkalkungen an (Rostand und Driieke, 1999, Braun et al.,
19996, Hampl et al., 1999).

Allen genannten Untersuchungsverfahren ist gemeinsam, dass sie nicht zur Erkennung

von friihen Stadien der renalen Osteopathie geeignet sind. Die Licke in diesem diag-
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nostischen Dilemma schlieRen Laboruntersuchungen, die bei Beachtung von Einfliissen
und richtiger Interpretation der Messwerte bereits vor Auftreten morphologischer
Veranderungen Pathologien des Knochenstoffwechsels anzeigen kdnnen. Bereits in
einigen Studien konnte die TRAP 5b als biochemischer Marker des
Knochenstoffwechsels bei ossérer Metastasierung (Lein et al., 2002; Capeller et al.,
2002), bei Osteoporose (Halleen et al., 2000; Alatalo et al., 2002; Hannon et al., 2002)
und bei dialysepflichtigen Patienten gezeigt werden (Nakanishi et al., 1999; Janckila et
al., 2001, Cavalier 2006, Shidara 2008, Hamano 2009, Osorio 2011). Besonders die
Ergebnisse der Studien von Nakanishi und Janckila gaben Anlass fur die vorliegende

Studie zur Untersuchung der TRAP 5b als Verlaufsparameter bei Dialysepatienten.

4.2 Patienten

Im Studienzeitraum von Mai bis November 2001 konnten insgesamt 161 Patienten in
die Studie eingeschlossen werden. Von diesen 161 Patienten sind insgesamt 35
Patienten (22%) aus der Studie ausgeschieden. Die hédufigsten Ausscheidungsgrinde
waren ,,Tod“ und ,,Wechsel an ein anderes Dialysezentrum® mit 11 bzw. 10 Patienten.
Der hohe Ausschluss durch Tod (7%) ist einerseits durch das zum Teil hohe Alter der
verstorbenen Patienten, andererseits aber auch durch die die Niereninsuffizienz
begleitende Komorbiditdt zu erklaren, welche sich im Rahmen einer renalen
Osteopathie als frihzeitige Verkalkung von Herzklappen, KoronargefdRen und der
Media von Arterien manifestiert (Braun et al., 1996; Block et al, 1998; Hampl et al.,
2001). Die genannten Veranderungen flhren groRtenteils durch kardiovaskulare
Komplikationen zu einer htheren Mortalitat bei Dialysepatienten (Rostand und Driieke,
1999).

Das durch ,,Wechsel an ein anderes Dialysezentrum® bedingte Ausscheiden ist im
Studienkollektiv haufig. Das Alter der Patienten weist Differenzen zwischen 20 und 77
Jahren auf. Dabei ist zu berlcksichtigen, dass die Grinde fir den Wechsel des
Dialysezentrums mit z.B. Veranderungen im beruflichen Umfeld, Versorgung des
Patienten durch Angehdrige an einem anderen Ort etc. recht unterschiedlich sind.
Dritthaufigster Grund fiir das Ausscheiden aus der Studie war ein stationdrer Aufenthalt
zur Zeit des zweiten Untersuchungstermins, so dass die Dialyse im Studienzentrum
nicht durchgefuhrt werden konnte. Bei der Ansicht der Grinde flir den stationdren
Aufenthalt finden sich, wie bereits oben dargelegt, Folgen kardiovaskularer Ereignisse,

wie Apoplex, Amputationen bei pAVK, Shuntverschliisse etc.
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An vierter Stelle der Griinde fur das Ausscheiden aus der Studie steht bei insgesamt 5
Patienten eine Nierentransplantation im Studienzeitraum. Diese Patienten wurden
gemal’ dem Studienprotokoll aus der Studie ausgeschlossen.

Bei einer Patientin lieR sich trotz intensivster Nachforschung der Grund fur das
Ausscheiden aus der Studie nicht ermitteln, eine andere Patientin war zum Zeitpunkt
des zweiten Untersuchungstermins im Urlaub und hat dort an einer ,,Feriendialyse*
teilggnommen, so dass auch diese Patientin gemal dem Studienprotokoll
ausgeschlossen werden musste.

Insgesamt stellt ein Ausscheiden von 35 Patienten (22 %) bei einem Kollektiv von 161

Patienten eine zufriedenstellende Quote dar.

4.3 Betrachtung der Messergebnisse
Bei der Betrachtung der ermittelten Messwerte zeigen sich funf Aspekte, die im
Folgenden naher betrachtet werden sollen:

1. Bei unseren Patienten finden sich erhohte Konzentrationen der TRAP 5b im
Serum, welche eine gute Korrelation zu den anderen Parametern des
Knochenstoffwechsels zeigen.

Bereits in anderen Studien, von Scanecchia et al. und Gavilanes et al., liegen
Untersuchungen der Serumkonzentration der Bone Trap bei verschiedenen
Erkrankungen vor (Scanecchia et al.,, 1991; Gavilanes et al.,, 1994). In der
Untersuchung von Scanecchia et al. wurden Patienten mit verschiedenen
Krankheitsbildern, wie primarem Hyperparathyreoidismus (pHPT), Dialyse-Patienten,
Patienten mit Knochenmetastasen bei verschiedenen Tumoren (Mamma, Lunge, Magen,
Mundboden, Ovar), Patienten mit einem Hypoparathyreoidismus, M. Paget und
Osteomalazie untersucht. Bei dieser Untersuchung wurden verschiedene Parameter des
Knochenstoffwechsels, unter anderem die TRAP 5b und das intakte PTH, untersucht.
Wie auch in der vorliegenden Untersuchung mit einer Korrelation von 0,535 (initial)
zeigte sich bei den Patienten mit einem pHPT eine gute signifikante Korrelation von
0,58 zwischen den beiden Parametern. Ahnlich gute Ergebnisse mit einem Wert von
0,75 (p<0,05) bezuglich der Korrelation zwischen der TRAP 5b und dem intakten PTH
zeigte die Untersuchung von Gavilanes et al., bei der insgesamt 39 Patienten mit
verschiedenen Graden einer Niereninsuffzienz, 10 Patienten ohne Dialyse, 10 Patienten

