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Kapitel 1 Einleitung und Aufgabenstellung

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Das Prostatakarzinom (PCa) ist der haufigste bosartige Tumor des Mannes.

Im fortgeschrittenen Stadium wird dieser Tumor oft von den Komplikationen einer
Skelettmetastasierung begleitet. Die Therapie des PCarichtet sich nach dem jeweiligen
Ausbreitungsgrad der Krankheit. Ein potentiell kuratives Verfahren setzt ein lokalisiertes,
organbegrenztes Tumorleiden ohne Metastasen voraus. Hierbei stellt sich das Problem, dass
makroskopische Skelettlésionen durch bildgebende Verfahren erst ab einer bestimmten Grofe
dargestellt werden, eine Mikrometastasierung wird haufig nicht sicher erfasst (1-3).

Diese Situation kann fur den Patienten von entscheidender Bedeutung sein.

So werden bei spiel sweise PCa-Patienten ohne Nachwels einer Metastasierung einer radikalen
Prostatektomie oder einer intensiven lokalen Strahlentherapie zugefihrt. Bei erkannter
Knochenmetastasierung wird im Allgemeinen ein anderer, meist palliativer Therapiezweig
gewahlt. Wird eine Metastasierung nicht erfasst, so hat der Patient von obengenannten
Therapieformen keinen Vortell, muss aber durch den chirurgischen Eingriff mit einer Vielzahl
von Nachteilen rechnen, welche die Lebensqualitét stark elnschranken,

wie z.B. Impotenz und Inkontinenz (4). Zudem wird letztendlich das Uberleben von
Prostatakarzinompatienten mal3geblich mitbestimmt vom Ausmal’ einer
Knochenmetastasierung (5).

Dadas Knochenszintigramm als Standardmethode der Bildgebung bei
Knochenmetastasen auf3erdem unspezifisch, teuer und auch ungeeignet fir die Beurteilung der
weiteren Entwicklung von Metastasen ist, besteht gréfites Interesse an einem nicht-invasiven,
einfachen Nachweis von Knochenmetastasen. Eine solche M 6glichkeit stellt die Bestimmung
von Knochenmarkern im Serum dar (6;7).

Bisher sind eine Vielzahl von Knochenmarkern untersucht worden und es gibt sehr
unterschiedliche Ergebnisse Uber die diagnostische Validitdt zur Erkennung von
Knochenmetastasen beim PCa (7;8). Die kritische Sichtung der bisher vorliegenden Literatur
ergibt, dass meistens jedoch nur eine begrenzte Auswahl von Knochenmarkern untersucht
wurde. Die Empfehlungen fir die jeweiligen Marker sind damit haufig widersprtchlich und
nicht immer nachvollziehbar. Zu einzelnen Markern werde ich im Kapitel ,, Theoretischer

Hintergrund® Stellung nehmen.
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Ende der Neunziger wurde das Glykoprotein Osteoprotegerin (OPG) und seine Schllsselrollein
der Steuerung der Osteoklastogenese entdeckt (9). Wir entwickelten die Hypothese, dass dieses
Protein die Ursache dafUr sein kdnnte, dass die Knochenmetastasen beim PCaim Gegensatz zu
anderen Knochenmetastasen (z.B. Mammakarzinom) vor allem osteoblasti sche Komponenten
aufweisen.

Ausgehend von dieser Annahme, und da die Expression von Gewebeproteinen durch
Freisetzung derselben oft im Blut reflektiert wird, war es Aufgabe dieser Arbeit, die
diagnostische Validitét von OPG im Serum als Knochenmarker des Prostatakarzinoms zu
evaluieren. Diese Untersuchung sollte ferner gekoppelt werden mit der Bestimmung von
Knochenmarkern, wie sie bisher fir diese Zwecke eingesetzt bzw. gegenwértig empfohlen
werden. Daraus folgte als Gesamtziel dieser Pilotstudie, einen Uberblick zur diagnostischen
Vaiditét der aktuell verfligbaren und empfohlenen Marker zur Erkennung von Metastasen beim

PCa zu erarbeiten.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1  Epidemiologie und Diagnostik des Prostatakarzinoms

Die Inzidenz des PCa hat sich in den letzten 15 Jahren verdreifacht. In Deutschland werden
jahrlich etwa 48.650, weltweit ca. 680.000 PCas diagnostiziert (10;11).

Damit ist die Prostata mit 22,3% die haufigste Lokalisation bdsartiger Neubildungen beim Mann,
gefolgt von Karzinomen der Lunge und des Darms. Bel den zum Tode fuhrenden
Krebserkrankungen steht das PCa mit 10,4% an dritter Stelle hinter dem Lungen- und dem
Darmkrebs. Die Ursachen des PCa sind weitgehend unbekannt. M dglicherweise spielen das
Sexualverhalten, hormonelle Einfllisse sowie ein hoher Fettverzehr oder eine virale Genese eine
Rolle. Mit einem mittleren Erkrankungsalter bel knapp Uber 70 Jahren liegt das PCa
vergleichsweise hoch, ca. 2 Jahre hoher al's bei Neoplasien insgesamt (10).

Aufgrund einer langen symptomatischen Latenz und der dadurch unbemerkten
Proliferation und Metastasierung des malignen Prozesses sind die wichtigsten V oraussetzungen
fur eine Heilung die Diagnosestellung im frihen Krankheitsstadium, die schnelle Einleitung
kurativer therapeutischer Mal3nahmen und die sofortige Erkennung von Tumorrezidiven in der
Nachsorgephase. Die rel ative 5-Jahres-Uberl ebensrate liegt inzwischen bei etwa 80% (10;12-14).

Die Fuiherkennung des PCaist von herausragender Bedeutung. Als
V orsorgeuntersuchung wird in Deutschland seit 1971 die digital e rektale Untersuchung (DRU)
ab dem 45. Lebengjahr als Leistung der Krankenkassen angeboten. Die Tumorerkennungsraten
liegen hier bei etwa 3,2%, der positive prédiktive Wert bei ungeféhr 21%. Eine Vielzahl von
Tumoren wird also durch diese Methode nicht erkannt (15).

Die zweite Saule der PCa-Diagnostik ist der transrektale Ultraschall (TRUS), mit demin
der Prostata echoarme Bezirke nachgewiesen werden kénnen. Bel dieser Methode liegen die
PCa-Entdeckungsraten zwischen 0,64% und 16,2%, die positiven Vorhersagewerte schwanken
zwischen 10% und 56% (16;17).

Die dritte und wichtigste Saule in der PCa-Diagnostik ist die Bestimmung des
prostataspezifischen Antigens (PSA). Das PSA ist eine Glykoprotein-Serin-Protease mit einem
Molekulargewicht von 34.000 Dalton, die von epithelialen Zellen der Prostata gebildet wird.
Nachgewiesen wurde das PSA erstmals 1979 von Wang et a. (18) im Prostatagewebe und 1980
von Papsidero et al. (19) im Serum.
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Anhand einer PSA-Bestimmung kdnnen bereits klinisch stumme PCas entdeckt werden, lange
bevor sie durch Palpation oder im Ultraschall auffallen. In PSA-Screeningstudien liegen die
PCa-Entdeckungsraten bel etwa 4,6%, der positive pradiktive Wert bel ca. 32% (15). Zusammen
mit der DRU kann die PCa-Entdeckungsrate auf ca. 19%, der positive pradiktive Wert auf ca.
50% angehoben werden (20). Die PSA-Bestimmung |asst sich aul3erdem zur Therapiekontrolle
verwenden. Erhohte PSA -K onzentrationen nach radikaler Prostatektomie weisen auf

verbliebenes Karzinomgewebe bzw. ein lokales Rezidiv oder eine Metastasierung hin (21).

2.2 K nochenmetastasen beim Prostatakarzinom

Fur Karzinome allgemein ist der Knochen nach Lymphknoten, Lunge und Leber der
vierthaufigste Ort einer Metastasierung. Beim PCa steht der Knochen, héaufig auch als einziger
Ort einer Fernmetastasierung, an erster Stelle. Etwa 13% aller Patienten mit Prostatakarzinom
weisen bereits bei Diagnosestellung Knochenmetastasen auf, zum Zeitpunkt des Todes lassen
sich sogar bei mehr als 85% der Patienten ossére Metastasen feststellen (22).

Knochenmetastasen verursachen eine betréchtliche Morbiditét, insbesondere durch
Schmerzen, funktionelle Einschrénkungen, Hyperkal zémie und mogliche epidurale
Kompressionen (5). Wahrend sich bei den meisten in das Skelett metastasierenden Krebsformen
(Mamma-, Nierenzell-, Schilddrise-, Bronchialkarzinom) eine tUberwiegend osteol ytische
Metastasierung findet, ist fir das PCa eine osteobl astische M etastasi erung typisch (23).

Die Metastasierung in den Knochen erfolgt beim PCa Uberwiegend auf hamatogenem
Weg, in wenigen Fallen auch durch direkte Infiltration des Primartumors bzw. einer in
Nachbarschaft gel egenen Metastase oder durch lymphogene Streuung (24).
Es gibt jedoch auch Studien, die gezeigt haben, dass Prostata- und auch andere Krebszellen
sowohl in vitro als auch in vivo die Fahigkeit besitzen, sich entlang der Oberflache anatomischer
Strukturen wie Nerven und Gefél3en auszubreiten (25;26). Lugassy et a. (27) konnten
nachweisen, dass bei diesem Angiotropismus die Zellen dabel entlang der Gefal3aulenflache
wandern, ohne intravaskul& nachweisbar zu sein. Aktuell laufen Studien zur Identifikation von
Markern, die dieses metastatische Potentia der Prostatakrebszellen vorhersagbar machen und
damit die Diagnostik und die Behandlung des PCa stark vereinfachen konnten.
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221 Diagnostik durch bildgebende Verfahren

Bel Verdacht auf eine Knochenmetastasierung dient zur Bildgebung in erster Linie die
Knochenszintigraphie. Die Skelettszintigraphieist ein funktionell bildgebendes Verfahren,
welches durch Verabreichung einer mit Technetium-99m markierten osteotrophen
Phosphonatverbindung den Knochenumbau anhand der Osteoblastenaktivitédt darstellt (28).
Das klassi sche Knochenszintigramm gilt als Goldstandard, um Patienten auf eine

Skel ettmetastasierung hin zu untersuchen (29:30).

Neben der Sensitivitét und Spezifitét hangt der klinische Stellenwert der
Skelettszintigraphie auch von der Wahrscheinlichkeit ossérer Metastasen im jeweiligen
Krankengut ab. Der positiv pradiktive Wert eines pathol ogischen Skelettszintigramms nimmt mit
steigender Prévalenz zu. Umgekehrt ist der negative prédiktive Wert bei normalem Szintigramm
und niedriger Prévalenz auf3erordentlich hoch (30;31).

Nachteile der Szintigraphie sind die relativ hohen Kosten und eine nur maliige
Aussagekraft bei einer Mikrometastasierung (31:32). Eine weitere Schwachstelle des
Szintigramms ist das ,, flare phenomenon, das definiert ist Gber einen Anstieg der Zahl oder der
Intensitét der Knochenmetastasen im Szintigramm wahrend der ersten sechs Monate einer
Chemotherapie. Wie man mittlerweile weil3, ist dieses Phéanomen — beobachtet v. a. bei Brust-
und Prostatakarzinom — Zeichen einer Heilungsreaktion, nach spétestens einem halben Jahr ist
eine Ruckbildung der Lasionen zu sehen (33).

Die konventionelle Rontgenuntersuchung kann behilflich sein, wenn es darum geht,
Knochenmetastasen naher zu charakterisieren. In der Friihphase einer M etastasierung mit noch
niedrigem Mineralisierungsgrad der Knochenmatrix v. a. bel osteolytischen Metastasen versagt
sie jedoch. Die Skelettszintigraphie kann hier bis zu 18 Monate friher Metastasen anzeigen
(34;35).

Die Computertomographie (CT) bietet anhand von hochqualifizierten Bildern eine
dreidimensionale Information. Dargestellt wird ein begrenzter Korperabschnitt, weshalb das CT
sich nicht zum Screening eignet. Die Dichte-Diskrimination ist der des konventionellen
Rontgens bel weitem Uberlegen. Wenn Knochenmark durch Tumor ersetzt wird, l&sst sich dort
eine hdhere Absorption der Rontgenstrahlung im Kontrast zum betroffenen Mark beobachten.
Das CT ermdglicht die frihzeitige Identifizierung von Knochenmetastasen, insbesondere von
axialen Lasionen, und gleichzeitig die Beurteilung von Metastasen aul3erhalb des Knochens.

Gelegentlich kann es der Therapiekontrolle dienen, allerdings sind hierfir reprasentative,
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moglichst spinale Lasionen zum optimalen Vergleich im Verlauf zu wéhlen (32).

Neuere Untersuchungen sehen auch in der Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
eine gute Methode, Knochenmetastasen beim PCa zu erkennen. Eine endgultige Bewertung ist
bisher aber nicht moglich (36).

Auch die Magnetresonanztomographie (MRT) ist sehr gut geeignet, um
Knochenmetastasen zu diagnostizieren. Im Gegensatz zum CT erlaubt das MRT in sagittalen
Schnitten grof3e Abschnitte des Skeletts zu begutachten. Da der Knochen in einer T1-
gewichteten Sequenzierung eine signalarme, Knochenmarksfett hingegen eine signalreiche
Intensitdt aufweist, spiegeln Knochenmetastasen, die ein reduziertes Signal produzieren,
den Ersatz des Markfettes empfindlich wider. Wie das CT ermdglicht das MRT so das
Erkennen einer sehr friihen Metastasierung (32). Wie sich in einer Studie zeigte, weist die MRT
im Vergleich zur Szintigraphie bel PSA-Serumkonzentrationen <20ug/l eine bessere Sensitivitét
auf (37).

MRT sowie CT sind hilfreich, um im Szintigramm gefundene verdéchtige Herde, die
radiographisch nicht erklart werden kénnen, zu evaluieren. Beide Verfahren kdnnen so eine
Entscheidungshilfe sein, falls eine Biopsie, eine palliative Operation oder eine Radiotherapie in
Betracht gezogen wird. Bei Durchfiihrung einer Nadelbiopsie kann das CT auf3erdem dem
»Monitoring* dienen (32;34,35;38).

222 Physiologie und Pathol ogie des Knochenstoffwechsels

Knochengewebe stellt eine hoch speziaisierte Form von Bindegewebe dar, das durch
trajektorielle Bauwei se eine ausgepragte Rigiditat mit einem hohen Grad an Elastizitét vereint.
Es bildet die strukturelle Grundlage fur die Fortbewegung von Vertebraten sowie den Schutz
vitaler Organe und ist das grof3te Reservoir an Kalzium und Phosphat.

Das menschliche Skelett wird aufgrund periodischer, kontinuierlicher Umbauprozesse
etwa alle 10 Jahre komplett erneuert. Dieser sténdige Wandel , das sogenannte ,,remodeling”,
erfolgt durch Resorption von altem Knochen und Ersatz durch neuen an derselben Stelle.

Die Knochenhomdoostase wird gewéhrleistet durch die streng gekoppelte, koordinierte Aktivitét
von Osteoklasten und Osteoblasten, sodass der Nettoeffekt von Resorption und Formation stetig
null bleibt (39;40). Wenngleich die Mechanismen noch nicht vollstandig geklart sind, herrscht
Einstimmigkeit dartiber, dass viele Knochenkrankheiten unmittelbar mit einer

Kommunikationsstorung zwischen Osteoblasten und Osteoklasten zusammenhéngen (41).
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Obwohl beim ossér metastasierten PCa der verstérkte Knochenaufbau (osteobl astische
Metastasen) eindeutig Uberwiegt, weist der vermehrte Nachwels von biochemischen Markern der
Knochenresorption darauf hin, dass die Osteolyse auch hier eine wichtige Rolle spielt (6:23:42).
Eine klassische Theorie, die nach wie vor ihre Giltigkeit hat, besagt, dass jede primére
Lasion oder Metastase im Knochen mit einer Osteolyse beginnt (43). In einer Studie, in der PCa
Patienten mit Dichlormethylen-Biphosphonat — einem spezifischen Osteoklastenhemmer —
vorbehandelt worden waren, zeigte sich, dass daraufhin sowohl osteoklastische als auch
osteobl astische Reaktionen unterdrtickt wurden. Es wird angenommen, dass die Osteolyse Raum,
Nahrstoffe und Calcium fir die nachfol gende osteobl astische Reaktion zur Verfligung stellt (44).
In Abbildung 1 ist dieser Vorgang vereinfacht dargestellt.

