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Einleitung

1 Einleitung

Bei der Anwendung von Bisphosphonaten Uber einen langeren Zeitraum werden
gehéauft Krankheitsbilder beobachtet, die sich in Form einer Osteonekrose des
Kieferknochens darstellen. Beschrieben werden diese als Bisphoshonat-assoziierte
Kiefernekrose (BRONJ) (Sharma et al. 2013).

Bisphosphonate werden seit Jahrzehnten zur Therapie bei Knochenstoffwechsel-
stérungen wie z. B. Osteoporose oder Morbus Paget, bei malignen Erkrankungen
wie dem Plasmozytom oder Knochenmetastasen bei Prostata-, Mamma-, Nierenzell-
oder Lungenkarzinomen, erfolgreich eingesetzt. Zur Anwendung kommen haufig
neben oral verabreichten Bisphosphonaten wie Alendronat, Risedronat und
Ibandronat auch intravents verabreichte Bisphosphonate wie Pamidronat und
Zoledronat (Hoff et al. 2008; Tosi et al. 2006; Pastor-Zuazaga et al. 2006; Weitzman
et al. 2007; Thakkar et al. 2006; Killion und Wickersham 2006; Body 2003; Olson et
al. 2005; Saad 2006).

Der biologische Haupteffekt der Bisphosphonate liegt in der Beeinflussung der
Knochenresorptionsfahigkeit durch Hemmung der Osteoklastenrekrutierung, so dass
eine Umstrukturierung des Knochens (bone remodeling) nur in beschranktem Malie
stattfinden kann. Die Pathogenese der BRONJ steht im mdglichen Zusammenhang
mit der Akkumulation von Mikrofrakturen, die als Folge eines eingeschrankten
Knochenumbaus bei gleichzeitig hoher funktioneller Belastung des Kieferknochens
auftreten (Krauth et al. 2008). Auch werden antiangiogenetische Eigenschaften der
Bisphosphonate und Einflisse auf die lokale Durchblutung diskutiert (Fournier et al.
2002; Santini et al. 2002). Der Kiefer scheint deswegen betroffen zu sein, da er eine
hohe Rate an Knochenumbauvorgangen aufweist (Baron et al. 1977).

Die Inzidenz der Bisphosphonat-assoziierten Kiefernekrose variiert erheblich je nach
Art der Grunderkrankung. Die meisten Falle von BRONJ treten 2 - 3 Jahre nach der
Therapie mit intravends verabreichten Bisphosphonaten und nach tber 5 Jahren mit
oral verabreichten Bisphosphonaten auf (Wimalawansa 2008). Die hochste Inzidenz
fur eine BRONJ ist bei Zoledronsaure festzustellen. In der Literatur wird fur dieses
intravends bei Myelom-, Brust- und Prostata-Karzinom-Patienten verabreichte
Bisphosphonat die hochste Wirksamkeit beschrieben (Santini et al. 2003; Roelofs et
al. 2006; Pogrel 2004; Schwartz 2004; Pozzi et al. 2007; Vannucchi et al. 2005). Die
durch die Datenbank der Firma Merck Pharma angegebene Inzidenz von BRONJ
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nach oraler Bisphosphonatexposition betragt 0,7/100.000 Patienten pro Jahr
(Ruggiero et al. 2009).

Im Gegensatz zu Osteoporose-Patienten ist das kumulative Risiko, eine BRONJ zu
entwickeln, bei Karzinompatienten, die mit intravends verabreichten
Bisphosphonaten behandelt werden, laut Studien 900 - fach erhéht (Wimalawansa
2008). Bamias et al. bezifferten die Inzidenz nach dreijdhriger Behandlung mit
intravends verabreichten Bisphosphonaten zwischen 6 und 21% (Bamias et al.
2005). Wimalawansa et al. fassten in einem Review zur BRONJ samtliche Studien
zur Inzidenz der BRONJ nach intravendser Bisphosphonattherapie zusammen und
formulierten die Annahme, dass die Dauer der Therapie, die Hohe der Dosis und die
Frequenz des Verabreichungsintervalls wahrscheinliche Parameter fur die
Entwicklung einer BRONJ darstellen (Wimalawansa 2008).

Seit 2003 haufen sich Fallberichte Uber das Auftreten von Bisphosphonat-
assoziierten Kieferknochennekrosen, so dass 2004 die Arzneimittelkommision der
deutschen Arztegesellschaft auf den Zusammenhang von Kiefernekrosen unter
Bisphosphonattherapie hinwies, hier also ein Zusammenhang gesehen werden muss
(Marx 2003). Die ausfuhrliche Pathophysiologie der Entstehung einer
Bisphosphonatnekrose ist bis jetzt noch nicht vollstandig geklart. Aktuelle Studien
zeigen, dass Entziindungs- und Infektionsmechanismen eine bedeutende Rolle
spielen (Schlittenbauer 2012).

1.1 Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrosen

Eine Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose ist definiert als eine Erkrankung, bei
der die Trias aus mehr als 8 Wochen freiliegendem Kieferknochen,
Bisphosphonatmedikation in der Anamnese und keine Kopf-Hals-Radiatio in der
Anamnese vorliegt (Marx 2003; Ruggiero et al. 2004; Ruggiero et al. 2009).

Diese Charakterisierung des Krankheitsbildes deckt sich mit denen anderer
Fachgesellschaften wie der Amercan Association of oral and maxillofacial surgeons
(AAOMS) (Ruggiero et al. 2009).

Klinisch ist eine Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose nur schwer von einer
infizierten Osteoradionekrose zu unterscheiden. Symptomatisch macht sich eine
BRONJ neben freiliegendem Knochen in der Mundhdhle auch gelegentlich durch
Begleitsymptomatiken wie Schmerzen, spontane Sensibilitatsstdorungen, Foetor ex
ore, Kieferkammfisteln, Zahnlockerungen sowie durch exudative und 6dematdse

Schwellungen des Weichgewebes bemerkbar (Ruggiero et al. 2009).
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Das klinische Erscheinungsbild der manifesten Erkrankung kann sich von einer
schlecht heilenden Extraktionsalveole Uber ein kleines Areal freiliegenden Knochens
bis hin zu einer massiven Nekrose des kompletten Kiefers oder einem ausgepragten
Weichteilinfekt erstrecken (Dannemann et al. 2006) (Abbildung 1).

Die Ausbildung einer BRONJ kann zusatzlich durch sogenannte Kofaktoren wie
dentalchirugische Eingriffe oder chronische Druckstellen bei Prothesentragern
begunstigt werden (Grotz 2009).

Diagnostisch ist eine BRONJ durch orale Inspektion, dreidimensionale bildgebende
Verfahren sowie durch eine histologische Untersuchung zum Ausschluss anderer

Pathologien oder tumordser Geschehen festzustellen.

Abbildung 1: Klinisches Bild einer Bisphosphonatnekrose.

1.2 Knochenstoffwechsel

1.2.1 Anatomie und Physiologie des Knochens

Als elementarer Bestandteil des menschlichen Bewegungsapparates und
Skelettsystems nimmt der Knochen wichtige Funktionen bezlglich Stitz- und
Haltefunktion ein. Er fungiert gewissermal3en als Gerust fur Ansatz und Ursprung der
Muskulatur, um Bewegung und Funktion zu ermdglichen. Bedingt durch seinen
Stoffwechsel kann er auf dauerhafte mechanische Belastungen reagieren und sich
durch Umbauvorgange an diese anpassen. Darliber hinaus Gbernimmt er fiir Organe
des ZNS, der Blutbildung und der inneren Organe eine wichtige Schutzfunktion. Auch
bei der Regulation des Kalzium- und Phosphathaushaltes spielt der Kochen eine
zentrale Rolle (Schiebler und Arnold 1997).
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1.2.2 Zellen des Knochens

Knochengewebe besteht aus verschiedenen Zelltypen (Osteoblasten, Osteozyten
und Osteoklasten) und mineralisierter Extrazellularmatrix, deren Hauptkomponenten
Kollagenfibrillen und Hydroxylapatit-Kristalle sind. Hydroxylapatit besteht vorwiegend
aus Calcium-, Phosphat- und Hydroxyl-lonen und macht im Knochengewebe ca. 45%
des Feuchtgewichtes aus (Lullmann-Rauch 2003).

Die charakteristischen Zellen des Kochens sind Osteoblasten, Osteozyten und
Osteoklasten.

Osteoblasten stammen von mesenchymalen Stammzellen ab und entwickeln sich
entsprechend ihrer genetischen Festlegung zu Osteoprogenitorzellen. Aus diesem
Vorrat spezialisierter Stammzellen werden ein Leben lang Osteoblasten generiert.
Aufgabe der Osteoblasten ist die Synthese bzw. Sezernierung von Kollagen Typ I,
Proteoglykanen und Glycoproteinen sowie die Regulierung der Mineralisation und
des Osteoklastenhaushaltes (Abb.2). Neue Kochenmatrix wird im reifen Knochen
stets auf schon vorhandener mineralisierter Matrix abgelagert. Daher liegen
Osteoblasten immer einer freien knéchernen Oberflache an, entweder im Inneren
des Knochens oder aul3en unter dem Periost (Lullmann-Rauch 2003). Diese
einschichtige Lage kubischer Zellen ist durch eine noch nicht mineralisierte Schicht
aus Kollagenfibrillen, auch Osteoidschicht genannt, von der mineralisierten
Matrixschicht getrennt. Diese Osteoidschicht stellt das organisch-chemische
Grundgerust der im Bau befindlichen neuen Knochenlamelle dar. Ein Teil der
Osteoblasten differenziert sich zu Osteozyten, indem sie von der nachfolgenden
Osteoblastengeneration nach Mineralisation des Osteoids eingemauert werden
(LGllmann-Rauch 2003).

Osteozyten sind komplett von mineralisierter Knochenmatrix umschlossen und
befinden sich in sogenannten Lakunen, von welchen Kanalikuli abgehen, in denen
sich die Fortsatze der Osteozyten befinden. Benachbarte Osteozyten sind an den
Enden der Fortsatze Uber Gap-Junctions gekoppelt. Dadurch wird ein Stoffaustausch
(von Metaboliten und Signalstoffen) zwischen den Zellen ermdglicht (Junqueira et al.
2002). Osteoklasten sind fur den Knochenabbau und seine Resorption zusténdige
mehrkernige Zellen, die sich aus dem mononuklearen Phagozytensystem entwickeln.
Die einkernigen Osteoklastenvorlauferzellen zirkulieren im Blut und lagern sich
endostalen Knochenoberflachen an. Dort proliferieren sie, fusionieren zu

mehrkernigen Zellen und bilden einen Burstensaum, ruffled border genannt (siehe
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Abbildung 2) (Mundy 2002). Osteoklastenvorlaufer werden durch osteoblastare
Sezernierzung von Zytokinen wie dem macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF) zur Proliferation angeregt. Osteoklastenvorlaufer und Osteoblasten interagieren
direkt miteinander Uber membranstandige RANK-Rezeptoren (Receptor Activator of

NF-kB), wodurch die Reifung der Osteoklasten induziert oder inhibiert werden kann.

Osteoklasten-
vorlauferzelle Osteoblasten- Knochen-
- ; vorlauferzelle remodel-
__— Osteoklast  Aktiver Osteoklast Osteoblast  jierende
o & P Einheit
Linienzellen == (* @\ ]
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7
Osteozyt

[ SWochen 8 T

Aus: Harrisons Innere Medizin, 18. Auflage (Copyright: ABW Wissenschaftsverlag GmbH)

Abbildung 2: Darstellung des Knochenremodellings durch das Osteoblasten-Osteoklastensystem (Dietel et al. 2012).

1.2.3 Regulation des Knochenstoffwechsels

1.2.3.1 Receptor Activator of NF-kB (RANK)

Nakagawa et al. beschrieben 1998 als erste RANK im Zusammenhang mit
Prozessen des Knochenstoffwechsels. RANK ist ein aus 616 Aminosauren
aufgebautes Transmembranprotein. Es besteht aus einer 184 Aminosauren grof3en
N-terminalen extrazellularen, einer 21 Aminosauren zahlenden transmembranen und
einer 383 Aminosauren umfassenden c-terminalen zytoplasmatischen Doméne sowie
aus einem 28 Aminosauren starken Signalpeptid (Anderson et al. 1997). Dieses
Protein wird von Monozyten/Makrophagen (praosteoklastische Zellen), T- und B-
Zellen, dendritischen Zellen und Fibroblasten sowie reifen Osteoklasten exprimiert
(Anderson et al. 1997; Hsu et al. 1999; Nakagawa et al. 1998).

1.2.3.2 Osteoprotegerin (OPG)

Simonet et al. identifizierten 1997 im Rahmen eines DNA- Sequenzierungs-Projektes
ein  mogliches neues Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie
(TNRF). Sie benannten es seiner Funktion im Osteoklastenstoffwechsel folgend
Osteoprotegerin (OPG) (Simonet et al. 1997). OPG ist ein aus 401 Aminosauren

bestehendes Polypeptid, welches nach Abspaltung eines Signalpeptids, bestehend
5
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aus 21 Aminosauren, in seiner aktiven, 40 kDa schweren und 380 Aminosauren
langen Form vorliegt (Simonet et al. 1997). Im Gegensatz zu allen anderen
Mitgliedern der TNRF-Rezeptor-Superfamilie fehlt ihm die transmembrane und die
zytoplasmatische Domane, so dass es als l6sliches Protein abgegeben wird (Lesky
2005). OPG-mRNA wird in einer Reihe von Geweben wie zum Beispiel Lunge, Herz,
Niere, Leber, Magen, Darm, dem zentralem Nervensystem, Schilddrise und
Knochen gebildet (Simonet et al. 1997; Yasuda et al. 1998). Bucay et al.
beobachteten einen Einfluss von OPG auf die Zellen des arteriellen GefaRsystems
(Bucay et al. 1998). So konnten sie bei Mausen mit OPG-Mangel im Alter von 4
Monaten neben einer Osteoporose auch Verkalkungen der grol3en Gefal3e sowie
eine Intima- und Mediaproliferation und Aortendissektion feststellen (Bucay et al.
1998). Auch Malyankar et al. beschriecben OPG als einen mdglichen
Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen (Malyankar et al. 2000).

1.2.3.3 Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)

Unter Verwendung von Expressionsklonen identifizierten Lacey et al. ein Polypeptid,
das als Ligand fur OPG (OPGL) zu fungieren schien und in einer transmembranen
und l6slichen (gespaltenen) Formen existiert (Lacey et al. 1998). RANKL, Receptor-
Activator of NFkB-Ligand, ist ein Protein aus 317 Aminosauren, das sowohl als
membrangebundene Form mit 40 bis 45 Kilodalton als auch als I6sliche Form mit 31
Kilodalton nach der Abspaltung an Position 140 bzw. 145 im menschlichen
Organismus vorliegt (Lacey et al. 1998). Es gehort zur TNF-Superfamilie. Die
signifikantesten Vorkommen von RANKL- mRNA wurden in lymphatischen Geweben,
Knochen und Kochenmarkzellen festgestellt (Anderson et al. 1997; Wong et al. 1997;
Lacey et al. 1998). RANKL fordert die Osteoklastenaktivierung und die
Osteoklastendifferenzierung (Lacey et al. 1998). Daneben wirkt RANKL auch im
Immunsystem als Aktivator von T-Zellen und Uberlebensfaktor fuir dendritische Zellen
sowie in der Organogenese (Anderson et al. 1997; Wong et al. 1997). 1999 konnten
Kong et al. in einem Experiment mit RANKL-Knockout-Mausen nachweisen, dass es
zur Ausbildung einer Osteoporose und zum vollstdndigen Fehlen der Osteoklasten
bei den Versuchstieren kam. Die Tiere zeigten Differenzierungsdefekte von T- und B-
Zellen, Brustdriisenentwicklung sowie Nichtanlagen bestimmter Lymphknoten (Kong
et al. 1999).
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1.2.3.4 RANK, OPG, RANKL-System

Knochen unterliegt, bedingt durch standige funktionelle Belastungen, einem steten
Auf- und Abbau seiner Zellen. Reguliert wird dieses Zusammenspiel von
Osteoblasten und Osteoklasten durch RANKL, RANK und OPG aus der Tumor-
Nekrose-Faktor-Superfamilie.

Das auf der Oberflache von Osteoklastenvorlauferzellen exprimierte RANK fungiert
als Rezeptor fur den auf der Osteoblastenoberflache produzierten RANK-Ligand
(Abb.3). RANK ist der einzige Rezeptor fir RANKL (Anderson et al. 1997; Li et al.
2000). Simonet et al. fanden im Rahmen ihrer Arbeit Gber die Zusammenhange des
Tumor-Nekrose-Systems heraus, dass das RANK, RANKL-System durch einen
weiteren Vertreter der Tumor-Nekrose-Superfamilie antagonisiert wird, den sie als
Osteoprotegerin (OPG) beschrieben (Simonet et al. 1997). Der von den Osteoblasten
produzierte losliche Faktor OPG ist in der Lage, im Sinne einer kompetitiven
Hemmung als Antagonist von RANKL auch den Rezeptor RANK zu binden und damit
die Wirkung von RANKL zu inhibieren (Abbildung 3) (Sievers 2012).
Membrangebunden liegt der Faktor M-CSF auf der Oberflache der Osteoblasten vor
und bindet an den c-Fms-Faktor auf den Osteoklastenvorlduferzellen. Zusammen mit
RANKL induzieren sie die Reifung von Osteoklasten. Mittels dieser Mechanismen ist
eine Regulation der Osteoklastenreifung und Osteoklastenaktivierung sowie
letztendlich eine Steuerung der Knochenstoffwechselprozesse maoglich.

