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Maligne Erkrankungen und dadurch ver-
ursachte Metastasen sind seit Jahrzehn-
ten Gegenstand der medizinischen For-
schung. Metastasierungen von Tumoren
in das Knochengewebe treten im Rah-
men von malignen Erkrankungen hiu-
fig auf und verursachen oft zunehmende
Schmerzen und erhohen die Morbiditt
und Mortalitdt bei den betroffenen Pati-
enten [16, 30, 31, 44]. In den letzten Jahr-
zehnten konnten stindig neue laborche-
mische Methoden und Marker entwickelt
werden, die im Rahmen der Diagnos-
tik von Knochenldsionen hilfreich sind
[16, 42, 43]. Ein frithzeitiges Erkennen
solcher Metastasen und die rechtzeitige
Einleitungeiner antiresorptiven Therapie
konnen die mit den Knochenmetastasen
verbundene Morbiditdt und Mortalitit
der betroffenen Patienten senken [7-9].

In diesem Zusammenhang ist zu be-
ricksichtigen, dass Knochengewebe ein
sehr aktives Gewebe ist, das bei einem
gesunden Erwachsenen einem Gleichge-
wicht von stindigem Ab- und Aufbau
unterliegt [40-43]. Im Falle eines Auftre-
tens von malignen Erkrankungen kann
dieses Gleichgewicht gestort werden und
Metastasen, die den Knochen befallen,
verursachen je nach Ursprung sowohl os-
teolytische als auch osteoblastische und
gemischte Lasionen im Knochengewebe
[14, 15]. Der Knochen wird gar nicht
durch die Tumorzellen, sondern durch
aktivierte Osteoklasten und Osteoblas-
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Aussagekraft von Prokollagen
Typ | aminoterminales Propeptid
(P1NP) als Knochenaufbaumarker

ten auf- und abgebaut. Die Marker des
Knochenaufbaus sind als direkte oder in-
direkte Produkte aktiver Osteoblasten zu
sehen [29, 46]. Sie werden im Serum be-
stimmt [10, 11, 50].

Die Genese von Osteoblasten und
Osteoklasten steht in einer engen Be-
ziehung, da die Osteoblasten im Verlauf
ihrer Entwicklung beispielsweise Osteo-
protegrin sezernieren, das die Osteo-
klastendifferenzierung erst initiiert. Es
ist mit nichtinvasiven, relativ preisgiins-
tigen Methoden moglich, die Prozesse
der Knochenbildung und Knochenre-
sorption anhand von biochemischen
Markern zu verfolgen und somit Infor-
mationen iber Knochenerkrankungen,
Therapieerfolge und Patientencomplian-
ce zu gewinnen [5, 32, 45, 49]. Wahrend
zur Uberwachung der Knochenresorp-
tion Urinmarker besonders geeignet
erscheinen, werden fiir die Knochen-
formation Serumproben analysiert. Es
lassen sich folglich 3 Kategorien von
Markern unterscheiden.
== Marker der Enzymaktivitit von

Osteoblasten und Osteoklasten,
== Produkte von Aufbau und Abbau der

organischen Matrix,
== Kalzium und Phosphat als Marker

fir den Umsatz der nichtorganischen

Matrix [14].
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Kollagen: Vorkommen und
Syntheseablauf

Kollagene stellen aufgrund ihrer struk-
turgebenden Funktion in Basalmembra-
nen, Haut, Sehnen, Bindern, Knorpel
und Knochen eines der bedeutendsten
Proteine des menschlichen Organismus
dar [1, 2, 5, 21]. Das gemeinsame Struk-
turmerkmal der tiber 20 verschiedenen
bisher identifizierten Kollagene ist ihre
tripelhelikale Konformation, bei der je-
der linksgingige Helix eine rechtsgingi-
ge Superhelix ausbildet. Voraussetzung
firr diese Anordnung ist die Zusammen-
setzung der einzelnen Helix aus repe-
titiven Aminosduresequenzen der Form
Gly-X-Y, wobeian der X- und Y- Position
bevorzugt Prolin sowie Hydroxyprolin/
Hydroxylysin auftreten [17, 21].

