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3.2.2 Geräte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

3.2.3 Sonstige verwendete Materialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

3.3 Methodik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

3.3.1 Allgemeines . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

3.3.2 Lyophilisieren der Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

3.3.3 Hydrolyse der Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
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1 Abkürzungsverzeichnis

◦C Grad Celsius
µl Mikroliter
A. dest. Aqua destillata
BAP Bone alkaline phosphatase,

knochenspezifische alkalische Phosphatase
C Kohlenstoff
Ca Kalzium
CF Fibröse Zellulose
CT Computertomographie
CTX C-Telopeptid einer α-Kette
CUP Cancer of unknown primary
dl Deziliter
ED Einzeldosis
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
Fe Eisen
GD Gesamtdosis
GFR glomeruläre Filtrationsrate
Gy Gray
HCl Salzsäure
HFBA Heptafluorbuttersäure
HP Hydroxylysylpyridinolin
HPLC High Performance Liquid Chromatography
ICTP C-Telopeptid des Kollagens Typ I
IL Interleukin
l Liter
LP Lysylpyridinolin
M molar
max. maximal
M-CSF Macrophage-Colony-Stimulating-Factor
MeV Megaelektronenvolt
mg Milligramm
min. Minute
ml Milliliter
mM millimolar
mmol Millimol
MRT Magnetresonanztomographie
mV Millivolt
N Stickstoff
NaCl Natriumchlorid (Kochsalz)
NaOH Natriumhydroxid
nm Nanometer
nmol Nanomol
n.s. nicht signifikant
NTX N-Telopeptid
OQ oberes Quartil
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PICP procollagen I carboxy-terminal propeptide,
Prokollagen I Extensionspeptid, C-terminales Ende

PINP procollagen I N-terminal propeptide,
Prokollagen I Extensionspeptid, N-terminales Ende

pmol Pikomol
PTHrP parathyroid hormone-related peptide
s Standardabweichung
SEM Standardfehler
sog. sogenannt
TGF-β Tumor-Growth-Factor-Beta
TNF-α Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha
UQ unteres Quartil
vs. versus
x̄ Mittelwert (arithmetisches Mittel)
z. B. zum Beispiel
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2 Einleitung

2.1 Knochenmetastasen

2.1.1 Inzidenz, Ätiologie, Diagnostik

Das Skelett ist neben Leber und Lunge am häufigsten von Metastasenbildung betroffen.

Knochenmetastasen stellen also eine wichtige Komplikation vieler Tumorerkrankungen

dar [21, 53, 63, 90]. Der Anteil der Skelettmetastasen an der Gesamtheit aller Karzinome

schwankt zwischen 13,1 % und 33,4 % [21]. Mit ca. 60 % sind Knochenmetastasen die

häufigste Indikation zur palliativen Strahlenbehandlung [90]. Der Anteil von Skelettme-

tastasen am Gesamtgut aller bestrahlten Patienten liegt dabei zwischen 10 % und 20 %

[5, 11, 54].

Knochenmetastasen entstehen durch hämatogene Tumorzelldissemination in das Kno-

chenmark und sind genau genommen Metastasen des Knochenmarks [30, 53]. Die Häufig-

keit von Skelettmetastasen variiert in Abhängigkeit vom Primärtumor. Am häufigsten

finden sich Skelettmetastasen beim Mammakarzinom (50 % – 85 %), Prostatakarzinom

(50 % – 75 %), Bronchial- und Nierenzellkarzinom (30 % – 50 %) [11, 30].

Nach heutigem Kenntnisstand wirken bestimmte vom Knochen freigesetzte Hormone und

Wachstumsfaktoren (z. B. Interleukin-6 (IL-6), tumor-growth-factor-β (TGF-β)) chemo-

taktisch auf zirkulierende Tumorzellen [21, 42, 63]. So werden durch osteoklastären Abbau

der Knochenmatrix Matrixbestandteile, vor allem Abbauprodukte des Kollagens Typ I

oder des Bone-Sialoproteins, freigesetzt, die zirkulierende Tumorzellen anlocken und ihr

Wachstum im Knochenmark anregen [63]. Tumorzellen selbst sind wiederum in der Lage

Hormone, z. B. das parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) und Zytokine (IL-

1, IL-8, IL-11, tumor-necrosis-factor-α (TNF-α), macrophage-colony-stimulating-factor

(M-CSF)) zu produzieren oder ihre Bildung durch Makrophagen anzuregen und dadurch

die Tätigkeit der Osteoklasten zu stimulieren [11, 20, 21, 29, 30, 42, 50, 51, 63, 86].

Auf diese Weise können die im Knochenmark wachsenden Tumorzellen die Skelett- und

Kalziumhomöostase stören und sekundäre Knochenveränderungen hervorrufen, die als

Tumorosteopathien bezeichnet werden.

Der Metastasierungprozess im Skelett durchläuft mehrere Phasen, von denen nur die

letzte klinisch in Erscheinung tritt. Es wird zwischen der frühen Invasion (Dissemination,
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Tumorzelladhäsion), der Extravasation mit Bildung von Mikrometastasen (subklinisch)

und den Makrometastasen mit Osteopathie (klinisch) unterschieden [30]. Tumorzellen

werden früh im Verlauf einer Tumorkrankheit in das Knochenmark eingeschwemmt. Der

Zeitraum zwischen der hämatogenen Tumorzelleinschwemmung in das Knochenmark und

dem Auftreten klinischer Symptome ist variabel und kann zwischen Wochen und Jahren

liegen [11, 30].

Knochenmetastasen imponieren als solitäre Herde sowie als multiple oder diffuse Me-

tastasen. Es wird zwischen osteolytischen, osteoblastischen und gemischtformigen Kno-

chenmetastasen unterschieden [21, 30].

Die Folge der tumorinduzierten Umbau- und Zerstörungsprozesse des Skeletts sind zu-

meist Knochenschmerzen (50 % – 90 %) und pathologische Frakturen (10 % – 40 %). Bei

einem massiven pathologischen Knochenabbau kann zudem eine Hyperkalziämie entste-

hen (10 % – 20 %). Weitere mögliche Komplikationen sind spinale Kompressionssyndrome

und Knochenmarkskarzinose (< 10 %) [11, 16, 21, 71, 91].

Die Diagnostik der Knochenmetastasen ist eng an die Phasen des Metastasierungspro-

zesses gebunden [30]. Die bildgebenden Verfahren erfassen die Tumorosteopathie, wenn

ausreichende Veränderungen der Knochenstruktur oder des Mineralsalzgehaltes entstan-

den sind; sie erfassen jedoch nicht das im Markraum wachsende Tumorgewebe der Mi-

krometastasen. Eine individuelle Kombination aus klinischer Symptomatik, bildgebenden

Verfahren (Röntgenaufnahmen, Skelettszintigraphie, Computer- und Magnetresonanzto-

mographie) und ergänzenden Laboruntersuchungen (Calcium, alkalische Phosphatase und

evtl. spezifische biochemische Marker des Knochenabbaus, wie z. B. HP und LP) führt in

den meisten Fällen zur Diagnose [29, 30, 48].

2.1.2 Therapie der Knochenmetastasen

Die Therapie der Knochenmetastasen ist eine multimodale Therapie und richtet sich in

erster Linie nach der klinischen Symptomatik. Dabei stehen die Behandlung der Schmerz-

symptomatik und die Wiederherstellung der Skelettfunktion im Vordergrund [11, 86].

Zum Einsatz kommen neben chirurgischen Maßnahmen (z. B. bei pathologischen Fraktu-

ren, drohender Spinalkompression durch Befall von Wirbelkörpern) vor allem strahlen-

therapeutische und supportive (medikamentöse) Maßnahmen [21, 48].
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2.1.2.1 Strahlentherapie von Skelettmetastasen

Die Strahlentherapie von Knochenmetastasen ist indiziert:

1. zur Analgesie,

2. bei osteolytischen Metastasen zur Stabilisierung frakturgefährdeter oder bereits

frakturierter Knochenareale (Rekalzifizierung) und

3. zur Abtötung von Tumorzellen mit dem Ziel der Verkleinerung der Tumormasse

(z. B. Verhinderung oder Rückbildung einer Kompression des Myelons) [21].

Im Allgemeinen werden zwei Fraktionierungsmuster verwendet: zum einem die konven-

tionelle Fraktionierung mit fünf mal 2 Gy bis 3 Gy Einzeldosis pro Woche bis zu einer

Gesamtdosis von 30 Gy bis 40 Gy in zwei bis vier Wochen, zum anderen eine stark ak-

zelerierte Fraktionierung mit fünf mal 4 Gy bis einmal 8 Gy in maximal einer Woche

[11, 21, 48, 53, 54, 90]. Die Wahl der Dosierung und Fraktionierung richtet sich nach der

Prognose und dem therapeutischen Ziel.

Der schmerzlindernde Effekt der Strahlentherapie ist in weiten Grenzen dosisunabhängig

[11, 21, 48, 53, 54, 90]. In etwa 70 % bis 90 % der Fälle kann eine Schmerzlinderung, in

30 % bis 60 % eine Schmerzfreiheit erzielt werden. Der analgetische Effekt tritt dabei in

der Regel nach einer bis drei Wochen ein und ist unabhängig von der Tumorhistologie

[11, 21, 48, 53, 54, 86, 90]. Bei palliativen Patienten mit eingeschränkter Prognose, bei

denen die Schmerzbehandlung im Vordergrund steht, ist eine Kurzzeitbestrahlung mit

hohen Einzeldosen (etwa mit einmal 8 Gy) gerechtfertigt.

Anders verhält es sich mit der Rekalzifizierung, der Stabilisierung des Knochens nach Ra-

diotherapie. Im Gegensatz zur Analgesie ist die Remineralisation dosisabhängig. Mehrere

retrospektive Studien konnten zeigen, dass hinsichtlich der Remineralisation ein konven-

tionell fraktioniertes Therapieschema dem Kurzzeitschema überlegen war [11, 21, 53, 54].

Neben der Fraktionierung spielen die Tumorhistologie (höchste Rekalzifizierungsrate beim

Mamma- und Prostatakarzinom, bis zu 70 %), das Ausmaß der Metastasierung (solitär

vs. multipel) und der Ort der Metastasierung (Wirbelsäule und Becken remineralisie-

ren besser als Extremitäten, 60 % vs. 40 %) eine wichtige Rolle bei der Ausprägung

der Remineralisation [11, 21, 53, 54, 72, 90]. Ein klinisch relevanter Stabilisierungsef-

fekt tritt dabei im Durchschnitt erst zwei bis drei Monate nach der Strahlentherapie ein

[11, 21, 53, 54, 90].
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Die Folgen der radiogenen Exposition an Knochen hängen von Energie, Dosis, Appli-

kationsform und Art der Strahlung ab [31, 80, 94]. Die Bestrahlung von metastatisch

befallenem Knochen führt zunächst zu einer Degeneration und Nekrose von Tumorzel-

len. Diese werden anschließend durch proliferierendes Bindegewebe ersetzt, welches im

weiteren Verlauf mineralisiert und langsam zu vollwertigem Knochen stabilisiert wird

[11, 21, 54, 94]. Dieser Vorgang kann, wie oben beschrieben, mehrere Monate dauern.

Vorraussetzung hierfür sind funktionsfähige Osteoblasten. Aus radiobiologischer Sicht

gelten im adulten Knochen die Osteoblasten und die Osteoklasten als Zielzellpopulation;

die Osteoklasten sind dabei weniger strahlensensibel als die Osteoblasten [21, 31, 94].

Eine Schädigung der Osteoblasten, die sich in einer gestörten Mineralisation und einer

unkontrollierten Resorption des Knochens durch Osteoklasten äußert, kann bereits ab

einer Gesamtdosis von 30 Gy eintreten. Ab einer Gesamtdosis von 50 Gy kann es beim

gesunden Knochen zu einer irreversiblen Schädigung und einem Untergang der Osteobla-

sten kommen [31, 54, 94]. Es gibt jedoch Untersuchungen, die zeigen, dass die Toleranz

des metastatisch befallenen Knochens deutlich niedriger als die des gesunden Knochens

angesetzt werden muss. Sie reduziert sich bei manifester Knochenmetastasierung von 50

Gy auf 42 Gy [54].

Am reifen Knochen können sich mehrere pathologische Ereignisse manifestieren. Diese

reichen von einer leichten Osteopenie bis zu einer Osteoradionekrose und pathologischen

Frakturen. Diese Veränderungen treten meist erst Monate oder Jahre nach Abschluss der

Strahlentherapie auf und sind durch einen gestörten Mineralgehalt und eine veränderte

Mikrostruktur des Knochenaufbaus gekennzeichnet [18, 31, 62, 80, 94].

