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Abkiirzungsverzeichnis

BMP-2 = Bone morphogenic protein 2

BMD = Bone marrow density

BP = Bisphosphonat

BRONIJ = Bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw
Dtl. = Deutschland

FB = Fibroblasten

FPPS = Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase

GPPS = Geranyl-Pyrophosphat-Synthetase

1. V. = intravends

IL183 = Interleukin 1 beta

IPPS = Isopentenyl-Pyrophosphat-Synthetase
Lsg. = Losung

Min. = Minuten

OPG = Osteoprotegerin

RabGGTase = Rab-Geranylgeranylsynthetase

Rank = Receptor activator of NF kappa B

RankL = Receptor activator of NF kappa B lingand
RL = Resorptionslakunen

RT = Raumtemperatur

RunX2 = Runt related Gen 2



Sek.

TNFa

TRAP

VEGF

vWF

12

Sekunden

Tumornekrosefaktor alpha
Tartratresistente saure Phosphatase
Vascular endothelial growth factor

von Willebrand Faktor
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1. Einleitung

1.1 Historischer Uberblick

Im Jahr 1895 gelang es dem deutschen Chemiker Menschutkin als erstem, Bisphosphonate (BP)
zu synthetisieren, welche Analoga der Pyrophosphate sind. Diese wurden in der chemischen
Industrie schon lange als Antikorrosionsmittel und Antiverkalkungsmittel verwendet, da sie die
Eigenschaft besitzen, die Kalzium-Karbonat-Bildung auf verschiedensten Oberfldchen zu ver-
hindern (Ruggiero et al., 2009). Daher waren sie in Waschmitteln, im Wasser zur Enthartung und

in Olldsungen enthalten (Siddiqi et al., 2009).

Heute sind die BP in zahlreichen Produkten zu finden, wie z.B. in Waschmitteln, in Zahnpasta
gegen Zahnstein, als Oberflichenanwendung zur Impriagnation gegen Kalkanlagerungen, im
Korrosionsschutz von Metallen, oder sie werden auch verwand zur Pasteurisierung und
Sterilisierung von Nahrungsmitteln. Deren Vorgidnger in der industriellen Nutzung, die
Pyrophosphate, gehéren zu der Gruppe der kondensierten Polyphosphate. Das sind niedere
Phosphorséduren, die als Salze vorliegen und auf der Formel Na,H,P,O3,; basieren (Wiberg et al.,
1995). Diese binden Kationen mit hoherer Ladung als Natrium so fest, dass sich keine Salze

bilden konnen.

Pyrophosphate selbst sind Kondensate von zwei Phosphaten, welche iiber eine Sdureanhydrid-
bindung verkniipft sind. Sie haben die Formel H4P,07. Da diese Verbindung hydrolytisch und
thermisch leicht gespalten werden kann, ist das Pyrophosphat im Gegensatz zu den BP nur
begrenzt anwendbar. Letzteres enthélt statt des zentralen Sauerstoffatoms ein Kohlenstoffatom

(vgl. Abb. 1), diese Verbindung ist deutlich stabiler und nicht hydrolisierbar.

Dieses fanden Fleisch und Mitarbeiter (1969) heraus, wodurch sich ein neuer Anwendungs-
bereich fiir diese Substanzklasse erdffnete. Pyrophosphate waren in vitro erfolgreich gegen
Verkalkungen eingesetzt worden. In vivo wirkten sie allerdings auf Grund ihrer Halbwertszeit
von 16 Min. bis zur hydrolytischen Spaltung nur, wenn sie parenteral verabreicht wurden, wobei
aber kein Effekt auf den Knochenstoffwechsel beobachtet werden konnte (Bartl et al., 2006). BP

hingegen konnen oral und parenteral wirksam angewendet werden, da sie wegen ihrer hohen
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Affinitdt zu Kalzium-Phosphat {iber je zwei Sauerstoffbriickenbindungen stark an das Kalzium

im Knochen binden.

Pyrophosphate Bisphosphonate
®) ©) ©) RT O
S S o::p_l_l:o
d A

Abb. 1: Strukturformel von Pyrophosphat und Bisphosphonat gegeniibergestellt (Shaw und
Bishop, 2005)

1.2 Pharmakodynamik und Pharmakokinetik

BP werden seit nun mehr 40 Jahren (Carlson und Basile, 2009) u.a. zur Therapie von malignen
Knochenerkrankungen eingesetzt, da sie die Eigenschaft besitzen, die Resorption des Knochens
zu verhindern. Sie binden bevorzugt an Orten mit hoher Umbaugeschwindigkeit und werden sehr
langsam vom Knochen wieder freigesetzt (Cremers und Papapoulus, 2011). Am zentralen vier-
bindigen Kohlenstoffatom der BP befinden sich zwei Seitenketten R1 und R2, die mal3geblich die
resorptionshemmende Kraft und die Eigenschaften der BP bestimmen. R1 ist zumeist eine
Hydroxylgruppe, welche die Knochenbindung vermittelt, wédhrend R2 wvariabel ist und die
antiresorptiven und antiproliferativen Eigenschaften bestimmt. Die &lteren BP wie Etidronat,
Clodronat oder Tiludronat haben keinen Stickstoffsubstiutenten, sondern lediglich einen Methyl-,

oder Chlorrest.

BP der zweiten und dritten Generation wie Pamidronat, Alendronat und Neridronat haben an
dieser Stelle eine Aminogruppe, wodurch sie mehr als hundertfach wirksamer sind. Olpadronat

und Ibandronat enthalten einen substituierten Stickstoffrest, was ihre Wirksamkeit weiter steigert.
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Risedronat und Zoledronat haben basische Heterozyklen als Substituenten und sind damit die
wirksamsten BP (vgl. Abb. 2). Nur kleine Verdnderungen in den Seitenketten konnen bereits eine
beeindruckende Wirkungssteigerung bewirken. So erzielt z.B. die Verldngerung einer Ami-
noalkylseitenkette um eine Methylgruppe eine zehnfache Wirkungssteigerung von Alendronat
gegeniiber Pamidronat (Boanini et al., 2012; Ralte et al., 2011; Rogers et al., 1997; Russel et al.,
2008).

Doch nicht unbedingt das potenteste BP ist in jedem Fall das beste Mittel. Sie besitzen
verschiedene Eigenschaften, z. B. Eliminationshalbwertszeiten, Affinitdt zum Knochen, gleich zu
setzen mit dem Wirkungseintritt, sowie Verbleib im Knochen, Wirkungsdauer und antitumordse

Eigenschaften. Je nach zu therapierender Krankheit kann ein passendes BP gewéhlt werden.

Die Eliminationshalbwertszeit hidngt von der jeweiligen Albuminbindung ab, welche wiederum
von Polaritit und Lipophilie bestimmt wird, diese kann zwischen 0,8 bis 16 Stunden betragen. Je
langer ein BP im Blut verbleibt, desto stirker flutet das Medikament die inneren Organe an,
besonders die Nieren, liber die sie ausgeschieden werden. Extraossiare Speicherung erfolgt jedoch
nur nach zu hoher Dosis oder zu schneller Infusion. Makrophagen nehmen das Medikament auf,
worauthin es ausgeschieden wird. Je geringer die Albuminbindung, desto mehr BP gelangen in

den Knochen, statt ausgeschieden zu werden.

Je hoher die Affinitdt zum Knochen, desto geringere Mengen BP werden von den resorbierenden
Zellen (Osteoklasten) aufgenommen und desto langsamer erfolgt die antiresorptive Wirkung.
Zusétzlich ist der Verbleib am Knochen ldnger und damit die Wirkungsdauer. Die Knochen-
halbwertszeit kann zwischen 150 und 200 Stunden betragen. Die friiheste pharmako- logische
Wirkung wird nach 24 Stunden beobachtet, sie hilt nach einer Einzeldosis 2 bis 3 Wochen an und

kann bei kontinuierlicher Gabe 3 bis 4 Monate andauern (Bartl et al., 2006).

Pamidronat und Zoledronat werden ausschliefllich i.v., Clodronat, Risedronat und Ibandronat
koénnen auch in Tablettenform verabreicht werden. Etidronat, Tiludronat und Alendronat werden
nur auf letzterem Wege eingenommen. Die Absorption oraler BP im Darm liegt je nach Medi-
kament zwischen 0,7 und 2,5 %. Die transzelluldre Resorption wird durch Polaritdt und negative
Ladung der BP erschwert. Dieser Effekt wird durch Nahrungsaufnahme verstirkt, da die BP
unldsliche Chelate mit Kalzium bilden (Cremers und Papapoulos, 2011; Lin, 1996).



Stickstoff-
haltig

Nicht-
Stickstoff-
haltige BPs

Stickstoft-
haltige BPs

R’-Seiten-
kette, Rest

Halogen
Alkyl

Alkyl-

aminoaliphati

sch

Hetero-
zyklisch

Wirkstoff
Etidronat
Clodronat
Tiludronat

Pamidronat
Neridronat
Olpadronat

Alendronat

Ibandronat

Risedronat

Zoledronat

Minodronat

16

Relative
Wirkpotenz

1x

10x

10x

100x

>100 < 1000x

>1000 < 10000

X

>1000 < 10000

X

>10000x

Inhibition
der
(%)

10
17

40

61

99

FPPS

R'-
Seiten-
kette,
Rest

R’ Seitenkette, Rest

—CH;

o )-s

—CH,-CH,—NH,
—(CH,)s—NH,
—(CH2)>-N(CHa),
—(CH,)5-N3

—_CH,

"\ (CH,),-CH,

N/ N\

—CH,—CH,N

—N
NZ NN
\—/
N
N\

Abb. 2: Einteilung der BP nach Stickstoffgehalt, Seitenketten, relative Wirkpotenz und Inhibition
der FPPS (Farnesyl-Pyrophosphat Synthetase) in % (Nancolas et al., 2006; Dunford et al., 2001).