mit HD weniger als ein Jahr, 10 Patienten mit HD mehr als ein Jahr und 9 Patienten mit
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einer Lebererkrankung und HD tber mehr als ein Jahr untersucht wurden (Gavilanes et
al., 1994). Es zeigte sich bei der Untersuchung kein signifikanter Unterschied zwischen
den biochemischen Parametern bei den Patienten mit und ohne Leberinsuffzienz. In
einer weiteren Studie von Coen et al. (Coen et al., 1998) finden sich fir die Korrelation
zwischen intaktem PTH und der TRAP 5b mit 0,401 &hnlich gute Werte wie in unserer
Untersuchung. Bei den genannten Studien muss jedoch bedacht werden, dass zur Zeit
der Durchfihrung nur ein Test zur Bestimmung der Gesamt-TRAP, mit ihren
Unterformen 5 a und b, zur Verfligung stand. Seit dem Jahr 2000 (Halleen et al., 2000)
steht mit dem von uns verwendeten Test eine Methode zur Verfiigung, die spezifisch
die TRAP 5b erfasst. Untersuchungen aus dem Jahr 2004 von Nowak et al. und Reichl
et al. zeigen noch hohere Korrelation zwischen der TRAP 5b und dem intakten PTH. In
der Untersuchung von Nowak et al. an 84 Patienten, 61 Patienten mit HD und 23
Patienten mit CAPD, bzw. von Reichel et al. an 90 Dialyse-Patienten zeigte sich eine
hoch signifikante Korrelation um 0,65 (Nowak et al, 2004; Reichel et al, 2004).

Aus dem Jahr 2008 liegen zwei weitere Untersuchungen zur Korrelation zwischen
TRAP 5b und iPTH vor. In der Studie von Malyszko et al. wurden Dialysepatienten,
Patienten mit CAPD und Z.n. Nierentransplantation (NTX) sowie Gesunde untersucht.
Bei den HD-Patienten (Alter 51+16 Jahre) zeigte sich eine Korrelation zwischen TRAP
5b und iPTH von 0,40 (p=0,008) (Malyszko 2008). Ein &hnliches Ergebnis ergab sich in
den Studien von Cavalier und Shidara bei HD-Patienten (Alter 65+16 / 6719 Jahre) Die
Korrelationen lagen in diesen Studien bei 0,523 bzw. 0,467 (p<0,01) (Cavalier 2008;
Shidara 2008).

Bei der Betrachtung der Ergebnisse flr die Korrelation zwischen der AP und der TRAP
5b finden sich in den Studien von Scanecchia et al. und Gavilanes et al. (Scanecchia et
al., 1991; Gavilanes et al., 1994) signifikante Werte von 0,7 bzw. 0,77 fir die
Korrelation zwischen der AP und der TRAP 5b, die deutlich hther waren als die Werte
in unserer Untersuchung mit 0,416 (p<0,05).

Die oben genannten Studien von Malyszko, Cavalier und Shidara untersuchten ebenfalls
die Korrelationen zwischen TRAP 5b und der alkalischen Phosphatase. Hierbei fanden
sich unterschiedliche Ergebnisse: 0,29 (p=0,054; Malyszko), 0,515 (p<0,01; Cavalier)
und 0,721 (p<0,0001; Shidara).

Ursachen fur die z.T. deutlich unterschiedlichen Korrelationen der Parameter zwischen

unserer Studie und den genannten Studien kdnnen in verschiedenen Ursachen begriin-
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det sein. Bei den genannten Untersuchungen ist nicht bekannt welche Art von renaler
Osteopathie (low turnover/adynamisch, high turnover, Tabelle Einleitung) vorliegt.
Zusétzlich konnen Begleiterkrankungen, wie z.B. hepatische Insuffizienz mit
Kumulation der AP, das Alter der Patienten bzw. die Dauer der HD eine Rolle spielen.
Bezlglich der Studie von Nowak et al. ist z.B. anzumerken, dass ca. 40% der
untersuchten Patienten eine CAPD durchfiihrten. Bei der CAPD findet sich hdufiger ein
verminderter Knochenumsatz ohne Vorliegen einer Aluminiumintoxikation im Sinne
einer adynamen Osteopathie (Schulz et Delling, 1982; Goodman et al., 1994; Couttenye
et al., 1996). Die Ursache dafur ist in darin zu sehen, dass bei der CAPD kontinuierlich
hohere Calciumspiegel vorliegen, die das PTH soweit supprimieren, dass ein normaler
Knochenumsatz nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Auch konnten die
niedrigeren Spiegel der Vitamin-D-Metabolite bei Peritoneal- im Vergleich zu
Hamodialyse von Bedeutung sein, die zum Teil durch einen Verlust von Vitamin D und
seinem Bindungsprotein in das Peritonealdialysat bedingt sind. Andere Faktoren wie
hoheres Alter, eine vermehrte orale Einnahme von Kalziumkarbonat, hohe
Magnesiumspiegel sowie eine hdhere Diabetes-Inzidenz kénnten weiterhin eine Rolle
spielen (Jehle et al., 1998, Navarro et al., 1999, Holgado et al., 2000).

In zwei Studien wurden Korrelationen zwischen der TRAP 5b und histologischen
Befunden erhoben. Die Studie von Lehmann et al. untersuchte 132 Patienten (Alter
45+14 Jahre, HD-Dauer 4544 Monate), 36 Patienten im Stadium 3/4 einer chronischen
Niereninsuffizienz (CNI) und 96 Patienten im Stadium 5 einer CNI (Lehmann 2005).
Dabei zeigte sich, dass eine ,,high turnover Osteopathie* die hdufigste Form der renalen
Osteopathie war (Stadium 3/4: 47%; 5: 61%; alle 57,5%).

Fir die TRAP 5b fanden sich bei den Patienten im Stadium 5 der CNI hohere Werte der
Aktivitat (low turnover: Stadium 3/4: 1,3 U/l/ Stadium 5: 1,5 U/I; high turnover:
Stadium 3/4: 1,5 U/l/, Stadium 5: 2,3 U/l) und hohere Korrelationen zum ossaren
Mineralisierungsgrad. AuRerdem war der positiv pradiktive Wert der TRAP 5b fiir eine
renale Osteopathie im Stadium 5 deutlich héher als im Stadium 3/4 (1,0 vs. 0,73) bei
ahnlicher Sensitivitét (0,52 vs. 0,44). Die Sensitivitat der TRAP 5b war in dieser Studie
niedriger als die von PTH und AP (ca. 0,7 im Stadium 5 vs. 0,52), jedoch war der
positiv pradiktive Wert hoher (1,0 vs. 0,9).