In den letzten Jahren wurden in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen durchgeführt, die an-

hand von Messungen von biochemischen Markern des Kollagenabbaus (HP und LP sowie

Hydroxyprolin) zeigen konnten, dass es unter Bestrahlung zu einer direkten Zerstörung

der extrazellulären Matrix und des Kollagens im Knochen kommt, was zu einer erhöhten

Fragilität des Knochens direkt nach der Bestrahlung führen kann [41, 65, 82]. Dies und die

verzögerte Remineralisation nach Bestrahlung könnten eine Erklärung dafür sein, warum

es gelegentlich unmittelbar nach der Bestrahlung gehäuft zu Frakturen des Knochens

kommt [9, 56, 65, 86].
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2.1.2.2 Bisphosphonattherapie

Zur Schmerzreduktion und Rekalzifizierung bei der Behandlung von Knochenmetasta-

sen kommen neben der Strahlentherapie auch systemische Therapieformen zum Einsatz.

Neben einer Hormon- bzw. Chemotherapie spielt in den letzten Jahren vor allem die

Bisphosphonattherapie eine immer wichtigere Rolle [9, 21, 31, 71, 74, 75, 77, 91].

Das therapeutische Potential der Bisphosphonate umfasst die Antiosteolyse, die Osteo-

protektion und die Prävention. Antiosteolyse bedeutet in diesem Zusammenhang die

Hemmung einer fortschreitenden Skelettzerstörung durch Tumormetastasen. Osteopro-

tektion meint den Schutz des Skelettes vor einer tumorinduzierten Destruktion. Die

Prävention ist die Fähigkeit die Entwicklung von Knochenmetastasen zu verhindern oder

zu verzögern. Diese Effekte konnten in mehreren klinischen Studien mit verschiedenen

Bisphosphonaten eindrücklich nachgewiesen werden und rechtfertigen ihren möglichst

frühen Einsatz im Verlauf einer Tumorerkrankung. Besonders potent scheint dabei das

Bisphosphonat Zoledronsäure zu sein [9, 27, 36, 71, 74, 75, 77, 91].

Bisphosphonate sind eine Klasse von Arzneimitteln mit ausgeprägter osteotroper Wir-

kung. Sie sind stabile Analoga der natürlich vorkommenden Pyrophosphate, die in biologi-

schen Flüssigkeiten die Bildung und Auflösung von Kalziumphosphatkristallen hemmen,

jedoch nur eine sehr kurze Halbwertszeit haben [21, 30, 71, 73, 91].

Im Gegensatz zu den Pyrophosphaten (P-O-P-Bindung) weisen die Bisphosphonate eine

P-C-P-Bindung als zentrale chemische Struktur auf. Diese Bindung ist resistent gegenüber

enzymatischer Spaltung und sehr stabil gegenüber Hitze sowie den meisten chemischen

Reagenzien. Die Bisphosphonate werden im Körper nicht weiter metabolisiert und wer-

den fast unverändert ausgeschieden [9, 16, 30, 36, 66, 71, 91]. Angenommen wird, dass die

P-C-P-Gruppe für die hohe Affinität der Bisphosphonate zum Mineral des Knochens ver-

antwortlich ist und ihre spezifische Wirkung auf den Knochen erklärt [30]. Die hemmende

Wirkung auf die Knochenresorption und auch die Toxizität ist durch die Seitenketten am

Kohlenstoffatom bedingt. Die klinisch angewendeten Bisphosphonate unterscheiden sich

vornehmlich durch Änderung der beiden Seitenketten am Kohlenstoffatom [30].

Die Hauptwirkung der Bisphosphonate ist die Hemmung der Knochenresorption. Der

genaue Mechanismus ist dabei noch nicht vollständig geklärt; zudem unterscheiden sich

die Wirkmechanismen der einzelnen Präparate. Durch die Bindung an die Oberfläche der

mineralisierten Knochenmatrix, vor allem in Zonen des Knochenumbaus, reduzieren die
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Bisphosphonate zum einen die Löslichkeit des Hydroxylapatits, zum anderen hemmen sie

die Anlagerung von Osteoklasten und – wie in einigen (in-vitro-) Versuchen gezeigt werden

konnte – auch die Anlagerung von Tumorzellen [16, 20, 31, 71, 73, 91]. Entscheidend für

die Hemmung der Knochenresorption scheinen jedoch Angriffspunkte auf zellulärer und

molekularer Ebene zu sein. Zielzellen der Bisphosphonatwirkung sind die Osteoklasten,

aber auch osteoblastäre Zellen und Makrophagen. Die Wirkung auf die Osteoklasten

besteht in einer Verminderung der Aktivität und der Anzahl der Zellen. Werden im

Rahmen des Knochenumbaus die Bisphosphonate von den Osteoklasten aufgenommen,

so kommt es zu einer Verminderung der zellulären Leistung, wie etwa der Proteinsynthese

oder Verminderung der Säureproduktion und Hemmung der Enzymaktivität. Daneben

greifen Bisphosphonate in die Differenzierung der Osteoklasten aus ihren Vorläuferzellen

(Recruitment) ein und beschleunigen die Apoptose, den programmierten Zelltod [16,

31]. Die Hemmung des Recruitments aus Vorläuferzellen, den Makrophagen, erfolgt auch

indirekt über eine Hemmung der Osteoblasten-vermittelten Osteoklastenaktivierung.

Laborchemisch führt die verminderte Aktivität und Anzahl der Osteoklasten zu einer ver-

minderten Ausscheidung von Knochenabbauprodukten, wie etwa den Pyridinolin-Cross-

links (z. B. HP und LP) und zu einer Senkung des Kalziumspiegels im Serum, insbeson-

dere bei der Hyperkalziämie [30, 70, 71, 91].

Bisphosphonate können in oraler und intravenöser Form verabreicht werden. Die Bio-

verfügbarkeit nach oraler Gabe ist sehr gering und schwankt zwischen 0,5 % und 5 %

[31]. Nach intravenöser Applikation werden die Bisphosphonate sehr schnell eliminiert,

die größte Menge wird dabei vom Knochen aufgenommen. Innerhalb des Skeletts wer-

den Regionen mit erhöhtem Turnover bevorzugt. Wenn durch die Osteoklastenenzyme

eine Ansäuerung erfolgt, werden die Bisphosphonate aus dem Knochen freigesetzt. Die

Halbwertszeit im Skelett kann dabei zehn Jahre und mehr betragen [31]. Generell hat

die akute, subakute und chronische Verabreichung der Bisphosphonate wenig Nebenwir-

kungen. Ursächlich hierfür ist die schnelle Anlagerung an kalzifiziertes Gewebe und die

damit verbundene geringe Verweildauer in der systemischen Zirkulation. Beschwerden

treten, wenn überhaupt, nach ca. 24 bis 48 Stunden auf und äußern sich bei den meisten

Patienten in Grippe-ähnlichen Symptomen wie Fieber, Arthralgien, Myalgien und Kno-

chenschmerzen, Müdigkeit, gastrointestinalen Symptomen sowie Anämie, Dyspnoe oder

Ödemen [9, 31, 36, 66, 70, 71, 74, 75, 77, 91, 95].
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Eine schwerwiegende Nebenwirkung der Bisphosphonattherapie, die erst in den letzten

Jahren vermehrt beschrieben wurde, ist die Osteonekrose des Kiefers. Die genaue Inzi-

denz ist unbekannt. Die Angaben schwanken je nach Literatur zwischen 0,8 % und 12 %

[10, 45, 57, 58, 76]. Der zugrundeliegende Pathomechanismus ist ebenfalls noch ungeklärt.

Vermutet wird, dass die Bisphosphonat vermittelte Verminderung des Knochenumsatzes

und die Hemmung der Gefäßneubildung im Kieferknochen zu einer Kiefernekrose führen

können [44]. In mehreren retrospektiven Untersuchungen konnte eine invasive Zahnbe-

handlung (Extraktion, chirurgische Intervention am Kiefer) bzw. Schleimhautschäden

durch Prothesendruckstellen oder akzidentelle Schleimhauverletzungen als unmittelbarer

Auslöser der Kiefernekrose identifiziert werden [24, 44, 45, 52, 57, 58, 64]. Als weitere Ri-

sikofaktoren gelten vor allem die intravenöse Verabreichung der Bisphosphonate und die

Dauer der Therapie (meist länger als sechs Monate) [52, 57, 58, 61, 64, 93]. Die Therapie

der Kiefernekrose ist stadienabhängig und reicht von täglichen Mundspülungen bis hin

zu chirurgischen Interventionen [76].

2.2 Knochen

2.2.1 Funktion, Entwicklung und Aufbau

Der Knochen erfüllt wichtige Funktionen im menschlichen Körper, die dem Erhalt des

Gesamtorganismus dienen. Er hat Stützfunktion für den Körper, für innere Organe, ist

der Ursprung der Hämatopoese und der Ort der Ausreifung von Immunzellen und stellt

das wichtigste Mineralreservoir da [23, 31, 32, 46].

Knochengewebe entwickelt sich aus zwei Vorstufen, einer bindegewebigen und einer knor-

peligen. Die direkte Knochenbildung aus Bindegewebe oder Mesenchym wird als desmale

Ossifikation bezeichnet, das so gebildete Gewebe heißt Bindegewebsknochen. Die desmale

Ossifikation ist im Embryonalstadium zu finden, z. B. beim Schädelknochen, bei den mei-

sten Knochen des Gesichtsschädels und beim Schlüsselbein. Die indirekte Entstehung von

Knochen aus einem knorpeligen Vorstadium erfolgt durch chondrale Ossifikation. Dabei

werden die aus Knorpel vorgeformten Skelettanteile allmählich aufgelöst und durch Kno-

chen ersetzt, daher die Bezeichnung Ersatzknochen. Bei kurzen Skelettstücken beginnt die

Verknöcherung von Innen her (enchondrale Ossifikation), bei langen Skelettanteilen bildet

sich um die Schaftmitte eine knöcherne Hülse (perichondrale Ossifikation). Ein typisches
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Beispiel für die chondrale Ossifikation sind die langen Röhrenknochen. Die chondrale

Ossifikation, vor der Geburt der Hauptanteil der Knochenbildung, tritt im späteren Le-

ben immer mehr zurück. Beim Erwachsenen findet sich die enchondrale Knochenbildung

praktisch nur noch bei Frakturheilungsprozessen [32].

Makroskopisch lässt sich im Knochen die Kompakta (= Kortikalis) von der Spongiosa

unterscheiden. Bei der Kompakta handelt es sich um dicht gepackte Knochensubstanz

ohne Einschluss von größeren mineralfreien Arealen; die Spongiosa besteht aus mehr

oder weniger lockeren Bälkchen. Die Ausdrücke Kompakta und Spongiosa bezeichnen

zwar die Anordnung der Knochensubstanz, sagen aber nichts über deren Herkunft und

Zusammensetzung aus [32].

Aus biochemischer Sicht besteht der Knochen eines ausgewachsenen Menschen aus drei

wesentlichen Kompartimenten [23, 30, 32, 46], nämlich:

• den stoffwechselaktiven Zellen (Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten und blut-

bildende Zellen);

• zu 20 % aus der extrazellulären, organischen Knochenmatrix (90 % Kollagen Typ

I, 10 % nicht-kollagene Proteine (Proteoglykane und Glycoproteine sowie Fette)).

Die organische Knochenmatrix ist für die Elastizität des Knochens verantwortlich;

• zu 80 % aus calciumreichem, anorganischem Knochenmineral (95 % Calciumver-

bindungen wie Ca-Hydroxylapatit (Ca10(PO4)6(OH)2), Ca-Carbonatapatit und 5 %

andere Mineralien (Carbonate, Fluorid, Magnesium, Kalium, Eisen, Chlor)). Dieses

ist für die Stabilität des Knochens verantwortlich.

Die Verbundstruktur von organischen und anorganischen Komponenten bestimmt die me-

chanischen Eigenschaften des Knochengewebes. Die Kollagenfasern übernehmen dabei in

erster Linie die Zugkräfte. Sie sind damit für die Elastizität des Knochens verantwortlich,

während der Mineralanteil dem Gewebe die Eigenschaft verleiht, Druckkräfte aufzuneh-

men und somit die Stabilität des Knochens gewährleistet. Dabei erreicht die Zugfestigkeit

etwa zwei Drittel der Druckfestigkeit [32].

Die Osteoblasten sind für die Knochenbildung verantwortlich, sowohl für die Synthese

der Komponenten der Knochenmatrix als auch für die Mineralisierung. Bei der Produk-

tion von Osteoid werden einzelne Osteoblasten eingeschlossen und kollagene Fasern der

Umgebung ebenfalls eingemauert [32].
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Die Osteoklasten entstammen nicht der Linie der mesenchymalen Zellen wie die Osteo-

blasten. Sie sind Abkömmlinge des hämatopoetischen Systems, wobei Monozyten als

Vorläufer gelten. Osteoklasten bewirken die Demineralisierung des Knochens und die

Resorption der Knochenmatrix [23, 32, 46].

Unter physiologischen Bedingungen stehen Knochenaufbau- und Knochenabbauvorgänge

in einem Fließgleichgewicht. Dies garantiert den Erhalt einer stabilen Knochenmasse.