Ostealysis

Space
? (GFs
Ca?*

Cancer cell

Dstensclerosis

Abb.1: Zusammenhang von osteoklastischer Osteol yse und osteoblastischer Osteosklerosein
Knochenmetastasen bei PCa-Patienten. Die Osteolyse bietet Raum, Nahrstoffe, Calcium und
knochenspezifische Wachstumsfaktoren, die essentiell sind fir das Wachstum und die
Differenzierung der Osteoblasten und fordert so die Osteosklerose. (Aus: Yoneda T, “Cellular
and molecular mechanisms of breast and prostate cancer metastasis to bone.” Eur J Cancer
1998;34:240-5.)

Osteoklasten und Osteobl asten stammen von Vorléauferzellen im Knochenmark ab. Fur die
Osteoblasten sind dies multipotente mesenchymale Stammzellen. Die Vorléauferzellen der
Osteoklasten gehoren zu den hamatopoeti schen Stammzellen der Makrophagen- und
Monozytengruppe (45).
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Entscheidenden Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen osteoblastischer und osteoklastischer
Aktivitét hat die Osteoklastogenese. Bipotente Vorlauferzellen kbnnen sich entweder zu
Osteoklasten oder zu Monozyten-Makrophagen ausbilden. Unter der Kontrolle von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen (z.B. M-CSF, IL -1, -6, -11, TNF etc. siehe Abb. 2), Peptiden,
Steroidhormonen sowie durch sequentielle Aktivierung verschiedener Transkripitionsfaktoren
(c-src, c-fos) kommt es zum ,, Commitment®, dem Verlust der Pluripotenz und zur Bildung von
Osteoklastenvorlauferstufen, die sukzessiv durch Differenzierung, Fusionierung und Aktivierung
zu voll funktionsfahigen, multinukledren Osteokl asten ausreifen (45;46). Eine Ubersicht tiber

diesen Reifungsweg stellt die Abbildung 2 dar.
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Abb. 2: Schema der Osteoklastenzelllinie und ihre Beziehung zur Monozyten-M akrophagen-
Zdllinie. Innerhalb der Linie sind die Ubergangspunkte markiert, an denen bestimmte Molekiile
eingreifen (+/1 aktivierend, -/| hemmend): PU.1 (Transkriptionsfaktor); CTR = ,,Calcitonin-
Rezeptor”; TRAP =, Tartrat-resistente saure Phosphatase”; M-CSF = ,, Macrophage-colony
stimulating factor”; c-src / c-fos (= Proto-Onkogene); NF-kB =, Nuclear factor of kappa B*;
OPG-L =, Osteoprotegerin-Ligand“ = RANK-L =, Receptor activator of nuclear factor kappa B-
ligand"“. Zunéachst proliferiert die hamatopoetische Stammzelle zur bipotenten Vorlauferzelle.
Die Differenzierung erfolgt dann unter hemmendem Einflul von NF-kB, c-fos, M-CSF, OPG-
L/RANK-L und aktivierendem Einflul3 von TRAP und CTR weiter zur unipotenten
Osteoklastenvorlauferzelle. Im nachsten Schritt finden Fusion und Aktivierung des Osteoklasten
statt. Insbesondere sind die hemmende und aktivierende Wirkung von OPG, RANK-L und M-
CSF in den jeweiligen Stadien seitlich vermerkt. (Aus. Aubin JE, Bonnelye E.,” Osteoprotegerin
and itsligand: anew paradigm for regulation of osteoclastogenesis and bone resorption”.
Osteoporos Int. 2000;11:905-13)

Diese Umgebungsregul ation spielt eine herausragende Rolle fur die Reifung der Osteoklasten,
unter anderem schafft sie eine unfruchtbare Umgebung fir Tumorzellen und ihre Proliferation
(47;48).
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Die postmitotischen Vorlaufer fusionieren aso und sind somit aktiviert, um Knochen zu
resorbieren. Sie sezernieren dabei Proteasen und Sauren in den Zwischenraum von
Zellmembranen und Knochenmatrix. Die Saure |6st Hydroxyapatit und die Proteasen zerstoren
organische Bestandteile. Die Matrixabbauprodukte werden tiber Endozytose vom Osteoklasten
in Vesikel eingeschlossen und durch den Osteoklasten transportiert (49).

Einer inadaquat hohen Knochenresorption aufgrund einer gesteigerten
Osteoklastenaktivitdt wird eine zentrale Bedeutung bei der Mehrzahl metabolischer
Knochenerkrankungen (verschiedene Osteoporoseformen, Knochenmetastasen, Morbus Paget,
rheumatoide Arthitis, Peridontitis usw.) zugeschrieben. Die Hemmung dieses Prozessesist ein
effektives und klinisch relevantes Therapieprinzip (50;51).

Serummarker des Knochenmetabolismus bieten die Moglichkeit, mehr oder weniger
spezifisch/ sensitiv pathol ogische Prozesse im Knochen anzuzeigen. Im Folgenden werden diein

dieser Studie untersuchten Parameter in ihrer (Patho-) Physiologie dargestellt.

223 Serummarker des Knochenstoffwechsals

V erschiedene metabolische Knochenmarker wurden in den letzten Jahren daraufhin untersucht,
ob siesich as Indikatoren fir eine Knochenmetastasierung eignen. Im Allgemeinen wird hier
zwischen Markern der Knochenneubildung/ -formation, Markern der Knochenresorption und
Markern der zellularen Rekrutierung unterschieden.

In dieser Studie werden als Knochenaufbauparameter die alkalische Phosphatase (AP)
und die knochenspezifische alkalische Phosphatase (Ostase), a's Knochenabbauparameter die
tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) und das N- (oder amino-) terminale Telopeptid des
Typ | Kollagens (NTx), als Marker der zelluldren Rekrutierung der Osteoklastogeneseparameter
Osteoprotegerin (OPG) untersucht.

224 Marker des Knochenaufbaus

2241 Alkalische Phosphatase (AP)

Die alkalische Phosphatase (AP) ist in der Routinediagnostik eines der am haufigsten

bestimmten Enzyme. Sie wird durch eine typische Aktivitétsbestimmung Uber die
kontinuierliche Registrierung eines beim Substratabbau entstehenden Farbstoffes

10
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(p-Nitrophenol) gemessen. Die AP kommt im menschlichen Organismusin drel Formen vor. Fir
die Kodierung dieser drei Formen sind drei Gene verantwortlich, je ein Gen fur die Plazenta- und
die Dunndarm-AP und ein weiteres fur die AP aus Leber/ Knochen/ Niere. Obwohl die
genetische Kodierung dieser Formen also nicht ausschliefdlich organbezogen ist, werden
organtypische Isoenzymmuster beobachtet (52).

Im Serum von gesunden Probanden werden vor allem AP aus Leber, Knochen sowie
Dunndarm bestimmt, die sich durch ihre besonderen Eigenschaften gegentiber Inhibitoren und
Hitze differenzieren lassen. Erhohte AP-Aktivitaten im Serum treten bei Verschlussikterus und
L eberschéaden unterschiedlichster Genese sowie bei Knochenerkrankungen, besonders mit
osteobl astischer Komponente, auf. In der hier beschriebenen Studie wird mit der Bezeichnung
AP die Gesamt-Aktivitét der alkalischen Phosphatase ohne Differenzierung der Isoformen
verstanden.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Gesamt-AP sowohl as sensitiver Marker zur
Diagnostik von Knochenmetastasen beim PCa als auch als unabhangiger prognostischer Faktor
fur das Uberleben dieser Patienten eignet (42;53).

2.2.4.2 Knochenspezifische akalische Phosphatase (Ostase)

Die knochenspezifische Form der alkalischen Phosphatase wird fast ausschlief3lich in den
Osteoblasten gebildet. Sie wird entsprechend der Bezeichnung des Testes zur Bestimmung auch
als Ostase bezeichnet. Diese Bezeichnung werde ich auch in meinen Ausfihrungen verwenden.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die knochenspezifische akalische
Phosphatase ein geeigneter Marker ist, um eine friihe Metastasierung im Knochen anzuzeigen.
Sie weist eine hervorragende Korrelation mit der ,, EOD* (extent of disease) auf und kann
insbesondere den Grad der Metastasierung sehr gut einschétzen (54;55). In der Vergangenheit
wurde auf diesen Marker bereits grof3es Augenmerk in der Verlaufsbeurteilung des
metastasierten PCas gelegt (53;56).

11
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225 Marker des K nochenabbaus

2251 Tartrat-resi stente saure Phosphatase (TRAP)

Bel den Abbauprozessen durch die Osteoklasten hat die tartrat-resistente saure Phosphatase
(TRAP) eine entscheidende Bedeutung. Osteoklasten endozytieren

K nochenmatrixabbauprodukte aus der darunterliegenden Knochenlagune zu Vesikeln und
transportieren diese durch die Zelle, um sie anschlief3end durch eine Sekretionsdoméne in die
basolaterale Membran zu sezernieren. Alle bisherigen Daten deuten darauf hin, dass zu diesen
Vesikeln TRAP enthaltende VVesikel fusionieren. Dort besteht die Funktion der TRAP darin,
reaktive Sauerstoffradikale zu produzieren, die wiederum die Knochenabbauprodukte weiter
zerstoren (57).

Mit der im Folgenden in dieser Arbeit erwahnten TRAP ist durchgehend die aus dem Knochen
stammende Isoform, die TRAP 5b, gemeint.

Die TRAP 5 erhielt ihren Namen urspringlich aufgrund ihrer schnellen
elektrophoretischen Bewegung, erst spater wurde sie von Lam et a. (58;59) im Serum entdeckt
und konnte in ihre Isoformen differenziert werden. Stepan et al. (60) erhielten zwel verschiedene
Gipfel bel einer Kationen-Austausch-Elektrophorese und benannten diesbezlglich die TRAPIn
5aund 5b. Ahnliche Beobachtungen wurden spater auch von Janckilaet al. (61) gemacht.
Kurzlich fand man jedoch heraus, dass sich die Enzyme betreffend ihrer Struktur nur im ,, Redox-
State” ihres binuklearen Eisenzentrums unterscheiden (62). Diese 5a und 5b sind folglich nicht
identisch mit den von Lam beschriebenen Isoformen 5a und 5b. Mittlerweile konnten beide

Formen in vor allem vier Kriterien ndher charakterisiert werden:

1) Die 5aist ein ungespaltenes Polypeptid, die 5b ein proteol ytisch gespal tenes disulfid-
gekoppeltes Heterodimer von 32 kD mit einem hochmannosehaltigen
Karboanhydratanteil.

2.) Die TRAP 5a enthédlt Sialinsaure, die TRAP 5b nicht.

3) Das pH-Optimum der 5aliegt bel etwa 5,2, das der TRAP 5b bei etwa5,8.

4.) Die spezifische Enzymaktivitét der 5aliegt deutlich niedriger als die der 5b.

12
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In diversen Studien konnte anhand dieser Eigenschaften beztiglich ihrer Abstammung die TRAP
5b eindeutig den Osteoklasten, die 5a mit hoher Wahrscheinlichkeit den dendritischen Zellen
und den Makrophagen zugeordnet werden. Beide Formen zirkulieren im Serum in einer Art
Komplex, der unter anderem Calcium enthalt (63-66).

Scheven et al. (67) konnten auf3erdem zeigen, dass die Freisetzung von
Kollagenfragmenten im Knochen signifikant mit der Sekretion der TRAP der Osteoklasten
wahrend der Knochenresorption korreliert. Diese Erkenntnis und die eindeutige Zuordnung der
TRAP 5b zu den Osteoklasten macht die TRAP zu einem potenziell Uberaus niitzlichen Marker
der Knochenresorption.

In der Vergangenheit bestanden verschiedene Probleme, ein spezifisches und sensitives
Messverfahren fur die TRAP zu etablieren. Grund dafUr waren die die Messung beei nflussenden,
ebenfalls im Serum vorliegenden verschiedenen Formen der TRAP: inaktivierte und
fragmentierte TRAP wie oben beschrieben, die TRAP der Erythrozyten und der Leukozyten,
sowie die beiden beschriebenen Isoformen 5a und 5b. Ein Immunoassay mit einem polyklonalen
Antiserum erbrachte zunéchst nicht den gewtinschten Erfolg, da er nicht zwischen den
verschiedenen Formen differenzieren konnte, und zusétzlich Bilirubin die spektrofotometrische
Erkennung des Endprodukts storte. 2000 gelang es Halleen et al. (68) einen “ Two-site-assay” mit
einem Antikorper (O1A), der bereits friher entwickelt worden war, herzustellen. Dieser Assay
erfasst spezifisch die TRAP 5b. Dabel fiel auf, dass die detektierte Menge nur etwa ein Zehntel
der im herkdmmlichen Test gemessenen Menge betrug. Dies legt nahe, dass ale anderen Formen
der TRAP ca. 90% der Gesamt-TRAP ausmachen (69).

In den letzten Jahren wurde anhand verschiedenster Knochenerkrankungen
nachgewiesen, dass die TRAP 5b im Serum die Knochenresorptionsrate widerspiegelt und somit

als Knochenresorptionsparameter gelten kann (56;70).

2252 N-Telopeptid des Typ | Kollagens (NTx)

NTx ist als aminoterminales Telopeptid ein Abbauprodukt des Typ | Kollagens. Dieses Kollagen
stellt den Hauptanteil der organischen Matrix dar. NTx zeigt den physiologischen, tUber
Cathepsin K vermittelten Abbauweg der Knochensubstanz an. Cathepsin K ist eine
Cysteinprotease, die ausgepragte degradative Aktivitét gegen die Extrazellularmatrix aufzeigt
und in die osteoklastenvermittelte Knochendestruktion involviert ist (71).

Die NTx-Konzentration im Serum korreliert mit der Knochenresorptionsrate und wird daher

13
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auch als Serummarker fur den Knochenabbau empfohlen. Erhohte Serumkonzentrationen von
NTx in PCa-Patienten wurden bereits haufig beschrieben (6;42;71-73).

Haufiger alsim Serum wird NTx im Urin bestimmt, da der urspriingliche Test fur Urin
entwickelt wurde. Untersuchungen im Urin haben wir bei der Festlegung unserer Parameter von
vornherein ausgeschlossen, da neben den anal ytischen Unsicherheiten (Instabilitét der zu
untersuchenden Analyte im Urin) auch erhebliche Variationen durch unzuverlassige

Harnsammlungen problematisch sind (74;75).

2.2.6 Marker der Ostoklastogenese

2.2.6.1 Osteoprotegerin (OPG), RANK und RANKL

1997 wurden von Simonet et al. (9) Proteine identifiziert, die bei der Steuerung der
Osteoklastogenese von Bedeutung sind und in die Tumornekrosefaktor (TNF)- Rezeptorgruppe
eingeordnet werden.

Dazu gehdren das membrangebundene RANK (,, Receptor activator of NF-kB* oder
ODAR), sein Ligand RANKL (,, Receptor activator of NF-kB-Ligand“, auch OPG-L, ODF oder
TRANCE) und OPG (Osteoprotegerin, auch OCIF oder TR1) (39). Nach einer revidierten
Nomenklatur sollen kinftig die Bezeichnungen OPG, RANK und RANKL verwendet werden
(American Society for Bone and Mineral Research President’s Committee on Nomenclature).

OPG, RANK und RANKL sind drei Schlisselmolekile, die die Osteoklasten-
Rekrutierung und —Funktion regulieren. Dieses System wird gesteuert tber verschiedene
Hormone (Glukokortikoide, Vitamin D, Ostrogene), Zytokine (TNFa, IL-1, -4, -6, -11 und -17)
und mesenchymale Transkriptionsfaktoren (cbfa-1, fibroblast growth factor-2, indian hedgehog
etc.) (76).

In Abbildung 3 ist der Zusammenhang zwischen diesen Molekilen dargestellt.

RANKL wird auf der Oberflache von préosteobl astischen und stromalen Zellen exprimiert und
kann durch osteotrope Faktoren wie z.B. PTH, IL-11 und 25(0OH)2D3 hochreguliert werden.
RANK, der auf Osteoklastenvorlauferzellen exprimiert wird, erkennt RANKL durch Zell-zu-
Zell-Kontakt. Diese Interaktion bewirkt in Gegenwart von M-CSF die Stimulation von NF-kB
und damit die Differenzierung der Osteoklastenvorlaufer. RANKL ist dartiber hinaus involviert

in das Uberleben und die Fusion der Vorlaufer und die Aktivierung reifer Osteoklasten (77;78).

14
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OPG ist ein |6slicher Rezeptor fur RANKL. Eswird produziert und sezerniert von Osteoblasten
und stromalen Zellen und fungiert durch Bindung an seinen Liganden als ein ,, Storrezeptor*
(Koderrezeptor) im RANK-RANKL-Signalsystem.