Somit zeigt die TRAP 5b eine hdhere Diskriminierungsrate bei Patienten im Stadium 5
der CNI im Vergleich zum Stadium 3/4.
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In der Studie von Chu wurden 14 Patienten (Alter 41+£12 Jahre / HD-Dauer 31+16,6
Monate) und 6 ,,gesunde Kontrollpersonen* mittels einer Knochenbiopsie und Biomar-
kern untersucht (Chu 2003). Die mittlere Aktivitdt der TRAP 5b lag bei den ,,gesunden
Kontrollpersonen® bei 3,254+0,59 U/l (n=6), bei den Patienten mit einem sHPT bei
11,97+8,92 U/l (n=6) und den ubrigen Formen der renalen Osteopathie bei 2,17+0,61
U/l (n=8).

Die Aktivitat der TRAP 5b korrelierte stark mit den histologischen Parametern der
Osteoklastenaktivitat (Osteoklastenoberflache / Knochenoberflache und Anzahl der
Osteoklasten / 100-mm Knochendurchmesser) mit einem Wert um 0,9 (p<0,01) Die
entsprechenden Korrelationen fir das iPTH lagen bei 0,76 bzw. 0,81 fir die
Osteoklastenoberflache / Knochenoberflache bzw. Aktivitat der Osteoklasten / 100-mm
Knochendurchmesser.

Die Werte fur iPTH und TRAP 5b korrelierten dhnlich gut fir die histologischen
Parameter der knéchernen Erosionen (Erosionstiefe: 0,78 vs. 0,67; Erosionsoberflache /
Knochenoberflache: 0,59 vs. 0,5).

Zwischen dem iPTH und der TRAP 5b ergab sich in der vorliegenden Studie eine
Korrelation von 0,72 (p<0,01). Die Ergebnisse zeigen nach Aussage der Autoren, dass
die Spiegel des iPTH und die Knochenbildungsrate (BFR) aufgrund einer Resistenz des
Knochens gegen iPTH nicht immer streng korrelieren (Sherrard 1993, Sherrard 1974,
Salusky 1994, Pei 1992, Cohen-Solal 1991, Urena 1994, Urena 1996). Bemerkenswert
in dieser Studie ist ebenfalls, dass die Aktivitdt der TRAP 5b bei Patienten mit den
,jibrigen Formen der renalen Osteopathie* niedriger war als bei Gesunden.

Diese Ausfiihrungen zeigen, dass die Pathogenese der renalen Osteopathie
multifaktoriell ist und dass verschiedene Faktoren berticksichtigt werden missen, was
auch bei der Vergleichbarkeit von Studien untereinander beachtet werden muss.
Bemerkenswert ist weiterhin, dass in den Studien von Scanecchia et al., Gavilanes et al.,
Coen et al., Nowak et al. und Reichel et al. mit 30-90 Patienten die Fallzahlen jeweils
deutlich niedriger als in unserer Studie mit 161 Patienten initial und 129 Patienten mit

zweimaliger Untersuchung waren.
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2. Die vorliegende Studie hat ein Follow-up bei Dialysepatienten beziglich der
Parameter des Knochenstoffwechsels durchgefuhrt.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals eine Follow-up-Untersuchung bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz tiber einen Zeitraum von 6 Monaten durchgefiihrt.
Bisher liegen nur Studien vor, die jeweils zu einem Zeitpunkt eine Bestimmung der
TRAP 5b vorgenommen haben (Gavilanes et al., 1994; Nakanishi et al., 1999; Janckila
et al., 2001, Malyzsko 2006, Cavalier 2006, Shidara 2008, Qin 2008, Yamada 2008,
Lehmann 2006, Lu 2011).

Studien mit einer Verlaufskontrolle der TRAP 5b bei Patientinnen mit einer
Osteoporose liegen von Halleen et al. und von Rosenbrock et al. aus den Jahren 2000
und 2002 vor (Halleen et al., 2000; Rosenbrock et al., 2002). Dabei wurde von Halleen
et al. die TRACP unter einer Hormonersatztherapie (taglich 2 mg Estradiol und 1 mg
Noretisterone, Kliogest, Novo Nordisk, Davis, CA, USA) bei 20 postmenopausalen
Frauen untersucht. In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass es unter der
Hormonersatztherapie zu einer signifikanten Abnahme (p<0,001) der TRAP 5b von ca
50% innerhalb von 6 Monaten kam, wahrend in der Placebogruppe der Wert fir die
TRAP 5b nahezu konstant (+1,8%, p>0,05) blieb. In der Studie von Rosenbrock et al.
zeigte sich bei prd-, peri- und postmenopausalen Frauen ohne therapeutische
Interventionen ein Anstieg der TRAP 5b Uber einen Zeitraum von zwei Jahren, der bei
den postmenopausalen Frauen am ausgepragtesten war (Rosenbrock et al., 2002). Die
Tatsache, dass in unserer Studie ca. 80% der untersuchten Frauen postmenopausal sind
kdnnte fur die geringer ausgeprégte Abnahme der TRAP 5b mitverantwortlich sein.

Aus dem Jahr 2002 liegt von Sasaki et al. eine Studie vor, in der 13 Patienten im Alter
von 44,1459 Jahren unter einer erstmaligen Glukokortikoidtherapie bei einer
chronischen Glomerulonephritis untersucht wurden. Bei dieser Studie wurde unter
anderem die TRAP 5b uber einen Verlauf von 6 Monaten bestimmt, wobei sich fir die
TRAP 5b als Marker der Knochenresorption ein signifikanter Anstieg (p<0,001) von
3,840,6 U/l auf 8,4+0,9 U/l zeigte (Sasaki et al., 2002). Die Nierenfunktion der
Patienten war normal, das Serumkreatinin war <1,2 mg/dl, so dass die gesehenen
Effekte auf die Wirkung des Kortisons zurtickzuftihren sind und nicht (u.a.) im Rahmen
einer renalen Osteopathie auftraten.