Der Knochen wird ständig remodelliert um sich den ändernden Anforderungen an die

Stützfunktion des Skeletts anzupassen [10, 23, 32]. Das Auftreten von Knochenmetastasen

kann zu einer Störung dieses Gleichgewichts führen [30, 50, 63].

2.2.2 Kollagene

Kollagen ist ein wesentlicher Bestandteil der extrazellulären Matrix von Binde- und Stütz-

geweben (Knochen und Knorpel). Die Familie der Kollagene stellt eine heterogene Gruppe

von Proteinen dar und macht ca. 25 % – 30 % des gesamten Proteingehalts des mensch-

lichen Organismus aus [23, 32, 46]. Zusammen mit dem Elastin und Keratin zählt wird

es zu den Sklero- oder Gerüstproteinen gezählt. Bislang sind mindestens 19 biochemisch

und strukturell unterschiedliche Kollagentypen bekannt [46].

Im menschlichen Körper kommt Kollagen Typ I, ein fibrilläres Kollagen, mit einem Anteil

von 90 % vor [6, 49]. Es ist der wichtigste Faserbestandteil von Knochen und Haut, aber

auch von Sehnen, Bändern, Faserknorpel, Hornhaut und Dentin. Es wird von speziali-

sierten Zellen, bevorzugt von Fibroblasten, aber auch von Chondroblasten, Osteoblasten

und glatten Muskelzellen gebildet. Die Kollagen Typ I Fasern sind besonders zugfest und

verleihen dem Gewebe, z. B. Knochen, eine hohe mechanische Widerstandskraft. Diese ist

abhängig von der Menge, der Anordnung und der Quervernetzung der kollagenen Fasern

[32].

Die Primärstruktur des Kollagens ist eine Polypeptidkette, unabhängig vom Kollagentyp.

Diese besteht aus der Aminosäurensequenz (Glycin-x-y)n. Dabei stehen x und y für jede

beliebige Aminosäure, wobei an der Position x meist Prolin (in ca. 12 % aller Fälle), an

der Position y meist Hydroxyprolin (in ca. 10 % aller Fälle) stehen. Jede dritte Position

der Polypeptidsequenz muss mit Glycin besetzt sein. Sobald Glycin durch eine andere

Aminosäure ersetzt wird kommt es zu einer Störung der späteren Trippelhelixstruktur

des Kollagens. Die Synthese der einzelnen Polypeptidketten erfolgt an den membran-
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gebundenen Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums. Bereits während der Syn-

these am Ribosomen finden Hydroxylierungsaktionen statt. Dabei werden Prolin- und

Lysinreste der Polypeptidketten durch spezifische Hydroxylasen in entsprechende Hy-

droxyverbindungen überführt, was für die Stabilisierung der späteren Trippelhelix von

Bedeutung ist. Die Hydroxylase ist ein Enzym das zur Gruppe der Monooxygenasen

gehört und Sauerstoff, Ascorbinsäure, Fe2+ und α-Ketoglutarat als Cofaktor benötigt.

Störungen der Kollagenbiosynthese können bei Sauerstoff- bzw. bei Vitamin-C-Mangel

eintreten. Manche Hydroxylysinreste werden anschließend noch mit Disacchariden aus

Galaktose und Glukose glykosiliert. Am Ende des Syntheseprozesses liegen die Poly-

peptidketten als sog. Pro-α-Ketten im endoplasmatischen Retikulum vor und sind mit

N- und C-terminalen Propeptiden versehen. Durch Ausbildung von Disulfidbindungen

zwischen den C-terminalen Propeptiden wird die Trippelhelixbildung eingeleitet. Jeweils

drei Pro-α-Ketten formieren dabei über Wasserstoffbrücken ein dreisträngiges Helixmo-

lekül, das sog. Prokollagen. Am N- und C-terminalen Ende enthält das Pokollagenmolekül

nichthelikale Peptidbereiche, sog. Telopeptide, die für die Quervernetzung der Moleküle

verantwortlich sind. Das Prokollagen wird nun durch Exozytose mittels sekretorischer

Vesikel in den Extrazellulärraum ausgeschleust. Im Extrazellulärraum spalten spezifische

Peptidasen die Propeptide am Prokollagenmolekül ab und es entsteht das sog. Tropo-

kollagen. Anschließend lagern sich Tropokollagenmoleküle parallel zusammen und bilden

Primärfilamente. Dabei sind benachbarte Moleküle nicht bündig angeordnet, sondern um

67 nm, d. h. um etwa ein Fünftel ihrer Länge gegeneinander versetzt. Mehrere Primärfila-

mente bilden anschließend die sog. Mikrofibrillen. Im letzten Schritt erfolgt die Stabilisie-

rung der Fibrillen durch Quervernetzung von Tropokollagenmolekülen. Diese entstehen

durch intra- und intermolekulare kovalente Bindungen zwischen Lysin- und Hydroxyly-

sinresten. Die Bindungen entstehen durch ein Enzym des Extrazellulärraums, der Lysy-

loxidase, welches durch Oxidation der Lysin- und Hydroxylysinreste die entsprechenden

Aldehyde bildet. Durch erneute Reaktion mit Lysin- oder Hydroxylysinresten entstehen

difunktionelle intramolekulare Quervernetzungskomponenten, die mit benachbarten Kol-

lagenmolekülen spontan tri- und tetrafunktionelle intermolekulare Vernetzungen bilden

[23, 32, 46]. Vertreter dieser trifunktionellen Quervernetzungen, sog. Crosslinks des reifen

Kollagens (Pyridinoline), sind das Hydroxylysylpyridinolin (HP) und das Lysylpyridino-

lin (LP). Die chemische Struktur von HP und LP ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Chemische Struktur von HP (links) und LP (rechts).

Sowohl HP als auch LP kommen im Knochen vor. Während HP außer im Knochen auch

in Knorpel, Sehnen und Blutgefäßen vorhanden ist, ist LP fast ausschließlich im Kno-

chen und im Dentin zu finden [1, 3, 12, 13, 47, 65, 67, 82, 83, 85]. Weder HP noch LP

sind in der Haut zu finden. Bei Abbau des Kollagens im Knochen (z. B. bei ossären Me-

tastasen) werden diese Quervernetzungen freigesetzt. Im Gegensatz zu Hydroxyprolin,

einem weiteren wichtigen Marker des Kollagenabbaus, werden HP und LP im Körper

nicht weiter verstoffwechselt und vollständig renal eliminiert. Im Urin kommen die Py-

ridinoline in freier (ca. 40 % – 45 %) und peptidgebundener (ca. 55 % – 60 %) Form

vor [1, 3, 6, 12, 13, 19, 37, 39, 40, 43, 65, 67, 81, 83, 85, 88, 89]. Aufgrund dieser

oben genannten Eigenschaften sind HP und LP viel versprechende Marker der Kno-

chenresorption. Ihr Nachweis im Urin findet bereits Verwendung in der Diagnostik und

Therapiekontrolle von nicht malignen Krankheiten des Knochenstoffwechsels wie etwa

Osteoporose, M. Paget, rheumatoider Arthritis, Osteomalazie und Hyperparathyreoidis-

mus. In der Diagnostik und Verlaufkontrolle primärer und sekundärer Knochentumoren

(Osteosarkome, Knochenmetastasen) spielen sie ebenfalls eine zunehmend wichtige Rolle
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[1, 3, 6, 12, 13, 19, 28, 37, 40, 43, 49, 65, 67, 78, 81, 83, 84, 85, 88, 89]. Der quantita-

tive Nachweis erfolgt mittels High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) und

anschließender Fluoreszenzdetektion [2, 8, 35]. Dieses analytische Verfahren wurde in der

vorliegenden Arbeit zur Beurteilung des quantitativen Kollagenschadens im Rahmen der

Strahlentherapie von Knochenmetastasen angewandt.

2.3 Fragestellung

Die osteoprotektive Wirkung von Bisphosphonaten, insbesondere von Zoledronsäure, bei

Knochenmetastasen konnte bereits in mehreren Studien eindrücklich bewiesen werden [15,

74, 75, 77]. Springer und Mitarbeiter konnten in ihrer Arbeit [82] zeigen, dass es bei der

in-vitro-Bestrahlung von Zähnen und Zahnpulpa vermutlich zu einer direkten radiogenen

Kollagenzerstörung kommt. Diese Vermutung konnte in den Dissertationen von Gaßling

[4, 41] und Weppner [92] an in vitro bestrahltem Knochengewebe bzw. durch in vivo

durchgeführte Messungen von biochemischen Markern des Knochenabbaus bei Patienten

mit Knochenmetastasen bestätigt werden. Zusätzlich konnte in der Arbeit von Weppner

[92] eine Tendenz zu vermindertem Kollagenabbau während der Strahlentherapie bei

gleichzeitiger Gabe von Bisphosphonaten beobachtet werden.

Die vorliegende Arbeit, die mit der Unterstützung der Firma Novartis Pharma GmbH

(Nürnberg, Deutschland) durchgeführt wurde, sollte die folgenden Fragen klären:

1. Wie ist der Einfluss von Zoledronsäure auf die Urinausscheidung von HP und LP

während der Bestrahlung?

2. Gibt es Unterschiede in der Ausscheidung in Abhängigkeit vom Zeitpunkt der Erst-

gabe des Bisphosphonats?

3. Hat die Zoledronsäuregabe einen osteoprotektiven Effekt während der Bestrahlung?
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3 Material und Methoden

3.1 Aufgabenstellung und Studienaufbau

3.1.1 Studiendesign

Ziel der vorliegenden Studie war es, anhand der biochemischen Marker HP und LP im

Urin den Einfluss von Bisphosphonaten auf den Knochenstoffwechsel und Kollagenab-

bau unter Strahlentherapie von Knochenmetastasen zu untersuchen. Die Studie wurde

als offene, prospektiv randomisierte klinische Studie angelegt. Es handelte sich um eine

therapeutische Prüfung an erkrankten Patienten.

Analysiert wurden die Daten zweier Patientengruppen. Eine Gruppe erhielt die Bisphos-

phonatgabe spätestens nach dem zweiten Bestrahlungstag; die andere Gruppe erhielt die

Bisphosphonatgabe am Ende bzw. nach Abschluss der Bestrahlung.

3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Auswahl der Probanden für beide Gruppen erfolgte nach festen Ein- und Ausschlus-

skriterien.

Einschlusskriterien waren:

1. Alter > 18 Jahre

2. Histologisch gesicherte Tumorerkrankung

3. Nachweis mindestens einer schmerzhaften Knochenmetastase im Röntgen, CT, MRT

4. Erwartetes Überleben > 12 Monate

5. Schriftliches Einverständnis der Patienten

6. Keine eingeschränkte Nierenfunktion mit einer GFR < 30 ml/min

7. Normale Serumcalciumkonzentration (nicht < 2, 0 mmol/l und nicht > 3, 0 mmol/l)

Ausschlusskriterien waren:

1. Eingeschränkte Nierenfunktion mit einer Kreatininclearance < 30 ml/min

2. Eine bestehende Schwangerschaft oder Stillen
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3. Serumcalciumkonzentration < 8, 0 mg/dl (2,0 mmol/l) oder Serumcalciumkonzen-

tration > 12, 0 mg/dl (3,0 mmol/l)

4. Bekannte Überempfindlichkeit gegen Zoledronsäure oder andere Bisphosphonate

oder enthaltene Wirkstoffe

5. Zahnärztliche Eingriffe (Implantate, Extraktionen) oder invasive Zahnbehandlun-

gen sechs Wochen vor Einschluss in die Studie

6. Zahn- oder Kieferentzündungen

7. Kieferknochennekrose oder verzögerte Wundheilung nach Zahnbehandlung

Die Randomisierung der Patienten in die jeweiligen Gruppen erfolgte prospektiv bei der

Erstvorstellung in der Ambulanz bzw. bei stationärer Aufnahme in der Klinik für Strah-

lentherapie nach Überprüfung der Bestrahlungsindikation und der Ein- und Ausschlus-

skriterien. Zur Randomisierung wurde eine Zufallszahlentabelle benutzt. Berücksichtigt

wurden zwei Merkmale mit jeweils zwei Ausprägungen, und zwar Alter und Geschlecht.

Die beiden Gruppen wurden mit Gruppe A und Gruppe B bezeichnet.

• Gruppe A: Bisphosphonatgabe am Ende bzw. nach abgeschlossener Bestrahlung

• Gruppe B: Bisphosphonatgabe vor der Bestrahlung bzw. innerhalb der ersten

beiden Bestrahlungstage

Alle Patienten wurden vor Studienbeginn ausführlich über den Sinn, den Inhalt und die

Durchführung der Studie informiert sowie über mögliche Risiken und Nebenwirkungen

des verabreichten Bisphosphonats aufgeklärt. Alle Patienten haben schriftlich ihr Ein-

verständnis zur Teilnahme an der Studie erklärt.