Andere osteotrope Faktoren wie Parathormon (PTH), aber auch PTH-related Peptide
(PTHrP), Ostrogene, Glukokortikoide und 1,25(0OH)2-Vitamin-D3 koénnen die
Synthese von OPG oder RANKL beeinflussen. So sinkt bei Ostrogenmangel die
osteoblastare OPG-Produktion und damit der "Schutz" vor Knochenverlust (Bocker
2012).
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Abbildung 3: Regulationssysteme des Knochenstoffwechsels (Keck und Pecherstorfer 2003).

1.3 Bisphosphonate

Bisphosphonate (BP) gehdren zu den Pyrophosphat-Analoga. Charakteristisch ist,
dass in ihrer Struktur anstelle des zentralen Sauerstoffatoms ein Kohlenstoffatom
substituiert ist (P-C-P), was sie von den Pyrophosphaten unterscheidet (Abb.4). An
diesen Kohlenstoffatomen kdnnen sich unterschiedlichste Seitengruppen befinden,
die fur die Wirkung eines solchen Préaparates verantwortlich sind. Die
Pharmakokinetik der verschiedenen BP wird bestimmt durch freie Valenzen am
C-Atom, den Liganden R1 und R2, um an entsprechende Rezeptoren binden zu
konnen. Wahrend die eine Seitenkette an die Mineralsubstanz der
Knochenoberflache bindet, bestimmt die andere Seitenkette Klasse und Potenz
(Bartl 2006).

0 0O 0O O
I IR
HO"/ 07\ oH HO/ N \OH
HO  OH HO F'iz OH
Pyrophosphat Bisphosphonat

Abbildung 4: Strukturformeln von Pyrophosphat und Bisphosphonat (Scriba 2000).
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Enthalten die Kohlenstoffsubstituenten Stickstoff spricht man von stickstoffhaltigen
(Alendronat, Pamidronat, Ibandronat, Risedronat, Zolendronat), fehlt dieser, spricht
man von stickstofffreien (Clodronat und Etidronat) Bisphosphonaten (Abb. 5) (Graefe
et al. 2011). Die Bisphosphonate der ersten Generation sind die sogenannten Nicht-
Amino-Bisphosphonate oder Alkylbisphosphonate. Diese enthalten eine aliphatische
R2-Seitenkette wie z.B. Etidronat oder sind mit Halogenen substituiert wie z.B.
Clodronat.

Bisphosphonate der zweiten Generation sind Aminobisphosphonate. Sie enthalten
Aminogruppen in der R2-Seitenkette wie z.B. Alendronat, Pamidronat oder
Ibandronat. Die Bisphosphonate der dritten Generation sind ebenfalls
Aminobisphosphonate. Sie sind am Stickstoff substituiert und besitzen basische
stickstoffhaltige Heterozyklen in der R2-Seitenkette wie z.B. Zoledronat (Béhr et al.
2013). Aminobisphosphonate, also Bisphosphonate der 2. und 3. Generation, weisen
eine hohere Aktivitdt aufgrund ihrer langeren R2-Seitenketten auf als die Nicht-
Aminobisphosphonate der 1. Generation. So sind die neuen Bisphosphonate
ca. 20.000 mal potenter als Etidronat, das Bisphosphonat der ersten Generation
(Bartl und Bartl 2004).

First-generation
non-nitrogen-containing bisphosphonates

Bisphoaphonates with a_single atom_or simple alkyl group at B2
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Abbildung 5: Darstellung der verschiedenen Bisphosphonatgenerationen (Soltau und Drevs 2004).
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Tabelle 1: Auflistung der verbreitesten Bisphosphonate, ihrer Handelsnamen, ihrer relativen Wirkungspotenz, der

Applikationsform und des Auftretens einer BRONJ.

Substanz Handelsname Rel. Potenz Applikation BRONJ
Etidronat Didrone-Kit® 1 Oral -
Clodronat Ostac®, 10 oral, i.V. -
Bonefos®

Tiludronat Skelid® 10 oral, i.V. -
Pamidronat Aredia® 100 i.V. ++
Aledronat Fosamax® 1000 Oral +
Risedronat Actonel® 5000 Oral (+)
Ibandronat Bondronat® 10000 oral, i.V. (+)
Zoledronat Zometa® 20000 i.V. ++

1.3.1 Pharmakokinetik

Ahnlich wie gewohnliche Pyrophosphate greifen Bisphosphonate in den
Calciumstoffwechsel ein, ohne allerdings wie diese durch Gewebe-Phosphatasen zu
Phosphat hydrolysiert zu werden und somit therapeutisch nicht mehr nutzbar zu sein.
Bisphosphonate entfalten ihre Wirkung aufgrund ihrer Pharmakokinetik in den
osteoklastaren Resorptionslakunen, in die sie, an Hydroxylapatit gebunden, im
Verlauf der Osteolyse gelangen und von Osteoklasten aufgenommen werden.
Aufgrund ihrer unléslichen und festen Komplexbildung mit Kalzium werden die
Bisphosphonate im Darm schlecht resorbiert. Studien konnten belegen, dass nur ca.
1-10% der oral eingenommenen Bisphosphonate intestinal aufgenommen werden.
Die Speicherung im Knochen betragt hingegen ca. 20-50% der resorbierten Menge
(Ripperger 2010). Der Rest wird innerhalb eines Tages im Urin oder Stuhl
ausgeschieden (Bartl und Bartl 2004). Die neueren Aminobisphosphonate werden zu
weniger als 1% resorbiert (Bartl und Bartl 2004). Fir die Resorption und damit die
Wirkung der Bisphosphonate ist die Einnahme im nichternen Zustand wichtig, da sie
ansonsten mit dem Kalzium der Nahrung eine unlésliche Verbindung eingehen
wurden (Bartl und Bartl 2004).

Die PlasmaeiweiRbindung schwankt je nach Substanz zwischen 50 und 99% (Lin
1996). Wegen ihrer groB3en Affinitdt zu Hydroxylapaptit haben intravenés
verabreichte Bisphosphonate wie Zoledronat eine geringe Plasmahalbwertszeit von

1-2 Stunden. In der Literatur sind Ausscheidungsraten von 70 % nach intravenoser
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Gabe beschrieben worden, wobei der knochenungebundene Teil Uber die Nieren
ausgeschieden wird (Ripperger 2010).

Die Halbwertszeit von Bisphosphonaten im skelettalen Knochen betragt tber 10
Jahre (Bahr et al. 2013).

1.3.2 Wirkmechanismus

Die Wirkmechanismen der Bisphosphonate sind komplex und bis heute noch nicht in
Géanze erforscht (Mutschler et al. 2001).

Das Wirkungsprinzip der Bisphosphonate besteht im Wesentlichen darin, die
Osteoklastentatigkeit hemmend zu beeinflussen, um osteolytische Prozesse im
Knochen zu verlangsamen und ggf. aufzuhalten.

Stickstofffreie Bisphosphonate werden in den Osteoklasten zu zytotoxischen, nicht
hydrolysierbaren ATP-Analoga umgewandelt, die infolge der Hemmung der
Protonenpumpe die Zellfunktion beeintrachtigen und letztendlich zum Zelluntergang
fuhren (Graefe et al. 2011).

Nach Aufnahme in die Osteoklasten in die osteoklastéaren Resorptionslakunen
hemmen die stickstoffhaltigen Bisphosphonate die Farnesyldiphosphat-Synthase und
storen so die Syntheseleistungen der Zelle von Farnesylpyrophosphat und
Geranylpyrophosphat. Diese Stoffe dienen zur Prenylierung kleiner G-Proteine, die
dann mittels der langgestreckten, hydrophoben Prenyl-Reste an zellularen
Membranen befestigt werden (Lullmann et al. 2003). Die Ausschaltung dieser
Signaltransduktionsmechanismen  fuhrt zum  Verlust der Mobilitat und
Knochenanhaftfahigkeit der Osteoklasten und langfristig zu ihrem apoptotischen
Ende (Lullmann-Rauch 2003).

Sowohl bei den stickstofffreien als auch bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten
kommt es zu einer Hemmung der osteoklastaren Knochenresorption und in der Folge
auch zu einer Hemmung der osteoblatischen Knochenneubildung.

Die Hemmung der osteoklastischen Aktivitat erklart auch die analgetischen
Wirkungen, die Bisphosphonate bei Knochenerkrankungen wie Osteoporose,
osteolytischen Knochenmetastasen und Morbus Paget haben (Graefe et al. 2011).
Allgemein lasst sich sagen, dass die antiresorptive Potenz der stickstoffhaltigen
Bisphosphonate wesentlich hdher ist als die der stickstofffreien Bisphosphonate.
Unerwinschte Nebenwirkungen treten bei der Einnahme von Bisphosphonaten,
bedingt durch ihren sauren Charakter, in Form von Schleimhautschadigungen oft im

Bereich der Oesophagus- und Magenschleimhaut auf. Auch ist Gber das Auftreten
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von Kiefernekrosen vor allem in Verbindung mit der intraventésen Gabe bei
Tumorpatienten berichtet worden (Freissmuth et al. 2012).
Bisphosphonate werden vor allem in der Therapie manifester Osteoporose, Morbus

Paget und tumorinduzierten Osteolysen eingesetzt (Mutschler et al. 2001).

1.3.2.1 Zoledronat

Unter den heute klinisch haufig angewendeten Bisphosphonaten hat sich das
Zolendronat, ein Bisphosphonat der dritten Generation mit einem heterozyklischen
Ring und zwei N-Atomen, als potentester Inhibitor der Farnesyl-Diphosphat-
Synthetase erwiesen (Kavanagh et al. 2006). Zolendronat, intravends (i.v.)
verabreicht, ist fur die Behandlung tumorinduzierter Hyperkalzamie und
Skelettmetastasen  zugelassen. AulRRerdem findet es neben anderen
Bisphosphonaten im Off-Label-Use zur Behandlung postmenopausaler Osteoporose
und Morbus Paget Anwendung (Kavanagh et al. 2006).

Als Therapieempfehlung gilt laut Hersteller (Novartis) 4 mg Zoledronat i.v. in
Abstanden von 3-4 Wochen zur Pravention skelettbezogener Ereignisse bei
Patienten mit fortgeschrittenen, auf das Skelett ausgedehnten Tumorerkrankungen

sowie tumorinduzierter Hyperkalzamie (Novartis Pharmaceuticals Corporation 2016).
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Abbildung 6: Wirkungsweise der Bisphosphonate (Bartl und Frisch 2001).
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1.4 Tiermodelle

1.4.1 Definition eines Tiermodells

Fur bestimmte Fragestellungen der medizinischen Forschung bedient man sich
sogenannter Tiermodelle. Hierbei handelt es sich um bestimmte Tierarten bzw.
Zuchtlinien, die entweder genetisch, spontan oder durch Behandlung Defekte oder
Krankheitsbilder entwickeln. Grund fur die Anwendung von Tiermodellen sind die
anatomischen oder physiologischen Ahnlichkeiten des Tierorganismus zum
menschlichen Organismus. Bei der Auswahl eines geeigneten Tiermodells ist eine
vorherige genaue Festlegung auf die Fragestellung wichtig, um einen maoglichst
hohen Erkenntnisgewinn ableiten zu kénnen. Genetische Einheitlichkeit, biologische
Eigenschaften, Kosten und Verfugbarkeit, die Méglichkeit einer Verallgemeinerung
der Ergebnisse, die Anpassungsfahigkeit an experimentelle Manipulationen sowie
Okologische und ethische Implikationen sollten immer bei der Auswahl eines
Tiermodells mit in Betracht gezogen werden (Davidson et al. 1987). Man
unterscheidet experimentelle, spontane, negative und orphane Tiermodelle. Das am
haufigsten verwendete Modell ist das experimentelle Tiermodell (Hughes und Lang
1978). Anders als bei einer klinischen Studie kénnen in einem Tiermodell individuelle
Einflussfaktoren, wie Erndhrung und Lebensverhaltensweisen (Nikotin, Alkohol,
Ernahrung), die einen Einfluss auf den Verlauf oder Therapie einer Erkrankung
haben kodnnten, durch mdglichst einheitliche und standardisierte Bedingungen
minimiert werden (Heaney 1996).

1.4.2 Tiermodelle in der Bisphosphonatforschung

Tiermodelle erweisen sich auch in der Untersuchung muskuloskelettaler,
onkologischer und knochenmetabolistischer Sachverhalte als sehr aufschlussreich
(Neyt et al. 1998). Die Food and Drug Administration (FDA) verlangt seit 1994 fur die
Zulassung neuer Medikamente in der Osteoporosetherapie die Uberpriifung sowohl
an Ratten als auch an einem Grof3tiermodell (Thompson et al. 1995). Bisher wurden
sowohl Kleintiermodelle (Mause, Wistar-Ratten und Sprague-Dawley Ratten) als
auch Grof3tiermodelle (Beagle und Minipigs) in kurz-und langfristigen Studien mit
oralen und intravendsen Bisphosphonaten entwickelt, um die BRONJ zu studieren
(Sharma et al. 2013). Allerdings stol3t die Aussagekraft solcher Studien an Grenzen,

da sich subjektive Symptome wie Schmerzen nicht prézise abbilden lassen. Die
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Diagnose einer BRONJ muss daher klinisch evaluiert und histologisch beurteilt
werden (Sharma et al. 2013).

1.4.3 Kleintiermodelle

1.4.3.1 Ratten

Das wohl am haufigsten in der Bisphosphonatforschung genutzte Kleintiermodell ist
das Rattenmodell. Hierbei bedient man sich speziell fir Tiermodelle geeigneter
Zuchtlinien wie der Sprague-Dawley- oder der Wistar-Ratte.

Die allgemeine Lebenserwartung einer Ratte betragt zwei bis drei Jahre. Je nach
Lebensalter der verwendeten Tiere wird zwischen einem aged rat model und einem
mature rat model unterschieden. Wahrend bei ersterem ca. 12 Monate alte Ratten
eingesetzt werden, finden beim "mature aged model" ca. drei Monate alte Tiere
Verwendung (Kalu 1991).

Die Verwendung von Ratten als Versuchstier bietet zahlreiche Vorteile. So sind
Ratten im Erwerb und im Unterhalt kostengiinstig und einfach zu halten (Turner
2001). Auch die Auswirkungen bestimmter Substanzen- wie beispielsweise
Bisphosphonate- auf den Rattenknochen ahneln denen des Menschen sehr (Wronski
et al. 1989).

Die Wistar- und Sprague-Dawley-Ratte ist wegen ihrer GrofRe ein beliebtes
Versuchstier in der Untersuchung von Krankheiten des Gesichtsschadels, da sie es
ermdglicht, auch zahnbezogene Behandlungen wie Zahnextraktionen durchzufiihren
(Sharma et al. 2013).

Gegen die Ratte als Tiermodell sprechen im Zusammenhang mit der
Bisphosphonatforschung die geringe KorpergroRe und das damit verbundene
geringe Blutvolumen, was Blutenthahmen und Knochenbiopsien erschwert.
AuRerdem sind die grol3en Proportionen gangiger dentaler Menschenimplantate bei
Implantatinsertionen in den Rattenorganismus nicht moglich (Reif 2007).

1.4.4 Groftiermodelle

1.4.4.1 Schweine

Schweine werden aufgrund der physiologischen, anatomischen und metabolischen
Ahnlichkeiten zum Mensch immer héaufiger in der praklinischen Forschung und
Entwicklung von pharmazeutischen Substanzen verwendet (Kuwahara et al. 1999;

Mahl et al. 2006). Daher bietet sich das Schwein als Tiermodell zur Untersuchung
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von Wirkstoffen oder Implantaten an (Schliephake et al. 1991). So gibt es groR3e
Ubereinstimmungen bei Organsystemen wie dem Kreislaufsystem, dem Pankreas,
der Leber, dem Verdauungssystem sowie der Haut und dem Knochen (Schliephake
et al. 1991; Turner 2001; Reif 2007). Vorteilhaft erscheint beim Versuchstier Schwein
auch der dem Menschen &hnliche Knochenremodellierungsmechanismus (Mosekilde
et al. 1993).

1.4.4.1.1 Minischwein

Da bei einer Arzneimittelzulassung sowohl an einem Kleintier- als auch an einem
Grol3tiermodell Untersuchungen durchgefihrt werden missen, bietet das
Minischwein im Vergleich zu anderen Schweinerassen Vorteile in Bezug auf Platz-
und Futterbedarf (Reif 2007; Svendsen 2006). Im Gegensatz zum Kleintiermodell
Ratte kann beim Groldtiermodell Minischwein Blut haufiger gewonnen,
Knochenbiopsien wiederholt entnommen und orthopadische Implantate getestet
werden (Reif 2007). Das Minischwein ist besonders durch seine geringe Grol3e und
die einfache Handhabung als Grof3tiermodell fir Langzeitstudien geeignet (Larsen
und Rolin 2004).

