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1 Einleitung
1.1 Aufbau und Mikroarchitektur des humanen Knochens

Das menschliche Skelett ist ein hoch dynamisches Organsystem, das nicht nur mecha-
nische sondern auch biochemische und hormonelle Funktionen erfillt(Quarles 2011).
Es ist die Grundlage fiir die Stabilitat und Beweglichkeit des menschlichen Kérpers,
schitzt die inneren Organe vor Verletzungen, dient als Reservoir fiir verschiedene Mi-
neralien und beherbergt das blutbildende Knochenmark.

Die Rohrenknochen der Extremitdten wie bspw. der Femur, bestehen aus einer festen
dauBeren Hullschicht, Kompakta oder Kortikalis genannt und einem innen liegenden,
aus feinen Knochenbdlkchen bestehenden, Trabekelwerk, der Spongiosa. Die
Kompakta macht 80% des Skelettvolumens aus (Seeman ; Seeman 2013). Die Kno-
chenhaut, das Periost, besteht aus zwei Schichten, dem duReren Stratum fibrosum und
dem inneren Stratum osteogenicum und umhiillt den Knochen in den nicht knorpeli-
gen Bereichen. Das Periost fuhrt die wichtigen blutversorgenden GefdaRe und enthalt,
im Gegensatz zum Knochen selbst, auch Nozizeptoren. Das Stratumfibrosum dient der
Verankerung im Knochen und besteht vor allem aus kollagenen und elastischen Fasern,
sowie wenigen langlichen Fibrozyten. Das innere Stratum osteogenicum liegt der
Kortikalis direkt auf. Es ist zellreich und bindegewebsarm. Neben sympathischem Ner-
vengewebe und kleinsten GefdlRen enthdlt es Fibroblasten, Perizyten und
mesenchymale Stammzellen sowie Osteoblasten und ihre Vorlauferzellen, die
Osteoprogenitorzellen (Squier, Ghoneim et al. 1990; Allen, Hock et al. 2004). Im Alter
verringern sich die Hohe des Periosts und die Zellzahl im Stratum osteogenicum. Dem-
entsprechend ist auch die Regenerationsfdhigkeit des Knochens herabgesetzt(Allen,
Hock et al. 2004).

Die Kortikalis besteht zu 70% aus mineralisierter Knochenmatrix, zu 30% aus den mit
FlUssigkeit gefillten Havers- und Volkmannkanalen (Techawiboonwong, Song et al.
2008). Ihre kleinste Einheit ist das Osteon, in dessen Mitte sich ein Haverskanal befin-
det, der die versorgenden Gefalle fiihrt und von konzentrisch angeordneten Knochen-
lamellen umgeben wird. In den faserarmeren Zwischenrdumen der Lamellen befinden
sich, in Lakunen eingebettet, die Osteozyten, deren Ausldufer iber Canaliculi sowohl
mit dem Haverskanal als auch untereinander dreidimensional vernetzt sind. Eine diin-
ne, kollagenfreie Schicht begrenzt ein einzelnes Osteon, untereinander werden sie
durch interstitielle Lamellen getrennt, stehen aber durch Volkmannkanéle in Kontakt
(Lallmann-Rauch 2015). Die Spongiosa ist ein schwammartiges Netz aus Knochentrab-
ekeln und bildet den inneren Markraum. Die innen liegenden Zellen werden durch die

GefaRe des Knochenmarks versorgt.



1.2 Osteoporose

Die derzeit international giiltige Definition fiir Osteoporose lautet:

»,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Kno-
chenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochengewebes
charakterisiert ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitat und der Nei-
gung zu Frakturen. Sind bereits Frakturen als Folge der Osteoporose aufgetreten, liegt
eine manifeste Osteoporose vor.”

Laut WHO ist das derzeit einzig gliltige Diagnosekriterium ein durch DXA gemessener
T-score < -2,5(1993; 1994)(s.u.).

Der Dachverband fiir Osteologie e.V. gibt flir postmenopausale Frauen im Alter von 55

Jahren eine Pravalenz von 7% an, im Alter von 80 Jahren liegt sie bei 19%.

Patienten mit Osteoporose erleiden haufig und zudem wiederholt Frakturen. In einer
retrospektiven Studie konnte gezeigt werden, dass in Deutschland innerhalb von 5 Jah-
ren, 69% der Patienten mit osteoporotischen Frakturen zum einen multiple Frakturen
erlitten und zum anderen, therapieabhdngig, eine Refrakturrate bis zu 89%
aufwiesen(Hadji, Klein et al. 2013). Der Anteil der durch Osteoporose verursachten
Frakturen an den Gesamtkosten der stationdren Frakturversorgung in Deutschland lag
fr das Jahr 2009 bei 36% und entsprach 860 Millionen Euro (Bleibler, Benzinger et al.
2014).

Fiir die Zukunft wird eine weitere Verschlimmerung der Situation vorhergesagt. Aus-
gehend von 115.248 osteoporoseassoziierten Frakturen in 2010, werden fiir das Jahr
2050 mehr als 273.000 Frakturen prognostiziert. Damit ist ein Kostenanstieg von 1 Mil-
liarde Euro fiir 2010 auf 6,1 Milliarden Euro im Jahr 2050 verbunden. Im Zeitraum zwi-
schen 2010 und 2050 soll das Gesundheitswesen dann bei insgesamt etwa 8,1 Millio-
nen Frakturen mit etwa 88,5 Milliarden Euro belastet worden sein (Bleibler, Konnopka
et al. 2013).

Osteoporose ist als Volkskrankheit nicht nur ein soziales sondern auch gesundheits-
O0konomisch hoch relevantes Thema. lhre genaue Erforschung und die Entwicklung
suffizienter Konzepte zu Therapie und Pravention genielRen aktuell hohe wissenschaft-
liche Aufmerksamkeit.



13 Der Knochen als endokrines Organ

Biochemische Parameter, mit deren Hilfe sich Aussagen (ber den Status von
skelettaler Aktivitat treffen lassen, gewinnen zusehends an klinischer Bedeutung. Sie
sind Marker fir systemische und knochenzelleigene hormonelle Kreislaufe.

Es zeigte sich, dass insbesondere Osteozyten bei der Regulation der Knochenhomoo-
stase eine zentrale Rolle spielen. Unter anderem produzieren sie Proteine wie den
Fibroblasten Wachstumsfaktor-23 (FGF-23) und Sclerostin, die an der Kontrolle des
Calcium- und Phosphatstoffwechsels und des Knochenremodellings beteiligt sind
(Martin, David et al. 2012). FGF-23, Klotho, Parathormon (PTH) und 1,23-Dihydroxy-
Vitamin-D (Calcitriol) bilden gemeinsam die “Knochen- -Nieren-Nebenschilddriisen -
Achse” (Abb. 1) und regulieren den Calcium- und Phosphathaushalt des menschlichen

Korpers (Liu, Tang et al. 2006; Razzaque 2009).
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Abb. 1: Die Knochen-Nieren-Nebenschilddriisen-Achse und ihre Hormone (Dusso and
Rodriguez 2012)



1.3.1 FGF-23 als Regulator der Phosphathomdostase

Phosphor ist ein fur den menschlichen Organismus essentielles Element. Es ist in Form
von Phosphat am Energiestoffwechsel beteiligt, als intrazelluldares Hauptanion mitver-
antwortlich fir die Integritat des Membranpotentials und ein wichtiger Serumpuffer.
Etwa 85% des im Organismus befindlichen Phosphats ist im Knochen als Hydroxylapatit
gebunden. Lange wurde angenommen, dass die Aufnahme und Freisetzung von Phos-
phat im Wesentlichen von der Calciumhomdostase abhangt und somit von PTH und
Vitamin D reguliert wird. Mit der Entdeckung von FGF-23, einem direkt phosphaturisch
wirksamen Hormon, versteht man den Knochen zunehmend auch als endokrines Or-

gan und Regulator des Elektrolythaushalts (Martin, David et al. 2012).

FGF-23 ist ein 32 kDa schweres und 251 Aminosauren langes Protein, das vornehmlich
in Osteozyten und Osteoblasten gebildet wird. Es gehort mit FGF-19 und FGF-21 zur
Unterfamilie der endokrin wirksamen FGF. Ihnen allen ist eine Affinitat zu einem der 4
Fibroblast Growth Factor Rezeptoren (FGFR, Typ 1
Transmembranphoshotyrosinkinase) gemein. FGF-Proteine bendtigen in der Regel
Heparansulfatglycosaminoglykane zur Signaltransduktion und sind u.a. an Embryoge-
nese, Angiogenese, Wundheilung und Tumorwachstum beteiligt (Powers, McLeskey et
al. 2000; Kovesdy 2014). Die heparinbindende Doméane des FGF-23 unterscheidet sich
strukturell von denen der typischen Vertreter der FGF-Familie, sodass seine Affinitat
fir die FGFR herabgesetzt wird. Als Cofaktor bendtigt es das Protein alpha-Klotho
(Martin, David et al. 2012).

