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1 Einleitung

Die Ablagerung von Konkrementen im Harntrakt (Urolithiasis) betrifft zu 97% das
Nierenbeckenkelchsystem (Nephrolithiasis) und/oder den Ureter (Ureterolithiasis).

Da diese Erkrankung in Deutschland mittlerweile den Charakter einer Volkskrankheit
annimmt, ruckt sie zunehmend in den Mittelpunkt des medizinischen Interesse
(Bauer-Delto 2011). Die Rate der Neuerkrankung hat sich von rund 0,5% im Jahre
1979 auf knapp 1,5% im Jahre 2000 etwa verdreifacht und in Deutschland liegt die
derzeitige Pravalenz bei ca. 5%. In den USA ist die Pravalenz bei Mannern und
Frauen noch hoher, was unter anderem mit Kochsalz- und Eiweilreicher Ernahrung
und Bewegungsmangel in Verbindung gebracht wird (Coe et al. 2005; Schlieper et al.
2007). Eine weitere Ursache fur die zunehmende Inzidenz der Urolithiasis ist der
haufige Einsatz von Antibiotika. Dieser fuhrt Uber die generelle Beeintrachtigung der
Darmflora zu einer reduzierten Besiedlung mit dem Oxalat-abbauendem Bakterium
Oxalobacter formigines und einem konsekutiv erhohten Risiko fur die Bildung von
Calciumoxalatsteinen (Gnanandarajah et al. 2012).

1.1 Klinik der Urolithiasis

Konkremente, die den Ureter obstruieren, verursachen eine typische Nierenkolik.
Diese beginnt meist plotzlich und kann mehrere Stunden andauern. Die Schmerzen
sind krampfartig, treten anfallsweise auf und gehen mit Ubelkeit und Erbrechen
einher. Steine im uretero-pelvinen Ubergang projizieren Schmerzen in die Flanke,
wahrend bei Konkrementen im Ureter die Schmerzen in den Mittel- oder Unterbauch
ausstrahlen und pravesikale Steine Schmerzen vor allem im Genitalbereich
verursachen. Wahrend der Steinpassage durch den Harntrakt treten die Schmerzen
in diesen Headschen Zonen nacheinander auf (Coe et al. 2005).

1.2 Diagnostisches und therapeutisches Management bei Nephrolithiasis

Zur Sicherung der Diagnose und Identifizierung der Ursache dienen vor allem
Anamnese, klinische Untersuchung und Laborwerte. Die Lokalisation der Steine
erfordert den Einsatz bildgebender Verfahren (Sonographie, Réntgen und
Computertomographie). Die chemische Analyse der Steine ist Voraussetzung zur
Klarung der Atiologie und tragt ggf. auch zur Prévention eines Rezidives bei. Hierzu
werden im Sammelurin die Konzentrationen lithogener (Calcium, Oxalat und



Zystin) und inhibitorischer (Citrat und Magnesium) Substanzen bestimmt (Bauer-
Delto 2011).

Nierensteine mit einem Durchmesser von weniger als 5 mm passieren die Harnwege
in 80% der Falle, wahrend Konkremente mit einer Grofde von 5-7 mm nur zu 50%
spontan abgehen. Eine Indikation zur urologischen Intervention besteht bei Steinen
mit einem Durchmesser von mehr als 7 mm (Coe et al. 2005). Die gezielte
Zerstorung mit Druckwellen (Extracorporeal shock wave lithotripsy, ESWL) ist als
minimal invasive Intervention bei vielen Patienten die Therapie der Wahl. Bei diesem
Verfahren werden die Steine mit Hilfe von Sonographie oder Rontgen lokalisiert und
anschliel3end mit elektromagnetischen Druckwellen (2-4/Sekunde) soweit zerkleinert,
dass die Fragmente die Harnwege ungehindert passieren konnen. Sofern eine
ESWL kontraindiziert ist (z.B. bei Gerinnungsstérungen, Schwangerschaft und
Aortenaneurysma) mussen invasivere Malinahmen wie die Ureterorenoskopie (URS)
oder die perkutane Nephrolithotomie (PNL) angewendet werden.

1.3 Chemische Zusammensetzung der Nieren- und Harnsteine

Calciumoxalat (Whewellit- und Weddellit) ist in 70% - 80% aller Falle
Hauptbestandteil der Harnsteine, wahrend Struvit (Magnesium-Ammonium-
Phosphat) und Harnsaure nur bei einem deutlich geringeren Teil der Patienten als
Hauptbestandteil der Konkremente identifiziert werden (Hesse 2002; Coe et al.
2005). Bei den meisten Patienten entstehen Calciumoxalatsteine idiopathisch und
ohne Nachweis einer weiteren Ursache wie es z. B. Hyperparathyreoidismus,
Malabsorptionssyndrom oder tubulare Azidose sein konnten (Coe et al. 1992).

1.4 Atiologie und Pathogenese der Urolithiasis

Die Bildung von Nieren- und/oder Harnsteinen kann unter physikalisch-chemischen
Gesichtspunkt betrachtet werden. Hierbei ist der Urin als wassrige Losung
verschiedener Salze anzusehen. Diese Salze fallen bei Uberschreiten des
individuellen Loslichkeitsproduktes aus. Im Wesentlichen sind im Urin neben
Harnsaure die Kationen Calcium, Magnesium und Ammonium sowie die Anionen
Chlorid, Citrat, Oxalat und Phosphat enthalten. Diese lonen konnen zu
verschiedenen Salzen zusammentreten (Magnesiumoxalat, Calciumoxalat,
Calciumcitrat, Calciumphosphat, etc.), deren Loslichkeitsprodukte sich deutlich
unterscheiden. So ist z. B. Magnesiumoxalat leichter 16slich als Calciumoxalat und



Citrat vermag als Chelator sowohl Calcium- als auch Magnesiumionen zu
komplexieren (Tab. 1).

Tab. 1: Loslichkeitsprodukte verschiedener im Urin vorkommender Salze (www.
anorganik.chemie.vias.org).

Verbindung Loslichkeitsprodukt
Magnesiumoxalat, MgC204 8,57 x 10 mol?/? (18°C)
Calciumoxalat, CaC,0, 2,32 x 10 mol?/? (25°C)
Calciumcitrat, CasCit, 1,56 x 10™% mol°/I° (18°C)
Calciumphosphatapatit, 2,07 x 10 mol*/F° (25°C)
Cas(PO4); (OH, CI, F)

Da im Urin ein Gemisch verschiedener lonen vorliegt, sind die Ldslichkeitsprodukte
der zugehorigen Salze nicht mehr voneinander unabhangig. Bereits kleine
Konzentrationsénderungen einzelner Kationen und/oder Anionen sowie Anderungen
des pH-Wertes konnen zur Bildung von Kristallisationskeimen und damit zur
Entstehung von Konkrementen fuhren oder auch die Bildung von
Kristallisationskeimen verhindern.

