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Die bedeutendste Form der extraossadren Kalzifizierung im Menschen ist die vaskulédre
Kalzifizierung. Sie begleitet komplizierend die intimale Atherosklerose oder tritt primar als
in der Media lokalisierte Kalzifikation im Rahmen der Arteriosklerose auf. Wahrend in der
Vergangenheit die Weichgewebskalzifizierung - einschlieBlich der vaskuléren Kalzifizierung
- als passiver ProzeB angesehen wurde, der durch Uberschreiten eines kritischen Kalzium
x Phosphat-Produktes ausgeldst ist, zeigen neuere Verdffentlichungen, daf dieser Proze3
durch eine Reihe von Regulatoren moduliert wird. Neben Gewebe-gebundenen lokalen
Hemmstoffen der Kalzifizierung gibt es auch systemische Regulatoren in Blut und Extra-
zellularflussigkeit. Neben niedermolekularen Modulatoren ist das Plasmaprotein Fetuin-
A/alpha,-HS-Glykoprotein der Haupt-Hemmstoff im Blut. Fetuin-A kann Kristallwachstum
verhindern, indem es neu entstehende Kalziumphosphat-Partikel bindet und in l6slicher
Form halt, bis sie aus der Zirkulation entfernt werden. Untersuchungen an Fetuin-A-de-
fizienten Knock out-Mausen offenbarten massive Weichgewebskalzifizierungen in einer
Reihe von Hauptorganen wie Niere, Lunge und Herz. Klinische Studien haben gezeigt, dafl
Dialysepatienten liber die bekannten Stérungen im Kalziumphosphat-Haushalt hinaus auch
erniedrigte Fetuin-A Serumspiegel aufweisen. Somit tragt das Fehlen dieses Hemmstoffs

der Kalzifizierung erheblich zur Erhéhung des Kalzifizierungsrisikos bei.
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Atherosklerose

Kalzium und Phosphat kommen in Form
von Hydroxyapatit als Knochenmineral vor,
sie sind aber auch essentiell fiir wesentliche
Stoffwechselprozesse im Korper. Dazu zédh-
len zum Beispiel der Energiestoffwechsel
und die Signaltransduktion. Dies setzt vor-
aus, dafs jederzeit geniigend Kalzium- und
Phosphationen aus dem Knochenreservoir
mobilisierbar und tiberall im Koérper ver-
ftigbar sind. Das Blut und alle Extrazellu-
larfliissigkeiten stellen daher hinsichtlich
der Kalzium- und Phosphat-Loslichkeit
sogenannte ,metastabile” Losungen dar.
Diese Losungen préazipitieren zwar nicht
spontan Kalziumphosphat, sie erméglichen
aber permanentes Kristallwachstum und
damit fortschreitende Prazipitation, sobald
sich Kristallkeime gebildet haben.

Regulatoren der Kalzifizierung

Wie ist es dann zu erkldren, dafd die Minera-
lisation nur gezielt in Knochen und Zahnen
stattfindet und nicht in der extrazellularen
Matrix von Weichgeweben?

In mehreren, erst kiirzlich erschienen Ar-
tikeln wurde dieser Frage nachgegangen. Es
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wird deutlich, daf? hierfiir bestimmte Proteine
als Regulatoren notwendig sind. Murshed
und Mitarbeiter konnten zeigen, dafi nur die
Extrazellularmatrix von Zellen mineralisiert,
in denen das knochenspezifische Struktur-
protein Kollagen-Typ I und gleichzeitig ein
Pyrophosphat-spaltendes Enzym, die ge-
webe-unspezifische alkalische Phosphatase
gebildet werden'. Knochenbildende Zellen
(Osteoblasten) produzieren das Enzym alkali-
sche Phosphatase in sehr groflen Mengen und
ermoglichen so die Spaltung des inhibitorisch
auf die Mineralisierung wirkenden Pyrophos-
phats sowie anderer Phosphat-haltiger Mole-
kiile, so dafs Phosphat in gentigender Menge
fiir die Knochenbildung zur Verfiigung steht.
Demnach unterliegt der regulierte Prozef der
Mineralisierung offensichtlich einem Gleich-
gewicht von aktivierenden und inhibierenden
Mechanismen.