/-—-P 4] M-CSF receptor (¢-FmS) mononuclear

osteoclasts
‘ Osteoclast Differentiation {,.a—-ﬁ
M-CSF progenitors

T AN

Quiescent
— osteoclasts
e %e
(eTes

Survival & Activation

Osteoblasts
Ta, 25(0OH)2D3, PGE2, PTH, IL-11

Activated osteoclasts

Abb.3: Regulation des OPG/RANK/RANKL-Systems. Die RANK-RANKL-Interaktion bewirkt
Uber M-CSF die Aktivierung der Osteoklastendifferenzierung. OPG konkurriert mit dem an
Osteoblasten gebundenen RANK-Liganden um die Bindung an den von Osteoklasten
exprimierten RANK-Rezeptor. Die RANK L-Expression kann durch 1a, 25(0OH),D3, PGE,, PTH
und IL-11 hochreguliert werden. (Aus: Nobuyuki Udagawa, ,, Mechanisms involved in bone
resorption.”_Biogerontology 2002;3:79-83)

Dadurch wirkt OPG indirekt hemmend auf die Osteoklastenaktivitéat und —eifung und kann
daher as ein,, Knochenabbauhemmer® angesehen werden (79).

Das Verhdltnis RANKL zu OPG, die sog. RANKL/OPG-Ratio vor Ort entscheidet somit
Uber das Gleichgewicht bei der Knochenresorption. Das Glukokortikoid Dexamethason etwa
hemmt die OPG-Expression um annghernd 90% und fuihrt gleichzeitig zu einer Steigerung der
RANKL-Expression um das Zwei — bis Vierfache (80). Der in der Folge gesteigerte RANKL-
OPG-Quotient ist mit einer erhdhten Osteoklastogenese assoziiert. Umgekehrt verhdt es sich
bei spiel sweise unter dem Einfluss der proinflammatorischen Zytokine IL-1f und TNF-a. Die
Abnahme des RANK L-OPG-Quotienten geht hier mit dem Verlust einher, die Differenzierung
der Osteoklasten zu induzieren. Diese Daten belegen, dass der RANKL-OPG-Quotient positiv
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mit der Resorptionsfunktion der Osteoklasten und negativ mit der Knochenmasse korreliert (81).

Die zentrale Bedeutung von OPG, RANK und RANKL fir die Osteoklastenzellbiologie
und den Knochenstoffwechsel wurde inzwischen durch die Charakterisierung von transgenen
und Knock-out-Mausen sowie durch Applikation der einzelnen Komponenten dieses Zytokin-
Systems eindrucksvoll belegt. Die transgene Uberexpression fihrt ebenso wie die parenterale
Gabe von OPG zu einer Osteopetrose, deren zellbiologisches Korrelat das komplette Fehlen
funktionsfahiger Osteoklasten ist. Eine Therapie mit OPG in Form parenteraler Injektionen des
rekombinanten Proteins oder eines adenoviralen Expressionsvektors konnte erfolgreich zur
Pravention des Knochenverlusts nach Ovariektomie eingesetzt werden (9:;82). Das Fehlen von
OPG hingegen ist, wie mehrere Analysen von OPG-Mausen belegen, durch eine schwere
juvenile Form der Osteoporose infolge einer massiv erhohten Zahl und Aktivitét von

Osteoklasten sowie einer Kalzifizierung grof3er Arterien charakterisiert (9;83;84). Diese

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Knochenmasse positiv mit der skeletalen Konzentration
von OPG korreliert.

Das OPG-Gen, lokalisiert auf Chromosom 8qg23-24, kodiert fir ein sezerniertes basisches
Glykoprotein, das entweder in monomerer (60 KDa) oder - nach Ausbildung einer
Disulfidbriicke - in homodimerer Form (120 kDa) vorliegen kann. Das Signal peptid besteht aus
21 Aminosauren und insgesamt 7 strukturellen Doméanen. Es besitzt an seinem N-terminalen
Ende vier cysteinreiche TNF-Rezeptor-Molekile, die fir die Hemmung verschiedener
Osteokl astenfunktionen verantwortlich sind. Das C-terminae Ende, bzw. Domane 7, enthélt
neben einer Heparin-bindenden Domane auch eine Cysteinverbindung, welche durch eine
Disulfidbriicke eine Dimerisierung erméglicht (85;86). OPG besitzt keine transmembranen
Strukturdomanen und ist deshalb anders als RANK und RANKL ein |6sliches Protein, das vor
allem im extrazelluléren Raum agiert (87).

Die Abbildung 4 zeigt die Signal peptidstruktur von OPG.
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Abb.4: Struktur und Funktion von Osteoprotegerin (OPG). OPG-Doménen und ihre
biochemischen und funktionellen Eigenschaften. NH2, Aminoterminus; COOH,
Carboxyterminus, SP, Signaleptid; DDH, Death domain homol ogous-Region, SH,
Sulfhydrylgruppe von Cystein (Aus: Yamaguchi K. , Characterization of structural domains of
human osteoclastogenesis inhibitory facor* J Biol Chem 1998; 273, 5117-23).

Interessanterweise ist das menschliche Gen fir OPG in unmittelbarer Nahe des Gens fur die
familiare Osteochondromatose, einer Erkrankung gekennzeichnet durch das Auftreten
multilokul&rer Exostosen, und des Gens fur den Wachstumsfaktor ,,BMP* (bone morphogenetic
protein) lokalisiert (9;88).

Zu den Geweben starker OPG-Expression gehdren neben dem Knochen der
Zahnhalteapparat, die Wand grof3er Arterien, die Brust- und die Schilddrise (89;90;90;91).
Aul3erdem spielen OPG, RANK und RANKL eine wichtige Rolle bei der Organogenese des

Immunsystems, der Antigenprasentation und der zelluldren Immunantwort (92;93).

Nachfolgende Tabelle zeigt eine kurze Ubersicht.

Tab.1: Metabolische Knochenerkrankungen mit Beteiligung des OPG/ RANK/ RANKL-
Systems.

e  Osteopor osefor men (postmenopausal, Glukokortikoidinduziert, Posttransplantation, |mmobilisation)

e Hyperparathyreoidismus

e MorbusPaget

e Rheumatoise Arthritis

e Osteotrope Tumoren/ M etastasen (Riesenzelltumor, Plasmozytom, Metastasiertes Mamma- und

Prostatakarzinom, Neuroblastom, Osteosarkom)

e Peridontitis

e Familidre expansive Osteolyse
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Alsich meine ersten OPG-Bestimmungen an PCa-Patienten durchfihrte, war OPG bereitsin
eben diesen Patienten tiberexprimiert vorgefunden worden (94;95). Diese Uberexpression konnte
indirekt eine osteoblastische Reaktion durch Hemmung der Osteoklastogenese hervorrufen und

somit die typischen Lasionen in PCa-Patienten erklaren.
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3. Material und Methoden

31 Probanden

Diein die Studie aufgenommenen Probanden wurden ausschliefdlich aus dem Patientenkollektiv
der Klinik und Poliklinik fir Urologie der Charite — Universitétsmedizin Berlin, Campus Charité
Mitte (Direktor Prof. Dr. S. A. Loening) rekrutiert. In die Kontrollgruppe wurden zwel
Angehorige des medizinischen Personals der Charité mit eingeschlossen. Die Probanden

verteilten sich auf folgende Gruppen:

36 gesunde M anner

35 BPH-Patienten

44 PCa-Patienten ohne M etastasen (pNO/NO MO)

34 PCa-Patienten mit Lymphknotenmetastasen ohne Knochenmetastasen (pN1/N1 MO)
17 PCa-Patienten mit Knochenmetastasen (M1 0ss&r)

Klinische und paraklinische Daten zu den einzelnen Patienten wurden anhand der Epikrisenin
einem sel bstentwickelten Datenbogen erfasst. Darunter fielen das Alter des Patienten, die
aktuelle und die allgemeine Anamnese, Daten zur Diagnosestellung (Zeitpunkt, digitale rektale
Untersuchung, Sonographie, Histologie von Lymphknoten und Prostata, Befunde bildgebender
Verfahren), der Behandlungsbeginn und die Therapieform, das Staging mittels der TNM-
Klassifikation und das Grading. AuRerdem beeinhaltete die Tabelle Laborwerte (Kreatinin,
Alaninaminotransferase, Aspartataminotransferase, Gammaglutamyltransferase) und
Informationen zu eventuellen anderen Erkrankungen, um deren Einfluld auf die untersuchten
Knochenmarker berticksichtigen zu kdnnen. Patienten mit akut entziindlichem Geschehen,

Zweittumoren sowie Leber- und Nierenerkrankungen wurden nicht in die Studie eingeschl ossen.
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3.1.1 Kontrollen

Die mannliche Kontrollgruppe bestand aus 36 gesunden Mannern, wobel die Altersspannweite
23 bis 77 Jahre betrug und der Altersmedian bei 50 Jahren lag. Die Gruppe setzte sich aus
gesunden Méannern und Patienten mit Steinerkrankungen der ableitenden Harnwege, erektiler
Dysfunktion, Phimosen oder V arikozelen zusammen.

Der mittlere PSA-Wert betrug 2,1ug/l (Bereich von 0,4 bis 3,4ug/l).

3.1.2 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH)

Die Diagnose wurde bei den Patienten dieser Gruppe anamnestisch, durch digitale rektale
Untersuchung, Ultraschall und anhand des PSA-Wertes gestellt und durch histologische
Untersuchung des Biopsiematerials (Sextanten- bzw. Oktantenbiopsie) bzw. des durch
transurethrale Resektion der Prostata gewonnenen Gewebes bestétigt. Die Patienten unterlagen
keiner medikamenttsen Vorbehandlung. Der Altersmedian der Gruppe betrug 68 Jahre (Bereich
56 — 83 Jahre). Der mediane PSA-Wert betrug 4,69/l (untere und obere Quartile: 1,7 und

11,6ug/).

3.1.3 Patienten mit Prostatakarzinom ohne Metastasen (PCa pNO/NO M0)

Das Kollektiv umfasste 44 Patienten mit einem Altersmedian von 64 Jahren bei einer
Altersspannweite von 54 bis 77 Jahren. Die Diagnose Adenokarzinom erfolgte durch

histol ogi sche Begutachtung des nach Sextanten- bzw. Oktantenbiopsie gewonnenen
Gewebematerials. FUr die Einordnung in das TNM-System wurden, falls bel den Patienten eine
Prostatektomie erfolgte, auch die histologischen Daten (WHO-Grad) und die makroskopischen
Daten (pT-Stadium) herangezogen. Angaben zur Tumorausbreitung und -differenzierung
erfolgten entsprechend der TNM-K lassifikation.

Pathol ogisch wurde 8 x die Diagnose pT2 und 11 x die Diagnose pT3 gesichert, klinisch
fanden sich 2 x das Stadium T1, 14 x das Stadium T2 und 5 x das Stadium T3. Da nicht von
allen Patienten die histol ogische Differenzierung des Tumors nach Gleason vorlag, erfolgte die
Einordnung nach G-Stadien: 3 x G1, 27 x G2 und 14 x G3. In keinem Fall zeigte die pelvine
Lymphadenektomie Lymphknotenmetastasen. Eine Knochenmetastasi erung wurde durch
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Skel ettszintigraphi e ausgeschlossen. In speziellen Fallen wurde dies durch konventionelle
Rontgendiagnostik sowie durch MRT- und CT-Untersuchungen bestétigt.

Diein diese Gruppe aufgenommenen Patienten wurden nicht antihormonell vorbehandelt. Der
PSA-Median-Wert betrug 8,6/l (untere und obere Quartile: 4,9 und 12,8ug/l).

3.1.4 Patienten mit Prostatakarzinom und L ymphknotenmetastasen ohne
Knochenmetastasen (PCapN1/N1 M0)

Diese Gruppe bestand aus 34 Prostatakarzinompatienten. Der Altersmedian der Patienten lag bei
68, die Spannweite betrug 38 bis 77 Jahre. Bel allen Patienten wurde der Lymphknotenbefall
histopathol ogisch durch eine Lymphadenektomie diagnostiziert. Das Vorliegen von
Fernmetastasen wurde, wie oben beschrieben, ausgeschl ossen.

Die klinische und pathol ogische Einteilung ergab die Stadien pT3 (1x) bzw.T1 (1x), T2
(10x) und T3 (22x). Der Tumordifferenzierungsgrad variierte zwischen G1 (1x), G2 (21x) und
G3 (11x). 12 der 34 Probanden waren zum Zeitpunkt der Blutabnahme antihormonell
vorbehandelt. Die Behandlungszeit vor der Blutentnahme betrug im Median 1,7 Monate (Spanne
0,5- 2,8 Monate). Der PSA-Median-Wert betrug 19,49/l (untere und obere Quartile: 9,8 und

34,2ug/l).

3.1.5 Patienten mit Prostatakarzinom mit Knochenmetastasen (PCa M1)

Die Gruppe umfasste 17 Méanner mit gesichertem Prostatakarzinom, bei denen mittels der oben
angefuhrten Verfahren el ne Fernmetastasi erung nachgewiesen werden konnte.

Dabel wiesen 13 Patienten eine reine Knochenmetastasierung auf, weitere 4 Patienten zusétzlich
pulmonale Metastasen. Zum Zeitpunkt der Blutabnahme waren 3 Patienten unbehandelt, 2
Patienten wurden radiotherapeutisch behandelt, 12 Patienten erhielten eine Hormontherapie
(Orchiektomie, LH-RH-Analoga und/ oder Antiandrogene) entweder primér (n=6) oder bei

M etastasi erung nach Radiotherapie oder radikaler Prostatatektomie (n=6). Bel einer Spannweite
von 47 bis 83 Jahren lag der Altersmedian der Patienten bel 64 Jahren. Der PSA-Median-Wert
betrug 49,119/l (untere und obere Quartile: 10,2 und 1185ug/l).
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3.2 Probenmaterial

Die Analysen erfolgten an insgesamt 166 Serumproben von den Probanden der oben
beschriebenen Personengruppen.

Die Probenentnahmen erfolgten mit dem Monovettensystem 04.1904 der Fa. Sarstedt,
Numbrecht. Die Blutproben wurden innerhalb von 2 Stunden nach der Venenpunktion fir 15
min bei 4°C mit 1600g zentrifugiert, der Uberstand anschlief}end in Reaktionsgefaie der Fa.
Eppendorf abpipettiert und bis zur Analyse bei -80°C aufbewahrt. Keine der Proben wurde bis
dahin zwischenzeitlich fUr andere Zwecke aufgetaut, sodass eine evtl. Beeinflussung der Seren
durch mehrmaliges Frieren-Tauen ausgeschl ossen werden konnte.

Zur Prézisionskontrolle diente ein Sammel serum, das aus den Seren gesunder Probanden durch

Mischen gleicher Teile hergestellt wurde.

3.3  Eingesetzte Methoden

3.3.1 Bestimmung der Aktivitét der Gesamt-AP

Die Bestimmung erfolgte am Hitachi 717 (Roche Diagnostics, Mannheim) als
Enzymaktivitétsmessung in einem Standardtest, der auf der katal ytischen Umsetzung von 4-
Nitrophenyl phosphat zu 4-Nitrophenol beruht. Das im akalischen Milieu gelb geférbte 4-
Nitrophenol wird bei 405nm gemessen. Die freigesetzte Konzentration des 4-Nitrophenols
verhdt sich proportiona zur Aktivitét der AP. Eine Differenzierung nach leber- und
knochenspezifischer AP erfolgt damit nicht.

3.3.2 Bestimmung der knochenspezifischen akalischen Phosphatase (Ostase)

Die Bestimmung wurde mit dem Tandem-MP Ostase Immunenzymetric Assay (Hybritech-Test
Beckman Coulter, Fullerton, USA) durchgefihrt.

Das Prinzip der Bestimmung beruht auf der Immunreaktion der knochenspezifischen AP
mit einem markierten, fur diese AP-1soform spezifischen monoklonalen Antikorper, der
biotinyliert ist. Die Reaktion erfolgt in einer Mikrotiterplatte, deren Kammern (Well) mit
Streptavidin beschichtet sind. Nach der Bildung eines Komplexes an der Festphase, bestehend

aus Erfassungsantikdrper und Ostase, wird die Platte gewaschen, um ungebundene Ostase zu
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entfernen. Anschlief3end wird mit einem gepufferten AP-Enzymsubstrat (4-

Nitrophenyl phosphat) inkubiert. Der Umfang der Substratumwandlung wird in einem Fotometer
durch Messung der Extinktion der gestoppten Reaktion bei 405nm kol orimetrisch bestimmt. Die
Extinktion ist proportional zum Ostase-Spiegel der Testprobe. Die Berechnung der
Konzentration der Ostase in der Probe erfolgt durch gleichzeitiges Messen von Kalibratoren.