Alpha-klotho wird nur in wenigen Geweben exprimiert; am haufigsten im distalen
Tubulussystem der Niere und den Nebenschilddrisen, in geringerem AusmaR in Hypo-
physe, sinoatrialen Herzmuskelzellen, Plazenta, Skelettmuskel, Blase, Aorta, Hoden,
Ovarien und Colon. Der Knochen selbst ist kein Effektororgan. Die Gewebsverteilung
von alpha-Klotho ist fir die spezifischen Effekte von FGF-23 verantwortlich (Liu and
Quarles 2007; Martin, David et al. 2012).

Seine Hauptwirkung entfaltet FGF-23 an der Niere. Dort hemmt es die Expression der
Typ-lI-Natrium-Phosphat-Cotransporter NaPi-2a und NaPi-2c und die renale Phosphat-
ausscheidung (Gattineni, Bates et al. 2009; Martin, David et al. 2012).

AuBerdem wirkt es als Inhibitor der 1-alpha-Hydroxylase (CYP27B1), die 25-OH-Vitamin
D, (Calcidiol) zu physiologisch wirksamen 1-25-(OH),-Vitamin D3 (Calcitriol) umsetzt.
Parallel dazu wird die 24-alpha-Hydroxylase (CYP24A1), die den Abbau von Calcidiol
und Calcitriol zu inaktivem 24,25-(OH)2D katalysiert, aktiviert (Quarles 2012).



Umgekehrt stimuliert Calcitriol nach Bindung an ein Vitamin D Responsive Element
(VDRE) in der Promotorregion des FGF-23-Gens dessen Transkription. Calcitriol und
FGF-23 ergeben gemeinsam einen Regelkreis, der durch negative Riickkopplung funk-
tioniert (Abb. 2). Calcitriol induziert FGF-23, das seinerseits Calcitriol inhibiert (Liu and
Quarles 2007).

In Konsequenz fiihrt ein FGF-23-Uberschuss zu Hypophosphatimie, erhéhten PTH-
Serumkonzentrationen, supprimiertem Calcitriol und einer gestorten Knochenminera-
lisierung (Osteomalazie bzw. Rachitis bei Kindern). Im Gegensatz dazu fiihrt ein Mangel
an FGF-23 zu Hyperphosphatdmie, erniedrigtem PTH, Hypervitaminose D und Weich-
teilverkalkungen (Liu and Quarles 2007; Martin, David et al. 2012).
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Abb. 2: Der Einfluss von FGF-23 auf den Phosphathaushalt (Emmett 2008)

Die Nebenschilddrise ist ein Erfolgsorgan von FGF-23 (Li, Watanabe et al. 2004). Unter
physiologischen Umstanden hemmt FGF-23 die PTH-Ausschiittung (Ben-Dov, Galitzer
et al. 2007; Kawata, Imanishi et al. 2007; Krajisnik, Bjorklund et al. 2007). Dieser Effekt
scheint sich jedoch bei sehr hohen FGF-23-Spiegeln, wie sie bei Patienten mit chroni-

scher Niereninsuffizienz (CKD) zu erwarten sind, zu erschopfen (Liu, Tang et al. 2006;
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Saji, Shigematsu et al. 2010). Unter diesen Bedingungen liegen ein sekundarer
Hyperparathyreoidismus (sHPT) und extrem erhohte FGF-23-Spiegel haufig parallel
vor. Zum einen hemmt FGF-23 die bereits durch den Verlust von gesundem Nierenge-
webe reduzierte Calcitriolsynthese zusatzlich, zum anderen fiihren sowohl die in the-
rapeutischer Absicht verabreichten Calcitriolprdaparate als auch die erhéhten PTH-
Spiegel zu einer weiteren Steigerung der FGF-23-Sekretion und somit zu einem Fortbe-
stehen des Teufelskreises (Liu, Tang et al. 2006; Martin, David et al. 2012).

Der Parathormonrezeptor (PTHR1) wird in Osteoblasten, Osteozyten und
Chondrozyten exprimiert und vermittelt dort eine Steigerung der FGF-23-Synthese
sowie eine Hemmung des Wnt-Signalwegs (iber Sclerostin (Lee and Partridge 2009). Es
gibt Hinweise, dass sich PTH indirekt auch hemmend auf die FGF-23-Synthese auswirkt.
Verabreicht man gesunden Méausen PTH, flihrt dies zu einem Anstieg von dentin matrix
acidic phosphoprotein (DMP1) und in Folge zu einer Transkriptionshemmung von FGF-
23 (Quarles 2011). Die Dynamik des Knochenumbaus selbst scheint die Interaktion
zwischen PTH und FGF-23 zu beeinflussen um eine Gewahrleistung der Normregulation

von Knochenmineralisierung zu ermoglichen (Abb. 3).
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Abb. 3: Regulation und Effekte von FGF-23 (Kovesdy 2014)

FGF-23 ist der erste Parameter der Knochen-Nieren-Nebenschilddriisenachse (Abb. 1),
der sich infolge einer Nierenfunktionseinschrankung verandert (Gutierrez, Isakova et
al. 2005). Dabei reicht bereits eine moderate renale Funktionseinschrankung (eGFR <

58 ml/min/1,73m?) aus um einen signifikanten FGF-23 Anstieg im Serum zu provozie-
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ren (Weber, Liu et al. 2003). Wenn die Krankheit voranschreitet, sinken die 1,25-OHD-
Werte und es entsteht ein sekundarer HPT (Isakova, Wahl et al. 2011). Dabei korreliert
der FGF-23-Serumspiegel mit dem AusmaR des sekundaren HPT und ist Ausdruck der
erworbenen parathyreoidalen FGF-23-Resistenz.

Die Auswirkung primarer Knochenerkrankungen auf die Regulation von FGF-23, oder
invers, der Einfluss von FGF-23 auf die Pathogenese von Erkrankungen wie Osteoporo-

se ist derzeit noch nicht erforscht.

1.3.2  Sclerostin als Regulator der skelettalen Homoostase

Sclerostin ist ein von Osteozyten synthetisiertes Glykoprotein, das von terminal diffe-
renzierten Osteozyten gebildet wird, wenn diese im Rahmen des Remodellings von neu
gebildetem Osteoid umschlossen sind. Durch Sclerostin wird eine liberschiissige Mine-
ralisierung und Uberfiillung der basic multicellar units (BMUs) vor Ort verhindert und
umliegende Osteoblasten werden in inaktivem Zustand gehalten (Poole, van Bezooijen
et al. 2005).

Sclerostin wird anhand seiner Aminosdurensequenz der DAN-Familie (differential
screening-selected gene aberrant in neuroblastoma) zugeordnet. DAN-Proteine sind
Inhibitoren der Knochenwachstumshormone aus der Familie der bone morphogenic
proteines (BMP). Sclerostin ist kein typischer BMP-Antagonist sondern vermittelt seine
Effekte durch die Inhibierung des Wnt-Signalwegs, einer Signaltransduktionskette an
deren Ende die Modulation von Zielgenen mit osteoanabolen Effekten steht (van

Bezooijen, Roelen et al. 2004).

Der Wnt-Signalweg beglinstigt den Knochenaufbau. In Abwesenheit von Wnt bildet R-
catenin Komplexe mit intrazellularen Kinasen (CK1, GSK3) und
Tumorsuppressorproteinen  (APC, Axin), was zu Phosphorylisierung und
proteosomalem Abbau von R-catenin fiihrt. Wnt bildet mit einem Rezeptor der
frizzled- Familie einen Komplex, der intrazellulares -catenin stabilisiert. Dieses akku-
muliert und transloziert in den Zellkern. Dort bildet es einen Komplex mit dem
TCF/Lef1-Transkriptionsfaktor (T-cell-specific transcription factor / lymphoid enhancer-
binding factor). Ein Effekt des Wnt-Signalwegs in Osteoblasten ist die verminderte Syn-
these des Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL). RANKL ist durch Bindung an das
Transmembranprotein Receptor Activator of NF-kB (RANK) entscheidend an der Aus-
reifung von Osteoklastenvorlauferzellen zu Osteoklasten beteiligt (Abb. 4). Des Weite-
ren wird die Produktion von Osteoprotegrin (OPG), einem l6slichen Bindungsprotein


https://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
https://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB

far RANKL, stimuliert und so die Osteoklastogenese zusatzlich gebremst(van Bezooijen,
ten Dijke et al. 2005).