Die Kollagensynthese beginnt im In-
trazelluldrraum am rauen endoplasma-
tischen Retikulum der Fibroblasten und
Osteoblasten mit der Bildung von Kol-
lagenhelices, die als Alpha-1- bzw. Al-
pha-2-Prokollagene bezeichnet werden
[35, 37, 38, 44]. Sie sind durch sog. Pro-
peptide gekennzeichnet, die sich sowohl
am N-terminalen sowie am C-termina-
len Ende des Prokollagens befinden und
deren Abspaltung wichtig fur die spite-
re Zusammenlagerung der Kollagentri-
pelhelix ist [22, 24-26, 28, 33, 37, 38].
Anschlieflend kommt es zur Hydroxy-
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lierung von etwa 50% der Prolin- und
10-80 % der Lysinreste.

An die Hydroxylierung schliefit sich
die Glykosylierung der Hydroxylreste mit
Glukose und Galaktose an, bevor durch
die Zusammenlagerung dreier Kollagen-
helices die gewiinschte Tripelhelix ent-
steht. Diese wird durch Disulfidbriicken
am N- und C-terminalen Ende stabili-
siert und zur Weiterverarbeitung in den
Extrazellulirraum sezerniert [28, 33, 37,
38]. Nach der Sekretion folgt die Entfer-
nung der Propeptide durch Amino- und
Carboxypropeptidasen sowie die Zusam-
menlagerung von 5 Tripelhelices zu 10-
100 nm dicken Mikrofibrillen, die zu 3-
5um dicken Fibrillen aggregieren. Die
Desaminierung von Lysylresten durch ei-
ne Lysyloxidase fithrt zur Entstehung von
Aldehydgruppen, die mit Aminogrup-
pen anderer Lysylreste Schiffsche Basen
bilden und so die Kollagenhelices irre-
versibel miteinander vernetzen [40-42].

Struktur von Kollagen
Typ lund P1INP

Im Folgenden soll auf Kollagen Typ I
eingegangen werden, das als Trimer (aus
zwei identischen Alpha-1-Ketten [je 138
Aminosiuren]) und einer sich in Grofie,
Aminosduresequenz und Antigenitét un-
terscheidenden Alpha-2-Kette (55 Ami-
nosduren; [42, 43]) tiber 90 % der orga-
nischen Knochenmatrix darstellt.

PINP wird von Fibroblasten und Os-
teoblasten als prolin- und hydroxypro-
linreiche Vorstufe des Typ-1-Kollagens
synthetisiert. Es ist damit ein Marker der
frithen Knochenneubildung, insbeson-
dere der Osteoblastenproliferation [30,
31,33]. Weitere Knochenformationsmar-
kersindz. B. dasparallel zu PINP gebilde-
te Prokollagen Typ 1 Carboxyterminales
Propeptid (P1CP), die knochenspezifi-
sche alkalische Phosphatase, die im Zu-
sammenhang mit der Reifung der Kno-
chenmatrix gebildet wird sowie Osteo-
calcin als Indikator fiir die spate Phase
der Knochenbildung. Osteocalcin wird
im Verlauf der Knochenmineralisation
synthetisiert [33, 36-38].

Das PINP wurde urspriinglich als
sog. fetales Antigen 2 (FA2) aus Am-
nionfliissigkeit isoliert, die im Verlauf
des zweiten Trimenons gewonnen wurde

[48,51, 52]. Aufgrund der Verteilung des
FA2 zwischen kindlichen und materna-
len Gewebekompartimenten ist davon
auszugehen, dass es sich um ein rein feta-
les Protein handelte. Zunehmend konnte
aber beispielsweise eine vermehrte Syn-
these von FA2 im Granulationsgewebe
der Wundheilungsreaktion festgestellt
werden, und es wurde eine Produktion
von FA2 in Fibroblasten und Osteoblas-
ten beobachtet [46, 47].