Pamidronat und Zoledronat werden ausschlief8lich i. v., Clodronat, Risedronat und Ibandronat

konnen auch in Tablettenform verabreicht werden. Etidronat, Tiludronat und Alendronat werden

nur auf letzterem Wege eingenommen. Die Absorption oraler BP im Darm liegt je nach Medi-

kament zwischen 0,7 und 2,5 %. Die transzelluldre Resorption wird durch Polaritdt und negative

Ladung der BP erschwert. Wie viel Prozent des Medikaments nach oraler oder i. v. -gabe im

Knochen verbleibt, variiert sehr stark zwischen den Medikamenten und ist von Patient zu Patient

unterschiedlich. Es werden Werte zwischen 25 und 98 % angegeben (Cremers und Papapoulos,

2011). Die Ausscheidung erfolgt in mehreren Phasen: Zunidchst wird eine grofe Menge des
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Medikaments direkt aus dem Blut renal eliminiert, nach einem Tag wird auf diesem Wege
ungefahr die Haélfte der Dosis ausgeschieden. In der lang andauernden terminalen Elimina-
tionsphase werden die BP aus dem Knochengewebe riickresorbiert und innerhalb mehrerer Tage
aus dem Korper entfernt (Russell, 2011). King und Mitarbeiter (1997) untersuchten Hunde, die
ein Jahr BP erhielten und danach ein Jahr abstinent waren. Nach einem Jahr enthielt ihr Knochen

noch immer 45 % der urspriinglich absorbierten Dosis im Knochen.

1.3 Wirkung auf Osteoklasten

Die BP, die in groBer Menge am Knochen angeschwemmt werden, binden bevorzugt an die
freiliegenden Kalzium-Phosphat-Kristalle der Umbauzonen, wo sie von den therapeutischen
Zielzellen, den Osteoklasten resorbiert werden. Osteoblasten stimulieren die Differenzierung von
Osteoklasten aus Zellen des mononukledren Phagozytensystems. Osteoblasten sezernieren den
Liganden RankL, der auf den Rank-Rezeptoren der Osteoklastenvorlduferzellen binden (vgl.
Abb. 3)(Kikuta und Ishii, 2012). Uber diesen Mechanismus, aber auch nach dem Untergang eines
Osteozyten nach jeweils 150 Tagen, werden Osteoklasten gebildet und beginnen mit der
Resorption. Es handelt sich dabei um hochgradig polarisierte Zellen. Ein aktivierter Osteoklast
haftet sich mit Hilfe von Integrinen und einem Aktinring zirkuldr an Knochentrabekel an. Da-
durch entsteht ein hermetisch abgeschlossener Raum unter der basolateralen Membran des Osteo-
klasten. Die proximale Kontaktfliche wird durch einen dichten Faltenbesatz aus der Membran
des Endosomen-Lysosomen-Komplexes, dem sog. ,,ruffled border* stark vergréBert. Dort wird
zunichst das Hydroxylappatit mit Hilfe einer Protonen-ATPase bei stark verringertem pH-Wert
von 4,5 herausgeldst und als Kalzium und Phosphat ins Blut abgegeben. Die entmineralisierte
Knochenmatrix wird nun von lysosomalen Proteasen, v. a. Cathepsin K und Matrixmetallo-

proteasen abgebaut (Kikuta und Ishii, 2012).

Die extrazelluldren Matrixfragmente werden endozytotisch aufgenommen und nach Tranzytose
an der glatten Riickseite wieder abgegeben (vgl. Abb. 4). Die Aktivitit des Osteoklasten ist
erkennbar an den vielen Lysosomenvakuolen, Mitochondrien und starkem endoplasmatischen

Retikulum (Teitelbaum, 2011).
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Abb. 3: Kommunikation zwischen Osteoblasten und Osteoklasten, indem aktivierte Osteoblasten
RankL sezernieren, welches wiederum an den Rank-Rezeptoren der Osteoklasten bindet und sie
aktiviert. OPG kann RankL binden und unwirksam machen (Khosla et al., 2001)

Abb. 4: Osteoklasten binden durch Integrine (s. Vergroferung A) an die Knochenoberfldche,
bilden eine ,ruffled border aus und sezernieren mit Hilfe einer Protonen-ATPase
Wasserstoffmolekiile in die Resorptionslakune. Bei stark verringertem pH-Wert resorbiert die
Zelle organische (blau dargestellt) und anorganische (griin dargestellt) Matrix. Nach Transzytose
werden diese Bestandteile an der Riickseite der Zelle wieder abgegeben (Universitit Fribourg,
Frankreich 2010)

In diesem Zustand schiittet der Osteoklast verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren aus,

wodurch die Differenzierung von Stammzellen in Osteoblasten induziert wird (Sidiqqi et al.,
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2009). Nach zweiwochiger Aktivitdt geht ein Osteoklast durch Apoptose, also programmierten

Zelltot, unter oder in den Ruhezustand tiber .

Die BP werden durch den starken pH-Abfall unter den Osteoklasten von der Knochenoberflache
gelost und durch diese resorbiert. Der Eingriff in den Osteoklastenstoffwechsel erfolgt tiber zwei
verschiedene Mechanismen. Nicht-stickstofthaltige BP wie Clodronat oder Etidronat induzieren
die Bildung eines nicht hydrolisierbaren ATP-Analogons. Das toxische ATP-Analogon
akkumuliert in der Zelle und stort alle Stoffwechselvorginge, in denen Energie in Form von ATP
bendtigt wird (Russell, 2011). Durch Behinderung dieser lebenswichtigen Prozesse fiir die Zelle,
wird die Apoptose eingeleitet (Roelofs et al., 2010). Stickstofthaltige BP stéren den Mevalonat-
stoffwechsel. Der Mevalonatzyklus verwandelt Acetyl-CoA in Farnesyl-Disphosphat. Zwischen-
stufen sind z. B.: Isopentenyl Adenosin, wichtig fiir die Bildung von tRNA; Coenzym Q, ein
wichtiges Antioxidans der Atmungskette in Mitochondrien; Farnesyl-Diphosphat und Geranyl-
geranyl-Diphosphat, Lipidreste fiir die Membranverankerung von Zuckern oder Proteinen und
Cholesterol, Ausgangssubstanz fiir Steroidhormone und Gallensdure (Rauthan und Pilon, 2011).
BP der zweiten Generation hemmen kompetitiv die Umsetzung von Isopentenyl-pyrophosphat in
Dimethylallyl-Diphosphat, BP der dritten Generation den Reaktionsschritt von Dimethylallyl-
Diphosphat zu Geranylpyrophosphat. Durch Hemmung dieser Reaktionsschritte kann der absolut
lebenswichtige Vorgang der Proteingeranylierung und -farnesylierung, nicht mehr durchgefiihrt

werden (Holzer, 2009; Itzstein et al., 2011; Rogers, 2011; Ralte et al., 2011).

Die biologische Aktivitdt von Amino-BP richtet sich direkt gegen die Proteingeranylgeranylation.
Die wichtigste davon betroffene Gruppe sind die Ras-dhnlichen G-Proteine wie Rho, Ras, Rab,
und Rac (Rauthan und Pilon, 2011). Sie sind essentiell fiir Zellfunktionen wie Regulation des
Zellwachstums und des Zytoskeletts, Ausbildung der ,,ruffled border*, Funktion der spannungs-
gesteuerten Kalzium-Kanile, Kontrolle von Sekretion, Endozytose und des vesikuldren Trans-
portes. Sie sind ebenso fiir die Steuerung des Transportes von RNA und Proteinen zwischen
Zellkern und Plasma verantwortlich (Itzstein et al., 2011; Russell, 2011; Shannon et al., 2011).
Statine greifen ebenfalls in den Mevalonatstoffwechsel ein und hemmen die Umsetzung von
Coenzym A zu Mevalonat. Diese Medikamente werden zur Senkung des Cholesterinstoff-
wechsels eingesetzt, haben aber auf den Knochen keinen Einfluss. Dies zeigt die groBBe Gewebs-

selektivitdt von Medikamentengruppen, ja sogar Zellspezifitit (Russell, 2011).
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BP bewirken den Zellaufschluss von Osteoklasten und deren Zytoskelett, sowie den Verlust des
Aktinrings, und des ,,ruffled border. Die gesamte basolaterale Membran wird geschadigt, die
Saureproduktion wird verringert, Zellorganellen schrumpfen und es bilden sich grofle intra-
zellulare Vakuolen. AuBlerdem wird das Andocken an den Knochen behindert, da dessen

Oberflache mit BP beschichtet ist (Rogers et al., 1997; Zhang et al., 2011).

Mevalonate pathway.
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Abb. 5: Darstellung der wichtigen Stationen des Mevalonatzyklus. Statine hemmen die Bildung
von Mevalonat. BP konnen 5 verschiedene Enzyme hemmen: Hauptangriffspunkte sind die
Fanesyl-Pyrophosphat-Synthetase (FPPS) und die Geranyl-Pyrophosphat-Synthetase (GPPS)
(braun). Sie kénnen auch die Isopentenyl-Pyrophosphat-Synthetase (IPPS), Squalene-Synthetase
und Rab-Geranlygeranylsynthetase (Rab GGTase) (blau) hemmen (Russell, 2011)

Daraus folgt, dass der Osteoklast seine Fahigkeit zur Resorption verliert, in Apoptose verféllt und
seine Signalwege zum Osteoblasten gestort werden (Carlson und Basile, 2009). Diese Effekte
konnten auch in allen anderen Zellen erfolgen, in denen BP akkumulieren, auch in Tumorzellen.

Jedoch sollte bei exakter Dosierung, ausreichender Infusionszeit und geniigenden Abstinden
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zwischen den Gaben solche Effekte, die z. B. als Nebenwirkungen in den Tubulus- zellen der
Niere auftreten konnen, nur in den Zielzellen, den Osteoklasten auftreten. Diese nehmen hohe

Mengen BP an der Knochenoberfldche auf (Allen und Burr, 2008).