Als Ausgangspunkt jeglicher Steinbildung wird die Entstehung sogenannter ,Randall-
Plaques“ vermutet. Die Beobachtungen und Uberlegungen von Alexander Randall
fuhrten in den 1940er Jahren zu der Vermutung, dass die Bildung von Nierensteinen
analog zur Bildung anorganischer Mineralien von Kristallisationskeimen ausgeht.
Randall hatte bei rund 20% der von ihm obduzierten Leichen
Calciumphosphatablagerungen im Interstitium der Papillenspitze (Randall-Plaques)
beobachtet (Randall 1937; Evan et al. 2003) (Abb. 1).

Die homogene Nukleation als Ursache einer Nephrolithiasis wird erst bei extremer
Ubersattigung des Urins mit lithogenen Substanzen relevant und spielt
moglicherweise bei der primaren Hyperoxalurie eine Rolle. Fiur die Entstehung
idiopatischer  Kalziumoxalatsteine kann sie vernachlassigt werden. Als
Ausgangspunkt  jeglicher Steinbldung konnen sich Randall-Plaques
(Calciumphospatablagerungen) an der Papillenspitze bilden. Durch Erosionen ragen
diese ins Tubuluslumen und begunstigen dort die Anlagerung und Bildung von
Calciumoxalatsteinen (heterogene Nukleation) (Evan et al. 2003; Evan et al. 2005;
Evan et al. 2007, Strohmaier et al. 2013). Andere Arbeitsgruppen konnten spater
zeigen, dass mit der GroRe der Randall-Plaques auch das Risiko der Entwicklung
von Nierensteinen zunimmt (Kim et al. 2005; Matlaga et al. 2007) (Abb. 2).
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Fur die Entstehung der Randall-Plaques ist unter anderem eine hohe tubulare
Calciumkonzentration verantwortlich, die dann in Gegenwart geeigneter Anionen zur
Kristallisation von Salzen fuhrt. Diese primar gebildeten Salzkristalle haften zunachst
am Tubulusepithel an und gelangen durch Transzytose in das Interstitium (,cristal
cell interaction) (Kuo et al. 2003). Interessanterweise scheinen die
Urinkonzentrationen von Citrat, Oxalat oder Phosphat keinen oder einen sehr
geringen Einfluss auf die Plaquebildung zu haben (Kuo et al. 2003).

Neben dem Modell der tubularen Transzytose konnte auch die enge Beziehung
zwischen dem Gefallsystem und den Strukturen des Nephrons zur Bildung von
Randall Plaques beitragen. Diese Hypothese beruht auf der haufig beobachteten
Koinzidenz von Nierensteinen und ,klassischen“ kardiovasularen Risikofaktoren
(Hypertonie, Adipositas, Dyslipidamie und Diabetes mellitus Typ Il) (Ramey et al.
2004; Siener et al. 2004). Eine gestorte Mikrozirkulation im Bereich der Vasa recta im
inneren Nierenmark konnte den Abtransport interstitieller Calciumsalze behindern.
Moglicherweise spielen auch atherosklerotische Veranderungen an der Nierenpapille
eine wichtige Rolle. Solche oberflachlichen Veranderungen gehen mit hypoxischen
Gewebsschaden und Zelluntergang sowie Detritusbildung einher. Der Zelldetritus
wirkt als Fremdoberflache und Kristallisationskeim und konnte die Steinbildung
beschleunigen (Zhang et al. 2002, Stoller et al. 2004). Diese Hypothese wird durch
Untersuchungen an isolierten Tubuluszellen gestutzt (Cao 2006). Daher scheint, zum
Ausschluss dieses Einflussfaktors auf die Steinbildung, eine Untersuchung von
Steinpatienten ohne kardiovaskularen Risikofaktoren sinnvoll.

Die bisher dargestellten Mechanismen konnen die Bildung von Nierensteinen nur
teilweise erklaren, weisen aber prinzipielle Parallelen zur ektopen Mineralisierung
auf. Es ist daher nahe liegend, dass auch andere, fur die GefalRverkalkung
wesentliche Prozesse beteiligt sind.

1.5 Regulation des Mineralstoffwechsel

Fur die Regulation des Mineralstoffwechsels spielen sowohl zellulare als auch
molekulare Faktoren eine Rolle. Neben den Osteoklasten und Osteoblasten als
Matrixabbauende- und aufbauende Zellen sind auch Calcium, Phosphat, Calcitrol,
Parathormon und der Fibroblast growth factor—23 an diesem Stoffwechsel beteiligt.
Auch das von Hepatozyten synthetisierte multifunktionelle Protein Fetuin-A ist far
Mineralisierungsprozesse von besonderer Wichtigkeit.



1.5.1 Eigenschaften und Funktionen des Fibroblast growth factors-23

Der Fibroblast growth factor-23 (FGF-23) gehort zur Familie der Fibroblast growth
factors und wirkt ahnlich wie FGF-19 und FGF-21. Das nicht glykolysierte
Proteinbesteht aus 228 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von ca. 26 kDa.
Das Gen ist auf Chromosomen 12 lokalisiert und besteht aus 3 Exons (Wolf 2012).

FGF-23 wird hauptsachlich von Osteoblasten, aber auch von venterolateralen
Thalamuskernen, Thymus und Lymphknoten synthetisiert. Die Freisetzung von FGF-
23 wird vor allem durch hohe Phosphat- und/oder Calcitriolkonzentrationen im Serum
getriggert. Daruberhinaus ist eine Regulation der FGF-23 Sekretion durch
Parathormon wahrscheinlich (Yoshiko et al. 2007; Berndt et al. 2007; Emmett 2008).

FGF-23 wirkt Uber einen heterodimeren Rezeptor, der aus einem der vier FGF-
Rezeptoren und dem Transmembranprotein Klotho besteht (Kuro-O 2012).

Die primare physiologische Funktion von FGF-23 ist die Kontrolle der
Phosphathomdostase durch Regulation der renalen Phospatausscheidung. Sowonhl
die Typ lla und Typ llc Natriumabhangigen Phosphat Cotransporter (NPT) in den
proximalen Tubuli als auch die Reduktion der Calcitriolsynthese Uber die Hemmung
der renalen 1-alpha-Hydroxylase werden durch FGF-23 reguliert (Shimada et al.
2004, Wolf 2012).