Dariiber hinaus ist eine verstirkte Ab-
lagerung des fetalen Proteins im reaktiv
proliferierenden Stromagewebe im Um-
feld maligner Tumoren, z.B. bei Brust-
krebs, feststellbar [33, 49]. Bei der Analy-
se der Aminosiuresequenz von FA2 stell-
te sich heraus, dass dieses Protein dem
aminoterminalen Propeptid des Kolla-
gens Typ 1 entsprach. Charakteristisches
Merkmal von Prokollagen Typ 1 sind sei-
ne globuldren, trimeren Erweiterungen
am C- und N- terminalen Ende des Mole-
kiils, die nach der Sekretion des Prokolla-
gens in den Extrazelluldrraum durch spe-
zielle Propeptidasen abgespalten werden
[33, 52, 53]. Es werden als stochiome-
trisch zur Kollagenbildung dquivalente
Mengen an P1CP und PINP in die Zir-
kulation freigesetzt, so dass diese beiden
Marker zur diagnostischen Bestimmung
der Kollagensynthese verwendet werden
kénnen. Die normalen Serumspiegel von
PINP liegen u.a. fir primenopausale
Frauen bei ca. 30,1 ng/ml, fiir postme-
nopausale Frauen bei 37,1 ng/ml und fiir
Minnerim Alter zwischen 51 und 70 Jah-
ren bei ca. 36,4ng/ml [45].

Obwohl Typ-1-Kollagen auch noch in
anderen Strukturen vorkommt, wie Haut,
Sehnen und Dentin, ist der Kollagen-
metabolismus in diesen Geweben zu ge-
ring, um einen messbaren Einfluss auf die
Mengen von P1CP und PINP im Serum
zu nehmen (33, 49].

P1CP und PINP besitzen unter-
schiedliche Wege der Elimination aus
der Zirkulation. P1CP, ein globuléres
Glykoprotein, hat ein Molekulargewicht
von 115kDa und wird iiber Mannose-
Rezeptoren in Endothelzellen in der
Leber aufgenommen und dort verstoff-
wechselt. PINP, ein phosphoryliertes,
teils globuldres, teils helikales Prote-
in, hat dagegen nur ein Molekularge-
wicht von 70kDa und wird iber den
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Scavenger-Rezeptor in die Endothelzel-
len der Leber aufgenommen [33-35].
Wihrend der Scavenger-Rezeptor von
hormonellen Einfliissen unabhingig ist,
wird der Mannose-Rezeptor in seiner
Funktion von verschiedenen Hormonen
reguliert. Fiir Calcitriol, Dexamethason,
Prostaglandin E und Thyroxin konn-
ten Anderungen in der P1CP-Clearance
nachgewiesen werden [54]. So fordert
z.B. eine Hyperthyreose eine erhohte
Clearance von P1CP, bei einer Schild-
driisenunterfunktion sinkt die Clearance
(33, 58, 60-62].

Methoden zur Bestimmung
von P1INP

P1INP ist ein thermisch instabiles Peptid,
dasbeilnkubation mit 37 °Cineinehoch-
molekulare und niedermolekulare Form
zerfillt, die aber immunologisch iden-
tisch sind. Die verschiedenen bekannten
Nachweisverfahren unterscheidensichin
ihrer Spezifitit fiir diese beiden Varian-
ten. Die Kenntnis der jeweiligen Expe-
rimentbesonderheiten ist Voraussetzung
fir die Auswahl der optimalen Bestim-
mungsverfahren fir PINP im Rahmen
der Diagnostik [33, 60, 61]. Die Bestim-
mung erfolgt heutzutage ublicherweise
mit vollautomatisierten Immunoassays,
z.B. der Firma Roche mittels Elektro-
chemilumineszenz.

In chromatographischen Verfahren
kénnen unter Verwendung von An-
tikorpern gegen Alpha-1-Ketten des
PINP beide Formen als zwei klare Peaks
identifiziert werden. Mit Hilfe einer Ab-
sorptionsmessung bei 280 nm treten die
zwei molekularen Erscheinungsformen
als Fraktionen 22 und 27 auf. Werden in
einem weiterfithrenden Experiment die
beiden Fraktionen bei 37 °C inkubiert, so
resultieren unterschiedliche Ergebnisse:
Wihrend es in der Fraktion 22 zu einer
Abnahme der hochmolekularen zuguns-
ten der niedermolekularen Verbindung
kommt, ergeben sich fiir die Fraktion 27
keine wesentlichen Verdnderungen [6,
23, 25, 27, 50]. Dies bestitigt die Ver-
mutung, dass PINP ein heterogenes
Erscheinungsbild aufweist und die hoch-
molekulare, trimere Struktur des PINP
als thermisch instabile Verbindung bei
Korpertemperatur in die niedermoloku-