Beim Gottinger Minischwein handelt es sich um eine 1960 von F. Haring an der
Universitat Gottingen entwickelte Kreuzung aus deutscher Landrasse, Minnesota
Minipig und vietnamesischem Hangebauchschwein. Urspriinglich gab es eine bunte
und eine weil3e Linie, doch seit 1992 wird als Standardversuchstier nur noch das
weiRe Minischwein gezichtet. Mittlerweile ist die Zucht auf Lizenzbasis der Fa.
Ellegard Géttingen Minipigs in Danemark Ubertragen worden (Reif 2007)

Das Goéttinger Minischwein zeichnet sich auRerdem durch kontrollierten genetischen
Hintergrund und einheitlichen Phanotyp aus. Die Haltung unter SPF-7 Bedingungen
(spezifiziert-pathogen-freie-Bedingungen) bedingt eine sehr gute hygienische
Qualitat der kommerziell erhaltlichen Gottinger Minischweine (Mahl et al. 2006).
Neben dem  Goéttinger  Minischwein  gibt es auch noch  andere
Miniaturschweinkreuzungen, die sich in der Forschung als Grof3tiermodell bewahrt
haben. Beispiele waren hier das Yucatan-Minipig, das Dresdner Minipig, das
Minchner Miniaturschwein, das vietnamesische Hangebauchschwein sowie das
Sinclair-Miniaturschwein (Reif 2007).
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1.5 Fragestellung
Als schwerwiegende Nebenwirkung einer Therapie mit Bisphosphonaten wird seit
2003 die Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose beschrieben. Wichtige Fragen zu
Entstehung und Verlauf dieser Erkrankung sind bis zum heutigen Tage nicht
hinreichend geklart.
Unter Anwendung des Gottinger Minischweins sollen somit folgende Fragestellungen

beantwortet werden:

1. Kann molekularbiologisch mittels quantitativer Real-Time PCR eine
Auswirkung von Zoledronat auf die RANKL-Expression im Knochen der
Versuchstiere nachgewiesen werden?

2. Hat die Dauer der Zoledronatgabe Auswirkungen auf die RANKL-Expression
im Knochen der Versuchstiere?

3. Kommt es unter der Therapie mit Zoledronat zu Verénderungen des

Knochenvolumens der Versuchstiere?
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2 Material und Methode

2.1 Methodik

Fur den Versuch wurden 15 Goéttinger Minischweine randomisiert in 2
Versuchsgruppen (VG | und VG Il) sowie eine Kontrollgruppe (KG) mit je 5 Tieren
(n=5) eingeteilt.

VG | bekam Uber die Dauer von 5 Monaten eine monatliche Zoledronat-Infusion
(Zometa®4mg i.v., 1 x pro Monat). Nach dem 8. Versuchsmonat erfolgte die
Euthanasie.

VG Il wurde Uber die Dauer von 6 Monaten mit einer Zoledronat-Infusion behandelt
(Zometa®4mg i.v., 1 x pro Monat) Die Euthanasie erfolgte nach dem 9.
Versuchmonat.

Die KG bekam keine Zometa®-Medikation, wurde aber ansonsten in Haltungs- und
Operationsbedingungen genau gleich den Versuchsgruppen behandelt (Abb.7).

Zu Versuchsbeginn zum Zeitpunkt O (Baseline) wurden Knochenbiopsien vom
Beckenkamm (BK) und Mandibularknochen (UK) gewonnen. Aus dem submentalen
Bereich des Corpus mandibulae wude ein ca. 1 cm grol3es, sowie vom Ober- und
Unterkieferalveolarkamm (AOK und AUK) ein ca. 0,5 cm grolRes Knochenstlck
entnommen.

Nach 5 Monaten wurden in einem zweiten OP-Zyklus weitere Knochenbiopsien vom
BK, UK, AOK und AUK entnommen

Der dritte OP-Zyklus wurde nach 8 Monaten fir die VG | und nach 9 Monaten fir die
VG Il und die KG durchgefiihrt. Es wurden erneut Knochenbiopsien vom BK und UK
genommen und intraoperativ die Euthanasie angestrebt.

Weiterhin wurde nach der Euthanasie der Versuchstiere der Mandibularknochen
abgesetzt und fur eine histomorphometrische Untersuchung aufbereitet
(Abbildung 7).

Die Knochenbiopsien wurden direkt nach der Entnahme in Stickstoff fur den
Transport gekihlt und bei -80°C bis zur molekularbiologischen Verarbeitung
eingefroren. Molekularbiologisch wurde mittels Real-Time PCR die Genexpression
von RANKL untersucht und ein statistischer Vergleich der Versuchgruppen mit der
Kontrollgruppe durchgefihrt.

Schlie3lich wurden fur eine histomorphometrische Untersuchung beziglich des
Knochenvolumens Dunnschliffpraparate  aus dem in OP Il abgesetzten
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Mandibularknochen angefertigt. Auch hier fand anschlielend ein statistischer

Vergleich der Versuchsgruppen mit der Kontrollgruppe statt.

versuchgruppe | (VGI): n=5 Minipigs; 6 1. Molekularbiologische
S Analyse der RANKL-

Expression.

2. Histomorphometrische
/ Untersuchung der
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Abbildung 7: Ablauf des Tierversuchs (BK= Beckenkamm, UK= Unterkiefer, AOK Alveolarknochen Oberkiefer, AUK=
Alveolarknochen Unterkiefer).

2.2 Herkunft und Haltung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 15 weibliche Goéttinger Minischweine,
die auf dem Versuchsgut Relliehausen in Dassel aufgezogen und spéter im
Versuchsgut Holtensen untergebracht wurden. Beide Einrichtungen sind der
Universitat Gottingen angegliedert

Die Tiere wurden in Kleingruppen zu je 3 Tieren in Laufstéllen (Flache: 3 x 2,5m) mit
Stroheinstreuung gehalten. Das Gewicht wurde in regelméafRigen Absténden
Uberprift. Die Versuchsgruppen und die Kontrollgruppe wurden unter identischen
Bedingungen gehalten. Die Tiere wurden 1 x taglich mit 450-500 g Ssniff@MPig-H
Ered Alleinfuttermittel fur Minipigs (Haltung, energiereduziert) (Ssniff Spezialdiaten

GmbH, Soest) gefittert. Wasser war fur die Tiere jederzeit zuganglich. Eine
18



Material und Methode

Genehmigung fir die vorgenommen Tierversuche wurde durch das
Niedersachsische Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
Oldenburg, unter dem Aktenzeichen AZ 339-42502-04-10/0096 erteilt.

2.3 Gruppeneinteilung

Die Tiere wurden randomisiert und in zwei Versuchsgruppen (VG | und VG Il) und
eine Kontrollgruppe (KG) zu je funf Schweinen eingeteilt. Die Versuchgruppen VG |
und VG Il bekamen ab dem 3. Versuchmonat monatlich eine Zoledronatinfusion
(Zometa®4mg i.v., 1 mal pro Monat) bis zum Versuchsabschluss nach 8 bzw. 9
Monaten. Ein Versuchstier aus der VG Il verstarb vor Abschluss des Versuches. Das
Durchschnittsalter betrug 5 Jahre, das Durchschnittsgewicht der Versuchstiere lag
bei 68,64 +/- 13,59 kg.

2.4 Behandlung mit Zoledronat (Zometa®)

Die Behandlung mit Zoledronat (Zometa®, Novartis Pharma AG Basel) fand uber
einen Zeitraum von 5 bzw. 6 Monaten mit monatlich einer Infusion (5,9 mg
Zolendronic acid in 5 ml sterilisiertem Wasser gelést und mit 100 ml 0,9 NaOCI
verdunnt) auf dem Versuchsgut Holtensen der Georg-August-Universitat Goéttingen in
Relliehausen statt. Zur Behandlung der Versuchstiere mit Zoledronat (Zometa®,
Novartis Pharma AG Basel) wurden die Tiere mit 300-320 mg Azeperon i.m.
(Stresnil, Janssen, Beerse/Belgien) sediert und mit einem Gemisch aus Sauerstoff
und Lachgas/Isofluran im Verhéltnis von 1:4 beatmet. Ein vendser Zugang wurde
Uber die Ohrvenen gelegt. Die Zoledronat-Infusion wurde iv. mit einer
Mindestinfusionszeit von 15 Minuten verabreicht.

2.5 Operationen

Die Operationen (OP) fanden im Tier-Operationssaal (Tier-OP) des
Universitatsklinikums Gottingen statt. Die Tiere wurden eine Woche vor der OP in
das Universitatsklinikum gebracht, um eine Eingewohnungszeit und damit
verbundene Stressfreiheit zu gewahrleisten. Die Narkotisierung der Versuchstiere vor
den Eingriffen und die intraoperative Uberwachung wurden durch einen
Veterinarmedizinier der tierarztlichen Versuchsanstalt der Universitat Gottingen
durchgefthrt. Die Narkose wurde durch eine praoperative Sedierung mit 300-320 mg
Azeperon i. m. (Stresnil®, Janssen, Beerse/Belgien) bereits im Stall vorbereitet.
Weiterhin bekamen die Tiere einen Ohrvenenkatheter gelegt. Im OP wurde den

Tieren via Ohrvenenkatheter 230-375 mg Thiopental-Natrium (Trapanal®, Altana
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Pharma, Konstanz) verabreicht. AnschlieRend konnten die Tiere intubiert und mit
einem Gemisch im Verhéltnis von 1:4 aus Sauerstoff und Lachgas/Isofluran beatmet
werden. Durch konstante intravendse Zufuhr von Ketamin (2,5-5 mg/kg/KG/h,
Ketamin® 10% verdunnt mit physiologischer Kochsalzlésung ad 50 ml Serumwerk
Bernburg AG, Bernburg) und Piritramid (75-100ug/kg/KG/h, Dipidolor®, Janssen-
Cilag, Wien/Osterreich) verdunnt ad 50 ml mit Sterofundin B/G5 (B. Braun,
Melsungen) wurde die Narkose aufrechterhalten. Zur intra- und postoperativen
Schmerzausschaltung wurde einen Tag pra- und zwei Tage post-OP Carprofen
verabreicht, ein in der Veterindrmedizin haufig eingesetztes, nicht steroidales
Antirheumatikum.

Am rechten Beckenkamm konnten in allen drei Operationszyklen tber einen 10 cm
langen Hautschnitt Knochenbiopsien gewonnen werden. Nach stumpfer
Abpraparation der Muskelansatze und des Periostes sowie Darstellung der
posterioren Beckenkammkante wurde im Schaufelbereich ein Defekt von max. 2 cm
Durchmesser mit einem genormten Trepanbohrer unter manueller Kihlung mit
Kochsalzlésung angelegt (Abbildung 8). Auf den Erhalt der lasttragenden kortikalen
Beckenstrukturen wurde geachtet. AnschlieBend erfolgte der mehrschichtige
Verschluss des Defektes. Diese OP wurde zu den OP-Zeitpunkten 0,1 und 2 bei
allen Tieren von VG I, VG Il und KG wiederholt vorgenommen.

Nach Setzen eines ca. 5 cm langen submentalen Hautschnittes am Unterkiefer und
schonungsvoller Praparation des Weichgewebes und muskularer Strukturen konnte
mittels eines genormten Trepanbohrers ein ca. 1 cm grof3er Knochendefekt gesetzt
und Kochenmaterial gewonnen werden (Abbildung 9). Auch dieser Defekt wurde
mehrschichtig verschlossen.

Zum OP-Zeitpunkt 0 (OP I) wurden zusatzlich in der linken Kieferhalfte im I1. und IlII.
Quadranten jeweils drei Pramolaren extrahiert und mittels Trepanbohrer
Knochenbiopsien vom Alveolarknochen in AOK und AUK genommen (Abbildung 10).
Die gesetzten Defekte wurden mit einem Mukoperiastlappen verschlossen.

Zum OP-Zeitpunkt 1 (OP 1) wurden in der rechten Kieferhalfte im I. und IV.
Quadranten jeweils drei Pramolaren entfernt und wiederum Knochenbiopsien vom
AOK und AUK mittels Trepanbohrer entnommen (Abbildung 10). Der distale und
mediane Defekt wurde mit einem Mukoperiostlappen verschlossen, der mesiale

Defekt wurde unversorgt belassen.
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Im Anschluss an OP Il (OP-Zeitpunkt 2) wurde nach erfolgter

komplette Unterkieferknochen abgesetzt.

Tabelle 2: OP-Verlauf der einzelnen Versuchgruppen.

Euthanasie der

anschlieBender

Euthanasie)

anschlieBender

Euthanasie)

OP-Zeitpunkt OoP BK UK Zahnextraktion | Zahnextraktion | AOK AUK
Il. und II1. I.und IV.
Quadrant Quadrant
0 OP I VG I,VG VG I, VG VG I, VG II, KG VG I, VG VG |, VG
11, KG I, KG 11, KG 11, KG
1 OP Il VG ILVG VG IL,VG VG LVG II, KG VG I,VG VG ILVG
II, KG I, KG II, KG I, KG
2 (nach 8 OP Ill (nach 8 VG lnach | VG I, VG
Monaten Monaten VG II, KG I, KG
Versuchsdauer | Versuchsdauer
mit mit
anschliefender | anschlieRender
Euthanasie) Euthanasie)
2 (nach 9 OP Il (nach 9 VG II,KG | VGII, KG
Monaten Monaten
Versuchsdauer | Versuchsdauer
mit mit

Abbildung 8: Entnahme einer Knochenbiopsie aus dem Beckenkamm

gagrs:

T T ——"
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Abbildung 9: Entnahme einer Knochenbiopsie aus dem Mandibularknochen in der Submentalregion

%

Abbildung 10: Entnahme einer Knochenbiopsie vom Alveolarknochen nach Zahnextraktion

2.6 Versuchsabschluss

Nach 8 bzw. 9 Monaten Studiendauer wurden die Tiere durch eine Uberdosis
Narkosemittel/Azeperon (Stresnil, Janssen, Beerse/Belgien) euthanasiert. Den
Tieren wurde der komplette Mandibularknochen entnommen und sorgfaltig von
Weichgewebe einschliel3lich des Periosts freiprapariert. Wéahrend der Préparation
wurden die Knochen mit physiologischer Kochsalzlésung (Braun, Melsungen) feucht

gehalten.
2.7 Molekularbiologie
2.7.1 Gerate und Reagenzien

2.7.1.1 Gerate
e Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn)
e Elektrophoreseapparatur Elite 300 Plus (Wealtec, NV, USA)

e Gel-Dokumentation BioDocAnalyze (Biometra, Jena)
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Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg)
Nano-Drop-Spectrophotometer (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)
Homogenisator Precellys ® 24 (Peglab Biotechnologie, Erlangen)
Cryolys Kuhlmodul (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)

Sterile Werkbank (Biohazard Clean Air, Woerden, NL)
Thermocycler iCycler (Bio Rad, Miinchen)

Tischkuhlzentrifuge (Sigma, Osterode)

Eismaschine (Sanyo, Bad Nenndorf)

Pipetten (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

2.7.1.2 Feinchemikalien

70 %-Ethanol (Merck, Darmstadt)

Agarose (Bio Rad, Miinchen)

Blue Juice Gel Loading Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
Ethidiumbromid (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

IQ Supermix (Bio Rad, Miinchen)

iQ SYBR Green Supermix (Bio Rad, Miinchen)

iScript Reaction Mix (Bio Rad, Miinchen)

B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Paraformaldehyd 37 % (Biochrom AG, Berlin)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Zoledronat (Zometa R) (Novartis Pharma, Nurnberg)

DMEM High Glucose 4,5 g/l D-Glucose (Gibco Invitrogen, Karlsruhe)
Qiagen Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherland)

2.7.1.3 Verbrauchsmaterialien

Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Waldbronn)
Agilent RNA 6000 Pico Kit (Agilent Technologies, Waldbronn)
Alkalische Phosphatase Kit (Sigma-Aldrich, Minchen)
Einmalpipetten (Starlab, Ahrensburg)

Eppendorf-Cups 1500 ul (Sarstedt, Nimbrecht)

Kulturflaschen 75cm2 (Greiner bio-one, Frickenhausen Cellstar)

Pipettenspitzen und Réhrchen (Sarstedt, NUumbrecht)
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e Precellys® Stahl-Kit 2,8 mm 'reinforced’, 50 x 2 ml Tubes (verstarkt), beflllt
mit Stahlkigelchen (Peglab Biotechnologie, Erlangen)

2.7.1.4 Enzyme
e iScript Reverse Transkriptase (Bio Rad, Mlinchen)

e iTaq DNA Polymerase (Bio Rad, Minchen)

2.7.1.5 Primer
Die Primer fur die molekularbiologische Analyse von RANKL wurden in Vorversuchen
etabliert und von der Firma Metabion Deutschland (Martinsried) bezogen.

e RANKL [sus] fwd 5-ACCTGTATGCCAACATCTGCTTTCG-3"

e RANKL [sus] rev 5-TGCTGATTTCCTCGCCAGATCGT-3"

2.7.2 RNA-Isolierung und cDNA-Gewinnung

2.7.2.1 Homogenisierung des Knochenmaterials

Um die RNA aus dem Knochen extrahieren zu konnen, musste das Gewebe
zunachst mechanisch aufgebrochen werden. Dazu erfolgte die Entnahme kleiner
Gewebestlcke von ca. 100 mg unter sterilen Bedingungen unter Stickstoffkiihlung
aus den Knochenbiopsien mittels einer Hohlmeil3elzange nach Luehr, einer
chirurgischen Pinzette, einem Einmalskalpell und einer chirurgischen Schale.