Eine aktuelle Studie von Lu untersuchte die Korrelation zwischen der TRAP 5b und der
Knochendichte (BMD) nach Parathyreoidektomie im Verlauf eines Jahres (Lu 1011). In

der Studie wurde zu Beginn und nach 12 Monaten nach Parathyreoidektomie mit Au-
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totransplantation eine Knochendichtemessung bei 26 Patienten (Alter 49+11 Jahre; HD-
Dauer 69+21 Monate) sowie eine Bestimmung der Aktivitat der TRAP 5b am Tag der
PTX,1und 3 Tage/1, 2, 3Wochen/1, 3, 6,9, 12 Monate nach PTX durchgefiihrt. Es
zeigte sich eine Abnahme der Aktivitat der TRAP 5b von 9,01+5,13 U/l auf 2,71+0,5
U/l nach 12 Monaten, ein Anstieg der Knochendichte nach 12 Monaten (p<0,01) sowie
eine negative Korrelation um -0,4 zwischen der Knochendichte der Lendenwirbelséule
und der TRAP 5b.

Bei der Betrachtung unserer Ergebnisse zeigen sich zwei Untergruppen (20/14
Patienten), bei denen es im Verlauf von 6 Monaten zu einer signifikanten (p<0,05) Zu-
/Abnahme der Konzentration der TRAP 5b um mindestens 50% kommt.

Innerhalb der ersten Gruppe (Zunahme der Aktivitdt der TRAP >50%) zeigt sich ein
leichter Anstieg der AP um 20%/des PTH um 15%, bei einem Anstieg der
Calciumkonzentration um ca. 5% im Verlauf. Die Patienten dieser Gruppe haben
deutlich weniger aluminiumhaltigen Phosphatbinder (0,6+1,0 g/Tag vs. 3,8+3,0 g/Tag)
eingenommen als die Patienten mit einer Zunahme der TRAP 5b < 50% im Verlauf.
Diese Laborkonstellationen sprechen fir eine Progredienz einer vorbestehenden
Osteopathie im Sinne einer ,,high turnover-Osteopathie®.

Die Patienten der zweiten Gruppe (Abnahme der Aktivitat der TRAP 5b >50%) zeigen
einen deutlichen Abfall des PTH-Spiegels um 100 ng/l entsprechend einem
prozentualen Abfall von ca. 25% innerhalb von 6 Monaten. Diese Patienten haben
innerhalb des Studienkollektives die hochste Einnahme von aluminiumhaltigem
Phosphatbinder pro Tag. Der Ausgangsserumspiegel der Aluminiumkonzentration ist
nahezu identisch zu den anderen drei Gruppen mit einem Wert um 10 pg/l. Eine
Verlaufskontrolle innerhalb des Studienzeitraumes ist nicht durchgefiihrt worden,
sodass keine Aussage zur Einnahme der Menge an aluminiumhaltigem Phosphatbinder
und der Serumkonzentration an Aluminium getroffen werden kann. Die Abnahme der
Aktivitat der TRAP 5b, die nur leicht erhbhten Phosphatkonzentrationen und die
hochnormalen Calciumkonzentrationen lassen die Vermutung zu, dass sich bei diesen
Patienten eine ,,low turnover-Osteopathie im Studienverlauf entwickelte. Die nach 6
Monaten ermittelten Aktivitaten der TRAP 5b liegen in der GroRenordnung eines
Kollektives von Coen et al. bei Patienten mit einer ,,Jow turnover“-Osteopathie (Coen et
al., 1998). Zusatzlich weisen die Patienten in dieser Gruppe im Vergleich zu den
anderen Gruppen die im Mittel langste Dialysedauer (5,1+4,1 Jahre), einem bekannten

Risikofaktor fiir eine ,,low turnover“-Osteopathie (Duarte et Teitelbaum, 1998), auf.
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Die dritte Gruppe (Zunahme der Aktivitat der TRAP 5b <50%) unterscheidet sich
signifikant von denen der Gruppe 1 lediglich bzgl. der téglichen Aufnahme von
aluminiumhaltigem Phosphatbinder. Die signifikant hohere téagliche Dosis an
aluminiumhaltigem Phosphatbinder und die fiir eine low turnover-Osteopathie typische
Erh6hung des PTH-Spiegels gibt Hinweise flir eine Progredienz einer vorbestehenden
Osteopathie jedoch eher im Sinne einer ,,mixed osteodystrophy*.

Die Patienten der Gruppe 4 (Abnahme der Aktivitat der TRAP 5b <50%) unterscheiden
sich nicht signifikant von denen der Gruppe 2. Als Interpretation dieser Befunde muss
die Entwicklung einer ,low turnover-Osteopathie* unterschiedlichen Ausmalles in
Erwégung gezogen werden.

Die Analyse der Studienergebnisse (Gruppe 1-4) zeigt, dass der Verlauf der Aktivitat
der TRAP 5b in einem nicht unerheblichen AusmaR von der taglichen Einnahme
aluminiumhaltigem Phosphatbinders abhéngig zu sein scheint. Anhand des Verlaufes
der Serumkonzentrationen des Phosphates ist ein Nutzen dieser Therapie erkennbar.
Auch bei bester Compliance des Patienten ist die Einhaltung einer Diat nur
eingeschrankt madglich, sodass orale Phosphatbinder vor bzw. zu den Mahlzeiten
verabreicht werden mussen, wobei bis in die 80er Jahre nur aluminiumhaltige Salze zur
Verfligung standen (Schulz et al., 1983). Problematisch bei der Anwendung dieser
Substanzen ist jedoch, dass Uberschiissiges Aluminium, welches kein Phosphat bindet,
im Gewebe abgelagert wird. In der Folge konnen, abhdngig von der
Organmanifestation, unterschiedliche Symptome auftreten (O"Hara JA et Murnagham,
1982; Disler P et al., 1981). Eine klare Korrelation zwischen klinischen Symptomen
und der Aluminium-Plasmakonzentration besteht nicht (Kosch M, 2000). Um die
potentiell osteopathischen Nebenwirkungen zu vermeiden wurden in den letzten Jahren
zunehmend alternative, aluminiumfreie Phosphatbinder entwickelt (Schulz et Deuber,
1988), wobei kalzium- bzw. magnesiumhaltige Salze der Zitronensaure, Glukonséure,
Essigsaure oder ein kationisches Sevelamerhydrochlorid (Burke et al., 1997; Chertow et
al., 1997; Goldberg et al., 1998; Slatopolsky et al., 1999) zum Einsatz kommen. Deren
Einsatz ermdglicht in vielen Fallen die géanzliche Vermeidung aluminiumhaltiger
Phosphatbinder (Deuber, 1995; Deuber et Schulz, 1990). Der freie, nicht zur
Phosphatbindung verwendete Kalziumanteil kann zusétzlich genutzt werden, um die
Hypokalzidmie auszugleichen (Deuber, 1995; Deuber et Schulz, 1990).