Neben niedermolekularen Faktoren wie
dem genannten Pyrophosphat sind aus
genetischen Studien heute eine Reihe von
Proteinen bekannt, die den Prozefs der Kal-
zifizierung modulieren. Die iiberwiegende
Mebhrheit ist durch die gezielte Deletion des
jeweils kodierenden Gens in Knock out-Mau-

sen identifiziert worden. Das Ausschalten
der Pyrophosphatwirkung — einmal durch
Deletion des fiir die Produktion notwen-
digen Enzyms Ecto-Nukleotid-Pyrophos-
phatase-Phosphodiesterase 1 (Enpp1) oder
eines Transporters fiir Pyrophosphat (Ank)
— bewirkt in Médusen die Kalzifizierung von
Gelenkknorpel. Ein weiteres Paradebeispiel
dafiir, daff Proteine die Kalziumphosphat-
Prazipitation spezifisch und ausschliefilich in
den Geweben verhindern konnen, in denen
sie gebildet werden, ist das Matrix-Gla-Pro-
tein (MGP). Dieses weitgehend unlosliche
Protein ist in der Extrazellularmatrix, in
Arterien und Knorpel lokalisiert. Die MGP-
Knock out-Maus weist erwartungsgemaf
arterielle und Knorpel-Kalzifizierungen auf,
was letztlich zur Ruptur der Aorta wenige
Wochen nach Geburt der Tiere fiihrt.

Fetuin-A, ein systemischer Inhibitor
der Kalzifizierung

Den bisher beschriebenen lokal wirkenden
Regulatoren der physiologischen Minera-
lisierung im Knochen oder der pathologi-
schen Kalzifizierung in Weichgeweben steht
bislang ein einziges systemisch inhibierend
wirkendes Plasmaprotein gegeniiber, das
Fetuin-A/a,-HS-Glykoprotein (genetisches
Symbol: AHSG). Dieses etwa 60 kDa grofle
Glykoprotein wird in der Leber synthetisiert
und zirkuliert in einer relativ hohen Konzen-
tration von 0,4-1,0 g/L. Es kann in vitro die
Kalziumphosphat-Prézipitation inhibieren,
indem es mit hoher Affinitdt an einen Kri-
stallisationskeim bindet, dessen Wachstum
verhindert und ein kolloidales Aggregat
bildet**. Diesen loslichen hochmolekularen
Komplex haben wir in Analogie zu den
Lipoprotein-Partikeln, die die Zirkulation
von sonst unléslichen Lipiden ermdglichen,
Calciprotein-Partikel (CPP) genannt. Einer
groben Schitzung zufolge ist Fetuin-A fiir
rund 50% des inhibitorischen Effekts von Se-
rum gegeniiber der spontanen Prézipitation
verantwortlich.

Phanotyp der Fetuin-A Defizienz

Fetuin-A puffert und stabilisiert einen Uber-
schuff von Kalzium und Phosphat im Blut,
der aus vermehrtem Knochenabbau resultiert
(siehe Abb. 1). Die Stabilisierung des Komple-
xes ist zwar nur voriibergehend, aber unter
Normalbedingungen ausreichend, um effizi-
ent aus der Zirkulation entfernt zu werden,
so daf} es nicht zu Kalziumphosphat-Abla-
gerungen kommen kann. Méusen, die dieses
Protein nicht mehr herstellen konnen, fehlt
dieser wichtige Stabilisations- und Wegraum
(Clearing)-Mechanismus. Dementsprechend
zeigen Fetuin-A-Knock out-Méuse Weich-
gewebskalzifizierungen in einer Reihe von
Hauptorganen, wie etwa Lunge, Niere und
Herz’ (siehe Abb. 2). Bei &dlteren Fetuin-A-
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Abb.1: Regulatoren der Kalzifizierung in Arterien und Weichgeweben. Ein zu hohes Kalzium x
Phosphat-Produkt, meist einhergehend mit einem sekundéren Hyperparathyreoidismus, gilt als
Hauptrisikofaktor fiir ektopische Kalkablagerungen. Daneben gibt es eine Reihe von Proteinen,
die lokal auf bestimmte Stimuli hin im Gewebe exprimiert werden und dort die Kalzifizierung
aktivieren. Dieser ProzeR3 kann insbesondere bei einem relativen Mangel an Inhibitoren be-
schleunigt ablaufen.