Der Test enthielt folgende Bestandteile:
Eine Mikrotiterplatte bestehend aus 8 Teststreifen a 12 Vertiefungen, beschichtet mit

Streptavidin

14ml Konjugat, Anti-sALP (monoklonales Maus-1gG) mit Biotin in einer Rind-Pferd Protein-
Matrix mit 0,1% Natriumazid

14ml Null Standard/ Verdiinner, Proteinmatrix (Rind) ohne messbaren Anteil von sALP mit
0,1% Natriumazid

Standards, Proteinmatrix (Rinderserumalbumin) mit jeweils

1ml Standard A : 7pug Human-sALP/L und 0,1% Natriumazid

1ml Standard B : 15ug Human-sALP/L und 0,1% Natriumazid

1ml Standard C : 30pg Human-sALP/L und 0,1% Natriumazid

1ml Standard D : 60pug Human-sALP/L und 0,1% Natriumazid

1ml Standard E : 90pug Human-sALP/L und 0,1% Natriumazid

1ml Kontrolle mit niedriger SALP-Konzentration, ca. 11ug Human-sALP/L und 0,1%
Natriumazid

1ml Kontrolle mit hoher sALP-Konzentration, ca. 45ug Human-sALP/L und 0,1% Natriumazid
18ml Waschkonzentrat, Waschmittellésung (6% Tween 20) mit 0,3% Natriumazid

3ml Substratkonzentrat, p-Nitrophenylphosphat in Stabilisierungspuffer mit
Konservierungsmittel

30ml Substratverdiinner, Puffer mit Konservierungsmittel

29ml Stoppreagenz

Das Waschkonzentrat wurde zum Gebrauch in 500ml destilliertem Wasser gel6st. Das
Substratreagenz wurde durch Verdiinnen von 1ml des Substratkonzentrats mit 30ml des
Substratverdinners angesetzt.

23



Kapitel 3 Material und Methoden

Testablauf:

50ul eines jeweiligen Standards, Kontrollmaterials bzw. der Serumprobe und 100pl Konjugat
wurden in jede Reaktionskammer pipettiert und eine Stunde bel Zimmertemperatur auf einem
Flachbrettrotationsmischer bei 500 —-900 U/min inkubiert. Anschlief3end wurden die Ldsungen
abgesaugt, die Reaktionskammern dreimal mit jewells ca. 300ul Waschpuffer gewaschen und
die Platte danach auf Filterpapier ausgeschlagen. Unverziglich wurde danach 150pl
Substratreagenz in jedes Well pipettiert und bei Zimmertemperatur auf dem Rotator (500-900
U/min) 13-15 min inkubiert. Nach Zugabe von 150l Stoppreagenz wurde die Absorption bel
einer Wellenlange von 405nm gegen eine Referenzwel lenlénge von 650 nm in einem

Mikrotiterplatten-Fotometer gemessen.

3.3.3 Bestimmung der tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP)

Zur Bestimmung der aktiven Isoform 5b der TRAP diente der Bone TRAP Assay von Medac
Diagnostika, Wedel.

Dieser Assay bedient sich eines hochspezifischen monoklonalen Antikorpers fur die
TRAP 5b. Im Test wird dieser Antikorper auf einer Mikrotiterplatte zuerst in den mit Anti-Maus-
|gG-beschichteten Reaktionskammern und anschlief3end mit den Serum-Proben inkubiert. Eine
Farbreaktion ermdglicht auch hier eine direkt zur Farbintensitét proportionale
Aktivitétsbestimmung der gebundenen TRAP 5b durch fotometrische Ablesung bei einer
Wellenlange von 405nm.

Der Test enthielt folgende Bestandteile:

Eine Mikrotiterplatte bestehend aus 8 Teststreifen a 12 Vertiefungen, beschichtet mit Anti-Maus-
1gG

40ml Waschpufferkonzentrat, TrissNaCl/Tween (25x), pH 7,75

10,5ml Anti-TRAP-Antikorper, lyophilisiert, enthalt 0,09% NaNg,

Standards: je 0,5ml humane rekombinante TRAP, lyophilisiert, enthélt 0,09% NaN3

Standard 1: 1,0 U/|

Standard 2: 5,0 U/

Standard 3: 10,0 U/I

0,5ml Kontrolle, humane rekombinante TRAP, lyophilisiert, enthélt 0,09% NaN3

6ml Freisetzungsreagenz
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10ml Substratpuffer (Natriumacetat)
2 Substrattabl etten (p-Nitrophenyl phosphat)
4ml Stoppl 6sung

Kontrollen, Anti-TRAP-Antikorper, Standards und Substratl dsung wurden bei mindestens

-20° C, die Ubrigen Materialien bel 2-8°C aufbewahrt. Vor Testablauf war es notwendig,
bestimmte Reagenzien vorzubereiten. Diese mussten zunéchst auf Raumtemperatur gebracht
werden. Um den Waschpuffer anzusetzen, wurde das Waschpufferkonzentrat in einem
Messkolben in einem Verhadtnis von 1:25 (z.B. 20ml + 480ml) mit Aqua dest. verdinnt. Die
Rekonstitution des lyophilisierten Anti-TRAP-Antikdrpers sowie der Standards und der
Kontrollen erforderte ebenso eine Lésung in Aquadest. (10,5ml Antikorper + 10,5ml Aqua bzw.
0,5ml Standards/Kontrollen + 0,5ml Aqua). Die Rekonstitutionszeit betrug jeweils 15 min. Zur
Herstellung der Substratldsung |6ste man eine Substrattablette in 5ml Substratpuffer.

Testablauf:

Alserster Schritt erfolgte ein einmaliger Waschvorgang der beschichteten Mikrotiterplatte,
indem mittels einer Mehrkanal pipette jede Vertiefung mit 300ul Waschpuffer gefiillt und
anschlief3end auf Filterpapier ausgeschlagen wurde. Daraufhin wurden ztgig 100ul Anti-TRAP-
Antikorperldsung in jede Reaktionskammer pipettiert, um ein Austrocknen zu verhindern. Im
Anschluss daran wurde die Platte 60 min bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem Schiitteln
auf einem Rotator mit 950 Rotationen/min inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurde die
Platte erneut viermal hintereinander gewaschen und auf Filterpapier ausgeklopft. Dann wurden
jeweils 100pl 0,9% NaCl als Leerwert, Standards, Kontrollen und Proben und gleich
darauffolgend 50pl Freisetzungsreagenz jedesmal als Doppel bestimmungen in die Vertiefungen
der Platte pipettiert. Erneut wurde die Platte unter gleichen Bedingungen wie zuvor inkubiert und
viermal gewaschen. Anschlief3end erfolgte die Pipettierung der Substratl6sung auf die Platte,
eine Inkubation fir eine weitere Stunde in der feuchten Kammer bei 37° und die anschlief3ende
Zugabe von 25l Stoppldsung in jede Reaktionskammer. Vor der fotometrischen Messung war
jede Vertiefung von unten abzuwischen und darauf zu achten, dass keinerlel Luftblasen in ihnen
vorhanden waren.

Die Auswertung fand in einem Mikrotiterplatten-Fotometer mit einem Filter fir eine
Wellenlange von 405nm statt.
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3.3.4 Bestimmung des N-Telopeptids des Typ | Kollagens (NTx)

Grundlage der Bestimmung von NTx im Serum war der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Osteomark NTx der Firma Ostex International. DafUr wird ein NTx-Antigen auf einer
Mikrotiterplatte adsorbiert. Die Vertiefungen werden mit verdinnter Probe versetzt,
anschlief3end werden monoklonale, mit Meerrettichperoxidase markierte Antikorper
hinzugegeben. In der Patientenprobe vorhandenes NTx konkurriert dabei mit dem NTx-Epitop
um Antikoérperbindungsstellen. Nach einem Waschschritt wird die Menge markierter gebundener
Antikorper kolorimetrisch anhand der Bildung eines Peroxidsubstrats bestimmit.

Die Extinktion wird fotometrisch gemessen und die NTx-Konzentration Uber eine
Kalibrationskurve errechnet.

Der Test enthielt folgende Bestandteile:
Eine Mikrotiterplatte bestehend aus 8 Teststreifen a 12 Vertiefungen, beschichtet mit NTx-

Antigen

40ml Probenverdiinnungsmedium zum V erdiinnen von Standards, Kontrollen und Proben
Standards, gereinigtes NTx-Antigen (gemessen als BCE = bone collagen equivalent) in
stabilisiertem Protei nverdiinnungsmedium:

20ml, Onmol/I BCE

0,4ml, 5nmol/I BCE

0,4ml, 10nmol/l BCE

0,4ml, 20nmol/l BCE

0,4ml, 40nmol/l BCE

Serumkontrollen in zwei Stufen, Humanserum mit bekannter NTx-Konzentration

0,4ml Antikorper-Konzentrat, gereinigte monoklonale Anti-Maus-Antikorper gegen NTx mit
M eerrettichperoxidase konjugiert

25ml Antikorperkonjugat-V erdinnungsmedium, gepuffertes Reagenz

125ml Waschkonzentrat, gepuffertes Tensid

0,9ml Chromogenreagenz, 3,3*,5,5 - Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid

30ml gepuffertes Substrat, Wasserstoffperoxid zum Verdinnen des Chromogenreagenzes
25ml Stoppreagenz, 0,5mol/l Schwefelsdure.
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Die Reagenzien mussten bel 2-8° gelagert und vor Verwendung auf Raumtemperatur gebracht
werden. Vor Beginn des Tests wurden der Waschpuffer angesetzt (Konzentrat und Aqua dest.,
1:30) und die Konjugatl6sung hergestellt ( Antikérperkonjugat-Konzentrat und
Antikorperkonjugat-V erdiinnungsmedium, 1:101). Standards, Kontrollen und die Proben wurden

mit Aquadest. in einem Verhdtnis von 1:5 gemischt.

Testablauf:
Zu Beginn wurden jeweils 100pl der verdinnten Standards, Kontrollen und Proben und direkt

anschlieffend 100pl der verdinnten Konjugatldsung in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte
pipettiert. Nach vorsichtigem Schwenken der Platte fir 15 bis 20 Sekunden auf einer ebenen
Flache erfolgte 90 min lang eine Inkubation bel Raumtemperatur. Wahrend der letzten 5 min war
die Losung aus Chromogenreagenz und gepuffertem Substrat anzusetzen (Mischverhdltnis
1:101). Die Platte wurde nach der Inkubation mit einer Mehrkanal pi pette und einem
Mindestwaschvolumen von 350l finfmal gewaschen und danach auf saugfahigem Filterpapier
ausgeschlagen. Um die Streifen nicht austrocknen zu lassen, wurde gleich mit dem néchsten
Schritt fortgefahren. Mit einer Mehrkanal pipette wurden in jede Reaktionskammer 20ul der
verdinnten Ldsung aus Chromogenreagenz und gepuffertem Substrat gegeben und die Platte
wiederum bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. Als Zeichen der stattgefundenen
Antikorper-Antigen-Reakion entwickelte sich in diesem Schritt ein blauer Farbstoff. Diese
Farbreaktion wurde nach 30 min durch Pipettieren von 100pl Stoppreagenz in jede Vertiefung
beendet. Um ein ausreichendes Durchmischen sicherzustellen, wurde die Platte wieder vorsichtig
fur ein paar Sekunden auf ebener Flache geschwenkt. Nach finfminitigem Ruhigstellen der
Platte wurden die Extinktionswerte im Fotometer bei 450nm und einem Referenzfilter von

630nm gemessen.

3.35 Bestimmung des Osteoprotegerins (OPG)

Ein Sandwich-Enzymimmunoassay von ImmunDiagnostik, Bensheim, diente zur Messung von
Osteoprotegerin im Serum. Verwendet werden zwei spezifische Antikorper gegen
Osteoprotegerin, von denen einer an die Mikrotiterplatte gebunden (Bindungsantikérper), der
zweite frel und mit Biotin markiert ist (Detektionsantikorper). Bei Inkubation auf einer
Mikrotiterplatte bildet sich ein Sandwich, in dem OPG zwischen Bindungs- und
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Detektionsantikdrper eingefasst ist. Nach einem Waschvorgang, der nicht gebundenes Material
entfernt, wird tGber ein Streptavidin/ TM B-System das OPG schliefdlich quantifiziert.

Eine Farbentwicklung nach Zugabe einer StopplGsung ist dabei zur nachgewiesenen
Anaytmenge proportional. Eine Standardkurve wird erstellt, aus der die Konzentrationen

ermittelt werden.

Der Test enthielt folgende Bestandteile:

Eine Mikrotiterplatte bestehend aus 8 Teststreifen a 12 Vertiefungen, beschichtet mit einem
OPG-Antikorper

2 x 50ml Waschpufferkonzentrat

50ul peroxidase-markiertes Konjugat

250l Standardkonzentrat (10 ng/ml)

50ml gebrauchsfertiger Standard- und Antikorperverdinnungspuffer

0,5ml biotinylierter Anti-OPG-Antikorper

2 x 11ml gebrauchsfertiges Tetramethylbenzidin-Substrat

7ml gebrauchsfertige Stoppldsung

Wie auch in den anderen Tests, mussten zundchst bestimmte Reagenzien angesetzt werden. Das
Waschpufferkonzentrat wurde vor Gebrauch im Verhdtnis 1:10 in Aqua dest. verdinnt. Im
gleichen Verhdtnis waren der Anti-OPG-Antikorper und auch die OPG-Stoppl 6sung mit dem
Verdiinnungspuffer zu mischen. Das mit dem farbstoffspaltenden Enzym versehene Konjugat

wurde ebenfalls 1:10 in Waschpuffer verdinnt.

Testablauf:

Begonnen wurde mit der Pipettierung von 100ul Verdinnungspuffer und gleich nachfolgend
50ul Standard und Proben in jede Reaktionskammer. Dann wurden 50ul des vorverdiinnten
Antikorpers hinzupipettiert. Die Platte wurde Uber Nacht bei 2-8° C inkubiert, der Inhalt der
Platte am néchsten Tag verworfen. Hierauf erfolgten mit einer M ehrkanal pipette ein finfmaliger
Waschvorgang mit 250ul des Waschpuffers und anschlief3endes Ausschlagen der Platte auf
Saugpapier. Als nachstes wurden 200pl vorverdinntes Konjugat in jede Vertiefung pipettiert, die
Platte erneut 1 Stunde lang bei 2-8° C inkubiert und ein weiteres Mal nach demselben Schema

wie zuvor gewaschen.
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Nach der Pipettierung von 200ul der TMB-Substratl6sung auf die Platte erfolgte nun eine
weitere Inkubation von 15-20 min bel Raumtemperatur.

Im letzten Schritt wurden jeder Vertiefung nochmals 50ul Stoppldsung zugesetzt, sofort im
Anschluss daran war die Extinktion bei einer Wellenlange von 450nm gegen die

Referenzwellenlénge von 620nm zu messen.

34 Stati stische Auswertung

Die gewonnenen Messergebnisse wurden mit Hilfe der Statistikprogramme SPSS (fur Windows,
Version 11.5) und GraphPadPrism (fur Windows, Version 4.02) ausgewertet. Genutzt wurden
der T-Test fur unabhéngige Stichproben, das Verfahren nach Kolmogorov-Smirnov zur
Vertellungsprufung, der Korrelationskoeffizient nach Spearman und die ANOVA-
Varianzanalyse. Bei signifikanter Abweichung von der Normalverteilung wurden als
nichtparametrische Tests der Mann-Whitney U-Test (MWU-Test), der Wilcoxon-Test und der
H-Test nach Kruskal und Wallis angewendet. Zur Bewertung der diagnostischen Validitét wurde
die Receiver-Operator Characteristics (ROC)-Analyse durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1  Anaytische Prazision der durchgefihrten Bestimmungen

Die anal ytische Prézision der Bestimmungen wurde durch intra- und interserielle Kontrollen
charakterisiert. Als Kontrollmaterialien wurden entweder die in den Kits mitgelieferten
Materialien oder gepooltes Serum eingesetzt. In Tabelle 2 sind die Daten zusammengestelIt.

Tab.2: Ergebnisse der intra- und interseriellen Prazision.

Dieintraserielle Prézision fur die AP und von NTx wird nicht angegeben, dadie AP-
Bestimmungen durch das Zentrallabor im Rahmen der Routinebestimmungen in mehreren Serien
vorgenommen wurden und fir die NTx-Bestimmungen eine ausreichende Zahl von
Testkombinationen durch die Lieferfirma nicht bereitgestellt werden konnte.