Die Homogenisierung erfolgte streng nach Herstellerprotokoll. Die Knochenstlicke
wurden in mit sechs Stahlkugeln bestiickte Tubes der Firma Peqglab Biotechnologie,
Erlangen und QIAzol Lysis Reagenz der Firmal Qiagen gegeben. Anschlie3end
wurden die Knochenproben im Homogenisator Precellys ® 24 der Firma Peglab fur
40 Sekunden bei Hochstgeschwindigkeit unter Stickstoffkiihlung homogenisiert. Nach
5-minttigem Ruhen bei 15-20°C wurden die Tubes mit 200 ul Chloroform besttickt
und nach erneuter Einwirkzeit von 3 Minuten bei 4°C und 12.000 rpm fir 15 Minuten
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Proben langsam wieder auf eine Temperatur
von 15-25°C gebracht.
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Abbildung 11: Chirurgisches Instrumentarium zur Zerkleinerung der Knochenbiopsien.

2.7.2.2 RNA-Isolierung mit Qiagen Lipid Tissue Mini Kit®

Die RNA wurde mit Hilfe des Qiagen Lipid Tissue Mini Kit® mit DNAse-Verdau der
Firma Qiagen (Qiagen®, Venlo, Niederlande) aus den Knochenbiopsien isoliert. Die
Anwendung verlief streng nach Herstellerangaben. Die Versuche selber wurden
aufgrund der temperaturbedingten Instabilitdtt der RNA unter Trockeneiskihlung
durchgefuhrt. Von den nach dem Zentrifugationsvorgang in den Tubes entstandenen
zwei Phasen, wurde die obere vorsichtig abpipittiert, mit 600 pul 70 % Ethanol
verdunnt und auf eine RNeasy Spin Column® (eine RNA-bindende Silica-Membran)
der Firmal Qiagen uberfuhrt. Nach 15-sekindigem Zentrifugieren bei 10.000 rpm
wurde der Zentrifugationsschritt mit dem erhaltenen Eluat wiederholt. Der DNAse-I-
Verdau erfolgte nach dem Qiagen-Protokoll auf der RNeasy Spin Column®. Der
folgende Wascharbeitsschritt mit RPE-Buffer wurde zwei Mal mit unterschiedlich
langer Zentrifugationsdauer (15 Sekunden und 2 Minuten) bei jeweils 10.000 rpm
durchgefuihrt. Um die letzten Reste an Flussigkeit aus der Silikamembran
auszutreiben, musste abschlieRend die Saule nochmals bei 13.200 rpm fir 1 Minute
zentrifugiert werden. Die RNA wurde in einem letzten Schritt mit 30 pl DNAse-freiem
Wasser eluiert.

AnschlieBend wurden 2 pm der eluierten Proben mittels Nano-Drop-
Spectrophotometer auf ihren RNA-Gehalt untersucht. Die qualitative Kontrolle der
RNA konnte mittels Pico Chip (Messbereich 0,5-25ng/ul) bzw. Nano Chip
(Messbereich 25-500 ng/ul) der Firma Agiland (RNA 6000 Nano/ Pico Chip Kit,

Agilent Technologies, Waldbronn) kontrolliert werden.

2.7.2.3 c-DNA
Die isolierte RNA musste zur weiteren Untersuchung nach dem Prinzip der reversen

Transskription in cDNA umgeschrieben werden. Die dabei entstehende DNA ist
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komplemetéar zu dem als Template verwendeten RNA-Molekil, daher nennt man sie
auch cDNA (complementary DNA) (Buschmann und Knoll 2011). Dazu wurde das
iScript cDNA Synthesis Kit der Firma Bio-Rad ( Bio-Rad Laboratories, Inc., Miinchen)

nach Herstellerangaben angewendet.

Pipettierschema:

4 ul 5x iScript Reaction Mix

1 pl iScript Reverse Transkriptase
200 ng RNA-Probe

20 ul H20O nukleasefrei

20 pl Gesamtvolumen

2.7.3 PCR

Durch die Entdeckung und Etablierung der Polymerasekettenreaktion (PCR) durch
Mullis 1983 ist es gelungen, komplizierte mikrobiologische Prozesse wie die
Entschlisselung des menschlichen Genoms, verschiedene Marker und
Determinanten von Erkrankungen sowie die Entwicklung hochsensibler Verfahren zur
Detektion von Nukleinséduren zu erklaren (Mullis et al. 1994). Das anfanglich noch
sehr komplizierte und aufwendige PCR-Verfahren ist mittlerweile standardisierten
und automatischen Verfahren, wie der Real-Time PCR, DNA-Microarray-/Chip-
Technologie, DNA-Sequenzierung oder amplifizierenden Detektionsverfahren
gewichen (Bruhn et al. 2011). Die konventionelle PCR beruht auf dem Einsatz
thermostabiler DNA-Polymerasen meist bakteriellen Ursprungs, die in der Lage sind,
mehrfachen Denaturierungs- und Elongationsverfahren standzuhalten. Die fir die
Durchfihrung einer PCR bendétigten Voraussetzungen und Bestandteile umfassen
die Proben-DNA, Primer, thermostabile Polymerasen und die Madoglichkeit, die
Temperatur der Reaktion regulieren zu kdnnen (Bruhn et al. 2011). Der Prozess der
PCR unterteilt sich in die Arbeitsschritte:

e Denaturierung
e Annealing

e Elongation
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Der Start der PCR-Reaktion wird durch die Denaturierung eingeleitet. Die
Denaturierung der zu trennenden DNA erfolgt durch Erhéhung der Temperatur auf
95°C, so dass sich hier die Doppelstrange trennen. Die relativ hohe Temperatur
erklart auch die Verwendung thermostabiler Polymerasen (Tag Polymerase), da
andere Enzyme bei dieser Behandlung bereits zerstort werden wuirden.
Entscheidend fur die Anwendung einer PCR ist die Spezifikation der von der
Polymerase verwendeten Matrize/Template, von der wiederum beliebig viele Kopien
angefertigt werden sollen. Dies wird durch die Verwendung von Primern (18-30
Nukleotide) erreicht, die sich Uber Komplementarbasenpaarung an die Zielsequenz
der einstrdngigen Matrize/Template anlagern (Bruhn et al. 2011). Hierbei
unterscheidet man sogenannte Forward-Primer, die sich am 3'-Ende und Reverse-
Primer, die sich am 5'-Ende anlagern. Dieses Annealing erfolgt allerdings erst beim
Abkuhlen der Lésung von 95°C auf etwa 50-70°C. Durch dieses Anlagern der Primer
an die Templates ist gleichzeitig der Startpunkt der PCR definiert, an dem nun die
DNA-Polymerase in 5'---->3" Syntheserichtung eine Komplementarkopie der
Ausgangseinzelstrangmatrize (Tochterstrang) anfertigt. Die Arbeitstemperatur der
Polymerase liegt bei der Elongation bei 72°C. Durch erneute Denaturierung der
neuen Doppelstrange (Matrize und neuer Komplementarstrang) kann dieses
Verfahren beliebig haufig durchgefiihrt werden, um zahlreiche Kopien (Amplikons)
der von den Primern charakterisierten und zu vervielfachenden DNA-Sequenz zu
erhalten (Bruhn et al. 2011).

2.7.3.1 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR lassen sich minimale Unterschiede in der
Genexpression detektieren. Diese Methode basiert auf der Verwendung von SYBR-
Green, einer Chemikalie, die sich in doppelstrangige DNA einlagern kann. Bei
Anregung mit ultraviolettem Licht kommt es zu einer Fluoreszenzemission nur dann,
wenn SYBR-Green in die DNA eingelagert ist (Buschmann und Knoll 2011). Auch bei
der quantitativen Real-time PCR laufen die entsprechenden Prozesse von
Denaturierung, Annealing und Elongation in einem Zyklus ab. Nach jedem Zyklus
verdoppelt sich also die Menge der zu amplifizierende cDNA-Information. Ist SYBR
Green in ausreichendem Uberschuss vorhanden, wird der Fluoreszenzfarbstoff auch
in die neuen DNA-Molekiile interkaliert und verstarkt somit das Fluoreszenzsignal.
Die Fluoreszenz-Intensitat korreliert also direkt mit der Menge an doppelstréngiger

DNA (Buschmann und Knoll 2011). Die Messung der Fluoreszenz geschieht am
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Ende der Elongationsphase, wenn die Synthese der neuen DNA-Molekile
abgeschlossen Ist. Mittels entsprechender Software kénnen die
Fluoreszenzintensitaten in Echtzeit als Funktionsableitung des entsprechenden
Zyklus dargestellt werden. Als Houskeeping-Gene wurde das TATA-Box-Binding-
Protein (TBP) auf Grund seiner Unabhangigkeit von molekularbiologischen
Regulationsprozessen gewahlt, um die Genexpression des Zielgens normieren und
relativ quantifizieren zu kénnen.

Die jeweiligen Reaktionsansatze der Real-time PCR wurden wie folgt hergestellt:

Pipettierschema:

20 pl Mastermix:
12,5 ul iQ-SYBR-Green-Supermix
6,7 ul H,O dest.

0,4 ul Primer (fwd)
0,4 pl Primer (rev)
5ul Template (cDNA)

25 ul Gesamtvolumen

Die PCR-Platten mit 96 Wells der Firma Bio-Rad wurden entsprechend dem
Plattendesign bestiickt und anschliel3end mit einer Folie verschlossen.
PCR-Protokoll

e PCR-Programm:
1 x98°C 0’30
45 x94°C 0’'01*
60°C 0’15"
72°C 0’10“ Echtzeitanalyse
1x94°C 0’15°
1 x60°C 0’30
75 x 55°-92°C 0,5°C/0’10“ Fluoreszenzmessung
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2.8 Histomorphometrie

2.8.1 Gerate und Reagenzien

2.8.1.1 Gerate

Plexiglas-Objekttrager 45 x 55 x 2mm (Patho-Service GmbH, Hamburg)
Bandsage ,Exakt-Trennsystem® (Exakt-Apparatebau, Norderstedt)
Tellerschleifgerat ,Exakt-Schleifsystem” (Exakt-Apparatebau, Norderstedt)
Kleingefrierschrank ,GS801“ mit NTC-Temperaturregler (Elektronik-Bau, Grofl3
Liadershagen)

Schleif- und Poliermaschine ,Struers RotoPol-35* (Struers GmbH, Willich)
Schleifscheiben bis P1200 (Struers GmbH, Willich)
Siliziumcarbid-Schleifscheibe ,WS Flex 18C*, Kdérnungen zwischen P80 und
P1200 (Hermes Abrasives LTD, Virginia Beach, USA)
Siliziumcarbid-Schleifscheibe P4000 (Struers GmbH, Willich)

Warmeschrank (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach)

2.8.1.2 Feinchemikalien

Alizarinrot S (Merck, Darmstadt)

Ethanol (Merck, Darmstadt)

Aqua dest. (Centramed, Koblenz)
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck, Darmstadt)
Formaldehyd 37 % (CMV Chemie-Vertrieb, Hannover)

Lofflers Methylenblaulésung (Merck, Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Merck, Darmstadt)
Salzsaure (Merck, Darmstadt)

Sofortklebstoff ,Loctit 420“ (Henkel Loctite, Minchen)
Kunststoff ,Technovit 9100 NEU“ (Heraeus Kulzer, Wehrheim)

2.8.1.3 Gerate fur die Histomorphometrie

Dotslide-Systems 2.0, (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg)
Histomorphometrie-Software ,Axiovision Release 4.6.3 Sp1“ (Carl Zeiss AG,
Gottingen)
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2.8.2 Aufarbeitung des Knochenmaterials fiir die Histomorphometrie

2.8.2.1 Fixierung und Einbettung

Nach Entnahme der zu untersuchenden Knochenfragmente wurden diese zur
Gewebefixierung ca. 10 Wochen in phosphatgepufferter neutraler 4%-iger
Formalinlésung eingelegt. Nach Wasserung mit destilliertem Wasser zur Entfernung
Uberschissigen Formalins wurden die Knochensticke durch Behandlung mit
Alkoholbadern in verschiedenen Konzentrationen (50 %-, 70 %-, 90 %-, 96 %- und
2 X 100 %-iger Alkohol fur jeweils 26 Tage) dehydriert. Die Knochenfragmente
wurden in entsprechende GielRformen gelegt und mit selbsthartendem Kunststoff
"Technovit 9100 NEU“ (Heraeus Kulzer, Wehrheim) Ubergossen. Der Kunststoff

polymerisierte wie durch den Hersteller empfohlen sieben Tage bei -8,5°C aus.

2.8.2.2 Herstellung der Dinnschliffpraparate

Das in Kunststoff einpolymerisierte Knochenpraparat wurde von Uberstanden befreit
und anschliel3end in der Mitte zerségt. AnschlieRend erfolgte der Planschliff der
Schnittflachen in mehreren Stufen bis zur Korngré3e 1200. Auf die nun planen
Knochenflachen wurden Objekttrager mit Sekundenkleber Loctit 420 (Henkel,
Dusseldorf) aufgeklebt und das Knochenfragement im Abstand von ca. 300 um zum
Objekttrager mit einer Diamantbandsage (Exact, Norderstedt) abgetrennt. Die auf
dem Objekttrager verbliebene ca. 300 um dicke Schicht einpolymerisierten Knochens
wurde mit Hilfe einer Schleif- und Poliermaschine (,Struers RotoPol-35% Struers

GmbH, Willich) in mehreren Schritten auf eine Dicke von 20 um reduziert. Die Politur

wurde mit einer 4000er Kornung abgeschlossen.

3

Abbildung 12: Schleif- und Polliermaschine, Streuers RotoPol-35.
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2.8.2.3 Alizarinrot-Methylenblau-Farbung nach Smith und Karagianes (Smith
und Karagianes)
Die Farbung der Praparate erfolgte nach der Methode von Smith und Karagianes mit
Methylenblau und Alizarinrot S (Smith and Karagianes 1974). Die Praparate wurden
fur 30 Sekunden in ein auf 80°C erwarmtes Methylenblaubad getaucht, anschliel3end
mit destilliertem Wasser abgespilt und fir mindestens 3-4 Stunden getrocknet. Die
Weiterbearbeitung der Praparate erfolgte durch 40-sekiindiges Einlegen in ein
Alizarinrot S-Bad. Nach erneutem Waschen mit agua dest. wurden die Praparate 24

Std. bei Raumtemperatur getrocknet.

2.8.3 Mikroskopie

Bei der histomorphometrischen Analyse handelt es sich um ein quantitatives
Verfahren zur Auswertung histologischer Dunnschliffpraparate. Mittels Lichtbildmikro
skopie und Verwendung des Dotslide-Systems 2.0 (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg) wurde der 2zu untersuchende Praparatausschnitt bei 10-facher
VergroRerung digital fotografiert. Die Weiterverarbeitung des digitalen Bildes erfolgte
am PC durch die Histomorphometrie-Software Axiovision Release 4.6.3 Spl (Carl
Zeiss AG, Gottingen).

2.8.4 Histomorphometrie

Mittels des Histomorphometrie-Software Axiovision Release 4.6.3 Spl (Carl Zeiss
AG, Gottingen) wurden die digitalen Bilder bearbeitet. Mit Hilfe verschiedener
Softwarefunktionen des Programmes konnte eine Tangente an den auf3ersten
knéchernen Strukturen der Alveole angelegt und in das Bild "eingebrannt" werden.
An dieser Tangente wurde ein Rechteck mit den Mal3en 3,75 mm x 11,5 mm,
entsprechend 1188,58954 Pixel x 3654,00792 Pixel, im digitalen Bild ausgerichtet
und in die Extraktionsalveole projiziert und schlieBlich ebenfalls in das Bild
"eingebrannt”. Somit war das zu untersuchende Areal festgelegt. Anschliel3end
erfolgte die digitale Festlegung der "Region of Interest® (ROI) mit einer
entsprechenden Softwarefunktion des Programms (Abbildung 13).

Um die Auswertung zu standardisieren, erfolgte unter Verwendung der Software Axio
Vision Rel. 4.5 die Messung der Knochenmenge. Hierzu wurde das digitale Bild
halbautomatisiert mittels eines individuell mit der Axio Vision-Software erstellten
Skriptes vermessen. Durch das unterschiedliche F&arbeverhalten der einzelnen

Gewebe konnte die Histomorphometrie-Software Axiovision Release 4.6.3 Spl (Carl

31



Material und Methode

Zeiss AG, Gottingen) diese selektiv differenzieren und im digitalen Bild markieren. So
stellte sich kalzifiziertes Knochengewebe rot, kollagenes Bindegewebe blau und
Weichgewebe hellblau in den nach Smith und Karagianes angefarbten Praparaten
dar (Smith and Karagianes 1974).

Aus dem registrierten Farbbild konnte die Software so ein Binarbild erstellen, in dem
die knochernen Anteile des Bildes weil3 und die nichtknéchernen Anteile schwarz
dargestellt wurden. Auf diese Weise konnte die Gesamtflache bzw. die knéchernen

und nichtknéchernen Anteile des Bildes errechnet werden.

Abbildung 13: Histomorphometrische Arbeitsschritte zur Bearbeitung und Ausmessung der mikroskopischen Bilder
(Ausrichtung der Prufflache im Praparat, Isolierung der ROI, Generierung eines Binarbildes).