lare, monomere Alpha-1-Kette zerfillt.
Begriinden ldsst sich diese Eigenschaft
mit dem biochemischen Aufbau des
PINP. Als Kollagenvorldufer besitzt das
trimere PINP einen geringen Anteil
an tripelhelicalen Abschnitten. Da aber
die Tripelhelix des Kollagens nur durch
schwache, nichtkovalente Bindungen
zwischen den einzelnen Helices stabi-
lisiert wird, enthilt das trimere PINP
wenig widerstandsfihige Verbindungen
und ist damit temperaturempfindlich
[33, 55, 56].

In der SDS-Gelelektrophorese dage-
gen zeigen sich keine Unterschiedein den
Eigenschaften der hoch- und niedermo-
lekularen Form des PINP. Fraktion 22
und Fraktion 27 weisen beide ein identi-
sches Molekulargewicht von 27kDa auf.
Dieses Verhalten impliziert, dass sowohl
das Trimer als auch das Monomer aus
intakten Alpha-1-Ketten bestehen, die
ihrerseits das Molekulargewicht bestim-
men. Die Gewichtsdifferenz der einzel-
nen Alpha-1-Ketten (14,213kDa) zu den
in der SDS-Gelelektrophorese gemesse-
nen 27 kDaerklért sich durch das variable
Vorkommen von 6 bis 9 Hydroxyprolin-
resten am C-terminalen Ende der Alpha-
1-Ketten [58, 59, 63-65].

Um den Gehalt von PINP in Pa-
tientenproben zu bestimmen, gibt es
noch zwei weitere Testverfahren. Unter
Verwendung von iodiertem (125I) PINP
kann die hochmolekulare Struktur mit
einem Radioimmunoassay (RIA) detek-
tiert werden, wihrend dieser Test sich
nicht zum Nachweis des niedermoleku-
laren Monomers eignet. Mogliche Ur-
sache ist eine unterschiedliche Affinitit
der Antikorper zu der hoch- und nie-
dermolekularen Form des PINP. Durch
einen speziellen Sandwich-ELISA mit
monoklonalen Kaninchenantikorpern
und Biotin-markierten Antikorpern ge-
lingt die Darstellung beider Varianten.
Wird im Versuch PINP aus Amnion-
flissigkeit tiber mehrere Stunden bei
37°C inkubiert, so zeigen sich im ELISA
keine Konzentrationsunterschiede, wih-
rend im RIA die P1NP-Konzentration
drastisch sinkt. Grund hierfiir ist die
Umwandlung der trimeren in die mo-
nomere Form, die - wie oben bereits
erwihnt - mit dem RIA nicht mehr
nachzuweisen ist. Bei einer Inkubati-
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Zusammenfassung

Die vorliegende informative Zusammen-
fassung tiber den Knochenaufbaumarker
Prokollagen Typ | aminoterminales Propeptid
(PTNP) wird im Rahmen der Serie ,Biomarker”
des Zentralblatts fiir Arbeitsmedizin, Arbeits-
schutz und Ergonomie publiziert und dient als
Fortbildung fiir Arbeitsmediziner*innen. Sie
beschiftigt sich mit dem immer haufigeren
Gebrauch der Bestimmung von spezifischen
Markern bei sog. Manager-Vorsorgen und
Check-up-Untersuchungen. P1NP zeigt eine
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Aussagekraft von Prokollagen Typ | aminoterminales Propeptid
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hohe Sensitivitdt und Spezifitdt aber eignet
sich grundsétzlich nicht als Screening-Para-
meter zur Frithdiagnostik oder fiir Vorsorgen,
da es ein Marker zur Therapie-, Verlaufs- und
Rezidivkontrolle von Knochenmetastasen ist.

