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Biomarker in der Osteologie: Aktueller Stand
Ch. Bieglmayer', M. Clodi?, St. Kudlacek3

Laboruntersuchungen helfen Ursachen von Osteopathien aufzudecken und Geschwindigkeit und Bilanz des Knochenumbaus zu beurteilen. Diese
Faktoren kénnen durch Resorptions- und Anbaumarker erfalst werden. Fiir einige Marker haben wir geschlechtsspezifische Referenzbereiche evaluiert.
Die Konzentrationsverdnderungen zirkulierender Biomarker zeigen Erfolg oder Mierfolg von osteoprotektiven Therapien erheblich rascher an als
densitometrische Messungen. Die zur Interpretation von Verlaufsbeobachtungen wichtigen kleinsten signifikanten Anderungen der Markerspiegel

liegen zwischen 15 % und 60 %.

Laboratory investigations are helpful to identify the reasons of bone diseases as well as to estimate rate and balance of bone turn-over. The latter is worked
out by biologic markers of bone resorption and formation. We established gender specific reference ranges for some of these markers. If osteoprotective
therapies are monitored by markers, the responders and non responders can be detected much earlier by markers than by bone densitometry. The least
significant change of marker levels is about 15 % to 60 % and has to be included in data interpretation. ] Miner Stoffwechs 2006; 13 (3): 82-87.

Abkiirzungen

BAP (knochenspezifische alkalische Phosphatase),
BSP (Knochen-Sialoprotein), Cat-K (Kathepsin K), CTx
(C-Telopeptid, B-Crosslaps), DPD (Desoxypyridinolin),
ICTP (Type | Kollagen C-Telopeptid), MMP (Matrix-
Metalloproteasen), NTx (N-Telopeptid), OC (Osteo-
calcin), OPG (Osteoprotegerin), OPN (Osteopontin),
PICP (C-terminales Propeptid des Typ | Prokollagens),
PINP (N-terminales Propeptid des Typ | Prokollagens),
PYD (Pyridinolin), RANKL (Rezeptor activator of
nuclear factor kB ligand), S (Serum oder Plasma), SD
(Standardabweichung), SEM (Standardfehler des Mittel-
werts), SPARC (Osteonectin), TRAP-5b (Isoenzym 5b
der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase), U (Harn).

ln den meisten Osteoporose-Leitlinien finden sich keine
oder nur wenige, meist kritische Anmerkungen zur Ver-
wendung von osteologischen Biomarkern [1-19]. Wegen
einer ungeniigenden Evidenz ihrer diagnostischen Wertig-
keit, einer unterschiedlichen Kalibrierung und allgemein
mangelnden Vergleichbarkeit der Tests seien sie fiir Routi-
neanwendungen noch nicht geeignet [6, 8, 11, 14]. Erst in
den rezenten Leitlinien wird ihre Anwendung durch Spe-
zialisten und bei speziellen Fragestellungen angeregt [2, 5,
7,9, 10, 13, 15, 17], zumal Markeruntersuchungen die
Compliance der Patienten fiir Therapien fordern [9, 18].
Nur wenige Leitlinien wurden speziell fiir die Anwendung
von Knochenmarker publiziert [4, 19]. Hervorgehoben
werden darin die Eignung von Biomarkern zur Kontrolle
antiresorptiver Therapien und die Méglichkeit, den Erfolg
oder MifBerfolg einer Therapie noch vor Veranderungen der
Knochendichte voraussagen zu kdnnen.

Das medizinische Labor erfiillt mehrere wichtige Aufga-
ben bei der Aufdeckung von Ursachen einer Osteopathie.
Sind mittels bildgebender Verfahren (Skelettrontgen, DXA,
QCT) klinisch relevante Veranderungen der Knochenstruk-
turen nachweisbar, dienen Laboruntersuchungen der wei-
teren Abkldarung. Das ,Basal-Labor” umfafSst Kalzium,
Phosphat, alkalische Phosphatase, Gamma-Glutamyltrans-
ferase, Kreatinin, Blutbild, Gesamt-Eiweil3, TSH, C-reaktives
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Protein (bzw. Senkung) und eine Immunelektrophorese
[10, 13-15, 17, 18]. Ergibt sich aus der Anamnese der Ver-
dacht auf einen Mangel, sollte auch der 25-Hydroxy-Vit-
amin D- (250HD-) Spiegel gepriift werden.