2.9 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit freundlicher Beratung durch das Institut far
Medizinische Statistik der Universitatsmedizin Gottingen (Leiter: Prof. Dr. Tim Friede)
in Person von PD. Dr. rer. nat. Klaus Jung und Frau Xenia Schulz.

Aufgrund einer nicht normalverteilten Datenlage der Versuchsergebnisse wurde die
statistische Aufbereitung der Versuchsergebnisse mittels Mann-Whitney-U-Test
(M-W-U-Test) durchgeflnhrt.

Die Statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm Statistica der Firma
StatSoft GmbH, Hamburg.

32



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Molekularbiologische Analyse zur RANKL-Expression

Die erste Operation (OP I) fand zum Zeitpunkt O (Baseline), Operation Il (OP Il) nach
6 Monaten und Operation Il (OP Ill) nach 8 bzw. 9 Monaten statt. Zum Zeitpunkt der
Operation Il war die Zoledronatgabe bereits erfolgt, Operation Il (OP IllI) endete mit
der finalen Euthanasie der Versuchstiere. Da ein Tier aus VG Il bereits vor Abschluss
der Versuchsreihe verstarb, konnte nur eine Anzahl von n=14 Versuchstieren in die

Auswertung einbezogen werden.

3.1.1 RANKL-Expression im Alveolarknochen des Oberkiefers

Fur die Analyse der RANKL-Expression im Alveolarknochen des Oberkiefers konnte
beim Vergleich der VG | mit der KG in den Proben aus OP | kein signifikanter
Unterschied ( P= 0,676104) ermittelt werden. Auch im Vergleich von VG Il und der
KG war keine ausreichende Signifikanz (p= 1,000000) erkennbar. Der Medianwert
betrug in der KG 0,23981, in der VG | -0,04891 und in der VG Il 0,35019. In den
Versuchsgruppen VG | und VG Il waren die Maximal- und Minimalwerte fur die
VG | = 0,820709 bzw. 0,35840 und fur die VG Il = 1,10635 bzw. -11,5998. In der KG
betrug der Maximalwert 1,15490, der Minimalwert -0,31008.

Auch bei der Gegenuberstellung der Knochenproben aus OP Il konnte im Vergleich
zwischen der KG und den Versuchsgruppen VG 1 (p= 0,14367) und VG Il
(p= 0,540292) kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die
Medianwerte lagen in der KG bei -0,80626, in der VG | bei 0,49495 und in der VG I
bei 0,610615. Die Maximal- und Minimalwerte waren in der KG 0,36528 bzw. -
2,02087, in der VG | 2,289742 bzw. -0,35840 und in der VG 1l 1,10635 und -11,5998
(Abbildung 14 und 15).
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RANKL-Expression (OP I_AOK_RANKL)
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Abbildung 14: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des AOK aus OP | (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).

RANKL-Expression (OP Il_AOK_RANKL)

z T

Log R (OP Il_AOK_RANKL)
' [N
|_ o

0 Median
[ 25%-75%
Gruppe T Bereich ohne AusreiRRer

Abbildung 15: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des AOK aus OP Il (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).

3.1.2 RANKL-Expression im Alveolarknochen des Unterkiefers

Der Vergleich der Proben der ersten OP (OP [) zwischen der KG und der VG | bzw.
der VG Il konnte mit p= 0,143673 bzw. p=0,094694 keinen signifikanten Unterschied
zeigen.

In der KG betrugen die Maximal - und die Minimalwerte 0,06999 bzw. -1,42647. Die
Maximal- und Minimalwerte in der VG | lagen bei 1,278734 bzw. -0,32361 und in VG
Il bei 1,03857 und -1,0067.

Die Auswertung der Knochenproben aus OP Il ergab im Vergleich von KG und VG |

keinen signifikanten Unterschied (p= 0,296271). Gegensatzlich dazu zeigte der
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Vergleich der KG mit der VG Il einen signifikanten Unterschied (p=0,019965) im
Hinblick auf die Expression von RANKL aus dem Unterkieferalveolarknochen. Der
Medianwert in der KG betrug 0,46393, in der VG | -0,15472 und in der VG Il -
0,88043. Maximal- und Minimalwerte wurden in der KG mit 1,87175 bzw. -0,44960, in
VG | mit 1,967845 bzw. -1,29547 und in VG Il mit -0,64318 bzw. -1,1550 ermittelt
(Abbildung 16 und 17).

RANKL-Expression (OP |_AUK_RANKL)
15 T

10 T
=]
05
o
4
z o
X 00
N4
=
< o T
S -05
14
g
-1,0
-1,5
20 0 1 2 0 Median
[ 25%-75%
Gruppe T Bereich ohne AusreiRRer

Abbildung 16: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des AUK aus OP | (0=KG, 1=VG |, 2=VG ).
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Abbildung 17: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des AUK aus OP Il (0=KG, 1=VG |, 2=VG II).
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3.1.3 RANKL-Expression im Unterkieferknochen

Bei der Auswertung der Knochenproben des Unterkiefers aus OP | konnte weder im
Vergleich der Proben aus der KG mit VG | (p=0,296271) noch beim Vergleich von
KG mit VG Il (p=0,713303) ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die
deskriptive Analyse der Versuchsdaten ergab fir die KG einen Medianwert von
0,13823, sowie einen Maximal- bzw. Minimalwert von 1,18495 und-0,62581. In VG |
lag der Median bei 0,96465, das Minimum bei -0,04229 und das Maximum bei
1,271562. Der Median in VG Il lag bei 0,31003, der Maximal- bzw. Minimalwert bei
1,30103 bzw. -0,5935.

In der OP Il waren die Unterschiede der Ergebnisse beim Vergleich von der KG mit
der VG | sowie von der KG mit der VG Il nicht signifikant (p=0,834532 bzw.
p=0,540292). Der Medianwert betrug in der KG 0,77572, das Maximum 2,25761, das
Minimum hingegen -1,82767. In der VG | wurde der Median mit 0,76262, der
Maximalwert mit 2,369719 und der Minimalwert mit -0,17079 ermittelt. HOher fiel der
Medianwert in VG Il mit 1,25689 aus. Minimum und Maximum lagen bei 0,6444 bzw.
1,83724.

Die Analyse der RANKL-Expression bei den Unterkieferknochenproben aus OP Il
lieferte ebenfalls beim jeweiligen Vergleich der Versuchsgruppen mit der
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied (p=0,403396 bzw. p=0,713303). Der
Medianwert der KG belief sich auf 0,02239, Maximum und Minimum auf 0,22503
bzw. -1,18133. Der Medianwert in VG | fiel dagegen geringer mit -0,91956 aus.
Maximum und Minimum lagen hier bei 0,659841 und -2,00243. Die Werte der
deskriptiven Statistik in VG Il wurden mit einem Medianwert von -0,60868 sowie
Minimal- und Maximalwerten von -1,0886 und 1,19685 errechnet (Abbildung 18, 19
und 20).
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Abbildung 18: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des UK aus OP | (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).

RANKL-Expression (OP II_UK_RANKL)
25 T T

2,0

15

)

1,0
" (=]
I
05

0,0

UK_RANKL

LogR (OPII

=)

-15

-2,0

0 Median
[ 25%-75%
Gruppe T Bereich ohne AusreiRRer

0 1 2

Abbildung 19: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des UK aus OP Il (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).
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Box-Plot fir OP3_UK_RANKL gruppiert nach Zometa
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Abbildung 20: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des UK aus OP Ill (0=KG, 1=VG I, 2=VG ).

3.1.4 RANKL-Expression im Beckenkammknochen

Der M-W-U-Test zeigte fur die Analyse der RANKL-Expression in den
Knochenproben des Beckenkamms aus OP | beim Vergleich von der KG mit der VG |
und mit der VG Il keinen signifikanten Unterschied (p= 0,665006 bzw. p= 0,066193).
Die Medianwerte wurden durch die deskriptive statistische Analyse fur die KG mit
-1,05255, fur die VG | mit -1,11705 und fur die VG Il mit 0,32760 errechnet.
Maximal- und Minimalwerte konnten mit 0,12970 bzw. mit -3,16505 fur die KG, mit -
0,169174 bzw. -3,30390 fur VG | und mit 1,29053 bzw. -0,1877 fur die VG Il
festgehalten werden.

Auch bei den Proben aus OP Il konnte kein signifikanter Unterschied beim Vergleich
von der KG mit der VG | sowie mit der VG Il nachgewiesen werden (p=0,834532
bzw. p= 0,540292). Hier konnten die Medianwerte fur die KG mit -3,03717, fur die VG
| mit -2,88245 und fir die VG Il mit -2,08287 ermittelt werden. Minimum und
Maximum betrugen in der KG -4,43753 und -1,02896, in der VG | -4,31095 und
-0,664111 und in der VG Il -3,5250 bzw. -1,49004.

Der Unterschied in der Auswertung der Beckenkammknochneproben aus OP lli
erwies sich ebenfalls sowohl beim Vergleich von der KG mit der VG | als auch im
Vergleich mit der VG Il als nicht signifikant (p=0,676104 bzw. p=0,713303). Der
Median betrug fur die KG -1,76945, fur die VG | -1,86832 und flr die VG 1l -1,64617.
Die Maximal- und Minimalwerte fur die KG lagen bei -0,94873 bwz. -3,72313. Fr die
VG | lagen die Werte bei 1,016701 und -2,95733. Maximum und Minimum fur die VG

I wurden mit 1,19858 und-2,6168 errechnet (Abbildung 21, 22 und 23).
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Abbildung 21: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des BK aus OP | (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).
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Abbildung 22: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des BK aus OP Il (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).
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RANKL-Expression (OP IIl_BK_RANKL)
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Abbildung 23: Vergleich der RANKL-Expression in den Knochenproben des BK aus OP Ill (0=KG, 1=VG |, 2=VG ).

3.2 Histomorphometrie

Zur histomorphometrischen Auswertung wurden 56 Praparate herangezogen und
mittelwertig pro Organ zusammengefasst, so dass die statistische Auswertung 28
Mittelwerte umfasste. Die statistische Auswertung verglich jeweils Versuchsgruppe |
(VG 1) und Versuchsgruppe II (VGII) mit der Kontrollgruppe (KG), sowie VG | mit VG

Il bezliglich der gemessenen Knochenflache.

3.2.1 Knochenflache im Oberkiefer

Der statistische Vergleich bezlglich der Knochenflache ergab beim Vergleich der KG
mit der VG | keinen signifikanten Unterschied (p=0,296271). Auch die Vergleiche
zwischen der KG und der VG Il (p=0,540292) sowie zwischen der VG | und der VG I
(p=0,902523) ergaben keinen signifikanten Unterschied. Der Median betrug in der
KG 42,78 % und lag damit tber den Medianen der VG | mit 36,75 % und der VG Il
mit 42,86 %. Maximum und Minimum wurden in der KG bei 63,40 % bzw. 42,78 %
bestimmt und lagen somit leicht Gber den Maxima und Minima der VG | mit 59,59 %
und 31,45 % und der VG Il mit 50,52 % (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Vergleich der Knochenflachen in den Histologischen Schnitten des OK (0=KG, 1=VG I, 2=VG II).

a. b. (of

Abbildung 25: Vermessung der Knochenflache eines OK-Préparates aus der KG; a.: Ubersichtsaufnahme;

b.: Isolierung der ROI; c.: Generierung eines binaren Bildes.

41



Ergebnisse

a. b. C.

Abbildung 26: Vermessung der Knochenflache eines OK-Préaparates aus der VGI; a.: Ubersichtsaufnahme;

b.: Isolierung der ROI; c.: Generierung eines binaren Bildes.

: T4

a. b. C.

Abbildung 27: Vermessung der Knochenflache eines OK-Praparates aus der VGII; a.: Ubersichtsaufnahme;

b.: Isolierung der ROI; c.: Generierung eines binaren Bildes.

3.2.2 Knochenflache im Unterkiefer

Der Vergleich bezlglich der gemessenen Knochenflache zwischen der KG und der
VG | ergab in der statistischen Auswertung einen signifikanten Unterschied
(p=0,036715). Im Vergleich der KG mit der VG Il (p=0,902523) und der VG | mit der
VG Il (p= 0,270345) konnte wiederum kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Der Median lag in der KG mit 65,17% (27930,59 um?2) hoher als in der VG |
mit 52,47% (22677,24 pm?2) und in der VG Il mit 60,78% (26623,34 um?2). Das
Maximum in der KG betrug 73,95% (31940,37 pm?) und das Minimum 54,82%. Die
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Maximal- bzw. Minimalwerte betrugen in der VG | 57,88% bzw. 41,34% sowie in der
VG 11 70,61% und 49,85% (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Vergleich der Knochenflachen in den histologischen Schnitten des UK (0=KG, 1=VG |, 2=VG II).
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Abbildung 29: Vermessung der Knochenflache eines UK-Préaparates aus der KG; a.: Ubersichtsaufnahme;
b.: Isolierung der ROI; c.: Generierung eines binaren Bildes.
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a. b. C.

Abbildung 30: Vermessung der Knochenflache eines UK-Praparates aus der VG I; a.: Ubersichtsaufnahme;

b.: Isolierung der ROI; c.: Generierung eines binaren Bildes.

a. b. (of

Abbildung 31: Vermessung der Knochenflache eines UK-Praparates aus der VG II; a.: Ubersichtsaufnahme;
b.: Isolierung der ROI; c.: Generierung eines binéren Bildes.

44



Diskussion

4 Diskussion

Bei der Anwendung von Bisphosphonaten Uber einen langeren Zeitraum werden
gehauft Krankheitsbilder beobachtet, die sich in Form einer Osteonekrose des
Kieferknochens darstellen. Beschrieben werden diese als Bisphoshonat-assoziierte
Kiefernekrosen (BRONJ) (Sharma et al. 2013; Senel et al. 2010).

Die Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose ist eine schwerwiegende Erkrankung,
da sie mit relevanten funktionellen Beeintrdchtigungen (Kompromittierung der
Kaufunktion und der oralen Anteile der Schluck und Sprechfunktion) und insgesamt
mit einer Minderung der mundbezogenen Lebensqualitat einhergehen kann
(Ruggiero et al. 2009; Grétz 2009). Seit geraumer Zeit werden Bisphosphonate zur
Therapie von Knochenwechselstorungen wie Osteoporose und Morbus Paget
herangezogen (Russell und Rogers 1999). Sie finden allerdings auch bei malignen
Erkrankungen wie dem Plasmozytom oder Knochenmetastasen bei Prostata-,
Mamma-, Nierenzell- oder Lungenkarzinomen erfolgreich Anwendung. Die meisten
Falle von BRONJ treten erst mit einer Verzdgerung von mehreren Jahren nach der
Therapie auf. So wurde das Auftreten einer BRONJ nach 2-3 Jahren nach der
Therapie mit intravends verabreichten Bisphosphonaten und nach tber 5 Jahren mit
oral verabreichten Bisphosphonaten beschrieben (Wimalawansa 2008).

Eine genaue Erklarung der Ursache und des Mechanismus einer BRONJ ist bis
heute nicht abschlieRend und befriedigend geklart. Allgemein wird angenommen,
dass es sich um einen multifaktoriellen Prozess handelt, der noch weiterer

Untersuchungen bedarf (Bayram et al. 2013).
4.1 Diskussion der Methode
4.1.1 Molekularbiologische Verfahren

4.1.1.1 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR ist eine bewéhrte Technologie zur zuverlassigen
Quantifizierung von Genexpressionsmustern (Wang et al. 2014). Durch Extraktion
von mRNA aus dem Untersuchungsgewebe und anschlieRender Umschreibung
mittels reverser Transkriptase in cDNA ist es unter Zurhilfenahme bekannter DNA-
Sequenzen, sogenannter Primer, mdglich, Expressionsmuster zu analysieren.
Verschiedene Verfahren zur Echtzeitmessung der Amplifikation wurden in den
vergangenen Jahren entwickelt (Bruhn et al. 2011). Gemeinsames Prinzip dabei ist

der Nachweis der Amplikonbildung in jedem Amplifikationszyklus mittels Messung
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der Fluoreszenzaktivitatt DNA-bindender Fluorophore (Bruhn und Armstrong 2008;
Hillebrand 2013). Die DNA-Konzentration und Startkopienzahl wird dabei nicht
absolut gemessen, sondern die Kinetik der zur Menge der DNA proportionalen
Fluoreszenzaktivitat bestimmt (Hillebrand 2013; Pfaffl 2004). Bei der relativen
Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres, nicht
reguliertes Housekeeping-Gen, und eine Probe mit standardisierter, verdunnter
Genexpression bezogen. Man nennt diesen Vorgang auch Normalisierung der
Expressionsergebnisse (Meuer et al. 2001; Pfaffl 2004). Anders als bei der
konventionellen semiquantitativen Endpunktanalyse kommt es bei der quantitativen
Real-Time PCR nicht zu einer Verschiebung des stochiometrischen Verhéaltnisses
von Primer zu Template/Amplikon und somit zu einer Verfalschung der
Messergebnisse (Bruhn et al. 2011). Bei der semiquantitativen Anfarbung von
Gelelektrophorese-Banden im Rahmen der Endpunkt-PCR kann es zu
Verfalschungen der Messergebnisse kommen. Die quantitative Real-Time PCR ist
eine gute Alternative, da hierbei aus den Effizienzen der Schwellenwerte, dem
sogenannten Cycle Threshold die DNA-Menge in Relation zum Referenzgen und zur
Standardprobe quantifiziert werden kann. Mit einer Normalisierung auf Referenzgene
wird eine Eingrenzung der Ergebnisvarianz, verursacht durch Matrix-Transskriptions-
oder mRNA-Extraktionseffekte, erreicht (Schmittgen et al. 2000; Pfaffl 2001, 2004,
Bruhn et al. 2011; Hillebrand 2013).