Die Studie wurde vom der Ethik-Kommission des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein,

Campus Kiel, unter der Nummer A146/06 genehmigt.

3.1.3 Behandlungsablauf und Probenentnahme

Eine schematische Übersicht über den Behandlungsablauf und die Probenentnahmen fin-

det sich in den Abbildungen 2 und 3.
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Randomisierung

Gruppe A

Follow up 
mit 

Zometa®-Gabe

2 bis 4 Wochen Bestrahlung 
ohne 

Zometa®-Gabe

Gruppe B

Follow up 
mit 

Zometa®-Gabe

2 bis 4 Wochen Bestrahlung 
mit 

Zometa®-Gabe

Abbildung 2: Behandlungsablauf

Woche: 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Studienende

Analysen: I I I I I I I

` Bestrahlung a` Follow up a

Abbildung 3: Probenentnahme

In beiden Gruppen wurden von jedem Patienten jeweils eine Urinprobe vor der ersten

Bestrahlung, eine Urinprobe wöchentlich während der Bestrahlung und jeweils eine Urin-

probe zu den vereinbarten Wiedervorstellungsterminen bzw. bei erneuter Bisphospho-

natgabe gesammelt. Die Urinproben wurden nach Abnahme bis zur weiteren Analyse bei

-21 ◦C gelagert.
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3.1.4 Patientendaten

Insgesamt wurden die Daten von 40 Patienten ausgewertet. Eine Übersicht über die

Zusammensetzung der beiden Gruppen ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Patientencharakteristika

Gruppe A Gruppe B Gesamt

Geschlecht [Anzahl]

Männer 11 10 21

Frauen 9 10 19

Alter [Jahre]

Minimales 46 46 46

Maximales 82 84 84

Durchschnitt 64 62 63

Metastasen [Anzahl]

Solitäre Knochenmetastasen 5 6 11

Multiple Knochenmetastasen 15 14 29

Weitere Metastasen 10 7 17

Tumorentitäten [Anzahl]

Mammakarzinom 5 6 11

Bronchialkarzinom 5 4 9

Prostatakarzinom 4 2 6

Nierenzellkarzinom 2 2 4

Sonstige Karzinome 4 6 10

Unter den sonstigen Karzinomen fanden sich in jeweils zwei Fällen ein Blasen- und ein

Pankreaskarzinom sowie jeweils als Einzelfall ein malignes Melanom, ein Schilddrüsenkar-

zinom, ein Rektumkarzinom, ein Sarkom, ein Cancer of unknown primary (CUP) und ein

Karzinom der Glandula submandibularis.

Insgesamt 17 Patienten hatten neben Knochen- weitere Organmetastasen. Am häufigsten

fanden sich dabei Leber- (acht Patienten), Lungen- (sechs Patienten) Lymphknoten- (vier

Patienten) und Hirnmetastasen (drei Patienten). Acht der 17 Patienten hatten dabei mehr

als einen weiteren Organbefall.

Es wurden insgesamt 188 Urinproben analysiert (90 Proben aus Gruppe A, 98 Proben

aus Gruppe B). 140 dieser Proben wurden vor und während der Bestrahlung (63 Proben
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aus Gruppe A, 77 Proben aus Gruppe B) und 48 Proben nach Abschluss der Therapie

(27 Proben aus Gruppe A, 21 Proben aus Gruppe B) gesammelt.

3.1.5 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Patienten erfolgte in der Klinik für Strahlentherapie des Univer-

sitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel (Direktor: Prof. Dr. Dr. B. Kimmig).

Nach individueller, CT-optimierter oder konventioneller Bestrahlungsplanung wurden al-

le Patienten am Linearbeschleuniger (Clinac 2100 bzw. Clinac 600 des Herstellers Varian

Medical Systems Inc. (Palo Alto, USA) oder SL 25 der Firma Elekta (Stockholm, Schwe-

den)) mit einer Energie von 6 MeV bzw. 15 MeV Photonen bzw. 6 MeV Elektronen

bestrahlt. Bestrahlt wurde je nach Zielvolumen entweder über ein Stehfeld oder über

opponierende Felder.

Insgesamt 21 Patienten wurden mit einer Gesamtdosis von 30 Gy und einer Einzeldosis

von 3 Gy bestrahlt (zwölf Patienten in Gruppe A und neun Patienten in Gruppe B).

Zwölf Patienten wurden mit eine Gesamtdosis von 40 Gy und einer Einzeldosis von 2 Gy

(fünf Patienten in Gruppe A und sieben Patienten in Gruppe B), sechs Patienten mit

einer Gesamtdosis zwischen 35 Gy und 37,5 Gy und einer Einzeldosis von 2,5 Gy (jeweils

drei Patienten Gruppe A und Gruppe B) bestrahlt. Nur ein Patient aus Gruppe B wurde

mit einer Gesamdosis von 28 Gy und 2 Gy ED bestrahlt.

Bestrahlt wurde in 31 Fällen die Wirbelsäule, in zehn Fällen das Becken (einschließlich

Hüfte, Iliosakralgelenk, Sitzbein), in zehn Fällen die Extremitäten (Femur und Humerus),

in zwei Fällen die Rippen und in einem Fall das Schulterblatt. Bei 16 Patienten wurde

aufgrund multipler Knochenmetastasen mehr als ein (zwei bis max. vier) Zielvolumen

bestrahlt. Die Bestrahlung der Knochenmetastasen erfolgte bei vier Patienten parallel

zur Bestrahlung des Primärtumors (in allen vier Fällen Bronchialkarzinom). Bei einem

dieser vier Patienten wurde zusätzlich eine Ganzhirnbestrahlung durchgeführt.

3.1.6 Bisphosphonate

Alle Patienten haben das Bisphosphonat Zoledronsäure in Form des zugelassenen Medi-

kaments Zometa
r

der Firma Novartis Pharma GmbH, in der Dosierung von 4 mg, als

Infusion (in 500 ml NaCl 0,9 %) bekommen. Der Abstand zwischen den einzelnen Gaben

17



betrug mindestens vier Wochen.

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgeführt.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Produkt Hersteller

Acetonitril Mallinckrodt-Baker, Devenport, Niederlande

CF-1 (fibröse Cellulose) Whatman, Maidstone, England

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland

Eisessig Merck

Essigsäure Merck

Ethanol (95 %) Merck

HFBA (Heptafluorbuttersäure) Merck

Natriumacetat Merck

Natriumazid Merck

n-Butanol Merck

Salzsäure (37 % rauchend) Merck

EDTA (Ethylendiamintetraessig- Sigma, Taufkirchen, Deutschland

säure)
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3.2.2 Geräte

Die verwendeten Geräte sind in Tabelle 3 aufgeführt.

Tabelle 3: Verwendete Geräte

Produkt Hersteller

Chromatographiesäule (Poly-Prep- Bio-Rad, München, Deutschland

Chromatography-Column),

40 mm x 8 mm, Filter mit

2 µm Poren

Clinac 600, Clinac 2100 Varian Medical Systems Inc.,

Palo Alto, USA

Fluoreszenzdetektor (Type RF 1002) Gynothek, Germering, Deutschland

HPLC Anlage Gynothek

Gefriertrockner (Vacuum centrifuge, HETO, Allerød, Dänemark

Maxi dry lyo)

SL 25 Elekta, Stockholm, Schweden

Thermoblock Biometra, Göttingen, Deutschland

3.2.3 Sonstige verwendete Materialien

• Externer Standard für die HP und LP Bestimmung, Osseinhydrolysat, Deutsche

Gelatine Fabriken Stoess AG, Eberbach

• Zoledronsäure (Zometa
r

) 4 mg/5 ml Konzentrat zur Herstellung einer Infusionslö-

sung, Novartis Pharma GmbH, Nürnberg

3.3 Methodik

3.3.1 Allgemeines

Die Analysen wurden in den wissenschaftlichen Laboratorien der Klinik für Zahn-, Mund-,

Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel

(Direktor: Prof. Dr. Dr. J. Wiltfang), unter der Leitung von Prof. Dr. Y. Açil mit den

dort etablierten Methoden [2] durchgeführt.
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Die Abbauprodukte des reifen Kollagens, die so genannten Quervernetzungskomponenten

HP und LP lassen sich durch die präzise hochempfindliche Flüssigkeitschromatographie

HPLC (High-Performance-Liquid-Chromatography) im Urin nachweisen. Die HPLC ist

eine sehr leistungsfähige chromatographische Technik zur Auftrennung und Analyse von

Stoffgemischen. Aufgrund der natürlichen Fluoreszenz von HP und LP können deren Kon-

zentrationen in den Urinproben nach Auftrennung durch die HPLC mittels Fluoreszenz-

Detektion bestimmt werden. Dazu müssen die Urinproben vorbereitet werden.

Die schematische Darstellung des Versuchablaufs ist in Abbildung 4 dargestellt:

Lyophilisieren (Gefriertrocknen) der Proben

��
Hydrolyse der Proben

��
Vorreinigung (Adsorbtionschromatographie)

��
HPLC-Analyse

��
Fluorometrische Detektion

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchablaufs

3.3.2 Lyophilisieren der Proben

Zunächst müssen die Urinproben von Wasser befreit werden. Dafür werden von jeder

Urinprobe 3 ml entnommen, bei -70◦ C tiefgefroren und anschließend über Nacht gefrier-

getrocknet.

3.3.3 Hydrolyse der Proben

Da etwa 55 % – 60 % der Pyridinoline im Urin in proteingebundener Form vorkommen

[1, 3, 65], müssen diese für die weitere Analyse zunächst vom Protein abgespalten werden.

Dies erfolgt mittels saurer Hydrolyse. Dazu werden die gefriergetrockneten Proben mit

jeweils 3 ml einer 6 M Salzsäure versetzt und anschließend bei 110◦ C über 24 Stunden

hydrolysiert.
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3.3.4 Vorbereitung des CF-1 Säulenmaterials

Um die hydrolysierten Proben von störenden anorganischen Stoffen (Salzen) und organi-

schen Verbindungen (Ammoniak, Aminosäuren, Kohlenhydrate) zu befreien, werden diese

nach dem Prinzip der Adsorptionschromatographie mit 10 % CF-1 (fibröse Zellulose) als

Adsorptionsmaterial behandelt. Für die Durchführung der Adsorptionschromatographie

muss zunächst die 10 % CF-1 vorbereitet werden. Dazu werden 100 g CF-1 in 3 Liter

1 M Natriumacetat gelöst und mit einem Magnetrührer 20 Minuten bei Raumtemperatur

gerührt. Die Zellulose setzt sich nach ca. 10 Minuten am Boden ab. Der Überstand wird

mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Das Sediment wird in einem Büchner-Trichter

nahezu trocken genutscht. Der Filterkuchen wird anschließend in 3 Liter 0,5 M NaOH

gelöst und mit einem Magnetrührer 20 Minuten gerührt, abgesetzt und der Überstand

abgesaugt. Anschließend wird das Sediment erneut nahezu trocken genutscht. Dieser Vor-

gang wird zweimal wiederholt. Der Filterkuchen wird dann in 3 Liter bidestilliertem

Wasser resuspendiert, 20 Minuten gerührt und der Überstand abgesetzt. Danach wird

der Überstand abgesaugt und das Sediment erneut trocken abgenutscht. Im nächsten

Schritt wird die Zellulose in 3 Liter 0,5 M HCl gelöst, 5 Minuten gerührt, abgesetzt,

abgesaugt und anschließend trocken genutscht. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt.

Nun wird der Filterkuchen in 3 Liter 0,1 M HCl und 95 %igem Ethanol resuspendiert, 20

Minuten gerührt, abgesetzt, abgesaugt, abfiltriert und trocken genutscht. Anschließend

wird CF-1 in 3 Liter bidestilliertem Wasser gewaschen, 20 Minuten gerührt, abgesetzt,

abgesaugt und trocken genutscht. Dieser Vorgang wird ebenfalls zweimal wiederholt. Der

Filterkuchen wird über Nacht in 3 Liter 0,1 M Natriumacetat und 3 mM EDTA gelagert.

Abschließend wird das Filtermaterial erneut in 3 Liter bidestilliertem Wasser gelöst, 20

Minuten gerührt, abgesetzt, abgesaugt und trocken genutscht. Die so vorbereitete fibröse

Zellulose wird in 10 ml Chloroform (Konservierungsstoff) bei Raumtemperatur aufbe-

wahrt.

