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Ubersichtsarbeit

Anwendung von Knochenmarkern in der Veterinarmedizin

A. Liesegang

Institut fiir Tiererndhrung der Universitat Ziirich

Zusammenfassung 7
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Einleitung
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Die Knochenmasse besteht zu einem Drittel aus

1r, belm Menschen und”“‘
_ne f:Enzyme und anderen Proteinen, die von
‘Osteoblasten oder Osteoklasten belm Aufbau .

bzw. . Abbau gebﬂdet Werden objektiviert. Dle’m

‘*‘Knochenmarker t‘v0n Interesse dau iese die

der Humanmedxzm zur Diagnose von

: The use of blochemlcal bone markers m
“ ;vetermary medlcme

f “Boﬁ‘e métabolism Caribe monitored in humans
- and several animal species’in vivo by measuring
“ ‘*enzymes and other protem products released by
osteoblasts and osteoclasts, respectively: The bio-
chemical markers of bone formation currently,
| in use include bonei 1soenzyme ofalkaline phos-
“ “phatase osteocalcm and ptopeptxdes derived
- from the N orC tcrmma} ‘ends of the typ I pro-
i collagen molecule. The most useful markers of
. ‘bone resorpnon are breakdown products of type
I collagen The oldest estabhshed method is the
| measurement of hydroxyprohne in urine, which
s not specxﬁc for bone, because it can be found
m all collagen types and is also derlved from
;;\dlets Th”wmeasurement of collagen crosslinks,

- deoxypyndmohne and pyndmohne is compar~f

De xypyndln ine and pymdmolme are.
—use& in human med1c1ne for dmgnos:s and eval-

lmes for dxagnosmg and preventmg bone dl—%:

- Key words: bone resorption — bone formation -
_bone markers — calcium metabolism

dem organischen, nicht mineralisierten Osteoid
(= bindegewebiges Grundgertist), das wiederum zu
90% aus Typ-I-Kollagen besteht (Branca, 1996),
und zu zwei Dritteln aus dem anorganischen, mi-
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Osteoid

Knochenmarker in der Veterindrmedizin

neralisierten Anteil (Hydroxyapatit-Kristalle). Die
Synthese des Typ-I-Kollagens findet in den Oste-
oblasten statt. Dabei entsteht als erstes das Prokol-
lagen I, welches aus drei Polypeptidketten besteht,
die durch Hydroxylierung des Prolins quervernetzt
sind und so eine Tripelhelix bilden. Die beiden En-
den werden als PINP (= N-terminales Propeptid
des Prokollagen I) und PICP (= Carboxytermina-
les Propeptid des Prokollagen I) bezeichnet. Erst
extrazellulir werden die zwei Enden abgetrennt,
und die so entstandenen Tropokollagene konnen
sich zusammenlagern. Diese werden durch ver-
schiedene Enzyme modifiziert, und es bilden sich
Quervernetzungen durch Deoxypyridinolin (ent-
steht aus Lysinresten) und Pyridinolin (entsteht aus
Lysin- und Hydroxylysinresten). Bei der Kalzium-
mobilisation aus dem Knochen wird auch die bin-
degewebige Matrix abgebaut (Abb.1).

Knochen befindet sich in stindigem Umbau und
weist einen sehr aktiven Stoftwechsel auf. Knochen
wird durch die Osteoblasten aufgebaut und mittels
Osteoklasten abgebaut. Beide Prozesse sind eng
miteinander gekoppelt. Die Knochendichte und
-masse sind vom Gleichgewicht zwischen Kno-
chenresorption und Knochenbildung abhingig.
Mittels invasiver Methoden wie z.B. Knochen-
biopsien kann man niitzliche Informationen tiber
den Knochenumbau erhalten, aber es gibt einige li-
mitierende Faktoren. Die histomorphometrischen
Messungen geben keine dynamische Einsicht in
den Knochenmetabolismus, sondern lassen ledig-
lich eine zeitlich auf die Probenentnahme be-
schrinkte Aussage zu und sind zeitaufwendig (Cos-
man etal., 1995;Demers, 1996;Withold, 1996). Um
den Knochenabbau und -aufbau zu charakterisie-
ren und zu messen, wurden bereits mehrere Kno-
chenmarker beschrieben. Es gibt bis heute zwei
verschiedene Gruppen: 1. die nichtkollagenen
Knochenproteine (z. B. alkalische Phosphatase,
Osteocalcin, Osteonektin, Tartrat-resistente saure
Phosphatase) und 2. die kollagenen Knochenpro-
teine (z. B. Hydroxyprolin, Deoxypyridinolin, car-
boxyterminales Telopeptid des Typ-I-Kollagens
(ICTP), aminoterminales Telopeptid des Typ-I-
Kollagens (INTP), Hydroxylysin) (Epstein, 1988;
Demers, 1992). Die Nachteile dieser Knochenmar-
ker sind: sie unterscheiden nicht zwischen a) korti-

Osteoblast

s
\ Osteoklast

GEQ\
=

kalem und spongiosem Knochen, b) den Kno-
chenabbauraten an verschiedenen Stellen des Ske-
letts, ¢) intakter und zerstorter Knochenstruktur
und d) der Anzahl der knochenaufbauenden bzw.
knochenabbauenden Zellen und deren metaboli-
schen Aktivitit (Withold, 1996).

Anhand biochemischer Knochenmarker lasst sich
aber der Verlauf des Knochenstoffwechsel wihrend
einer bestimmten Zeitperiode verfolgen. Es wird
zwischen Markern der Knochenresorption und
Markern der Knochenbildung unterschieden. Da
diese jedoch auch durch andere Faktoren als nur
den Knochenstoffwechsels beeinflusst werden,
muss bei der Interpretation dieser Marker auch auf
die metobolischen Abbauprozesse (z.B. Clearance
in Leber und Niere) oder Herkunft aus anderen
bindegewebigen Strukturen geachtet werden.

