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Einleitung 1

1 Einleitung
PatientInnen mit malignen onkologischen Erkrankungen oder Osteoporose erhalten zur
Behandlung ihrer Leiden häufig antiresorptive Medikamente wie Bisphosphonate (BP) oder
Denosumab (DEN). Als Komplikation dieser Therapie kann eine sogenannte
medikamentenassozierte Kiefernekrose oder auch medication related osteonecrosis of the jaw
(MRONJ) entstehen. Im Vergleich zu einer 15 % Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung einer
Kiefernekrose bei malignen Erkrankungen treten diese bei Osteoporose PatientInnen mit
0,01 % vergleichsweise selten auf (Mücke et al. 2016). Aber nicht nur aufgrund der bloßen
Häufigkeit der Nekrosen, sondern vor allem wegen der schwierigen und komplexen
Therapie, ist es enorm wichtig die pathophysiologischen Vorgänge weiter zu erforschen, um
neue Therapieansätze zu etablieren (Voss et al. 2017). Ziel dieser Arbeit war es, diese
Vorgänge anhand humaner Zellen aus dem Kieferknochen tiefergehend zu untersuchen und
potenziell neue pathophysiologische Erkenntnisse zu erlangen.

1.1 Knochengewebe

1.1.1 Überblick

Insgesamt 213 Knochen stellen im menschlichen Körper einen Großteil Teil des Binde- &
Stützgewebes dar. Diese lassen sich in lange, kurze, platte, pneumatisierte und irreguläre
Knochen einteilen. Innerhalb des Gesamtorganismus übernimmt der Knochen
verschiedenste Funktionen. Durch seine enorme Stabilität werden lebenswichtige Strukturen
und Organe geschützt und an ihm ansetzende Muskeln setzen komplexeste Bewegungen um.
Auch der Mineralstoffwechsel wird durch den Knochen und den in ihm enthaltenen
Mineralien beeinflusst, indem in ständigen Umbauprozessen Mineralien gespeichert oder
freigesetzt werden und damit lebenswichtige Stoffwechselprozesse aufrechterhalten werden
(Clarke 2008). Darüber  hinaus stellt der Knochen das Ursprungsgewebe des Blutes dar,
wobei das Knochenmark die zentralen hämatopoetischen Funktionen übernimmt, vor allem
die Bildung der zellulären Hauptbestandteile des Blutes, wie Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten (Taichman 2005).

65 % des Knochenvolumens umfassen mineralische Komponenten wie Hydroxylapatit und
verleihen dem Knochen seine mechanische Stabilität. Die restlichen 15 % sind Wasser und
Lipide (Buck und Dumanian 2012). Lange Zeit wurde vermutet die Mineralisation des
Knochens wäre ein passiver Prozess, bis klar wurde, dass dies aktiv geschieht, indem Zellen
zunächst ein Kollagengrundgerüst in Form einer extrazellulären Matrix (EZM) bilden, in das
nach und nach die mineralischen Komponenten wie Calcium und Phosphat, in
unterschiedlichen Verbindungen eingelagert werden. Diese Mineralisation ist eng verknüpft
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mit der vorher beschriebenen Mineralstoffwechselhomöostase und den stätigen
Umbauprozessen des Knochens (Burr 2002; Murshed 2018).

Kompakter Knochen, in der Terminologie auch substantia compacta genannt, bildet die
stabile äußere Hülle eines jeden Knochens und hat seinen größten Anteil innerhalb der
zentralen Skelettanteile, wie den Wirbeln oder den Schädelknochen. Vor allem in der
Diaphyse der Röhrenknochen wird das Innere wiederum durch den trabekulären Knochen,
die substantia spongiosa gebildet. Bis zu 75 % des Volumens der Spongiosa umfassen
organisches Gewebe in Form des Knochenmarkes und Fett (Monier-Faugere et al. 1998).

Um seine endgültige Stabilität zu erlangen, durchläuft das Knochengewebe einen
Reifeprozess, wobei man zwei verschiedene Knochenarten unterscheiden kann. Der optisch
ungeordnete Geflechtknochen entsteht primär bei der Embryogenese und wird später in den
reifen stärker strukturierten Lamellenknochen mit seiner charakteristischen Osteonstruktur
umgewandelt (Buckwalter et al. 1995).

Die in dieser Arbeit untersuchten Zellen entstammen dem Kieferknochen. Dieser
unterscheidet sich vor allem hinsichtlich seiner embryonalen Herkunft von den Knochen des
Rumpfs oder der Extremitäten. In den ersten Entwicklungswochen des Embryos bilden sich
in der späteren Gesichtsregion fünf sogenannte Kiemenbögen aus Ektoderm, Mesoderm
und Entoderm. Aus den ektodermalen Neuralleistenzellen des ersten Kiemenbogens
entsteht das mesenchymale Grundgerüst des Ober- und Unterkiefers, welches sich später
über direkte, desmale Ossifikation zu Knochen entwickelt (Zohrabian et al. 2015).

1.1.2 Zellen des Knochens und der osteoblastären Linie

Innerhalb des Knochens lassen sich zwei Typen von Zellen unterscheiden. Zum einen
Oteoklasten, die knochenabbauenden makrophagenähnlichen Riesenzellen und zum
anderen die knochenaufbauenden Osteoblasten, die in ihrer inaktiven Form Osteozyten
genannt werden (Rodan 1992). Nach Entdeckung der Osteoklasten wurde lange vermutet
sie entstammen der gleichen Zelllinie wie Osteoblastenvorläuferzellen (Hall 1975), bis es
nach und nach mehr Hinweise auf einen hämatopoetischen Ursprung gab. Im Blut
zirkulierende Osteoklastenvorläuferzellen und  deren Entdeckung im Knochenmark wiesen
darauf hin , dass die Zellen ihre Entwicklung nicht wie Osteoblasten ortsständig durchlaufen,
sondern deren Vorläuferzellen aus anderen Regionen einwandern (Nijweide et al. 1986).
Genauere molekularbiologische Untersuchungen konnten schließlich eindeutig den
monozytären hämatopoetischen Ursprung der Zelllinie zeigen (Boyle et al. 2003).

Die Vorläuferzellen lagern sich, aktiviert durch das receptor activator of nuclear factor kappa B
(RANK)/ RANK Ligand (RANKL) System an der abzubauenden Knochenoberfläche an
und fusionieren zu aktiven mehrkernigen Riesenzellen (Martin und Sims 2015). Um die
Oberfläche für die Resorptionsvorgänge zu erhöhen, bildet sich die sogenannte ruffeld border,
die den basalen Pol der Zelle darstellt und über aktiven Transport und Exozytose
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Protonen (H+) und  proteolytische Enzyme in die Howshipschen Resorptionslakunen
entlassen (Blair et al. 1989; Everts et al. 2002; Delaissé et al. 2003).

Osteoblasten sind die für den Knochenaufbau verantwortlichen Zellen und entstammen
einer den Knochenmarkstammzellen oder bone marrow stem cells (BMSCs) abzweigenden
Zelllinie. Diese Zellen werden nach dem durch sie gebildeten Gewebe skelettale Stammzellen
oder skeletal stem cells (SSC) genannt (Robey und Riminucci 2020). Für die weitere
Differenzierung sind drei Transkriptionsfaktoren maßgeblich verantwortlich. Der SRY-box
transcription factor 9 (SOX9) für die chondrogene, runt related transcription factor 2 (RUNX2) für
die osteoblastäre und der peroxisome proliferator activated receptor-γ (PPARγ) für die adipogene
Differenzierung (Bi et al. 1999; Komori 2002; Muruganandan et al. 2009).

Abbildung 1: Zellen der osteoblastären Linie. Gezeigt werden die Differenzierungsstadien der
osteoblastären Linie von den skelettalen Stammzellen (SSC) bis zum eingemauerten Osteozyten. Während der
Differenzierung können für die verschiedenen Stadien Markerproteine nachgewiesen werden. Osterix (OSX),
runt related transcription factor 2 (RUNX2), Kollagen 1 (COL1), alkalische Phosphatase (ALP), receptor activator of
nuclear factor kappa B (RANKL). Der Zeitpunkt verstärkter Expression wird durch die Querbalken dargestellt.

In dieser Arbeit stand klar die osteoblastäre Differenzierung im Mittelpunkt. Die
osteoblastäre Linie umfasst alle Entwicklungsstadien der Osteoblasten von der SSC bis zum
reifen EZM produzierenden Osteoblasten. RUNX2 und Osterix (OSX) sind die
entscheidenden Transkriptionsfaktoren für die damit festgelegte Differenzierung zu
Präosteoblasten und dienen als Markerproteine für die Identifikation dieser Zelllinie.
(Nakashima et al. 2002). Die alkalische Phosphatase (ALP) ist ein weiteres
knochenspezifisches Markerprotein, das allerdings nur bei reifen Osteoblasten und
Osteozyten vorkommt (Christenson 1997). Um Knochengewebe zu bilden, produzieren die
reifen Osteoblasten eine zu 90 % COL1 enthaltende organische EZM, die vor der
abschließenden Mineralisation als Osteoid bezeichnet wird und je nach Anordnung der
Kollagenfibrillen, die oben erwähnte laminäre oder geflechtartige Knochenstruktur vorgibt.

SSC festgelegte osteoblastäre
Progenitorzellen Präosteoblasten reife Osteoblasten Osteozyten

OSX

RUNX2

COL1

ALP

RANKL



Einleitung 4

Von Präosteoblasten werden im Vergleich zu reifen Osteoblasten hingegen eher geringe
Mengen an COL1 gebildet. (Giraud-Guille 1988; Fratzl et al. 2004)

Sobald die gebildete EZM mineralisiert wurde sind die Osteoblasten ringsherum von reifem
Knochen umgeben und werden als Osteozyten bezeichnet. Da die von Osteoblasten
besiedelte Knochenoberfläche nur einen geringen Teil des Knochenvolumens ausmacht,
umfassen die Osteozyten bis zu 95 % aller Knochenzellen (Franz-Odendaal et al. 2006). Über
gap junctions in ihren Zellausläufern ist es den Osteozyten möglich in einem komplexen
Netzwerk zu kommunizieren und Signale an die der Knochenoberfläche aufliegenden lining
cells weiterzugeben, worüber zum Beispiel neue Osteoblasten rekrutiert werden können
(Schaffler et al. 2014).

Die letzte Zellart innerhalb des Knochengewebes sind die eben genannten bone lining cells. Sie
liegen den Resorptionslakunen nach dem Knochenabbau als flache Zellen auf und werden
mit dem sogenannten coupling, also der Kopplung zwischen knochenaufbauenden und
knochenabbauenden Phasen, in Verbindung gebracht (Everts et al. 2002; Andersen et al.
2009).

1.1.3 bone-remodelling

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, unterliegt der Knochen ständigen
Umbauprozessen. Während der Kindheit steht der Knochenaufbau im Mittelpunkt. Im
Erwachsenenalter übernimmt dann das bone-remodelling den Erhaltungsprozess (Kobayashi et
al. 2003). Zum einen geschieht dies durch immer wieder benötigte Anpassungsmechanismen
an äußere Umstände von normalen mechanischen Belastungen bis zur Heilung von
Knochenbrüchen (Einhorn und Gerstenfeld 2015), zum anderen um den initial ungeordnet
gebildeten Geflechtknochen in geordneten laminären Knochen umzuwandeln (Crockett et
al. 2011). Darüber hinaus ist das bone-remodelling entscheidend an pathophysiologischen
Vorgängen beteiligt und teilweise der zentrale Kern von Knochenerkrankungen wie
Osteoporose (Armas und Becker 2012).

Für das bone-remodelling konnten fünf Phasen charakterisiert werden, die mit der Aktivierung
des remodellings beginnen. Auf die Phase der Resorption folgt die Umkehrungsphase, die die
nun beginnende Aufbauphase einleitet. Zuletzt geht das remodelling in eine terminierende
Ruhephase über bevor der Zyklus von vorne beginnt (Katsimbri 2017). Dabei agieren die
Knochenzellen als ineinandergreifende Einheit und werden gemeinsam mit den sie
umgebenden spezifischen anatomischen Strukturen als basic multicellular unit (BMU)
bezeichnet. Die für das bone-remodelling verantwortliche BMU besteht somit aus Osteoklasten,
Osteoblasten, umgebendem Gewebe und einer gesicherten Gefäßversorgung. (Jilka 2003)

Die Aktivierungsphase wird durch Osteozyten, die mechanische Reize registrieren  oder über
hormonelle Regulationsmechanismen eingeleitet (Bonewald 2007). Beispielhaft hierfür ist die
Steuerung des Kalziumstoffwechsels durch das Parathormon (PTH) (Jüppner et al. 1991)
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oder der inhibierende Einfluss des Sexualhormons Östrogen auf die  Knochenresorption
(Krum et al. 2008).

Für etwa zwei bis vier Wochen dominiert die Resorptionsphase der Osteoklasten das bone-
remodelling. Nachdem der auf Oteoblasten vorkommende Ligand RANKL an den passenden
Rezeptor RANK der monzytären Osteoklastenvorläufern bindet, differenzieren sich diese
Vorläufer zu polarisierten reifen Osteoklasten (Tolar et al. 2004). Über die am basalen Pool
gebildete ruffled border wird durch eine H+-ATPase ein demineralisierender pH-Wert zwischen
4 und 5 erzeugt (Silver et al. 1988). Matrix Metalloproteinasen und Cathepsin K lösen die
organische Kollagenmatrix auf (Delaissé et al. 2003). Die Resorptionsphase wird durch
Apoptose der Osteoklasten beendet (Xing und Boyce 2005).

Der Übergang zur Aufbauphase ist noch nicht völlig verstanden. Vermutet wird eine
Vorbereitung der Knochenoberfläche durch osteoblastäre Zellen, die eine erste nicht
kollagenisierte Matrixschicht erzeugen und das Auflagern von reifen Osteoblasten erleichtert
(Kenkre und Bassett 2018). Das coupling zwischen Knochenab- und -aufbau wird unter
anderem durch TGF-β gesteuert (Bonewald und Mundy 1990).

In der vier- bis sechsmonatigen Knochenaufbauphase werden die entstandenen
Resorptionslakunen durch die rekrutierten Osteoblasten mit größtenteils COL1
enthaltendem Osteoid aufgefüllt. Auch an der anschließenden Mineralisierung der
Osteoidmatrix sind die Osteoblasten maßgeblich beteiligt (Atkins und Findlay 2012). Etwa
50-70 % der Osteoblasten werden apoptotisch, der Rest wird als Osteozyten eingemauert
oder liegt als bone lining cells der Knochenmatrix auf. Die bone lining cells können allerdings
durch bestimmte Signale wieder osteoblastäre Funktionen übernehmen (Katsimbri 2017).

Terminal geht das bone-remodelling in eine Ruhephase über, in der von Osteozyten
antagonistische Signalmoleküle zur Osteogenese ausgeschüttet werden (Bonewald 2011).