Das SYBR-Green-Assay basiert auf der unspezifischen Inkorporation des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green in die doppelstrangige DNA wéhrend der
Annealing- und Elongationsphase (Bruhn et al. 2011). SYBR-Green absorbiert
blaues Licht bei einer Wellenlange von Anax= 494 nm und emittiert nach
Eingliederung in den DNA-Strang grines Licht mit einer Wellenlange von
Amax = 521 nm. Dies ermoglicht die einfache Detektion, ausgehend von einer
Basalfluoreszenz aufgrund von doppelstrangiger Template-DNA, einer mit jedem
Zyklus steigenden Fluoreszenz (Bruhn et al. 2011). Vorteilhaft ist die beinahe
universelle Einsetzbarkeit und einfache Handhabung, dem stehen allerdings
Nachteile im Bezug auf das relativ unspezifische Bindungsverhalten an
doppelstrangiger DNA von SYBR-Green gegenuber. Dieser Nachteil kann durch die
Verwendung eines spezifischen Sondensystems, den sogenannten TagMan-Assays
umgangen werden. Hierbei bedient man sich applikonspezifischer Oligonukleotide,

sogenannter Sonden, mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Reporterfarbstoff) am 5" -Ende
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und einem nahe positionierten Quencher am 3 -Ende (Bruhn et al. 2011; Heid et al.
1996). Wahrend der PCR bindet die TagMan-Sonde an die spezifische Zielsequenz,
die von den Primern flankiert wird (Ganten et al. 2003). Bei intakter TagMan-Sonde
kann, bedingt durch den unterdrickenden Einfluss des Quencher kein
Fluoreszenzsignal emittiert werden. (Heid et al. 1996). Die fur die Real-Time PCR
verwendete Taqg-Polymerase besitzt eine 5°-3"-Exonukleaseaktivitat, die die
eingesetzte TagMan-Sonde im Rahmen der Synthese eines neuen DNA-Stranges
spaltet (Holland et al. 1991). Durch die Spaltung der Sonde in kleinere Nukleotide
wird der Fluoreszenzfarbstoff vom Quencher getrennt, wodurch das Fluoreszensignal
nicht langer unterdrickt wird. Mit jedem neuen DNA-Synthesezyklus und der damit
verbundenen steigenden Emission eines Fluoreszensignals kann so auf die Anzahl
neugebildeter DNA-Molekile riickgeschlossen werden (Holland et al. 1991; Heid et
al. 1996; Ganten et al. 2003). Gemeinhin gilt das SYBR-Green-Assay gegeniber
dem TagMan-Analyseverfahren allerdings als geeigneter hinsichtlich seiner Spezifitat
(Schmittgen et al. 2000).

Zur Vermeidung fehlerhafter, d.h. unspezifischer PCR-Produkte, und um eine
ausreichende Spezifitait des SYBR-Green-Assays zu gewahrleisten, sollte immer
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt werden (Schneeberger et al. 1995; Ririe et
al. 1997; Schmittgen et al. 2000). Zum Ausschluss unspezifischer PCR-Produkte
kann bei Verdacht und zur Verifizierung eine Basenpaarlangenanalyse mittels

klassischer Gelelektrophorese durchgefiihrt werden.

4.1.2 Histomorphometrische Verfahren

Fur die quantitative Untersuchung von Gewebehistologien kénnen histomorphometris
che Verfahren genutzt werden. Auf dem Gebiet der In-Vitro-Diagnostik ist die
Histomorphometrie von Dinnschnitten eine seit Jahrzehnten etablierte Methode zur
guantitativen Bestimmung von Strukturparametern (Engelke et al. 1999). Da damit
eine Ortsauflésung von 1 pm problemlos erreicht werden kann, eignen sich
histomorphometrische Verfahren auch zur Quantifizierung der Modeling- und
Remodelingprozesse des Knochens (Engelke et al. 1999). Ublicherweise werden
dazu angefarbte Dinnschnitte untersucht (Engelke et al. 1999). Verschiedene
histologische Farbe- und Fixierungsverfahren ermoéglichen die Herstellung
sogenannter Dunnschliffpraparate, in denen Gewebestrukturen aufbereitet und
mikroskopisch ausgewertet werden konnen. Neben dem hier verwendeten

Farbungsverfahren nach Smith und Karagianes lassen sich auch andere
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Farbungsverfahren je nach Gewebeart und Fragestellung verwenden (Smith und
Karagianes 1974).

Das Prinzip der Histomorphometrie liegt darin, dass ein vom Mikroskop vergrol3ertes
Bild von einer Digitalkamera erfasst und an einen Personalcomputer weitergegeben
wird. Mit einer Histomorphometrie-Software ko&nnen anschlieBend quantitative
Messungen an den Bildern vorgenommen werden (Bartels 2011). Die
Histomorphometrie beruht auf dem Prinzip der Stereologie. Die Nachteile dieses
Verfahrens liegen neben der aufwendigen Probenpraparation vor allem darin, daf3
zur Extrapolation der in zweidimensionalen Schnitten gewonnenen Ergebnisse in die
dritte Dimension Modellannahmen Uber die zugrundeliegende Architektur gemacht
werden, die im Allgemeinen nicht erfullt sind (Engelke et al. 1999). Bei der
Herstellung von Diunnschliffpraparaten, die fur die histomorphologische
Untersuchung notwendig sind, sind auftretende Risse oder Falten in der zu
beurteilenden Region eine nicht auszuschlieRende Quelle fir Messfehler (Stohrer
2009). So konnen bereits bei der Einbettung des Untersuchungsmaterials in den
Kunststoff Technovit 9100 NEU Fehler entstehen. Auch durch unvorsichtiges Sagen
oder zu grobes Beschleifen der Praparate kann es im Untersuchungsmaterial zu
Ausrissen kommen, die sich bei der histomorphometrischen Untersuchung in Form
von Artefakten niederschlagen.

Als neue Methode und potentielle Alternative zur Histomorphometrie hat sich
allerdings im letzten Jahrzehnt die Technologie der Mikro-Computer-Tomographie
(UCT) etabliert (Engelke et al. 1999). Bei der Technologie des uCT handelt es sich
um ein rontgenbasiertes, hochaufldsendes Schnittbildverfahren. Grundlage fir diese
Verfahren ist die Technik der herkbmmlichen Computer-Tomographie. Mit Hilfe der
MCT-Technologie ist es zum ersten Mal moglich, die dreidimensionale
Knochenstruktur von kleinen Proben oder auch von Versuchstieren ohne aufwendige
Probenpraparation zu untersuchen (Engelke et al. 1999).

In verschieden Studien wurde die Korrelation zwischen Histomorphometrie und uCT
untersucht (Thomsen et al. 2005). So verglichen Uchiyama et al. in einer Arbeit tber
trabekulare Strukturen des menschlichen Os iliacale das pCT-Verfahren mit der
konventionellen Histomorphometrie (Uchiyama et al. 1997). Es wurden transiliakale
Knochenbiopsien von 15 Patienten mit verschiedenen metabolischen
Knochenerkrankungen genommen und zweidimensionale uCT-Bilder erstellt. Anhand

der pCT-Bilder wurden Gesamtflache, Knochenflache und Knochenumfang
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bestimmt. Hieraus konnten sofort halbautomatisiert die Parameter Knochenvolumen
(BVITV), Trabekeldicke (Tb.Th), Trabekelanzahl (Tb.N) und Trabekeltrennung
(Tb.Sp) errechnet werden. Um die Qualitat dieses Verfahrens beurteilen zu kénnen,
wurden die Ergebnisse mit den Ergebnissen des herkdmmlichen
Histomorphometrieverfahrens verglichen (Uchiyama et al. 1997). Signifikante
Korrelationen zwischen diesen beiden Techniken konnten fir alle Parameter mit
einem Kaorrelationskoeffizienten von 0,759 (Tb.N<0,005) bis hin zu 0,949
(BVTV,p<0,0001) festgestellt werden (Uchiyama et al. 1997).

Auch in der BIOMED-I-Studie "Bewertung der Knochenqualitat bei Osteoporose”
wurde das pCT-Verfahren mit der konventionellen Histomorphometrie verglichen.
Auch hier zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen Histomorphometrie und
WUCT fur die Parameter Knochenvolumen (BV/TV) (r=0,93), Trabekeltrennung (BS/TV)
(r=0,91), Trabekeldicke (Th.Th) (r=0,84) und Trabekelabstand (Tb.Sp) (r=0,91). Die
mittleren prozentualen Unterschiede zwischen uCT und Histomorphometrie reichten
von 2,5 % (BV/TV) bis 6,1 % (Th.Th) (Mdller et al. 1998). Die Ergebnisse zeigen,
dass die uCT auf Basis von 2D-Bildern ein nitzliches Werkzeug fur die Bildgebung
und zerstérungsfrei die Quantifizierung der Mikroarchitektur des trabekuléren
Knochens in unverarbeiteten chirurgischen Knochenproben sein kann (Uchiyama et
al. 1997). Ein Nachteil der uCT-Technologie ist die Begrenzung des Messfeldes auf
relativ kleine Volumina von, je nach Auflésung, einigen mm?3 bis zu wenigen cms3
(Engelke et al. 1999). Auch ist die Bedeutung des UCT bei der Diagnose anderer
Erkrankungen wie beispielsweise hamatologischer Systemerkrankungen, die
eindeutig in zwei-dimensionalen Schnittpréparaten beurteilt werden kdénnen noch
unklar (Delling et al. 1995). Daher muss die Relevanz des kleinen Volumens fir die
jeweilige  Fragestellung immer bedacht werden. Verglichen mit der
Histomorphometrie ist der apparative Aufwand fur einen pCT-Scanner relativ hoch,
die Probenpraparation dagegen sehr einfach. Bevor die Histomorphometrie an
Dunnschliffen durch uCT-Verfahren ersetzt werden kann, muss aber insbesondere
zur Visualisierung und Quantifizierung von Modeling- und Remodelingprozessen die
Ortsauflosung von uCT-Systemen weiter gesteigert werden (Engelke et al. 1999).
Vergleicht man beide Techniken, so gelangt man zu dem Schluss, dass weder die
eine noch die andere Methode allein fir alle Fragestellungen befriedigende
Ergebnisse hervorbringt. Vielmehr sollten die beiden Techniken als sich erganzende

Verfahren betrachtet werden. So bietet die Histomorphometrie mit ihrer breiten
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Anwendbarkeit auf verschieden Gewebe ein grofies Anwendungsspektrum, bleibt
aber im Gegensatz zur uCT immer auf nur zwei Dimensionen beschrankt. Das puCT
hingegen bietet zwar die dreidimensionale und zerstérungsfreie Darstellung von
Gewebeproben und ist im kleinen Rahmen sogar auch in vivo anwendbar, bleibt aber
nach wie vor auf bestimmte Gewebearten beschrankt und bedarf noch weiterer

technischer Entwicklung.

4.2 Diskussion des Tiermodells

Das Gottinger Minischwein scheint aufgrund seiner groRen Ahnlichkeiten zum
humanen Organismus beziiglich seiner Organsystemen sowie der Schleimhaut und
dem Knochen als Grof3tiermodel fir die Untersuchung bisphosphonat-induzierter
Knochenstrukturverdnderungen besonders geeignet zu sein. Fir diese Untersuchung
wurden 15 weibliche Gottinger Minischweine vom Versuchsgut Relliehausen der
Georg-August-Universitat Goéttingen in Dassel verwendet. Die Tiere wurden zur
Vermeidung einer Selektionsbias randomisiert und in zwei Versuchsgruppen und
eine Kontrollgruppe zu je 5 Schweinen eingeteilt. Bei den Minischweinen handelte es
sich um 15 Sauen mit einem Durchschnittsalter von 5 Jahren. Somit war zum
Zeitpunkt des Versuchsbeginns davon auszugehen, dass das Knochenwachstum der
Tiere abgeschlossen war. Ein abgeschlossenes Knochenwachstum sollte bei
Tiermodellen in der Untersuchung von Bisphosphonat induzierten Knochennekrosen
vorausgesetzt  werden, um etwaige Interaktionen mit  osteogenen
Wachstumsprozessen zu vermeiden. Das Durchschnittsgewicht der Versuchstiere
lag bei 68,64 +/- 13,59 kg.

Um Effekte durch Stérfaktoren (Bias durch Confounder) zu verhindern, wurden die
Tiere aller drei Versuchsgruppen exakt gleich behandelt. Die Schweine stammten
alle vom gleichen Zuchtbetrieb, so dass der Einfluss, den eine unterschiedliche
Herkunft auf die Versuchsergebnisse bewirken kann, gering gehalten wurde (Bartels
2011). Die von Turner et al. beschriebene Ausschaltung von Einflissen von
genetischen Variablen auf Versuchsergebnisse durch Verwendung einheitlicher
Zuchtlinien, beispielsweise in Tiermodellen mit Mausen oder Ratten, ist derzeit bei
der Verwendung von Gottinger Minischweinen nicht realisierbar (Turner 2001). Um
den Einfluss des Operationsablaufs auf die Versuchsergebnisse auszuschliel3en,
wurden die Tiere der Kontrollgruppe der gleichen OP unterzogen wie die Tiere der
Versuchsgruppen | und Il. Die Operationen wurden stets vom gleichen OP-Team

vorgenommen.
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Die Versuchsdauer betrug ab der ersten Operation der Tiere 9 Monate. Eine
thematisch vergleichbare Studie durch Pautke et al. wurde mit 10 Goéttinger
Minischweinen durchgefuhrt und lief Gber einen Zeitraum von 7 Wochen (Pautke et
al. 2012).

4.3 Diskussion der statistischen Auswertung

Hinsichtlich der wenigen statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen sowohl in der molekularen Expressionsanalyse als
auch in der histomorphometrischen Untersuchung muss eine vorsichtige
Interpretation der Ergebnisse vorgenommen werden. Die erhaltenen Daten kénnen
entweder zu Recht nicht signifikant sein oder es ist ein B-Fehler aufgetreten (Gaus
und Muche 2014). Nur bei sehr grof3en Fallzahlen und damit verbundener sehr
grol3er Power kann man aus einer nicht signifikanten Testentscheidung schliel3en,
dass der mdoglicherweise Ubersehene Unterschied so gering ist, dass er praktisch
unbedeutend ist (Gaus und Muche 2014). Die in diesem Versuch herangezogene
Anzahl von 15 Versuchstieren ist unter dem Gesichtspunkt einer Poweranlyse als zu
gering zu bewerten, um klare Signifikanzunterschiede verlasslich zu generieren. Da
es sich in diesem Fall allerdings um eine Pilotstudie an einem Grof3tiermodel mit dem
entsprechenden Aufwand handelt, kann die Anzahl von 15 Goéttinger Minischweinen
akzeptiert werden.

Auch die Auswahl des Mann-Whitney-U-Testes (M-W-U-Test) birgt gewisse
Schwierigkeiten bezuglich der Feststellung signifikanter Ergebnisse. Der M-W-U-Test
vergleicht zwei unverbundene Stichproben, dabei werden die Mediane miteinander
verglichen. Eine Normalverteilung der Daten wird nicht vorausgesetzt. Insofern
basiert dieser Test auf wesentlich schwéacheren Voraussetzungen als beispielsweise
der t-Test, bei dem eine Normalverteilung der Daten vorausgesetzt sein sollte (Weil3
und Rzany 2008). Da bei den Daten aus den hier beschriebenen Versuchen keine
Normalverteilung vorliegt, kam hier der M-W-U-Test zur Anwendung. Problematisch
hierbei ist lediglich die Tatsache, dass die geringe Anzahl der Versuchstiere eine
gewisse Ungenauigkeit mit sich bringt, da bei der Anwendung des M-W-U-Testes
eine Mindestanzahl von 7 Untersuchungsindividuen nicht unterschritten werden

sollte.
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4.4 Diskussion der Ergebnisse

4.4.1 Diskussion der molekularbiologischen Untersuchung der RANKL-
Expression
Die Ergebnisse der Untersuchung beziglich der Genexpression von RANKL sowohl
im Alveolarknochen des OK und UK, sowie im Mandibularknochen und dem
Beckenkammknochen konnten im Vergleich der Versuchsgruppen (VG | und VG II)
mit der Kontrollgruppe (KG) nur teilweise einen signifikanten Unterschied zeigen.
So zeigt die Analyse der Knochenproben des Oberkieferalveolarknochens (AOK), die
in OP |, also vor dem Beginn der Zoledronattherapie enthommen wurden, ein tber
die Kontrollgruppe und die Versuchsgruppen gleichmafiiges Ausgangsniveau
bezlglich der RANKL-Expression. Nach dreimonatiger Zoledronattherapie kam es in
den Versuchsgruppen zu einem Anstieg der RANKL-Expression.
Anders verhielt es sich bei der Analyse der Knochenproben des
Unterkieferalveolarknochens  (AUK). Hier kam es nach dreimonatiger
Zoledronattherapie zu einem Abfall der RANKL-Expression. Auch konnte hier ein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe
festgestellt werden.
Die Untersuchung der Knochenproben des Mandibularknochens (UK) erbrachte ein
ahnliches Ergebnis zur Auswertung des AUK. Hier kam es zwar nach dreimonatiger
Zoledronattherapie in VGI und VG Il zu einem leichten Anstieg der RANKL-
Expression. Sechs Monate nach der ersten Zoledronatinfusion konnte in beiden
Versuchgruppen allerdings ein Abfall der RANKL-Expression festgestellt werden.
Die Untersuchung der Beckenkammproben in den verschiedenen Versuchsgruppen
zeigte nach dreimonatiger Zoledronattherapie einen leichten Abfall der RANKL-
Expression in VG Il. Mit fortschreitender Zoledronattherapie konnte allerdings in
beiden Versuchsgruppen ein Anstieg der RANKL-Expression beobachtet werden.
Diese Ergebnisse stehen zum Teil im Einklang mit immunhistochemischen
Untersuchungen durch Cankaya et al. und Yang et al. Sie untersuchten die RANKL-
Expression an Sprague-Dawley-Ratten mittels eines ELISA-Verfahrens im
Madibulaknochen und an der Tibia (Cankaya et al. 2013; Yang et al. 2015). Auch
wurde hier wurde eine Verringerung der RANKL-Expression im Mandibularknochen
beschrieben, was in unserer Untersuchung im Unterkieferalveolarknochen und nach
langerer Zoledronattherapie auch im Mandibularknochen ebenfalls gezeigt werden

konnte. Gleichzeitig konnte in der Untersuchung des Tibiaknochens, der als
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Vergleichsgewebe fungierte, ein Anstieg der RANKL-Expression nachgewiesen
werden (Cankaya et al. 2013). In der hier vorliegenden Studie dienten die
Knochenproben aus dem BK als Vergleichsgewebe und auch hier konnte ein Anstieg
der RANKL-Epression gezeigt werden.