Bei gesunden Individuen wird die Konzentration des Serumphosphats in sehr engen
Grenzen konstant gehalten und das beinahe unabhangig von der taglichen
Phosphatzufuhr. Hohe FGF-23 Serumkonzentrationen sind zumindest im Tiermodell
eine Antwort auf eine erhohte Phosphatzufuhr und induzieren eine erhohte renale
Phosphatausscheidung, eine transiente Inhibition der Calcitriolssynthese und damit
eine Reduktion der Phosphatabsorption im Darm. Bei geringer Phosphataufnahme
fallt die Serumkonzentration von FGF-23, die renale Phosphatreabsoprtion in der
Niere nimmt zu und die Effizienz der Phosphatabsorption im Darm wird verbessert
(Wolf 2012). Durch diese Feedback-Scheife auf Ebene der “Knochen-
Nebenschilddrise-Nieren Achse® werden die Calcium- und Phosphatkonzentration
im engen Grenzen konstant gehalten, was von grof3er physiologischer Bedeutung ist
(Abb. 3).

In einer Studie konnte bei einigen Patienten mit Urolithiasis eine reduzierte
Phosphatschwelle, erhohte Phosphatexkretion und eine Hypophosphatamie bei
gleichzeitig erhohter Konzentrationen von FGF-23 beobachtet werden (Rendina et al.
2006).
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Abb. 3: Die Regulation und Funktion von FGF-23 (Emmett 2008).

1.5.2 Eigenschaften und Funktionen von Fetuin-A

Das Protein Fetuin-A, auch als a,-Heremans Schmidt Glykoprotein (AHSG)
bezeichnet, spielt als Tragerprotein fur Calciumionen und Verkalkungsinhibitor im
Mineralstoffwechsel eine besondere Rolle.

Fetuin-A wird von einem Gen auf Chromosom 3 kodiert. Diese Gen (3927 — 29)
besteht aus 7 Exonen und 6 Introns, umfasst 8,2 kb, und codiert ein Protein mit 350
Aminosauren (Osawa et al. 1997). Fetuin-A verfugt uber 2—3 N-glykosidisch und 2-3
O-glykosidisch verknupfte Kohlenhydratketten und hat ein Molekulargewicht von ca.
59 kDa (Brylka et al.; Jahnen-Dechent 2002). Mit seinen 3 Faltungsdonamen (D1 —
D3) ist es ein sehr kompaktes Protein, dass ebenso wie Kininogen und das
“Histidine-rich Glykoprotein® (HRGP) zur Cystatin Superfamilie gehort (Dickson et al.
1983; Brown et al. 1997; Jahnen-Dechent 2002, 2008, Lee et al. 2009) (Abb. 4).
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Abb. 4: Struktur von Fetuin-A (www.biointerface.rwth-aachen.de).

Die Serin-Phosphorylierungsstellen sind mit einem roten Stern gekennzeichnet. Die
Disulfidbriicken, die fiir die Cystatin-dhnlichen Domé&nen D1 und D2 typisch sind,
werden durch gelbe Verbindungslinien dargestellt.

Fetuin-A ist ahnlich wie Albumin ein Tragerprotein fur Calciumionen und zusatzlich in
der Lage, durch Komplexierung praformierter Calciumphosphat-Nanokristalle deren
Aggregation zu verhindern (Jahnen-Dechent et al. 2008; Heiss et al. 2010; Pasch et
al. 2012). Im Serum verhindern Fetuin-A und Albumin annahernd zu gleichen Teilen
die Prazipitation von Calciumphosphaten. Angesichts der unterschiedlichen
Konzentrationen der beiden Proteine (Albumin: ca. 35 — 48 g/lI; Fetuin-A: 0,3 - 0,8 g/l)
weist alleine dieser Umstand auf das erhebliche Potential von Fetuin-A als
Verkalkungsinhibitor hin (Jahnen-Dechent 2002; Heiss et al. 2010).

Gleichzeitig ist Fetuin-A fur die Knochenmineralisierung von Bedeutung, da es
Calciumapatit zu den Orten der orthotopen Mineralisierung transportiert und die
Aktivitat der am Knochenstoffwechsel beteiligten Cytokine moduliert (Szweras et al.
2002; Jahnen-Dechent 2002, 2008).

Aufgrund der bedeutenden Funktionen im Mineralstoffwechsel konnte ein
dauerhafter Fetuin-A Mangel mit unterschiedlichsten Pathologien assoziiert sein. Die
Forschung hat deshalb verschiedene Wege beschritten, um die Hypothese, dass
Fetuin-A Mangel zu ektoper Mineralisierung und insbesondere zu
Gefaldverkalkungen fuhren konne, zu prufen.

Allerdings weist die Fetuin-A Knockout-Maus (AHSG” Maus) eine nahezu normale
Knochenmineralisierung auf und nur bei alteren Tieren wurden in geringerem
Umfang Weichteilverkalkungen beobachtet. Erst nach Riuckkreuzung dieser Mause
auf einen verkalkungssensitiven DBA/2 Hintergrund und unter salzreicher, sowie
zusatzlich mit Vitamin D und Phosphat angereicherter Ernahrung entwickelten sich
ausgedehnte systemische Verkalkungen (Jahnen-Dechent et al. 1997; Schafer et al.
2003). Wahrscheinlich ist also ein alleiniger Fetuin-A Mangel nicht ausreichend, um
die ektope Mineralisierung zu erklaren.



2 Ziel der Arbeit

In dieser Pilotuntersuchung sollte gepurft werden, ob sich Anhaltspunkte finden
lassen, dass FGF-23 und/oder Fetuin-A bei Nephrolithiasis eine pathophysiologische
Bedeutung haben.

Obwohl 80% der Calciumoxalatsteine idiopathisch entstehen, ist das Wissen uber die
Atiologie und Pathogenese der Urolithiasis unvollstandig,

Die Modelle der homo- und heterogenen Nukleation sind nicht ausreichend, um die
Pathogenese zu erklaren und die fur die orthotope und ektope Mineralisierung
relevanten Regelkreise wurden in Hinblick auf die Entstehung von Nierensteinen
bisher nur teilweise untersucht.

Unter den fur die orthotope und ektope Mineralisierung relevanten Faktoren sind
FGF-23 und Fetuin-A von grol3em Interesse. FGF-23 reguliert im Zusammenspiel mit
Parathormon und Calcitriol die Homodostase von Calcium und Phosphat. Fetuin-A ist
in der Lage, sowohl Calciumionen als auch Dbereits gebildete
Calciumphosphatnanokristalle zu binden und die Aggregation zu verhindern.

Die Entstehung von Nierensteinen kann als Spezialfall der ektopen Mineralisierung
aufgefasst werden. In einer Querschnittsstudie an Patienten mit Nierensteinen und
gesunden Kontrollen sollte untersucht werden:

* ob sich die systemischen Konzentrationen von FGF-23 und Fetuin-A
zwischen Patienten und Kontrollen unterscheiden.

* ob sich die maximale tubulare Phosphatresorption (Phosphatschwelle)
beider Gruppen unterscheidet.

* ob es nach Steinabgang zu einer Normalisierung der Fetuin-A- und
Citratkonzentrationen im Urin kommt.