1.4 Effekte auf andere Zellpopulationen

Osteoblasten kontrollieren den turn-over im Knochen. Sie bilden Knochen und stimulieren
Osteoklasten zur Differenzierung, wenn ein Knochenareal abgebaut werden soll. Nach einem
Aktivitdtszyklus gehen sie entweder durch Apoptose unter, verwandeln sich in Osteozyten oder
Verweilen als Lining cells am Knochensaum. Osteozyten gewéhrleisten liber ihre Dendriten den
Informationsaustausch im Knochen und die Antwort des Knochens auf mechanische Stimuli.
AulBlerdem sind sie fiir die Vitalitdt ihres Osteons verantwortlich (Bellido und Plotkin, 2011).
Frither dachte man, dass Osteoblasten am wenigsten von BP beeintriachtigt werden. Es gab
Studien, die feststellten, dass die Knochendichte unter BP-Therapie verringert war. Das soll
durch die fehlenden Stimuli von Seiten der Osteoklasten begriindet sein (Boyce et al., 1996;
Eriksen et al., 2002). Aus groBeren Tierstudien geht hervor, dass keine direkte Inhibition der
Knochenbildung auf solchen Knochenoberflichen stattfindet, die nicht zuvor resorbiert wurden
(Iwata et al., 2006). Naidu und Mitarbeiter (2008) zeigten, dass die Lebensfdhigkeit von

Osteoblasten in vitro unter Alendronat- und Zoledronatexposition deutlich gesenkt wird.

Demgegeniiber hatten Plotkin und Mitarbeiter (1999) herausgefunden, dass Alendronat
Osteoblasten und Osteozyten vor Apoptose schiitzt. Neuere Studien konnten belegen, dass BP in
niedriger Dosierung die Osteoblastenaktivitdt stimulieren. Es wird weniger die Proliferation,
sondern die Differenzierung, Aktivitdt und Mineralisation angeregt, diese werden bei hoherer BP-
Dosierung jedoch gehemmt (Boanini et al., 2012; Koch et al., 2010; Reinholz et al., 2000;
Viereck et al., 2002). Dadurch wird die Knochendichte durch BP erhoht, bei gleichzeitiger
Hemmung der Osteoklasten. Mittlerweile sind sich viele Autoren einig, dass die Knochendichte

so bei BP-Patienten gesteigert wird (Bellido und Plotkin, 2011; Shannon et al., 2011).

Osteozyten spielen ebenfalls eine grofle Rolle hinsichtlich der Knochenstirke. Bei Osteoporose,
oder bei geschwiachtem Knochen nach verringerter mechanischer Belastung, kann man vermehrt

untergegangene Osteozyten und leere Osteozytenlakunen beobachten. Frakturen sind bei diesen
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Patientengruppen sehr hiufig. BP verhindern die Apoptose dieser Zellen (Brennan et al., 2011;
Roelofs et al., 2010). Die Steigerung der Knochenstdrke durch BP liegt dadurch nicht nur in ihren
antiresorptiven Eigenschaften, sondern auch in der Steigerung der Knochenstirke durch anti-

apoptotische Wirkung auf Osteozyten und Osteoblasten (Bellido und Plotikin, 2011).

Auch die Wirkung auf Mukosaepithelzellen wird zunehmend diskutiert. Diese Zellen konnten
nach Aufnahme von BP ihre Funktion verlieren, oder einen kiirzeren Lebenszyklus aufweisen.
Die Wundheilung wiirde damit stark beeintrachtigt. Das wiirde eine hohe BP-Konzentration in
der Schleimhaut voraussetzen, was jedoch weniger wahrscheinlich erscheint, da sich das Medi-
kament bevorzugt im Knochen akkumuliert. Andererseits konnten hohere Konzentrationen im
Speichel oder der Sulkusfliissigkeit zu finden sein. Das wére ein interessanter Ansatz (Allen und
Burr, 2008). Diesem folgten Landesberg und Mitarbeiter (2008), nachdem lange bekannt war,
dass einige Autoren (Suri et al., 2001; Twiss et al., 1994; Twiss et al., 1999; Wallace et al., 1999)
zeigen konnten, dass BP toxisch fiir Darmepithelzellen sind. Gleiches konnte auch fiir Mukosa-
epithelzellen gelten. Im in vitro Versuch fand die Forschergruppe heraus, dass BP keine
Apoptose in Mukosaepithelzellen auslosen, jedoch in Konzentrationen, wie man sie im
maxillofazialen System eines Patienten unter i. v. -BP-Therapie erwartet, hemmen sie die Pro-
liferation und Migration der Mukosaepithelzellen. Scheper und Mitarbeiter (2009) fanden in in-
vitro-Untersuchungen heraus, dass BP aber doch Apoptose in Fibroblasten und Epithelzellen
auslosen konnen und dass zum Ausdiinnen der Mukosadecke im Mund fiihrt. Ungeklart bleibt,
wie hoch die Konzentration der BP im Knochen ist, welche BP-Konzentration in der oralen
Mukosa erreicht werden und warum Patienten, die BP oral einnehmen und deutlich geringere
Konzentrationen an BP im Gewebe aufweisen, trotzdem eine Bisphosphonat induzierte Osteo-

nekrose erleiden.

1.5 Indikationen

BP reprisentieren die meistverwendete Medikamentengruppe zur Therapie von Storungen des
Knochenstoffwechsels durch gesteigerte Resorption (Boanini et al., 2012). Der Morbus Paget war
die erste Krankheit, die mit BP erfolgreich behandelt wurde. Die heute gebrdauchlichen BP-Typen

werden in aufsteigender Reihenfolge ihrer Wirksamkeit bei Morbus Paget genannt: Etidronat <
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Clodronat < Pamidronat < Alendronat < Risedronat < Zoledronat. Diese Reihenfolge entspricht
auch der antiresorptiven Wirkung der BP im Tiermodel. Wenn Zoledronat ein Mal im Monat mit
5 mg i. v. verabreicht wird, brauchen viele Patienten keine weiteren Medikamente mehr (Russell

et al., 2008).

Tumorerkrankungen des Knochens, verbunden mit Hyperkalzdmien durch iiberbordende
Knochenresorption der Osteoklasten werden in erster Linie mit BP behandelt. Es handelt sich
dabei um das Multiple Myelom, Plasmozytom, Knochenmetastasen von Mamma-, Prostata-,
Lungen- und Nierenzell-Karzinom oder andere solide Tumore. Fiir die Behandlung sind
Zoledronat, Clodronat, Ibandronat und Pamidronat zugelassen. Osteoporose wird sehr erfolg-
reich besonders mit Alendronat behandelt, aber auch Etidronat, Risedronat, Ibandronat, in
manchen Lidndern auch Clodronat und Pamidronat sind hierfiir zugelassen. BP steigern die

Knochenmasse und senken die Frakturrate bei Osteoporosepatienten (Russel et al., 2008).

AuBlerdem werden sie bei verschiedenen Osteopathien wie bei komplexem regionalen
Schmerzsyndrom, heterotoper Kalzifikation und Ossifikation, sowie Hyperkalzdmie-Syndrom
oder Knochenschmerz angewandt. Weitere Indikationen sind Osteopenie, Osteopetrose, Osteo-
dystrophie, Osteogenesis imperfecta bei Kindern oder Hyperkalzamie (Abediazar und

Nakhjavani, 2011; Chapurlat et al., 2012; Heino et al., 2011; McLeod et al., 2012).

Neuerdings wird untersucht, ob BP auch in der Orthopadie dazu genutzt werden konnen, um z.B.
eine bessere Osseointegration von Implantaten und Biomaterialien zu erreichen, die Heilung nach
Distraktionsosteogenese oder Frakturen zu verbessern und den Verlust von Endoprothesen zu
verhindern (Russell, 2011). Es gibt neuere Studien, die bestétigen, dass Zahnimplantate unter BP-
Einwirkung besser im Knochen integriert werden (z.B. Huja et al., 2011; Yildiz et al., 2010; Qi et
al., 2012; Zhang et al., 2011).
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Priaparat Relative Verabreichung | Indikationen
Wirkpotenz

Etidronat 1 oral Morbus Paget, Osteoporose,

(Diphos®, Didronel®) Knochenmetastasen, (Plasmozytom)

Clodronat 10 oral, intravenos tumorbedingte Hyperkalzdmie,

(Ostac™ Bonefos®) Knochenmetastasen, Plasmozytom,
Osteoporose

Tiludronat 10 oral Morbus Paget

(Skelid®)

Pamidronat 100 intravends tumorbedingte Hyperkalzdmie,

(Pamidronat®, Aredia®) Knochenmetastasen, Plasmozytom

Alendronat 1000 oral, intravends Morbus Paget, Osteoporose,

(Fosamax®) tumorbedingte Hyperkalzdmie,
(Plasmozytom)

Risedronat (Actonel®) 5000 oral Osteoporose, Morbus Paget

Ibandronat 10.000 oral, intravends Knochenmetastasen, tumorbedingte

(Bondronat®) Hyperkalzimie, (Plasmozytom,
Osteoporose)

Zoledronat 20.000- intravends Knochenmetastasen, tumorbedingte

(Zometa®) 100.000 Hyperkalzimie, Plasmozytom,
(Osteoporose)

Tab. 1: Klinisch eingesetzte BP und deren relative Wirkpotenz, Verabreichungsform und
Indikationen. Quelle: Mdgliche unerwiinschte Wirkungen von Bisphosphonaten im Kieferbereich
(Hoefert und Eufinger, 2004)

1.6 Antitumorose Eigenschaften

Hauptindikation der BP sind neben der Osteoporose die metastasierenden Tumorerkrankungen.
Zusitzlich zur Resorptionshemmung des Knochens haben BP abhéngig von ihrer chemischen
Struktur, verschiedene antitumordse Eigenschaften (Heymann et al., 2004). Man geht davon aus,
dass die hemmenden Effekte auf das Tumorzellwachstum durch die Hemmung der Osteoklasten
erfolgen. Diese setzen normalerweise Wachstumsfaktoren frei, die wiederum die Tumorzellen
erndhren konnen (Dominguez et al., 2011). Folgende Effekte durch BP sind bekannt: Hemmung
der Tumorzellinvasion, Tumorzelladhdsion und -ausbreitung, sowie Hemmung der Vaskulo- und
Angiogenese (Aft, 2011; Berenson, 2011, McLeod et al., 2012), Induktion von Tumorzell-
apoptose durch Hemmung der intrazelluliren Signaltransduktion (Sietsema et al., 1989) und
Hemmung des Zellwachstums (Lee et al., 2001). Einige in-vitro-Zellkulturexperimente haben

gezeigt, dass BP in verschiedenen humanen Tumorzelllinien von Mamma, Prostata, Lunge,
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Niere, Pankreas, aber auch Osteosarkom, Neuroblastom und multiplem Myelom eine Apoptose
auslosen konnen. Die caspaseabhédngige Apoptose scheint der Hauptmechanismus der Tumorzell-

apoptose zu sein (Senaratne et al., 2000).

