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Zielsetzung dieser Arbeit war die Erstellung und Verbesserung eines Nachweisverfahrens fir
die Knochenabbaumarker Pyridinolin (PYD) und Desoxypyridinolin (DPD) im Urin, basie-
rend auf der Vorfraktionierung mittels CF1-Saulenchromatographie und der lonenpaar-Um-
kehrphasen-Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (HPLC). Es sollte die Analysezeit
verkurzt sowie die routinemafBige Praktikabilitat in Kombination mit einer hohen Sensitivitat
und Spezifitat berlicksichtigt werden. So konnte in dieser Arbeit die Hydrolysezeit (zur Be-
stimmung der gesamten PYD- und DPD-Konzentrationen) von drei auf eine Stunde im Au-
toklaven verkdrzt werden. Die initiale manuelle CF1-S&ulenchromatographie liel} sich durch
eine vollautomatische Probenvorfraktionierung mittels ASPEC-System (,,Automated Sample
Preparation System With Extraction Columns®) direkt vor der HPLC-Analyse erfolgreich
ersetzen, wobei letztere vom Gradientensystem auf ein isokratisches Verfahren umgestellt
wurde, welches weiterhin eine gute Basislinientrennung der Chromatogramme lieferte. Durch
diese MaRRnahmen konnten nicht nur Material und Gerate eingespart werden, sondern auch die
Gesamtanalysezeit (bei 50 Proben) von ca. 40 Stunden auf ca. 18 Stunden verkdrzt werden.

Danach erfolgte die Prifung der klinischen Aussageféahigkeit des weiter entwickelten Analy-
severfahrens. Die Intraassayvarianz betragt fir gesamtes PYD 3,5 % und fir freies PYD 5,0
% sowie flr gesamtes DPD 5,1 % und fir freies DPD 8,0 %. Die Interassay-Variationskoeffi-
zienten betragen fir die gesamten PYD-Konzentrationen 2,4 % und fir die freien PYD-Kon-
zentrationen 6,0 % sowie fur die gesamten DPD-Konzentrationen 7,1 % und flr die freien
DPD-Konzentrationen 6,5 %. Dies spricht fiir eine hohe Prazision des Analyseverfahrens. Es
konnte die Stabilit4t von PYD und DPD in Urinproben und der Standardlésung bei Raum-
temperatur (normale Laborlichtbedingungen) und + 4 °C (ber drei Tage nachgewiesen wer-
den. Allerdings soll direkter Sonnenlichteinfall auf die Proben vermieden werden. Auch
zehnmaliges Einfrieren und Auftauen von Urinproben erbrachte keinen Konzentrationsverlust
der beiden Quervernetzungsstiicke. Die PYD- und DPD-Konzentrationen in den Urinhydroly-
saten blieben bei Lagerung tber 14 Tage bei + 4 °C unverdndert. Des Weiteren konnte die
Linearitat von PYD und DPD in der Standardldsung, im Urin sowie im Eluat dargestellt wer-
den. Die untere Nachweisgrenze liegt bei 4,5 pg/l bzw. 10 nmol/l und die Wiederfindbarkeit
fir PYD bei 87 - 99 % sowie fur DPD bei 82 - 93 %.

Die Untersuchung der Tagesrhythmik der Pyridinium-Crosslinks zeigte ein Konzentrations-
maximum beider Komponenten zwischen 24 und 8 Uhr sowie ein Minimum zwischen 16 und
20 Uhr. Daraus folgt, dass fur klinische Studien die Beachtung einer einheitlichen Probenge-
winnung von hochster Bedeutung ist. Die PYD/DPD-Quotienten unterlagen dagegen keiner
Tagesrhythmik und lagen bei Gesunden zwischen 5,2 und 5,8. Von Aoshima und Mitarbeitern
wurde auBerdem gezeigt, dass bei postmenopausalen Frauen mit Osteoporose der Knochen-



abbau besonders nachts gesteigert ist (Aoshima et al. 1998). Die Reproduzierbarkeit innerhalb
einer Person war im 24h-Sammelurin sowohl fir eine weibliche (liber 29 Tage) als auch flr
einen mannlichen (liber 14 Tage) Probanden mit einem Variationskoeffizienten (VK) von
10 — 14 % besser als im 1. Morgenurin (VK 14 — 19 %). Dies kann durch den Kreatininbezug
bedingt sein. Der 1. Morgenurin hat dagegen den Vorteil htherer Peaks. Ob eine zyklusab-
hangige Rhythmik fir den PYD/DPD-Quotienten bei Frauen vorliegt, sollte mit einer héheren
Probandenzahl in weiteren Studien geklart werden.

Es ware fir eine Nachfolgearbeit interessant, ob mit dem Sammeln von erstem Morgenurin
z.B. an drei aufeinander folgenden Tagen und Analyse eines Gemisches aus diesen drei Pro-
ben intraindividuelle Variationskoeffizienten um oder unter 10 % erzielt werden kénnen. Dies
wirde es erleichtern, schon kleinere Unterschiede unter einer Therapie z.B. mit niedrig do-
sierten Hormonpflastern oder mit Vitamin D und Kalzium zu erfassen.