Im Rahmen der Studie wurde die Begleitmedikation nicht erfasst, sodass in der Zukunft

zur weiteren Evaluation des Einflusses der Medikation auf den Knochenstoffwechsel
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bei Dialysepatienten die Durchflihrung einer gezielten Interventionsstudie

winschenswert ware.

3. Nach 6 Monaten sind die Korrelationen zwischen den Parametern niedriger als
zu Beginn der Studie.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse aller 126 Patienten mit kompletten Datensatzen fallt
auf, dass die Korrelationen der Messwerte zwischen der TRAP 5b und dem intakten
PTH (0,516, p<0,01 vs. 0,261, p<0,01) bzw. der AP (0,416, p<0,01 vs. 0,256, p<0,01)
bei der zweiten Messung nach 6 Monaten niedriger sind. Wahrend die AP einen
signifikanten (p<0,05) Anstieg von 126,55+65,14 U/l auf 138,01+91,98 U/I zeigt und
die TRAP 5b signifikant (p<0,05) von 5,78+3,38 U/l auf 5,19+2,89 U/l fiel zeigte das
Parathormon hingegen eine statistisch nicht signifikante Abnahme (p>0,05) von
227,34+270,66 ng/l auf 224,92+323,94 ng/l. Der Wert fiir das Parathormon bleibt
praktisch konstant. Vergleichende Studien zu den von uns erhobenen Werten liegen,
wie bereits gesagt, nicht vor. In den Studien von Hallen et al. aus dem Jahr 2000
(Halleen et al., 2000) und von Rosenbrock et al. (Rosenbrock et al., 2002) wurden im
Vergleich zu unserer Studie andere Parameter des Knochenstoffwechsels bestimmt
(Pyridinoline, Cross Links), sodass die Ergebnisse, speziell bezliglich der Korrelationen
nach erfolgter Therapie/nach 6 Monaten bzw. 2 Jahren, nicht mit unseren Daten
vergleichbar sind. In den genannten Studien werden auflerdem keine Zahlen flr die
Korrelationen der bestimmten Parameter untereinander genannt, wobei es interessant
wére zu sehen, wie hoch die Korrelationen in diesen Studien nach erfolgter
Therapie/nach 6 Monaten bzw. 2 Jahren liegen.

Bei der Betrachtung der Messwerte, speziell in den Untergruppen mit einer Ab-
/Zunahme der fallt auf, dass die Konzentrationen der Parameter AP und PTH eine
geringe bis méiiige Abnahme zeigen, wahrend die Serumkonzentration der TRAP 5b im
Vergleich dazu eine deutliche Reduktion/Anstieg zeigt. Die Ursache dafiir konnte darin

begriindet sein, dass die Serumkonzentration der TRAP 5b friiher oder empfindlicher

auf die durchgefiihrte Therapie anspricht.

4.Die TRAP 5b im Serum zeigt bei wiederholten Messungen eine hohe
intraindividuelle Stabilitat mit einer maximalen Abweichung von 5 %.
Im Rahmen der Studie wurden bei 20 Patienten innerhalb von einer Woche finf

Serumproben zur Bestimmung der TRAP 5b entnommen und bis zum Erhalt aller
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Proben bei —20°C eingefroren. Bei allen Patienten zeigten sich sehr konstante
Messergebnisse mit einer intraindividuellen Abweichung von weniger als 5 Prozent.
Durch die funfmalige Bestimmung der TRAP 5b innerhalb von 7 Tagen konnte anhand
der sehr konstanten Messwerte gezeigt werden, dass die Serumkonzentration der TRAP
5b innerhalb kurzer Zeit, in unserer Studie eine Woche, nicht durch die Lange des
Dialyseintervalls beeinflusst wird.

Dass die TRAP 5b im Serum im eingefrorenen Zustand stabil ist konnte bereits in
anderen Studien gezeigt werden. In einer Studie von Lau et al. (Lau et al., 1987) wurde
die Aktivitat der TRAP 5b im Serum verglichen, nachdem die Proben fiir 105 Tage bei
—20 bzw. —70°C eingefroren worden waren. Es erfolgten innerhalb des Intervalls von
105 Tagen insgesamt 8 Bestimmungen der Aktivitdt der TRAP 5b. Die Studie zeigte,
dass nach 105 Tagen die Aktivitat der TRAP 5b der bei —20°C eingefrorenen Proben im
Vergleich zu den bei —70°C eingefroren Proben deutlich vermindert war. In den bei
-70°C eingefrorenen Proben zeigte sich eine geringe, jedoch nicht signifikante Abnahme
der Aktivitat der TRAP 5b um ca. 10% des Ausgangswerts. Jedoch unterschieden sich
die Aktivitdten nach einer Woche nicht merklich. In einer Studie von Halleen et al.
(Halleen et al., 2000) wurden ebenfalls Vergleiche der Aktivitdt der TRAP 5b nach 6
Monaten durchgefiihrt, wobei die Proben tber diesen Zeitraum bei —20 bzw. —80°C
eingefroren worden waren. In den bei —20°C eingefroren Proben war die Aktivitat der
TRACP 5b im Vergleich zu den bei —80°C eingefrorenen Proben auf 63% reduziert,
wobei die Aktivitat der TRAP 5b in den bei —80°C eingefrorenen Proben identisch mit
dem Ausgangswert war.