Yang et al. beschreiben in ihrem Bericht Uber ihren Versuch zur Etablierung eines
neuen Tiermodels zur Untersuchung der BRONJ an weiblichen Sprague-Dawley-
Ratten ebenfalls eine Verringerung der RANKL-Expression nach Bisphosphonatgabe
im untersuchten Knochengewebe des Kiefers (Yang et al. 2015). Auch Kaibuchi et al.
konnten in ihrer Untersuchung der Wirkung von multipotenten mesenchymalen
Stromazellen auf Sprague-Dawley-Ratten mit einer BRONJ die Abnahme der
RANKL-Expression im Kleintiermodel zeigen (Kaibuchi et al. 2016)

Fernandez et al. berichteten ebenfalls in einer Studie mit Knochenmark-Stromazellen
von Patienten mit multiblem Myelom, die mit dem Bisphosphonat Ibandronat
behandelt wurden, dass es zu einem Rilckgang der RANKL-Expression kam
(Fernandez et al. 2010). Zwar wurde in der erwahnten Untersuchung ein anderes
Bisphosphonat angewendet und keine speziellen Knochenregionen untersucht,
jedoch konnten wir diesen Effekt nur in den Knochenproben des Unterkiefers
beobachten.

Nishida et al. kamen diesbeziglich zu ahnlichen Ergebnissen (Nishida et al. 2005).
Sie zeigten in ihrer Untersuchung an Knochenmarkzellen in einer Zellkultur, die mit
einem stickstoffhaltigen Bisphosphonat behandelt wurde, dass die Expression von
RANKL gehemmt wurde (Nishida et al. 2005).

Auch Koch et al. kamen zu gegensatzlichen Ergebnissen (Koch et al. 2010). Sie
untersuchten die Wirkungsweisen verschiedener Bisphosphonate mittels RT-PCR an
Osteoblasten-Zellkulturen. Sie wiesen in ihrer in-vitro-Studie zur RANKL-Expression
in Osteoblasten unter Bisphosphonateinfluss einen Anstieg der RANKL-Expression
nach (Koch et al. 2010).

In einer klinischen Studie mit Morbus-Paget-Patienten untersuchten Martini et al.
unter anderem den RANKL-Serumspiegel vor und nach einer
Bisphosphonatinfusionstherapie (Martini et al. 2007). Sie stellten ein langsames
Absinken des RANKL-Spiegels nach 30 Tagen und ein Verbleiben auf diesem
Niveau Uber die Dauer der Studie fest (Martini et al. 2007).

Es zeigt sich also, dass auch die Studienlage beziglich der Untersuchung der

RANKL-Expression allgemein recht gegenséatzlich ist und somit noch weiterer
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Untersuchungen zur genauen Klarung des Sachverhaltes bedarf. Hier bietet sich das

Gottinger Minischwein als Grof3tiermodel gut an.

4.4.2 Histomorphometrische Ergebnisse

Bei den Ergebnissen der histomorphometrischen Analyse beziglich der
Knochenflache vor bzw. nach Zoledronattherapie konnte nur bedingt ein signifikanter
Unterschied gezeigt werden. Im Vergleich der KG mit der VG | konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe
ermittelt werden.

Trotzdem lassen sich anhand der aufgezeichenten Daten bezuglich
histomorphometrisch gemessener Knochenflache einige Aussagen diskutieren.

So konnte gezeigt werden, dass der Medianwert beziglich der Knochenflache im OK
in VG | und VG Il abnahm.

Die histomorphometrische Auswertung der UK-Schnitte zeigte in der VG | eine
leichte Abbnahme der Knochenflache, die allerdings in der VG Il wieder anstieg.

Die histomorphometrische Untersuchung durch Helm et al. in ihrer Studie an Beagle-
Hunden Uber die Wirkung von Zoledronat zeigte bezlglich der Knochendichte
ahnliche Ergebnisse (Helm et al. 2010). Sie verglichen eine Kontrollgruppe mit einer
Versuchgruppe, die tUber 4 Monate 4 mal monatlich eine Zoledronatinfusion erhielt.
Histomorphometrisch ausgewertet wurden histologische Schnitte des Condylus
mandibulae und eines Lendenwirbels. Beziglich der Knochendichte konnte bei
keinem der Organe ein signifikanter Unterschied zwischen der VG und der KG
festgestellt werden. Die Knochendichte betrug bezogen auf den Condylus
mandibulae in der KG 38,2 % und in der VG 35,9 % (Helm et al. 2010). In diese
Richtung weisen auch die in dieser Untersuchung erhaltenen Ergebnisse. Helm et al.
beschrieben weiterhin einen signifikanten Unterschied bezlglich trabekularer
Knochenneubildung (Trabecular Bone Remodeling = TBR). So war die TBR in der
VG im Lendwirbelkérper 94 % niedriger als in der KG und stellte sich beim Condylus
mandibulae bezuglich der TBR als statistisch aquivalent dar (Helm et al. 2010).
Widerspruchliche Ergebnisse wurden durch Tatli et al. beschrieben (Tatli et al. 2014).
Sie untersuchten an New Zealand-Kaninchen die Wirkung von Zoledronat auf den
physiologischen Knochenumbau und die Mikroarchitektur des kondylaren Teils des
Kiefergelenks und konnten eine Zunahme des Knochenvolumens und anderer

histomorphometrischer Parameter nach Zoledronatbehandlung nachweisen (Tatli et
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al. 2014). Anders als in der hier vorliegenden Untersuchung bekamen die
Versuchstiere allerdings nur eine Einzeldosis von 0,1mg/KG infundiert.
Auch die recht inhomogene Studienlage lasst noch viel Raum fur Studien am

Tiermodell.

4.5 Ausblick

In der Erforschung Bisphosphonat-assoziierter Knochennekrosen hat sich eine
Erprobung im Tiermodell als unumgénglich erwiesen. Als besonders geeignetes
Versuchstier hat sich das Gottinger Minischwein herausgestellt. Es handelt sich um
Groftiermodell, welches in  Knochenstruktur und Metabolismusfunktionen
entsprechender Organe groRe Ahnlichkeiten zum menschlichen Organismus
aufweist. Da nach wie vor die Problematik von auftretenden Knochennekrosen bei
mit Bisphosphonaten der dritten Generation behandelten Patienten auftritt, bietet sich
das Groltiermodel "Gottinger Minischwein" auf Grund der genannten positiven
Eigenschaften auch weiterhin an.

Als schwierig bei der Anwendung von Groldtiermodellen erweist es sich oft, eine
ausreichende bzw. winschenswerte Signifikanz der Daten zu erreichen. Dies liegt im
Wesentlichen an der oft begrenzten Anzahl der Versuchstiere bzw. der Mdglichkeit,
diese adaquat zu halten und zu betreuen. So handelt es sich bei der vorliegenden
Untersuchung um eine Pilotstudie, bei der eine geringe Zahl an Tieren untersucht
wurde. Daher ware bei der Untersuchung ahnlicher Fragestellungen ein gréf3eres
Untersuchungskollektiv winschenswert. Die Evidenz zur Eignung des Gottinger
Minischweins bezuglich der Erforschung Bisphosphonat-induzierter
Knochennekrosen sollte auch weiterhin durch &hnliche Versuchs- und Studienreihen
untermauert werden.

In der Zukunft wird die neuere Technologie der pCT eine grol3ere Rolle bei
Untersuchungen von Gewebeproben spielen. Da es sich hierbei im Gegensatz zur
Histomorphometrie um ein dreidimensionales und nicht destruktives Verfahren
handelt, wird sich bei technischer Ausreifung ein grof3es Untersuchungsspektrum
ergeben.

Die fluoreszenzbasierende Real-Time-PCR ist ein wichtiges Werkzeug in
Wissenschaft und Medizin. Die Verfahren sind, einmal etabliert, einfach
durchzufihren und alle Formate erlauben einen hohen Probendurchsatz. Die real-
time-PCR kombiniert hohe Sensitivitat mit einer verlasslichen Spezifitat.

Standardisierte Assays und verbesserte Auswertungsalgorithmen werden in Zukunft
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die Probleme der Referenzgene und Standardkurven dberwinden und die
Real-Time-PCR zu einer der empfindlichsten Nachweismethoden fur Nukleinsduren
machen (Holzapfel und Wickert 2007).

Als Parameter zur Risikoeinschatzung bezlglich der Ausbildung einer BRONJ, als
Nebenwirkung einer Bisphosphonattherapie bei Osteoporosepatienten wurde das C-
terminale Telopeptid (CTX) identifiziert. Im Vergleich zu anderen Markern gilt es als
zuverlassig bei der Abschatzung der Supression des Knochenstoffwechsels und ist
von besonderem Interesse bei der Abschatzung des Risikos, an einer BRONJ zu
erkranken (Rosen et al. 2000; Alexandersen et al. 2005). CTX entsteht wahrend der
osteoklastaren Knochenresorption von Kollagen Typ | und ist als solches in Serum
und Urin nachweisbar. In verschiedenen Untersuchungen von Bagan et al. 2008,
Lehrer et al. 2008 und Kunchur et al. konnten durch die Messung des Serum CT X-
Spiegels keine zuverlassigen Prognosen fur die Entstehung einer BRONJ erstellt
werden (Bagan et al. 2008; Lehrer et al. 2008; Kunchur et al. 2009). Allerdings
konnte die CTX-Bestimmung eine Risikoabsché&tzung vor oralchirurgischen Eingriffen
eine Bedeutung erlangen (Kunchur et al. 2009).

In den letzten Jahren haufen sich Berichte und Fallstudien, dass es durch die Gabe
von Teriparatid moglich ist, die Entwicklung einer BRONJ zu beeinflussen (Harper
und Fung 2007; Lau und Adachi 2009; Lee et al. 2011; Chan und McCauley 2013).
So scheint die Gabe von Teriparatid zu einem Abbau des nekrotischen Gewebes zu
fuhren und zur Knochenneubildung beizutragen (Subramanian et al. 2011).
Allerdings sind die genauen Prozesse nach wie vor nicht in Ganze geklart und

bedurfen weiterer Untersuchungen.

4.6 Schlussfolgerung

Ziel dieser Studie sollte die tierexperimentielle  Untersuchung von
Knochenstrukturverdnderungen im Kieferknochen nach Zoledronatbehandlung
mittels molekularbiologischer und histomorphometrischer Methoden sein.

Folgende Schlussfolgerungen kdnnen unter den genannten Studienbedingungen
abgeleitet werden:

1. Die Ergebnisse der qualitativen Real-Time-PCR zeigen ein ahnliches Bild

der RANKL-Expression in den verschiedenen Entnahmeregionen.
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a. In den aus dem Unterkiefer entnommenen Knochenproben konnte eine
zumindest temporare Zunahme der RANKL-Expression nach
Zoledronattherapie festgestellt werden.

b. In den Knochenproben des Oberkiefers und des Beckenkamms
hingegen kam es generell zu einem Anstieg der RANKL-Expression in

den Versuchsgruppen.

Da RANKL ein TNF-Faktor im Metabolismus des Kochenabbaus ist, kann hier

mittelbar auf einen tendenziellen Knochenabbau riickgeschlossen werden.

2. Bei den Versuchstieren, die mit Zoledronat behandelt wurden, zeigten sich
in der histomorphometrischen Untersuchung Veranderungen bezuglich der
Knochenflache im Vergleich der Versuchgruppen VG | und VG |l
zueinander und im Vergleich zur nicht mit Zoledronat behandelten
Kontrollgruppe KG.

a. In VG | ist das Knochenvolumen innerhalb der definierten
Auswertungsflache nach Bisphosphonattherapie geringer als im
Vergleich zur VG Il und zur KG.

b. In VG Il ist das Knochenvolumen dhnlich dem der Kontrollgruppe KG.

c. In VG Il kam es bei den gemessenen Parametern zur Erholung

gegenuber VG I.
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5 Zusammenfassung

Bisphosphonate stellen heute bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen des
Knochenstoffwechsels wie Osteoporose oder Morbus Paget, aber auch bei malignen
Karzinomentitdten wie Lungen-, Mamma- oder Prostatakarzinomen das
therapeutische Mittel der Wahl dar.

In den letzten Jahren haufen sich Berichte Uber das Auftreten von Knochennekrosen
ausschlielich im Kieferbereich bei Patienten, die 2-3 Jahre zuvor mit einer
Zoledronattherapie behandelt wurden.

Bis heute sind Fragen beziglich der genauen Pathogenese bzw. deren molekulare
Grundlagen nicht befriedigend erklart.

Bisherige Studien haben bereits Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen,
vor allem an Kleintiermodellen, beschrieben.

Das Gottinger Minischwein eignet sich auf Grund seiner dem menschlichen
Organismus sehr ahnlichen physiologischen Eigenschaften gut als Groltiermodell
zur Untersuchung bisphosphonat-induzierter Kiefernekrosen.

In der hier vorliegenden Studie wurden 15 Goéttinger Minischweine randomisiert in
zwei Versuchsgruppen und eine Kontrollgruppe eingeteilt. Zu Beginn wurden bei
allen Tieren in einer ersten Operation Knochenbiopsien des Unterkiefers und des
Beckenkamms genommen. Weiterhin wurden jeweils 3 Pramolaren im Il. und IIl.
Quadranten gezogen und ebenfalls Knochenbiopsien vom Alveolarknochen des
Ober- und Unterkiefers entnommen. Ab dem 3. Versuchsmonat bekamen die Tiere
der Versuchsgruppen 6 bzw. 7 Monate lang 1 mal monatlich bis zum
Versuchsabschluss eine Zoledronatinfusion (5,9 mg Zolendronic acid in 5 ml
sterilisiertem Wasser gelost und mit 100 ml 0,9 NaOCI verdiunnt) via
Ohrvenenzugang infundiert.

Im 6. Versuchsmonat wurden in einer zweiten Operation erneut Knochenbiopsien
aus Mandibularknochen und Beckenkammknochen entnommen. Diesmal wurden
Pramolaren im I. und IV. Quadranten extrahiert und Knochenbiopsien aus den
entsprechenden Regionen genommen.

Nach dem 8. bzw. 9. Versuchsmonat erfolgte die letzte Operation, auch hier wurden
Knochenbiopsien des Mandibularknochens und des Beckenkamms genommen. Die
Knochenbiopsien aus den verschieden Regionen wurden molekularbiologisch

aufbereitet und mittels grt-PCR auf die RANKL-Expression untersucht.
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Weiterhin  wurden aus dem direkt nach der Euthanasie entnommenen
Mandibularknochen Dunnschliffpraparate mit einer Farbung nach Smith und
Karagianes angefertigt und histomorphometrisch bezuglich der Knochenflache in
einer festgelegten Untersuchungsflache untersucht.

Ein statistischer Vergleich der Versuchsgruppen mit der Kontrollgruppe mittels Mann-
Withney-U-Test wurde in beiden Versuchsteilen durchgefihrt.

Die rt-PCR zeigt eine tendenzielle, zumindest vorubergehende Zunahme der
Expression von RANKL in allen untersuchten Entnahmeregionen auf3er im
Unterkieferalveolarknochen der Versuchstiere. So sank die RANKL-Expression im
Mandibularknochen und im Unterkieferalveolarknochen am Ende des jeweiligen
Untersuchungszeitraumes wieder auf das Ausgangsniveau.