Sclerostin inhibiert Wnt und bindet an einen aktiven Komplex aus lowdensity
lipoproteinreceptor related protein 5 und 6 (LRP5/6), einen wichtigen Cofaktor des
Wnt-Wegs. Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht abschlieBend geklart (Li,
Zhang et al. 2005).

WNT3a

LRPS5/6

shear
stress ||| |

. -
|
'/ | Osteocyte |
F Ostecclast — S
ﬁmamer genes — - 3
T ) y

Abb. 4: Signaltransduktion zwischen Osteozyt, Osteoblast und Osteoklast.

Sclerostin verhindert (lber die Hemmung des Wnt-Signalwegs die Transkription
osteoanaboler Genprodukte (OPG) und begiinstigt die Ausschiittung von katabol wir-
kenden Botenstoffen (RANKL) (Baron and Kneissel 2013)

Mechanische Belastung fiihrt zu gesteigertem Knochenaufbau durch vermehrte Akti-
vierung der Wnt-Signaltransduktion (Robinson, Chatterjee-Kishore et al. 2006). Das
SOST-Gen scheint durch diesen Vorgang mit reguliert zu werden. Bei vermehrter me-

chanischer Belastung wurde im Zellexperiment weniger SOST-mRNA nachgewiesen als
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in entlasteten Knochenzellen. Bei lokaler Belastung von Knochen konnte in den maxi-
mal beanspruchten Regionen am  wenigsten SOST-mRNA nachgewiesen
werden(Robling, Niziolek et al. 2008). Lin C et al konnten 2009 aulRerdem zeigen, dass
Knochen von SOST-knockout-Mdusen auch bei weitestgehender Entlastung keinen
Abbau erfuhren, sodass andersherum auch eine Beeinflussung dieser Vorgange durch
das SOST-Gen angenommen werden muss (Lin, Jiang et al. 2009).

Man vermutet eine direkte Wechselbeziehung zwischen Sclerostin und PTH. Im Tier-
versuch senkte die intermittierende Gabe von PTH die Bildung von SOST-mRNA und
Sclerostin (Keller and Kneissel 2005). Ein in Osteozyten konstant aktivierter PTH-
Rezeptor (caPTH1R) fiihrte zu verstirktem Remodelling und verringerter SOST-
Transkription. Trotz beschleunigter Osteoblastenapoptose stieg die Zahl der
Osteozyten insgesamt (Bellido 2006). Inaktivierte man aber LRP5, verschwand dieser
Effekt. Es steht also zu vermuten, dass PTH nur dann osteoanabol wirkt, wenn ein er-
hohtes Wnt-signaling durch Sclerostin supprimiert wird (Moester, Papapoulos et al.
2010).



2 Ziel der Arbeit

Der Knochenstoffwechsel und die Nierenfunktion sind durch mehrere hormonelle
Kreislaufe miteinander verbunden. Wéahrend sich die Nierenfunktion und der Elektro-
lythaushalt relativ einfach erfassen lassen, ist ein Monitoring des Knochenstoffwech-

sels noch immer eine Herausforderung.

Dies liegt unter anderem daran, dass die Knochenqualitat nicht gut definiert und somit
viel schwieriger in-vivo zu untersuchen ist. Die Serumkonzentrationen einzelner Hor-
mone und Elektrolyte lasst sich zwar einfach bestimmen aber die physikalischen Vari-
ablen der Knochenzusammensetzung (Anzahl der Trabekuli, Dichte, Porositat) sind
noch wenig untersucht. Die Veranderungen der skelettalen Mikroarchitektur kénnten
aber fiir das Entstehen ganz bestimmter Verletzungsmuster als Folge von objektiv ge-

ringer Gewalteinwirkung auf den Knochen entscheidend sein.

Wir vermuten, dass ein unterschiedliches Frakturmuster (pertrochantédre oder Schen-
kelhalsfraktur) mit unterschiedlichen Serumkonzentrationen von cFGF-23 und
Sclerostin assoziiert ist. Daher haben wir im Rahmen einer prospektiven
Querschnitsstudie Patienten mit pertrochantdrer oder Schenkelhalsfraktur zum Zeit-
punkt der Fraktur eingeschlossen und

- die Knochenmikroarchitektur mithilfe von ex-vivo uCT-Untersuchungen
- die Serumkonzentrationen von cFGF-23 und Sclerostin zum Zeitpunkt der

Fraktur (Einlieferung in die Klinik) und wahrend der postoperativen Erho-

lungsphase
und
- die Flachenbezogene Mineraldichte des jeweils kontralateralen proximalen
Femurs und der lumbalen Wirbelsdule (aBMD) mittels DXA (dual x-
rayabsorptiometry)
bestimmt.
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3 Material und Methoden
3.1 Studiendesign und Probanden

Fir diese prospektive, klinisch-experimentelle Studie untersuchten wir Patienten, die
aufgrund einer osteoporotischen, hiftgelenksnahen Fraktur des Femurs in der Abtei-
lung fir Unfall- Hand- und Wiederherstellungschirurgie der Universitatsmedizin Ros-
tock operativ versorgt werden mussten und zum Zeitpunkt der Verletzung mindestens

65 Jahre alt waren.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitdt Rostock genehmigt (Ge-
schiftszeichen der Ethikkommission A 2009/63) und entspricht nationalen Gesetzen,
Vorschriften und der ICH-GCP-Leitlinie in der zum Zeitpunkt der Antragsstellung giilti-
gen Fassung. Alle Patienten oder deren gesetzliche Betreuer wurden im Vorfeld der
Studienteilnahme ausfihrlich iber Umfang und Inhalt aufgekldrt und gaben lhre

schriftliche Einwilligung.

Ausschlusskriterien waren pathologische Frakturen auf dem Boden einer malignen
Grunderkrankung, das Vorliegen einer terminalen und oder dialysepflichtigen Nieren-
insuffizienz oder eine antiandrogene Therapie innerhalb der letzten 12 Monate vor

dem Trauma.

Im Erhebungszeitraum zwischen April 2010 und Juni 2011 erfillten insgesamt 82 von
92 Patienten (davon 21 mannlich) diese Kriterien und gaben ihr schriftliches Einver-
standnis zur Studienteilnahme. Griinde fir den Ausschluss waren eine maligne Grund-
erkrankung (n=4), eine dialysepflichtige Niereninsuffizienz (n=5) und antiandrogene
Therapie (n=1). Einzelne Untersuchungen innerhalb der Studie konnten von den Pati-
enten jederzeit abgelehnt werden. Der Studienablauf ist in Tabelle 1 schematisch dar-
gestellt.

Die Patienten wurden nach ihrem Frakturmuster (mediale Schenkelhalsfraktur /

pertrochantare Fraktur) in Gruppen eingeteilt.
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Tab. 1: Schematische Darstellung des Studienablaufs

Tag 1 (t1) * stationare Aufnahme

* 1. (prdoperative) Blutentnahme

* praoperatives Rdntgen des Thorax und Ubersichtsaufnahme des
kleinen Beckens

* OP
Tag 2 (t,) *  Blutentnahme
* Spontanurinprobe
Tag 3 * postoperatives Rontgen der versorgten Fraktur
Tag 6 (t3) *  Blutentnahme t3
abTag7 *  Bestimmung der Kérperzusammensetzung mittels BCM

*  DXA-Messung LWS und kontralaterale Schenkelhalsregion

3.2 Durchfiihrung
3.2.1 Ermittlung der flaichenbezogenen Knochendichte (aBMD)

Wihrend des stationdren Aufenthalts wurde die Knochendichte (Fldchendichte g/cm?)
leitliniengerecht mittels DXA (Lunar Prodigy, GE Healthcare, GroRRbritannien) mit einer
konstanten Gleichspannung von 100kV und einem K-Kantenfilter ermittelt. Bei den
untersuchten Regionen handelt es sich um die lumbale Wirbelsaule und den kontrala-
teralen Schenkelhals, sofern diese nicht bereits mit Metallprothesen besetzt waren.
Der intra- und interindividuelle Abweichungskoeffizient der Messungen lag unter 5%.
Die Ergebnisse wurden als T-Score angegeben, d.h. die geschlechtsspezifische, stan-
dardisierte Abweichung der gemessenen Flachendichte von der "peak bone mass".
Letztere entspricht dem Maximum der von knochengesunden, etwa 30jahrigen Indivi-
duen gleichen Geschlechts erreichten Knochendichte.