Carlson und Basile (2009) sagen jedoch, dass die zerstorerische Wirkung von BP gegeniiber
Tumorzellen zwar in vitro nachgewiesen werden konnte, jedoch in vivo nicht evident ist. Interes-
sant ist, dass im Tierversuch unter BP-Medikation vermehrt inflammatorische Zytokine durch
Antigen-prasentierende Zellen produziert werden, wodurch die Toleranz gegeniiber Tumoranti-
genen gesenkt wird. Auch konnte in vitro festgestellt werden, dass spezifische tumorzyto-

toxische T-Zellen produziert werden (Kunzmann et al., 2000).

Auch wenn fiir BP keine lebensverldngernden Effekte nachgewiesen werden konnten, so
verbessern sie doch die Lebensqualitit der Patienten erheblich, die unter Knochenmetastasen

leiden (Aft, 2011).

1.7 Nebenwirkungen - Symptome und Ursachen

Die bisphosphonatinduzierte Osteonekrose des Kieferknochens, in der englischen Literatur
bekanntermallen als BRONJ (Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw) abgekiirzt, ist eine
der schwerwiegendsten Nebenwirkungen der BP. Diese Symptomatik ist in ihrer Ursache in
weiten Teilen ungeklirt. Jedoch gibt es eine groBe Anzahl von Studien und Ubersichtsarbeiten,
die sich mit diesem Thema beschiftigen. 2001 wurden die ersten Fille einer Kiefernekrose doku-
mentiert und man vermutete, dass ein Zusammenhang zu der BP-Therapie bestehen konnte. 2004
wurden dann von Marx (2003) und Ruggiero und Mitarbeitern (2004) die ersten Fallstudien

verOffentlicht.

Die typischen klinischen Kennzeichen der BRONJ sind eine nicht heilende Extraktionsalveole
oder ein spontan offen liegender Knochen mit fortschreitender Sequestration iiber 8 Wochen.
Dies kann einhergehen mit einer lokalisierten Schwellung oder Ulzeration, purulentem Exsudat,
Fistelbildung und Beeintrachtigung der Nervenfunktion. Es miissen BP eingenommen worden

sein und es darf keine Bestrahlung im Kopf-, Halsbereich zusitzlich stattgefunden haben (Otto et
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al., 2011; Ruggiero et al., 2009). Es kann sich jedoch auch um ein freiliegendes grauliches
Knochenareal handeln, welches vollig blande erscheint. Die Nekrose persistiert meist trotz
Resektion, Anfrischung und begleitender Antibiotikumtherapie. Im Rontgenbild ist erst nach fort-

schreitender Sequestration ein Mottenfra3 dhnliches Bild zu erkennen, dhnlich der Osteomyelitis.

Die Symptome weisen eine groBe Ahnlichkeit auf zu einer im 18. Jahrhundert erstmals beschrie-
benen Erkrankung von Arbeitern in der Streichholzindustrie, die Phosphordimpfen ausgesetzt
waren. Sie nannte sich ,,phossy jaw*. Zwar ist die chemische Zusammensetzung der beiden Sub-
stanzen sehr unterschiedlich, aber dennoch war ein dhnlicher Zusammenhang nicht auszu-
schlieen. Es dauerte einige Zeit, bis die Fachwelt und die Industrie die Existenz einer BRONJ
anerkennen wollten (Marx, 2008). Als 2005 auf einem Kongress der Himatologengesellschaft in
den USA internationale Berichte iiber BRONIJ vorgetragen wurden, war offensichtlich, dass es

sich um ein globales Problem handelt (Ruggiero, 2009).

Die Entstehung einer spontanen BRONJ wird meist bei Patienten beobachtet, die zwischen 1,5
bis 3 Jahre lang BP in groflen Mengen erhalten haben. Als Baseline gilt die Anzahl der Patienten,
die ohne Vorerkrankungen eine Osteonekrose im Knochen entwickeln, dabei handelt es sich ca.
um 0,026 % (Black et al., 2007). In 60 % der Fille erfolgt die Osteonekrose nach zahnirztlichen
Eingriffen (Glicklich und Wilson, 2009). 95 % der Erkrankungen traten nach intravendser Ver-
abreichung von Pamidronat oder Zoledronat zur Behandlung maligner Knochenerkrankungen
auf. Die Inzidenz liegt zwischen 0,8-12 % der mit BP 1. v. behandelten Patienten (Ruggiero et al.,
2009), in der Gruppe der mit Zoledronat allein behandelten Patienten wurde eine Inzidenz von bis
zu 21 % gefunden (Bamias et al., 2005). Nur ca. 5% aller Knochennekrosen traten bei Patienten
unter oraler BP-Therapie auf (Woo et al., 2006), wenngleich sie die viel groBere Patientengruppe
stellen. Es gibt keine genauen Angaben beziiglich aller mit oralen BP behandelten Patienten,
jedoch tibersteigen die Angaben selten 0,6 % aller mit BP behandelten Patienten (Ruggiero et al.,
2009). Dies mag daran liegen, dass die Medikamentendosis fiir Krebspatienten zehn bis zwolf
Mal hoher ist, als die in der Osteoporosetherapie angewendete Dosis (Bilezikian, 2006). Neuer-
dings steigt jedoch die Anzahl der gemeldeten BRONJ-Fille unter oraler BP-Therapie (Otto et
al., 2011). In zwei Dritteln der Félle ist die Mandibula befallen, nur zu einem Drittel die Maxilla
(Robertson et al., 2007). Obwohl der genaue Mechanismus der BRONJ noch nicht erkannt

wurde, sind verschiedene Hypothesen aufgestellt worden. Die vorherrschende Theorie bezieht
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sich auf das verminderte Remodeling oder die verringerte Wundheilung des Kieferknochens
unter BP-Therapie. Der Knochenumbau wird durch die Hemmung der Osteoklasten so stark
verringert, dass die Reparatur von Mikrofrakturen und Wunden nicht mehr gewahrleistet werden
kann. Letztendlich soll daraus die Nekrose erfolgen. Aktuelle Fallstudien haben gezeigt, dass
nach Therapie mit Denosumab® ebenfalls Kiefernckrosen auftreten. Dieser monoklonale Anti-
korper hemmt Osteo-klasten auf gédnzlich andere Weise als BP. Dies unterstiitzt die Hypothese,
dass die Hemmung der Osteoklasten wahrscheinlich der Hauptgrund bei der Entstehung der

Nekrose ist.

Desweiteren werden die antiangiogenen Eigenschaften den BP in Betracht gezogen. Fiir
Zoledronat wurden ein reduzierender Effekt auf den ,,vascular endothelial growth factor* (VEGF)
nachgewiesen, der stark die GefdBsprossung stimuliert. Dadurch koénnte die Durchblutung des
Knochens beeintrachtigt werden, was zusammen mit den metabolischen Verdnderungen im
Knochenumbau zum Absterben von Knochenbereichen fiihren kann. Andere Studien haben
entdeckt, dass BP direkt toxisch auf die orale Mukosa wirken konnen, diese dann fenestriert und
den Knochen freilegt. Da jedoch nur eine geringe Anzahl der Patienten unter dieser
Nebenwirkung leiden, miissen Risikofaktoren und Gendefekte als weitere Ursachen in Betracht

gezogen werden (Ruggiero, 2011).

BP-Typ, Lénge der Therapie, Art der Tumorerkrankung, begleitende Therapien wie systemische
Chemotherapie, Bestrahlung von Kopf und Hals, sowie Steroidbehandlungen scheinen eine grof3e
Rolle in der Entwicklung der BRONJ zu spielen. Auch Komorbidititen wie Andmie, Diabetes,
Ubergewicht, Hyperkalzimie und Gerinnungsstérungen werden hiufig erwihnt, ebenso lifestyle-
Faktoren wie Alkoholabusus, Rauchen und ein fortgeschrittenes Alter. Neuerdings werden auch
Gendefekte untersucht, wie Nukleotidpolymorphismen von Cytochrome P450-2C und COLIA 1-,
Rank-, MMP2-, OPG-, OPN-, FDPS- und VEGF-Genen.

Bei oraler BP-Therapie der Osteopenie, Osteoporose oder des Morbus Paget liegt ein geringeres
Risiko vor als bei i. v.-Therapie bei Multiplem Myelom oder Metastasen. Das Risiko einer
BRONJ steigt mit zunehmender Therapiedauer, ab 12 Monaten und mehr ist das Risiko
betrichtlich vergroert. Mehr als 60 % aller BRONJ-Fille erfolgen nach invasiver chirurgischer

Therapie, wie z.B. Zahnextraktionen (Vescovi et al., 2012).
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BP werden besonders in Knochen mit hohem turn-over angereichert, daher riihrt wohl das bislang
bekannte ausschlieBliche Vorkommen der BRONJ im Kiefer. Allerdings ist hier die Hemmung

des turn-over auf grund der Dauerbeanspruchung besonders schwerwiegend (Ruggiero, 2011).

1.8 Weitere Nebenwirkungen

Bei intravends applizierten Bisphosphonaten, insbesondere wihrend der ersten Behandlungs-
zyklen, treten bei ungefdhr 10 % Nausea und bei etwa 10-15 % der Patienten grippeartige
Symptome im Sinne einer Akutphasereaktion mit Fieber und Abgeschlagenheit auf (Lim et al.,
2010, Rossini et al. 2011). AuBBerdem werden Andmie, Obstipation, Atemnot, Knochenschmerz,
Myalgien und Arthralgien beobachtet. Bisphosphonatinduzierte Uveitiden sind selten und meist
innerhalb von einer bis zwei Wochen reversibel (Aft, 2011; Robertson, 2007). Akute Tubulus-
nekrosen im Rahmen einer Therapie in hoherer Dosierung (v. a. mit Pamidronat und Zoledronat)
sind selten und konnen durch eine langsame Infusionstechnik verhindert werden. Fiir orale BP in
geringer Dosierung wurden bislang keine nierenschiddigende Eigenschaften beim Menschen

nachgewiesen (Miller, 2011).