Intraserielle Préaziszion Interserielle Prézision
n X*s % n X*s %
AP
un - - - 6 9% +3 31
Ostase | 11 | 1564040 26 | 9 116 + 0,60 5,2
(ng/l)
TRAP 11 2,44 + 0,08 3,3 9 3,21+0,31 9,7
un
NTX i i e 26,7+ 3.49 13.1
(nmol/l)
OPG 10 62,7 + 4,84 10 63,7 £ 4,25 6,7
(pg/ml)
4.2 Ermittlung der markerspezifischen Referenzgrenzen in der Kontrollgruppe

Fur die Knochenmarker Ostase, TRAP und NTx existierten von den Herstellern der
Testkombinationen in den Gebrauchsanleitungen aufgefiihrte Normalwerte, die aber hinsichtlich
Alters- und Geschlechtsabhéngigkeit sowie Festlegung der perzentilen oberen Grenze nur
unzureichend definiert waren. Fir OPG gab es keine Angaben, sondern lediglich die

Information, dass jedes Labor seine eigenen Referenzgrenzen ermitteln solle. Dies war letztlich
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auch erforderlich, da unser Labor die ersten kommerziell erhaltlichen Testkombinationen erhielt
und demzufolge Literaturangaben hierzu noch nicht vorlagen. Fur die AP stand die vom
Zentrallabor mitgeteilte methodenspezifische obere Referenzgrenze zur Verfigung.

Somit war es zumindest fUr das OPG erforderlich, Referenzgrenzen in einer eigenen
Untersuchung zu erstellen. Dies erfolgte in einer Kontrollgruppe von 36 Méannern, in der ich
gleichzeitig die Konzentrationen von AP, Ostase, TRAP und NTx ermittelte. Obwohl die Zahl
der Probanden aus logistischen und z.T. auch aus Kostengriinden nicht sehr hoch war, konnte
damit im weiteren Verlauf eine einheitliche Beurteilung der diagnostischen Aussagekraft der
Knochenmarker bei Prostatakarzinompatienten vorgenommen werden. Dieses Vorgehen
erlaubte, die Bewertung der Marker nicht nur in Bezug auf die unzureichend definierten

Referenzgrenzen der Hersteller vorzunehmen.

4.2.1 Altersabhangigkeit

Um einen Einflul? des Alters auf die jewellige Serumkonzentrationen der 5 Knochenmarker
auszuschlief3en, pruften wir diese auf eine Altersabhangigkeit. Das Alter der Manner lag
zwischen 23 und 77 Jahren, der Altersmedian betrug 50 Jahre. In Abbildung 5 sind die
Konzentrationen der untersuchten Marker in Abhangigkeit vom Alter dargestellt und die
Spearman-Rang-K orrel ationskoeffizienten (Rs) angegeben.

Eine Altersabhangigkeit der 5 untersuchten Knochenmarker in der Kontrollgruppe bestand nicht
(p >0,05), obwohl eine Tendenz zu erniedrigten Ostase- bzw. erhéhten OPG-K onzentrationen

mit hoherem Alter erkennbar ist.
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4.2.2 Verteilungsprifung der Markerkonzentrationen

Zur Errechnung von Referenzgrenzen ist nach den Empfehlungen der IFCC eine
Vertellungsprifung der ermittelten Werte in der Referenzpopul ation vorzunehmen (96). Ich habe
hierzu die Haufigkeitsverteilungen fur die jeweiligen Marker ermittelt. In Abbildung 6 sind die
Vertellungen zusammengestellt. Zur Verteilungsprifung wurde der Kolmogorov-Smirnov—Test
durchgefuhrt. Die Serumkonzentrationen aler Marker waren in der Gruppe der gesunden
Manner normalverteilt.

A) B.)

14 14

| [ o

Haufigkeit (n)
Haufigkeit (n)
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5 10 15 20 >

TRAP (Ull) NTX ("M BCE)

E)

KS=0,59
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Abb.6: Haufigkeitsverteilungen (A —E)
der Serummarker AP, Ostase, TRAP,
NTx und OPG.

KSist der jeweilige Kolmogorov-
Smirnov-Wert.

Héaufigkeit (n)

OPG (pg/ml)
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4.2.3 Berechnung der Referenzgrenzen

In Tabelle 3 ist eine deskriptive Statistik als Ubersicht tiber die gemessenen Konzentrationen der
5 Marker zusammengestellt. Die gute Ubereinstimmung zwischen den Mittelwerten und den
Medianen verdeutlicht noch eéinmal, wie bereits im vorhergehenden Kapitel anhand der
Vertellungsprifungen aufgeftihrt, dass die Werte in der Kontrollgruppe jeweils normalverteilt

sind.

Tab.3: Deskriptive Statistik der Konzentrationen von AP, Ostase, TRAP, NTx und OPG in der

Kontrollgruppe.

Parameter AP Ostase TRAP NTX OPG
(un (Ho/l) (un (M BCE) | (pg/ml)

Mittelwert 88,7 11,4 3,7 13,4 339
Stand.abw. 21,6 4,0 11 4,2 15,9
Median 86,0 10,9 3,6 12,8 34,3
Maximum 136,0 22,2 6,9 22,4 74,4
Minimum 50,0 50 1,2 6,9 7,1
Obere Quartile 99,0 13,9 4,3 16,8 45,9
Untere Quartile 72,0 8,7 31 9,3 22,2

Daeine Altersabhangigkeit der Werte weitgehend ausgeschlossen wurde und fur alle Marker
eine Normalverteilung der Werte vorlag, habe ich entsprechend den Empfehlungen der IFCC das
95%-Referenzintervall errechnet. Dieses ergibt sich aus dem Mittelwert +1,96 s
(Standardabweichung). Der obere Wert des Intervallsist die 97,5%-, der untere Wert
entsprechend die 2,5%-Referenzgrenze. Von Interesse fur ale Marker ist in Bezug auf die

vorliegende Fragestellung nur die obere 97,5%-Referenzgrenze.

In der Tabelle 4 ist fur den jeweiligen Marker das 95%-Referenzintervall mit seinen oberen und
unteren Grenzen eingetragen. Weiterhin sind die Referenzgrenzen aus den Gebrauchsanleitungen
der verwendeten Testkombinationen aufgefihrt, fir die AP die Grenze entsprechend der

Mitteilung des Zentrallabors genannt. Ein Vergleich zeigt, dass zwar eine hinlanglich gute
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Ubereinstimmung der Referenzgrenzen besteht, dass aber meine Entscheidung, zusétzlich eine

Kontrollgruppe zur diagnostischen Validitatsprifung mitzufihren, richtig war.

Tab.4: Referenzgrenzen von AP, Ostase, TRAP, NTx und OPG in der Kontrollgruppe sowie die
Referenzgrenzen entsprechend den Herstellerangaben.

95% Referenzintervall Referenzgrenzen nach
Parameter )
(2,5%- bis 97,5%-Grenze) Herstellerangaben
AP _
46,4 - 131,1 200 (= 97,5%-Perzentile)
(S7D)]
Ostase 20,1 (= 95%-Perzentilef.
3,5-19,3
(Ho/l) Manner)
TRAP 3,4 +/- 0,8 (f. prdmenop. Frauen)
un 15-59 4.6 +/- 1,1 (f. postmenop.Frauen)
keine Angaben fur Manner
NTX
53-21,6 8,1- 24,8 (f. Manner)
(nM BCE)
OPG _
2,7-65,2 nicht vorhanden
(pg/mi)
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4.3 Werteverteilung der Parameter im Serum der Patientengruppen

In den Abbildungen 7 - 11 sind die Serum-Konzentrationen aller 5 Knochenmarker der
Kontrollen, der BPH- und PCa-Patienten in Streudiagrammen dargestellt. Die Mediane der
jeweiligen Gruppen wurden as horizontale Linien eingezeichnet. Die punktierte Linie
verdeutlicht die obere Grenze des Referenzintervalls, also die 97,5%-Perzentile, wie ich sie fir
den jewelligen Parameter im vorigen Abschnitt beschrieben habe. Die Signifikanzberechnungen
fUr die verschiedenen Marker zwischen den Gruppen erfolgte mit dem nicht-parametrischen
Kruskal-Wallis-Test, da die Werte in den einzelnen Patientengruppen nicht der Gaul3-Verteilung
unterlagen. Die signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sowie weitere

Besonderheiten sind jewells in den Legenden der Abbildungen angegeben.
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Abb.7: Konzentration der AP in den untersuchten Gruppen.

Signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis, nichtparametrischer ANOV A, Dunn’s Post-Test;
p <0,001) fanden sich zwischen den PCa-Patienten mit Knochenmetastasen (M 1) und den
Kontrollen, den BPH-Patienten und den PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (pNO/MO,
pN1/MO); kein Unterschied existierte zwischen den Kontrollen, den BPH-Patienten und den
PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (p >0,05).
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Abb.8: Konzentration der Ostase in den untersuchten Gruppen.

Signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis, nichtparametrischer ANOV A, Dunn’s Post-Test;
p <0,001) fanden sich zwischen den PCa-Patienten mit Knochenmetastasen (M1) und den
Kontrollen, den BPH-Patienten und den PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (pNO/MO,
pPN1/MO); kein Unterschied exisitierte zwischen den Kontrollen, den BPH-Patienten und den
PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (p >0,05).
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ADbb.9: Konzentration der TRAP in den untersuchten Gruppen.

Signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis, nichtparametrischer ANOV A, Dunn’s Post-Test;
p <0,001) fanden sich zwischen den PCa-Patienten mit Knochenmetastasen (M 1) und den
Kontrollen, den BPH-Patienten und den PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (pNO/MO,
pN1/MO); kein Unterschied existierte zwischen den Kontrollen, den BPH-Patienten und den
PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (p >0,05).
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Abb.10: Konzentration von NTx in den untersuchten Gruppen.

Signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis, nichtparametrischer ANOV A, Dunn’s Post-Test;
p <0,001) fanden sich zwischen den PCa-Patienten mit Knochenmetastasen (M1) und den
Kontrollen, den BPH-Patienten und den PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (pNO/MO,
pN1/MO); kein Unterschied existierte zwischen den Kontrollen, den BPH-Patienten und den
PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (p >0,05).
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Abb.11: Konzentration von OPG in den untersuchten Gruppen.

Signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis, nichtparametrischer ANOV A, Dunn’s Post-Test;
p <0,001) fanden sich zwischen den PCa-Patienten mit Knochenmetastasen (M 1) und den
Kontrollen, den BPH-Patienten und den PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (pNO/MO,
pN1/MO); kein Unterschied exisitierte zwischen den Kontrollen, den BPH-Patienten und den
PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (p >0,05).
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Fasst man dieses Ergebnis zusammen, so finden sich also signifikante

K onzentrationserhohungen bel allen Knochenmarkern ausschlief3lich in der Gruppe der PCa-
Patienten mit Knochenmetastasen. Bei einzelnen, Uber der oberen Referenzgrenze liegenden
Werten in einer der anderen Gruppen, z.B. in der Gruppe der PCa-Patienten mit
Lymphknotenmetastasen ohne Knochenmetastasen, gab es zum Zeitpunkt der Probanden-
Rekrutierung fur diese Studie keinen Hinweis auf Knochenmetastasen. Jedoch ist nicht sicher
auszuschliessen, dass eine Knochenmetastasierung zu diesem Zeitpunkt schon vorlag. Die
erhdhten Werte konnten somit im Sinne einer bereits erfolgten Metastasierung erklért werden.

Naher werde ich darauf in der Diskussion eingehen.

4.4 Korrelationen zwischen den Markern und klinischen Daten

44.1 Korrelationen der Marker untereinander in den Patientengruppen

Berechnet wurden die nicht-parametrischen Spearman-Korrel ationskoeffizienten zwischen den
verschiedenen Knochenmarkern. Fur die Korrelationsberechnungen wurden die Kontrollen,
BPH-Patienten und PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen zu einer Gruppe zusammengefasst,
da diese Probanden sich hinsichtlich der Knochenmarker-K onzentrationen nicht unterschieden,
wie dies in den vorhergehenden Abbildungen dargestellt wurde. Aufgrund des grundsétzlich
unterschiedlichen Verhaltens der Knochenmarker bei den metastasierten PCa-Patienten ist eine
separate Korrelationsberechnung in dieser Gruppe erforderlich. Zusétzlich wurde die Korrelation
der Knochenmarker zum jeweiligen PSA-Wert errechnet, dadieser ein Leitparameter in der PCa-
Diagnostik ist. Die Daten sind in den Tabelle 5 und 6 zusammengestel It.

39



Kapitel 4 Ergebnisse

Tab.5: Spearman-K orrelationskoeffizienten zwischen den Knochenmarkern AP, Ostase, TRAP,
NTx und OPG sowie dem PSA in der zusammengefassten Gruppe Kontrollpersonen, BPH-
Patienten und PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen (n= 149). In Klammern unterhalb des

K orrel ationskoeffizienten sind die p-Werte angegeben. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen
sind alle Korrelationskoeffizienten mit p <0.05 fett gedruckt und nur mit 2 Nachkommastellen
angegeben.

Parameter AP Ostase TRAP NTX OPG
0,58
Ostase | <0,0001) ] ] ] ]
0,26 0,44 _ _ _
TRAP 1 0001) | (<0,0001)
- 0,09 0,16 0,20
X - -
0298 | (0,045 | (0,013)
oPG 0,03 0,03 0,07 0,03 _
0689 | (0715 | (0410) | (0.697)
_ 0,08 0,02 0,03 -0,08 0,03
0383 | (0845 | (0784) | (0436) | (0.736)
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Tab.6: Spearman-K orrelationskoeffizienten zwischen den Knochenmarkern AP, Ostase, TRAP,
NTx und OPG sowie in der Gruppe der knochenmetastasi erten PCa-Patienten (n=17). Auch hier
sind unterhalb des Korrel ationskoeffizienten die p-Werte angegeben und nur die signifikanten

K oeffizienten (p <0.05) fett gedruckt.

Parameter AP Ostase TRAP NTx OoPG
0,96 _ _ _ _
Ostase (<0,0001)
0,52 0,47
TRAP (0,027) (0,047) - - -
- 0,60 0,58 0,86 _ _
(0,008) (0,012) (<0,0001)
oPG 0,27 0,30 0,07 0,15 _
(0,291) (0,240) (0,786) (0,580)
- 0,49 0,48 0,05 0,08 0,70
(0,039) (0.042) (0,842) (0.760) (0,002)

Folgende Konstellationen bei der Bewertung der K orrelationskoeffzienten fallen auf:

e OPG dsder Osteoklastogenese-Marker korreliert nicht mit den eigentlichen
Knochenmarkern AP, Ostase, TRAP und NTx. Diesist unabhéngig vom Status der
Knochenmetastasi erung.

e DieMarker AP, Ostase, TRAP und NTx korrelieren in der Gruppe der
zusammengefassten Gruppe ohne Knochenmetastasen miteinander, wahrend NTx nur mit
der TRAP und der Ostase korreliert.

e |Im Gegensatz dazu korrelieren die vier Marker AP, Ostase, NTx und TRAP bei den
Patienten mit Knochenmetastasen alle miteinander. Zum Teil kdnnen hier sehr hohe
Korrel ationskoeffizienten beobachtet werden.

o PSA korreliert in der Gruppe der metastasierten Patienten mit den Formations-
Knochenmarkern AP und Ostase sowie mit OPG, nicht jedoch mit den Abbaumarkern
NTX und TRAP. Bemerkenswert ist, dass keinerlei Korrelationen zwischen den PSA-
Werten und den Knochenmarkern in der vereinigten Gruppe aus Kontroll personen, BPH-
und PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen bestehen.
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4.4.2 Korrelationen zwischen den Markern und dem Tumorstadium/ -grad

Untersucht wurden hier in der Gruppe der nicht-knochenmetastasierten PCa-Patienten, ob die 5
Knochenmarker AP, Ostase, TRAP, NTx und OPG eine Korrelation mit dem Tumorstadium bzw
mit dem WHO-Grad eines Tumors zeigen. Die folgende Tabelle 7 zeigt den Uberblick.

Tab.7: Spearman-Korrelationskoeffizienten der Marker zum Tumorstadium und dem WHO-Grad
bei Patienten ohne Knochenmetastasen. Unter den Korrelationskoeffizienten sind in Klammern
wieder die p-Werte angegeben. Die Werte beruhen auf den Angaben von 78 Patienten.

Korrel ationskoeffizienten aler Marker zum Tumorstadium und zum WHO-Grad

Parameter AP Ostase TRAP OPG NTX
rumorgagium | 0035 0,010 0,127 0,005 0,107
(0.764) (0.928) ©0271) | (0.966) (0,356)

0,088 0,098 10,027 0,677 0,205
WHO-Grad | 55 (0.401) 0820 | (0512) (0.078)

Anhand der p-Werte kann man erkennen, dass keinerlei Korrelation zwischen den
Serummarkern und dem Tumorstadium bzw. —grad besteht.