3 Material und Methoden

3.1 Design der Studie

Die prospektive Fall-Kontroll-Studie ,Mineralisierungs-Inhibitoren im Serum und Urin
bei Patienten mit Nephro-/Urolithiasis“ wurde von der Ethikkommision der Universitat
Rostock unter dem Geschaftszeichen A 2009/25 genehmigt.

Diese Studie zielte auf eine vergleichende Bestimmung von Mediatoren des
Mineralstoffwechsels bei Patienten mit Nephro-/Urolithiasis und unbelasteten
Kontrollpersonen.

3.2 Patienten und Kontrollen

Patienten und Kontrollen wurden in der Urologischen Universitatsklinik Rostock
wahrend eines stationaren Aufenthaltes rekrutiert.

3.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:
- Nieren- oder Harnleiterstein (Patienten)
- keine anderen den Mineralstoffwechsel betreffenden Erkrankungen (Patienten
und Kontrollen)
- Alter Uber 18 Jahre

Ausschlusskriterien:
- Akute entzindliche Erkrankungen (z.B. Pneumonie, Osteomyelitis)
- Chronisch-entzindliche Erkrankungen (z.B. Morbus Crohn, Rheumatoide
Arthritis)
- Hepatitis, HIV oder andere chronisch-infektiose Erkrankungen
- Leberinsuffizienz
- Schwangerschaft
- Eingeschrankte Einsichtsfahigkeit
- Keine Einwilligung in die Studienteilnahme

3.2.2 Ablauf der Studie

Von allen Teilnehmern wurden Alter, Geschlecht, Gewicht und Gro3e erfragt und die
aktuelle Anamnese (inkl. Medikamentengebrauch) erhoben.
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Im Rahmen der stationdren Versorgung wurden die Konzentrationen von
Magnesium, 25-OH-Vitamin Ds; (250HD), Calcitriol, Parathormon (PTH), Albumin,
Calcium, Cystatin C, Harnsaure, Phosphat und Kreatinin im Serum bestimmt.
Weiterhin wurde die renale Ausscheidung von Magnesium, Calcium, Harnsaure,
Phosphat, Kreatinin, Eiweil3 und Glukose sowie Leukozytenzahl, pH-Wert und Dichte
im 12-Stunden-Sammelurin erfasst. Im Forschungslabor der Universitats-Kinder- und
Jugendklinik Rostock wurden die Konzentrationen von Fetuin-A und des C-
terminalen Fragments von FGF-23 (cFGF-23) in Serum bzw. Plasma und die von
Fetuin-A, Citrat und Oxalat im 12-Stunden-Sammelurin quantitativ bestimmit.
Zusatzlich wurde Fetuin-A in Serum und Urin semiquantitativ mit Elektrophorese und
Westernblot nachgewiesen.

Nieren- oder Harnleitersteine der Patienten wurden in der Praxis flir Labormedizin
von Herrn Dipl.-Chem. Dieter Wool3mann (Pasewalk) analysiert.

Funf bis 20 Monate nach Steinabgang wurden Fetuin-A- und Citratkonzentration
erneut im Spontanurin bestimmt.

3.3 Material

Das Blutentnahmesystem und die Monovetten stammten von der Firma Sarstedt AG
& Co (NUmbrecht).

Zur Bestimmung der Konzentration von Fetuin-A im Serum bzw. Urin wurde der
Human Fetuin-A ELISA Kit der Firma Epitope Diagnostics Inc. (San Diego, USA)
verwendet. Fur die Bestimmung von cFGF-23 im Plasma diente ein ELISA Kit der
Firma Immutopics Inc. (San Clemente, USA). Die Citratkonzentration im Urin wurde
mit einem Kit der Firma BioVision (Mountain View, USA) und die Konzentration von
Oxalat mit einem Kit der Firma Libios (Bully, Frankreich) ermittelt.

FiUr die Datenspeicherung wurden Filemaker Version 7 (FileMaker Inc. Santa Clara,
USA) und Excel 2003 (Microsoft Deutschland GmbH Unterschleil3heim, Deutschland)
verwendet. Die Datenanalyse erfolgte mit SPSS Version 20.0 (SPSS Inc. Chicago,
United States of America). Die graphischen Darstellungen wurden mit SigmaPlot
Version 10.0 (Systat Software GmbH Erkrath, Deutschland) erstellt.
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3.4 Methoden
3.4.1 Untersuchungsablauf

Eingeschlossen wurden Probanden, die wahrend einer stationaren Behandlung in
der Urologischen Klinik der Universitatsmedizin Rostock uber die Studie informiert
wurden und sich zu freiwilligen Teilnahme entschlieBen konnten. Teilnahme
eingeladen wurden. Bei Einverstandnis wurden die Teilnehmer um eine Blutprobe
und einen 12-Stunden-Sammelurin zum nachst moglichen Zeitpunkt gebeten. Zur
Gewinnung von Serum und Plasma wurde das Blut mit 980g fur 15 Minuten bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand abgehoben, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Der Urin
wurde ebenfalls aliquotiert und bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Fehlende
Informationen aus dem Anamnesegesprach wurden ggf. durch Angaben aus der
Krankenakte erganzt.

Patienten mit Nephro-/Urolithiasis wurden gebeten, nach Lithotrypsie ihren Urin zu
filtrieren und abgegangene Steine bzw. Konkremente zur weiteren chemischen
Analyse zu asservieren.

3.4.2 Steinanalyse

Alle Steine wurden zur Analye an das Harnsteinanalysezentrum Pasewalk geschickt
und als Kaliumbromid-Pressling im Infrarotspektrometer analysiert. Die Ergebnisse
der Analyse wurden uns mitgeteilt und aus der Patientenakte entnommen.

3.4.3 Qualitativer Nachweis von Fetuin-A durch Elektrophorese und Western-Blot
Die elektrophoretische Trennung der Proteine in Urin und Serum erfolgte an einem
10%igen Polyacrylamidgel unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Die Proteinkonzentration von Serum und Urinproben wurden auf 2mg/l eingestellt.
Als Probenpuffer diente 1,5 mol/l TRIS-HCI, 0,2% SDS und Bromphenolblau, der
Laufpuffer bestand aus 20mM TRIS, 200mM Glycin und 0,1% SDS. Dem
Probepuffer wurde kurz vor Gebrauch Mercaptoethanol (1%) als Reduktionsmittel
und Glycerol zur Erhohung der Dichte zugesetzt. Die Proben wurden unmittelbar vor
dem Einsatz in die Elektrophorese 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von max. 150V und wurde beendet,
wenn die Bromphenolblaufront das untere Gelende erreicht hatte. Anschliel3end
wurde das Gel entnommen und die getrennten Proteine auf eine Polyvinyliden-
Fluorid (PVDF) Membran UGberfuhrt (Towbin et al. 1979). Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 5% Magermilchpulver in 20mM TRIS,
0,3 M Natriumchlorid (pH 7,5) blockiert, bevor das Fetuin-A spezifische Ziegen-Anti-
Fetuin-A-Antiserum zugesetzt und der Blot bei 4°C uUber Nacht damit inkubiert wurde.
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Nicht gebundene Antikorper wurden durch Waschen entfernt und gebundene
Antikorper durch Inkubation mit einem Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Esel-
Anti-Ziegen-Antiserum und nachfolgender Chemilumineszenz sichtbar gemacht
(Fischer et al 2011).