1.9 Prophylaxe und Therapie der BRONJ

Offensichtlich erleiden die Patienten unter i. v.-Therapie meist nach einem zahnérztlich-
chirurgischen Eingriff eine BRONIJ. Daher muss es obligat werden, dass all diese Patienten vor
einer BP-Behandlung eingehend zahnirztlich untersucht und saniert werden. Infektionsherde
miissen ausgerdumt, extraktionswiirdige Zéhne entfernt, parodontal stark geschwichte Zihne,
sowie Zahne mit fokalem Geschehen extrahiert werden. Implantologie oder korrektive Chirurgie,
wie die Vorbereitung des Prothesenlagers, Entfernung von Tori oder Schlotterkdimmen, sowie die
Extraktion impaktierter Weisheitszdhne sollten vor der BP-Therapie durchgefiihrt werden, die
dann erst nach vollstindiger Epithelisierung der Wundflichen begonnen werden sollte. Eine
begleitende Antibiotikumtherapie wird empfohlen. Der Patient muss eine sehr gute Mundhygiene
aufrechterhalten und dahingehend regelmédBig (in 6- bis 12-monatigen Abstinden) kontrolliert
und motiviert werden. Ein solch striktes praventives Protokoll ist bei Patienten mit oraler BP-

Medikation nicht erforderlich. Hier sollten Kontrolltermine ein Mal im Jahr bei gesunder
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Gebisssituation gentigen. Sollte trotz allem ein invasiver Eingriff wahrend der BP-Therapie
notwendig werden, so muss bereits vorher und bis zum Abschluss der Epithelisierung antibiotisch

abgeschirmt und die Wunde mit einem Mukosalappen plastisch gedeckt werden.

Bei der Therapie einer manifesten Nekrose wird weitestgehend die konservative Therapie
empfohlen. Viele Autoren haben berichtet, dass aggressive Nekrotomien zu gegenteiligen
Ergebnissen fiihren, also zu sich vergroernden nekrotischen Arealen mit schlimmeren
Symptomen (Marx et al., 2005). Ziel ist immer eine Wunddeckung mit Mukosa, die von CHX-
Spiilungen und einer Antibiotikaabschirmung begleitet wird. Liegt eine purulente Sequestration
im Sinne einer sich ausbreitenden Osteomyelitis vor, sollte mit einem Antibiogramm das
Keimspektrum identifiziert und eine speziell abgestimmte Antibiose vorgenommen werden. Eine
immer steigende Anzahl an Studien beschreibt die erfolgreiche Resektion von nekrotischen
Arealen (Carlson und Basile, 2009). Meistens wird hierbei eine Entfernung der Sequester
empfohlen unter minimaler Weichgewebsirritation und dichter Wunddeckung. Eine ausge-
dehntere Knochenentnahme bis zur Teilresektion ist nur bei grolen nekrotischen Arealen oder
nach pathologischen Frakturen noétig (McLeod et al., 2012; Ruggiero, 2004). Alternative
MalBnahmen werden beschrieben, wie Sauerstofftherapie oder Laserbehandlung, die Gabe von

pléttchenreichem Plasma oder Parathormon (Carlson und Basile, 2009; McLeod et al., 2012).

Ob eine Therapieunterbrechung sinnvoll ist, wird sehr kontrovers diskutiert. Dagegen spricht,
dass die BP eine lange Halbwertszeit im Knochen besitzen und damit ein Aussetzen der
Medikation keine starke Reduktion ihrer Konzentration im Korper bewirkt. Es muss kritisch
abgewogen werden, ob der Nutzen das einzugehende Risiko tatséchlich {iberwiegt. Eine einzige
Dosis von 5 mg Zoledronat im Jahr reduziert bei Osteoporosepatienten das Frakturrisiko von
Wirbelkorpern um 71 % und das von Hiiftknochen um 41 % (Black et al., 2007; Ruggiero, 2009).
Geschitzte 2 Millionen osteoporotische Frakturen pro Jahr werden in den USA durch BP

verhindert (Bone et al., 2004). Wihrend eine solche Fraktur lebensbedrohlich sein kann, ist eine
Nekrose im Kiefer leichter zu therapieren. Ebenso steigern BP die Lebensqualitit von
Tumorpatienten signifikant, indem sie Schmerzen, Tumorwachstum und Knochenmetastasierung
einddmmen. Auch hier ist in vielen Féllen ein Aussetzen des Medikaments nicht zu vertreten. Es
sollte also immer genau abgewogen werden, ob der gesundheitliche Zustand des Patienten eine

derart strittige Therapieunterbrechung (drug-holiday) vertrégt.
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1.10 Enzyme/Zytokine des Kochenstoffwechsels

Nach Darstellung des aktuellen Standes der Wissenschaft zum Thema Bisphosphonate folgt nun
eine Ubersicht der in dieser Studie verwendeten Enzyme und Zytokine des Knochen-

stoffwechsels, die durch BP unterschiedlich beeinflusst werden konnen.

Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase wird von Osteoblasten produziert und dient somit als Aktivitéts-
marker. Sie ist ein Ektoenzym, sitzt also der Zelloberfliche der Osteoblasten auf. Sie ist wichtig
fiir die Initiationsphase der Knochenbildung, zu einem spéteren Zeitpunkt des Prozesses jedoch
nicht mehr (Bellows et al., 1991). Sie wird maBigeblich von Osteoblasten am Knochensaum aus-
geschiittet, spdter tritt sie in die Blutzirkulation ein (Seibel, 2000). Thre genaue Funktion im
Knochen ist jedoch noch nicht bekannt. Es existieren verschiedene Isoformen des Knochens, der
Leber und des Darms. Im Blut werden sie oft als Knochenumbaumarker verwendet und zeigen

eine gesteigerte Osteoblastenaktivitit an.

Osteokalzin

Osteokalzin ist ein Vitamin K abhéngiges, hochgradig Kalzium und Hydroxylapatit bindendes
und nicht-kollagenes Knochenprotein und ein weiterer Marker der Osteoblastenaktivitdt. Es wird
nach Osteoblastendifferenzierung oder bei der Mineralisation ausgeschiittet und in die Knochen-
substanz eingebaut. Es geht bei Knochenresorption in die Blutbahn {iber. Es ist eines der 10
haufigsten Proteine im menschlichen Korper und hemmt die Prazipitation von Hydroxylapatit,
lockt jedoch auch Knochen resorbierende Zelltypen an. Es konnte gezeigt werden, dass osteo-
kalzinarmer Knochen weniger stark resorbiert wurde. Da Osteokalzin fast ausschlieBlich im
Knochengewebe vorkommt, kann eine erhohte Blutkonzentration als Hinweis auf eine vermehrte
Knochenresorption dienen, jedoch muss man beachten, dass bis zu einem Drittel der produzierten

Osteokalzinmenge direkt in die Blutbahn tibergeht (Hauschka et al.,1989).
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BMP2

,Bone Morphogenic Proteins* (BMP) sind Wachstumsfaktoren und gehoren zu der Superfamilie
der ,,Transforming Growth Factors B (TGFB), von der bereits 20 identifiziert wurden. Die
bislang entdeckten BMPs sind durchnummeriert und wirken bei der Entwicklung verschiedenster
Strukturen des Korpers mit. BMP2 ist ein Disulfid gebundener Homodimer und ist speziell fiir
die Bildung und Regeneration von Knochen, sowie die Entwicklung des Herzens zustindig
(Bragdon et al., 2011). BMP2 reguliert die Differenzierung, Chemotaxe und Apoptose von
Chondroblasten und Osteoblasten (Kawabata et al., 1998) und die Knochenbildung wihrend der
endochondralen Ossifikationsphase, u. a. durch Stimulierung der Bildung von Runx2 (Matsubara
et al., 2008). Mit anderen BMPs gehort er zu den stiarksten Wachstumsfaktoren fiir Knochen-
bildung und Reparation (Schilephake, 2002). Es wird von prahypertrophischen Chondrozyten,
sowie von Zellen der Milz, Niere, Lunge und des Pankreas gebildet und induziert eine vermehrte

Bildung von RANKL (Usui et al., 2008).

Runx2

»Runt related Gen 2 (Runx2) ist der maB3gebliche Transkriptionsfaktor fiir die Knochenbildung
(Karsenty, 2000; Lian und Stein, 2003), verantwortlich fiir die Osteoblastendifferenzierung und
Chondrozytenreifung. AuBBerdem wird seine Bildung durch BMP2 aus Osteoblasten induziert
(Hassan et al., 2006). Er wird von mesenchymalen Osteoblastenvorlduferzellen gebildet. Ohne
diesen Faktor, werden keine Blutgefdfle angelockt und die Knochenbildung kann nicht stattfinden
(Ducy et al., 1997; Komori et al., 1997). Aullerdem ist er fiir die Bildung von Osteokalzin und
alkalischer Phophatase verantwortlich (Ducy et al.,1997).

RankL

Dieses Protein wird durch Osteoblasten zur Steuerung der Osteoklastenformation und

-aktivitit gebildet. Es gehort zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) und die Abkiirzung
RankL steht fiir: ,,Receptor activator of NF kappa B lingand®“. Es lockt Blutmonozyten aus der
Peripherie an (Boyce und Xing, 2008), die sich dann in Osteoklasten umwandeln. Ebenfalls
bewirkt es, dass die Osteoklasten am Leben erhalten werden und die Genexpression lytischer

Enzyme stattfinden kann (Boyle et al., 2003), z.B. von TRAP und Cathepsin K (Matsuo et al.,
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2004). Auch Chondroblasten und Chondrozyten konnen wéhrend der Knochenbildung RankL
bilden (Boyce und Xing, 2008) und auch aktivierte T-Zellen. Aber auch in Lymphknoten,
Thymus, Brustdriisen und Lungen wird RankL synthetisiert. Es wird vermutet, dass Osteozyten
bei mechanischer Belastung des Knochens, Osteoblasten dazu aktivieren, RankL auszuschiitten
(Tatsumi et al., 2007). Die Hemmung dieses Proteins fiithrt zu Osteopetrose, die libersteigerte
Bildung zu Osteoporose. Im entziindeten Knochen wird RankLL durch verschiedene Verstirker-

mechanismen vermehrt gebildet und der Knochen verstérkt resorbiert.