4.4.3 Einfluss der antiandrogenen Hormonbehandlung auf die

M arkerkonzentrationen

Der mogliche Einfluss einer antiandrogenen Hormonbehandlung auf die Konzentration der 5
Knochenmarker wurde in den Gruppen pN1IMO und M1 untersucht. Nur in diesen beiden
Gruppen gab es Patienten mit und ohne Hormonbehandlung. In der pN1MO0-Gruppe waren 12
von 34 Patienten behandelt, in der M 1-Gruppe waren es hingegen 3 von 17.
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Die Konzentrationen der Marker AP, Ostase, NTX und OPG in der pN1MO-Gruppe
unterschieden sich nicht bei Patienten mit und ohne Hormonbehandlung (Abb. 12; Mann-
Whitney U-Test, p = 0,235 — 0,640). Dagegen waren die TRAP-Werte der behandelten Patienten
geringfugig, aber signifikant hoher a's die der unbehandelten Patienten (Median, 4,44 vs. 3,71
U/l, Mann-Whitney U-Test, p = 0,025). In der M1-Gruppe wurden bel allen Markern keine
Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Patienten beobachtet (Mann-Whitney U-
Test, p = 0,025). Es muss jedoch betont werden, dass die Zahl der unbehandelten Patienten sehr
klein war, sodass auf die Darstellung in Form einer Abbildung verzichtet wurde.
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Abb.12: Box-und-Whisker-Diagramme der Konzentrationen der AP, Ostase, NTx, OPG und
TRAP in der pN1IMO- Gruppe mit und ohne Hormonbehandlung. Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Patienten wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet. Die
Box-und Whisker-Diagramme stellen die 25-75-Perzentile (Box) und die 5- bzw. 95-Perzentilen
(Whisker) in den Untersuchungsgruppen dar.
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4.5 Bewertung der diagnostischen Validitét

Die erhthten Konzentrationen der Marker in der metastasierten Gruppe lassen, wie dargel egt,
vermuten, dass damit die Mdglichkeit gegeben ist, Patienten mit Knochenmetastasen von

denjenigen ohne Metastasen abzugrenzen.

Um dies besser bewerten und dariiber hinaus die Parameter miteinander vergleichen zu kdnnen,
habe ich ROC-Analysen fur alle 5 Knochenmarker durchgefiihrt. Dazu wurden die Probanden
der Kontrollgruppe sowie die BPH- und die PCa-Patienten ohne Knochenmetastasen zu einer
neuen Gruppe zusammengefasst und mit der Gruppe der PCa-Patienten mit Knochenmetastasen
fur alle Knochenmarker verglichen. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 13 zusammengestellt.

Sensitivitat

1 - Spezfitat

Abb.13: ROC-Kurven aller 5 Knochenmarker
Die Flachen unter den Kurven zeigen fir die untersuchten Marker folgende Werte: AP 0,965
10,024; Ostase 0,942 +0,051; TRAP 0,816 +0,074; NTx 0,806 £0,071; OPG 0,964 +0,016.
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Aufgrund der Flachengrofen unter den ROC-Kurven ergibt sich hinsichtlich des damit
verbundenen Diskriminierungsvermdgens von Patienten mit und ohne Knochenmetastasen
folgende Rangordnung: AP > OPG > Ostase > TRAP > NTX.

Dabel existiert kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Flachenwerten der Marker
AP, Ostase und OPG. Diese Marker sind danach aufgrund der ROC-Analyse as gleichwertig
anzusehen. Es zeigt sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den Flachenwerten der

Parameter NTx und TRAP, beide weisen signifikant niedrigere Flachenwerte auf (p <0.05).

Die Flache unter der ROC-Kurve lasst lediglich eine globale Beurteilung der diagnostischen
Vaiditéat eines Markers zu. Wichtig ist jedoch, welche Werte die diagnostischen Sensitivitéten
und Spezifitdten an den zur Diagnostik herangezogenen Referenzgrenzen aufweisen. Werden die
im Kapitel aufgefthrten orientierenden 97,5%-Referenzgrenzen verwendet, dieich in der
Kontrollgruppe ermittelt habe, ergeben sich diein der Tabelle 8 zusammengestellten Werte. In
der jeweils zweiten Spalte habe ich die Sensitivitéten und Spezifitéten aufgefuhrt, die sich aus

den Referenzgrenzen entsprechend den Herstell erangaben errechnen | assen.
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Tab.8: Ubersicht tiber die ermittelten diagnostischen Sensitivitaten und Spezifitdten der
Knochenmarker. Die Berechnungen erfolgten auf der Basis der oberen Referenzgrenzen (97,5%-
Perzentilen), die in der Studienkontrollgruppe ermittelt wurden (Spalte: ,, Eigene
Referenzgrenzen”: AP 131,1 U/l; Ostase 19,3 pug/l; TRAP 5,9 U/l; NTx 21,6 nmol/l BCE;

OPG 65,2 pg/ml;) sowie anhand der Angaben der Hersteller der Testkits (Spalte:

» Referenzgrenzen der Hersteller: AP 200 U/l; Ostase 20,1 pg/l; TRAP 4,6 + 1,1 U/I - fir
postmenopausale Frauen; NTx 24,8 nmol/l BCE; fur OPG nicht vorhanden). In Klammern sind
die 95%-K onfidenzintervalle der jeweiligen Sensitivitéten und Spezifitéten angegeben. In
Klammern unterhalb dieser Angaben sind als Bruch jeweils die richtig positiv bzw. richtig

negativ erkannten Probanden zur Gesamtzahl der Probanden der Untersuchungsgruppe

aufgefhrt.
Sensitivitat (%) Spezifitat (%)
Eigene Eigene
Referenz- Referenz-
R?f;;agnz- grenzen der R?f;;agnz- grenzen der
J Hersteller g Hersteller
94 94
AP 65 100
(71-99) ) (81-99) ]
() (16/17) (41-83) (34/36) (88 - 100)
94 94
Ostase 94 94
(71-99) ] (81 - 99) i
(ug/l) (16/17) (71-99) (34/36) (81-99)
© 7 o7 87
T(m)P (41-83) (f. postmenop (85-99) (f. postmenop
(11/17) Frauen) (35/36) Frauen)
71 97
NTX 65 100
(47 - 87) ) (85 - 99) )
(MBCD|  aany) (41-83) (35/36) (87-100)
88 97
(F%/Prﬁ) (41-100) nicht vorhanden (83 - 99) nicht vorhanden
(15/17) (35/36)

Hierbel |&sst sich feststellen, dass die Sensitivitét der AP anhand der Herstellerangaben weitaus
schlechter ausfallt als die Sensitivitét, dieich mit den aus der Kontrollgruppe ermittelten
Referenzgrenzen berechnet habe. Dies st sicherlich nicht verwunderlich, dadie AP inihrer
Gesamtaktivitdt wenig spezifisch ist und sich dies bel der Angabe der Referenzgrenzein eéinem

hoheren Wert reflektiert. Abgesehen davon gibt es relativ gute Ubereinstimmungen.
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Die Daten dieser Pilotstudie verdeutlichen, dass OPG ein guter Marker zur Erkennung einer
Knochenmetastasierung bei PCa-Patienten ist. Auf eine verbesserte diagnostische Aussage durch
Kombination verschiedener Marker habe ich bewusst verzichtet, da die relativ geringe Anzahl
der metastasierten Patienten weltere zuverl assige statistische Aussagen kaum erwarten lief3.
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5. Diskussion

Die bereitsin der Einleitung aufgeworfenen Fragen sollen hier ndher diskutiert bzw. diein
Kapitel 4 gewonnenen Ergebnisse in die Gesamtthematik einer verbesserten, friihzeitigen

Diagnostik von Knochenmetastasen eingeordnet werden.

5.1  Problem und klinische Relevanz der Diagnostik von Knochenmetastasen

Der Nachweis von Knochenmetastasen bel PCa-Patienten ist entscheidend sowohl fir die
individuelle Prognose a's auch fiir das therapeutische Konzept. Ahnlich vielen anderen
Tumoren kann das PCa sehr lange asymptomatisch bleiben und dadurch unbemerkt
proliferieren und metastasieren. Das diagnostische Bemihen zielt daher auf ein frihzeitiges
Erkennen des Tumors, da nach allen Erkenntnissen nur Patienten in den klinischen Stadien T1
und T2 ohne Fernmetastasen durch eine radikale Tumorresektion und eine eventuelle
Strahlentherapie gute Heilungschancen haben.

Sobald die Krebszellen in den Knochen metastasiert sind, werden die Patienten im
Allgemeinen nur noch palliativ mit einer antiandrogenen Hormontherapie behandelt (97).
Die klinische Relevanz der sicheren und frihzeitigen Erkennung von Knochenmetastasen
liegt daher einerseits darin, der damit verbundenen Symptomatik, v.a. den meist ausgepragten
Knochenschmerzen, durch eine Hormonbehandlung schneller entgegenwirken zu kénnen.
Zum anderen gilt es, eine radikale Prostatektomie zu vermeiden, fur die sich der Arzt im
Allgemeinen bei Unkenntnis einer Fernmetastasierung in der Absicht einer
Kurativbehandlung entscheiden wiirde. Hierbei zge der Patient keinen Nutzen aus der
Operation, hétte jedoch zu den Symptomen einer Knochenmetastasi erung zusétzlich die

Nebenwirkungen des Eingriffs zu erwarten.

Wie bereits im theoretischen Tell ausgefiihrt, sind anhand von PSA-Bestimmung und
Bildgebung individuelle Vorhersagen Uber das Krankheitsstadium, einschlief3ich einer
Knochenmetastasi erung, nicht sicher moglich. Studien, die diesbeztiglich die PSA-Werte mit
Befunden des Szintigramms verglichen, belegen, dass das PSA der Bildgebung zwar
Uberlegen ist, sie empfehlen jedoch die Szintigraphie weiterhin v.a. fir dasinitiale Staging,
nicht so sehr aber fur die Verlaufskontrolle und die Diagnostik von Mikrometastasen (98).
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Hinsichtlich der Kostenfrage, der Strahlenbelastung sowie der Abhangigkeit von apparativer
Ausristung erklart dies das enorme Interesse an einem Serummarker bzw. einer Kombination
von Serummarkern zum einfachen und sicheren Nachweis einer Knochenmetastasierung.
Diesbezuglich will ich aso, ausgehend von meinen Ergebnissen, die diagnostische
Validitét der 5 untersuchten Marker (AP, Ostase, TRAP, NTx und OPG) im Vergleich mit
dem Schwerpunkt auf OPG besprechen. Zusétzlich werde ich neben den diagnostischen
Aspekten das mogliche Potential dieser Marker al's prognostische Indikatoren diskutieren.

52 Beurteilung der Methodik und Analytik

Aninsgesamt 166 Mannern (36 Kontrollen; 35 Patienten mit BPH; 44 PCa-Patienten ohne
Metastasen; 34 Prostatakarzinom-Patienten mit Lymphknotenmetastasen ohne
Knochenmetastasen; 17 Prostatakarzinom-Patienten mit Knochenmetastasen) wurde die
diagnostische Validitét der Marker AP, Ostase, TRAP, NTx und OPG im Serum im Vergleich

zur Erfassung von Knochenmetastasen beim Prostatakarzinom evaluiert.

Zahlreiche Untersuchungen von verschiedenen Markern wurden bisher im Serum oder Urin
bzw. in beiden Probenarten vorgenommen. Wir haben uns bei der Aufstellung des
Studienplans jedoch darauf konzentriert, ausschliefdlich Bestimmungen im Serum
vorzunehmen. Dies hat, neben rein logistischen Griinden der Probensammlung, sowohl
préanal ytische als auch anal ytische Ursachen.

Urinproben lassen sich weniger zuverléssig sammeln als Blutproben. Dies gilt
zumindest fur das Patientenklientel, welches in der vorliegenden Studie untersucht wurde.
Aul¥erdem ist bekannt, dass die sehr variierenden Bedingungen im Urin (pH-Wert,
unterschiedliche Osmolaritét usw.) die Stabilitét der verschiedenen Marker nachteilig
beeinflussen kénnen (74;99;100). Um diurese-bedingte Fehler bel der quantitativen

Bewertung von Ausscheidungsgréf3en im Harn zu vermeiden, werden Urinmarker durch
Bezug auf Kreatinin normiert. Allein dadurch ergeben sich zusétzliche Fehlermdglichkeiten.
Da aber aul3erdem inzwischen die meisten Marker zur Erfassung der Knochenformation und —
resorption auch als kommerziell erhdtliche Bestimmungsverfahren im Serum vorliegen, war
es nicht notwendig, auf Urintests zurtickzugreifen.
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Mogliche Fehler durch die Studiengestaltung betrafen den Einfluss des Alters bzw.
den einer antiandrogenen Behandlung auf die Konzentration der Knochenmarker. Diese
Fehlermdglichkeiten konnten durch Vergle che weitgehend ausgeschlossen werden. Darauf

gehe ich spéter noch ein.

521 Beurtellung der Anaytik anhand der intra- und interseriellen Prézision

Die Ergebnisse der intraseriellen und interseriellen Prézision in Tabelle 1 zeigen, dass ale
Bestimmungen mit guter analytischer Zuverlassigkeit durchgefihrt wurden. Diese
Prézisionsdaten ensprechen Resultaten, wie sie bel ELISA-Bestimmungen tblich sind.
Lediglich die NTx-Bestimmungen wiesen mit einem V ariationskoeffizienten von
13,1% einen Wert Uber 10% auf. Leider war es nicht mdglich, diesem Problem weiter
nachzugehen, da zur Zeit der Durchfiihrung meiner Experimente die Herstellerfirmakeine
weiteren Teste zur Verfugung stellen konnte. Spéter hat sich herausgestellt, dass die Fa. Ostex
International, Inc. als Hersteller des NTx-Osteomark-Testes von der Inverness Inc. aufgekauft
wurde. Deshalb wurde die Produktion der ELISA-Teste zeitweise von der Fa. Wampole Lab.
Ubernommen, wobei ganz offensichtlich anfangs Schwierigkeiten aufgetreten sind. Die NTx-
Ergebnisse sind jedoch ausreichend zuverldssig, um die nachfolgenden Schlussfolgerungen

ziehen zu konnen.

522 Referenzgrenzen in den eigenen Kontrollgruppen im Vergleich

Zu den Angaben der Hersteller

Von wesentlicher Bedeutung hinsichtlich der Einordnung klinischer Befundein
»pathologisch® bzw. , nicht-pathologisch* sind Referenzgrenzen. Sie sind haufig geschlechts-
und altersabhéngig, werden aber auch von anderen Faktoren, wie Erndhrung und

chronobiol ogischem Rhythmus, ganz entscheidend beeinflusst. Referenzgrenzen werden
entsprechend der Empfehlung der IFCC nach Verteilungspriifung der Daten in der Regel als
obere (97,5%) und untere (2,5%) Perzentile des 95%-Referenzintervalls angegeben (96). Da
in unserer Studie nur die jeweils erhdhten Werte von praktischer Bedeutung waren, beziehen
sich die von mir gemachten Angaben zu den Referenzgrenzen immer auf das obere Limit.
Bel vier der in dieser Studie untersuchten Knochenmarkern, der AP, Ostase, TRAP und NTX,

lagen vom Hersteller der Testkombinationen bzw. vom Zentrallabor Angaben zu
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Referenzgrenzen vor. Die Herstellerangaben waren jedoch lediglich als orientierend zu
verwenden, wie in den beiliegenden Informationsmaterialien vermerkt war. Fir OPG gab es
keinerlei Angaben. In der Durchfihrungsbestimmung war nur der wenig hilfreiche Hinwels

zu finden, dass man einen eigenen Normberei ch bestimmen solle.

Auf Grund dieser uneinheitlichen Werte legten wir anhand unseres Kontrollkollektivs nach
den IFCC-Richtlinien eigene neue Referenzgrenzen fest. Das IFCC empfiehlt Gruppenstarken
von etwa 120 Probanden, damit auch bei Nicht-Normalverteilungen die 0.g. Perzentilen mit
geringen Fehlern behaftet sind. Eine zu kostenaufwandige Testdurchfihrung wird jedoch als
Grund akzeptiert, geringere Probandenzahlen fir eine Auswertung el nzusetzen. Dazu wird in
dem Abschnitt ,, intuitive asessment* der IFCC-Richtlinie Stellung genommen, wobei auf den
vorlaufigen Charakter der unter diesen Bedingungen ermittelten Intervalle hingewiesen
werden sollte (101). Diesist also auch fur die hier vorgestellte Studie der Fall, die deshalb ja
auch ausdriicklich a's Pilotstudie angesehen wurde.