A

Abb.2: Makroskopische Ansicht von Herz und Lunge von 10 Monate alten Wildtyp- (A) und Fe-
tuin-A-Knock out-M&usen (B). Die Organe wurden nach Praparation mit Alizarinrot angefarbt.
Wahrend im Herzen der Knock out-Maus hauptsachlich linienférmige Strukturen positiv gefarbt
sind, waren in den Lungenfliigeln eine Vielzahl kleiner rundlicher Kalziumphosphat-Prazipitate
nachweisbar. In den Organen der Wildtyp-Maus konnten keine Kalzifizierungen festgestellt
werden.
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defizienten Mausen kommt es aufgrund der
fortschreitenden Kalzifizierung in der Niere
zur Beeintrachtigung der Funktion. Danach
entwickelt sich nach klassischem Muster ein
sekundérer Hyperparathyreoidismus, wie es
auch bei Patienten mit terminaler Nierenin-
suffizienz zu beobachten ist®.

Nephelometrische Bestimmung des
Fetuin-A-Spiegels im Menschen

Nach anfianglichen Messungen der Fetu-
in-A-Serumspiegel mit einem indirekten
ELISA-Assay verwenden wir jetzt die Me-
thode der Nephelometrie als eine sehr ver-
laBliche und schnelle Technik zur Messung
der Fetuin-A-Konzentration im Blut.

Die Nephelometrie wird mit dem gleichen
polyklonalen Fetuin-A-Kaninchen-Anti-
korper durchgefiihrt wie vorausgehende
ELISA-Messungen’. Die Ubertragung der
mittels ELISA gewonnenen Konzentrationen
auf die Nephelometrie-Streulichtmessung
erfolgte durch entsprechende Verdiinnungs-
reihen. Der polyklonale Fetuin-A-Kanin-
chen-Antikorper reagiert nicht mit Fetuin-B,
einem nahe verwandten Protein mit bisher
ungeklarter Funktion®. Die Prdanalytik
gestaltet sich einfach, da sich Fetuin-A im
Serum auch nach zweitdgiger Lagerung bei
Raumtemperatur stabil zeigte. Davon aus-
genommen sind Proben von Patienten mit
Septikdmie oder Coagulopathien, die eine
erhohte proteolytische Aktivitit im Serum
aufweisen konnen’.

Die Nephelometriemethode mifst linear
zwischen 0,05 und 2,6 g/L Fetuin-A im
Serum. Die Prédzisionswerte sind fiir die
Intra-Assay-Prézision ein Variationskoeffi-
zient (VK) von 7,75% und fiir die Préazision
von-Tag-zu-Tag ein VK von 8,5%.