3.3.5 Adsorptionschromatographische Vorreinigung

Aus dem Überstand des Hydrolysates wird 1 ml für die Adsorptionschromatographie

entnommen. Es werden 1 ml der Probe mit 1 ml Eisessig, 5 ml 10 %ige CF-1 (CF-1 in n-

Butanol/Essigsäure/Aqua dest. im Verhältnis 4:1:1 = Laufmittel) und 2 ml n-Butanol ge-

mischt. Dieses Gemisch wird im nächsten Schritt auf eine Polyprep-Chromatographiesäule
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gegeben. Das so gewonnene Eluat wird nochmals auf die Säule aufgetragen. Die Säule wird

anschließend mit 2 x 5 ml Laufmittel gewaschen und das daraus entstandene Eluat ver-

worfen. Mit Hilfe von 1 x 3 ml bidestilliertem Wasser, das auf die Säule aufgetragen wird,

erfolgt dann die Desorption der Quervernetzungskomponenten. Die n-Butanolschicht, die

sich auf der Oberfläche des Eluats bildet, wird vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe ab-

gesaugt. Die Pyridinoline HP und LP befinden nun im verbliebenen Eluat. Das Eluat wird

bei -70◦ C tiefgefroren und anschließend gefriergetrocknet. Im nächsten Schritt werden

die Pyridinoline in 1 ml Laufmittel A (1000 ml A. dest. + 2,0 ml Heptafluorbuttersäure

+ Natriumazid) gelöst. Die Proben werden abschließend in 1,5 ml Analyseflaschen um-

gefüllt. 200 µl des Probevolumens werden schließlich mittels HPLC analysiert.

3.3.6 Analyse der Proben durch HPLC

Die HPLC ist ein Verfahren der hochempfindlichen Säulen-Flüssigkeits-Chromatographie.

Sie stellt ein Trennverfahren dar, bei dem die Probenflüssigkeit mittels einer flüssigen Pha-

se (Eluent) unter hohem Druck über die stationäre Phase (Trennsäule) transportiert wird.

Je nach Art der Wechselwirkung zwischen stationärer Phase, mobiler Phase und Probe

können bei der Flüssigkeitschromatographie Adsorptions-, Verteilungs-, Ionenaustausch-,

Ausschluss- und Affinitätschromatographie als Trennmechanismen unterschieden werden.

Die Analyse der Pyridinoline erfolgt bei Raumtemperatur und mit einer Flussgeschwin-

digkeit von 0,7 ml/min. Die Fluoreszenzdetektion wird bei einer Extinktion von λ =

297 nm und einer Emission von λ = 397 nm durchgeführt.

Folgende Laufmittel werden zum Aufbau des Konzentrationsgradienten verwendet:

• Laufmittel A: 3,0 ml 0,22 % HFBA + 1000 ml A. dest. + Natriumazid

• Laufmittel B: 1,5 ml 0,22 % HFBA + 100 ml A. dest. + 400 ml Acetonitril

Die Laufmittel werden über einen Degaser ständig entgast. Der Gradient wird, wie in

Abbildung 5 gezeigt, in vier Stufen gebildet:
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Abbildung 5: Darstellung der Laufmittelkonzentration von A und B in % über die Zeit.

Zu Beginn sind 82 % des Laufmittels A und 18 % des Laufmittels B vorhanden. Die Kon-

zentration des Laufmittels B steigt innerhalb von 20 Minuten auf 20 % an. Anschließend

erreicht Laufmittel B in einer Minute eine Konzentration von 100 %. Die Reinigung der

Säule wird mit 100 %igem Laufmittel B in vier Minuten erreicht. Laufmittel B reduziert

sich in der letzten Phase innerhalb von einer Minute auf 18 %. Das Verhältnis zwischen

den Laufmitteln A und B beträgt bis zur nächsten Analyse 82 % : 18 %. Die unbekann-

ten Konzentrationen der Pyridinoline im pmol-Bereich konnten mit Hilfe der externen

Standards ermittelt und ferner die Trennleistung der Säule kontrolliert werden [2].

3.3.7 Normierung der Pyridinolin-Konzentrationen

Nach Ermittlung der HP- und LP-Konzentrationen im Urin (in pmol/ml) mittels HPLC

erfolgte anschließend die Normierung der Werte. Als Normierungsparameter wurde Krea-

tinin im Urin (in mmol/ml) verwandt. Für die Auswertung der Untersuchung wurden nur

die normierten HP- und LP-Konzentrationen (in nmol/mmol Kreatinin) berücksichtigt.
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3.4 Statistische Auswertung

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden deskriptiv statistische Methoden angewandt. Die

jeweiligen Berechnungen wurden mit der Software SPSS 14.0 für Windows durchgeführt.

Zur graphischen Darstellung wurden Boxplots verwendet. Als Bezugsgrößen wurden hier-

bei das arithmetische Mittel (Mittelwert), der Median, das Maximum und Minimum

sowie das obere und untere Quartil herangezogen. Das Verhältnis der beiden Gruppen

zueinander wurde mit dem U-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney überprüft. Das Signi-

fikanzniveau p wurde bei 5 %, also mit p < 0, 05, festgesetzt. Zur Vereinfachung wurden

in den Tabellen und Abbildungen Signifikanzen wie folgt gekennzeichnet: p ≥ 0, 05: n.s.
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4 Ergebnisse

Die Patienten der beiden untersuchten Gruppen wurden je nach Tumorentität und thera-

peutischer Zielsetzung (Analgesie, Stabilisierung des metastatisch befallenen Knochens)

nach unterschiedlichen Bestrahlungskonzepten behandelt. Dabei variierten neben der Be-

strahlungsdauer (zwischen zwei und vier Wochen) auch die Einzeldosis (ED zwischen 2

Gy und 3 Gy) sowie die Gesamtdosis (GD zwischen 28 Gy und 40 Gy), so dass während

der Bestrahlung zwischen zwei und maximal sechs Urinproben genommen wurden.

Um die beiden Gruppen besser vergleichen zu können, wurden für die graphischen Dar-

stellungen der Ergebnisse nur die ersten drei Entnahmezeitpunkte während der Bestrah-

lung sowie die ersten beiden Entnahmezeitpunkte nach Ende der Bestrahlung berücksich-

tigt. Für die statistische Auswertung wurden lediglich die ersten drei Entnahmezeitpunkte

während der Bestrahlung betrachtet, da zum ersten Entnahmezeitpunkt nach Bestrah-

lung bereits alle Patienten eine Bisphosphonatgabe erhalten hatten und sich damit die

beiden Gruppen A und B nicht mehr unterschieden.

Die fünf Entnahmezeitpunkte wurden wie folgt bezeichnet:

1. P0: Probe vor Beginn der Bestrahlung

2. P1: Probe am Ende der ersten Bestrahlungswoche

3. P2: Probe am Ende der zweiten Bestrahlungswoche

4. P1F: Probe zwei bis vier Wochen nach Abschluss der Bestrahlung

5. P2F: Probe sechs bis acht Wochen nach Abschluss der Bestrahlung

4.1 Analyse mittels HPLC

4.1.1 Analyse der externen Standards

Zunächst wurden aus isolierten Standards von HP und LP Verdünnungsreihen hergestellt

und zur Kalibrierung von HP und LP als externe Standards auf die HPLC-Säule aufgetra-

gen und analysiert. Die graphische Darstellung der Verdünnungsreihen ist in Abbildung

6 zu sehen. Das Chromatogramm der HPLC-Analyse der HP- und LP-Standards ist in

Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 6b

Abbildung 6: Die Abbildungen 6a und 6b zeigen die Kalibrierung von HP und LP als
externe Standards. HP und LP wurden in unterschiedlichen Verdünnungsreihen auf die
HPLC-Säule aufgetragen und analysiert. Die Fluoreszenz ist bei einer Extinktion von
λ = 297 nm und einer Emission von λ = 397 nm dargestellt.
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Abbildung 7: Chromatogramm der HPLC-Analyse des HP- und LP-Standards. Die
Fluoreszenz ist bei einer Extinktion von λ = 297 nm und einer Emission von λ = 397 nm
dargestellt. Der HP-Peak beginnt bei ca. 17 Minuten nach Injektion, der LP-Peak ca. 20
Minuten nach Injektion. Die Flächen unter den Kurven entsprechen dabei den detektier-
ten, nicht normierten Konzentrationen von HP und LP in pmol/ml.

4.1.2 Analyse der Proben

Insgesamt wurden 188 Urinproben (90 Proben aus Gruppe A, 98 Proben aus Gruppe B)

auf ihre Konzentrationen von HP und LP mittels HPLC untersucht. 140 dieser Proben

wurden vor und während der Bestrahlung (63 Proben aus Gruppe A, 77 Proben aus

Gruppe B) und 48 Proben nach Abschluss der Therapie (27 Proben aus Gruppe A, 21

Proben aus Gruppe B) gesammelt. Es wurden jeweils 200 µl der (wie in den Kapiteln

3.3.2 bis 3.3.5 beschrieben) verarbeiteten Urinproben analysiert. In 187 Proben konnten

beide Marker bestimmt werden, in einer Probe konnte LP nicht nachgewiesen werden.

Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch die Eluationsprofile der quantitativen

Analyse von HP und LP jeweils zu den drei Entnahmezeitpunkten (P0, P1 und P2) am

Beispiel eines Patienten aus Gruppe A (Bisphosphonatgabe am Ende der Bestrahlung,

Abbildung 8) und einer Patientin aus Gruppe B (Bisphosphonatgabe vor der 1. Bestrah-

lung, Abbildung 9).
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Abbildung 8b
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Abbildung 8c

Abbildung 8: Die Abbildungen 8a bis 8c zeigen Chromatogramme der HPLC-Analysen
der Urinproben eines Patienten aus Gruppe A zu den Entnahmezeitpunkten P0 (vor der
ersten Bestrahlung), P1 (Ende der ersten Bestrahlungswoche) und P2 (Ende der Bestrah-
lung und vor der ersten Bisphosphonatgabe). Die Flächen unter den Kurven entsprechen
den detektierten, nicht normierten HP- und LP-Konzentrationen in pmol/ml. Der HP-
Peak beginnt jeweils bei ca. 18 Minuten nach Injektion gefolgt vom LP-Peak nach ca. 20
Minuten. Unter Beachtung der unterschiedlichen Skalierung ist ein Anstieg der HP- und
LP-Konzentrationen unter der Bestrahlung zu sehen.
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Abbildung 9c

Abbildung 9: Die Abbildungen 9a bis 9c zeigen Chromatogramme der HPLC-Analysen
der Urinproben einer Patientin aus Gruppe B zu den Entnahmezeitpunkten P0 (vor
der ersten Bestrahlung und vor der ersten Bisphospohnatgabe), P1 (Ende der ersten
Bestrahlungswoche) und P2 (Ende der zweiten Bestrahlungswoche). Die Flächen unter
den Kurven entsprechen den detektierten, nicht normierten HP- und LP-Konzentrationen
in pmol/ml. Der HP-Peak beginnt jeweils bei ca. 16 Minuten nach Injektion gefolgt vom
LP-Peak nach ca. 19 Minuten. Unter Beachtung der unterschiedlichen Skalierung ist
ein Absinken der HP- und LP-Konzentrationen unter der Bestrahlung nach erfolgter
Bisphosphonatgabe zu sehen.
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4.2 Ergebnisse der HPLC-Analyse

Um die Ergebnisse graphisch übersichtlich darstellen und Tendenzen herausarbeiten zu

können, wurden die erfassten Einzelergebnisse gemittelt. Sämtliche Einzelmessergebnisse

aller Patienten sind im Anhang in den Tabellen 8 bis 11 aufgelistet.

Die ermittelten statistischen Werte (Median, Mittelwert (x̄), Standardabweichung (s),

Standardfehler (SEM), maximaler und minimaler Wert, oberes (OQ) und unteres Quartil

(UQ)) sind für HP und LP getrennt nach den Gruppen A und B für die jeweiligen

Entnahmezeitpunkte in den Tabellen 4 und 5 zusammengefasst.

Tabelle 4: Verlauf der Urinkonzentrationen von HP und LP (in nmol/mmol Kreati-
nin) in Gruppe A (Bisphosphonatgabe am Ende bzw. nach Abschluss der Bestrahlung)
zu den Entnahmezeitpunkten (ZP) P0 (vor der Bestrahlung), P1 (Ende der ersten Be-
strahlungswoche), P2 (Ende der zweiten Bestrahlungswoche), P1F (zwei bis vier Wochen
nach Ende der Bestrahlung) und P2F (sechs bis acht Wochen nach Ende der Bestrah-
lung). Dargestellt sind die Anzahl der analysierten Proben (n), Median, Mittelwert (x̄),
Standardabweichung (s), Standardfehler (SEM), maximaler (Max) und minimaler Wert
(Min), unteres (UQ) und oberes Quartil (OQ).