Weiterfiihrende Untersuchungen dienen der Absicherung
(z. B. Kalzium/Kreatinin-Quotient aus dem Spontanharn,
24-Stunden-Harnausscheidung von Kalzium), der Diffe-
rentialdiagnose von speziell endokrinen Ursachen (Parat-
hormon, Sexualsteroide, Gonadotropine, Prolaktin, Korti-
sol, Schilddriisenhormone, Wachstumsfaktoren) oder der
Feststellung einer Laktoseintoleranz [20]. Aus diesen Unter-
suchungen kénnen bei positiven Befunden bereits gezielte
therapeutische Mallnahmen abgeleitet werden.

Laboruntersuchungen von Biomarkern dienen einem an-
deren Zweck: Damit wird der Anspruch verbunden, Pha-
nomene des Knochenumbaus abschdtzen zu kénnen. Der
dynamische Prozefs des Knochenumbaus lduft wahrend
des Lebens mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten ab,
und es kommt zu Verschiebungen in der Nettobilanz von
Knochen-Resorption und -Anbau [21, 22]. Bei einer aus-
gewogenen Umbaurate im Erwachsenenalter halten sich
Anbau- und Resorptions-Effekte die Waage. Ein Uberwiegen
resorptiver Prozesse, z.B. in der Menopause, wird zusam-
men mit einer erhohten Umbaugeschwindigkeit verstand-
licherweise klinisch rasch relevant werden und bald zu
Problemen fiihren [21, 22]. Die Abschitzung von Netto-
Bilanz und Umbau-Geschwindigkeit ist daher von erhebli-
chem prognostischem Interesse. Ein weiteres Aufgabenge-
biet von osteologischen Biomarkern besteht im Nachweis
der durch therapeutische Maltnahmen gezielt verursachten
Anderungen des Knochenumbaus.

Verwirrend fiir den Anwender ist derzeit noch die Vielzahl
der in der Literatur beschrieben Marker (Kurzbezeichnun-
gen): PYD-U, PYD-S, DPD, CTx, CTx-MMP, NTx-U, NTx-S,
a-CTx, B-CTx, PINP, PICP, ICTP, BAP, BSP, SPARC, Cat-K,
MMP, OPG, RANKL, OPN, OC, unter-decarboyxliertes OC,
TRAP-5b. Obwohl die meisten Tests auch kommerziell er-
haltlich sind, ist voraussehbar, dal® davon letztlich nur we-
nige den Sprung zur Routinetauglichkeit schaffen werden.
Die Evidenz ihrer addquaten Sensitivitit und Spezifitat
wird in klinisch-empirischen Studien seit Jahren getestet —
es lassen sich heute bereits einige ,Leitmarker” ableiten.
Daher hat sich die ,Initiative pro Medizinisches Labor”
(IPML) u. a. die Aufgabe gestellt, eine Leitlinie fiir osteologi-
sche Biomarker zu erarbeiten. Die von diesem Arbeitskreis*)
ausgewadhlten Marker sollen hier kurz beschrieben werden.

*) A. Griesmacher (Koordination), C. Bieglmayer, H. Dimai, W. Gasser, K.
Klaushofer, S. Kudlacek, W. Woloszcuk, B. Obermayer-Pietsch, H. Schmid-
Gyak, E. Zwettler
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Anbaumarker

Biomarker, die in Zusammenhang mit dem Knochenanbau
stehen, sind Syntheseprodukte der Osteoblasten wie u.a. die
knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP) [23, 24]
oder das N-terminale Propeptid des Typ-I Kollagen (PINP)
[25]. Letzteres Peptid wird erst wahrend der postranslatori-
schen Kollagen-Reifung abgespalten und ist nicht kno-
chenspezifisch, weil Typ I-Kollagen auch in den Sehnen,
Knorpeln und der Haut vorkommt [21]. Osteocalcin (OC),
ein weiteres Osteoblastenprodukt, gilt primar als zirkulie-
render Anbaumarker, wird aber auch in das Osteoid einge-
baut [21, 22]. In vitro ist das N-Mid-Fragment des OC
weitaus stabiler als intaktes OC [41].