Normwerte

In einem grofiem Kollektiv von fast 1.000
nicht dialysepflichtigen Patienten (80% mit
einer glomeruldren Filtrationsrate von >60
ml/min, mittleres Alter 67 Jahre) konnte
ein Normwert fiir Fetuin-A von 0,4-1,0 g/L
definiert werden (siehe Abb. 3).
Fetuin-A-Serumwerte sind geschlechts-
abhédngig. Frauen haben hohere Werte
als Manner. Dariiber hinaus besteht eine
Altersabhingigkeit (siehe Abb. 4). Generell
treten bei allen getesteten Tierspezies die
hochsten Fetuin-A-Serumkonzentrationen
in der Phase des starksten Knochenwachs-
tums auf, was vermutlich damit zu tun hat,
daf in dieser Phase besonders viel Kalzium
und Phosphat im Kérper mobilisiert werden
und das mogliche Risiko ungewollter Kal-
zifizierung steigt. Interessanterweise waren
die ersten beobachteten Knock out-Méause
mit Kalzifizierung samtlich ex-schwange-
re Weibchen'®. Uber ein dhnlich erhdhtes
Kalzifizierungsrisiko bei schwangeren
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Frauen ist nichts bekannt. Allerdings kennt
man das Phanomen der physiologischen
Hyperkalzamie bei Schwangeren und stil-
lenden Frauen. Es wird damit erklart, daf3
die Miitter grole Mengen an Kalzium (und
Phosphat) mobilisieren miissen — zunachst
im Blut, dann in der Muttermilch —, um den
Bedarf des mineralisierenden Skeletts im
Baby zu decken. In dieser Situation sind die
Antikalzifizierungs-Strategien des Korpers
vermutlich besonders aktiv, und zwar er-
folgreich, sonst gdbe es mehr Berichte iiber
Kalzifizierungen wahrend der Schwanger-
schaft oder der Stillzeit.

Klinische Relevanz des
Fetuin-Spiegels

In Dialysepatienten treten vermehrt vas-
kuldre Kalzifizierungen als weitere Kom-
plikation der beschleunigten urdmischen
Atherosklerose auf. Das Ausmafl der Kal-
zifizierung korreliert mit der Mortalitdt in
der Dialysepopulation. In einer klinischen
Querschnittsstudie konnten wir zeigen, daf3
die Fetuin-A-Plasmakonzentration in Dia-
lysepatienten signifikant niedriger ist als in
Gesunden. Diese erniedrigte Konzentration
korrelierte mit einer erhohten kardiovas-
kuldren Mortalitdt”. Moe und Mitarbeiter
konnten zeigen, daf8 niedrige Fetuin-A-Se-
rumspiegel bei Dialysepatienten auch mit
Koronararterienkalzifikation einhergehen.
Fetuin-A ist ein Negativ-Akutphase-Protein,
das heifit, im Verlauf einer Entziindung wird
die Plasmakonzentration herunterreguliert.
Da Dialysepatienten quasi permanent einen
Status der Mikroinflammation und somit
erniedrigte Fetuin-A-Spiegel und zudem
meist ein erhdhtes Niveau an Kalzium x
Phosphat-Produkt aufweisen, kommen in
diesem Kollektiv gleich zwei Risikofaktoren
zum Tragen. Um dieses Risikopotential bes-
ser abschitzen zu konnen, haben wir einen
Assay (Nephelometrie) etabliert, um die
Fetuin-A-Serumspiegel zusammen mit dem
Hauptentziindungsparameter C-reaktives
Protein messen zu kénnen.

Hinsichtlich der Vorhersage des Auf-
tretens von Kalzifikationsereignissen sind
bestimmte punktuelle Fetuin-A-Werte nur
eingeschrankt verwertbar. Das liegt zum
einen daran, daf§ Fetuin-A immer gemein-
sam mit anderen Auslosern der Kalzifikation
bewertet werden muf$ (z.B. dem Grad der
Inflammation, ausgedriickt in CRP-Werten,
oder dem Maf der Kalzium-Phosphat-Haus-
haltsstérung). Zum anderen ist moglicher-
weise nicht nur der absolute Fetuin-A-Wert
fiir das Verhindern der ektopen Kalzifikation
wichtig, sondern auch die Fahigkeit des
Individuums, bei Gefahr der Kalzifizierung
die Fetuin-A-Werte aufrechtzuerhalten.
In diesem Zusammenhang sind kiirzlich
erschienene Arbeiten von Stenvinkel und
Mitarbeitern interessant. Sie zeigten, daf3
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Abb. 3: Normalverteilung der Fetuin-A-Serumkonzentration in ca. 1.000 nierengesunden Pro-

banden. Normalwert 0,4 - 1,0 g/L.

Patienten mit dem 256Thr/Ser Fetuin-A
Allotyp™ unter Inflammation mit dem Fe-
tuin-A-Serumspiegel ,, zusammenbrechen”.