3.2.2  Ermittlung der individuellen K6rperzusammensetzung

Der Grad der Dehydratation und die Kérperzusammensetzung wurde mithilfe des Body
Composition Monitors (BMC, Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland) be-
stimmt.
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3.2.3 Gewinnung und Analyse der Blut- und Urinproben

Die Entnahmen der Blut- und Urinproben erfolgten wahrend des stationdren Aufent-
halts zu drei festen Zeitpunkten im Rahmen der tblichen klinischen Versorgung. Zu-
satzlich wurden in der ersten postoperativen Blutprobe entsprechend der aktuellen
DVO-Leitlinien (DVO 2011) die fiir Osteoporose empfohlenen Parameter bestimmt. Die
Analysen der Serumproben erfolgten mit etablierten, automatisierten Laboruntersu-
chungen im Zentrallabor des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin
der Universitatsmedizin Rostock (Leitung (k): Dr. med. P. Kohlschein, jetzt Fr. Dr. C.
Burstein). Die Ergebnisse wurden im Kontext der vom Labor angegebenen Referenz-

werte beurteilt.

Tab. 2: Ubersicht (iber die im Blut bestimmten Parameter

kleines Blutbild

praoperativ ) ) ] o
Serum: Natrium, Kalium, Calcium, ASAT, ALAT, AP, Kreatinin, Harn-

t
stoff, TSH
kleines Blutbild
1T Serum / Plasma: Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid, Phosphat, Mag-
.Tag

nesium, Triglyceride, Cholesterol, Protein, Protein-Elektrophorese,
ASAT, ALAT, AP, Kreatinin, Harnstoff, Cystatin C, Parathormon, 25-
OH-VitaminD, IGF1, IGFBP, Q: 17R-Estradiol, &' Testosteron

postoperativt;

6. Tag kleines Blutbild

postoperativts | Serum: Natrium, Kalium, Calcium, Kreatinin

Im Einzelnen wurden folgende Messinstrumente verwendet:

Firma Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland):
e UniCelDxC Clincal System zur Bestimmung von AP; Kreatinin, Calcium, Phosphat
e Immage® zur Bestimmung von Cystatin C

Firma Roche (Basel, Schweiz)
e Elecsys® zur Bestimmung von iPTH, Testosteron, Estradiol, IGF-1, IGFBP-3

Die glomerulére Filtrationsrate (eGFR, estimated glomerular filtration rate) wurde an-
hand der MDRD-Formel ermittelt (Levey, Bosch et al. 1999):

GFR [ml/min/1.73m?] = 186 x (Kreatinin [mg/dl]('1'154)x Alter [Jahre](’o'zo"’)x k

k ist ein Korrekturfaktor und betragt 0,742 fir Frauen und 1 fiir Manner.
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Sofern die oben genannten Analysen nicht im Rahmen des stationdren Aufenthaltes
erfolgten, wurden sie zu einem spateren Zeitpunkt vom selben Labor vorgenommen.
Zu jedem Zeitpunkt wurden jeweils 1 Serum- und EDTA-Monovette im Forschungslabor
der Experimentellen Pddiatrie mit Nephrologie und Neonatologie der Kinder - und -
Jugendklinik der Universitatsmedizin Rostock (Leitung: Fr. PD Dr. rer. nat. D.-C. Fi-
scher) bearbeitet und das C-terminale Ende von FGF-23 (cFGF23) und Sclerostin manu-
ell bestimmt.

Die Blutproben wurden bei 4°C und 960g fir 15 Minuten zentrifugiert, anschlieRend in
Aliquote von 0,2 - 1 ml aufgeteilt und bei -80°C bis zur weiteren Analyse asserviert.

Die Bestimmungen von Sclerostin und cFGF-23 erfolgten entsprechend den Hersteller-
angaben mittels kommerzieller ELISA-Kits.

e fiir cFGF-23: Immutopics, San Clemente, Kalifornien, U.S.A.

e filir Sclerostin: Teco Medical, Sissach, Schweiz

Alle Messungen wurden manuell als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Sofern beide
Werte um mehr als 10% voneinander abwichen, erfolgte eine erneute Bestimmung aus
einem frischen, bisher nicht aufgetauten Aliquot. Die untere Nachweisgrenze lag fur
Sclerostin bei 0,13 ng/ml und fir cFGF-23 bei 1,5 kRU/I.

3.2.4 Gewinnung und Asservierung der Knochenproben

Alle Patienten bedurften einer Notoperation aufgrund ihres erlittenen Traumas. Im
Falle einer pertrochantdren Fraktur wurde eine geschlossene Reposition und Osteo-
synthese mittels Marknagelung (Targon PFT™, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland)
durchgeflhrt. Das intraoperative Vorgehen, sowie die Auswahl des operativen Zugangs
zum Markraum an der Spitze des Trochantermajor erfolgten streng nach Herstelleran-
gaben. Beim Auffrasen des Markkanals mittels Hohlfrase entstand ein Knochenzylin-
der, der fur weitere morphologische Untersuchungen genutzt wurde. Im Falle medialer
Schenkelhalsfrakturen wurden entweder Duokopf-Endoprothesen (Mathys, Bettlack,
Schweiz) oder Totale Hiftendoprothesen (TEP, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) im-
plantiert. Fir die Studie wurde hier jeweils ein Knochenchip mit einer Luer-

Knochenzange aus der medialen Schenkelhalsregion entnommen.

Die Knochenproben wurden nach Entnahme umgehend in 70% Ethanol verbracht und

bei 4°C bis zur weiteren Untersuchung gelagert.
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3.2.5 Analyse der Knochenproben mit hochauflésender Mikrocomputertomogra-
phie (nCT)

24 Stunden vor der Analyse wurden die Knochenproben aus der Ethanollésung zur
Rehydratation in 0,9% Natriumchloridlésung Uberfiihrt. Kurz vor der Analyse wurde
jede Probe in Klarsichtfolie gewickelt und in ein passendes Polypropylenréhrchen ge-
geben, um ein Austrocknen wahrend der Messung und damit assoziierte Artefakte zu
verhindern. Geeignete Styroporformen ermoglichten die stabile, horizontale Lagerung
der Proben im uCT (Skyscan1076 micro-CT, Bruker Corporation, Billerica, Massachu-
setts, U.S.A.). Die lange Achse der Knochenprobe befand sich jedes Mal orthogonal zur
optischen Achse des Scanners. Zur bildmorphologischen Rekonstruktion und Analyse
der Schnittbilder benutzten wir die zum Gerat gehorige Software (CTAn, V1.1; NRecon,
Version 1.6.6.0; Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts, U.S.A.) gemaR den Emp-
fehlungen des Entwicklers Phil Salmon (Bruker Inc.). Zur Kalibirierung wurden Proben
mit bekannter Mineraldichte und GroRRe (Knochenphantome) unter denselben Bedin-

gungen wie die Knochenproben gescannt (technische Daten s. Tab. 3).

Tab. 3: Einstellungen des uCT und der folgenden Schnittbildanalyse

Parameter Einstellung
Aufnahme
beam-flattening filter 0.5mm Al
X-ray tube potential 49 kv

X-ray intensity

Image pixel size / camera resolution

tomographic rotation

200 pA
18 pm / 2000 * 1336
180°

rotation step 0.4°

frame averaging 2
Analyse

beam hardening correction 30%

defect pixel masking 20%

ring artifact reduction 6

alignment correction automatic

segmentation threshold 64
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Die Region of Interest (ROI) umfasste ausschlieRlich Spongiosa und wurde fiir jede
Probe individuell manuell gezeichnet. So konnten Zonen, in denen durch das operative
Vorgehen oder die spdtere Lagerung bedingte Artefakte entstanden waren, ausge-
schlossen werden. Das betraf vor allem das Innere der Knochenzylinder sowie die du-
RBeren Randbereiche, die durch Druckeinwirkung, bspw. der Hohlfrdase, Quetschungen

aufwiesen.
Fiir jede Probe wurde

e das Verhdltnis des Knochenvolumens zum Gesamtvolumen des Gewebes der
ROI (bonevolume / tissuevolume BV/TV)

e die Anzahl der Trabekel pro Einheitslange (trabecularnumber, TbN)

e die durchschnittliche Dicke der erfassten Trabekel (trabecularthickness, TbTh)

e die gemittelte Entfernung zwischen den  erfassten  Trabekeln
(trabecularseparation, ThSp)

e der Grad der intertrabekuldren Verknilipfung in Bezug auf das Gewebevolumen
der ROI (connectivitydensity, ConnD)

e den Grad der Anisotropie (degreeofanisotropy, DA)

e und die volumetrische Mineraldichte des Knochens

(volumetricbonemineraldensity, vBMD)
bestimmt.

Um die Préazision der Messungen zu erhohen, wurden drei zufallig ausgewéahlte Kno-
chenproben jeweils drei Mal auf die 0.g. Weise analysiert. Der Abweichungskoeffizient
war in Ubereinstimmung mit einer dazu erschienenen Studie fiir keinen der o.g. Para-
meter groRer als 10% (Ho, Wu et al. 2013).