Ein signifikanter Unterschied beziiglich der RANKL-Expression konnte lediglich im
Unterkieferalveolarknochen beim Vergleich der KG mit der VG Il nachgewiesen
werden.

Die histomorphometrische Untersuchung zeigte eine leichte Abnahme der
Knochenflache in VG | im Vergleich mit der KG. Der Vergleich der KG mit der VG Il
hingegen zeigte mehr Knochenflache in der VG Il. Bezuglich der
histomorphometrischen Auswertung des UK konnte ein &hnliches, wenn auch
weniger deutliches Ergebnis gezeigt werden.

Ein signifikanter Unterschied konnte nur beim Vergleich der KG mit der VG |

festgestellt werden.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Statistische Auswertung der RANKL- Expression
KG/VG I

Mann-Whitney U-Test (mit Stetigkeitskorrektur) (Mittelwertin Minis ONJ Gene)
Nach Var.: Zometa
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Ausschlussbedingung: 1=2
Rgsumme ‘ Rgsumme ‘ V] z ‘ p-Wert ‘ p2 ‘ p-Wert ‘ Giit. N ‘ Giit. N ‘ 2*eins.
Variable Gruppel Gruppe2 korr. Gruppel Gruppe2 exaktp
OP1_AOK_RANKL 30,00000 25,00000 10,00000 0,41779  0,676104 0,41779  0,676104 5 5 0,690476
OP2_AOK_RANKL 20,00000 35,00000 5,00000 -1,46225  0,143673 -1,46225  0,143673 5 5 0,150794
OP2_AUK_RANKL 33,00000 22,00000 7,00000 1,04447 0,296271 1,04447 0,296271 5 5 0,309524
OP1_AUK_RANKL 20,00000 35,00000 5,00000 -1,46225 0,143673 -1,46225 0,143673 5 5 0,150794
OP1_BK_RANKL 20,00000 16,00000 6,00000 0,43301 0,665006 0,43301 0,665006 4 4 0,685714
OP2_BK_RANKL 26,00000 29,00000 11,00000 -0,20889  0,834532 -0,20889  0,834532 5 5 0,84127C
OP3_BK_RANKL 25,00000 30,00000 10,00000 -0,41779  0,676104 -0,41779  0,676104 5 5 0,690476
OP1_UK_RANKL 22,00000 33,00000 7,00000 -1,04447  0,296271 -1,04447  0,296271 5 5 0,309524
OP2_UK_RANKL 26,00000 29,00000 11,00000 -0,20888 0,834532  -0,20889 0,834532 5 5 0,84127C
OP3_UK_RANKL 32,00000 23,00000 8,00000 0,83557  0,403396 0,83557  0,403396 5 5 0,420635
Mann-Whitney U-Test (mit Stetigkeitskorrektur) (Mittelwert in Minis ONJ Gene)
NachVar.: Zometa
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Ausschlussbedingung: 2=1
Rgsumme Rgsumme ] z ‘ p-Wert z ‘ p-Wert ‘ Giit. N ‘ Giilt. N ‘ 2*eins.
Variable Gruppel Gruppe2 korr. Gruppel Gruppe2 exaktp
OP1_AOK_RANKL 28,00000 27,00000 12,00000 0,00000  1,000000 0,00000  1,000000 5 5 1,000000
OP2_AOK_RANKL 22,00000 23,00000 7,00000 -0,61237 0,540292  -0,61237  0,540292 5 4 0,555556
OP2_AUK_RANKL 35,00000 10,00000 0,00000 2,32702) 0,019965 2,32702  0,019965 5 4 0,015873
OP1_AUK_RANKL 19,00000 36,00000 4,00000 -1,67115 0,094694 -1,67115 0,094694 5 5 0,095238
OP1_BK_RANKL 12,00000 33,00000 2,00000 -1,83712 0,066193 -1,83712 0,066193 4 5 0,063492
OP2_BK_RANKL 22,00000 23,00000 7,00000 -0,61237 0,540292  -0,61237 0,540292 5 4 0,555556
OP3_BK_RANKL 23,00000 22,00000 8,00000 -0,36742 0,713303 -0,36742 0,713303 5 4 0,730158
OP1_UK_RANKL 23,00000 22,00000 8,00000 -0,36742 0,713303 -0,36742 0,713303 5 4 0,73015¢
OP2_UK_RANKL 22,00000 23,00000 7,00000 -0,61237  0,540292 -0,61237  0,540292 5 4 0,555556
OP3_UK_RANKL 27,00000 18,00000 8,00000 0,36742  0,713303 0,36742  0,713303 5 4 0,730158
Deskriptive Statistik
Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)
Variable Zometa \ Gilt. N \ Mitte hw. Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.
OP1 AOK_RANKL 0 5 0,342625 0,239807 -0,310076 1,154902) 0,571226
OP1 AOK_RANKL 1 5 0,153797 -0,048910 -0,358400 0,820708 0,550394
OP1 AOK RANKL 2 5 -1,91479 0,350185 -11,5998 1,106348  5,435968
Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)
Variable Zometa \ Gilt. N \ Mitte . \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.
OP2_AOK_RANKL 0 5 -0,736736 -0,806258 -2,02087 0,365277 0,925709
OP2_AOK_ RANKL 1 5 0,594341 0,494946 -1,51708 2,289742  1,491073
OP2 AOK RANKL 2 4 -0,455872 0,106146 -2,98882 0,953038  1,853587
Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)
Variable Zometa \ Gllt. N \ Mitte lw. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.
OP1 AUK_ RANKL 0 5 -0,432035  -0,250127 -1,42647 0,069990, 0,623749
OP1_AUK_RANKL 1 5 0,296279 0,214884  -0,323609 1,278734  0,653738
OP1 AUK RANKL 2 5 0,395508 0,631245 -1,00672 1,038567 0,822426
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Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)

Variable Zometa \ Gilt. N \ Mitte w. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.

OP2_AUK_RANKL 0 5 0,542612 0,463930  -0,449602 1,871745 0,846190
OP2_AUK_RANKL 1 5 -0,050946 -0,154717 -1,29547 1,967845 1,256212
OP2 AUK_ RANKL 2 4  -0,889760  -0,880431 -1,15500 -0,643182  0,210612

Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)

Variable Zometa \ Gult. N \ Mitte w. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.

OP1 BK_RANKL 0 4  -1,28511  -1,05255 -3,16505 0,129703 1,617984
OP1 BK_RANKL 1 4 -1,42679 -1,11705 -3,30390 -0,169174  1,392297
OP1 BK RANKL 2 5 0,518420 0,327597  -0,187681 1,290531  0,583672

Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)

Variable Zometa \ Glit. N \ Mitte lw. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.

OP2_BK_RANKL 0 5 -2,84925 -3,03717 -4,43753 -1,02896  1,377344
OP2_BK_RANKL 1 5 -2,79611 -2,88245 -4,31095 -0,664111  1,338056
OP2 BK RANKL 2 4 -2,29520  -2,08287 -3,52503 -1,49004 _ 0,876974

Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)

Variable Zometa \ Gllt. N \ Mitte lw. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.

OP3 BK_RANKL 0 5 -2,02414 -1,76945 -3,72313 -0,948729  1,171598
OP3 BK_RANKL 1 5 -1,13779 -1,86832 -2,95733 1,016701 1,648203
OP3 BK RANKL 2 4 -1,17765 -1,64617 -2,61684 1,198579 1,697681

Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)

Variable Zometa \ Gilt. N \ Mitte lw. \ Median \ Minimum \ Maximum Stdabw.
OP1_UK_RANKL 0 5 0,285722 0,138225  -0,625811 1,184951) 0,713253
OP1_UK_RANKL 1 5 0,717427 0,964652  -0,042291 1,271562  0,580012
OP1 UK RANKL 2 4 0,331887 0,310028  -0,593537 1,301027  0,777494
Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)
Variable Zometa \ Gult. N \ Mitte w. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.
OP2_UK_RANKL 0 5 0,316205 0,775722 -1,82767 2,257609  1,557454
OP2_UK_RANKL 1 5 0,875279 0,762617 -0,170787 2,369719  0,930758
OP2 UK RANKL 2 4 1,248855 1,256887 0,644411 1,837238  0,624340
Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Minis ONJ Gene_def.stw)
Variable Zometa \ Gllt. N \ Mitte lw. \ Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.
OP3_UK_RANKL 0 5 -0,192849 0,022388 -1,18133 0,225027  0,564751
OP3_UK_RANKL 1 5 -0,706695 -0,919564 -2,00243 0,659841 0,976714
OP3 UK RANKL 2 4 -0,277270 __ -0,608680 -1,08857 1,196849  1,015328
Boxplots

BoxPlot fur OPL AOK_RANKL gruppiert nach Zometa. BoxPlot fur OP2_AOK_RANKL gruppiert nach Zometa. BoxPlot fur OP2_AUK_RANKL gruppiert nach Zometa.
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BoxPlotfur OP1_AUK_RANKL gruppiertnach Zometa.
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7.2 Statistische Auswertung der histomorphometrischen Analyse

KG/VG I

Mann-Whitney U-Test (mit Stetigkeitskorrektur) (Tabelle 1 in Histomorphometrie_it Mitte lwerten)

Nach Var.: Gruppe

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme ‘ Rgsumme ‘ V] z ‘ p-Wert ‘ z ‘ p-Wert ‘ Giit. N ‘ Giit. N ‘ 2*eins.

Variable Gruppel Gruppe2 korr. Gruppel Gruppe2 exaktp
UK Mittelwert knochenfreie Flache (um?) 19,00000 36,00000 4,000000  -1,67115 0,094694 -1,67115 0,094694 5 5 0,095238
UK Mittelwert knochenfreie Flache % 17,00000 38,00000 2,000000  -2,08893 0,036715 -2,08893 0,036715 5 5 0,03174€
Mitte werte UK Knochen (um2) 37,00000 18,00000  3,000000 1,88004 0,060104 1,88004  0,060104 5 5 0,05555€
Mitte werte UK Knochen % 38,00000 17,00000  2,000000 2,08893 0,036715 2,08893  0,036715 5 5 0,03174¢
OK Mittelwert Knochenfreie Flache (um?) 22,00000 33,00000 7,00000C  -1,04447 0,296271 -1,04447 0,296271 5 5 0,309524
OK Mittelwert Knochenfreie Flache % 22,00000 33,00000 7,00000C  -1,04447 0,296271 -1,04447 0,296271 5 5 0,309524
OK Mittelwert Knochen (un?) 33,00000 22,00000  7,000000 1,04447  0,296271 1,04447  0,296271 5 5 0,309524
OK Mittelwert Knochen % 33,00000 2200000 7,000000 1,04447 0,296271 104447 0,296271 5 5 0,309524
KG/VGII

Mann-Whitney U-Test (mit Stetigkeitskorrektur) (Tabelle1 in Histomorphometrie_it Mitte werten)

Nach Var.: Gruppe

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme ‘ Rgsumme ‘ U ‘ Z ‘ p-Wert ‘ z p-Wert ‘ Giit. N ‘ Giit. N ‘ 2*eins.

Variable Gruppel Gruppe2 korr. Gruppel Gruppe2 exakt
UK Mittewert knochenfreie Fléche (um?) 23,0000C 22,00000 8,00000 -0,367423  0,713303 -0,367423  0,713303 5 4 0,730159
UK Mittewert knochenfreie Flache % 24,00000 21,00000 9,00000  -0,122474 0,902523  -0,122474  0,902523 5 4 0,904762
Mitte werte UK Knochen (um?) 25,0000 20,00000 10,00000 0,122474  0,902523 0,122474  0,902523 5 4 1,000000
Mitte werte UK Knochen % 26,0000 19,00000 9,00000 0,122474  0,902523 0,122474  0,902523 5 4 0,904762
OK Mittelwert Knochenfreie Fléche (um?) 24,0000C 21,00000 9,00000 -0,122474  0,902523 -0,122474  0,902523 5 4 0,904762
OK Mittelwert Knochenfreie Flache % 24,00000 21,00000 9,00000  -0,122474 0,902523  -0,122474  0,902523 5 4 0,904762
OK Mittelwert Knochen (un?) 26,00000 19,00000 9,00000 0,122474  0,902523 0,122474  0,902523 5 4 0,904762
OK Mittelwert Knochen % 28,00000 17,00000 7,00000 0,612372  0,540292 0,612372  0,540292 5 4 0,555556
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VG I/VGII

Mann-Whitney U-Test (mit Stetigkeitskorrektur) (Tabelle1 in Histomorphometrie_it Mitte lwerten)
NachVar.: Gruppe
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme Rgsumme V] ‘ z p-Wert ‘ z ‘ p-Wert ‘ Giit. N ‘ Giit. N ‘ 2*eins.
Variable Gruppel Gruppe2 korr. Gruppel Gruppe2 exaktp
UK Mittelwert knochenfreie Flache (um?) 31,0000C 14,00000 4,00000 1,34722  0,177911 1,34722  0,177911 5 4 0,190476
UK Mittelwert knochenfreie Flache % 31,0000C 14,00000 4,00000 1,34722  0,177911 1,34722  0,177911 5 4 0,190476
Mitte werte UK Knochen (um2) 19,0000C 26,00000 4,00000 -1,34722 0,177911  -1,34722  0,177911 5 4 0,190476
Mitte werte UK Knochen % 20,0000C 25,00000 5,00000  -1,10227 0,270345  -1,10227  0,270345 5 4 0,285714
OK Mittelwert Knochenfreie Flache (um?) 25,0000C 20,00000 10,00000 0,12247  0,902523 0,12247  0,902523 5 4 1,000000
OK Mittelwert Knochenfreie Flache % 25,0000C 20,00000 10,00000 0,12247  0,902523 0,12247  0,902523 5 4 1,000000
OK Mittelwert Knochen (um?) 25,0000C 20,00000 10,00000 0,12247  0,902523 0,12247  0,902523 5 4 1,000000
OK Mittelwert Knochen % 25,0000C 20,00000 10,00000 0,12247  0,902523 0,12247  0,902523 5 4 1,000000
Deskriptive Statistik
Aggregierte Ergebnisse
Deskriptive Statistik (Tabelle in Histomorphometrie it Mittelwerten)
Variable Gruppe \ Glit. N \ Mitte lw. Median \ Minimum \ Maximum \ Stdabw.
UK Mittelwert knochenfreie Flache (um?) 0 5 15828,35 14903,40 11250,97 19513,00 3326,540
UK Mittelwert knochenfreie Flache % 0 5 36,23 34,83 26,05 45,18 7,159
Mittelwerte UK Knochen (um2) 0 5 27224,47 27930,59 23675,33 31940,37 3288,001
Mittelwerte UK Knochen % 0 5 63,77 65,17 54,82 73,95 7,159
OK Mittelwert Knochenfreie Fléche (um?) 0 5 22136,44 23658,04 15387,80 24622,97 3823,968
OK Mittelwert Knochenfreie Fléache % 0 5 51,37 54,80 35,98 57,22 8,740
OK Mittelwert Knochen (um?) 0 5 20889,76 19525,22 18406,22 27191,42  3589,444
OK Mittelwert Knochen % 0 5 48,49 45,23 42,78 63,40 8,474
UK Mittelwert knochenfreie Flache (um?) 1 5 20980,51 20542,79 18190,08 25324,35 2918871
UK Mittelwert knochenfreie Flache % 1 5 48,61 47,53 42,12 58,66 6,775
Mitte werte UK Knochen (um?) 1 5 22182,57 22677,24 17848,42 25000,63 2926,226
Mitte werte UK Knochen % 1 B 51,39 52,47 41,34 57,88 6,775
OK Mittelwert Knochenfreie Flache (um2) 1 5 24334,17 25086,44 16455,78 29580,59 5007,685
OK Mittelwert Knochenfreie Fléche % 1 5 58,68 63,25 40,41 68,53 11,687
OK Mittelwert Knochen (um?) 1 5 17237,17 15871,99 13573,66 22641,25 3911517
OK Mittelwert Knochen % 1 5 41,35 36,75 31,45 59,59 11,706
UK Mittelwert knochenfreie Flache (um?) 2 4 16865,64 16551,58 12700,87 21658,54 3912565
UK Mittelwert knochenfreie Flache % 2 4 39,06 38,34 29,39 50,15 9,071
Mitte werte UK Knochen (um?) 2 4 26319,52 26623,34 21523,92 30507,48 3925,382
Mitte werte UK Knochen % 2 4 60,50 60,78 49,85 70,61 9,312
OK Mittelwert Knochenfreie Flache (um?) 2 4 25720,95 23769,52 21330,32 34014,43 5648,968
OK Mittelwert Knochenfreie Flache % 2 4 59,59 55,05 49,45 78,80 13,080
OK Mittelwert Knochen (um?) 2 4 17438,51 19408,42 9143,19 21793,99 5645,338
OK Mittelwert Knochen % 2 4 39,35 42,86 21,18 50,52 12,808|
Boxplots
Box-Plot fir UK Mittelwert knochenfreie Flache (um?) gruppiert nach Gruppe: Box-Plot fiir UK Mittelwert knochenfreie Fléche % gruppiert nach Gruppe Box-Plot fir Mittelwerte UK Knochen (in¥) gruppiert nach  Gruppe
Tabellel in Histomorphometrie_it Mittelwerten 47v70c. Tabellel in Histomorphometrie_it Mittelwerten 47v70c. Tabellel in Histomorphometrie_it Mittelwerten 47v70c.
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