Ganz bewusst wurde aber in der vorliegenden Studie Wert darauf gelegt, wie bereitsin der
Einleitung und im Studiendesign beschrieben, nicht nur Referenzgrenzen entsprechend den
Angaben der Hersteller der ELISASs zu verwenden, um die diagnostische Validitdt einschétzen
zu konnen. Trotz aller Limitierungen, in erster Linie aufgrund der relativ kleinen
Kontrollgruppen, war es besonders wichtig, nicht nur fir das OPG Referenzgrenzen zu
ermitteln, sondern dies auch fir die anderen Analyte vorzunehmen. Da aber entsprechend den
in Tabelle 4 angefihrten Vergleichen zwischen den von den Herstellern angegebenen
Referenzgrenzen und den selbst ermittelten eine ausreichende Ubereinstimmung besteht,
schlief3e ich Bewertungsfehler beziiglich der diagnostischen Aussagekraft der Marker auf der
Basis unzulssiger Referenzgrenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit aus. Wiein den
Ergebnissen ausfuhrlich dargelegt, wurden die oberen Referenzgrenzen im parametrischen
Verfahren (Mittelwert + 1,96 SD) ermittelt, nachdem fir die untersuchten Anayteim

Kolmogorov-Smirnov-Test Normalverteilungen nachgewiesen wurden.

Fur OPG wurden in Fortfthrung der hier beschriebenen Messungen auch noch weitere

Bestimmungen an 82 Frauen vorgenommen (102). Dabei zeigte sich, dass eine
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Geschlechtsabhéngigkeit der OPG-Konzentrationen im Serum nicht vorliegt und sowohl bel

Méannern a's auch bei Frauen die Werte einer Normalverteilung unterliegen.

53 Eignung der untersuchten Marker al's diagnostische Indikatoren

einer Knochenmetastasierung

Der Schwerpunkt meiner Arbeit war es, die diagnostische Validitdt des OPGs a's moglichen
Indikator der Metastasierung des Prostatakarzinoms in die Knochen einzuschétzen. Alsich
die Untersuchungen durchfihrte, gab es dazu noch keine Literaturangaben. Die Rolle des
OPGs as integrale Komponente in der Osteoklastogenese war, wieich in der Einleitung
dargelegt habe, jedoch inzwischen weitgehend geklart (87;103).

Da die Knochenmetastasen beim Prostatakarzinom sich vor allem durch osteobl astische
Reaktionen auszeichnen, war zu vermuten, dass das OPG als Osteoklastogenese-K omponente
bel der Knochenmetastasierung verandert ist und sich dies durch Freisetzung im Blut
widerspiegeln kdnnte. Die diagnostische Eignung einer neuen Kenngrofe sollte jedoch stets
im Vergleich mit bisher etablierten Markern erfolgen. Aus diesem Grund wurden parallel
dazu die eingefuihrten Knochenmarker AP, Ostase al's knochenspezifische AP, NTx und
TRAP bestimmt. Zu den einzelnen Markern und ihrer Eignung, speziell beim PCa

Knochenmetastasen zu erkennen, werde ich im Folgenden einige Ausfiihrungen machen.

531 Marker des Knochenaufbaus: AP und Ostase

Da osteobl astische Reaktionen typisch sind fir Knochenmetastasen in PCa-Patienten, sind
natUrlich Marker von besonderer Bedeutung, die diese osteoblastische Proliferation, wie die
alkalische Phosphatase mit ihrer knochenspezifischen Isoform, widerspiegeln (104).

Wieim Ergebnisteil dargelegt, erbrachten meine Messungen einen signifikanten
Anstieg sowohl der gesamten alkalischen Phosphatase al's auch der Ostase im Serum von
knochenmetastasi erten PCa-Patienten. Dabel lagen die AP- und Ostase-Werte Uber der
Referenzgrenze und unterschieden sich von der Kontrollgruppe auf einem Signifikanzniveau
von p <0,05.

Studien zum Zusammenhang zwischen der AP und der Ostase im Serum sowie dem

Metastasi erungsgrad im Knochen zeigen des 6fteren eine enge Beziehung zwischen den
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jeweiligen Konzentrationen im Serum und dem Ausmal3 der Metastasierung. So wiesen
Tamadaet a. (8) eine signifikante Korrelation zwischen der Ostase und anderen
Serummarkern des Knochenstoffwechsels (Osteocalcin, PICP, ICTP, CTx, NTXx, T-Pyr., T-D-
Pyr. und F-D-Pyr) und dem Metastasenstatus in PCa-Patienten nach. Alle Marker, aufl3er
Osteocalcin und CTx, zeigten eine deutliche Korrelation mit der EOD in der
Knochenszintigraphie. Die Ostase war hier der sensitivste und spezifischste Marker, um
zwischen Patienten mit und ohne Knochenmetastasen unabhéngig von einer eventuellen
antiandrogenen Behandlung zu unterscheiden.

Zu ahnlichen Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe Desoize et a. (105). Die Autoren
schlussfolgerten, dass sich die Ostase sehr gut als diagnostischer Marker zur Erstdiagnose und
Verlaufskontrolle von Knochenmetastasen eignet. Die Ostase wurde zusammen mit der TRAP
an einem Patientenklientel aus Prostata- und Brustkrebserkrankten mit und ohne
Knochenmetastasen bestimmt. Parallel dazu wurden die Ergebnisse durch
Rontgenuntersuchungen und Knochenszintigraphien objektiviert sowie mit PSA-Werten
verglichen. Die Knochenmarker korrelierten mit der Bildgebung. Jedoch konnte keine
signifikante Beziehung zum PSA-Wert festgestellt werden.

Der Schwachpunkt der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase besteht nach Diaz-
Martin et a. (106) darin, dass sie eine Kreuzreaktivitéat mit ihrem Leber-1soenzym aufweist.
Trotz dieses angeblichen Nachteils besal3en sowohl die Ostase als auch PINP ein deutliches
Unterscheidungspotential hinsichtlich einer Knochenmetastasierung in
Prostatakarzinompatienten (Sensitivitét 90%, Spezifitét 82%). Auch hier fand sich keine
Korrelation zu den PSA-Werten.

Auch Wirtz et al. (54) konnten zwischen der PSA-Konzentration und der
Serumkonzentration der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase keine signifikante
Korrelation finden. Die in PCa-Patienten verschiedener Stadien bestimmte Ostase zeigte ein
weitaus groferes Diskriminierungsvermogen und Vorhersagepotential (Sensitivitéat und
Spezifitét fur die Ostase 71% und 100%, fur PSA 71% und 81%) fir Knochenmetastasen als
das PSA.

In meinen Untersuchungsergebnissen wiesen sowohl die AP as auch die Ostase, wie Ubrigens
auch die anderen drei Marker, keinerlei Korrelation zum PSA bei Patienten ohne
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Knochenmetastasen auf (Tab. 5). Diesist auch nicht verwunderlich, da hierzu die
molekularbiologische Grundlage einer Korrelation fehit.

Dagegen bestand eine Korrelation bei Patienten mit Knochenmetastasen (Tab. 6).
Diese ging jedoch verloren, wenn die Berechnungen mit allen Patienten, also
nichtmetastasi erten und metastasi erten, vorgenommen wurde. Da aber ein PSA-Anstieg nach
radikaler Prostatektomie nicht nur durch eine Metastasi erung, sondern auch durch ein lokales
Rezidiv hervorgerufen werden kann, ist ein PSA-Anstieg primér kein Indikator einer
Metastasierung. Ein PSA-Anstieg bedeutet vielmehr fir den behandelnden Arzt, die Ursache
des Anstiegs aufzuklaren.

Dadas Prostatakarzinom bevorzugt in den Knochen metastasiert, kann mithilfe einer
Knochenszintigrapie bzw. der Bestimmung von Knochenmarkern eine Differenzierung beider
Prozesse erreicht werden. Hinzu kommt, dass haufig bei Patienten nach einem PSA-Anstieg
eine antiandrogene Therapie eingeleitet wird und damit PSA-Erniedrigungen erfolgen, ohne
dass der eigentliche Metastas erungsprozess dadurch beeinflusst wird (107).

Die unterschiedlichen Literaturangaben im Verhalten von PSA zu Knochenmarkern ergeben
sich z.T. somit auch dadurch, dass die Korrel ationsberechnungen zu sehr unterschiedlichen

Zeitpunkten vorgenommen wurden.

5.3.2 Marker des Knochenabbaus: TRAP und NTx

TRAP

Wie bereits im theoretischen Teil erwahnt, handelt es sich bel der in dieser Arbeit als TRAP
bezeichneten tartrat-resi stenten sauren Phosphatase um ihre knochenspezifische Isoform, die
TRAP 5b. Die TRAP schnitt neben NTx mit einem signifikant niedrigeren Flachenwert als
die Marker AP, Ostase und OPG in der ROC-Analyse a's zweitschlechtester Marker ab. Die
Sensitivitét lag nach unseren Berechnungen bei 65%, die Spezifitét bei 97%. Die
Referenzangaben des Herstellers bezogen sich auf postmenopausal e Frauen und waren somit
nur unter Vorbehalt zum Vergleich heranzuziehen.

Demgegeniiber jedoch konnten viele unterschiedliche Studien zeigen, dal3 die TRAP 5b, nicht
aber die TRAP 5a, bei verschiedensten Knochenerkrankungen eine erhohte Aktivitéat und gute
Unterscheldungskraft beztiglich Patienten mit und ohne Knochenmetastasen besitzt.
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Capeller et al. (108) z.B. beobachteten, dass die TRAP 5b bei Brustkrebserkrankten
mit Knochenmetastasen gegentber Patientinnen ohne Knochenmetastasen deutlich erhoht ist.
Aul¥erdem zeigten sich signifikante Unterschiede in Abhéngigkeit von der
Hormonbehandlung. Die Autoren empfahlen daher die TRAP 5b als Serummarker,
insbesondere auch als Verlaufskontrolle unter einer Biphosphonattherapie. Andere Autoren
zeigten ebenfalls, dass die TRAP 5b bel Brust- und Prostatakrebserkrankten mit
Knochenmetastasen in ihrer Aktivitét deutlich erhoht ist und nach antiresorptiver Therapie
sinkt (56;109;110).

Halleen et. al. (70) wiesen bei Brustkrebspatienten mit Knochenmetastasen und

Patienten mit Osteoporose mehrfach nach, dass die TRAP 5b die Knochenresorptionsrate
sensitiv widerspiegelt und sehr gut mit herkémmlichen Knochenmarkern wie z.B. den
aminoterminalen Propeptiden CTX und NTx korreliert. An einem Patientenklientel bestehend
aus postmenopausal en Frauen mit und ohne Hormonbehandlung bestimmte die gleiche
Forschergruppe in dem eigens entwickelten Immunoassay die TRAP bel eéinem pH von 6,1,
bei dem die TRAP 5b aktiv, die TRAP 5ajedoch grofdtentellsinaktiviert vorliegt. Zusétzlich
wurde die Gesamt-TRAP ermittelt, um in der Relation einen Konzentrationsunterschied
beurteilen zu kdnnen. Nach 6 Monaten Hormontherapie sank die TRAP 5b signifikant in der
Gruppe der hormonbehandelten Frauen , die Gesamt-TRAP jedoch blieb in beiden Gruppen in
ihrer Aktivitdt weitgehend unverandert (63).

Ein weiterer Vortell der TRAP liegt darin, dass bewiesen werden konnte, dass sie bei
renalem oder hepatischem Versagen im Serum nicht kumuliert (111;112). In einer Ubersicht

von Mose et al. (113;114) wurde al s Kernaussage zusammengefasst, dass die TRAP 5b eine

hohere Sensitivitét als die meisten anderen Knochenmarker zu besitzen scheint, was die
Erkennung von Knochenmetastasen bel Krebspatienten angeht. Sie soll sich auRerdem durch
eine nur geringe biologische und analytische Variabilitét auszeichnen.

Diese Aussagen konnen in meiner Studie, wie oben bereits erwéhnt, nicht bestatigt
werden. Die schlechtere diagnostische Validitét erkléart sich wahrscheinlich daher, dassdie
Alterationen durch die Knochenmetastasen beim Prostatakarzinom vorwiegend
osteoblastischer Natur sind und deshalb auch deutlicher die Knochenformationsmarker, wie
die alkalische Phosphatase, a's die Knochenresorptionsmarker betroffen sind.

Andererseits zeigen aber auch die erhohten TRAP-Konzentrationen bei den metastasierten
PCa-Patienten die gleichzeitig auftretenden osteol ytischen Verénderungen. Bereits frihe

Studien belegen anhand biochemischer und histol ogischer Untersuchungen am Knochen, dass

56



Kapitel 5 Diskussion

bei diesen Patienten neben den osteobl astischen Reaktionen auch Resorptionsvorgange in
verstarktem Mal3e ablaufen (115;116).

NTx
Im Abbauprozess von Kollagen Typ | entstehen Pyridinolin (PY D) und Desoxypyridinolin
(DPD), die entweder frei oder an Peptide gebunden in die Zirkulation abgegeben werden.
Anndherungsweise 60 — 65% dieser Cross-links, dieim Urin nachzuweisen sind, sind an
Peptide gebunden (117).

Uber die Bestimmung von NTx, dem aminoterminalen Propeptid des Typ | Kollagens,
im Urin, wie sie in den meisten Studien hinsichtlich einer Testung von NTx al's potentieller
Knochenmarker vorgenommen wird, besteht eine geteilte Meinung. Wie bereits unter
,» Beurteilung der Methodik und Analytik* erwahnt, nahmen wir die Messungen des NTx
ausschliefdich im Serum vor, um Fehler durch die Instabilitét der Marker im Urin und durch

eine unzureichende Probensammlung bel &lteren Patienten zu vermeiden (75;99;118).

Aufgrund der erheblichen zirkadianen Schwankungen der NTx-Aussscheidung, aber auch
angesichts der Veranderungen, die bei Nieren- und Lebererkrankungen vorkommen, wird
dem NTx eine nur eingeschrankte klinische Validitdt gegentiber anderen Knochenmarkern,
wie z.B. der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase, bei der Erkennung und
Verlaufskontrolle von Knochenmetastasen eingerdumt (99).

Dennoch haben z.B. Costaet a. (117) bel Krebspatienten mit Knochenmetastasen
bezlglich der Bestimmung des NTx Vorteileim Vergleich zur knochenspezifischen
alkalischen Phosphatase beschrieben, die sich besonders a's Verlaufskontrol | parameter bei der
Biphosphonattherapie zeigten. Erst kiirzlich wurden in einer grof3en multizentrischen Studie
die knochenspezifische alkalische Phosphatase und NTx im Serum von Patienten mit
hormonrefraktédrem Prostatakarzinom bestimmt (119). Hohe Serumwerte beider Marker waren
dabei signifikant mit einer insgesamt kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert.

Eine andere Studie an Patienten mit Knochenmetastasen bei Prostata- und anderen
Krebsarten, die therapeutisch Biphosphonate erhielten, zeigte, dass Patienten mit einer hohen
NTx-Urinexkretion ein erhdhtes Risiko fur das Fortschreiten der Knochenl&sionen und damit
far Klinische Komplikationen hatten (120). Ebenso berichten weitere Studien, dass der NTx-
Wert mit der Ausdehnung der betroffenen Knochenanteile, der EOD und der
Knochenszintigraphie korreliert (8;121).
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Diese Ergebnisse und Daten tUber NTx sind ermutigend (122;122). Trotzdem zeigen

unsere Daten aus der vorliegenden sowie aus einer anschlief3enden Studie, in der wir 10
verschiedene Knochenmarker evaluierten (6), eine eher schlechte diagnostische Validitét des
NTx im Vergleich zu dem Knochenresorptionsmarker TRAP, zu den
Knochenformationsmarkern AP und Ostase und dem OPG. NTx wies von allen Markern die
niedrigste anal ytische Leistung mit einer Fl&che von nur 0,806 unter der ROC-Kurve auf. Die
mithilfe der Referenzgrenzen unserer Kontrollgruppe errechnete Sensitivitét bzw. Spezifitét
entsprach den entsprechenden Kenngrof3en der Sensitivitét unter Anwendung der vom
Hersteller angegebenen Referenzgrenzen (71% vs. 65% bzw. 97% vs. 100%).

Es sollte mitberticksichtigt werden, dass in den erwahnten Studien verschiedene
Knochenmetastasen (I ytische und blastische) untersucht wurden und die Patientenzahlen
begrenzt waren. Weitere Analysen, welche die NTx-Konzentration ssmultan in Urin und
Serum ermitteln, sind sicherlich erforderlich, um die diagnostische Validitat von NTx for

Knochenmetastasen vollstandig abzuklaren.