3.2.6  Statistik

Die gewonnenen Daten wurden mit SPSS statistical package 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
Illinois, U.S.A.) analysiert. Zur Prifung auf Normalverteilung wurde der Kolmogorow-
Smirnov-Test angewandt. Vergleiche zwischen den Gruppen erfolgten bei nicht nor-
malverteilten Werten und relativ geringer Fallzahl mittels Mann-Whitney-U-Test. Alle
p-Werte sind zweiseitig bestimmt und Signifikanz bestand ab einem p < 0,05. Die Da-
ten werden im Folgenden als Median und Spannweite (Minimum und Maximum) an-
gegeben. Falls notwendig wurden die Regressionskoeffizienten fiir Alter und / oder
eGFR kontrolliert und die Korrelationsanalysen mit dem Spearmanverfahren berech-

net.
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4 Ergebnisse
4.1 Anthropomorphische und klinische Daten der Patienten

Die anthropomorphischen Daten und klinischen Charakteristika der Patienten, die in
49 Fillen eine pertrochantdre und in 33 Fallen eine Schenkelhalsfraktur erlitten, sind in
Tabelle 4 dargestellt. Bei 49 Patienten (davon 48 mit pertrochantarer Fraktur) war die
chirurgische Versorgung mittels Gammanagelung, in 24 Féllen (davon 1
pertrochantdre Fraktur) die Implantation einer Duokopfprothese oder TEP indiziert. In
9 Fallen wurde eine Platten- oder Schraubenosteosynthese durchgefiihrt. In Abbildung
5 sind die Rontgen-Ubersichtsaufnahmen des kleinen Beckens (Strahlengang a.-p.)
zweier Patientinnen mit Schenkelhals- bzw. pertrochantarer Fraktur vor und nach chi-

rurgischer Versorgung abgebildet.

Abb. 5 Prd- und postoperative Réntgenbilder einer Patientin mit Schenkelhalsfraktur (A,
C) und pertrochantdrer Fraktur (B, D).

Die Frakturen wurden mit einer Duokopfprothesenimplantation (C) und einer Osteosyn-
these mit Targon PFT® (D) versorgt.

-17 -



Zwei mannliche Patienten verstarben im postoperativen Verlauf aufgrund ihrer
Komorbiditaten im Alter von 78 und 79 Jahren.

Tab. 4: Anthropomorphische und klinische Charakteristika zum Zeitpunkt der Fraktur

petrochantare Schenkelhals-
Parameter alle Frakturen frakturen
(261/d21) (237/312) (224/309)
Alter [Jahre] 84 85 84
(68 —98) (72 —98) (68 —97)
mannlich 73 83 77
(70 —94) (76 — 94) (70 —89)
weiblich 85 86 84
(68 —98) (72 —98) (68 —97)
GréRe [cm] 163 162 165
(145 — 181) (145 — 175) (148 — 181)
mannlich 170 168 * 176*
(155 -181) (155 -175) (170-181)
weiblich 160 160 160
(145 - 180) (145 - 172) (148 — 180)
Gewicht [kg] 62 62 62
(42 —100) (45 —-90) (42 - 100)
mannlich 8 7> 73
(50 —100) (55-90) (50— 100)
weiblich 60 62 57
(42 —90) (45 —-90) (42 —80)
BMI [kg/m?] 24,1 24,4 23,1
(17,3-37) (18,6 — 37,0) (17,3 -32,3)
mannlich 24,6 25,5 24,4
(17,3 -22,3) (19,8 - 31,2) (17,3-32,3)
weiblich 23,8 24,1 22,9
(18,2 -37,0) (18,6 —37,0) (18,2 - 28,7)
Wasserhaushalt [l] 0.3 -0,6 0.3
(-2,9-4,2) (-2,9-2,0) (-2,9-4,2)
mannlich 0,05 -1,0 1,3
(-219 - 412) (-219 - 119) ('0;2 - 412)
weiblich -0,5 -0,5 -0,5
(-2,9-2,0) (-2,9-12,0) (-2,9-1,5)

*p < 0,05 = signifikanter Unterschied der Werte zwischen den Frakturtypen; alle Werte
sind als Median und Range angegeben.
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Die Daten waren zwischen den Geschlechtern gut vergleichbar und unterschieden sich
mit Ausnahme der KorpergroRe (p<0,05) nicht signifikant voneinander. Wie erwartet,
nimmt die KérpergrofRe mit zunehmendem Alter ab (Abb. 6).

A=y

[(e]

o
1

p <0,05; r =-0,313

180

170

160

KorpergrofRRe [cm]

150

140

65 70 75 80 85 90 95 100

Alter [Jahre]

Abb. 6: Zusammenhang zwischen Alter und KérpergréfSe; A= Mdnner; A= Frauen
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4.2 Nierenfunktion, Calcium-, Phosphat- und Hormonhaushalt zum Zeitpunkt t,

Die klinisch chemischen Analysen wurden am ersten postoperativen Tag (t,), im Rah-

men der umfangreichsten Blutentnahme, durchgefiihrt (Tab. 5).

Tab 5: Ausgesuchte Laborwerte am 1. postoperativen Tag (t,)

alle pertrochantare Schenkelhals-
Parameter Frakturen frakturen
61/ 4321
& ) (937/312) (924/39)
Calcium [mmol/I] 2,08 2,07 2,09
(2,2-2,55) (1,85-2,54)  (1,88-2,49) (1,85 -2,54)
Phosphat [mmol/I] 0,94 0,97 0,85
(0,78 - 1,53) (0,56-1,85)  (0,56-1,84) (0,57 - 1,43)
PTH [pg/ml] 60,1 63,0 55,4
(15 - 65) (16,7-256)  (19,1-256,0) (16,7 - 139,0)
25-OHD [nmol/I] 26,6 27,9 27,2
(>75) (7,5 - 81) (10,6 - 81,0) (7,5 - 77,3)
113,0 111,0 120,0
Estrogen [pmol/I]
o ) (23,4-308,0) (23,4-267,0) (28,1-308,0)
(weibliche Patienten)
(n =55) (n=32) (n=23)
1,96 1,67 2,66
Testosteron [ug/I]
L ) (0,83-3,75)  (0,83-2,61)  (1,61-3,75)
(mannliche Patienten)
(n=16) (n=9) (n=7)

Fir alle Parameter sind die Referenzbereiche des Zentrallabors angegeben.

Bei 71 Patienten(davon 46 pertrochantare Frakturen), bestand eine leichte bis maRige
Einschrankung der Nierenfunktion (eGFR30 - 90 ml/min / 1,73m?, entsprechend CKD-
Stadien 1-3 nach den Richtlinien der American Society of Chronic Kidney Disease (Moe,
Drieke et al. 2009). Bei 3 Patienten, davon 2 mit pertrochantarer Fraktur, musste eine
hochgradige Niereninsuffizienz (eGFR< 30 ml/min / 1,73m?, entsprechend Stadium 4)
konstatiert werden. (Abb. 7)
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Abb. 7: Privalenz der Niereninsuffizienz nach KDIGO-Stadien, Art der Fraktur und Ge-
schlecht.
dunkelblau/rot = pertrochantdre Fraktur, cyan / pink =Schenkelhalsfraktur; dunkelblau

bzw. cyan = mdénnlich; rot bzw. pink = weiblich

Die Serumspiegel von 250H-VitaminDswurden anhand der Referenzwerte des Zentral-
labors und in Anlehnung an Bogunovic et al. als normal: >75 nmol/I, insuffizient: 50-75
nmol/l oder ungeniigend (<50 nmol/l) kategorisiert (Bogunovic, Kim et al. 2010). Dem-
nach waren bei nur 2 Patienten (1 pertrochantére Fraktur) normwertige Serumspiegel
messbar, 12 Patienten (8 pertrochantére Frakturen) wiesen insuffiziente und 68 Pati-
enten ungeniligende Werte auf.Bei 37 Patienten (8 Manner, 12 Schenkelhalsfrakturen)
lag ein sekundarer Hyperparathyreoidismus vor.

Ein altersuntypischer Mangel an Androgenen konnte bei keinem Patienten nachgewie-

sen werden.

4.3 Ergebnisse der DXA-Messung

Von 82 Patienten stimmten 53 der Knochendichtemessung (DXA) zu und bei allen
konnte die aBMD der lumbalen Wirbelsaule bestimmt werden. Die Untersuchung der
kontralateralen Schenkelhalsregion war aufgrund von orthopadischen Implantaten nur
bei 46 Patienten (davon 28 pertrochantare Frakturen) moglich. Anhand der gemesse-
nen T-Scores konnte fiir 33 Patienten (davon 22 pertrochantdre Frakturen) eine

osteoporotische, fiir 10 Patienten (davon 4 pertrochantare Frakturen) eine osteopene
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Knochendichte diagnostiziert werden. 3 Patienten (2 davon mit pertrochantérer Frak-

tur) wiesen, im Widerspruch zur klinischen Diagnose, einen normwertigen T-Score auf.