Resorptionsmarker

Der Abbau von organischer/anorganischer Knochenmatrix
durch die Osteoklasten fiihrt zur Fragmentierung des Typ |-
Kollagens, dessen Telopeptide je nach Abspaltung vom N-
oder C-Terminus als NTx und CTx bezeichnet werden [22].
Im B-CTx-Test werden Octapeptidfragmente von querver-
netzten Kollagenketten nachgewiesen, die B-Asparagin-
sdure enthalten. B-Asp entsteht durch eine langsame Iso-
merisierung aus der nativen a-Form. So entstehen typische
regionale Konformationsanderungen des im Knochen ge-
speicherten und gealterten Kollagens [26, 27]. Plasma/Se-
rum B-CTx (B-Crosslaps) weist daher eine hohe Selektivitat
fir den Knochen auf. Die Kollagenfragmente spiegeln die
resorptive Aktivitdt von Osteoklasten auf indirektem Weg
wider. Dagegen gilt das Isoenzym 5b der Tartrat-resisten-
ten sauren Phosphatse (TRAP-5b) als direktes Synthesepro-
dukt der reifen Osteoklasten [28].

Praanalytik und Indikationen

Serum kann zur Analyse verwendet werden, wenn die
Proben rasch in das Labor gelangen und dort umgehend
analysiert bzw. addquat bei —20° bis —80°C zwischengela-
gert werden. Bei langerem Transport oder fehlender Kiih-
lung sind aus Stabilititsgriinden Plasma-Proben zu bevor-
zugen. Die osteologischen Biomarker (und ebenso PTH)
weisen bei Raumtemperatur wenig Stabilitdt auf. Beson-

ders instabil sind OC und TRAP-5b, dessen Enzymaktivitat
auch bei —80°C nur knapp ' Jahr erhalten bleibt.

Messungen der Kollagenfragmente aus Plasma/Serum wer-
den heute den Harnanalysen vorgezogen, weil sie gerin-
gere individuelle Schwankungsbreiten aufweisen [29, 30].
Neben Problemen bei der Harnsammlung, ist durch die
Normierung auf Kreatinin eine zusatzliche Analyse erforder-
lich. Die Blutproben sollen standardisiert am Morgen vom
niichternen Patienten gewonnen werden, die tageszeitliche
Rhythmik wird durch Nahrungsaufnahme vergroRert [31, 321.

Auch die Abbau- und Ausscheidungswege miissen beach-
tet werden, weil Erkrankungen von Leber bzw. Niere die
Spiegel zum Teil massiv beeinflussen kdnnen. Bei renaler
Osteopathie sollte z.B. dem Resorptionsmarker TRAP-5b
gegentlber 3-CTx der Vorzug geben werden [28]. Als Aus-
druck eines vermehrten Umbaus sind alle osteologischen
Marker bei Kindern erhoht [23]. Hohe Markerkonzentra-
tionen sind auch bis zu einem Jahr nach Knochenbriichen
nachweisbar [21].

Wichtige Indikationen und EinfluBgrofen sind in Tabelle 1
zusammengefalbt. Der pradiktive Wert osteologischer Bio-
marker zur Bestimmung des Frakturrisikos wurde mehr-
fach untersucht [33-37]. Im statistischen Durchschnitt kor-
respondiert das Frakturrisiko zwar mit der Hohe der
zirkulierenden Knochenmarkerspiegel; im Einzelfall eignet
sich jedoch keiner der Marker fiir eine individuelle Risiko-
angabe. Als Hauptindikation stehen daher begleitende
Kontrolluntersuchungen im Vordergrund, die bei antire-
sorptiven Therapien primdr mit Resorptionsmarkern, bei
anabolen Therapien mit Anbaumarkern durchgefihrt wer-
den. Mit einer Kombination von Anbau- und Resorptions-
markern konnen Verdnderungen von Umbaugeschwindig-
keit und Netto-Bilanz beurteilt werden.