Wir haben mittlerweile 10 Dialysepati-
enten mit Kalziphylaxie (akute, schwere,
lebensbedrohliche arterioldre Obstruktions-
erkrankung mit Kalziumphoshat-Ausfal-
lung vornehmlich im subkutanen Fett) im
zeitlichen Verlauf beobachtet, bei denen die
Fetuin-A-Werte tiberwiegend im (unteren)
Normbereich lagen. Diese Patienten zeigten
jedoch alle gleichzeitig erhohte Inflamma-
tionsmarker (CRP >20 mg/L). Fetuin-A ist
ein negatives Akutphase-Protein und mog-
licherweise wird sich (delta) Fetuin-A als
relevanter Pradiktor von Kalzifikationsereig-
nissen erweisen. In einer Querschnittsanaly-

se bei Nicht-Dialysepatienten korreliert das
Fetuin-A mit dem hoch-sensitiven CRP im
Normbereich oder leicht erhohten Bereich
nur schlecht. Erst oberhalb von 20 mg /L CRP
sinken in Kohorten-Querschnittsanalysen
die mittleren Serumwerte von Fetuin-A
deutlich ab. (Abb. 5).

Ausblick

Maduse mit Fetuin-Defizienz, die auf ver-
schiedenen genetischen Hintergriinden
geziichtet wurden, weisen unterschiedlich
starke Ausprdgungen der Weichgewebs-
kalzifizierung auf®. Dies deutet auf wei-
tere, genetisch determinierte protektive
Mechanismen und Modulatoren hin. Diese
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Abb 4: Fetuin-A-Serumkonzentration bei nierengesunden Probanden in Abhéngigkeit vom Le-
bensalter (Minimum, 257% Perzentile, Median, 75% Perzentile, Maximum)
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Abb. 5: Fetuin-A-Serumkonzentration in Korrelation zum C-reaktiven Protein. In einem CRP-
Bereich <10 mg/L besteht keine Korrelation zwischen der Serumkonzentration von CRP und

Fetuin-A.

gilt es in Zukunft zu identifizieren und zu
charakterisieren. Hieraus kénnten sich neue
Behandlungsansitze fiir Risikopatienten,
wie etwa die Population der Dialysepati-
enten mit einem gestdrten Mineralhaushalt
ergeben.

Fetuin-A-Knock out-Miduse auf dem
DBA/2 Stamm-Hintergrund entwickeln
ebenso wie Dialysepatienten eine Nierenin-
suffizienz mit sekundarem Hyperparathy-
reoidismus. Jedoch unterscheiden sich die
Krankheitsbilder hinsichtlich der Lokalisa-
tion der Kalkablagerungen. Wahrend in den
Patienten vordringlich arterielle Kalzifizie-
rungen auftreten, sind diese in Médusen den
Ablagerungen in Hauptorganen wie Herz,
Lunge und Niere vollig untergeordnet®. Auch
dies deutet auf unterschiedliche Protektions-
mechanismen und/oder Risikofaktoren bei
den zwei Spezies hin. Im Menschen gelten
zum Beispiel Rauchen, Diabetes, Bluthoch-
druck, hohes LDL-Cholesterin und niedriges
HDL-Cholesterin als bedeutende Risikofakto-
ren der vaskuldren Kalzifizierung. Diese Ri-
sikofaktoren miissen jedoch im Mausmodell
erst provoziert werden. Ein etabliertes Modell
um EinflufSfaktoren der Atherosklerose im
Tier untersuchen zu kénnen, ist die Apolipo-
protein E-defiziente Maus. Diese Mause ent-
wickeln eine Hyperlipidamie und als Folge
bilden sich cholesterinreiche Ablagerungen
in Arterien, die sogenannten atherosklero-
tischen Plaques, die sekundiar verkalken
konnen. Welchen Einflufs der systemische
Kalzifizierungsinhibitor Fetuin-Abei diesem
Prozef spielt, wird momentan in Mdusen mit
doppelter Gendefizienz (Apolipoprotein E x
Fetuin-A) untersucht.
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