Der an der LWS gemessen T-score war bei den Frauen schlechter als bei den Méannern,

wahrend der am Schenkelhals gemessenen T-score nahezu identisch war (Tab. 6).

Obwohl der T-Score an unterschiedlichen anatomischen Regionen bestimmt wurde,
gab es keine groBen Differenzen der Werte untereinander und es bestand keine Asso-
ziation zwischen T-score und Art der Fraktur. Bei den Patienten mit Schenkelhalsfrak-
tur gibt es eine deutliche Korrelation zwischen T-Scorews und T-Scoresy (r=0,61, p <
0,01). Nach Korrektur fiir Alter und eGFR konnte dieser Zusammenhang jedoch nicht

mehr nachgewiesen werden.

Tab. 6: Ergebnisse der DXA-Messungen

pertrochantare Schenkelhals-
alle
Frakturen frakturen
- - 2
T-score LWS (n =53) 24 2,5 /0
(-4,6 - 1,8) (-4,6 - 1,0) (-3,7-1,8)
mannlich -0,9 -2,0 0,6
(n =12, 9 pertr. Fx) (-3,4-1,8) (-3,4-0,7) (0,2-1,8)
weiblich -2,5 -2,5 -2,2
(n =41, 27 pertr. Fx) (-4,6 - 1,0) -4,6 - 1,0) (-3,7--0,7)
T-score SH (n = 46) 2,8 2,9 2,8
(-416 - 118) (-416 - 118) (-411 - -015)
mannlich -3,0 -3,2 -1,9
(n =10, 7 pertr. Fx) (-4,6 - -0,5) (-4,6 - -2,3) (-3,1--0,5)
weiblich -2,8 -2,8 -2,8
(n = 36, 21 pertr. Fx) (-4,4 - 1,8) (-4,4 - 1,8) (-4,1--1,3)
4.4 Untersuchung der Knochenmikroarchitektur undBestimmung der

volumetrische Knochendichte im pCT

Von 58 Patienten (davon 44 mit pertrochantarer Fraktur) war die intraoperativ gewon-
nene Knochenprobe fiir die Analyse der Mikroarchitektur und Bestimmung der vBMD
geeignet. Abb. 8 zeigt die 3D-uCT-Rekonstruktionen einer gesunden und einer

osteoporotisch verinderten Knochenprobe und Tabelle 7 gibt einen Uberblick iiber die
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Ergebnisse der quantitativen Analyse nach 3-D-Rekonstruktion. Fir die Werte ergibt
sich kein Unterschied zwischen den Geschlechtern.

Abb. 8: Rekonstruktionen nach uCT Untersuchung von gesundem (links) und

osteoporotisch (rechts) verdndertem humanem Femur.

Patienten, die eine Schenkelhalsfraktur erlitten hatten, zeigten alterskorrigiert eine
signifikant positive Assoziation zwischen TbTh und den an Schenkelhals oder LWS ge-
messenen T-Scores. Ein derartiger Zusammenhang zeigt sich nicht bei
pertrochantarem Frakturmuster.

Innerhalb des gesamten Patientenkollektivs, finden sich, ohne Berlicksichtigung von
Alter, eGFR und Art der Fraktur, schwache Korrelationen zwischen eGFR und BV/TV
(r=0,31; p < 0,05) und eGFR und vBMD (r=0,27; p < 0,05). Wird das Alter als Kovariable

berlicksichtigt, sind diese Zusammenhé&nge nicht mehr nachweisbar.

Zwischen den Mikroarchitekturparametern und cFGF-23, Sclerostin, PTH oder 25-OHD

gab es keinen statistischen Zusammenhang.
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Tab.7: Ergebnisse der uCT-Analyse

alle pertrochantdre Schenkelhals-
Frakturen frakturen
n =58
n=44 n=14
16,8 16,9 13,2
BV/TV [%] ’ ’ ’
(7,12 - 27,0) (10,6 - 27,0) (7,12 - 22,67)
7
TbN [1/mm] 0,9 0,98 0,80
(0,41 - 1,84) (0,55 - 1,39) (0,41 - 1,84)
* *
TbTh [mm] 0,18 0,18 0,20
(0,10 - 0,24) (0,10-0,31) (0,15-0,5)
7 k k
ThSp [mm] 0,6 0,66 0,96
(0,18 - 1,30) (0,40 - 1,15) (0,18 - 1,30)
2 29* 2,86*
ConD [1/mm] 224 6,29 ,86
(1,17 - 9,62) (1,24 - 9,62) (1,17 -9,59)
DA 1,93 1,81* 2,27*
(1,23 -7,43) (1,23 - 3,86) (1,88 - 7,43)
14 14 14
vBMD [g/cm?3] % % 0
(0,02-0,42) (0,02-0,42) (0,04 - 0,19)

*p < 0,05 = signifikanter Unterschied zwischen den Frakturtypen

4.5 Die Serumspiegel von cFGF-23 und Sclerostin

Die Bestimmung von cFGF-23 zu den Zeitpunkten t; und t, gelang bei 76 und 75 Patien-
ten (davon 44 und 43 Patienten mit pertrochantaren Frakturen). Die Bestimmung von
Sclerostin war bei 77 und 74 Patienten (davon 45 und 42 mit pertrochantarer Fraktur)
moglich (Abb. 9). Dabei wurden fiir cFGF-23 an t, hohere Werte als an t; oder t; ge-
messen. Die zu t; und t3 bestimmten Konzentrationen unterscheiden sich nicht. Dieses
Muster ist unabhangig vom Frakturtyp. Fir Sclerostin wurden an t; und t, héhere
Werte gemessen als an t3. Die zu den Zeitpunkten t; und t, gemessenen Konzentratio-
nen unterscheiden sich nicht. In der Gruppe mit den pertrochantaren Frakturen unter-
schieden sich die Sclerostinwerte an t; und t3 nicht. Zu jedem Zeitpunkt wurden bei
den Patienten mit pertrochantarer Fraktur hohere cFGF-23-Werte als bei den Patien-

ten mit Schenkelhalsfraktur gemessen.
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Abb.9: Die Konzentrationen von cFGF-23 und Sclerostin zu den einzelnen Zeitpunkten
bei allen Patienten (a, b) und nach Aufteilung in Frakturtypen (c, d).
pertrochantdre Fraktur (griin) und Schenkelhalsfraktur (rot) * p < 0,05; ** p < 0,005

Die erwarteten Zusammenhange zwischen cFGF-23 und Nierenfunktion konnten vom
Frakturmuster unabhangig nachgewiesen werden. Die Assoziation zwischen cFGF-23
und Alter besteht nicht in der Gruppe mit Schenkelhalsfrakturen. Die Serumkonzentra-
tionen von Sclerostin zum Messzeitpunkt t; waren in unserem Kollektiv fir den GroR-
teil der Patienten normwertig und auch in den Untergruppen unabhangig von der Nie-
renfunktion. Nur bei den Schenkelhalsfrakturen bestand eine negative Korrelation
zwischen Alter und Sclerostin zum Zeitpunkt t;(p < 0,05; r =-0,513). (Abb. 10).

Benutzt man das Alter als Kovariable, zeigt sich aber dass der Zusammenhang zwi-
schen cFGF-23 und eGFR zum Zeitpunkt t, nur fir Patienten mit pertrochantarer Frak-
tur besteht (r=0,48; p < 0,01). Weiterhin hebt sich auf diese Weise der statistische Zu-
sammenhang zwischen cFGF-23, PTH und 25-OHD auf, unabhangig davon ob man das
Kollektiv in Frakturtypen unterscheidet oder nicht.

Die erwartete Assoziation zwischen cFGF-23 und Serumphosphat (p < 0,001; r = 0,422)

bleibt auch nach Beriicksichtigung von Alter und Nierenfunktion bestehen (p < 0,05; r =
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0,326). In den Untergruppen ist er aber nur bei pertrochantdren Frakturen nachweis-
bar (p <0,05; r =0,371).