Biochemische Marker
der Knochenbildung

Osteocalcin (OC, auch bone Gla-protein genannt)
ist ein nichtkollagenes Knochenprotein, welches
durch Osteoblasten wihrend der Mineralisation
der Matrix gebildet wird (Risteli und Risteli,
1993). Die Bildung wird von 1,25-Dihydroxy-Vi-
tamin D kontrolliert, bei Fehlen dieses Vitamins ist
die Bildung des OC vernachlissigbar. Die post-
translationelle Modifikation dieses Proteins durch
Carboxylierung ist Vitamin K-abhingig. Das extra-
zellulire Protein besitzt nach Modifikation an drei
Stellen die Aminosiure gamma-Carboxyglutamin-
sdure, welche Kalzium binden kann (Seibel et al.,
1997b). Bei der Knochenbildung wird OC, wel-
ches nicht im Knochen gebunden, ins Blut freige-
setzt (Price et al., 1981). In verschiedenen Studien
wurde gezeigt, dass OC-Konzentrationen im Blut
mit histomorphometrischen Parametern korrelie-
ren (Brown etal., 1984; Delmas et al, 1985). Die ge-
naue Funktion des OC ist noch weitgehend spe-
kulativ. Zwei Hypothesen stehen im Vordergrund:
Regulation und Foérderung der Mineralisation
durch Ablagerung von Kalziumphosphat oder Re-
gulation der Osteoblasten-Reifung und des Kno-
chenmetabolismus (Seibel et al., 1997b).

Alkalische Phosphatase (AP) ist ein Enzym, das so-
wohl von Zellen der Leber, der Nieren, des Darm-
trakts, der Plazenta und des Knochens gebildet
wird. Die Isoformen des Knochens und der Leber

sind Produkte desselben Gens, unterscheiden sich

Mineralisierter aber in der posttranslationellen Glykosilierung,

Knochen

welche organspezifisch ist (Sanecki, 1990). Bei
Osteozyt Hunden z. B. wurde festgestellt, dass sich die totale
AP aus 3 Isoformen zusammensetzt: leberspezifi-

Abbildung 1:Topographische Beziehungen zwischen den Knochenzellen.
(Wasserman et al., 1993)

sche, knochenspezifische und intestinale Isoform
(Syakalima et al., 1997).Die knochenspezifische AP
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Knochenmarker in der Veterinarmedizin

(bAP) wird beim Menschen von den Osteoblasten
synthetisiert und es wird vermutet, dass dieses En-
zym am Mineralisationsprozess beteiligt ist (Seibel
etal., 1997b).

Da das Osteoid des Knochens zu 90% aus Kollagen
Typ I besteht, sind auch Produkte, welche wihrend
der Kollagensynthese entstehen, als biochemische
Marker der Knochenbildung von entscheidender
Bedeutung. Das Prokollagen besitzt im Gegensatz
zum «reifen» Kollagenmolekiil noch amino- und
carboxyterminale Verlingerungspeptide, welche
vor der Bildung von Kollagenfibrillen durch Endo-
peptidasen abgespalten werden. Diese Verlinge-
rungspeptide werden als carboxyterminales oder ami-
noterminales Propeptid des Typ-I-Prokollagens (PICP
oder PINP) bezeichnet (Trivedi et al., 1992,
Smedsrod et al., 1990). Diese Peptide konnen
mittels Radioimmunoassay (RIA) gemessen wer-
den. Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass
PICP als zuverlissiger Marker der Knochenbildung
eingesetzt werden kann.

Biochemische Marker der
Knochenresorption

Hydroxyprolin (HYP) ist eine Aminosiure und ent-
steht durch posttranslationelle Modifikation aus
Prolin. Der Prozess ist von Vitamin C abhingig.
HYP wird in der Tripelhelixregion aller Kollagen-
typen und anderer Proteine gefunden. Beim Kolla-
genabbau wird HYP in freier oder gebundener
Form in die Zirkulation abgegeben (Schonau und
Rauch, 1997). Ca. 90 % des HYP wird in der Le-
ber abgebaut, der Rest wird tiber die Nieren aus-
geschieden (Calvo et al. 1996). HYP ist ein oft ver-
wendeter Parameter, um den Abbau von Knochen
nachzuweisen, weil es flir die Kollagensynthese
nicht wieder gebraucht wird (Prockop, 1964; Ep-
stein, 1988).

Allerdings gibt es zahlreiche Einschrinkungen:
HYP wird schnell in der Leber oxidiert, so dass nur
10 % des tatsichlich katabolisch produzierten HYPs
im Urin nachweisbar sind (Uebelhart et al., 1990;
Branca, 1996; Calvo et al., 1996), und die Ausschei-
dungsmenge ist durch die Art der aufgenommenen
Nahrung beeinflussbar. Bei vermehrter Aufnahme
von Gelatine wird auch vermehrt HYP ausgeschie-
den (Branca, 1996). Obwohl der Knochen als
Hauptquelle von HYP im Urin angesehen werden
kann, gibt es dennoch zahlreiche andere Quellen,
wie z.B. den Elastin- und Azetylcholinesterase-
Metabolismus (Uebelhart etal., 1990; Randall et al.,
1996). HYP erscheint im Urin bei extrazelluldrem
Kollagenabbau (Prockop und Kivirikko, 1967; van
Mosel und Corlett, 1990). Im Urin sind 90% des
HYP an Peptide gebunden. Deshalb muss der Ana-

lyse ein Hydrolyseschritt vorangehen (Black et al.,
1988; Calvo et al., 1996). Interessanterweise stammt
bei jungen Ratten 30-50% des ausgeschiedenen
HYP aus dem Kollagenaufbau, wihrend bei dlteren
Ratten das ausgeschiedene HYP nur aus Kollagen-
abbau stammt (Prockop, 1964; Lindstedt und Pro-
ckop, 1961). Ein steigender Abbau des Knochens
widerspiegelt sich beim Menschen direkt in stei-
gender Ausscheidung von HYP (Prockop und Ki-
virikko, 1967; Stépan et al., 1987). HYP korreliert
beim Menschen allerdings nur schwach mit histo-
morphometrischen und kalziumkinetischen Mes-
sungen (Delmas, 1990) und korreliert nur dann mit
spezifischeren Knochenmarkern, wenn die Kno-
chenumsatzrate sehr hoch ist (Robins, 1982). Beim
Menschen kann HYP dennoch ein niitzlicher
Nachweisparameter sein, wenn die Faktoren genau
kontrolliert werden (James et al., 1996), die die
HYP-Ausscheidung beeinflussen. Es sind dies vor
allem Verinderungen in der Ernihrung (gelatine-
reiche Erndhrung erhoht die HYP-Ausscheidung),
aber auch Lebererkrankungen konnen durch ver-
minderte Oxidation in der Leber die Ausscheidung
iber die Nieren erhéhen (Prockop und Kivirikko,
1967). HYP ist somit ein Knochenmarker, der nicht
nur Knochenabbau nachweist.