In einer Studie von Hannon et al. wurde die Stabilitat der Aktivitdt der TRAP 5b im
Serum im Tagesverlauf bei 12 postmenopausalen gesunden Frauen untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Amplitude der Aktivitat im Vergleich zu  C-terminal
cross Links mit 1444 % vs. 137+14 % sehr gering ist. Die Aktivitadt der TRAP 5b war
unabhéngig von einer Nahrungsaufnahme. Dieses Ergebnis wurde in einer Studie von
Shidara et al. bestatigt. Hierbei zeigte sich kein Unterschied der Aktivitat der TRAP 5b
vor und nach einer Mahlzeit (Shidara 2008). Die Studie konnte aulRerdem zeigen, dass
die Durchfiihrung einer Hamodialyse ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die
Aktivitat der TRAP 5b im Serum hatte (Hannon et al., 2004).

In der Studie von Yamada bei 30 Patienten vor und nach einer HD zeigte sich im
Gegensatz dazu ein Anstieg der TRAP 5b-Aktivitat von 6,7+4,2 U/l auf 7,4+4,7 U/I
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(p=0,11), auch unter Berlcksichtigung / Korrektur des Hamatokrits (Ausschluss eines
Einflusses der Hamokonzentration) (Yanada 2008).

Ein dhnliches Ergebnis zeigte die Studie von Hamano (Hamano 2009). Hierbei fand
sich ein statistisch signifikanter Anstieg der TRAP 5b-Aktivitat von 16,7% nach HD,
ebenfalls unter Berlcksichtigung des Hamatokritwertes.

Die Ergebnisse der Studien zeigen, dass Serumproben bei langerer Lagerung bei am
besten —80°C gelagert werden sollten, bei kiirzerer Lagerung ware eine solche
Temperatur auch wiinschenswert, wobei sich zeigte, dass bei —20°C innerhalb kurzer
Zeit (ca. 1 Woche) kein wesentlicher Verlust der Aktivitdt der TRAP 5b im Serum
auftritt. Die Aktivitdt der TRAP 5b im Serum ist unabhdngig vom Zeitpunkt der
Bestimmung, von einer Nahrungsaufnahme und sollte vor einer Hamodialyse bestimmt

werden.

5. Zwischen der TRAP 5b im Serum und der Dialysedauer bzw. dem Alter der
Patienten finden sich niedrige bzw. negative Korrelationen.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich, dass zwischen der Aktivitat der TRAP 5b
im Serum und der Dialysedauer in Jahren bei statistischer Signifikanz eine niedrige
Korrelation [0,264; p<0,05 fir alle Patienten initial (n=161) und 0,298; p<0,05 fir die
Studiengruppe (n=126)] besteht. Korrelationen zwischen der Dialysedauer und der
Serumaktivitat der TRAP 5b wurden bereits in einer Studie von Nakanishi et al.
(Nakanishi et al., 1999) erhoben. Dabei zeigten sich im Vergleich zu unserer Studie
héhere signifikante Werte von 0,516 (p<0,01). In dieser Studie wurden insgesamt 88
dialysepflichtige Patienten, 49 Ménner und 39 Frauen, neben anderen Patienten mit
verschiedenen Erkrankungen wie Osteoporose, rheumatoider Arthritis, Osteogenesis
imperfecta und Arthritis untersucht. Das Durchschnittsalter der untersuchten
Dialysepatienten lag mit 53+11 Jahren bei den Mannern und mit 54+11 Jahren bei den
Frauen deutlich unter dem Alter der in dieser Studie untersuchten Patienten (Manner
64+14 Jahre, Frauen 69+11,5 Jahre, Studiengruppe Manner 65+13 Jahre, Frauen 66+13
Jahre). Uber die Begleiterkrankungen der untersuchten Patienten wird in der Studie
keine Auskunft gegeben. Die Dauer der Dialysebehandlung liegt &hnlich wie in unserer
Studie (3 Monate-21 Jahre) zwischen ca. einem Monat und 25 Jahren. Die Autoren der
Studie fuhren die Korrelation zwischen den Parametern auf die Entwicklung
verschiedener Formen einer renalen Osteodystrophie im Verlauf einer Dialysetherapie

und verursacht durch die endokrinen VVorgéange bei Niereninsuffizienz zurtick,
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4. Diskussion

beschreiben aber keinen pathophysiologischen Zusammenhang, der flr die Korrelation
verantwortlich ist bzw. sein konnte.

Eine Studie von Duarte et al. (Duarte et al., 1998) charakterisierte bei 200 Patienten
(Alter 40,7+£14,8 Jahren) mittels laborchemischer und invasiver Diagnostik die
Héaufigkeit der Formen der renalen Osteopathie. Dabei zeigte sich bei 75% der Patienten
eine ,high turnover-Osteopathie® und bei 25% der Patienten eine ,low turnover-
Osteopathie®, wobei die Form der Osteopathie nicht von der Dialysedauer abhéngig
war. Lediglich bei der milden Form der ,,high-turnover Osteopathie* zeigte sich, dass
die Dialysedauer mit 50+44,1 Monaten etwas kirzer war. Bei den Patienten mit anderen
Osteopathieformen lag die Dialysedauer zwischen 73,7+36,1 und 91,5 +44,8 Monaten.
Betrachtet man die Ergebnisse der beiden genannten Studien und unsere Ergebnisse so
lasst sich feststellen, dass die unterschiedlichen Korrelationen zwischen der Studie von
Nakanishi et al. und unseren Daten wohl am ehesten auf das Alter der Patienten
(Nakanishi: Frauen 54+11 Jahre/Mé&nner 53+11 Jahre, diese Studie: Frauen 69+11,5
Jahre/Manner: Frauen 64414 Jahre), verschiedene Begleiterkrankungen und
unterschiedliche Therapieformen der untersuchten Patienten zuriickzufihren ist, wobei
die Dialysedauer nicht der entscheidende Faktor fir die Entwicklung einer renalen
Osteopathie zu sein scheint.