Der Zusammenhang zwischen Sclerostin und 25-OHD bzw. PTH blieb auch unter Be-
riicksichtigung von Alter und Nierenfunktion bestehen (p jeweils < 0,05; r = 0,302 bzw.
r = -0,244). Beziglich des Frakturtyps weisen aber nur noch Schenkelhalsfrakturen die-
se Beziehung auf (p jeweils < 0,05; r = 0,441bzw. r = -0,399).
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Abb.10: Zusammenhang zwischen Nierenfunktion bzw. Alter und cFGF-23 (obere Rei-
he) und Sclerostin (untere Reihe).
A = Schenkelhalsfrakturen, ® = pertrochantdire Frakturen
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5 Diskussion

Das von mir untersuchte Kollektiv weist die typischen Merkmale von
Osteoporosepatienten auf. Zu nennen wéren das Alter der Patienten, der hohe Anteil
von Patientinnen, die hohe Pravalenz von Vitamin-D-Mangel und konsekutivem sekun-
darem Hyperparathyreoidismus, haufig altersbedingter Niereninsuffizienz verschiede-
nen Ausmalies und ein erniedrigter T-Score im Bereich der lumbalen Wirbelsaule bzw.

der hiiftnahen Femurregion.

Bei nahezu allen Patienten konnten wir einen starken negativen Zusammenhang zwi-
schen eGFR als Ausdruck der Integritat der Nierenfunktion und der systemischen Kon-
zentration von cFGF-23 nachweisen. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen aus ande-
ren Studien, in denen Patienten mit chronischem Nierenversagen auf ihren FGF-23-
Spiegel untersucht wurden (Larsson, Nisbeth et al. 2003; Stubbs, Liu et al. 2007;
Quarles 2012). Des Weiteren konnten wir die erwarteten Zusammenhange von cFGF-

23, PTH und Vitamin D auch in unserem Kollektiv feststellen.

Um den Einfluss eventuell vorbestehender Unterschiede im Hormonsystem und Kno-
chenaufbau auf die Entstehung unterschiedlicher Frakturmuster zu untersuchen, teil-
ten wir unser Kollektiv in entsprechende Gruppen ein. Weil wir wissen, dass sowohl die
renale Funktion als auch die skelettale Integritat im Alter abnehmen, wurden das Alter
der Patienten und die berechnete eGFR in die statistische Auswertung einbezogen. Wir
versuchten so, mehr Uber die Beziehung zwischen Knochenmetabolismus, Sclerostin
und FGF-23 zu erfahren.

Auffallig war, dass nach dieser Korrektur der Zusammenhang zwischen Vitamin D und
Parathormon in beiden Gruppen nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Beide
Hormone sind bei Patienten mit Schenkelhalsfrakturen mit Sclerostin korreliert. Bei
Patienten mit pertrochantaren Frakturen trifft dieses nur flir Vitamin D zu. Der
menschliche Korper reguliert also, unabhangig von Alter und Nierenfunktion, bei be-
reits entgleistem systemischem Hormonhaushalt und trotz Traumatisierung die ske-

lettale Homodostase auf Knochenebene.

Ein Zusammenhang zwischen Alter, Nierenfunktion und cFGF-23 zeigte sich nur in der
Gruppe der pertrochantidren Frakturen. Hier bestand auch nach Korrektur um Alter
und eGFR ein Zusammenhang zwischen cFGF-23 und Serumphosphat, sowie zwischen
Parathormon und Serumcalcium. cFGF-23 und PTH korrelierten ebenfalls miteinander.

All diese Zusammenhange bestehen bei Patienten mit Schenkelhalsfrakturen nicht.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei bestehender Osteoporose der Frakturtyp
auf spezifische Storungen im Hormonhaushalt hinweist. Wahrend bei Patienten mit
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pertrochantdrer Fraktur die physiologischen Regelkreislaufe auf Ebene von Nieren,
Nebenschilddriise und Knochen zur Kontrolle des Mineralhaushaltes funktionieren,
sind bei Patienten mit Schenkelhalsfraktur diese Mechanismen eingeschrankt bzw.
nicht mehr vorhanden und die Regulation der Mineralhomd&ostase verlagert sich auf
die Ebene des Knochens. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese, waren die cFGF-
23 Spiegel nach pertrochantarer Fraktur deutlich héher als bei Patienten mit Schenkel-
halsfraktur, d.h. bei Patienten mit Schenkelhalsfraktur ist die Reaktion auf den plotzli-
chen, frakturbedingten Anstieg des Phosphats im Serum nicht mehr ausreichend. Eine
kirzlich veroffentlichte, prospektive Studie benennt die Serumkonzentration von FGF-
23 als moglichen Pradiktor osteoporotischer Frakturen bei dlteren Mannern. Auch
nach Ausschluss mehrerer moglicher Storfaktoren konnte ein konstanter Zusammen-
hang zwischen Frakturrisiko und FGF-23-Spiegel nachgewiesen werden. Interessanter-
weise war die eGFR der Probanden nur marginal mit dem Frakturrisiko assoziiert und
nachdem Alter, BMD und FGF-23 in die Auswertung einbezogen wurden, verschwand
dieser Zusammenhang sogar voéllig. Ordnete man die Patienten danach ob ihre eGFR
groRer oder kleiner als 71,5 ml/min/1,73m? war, konnte ein statistischer Zusammen-
hang zwischen FGF-23 und Frakturrisiko nur flir Patienten mit erhaltener Nierenfunkti-
on bewiesen werden (Kanda, Yoshida et al. 2012). Trotz bestehender Unterschiede
hinsichtlich Studiendesign und der verwendeten Assays zum Nachweis von FGF-23 le-
gen diese und unsere Studie nahe, dass die Serumkonzentration von FGF-23 eine aktu-
elle Aussage Uber renale und ossdre Gesundheit beim Menschen treffen knnte.

5.1 Grenzen der vorliegenden Arbeit

Leider konnten mit Blick auf einen vertretbaren Zeit- und Arbeitsaufwand nicht mehr
Patienten in diese Studie eingeschlossen werden und nicht alle Patienten konnten oder
wollten einer DXA-Messung zustimmen. Hierflir war sicherlich auch entscheidend, dass
die Patienten von der Klinik fir Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie in die
Klinik fir Orthopadie gebracht werden missen. Aulerdem wurden nur Patienten, die
aufgrund eines akuten Traumas eine chirurgische Intervention erfuhren, in diese Stu-
die aufgenommen. Damit kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob die Dynamik des
Konzentrationsanstiegs und anschlieenden Abfalls von cFGF-23 und Sclerostin als
Folge der Fraktur oder aber der chirurgischen Intervention selbst zu werten sind. Unse-
re Daten legen nahe, dass Serumkonzentrationsverdnderungen dieser Botenstoffe in
Folge einer Verletzung des Knochens wesentlich schneller nachweisbar sind, als Ande-
rungen anderer, eher langerfristige Zustande abbildende Parameter (bspw. T-score).
Daher kdnnte es auch so schwierig sein, statistische Beziehungen zwischen diesen
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zwei Sorten von Variablen nachzuweisen und man sollte in der Interpretation solcher
Zusammenhadnge vorsichtig sein. In diesem Sinne wadre es sicherlich vorteilhafter ge-
wesen, zusatzliche Kontrollgruppen mit dhnlicher Alters- und Geschlechtsverteilung
mitzufihren. Hier waren sowohl eine Gruppe mit einer qua Narkoseintensitdat und
Dauer vergleichbaren viszeralchirurgischen Operation als auch eine Gruppe mit elekti-
ven orthopadischen Operationen (bspw. Hift- oder Knieendoprothesen), im Sinne ei-
nes ,standardisierten Knochentraumas” zu nennen. Die dann mdglichen Gruppenver-
gleiche sollten es erlauben, zwischen Trauma-/ Narkose-bedingten und skelettalen
Ursachen der Konzentrationsanderungen von cFGF-23 und Sclerostin zu differenzie-

ren.

Ein Vergleich der Mikroarchitektur zwischen den Frakturtypen ist in diesem Setting
nicht zul3ssig, da die Trabekelstruktur sich an Schenkelhals und pertrochantérer Region
in Folge unterschiedlicher physikalischer Belastung (Biege- bzw. Zugbelastung) grund-
satzlich unterscheidet. Dabei wére die ex-vivo p-CT-Analyse gesunden menschlichen
Knochens aus einer dhnlichen anatomischen Region von Vorteil gewesen und hatte
geholfen, die osteoporotisch bedingten Verdnderungen des von uns untersuchten

Knochens besser zu kontrastieren.

AuBerdem waére eine Messung der Knochendichte mit in vivo HRpQCT (high
resolutionperipheral quantitative computedtomography) statt DXA vielleicht besser
mit den von uns durchgefiihrten ex-vivo-Bestimmungen vergleichbar gewesen. Aller-
dings verfigt unser Institut Gber kein solches Gerat und selbst wenn es verfligbar ge-
wesen ware, ist damit nur die Untersuchung an distaler Tibia und/oder Radius moglich.
Ein direkter Vergleich der ex-vivo bestimmten Mikroarchitektur des frakturierten Kno-

chens mit der Gegenseite in-vivo ware auch mit einem HRpQCT nicht moglich.