3.4.4 Berechnung abgeleiteter Parameter

a) Berechnung der eGFR [ml/min/1,73m?]

Zur Einschatzung der Nierenfunktion wurde die von der “Modification of diet in renal
disease-Studiengruppe® ermittelte Formel (MDRD) fur Europaer verwendet. In die
Berechnung gehen die Konzentration von Kreatinin im Serum (Skra; [Mg/dl]), das
Alter [Jahre] sowie bei Frauen noch ein Korrekturfaktor ein (Levey et al. 1999,).

(1 ) e GFR =186 x (SKrea)_1’154 X (Alter)—O,ZOB

Minner

(2) eGFR ., . =186 x (Skrea) """ x (Alter)™*” x 0,742

Frauen
b) Berechnung der maximalen tubularen Phosphatresorption (Phosphatschwelle)
TmP/GFR [mmol/l]

In die Berechnung gehen die Phosphat- und Kreatinin-Konzentrationen in Serum
(Skrea, Sp) und in Urin (Ukrea, Up) €in (Brodehl et al. 1982; Berndt et al. 1996).

TmP _g U, xSk.s

3 -
( ) GFR : UKrea

3.45 Statistische Verfahren

Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test gepruft.
Signifikante Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden wurden bei
normalverteilten Messwerten durch den t-Test und bei nicht normalverteilten
Messwerten durch den Mann-Whitney-U-Test ermittelt.

Grundsatzlich wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p < 0,05)
als statistisch signifikant angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Probanden

An der Studie nahmen 48 Patienten (34 mannlich) und 39 Kontrollen (34 mannlich)
teil. Die anthropometrischen Daten der Studienteilnehmer und die Begleiterkrankung-
en sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Tabelle 2: Charakteristika der Studienteilnehmer.

Patienten (34M/14F) Kontrollen (34M/5F)

Alter [Jahre]

Manner 54,5 (24 - 84) 67,5 (38 - 82)*

Frauen 58,5 (38 - 78) 65 (49-74)
Gewicht [kg]

Manner 83,8 (67 - 139) 84 (65-120)

Frauen 74 (54 -115) 65 (52-78)
GrolRe [m]

Manner 1,78 (1,7 -1,9) 1,78 (1,7 -1,9)

Frauen 1,64 (1,5-1,8) 1,64 (1,6 -1,7)
BMI [kg/m?]

Manner 26,7 (19,3 - 41,9) 26,7 (20,1 - 35,5)

Frauen 28,1 (20,1 - 41,5) 23,9 (18,2 - 31,2)
Erkrankungen

Hypertonie 13 24

Adipositas 16 9

Diabetes mellitus Typ Il 5 6

Harnwegsinfektion 3 3

Benigne Prostatahyperplasie 3 2

Hypothyreose 2 1

Prostatakarzinom 0 31*

Hyperlipoproteinamie 0 7*

Nierenzellkarzinom 0 5*
Medikamente

Antihypertensiva 18 25

Statine 3 9

Antidiabetika 4 4

*p<0,05
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Die Patienten und Kontrollprobanden sind mit Blick auf Gewicht, Grof3e und BMI sehr
gut vergleichbar, allerdings sind die Patienten deutlich junger als die Probanden der
Kontrollgruppe. Daruberhinaus sind in der Kontrollgruppe lediglich 5 Frauen
eingeschlossen.

Zu den haufigen Erkrankungen der Studienteilnehmer zahlen Hypertonie (n = 37),
Adipositas (n = 25) und Diabetes mellitus Typ 2 (n = 11). Bei 8 Patienten lag keine
dieser Erkrankungen vor, wahrend bei 20 Patienten und 18 Kontrollprobanden
mindestens eine und bei 6 Patienten und 11 Kontrollprobanden mehrere
Erkrankungen gleichzeitig auftreten. Die Erkrankungen der Vergleichsgruppe, wie
das Prostatakarzinom, Nierenzellkarzinom, Harnwegsinfektion und benigne
Prostatahyperplasie, reflektieren die Rekrutierung von der Urologischen Station.

4.2 Ergebnisse der Steinanalyse

Leider konnten nur 25 Steine fur die weitere Analyse aufgefangen werden. Es fanden
sich 19 Whewellit-/Weddellitsteine (Calciumoxalatmonohydrat/Calciumoxalatdihydrat)
und 4 Mischsteine, sowie je ein Harnsaure- und Carbonatapatitstein. Die
Steinlokalisation, das therapeutische Verfahren und die Steinfreiheit sind in Tabelle 3
wiedergegeben.

Tab. 3: Steinlokalisation, therapeutisches Verfahren u. Steinfreiheit. (Die Zeit zwischen

Steinabgang und Nachuntersuchung wurde berechnet und fiir jede der Kategorien als Mittelwert (&) angegeben)

Steinlokalisation ESWL URS PNL
31 Patient 1 Patient 2 Patienten
atienten i
Nephrolithiasis (D 6 Monate

(D 4 Monate steinfrei) | (< 4 Monate steinfrei) L
steinfrei)

4 Patienten 8 Patienten

Harnleiterstein
(2 6 Monate steinfrei) | (J 18 Monate steinfrei)

4.3 Ergebnisse der Serumanalysen

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der Laboruntersuchungen zusammengefasst. Bei
den Studienteilnehmern sind die Befunde der Laboruntersuchungen im Normbereich.
Lediglich die mittlere Konzentration von 25-OH-Vitamin D3 ist deutlich erniedrigt (p <
0,05). Dennoch fallt auf, dass Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden einen
hoheren mittleren Calcium- und einen geringeren mittleren Phosphatspiegel (fur
beide Parameter p < 0,05) aufweisen. Die Magnesiumkonzentration ist in beiden
Gruppen annahernd identisch.
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Tab. 4: Biochemische Daten von Patienten und Kontrollen.

Patienten Kontrollen p-Wert
g,azlgiy?sgn;r:qgll//ll)] 2,4 + 0,1 23 + 01 p<0,05
zh%s_phgg mﬁ!’” 0,7 + 0,2 09 + 02 p<0,05
?g,?grj?,soigr:m[gmol/ll 0,9 (0,7-0,9) 0,9 (0,0 - 1,0) n.s.
g?ygig/l[)glll 40,1 + 3,6 39,7 + 45 n.s.
(I;ggr}ssé;t;rfm[glmol/ll 320 + 67 340 = 69 n.s.
é;e_aﬂr;ir;mm;ﬂ/ﬂ 70,8 + 14,9 82,7 + 12,4 p<0,001
oy -6
Cystatin C [mg/l] 1,0 £ 0,2 1,0 + 0,2 n.s.