1.2 MRONJ

1.2.1 Allgemeines

Osteoporose ist eine der häufigsten, die Dichte und Mikroarchitektur des Knochens
beeinflussenden Erkrankungen des Menschen (Rachner et al. 2011). Etwa 5 % der deutschen
Bevölkerung über 18 ist betroffen, wobei Frauen weit häufiger an Osteoporose leiden als
Männer. Die aktuelle demographische Entwicklung wird diesen Anteil weiter nach oben
treiben, da vor allem Frauen im postmenopausalen Alter erkranken (Hadji et al. 2020).
Charakteristisch ist ein Verlust der Knochendichte und ein daraus resultierendes hohes
Frakturrisiko. Diese Frakturen stellen vor allem für ältere PatientInnen ein erhebliches
gesundheitliches Risiko dar, da bei typischen Sturzfrakturen des Hüftknochens oder des
Femurs lebensbedrohliche Blutungen einsetzten können (Black und Rosen 2016). Um die
Reduktion der Knochendichte aufzuhalten und folgenschwere Komplikationen zu
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verhindern, wird eine Reihe von antiresorptiven Medikamenten eingesetzt. BP, wie das in
dieser Arbeit untersuchte Zoledronat (ZOL) sind die am häufigsten verabreichten, aber auch
neuere medikamentöse Therapeutika wie der monoklonale Antikörper DEN gewinnen
immer stärker an Bedeutung (Khosla und Hofbauer 2017).

Obwohl unterschiedliche pathophysiologische Vorgänge zugrunde liegen, werden auch bei
Knochenmetastasen maligner Tumore BP oder DEN eingesetzt, um deren Wachstum
einzudämmen und Folgekomplikationen wie Knochenmarkaplasien, chronische Schmerzen
oder Hyperkalzämien zu verhindern (Sousa und Clézardin 2018). Multiple Myelome, Brust-
und Prostatakarzinome sind mit einer über 60 % Wahrscheinlichkeit besonders prädestiniert
Knochenmetastasen zu bilden und damit die mechanischen Eigenschaften des Knochens
erheblich zu beinträchtigen (D’Oronzo et al. 2019). Andere häufige Karzinome wie die der
Lunge, der Niere oder Blase bilden weit weniger häufig Knochenmetastasen (Macedo et al.
2017).

Trotzt des hohen therapeutischen Nutzens gibt es wie bei vielen Medikamenten auch bei
Antiresorptiva die Gefahr seltener aber schwerwiegender Nebenwirkungen, die von
atypischen Frakturen, gastrointestinalen Komplikationen bis hin zu den hier im Mittelpunkt
stehenden MRONJ reichen (Skjødt et al. 2019).

Ein möglicher Zusammenhang zwischen antiresorptiven Therapien mit intravenös
verabreichten Bisphosphonaten und dem Auftreten von Kieferosteonekrosen wurde zum
ersten Mal im Jahr 2003 von Marx beschrieben. Er konnte bei 36 PatientInnen, die zuvor
mit Pamidronat und ZOL behandelt wurden, avaskuläre Kiefernekrosen feststellen (Marx
2003). Diese Assoziation wurde nach und nach von weiteren Autoren beschrieben und
erlangte immer mehr klinische Relevanz (Ruggiero et al. 2004; Khosla et al. 2007; Ruggiero
2009). Da, mit der Entwicklung neuer den Knochenstoffwechsel beeinflussenden
Medikamente, avaskuläre Kiefernekrosen auch bei anderen antiresorptiven (DEN) und
antiangiogenetischen Medikationen (Bevacizumab, Sunitinib, Sorafenib) diagnostiziert
wurden, tagte 2014 die American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) und
befasste sich mit der ursprünglichen Definition und der damit einhergehenden Bezeichnung
bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw (BRONJ). Um den neuen Umfang zu erfassen ,wurde
die Bezeichnung medication related osteonecrosis of the jaw MRONJ eingeführt und etabliert
(Ruggiero et al. 2014).

Klinisch präsentiert sich eine MRONJ durch meist schmerzhaft freiliegenden, nicht mehr
von gesunder Mundschleimhaut bedeckten Kieferknochen, wobei sich dieser Zustand auch
asymptomatisch entwickeln kann. Radiologisch sind zusätzlich Veränderungen der
Knochenstruktur zu erkennen. Eine klare Diagnose ergibt sich, wenn der Knochen für
mindestens 8 Wochen freiliegt, eine laufende oder vergangene Therapie mit antiresortpiven
oder antiangiogenetischen Medikamenten nachzuweisen ist und vorherige Radiotherapien
oder Knochenmetastsen im Kiefer ausgeschlossen werden können (Migliorati et al. 2019;
Ruggiero 2015). Um schnell und strukturiert eine Therapie einleiten zu können, wurde im
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Positionspapier der AAOMS von 2014 ein staging etabliert, das von nicht freiligendem
Knochen mit intakter Mukosa aber radiologischen Veränderungen (stage 0) bis hin zu
großausgedehnten, mit der Kieferhöhle kommunizierenden Nekrosen mit hohen
pathologischen Frakturrisiko reicht (stage 3) (Ruggiero et al. 2014). Insgesamt zeigt sich
außerdem ein weitaus häufigeres Auftreten der MRONJ im Unterkiefer als im Oberkiefer
(Aljohani et al. 2018).

Zusätzlich zur Einnahme antiresorptiver Medikamente und deren Dosierung gibt es eine
Reihe von Risikofaktoren, die die Entwicklung einer MRONJ begünstigen. Dazu gehören
invasive oralchirurgische Eingriffe wie beispielsweise Zahnextraktionen (Dodson 2015),
schlechte Mundhygiene und parodontale Erkrankungen (Aghaloo et al. 2011; Nicolatou-
Galitis et al. 2015), sowie das Alter, da es bisher keine Hinweise auf MRONJ bei
pediatrischen PatientInnen gibt (Nasomyont et al. 2019).

Wie im ersten Abschnitt der Einleitung erwähnt, besteht ein klarer Unterschied zwischen der
Art der Vorerkrankung und der Wahrscheinlichkeit eine Kiefernekrose unter antiresorptiver
Therapie zu entwickeln. 15 % der PateintInnen mit malignen Erkrankungen leiden an dieser
Therapiekomplikation, im Vergleich zu 0,01 % der OsteoporosepatientInnen (Mücke et al.
2016)

Bisher liegt der Fokus der Behandlung, je nach staging der PatientInnen, auf antiinfektiöser
Prophylaxe, Schmerztherapie, Antibiosen und chirurgischer Sanierung (Voss et al. 2017).

1.2.2 Zoledronat

Als Derivat des Pyrophosphats (P–O–P) wurden BP (P–C–P) bereits vor über 200 Jahren
industriell synthetisiert (Russell 2011), allerdings erst in den 60er Jahren für medizinische
Zwecke genutzt, nachdem ein Zusammenhang zwischen der Gabe von BP und einer
reduzierten extrazellulären Ablagerung von Kalzium festgestellt wurde (Bassett et al. 1969;
Francis et al. 1969). Fleisch untersuchte in den 70er Jahren zudem deren Wirkung auf das
bone-remodelling und bestätigte die Vermutung einer positiven Kalziumbilanz aus dem
vorherigen Jahrzehnt (Fleisch et al. 1977).

Durch das zentrale Kohlenstoffatom der BP (P–C–P) und die Möglichkeit dessen
Wasserstoffatome durch aliphatische Seitenketten zu ersetzen, ergaben sich zahlreiche neue
Kombinationsmöglichkeiten. Die in medizinischer Anwendung befindlichen Wirkstoffe
lassen sich somit in drei Gruppen einteilen. BP ohne Stickstoffatom (Etidronat, Clodronat,
Tiludronat), Aminobisphosphonate (Pamidronat, Alendronat, Neridronat) und am
Stickstoffatom zusätzlich substituierte Präparate (Olpadronat, Ibandronat, Risedronat,
Zoledronat). Mit der großen Vielfalt der Präparate unterscheiden sich auch
pharmakologische Eigenschaften wie die Plasmaeiweißbindung, Halbwertszeiten und
relative Potenzen. BP werden bei oraler Gabe nur zu 1 % im Gastrointestinaltrakt resorbiert,
anschließend über die Blutbahn verteilt und rektal fast vollständig wieder ausgeschieden, da
die P–C–P Struktur chemisch sehr stabil ist und nicht durch hydrolytische Prozesse abgebaut
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werden kann. Bei intravenöser Gabe ergibt sich mit bis zu 70 % eine deutlich erhöhte
Bioverfügbarkeit im Knochen und die Ausscheidung verlagert sich auf die Nieren (Bartl et
al. 2006). Trotz einiger bekannter aber dennoch seltener Nebenwirkungen wie den ONJ,
gehören BP seit langem zu den am besten untersuchten und sichersten first-line
Medikamenten bei der Therapie von Osteoporose und Knochenmetastasen (Pazianas und
Abrahamsen 2011).

Anfänglich wurde die Inhibition der Knochenresorption der hohen Affinität zu
Hydroxilapatit (HAP) zugeschrieben, wobei das hochpotente ZOL im Vergleich die größte
Affinität zu HAP aufweist (Green et al. 1994) Die kristalline Struktur des HAP wird durch
die BP stabilisiert und ein Auflösen der Kristallstruktur verhindert. Inzwischen ist allerdings
auch ein eindeutiger zellulärer Einfluss bekannt (Nancollas et al. 2006). Die auf der
Knochenoberfläche aufgelagerten BP hemmen zum einen die Adhäsion von Osteoklasten,
zum anderen werden weniger Makrophagen rekrutiert, die zu Osteoklasten fusionieren
können (Bartl et al. 2006). Zunächst an HAP gebunden werden BP bei der
Knochenresorption gelöst und akkumulieren in den Howshipschen Lakunen. Durch
Endozytose aufgenommen, entfalten sie anschließend intrazellulär ihren biochemischen
Einfluss und führen zur Apoptose der Osteoklasten (Thompson et al. 2006). In vitro und in
vivo wurden auch Effekte auf Osteozyten und -blasten nachgewiesen, die eher zellprotektiv
wirken und vor Apoptose schützen, womit häufig das verminderte Frakturrisiko trotz
gleichbleibender Knochendichte erklärt wird (Bartl et al. 2006). Eine BP induzierte
Beeinflussung der Osteoklastenaktiviät durch osteoblastäre Mediatoren wird ebenso
diskutiert wie der Einfluss auf die osteoblastäre Proliferationsfähigkeit und Differenzierung
aus Vorläuferzellen (Vitté et al. 1996; Rogers 2003; Bellido und Plotkin 2011)

Das intravenös verabreichte ZOL ist eines der potentesten und langwirksamsten BP in
klinischer Anwendung. An R2-Position enthält es einen Imidazolring und repräsentiert damit
eine neue Gruppe der Aminobisphosphonate (Reid et al. 2020). Auf molekularer Ebene
greift es in den Mevalonatstoffwechsel der Osteoklasten ein, der zur Synthese von
Cholesterol und Isoprenoiden führt, welche als Bestandteil der Zellmembran die
Zellintegrität aufrechterhalten. Zoledronat hemmt innerhalb dieses Signalweges die
Farnesylpyrophosphat-Synthase (FPPS) und die Geranylgeranylpyrophosphat-Synthase
(GGPPS), die für die Prenylierung GTP-bindender Proteine wie Rap, Rho und Rac
verantwortlich sind. Ohne deren adäquate Funktion wird die Apoptose eingeleitet. (Luckman
et al. 1998; Russell et al. 2008; Rogers et al. 2020)

1.2.3 Denosumab

Rodan und Martin vermuteten schon in den 80er Jahren einen Zusammenhang zwischen
Osteoblasten und der Steuerung der Knochenresorption (Rodan und Martin 1981). Diese
Hypothese wurde in den 90er Jahren mit der Entdeckung des
RANK/RANKL/Osteoprotegerin (OPG) Systems untermauert und rückte in den Fokus
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der Pharmakologie, um Medikamente zu entwickeln, die den Knochenabbau bei bestimmten
Krankheiten limitieren können (Boyce und Xing 2007).

DEN ist ein monoklonaler Antikörper, der die Wirkung von OPG imitiert, an den von
Osteoblasten und Osteozyten sezernierten Mediator RANKL andockt uns somit dessen
Interaktion mit RANK auf den Osteoklastenvorläuferzellen verhindert. Therapeutisch wird
DEN ebenso wie die BP bei Osteoporose, Knochenmetastasen solider Tumore und
Riesenzelltumoren des Knochens eingesetzt. Dazu werden im Abstand von sechs Monaten
jeweils 60 mg des Wirkstoffs subkutan verabreicht (Cummings et al. 2009; Thomas 2012).
Der große Vorteil von DEN ist die einfache Applikation und das damit einhergehende
vereinfachte Monitoring der Therapie. Im Vergleich zu BP wird es deutlich schneller
vollständig ausgeschieden, da es nicht direkt an den Knochen bindet (Tella und Gallagher
2014). Das Retikuloendotheliale-System metabolisiert DEN innerhalb etwa eines Monats,
wohingegen die Ausscheidung der BP über die Niere bis zu mehrere Jahre dauern kann und
somit ein ständiges Monitoring der Nieren erfordert (Baron et al. 2011).

In randomisierten Vergleichsstudien von OsteoporosepatientInnen konnte ein ähnlicher
osteoprotektiver Effekt mit DEN wie mit BP festgestellt werden und auch das Risiko zur
Entwicklung einer MRONJ war nicht erhöht (Choi et al. 2017). Skelett bezogene
Komplikationen von Knochenmetastasen konnten mit DEN im Vergleich zu BP hingegen
länger hinausgezögert werden (Stopeck et al. 2010; Fizazi et al. 2011)

1.2.4 Pathogenese

Wie eingangs erwähnt ist Pathogenese der Kiefernekrosen noch nicht vollumfänglich
verstanden und es herrscht Uneinigkeit welche pathophysiologischen Mechanismen die
Nekrosen initial auslösen.

Einig ist man sich in Bezug auf die Sonderstellung des Kieferknochens. Kein anderer
Knochen des Körpers hat eine so enge Verbindung zu potenziell infektiösen Umgebungen.
Über die Alveolarfächer und das Parodontium besteht eine direkte Eintrittspforte für
Mikroorganismen und die ständige Deformation des Knochens durch Kaubelastungen führt
zu einer etwa zehnfach erhöhten turn-over-Rate (Lombard et al. 2016). Ein weiteres wichtiges
Merkmal ist die in vorherigen Kapiteln besprochene embryonale Entwicklung des
Kieferknochens. Anders als beispielsweise lange Röhrenknochen aus dem Mesoderm
entstammen die Kiefer den ektodermalen Neuralleistenzellen (vgl. 1.1.1) (Zohrabian et al.
2015). Der Unterkiefer ist darüber hinaus etwa doppelt so häufig von MRONJ betroffen wie
der Oberkiefer (Fliefel et al. 2015).

Zwei grundlegende Theorien werden aktuell diskutiert. Die sogenannte inside-outside-Theorie
geht davon aus, dass der Kieferknochen durch starke Kaubelastung ständigen
Mikroverletzungen unterliegt (Hoefert et al. 2010). Kombiniert mit einer Antiresorptiva
induzierten Reduktion des bone-remodellings und deren zusätzlichem immunmodulierenden
Einfluss ist der Knochen anfälliger für pathogene Mikroorganismen und stirbt lokal ab.
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Wichtig ist hierbei, dass der Knochen zunächst asymptomatisch nekrotisch wird bevor er
nicht mehr von Mukosa bedeckt und in der Mundhöhle exponiert ist (Lesclous et al. 2009).

Bei der outside-inside-Theorie wird die Ursache in der hoch infektiösen Mundhöhle gesehen.
Mukosaverletzungen oder Infektionskrankheiten wie die Karies führen zum Eindringen von
pathogenen Keimen in den Kieferknochen (Lombard et al. 2016). Die auch bei der ersten
Theorie beschriebene Immunmodulation und das herabgesetzte bone-remodelling verhindern
eine adäquate Abwehrleistung des Knochens. Die Nekrose setzt ein und der Knochen wird
exponiert. Die zusätzliche Besiedlung des freiliegenden Knochens mit einem pathogenen
Biofilm erschwert die anschließende Therapie (Sedghizadeh et al. 2008).

Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass die MRONJ unabhängig von der Reihenfolge
der Ereignisse ein multifaktorielles Geschehen darstellt, das vor allem auf die reduzierte bone-
remodelling Fähigkeit des Kieferknochens in Kombination mit exogenen Faktoren
zurückzuführen ist.

1.3 Proteine

1.3.1 COL1

90 % der organischen EZM des Knochens bestehen aus COL1 und bildet damit als
Strukturprotein das Grundgerüst für die weitere Mineralisierung (Wang et al. 2001). Drei

linksgewundene Polypeptidketten, zwei 1-Ketten und eine 2-Kette mit einer Gly-X-Y
Aminosäurensequenz bilden gemeinsam eine rechtsgewundene Triplehelix (Rossert und de
Crombrugghe 2002). Die X und Y-Position wird meistens von Prolin oder Hydroxyprolin
eingenommen, wobei dies auch jede andere beliebige Aminosäure sein kann (Ramshaw et al.
1998). Nach der Translation liegen die einzelnen Ketten zunächst als Prokollagene vor, die
posttranslational im endoplasmatischen Retikulum mit Lysin modifiziert werden (Yamauchi
und Sricholpech 2012). Die Ketten lagern sich anschließend aneinander und bilden das
fertige Prokollagen als Triplehelix. Nach der Sekretion in die EZM werden die Propeptide
am N- und C-terminalen Ende enzymatisch abgespalten, um die Moleküle für die
extrazelluläre Assemblierung zu Kollagenfibrillen vorzubereiten. Innerhalb der Fibrillen
überlappen sich die 300 ηm langen Triplehelixes um 67 ηm und gehen kovalente
Verbindungen ein (Shoulders und Raines 2009). Die lamelläre und wellförmige Ausrichtung
der Kollagenfibrillen ermöglicht die strukturelle Anpassung des Knochens an mechanische
Belastungen und in die fibrillären Zwischenräume können mineralische Bestandteile der
EZM eingelagert werden (Viguet-Carrin et al. 2006)
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1.3.2 RUNX2

Der Transkriptionsfaktor RUNX2 auch als core-binding factor subunit alpha-1 (CBFA1) bekannt,
ist gemeinsam mit OSX und dem Wnt-Signalweg für die Osteoblastendifferenzierung
verantwortlich. Er gehört neben RUNX1 und RUNX3 der RUNX-Familie an, die alle eine
DNA bindende runt-Domäne enthalten (Komori 2006; Komori 2020). Die Expression von
RUNX2 ist in mesenchymalen Stammzellen gering, nimmt  zum festgelegten osteoblastären
Vorläufer hin zu und wird im reifen Osteoblasten wieder geringer (Long 2012). Da RUNX2-
knockout-Mäuse kein OSX mehr exprimieren, OSX- knockout-Mäuse aber weiterhin RUNX2
ist eine direkte Abhängigkeit dieser beiden Transkriptionsfaktoren klar und erklärt auch die
spätere Expression von OSX innerhalb der osteoblastären Linie (Nakashima et al. 2002). Die
Bedeutung für die Osteogenese lässt sich auch bei PatientInnen mit cleidokranialer Dysplasie
beobachten, die eine Punktmutation an dem für RUNX2 kodierenden Gens aufweisen und
bei RUNX2-knockout-Mäusen führt eben dieser knockout zu einer Nichtanlage skelettaler
Strukturen (Komori et al. 1997; Mundlos et al. 1997).

1.3.3 RANKL

Wie im Denosumab Kapitel bereits erwähnt, konnten in den 90er Jahren die einzelnen
Bestandteile des RANK/RANKL/OPG-Systems und deren Interaktion von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (Yasuda 2021). Innerhalb des bone-
remodellings werden OPG und RANKL von Osteoblasten und Osteozyten sezerniert, wobei
RANKL dabei als Ligand für den membranständigen Rezeptor RANK fungiert, der sich auf
monozytären Vorläuferzellen der Osteoklasten befindet und deren Differenzierung aktiviert.
OPG kann RANKL im extrazellulären Raum abfangen und neutralisieren, wodurch eine
Osteoklastenaktivierung verhindert wird (Boyce und Xing 2007). Bei RANKL handelt es
sich um ein Typ II Membranprotein dessen löslicher Bestandteil enzymatisch vom tumor
necrosis factor-α-converting enzyme (TACE) abgespalten wird und somit extrazellulär wirksam
werden kann (Lee et al. 2011). Der Ligand lässt sich in allen Zellen der osteoblastären Linie
bis zum reifen Osteozyten nachweisen (vgl. Abbildung 1) (Atkins et al. 2003; Nakashima et
al. 2011; Kim et al. 2020).

1.3.4 SMURF2

Smad ubiquitin regulatory factor 1/2 (SMURF1 und SMURF2) sind Ubiquitin-Protein-Ligasen,
welche SMAD-Proteine ubiquitinieren und im Zuge dessen regulierend auf das bone
morphogenetic protein (BMP) und den transforming growth factor β (TGF-β) wirken. Bei SMURF1
wird eine Interaktion mit RUNX2 und darüber ein Einfluss auf die
Osteoblastendifferenzierung vermutet (Zhao et al. 2004). Schminke et al. konnten in
chondrogenen Progenitorzellen auch bei einer Überexpression von SMURF2 eine
verringerte Expression von RUNX2 nachweisen (Schminke et al. 2015). Eine kürzlich
erschienene Studie, bei der SMURF2-knockout-Mäuse unter BMP-Gabe eine höhere
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Knochendichte und mehr Osteoblasten aufweisen konnten als Wildtypmäuse, deutet darauf
hin, dass SMURF2 außerdem negativ regulierend auf den BMP-Signalweg einwirkt
(Kushioka et al. 2020).

1.4 Fragestellung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Auswertung potenzieller Einflüsse von Zoledronat
und Denosumab auf Zellen der osteoblastären Linie. Da die genauen pathologischen
Prozesse der MRONJ auf zellulärer Ebene noch nicht abschließend geklärt sind, war es
wichtig weitere Erkenntnisse zu gewinnen (vgl. 1.2). In bisherigen Arbeiten wurde die
Wirkung von Zoledronat und Denosumab auf Zellen der osteoblastären Linie in vitro vor
allem in Form von Zellviabilitäts- und Apoptose-assays und der Einfluss der Präparate auf
die mRNA-Expression untersucht.  Um möglichst realitätsnahe Bedingungen zu erzeugen,
bestand das erste Ziel darin humane Zellen aus dem Kieferknochen zu isolieren. Um nun
Rückschlüsse auf zelluläre Interaktionen, das bone remodelling und das potenzielle
Differenzierungsverhalten der Zellen zu erlangen, sollten anschließend die oben
beschriebenen Proteine COL1, RUNX2, RANKL und SMURF2 untersucht werden. Ziel
war es die Proteine zunächst immunzytochemisch nachzuweisen, deren Lokalisation
innerhalb der Zelle zu untersuchen und das relative Proteinlevel im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe mit Westernblots zu bestimmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Geräte

Tabelle 1: Geräte

Gerät Bezeichnung, Hersteller, Ort, Land

Blot-Scanner # 9000F Mark II, Canon, Krefeld, D

Blot-Transferkammer PerfectBlue, peqLab, Erlangen, D

Elektrophoresekammer Nachbau, wissenschaftliches Labor UMG, Göttingen, D

Fluoreszenz Mikroskop
Keyence BZ-X710

# BD410013, Keyence, Japan

Herafreeze, -86 °C HerasafeTM KS12, Thermo Fisher, Waltham, USA

Inkubator C200 # 13946, Labotect Labor-Technik-Göttingen GmbH,
Rosdorf, D

Kamera Nikon D90 D90, Nikon, Düsseldorf, D

Lumineszenz-Scanner C-DiGit, LI-COR, Bad Homburg, D

Mikroskop (für Objektträger) # 415500-0004-000, Carl Zeiss, Jena, D

Mikroskop (für Zellkultur) Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss, Jena, D

Software: Lumineszenz-
Scanner

ImageJ Studio Digits

Software Gel-Scanner Canon Scan IJ

Software Statistik Prism 9

Software Zellometer Cellometer Auto

Wasserbad # TW12 GB, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, D

Wippe Duomax 1030 # 543-32205-00-3, Heidolph instruments,
Schwabach, D

Zellometer Cellometer Auto T4, Nexcelom, Lawrence MA, USA

Zentrifuge # 58100011535, Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge # 54260015772, Eppendorf AG, Hamburg, D
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2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Bezeichnung, Hersteller, Ort, Land

24-Well Platte CytoOne # CC7672-7596, Starlab, Hamburg, D

6-Well-Platte # 83.3920.300, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D

Cryoröhrchen # 5000-1012, Thermo Fisher Scientific, Bremen, D

Deckgläser Deckgläser 12mm # P231.1, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Einmal-Skalpell # 11.000.00.724 No. 22, Dahlhausen & Co. GmbH, Köln,
D

Falcon Tube 15 ml # 62.554.502, Sarstedt, Nümbrecht, D

Falcon Tube 50 ml # 62.547.254, Sarstedt, Nümbrecht, D

Flasche (25 cm2) # 83.3910.002, Sarstedt, Nümbrecht, D

Flasche (75 cm2) # 83.3911.000, Sarstedt, Nümbrecht, D

Lühr-Knochenzange # FO472, Aesculap, Tuttlingen, D

Mowiol # 4-88, Hoechst, Frankfurt-Höchst, D

Nylonsieb # 11587522, Thermo Fisher Scientific, Bremen, D

Objektträger # 7695002, Labsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, D

Parafilm # 9170002, Labsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, D

PVDF-Membran Immobilon-P # IPVH00010, Merck KGaA Millipore,
Darmstadt, D

Safe-Lock Tube # 0030 121.589, Eppendorf AG, Hamburg, D

Zellkulturschale # 0690.1, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
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2.3 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalien Bezeichnung, Hersteller, Ort, Land

β-Mercaptoethanol # 4227.3, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Blockingreagenz # 120-000-442, MACS Miltenyi Biotec, Berg. Gladbach, D

Bovines Serumalbumin (BSA) # A9647-50g, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Collagenase 1 # 17018029, Gibco, Paisley, UK

DAPI # 71-03-00, KPL, Gaithersburg, USA

Denosumab XGEVA 70 mg/ml, AMGEN, München, D

Dimethylsulfoxid (DMSO) # D2650-100ML, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Dispase # 17105041, Gibco, Paisley, UK

Ethanol # 2212.5000, Chemsolute, Renningen, D

Fetales Rinderserum (FCS) # 10270-106, Gibco, Paisley, UK

Gentamycin # HN09.1, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Methanol # 4627.5, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Mowiol # 4-88, Hoechst, Frankfurt-Höchst, D

Paraformaldehyd # 0335.3, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Protein-Größenstandard
(Western Blot)

PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher,
Bremen, D

Phosphatgepufferte
Kochsalzlösung (PBS)

Phosphate Buffered Saline # P4417, Sigma Aldrich,
Steinheim, D

TRIS-Puffer # 5429.3, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Triton # 9002-93-1, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Trypsin PAN Biotech, Aidenbach, D

WesternBright
Chemilumineszenz Substrat
Sirius

# 541021, Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, D

WesternBright ChemiePen # P/N 926-91000, LI-CORE, Lincoln NE, USA

Zolendronat # 10355023 4 mg/ 5 ml, Accord, München, D
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2.4 Probengewinnung

Kortikale Knochenproben aus dem Ober-, oder Unterkiefer wurden bei drei weiblichen
Patientinnen im Zuge eines medizinisch notwendigen Eingriffs entnommen. Die
chirurgischen Eingriffe fanden in der Abteilung für Mund-, Kiefer und Gesichtschirurgie der
Universitätsmedizin Göttingen (UMG) statt. Bei keiner der Patientinnen lagen eine medication
related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) oder andere Knochenpathologien vor. Bis zur weiteren
Aufarbeitung wurden die Proben in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) gelagert. Dem
Medium waren 10 % fetal calf serum (FCS) und Gentamycin 1 μl/ml beigemengt. Anschließend
wurden die Zellen der osteoblastären Linie, einem laboreigenen Protokoll folgend, aus dem
Kieferknochen isoliert.

Der Probenentnahme stimmten vor dem Eingriff alle Patientinnen schriftlich zu. Die
Gewebeentnahme für Versuche in diesem Labor wird durch den Ethikantrag vom 16/06/09
geregelt.

Collagenase 1 und Dispase wurden in einer Konzentration von 0,5 mg/ml (Dispase) und
0,8 mg/ml (Collagenase 1) dem Zellkulturmedium DMEM (10 % FCS, Gentamycin 1 μl/ml)
beigemengt und die Lösung anschließend steril filtriert. Die Knochenproben wurden in einer
Zellkulturschale mit einem Skalpell grob zerkleinert, alle umliegenden Gewebereste
(Parodontales Ligament, Knochenmark) entfernt und immer wieder mit phosphate-buffered
saline (PBS) gewaschen. Die weitere Zerkleinerung erfolgte mit einer Lühr-Knochenzange in
ca. 1 – 2 mm große Stücke. Um die Zellen aus dem Gewebe zu lösen, wurden die
Knochenstücke in eine 25 ml Zellkulturflasche überführt und mit 20 ml des oben
beschriebenen Mediums bedeckt. Über Nacht wurden die Knochenproben für (24 h) bei

37 C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit, unter ständigem Rühren durch einen
Magnetrührer inkubiert. Ziel war es die mineralischen Knochenbestandteile aufzulösen und
die Zellen zu isolieren.

Am folgenden Tag erfolgte eine Filtration des Flascheninhaltes durch ein 40 μm Nylonsieb.
Die Suspension wurde für 10 min bei 1200 revolutions per minute, bzw. Umdrehungen pro
Minute (rpm) zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach Resuspension in 2 ml
DMEM (10 % FCS, Gentamycin 1μl/ml) wurde die Anzahl lebender Zellen statistisch
mithilfe eines Zellometers ermittelt. Die Zellen-, Knochensuspension wurde nun auf eine 6-
Well-Platte verteilt und jedes Well mit 3 ml DMEM aufgefüllt. 24 h später wurde das Medium
abgenommen. Der Wellinhalt wurde dreimal mit PBS gewaschen, um kleinere verbliebene
Knochenbestandteile zu entfernen und folgend erneut mit Medium bedeckt. Dieser Vorgang
wurde nun alle zwei bis drei Tage wiederholt, bis der Wellboden unter optischer,
mikroskopischer Kontrolle sichtbar mit Zellen der osteoblastären Linie bewachsen war.
Daraufhin erfolgte das Ernten der Zellen (vgl. 2.4.3). Die Kultivierung wurde bis Passage 3
fortgesetzt. Ab Passage 3 waren die Zellen bereit für die weiterführenden Versuche.
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2.4.1 Zellkultur

Die Zellen der osteoblastären Linie wurden unter sterilen Bedingungen an einer Zellbank,

bei 37 C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Mit 70 % Ethanol wurden alle
Oberflächen sowohl vor als auch nach der Arbeit an der Zellbank gereinigt. Die Kultur fand
in 75 cm2 Flaschen mit 10 ml Zellkulturmedium statt.