Die beiden Kollagen-Briickenproteine Deoxypyri-
dinolin (DPD) und Pyridinolin (PYD) entstehen bei
der Kondensation von Lysin und Hydroxylysin
wihrend der extrazellulirenVerkniipfung zwischen
den Kollagenfibrillen. DPD ist knochenspezifi-
scher als PYD, weil es beinahe ausschliesslich von
Knochenkollagen stammt (Rosalki, 1998), wih-
rend PYD in grésseren Mengen auch im Knorpel,
in Sehnen und Bindern sowie im Narbengewebe
und in Blutgefisswinden vorkommt (Robins,
1982). Beim Kollagenabbau gelangen diese Kno-
chenmarker zu 40-50% in freier Form in die Blut-
zirkulation, wihrend die restlichen 50-60% als
Peptidbausteine zirkulieren (Schonau und Rauch,
1997). Beide Marker werden nicht im Korper
metabolisiert, sondern tiber die Niere ausgeschie-
den. Nachdem Kollagen durch Osteoklasten abge-
baut wird, werden die Briickenproteine ins Blut
freigesetzt und tiber den Urin ausgeschieden (Hata
und Miura, 1994). Es gibt eine enge Korrelation
zwischen DPD-Ausscheidung im Urin und der
Knochenresorptionsrate, welche durch radioisoto-
pische (Eastell et al., 1990b; Ebeling et al., 1996)
und histomorphologische Messungen (Delmas et
al., 1991; Seibel et al., 1992a,b; Roux et al., 1995)
bestitigt wurde.

Das carboxyterminale Telopeptid des Typ-I-Kollagens
(ICTP) ist das Peptid, welches durch Hydroxypyri-
dinium-Briickenproteine verbunden ist. Diese Py-
ridinolinbriicken verbinden zwei Telopeptid-Re-
gionen eines Kollagenmolekiils mit einem anderen
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Abbildung 2: Kovalente intermolekulare Crosslinks zwischen den modifizierten

Lysin-Seitenketten der Kollagenfibrillen. (Bruce et al., 1994)

Kollagenmolekiil (Abb. 2). Beim Abbau von Typ-I-
Kollagen wird ICTP in die Zirkulation freigesetzt,
wo es im Serum nachgewiesen werden kann (Sharp
et al., 1996; Charles, 1994).

Auch das aminoterminale Telepeptid des Typ-I-Kolla-
gens (NTX) eignet sich als Parameter zum Nach-
weis von Knochenresorption. Beim Abbau von
Knochenmatrix wird dieses kleine Peptid freige-
setzt und iiber den Urin ausgeschieden (Schneider
et al., 1997).

Anwendung der Knochenmarker
in der Tiermedizin

Um die Knochenmarker in der Diagnostik (Tab. 1)
einsetzen zu konnen, mussten zuerst die R eferenz-

werte fiir gesunde Tiere unterschiedlichen Alters
und die tageszeitlichen Schwankungen bestimmt
werden. Ausserdem wurden die Knochenmarker
auch eingesetzt, um flitterungsbedingte Knochen-
stoffwechselverinderungen bei Schwein (Carter et
al., 1996; Nicodemo et al., 1998), Lamm (Scott et
al., 1997) und Hund (Liesegang et al., 1999) frith-
zeitig nachzuweisen.

Einsatz beim Schwein

Um den Knochenstoffwechsel zu iiberwachen,
wurden zunichst Serum-Ca- und -P-Konzentra-
tionen gewihlt, welche jedoch nur schlechte Indi-
katoren flir den Ca- und P-Status und die Kno-
chenmineralisation sind (Koch und Mahan, 1986).
Die AP korrelierte beim wachsenden Schwein mit
der Knochenstirke (Boyd et al., 1983), dies war
aber beim adulten Tier nicht mehr der Fall (Koch
und Mahan, 1986). Carter et al. (1996) testeten OC
als Indikator der Knochenbildung bei vier unter-
schiedlichen Ca- und P-Konzentrationen im Fut-
ter. Im Serum wurden die Ca-, P- und Mg-Kon-
zentrationen, die AP, Vit. D und OC bestimmt. Die

Tabelle 1: Biochemische Marker des Knochenmetabolismus (nach Seibel et al., 1997a)

Marker Herkunfts- Nachweis-
- gewebe methode
I) Formation
Totale alkalische Knochen, Leber Kolorimetrie
Phosphatase Magen-Darm-Trakt,
(AP;TAP) Nieren (Plazenta)
knochenspezif. Knochen ELISA
alkalische ‘
Phosphatase (bAP)
Osteocalcin Knochen “ RIA
(0C)
Ii) Resorption
Hydroxyprolin Knochen Kolorimetrie
(HYP) Knorpel HPLC
Weichteile
Haut
Blut
Pyridinolin Knochen HPLC
(PYD) Knorpel ELISA
: Sehnen RIA
Blutgefisse
Deoxypyridinolin Knochen HPEE
(DPD) Dentin ELISA
RIA
Carbo:fyterminales Knochen RIA
Telopeptid des Typ-I-
Kollagens (ICTP)
Aminoterminales Knochen EIA

Telopeptid des Typ-I-
Kollagens (NTX) ‘

Spezifitit Einsatz von
- Humantests
Bei gesunden Menschen betrigt ~ Hund, Schaf,
dasVerhiltnis der Isoenzyme von  Schwein, Kuh,
Leber und Knochen 1:1. Pferd
Bei gesunden Hunden mittleren
Alters betrigt das Verhiltnis der Hund, Schaf,
Isoenzyme von Leber und Ziege, Schwein,
Knochen 2:1 Kubh, Pferd
(Syakalima et al., 1997). ‘
Spezifisches Produkt de . “Schwein,.:S‘chaf
. Osteoblasten. | | Ziege,Kuh,Pfe
Kommt in allen Kollagentypen, Hund, Schwein,
_in Elastin und im Komplement- Schaf, Ziege,
faktor Clq vor.Vorhanden in Kuh, Pferd

neugebildetem (unreifem) und
reifem Kollagen.