Studien

Osteologische Marker kénnen u. a. zur Klarung physiolo-
gischer und pathophysiologischer Mechanismen heran-
gezogen werden. In drei rezenten Studien wurde das Zusam-
menwirken von Sonnenexposition, Vitamin D-Metaboliten
und PTH auf Biomarker, Knochenbriiche bzw. BMD unter-
sucht. Die saisonalen Schwankungen von 250HD, PTH

Tabelle 1: Knochenumbau-Marker: Indikationen zur Bestimmung und Einflufgrolen

Indikation/Verdacht

Einfliisse

Resorptionsmarker
B-Crosslaps (CTX)
(Matrixkomponente)

t Knochenumbau?

(Menopause, Hypogonadismus, Hyper-/Hypothyreose)

Stabilitat gering
Ausscheidung durch Niere

Therapiekontrolle (antiresorptiv, Knochenmetastasen)

Tartrat-resistente saure Phosphatase
Isoenzym 5b (TRAP-5b)
(Osteoklastenprodukt)

t Resorption?

Knochenmetastasen)

(DD 1° Osteoporose — renale Osteopathie)
Therapiekontrolle (antiresorptiv,

Instabil,

Lagerung: < 6 Monate
bei —80°C

Abbau durch Leber

Anbaumarker
Osteocalcin (OC)

(,intakt und N-mid Tests”;
(Osteoblastenprodukt)

Therapiekontrolle (anabol)
korreliert mit Wachstum

Kochenspezifische alkalische t Knochenumbau?
Phosphatase (BAP)

(Osteoblastenprodukt) Osteomalazie, Rachitis,

t Osteoblastenaktivitit / Umbau?

Therapiekontrolle, DD 1 gesamt-AP, Mb. Paget,

Instabil,
1 Lutealphase, | Kortikoide
Ausscheidung durch Niere

11 bei Leberdysfunktion
~ 10% Kreuzreaktion mit
Leber-AP

1° Hyperparathyreodismus, Skelettmetastasen

N-terminales Propeptid t Knochenumbau?
des Typ | Prokollagens (PINP)

(,Abfallprodukt” der Kollagen-Synthese) Mb. Paget

Therapiekontrolle (antiresorptiv/ anabol), HRT,

Stabilitat gering
nicht knochenspezifisch
Abbau durch Leber und Niere
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und Resorptionsmarkern wurden in einer deutschen und
einer australischen Studie untersucht [38, 39]. In Europa
wurden die hochsten 250HD-Spiegel im August beobach-
tet, die niedrigsten im Februar. Die saisonalen Schwan-
kungen von PTH bzw. und dem Resorptionsmarker ver-
hielten sich dazu invers [38]. Mit einer Verschiebung von
rund 2 Jahr wurden entsprechende Beobachtungen am
Antipoden in Australien gemacht, wo wadhrend unseres
Winters die sommerliche UV-Strahlung am intensivsten
ist. Wahrend der Regenzeit ging eine periodische Haufung
von Frakturen mit den verringerten 250HD- und erhéhten
PTH- und CTX-Konzentrationen einher [39]. In einer wei-
terfiihrenden Studie wurde durch Supplementierung von
Vitamin D und Kalzium der relative Mangel behoben und
damit die saisonalen Schwankungen von Vitamin D-Meta-
boliten, PTH und Resorptionsmarkern egalisiert. Im Ver-
gleich zur Placebogruppe kam es zu einem signifikanten
Anstieg der BMD [40]. Diese Beobachtungen unterstrei-
chen die Wichtigkeit einer addquaten Versorgung mit Vit-
amin D und Kalzium.