2.4.2 Medium

Als Standardmedium für die Zellkultur wurde DMEM genutzt. Diesem wurden 0,1 %
Gentamycin zur Vorbeugung einer bakteriellen Kontamination sowie 10 % FCS zur
Ergänzung von Proteinen und Wachstumsfaktoren hinzugefügt.

Für eine andauernde und ausreichende Versorgung mit Nährstoffen wurde das Medium alle
2-3 Tage gewechselt. Dem Standardmedium wurden für die Hauptversuche das
Bisphosphonat Zoledronat und der monoklonale Antiköper DEN (vgl. Tabelle 3)
hinzugefügt. Die Medikamentenkonzentrationen im Arbeitsmedium betrugen bei ZOL 1 μM
(0,3667 μl/ml) und bei DEN 1 μM (4,2 μl/ml). Sie wurden anhand in der Literatur
beschriebener Versuche ausgewählt, bei deren Durchführung trotz nachweislicher Wirkung
der Medikamente eine ausreichende Zellviabilität beschrieben wurde (Huang et al. 2015;
Mosch et al. 2019).

Tabelle 4: Standardmedium

Basismedium Zusatz

DMEM 0,1 % Gentamycin

10 % FCS

Tabelle 5: Arbeitsmedien

Basismedium Zusatz

DMEM 0,1 % Gentamycin

10 % FCS

1 μM Zoledronat

oder 1 μM Denosumab

2.4.3 Ernte und Kultivierung

Um ein Entarten der Zellen zu verhindern, wurden die Zellen bei Erreichen einer 80 %
Konfluenz geerntet und geteilt. Die Zelldichte wurde täglich unter dem Mikroskop
kontrolliert.
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Zunächst wurde das alte Medium verworfen und die Flaschen 2 mit 5-10 ml PBS
gewaschen. Um die Zellen von der Flasche zu lösen, wurden pro Flasche 2 ml Trypsin
hinzugegeben und für 3-5 Minuten in den Inkubator gestellt. Leichtes Klopfen gegen die
Flaschen erleichterte das Ablösen und ein vollständiges Ablösen der Zellen wurde
mikroskopisch kontrolliert.

Die Wirkung des Trypsins wurde anschließend mit einer äquivalenten Menge DMEM
abgestoppt und die Zellsuspension in ein 50 ml Röhrchen überführt. 2-3-maliges erneutes
Spülen der Flaschen mit DMEM garantierte ein nahezu vollständiges Überführen aller
Zellen.

Der Inhalt der Röhrchen wurde für 10 Minuten bei 1200 rpm abzentrifugiert und der
Überstand verworfen. Das verbleibende Zellpellet wurde je nach Zellmenge mit 1 oder 2 ml
PBS resuspendiert. 20 μl der Suspension wurden in eine Zählkammer pipettiert und die
Gesamtzellmenge mittels Zellometer optisch statistisch ermittelt.

Für die Fortsetzung der Kultur in der nächsthöheren Passage wurden pro Flasche 4105

Zellen ausgesät. Dies ermöglichte ein Passagieren der Zellen etwa alle sieben Tage.

2.4.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen für spätere Versuche zurückzuhalten und zu häufiges Passagieren zu vermeiden,
wurden die Zellen mittels eines speziellen Einfriermediums (70 % DMEM, 20 % FCS, 10 %

Dimethylsulfoxid (DMSO)) bei -196 C in flüssigem Stickstoff eingefroren. Je 1106 Zellen
wurden direkt in Anschluss an die Zellernte in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in
Kryoröhrchen überführt. Zuvor wurde eine Einfrierbox mit 100 % Isopropanol vorbereitet.
Diese gewährleistet über einen Zeitraum von 24 h ein langsames Herunterkühlen der Zellen
um 1 °C/1 min im Gefrierschrank bei -82 °C, bevor sie in flüssigen Stickstoff überführt
werden.

Aufgetaut wurden die Zellen im Wasserbad bei 37 °C. Danach wurde der gesamte Inhalt des
Kryoröhrchens in einer Zellkulturflasche mit DMEM auf 10 ml aufgefüllt. Nach 24 h wurde
das Medium erneut gewechselt, um Einfriermediumreste und Zelltrümmer zu entfernen.

2.5 Immunzytochemie

2.5.1 Allgemeines zur Immunzytochemie

Bei der Immunzytochemie oder immunocytochemistry (ICC) handelt es sich um eine
Immunfluoreszenzmethode, die es ermöglicht membranständige Proteine in fixierten und
strukturell intakten Zellen nachzuweisen. Bei der hier angewandten indirekten Methode
geschieht dies mithilfe eines primären und sekundären Antikörpers. Der Primäre bindet
direkt an das gesuchte Protein. An diesen kann dann ein sekundärer Antikörper andocken,
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der wiederum mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Dieser Farbstoff kann mit einem
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. Dabei wird der Farbstoff mit Licht einer
bestimmten Wellenlänge angeregt, wodurch das gesuchte Protein optisch sichtbar gemacht
wird.

2.5.2 Versuchsaufbau

Für den hier geschilderten Versuch wurden pro Patientin je eine 24-Well Platte benötigt. Für
jeden der zu untersuchenden Antikörper wurden drei Wells vorbereitet. Eines für die
Behandlung mit Zoledronat, eines für die Behandlung mit Denosumab und eines für die
unbehandelte Kontrolle. Außerdem ein Well zur Negativkontrolle des sekundären
Antikörpers.

Nach der wie oben beschriebenen Zellernte wurden pro Well 1103 Zellen der osteoblastären
Linie ausgesät und mit 3 ml Standardmedium bedeckt. Das Standardmedium wurde am
darauffolgenden Tag durch 3 ml des entweder Zolendronat oder Denosumab enthaltenden
Arbeitsmediums ersetzt und für 5 weitere Tage inkubiert. Am dritten Tag erfolgte ein
Wechsel des Arbeitsmediums.

Die zu untersuchenden Zellen mussten am Ende der Inkubationszeit mittels
Paraformaldehyd (PFA) fixiert werden. Zusätzlich war genaue Kenntnis über die Lage des
Proteins innerhalb der Zelle wichtig. Denn bei Proteinen, die kein Bestandteil der äußeren
Zellmembran sind, dagegen intrazellulär liegen, musste die Zellmembran mit TritonX-100
permeabilisiert werden. Dadurch konnten auch Proteine mit intrazellulärer Lage von den
Antikörpern erreicht werden.

Damit keine unspezifische Bindung mit anderen Molekülen stattfindet, mussten diese vor
Zugabe des primären Antikörpers mit bovinem Serumalbumin (BSA) geblockt werden.

Bis zum Blocken wurden alle Schritte innerhalb der Wells durchgeführt. Danach wurden die
Deckgläschen auf eine mit Parafilm überzogene und äquivalent zu den 24-Well Platten
beschriftete Box gelegt. Hier erfolgten alle weiteren Schritte bis zum Eindeckeln. Die
Antikörperinkubation fand in einer feuchten Kammer bei 37 °C statt. Genauere
Beschreibung der Antikörper und deren Konzentration sind den Tabellen zu entnehmen
(vgl. Tabelle 7, Tabelle 8).

Um die fertig behandelten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachten zu können,
wurden die Deckgläschen (DG) einseitig mit Mowiol bedeckt und langsam auf einem
Objekträger abgelegt. Zum Aushärten des Mowiols, wurden die Objektträger für ca. 1 h im
Kühlschrank gelagert. Die fertigen Objektträger konnten nun unter dem
Fluoreszenzmikroskop verwendet oder für einige Tage weiter im Kühlschrank aufbewahrt

werden. Es wurden Aufnahmen mit 20, 40 und 60 Vergrößerung gemacht. Das exakte
Protokoll ist nachfolgend beschrieben (vgl. Tabelle 6).
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Tabelle 6: Protokoll Immunzytochemie

Arbeitsschritt Material Zeit

Fixierung 2 % PFA (300 μl/Well ) 15 min

2 Waschen PBS (300 μl/Well ) je 1 min

Permeabilisierung 0,25 % TritonX-100 in PBS
(300 μl/Well )

10 min

2-3 Waschen PBS (300 μl/Well ) je 1 min

Blocken 1 % BSA in PBS (100 μl/DG) 15 min

1. AK AK mit 1 % BSA in PBS
(25-50 μl/DG)

60 min

2 Waschen PBS (100 μl/DG) je 1 min

2. AK AK mit 1 % BSA in PBS (25-50
μl/DG) + DAPI (1:1000)

30-60 min

2 Waschen PBS (100 μl/DG) je 1 min

Eindeckeln Mowiol (5-10 μl/DG) 30 min

Fotografieren Fluoreszenzmikroskop Keyence /

Tabelle 7: primäre Antikörper Immunzytochemie

AK Verdünnung Ursprung Hersteller, Bestellnr.

COL1 1:50 rabbit Origene, # R1038X

RANKL 1:50 rabbit Proteintech, # 23408-1-AP

Runx2 1:50 rabbit Santaa Cruz, # sc-10758

Smurf2 1:50 rabbit Santa Cruz, # sc-130878

Tabelle 8: sekundäre Antikörper Immunzytochemie

AK Verdünnung Ursprung Hersteller, Bestellnr.

anti-rabbit IgG
H&L Alexa Fluor
555

1:1000 donkey abcam, # ab150074
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2.6 Westernblot

2.6.1 Allgemeines zu Westernblots

Das Ziel eines Westernblots, auch Immunoblot genannt, ist es spezifische Proteine innerhalb
eines Proteingemisches nachzuweisen und deren Mengen semiquantitativ zu bestimmen.
Zunächst muss das Proteingemisch mittels Gelelektrophorese nach Größe und molekularer
Masse aufgetrennt werden. Die Trennung erfolgt innerhalb eines Polyacrylamid-Gels, indem
ein elektrisches Feld erzeugt wird. Durch die negative Ladung wandern die Proteine entlang
des elektrischen Feldes hin zur Anode. Aufgrund ihrer unterschiedlichen molekularen Masse
und Struktur bewegen sich die Proteine durch Lücken im Gitternetz des Gels, mit
voneinander abweichenden Geschwindigkeiten, woraus sich ein charakteristisches
Bandenmuster ergibt. Der eigentliche Blotvorgang folgt erst im nächsten Schritt. Die
Proteine werden, durch ein diesmal senkrecht zum Gel verlaufendes elektrisches Feld, vom
Polyacrylamid-Gel auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) übertragen.
Die geblotteten Proteinbanden können nun durch Anfärben sichtbar gemacht werden.

Um gesuchte Proteine zu detektieren, werden Antikörper genutzt, die an antigene Epitope
der Proteine andocken. An den primären Antikörper bindet wiederum ein sekundärer
Antikörper. Durch ein an diesen sekundären Antikörper gebundenes Enzym wird ein
chemilumineszentes Substrat gespalten, dessen Reaktion mithilfe eines
Lumineszenzscanners optisch festgehalten werden kann. Über unterschiedliche Intensitäten
des Signals erfolgt die semiquantitative Auswertung.

2.6.2 Vorbereitung der Proteinproben

Die Proteinproben wurden ebenfalls aus Zellen, der im Abschnitt Probengewinnung
beschriebenen osteoblastären Linie, gewonnen (vgl. 2.4).

In Passage 4 wurden pro Flasche 1105 Zellen ausgesät und mit 10 ml Standardmedium
bedeckt. Erreichten die Zellen 60 % Konfluenz, wurde bei 2/3 der Flaschen das
Standardmedium durch die Arbeitsmedien ersetzt und für 5 Tage kultiviert. Für jede
Patientin gab es somit Flaschen, die entweder Arbeitsmedium mit Zoledronat oder
Denosumab enthielten oder Flaschen mit Standardmedium. Nach 3 Tagen wurde das
Medium erneuert. Am fünften Tag wurden die Zellen, wie im bereits geschilderten Protokoll
geerntet (vgl. 2.4.3). Nachdem die Zellzahl am Zellometer ermittelt wurde, konnten

Zellpellets von je 5,5105 Zellen pro Safe-Lock Tube bei -82 C eingefroren werden. Hierbei
war kein Einfriermedium notwendig, da bei Westernblots ausschließlich Proteine und keine
lebenden Zellen betrachtet werden.

Proben für die mit Standardmedium behandelten Zellen wurden nach dem gleichen
Protokoll gewonnen und bildeten die Kontrollgruppe. Zellen der Kontrollgruppe wurden
bis zur Passage 6 verwendet. Für die Durchführung der Westernblots wurden die Zellpellets
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bei Raumtemperatur für 10 min aufgetaut. Neun Teile des 3-fach konzentrierten SDS-
Probenpuffers wurden mit einem Teil β-Mercaptoethanol vermengt. 10 μl dieser Lösung

wurden pro 1105 Zellen auf das Zellpellet pipettiert, resuspendiert und bei 95 C für 5 min
in einem Heizblock vorbereitet. Dies führte zur Auflösung der molekularen
Wechselwirkungen der Peptidketten, wodurch die Proteine in ihrer Primärstruktur vorlagen.
Das ist essenziell für die folgenden Schritte.

Tabelle 9: SDS-Probenpuffer

SDS-Probenpuffer Inhalt Menge

3fach konzentriert 0,3 M Tris-Puffer in H2O 3,6 g

9 % SDS 9 g

22,5 % Glycerin 22,5 g

Bromphenolblau Spatelspitze

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffüllen und pH mit
HCL auf 6,7 einstellen

2.6.3 SDS-PAGE

Die diskontinuierliche sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoreses (SDS-PAGE) diente
der anfänglichen Auftrennung des Proteingemisches.

Zunächst wurden die Polyacrylamidgele hergestellt. Die Zusammensetzung ist den Tabellen
zu entnehmen (vgl. Tabelle 11, Tabelle 12, Tabelle 13). Zwei gereinigte Glasplatten wurden
mit einem Dichtungsgummi versehen, aufeinandergelegt und mit Klemmen fixiert. Zwischen
diese konnte zunächst das Trenngel (10 %) appliziert werden. Die Höhe des Gels wurde
durch eine 6 cm vom Unterrand der Glasplatten entfernte Markierung festgelegt. Nach
Aushärten des Trenngels wurde der obere Teil mit dem Sammelgelansatz aufgefüllt und mit
einem Kamm die Taschen für die spätere Probenapplikation geformt. Die fertigen Gelplatten

wurden ohne Blasenbildung in eine mit 1 Laufpuffer (vgl. Tabelle 10) befüllte
Elektrophoresekammer gestellt. In die Taschen wurden 25 μl der Proben pipettiert.
Zusätzlich wurden 4 μl eines Protein-Größenmarkers in eine Tasche pipettiert. Im
Sammelgel wurden die Proteine durch einen Strom von 15 mA an der Trenngelkante
konzentriert. Mit 25 mA pro Gel erfolgte die Auftrennung der Proteine innerhalb des
Trenngels. Durch das in den Gelen vorhandene Molekülgitter des Polyacrylamids wanderten
die Proteine je nach Struktur und molekularer Größe in unterschiedlicher Geschwindigkeit
von der Kathode zu Anode.
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Tabelle 10: 1x Laufpuffer

Puffer Inhalt pH

1 Laufpuffer 0,4 M TRIS-Puffer

0,125 % SDS

0,725 M Glycin

in Aqua dest.