Kollagen mit héchsten Konzen-
trationen in Knorpel und
Knochen. Nur in reifen Kollagen
vorhanden.

Hund, Schwein,
Schaf, Ziege,
Kuh, Pferd

Hund, Schwein,
Schaf, Ziege,
Kubh, Pferd

Kollagen mit hdchsten Konzen-
trationen in Knochen. Nur in
reifem Kollagen vorhanden.

Ko]lage;x TypI, mit dem hochsten  Hund, Schwein,

Beitrag aus dem Knochen. Pferd

Kollagen Typ I, mit dem hochsten Schwein, ‘

Beitrag aus dem Knochen. . wahrscheinlich
. . Hupnd'
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Resultate zeigten, dass OC und Vit. D3 besser zur
Uberwachung des Knochenstoffwechsels geeignet
sind als die AP.

Aus der Studie von Pointillart et al. (1997) geht her-
vor, wie wichtig es ist, den Knochenstoffwechsel
anhand mehrerer Marker zu {iberwachen. Wach-
senden Schweinen wurden unterschiedliche Men-
gen von Ascorbinsiure (AS) verfiittert. Bei allen
drei Gruppen waren sowohl die HYP- und DPD-
Konzentrationen im Urin als auch die Ca-, P-,und
PICP-Konzentrationen im Serum unverindert.
Auch die Ca- und P-Gehalte im Knochen blieben
in allen Gruppen unverindert. Die OC-Konzen-
trationen waren jedoch bei denTieren,die mehrAS
erhielten, signifikant erhoht. Als mdgliche Erkli-
rung dafiir wurde angefiihrt, dass diese Werte nicht
die gesteigerte Osteoblastentitigkeit widerspie-
geln, sondern die AS eine isolierte Wirkung auf die
OC-Synthese oder -Freisetzung durch die Osteo-
blasten austibt.

Bollen et al. erarbeiteten 1997 eine neue Methode,
um die tigliche Knochenresorption zu ermitteln.
Dies erfolgte mit finf wenige Monate alten Mini-
pigs, welche einen Monat lang jeden zweiten Tag
wihrend 24 Stunden in einem Stoftwechselkifig
gehalten wurden. Auf diese Art wurden Urinpro-
ben gesammelt, in welchen NTX nachgewiesen
wurde. NTX wird bei der Knochenresorption
durch Osteoklasten freigesetzt. Die Skelettmasse
wurde anhand der Formel von Elowsson und Car-
Isten (1997) ermittelt. Die Resultate zeigten, dass
durchschnittlich alle 24 Stunden 1,4% der Skelett-
masse resorbiert wurden.

Nicodemo et al. (1998) untersuchten die Effekte
von verschiedenen Ca- und P-Konzentrationen im
Futter auf den OC-Spiegel im Blut und den OC-
Gehalt im Knochen sowie auf die Knochenmine-
ralisation beim wachsenden Schwein. Es wurden
drei verschiedene Rationen verfiittert, eine mit
niedrigem, eine mit mittlerem und eine mit hohem
Ca-Gehalt (45, 70 bzw. 100% der empfohlenen
Menge). Das Ca:P-Verhiltnis wurde konstant ge-
halten. Nach acht Wochen wurden die Tiere ge-
schlachtet, Femur und Humerus entnommen so-
wie Blutproben gesammelt. Die Knochen wurden
verascht und die OC-, Ca- und P-Gehalte be-
stimmt. Dieselben Parameter wurden im Blut ge-
messen. Die Plasma-P-Konzentrationen waren bei
der Gruppe mit wenig Ca und P signifikant ernie-
drigt. Die Ca- und OC-Konzentrationen im Se-
rum unterschieden sich aber nicht. In den Kno-
chen der Gruppe mit wenig Ca und P waren die
Gehalte an PYD und DPD erhoht. Die OC-Kon-
zentrationen waren in allen Gruppen gleich. Die
Resultate zeigten keinen direkten Zusammenhang
zwischen OC und Mineralisationsgrad der Kno-
blieben beim

chen. ICTP-Konzentrationen

Schwein unbeeinflusst von Ovariektomie und Ca-
Zufuhr (Scholz-Ahrens et al., 1996).

Einsatz beim Hund

Um die Referenzwerte der Knochenmarker beim
Hund zu ermitteln, setzten Allen et al. (1998) ge-
sunde Beagle-Hunde im Alter zwischen fiinf Mo-
naten und sieben Jahren ein. Jede Gruppe umfasste
gleich viel minnliche wie weibliche Hunde. Es
wurden die Knochenmarker OC,bAP,ICTP sowie
PICP und PINP nachgewiesen. Wie erwartet wa-
ren die hochsten Werte aller Marker bei den unter
zwOlf Monate alten Hunden zu finden. Die OC-
und ICTP-Konzentrationen sanken mit dem Alter
und waren bei den tiber achtjihrigen Tieren am
niedrigsten. Die bAP erniedrigte sich ebenfalls mit
zunehmendem Alter, stieg aber im Alter von acht
Jahren wieder an. Mit altersabhingigen Verande-
rungen der Knochenmarker (OC und AP) beim
gesunden Beagle beschiftigten sich auch Fukuda
und lida (1994). Sie beobachteten 90 Hunde (46
minnliche, 44 weibliche) im Alter von 3, 6, 9, 12
und 24 Monaten. Im Serum wurden OC und AP
nachgewiesen. Es bestanden keine geschlechtsspe-
zifischen Unterschiede, ausser bei der AP, die im Al-
ter von zwolf Monaten bei den minnlichen Tieren
hoher war. Sowohl die AP- als auch OC- Werte
sanken von 3 bis 24 Monaten ab.