OoPG

Osteoprotegerin (OPG) ist ebenfalls Mitglied der TNF-Familie. Es schiitzt den Knochen vor
exzessivem Knochenabbau durch ein aktives Rank-RankL.-System, indem es RankL. hemmen und
somit die Osteoklastenaktivitit senken kann. Also korreliert ein hoher OPG-Spiegel mit
steigender Knochenbildung und Massenzunahme desselben (Boyce und Xing, 2008). Es kann
von hypertrophen oder priahypertrophen Chondrozyten, Osteoblasten, in Zellen des Herzens, der
Leber, Nieren und Milz sowie von B-Zellen gebildet werden. Es ist bekannt, dass die meisten
Faktoren, die die Bildung von RankL aus Osteoblasten steuern, auch die Bildung von OPG
kontrollieren (Hofbauer und Schoppet, 2004). Die Ausschiittung der beiden Proteine erfolgt
gegenldufig, so fillt die OPG-Konzentration, wenn die RankL-Konzentration ansteigt und

umgekehrt (Kearns et al., 2007; Theolyre et al., 2004).

Rank

»Receptor activator of NF kappa B*, ebenfalls Mitglied der TNF-Familie, ist ein Rezeptor auf
den Osteoklasten, fiir welchen RankL der Ligand ist (Boyce und Xing, 2008). Er liegt als homo-
trimeres Transmembranprotein vor. Er kann von hypertrophen oder prihypertrophen Chondro-
zyten, osteoklastischen Progenitorzellen, Osteoklasten, dendritischen Zellen und in Brustdriisen
gebildet werden (Fata et al., 2000). Die Bindung von RankL am Rezeptor bewirkt die
Differenzierung von Zellen des phagozytiren Monozytensystems zur Differenzierung in

Osteoklasten.
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TRAP

Die ,tartratresistente saure Phosphatase* gilt als Markerenzym der Osteoklasten. Hierbei handelt
es sich um eine Histochemische Féarbung. Dieses Enzym wird als Typ-5 saure Phophatase
beschrieben und zeigt die Isoformen 5a und 5b, wobei 5a von Osteoklasten und die inaktive Form
5b auch von Makrophagen gebildet wird (medac, 1991). Er wird im Blut als
Knochenabbaumarker gewertet. Osteoklasten nutzen dieses Enzym zur Spaltung von

Phosphatesterbindungen.

ED1

EDI ist ein Oberflichenantigen, welches auf Zelloberfldchen und zytoplasmatischen Granula von
Phagolysosomen erscheint und mit der phagozytotischen Aktivitéit der jeweiligen Zelle korreliert.
Man findet es auf der Oberfliche von den meisten Makrophagenpopulationen, Monozyten und
deren Vorlduferzellen im Knochenmark, sowie auf dendritischen Zellen und T-Zellen

(Damoiseaux et al., 1994).

Cathepsin K

Cathepsin K eine Zysteinprotease der Papainfamilie. Bei der Knochenresorption ist Cathepsin K
die von Osteoklasten ma3geblich gebildete Kollagenase zum proteolytischen Abbau der organi-
schen Masse, also von Kollagen 1, des Knochens. Sie entfaltet ihre Funktion ausschlielich bei
niedrigem pH-Wert, also optimal in der Resorptionslakune zwischen Osteoklast und Knochen-
oberfldche. Basal enthélt sie ein Zysteinreservoir und bildet einen kovalenten Imediatkomplex

mit seinem Substrat (Boonen et al., 2012).

Interleukin 18 und TNFa

Interleukin 18 und Tumornekrosefaktor a sind stark proinflammatorische Zytokine, die starke
Entziindung, Fieber und Gewebszerstorung auslosen, bis hin zu Schock und Tod (Dinarello,
2000). Sie werden von beinahe allen kernhaltigen Zellen gebildet und kénnen diese aktivieren.
Sie werden meistens dann ausgeschiittet, wenn ein Stressor auf die Zelle einwirkt, dabei werden

sie auf die gleichen Reize hin ausgeschiittet. Aulerdem nutzen sie die gleichen intrazellularen
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Aktivierungspfade und fiihren zur Expression sehr dhnlicher Gensequenzen. Sie verstiarken selbst
ihre eigene Vermehrung und die des jeweils anderen (Baluk et al., 2009). Sie wirken als
endotheliale Adhésionsmolekiile fiir Leukozyten und stimulieren synergistisch die Gen-
expression verschiedener Molekiile, die an der Entziindungskaskade beteiligt sind (Dinarello,
2000). Andere antiinflammatorische Zytokine steuern dagegen, wodurch die Linge einer Krank-
heit definiert wird. IL1B stimuliert die Prostaglandine und Leukotrienbildung. Beide Zytokine
haben sehr &hnliche Rezeptoren und Wirkungen, jedoch kann TNFo Apoptose ausldsen,
wohingegen IL16 das bei seinen Zielzellen nie bewirkt. TNFa ist zusdtzlich ein wichtiger Faktor

fiir die Bildung von VEGF.

MMPS

Die ,,Matrixmetalloprotease 8“ (MMPS) ist eine interstitielle Kollagenase die in den Granula der
neutrophilen Granulozyten gespeichert wird. MMP8 wird bei Bedarf ebenso von Chondrozyten
synthetisiert, jedoch nicht gespeichert. Weitere Zelltypen sind in der Lage MMP8 zu bilden:
Makrophagen, T-Zellen, orale Epithelzellen oder auch Fibroblasten (Lint und Libert, 2006). Sie
wird als Proenzym sezerniert und extrazelluldr aktiviert. Sie arbeitet zinkabhingig und ist in der
Lage, die Triplehelix des Kollagens bei neutralem pH-Wert zu resorbieren. Dabei bevorzugt sie
Kollagen I vor Kollagen III und II. Als einzige Protease, kann sie Agrecan abbauen, ein Glycosa-
minoglycan des Knorpels (Parks und Mecham, 1998). Auch andere nicht kollagene Substrate
konnen gespalten werden, wie Fibrinogen, Angiotensin, oder Chemokine. AuBlerdem spielt
MMPS8 eine entscheidende Rolle in chronischen und akuten Entziindungen, sowie der Krebs-
entwicklung (Lint und Libert, 2006). Da in chronischen Wunden héhere Konzentrationen von
neutrophilen Granulozyten angetroffen werden, ist auch die Konzentration der MMPS8 dort hoher
(Nwomeh et al., 1999). MMPS8 kann die Immunantwort modulieren und neutrophile Granulo-

zyten anlocken, im Verlauf der Entziindung diese jedoch auch abschwéchen.

VEGF
,»Vascular endothelial growth factor* ist ein angiogenetischer Wachstumsfaktor, der in
Wachstumsphasen und nach ischdmischer Schiadigung die Gefdneubildung steuert. Sinkender

Sauerstoffpartialdruck ist der Trigger fiir die VEGF-Ausschiittung. Die VEGF-Familie wird
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unterteilt in VEGFA und PLGF (placental growth factor) die maBBgeblich die Blutgefa3bildung
steuern, sowie VEGFB, VEGFC und VEGFD. Die letzten beiden steuern die Bildung von
Lymphgefdalen. VEGF-Rezeptoren finden sich auf Endothelzellen und Zellen des Knochenmarks
(Ferrara und Alitalo, 1999). In der Embryogenese wird er von Chondroblasten produziert, spater
von Osteoblasten, aktivierten mehrkernigen Riesenzellen, Fibroblasten und Lymphozyten (Matos
et al., 2011). Zunichst ist er fiir die Chemotaxe der endothelialen Vorlduferzellen verantwortlich,
dann fiir Bildung, Teilung, Migration und das Uberleben von Endothelzellen und steuert die
Gefal3- sprossung. Weiterhin ist VEGF wichtig fiir die Vitalitdt der kapilliren Geflechte im
ganzen Korper (Moore et al., 2001; Zisa et al., 2009). VEGF spielt eine grofle Rolle in der
Tumor-entwicklung. Neoplasien sind in der Lage gro3e Mengen dieses Proteins zu bilden, um
sich somit eine ausreichende Blutversorgung zu sichern, wodurch die himatogene Metastasierung
erleichtert wird. Im Knochen kann VEGF Monozytenvorlauferzellen anlocken (Clauss, et. al.,
1990). Verschiedene Entziindungsmediatoren, unter ihnen auch TNFa, erwirken die
Genexpression von VEGF, der somit auch eine Rolle zu spielen scheint in dem entziindlichen

Geschehen von Gefallerweiterung und Permeabilititssteigerung (Neufeld et al., 1999).

von Willebrand Faktor

Der von Willebrand Faktor (vWF) ist ein Glykoprotein, das als Tragerprotein fiir Faktor VIII gilt,
diesen fiir die Gerinnungskaskade bereitstellt und die Thrombozytenadhédsion an subepitheliale
Fasern und untereinander vermittelt. Er wird in Endothelzellen und in Megakaryozyten gebildet,
kann von diesen Zellen in Weibel-Palade-Korpern und a-Granula gespeichert und sezerniert
werden. Man findet ihn auBlerdem im Plasma und in a-Granula der Thrombozyten (Ruggeri,
1999). Gemeinhin wird er in der Immunhistochemie fiir die selektive Anfarbung von Gefdflen zur

Quantifizierung benutzt (Matos et al., 2011).