Tabelle 11: Trenn- und Sammelgelpuffer

Puffer Inhalt pH

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-Puffer in Aqua. dest. 8,9

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-Puffer in Aqua. dest. 6,8

Tabelle 12: Zusammensetzung Sammelgel (5%)

Substanz Menge

Puffer (s.o) 1,25 ml

10 % SDS 50 μl

TEMED 5 μl

Acrylamid 0,8 ml

H2O 2,7 ml

10 % APS 0,2 ml

APS wurde als letzter Bestandteil hinzugefügt

Tabelle 13: Zusammensetzung Trenngel (10%)

Substanz Menge

Puffer (s.o) 1,4 ml

10 % SDS 55 μl

TEMED 5 μl

Acrylamid 1, 85 ml

H2O 2,0 ml

10 % APS 0,25 ml

APS wurde als letzter Bestandteil hinzugefügt
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2.6.4 Blotten der Proteine auf die Membran

Um die Proteine nachweisen zu können, folgte der namensgebende Teil der Methode. Beim
Blotten werden die im Gel enthaltenden Proteine auf eine PVDF-Membran zur weiteren
Analyse übertragen.

Der Aufbau des hierfür benötigten Wet-Blot-Sandwiches stellt sich wie folgt dar. 15 min vor

Zusammenbau des Sandwiches wurden zwei Schwämme, sechs Filterpapiere (9 cm  6 cm)

und die PVDF-Membran (9 cm  6 cm) in Transferpuffer (vgl. Tabelle 14) eingelegt. Dann
wurden in einer bereits mit benutzten Transferpuffer gefüllten Box drei Filterpapiere
vorgelegt. Darauf wurde die vorher für 10 s in 100 % Methanol aktivierte PVDF-Membran
platziert. Das Proteingel wurde nun blasenfrei auf die PVDF-Membran gelegt und wurde mit
drei weiteren Filterpapieren bedeckt. Die Blot-Kassette wurde daraufhin geschlossen und
mit zwei Gummibändern fixiert.

Die fertigen Kassetten wurden in eine mit frischem, gekühltem Transferpuffer gefüllte Blot-
Transferkammer gestellt. Das Gel zeigte dabei zur Kathode und die PVDF-Membran zur
Anode. Ein Strom von 350 mA wurde senkrecht zur Kassette für 90 min angelegt. Die
Proteine wanderten dadurch von der Kathode zur Anode, also vom Gel zur PVDF-
Membran und blieben aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen an dieser haften.

Tabelle 14: Transferpuffer

Puffer Inhalt pH

Transferpuffer 25 mM TRIS-Puffer 8,3

192 mM Glycin

20 % Methanol

in Aqua dest.

Um einen erfolgreichen Blot nachzuweisen, wurden die Membranen anschließend mit einer
Coomassie-Blau-Lösung (vgl. Tabelle 15) für 2-10 min angefärbt. Die Banden wurden darauf
durch mehrfaches Spülen mit einer Endfärbelösung (vgl. Tabelle 15) auf der Membran
sichtbar gemacht, da die Coomassie-Blau-Lösung an den proteinbehafteten Bereichen
stärker adhäriert als an den Bereichen ohne Protein. Die Membranen wurden zuletzt
eingescannt und dokumentiert.
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Tabelle 15: Lösungen Coomassie-Färbung

Lösung Inhalt

Coomassie-Blau-Lösung 0,1 % Brilliant-Blau R 250

50 % Methanol

7 % Essigsäure

in Aqua dest.

Endfärbelösung 50 % Methanol

7 % Essigsäure

mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefüllt

2.6.5 Proteindetektion

Der letzte Teil umfasste alle Schritte des Proteinnachweises. Zunächst wurde ein primärer
spezifischer Antikörper benötigt, der direkt an das nachzuweisende Protein koppelt. Dann
wurde ein sekundärer Antikörper hinzugegeben, der generalisiert an die Ursprungspezies des
primären Antikörpers bindet (mouse, rabbit). Der Nachweis erfolgt dann über eine
Chemilumineszenzreaktion. Das an den sekundären Antikörper gekoppelte Enzym
horseraddish-Peroxidase (HRP) spaltet das am Ende hinzugefügte Substrat
(WesternBright Sirius) und verursachte eine optisch nachweisbare Reaktion. Die Stärke
dieser Reaktion wurde mit einem Lumineszenz-Scanner gemessen und dokumentiert.

Folgendes Protokoll wurde hierfür angewandt. Zu Beginn mussten alle unspezifischen
Proteine für 1 h mit einer Blocking-Lösung geblockt werden. Dazu diente 5 % Milchpulver

in tris-buffered saline and tween 20 (TBS-T). Die primären Antikörper wurden für 24 h bei 4 C
auf einer Wippe inkubiert. Außer den in dieser Arbeit untersuchten Proteinen wurden

sogenannte housekeeping-Proteine detektiert. -Tubulin und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) sind ubiquitär vorkommende Strukturproteine und eignen sich
daher zur Normalisierung der Ergebnisse. Die Antikörper wurden in Milch oder BSA
enthaltenden Blocking-Lösungen in TBS-T verdünnt. Genauere Informationen zu den
Antikörpern und deren Verdünnung sind den Tabellen zu entnehmen (vgl. Tabelle 16,
Tabelle 17). Nach der Inkubation mussten alle nicht gebundenen Antikörper durch 5maliges
Waschen mit TBS-T für je 5 min entfernt werden. Anschließend konnte für 1 h die
Inkubation mit den sekundären Antikörpern bei Raumtemperatur erfolgen. Die Auswahl des
sekundären Antikörpers wurde an die Spezies des primären Antikörpers angepasst. Erneutes
5maliges Waschen mit TBS-T entfernte auch hier die nicht gebundenen Antikörper.

Vor der Chemilumineszenzreaktion wurden die Banden des Protein-Größenstandards mit
dem WesternBright ChemiPen markiert. Die rot markierte 70 kDa Bande wurde zur
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Orientierung hervorgehoben. Nun war es möglich anhand dieser Markierungen die Proteine
mit den Größenangaben der Hersteller und zusätzlicher Literatur zu vergleichen.

Das WesternBright Chemilumineszenz Substrat Sirius wurde aus seinen beiden
Komponenten im Verhältnis 1:1 zusammengemischt, auf die vorbehandelte Membran
gegeben und für 5 min unter Lichtausschluss inkubiert. Nun konnte die HRP Enzymreaktion
des sekundären Antikörpers und des Substrats ablaufen. Diese Chemilumineszenzreaktion
wurde mit einem Lumineszenz-Scanner erfasst und die Intensität der Lichtreaktion mit der
Software ImageJ ausgewertet. Durch den Vergleich der Zielproteine mit den housekeeping-
Proteinen war es möglich die Werte zu normalisieren. Dazu wurde der Quotient
Zielprotein/housekeeping-Protein gebildet. Diese normalisierten Werte der behandelten Zellen
und der Kontrollgruppe konnten somit ins Verhältnis gesetzt und relative Proteinmengen
bestimmt werden.

Tabelle 16: primäre Antikörper WB

AK Verdünnung Ursprung Größe Hersteller, Bestellnr.

COL1 1:500 (1 % Milch) rabbit 150 kDa Origene, # R1038X

RANKL 1:750 (1 % Milch) rabbit 37 kDa Proteintech, # 23408-1-AP

Runx2 1:1000 (1 % Milch) rabbit 60 kDa Cell-Signaling, # 8486

Smurf2 1:750 (1 % BSA) mouse 86 kDa Santaa Cruz, # sc-393848

-Tubulin 1:5000 (1 % BSA) mouse 50 kDa Sigma Aldrich, # T6074-
200UL

Tabelle 17: sekundäre Antikörper WB

AK Verdünnung Ursprung Größe Hersteller, Bestellnr.

Anti-Mouse 1:40000 (1 % BSA) goat 150 kDa Origene, # R1038X

Anti-Rabbit 1:100000 (1 % BSA) goat 37 kDa Proteintech, # 23408-1-AP
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2.6.6 Strippen der Membranen

Um auf der gleichen Membran oder der gleichen Line einer Membran erneut Proteine
detektieren zu können, die gleiche oder ähnliche Größen hatten, wurden die Antikörper von

der Membran entfernt. Bei 60 C wurden die Membranen 15 min in einen Stripping-Puffer
(vgl. Tabelle 18) gelegt. Um den Stripping-Puffer wieder zu entfernen, folgten zwei
Waschschritte für je 10 min mit TBS-T. Für eine erneute Verwendung wurden die
Membranen für 15 s mit 100 % Methanol gewaschen und anschließend 15 min getrocknet.

Danach wurden sie bei -20 C eingefroren.

Tabelle 18: Stripping-Puffer

Puffer Inhalt pH

Stripping-Puffer 40 mM Tris-HCl 6,7

2 % SDS

150 mM 2-Mercaptoethanol

in Aqua dest.

2.6.7 Statistische Auswertung

Pro Protein wurden Zellen der osteoblastären Linie von drei Patientinnen untersucht
wodurch sich pro Protein drei biologische Replikate (n=3) ergaben. Die statistische
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms Prism 9. Das Signifikanzniveau wurde
mit einem Students T-Test ermittelt und die Ergebnisse bei einem p-Wert < 0,05 als signifikant
erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Probengewinnung

Abbildung 2: Probengewinnung. Links sind Aufnahmen mit dem Mikroskop Axiovert 40 CFL unter 5-
facher und rechts unter 20-facher Vergrößerung gezeigt. Die Pfeile markieren jeweils die Zellen. Die Sterne
markieren die mineralischen Knochenbestandteile. Die Balken entsprechen links einer Strecke von 200 μm und
rechts von 50 μm A: Patientin 1: 7 d nach Aussäen in 6-Well-Platten. B: Patientin 1: 1 d nach erstmaligen
Passagieren. C: Patientin 2: 10 d nach Aussäen in 6-Well-Platten. D: Patientin 2: 4 d nach Aussäen in 6-Well-
Platten. E: Patientin 3: 3 d nach Aussäen in 6-Well-Platten. F: Patientin 3: 3 d nach Aussäen in 6-Well-Platten.

Zellen der osteoblastären Linie wurden mithilfe eines mit Collagenase 1 und Dispase
versetzten Mediums (DMEM) aus den mineralischen Bestandteilen der Knochenproben
isoliert und in 6-Well-Platten initial kultiviert (vgl. 2.4). Es war zu beobachten, wie die Zellen
aus den mineralischen Knochenbestandteilen auswuchsen. Nach 10 d wurde ein erstes Mal
passagiert, nachdem ein Großteil der mineralischen Knochenbestandteile entfernt und der
Well-Boden dicht mit Zellen bewachsen war. Da die Knochenproben initial gründlich von
allen anderen Geweben befreit wurden, waren die Zellen auch ohne vorherige Zugabe eines
Differenzierungsmediums der osteoblastären Linie zuzuordnen. Morphologisch war eine
Mischpopulation aus den verschiedenen Stadien der osteoblastären Linie zu beobachten.
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3.2 Proteinlokalisation

Um die in dieser Arbeit untersuchten Proteine schließlich nachzuweisen und um mögliche
Unterschiede der Proteinlokalisation oder der Fluoreszenzintensität darzustellen, wurden sie
mit einer immunzytochemischen Fluoreszenzreaktion sichtbar gemacht (vgl. 2.5). Für die
hier durchgeführte Immunzytochemie wurden die Zellen jeder Patientin für 5 d entweder
mit ZOL, DEN oder einem Kontrollmedium inkubiert.

3.2.1 COL1

Bei COL1 handelt es sich um einen der organischen Hauptbestandteile der EZM des
Knochengewebes. Die Translation dieses Strukturproteins findet im Zytosol statt, weshalb
es sich dort immunzytochemisch nachweisen lässt (vgl. 1.3.1).

Abbildung 3: ICC, COL1, Patientin 1. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In der
Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von COL1 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen zusammengeführt.
Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken entspricht einer Länge
von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt. C: Kontrollgruppe
ohne Behandlung.
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Abbildung 4: ICC, COL1, Patientin 2. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In der
Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von COL1 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen zusammengeführt.
Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken entspricht einer Länge
von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt. C: Kontrollgruppe
ohne Behandlung.

Bei Patientin 1 zeigte sich bei allen drei Gruppen die zu erwartende Antikörperreaktion mit
COL1 im Zytoplasma. Bei den mit ZOL behandelten Zellen war die Fluoreszenzintensität
etwas stärker als bei den mit DEN behandelten und in der Kontrollgruppe. Es waren keine
Unterschiede hinsichtlich der Position des Proteins innerhalb der Zelle zu beobachten
(vgl. Abbildung 3).

Auch bei Patientin 2 zeigte sich bei allen drei Gruppen eine Antikörperreaktion mit COL1
im Zytoplasma. Bei den mit ZOL behandelten Zellen war die Fluoreszenzintensität wie bei
Patientin 1 optisch etwas stärker als bei den mit DEN behandelten und in der
Kontrollgruppe. Es waren ebenfalls keine Unterschiede hinsichtlich der Position des
Proteins innerhalb der Zelle zu beobachten (vgl. Abbildung 4).
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Die Antikörperreaktion mit COL1 trat auch bei Patientin 3 wie erwartet im Zytoplasma ein.
Die Fluoreszenzintensität war optisch bei allen Versuchsreihen gleich und es zeigten sich
wieder keine Unterschiede in der Proteinlokalisation (vgl. Abbildung 5).

Abbildung 5: ICC, COL1, Patientin 3. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In der
Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von COL1 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen zusammengeführt.
Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken entspricht einer Länge
von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt. C: Kontrollgruppe
ohne Behandlung.
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3.2.2 RUNX2

RUNX2 ist ein entscheidender Transkriptionsfaktor innerhalb der Differenzierung zu reifen
Osteoblasten und befindet sich der Lokalisation der Transkription folgend im Zellkern
(vgl. 1.3.2).

Abbildung 6: ICC, RUNX2, Patientin 1. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von RUNX2 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.

Bei Patientin 1 zeigte sich die Antikörperreaktion mit dem Transkriptionsfaktor RUNX2 wie
erwartet im Zellkern. Keine der Behandlungsgruppen zeigte Unterschiede in der
Proteinlokalisation. Die Fluoreszenzintensität war bei den mit ZOL behandelten Zellen
optisch etwas schwächer als bei den mit DEN behandelten und der Kontrollgruppe (vgl.
Abbildung 5).

Die Antikörperreaktionen mit RUNX2 unterschieden sich bei Patientin 2 von denen bei
Patientin 1 und Patientin 3. Entgegen der eigentlichen Erwartung waren bei den mit ZOL
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und DEN behandelten Zellen zusätzliche Fluoreszenzreaktionen im Zytoplasma zu
beobachten. Da für jedes Protein alle Aufnahmen mit den gleichen Belichtungseinstellungen
vorgenommen wurden, war diese Beobachtung nicht auf die Eigenfluoreszenz der Zellen
zurückzuführen. In der Kontrollgruppe war dieses Phänomen nur schwach ausgebildet und
die Fluoreszenzreaktion begrenzte sich auf den Zellkern (vgl. Abbildung 7).

Bei Patientin 3 entsprach die Antikörperreaktion wieder den Erwartungen und begrenzte
sich größtenteils auf den Zellkern. Es gab also keine auffälligen Abweichungen in der
Proteinlokalisation wie bei Patientin 2. Die Fluoreszenzintensität war bei allen drei
Behandlungsgruppen in etwa gleich (vgl. Abbildung 8).