Zusammenfassend konnte in unserer Studie gezeigt werden, dass auBer Alter und Nie-
renfunktion auch eine Verletzung des Skeletts Einfluss auf den Serumspiegel von cFGF-
23 und Sclerostin im menschlichen Korper hat. AuBerdem haben wir Grund zur An-
nahme, dass vom Frakturtyp Riickschliisse auf die Integritat von Knochen- und Hor-

monhaushalt gezogen werden kénnen.
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6 Zusammenfassung

Die WHO definiert Osteoporose als eine ,systemische Skeletterkrankung, die durch
eine niedrige Knochenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des
Knochengewebes mit konsekutivem Anstieg der Knochenfragilitat und der Neigung zu
Frakturen charakterisiert ist”. So klar diese Definition auch erscheint, so schwierig ist
es, die Knochenqualitdt und ihre Veranderungen zu erfassen. Als Surrogatmarker dient
die Mineraldichte des Knochens (Bone Mineral Density, BMD), die sich durch DXA-
Untersuchung an Lendenwirbelsdule und / oder Schenkelhals bestimmen lasst. Aller-
dings andert sich die BMD nur langsam, so dass DXA-Messungen nur in groRRen zeitli-
chen Abstanden aussagekraftig sind. Vor diesem Hintergrund steigt das Interesse an
biochemischen Parametern, die Informationen Uber die skelettale Aktivitat enthalten.
Hier sind neben den fir Knochenaufbau und —abbau typischen Kollagenfragmenten,
der alkalischen Phosphatase und der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase auch
Sclerostin und FGF-23 zu nennen. Die beiden letzt genannten Proteine werden von
Osteoblasten / Osteozyten sezerniert und sind moglicherweise fir die Beurteilung des
Knochenstoffwechsels geeignet. Weiterhin muss beachtet werden, dass Knochen-
stoffwechsel und Mineralhomdostase nicht unabhdngig voneinander sind, sondern
sowohl auf der Ebene der Nierenfunktion als auch durch hormonelle Regelkreise mit-
einander verbunden sind (,Knochen-Nieren-Nebenschilddriise-Achse”). Mit zuneh-
mendem Alter steigt das Risiko fiir eine Osteoporose, gleichzeitig lasst die Nierenfunk-
tion nach und es wird zu entsprechenden Adaptionen der oben genannten Regelkreise

kommen.

In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, welche Zusammenhange zwischen
der Mikroarchitektur des osteoporotischen Knochens und den zirkulierenden Konzent-
rationen von Sclerostin und cFGF-23, zwei ,,neuen” Markern des Knochenstoffwech-
sels, bestehen. Dazu wurden im Rahmen einer prospektiven Studie Patienten (> 65
Jahre) mit osteoporotischer Fraktur untersucht. Patienten mit bekannter schwerer
Einschrankung der Nierenfunktion, maligner Grunderkrankung und sekundarer Osteo-
porose wurden ausgeschlossen. Die Patienten (n=82; 61 / 21 Frauen / Manner) wurden
nach Art der Fraktur (pertrochantdre Fraktur, n=49; Schenkelhalsfraktur, n=33) katego-
risiert und die wahrend der chirurgischen Versorgung gewonnenen Knochenproben ex-
vivo mit einem UCT untersucht. Parallel dazu wurden Blutproben am Tag der Kranken-
hauseinlieferung (vor OP) sowie am 1. und 5. postoperativen Tag gewonnen. In diesem
Proben wurden neben einer leitliniengerechten Diagnostik auch die Konzentrationen
von cFGF-23 und Sclerostin bestimmt.
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Ein signifikanter Anteil der Patienten (51 / 17 Frauen / Manner) fiel durch einen deutli-
chen Vitamin D Mangel auf und in etlichen Fallen (29 / 8 Frauen / Manner) war es be-
reits zur Ausbildung eines konsekutiven sekundaren Hyperparathyreoidismus gekom-

men.

53 Patienten waren mit der Bestimmung der aBMD (DXA-Untersuchung) einverstan-
den und bei 46 dieser Patienten war auch die Untersuchung des kontralateralen
Schenkelhalses moglich. Um Artefakte durch degenerative Sinterung der Wirbelkdrper
zu minimieren, haben wir nur den am Schenkelhals bestimmten T-Score fiir die Aus-
wertung bericksichtigt. Der T-Score entsprach in 33 Féllen einer Osteoporose und in

10 Féllen einer Osteopenie.

Wir konnten die erwarteten Zusammenhange zwischen Alter, Nierenfunktion (ausge-
driickt als Kreatininclearance) und cFGF-23 bestatigen. Weiterhin kommt es im posto-
perativen Verlauf und ungeachtet der Lokalisation der Fraktur zunachst zu einem An-
stieg und spater zu einem Abfall der Konzentrationen von cFGF-23 auf das Ausgangsni-

veau.

Bei Sclerostin sind diese Verdanderungen dhnlich zu beobachten. Wahrend der
Sclerostinspiegel am 1. postoperativen Tag nur geringfligig Giber den Ausgangswerten
liegt, werden am 5. postoperativen Tag und im Einklang mit der Rolle von Sclerostin als
Inhibitor der Knochenbildung deutlich niedrigere Spiegel gemessen.

Patienten mit pertrochantarer Fraktur und Schenkelhalsfraktur unterscheiden sich mit
Blick auf anthropometrische Charakteristika, Nierenfunktion und die Frakturbedingten
Veranderungen der cFGF-23- und Sclerostinspiegel nicht. Allerdings ist unter Beriick-
sichtigung des Alters und ggf. auch der Nierenfunktion der bei Patienten mit
pertrochantarer Fraktur zu beobachtende Zusammenhang zwischen cFGF-23 und Nie-
renfunktion bzw. cFGF-23 und Serumphosphat bei Patienten mit Schenkelhalsfraktur
nicht nachzuweisen. In dieser Gruppe ist auch der Zusammenhang zwischen PTH und
cFGF-23 aufgehoben. Daher postulieren wir, dass zwischen Frakturtyp und Integritat

des Knochen- und Hormonhaushaltes ein Zusammenhang besteht.
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Thesen

Osteoporose ist eine Erkrankung des hoheren Lebensalters und betrifft bevor-
zugt Frauen.

Die osteoporotische Fraktur ist mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat behaf-
tet.

Die Nierenfunktion nimmt mit zunehmendem Alter ab und der Vitamin-D Mangel
zu.

Knochen- und Nierenfunktion sind durch hormonelle Regelkreise miteinander
verbunden und beeinflussen sich gegenseitig.

Bei  Patienten mit  Schenkelhalsfraktur ist die  Knochen-Nieren-
Nebenschilddriisen-Achse gestort und der Zusammenhang zwischen PTH und
cFGF-23 aufgehoben.

Die DXA-Messung an der Lendenwirbelsaule ist bei Patienten mit degenerativer
Wirbelkorpersinterung fir die Bestimmung der Knochendichte ungeeignet.
Patienten mit pertrochantarer Fraktur und Schenkelhalsfraktur unterscheiden
sich mit Blick auf anthropometrische Charakteristika, Nierenfunktion und die
frakturbedingten Veranderungen der cFGF-23- und Sclerostinspiegel nicht.

Unter Bericksichtigung des Alters und ggf. auch der Nierenfunktion ist der bei
Patienten mit pertrochantdrer Fraktur zu beobachtende Zusammenhang zwi-
schen cFGF-23 und Nierenfunktion bzw. cFGF-23 und Serumphosphat bei Patien-
ten mit Schenkelhalsfraktur nicht nachzuweisen.

Zwischen Frakturtyp und Integritat des Knochen- und Hormonhaushaltes besteht

vermutlich ein (noch ungeklarter) Zusammenhang.
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	Die glomeruläre Filtrationsrate (eGFR, estimated glomerular filtration rate) wurde anhand der MDRD-Formel ermittelt (Levey, Bosch et al. 1999):
	GFR [ml/min/1.73m2] = 186 x (Kreatinin [mg/dl](-1.154) x Alter [Jahre](-0.203) x k
	k ist ein Korrekturfaktor und beträgt 0,742 für Frauen und 1 für Männer.
	Sofern die oben genannten Analysen nicht im Rahmen des stationären Aufenthaltes erfolgten, wurden sie zu einem späteren Zeitpunkt vom selben Labor  vorgenommen.
	Die Blutproben wurden bei 4 C und 960g für 15 Minuten zentrifugiert, anschließend in Aliquote von 0,2 - 1 ml aufgeteilt und bei -80 C bis zur weiteren Analyse asserviert.