Gruppe A ZP n Median x̄ s SEM Max Min OQ UQ

HP P0 18 76,1 94,0 54,5 12,8 208,9 29,8 128,7 56,6

P1 19 92,2 112,9 75,4 17,3 287,6 32,7 155,0 57,7

P2 16 89,1 87,6 51,5 12,9 237,5 34,0 109,2 42,5

P1F 14 85,4 91,5 67,8 18,1 231,0 23,4 112,2 33,5

P2F 9 69,3 89,6 63,0 21,0 188,0 25,1 124,7 42,6

LP P0 18 19,4 19,3 9,7 2,3 39,1 5,2 25,0 10,5

P1 19 19,4 24,0 13,7 3,1 49,8 5,0 32,9 13,5

P2 16 12,4 16,6 11,1 2,8 49,5 4,7 21,4 9,4

P1F 14 14,7 15,5 12,3 3,3 45,7 3,4 19,1 5,6

P2F 9 11,8 15,6 11,3 3,8 34,3 5,6 25,0 6,0
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Tabelle 5: Verlauf der Urinkonzentrationen von HP und LP (in nmol/mmol Kreatinin)
in Gruppe B (Bisphosphonatgabe vor bzw. zu Beginn der Bestrahlung) zu den Entnah-
mezeitpunkten (ZP) P0 (vor der Bestrahlung), P1 (Ende der ersten Bestrahlungswoche),
P2 (Ende der zweiten Bestrahlungswoche), P1F (zwei bis vier Wochen nach Ende der
Bestrahlung) und P2F (sechs bis acht Wochen nach Ende der Bestrahlung). Dargestellt
sind die Anzahl der analysierten Proben (n), Median, Mittelwert (x̄), Standardabwei-
chung (s), Standardfehler (SEM), maximaler (Max) und minimaler Wert (Min), unteres
(UQ) und oberes Quartil (OQ).

Gruppe B ZP n Median x̄ s SEM Max Min OQ UQ

HP P0 19 126,6 134,4 72,0 16,5 254,3 36,1 185,2 76,6

P1 20 95,5 119,6 85,2 19,1 354,2 30,8 148,4 64,6

P2 15 71,2 115,7 126,6 32,7 421,9 11,0 119,0 45,2

P1F 11 98,6 111,8 54,1 17,1 194,3 36,6 158,7 72,6

P2F 8 95,4 125,7 57,7 20,4 227,5 70,7 172,4 86,4

LP P0 19 25,4 30,4 18,3 4,2 65,5 4,6 46,9 18,2

P1 20 15,9 24,9 22,3 5,0 79,3 7,8 27,6 10,8

P2 15 13,6 19,2 21,2 5,5 75,8 2,9 15,2 9,3

P1F 10 16,8 20,0 11,1 3,5 43,9 7,4 26,8 11,4

P2F 8 20,8 22,8 12,0 4,2 39,3 11,0 30,7 12,6

4.2.1 Trendanalyse

Es wurde analysiert, welchen Einfluss die Bisphosphonatgabe auf die Urinkonzentratio-

nen von HP und LP während sowie nach der Bestrahlung hatte und ob es dabei einen

(statistisch signifikanten) Unterschied zwischen den beiden untersuchten Gruppen A und

B gab.

Um Tendenzen zu erkennen, wurde zunächst der Verlauf der Mittelwerte der kreatinin-

normierten HP- und LP-Konzentrationen während und nach Abschluss der Bestrahlung

getrennt in den Gruppen A und B betrachtet (Abbildungen 10 und 11).
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Abbildung 10: Urinkonzentrationen von HP getrennt nach Gruppe A (Bisphosphonat-
gabe am Ende der Bestrahlung) und Gruppe B (Bisphosphonatgabe vor der Bestrahlung)
zu den Entnahmezeitpunkten P0 (vor der Bestrahlung), P1 (Ende der ersten Bestrah-
lungswoche), P2 (Ende der zweiten Bestrahlungswoche), P1F (zwei bis vier Wochen nach
Ende der Bestrahlung) und P2F (sechs bis acht Wochen nach Ende der Bestrahlung); je-
der Boxplot zeigt den Median, Mittelwert, die Quartile und die Extremwerte (Minimum
und Maximum). Zu sehen ist eine Tendenz zu sinkenden HP-Konzentrationen während
der Bestrahlung (Entnahmezeitpunkt P0 bis P2) in Gruppe B.
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Abbildung 11: Urinkonzentrationen von LP getrennt nach Gruppe A (Bisphosphonat-
gabe am Ende der Bestrahlung) und Gruppe B (Bisphosphonatgabe vor der Bestrahlung)
zu den Entnahmezeitpunkten P0 (vor der Bestrahlung), P1 (Ende der ersten Bestrah-
lungswoche), P2 (Ende der zweiten Bestrahlungswoche), P1F (zwei bis vier Wochen nach
Ende der Bestrahlung) und P2F (sechs bis acht Wochen nach Ende der Bestrahlung); je-
der Boxplot zeigt den Median, Mittelwert, die Quartile und die Extremwerte (Minimum
und Maximum). Zu sehen ist eine Tendenz zu sinkenden LP-Konzentrationen während
der Bestrahlung (Entnahmezeitpunkt P0 bis P2) in Gruppe B.

Während der Bestrahlung war in Gruppe A keine eindeutige Tendenz zu erkennen. Nach

einem Anstieg der HP- bzw. LP-Konzentration am Ende der ersten Bestrahlungswoche

(Entnahmezeitpunkt P1) um 20 % bzw. 24 %, kam es am Ende der zweiten Bestrah-

lungswoche (Entnahmezeitpunkt P2) zu einem Absinken der Konzentrationen um 23 %

bzw. 31 %.

In Gruppe B war eine klare Tendenz zu sinkenden HP- und LP-Konzentrationen im Ver-

lauf der Bestrahlung zu erkennen. Diese Tendenz war dabei bei LP stärker ausgeprägt

als bei HP. Am Ende der ersten Bestrahlungswoche (Entnahmezeitpunkt P1) waren in

Gruppe B die Mittelwerte der HP- bzw. LP-Konzentrationen um 11 % bzw. 18 % gesun-

ken. Am Ende der zweiten Bestrahlungswoche (Entnahmezeitpunkt P2) waren die HP-

und LP-Konzentrationen um weitere 3 % bzw. 13 % gesunken.
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4.2.2 Gruppenvergleich

Die unterschiedlichen Verläufe der durchschnittlichen HP- und LP-Konzentrationen der

beiden Gruppen A und B während der Bestrahlung wurden anschließend miteinander

verglichen und auf statistische Signifikanz untersucht (Tabelle 6).

Tabelle 6: Untersuchung der Signifikanzen im Verlauf der HP- und LP-Konzentrationen
während der Bestrahlung. Dargestellt sind die absolute Anzahl und in Klammern der pro-
zentuale Anteil derjenigen Patienten in Gruppe A (keine Bisphosphonatgabe währende
der Bestrahlung) und Gruppe B (Bisphosphonatgabe vor bzw. zu Beginn der Bestrah-
lung) bei denen es zu einem Anstieg der HP- bzw. LP-Konzentrationen zu den einzelnen
Entnahmezeitpunkten kam (P0: vor der Bestrahlung, P1: Ende der ersten Bestrahlungs-
woche, P2: Ende der zweiten Bestrahlungswoche). Es wurden keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt.

Entnahmezeitpunkt

Gruppe P1 — P0 P2 — P1 P2 — P0

HP

A 11/17 (65 %) 7/15 (47 %) 7/14 (50 %)

n.s. n.s. n.s.

B 6/19 (32 %) 5/15 (33 %) 3/14 (21 %)

LP

A 12/17 (71 %) 4/15 (27 %) 6/14 (43 %)

n.s. n.s. n.s.

B 7/19 (37 %) 4/15 (27 %) 4/14 (29 %)

Während in Gruppe A zum Entnahmezeitpunkt P1 bei 65 % bzw. 71 % der Patienten ein

Anstieg der HP- bzw. LP-Konzentrationen festzustellen war, wurde in Gruppe B nur bei

32 % bzw. 37 % der Patienten ein Anstieg der HP- bzw. LP-Konzentrationen beobachtet.

Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. Beim Vergleich der HP- und LP-

Konzentrationen zum Entnahmezeitpunkt P2 mit den Ausgangskonzentrationen konnte

in Gruppe A bei 50 % der Patienten ein Anstieg der HP- und bei 43 % der Patienten

ein Anstieg der LP-Konzentration festgestellt werden. In Gruppe B war dies lediglich bei

21 % bzw. 29 % der Patienten der Fall. Dieser Unterschied war ebenfalls statistisch nicht

signifikant.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass es während der Bestrahlung (Vergleich Ent-

nahmezeitpunkt P0 und Entnahmezeitpunkt P2) in beiden Gruppen zu einer Abnhame
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der HP- und LP-Konzentrationen kam. Der HP-Konzentrationsabfall war in Gruppe B

doppelt so hoch wie in Gruppe A (14 % gegenüber 7 %). Für LP fiel das Verhältnis noch

deutlicher aus: 37 % gegenüber 14 %. Statistisch war dieser Unterschied wiederum nicht

signifikant.

Zum Entnahmezeitpunkt P1F (2-4 Wochen nach Abschluss der Bestrahlung) haben alle

Patienten gruppenunabhängig mindestens eine Bisphosphonatgabe erhalten. Dies spiegel-

te sich auch im Verlauf der HP- und LP-Konzentration nach Abschluss der Bestrahlung

wieder. In beiden Gruppen haben sich die Werte, ohne erkennbare Tendenz in eine Rich-

tung, auf dem Niveau der Werte zum Entnahmezeitpunkt P2 eingependelt. Auffallend

war nur, dass die Mittelwerte der HP- und LP-Konzentrationen zu den Entnahmezeit-

punkten P1F und P2F in beiden Gruppen niedriger waren als die jeweiligen Mittelwerte

zum Entnahmezeitpunkt P0.

Wurden die Ausgangsmittelwerte der HP- und LP-Konzentrationen (Entnahmezeitpunkt

P0) mit den Mittelwerten zum Entnahmezeitpunkt P2F verglichen, so war zu erkennen,

dass es in beiden Gruppen insgesamt zu einem Absinken der Konzentrationen kam (Grup-

pe A: HP 5 % und LP 20 %; Gruppe B: HP 7 % und LP 25 %). Der Konzentrationsabfall

von LP war in beiden Gruppen etwa um das vierfache höher als der Abfall der HP-

Konzentration.

4.2.3 Gesamtdosisanalyse

Um einen möglichen Einfluss der Gesamtdosis auf den Verlauf der HP- und LP-Konzen-

trationen während der Bestrahlung zu sehen, wurden die beiden Gruppen A und B jeweils

in zwei Untergruppen aufgeteilt. Differenziert wurde nach der Gesamtdosis (GD ≤ 30 Gy

und GD > 30 Gy). Es war dabei zu keinem Entnahmezeitpunkt weder innerhalb der

jeweiligen Gruppen noch zwischen den Gruppen A und B ein signifikanter Unterschied

feststellbar (Tabelle 7). Die Tendenzen in den betrachteten Untergruppen entsprachen

im Wesentlichen denen des Gesamtkollektivs.

36



Tabelle 7: Signifikanzen im Verlauf der HP- und LP-Konzentrationen während der
Bestrahlung, unter Berücksichtigung der applizierten Gesamtdosis (GD ≤ 30 Gy und
GD > 30 Gy). Dargestellt sind die absolute Anzahl und in Klammern der prozentuale
Anteil derjenigen Patienten in Gruppe A (keine Bisphosphonatgabe währende der Be-
strahlung) und Gruppe B ( Bisphosphonatgabe vor bzw. zu Beginn der Bestrahlung) bei
denen es in den Subgruppen zu einem Anstieg der HP- bzw. LP-Konzentrationen zu den
einzelnen Entnahmezeitpunkten kam (P0: vor der Bestrahlung, P1: Ende der ersten Be-
strahlungswoche, P2: Ende der zweiten Bestrahlungswoche). Es wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt.

Entnahmezeitpunkt

Gruppe Dosis P1 — P0 P2 — P1 P2 — P0

HP

A ≤ 30 Gy 7/10 (70 %) 4/9 (44 %) 3/7 (43 %)

n.s. n.s. n.s.

> 30 Gy 4/7 (57 %) 3/6 (50 %) 4/7 (57 %)

B ≤ 30 Gy 5/10 (50 %) 2/6 (33 %) 1/6 (18 %)

n.s. n.s. n.s.

> 30 Gy 1/9 (11 %) 3/9 (33 %) 2/8 (25 %)

LP

A ≤ 30 Gy 5/10 (50 %) 2/9 (22 %) 2/7 (29 %)

n.s. n.s. n.s.

> 30 Gy 7/7 (100 %) 2/6 (33 %) 4/7 (57 %)

B ≤ 30 Gy 6/10 (60 %) 2/6 (33 %) 2/6 (33 %)

n.s. n.s. n.s.

> 30 Gy 1/9 (11 %) 2/9 (22 %) 2/8 (25 %)
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5 Diskussion

Knochenmetastasen stellen neben Leber- und Lungenmetastasen eine häufige Komplika-

tion vieler Tumorerkrankungen dar [21, 53, 56, 63, 90]. Im Vordergrund der Behandlung

stehen die Linderung der Schmerzsymptomatik und die Wiederherstellung der Skelett-

funktion. Dabei kommen vor allem die Strahlentherapie und die supportive Therapie mit

Bisphosphonaten zum Einsatz.