Beim Hund konnte gezeigt werden, dass die Akti-
vititen der AP und der bAP wichtige prognostische
Faktoren bei der Beurteilung von Osteosarkoma-
Erkrankungen darstellen (Ehrhart et al., 1998).
Durch eine retrospektive Studie mit 75 an Osteo-
sarkom erkrankten Hunden konnten Ehrhart et al.
(1998) zeigen, dass die AP und die bAP als Indika-
toren fiir die Prognose gebraucht werden kénnen.
Die mittlere Uberlebenszeit fiir Hunde, die an ei-
nem Osteosarkom erkrankten und chirurgisch und
chemotherapeutisch behandelt wurden, betrug 442
Tage und das mittlere krankheitsfreie Intervall lag
bei 292 Tagen. Beide Werte korrelierten mit der
Aktivitit der prioperativ gemessenen AP und bAP.
Prioperative AP-Aktivitit > 110 U/L waren mit
einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert. Hunde
mit einer AP-Aktivititen < 100 U/L hatten eine
mittlere Uberlebenszeit von 495 Tagen, wihrend
Tiere mit Werten tiber 110 U/L nur eine mittlere
Uberlebenszeit von 177 Tagen erreichten. Dasselbe
Ergebnis zeigte sich bei den mittleren krankheits-
freien Intervallen. Hunde mit AP-Aktivitit von
> 110 U/L hatten ein mittleres krankeitsfreies
Intervall von 170 Tagen, wihrend es bei Tieren mit
AP-Aktivititen < 110 U/L bei 366 Tagen lag. Auch
die Aktivitit der prioperativ bestimmten bAP war
mit der Uberlebenszeit und dem krankheitsfreien
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Intervall assoziiert. Die bAP wurde auch postope-
rativ bestimmt. Die Tiere, bei denen sie wihrend
der ersten 40 Tage abnahm, hatten eine lingere
Uberlebenszeit als Hunde, bei denen die Aktivitit
nach der Operation wieder zunahm. Die Aktiviti-
ten der AP und der bAP stellen wichtige prognos-
tische Faktoren bei der Beurteilung einer Osteo-
sarkom-Erkrankung beim Hund dar.
OC-Konzentrationen wurden flir die Diagnostik
von Osteoarthritis, theumatoider Arthritis, Ruptur
und Uberdehnung des vorderen Kreuzbandes (Ari-
can et al., 1996) im Serum getestet. Die Ergebnisse
zeigten signifikant erthohte OC-Werte im Serum
der Hunde mit den oben erwihnten Krankheiten.
Die Autoren begriindeten die erhohten OC-Kon-
zentrationen bei den erwihnten Gelenkserkran-
kungen mit einem vermehrten Knochenumbau
und -aufbau bei der Osteophytenbildung. Auch
Nap (1994) zeigte, dass OC ein vielversprechender
Parameter bei der Verfolgung des Knochenmeta-
bolismus nach Osteotomie und wihrend der Kno-
chenheilung ist. Giannobile et al. (1994) testeten
OC und ICTP als Vorhersagemarker flir Alveolar-
knochenabbau. Dazu dienten ihnen zwei Beagle-
hunde, denen durch Seidenligaturen in den Sulci
der einen Kieferseite kiinstlich eine Periodontitis
zugefligt wurde. Die andere Seite diente als Kon-
trolle (36 Testzahnflichen, 36 Kontrollzahnfla-
chen). Der Versuch dauerte sechs Monate. In zwei-
wochigen Intervallen wurden in der Sulkusfliissig-
keit OC- und ICTP-Konzentrationen gemessen.
Bei der kiinstlich induzierten Periodontitis stiegen
die OC- und ICTP-Werte bereits vier Wochen vor
dem rontgenologischen Nachweis an.

Der Versuch von Hanssen et al. (1998), ICTP, OC,
DPD und den insulinihnlichen Wachstumsfaktor-
[ als Indikatoren fiir zwergwiichsige Irish Setter zu
nutzen, misslang. Es wurden dazu zwei Paarungen
durchgefiihrt: zwergwiichsige Hiindin X normal-
wiichsiger Riide (der zuvor mit einer normal-
wiichsigen Hiindin zwergwiichsige Welpen hatte);
zwergwiichsige Hiindin X zwergwiichsiger Riide.
Die Welpen wurden regelmissig gewogen, vermes-
sen und eine R ontgenuntersuchung durchgefiihrt.
Blut- und Harnproben wurden entnommen. Die
Knochenmarker-Konzentrationen unterschieden
sich bei den zwergwiichsigen Welpen nicht von
den normalwiichsigen.

Liesegang et al. (1999a) untersuchten die tageszeit-
lichen Schwankungen der Knochenmarkerkon-
zentrationen. Dafiir verwendeten sie ovariekto-
mierte Beagle-Hiindinnen im Alter von drei bis
vier Jahren. Blut- und Urinproben wurden am
Morgen vor der Fiitterung und anschliessend alle
zwei Stunden wihrend 24 Stunden gesammelt.
HYP, PYD, DPD, ICTP und OC wurden gemes-
sen. HYP stieg bis acht Stunden nach der Fiitterung

signifikant an und sank anschliessend wieder auf
Werte wie vor der Fiitterung. Die DPD- und
PYD- Konzentrationen sanken vor der Fiitterung
bis 14.00 h und stiegen bis 20.00 h wieder an. Die
gemessenen ICTP-Werte nahmen bis 16.00 h ab
und stiegen danach wieder auf Werte wie vor. der
Fiitterung an.Im Verlaufe desTages sanken die OC-
Konzentrationen und erreichten spiter wieder
Werte wie vor der Fiitterung. Fir die Anwendung
der Knochenmarker in der Klinik bedeutet dies,
dass die Blut- und Harnentnahme am niichternen
Tier erfolgen sollte sowie jeweils zur selben Tages-
zeit. In einer nachfolgenden Arbeit beschiftigten
sich Liesegang et al. (1999b) mit der Frage, welchen
Einfluss Rationen mit variierendem Kalzium- und
Energiegehalt auf den Knochenstoftwechsel und
somit auf die Knochenmarker haben. Zehn ge-
sunde kastrierte Beagle-Hiindinnen wurden in
vier Gruppen unterteilt. Es wurden eine Ca-arme
(LCa), eine Ca-reiche (HCa), eine energiereiche
(E) Ration und ein Kontrollfutter (N) verabreicht.
In den Urinproben wurden HYP, DPD und PYD
nachgewiesen, ICTP, OC, AP wurden im Serum
gemessen. Die mittleren HYP-, DPD- und PYD-
Konzentrationen zeigten keine Unterschiede zwi-
schen den Gruppen. Die mittleren ICTP-Konzen-
trationen waren nicht signifikant erniedrigt. Die
mittlere OC-Konzentrationen und AP-Aktiviti-
ten waren in der LCa-Gruppe gegeniiber der N-
Gruppe signifikant erniedrigt. Zusammenfassend
wurde daraus geschlossen, dass die verschiedenen
Flitterungsarten nur einen geringen Einfluss auf
den Knochenmetabolismus hatten. Einzig die
Knochenbildung war bei der LCa-Gruppe signifi-
kant erniedrigt. Die kurzen Fiitterungsperioden
wurden als mogliche Erklirung angegeben, wes-
halb keine signifikanten Einfliisse auf den Kno-
chenstoffwechsel nachgewiesen werden konnte.
Phillipov et al. (1995) zeigten in ihrer Studie, dass
bei experimentell induzierter Osteomyelitis die
Knochenmarker bAP, OC und ICTP signifikant
erhoht waren. Sie schlossen daraus, dass man diese
Marker auch zur frithen Diagnose von postopera-
tiver posttraumatischer Ostemyelitis einsetzen
konnte.