(0,58 - 1,02 mg/l)

Parathormon [pg/mil]
(15 - 65 pgl/l)

250HD [nmol/l]
(> 75 nmolll)

1,25DHCC [pg/ml]
(43,2 — 148,8 pmol/l)

49,2 (15 - 212)

56,8 + 20,2

1239 + 67,6
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702 + 248 p<0,05
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Nach SDS-Page und Westernblot fanden sich im Serum und Urin die fur Fetuin-A
erwartete Banden bei knapp 50 kDa (Abb. 5).

NL-007 | NL-008 NL-009 NL-010 | NL-011 | NL-012
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Abb 5: Qualitativer Nachweis von Fetuin-A in Serum und Urin. Die Proben von 6
zuféllig gewéhlten Patienten zeigen die fiir Fetuin-A erwarteten Banden bei knapp 50
kDa.

Die Nierenfunktion der Studienteilnehmer ist nicht eingeschrankt und auch die
zirkulierenden Konzentrationen von Fetuin-A und cFGF-23 unterscheiden sich nicht
signifikant (Abb. 6).

0,5 1 A 120

L 100
0,4 4

- 80

0,3

- 60

Fetuin-A [g/l]
FGF-23 [RU/mI]

0,2
L 40

0,1 1 L 20

0,0

Patienten Kontrollen Patienten Kontrollen

Abb.6: Fetuin-A (A) und FGF-23 im Serum von Patienten und Kontrollen.
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4.4  Ergebnisse der Urinanalysen

Die vor dem Steinabgang im 12-Stunden-Sammelurin bestimmten und auf Kreatinin
normierten Konzentrationen von Calcium, Phosphat, Magnesium, Harnsaure, Oxalat,
Citrat und Fetuin-A sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tab. 5: Die im 12-Stunden-Sammelurin bestimmten und auf Kreatinin normierten
Konzentrationen.

Patienten Kontrollen p-Wert
Kreatinin [mmol/l] 6,8 £ 4,6 7,3 £+ 59 n.s.
Harnsaure/Kreatinin [mmol/l / mmol/l] 0,3 + 0,1 02 + 02 n.s.
Calcium/Kreatinin [mmol/l / mmol/l] 04 + 0,2 0,3 + 0,2 p<0,001
Magnesium/Kreatinin [mmol/l / mmol/l] 0,3 £ 0,1 0,3 + 0,2 n.s.
Phosphat/Kreatinin [mmol/l / mmol/l] 2 + 0,7 19 + 0,9 n.s.
Phosphatschwelle [mmol/I] 0,7 + 0,2 0,8 + 0,2 n.s.
Oxalat/Kreatinin [mmol/l / mmol/l] 0,04 (0,01 -0,2) 0,03 (0,01-0,2) n.s.
Citrat/Kreatinin (1. Urin) [umol/mmol] 93,7 (5,1-717,2) 146,61 (24,5-647,6) n.s.
Fetuin-A/Kreatinin (1. Urin) [mg/mmol] 0,2 + 0,3 03 £+ 04 n.s.

Die Patienten weisen lediglich eine gegenuber den Kontrollen erhohte
Calciumauscheidung mit dem Urin auf (p < 0,001), wahrend die Ausscheidung von
Phosphat und Magnesium in beiden Gruppen vergleichar ist. Die Konzentrationen
von Oxalat und Citrat unterschiden sich in beiden Gruppen nicht signifikant.
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Trotz normaler Nierenfunktion fallt bei den Patienten gegenuber der Kontrollgruppe
bei etwas hoheren FGF-23 Serumkonzentrationen eine reduzierte Phosphatschwelle
(Quotient aus max. tubularen Phosphatruckresorption und eGFR) auf (Abb. 7).

<=E: 1,2{ A r=096 B r=002 11,2 Sg
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s 0,8 2
Z 06 Z
(5] (8]
[72] (2]
T 04 ©
L L
Q. o
o 0,2 »
2 2
o 0,0 0,0 a

o0 02 04 06 08 10 1,2 o00 02 04 06 08 10 1,2
Phosphat S [mmol/I] Phosphat S [mmol/l]

Abb. 7: Zusammenhang zwischen der Phosphatschwelle und Phosphat-
serumkonzentration bei Patienten (A) und Kontrollen (B).

Die Betrachtung der Fetuin-A Konzentration im Urin in Relation zur
Zusammensetzung des Nierensteins ist in Abb. 8 dargestellt (n=25).

0,8

o
(=]
1

*

:
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Kontrollen Whewellit Mischstein Unbekannt Whewellit*

Fetuin-A/Kreatinin [mg/mmol]
o
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o
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1
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Abb. 8: Die auf Kreatinin normierten Konzentrationen von Fetuin-A bei Patienten und
Kontrollen. Mit einem Whewellit-"Weddellitstein (n=19), einem Mischstein (n=4),
einem unbekannten Stein (n=22) und einem Whewellitstein’ ohne Vorliegen von wie
in Tabelle 2 beschriebenen Erkrankungen (n=8) (* p < 0,05).
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Es zeigt sich, dass fur Patienten mit einem reinen Calciumoxalatmonohydratstein,
einem Mischstein und einem unbekannten Stein keine Unterschiede der Fetuin-A
Konzentration im Urin verglichen mit den Kontrollprobanden vorliegen. Allerdings
konnte bei 8 Patienten mit einem reinen Calciumoxalatmonohydratstein ohne wie in
Tabelle 2 beschriebenen Erkrankungen eine signifikant niedrigere Konzentation von
Fetuin-A im Urin beobachtet werden (p < 0,05).

Auch funf bis 20 Monate nach Steinabgang konnten in der untersuchten Population
noch deutlich reduzierte auf die Kreatininausscheidung normierten Fetuin-A
Konzentrationen und eine signifikante Erniedrigung der Citratkonzentrationen im
Spontanurin beobachtet werden (p < 0,05) (Abb. 9).

180
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_ 081
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£
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& 0,2 7 B 40 6
0,1 - [ 20
0’0 B ! ! T T
vor Steinabgang nach Steinabgang  vor Steinabgang nach Steinabgang
(5 - 20 Monate) (5 - 20 Monate)

Abb. 9: Die Fetuin-A- (A) und Citratkonzentration (B) im Urin vor und nach
Steinabgang mit p < 0,05 (n=13).