1.11 Fragestellung

Bisphosphonate sind dullerst wirksame Medikamente zur Bekdmpfung von Knochenschmerz und

fortschreitendem Knochenabbau bei destruierenden Knochenerkrankungen. Ein Medikament mit

vergleichbarer Wirksamkeit und dhnlich breitem Wirkspektrum bei geringeren Nebenwirkungen
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ist nicht in Sicht. Somit ist es von groBBer Wichtigkeit, die Ursachen der den Patienten schwer
belastenden BP-induzierten Kiefernekrose zu ergriinden. Da die Ursache sicherlich
multifaktoriell bedingt ist, konnen und werden viele verschiedene Ansétze verfolgt, um Hinweise
auf Ausloser fiir ein solches Geschehen zu erforschen, um hier evtl. Therapie- und Priaventions-

ansitze zu finden.

Es wurden bereits immunhistochemische Studien am Knochen zum Thema der BRONIJ
durchgefiihrt. Eine davon verglich die Menge der Defensine bei Osteoradionekrosen, gesundem
Knochen und Knochen mit BRONJ. Man fand heraus, dass die Menge der Defensine bei der
BRONJ erhoht war. Daraus ergibt sich fiir die Autoren die Frage, ob eine Entzlindung vor der
Nekrose stattfindet (Stockmann et al. 2011). Andere Studien untersuchen jeweils ein ausge-
wihltes Protein des Knochens mit einer immunhistochmischen Féarbung (Bigi et al., 2010; Shirota
et al., 2009; Wehrhan et al., 2011a; Wehrhan et al., 2011b). Eine andere histologische Studie
verwendete nur Ubersichtsfirbungen wie Himatoxilin-Eosin oder Trichrom (Schwartz et al.,
2011). Unter den Suchbegriffen ,,bisphosphonate* und ,,immunohistochemistry®, ,,immuno-
histologic*, ,histology* oder ,,histologic* konnten keine weiteren relevanten Verdffentlichungen

gefunden werden.

In dieser Studie wurden immunhistochemische Untersuchungen zur eventuellen Differenzierung
unterschiedlicher Knochenreaktionen auf Bisphosphonate in Humanpriparaten durchgefiihrt. Das
Auftreten der immunhistochemischen Marker sollte bei Patienten unter BP-Therapie verglichen
werden, bei denen keine, oder doch eine BRONIJ entstanden war. Aullerdem sollte ein
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Ergebnissen der Enzyme und Marker gepriift und
dies mit der Literatur verglichen werden. Ein besonderes Augenmerk war auf die Anzahl, Gréf3e
und Verteilung der Osteoklasten gerichtet, sowie auf die Vaskularisation der Priparate. Es sollte
dabei der Fragestellung nachgegangen werden, ob eine Ursache der BRONIJ histologisch fest-
gestellt werden kann und inwieweit grundlegende Mechanismen des Knochenstoffwechsel

gestort werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

2.1.1 Patientengruppe

Das untersuchte Knochenmaterial stammt von 17 Patienten unter BP-Therapie, denen nach
genauer Erlduterung und schriftlicher Zustimmung wihrend eines operativen Eingriffs im
Kieferbereich Knochenmaterial aus dem Ober- oder Unterkiefer entnommen wurde (vgl. Tab. 1
und 2, S.61, f.). Dies geschah bei den Patienten ohne BRONJ im Rahmen einer Zahnextraktion
meist aus dem interradikuldren Septum. Bei den Patienten mit manifester BRONJ war es der
resizierte nekrotische Knochen. Zum Vergleich wurden Knochenpriaparate aus Mandibula oder
Maxilla gesunder Patienten herangezogen, die aus dem Laborfundus von Professor Doktor
Wermer Gotz, Zentrum fiir Zahn-, Mund-, und Kieferheilkunde Bonn stammen. Die Patienten-
auswahl unterlag folgenden Kriterien:

* Medikation mit Bisphosphonaten auf Grund einer malignen Knochenerkrankung oder

Osteoporose
* Keine vorrausgegangene Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich
* Keine klinisch oder radiologisch bestétigten Metastasen im Kieferbereich

¢ (Osteonekrose des Kieferbereichs anderer Genese

Diese Studie wurde am 08.02.2007 von der Ethikkommission in Bonn genehmigt wird unter der

Laufenden Nummer 189/06 gefiihrt.

Nach ausfiihrlicher Literaturrecherche ist diese Studie die erste, die humanen Knochen von
Patienten unter BP-Behandlung so umfangreich immunhistochemisch untersucht. Die eine
Gruppe wies eine BP-induzierte Nekrose auf, die andere nicht. Die Knochenproben wurden mit
den folgenden histologischen und immunhistochemischen Farbungen untersucht: Zwei
histologische Ubersichts-firbungen (HE, Trichrom), zwei histochemische Firbungen (PAS,
TRAP) und 14 immun-histochemische Farbungen (alkalische Phosphatase, BMP2, Cathepsin K,
EDI1, MMPS, OPG, Osteokalzin, Rank, RankL, Runx2, TNFa, IL18, VEGF, vWF) wurden an

allen Priaparaten durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte in semiquantitativem Verfahren.
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2.2 Methoden

2.2.1 Fixierung

Die insgesamt angefallenen 20 Préparate wurden nach der Entnahme in 4 %-igem, gepufferten
Formalin bei Raumtemperatur fixiert. Die Préparate waren 48 Stunden in der Formalinlosung (s.

Anhang) eingelegt.

2.2.2 Entkalkung

Nachdem die Fixierung abgeschlossen war, erfolgte die Entkalkung der Knochenpriparate in der
Entkalkerlosung Ethylendiamintetratessigsdure (EDTA, s. Anhang) iiber mindestens 3 Wochen.
Bis keine Triibung mehr eintritt, musste diese einmal in der Woche ausgetauscht werden, danach

wurden die Priparate 6 Stunden lang gewaissert.

2.2.3 Dehydrierung und Einbettung

Der Vorgang der Dehydrierung und Vorbereitung der Einbettung wurde im Gewebeent-
wisserungs- und Einbettautomaten (Tissue-Tek V.I.P 2000/3000, Fa. Vogel, Gieen) (s. Anhang)
durchgefiihrt. Zuvor werden Temperatur und Einwirkzeiten programmiert, mit denen die auf-

steigende Alkoholreihe zur Entwésserung und Klarung durchlaufen wird:

1. 70%-iger Alkohol 40°C 1 Std.
2. 70%-iger Alkohol 40°C 1 Std.
3. 80%-iger Alkohol 40°C 1 Std.
4. 96%-iger Alkohol 40°C 1 Std.
5. 96%-iger Alkohol 40°C 1 Std.
6. absoluter Alkohol 40°C 75 Min.
7. absoluter Alkohol 40°C 75 Min.
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8. absoluter Alkohol 40°C 75 Min.
9. Xylol 40°C 1 Std.
10. Xylol 40°C 75 Std.
11. Paraffin 60°C 1 Std.
12. Paraffin 60°C 1 Std.
13. Paraffin 60°C 1 Std.
14. Paraffin 60°C 1 Std.

Dann wurden die Préparate mit Hilfe eines Paraffinierungsgerit (Tissue-Tek TEC, Fa. Sakura,
Heppenheim) (s. Anhang) eingebettet. Hierfiir wurden die Préparate in kleine Kunststoffkiivetten
gelegt und diese mit fliissigem Paraffin ausgegossen, welches darauthin zu einem kleinen

Blockchen erhartete.

2.2.4 Schnittanfertigung

Pro Pridparat wurden Serienschnitte hergestellt. Mit dem Rotationsmikrotom (HM 335 S, Fa.
Microm International GmbH) (s. Anhang) wurden die 5 Mikrometer diinnen Schnitte ange-
fertigt. Vorbereitend mussten die Paraffinblockchen auf einer Kiihlplatte (Tissue-Tek, Fa.
Sakura) (s. Anhang) auf -4°C gekiihlt werden, um dann Serienschnitte anzufertigen. Diese
wurden aus dem auf 42°C geheizten Streckbad des Mikrotoms auf Objekttrager (Objekttriger
Superfrost Plus, Fa. Melzel, Braunschweig) (s. Anhang) iibertragen. Diese wiederum trockneten
dann 15 Minuten auf einer 42°C warmen Heizplatte (s. Anhang) und gelangen zum Schluss fiir

24 h in einen Warmeschrank (s. Anhang) bei 37°C.

2.2.5 Entparaffinierung

Um die histologischen und immunhistochemischen Farbungen durchfiihren zu kénnen, miissen

die Préparate von dem umgebenden Paraffin befreit werden. Das geschieht mit der absteigenden

Alkoholreihe (Reagenzien s. Anhang):



1. Xylol (Xylolseratz) 10 Min.
2. Xylol (Xylolersatz) 10 Min.
3. absoluter Alkohol 5 Min.

4. absoluter Alkohol 5 Min.

5. 96%-iger Alkohol 5 Min.

6. 70%-1ger Alkohol 5 Min.

7. Aqua dest. 5-10 Min.

2.2.6 Ubersichtsfirbungen

2.2.6.1 Himatoxylin - Eosin - (HE-)Firbung

Héamatoxilin-Eosin-Farbung

Saure Molekiile werden durch das Hamatoxilin blau gefdrbt: Schleim, Kalk, Zellkerne und
Bakterien. Alle basischen Molekiile, wie Zellplasmaproteine oder Kollagen werden durch das

Eosin rosa angeférbt. Jeder 10. Schnitt wurde in folgendem Verfahren mit HE manuell gefarbt:

1.-7. siehe 2.2.5

8.  Mayers Himalaunlosung (s. Anhang) 30 Sek.
9.  Spiilen unter lauwarmen, flieBendem Leitungswasser 4 Min.
10. Eosinlosung (s. Anhang) 2 Min.
11. Schwenken in Aqua dest 5 Min.
12. 70%-iger Alkohol 1 Min.
13. 96%-iger Alkohol 1 Min.
14. absoluter Alkohol 2 Min.
15. absoluter Alkohol 2 Min.
16. Xylolersatz 2 Min.
17. Xylolersatz 2 Min.

18. Eindecken mit DePex (s. Anhang)
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2.2.6.2 Trichrom nach Masson-Goldner

Trichrom

Die Trichrom-Féarbung dient zur selektiven Darstellung von Kollagen und allgemein von
Bindegewebe. Zellkerne erscheinen blau-schwarz, Kollagen, Retikulin, Osteoid, Basal-
membranen blau, Zytoplasma, Fibrin, Muskulatur und Erythrozyten rot, Elastin hellrot.