Bisphosphonate haben ein breites therapeutisches Potential. Es umfasst die Hemmung

der Knochenresorption durch Osteoklasten, die Osteoprotektion und die Fähigkeit die

Entwicklung von Knochenmetastasen zu verhindern oder zu verzögern [71, 86, 91]. Bis-

phosphonate werden bereits seit Jahren in der Behandlung von nicht malignen Erkran-

kungen mit gestörtem Knochenstoffwechsel wie z. B. M. Morbus Paget, Hypercalciämie,

Hyperparathyreoidismus und Osteoporose eingesetzt [71, 86, 91]. In mehreren großen pro-

spektiven Studien konnte der osteoprotektive Effekt der Bisphosphonate bei Patienten

mit Tumorerkrankungen nachgewiesen werden [15, 65, 74, 75].

Vor allem Zoledronsäure und Pamidronat konnten im Vergleich zum Placebo, die Rate

Skelett-bezogener Komplikationen – dazu gehören pathologische Frakturen, chirurgische

Maßnahmen zur Behandlung oder Verhinderung einer Fraktur, palliative Strahlenthera-

pie, Spinalkompression, Hypercalciämie, und Änderung der Schmerztherapie bei Kno-

chenschmerzen – effektiv senken und ihr Auftreten hinauszögern [15, 27, 56, 60, 66, 71,

74, 75, 77, 91]. Des Weiteren zeigten in-vitro-Versuche, dass Zoledronsäure auch eine an-

titumoröse Wirkung besitzt [7, 38, 91]. Zoledronsäure verhindert in vitro die Proliferation

von Mammakarzinomzellen und führt zu einer Zytostase und Apoptose von Myelomzellen

[7, 38]. Diese Erkenntnisse führten zur Empfehlung eines möglichst frühen Einsatzes der

Bisphoshonate im Rahmen einer Tumorerkrankung.

Die Strahlentherapie von Knochenmetastasen führt zu einer Schmerzlinderung und Remi-

neralisation der osteolytischen Knochenläsionen. Dabei kommt es nach Abschluss der Be-

strahlung zunächst zu einer Steigerung der Knochendichte durch vermehrte Bildung von

Bindegewebe, welches im weiteren Verlauf mineralisiert wird. Die Stabilität des bestrahl-

ten Knochens wird jedoch nicht nur durch die Knochendichte, sondern vor allem durch

die dreidimensionale Mikroarchitektur und die Qualität des Knochengewebes bestimmt.

Da direkt nach der Bestrahlung noch kein vollwertiger Knochen vorhanden ist, kann es
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trotz gesteigerter Knochendichte zu Frakturen kommen [9, 56, 86]. Untersuchungen an

in vitro bestrahlten Zähnen und Knochen haben außerdem gezeigt, dass es während der

Bestrahlung zu einer direkten Kollagenzerstörung kommt [4, 41, 82]. Dies kann zusätzlich

zur verminderten Knochenstabilität direkt nach der Bestrahlung beitragen.

Neuere in-vivo-Untersuchungen an Tier-Tumor-Modellen [9, 56] sowie eine Untersuchung

[55] an Patienten mit osteolytischen Metastasen bei Mammakarzinom haben gezeigt, dass

eine frühe Gabe von Bisphosphonaten in Kombination mit lokaler Bestrahlung die Re-

mineralisation und Restabilisierung osteolytischer Knochenmetastasen verbessert. Dieser

Effekt war besonders stark ausgeprägt, wenn die Bisphosphonate vor Beginn der Be-

strahlung verabreicht wurden [56]. Die frühe Gabe der Bisphosphonate führte über die

Hemmung der osteoklastären Resorption des Knochens zum Erhalt der dreidimensiona-

len Mikroarchitektur und damit zum Erhalt der Stabilität des Knochens während und

nach Abschluss der Bestrahlung. Verifiziert wurden diese Ergebnisse durch Röntgenauf-

nahmen, Knochendichtemessungen und histomorphometrische Untersuchungen [55, 56].

Eine weitere Möglichkeit den antiresorptiven und osteoprotektiven Effekt von Bisphos-

phonaten zu verifizieren ist die Bestimmung von biochemischen Markern des Knochenab-

baus im Urin und im Serum. Die am häufigsten verwendeten Marker sind die Pyridinoline

HP und LP und in neueren Untersuchungen auch das N-Telopeptid (NTX). Bei diesen

Markern handelt es sich um Abbauprodukte des reifen Kollagens, die nach ihrer Freiset-

zung ins Blut nicht weiter verstoffwechselt und fast vollständig im Urin ausgeschieden wer-

den. Sie eignen sich daher gut zum Nachweis von Knochenum- und -abbauprozessen, The-

rapieansprechen sowie eines Tumorprogresses [13, 16, 19, 25, 26, 27, 28, 29, 69, 70, 87, 88].

Während HP außer in Knochen, in Sehnen, Knorpel und Blutgefäßen zu finden ist, wird

LP fast ausschließlich in Knochen und Dentin gefunden [1]. HP und LP sind bei Tu-

morpatienten mit manifesten und ohne manifeste Knochenmetastasen, im Vergleich zu

gesunden Kontrollgruppen, erhöht [1, 13, 19, 28, 29, 59, 67, 79, 83, 89]. Mehrere Unter-

suchungen haben gezeigt, dass es eine Korrelation zwischen der Höhe der biochemischen

Marker, vor allem LP und NTX im Urin (bzw. Serum) und dem Vorhandensein, dem

Schweregrad und der Ausdehnung der Knochenmetastasen gibt [13, 16, 17, 27, 29]. Die-

ser Zusammenhang konnte am Patientenkollektiv in der vorliegenden Studie ebenfalls

beobachtet werden. In beiden Gruppen hatten die Patienten mit multiplen Knochen-

metastasen im Durchschnitt höhere HP- bzw. LP-Ausgangswerte als die Patienten mit
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solitären Knochenmetastasen. Ein Abfall der beiden Werte unter Therapie kann daher

ein früher Indikator für ein Ansprechen der Erkrankung sein [47]. Ein Anstieg der Werte

kann wiederum für einen Progress der Erkrankung, zumindest aber für einen verstärkten

Knochenum- oder Abbau sprechen [13, 16, 19, 25, 26, 27, 28, 29, 69, 70, 87, 88].

In der Untersuchung von Weppner [65, 92] wurde bei Patienten mit Knochenmetastasen

der Verlauf der Marker HP und LP im Urin während und sechs bis acht Wochen nach

Abschluss der Strahlentherapie beobachtet. Es fiel ein Anstieg der Marker während der

Bestrahlung auf, was die Hypothese eines direkten Kollagenschadens durch die Strah-

lentherapie stützte. Ein Teil der Patienten bekam während der Strahlentherapie auch

Bisphosphonate verabreicht. In dieser Subgruppe zeigte sich eine Tendenz zur vermin-

derten Ausscheidung von HP und LP während der Bestrahlung, was wiederum als Hinweis

auf einen osteoprotektiven Effekt der Bisphosphonate während der Bestrahlung gesehen

wurde. Hier setzte die vorliegende Arbeit an. Das Ziel war zu klären, wie der Einfluss

von Bisphosphonaten auf die Urinausscheidung von HP und LP während der Bestrah-

lung ist und ob es Unterschiede in der Ausscheidung in Abhängigkeit vom Zeitpunkt

der Erstgabe des Bisphosphonats gibt. Von besonderem Interesse war zu untersuchen, ob

der osteoprotektive Effekt der Bisphosphonate (Zoledronsäure) während der Bestrahlung

auch anhand der biochemischen Marker im Urin beobachten werden konnte.

In der Literatur variieren die Angaben über die durchschnittlichen Werte von HP und

LP bei Patienten mit Knochenmetastasen zwischen 90 nmol/mmol Kreatinin und 140

nmol/mmol Kreatinin für HP und zwischen 6 nmol/mmol Kreatinin und 26 nmol/mmol

Kreatinin für LP [13, 16, 17, 19, 65, 67]. Dies entspricht auch den in dieser Studie er-

mittelten durchschnittlichen Ausgangswerten in Gruppe A von 94 nmol/mmol Kreatinin

für HP und 19 nmol/mmol Kreatinin für LP. In Gruppe B lagen die durchschnittlichen

Ausgangswerte höher als in Gruppe A, und zwar bei 134 nmol/mmol Kreatinin für HP

und 30 nmol/mmol Kreatinin für LP. In beiden Gruppen gab es keine signifikanten Un-

terschiede zwischen den Ausgangswerten wenn Männer und Frauen getrennt betrachtet

wurden. Dies entspricht ebenfalls den Angaben in der Literatur [1, 3, 13, 83].

Aus Untersuchungen an gesunden Patientinnen in der Prämeno- sowie in der Postmeno-

pause mit und ohne Osteoporose ist bekannt, dass es eine deutliche zirkadiane Rhythmik

der HP und LP Ausscheidung gibt [6, 33, 34, 35, 79, 81, 89]. Um vergleichbare Wer-

te zu bekommen, erscheint es daher sinnvoll, die Urinproben immer zur selben Uhrzeit
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zu sammeln. Dies war in der vorliegenden Untersuchung nicht immer gewährleistet, da

die Patienten sowohl ambulant als auch stationär und zu zeitlich stark variierenden Be-

strahlungsterminen behandelt wurden. Anhand der gemessenen Werte konnten trotzdem

eindeutige Tendenzen beobachtet werden.

In Gruppe B führte die frühe Gabe von Zoledronsäure zu einem Abfall beider Marker

während der Bestrahlung. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich die selektive Hemmung

der Osteoklastenaktivität und damit der Knochenresorption durch die Zoledronsäure.

Es gibt mehrere Untersuchungen bei unterschiedlichen Grunderkrankungen (M. Paget,

Hypercalciämie, Hyperparathyreoidismus, Knochenmetastasen), die nachweisen konnten,

dass es nach Bisphosphonatgabe zu einem raschen Abfall der biochemischen Marker des

Knochenabbaus kommt [16, 17, 19, 26, 37, 70, 81, 85]. Je nach Untersuchung konnte ein

Abfall der HP und LP Werte um 30 % bis 60 % im Vergleich zu den Ausgangswerten

beobachtet werden. Dabei sank LP im Schnitt stärker als HP. Die maximale Reduktion

trat nach vier Tagen bis 14 Tagen auf. Ein erneuter Anstieg der Werte wurde nach

21 Tagen bis 28 Tagen beobachtet. In Gruppe B des untersuchten Patientenkollektivs

konnte nach der Gabe von Zoledronsäure bis zum Ende der zweiten Bestrahlungswoche

ebenfalls abnehmende HP- und LP-Konzentrationen beobachtet werden. Im Vergleich zu

den Ausgangswerten sanken die durchschnittlichen Konzentrationen von HP bzw. LP um

14 % bzw. 37 %. Diese Ergebnisse waren jedoch statistisch nicht signifikant. Dabei ist

auffällig, dass diese Werte deutlich niedriger sind als die in der Literatur beschriebenen.

Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass die Patienten im vorliegenden Kollektiv zusätzlich

zur Bisphosphonatgabe bestrahlt wurden und daher die direkte Schädigung des Knochens

durch die Bestrahlung bei der Beurteilung der Ergebnisse berücksichtigt werden muss.

Die Patienten der in der oben angegebenen Literatur aufgeführten Studien wurden nicht

bestrahlt.

Im Gegensatz zur Gruppe B konnte in der Gruppe A zunächst ein Anstieg der durch-

schnittlichen HP- bzw. LP-Konzentrationen während der ersten Bestrahlungswoche um

20 % bzw. 23 % beobachtet werden. Dies entspricht, in der Tendenz, den Ergebnissen aus

der Untersuchung von Weppner [65, 92]. Im weiteren Verlauf der Bestrahlung wurde je-

doch, ähnlich wie in Gruppe B, eine Tendenz zu sinkenden HP- und LP-Konzentrationen

gesehen. Dies kann damit zusammenhängen, dass der Untergang von Tumorgewebe un-

ter der Bestrahlung zur Unterbrechung der tumorzellvermittelten Osteoklastenaktivie-
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rung führt. Die Folge ist ein verminderter Knochenabbau der sich in einer verminderten

Ausscheidung der biochemischen Marker widerspiegelt. Der Unterschied zwischen den

Gruppen A und B war jedoch zu keinem Entnahmezeitpunkt während der Bestrahlung

signifikant. Es konnte kein Einfluss der Gesamt- und Einzeldosis der Bestrahlung auf den

Verlauf der HP- und LP-Konzentrationen während der Bestrahlung nachgewiesen werden.