Zusammenfassend zeigte sich kein Unterschied der Serumkonzentrationen von
cFGF-23 und Fetuin-A zwischen den Probandengruppen. Allerdings war die
Konzentration von Fetuin-A im Urin der Patienten mit einem reinen
Calciumoxalatmonohydratstein ohne Grunderkrankungen verglichen mit der
Kontrollgruppe deutlich niedriger (p < 0,05). Nach Steinabgang konnte eine
reduzierte auf Kreatinin normierte Fetuin-A Konzentration und eine signifikante
Erniedrigung der Citratkonzentration im Spontanurin beobachtet werden (p < 0,05).
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5 Diskussion

Die Nephro-/Urolithiasis ruckt zunehmend in den Mittelpunkt des medizinischen
Interesse, und entwickelt sich in Deutschland mit einer aktuellen Pravalenz von rund
5% zu einer Volkskrankheit (Bauer-Delto 2011). Obwohl Atiologie und Pathogenese
auch bislang nur unvollstandig aufgeklart sind (Coe et al. 1992), gilt es als gesichert,
dass die Modelle der homo- und heterogenen Nukleation nicht ausreichen, um die
komplexen Vorgange der Nierensteinentstehung zu erklaren (Wendt-Nordahl et al.
2008). Betrachtet man Nierensteine als ein Beispiel fur ektope Mineralisierung,
rucken auch die fur die orthotope Mineralisierung verantwortlichen Regelkreise und
damit insbesondere FGF-23 und Fetuin-A in den Mittelpunkt des Interesse. FGF-23
reguliert im Zusammenspiel mit Parathormon und Calcitriol die Calcium- und
Phosphathombostase und die renale Phosphatausscheidung (Berndt und Kumar
2007). Das Glykoprotein Fetuin-A ist nicht nur ein Protein der akuten Phase, sondern
auch einer der potentesten Verkalkungsinhibitoren (Jahnen-Dechent et al. 2008;
Heiss et al. 2010; Pasch et al. 2012).

In dieser prospektiven Fall-Kontroll-Studie wurden die Konzentrationen von cFGF-23
und Fetuin-A bei Patieten mit Nephrolithiasis und einer Kontrollgruppe bestimmt.
AuRerdem wurde die maximale tubulare Phosphatresorption (Phosphat-schwelle) bei
Steintragern und Kontrollprobanden ermittelt. Zusatzlich wurde gepruft, ob es nach
Steinabgang zu einer Veranderung der Fetuin-A- und Citratkonzentration kam.

Die Serumkonzentrationen der untersuchten Paremeter lagen bei allen
Studienteilnehmern mit Ausnahme einer generell erniedrigten Vitamin D3
Konzentration im Normbereich. Die Patienten zeigten, wie bereits auch in anderen
Studien beschrieben, im Vergleich zu den Kontrollprobanden eine hohere
Calciumkonzentration im Serum (Stejskal et al. 2008; Xu et al. 2010). Durch die
erhohte Calciumkonzentrationen im Serum kommt es zur erhohten tubularen
Calciumkonzentration, was die Plaqueentstehung begunstigt (Kuo et al. 2003).
Interessanterweise waren die Phosphatkonzentration im Serum der Patienten
deutlich niedriger als bei den Kontrollprobanden. In einer anderen Arbeit wurden eher
erhohte Phosphatkonzentrationen im Serum von Patienten mit Urolithiasis
beschrieben (Xu et al. 2010). In dieser Studie lagen bei den Patienten erniedrigte
Phosphatkonzentrationen im Serum bei gleichzeitiger Tendenz zu erhdhten cFGF-23
Konzentrationen vor. Eine andere Arbeit fand ebenfalls bei Patienten mit erhdhter
Phosphatexkretion, Hypophosphatamie und einer reduzierten Phosphatschwelle eine
signifikant erhohte cFGF-23 Konzentration (Rendina et al. 2006). Die erhohten
tubularen Phosphatkonzentrationen scheinen interessanterweise keinen Einfluss auf
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die Plaquebildung und somit auf die Nierensteinentstehung zu haben, daher ist der
Einfluss der erniedrigten Phosphatschwelle auf die Nierensteinentstehung bisher
schwer zu erklaren und muss durch weitere Studien untersucht werden (Kuo et al.
2003). Es ist aber anzunehmen, dass die durch FGF-23 verursachten erhohten
Calcium- und Parathormonkonzentrationen ektope Mineralisierungsprozesse und
somit auch die Nierensteinentstehung beeinflussen.

Die Fetuin-A Serumkonzentration der Patienten war gegenuber den Kontrollen ein
wenig hoher, unterschied sich aber nicht signifikant. Dieser Befund wird von
mehreren kurzlich durchgefuhrten Studien (Stejskal et al. 2008, Prezioso et al. 2013)
gestutzt. Es kann vermutet werden, dass es durch die erhohte Calciumkonzentration
im Serum der Patienten zu einer solchen Erhohung der Fetuin-A Konzentration
kommt. Diese ist fur eine wirkungsvolle Inhibition der Mineralisierungsprozesse
verantwortlich.

Die Patienten hatten im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant hohere
Calciumkonzentration im Urin. Die Konzentrationen von Phosphat und Magnesium
unterschied sich zwischen Patienten und Kontrollen nicht signifikant.

Die Konzentration von Oxalat war im Urin der Patienten hoher und die von Citrat im
Vergleich zur Kontrollgruppe minimal niedriger. Diese Tendenz bestatigt die
Studienlage, denn erhohte Konzentrationen von Oxalat beglnstigen durch die
Anlagerung an Calcium zu Calciumoxalat die Nierensteinentstehung. Die
Citronensaure hingegen bildet einen Komplex mit Calciumionen, sodass diese
weniger zur Calciumoxalatbildung zur Verfugung stehen und somit protektiv wirkt.
Die auf Kreatininausscheidung normierte Fetuin-A Konzentration im Urin war bei
Patieten mit einem reinen Calciumoxalatmonohydratstein ohne Grunderkrankungen
verglichen mit den Kontrollprobanden deutlich niedriger (< 0,05). Diese Beobachtung
stimmt mit den Ergebnissen von anderen kurzlich durchgefuhrten Studie (Stejskal
2008, Wu et al. 2014) Uberein. In den genannten Studien wurde jedoch keine
differenzierte Betrachtung der unterschiedlichen Steinarten vorgenommen. Die
Population dieser Arbeit zeigte fur Patienten mit Mischsteinen oder unbekannten
Steinarten kein Unterschied der Fetuin-A Konzentration im Urin verglichen mit den
Kontrollprobanden

Bisher gab es noch keine Erkenntnisse daruber, wie sich Fetuin-A- und
Citratkonzentration vor und nach Steinabgang verhalten. Wir fanden funf bis 20
Monate nach Steinabgang deutlich reduzierte auf die Kreatininausscheidung
bezogene Fetuin-A Konzentration und eine signifikante Erniedrigung der
Citratkonzentration im Spontanurin (p < 0,01). Die Fetuin-A- und Citraterniedrigung
nach Steinabgang konnte durch deren Verbrauch in den Nierensteinen erklart
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werden. Die erniedrigte Konzentration dieser Inhibitoren kann der Ausgangspunkt fur
die erneute Entstehung eines Nierensteins und somit einer Rezidiventwicklung sein.
Das konnte die hohe Rezidirate von 60% erklaren (Bauer-Delto 2011).