Schliisselworter

Biomarker - Typ 1 aminoterminales Pro-
kollagen - Immunologische Methoden -
Knochenmetastasen - Diagnostik

a bone formation marker

Abstract

This informative summary of the bone
formation marker procollagen type |
N-terminal propeptide (P1NP) is published
as part of the series “Biomarkers” of the
Zentralblatt fiir Arbeitsmedizin, Arbeitsschutz
und Ergonomie and is intended as a training
tool for occupational physicians. It deals
with the increasingly more frequent use of
the determination of specific markers in so-
called managerial screening and check-up
examinations. The marker P1NP shows a high

Value of procollagen type | N-terminal propeptide (P1NP) as

sensitivity and specificity but is generally not
suitable as a screening parameter for early
diagnosis or for prevention as it is a marker
for monitoring treatment, progression and
recurrence of bone metastases.

Keywords

Biomarkers - Procollagen type | N-terminal
propeptide - Immunological methods - Bone
metastases - Diagnostics

onszeit von iiber 72h ist ein PINP-
Nachweis aufgrund einer Halbwertszeit
der trimeren Form von ca. 10h im RIA
nicht mehr moglich. Normwerte fiir die
gemessenen Konzentrationen von PINP
betragen fiir den ELISA-Test 61 pg/l, fiir
den RIA 45pg/1 [50, 56, 57].

Aussagekraft der Knochen-
aufbaumarkers

P1NP zeigt dabei im Vergleich zu P1CP
starkere Konzentrationsdnderungen, was
vermutlich mit den unterschiedlichen
Clearanceverfahren = zusammenhingt.
Der hormonsensible Mannose-Rezeptor
konnte durch von Tumorzellen sezer-
nierte Wachstumshormone in seiner
Aktivitit moduliert werden und auf
diese Weise die Elimination von P1CP
aus dem Serum beschleunigen [3, 4,
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20]. Wihrend sich fiir PINP somit eine
enge Korrelation zwischen Serumkon-
zentration einerseits und Tumorgrofle,
Malignitit sowie Uberlebensdauer des
Patienten andererseits manifestiert, ist
insgesamt betrachtet aber die Sensitivi-
tit der Formationsmarker geringer als
die der Resorptionsmarker (Sensitivi-
tat: carboxyterminales Typ-I-Kollagen-
Telopeptid (CTX): 56%, P1CP: 24 %,
PINP 30 %), da die osteolytischen Um-
bauprozesse bei Brustkrebsmetastasen
iiberwiegen [33, 63-65].

Wihrend die Marker der Knochen-
resorption somit am sensitivsten fiir
die osteolytischen Knochenmetastasen
bei Brustkrebs sind, sind bei Prosta-
takarzinomen erhohte Resorptions- und
Formationsmarker zu finden, wobei die
Marker der Knochenbildung hohere
Konzentrationen aufweisen [8, 9, 12,
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13]. Die schmerzhaften osteoskleroti-
schen Knochenmetastasen bei Prosta-
takarzinomen, die bei tiber 95% der
Patienten mit metastatischem Krank-
heitsverlauf beobachtet werden, entste-
hen auf Grundlage einer gesteigerten
Aktivitit der Osteoblasten, der eine
erhohte Knochenresorption durch Os-
teoklasten vorausgeht. So kommt es
trotz fehlender osteolytischer Lasionen
einerseits zu den beobachteten erhohten
CTX-Konzentrationen (Hinweis auf ge-
steigerten Knochenabbau), andererseits
lassen sich auch zunehmende Konzen-
trationen von Formationsmarkern, wie
der alkalischen Phosphatase, P1CP und
PINP, nachweisen [16, 22, 54, 56, 57].
Bei Vorliegen einer benignen Prostatahy-
perplasie oder eines Prostatakarzinoms
ohne nachweisbare Knochenmetastasen
zeigen die Marker dagegen keine Ver-
anderungen, was ihre Spezifitit in der
Diagnostik von Metastasen unterstreicht.
Besonders PINP scheint eng mit dem
Auftreten von Knochenmetastasen bei
Prostatakarzinomen zu korrelieren, und
es ist dabei sensitiver als die tibrigen For-
mationsmarker. Um die Folgen, die eine
Metastasierung von Tumorzellen in den
Knochen verursachen, zu minimieren
oder gar zu verhindern, ist eine recht-
zeitige Diagnostik unerlésslich [18, 19].
Vom klinischen Standpunkt aus gesehen,
konnen Metastasierungen in den Kno-
chen in 3 Phasen eingeteilt werden. Die
erste Phase beinhaltet das Wachstum
der Tumorzellen und deren Ausbrei-
tung, die zweite Knochenschmerzen
und die dritte Phase das Auftreten von
Frakturen. Um diesen Prozess zu ver-
langsamen bzw. zu unterbrechen, ist
eine gezielte Detektion und frithzeitige
Therapie notwendig [8, 9, 33, 65]. Der
Nachweis sollte unter optimalen Be-
dingungen bereits kleinste Metastasen,
Mikrometastasen von Tumorzellen im
Knochen aufzeigen. Unterstiitzend zur
bildgebenden, apparativen Diagnostik
werden hier die Knochenmarker und
ihre biochemischen Nachweisverfahren
angewandt.