Ein breites Anwendungsgebiet finden osteologische Bio-
marker bei Interventionsstudien. Mit begleitenden Marker-
Untersuchungen kann die Wirksamkeit einer HRT in der
Menopause oder von antiresorptiven Bisphosphonaten
rascher nachgewiesen werden als mit BMD-Messungen
[41-47]. Wahrend Dichtemessungen erst nach 1-2 Jahren
Verdnderungen der Knochen anzeigen, ist dies mit Bio-
markern oft bereits nach 3-6 Monaten méglich [21, 22,
42].

Neuerdings wird auch die Brauchbarkeit von osteologi-
schen Biomarkern bei der Nachkontrolle von Patienten mit
Knochenmetastasen untersucht [13, 48-51]. Die Studien
zeigten, daf8 der durch Knochenmetastasen gestorte Umbau
besonders durch Resorptionsmarker angezeigt wird. Diese
sind bei Knochenmetastasen meist erhtht und nehmen
unter Bisphosphonaten bzw. antineoplastischen Therapien
rasch ab [48, 50, 51]. Allerdings ist derzeit noch eine Reihe
von Fragen offen [52]: Bringen Untersuchungen von Kno-
chenmarkern dem einzelnen Tumorpatienten Vorteile?
Welche Therapie ist vorteilhafter: antiresorptiv oder anti-
neoplastisch, sequentiell oder kombiniert? Welche thera-
peutischen Ziele sollen Gberwacht werden? Beeinflussen
zytostatische Therapien den Knochenstoffwechsel? Wie
verhalten sich Knochenmarker unter Strahlentherapie?
Rangordnung von Knochen- und Tumormarkern bei Ver-
laufsuntersuchungen?

Eigene Beobachtungen

Zur Untersuchung von tageszeitlichen Verdnderungen der
Biomarker OC, B-CTx und PINP dienten Proben von Hun-
gerversuchen, die bei 10 Patienten wegen letztlich unbe-
stitigter Verdachtsmomente auf ein Insulinom unter statio-
ndr kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt wurden. Blut
wurde alle 3 Stunden iber mindestens 3 Tage unter strikter
Nahrungskarenz gesammelt. Die Marker wurden mit Elek-
trochemiluminiszenz-Immunoassays (Roche Diagnostika,
Mannheim, Deutschland) auf einem Elecsys 2010-Analy-
sensystem gemessen. In Abbildung 1 sind die mittleren
prozentualen Anderungen dargestellt. Wie frither beob-
achtet, zeigte B-CTx in der ersten Nacht der Nahrungska-
renz einen Anstieg [53], fiel aber in den folgenden Tagen
dhnlich wie OC signifikant ab (2 p <« 0,05). OC wies die
geringste Rhythmik auf. PINP zeigte dagegen eine ausge-
pragte Periodizitét, die Giber alle Tage der Nahrungskarenz

J. MINER. STOFFWECHS. 3/2006

erhalten blieb. Die hochsten Konzentrationen traten jeweils
in der Nacht bis zum friihen Morgen auf und fielen mit der
Bettruhe zusammen. Die beiden Anbaumarker PINP und
OC zeigten einen unterschiedlichen Verlauf. Die Abspal-
tung der Propeptidregionen wahrend der Kollagenreifung
scheint von der durch OC reprasentierten Osteoblasten-
Aktivitdt unabhéngig zu sein.

Zur Neuevaluierung der Referenzbereiche fiir OC, B-CTX
und PINP griffen wir auf eine exakt dokumentierte Serum-
bank zuriick [54]. Neben personenbezogenen Daten der
als gesund rekrutierten Probanden lagen u. a. die T-Scores,
Ergebnisse von Parametern der klinischen Routine-Chemie
(Kalzium, Phosphat, alkalische Phosphatase, CRP, Albumin)
und Resultate von Hormonmessungen vor (PTH, 250HD,
1,25(0OH)2D, FSH, E2 bzw. T). Nach Ausschlufs von Osteo-
penie und Osteoporose wurden durch Anlegen strenger
Selektionskriterien aus Mellergebnissen von 955 Proban-
den fir die Referenzwertangaben 391 Frauen und 284
Ménner ausgewdhlt. Bedingung war, dafl samtliche Labor-
ergebnisse in der Norm lagen. Bei den Hormonmessungen
wurde die Abhéngigkeit von Geschlecht und Alter beriick-
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Abbildung 1:Verldufe von B-CTX, OC und PINP bei Nahrungskarenz von
10 Patienten tiber 3 Tage (,Hungerversuch”). Die Prozentangaben wur-
den durch Normierung auf die mittleren Markerkonzentrationen der je-
weiligen Verldufe erhalten (Mittelwerte + SEM).