Nach Abschluss der Bestrahlung blieben die durchschnittlichen Konzentrationen von HP

und LP in beiden Gruppen unterhalb der Ausgangswerte. Sie zeigten keinen erneuten

Anstieg sechs bis acht Wochen nach Abschluss der Bestrahlung, wie in den Untersu-

chungen von Hoskins [47] und Weppner [65, 92] beobachtet wurde. Dies liegt vermutlich

daran, dass zum Zeitpunkt der Urinabnahme (6 bis 8 Wochen nach Abschluss der Be-

strahlung) alle Patienten bereits mindestens eine Zoledronsäuregabe erhalten haben und

eine antiresorptive und damit osteoprotektive Wirkung vorhanden war.

In der durchgeführten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Bisphos-

phonaten, Zoledronsäure, vor bzw. zu Beginn einer Bestrahlung von Knochenmetastasen

zu einer verminderten Ausscheidung der biochemischen Marker des Knochenabbaus HP

und LP führt. Dies kann ein Hinweis auf die osteoprotektive Wirkung der Bisphosphonate

während der Strahlentherapie von Knochenmetastasen sein.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstützen indirekt die Beobachtung anderer

Studien, dass eine frühe Bisphosphonatgabe in Kombination mit lokaler Bestrahlung

einen osteoprotektiven Effekt hat und zu einer verbesserten Remineralisation und Resta-

bilisierung osteolytischer Knochenmetastasen führt [9, 55, 56, 86]. Der osteoprotektive

Effekt besteht dabei am ehesten im Erhalt der dreidimensionalen Mikroarchitektur des

Knochens und im Schutz des Knochenminerals. Die Frage, ob Bisphosphonate eventuell

auch das Kollagen im Knochen vor radiogen bedingter Zerstörung schützen und dadurch

zusätzlich die Stabilität des Knochens nach Bestrahlung erhöhen, ist mit dieser Unter-

suchung nicht zu beantworten. Aufgrund der geringen Patientenzahl in dieser Studie ist

die statistische Aussagefähigkeit eingeschränkt.
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6 Ausblick

Weitere Studien an größeren Kollektiven sollten untersuchen, ob es tatsächlich einen si-

gnifikanten Unterschied im Verlauf der biochemischen Marker des Knochenabbaus, in

Abhängigkeit vom Zeitpunkt der Bisphosphonatgabe, gibt. Außerdem wäre es wichtig

zu eruieren, ob und wie sich der vermutete osteoprotektive Effekt klinisch manifestiert

(Abnahme der Schmerzen, geringere Frakturrate nach Bestrahlung, verbesserte Lebens-

qualität). Zudem sollten neben HP und LP auch andere Marker des Knochenabbaus,

wie z. B. die Kollagen Typ I Telopeptidfragmente NTX und CTX im Urin bzw. Serum

bestimmt werden. Aus der Literatur geht hervor, dass vor allem NTX ein sehr sensiti-

ver Marker für den Nachweis einer Knochenresorption sowie ein früher Indikator für das

Ansprechen von Knochenmetastasen auf eine Bisphosphonattherapie ist [16, 28, 49, 68].

Die Bestimmung von Markern des Knochenab- und aufbaus im Serum (NTX, CTX,

ICTP sowie Osteocalcin, BAP, PICP, PINP) könnte dabei ebenfalls hilfreich sein [89].

Des Weiteren wäre zu überlegen, inwiefern das Ergebnis der kombinierten Strahlen- und

Bisphosphonattherapie – soweit ethisch vertretbar – durch Röntgenaufnahmen oder Kno-

chendichtemessungen verifiziert werden könnte.
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7 Zusammenfassung

Im Verlauf vieler Tumorerkrankungen treten Knochenmetastasen als Komplikation auf.

Die Folgen können Knochenschmerzen, pathologische Frakturen, Hypercalciämie und spi-

nale Kompressionssyndrome sein. Die Therapie der Knochenmetastasen ist multimodal

und richtet sich in erster Linie nach der klinischen Symptomatik. Im Vordergrund stehen

die Linderung der Schmerzsymptomatik und die Wiederherstellung der Skelettfunkti-

on. Zum Einsatz kommen neben chirurgischen Maßnahmen vor allem die Strahlenthera-

pie und die medikamentöse Therapie mit Bisphosphonaten. Die Strahlentherapie führt

zur Schmerzlinderung, Abtötung der Tumorzellen im Knochen und Remineralisation der

osteolytischen Knochenläsionen. In mehreren in-vitro-Untersuchungen an Zähnen und

Knochen konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen der Bestrahlung auch zu einer direk-

ten radiogenen Kollagenzerstörung kommt [4, 41, 82]. Dies konnte anhand von Messungen

der biochemischen Marker des Kollagenabbaus HP und LP bestätigt werden.

Bisphosphonate haben ein antiresorptiven, osteoprotektiven und Tumor-präventiven Ef-

fekt am Knochen [71, 91]. In neueren in- vivo-Untersuchungen an Tier-Tumor-Modellen

konnte gezeigt werden, dass eine frühe Gabe von Bisphosphonaten in Kombination mit lo-

kaler Bestrahlung die Remineralisation und Restabilisierung osteolytischer Knochenläsio-

nen verbessert [9, 56]. In der Dissertation von Weppner [92] wurde zudem eine Tendenz

zur verminderten Ausscheidung von HP und LP im Urin beschrieben, wenn während der

Bestrahlung zusätzlich Bisphosphonate gegeben wurden. Dies wurde als Hinweis auf eine

osteoprotektive Wirkung der Bisphosphonate während der Bestrahlung gedeutet.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu klären, wie der Einfluss von Bisphosphonaten auf

die Urinausscheidung von HP und LP während der Bestrahlung ist, in Abhängigkeit vom

Zeitpunkt der Erstgabe des Bisphosphonats. Von besonderem Interesse war zu sehen, ob

anhand des Verlaufs der biochemischen Marker im Urin Hinweise auf einen osteoprotek-

tiven Effekt der Bisphosphonate während der Bestrahlung beobachtet werden können.

Dazu wurden insgesamt 40 Patienten mit nachgewiesenen Knochenmetastasen prospektiv

in zwei Gruppen zu je 20 Patienten randomisiert. Die erste Gruppe (Gruppe A) erhielt

die Bisphosphonatgabe gegen Ende der Bestrahlung, die zweite Gruppe (Gruppe B) vor

bzw. zu Beginn der Bestrahlung. In beiden Gruppen wurden jeweils eine Urinprobe vor

der ersten Bestrahlung, eine Urinprobe wöchentlich während der Bestrahlung und jeweils
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eine Urinprobe zu den Wiedervorstellungsterminen bzw. bei erneuter Bisphosphonatgabe

zwei bis acht Wochen nach Abschluss der Bestrahlung gesammelt.

Insgesamt wurden 188 Urinproben (140 Urinproben während der Bestrahlung, 48 Urin-

proben nach Abschluss der Therapie) nach Aufbereitung mittels HPLC analysiert. Un-

tersucht wurden hierbei die Konzentrationen der Kollagenabbauprodukte HP und LP im

Urin. In Gruppe B konnte ein Absinken der durchschnittlichen HP- und LP-Konzentrationen

während der Bestrahlung um 14 % bzw. 37 % im Vergleich zu den Ausgangswerten be-

obachtet werden. Im Gegensatz zu Gruppe B wurde in Gruppe A zunächst ein Anstieg

der HP- bzw. LP-Konzentrationen während der ersten Bestrahlungswoche gesehen (um

20 % bzw. 23 %). Im weiteren Verlauf der Bestrahlung war jedoch auch in dieser Grup-

pe eine Tendenz zu sinkenden HP- und LP-Konzentrationen zu beobachten. Zu keinem

Entnahmezeitpunkt konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

festgestellt werden. Der Verlauf der Marker in Gruppe B kann jedoch als Hinweis auf eine

osteoprotektive Wirkung der Bisphosphonate während der Bestrahlung gedeutet werden.

45



8 Literaturverzeichnis

Literatur
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9 Anhang

9.1 HP-Werte aller Patienten

9.1.1 Gruppe A

Tabelle 8: Urinkonzentrationen von HP (in nmol/mmol Kreatinin) aller Patienten in
Gruppe A zu den Entnahmezeitpunkten P0, P1, P2, P1F und P2F.

Entnahmezeitpunkt

Patient P0 P1 P2 P1F P2F

A001Y 163,86 178,42 119,57 203,69 187,98

A002Y 208,90 210,57 237,51 230,98 187,06

A003Y 65,75 38,27 38,00 36,15 25,05

A004X 94,60 92,16 108,03 112,19

A005Y 29,78 32,70 34,01 33,48 42,60

A007Y 81,83 105,35 65,74

A009X 65,92 75,99 33,49 53,34

A010Y 40,38 35,30 35,51 32,83 32,89

A011X 287,56 112,15 163,47

A012X 145,75 182,17 101,54 97,79 83,08

A013X 199,45 251,18

A014Y 94,42 131,50 108,16 93,42

A015X 73,14 61,04 42,99 124,73

A016Y 57,20 100,81

A017X 140,05 118,37 23,39

A018X 56,53 55,41 60,81 112,18

A019Y 47,01 71,45 40,93 77,38 69,30

A020Y 56,93 77,29

A021X 47,88 58,17 31,10

A022Y 79,15 101,62 118,42
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9.1.2 Gruppe B

Tabelle 9: Urinkonzentrationen von HP (in nmol/mmol Kreatinin) aller Patienten in
Gruppe B zu den Entnahmezeitpunkten P0, P1, P2, P1F und P2F.

Entnahmezeitpunkt

Patient P0 P1 P2 P1F P2F

B001Y 241,67 354,24 109,61 102,41

B002X 112,43 74,92 91,81 87,65

B003X 119,08 119,66 83,49 88,04

B004X 97,14 60,20 54,31 36,59 70,66

B005Y 36,06 142,73 118,42 122,80 88,38

B007X 254,31 165,28 421,90 194,30 175,98

B008Y 131,64 106,11 71,22

B009Y 145,94 84,87 180,55 171,17

B010X 246,39 196,76 134,38 170,71

B011X 73,45 30,84 43,86 59,34

B012Y 195,21 117,40

B013Y 76,72 75,53 54,95 63,04 81,50

B014X 175,09 66,00 227,48

B015X 232,65 300,49 407,56

B016Y 37,26 45,69 32,07 68,97

B017X 127,55 72,25 46,62

B018X 76,43 36,52 11,03

B019Y 122,90 176,42 94,74

B020Y 126,63 110,42

B021Y 43,99 55,81 33,62
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9.2 LP-Werte aller Patienten

9.2.1 Gruppe A

Tabelle 10: Urinkonzentrationen von LP (in nmol/mmol Kreatinin) aller Patienten in
Gruppe A zu den Entnahmezeitpunkten P0, P1, P2, P1F und P2F.

Entnahmezeitpunkt

Patient P0 P1 P2 P1F P2F

A001Y 29,05 43,51 23,41 33,04 30,39

A002Y 39,08 45,11 49,45 45,66 34,32

A003Y 17,13 13,74 8,45 7,09 5,99

A004X 20,14 25,43 27,62 17,81

A005Y 5,19 4,98 4,69 4,24 5,85

A007Y 20,04 28,41 10,73

A009X 21,54 19,43 6,19 7,99

A010Y 8,82 9,21 6,11 5,42 5,56

A011X 49,79 16,78 21,91

A012X 33,74 37,42 21,19 19,18 13,12

A013X 32,18 42,35

A014Y 20,29 27,85 22,00 17,09

A015X 12,90 13,30 8,86 24,97

A016Y 11,12 11,76

A017X 26,11 22,94 4,31

A018X 18,82 14,49 11,09 19,00

A019Y 9,37 14,63 9,62 12,39 11,80

A020Y 9,64 13,00

A021X 8,38 13,09 3,42

A022Y 14,94 18,58 20,58
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9.2.2 Gruppe B

Tabelle 11: Urinkonzentrationen von LP (in nmol/mmol Kreatinin) aller Patienten in
Gruppe B zu den Entnahmezeitpunkten P0, P1, P2, P1F und P2F.

Entnahmezeitpunkt

Patient P0 P1 P2 P1F P2F

B001Y 46,37 79,32 43,87 39,30

B002X 22,27 12,10 14,01 13,76

B003X 15,33 13,96 10,64 13,00

B004X 23,79 11,62 10,65 7,39 13,82

B005Y 6,85 18,91 16,31 16,15 10,95

B007X 58,00 26,79 63,68 26,24 27,82

B008Y 28,29 23,30 11,18

B009Y 26,02 10,88 27,03 28,24

B010X 51,42 29,91 22,27 27,39

B011X 19,05 8,30 11,63

B012Y 54,65 71,57

B013Y 13,50 9,72 8,04 10,48 11,35

B014X 34,11 7,78 37,94

B015X 65,50 68,71 75,80

B016Y 4,64 10,36 6,41 17,50

B017X 47,39 16,41 13,97

B018X 23,58 9,10 2,91

B019Y 25,42 37,82 13,63

B020Y 17,30 16,95

B021Y 10,07 12,79 3,75
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