Mit der Bestimmung von Knochen-
markern aus dem Blut kann die Aktivitat
des Knochenstoftwechsels schnell, ein-
fach und kostengiinstig ermittelt werden.
Hierzu werden insbesondere die Typ-1-

Kollagen-Fragmente, die bei der Kno-
chenformation und -resorption frei wer-
den, bestimmt [12, 13, 33].

Die Aussagekraft fiir PINP ist bei
Tumorerkrankungen gegeben. Wichtig
ist bei der Nachsorge der Tumorpatien-
ten, in regelmifligen Abstinden PINP
zu bestimmen, um den Stoffwechsel
der Knochen zu beriicksichtigen. Ein
Beispiel hierfiir ist die Metastasierung
postoperativ bei einem Prostatakarzi-
nom bzw. Mammakarzinom. Aufgrund
der Serumwerte von PINP kann der
Knochenstoffwechsel des Patienten be-
urteilt werden, um zukiinftige Metasta-
senentwicklungen zu verhindern. Bei
einer Osteoporose und gleichzeitiger
Tumorerkrankung wird der Knochenre-
sorptionszustand beurteilt.

Indikation von P1NP-
Bestimmung

Unter folgenden Bedingungen ist die In-

dikation fiir die PINP-Bestimmung ge-

geben:

== Prognose und Therapiemonitoring
ossdrer Metastasen,

= Erkennung einer Tumorprogredienz,

== Fritherkennung eines Tumorrezidivs
oder einer Metastasierung,

== Nachsorge,

== Diagnostik des gesteigerten reguldren
Knochenaufbaus,

== Therapiemonitoring Osteoporose.

Ausblick

Werden die unterschiedlichsten Aspekte
der arbeitsmedizinischen Vorsorge, wie
sie aktuell im Zentralblatt fiir Arbeits-
medizin publiziert und diskutiert wer-
den, betrachtet, so wird klar, dass PINP-
Bestimmungen keine Berechtigung im
Rahmen von IGeL-Leistungen bzw. Ma-
nagerchecks im Kontext der Arbeitswelt
haben, wohl aber im Bereich der Onko-
logie als Prognosemarker fiir die Bildung
von Metastasen.

Zukiinftige Studien im Bereich der
Knochenmarker sollten sich beispiels-
weise mittels biochemischer [8, 9], funk-
tioneller [10, 11, 14, 39] oder moleku-
larbiologischer [22, 50] Methoden mit
weiteren Aspekten beschiftigen.
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Fazit fiir die Praxis

== Der Biomarker P1NP eignet sich
zur Diagnosestellung, Therapie-,
Verlaufs- und Rezidivkontrolle von
ossaren Metastasen und zeigt haufig
einen Progress an, bevor dieser
iberhaupt klinisch oder radiologisch
detektierbar ist.

== Marker des Knochenstoffwechsels
sind speziellen Fragstellungen im
Rahmen von Diagnose, Verlaufskon-
trolle und Therapiekontrolle von
Knochenerkrankungen vorbehalten
und sollten nur von in diesem Gebiet
erfahrenen Arzten/-innen angefor-
dert und interpretiert werden.
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