Bei der Ursache fur die signifikant negativen Korrelationen um -0,250 (p<0,01)
zwischen dem Alter der untersuchten Patienten und der Aktivitat der TRAP 5b muss an
eine adyname Osteopathie als Ursache gedacht werden. Diese, mit einer erniedrigten
Aktivitat der Osteoblasten und der Osteoklasten einhergehende Form der renalen
Osteopathie, findet sich bei ca. 30% der Dialysepatienten (Goodman et al, 1994;
Couttenye et al, 1996). Risikofaktoren fir die Entwicklung einer adynamen Osteopathie
sind hoheres Alter, mannliches Geschlecht, Diabetes mellitus, aluminiumhaltige
Medikamente, Parathyreoidektomie und (Post)Menopause (Sherrard et Andress, 1989;
Sugimoto et al., 1990; Goodman et Duarte, 1991; Malluche et Monier-Faugere, 1992;
Hercz et al, 1993; Goodman et al, 1999; Salusky et Goodman, 2001; Spasovski et al,
2003). Obwohl in der vorliegenden Studie keine histologische Differenzierung bzgl. der
vorliegenden Formen der renalen Osteopathie bei den Patienten durchgefihrt wurde,
kann bei der Zusammensetzung des Studienkollektives, den genannten Risikofaktoren
und der Pravalenz der adynamen Osteopathie von ca. 30% der Dialysepatienten

(Goodman et al, 1994; Couttenye et al, 1996, Chu et al, 2003), davon ausgegangen
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4. Diskussion

werden, dass auch bei unseren Patienten die adyname Osteopathie in einem hoherem
MaRe vertreten ist,

wodurch sich die negativen Korrelationen zwischen dem Alter der Patienten und der
Aktivitat der TRACP im Serum erklaren lassen kdnnten.

Schlussfolgerung

Die Serumkonzentration der TRAP 5b ist bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz, insbesondere im Stadium 5, im Vergleich zu Gesunden erhéht,
wobei sich zwischen Mannern und Frauen keine signifikanten Unterschiede fanden.
Weitere Interventionsstudien unter einer Therapie, z.B. mit Phosphatbindern oder
Vitamin D, sind notwendig um die Aktivitat der TRAP 5b im Serum als Parameter im
Verlauf zur Beurteilung eines Therapieerfolges zu evaluieren. Dabei scheint die
Serumaktivitdt der TRAP 5b im Vergleich zu den anderen Parametern des
Knochenstoffwechsels friher bzw. empfindlicher zu reagieren.
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Die chronische, dialysepflichtige Niereninsuffizienz ist in den westlichen Industrie-
landern mitbedingt durch die ansteigende Zahl von Diabetikern eine zahlenmé&Rig
zunehmende Erkrankung. In Deutschland liegt die Inzidenz der dialysepflichtigen
Niereninsuffizienz bei 0,7/1000 Personen in der Bevolkerung und die Prévalenz bei
0,18/1000 Personen. Auch in den USA zeigt sich eine Zunahme der Patienten mit ter-
minaler Niereninsuffizienz. Durch die steigende Anzahl der Patienten mit (dialyse-
pflichtiger) Niereninsuffizienz steigt auch die Prévalenz der renalen Osteopathie, die
bereits in frihen Stadien der Niereninsuffizienz bei einer Abnahme der glomeruléren
Filtratationsrate (GFR) auf 50 ml/min beginnt. Aufgrund der zunehmenden H&ufigkeit
werden metabolische Knochenerkrankungen im Jahre 2030 weltweit an 7. Stelle der
chronischen Krankheiten stehen und werden daher von der WHO als ,,major health
problem® eingestuft. Zur Diagnostik der renalen Osteopathie stehen als diagnostische
Verfahren die Anamnese, radiologische Untersuchungsverfahren und die invasive
Diagnostik mittels Knochenbiopsie zur Verflgung. Allen genannten Untersuchungs-
verfahren ist gemeinsam, dass sie nicht zur Erkennung von friihen Stadien der renalen
Osteopathie geeignet sind. Die Liicke in diesem diagnostischen Dilemma schlieRen
Laboruntersuchungen, die bei Beachtung von Einfllissen und richtiger Interpretation der
Messwerte bereits vor auftreten morphologischer Veranderungen Pathologien des
Knochenstoffwechsels anzeigen konnen. Ein stabiler und wenigen Einfllissen unter-
legener Parameter in der Diagnostik der renalen Osteopathie ist die Tartratresistente
saure Phophatase in ihrer Unterform 5b (im Folgenden als TRAP 5b bezeichnet). Diese
Unterform wird von den Osteoklasten als aktives Enzym ins Blut abgegeben. In der
vorliegenden Studie wurde bei initial 161 Patienten die Aktivitdt der TRAP 5b im
Serum bestimmt. Der dabei verwendete Immunoassay (Firma Medac, Hamburg)
detektiert ausschlieRlich Molekdile der aktiven TRAP 5b. Nicht erfasst werden die von
aktivierten Makrophagen sezernierte inaktive Form des Enzyms und die Unterform 5a,
welche bisher in Gaucherzellen der Milz nachgewiesen wurde. Damit ist die TRAP 5b
ein spezifischer Marker fur den Grad der Knochenresorption zum Zeitpunkt der
Probenentnahme. Weiterhin wurden bei den Patienten die alkalische Phosphatase (AP)
und das intakte Parathormon (iPTH) als Marker des Knochenstoffwechsels bestimmt.
Zwischen den erhobenen Parametern und klinischen Daten, wie dem Alter der Patienten
und der Dialysedauer wurden Korrelationen berechnet. Nach 6 Monaten erfolgte eine

zweite Erhebung der Parameter, wobei aufgrund verschiedener Ursachen
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(Nierentransplantation, Tod, stationdre Behandlung, Wechsel des Dialysezentrums,
verschiedene) 126 Patienten erneut untersucht werden konnten.

Zwischen den initial erhobenen Parametern zeigten sich mit Werten von 0,406 (p<0,01)
zwischen der AP und der TRAP 5b und 0,535 (p<0,01) zwischen iPTH und TRAP 5b
gute hochsignifikante Korrelationen. Zwischen der Dialysedauer in Jahren bzw. dem
Alter der Patienten und der TRAP 5b fand sich eine niedrigere Korrelation (0,264;
p<0,01) bzw. ein gegenlaufiger Zusammenhang mit einer hochsignifikanten Korrelation
von —0,273 (p<0,01).