Abbildung 7: ICC, RUNX2, Patientin 2. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von RUNX2 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.
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Abbildung 8: ICC, RUNX2, Patientin 3. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von RUNX2 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.
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3.2.3 RANKL

Als Ligand interagiert RANKL mit dem auf Osteoklastenvorläuferzellen befindlichen
Rezeptor RANK und aktiviert damit die weitere Differenzierung zu reifen Osteoklasten.
Nach der Transkription befindet sich dieses Protein sowohl im Zytosol als auch seiner
Funktion als Ligand folgend membranständig auf der Oberfläche der Zellen (vgl. 1.3.3).

Abbildung 9: ICC, RANKL, Patientin 1. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von RANKL gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN
behandelt. C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.

Bei Patientin 1 entspricht die Kontrollgruppe und die mit ZOL behandelten Zellen den
Erwartungen. Der Fluoreszenznachweis erfolgte eindeutig innerhalb des Zytosols und
vermehrt membranständig, wobei die mit ZOL behandelten Zellen optisch eine etwas
stärkere Fluoreszenzreaktion zeigten. Die Fluoreszenzreaktion bei den mit DEN
behandelten Zellen wich stark von der zu erwartenden Reaktion ab. Neben einer minimal
erkennbaren Fluoreszenz im Zytoplasma, zeigte sie sich vor allem im Zellkern
(vgl. Abbildung 9). Auch bei Patientin 2 war das eben beschriebene Phänomen zu
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beobachtend. Diesmal in der Kontrollgruppe. Die Zellen zeigten eine starke
Fluoreszenzreaktion am Zellkern. Die Fluoreszenzreaktionen der mit ZOL und DEN
behandelten Zellen zeigten dagegen die typische Lokalisation von RANKL im Zytosol und
an der Zellmembran (vgl. Abbildung 10).

Bei Patientin 3 stellte sich bei allen drei Behandlungsgruppen eine typische Fluoreszenz
innerhalb des Zytosols und an der äußeren Zellmembran dar. Zusätzlich war aber auch hier
wieder eine Fluoreszenzreaktion am Zellkern zu beobachten, diesmal bei der
Kontrollgruppe. Die Fluoreszenzintensität war optisch bei allen drei Behandlungsgruppen
gleich (vgl. Abbildung 11).

Bei allen drei Patientinnen zeigte sich bei einer Behandlung mit DEN eine geringere
Fluoreszenz an der Zellmembran.

Abbildung 10: ICC, RANKL, Patientin 2. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von RANKL gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.
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Abbildung 11: ICC, RANKL, Patientin 3. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von RANKL gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.
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3.2.4 SMURF2

Die Ubiquitin-Protein Ligase SMURF2 ubiquitiniert SMAD-Proteine und wirkt im Zuge
dessen regulierend auf BMP. Entsprechend ihrer Funktion befindet sich SMURF2 sowohl
im Zytosol, als auch im Zellkern (vgl. 1.3.4).

Abbildung 12: ICC, SMURF2, Patientin 1. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von SMURF2 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt. B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.

Die Zellen von Patientin 1 zeigten bei allen drei Behandlungsgruppen
Fluoreszenzreaktionen. Die Fluoreszenz war sowohl im Zytosol als auch im Zellkern zu
beobachten. Auffällig war die deutlich stärkere Fluoreszenzintensität bei den mit DEN
behandelten Zellen. Dort zeigten sich auch stärkere Reaktionen in der Zellkernregion. Bis
auf die eben genannte Intensitätsvariation bei der mit DEN behandelten Gruppe, waren die
Fluoreszenzreaktionen auch so zu erwarten (vgl. Abbildung 12).
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Alle Behandlungsgruppen von Patientin 2 zeigten ähnliche Fluoreszenzreaktionen. Wie bei
Patientin 1 war das Protein sowohl im Zytosol als auch im Zellkern lokalisiert. Die
Fluoreszenzintensitäten waren optisch als gleich zu bewerten (vgl. Abbildung 13)

Auch bei Patientin 3 war das Protein bei allen drei Behandlungsgruppen wie erwartet im
Zytosol und im Zellkern zu finden Die Fluoreszenzintensität der Kontrollgruppe von
Patientin 3 war optisch geringer als bei den mit ZOL und DEN behandelten Zellen.
(vgl. Abbildung 14)

Abbildung 13: ICC, SMURF2, Patientin 2. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK- Fluoreszenzreaktion von SMURF2 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt B: Zellen wurden mit DEN behandelt.
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.
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Abbildung 14: ICC, SMURF2, Patientin 3. Die linke Spalte zeigt die Zellkerne mit einer DAPI-Färbung. In
der Mitte ist die AK-Fluoreszenzreaktion von SMURF2 gezeigt. Rechts wurden beide Aufnahmen
zusammengeführt. Die Aufnahmen wurden mit 60-facher Vergrößerung durchgeführt. Der weiße Balken
entspricht einer Länge von 50 μm. A: Zellen wurden mit ZOL behandelt B: Zellen wurden mit DEN behandelt
C: Kontrollgruppe ohne Behandlung.

3.3 Bestimmung der relativen Proteinlevel

Die Westernblots hatten zum Ziel die Proteinmengen von COL1, RUNX2, RANKL und
SMURF2 in den für 5 d mit ZOL und DEN behandelten Zellen semiquantitativ im Vergleich
zur Kontrollgruppe zu bestimmen. Semiquantitativ deshalb, da es mit Westernblots nicht
möglich ist absolute Proteinmengen zu bestimmen, sie aber über ubiquitär vorkommende

houskeeping-Proteine wie -Tubulin zu normalisieren und dann mit einer Kontrollgruppe ins
Verhältnis zu setzen. Die Zellen der Kontrollgruppe wurden ausschließlich mit dem
Standardmedium inkubiert. (vgl. 2.6.1). Eine Veränderung der relativen Proteinmengen lässt
Rückschlüsse auf die Beeinflussung des Knochenstoffwechsels zu.
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Pro Protein wurden Zellen der osteoblastären Linie von drei Patientinnen untersucht,
wodurch sich pro Protein drei biologische Replikate (n=3) ergaben. Das Signifikanzniveau
wurde mit einem Students T-Test ermittelt und die Ergebnisse bei einem p-Wert < 0,05 als
signifikant erachtet (vgl. 2.6.7)

3.3.1 COL1

Bei den mit Zoledronat behandelten Zellen war bei allen drei Patientinnen eine Zunahme
des relativen Proteinlevels von COL1 zu beobachten. Die Ergebnisse wiesen allerdings eine
hohe Standardabweichung auf, weshalb sie statistisch nicht als signifikant bewertet werden
konnten. Unter Denosumabbehandlung wichen die relativen Proteinlevel stark voneinander
ab. Es wurde sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme der relativen Proteinlevel
beobachtet werden (vgl. Abbildung 15).

3.3.2 RUNX2

Die Behandlung mit Zoledronat führte bei allen drei Patientinnen zu einer Reduktion des
relativen Proteinlevels von RUNX2 um etwa 50 %. Dieses Ergebnis erwies sich statistisch
als sehr signifikant (p-Wert= 0,0041). Eine Denosumab Behandlung führte wiederum zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen. Bei Patientin 1 erhöhte sich das relative Proteinlevel, bei
Patientin 2 und 3 reduzierte es sich (vgl. Abbildung 16).

3.3.3 RANKL

Bei allen drei Patientinnen reduzierte sich das relative Proteinlevel von RANKL unter
Behandlung mit Zoledronat. Allerdings war auch hier die Streuung zu groß, um die
Ergebnisse als statistisch signifikant einzustufen. Der Einfluss von Denosumab auf das
relative Proteinlevel von RANKL war wie bei RUNX2 und COL1 sehr divers. Es war erneut
sowohl eine Erhöhung als auch eine Reduktion des relativen Proteinlevels zu beobachten
(vgl. Abbildung 17)

3.3.4 SMURF2

Die relativen Proteinlevel von SMURF2 streuten sowohl bei den mit Zoledronat als auch bei
den mit Denosumab behandelten Zellen. Keines der Ergebnisse war statistisch signifikant.
Auch hier zeigten sich Reduktionen und Erhöhungen der relativen Proteinlevel innerhalb
der gleichen Behandlungsgruppe.
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Abbildung 15: Westernblots, COL1. Die Coomassie-Färbungen zeigen eine angemessene Trennung der
Proteinbanden. Das Plus (+) markiert die Taschen mit den medikamentös behandelten Proteingemischen. Das
Minus (-) markiert die Kontrollgruppe. A: Westernblots zur Detektion von COL1 (150 kDa) bei den mit ZOL
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige
Beladung der Gele. B: Westernblots zur Detektion von COL1 (150 kDa) bei den mit DEN behandelten Zellen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige Beladung der Gele.
C: Statistische Auswertung des relativen Proteinlevels. Die Säulen entsprechen den Mittelwerten von 3
unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. Zusätzlich ist die Standardabweichung durch
Fehlerindikatoren dargestellt. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant erachtet. (ZOL)
p-Wert= 0,1223. (DEN) p-Wert= 0,7430. Keines der Ergebnisse war signifikant.
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Abbildung 16: Westernblots, RUNX2. Die Coomassie-Färbungen zeigen eine angemessene Trennung der
Proteinbanden. Das Plus (+) markiert die Taschen mit den medikamentös behandelten Proteingemischen. Das
Minus (-) markiert die Kontrollgruppe. A: Westernblots zur Detektion von RUNX2 (60 kDa) bei den mit ZOL
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige
Beladung der Gele. B: Westernblots zur Detektion von RUNX2 (60 kDa) bei den mit DEN behandelten Zellen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige Beladung der Gele.
C: Statistische Auswertung des relativen Proteinlevels. Die Säulen entsprechen den Mittelwerten von 3
unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. Zusätzlich ist die Standardabweichung durch
Fehlerindikatoren dargestellt. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant erachtet. (ZOL)
p-Wert= 0,0041. (DEN) p-Wert= 0,7549. Das Ergebnis für die mit ZOL behandelten Zellen war signifikant.
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Abbildung 17: Westernblots, RANKL. Die Coomassie-Färbungen zeigen eine angemessene Trennung der
Proteinbanden. Das Plus (+) markiert die Taschen mit den medikamentös behandelten Proteingemischen. Das
Minus (-) markiert die Kontrollgruppe. A: Westernblots zur Detektion von RANKL (37 kDa) bei den mit ZOL
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige
Beladung der Gele. B: Westernblots zur Detektion von RANKL (37 kDa) bei den mit DEN behandelten Zellen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige Beladung der Gele.
C: Statistische Auswertung des relativen Proteinlevels. Die Säulen entsprechen den Mittelwerten von 3
unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. Zusätzlich ist die Standardabweichung durch
Fehlerindikatoren dargestellt. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant erachtet. (ZOL)
p-Wert= 0,1891. (DEN) p-Wert= 0,7001. Keines der Ergebnisse war signifikant.
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Abbildung 18: Westernblots, SMURF2. Die Coomassie-Färbungen zeigen eine angemessene Trennung der
Proteinbanden. Das Plus (+) markiert die Taschen mit den medikamentös behandelten Proteingemischen. Das
Minus (-) markiert die Kontrollgruppe. A: Westernblots zur Detektion von SMURF2 (37 kDa) bei den mit
ZOL behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine
gleichmäßige Beladung der Gele. B: Westernblots zur Detektion von SMURF2 (37 kDa) bei den mit DEN
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die -Tubulin (50 kDa) Banden zeigen eine gleichmäßige
Beladung der Gele. C: Statistische Auswertung des relativen Proteinlevels. Die Säulen entsprechen den
Mittelwerten von 3 unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. Zusätzlich ist die Standardabweichung
dargestellt. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant erachtet. (ZOL) p-Wert=0,4133.
(DEN) p-Wert=0,6271. Keines der Ergebnisse war signifikant



Ergebnisse 46

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Abbildung 19: Übersicht der relativen Proteinlevel. Gezeigt werden die relativen Proteinlevel aller vier in
dieser Arbeit untersuchten Proteine. Die Säulen entsprechen den Mittelwerten von 3 unabhängig voneinander
durchgeführten Versuchen. Zusätzlich ist die Standardabweichung dargestellt. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden
die Ergebnisse als signifikant erachtet. Die p-Werte wurden in den vorherigen Abbildungen erläutert
(vgl. Abbildung 15, Abbildung 16, Abbildung 17, Abbildung 18).

Es konnten von allen drei Patientinnen erfolgreich Zellen aus dem Kieferknochen isoliert
werden, die morphologisch einer Mischpopulation zuzuordnen waren. Osteoblastäre Zellen
waren ebenso wie fibroblastenähnliche Zellen zu erkennen (vgl. Abbildung 2).

Sowohl COL1, RUNX2, RANKL als auch SMURF2, deren Beeinflussung durch Zoledronat
und DEN in dieser Arbeit untersucht wurde, konnten immunzytochemisch bei den isolierten
Zellen nachgewiesen werden. Das Vorhandensein von COL1, RUNX2 und RANKL lässt es
zu, die Zellen der osteoblastären Linie zuzuordnen. Außer bei RANKL entsprach die
Proteinlokalisation den durch die Literatur vorgegebenen Erwartungen. Im anschließenden
Kapitel müssen die unterschiedlichen Lokalisationen von RANKL im Zellkern und an der
äußeren Zellmembran diskutiert werden.

Die Westernblots zeigten nur bei RUNX2 eine signifikante Änderung der relativen
Proteinlevel. Bei allen drei Patientinnen wurde der für die osteoblastäre Differenzierung
entscheidende Transkriptionsfaktor um 50 % reduziert. Die Proteinlevel von COL1 als
Hauptbestandteil der EZM waren unter Behandlung mit ZOL bei allen Zellen erhöht. Die
relativen Proteinlevel von RANKL reduzierten sich unter Behandlung mit ZOL, jedoch
nicht signifikant. Bei allen anderen Versuchsreihen ergab sich eine breite Streuung der
Ergebnisse. Unter der identischen Behandlung mit ZOL oder DEN waren die relativen
Proteinlevel bei der einen Patientin erhöht, bei der anderen dagegen erniedrigt. Dies lässt
keinen eindeutigen Rückschluss auf die Wirkung der Medikamente auf diese Proteine zu. Die
möglichen Gründe müssen anschließend diskutiert werden.
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4 Diskussion
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von ZOL und DEN auf primär gewonnene Zellen
der osteoblastären Linie aus dem Kieferknochen anhand knochenspezifischer Proteine zu
untersuchen und anschließend neue Erkenntnisse über die Pathogenese der MRONJ zu
erlangen. Die hier angewandten Methoden und gesammelten Ergebnisse werden folgend
diskutiert.

4.1 Methodik der Probengewinnung der osteoblastären Linie

Die Probengewinnung orientierte sich an einem laboreigenen Protokoll zur Isolation
osteogener Zellen aus Knochenproben (vgl. 2.4). Es wich von in der Literatur beschriebenen
Protokollen zur gezielten Isolation von Osteoblasten insofern ab, als das nach erfolgtem
Auswachsen der Zellen aus der organischen Matrix, keine weitere osteogene Differenzierung
mit Dexamethason, β-Glycerophosphat oder Ascorbinsäure erfolgte und durch
ausbleibendes cell-sorting eine Mischkultur der osteoblastären Linie entstand (Coussens et al.
2009; Wrobel et al. 2016). Häufig wurden zur in vitro Kultur auch kommerziell erworbene
Zelllinien verwendet. Sie wurden zum Teil aus Osteosarkombiopsien gewonnen oder
primäre Knochenzelllinien wurden in vitro durch Transfektion immortalisiert.
Interindividuelle biologische Unterschiede von Individuum zu Individuum werden dadurch
allerdings nicht dargestellt, weshalb diese Zelllinien eher dafür geeignet sind allgemeine
Differenzierungs- und Zellinteraktionsmechanismen zu untersuchen (Kartsogiannis und
Kong Wah 2004). Da Medikamente im Organismus nie isoliert mit nur einer Zellart in
Kontakt kommen, in vivo hingegen eine Gewebedistribution stattfindet, wäre es also nicht
zielführend gewesen eine kommerziell erworbene Zelllinie zu verwenden.