Einsatz bei der Katze

Der Effekt eines Hyperthyreoidismus bei Katzen
auf Metaboliten des Knochenstoffwechsels konnte
in der Studie von Archer und Taylor (1996) gezeigt
werden. Als Indikatoren der Knochenbildung ver-
wendeten sie OC und bAP. Dabei zeigten alle
hyperthyreoten Katzen einen erhdhten bAP-Se-
rumspiegel, wihrend OC nur bei 44% derTiere er-
hoht war. Hyperthyreote Katzen zeigen einen ver-
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inderten Knochenmetabolismus. Dieser ist aber
normalerweise klinisch unauffillig. Der erhohte
Knochenmetabolismus ist auf die direkte Wirkung
von T; und T, auf die Knochenresorption durch
Osteoklasten sowie auf die Knochenbildung durch
die Osteoblasten zuriickzufiihren.

Einsatz beim Pferd

Um den Knochenmarker OC klinisch nutzen zu
konnen, untersuchten Lepage et al. (1991) die ta-
geszeitlichen Schwankungen dieses Parameters.
Neun gesunden Warmblutpferden im Alter zwi-
schen 2 und 17 Jahren wurden stiindlich Blutpro-
ben wihrend einer Zeitspanne von 24 Stunden ent-
nommen. OC zeigte einen biphasischen Verlauf.
Die Werte waren wihrend des Tages konstant und
zeigten in der Nacht signifikante Schwankungen.
Der Tiefpunkt wurde um 20.00 h erreicht, das Ma-
ximum um 05.00 h. Daraus wurde geschlossen, die
Proben wihrend des Tages zu entnehmen.

Eine Studie tiber denVerlauf von OC und AP bei 50
gesunden Warmblutstuten im Alter von vier Mona-
ten bis 20 Jahren (Lepage et al., 1990) zeigte, dass die
OC-Konzentration mit dem Alter abnimmt. Dies
wurde als signifikanteVerlangsamung der Knochen-
bildung interpretiert. Die Tiere wurden in drei
Gruppen unterteilt: Gruppe 1 umfasste acht Fohlen
jiinger als ein Jahr, Gruppe 2 bestand aus neun Foh-
len im Alter zwischen 1,5 bis 2,5 Jahren und Gruppe
3 enthielt 33 Pferde im Alter zwischen 3,5 und 20
Jahren. Zwischen der Gruppe 1 und der Gruppe 2
bestand kein signifikanter Unterschied, aber beide
Gruppen hatten gegeniiber der Gruppe 3 signifi-
kant erhohte OC-Werte. Die AP sank ebenfalls mit
dem Alter vor allem im ersten Lebensjahr. Die Werte
der ersten Gruppe waren signifikant héher gegen-
iiber den anderen beiden Gruppen. Auch Chiappe
et al. (1999) untersuchten den Einfluss von Alter
und Geschlecht auf die OC-Konzentrationen bei
Vollblutpferden. Sie zeigten, dass sich OC-Konzen-
trationen zwischen minnlichen und weiblichen
Tieren erst nach der Gechlechtsreife signifikant
unterscheiden und konnten auch nachweisen, dass
OC-Konzentrationen mit steigendem Alter abneh-
men.

Lepage et al. (1997) untersuchten die Variabilitit
von OC-Konzentrationen bei verschiedenen Pfer-
derassen. Die erste Gruppe umfasste Rassen vom
Kaltbluttyp (Freiberger, Ardenner), die zweite
Gruppe Rassen vom Warmbluttyp (Schweizer und
Belgisches Warmblut). Alle Tiere einer Rasse absol-
vierten wihrend des Versuchs ein bestimmtes Trai-
ning. Die Freiberger wurden zwei Wochen vorVer-
suchsbeginn eine Stunde pro Tag trainiert, die
Schweizer und Belgischen Warmbliiter wihrend