Anhand von 120 gesunden Probanden (61 Manner, 59 pramenopausalen Frauen) wurde ein
Referenzbereich fir die gesamten PYD- und DPD-Fraktionen im Urin erstellt. Im Vergleich
dazu lagen 71 % der PYD- und 74 % der DPD-Werte bei 31 gesunden postmenopausalen
Frauen Uber der oberen Normalbereichsgrenze. Die Urinuntersuchung von 37 Mammakarzi-
nompatientinnen mit Knochenmetastasen ergab im Gegensatz zu den pramenopausalen
Frauen sowohl fir gesamtes PYD als auch DPD durchschnittlich um das 4,6-fache erhéhte
Werte, wobei sdmtliche Werte (iber der oberen Normbereichsgrenze lagen.

Fur die freien PYD- und DPD-Fraktionen wurde ebenfalls anhand der Urine von 92 gesunden
Probanden (38 Manner, 54 prdmenopausale Frauen) ein Referenzbereich erstellt. Im Ver-
gleich dazu lagen 39 % der PYD- und 9 % der DPD-Werte bei 23 gesunden postmenopausa-
len Frauen Uber der oberen Normbereichsgrenze. Die freien Konzentrationen der Pyridinium-
Crosslinks waren bei 37 Mammakarzinompatientinnen mit Knochenmetastasen im Vergleich
zu den prémenopausalen Frauen um das 3,6-fache fur PYD und um das 2,6-fache fur DPD
erhoht, wobei 89 % der PYD- sowie 65 % der DPD-Werte Uber der oberen Grenze lagen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass das prozentuale Verhéltnis der freien zu den gesamten
Fraktionen beider Quervernetzungsstiicke Unterschiede zwischen Knochenstoffwechselge-
sunden und Patienten mit gesteigertem Knochenum- bzw. -abbau anzeigt. So lagen die durch-
schnittlichen prozentualen Anteile bei Ménnern (n = 38) bei 51 % (23 - 75 %) fir PYD und
54 % (21 - 86 %) flur DPD sowie bei prdmenopausalen Frauen (n = 54) bei 55 % (22 - 88 %)
fir PYD und 59 % (13 - 80 %) fir DPD. Dagegen liel3 sich bei postmenopausalen Frauen (n =
23) ein prozentuales Verhaltnis von 54 % (27 - 86 %) fur PYD und 47 % (20 - 77 %) fur DPD
sowie bei Mammakarzinompatientinnen mit Knochenmetastasen (n = 37) von 45 % (28 - 60
%) fur PYD und 32 % (16 - 76 %) fir DPD nachweisen. Wahrend also bei gesunden prame-
nopausalen Frauen der freie DPD-Anteil an den Gesamtfraktionen ca. 60 % betragt, sinkt die-
ser Anteil bei Patientinnen mit Knochenmetastasen auf etwa 30 %, wodurch das wahre Aus-
maf eines gesteigerten Knochenabbaus durch das freie DPD unterschatzt wird. Aufféllig ist
aullerdem die hohe interindividuelle Variationsbreite der prozentualen Anteile, sodass der
Durchschnittswert keine konstante GrolRe widerspiegelt, was bei der Bestimmung der freien
Crosslinks beachtet werden muss.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war der Vergleich des kommerziell erhdltlichen Immunoassays
,»Collagen Crosslinks = Kit*“ (Metra Biosystems Inc.) mit der HPLC-Methodik beziglich des
Nachweis der freien PYD- und DPD-Konzentrationen im Urin. Wegen schlechter Prazision



fiihrte der EIA zu mangelhafter Ubereinstimmung mit den HPLC-Ergebnissen. Auch in Ring-
versuchen zeigte sich, dass der EIA fiir klinische Fragestellungen nicht brauchbar war.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit sollte der quantitative Nachweis der gesamten PYD- und
DPD-Fraktionen mittels automatisierter HPLC-Methodik der Bestimmung der freien Fraktio-
nen mit der gleichen Methode oder mittels Immunoassay vorgezogen werden. Dies wird zu-
sétzlich durch das sehr gute Abschneiden meiner automatisierten HPLC-Methode in mehreren
internationalen Ringversuchen, in denen eine hervorragende Linearitat bei Messung von Pati-
entenproben bewiesen wurde, bekréaftigt (NEQAS, siehe Tabellarischen Anhang).

Die von mir optimierte automatisierte Methode zur Messung von Pyridinolin und Desoxypy-
ridinolin im Urin weist ein grofRes Potential auf, postmenopausal gesteigerten Knochenabbau
zu erkennen. Dies gilt allerdings nur, wenn wegen der Tagesrhythmik die Probenentnahme
standardisiert wird. Extrem hohe Werte der Pyridinoline fand ich bei Patientinnen mit Mam-
makarzinom und radiologisch nachgewiesenen Knochenmetastasen (alle lagen aullerhalb des
Referenzbereichs der pramenopausalen Frauen). Auch erlaubt mdglicherweise der von mir
beobachtete Anstieg des PYD/DPD-Quotienten bei diesen Patientinnen eine frihere Erken-
nung der Knochenmetastasierung, was in weiteren Untersuchungen zu klaren waére.