Morphologisch waren schon zu Beginn fibroblastenartige Zellen neben typischen kuboidalen
osteoblastären Zellen zu erkennen (vgl. 3.1). Dies beobachteten Trubiani et al. auch bei einer
kommerziell erworbenen primären osteoblastären Zelllinie (Trubiani et al. 2010). Auch
Wrobel beschreibt mit seiner Arbeitsgruppe dieses morphologische Phänomen bei primären
Zellkulturen aus dem distalen Femur, bevor die Zellen einem osteoblastären
Differenzierungsmedium ausgesetzt wurden (Wrobel et al. 2016).  Dies scheint ein Umstand
morphologischer Veränderungen innerhalb der in vitro Verhältnisse zu sein, die zum einen
der fehlenden Interkation mit dem umgebenden Gewebe, als auch dem adhäsiven Kontakt
zum Flaschenboden geschuldet sein können (Hughes und Aubin 1997).

Der klassische Nachweis osteoblastärer Zelllinien mit ALP oder OSX wurde aus folgenden
Gründen nicht durchgeführt. ALP als wichtiges Enzym für die Knochenmineralisierung ist
nur in den späten Stadien der osteoblastären Differenzierung, also bei bereits reifen
Osteoblasten nachweisbar (Vimalraj 2020). Da hier die primäre Kultur allerdings keinem
Differnzierungsmedium ausgesetzt wurde, war ein solcher Nachweis nicht zwingend
zielführend. Die in dieser Arbeit zentralen Proteine COL1, RUNX2 und RANKL sind alle
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stark vermehrt im Knochengewebe vorhanden (Boskey et al. 1999; Komori 2008; Eriksen
2010). Die Gen-Expression von RUNX2 ist bei den Vorläuferzellen zu beobachten,
allerdings nicht bei den reifen Osteoblasten. Da ohne Genexpression keine Translation
erfolgt, ist auch das Protein in den frühen Differenzierungsstadien nachzuweisen.
Dementsprechend lässt sich daraus schließen dass es sich bei unseren Zellen um frühe
Stadien der osteoblastären Linie handelt (Ansari und Sims 2019). Der immunzytochemische
Nachweis dieser Proteine bestätigte somit auch den osteogenen Ursprung der Zellen (vgl.
3.2.1, 3.2.2, 3.2.3).

Um eine Kontamination mit anderen Bindegewebs- oder Blutzellen zu vermeiden, wurde bei
der primären Isolation stark darauf geachtet, den kortikalen Knochen der gesammelten
Proben von allen anderen Gewebebestandteilen, wie zum Beispiel parodontalem Gewebe,
Knochenmark und Periost zu befreien, (vgl. 2.4). Die anschließende enzymatische
Desintegration der organischen Matrix mit Collagenase I und Dispase ist eine der
Standartmethoden, die in der Matrix enthaltenen Zellen der osteoblastären Linie freizusetzen
und anschließend zu kultivieren (Voegele et al. 2000; Czekanska et al. 2012).

4.2 Inkubation der Zellen mit ZOL und DEN

Viele Arbeitsgruppen beschreiben in der Literatur Zellviabilitätstests und Apoptose-assays,
um die passenden Konzentrationen für die anschließenden Versuche zu ermitteln (Vgl. 2.4.2)
(Viereck et al. 2002; Huang et al. 2015; Mosch et al. 2019). In dieser Arbeit wurde sich an
Literaturangaben orientiert und Konzentrationen der beiden Medikamente innerhalb des
Mediums ausgewählt, die zum einen eine beständige Zellproliferation gewährleisten, als auch
deutliche Effekte auf die zu untersuchenden Proteine versprachen.

In einer 2012 fertiggestellten Dissertation an der Universität Göttingen untersuchte Sievers
den Einfluss von ZOL auf primäre humane und porkine Osteoblastenkulturen. Die
Proliferationstests zeigten einen geringen Einfluss auf die Proliferationsrate bei
Konzentrationen geringer als 1 μM. Bei höheren Konzentrationen sank die Proliferationsrate
drastisch (Sievers 2012). Otto et al. ermittelten für die in vitro Konzentration von ZOL
equimolare Dosen zur in vivo Applikation bei onkologischer Indikation, wobei
beispielsweise eine 1 μM in vitro Konzentration einer einmaligen intravenösen Gabe von 4
mg ZOL entsprachen. Es konnte eine Reduktion der Zellviabilität von mesenchymalen
Stammzellen beobachtet werden, die mit höheren Konzentrationen stark zunahm (Otto et
al. 2010).

Den konzentrationsabhängigen Einfluss von DEN auf kommerziell erworbene Zellen aus
dem Kieferknochen untersuchten Mosch et al. anhand von Zellviabilitäts-und Toxizitäts-
assays, der ALP-Aktivität und der Analyse der Genexpression von ALP, RUNX2 und COL1,
wobei bereits ab einer Konzentration von 0,25 μM Effekte zu beobachten waren. Die
Zellviabilität reduzierte sich erst ab einer Konzentration von 10 μM drastisch (Mosch et al.
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2019). Eine weiter Arbeitsgruppe führte Zellviabilitätstests an Brustkrebs- und
Umbilikalvenenzellen durch. Auch hier zeigten sich erst ab Konzentrationen von 10-20 μM
zytotoxische Effekte (Misso et al. 2012).

Die Darstellungen und Ergebnisse der eben beispielhaft aufgeführten Literatur zeigten eine
optimale Kombination aus anhaltender Zellproliferation und dennoch nachweißbaren
Effekten auf die Expression wichtiger Gene und auf relative Proteinlevel bei einer
Wirkstoffkonzentration von 1 μM, weshalb sie in dieser Arbeit sowohl für ZOL als auch für
DEN Anwendung fand.

4.3 Ergebnisse der Immunzytochemie

Im Folgenden werden die Ergebnisse des immunzytochemischen Proteinnachweises
diskutiert. Zunächst müssen allerdings noch einige Vor- und Nachteile der Methodik
besprochen werden. Wie im Material & Methoden Teil bereits erläutert, stellt die ICC eine
einfach durchzuführende Methode dar, um Proteine innerhalb von Zellen nachzuweisen und
deren Lokalisation zu bestimmen (vgl. 2.5.1). Vor allem der Lokalisationsnachweis ist sehr
zuverlässig, wodurch auch zellphysiologische Prozesse bewertet werden können (Donaldson
2015) Eine der größten Limitationen ist jedoch die begrenzte Auflösung der Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie, die durch lichtoptische Eigenschaften begrenzt ist (Hell 2003).
Bevor das spezifisch emittierte Fluoreszenzlicht von der Kamera aufgenommen werden
kann, muss es zunächst sowohl das Mowiol, als auch das DG durchdringen, die beide
unterschiedliche Brechungsindizes besitzen. Die Dicke des Mowiolfilms ist bei manueller
Anwendung nicht perfekt standardisierbar, wodurch auch die Position des DG bestimmt
und somit die Brechung des Lasers und des emittierten Lichts beeinflusst werden (Lichtman
und Conchello 2005; Sanderson et al. 2014). Dementsprechend ist es schwierig anhand von
Unterschieden in der Fluoreszenzintensität Rückschlüsse auf relative Proteinlevel zu ziehen,
wobei sie bei einheitlichen und deutlichen Unterschieden dennoch Hinweise darauf geben
können.

4.3.1 COL1

COL1 war bei allen drei Patientinnen nachzuweisen und die Fluoreszenzreaktion zeigte sich
an der für das Protein typischen Lokalisation im Zytoplasma, dort vor allem in Umgebung
des endoplasmatischen Retikulums und teilweise innerhalb von zytoplasmatischen Vesikeln
(vgl. 3.2.1) (Varma et al. 2016). Sind die Zellen, wie beispielsweise reife Osteoblasten, bereits
fähig eine EZM zu bilden, würde man das Protein auch extrazellulär finden (Thul et al. 2017;
COL1A1 - The Human Protein Atlas 2021). Die leichten Unterschiede der
Fluoreszenzintensität bei Patientin 1 und 2 zwischen der ZOL und der DEN Gruppe waren
nur schwach ausgeprägt und somit nicht eindeutig auf die Inkubation mit ZOL oder DEN
zurückzuführen, sondern auf Normabweichungen der Methode.
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4.3.2 RUNX2

Der Transkriptionsfaktor RUNX2 war bei den Proben aller Patientinnen nachzuweisen. Bei
Patientin 1 und 3 entsprach die Fluoreszenzreaktion der prädiktabelen Lokalisation des
Proteins innerhalb des Zellkerns (Thul und Lindskog 2018; RUNX2 - The Human Protein
Atlas 2021). Die Zellen von Patientin 2 zeigten allerdings auch starke Fluoreszenzreaktion
innerhalb des Zytoplasmas, vor allem unter ZOL und DEN Inkubation (vgl. 3.2.2). Eine
Eigenfluoreszenz der Zellen ist auszuschließen, da die Aufnahmen bei allen drei Patientinnen
mit den gleichen Belichtungseinstellungen erfolgten. Eine mögliche Erklärung ist eine durch
physiologische Seneszenz ausgelöste Desintegration zellulärer Strukturen und somit einer
Freisetzung des Transkriptionsfaktors in das Zytoplasma (Kuilman et al. 2010). Hayflick wies
bereits 1961 nach, dass bei in vitro kultivierten, nicht immortalisierten Zellen nach wenigen
Passagen morphologische Veränderungen festzustellen sind,  die Zellen sich nicht endlos
passagieren lassen und auch zellphysiologische Änderungen zu beobachten sind (Hayflick
und Moorhead 1961; Hayflick 1965). Die Vermutung ist also eine im Vergleich zu den
anderen Patientinnen früher einsetzende Limitation der Teilungsfähigkeit und beginnende
Desintegration zellulärer Strukturen. Eine weitere Erklärung wäre eine im Vergleich zu den
beiden anderen Patientinnen zu unterscheidende Reaktion auf die Behandlung mit ZOL und
DEN, da dieser Effekt in der Kontrollgruppe weniger stark ausgeprägt war. Allerdings
müssten dann auch bei Untersuchung der anderen Proteine derartige Unterschiede zwischen
den Patientinnen zu beobachten sein.

4.3.3 RANKL

Die Ergebnisse des immunzytochemischen Nachweises von RANKL zeigten auffällige
Fluoreszenzreaktionen des Zellkerns, die dem Verteilungsmuster nach nicht auf die
Medikamente zurückzuführen waren und folgend diskutiert werden müssen. Bei Patientin 1
zeigte sich im Zellkern eine Fluoreszenzreaktion bei der mit DEN behandelten Gruppe, bei
Patientin 2 in der Kontrollgruppe und bei Patientin 3 bei allen drei Behandlungsgruppen (vgl.
3.2.3). Das Typ II Membranprotein RANKL lässt sich typischerweise membranständig
nachweisen, bevor es extrazellulär sezerniert wird, um als Ligand zu seinen passenden
Rezeptoren zu gelangen. Direkt nach der Transkription ist es auch im Zytosol zu detektieren,
was sich in dieser Arbeit bei allen Patientinnen und Behandlungsgruppen nachweisen lies
(Nagy und Penninger 2015). Die human gene database genecards gibt zusätzlichen Anhalt, dass
RANKL auch im Zellkern nachweisbar sein kann und gibt erste Hinweise auf das oben
beobachtete Phänomen (Stelzer et al. 2016; TNFSF11 - GeneCards - Human Genes - Gene
Database 2021). Eine weitere mögliche Erklärung für starke Reaktion am Zellkern, könnten
posttranslationale Modifikationsprozesse sein, die am endoplasmatischen Retikulum
ablaufen (Deribe et al. 2010). Durch die zweidimensionale Darstellung der eigentlich
dreidimensionalen Zellstruktur, können das endoplasmatische Retikulum und der Zellkern
überlagern und den beobachteten Effekt erzeugen.
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Eine Färbung des Zellkerns zeigt sich in der Literatur auch bei einem anderen RANKL
Antikörper der Firma Santa Cruz (sc-377079) und deutet somit auf eine zufällige
Normvariante der Immunfluoreszenz mit RANKL Antikörpern hin (Shams et al. 2021;
RANKL Antikörper (G-1) 2021). Dies erklärt auch das unterschiedliche Verteilungsmuster
des Phänomens zwischen den Behandlungsgruppen und lässt letztlich keine Rückschlüsse
auf von Medikamenten ausgelöste Prozesse zu.

Die schwächere Fluoreszenz im Bereich der Zellmembran in der mit DEN behandelten
Gruppe, zeigt die starke Affinität von DEN zum Transmembranprotein RANKL. Deren
Interaktion verhindert ein Binden des für die ICC verwandten monoklonalen Antikörpers
(Kostenuik et al. 2009).

4.3.4 SMURF2

Der Nachweis von SMURF2 erfolgte bei allen drei Patientinnen. Als Ubiquitin-Protein-
Ligase ist SMURF2 seiner Funktion entsprechend sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma lokalisiert (vgl.3.2.4) (Thul et al. 2017; SMURF2 - The Human Protein Atlas
2021). Da eine negative Modulation von BMP durch SMURF2 vermutet wird, müssen die
beiden Proteine interagieren können. Als Wachstumsfaktor ist BMP im Zytoplasma
nachzuweisen und wird nach Bedarf sekretiert (Berndsen und Wolberger 2014).
Dementsprechend muss auch SMURF2 im Zytoplasma vorhanden sein. Zudem zeigten
Schminke et al. die eben beschriebene Lokalisation von SMURF 2 mit dem gleichen in dieser
Arbeit angewandten Protokoll (Schminke et al. 2015). Es konnten Unterschiede in der
Fluoreszenzintensität beobachtet werden, die sich allerdings als uneinheitlich zwischen den
verschiedenen Gruppen darstellten und mit hoher Wahrscheinlichkeit dem Zufall
unterlagen.

4.4 Ergebnisse der Westernblots

Um Proteinmengen quantitativ auswerten zu können sind Westernblots seit Jahrzenten eine
weitverbreitete und zuverlässige Methode (Taylor et al. 2013; Taylor und Posch 2014). Es
lassen sich jedoch keine absoluten Proteinmengen bestimmen, lediglich relative Mengen im
Verhältnis zu einem Housekeeping-Protein, weshalb man die Quantifizierung mit Westernblots
auch als semiquantitativ bezeichnen kann (Hnasko und Hnasko 2015). Die Ergebnisse der
in dieser Arbeit durchgeführten Westernblots geben mögliche Hinweise auf die
Pathophysiologie der MRONJ und müssen folgend diskutiert werden.