Nach der Literaturlage ist dies die erste Untersuchung, die Konzentrationen von
FGF-23 und Fetuin-A vor und nach abgeschlossener Steintherapie analysierte. Die
Ergebnisse legen nahe, dass FGF-23 und Fetuin-A auf die Steinentstehung Einfluss
nehmen. Zwar fand sich kein Unterschied der Serumkonzentrationen von cFGF-23
und Fetuin-A zwischen den Probandengruppen. Allerdings war die Konzentration von
Fetuin-A im Urin der Patienten mit einem reinen Calciumoxalatmonohydratstein ohne
Grunderkrankungen verglichen mit der Kontrollgruppe deutlich niedriger (p < 0,05)
bei gleichzeitig reduzierter Phosphatschwelle. Auch zeigte sich nach Steinabgang
eine reduzierte auf Kreatinin normierte Fetuin-A Konzentration und eine signifikante
Erniedrigung der Citratkonzentration im Spontanurin (p < 0,05).

Kritisch anzumerken ist, dass unsere Untersuchung erhebliche Limitationen aufweist.
Dazu gehoren die geringe Fallzahl und das inhomogene Geschlechterverhaltnis. In
der Kontrollgruppe gibt es deutlich weniger Frauen als Manner, was das Patientengut
einer urologischen Station reflektiert aber die Ergebnisse hinsichtlich des
Knochenstoffwechsels deutlich verzerren. Hier ware bei neueren Untersuchungen
sicherlich eine Matching der Patienten und Probanden zu empfehlen. Auch wurde im
Studiendesign leider nicht berucksichtigt die 12-Stunden-Sammelurinphasen zum
gleichen Zeitpunkt durchzufuhren. Somit sind die bestimmten Metaboliten ungenau,
da diese tageszeitlichen Schwankungen unterliegen und von der Nahrungsaufnahme
versus Nuchternphase abhangig sind. Allerdings haben wir durch die auf Kreatin
normierten Konzentrationen versucht diese Ungenauigkeit zu minimieren. Weiterhin
wurden die Ergebnisse der Metaboliten des Knochenstoffwechsels erheblich
beeinflusst, weil die Ausschlusskriterien der Patientenauswahl keine Probanden mit
Knochenmetastasen ausgeschlossen haben. Die unvollstandige Zahl an
vorliegenden Steinanalysen und die vollig heterogene zeitliche Aufteilung der
Untersuchung vor/nach Steintherapie beeinflussen die Aussagekraft dieser Studie
erheblich. Denn durch therapiebedingte passagere Nierenfunktionsstorungen v. a.
tubularer Art kann die Urinzusammensetzung deutlich verandert sein, ferner auch
durch Steinreste, die zum Sammelzeitpunkt im Patienten sind (Laube et al. 2014).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung konnen daher nur als Anhaltspunkt fur die
Formulierung von Hypothesen und die Konzeption weiterer Studien dienen.
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6 Zusammenfassung

Obwohl 80% der Calciumoxalatsteine idiopathisch entstehen, ist das Wissen Uber die
Atiologie und Pathogenese der Urolithiasis unvollstéandig. Die verschiedenen Modelle
der homo- und heterogenen Nukleation reichen nicht aus, um die Pathogenese der
Nierensteine vollstandig zu erklaren und die fur die Mineralisierung relevanten
Regelkreise wurden im Hinblick auf die Entstehung von Nierensteinen bisher nur
teilweise untersucht. Unter den fur die orthotope und ektope Mineralisierung
relevanten Faktoren sollten FGF-23 als Regulator der Calcium- und
Phosphathombostase und Fetuin-A als Verkalkungsinhibitor im Hinblick auf die
Enstehung von Nierensteinen untersucht werden.

An der Fall-Kontroll-Studie nahmen 48 Patienten und 39 Kontrollen teil. Alle
Probanden wurden stationar in der Urologischen Klinik der Universitatsmediizin
Rostock behandelt.

Die Serumkonzentrationen von cFGF-23 und Fetuin-A unterschieden sich zwischen
den Probandengruppen nicht. Allerdings war die Konzentration von Fetuin-A im Urin
der Patienten mit einem reinen Calciumoxalatmonohydratstein  ohne
Grunderkrankungen verglichen mit der Kontrollgruppe deutlich niedriger (p < 0,05).
Fur Patienten mit Mischsteinen oder unbekannten Steinarten konnte kein
Unterschied der Fetuin-A Konzentration im Urin verglichen mit den
Kontrollprobanden beobachtet werden. Nach Steinabgang konnte eine reduzierte auf
Kreatinin normierte Fetuin-A Konzentration und eine signifikante Erniedrigung der
Citratkonzentration im Spontanurin beobachtet werden. Die reduzierte Konzentration
des Verkalkungsinhibitors Fetuin-A und des Komplexbildners Citrat nach
Steinabgang konnte durch deren Verbrauch in den Nierensteinen erklart werden. Die
erniedrigte Konzentration dieser Inhibitoren konnte der erneute Ausgangspunkt fur
die Entstehung eines Nierensteins und somit ein Rezidiv sein.
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7

Thesen

In den bislang vorliegenden Studien wurden die fur die orthotope und ektope
Mineralisierung relevanten Regelkreise in Hinblick auf die Entstehung von
Nierensteinen nur teilweise untersucht. Wir postulieren, dass die Entstehung von
Nierensteinen als ektope Mineralisierung aufgefasst werden kann und dass hier
FGF-23 und Fetuin-A beteiligt sind. Mit dieser prospektiven Fall-Kontroll-Studie
konnten wir diesbezuglich folgende Aussagen treffen:

1.

Die Serumkonzentrationen von cFGF-23 und Fetuin-A unterscheiden sich
zwischen den Steinbildnern und Kontrollprobanden nicht.

Trotz normaler Nierenfunktion fallt bei den Steinpatienten gegenuber der
Kontrollgruppe eine reduzierte Phosphatschwelle auf.

Die Konzentration von Fetuin-A ist im Urin der Patienten mit einem reinen
Calciumoxalatmonohydratstein ohne Grunderkrankungen verglichen mit
Kontrollprobanden deutlich niedriger (p < 0,05).

Fur Patienten mit Mischsteinen oder unbekannten Steinarten konnte kein
Unterschied der Fetuin-A Konzentration im Urin verglichen mit den
Kontrollprobanden beobachtet werden.

Nach Steinabgang kann eine reduzierte auf die Kreatininausscheidung
bezogene Fetuin-A Konzentration und eine signifikante Erniedrigung der
Citratkonzentration im Spontanurin beobachtet werden (p < 0,05).
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