Bei den 126 Patienten, die initial und nach 6 Monaten untersucht wurden, zeigten sich
ahnliche Werte fir die Korrelationen; Dialysedauer vs. TRAP 5b 0,298 (p<0,01) und
Alter vs. TRAP 5b -0,254 (p<0,01). Nach 6 Monaten zeigten sich zwischen den
erhobenen Parametern niedrigere Korrelationen als bei der ersten Untersuchung.
Innerhalb der 6 Monate zwischen den beiden Untersuchungsterminen kam es zu einer
signifikanten Abnahme (p<0,05) der TRAP 5b von 5,78+3,38 U/l auf 5,19+2,89 U/I.

In der Gruppe der 126 Patienten zeigten sich zwei Untergruppen, in denen sich eine Ab-
bzw. Zunahme der TRAP 5b um mehr als 50% des Ausgangswertes fand. Die Patienten
der Gruppe mit Abnahme der Serumkonzentration der TRAP 5b haben mit 4,8+3,3 g/d
vs. 0,6 +1,0 g/d AI(OH); eine signifikant hohere Dosis an Phosphatbinder
eingenommen,  wobei  sich  beziglich der eingenommenen  Dosis an
Calcitriol/Alphacalcitriol (0,16+0,54 ung/Woche vs. 0,45+1,14 ug/Woche) kein
statistisch (p>0,05) signifikanter Unterschied findet. Beide Gruppen zeigen eine wenig
ausgepragte Anderung des iPTH-Spiegels in dieser Zeit.

Weiterhin wurde in der Studie die Stabilitdt der TRAP 5b im Serum untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die TRAP 5b bei einer Lagerung bei —20°C eine gute intraindividuelle
Stabilitdt mit einer maximalen Abweichung von 5% hat und die Aktivitat nicht durch
die Lange des Dialyseintervalls beeinflusst wird

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der TRAP 5b im Serum bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden erhoht ist,
wobei sich zwischen Frauen und Ménnern keine signifikanten Unterschiede fanden.
Unter einer Therapie mit antiresorptiven Medikamenten scheint die TRAP 5b im
Vergleich zu anderen Parametern des Knochenstoffwechsels friher bzw. empfindlicher
zu reagieren. Die Bestimmung der TRAP 5b erlaubt ein nicht invasives Monitoring der

renalen Osteopathie u.a. bei Dialysepatienten.
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5. Summary

The number of patients with renal end-stage disease is increasing in western countries,
due to the increasing numbers of diabetics. In Germany, the incidence of patients with
renal end-stage disease is 0.7/1000 persons, while the prevalence is 0.18/1000 persons.
The numbers of patients with end-stage renal disease is also increasing elsewhere, such
as in the United States of America. The increasing numbers of patients with renal end-
stage disease has resulted in a concomitant increase in the prevalence of renal
osteopathy, which starts in the early stages of renal failure, indicated by a low creatinine
clearance of 50 ml/min. Metabolic bone diseases are predicted to be the seventh
commonest chronic disease in the year 2030, and are thus classed as “major health
problem” by the World Health Organisation. The diagnosis of renal osteopathy includes
anamnesis, X-ray, and invasive procedures such as a bone biopsy. However, the early
stages of renal osteopathy cannot always be detected. Laboratory investigations close
this diagnostic gap. Correct interpretation of diagnostic parameters, including clinical
chemistry, permit diagnosis of renal osteopathy prior to the emergence of
morphological characteristics. A stable parameter for diagnosis of renal osteopathy is
the 5b isoform of tartrate resistant acid phosphatase (TRAP). The TRAP 5b is secreted
by osteoclasts as active enzyme into the blood circulation. Ae recent study analysed the
activity of TRAP 5b in the serum of 161 patients. The immunoassay employed (from
Medac, Hamburg) detects exclusively active enzymes. Secreted inactive molecules
(such as those activated macrophages) and the TRAP 5a isoform (from Gaucher’s cells)
are not detected by this immunoassay. The TRAP 5b is a specific marker of the grade of
bone resorption at the time-point of determination of TRAP 5b concentration in serum.
Other markers of bone resorption determined in the present study were alkaline
phosphatase (AP) and intact parathyroid hormone (iPTH). Correlations between the
values and clinical data including the age of patients and the duration of hemodialysis
were performed. All parameters were evaluated again after six months. For a variety of
reasons (transplantation, death, stationary treatment, change of center for dialysis,
others) only 126 patients were included in the second analysis. Correlations with high
statistical significance between the initial levels determined for AP and TRAP 5b were
0.406 (p<0.01) and between iPTH levels and TRAP 5b Olevels, .535 (p<0.01). Low
correlations were found between the time of hemodialysis and TRAP 5b levels (0.264;

p<0.01) and between the age of patients and TRAP 5b, where a reversed correlation of -

55


http://www.dict.cc/englisch-deutsch/alkaline.html
http://www.dict.cc/englisch-deutsch/phosphatase.html

5. Zusammenfassung

0.273 (p<0.01) was noted. Correlations in 126 patients, investigated initially and after
six months, between time of dialysis and TRAP 5b levels (0.298; p<0.01) and between
the age of patients and TRAP 5b levels (-0.254; p<0.01) were similar to the values of
the 161 patients investigated initially. Overall the correlations after six months were
lower. During the six months, the concentration of TRAP 5b decreased from 5.78+ 3.3
U/l to 5.19+2.89 U/I.

The patients with decreased TRAP 5b levels exhibited a significant higher intake of
phosphate binder AI(OH); (4.8 £3.3 g/d versus 0.6 +1.0 g/d) whereas the intake of
calcitriol/a-calcitriol was not different (0.16+0.54 pg/week versus 0.45+1.14 pg/week).
The value of iPTH did change significantly during this time in both groups.

The stability of TRAP 5b in serum was analysed in the present study as well. The
results revealed high stability of TRAP 5b, with high intra-individual stability, and a
variance of maximally 5% during storage of the samples at -20 °C. The activity of
TRAP 5 b was not influenced by the length of the time between the dialysis.

The recent study revealed that TRAP 5b levels are elevated in the serum of patients
with renal end-stage disease in contrast to healthy individuals, without significant
differences between women and men. Under a treatment with antiresorptive drugs, the
values of TRAP 5b are more sensitive than other parameters of bone resorption.
Estimation of serum levels of TRAP 5b enables a non-invasive means of monitoring of

renal osteopathy.
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