4.4.1 COL1

Bei allen drei Patientinnen war in der mit ZOL behandelten Gruppe eine Erhöhung des
relativen Proteinlevels um das 1,5- bis 3-fache zu beobachten. Aufgrund zu starker Streuung
wurden diese Ergebnisse als nicht signifikant erachtet, waren aber dennoch von hoher
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Relevanz (vgl. 3.2.1). Eine Erhöhung der COL1 Proteinsekretion bei primären humanen
Osteoblasten unter Behandlung mit ZOL zeigte sich auch in einer von Viereck et al.
durchgeführten Studie an der Universität Göttingen und bestätigte unsere Ergebnisse
(Viereck et al. 2002). Zwei weitere in vitro Studien an primären humanen Osteoblasten
konnten ebenfalls eine Erhöhung des COL1 mRNA- und Proteinlevels bei Gabe von ZOL
in subtoxischen Konzentrationen feststellen (Koch et al. 2010; Zara et al. 2015). Andere in
der Literatur veröffentlichen Studien zeigten dagegen eine Reduktion der mRNA Level von
COL1 (Patntirapong et al. 2012). Die Menge der mRNA korreliert allerdings nicht
zwangsläufig mit der tatsächlich vorhandenen Menge an Proteinen. Die für Proteine
kodierende mRNA kann bereits vor der Translation abgebaut werden oder quantitativ durch
medikamentöse Beeinflussung der Transkription reduziert werden, ohne jedoch die Menge
an bereits translatierten Proteinen zu verändern (Li und Biggin 2015; Fortelny et al. 2017).

Die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse über eine vermehrte COL1 Bildung, könnten
Einfluss auf die Pathogenese von MRONJ haben. Wird mehr COL1 als Hauptbestandteil
der EZM gebildet, kann anschießend auch mehr EZM mineralisiert werden. Da ZOL
gleichzeitig die Aktivität von Osteoklasten vermindert, wird innerhalb des bone remodellings
mehr Knochenaufbau als -resorption stattfinden und führt somit beispielsweise zur
Einengung der gefäßführenden Havers-Kanäle (Buckwalter et al. 1995). Ein dadurch
womöglich weniger stark vaskularisierter Knochen ist anfälliger für Infektionen, da
Immunzellen das Infektionsgeschehen nicht mehr adäquat erreichen können.
Pathophysiologisch unterstützt dies sowohl die inside-outside- als auch die outside-inside-
Theorie, die beide die Beeinflussung des bone-remodellings als wichtigen pathophysiologischen
Faktor der MRONJ betrachten (Hoefert et al. 2010; Lombard et al. 2016).

Der nicht eindeutige Einfluss von DEN auf COL1 ist logisch zu erklären und entspricht
bisherigen Studienergebnissen. Therapeutisch ist das Ziel von DEN als monoklonaler
Antikörper an den Osteoklasten aktivierenden Liganden RANKL zu binden und somit das
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und -resorption zu Gunsten des Aufbaus zu
verschieben (McClung et al. 2006; Smith et al. 2009; Bone et al. 2017). Ein direkter und
eindeutiger Einfluss auf den Stoffwechsel oder die Aktivität von Osteoblasten bei den in
dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von DEN wurde bisher nicht beobachtet und
bestätigt somit unsere Ergebnisse (Rachner et al. 2011; Sinningen et al. 2012; Isawa et al.
2019)

4.4.2 RUNX2

Eine signifikante Reduktion der relativen Proteinlevel von RUNX2 zeigte sich bei allen drei
Patientinnen in der mit ZOL behandelten Gruppe (vgl. 3.3.2). Huang et al. wiesen bei einer
kommerziell erworbenen osteoblastären Zelllinie eine signifikante Reduktion der mRNA-
und Proteinlevel von RUNX2 unter Behandlung mit ZOL nach (Huang et al. 2015). Auch
Manzano-Moreno et al. zeigten eine Reduktion der Genexpression von RUNX2, diesmal
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anhand primärer Osteoblastenkulturen aus dem Kieferknochen (Manzano-Moreno et al.
2018).

Bei den in dieser Arbeit kultivierten Zellen konnte keine Bildung einer EZM beobachtet
werden, womit es sich um nicht reife Stadien der osteoblastären Linie handeln muss (Clarke
2008). Da RUNX2 essenziell ist für die weitere Differenzierungsfähigkeit dieser Zelllinie,
erklärt sich die eingeschränkte Regenerationsfähigkeit des Kieferknochens bei MRONJ.
Werden alte Osteoblasten apoptotisch oder innerhalb des Knochenaufbaus als Osteozyten
eingemauert, können weniger SSC in Präosteoblasten umgewandelt werden und die
eigentlich benötigte Zellerneuerung ist reduziert (Pittenger et al. 1999; Datta et al. 2008).
Auch diese Ergebnisse unterstützen die bisherigen Theorien über die Pathophysiologie der
MRONJ, wonach das bone-remodelling für die vorliegenden Grunderkrankungen eigentlich
positiv beeinflusst wird, die erhöhte Knochendichte und eine eingeschränkte
Regenerationsfähigkeit der Osteoblasten dagegen zu einer reduzierten Abwehrleistung des
Kieferknochens führen (Lesclous et al. 2009; Hoefert et al. 2010; Lombard et al. 2016).

Die extrem gegensätzliche Streuung der Ergebnisse bei den mit DEN behandelten Gruppen
lässt keine eindeutige Interpretation zu und unterliegt mit hoher Wahrscheinlichkeit
zufälligen Prozessen. Die mögliche Erklärung wurde bei COL1 diskutiert (vgl. 4.4.1).

4.4.3 RANKL

Unter ZOL Behandlung war die Tendenz einer allgemeinen Reduktion der RANKL
Proteinlevel zu erkennen. Die bisherigen Erkenntnisse in der Literatur sind widersprüchlich.
Koch et al. zeigten beispielsweise eine Erhöhung der RANKL Genexpression, wobei dies
wie bereits beschrieben keinen direkten Einfluss auf die Proteinmenge haben muss (Koch et
al. 2012). In einer prospektiven Studie konnten bei 49 mit ZOL behandelten PatientInnen
um 22 % reduzierte Serumwerte von RANKL festgestellt werden (Mercatali et al. 2013). Dies
unterstützt wiederum die in dieser Arbeit beobachtete Tendenz. Eine Reduktion von
RANKL würde eine unterstützende Wirkung auf die allgemein bei BP nachgewiesene
negative Regulation der Osteoklastenaktivierung bedeuten (Bartl et al. 2006).

Wie schon bei COL1 und RUNX2 streuten die Ergebnisse der mit DEN behandelten
Gruppen und lassen keine eindeutige Interpretation zu. Im Gegensatz zur
Immunzytochemie ist eine Blockade von RANKL durch DEN bei der Antikörperreaktion
der Westernblots nicht zu erwarten gewesen. Die Zellen durchlaufen einen Lyseprozess,
bevor in der anschließenden SDS-PAGE eine Auflösung der Protein-Primärstruktur erfolgt.
Eine zuvor bestehende Interaktion von DEN und RANKL wird somit aufgelöst (Taylor et
al. 2013; Taylor und Posch 2014).

4.4.4 SMURF2

Die relativen Proteinlevel beider Behandlungsgruppen unterlagen starken gegensätzlichen
Schwankungen und ließen keine Rückschlüsse auf eine medikamentöse Beeinflussung zu.
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Tendenzen waren ebenfalls nicht zu erkennen (vgl. 3.3.4). Bisher gab es keine Studien, die
den Zusammenhang einer antiresorptiven Therapie und SMURF-Proteinen untersuchten
oder den Einfluss auf die Pathogenese von MRONJ nachweisen konnten.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Bisherige Arbeiten zur in vitro Untersuchung von antiresorptiven Medikamenten und deren
Wirkung auf humane osteoblastäre Zellen verwendeten häufig kommerziell erworbene
Zelllinien und konzentrierten sich bei ihrer Untersuchung auf die Zellviabilität und die
Expressionsraten von für den Knochenstoffwechsel oder das bone-remodelling relevanten
Genen. (Koch et al. 2010; Manzano-Moreno et al. 2018; Mosch et al. 2019). Deutlich weniger
Studien beschäftigten sich mit deren Einfluss auf relative Proteinlevel. Da erhöhte mRNA
Level aber nicht gleichbedeutend sind mit einer anschließenden proportionalen Translation
in das dafür kodierte und später physiologisch wirksame Protein, ist deren Betrachtung
überaus wichtig (Li und Biggin 2015; Fortelny et al. 2017).

Wie in den vorherigen Kapiteln geschildert, zeigten bisherige Studien widersprüchliche
Ergebnisse. Dies deutet darauf hin, dass die Ergebnisse stark von der kultivierten Zelllinie
abhängen. Um den in vivo Verhältnissen möglichst nahe zukommen ist die Verwendung von
primären Kulturen der osteoblastären Linie aus dem Kieferknochen daher eine der besten
und zuverlässigsten Methoden, um die Pathophysiologie der MRONJ zu untersuchen.

Insgesamt kann man anhand der in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse festhalten, dass die
Behandlung mit ZOL im Gegensatz zu DEN eindeutige Effekte in den Zellen der
osteoblastären Linie auslösten. Dies ermöglicht plausible Rückschlüsse auf die
Pathophysiologie der MRONJ. Eine Erhöhung der COL1 Produktion erklärt zusätzlich zur
Inhibition der Osteoklastenaktivität, weshalb die Knochendichte bei mit ZOL therapierten
PatientInnen erhöht ist (Miller et al. 2016). Die Kombination dieser beiden Reaktionen
könnte zu einer Verengung der gefäßführenden Havers- und Volkmann-Kanäle führen und
somit die Vaskularisierung des Kieferknochens einschränken (Maggiano et al. 2021). Erfolgt
nun eine Infektion des Knochens mit Mikroorganismen durch die Mundhöhle, ist die
immunologische Abwehrleistung des Knochens herabgesetzt und eine daraus folgende
Nekrose wird wahrscheinlicher (Datta et al. 2008; Zhao et al. 2012).

Alle bisherigen Studien zeigten apoptotische Effekte von ZOL auf osteoblastäre Zellen
(Plotkin et al. 2006; Maruotti et al. 2012; Huang et al. 2015; Jung et al. 2018; Di Vito et al.
2020). Eine zusätzlich ausgelöste Reduktion von RUNX2, einem wichtigen
Transkriptionsfaktor der frühen osteoblastären Differenzierung, könnte somit die
Regenerationsfähigkeit des Kieferknochens beeinflussen, indem alte Osteoblasten
apoptotisch werden, eine erneute Differenzierung vorhandener Vorläuferzellen jedoch
ausbleibt (Bruderer et al. 2014; Komori 2019). Osteoblasten sind außerdem zentrale
Modulatoren des bone-remodellings. Ist es reduziert, kann der Knochen weniger effektiv und
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nur noch verzögert auf mechanische und mikrobiologische Einflüsse reagieren (Pozzi et al.
2009; Katsimbri 2017). Vor allem das gehäufte Auftreten von MRONJ nach
oralchirurgischen Eingriffen unterstützt diese These, da beispielsweise Zahnextraktion das
umgebende Weich- und Hartgewebe traumatisieren und ein Eindringen von
Mikroorganismen erleichtert wird (Ruggiero et al. 2014).

Die nicht interpretierbaren relativen Proteinlevel unter DEN Behandlung sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die pharmakologischen Eigenschaften des Wirkstoffs
zurückzuführen. Das primäre Ziel von DEN als monoklonaler Antikörper gegen RANKL
ist die Aktivierung von Osteoklastenvorläufern über das RANK/RANKL/OPG-System,
indem es die Wirkung von OPG imitiert und RANKL an der Bindung an RANK hindert
(Baron et al. 2011). Dementsprechend könnte das Auftreten von MRONJ unter DEN
Behandlung auf die allgemeine Reduktion des bone-remodellings zurückgeführt werden
(Boquete-Castro et al. 2016).

Um in zukünftigen Studien die Signifikanz der Ergebnisse zu erhöhen, starke Streuungen zu
vermeiden und die interindividuelle Vielfalt der PatientInnen darzustellen, sollte die Anzahl
der biologischen Replikate erhöht werden. Das Vermeiden einer weiterführenden in vitro
Differenzierung wurde in vorherigen Kapiteln ausführlich besprochen. Dennoch sollte es in
zukünftigen Versuchen in Betracht gezogen werden, um auch den Einfluss auf höhere
Differenzierungsstadien der osteoblastären Linie zu erfassen. Des Weiteren könnte eine
Analyse der Genexpression anhand von mRNA-Leveln die Lücke zwischen Transkription
und Translation schließen.

Abschließend lässt sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit die bisherigen Erkenntnisse
zur Pathophysiologie der MRONJ unterstützen und somit einen wichtigen Beitrag zum
weiteren Verständnis dieses Phänomens leisten.
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5 Zusammenfassung
Medication related osteonecrosis of the jaw stellen eine häufige Komplikation im Rahmen
antiresorptiver Therapien dar. Bei Zoledronat und Denosumab handelt es sich um die meist
verbreiteten und potentesten Medikamente zur antiresorptiven Therapie, die gleichzeitig mit
der höchsten oral manifestierten Komplikationsrate verbunden sind. Da die Kiefernekrosen
je nach Schweregrad eine recht aufwändige systemische und chirurgische Therapie nach sich
ziehen ist es essenziell die Pathogenese dieses Nebeneffektes zu verstehen. Ein tieferes
Verständnis ermöglicht es neue Therapieansätze zu entwickeln und frühzeitig mögliche
Prophylaxemaßnahmen einzuleiten.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Zoledronat und Denosumab auf humane Zellen der
osteoblastären Linie aus dem Kieferknochen untersucht. Die Zellen von drei Patientinnen
wurden in vitro kultiviert, mit den oben genannten Medikamenten inkubiert und deren
zelluläre Effekte anhand von vier Markerproteinen evaluiert. COL1, RUNX2, RANKL und
SMURF2 wurden zunächst mithilfe von Immunzytochemie nachgewiesen und anschließend
deren relative Proteinlevel im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe mit
Westernblots ermittelt. Alle Proteine ließen sich bei den Patientinnen nachweisen und
bestätigten somit auch den osteogenen Ursprung der Zellen.

Neuartig war im Zusammenhang mit der in vitro Wirkung von Zoledronat und Denosumab,
dass die Zellen in dieser Arbeit keiner weiteren osteogenen Differenzierung ausgesetzt
waren. Dadurch konnte die Reaktion einer unbeeinflussten primären Zellkultur auf die
Inkubation mit Zoledronat und Denosumab beurteilt werden. Die Ergebnisse bestätigten
die bisher durchgeführten Studien und verfestigten die vorherrschenden Theorien über den
Pathomechanismus der medication related osteonecrosis of the jaw. Die zentralen Ergebnisse waren
eine Erhöhung der relativen Proteinlevel von COL1 und eine signifikante Reduktion von
RUNX2 unter ZOL Behandlung. Produzieren Zellen mehr COL1 als Grundgerüst der
extrazellulären Matrix, könnte der Raum für Leitungsbahnen innerhalb der Havers- und
Volkmannkanäle eingeengt, ein adäquates bone-remodelling eingeschränkt und der Transport
von Immunzellen zu Entzündungsherden erschwert werden. Eine Reduktion von RUNX2
als zentralen Transkriptionsfaktor der osteoblastären Differenzierung führt zu einer
eingeschränkten Regenerationsfähigkeit der knochenaufbauenden Zellen, womit die
Regenerationsfähigkeit des gesamten Knochens nach pathologischen Veränderungen
vermindert wird.

Die eigentlich positiv auf den Knochen wirkenden Effekte von antiresorptiven
Medikamenten können somit in Kombination mit einer pathogen besiedelten Mundhöhle zu
schweren Knochennekrosen im Bereich der Kiefer führen.
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