533 Marker der Osteoklastogenese: Osteoprotegerin

Dadie Osteokl astogenese das V erbindungssttick zwischen Knochenformation und
Knochenresorption darstellt, waren die Bestimmung der neu entdeckten Osteoklastogenese-
Marker OPG, RANK und RANKL in den letzten Jahren von besonderem I nteresse.
Verschiedene Arbeiten belegen, dass OPG, RANK und RANKL von humanen
osteobl astéren Zellsystemen exprimiert werden (123;124) und dass das von Osteoblasten

sezernierte OPG biologisch aktiv und somit imstande ist, die Osteoklastogenese zu
modulieren (125;126). Ich konzentriere mich im Folgenden auf das OPG, da die anderen
Marker nicht Bestandteil dieser Arbeit sind.

In zahlreichen Studien wurden bereits Storungen des OPG/RANK/RANKL-Systems
bei einer Rethe von Knochenkrankheiten beschrieben, die mit einer gesteigerten

Osteobl astenaktivitét und Knochenresorption assoziiert sind (127;128).

Diedrei Glykoproteine sind, wie im theoretischen Teil bereits bemerkt, involviert in die
Pathogenese von postmenopausaler Osteoporose, rheumatoider Arthritis, M. Paget,
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Peridontose, gutartigen und bosartigen Knochentumoren, Knochenmetastasen und maligner
Hypercalcamie (103).

Die biochemischen Mechanismen sind in den Abbildungen 3 und 4 schematisch
dargelegt. Ich habe bereits darauf hingewiesen (siehe bei TRAP), dass Knochenmetastasen
beim Prostatakarzinom in den bildgebenden V erfahren vorwiegend a's osteobl astische
L &sionen auftreten, jedoch histomorphol ogische Daten auch e ne bedeutsame osteokl astische
Komponente in der Entstehung dieser Lasionen belegen (129;130). Da nachweislich OPG in

Knochenmetastasen von PCa-Patienten vermehrt exprimiert wird und es ein sezerniertes
Protein ist, ist anzunehmen, dass das OPG die Knochenumbaurate widerspiegeln kann (94).
Derartige Expressionsveranderungen wurden auch fir RANK und RANKL bei
Prostatakarzinompatienten gefunden (94;95;131).

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass PCa-Zellen Osteoblasten stimulieren kénnen. Daraus
kann die Hypothese abgeleitet werden, dass OPG, unabhéngig von der vermehrten
Expression, in den metastatisch abgesiedelten Tumorzellen unter anderem auch durch die
stimulierte Osteoblastenaktivitét in Gegenwart der PCa-Zellen erhoht ist (132;133).

Aul¥erdem wird OPG unter anderem die Funktion zugeschrieben, durch Verhinderung einer
TRAIL-vermittelten Apoptose eine Uberlebenshilfe fiir PCa-Zellen darzustellen (134;135).
Damit ergibt sich eine mehrfache Interaktion zwischen Tumorzellen und den Wirtszellen am

Absiedlungsort. Eine erhthte OPG-K onzentration im Serum bei Knochenmetastasen kénnte

daher eine Kumulation aus diesen verschiedenen Griinden sein.

Zhang et. a. (95) zeigten in einem Mausmodell, dass PCa-Zellen eine |6sliche Form von
RANKL produzieren, das fir die Stimulation der Osteoklastogenese verantwortlichist. Die
Autoren injizierten PCa-Zéellen intratibial und subkutan und applizierten OPG. Dieses
verhinderte in der Gruppe der OPG-behandelten Mé&use komplett die Entstehung von

osteobl astischen und osteol ytischen Knochenmetastasen (knochenhistomorphogenetisch
gemessen). Im Gegensatz dazu wurde das subkutane Tumorwachstum nicht beeinflusst, was
sich auch anhand der unverénderten PCa-Zell-Proliferation und Apoptoserate nachweisen
lief3. Diese Beobachtung zeigt, dass die Osteoklastenaktivitdt im Zusammenhang mit dem
OPG eine wesentliche Rolle in der Entstehung von osteobl astischen PCa-M etastasen spielt.
Interessanterwei se wiesen die OPG-Konzentrationen in meinen Untersuchungen bei Patienten

mit lokalisiertem Prostatakrebs eine Tendenz zu niedrigeren Werten als in BPH-Patienten auf.
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Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit Daten von Brown et. a. (131). Die Autoren
zeigten durch immunhistochemische Untersuchung, dass, obwohl normale prostatische Zellen
OPG exprimieren, diese Expression zu einem Grof3teil in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad wieder abnehmen kann (94).

Zu teilweise anderen Ergebnissen kamen Holen et. a. (134). Diese Autoren stellten
fest, dass PCa-Zellen in vitro — unter der Kenntnis, dass OPG die TRAIL-vermittelte
Apoptose dieser Zellen blockiert (136) — selbst OPG produzieren, um so ihr eigenes
Uberleben zu sichern. Hormoninsensitive Zellen produzierten tatsachlich hohe OPG-
Konzentrationen, hormonsensitive Zellen unter gleichen Bedingungen jedoch nur etwa ein
20stel der Menge. Direkt negativ korrelierten hier eine hohe OPG-Expression und die
Fahigkeit von TRAIL, eine Apoptose in diesen OPG-exprimierenden Zellen zu induzieren.
Der antiapoptotische Effekt von OPG war auf3erdem abhangig von der Anwesenheit von
RANKL. RANKL allein hatte keinen Effekt auf den Apoptosegrad der Zellen. OPG koénnte
demzufolge pathol ogische Aspekte des fortgeschrittenen PCas sowohl verursachen as auch
reflektieren. Auch andere Arbeitsgruppen zeigten, dass OPG das Uberleben von endothelialen
Zéellen fordert, die dann ihrerseits in der Folge ein Wachstum der Prostatakarzinomzellen
unterstiitzen kénnen (137).

Die erhdhten OPG-Konzentrationen im Serum bel PCa-Patienten mit
Knochenmetastasen kdnnen somit, im Zusammenhang mit den erhthten Knochenformations-
und auch -resorptionsmarkern im Blut als Nachweis einer erhohten Knochenumbaurate
interpretiert werden. Diese erhohte Umbaurate betrifft sowohl den Abbau als auch den

Aufbau des Knochens.

Meine Daten in der vorliegenden Arbeit lassen diesen Schluss zu. Die Ergebnisse wurden
nach ihrer Verdffentlichung (138) bereits von anderen Autoren bestétigt. Auch nachfolgende
Studien unserer Arbeitsgruppe, teillsim Zusammenhang mit anderen Fragestellungen,
untermauern dieses Resultat (6). Dabei wurden insgesamt 10 Knochenmarker untersucht,
wobei sich OPG nach Berechnungen mit der logistischen Regression a's ein entscheidender

Parameter in der Diagnostik der Knochenmetastasen herausstellte.

Die gute differential diagnosti sche Eigenschaft von OPG, zwischen Patienten mit und ohne
K nochenmetastasen zu unterscheiden, ist bemerkenswert. Es muss aber darauf aufmerksam

gemacht werden, dass veranderte OPG-K onzentrationen auch bei anderen Erkrankungen, z.B.
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bei Gefal3beteiligungen oder rheumatoider Arthritis, auftreten (139-141). Diesist nicht
verwunderlich, dabei diesen Erkrankungen in den jeweiligen Geweben Uberexpressionen
gefunden wurden, die sich dann durch Sekretion des OPG im Blut widerspiegeln. Daraus
konnte eine geringere diagnostische Spezifitét resultieren. Diese mogliche Limitierung der
diagnostischen Validitat des OPG as Metastasierungsmarker ist in der vorliegenden Studie
nicht zu beurteilen, da durch entsprechende Ausschlusskriterien Patienten mit solchen
Begleiterkrankungen nicht in die Studie aufgenommen wurden.

Die OPG-Konzentration in unserer Studie war nicht beeinflusst durch eine antiandrogene
Hormonbehandlung, wie die OPG-Konzentrationen in der pN1MO-Gruppe zeigten. Eine
positive Korrelation zwischen der OPG-K onzentration und dem Testosteron-Index im Serum
wurde zwar in der Gruppe der 19 - 85jdhrigen Méannern beobachtet, verlor sich jedoch, wenn
nur die Untergruppe der 55 — 85jahrigen Manner berticksichtigt wurde (142). Eine positive
Korrelation zwischen der OPG-Serumkonzentration und dem Ostrogenspiegel wurde
ebenfalls beschrieben (143;144). Wahrscheinlich steigert das 17R-Ostradiol die OPG-
Produktion durch Aktivierung des Ostrogenrezeptors ER-a (145). Eine endgliltige Klarung

der Situation, ob die OPG-K onzentration bel dteren Mannern von der Testosteron-
Konzentration abhéngig ist, kann zur Zeit nicht erfolgen und bleibt einer separaten Studie mit
einer groferen Fallzahl zur Beantwortung offen.

Wéhrend fir die anderen untersuchten Knochenmarker bei PCa-Patienten mit
Knochenmetastasen bereits Daten Uber deren Einsatz bei der Verlaufskontrolle nach
Behandlung mit verschiedenen Bisphosphonaten vorliegen, ist dies beim Osteoprotegerin
nicht der Fall. Verschiedene Versuche mit Tiermodellen, in denen eine enge Korrelation
zwischen bildgebenden Daten und der OPG-Konzentration unter der Behandlung mit
Bisphosphonaten nachgewiesen wurde (146), lassen aber vermuten, dass OPG ein
brauchbarer Marker zur Effektivitatskontrolle einer Bisphosphonat-Therapie sein konnte.
Brown et a. (131) beobachteten zwar bei Patienten unter Behandlung mit verschiedenen

Bisphosphonaten im Vergleich zu Patienten ohne Behandlung niedrigere Werte.

Die Ergebnisse mit zwel verschiedenen OPG-Testen waren jedoch uneinheitlich, sodass
zuverlassige Schlussfolgerungen aus Patientendaten dazu bisher nicht méglich sind.
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Hofbauer et al. (81) haben gezeigt, dass das Gle chgewicht zwischen
Knochenresorption und —formation direkt vom RANKL-OPG-Quotienten abhéngt. Sie haben
dies bei priméren und sekundéren Knochenveranderungen u.a. anhand von
Knochenmetastasen im Tiermodell nachgewiesen. Basierend auf dieser Erkenntnis und dem
Wissen um die Funktion von OPG und RANKL im Knochenstoffwechsel, kdnnte man
annehmen, dass der RANKL-OPG-Quotient die Diagnose von Knochenmetastasen erleichtern
waurde. Diestrifft aber wahrscheinlich nicht fir alle Formen von Knochenmetastasen zu. In
einer Studie von Jung et a. (6) fand sich keine signifikante Korrelation zwischen dem
Metastasenstatus bel Prostatakarzinompatienten und der Konzentration von RANKL bzw.
dem RANKL-OPG-Quotienten. Eine Mitbestimmung von RANKL erwies sich fur die
Erkennung der Knochenmetastasen bei diesen Patienten as wertlos. Zu dhnlichen
Ergebnissen gelangten auch Alvarez et al. (147) bei Patienten mit Morbus Paget.

54 Osteoprotegerin a's Prognosemarker beim Prostatakarzinom
Das Ausmal} einer Knochenmetastasierung, das durch die Knochenszintigraphie

verlaufskontrolliert wird, ist ein starker prognostischer Faktor fiir das Uberleben von PCa-
Patienten (148;149). Fur verschiedene Knochenmarker wurde dies bereits belegt (119).

Meine Untersuchungen waren primér nicht dafUr ausgelegt, eine Antwort auf die
Frage hinsichtlich einer prognostischen Aussagekraft des OPG zu geben, zumal fir
Uberlebenskurven die Anzahl der untersuchten Probanden zu klein war. Die fortfiihrenden
Untersuchungen in der Arbeitsgruppe haben jedoch gezeigt, dass die Serumkonzentration von
OPG ein entscheidender Prognostikator des Uberlebens von Prostatakarzinompatienten ist (6).
Patienten mit OPG-K onzentrationen oberhalb der 95%-Perzentile wiesen eine signifikant
geringere Uberl ebenszeit auf als Patienten mit Werten unterhalb dieses Grenzwertes. In der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse erwies sich OPG gemeinsam mit dem Bone-Sialo-
Protein als signifikant unabhangige Variable fur das Uberleben von
Prostatakarzinompatienten. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass OPG nicht nur ein

diagnostischer, sondern auch ein wertvoller prognostischer Indikator ist.

55 Schlussfolgerung
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Die Ergebnisse der hier vorliegenden Pilotstudie verdeutlichen die Rolle des Osteoprotegerins
bei der Entwicklung von Knochenmetastasen bei Prostatakarzinom-Patienten.
Osteoprotegerin eignet sich als diagnostischer M etastasenmarker und wurde inzwischen auch

als Prognosemarker hinsichtlich des Patiententiberlebens identifiziert.
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6. Zusammenfassung

Osteoprotegerin (OPG) ist neben RANK und RANKL Bestandteil eines neuen
Zytokinsystems, das essentiell die Differenzierung, Fusion, Aktivierung und A poptose von
Osteoklasten reguliert und damit mal3geblich den gesamten Knochenumbau kontrolliert.
OPG wird innerhalb des Knochenkompartments vor allem von Osteoblasten und stromalen
Zellen gebildet. Verschiedene osteotrope Faktoren (Zytokine, Vitamine, Peptid- und
Steroidhormone, Medikamente) dirigieren die Expression des Glykoproteins, die - wie bei
sezernierten, 16slichen Proteinen haufig der Fall - im Serum reflektiert wird.

Darauf basierend existieren bereits Studienergebnisse, welche die Rolle des OPG im
Knochenstoffwechsel beschreiben. Zum Zeitpunkt des Beginns meiner Untersuchungen gab
es noch keine Angaben Uber OPG as Marker im Serum zur Erkennung von
Knochenmetastasen beim Prostatakarzinom (PCa). Untersuchungen im Vergleich zu anderen

Knochenmarkern hinsichtlich des diagnostischen Potentials fehlten.

Als Ziel meiner Studie galt es daher, die diagnostische Validitdt des OPG als Knochenmarker
flr das metastasierte PCa insbesondere in Gegenuberstellung zu anderen, herkdmmlichen
Knochenmarkern zu evaluieren. Zum Vergleich wurden Marker wie die alkalische
Phosphatase (AP) und ihr knochenspezifisches Isoenzym, die Ostase, sowie die tartrat-
resistente saure Phosphatase (TRAP) und das aminoterminale Telopeptid des Kollagen Typ |
(NTx) herangezogen. Mit Ausnahme der AP, die a's Aktivitétsbestimmung vorgenommen
wurde, wurden die anderen Marker mit ELISA-Testen bestimmt. Die intra- und interserielle
Prézisionskontrollen der Tests wiesen sehr gute anal ytische Zuverlassigkeiten auf. Das
Patientenklientel umfasste 17 knochenmetastasi erte PCa-Patienten gegentber 78 nicht-
knochenmetastasierten PCa-Patienten (pN1MO + pNOMO). Die Kontrollgruppe bildeten 36
gesunde Manner bzw. 35 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH). Die
Konzentrationen der Marker in der Kontrollgruppe waren normalverteilt. Es bestand keine
Altersabhangigkeit.

Die Messungen in dieser Studie ergaben deutlich erhohte Serumwerte aller Parameter in der

Gruppe der PCa-Patienten mit Knochenmetastasen gegentiber den nicht-metastasierten
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Patienten. In einer ROC-Analyse zeigte das OPG zusammen mit der AP und der Ostase das
hochste Diskriminierungspotential beztiglich der Unterscheidung zwischen PCa-Patienten mit
und ohne Knochenmetastasen. Die TRAP und NTx schnitten hier mit einer signifikant
kleineren ROC-Flache unter der Kurve schlechter ab. Die Marker zeigten alle keinerlel
Korrelation untereinander bzw. zum Tumorstadium/ - grad oder den PSA-Werten. Mit
Ausnahme der TRAP in der nicht-metastasierten PCa-Gruppe fand sich auch keine

Assoziation zwischen den Markerwerten und einer Hormonbehandlung.

Diese und die bislang von anderen Autoren vorliegenden Ergebnisse demonstrieren eindeutig
das hohe Potential von OPG al's diagnostischer Knochenmarker fir das metastasierte PCa.
Andere Studien bestétigten inzwischen die hier vorgestellten und bereits publizierten Daten
und wiesen fur die OPG-Konzentration im Serum Uberdies die Eigenschaft as
prognostischen Marker nach. Derzeit laufende Studien evaluieren den Stellenwert der
Bestimmung der OPG-K onzentration zur Risikostratifizierung, zur Einschétzung von
Krankheitsaktivitat und —stadium sowie zur Beurteilung des Ansprechens auf eine

medikamentdse Therapie.
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