sichtigt. Bei Frauen zeigten B-CTX, OC und PINP in der
Menopause (Alter: 40-61 Jahre) einen signifikanten Anstieg
(Abbildung 2). In der Perimenopause (Alter: 40-57 Jahre)
bzw. unter HRT waren die Werte mit den prdmenopausalen
Konzentrationen vergleichbar. Bei Mannern sanken die
Markerspiegel mit zunehmendem Alter ab, wie dies fiir
B-CTX bereits frither beobachtet wurde [55-57].

Relevant fiir die Beurteilung von Anderungen der Marker-
spiegel unter Therapie ist die Signifikanz des Unterschieds
zwischen konsekutiven Befunden, also die kleinste signifi-
kante Anderung (LSC, least significant change). Die LSC ist
die prozentuale Anderung gegeniiber dem Vorwert, die min-
destens nétig ist, um eine Signifikanz zu erreichen. Bestim-
mend fiir die LSC sind die individuelle physiologische
Schwankungsbreite von Markerkonzentrationen an zwei ver-
schiedenen Tagen und die Messungenauigkeit der Analysen-
methode. Die Berechnung erfolgt durch eine pythagordische
Verkniipfung des individuellen (VKi) und analytischen (VKa)
Variationskoeffizienten: LSC = Wurzel (VKir2+VKan2)
* 2,77 fir 2p < 0,05 bzw. * 2,33 fir p < 0,05 [18, 19, 28].
Die Variationskoeffizienten wurden der Literatur entnom-
men [19, 28] und durch eigene Beobachtungen ergianzt
(mittlerer VKi von Markerkonzentrationen um 9 Uhr an 2
konsekutiven Tagen von 10 Probanden bzw. von Tag zu
Tag VKa von Kontrollproben). In Tabelle 2 sind die daraus
berechneten LSC-Bereiche angegeben. Zur Voraussage eines
antiresorptiven Therapie-Erfolgs sind z.B. bei B-CTX gro-
Bere Anderungen erforderlich als bei TRAP-5b.

Zusammenfassung

Zur Beurteilung von Verschiebungen der Bilanz zwischen
Resorption und Anbau bzw. einer Abschdtzung der Um-
baugeschwindigkeit sind standardisierte Abnahmen und
Referenzbereiche von gut definierten gesunden Kontroll-
personen erforderlich. Die Wirksamkeit von therapeuti-
schen Interventionen kann mit osteologischen Markern
nachgewiesen werden, wobei sich zur Verlaufskontrolle anti-

Tabelle 2: Kleinste signifikante Anderungen (LSC) von konsekutiven Marker-
spiegeln

Marker LSC
B-CTX 50-60 %
OocC 30-40 %
PINP 40-50 %
BAP 15-20 %
TRAP-5b 20 %

resorptiver Therapien B-CTx und bei nierenkranken Patienten
TRAP-5b eignen. Untersuchungsintervalle von rund 3 Mo-
naten sind tiblich und férdern die Compliance der Patienten
fiir Therapien. Gegeniiber Messungen der Knochendichte
zeigen die Marker Anderungen unter Beachtung der LSC
viel rascher an, oft bereits 3 bis 6 Monate nach Therapie-
beginn. Weitere Aufgaben von osteologischen Biomarkern
kénnen in der Kontrolle antiresorptiver und antineoplasti-
scher Therapien bei Knochenmetastasen liegen.
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