des Versuchs tiglich eine Stunde bewegt. Die Ar-
denner verbrachten vier Monate auf der Weide. Die
Kaltblutpferde hatten signifikant niedrigere OC-
Werte als die Warmblutpferde. Auch variierten die
Werte in der Gruppe 1 weniger stark. Die Autoren
vermuteten ein eventuelles morphologisches und
physiologisches Charakteristikum dieses Pferdetyps
in einer niedrigeren Knochenumbaurate. Unter-
schiedliche Trainingsintensitit beeinflusste ebenfalls
die OC-Werte. Dies wiirde die Unterschiede zwi-
schen den Warm- und Kaltbliitern erkliren, doch
hitten ebenfalls unterschiedliche Werte zwischen
den Ardennern und den Freibergern bestehen miis-
sen. Als moglicher Grund flir den fehlenden Unter-
schied der OC-Werte zwischen diesen beiden Ras-
sen wurde angegeben, dass OC erst eine gewisse
Zeit (mehr als zwei Wochen) nach erfolgtem Trai-
ning ansteigen wiirde. Nielsen et al. (1998) unter-
suchten den Effekt vom Trainingsbeginn bei jungen
Rennpferden auf den Knochenstoffwechsel. Sie
konnten verminderte OC-Konzentrationen bis zu
42 Tagen nach Trainigsbeginn messen, danach wie-
der einen deutlichen Anstieg der OC-Konzentra-
tionen bis 112 Tage nach Trainingsbeginn zeigen. In
einer weiteren Untersuchung beschrieben Lepage
etal. (1998) denVerlauf von OC und ICTP bei hun-
dert gesunden Pferden. Auch hier wurden die Tiere
in eine Gruppe mitWarmbliitern und eine mit Kalt-
bliitern eingeteilt. Die Resultate zeigten, dass so-
wohl OC als auch ICTP altersabhingig sind. Das
Geschlecht hatte bei beiden Markern keinen Ein-
fluss. Die OC-Werte waren bei den Kaltblutpferden
signifikant niedriger als bei den Warmblutpferden.
Hingegen waren die ICTP-Werte bei den Kaltbli-
tern signifikant erhoht. Fiir die bessere Beurteilung
des Knochenmetabolismus wurde das Verhiltnis
von OC:ICTP berechnet. Dies scheint ein besserer
Indikator fuir subklinische pathologische Vorginge
zu sein, da dasVerhiltnis unabhingig vom Alter und
Geschlecht ist. DasVerhaltnis war in Warmblutpfer-
den hoher, was auf eine positive Knochenremode-
lierung schliessen liess. Dies wurde mit der Adaption
des Skeletts an die vermehrte tigliche Arbeit erklart.
Zusammenfassend ldsst sich beim Einsatz fiir die
Pferde Folgendes sagen: Das Interesse fiir den Ein-
satz solcher Knochenmarker ist gross, da der Einsatz
einfach und nicht invasiv ist. Es existieren aber noch
keine pferdespezifischen Tests mit standardisierter
Auswertung (Price, 1998).

Einsatz beim Wiederkauer

Im Gegensatz zum Hund und Pferd konnten beim
Rind keine tageszeitlichen Schwankungen der
DPD- und HYP-Werte festgestellt werden (Liese-
gang, 1997).
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Mit der Arbeit tiber die Bestimmung von Kno-
chenmarkern bei Milchkiihen, die an Gebirparese
erkrankt waren, konnten Liesegang et al. (1998a, b)
zeigen, dass die Ursache fiir die Erkrankung an Ge-
barparese nicht eine verminderte Kalziummobili-
sation aus dem Knochen ist, sondern dass eine
mangelhafte Kalziumresorption im Darm stattfin-
det. In dieser Studie wurden 18 festliegenden und
19 gesunden Kiithen mit normal verlaufender Ge-
burt Blut und Harn entnommen. HYP, DPD und
ICTP sowie die Ca-, P- und Mg-Blutkonzentra-
tionen wurden bestimmt. Die DPD- und die
ICTP-Konzentrationen stiegen bei beiden Ver-
suchsgruppen bis neun Tage nach der Geburt an,
wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen
den zwei Gruppen festgestellt werden konnten. Das
bedeutet, dass die festliegenden Kiihe im Zeitraum
der Geburt einen dhnlichen Anstieg der Knochen-
resorptionsmarker zeigten, wie die gesunden Tiere.
In einer weiterflihrenden Untersuchung (Liese-
gang et al., 1999¢) konnte bei gesunden Kiihen ge-
zeigt werden, dass die OC-Konzentrationen im Se-
rum nach der Geburt signifikant erniedrigt sind. In
einer anderen Studie (Davicco et al., 1990) erwies
sich OC als vielversprechender Marker der Kno-
chenbildung bei Kiihen.

HYP bewihrte sich als guter Indikator der Kno-
chenresorption, wobei der Effekt der postpartalen
Involution des Uterus auf die HYP-Ausscheidung
im Urin nicht berticksichtigt wurde (van Mosel
und Corlett, 1990).

Scott et al. (1993) untersuchten den Zusammen-
hang zwischen DPD-, PYD- und OC-Konzentra-
tionen und den Lingenverinderungen des Meta-
tarsus von wachsenden Limmern. Die Tiere wur-
den im Alter von 1 bis 22 Wochen gewogen und
wochentlich am Metatarsus R 6ntgenuntersuchun-
gen durchgefiihrt. In regelmissigen Intervallen
wurden Urin und Blut gesammelt. Die OC-Werte
korrelierten wihrend zwolf Wochen mit der Kno-
chenwachstumsrate. Keine Korrelation bestand
zwischen der PYD- und DPD- Ausscheidung und
dem linearen Knochenwachstum. Hingegen
konnte eine Korrelation zwischen der PYD- und
DPD-Ausscheidung und der Wachstumshormon-
konzentration sowie der Gewichtsentwicklung ge-
zeigt werden. Im Anschluss an diese Studie unter-
suchten Scott et al. (1994) den Einfluss einer P-ar-
men Fiitterung auf die Knochenresorption und
-formation. Die Knochenresorption wurde durch
die Fiitterung nicht beeinflusst, die Knochenbil-
dung war dagegen signifikant erniedrigt.

Dass sich Knochenmarker gut fiir die Diagnose von
fitterungsbedingten Knochenstoffwechselstérun-
gen bei Limmern eignen, bewies die Studie von
Scott et al. (1997). Sie fiitterten wachsende Tiere
mit vier verschiedenen Rationen: die erste mit nie-

drigem Stickstoff- und P-Gehalt (LNLP), die
zweite mit niedrigem Stickstoff- und hohem P-
Gehalt (LNHP), die dritte enthielt viel Stickstoff
und wenig P (HNLP) und die vierte enthielt viel
Stickstoff und P (HNHP). Bei den Limmern, die
beide Rationen mit wenig Phosphor (HNLP;
LNLP) erhielten, war das OC erniedrigt und die
bAP war erhoht. Ausserdem waren diese Tiere bei
der Schlachtung leichter und auch die Mineralisa-
tion und das Knochengewicht waren verringert.
Die Reduktion des Futterstickstoffgehaltes schien
keinen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel zu
haben. Auch Corlett und Care (1988) konnten
nach P-armer Fiitterung erniedrigte OC-Konzen-

trationen feststellen.

Schlussfolgerungen

Die verschiedenen Knochenmarker werden bisher
in der Veterinirmedizin aus verschiedenen Griin-
den nicht routinemissig eingesetzt. Zum einem
sind die Nachweismethoden sehr teuer und zum
anderen sind viele Knochenmarker speziespezifisch
und kommerziell nicht erhiltlich. Dennoch sollten
die diagnostischen Moglichkeiten, welche mittels
dieser Parameter zur Verfigung stehen, nicht
unterschitzt werden. Der Einsatz der verschiede-
nen biochemischen Knochenmarker in der For-
schung sollte weiterhin gefordert werden, sodass
diese in der Zukunft allen Tierdrztlnnen als dia-
gnostisches Mittel zur Verfigung stehen konnen.
Die einzelnen Nachweismethoden miissen jedoch
standardisiert und die Normalwerte fiir die ver-
schiedenen Spezies und Altersklassen etabliert wer-
den. Erst dann konnen diese Parameter sinnvoll

interpretiert werden.

Literatur

Allen M. J., Hoffmann W, E., Richardson D. C., Breur G. J.:
Serum markers of bone metabolism in dogs. Am. J. Vet. Res.
1998, 59, 250-254.

Archer EJ., Taylor S. M.:Alkaline phosphatase bone isoenzyme
and osteocalcin in the serum of hyperthyroid cats. Can.Vet.
J.1996,37,735-739.

Arican M., Carter S. D., Bennett D.: Osteocalcin in canine jo-
int diseases. Br.Vet.]. 1996, 152, 411.

Aurbach G. D., Marx S.J., Spiegel A. M.: Mineral metabolism.
Parathyroid Hormone, Calcitonin, and the Calciferols. In:
Williams Textbook of Endocrinology. Eds. Wilson J. D., Fo-
ster D.W., W. B. Saunders Company, Philadelphia, London,
Toronto, Montreal, Sydney, Tokyo, 1992, 1397-1517.

Black D., Duncan A., Robins S. P: Quantitative analysis of the
pyridinium cross-links of collagen in urine using ion-paired
reversed phase high-performance liquid chromatography.
Anal. Biochem. 1988, 169, 197—203.

Bollen A.-M., McCulloch K. J., Herring S.W¥.: Whole body bone
resorption in the growing pig. Growth, Development &
Aging 1997,61, 181-189.

A. Liesegang, Band 142, Heft 11, November 2000, 613-623 m Schweiz.Arch.Tierheilk. ©Verlag Hans Huber, Bern 2000



Knochenmarker in der Veterinarmedizin

Utilisation des marqueurs du métabolisme
osseux en médecine vétérinaire

Le remodelage osseux et objectivé in vivo chez
'homme et chez plusieurs espéces animales a
l'aide de plusieurs enzymes et protéines qui sont
synthétisées par les ostéoblastes et le ostéoclastes
au cours de la formation et de la résorption os—
seuse. Le développement de techniques pour la
détermination de plusieurs marqueﬁrs osseux
est d’un intérét primordial puisque ces mar-
queurs, peuvent d’'une maniere non invasive et
en suivi rendre compte du métabolisme osseux.
Les marqueurs biochimiques de la formation os-
seuse qui sont aujourd’hui couramment utilisés
sont:la phoéphatase alcaline spécifique poufl’os;
I'ostéocalcine et plusieurs peptides qui provien-
nent du terminus N ou C du procollagéne de
type L. Les marqueurs spécifiques de la résorp-
tion osseuses sont des produits de dégradation
du collagene de type I. La détermination de la
concentration de l’hydroxyprolihe dans l'urine
est une technique connue depuis longtemps.
Cette détermination n’est cependant pas spéci-
ﬁque pour I’os puisque I’hydroxyproline est pré-
sente dans tous les tissus et dans la nourriture.
Afin de suivre le résorption osseuse, la détermi-
nation des anneaux de liaison des protéines de
collagéne, deoxypyrldmohne et pyridinoline,
sont plus appropriés. La deoxypridinoline et la
pyrldmohne sont employés en médecine hu-
maine pour le diagnostic de plusleurs ‘maladies
osseuses et pour la prédiction des risques de frac-
tures et de la perte de la masse osseuse a un dge
avancé. Aussi le télopeptide carboxyterminal du
collagene de type I (ICTP) est un marqueur
prometteur qui pourra étre utilisé chez plusieurs
especes animales. Ce travail donne un apereu sur
Iemploi de plusieurs marqueurs du métabo-
lisme osseux en médecine vétérinaire et des pos-
sibilités de diagnostic et de prophylaxie de ma-
ladies osseuses.
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Impiego di marker delle ossa nella medi-
cina veterinaria

Nell’'uomo e in diversi animali il processo di
trasformazione delle ossa viene oggettivato in
vivo tramite diversi enzimi et altre proteine for-
mate da osteoblasti ed osteoclasti durante la for-
mazione ¢ la decomposizione delle ossa. Lo svi-
luppo di metodi di misurazione di diversi mar-
ker delle ossa ¢ interessante perché i marker ren-
dono possibile il controllo del metabolismo
delle ossa in maniera non invasiva ed a lungo ter-
‘mine. I marker biochimici della formazione
delle ossa attualmente spesso utilizzati sono: la
fosfatasi alcalina specifica per le ossa, Posteocal-
cina e diversi propeptidi, i quali derivano dal ter-
' minale N o C del procollagene di tipo L. I mar-
ker per I'osteolisi sono i prodotti della decom-
posizione del collagene di tipo I. La determina-
zione della concentrazione di idrossiprolina
nell’urina ¢ il metodo di misurazione di questi
prodotti di decomposizione conosciuto da piu
tempo, viene perd considerato non specifico per
le ossa perche ¢ presente in tutti 1 tipi di colla-
gene e hegli aliménti. Per osservare I'osteolisi &
‘ pitadattala misurazione delle proteine-ponte di
collagene e della desossi-piridinolina e della pi-
ridinolina. Nella medicina umana oggigiorno la .
desossi-piridinolina e la piridinolina vengono
impiegate per diagnosi di diverse malattie delle
ossa e per la previsione del rischio di fratture e
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