Stammldsungen:

Eisenhdmatoxylin nach Weigert:

10 ml Eisenhdmatoxilin A (s. Anhang) und 5 ml Eisenhdmatoxilin B (s. Anhang)

Massonldsung:
5 ml Masson-Goldner-Lsg. 1 (Ponceau Saurefuchsin) (s. Anhang) und 10 ml Masson-Goldner-

Lsg. 2 (Orange G Phosphorwolframséure) (s. Anhang)

Ponceau-Siurefuchsinlésung:

0,5 Azophloxin (s. Anhang) mit 100 ml Aqua dest. und 0,2 ml Eisessig mischen und filtrieren.

Phosphormolybdénsédure- Orange G:
3g Phosphormolybdénséure (s. Anhang), 2 g Orange G (s. Anhang) und 100ml Aqua dest..

1.—7.siehe 2.2.5

8. Eisenhdmatoxilin nach Weigert 2 Min.
9. Bléuen in Leitungswasser 5 Min.
10. Ponceau — Sdurefuchsinlsg. 5 Min

11. Differzieren in 1%-iger Essigsdure bis keine Farbwolken mehr abgehen
12. Beizen in Phosphormolybdédn- Orange G

13. Spiilen in 1%-iger Essigsdure

14. Lichtgriin (s. Anhang) 5 Min.

15. Spiilen in 1%-iger Essigsdure
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16. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

absoluter Alkohol 2 Min.
absoluter Alkohol 2 Min.
Xylolersatz 2 Min.
Xylolersatz 2 Min.

18. Eindecken mit DePex

2.2.7 Histochemische Firbung

2.2.7.1 PAS- Reaktion

PAS

Bei der Perjodsdure-Schiff Reaktion, handelt es sich um die histochemische Anfirbung von
kohlenhydrathaltigen Komponenten, wie Glykogen, Glykolipide, Glykoprotein, sowie Zellulose
oder Mukopolysaccharide, diese erscheinen im histologischen Bild magentarot bis violett. Auch

Pilze oder die Drusen von wahrscheinlich Aktinomyceten konnen so sichtbar gemacht werden.

Farblosungen:

0,5%-1ger Perjodsdure, Schiff’s Reagenz (s. Anhang)

1.-7. siehe (s. 2.2.5)

8. 0,5%-ige Perjodsdure 10-12 Min.
9. Waissern in Leitungswasser 10 Min.
10. Schiff’s Reagenz 20 Min.
11. Leitungswasser 10 Min.
12. Mayer’s Himalaun 30 Sek.

13. Blduen in warmem Leitungswasser

14. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
absoluter Alkohol 2 Min.
absoluter Alkohol 2 Min.
Xylolersatz 2 Min.
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Xylolersatz 2 Min.
15. Eindecken mit DePex
2.2.7.2 TRAP
1.-7. s.2.2.5
8.  Aktivierung mit tartratresistenter saurer Phosphatase 60 Min.
in Tris. HCL-Puffer bei 37°C
9.  Verfahren nach Barka und Anderson (1962) bei 37°C 60 Min.
Losung 1: 24 Tropfen 4%-ige Pararosaniin-HCI-Lsg.
(s. Anhang) und 24 Tropfen 4%-ige Natriumnitrit-Lsg.
(s. Anhang) werden nach 60 sec. mit 120ml Veronalazetatpuffer
(s. Anhang) verdiinnt und anschlieend 1g Weinsdure hinzugefiigt,
Einstellung der Lsg. mit 1n NaOH auf pH 5,05
Losung 2: 40 mg Naphtol-AS-Biphosphat und 4 ml Dimethylformamid (s. Anhang)
durch Mischen, starkes Riitteln und Filtrieren von 50 ml Lsg. 1 und 100 ml Lsg. 2 auf
250 ml aqua dest. wird die Lsg. auf pH 4,6 eingestellt.
10. Spiilen unter fliessendem Leitungswasser 1 Min.
11. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen 5 Sek.
12. Spiilen unter fliessendem Leitungswasser 5 Min.
13. Eindecken mit Aquatex (s. Anhang)

2.2.8 Immunhistochemie

Zur Darstellung spezifischer Proteine in den verwendeten Knochenpriparaten wurden immun-

histochemische Fiarbungen verwendet. Zum Nachweis der Spezifitdt wurde bei jedem Protein-

nachweis eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Verfahren zum Nachweis der untersuchten

Marker sind im folgenden aufgefiihrt. Die Raumtemperatur (RT) lag bei durchschnittlich 21°C
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und alle Inkubationen mit dem Priméarantikérper wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt.
Die Spezifitit der Antikdrper wurde mit Bezug auf die Herstellerangaben und zahlreichen

Literaturangaben vorrausgesetzt.

2.2.8.1 Alkalische Phosphatase

1.-7.s. 225
8.  Spiilen in TBS 10 Min.
9. Blockieren in endogener Peroxidase 10 Min.
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS 10 Min.
11. Inkubation mit Zitratpuffer (s. Anhang) 30 Min., 80°C
12. Mit 1%-igem BSA blocken 20 Min.
13. Inkubation mit Primdrantikérper 24h, 4°C
14. Spiilen in TBS 10 Min.
15. Inkubation mit Sekundirantikorper 30 Min.
(Envision Anti rabbit, HRP-konjugiert, s.2.2.13)
16. Spiilen in TBS 10 Min.
17. Féarbung in DAB (s. Anhang) 10 Min.
18. Spiilen in TBS 10 Min.
19. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen 1 Sek.
20. Blduen unter flieBendem Leitungswasser 5 Min

21. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

70%-i1ger Alkohol 2 Min.
96%-iger Alkohol 2 Min
absoluter Alkohol 2 Min.
absoluter Alkohol 2 Min.
Xylolersatz 2 Min.
Xylolersatz 2 Min.

22. FEindecken mit DePex
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2.2.8.2 Osteokalzin

1.-7. siche 2.2.5

8.
9.

10.
1.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

Spiilen in TBS

Blockieren in endogener Peroxidase

in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
Spiilen in TBS

Inkubation mit Primédrantikorper
(Verdiinnung 1:1000 in 1%-iger TBS/BSA)
Spiilen in TBS

Inkubation mit Sekundéirantikorper

(Dako Envision anti-mouse)

Spiilen in TBS

Féarbung in DAB (s. Anhang)

Spiilen in TBS

Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
Blduen unter flieBendem Leitungswasser

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

70%-i1ger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

10 Min.
10 Min.

10 Min.
lh

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
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2.2.8.3 Bone morphogenic protein 2 (BMP2)

1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Vorverdau mit 0,4%-igem Pepsin
12. Spiilen in TBS
13. Blocken mit Kaninchenserum 1:5 mit TBS/BSA
14. Inkubation mit Primdrantikorper
(Verdiinnung 1: 25 in 1%-igem TBS/BSA)
15. Spiilen in TBS
16. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako, anti goat, HRP-konjugiert 1:50)
17. Spiilen in TBS
18. Férbung in DAB (s. Anhang)
19. Spiilen in TBS
20. Gegenfarbung mit Mayers saurem Hamalauen
21. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
22. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

23.

70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

10 Min.
10 Min.

10 Min.

20 Min., 24°C
10 Min.

20 Min.

24h, 4°C

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.



47

2.2.8.4 Runx2
1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Vorverdauen mit 0,4%-igem Pepsin
12. Spiilen mit TBS
13. Vorblockung mit 4%-igem TBS/BSA
14. Inkubation mit Primdrantikorper
(Verdiinnung 1:30 in 1%igem TBS/BSA)
15. Spiilen in TBS
16. Inkubation mit Sekundirantikorper
(anti goat, HRP-konjugiert,
Verdiinnung 1:50 in 1%-igem TBS/BSA)
17. Spiilen in TBS
18. Férbung in DAB (s. Anhang)
19. Spiilen in TBS
20. Gegenfarbung mit Mayers saurem Hamalauen
21. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
22. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

23.

70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

10 Min.
10 Min.

10 Min.

20 Min.,37°C
10 Min.

20 Min.

24h, 4°C

30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
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2.2.8.5 RankL

1.-7.5.2.2.5

8.  Spiilen in TBS

9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,

10. Spiilen in TBS

11. Inkubation mit Primdrantikérper
(Verdiinnung 1:50 mit 1%-igem TBS/BSA)

12. Spiilen in TBS

13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Envision, anti goat, HRP-konjugiert,
Verdiinnung 1:50 in TBS/BSA)

14. Spiilen in TBS

15. Férbung in DAB (s. Anhang)

16. Spiilen in TBS

17. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen

18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser

19. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

20.

70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

10 Min.
10 Min.

10 Min.
20h, 4°C

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
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2.2.8.6 OPG
1.-7. s.2.2.5

8.  Spiilen in TBS

9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,

10. Spiilen in TBS

11. Vorblockung mit TBS/BSA 4%

12. Inkubation mit Primdrantikérper
(Verdiinnung 1:200 in 1%-1ger TBS/BSA)

13. Spiilen in TBS

14. Inkubation mit Sekundirantikorper
(anto goat, HRP-konjugiert, Verdiinnung 1:50 in
1%-1gem TBS/BSA)

15. Spiilen in TBS

16. Féarbung in DAB (s. Anhang)

17. Spiilen in TBS

18. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen

19. Blduen unter flieBendem Leitungswasser

20. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

21.

70%-i1ger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol

Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

10 Min.
10 Min.

10 Min.
20 Min.
20h, 4°C

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

2 Min.
2 Min.
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2.2.8.7 Rank

1.-7. s.2.2.5

8.  Spiilen in TBS

9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,

10. Spiilen in TBS

11. Vorverdauung mit 0,4% Pepsin (s. 2.2.10)

12. Spiilen in TBS

13. Vorblockung mit 4% TBS/BSA

14. Inkubation mit Primdrantikorper
(Verdiinnung 1:25 in 1%-igem TBS/BSA)

15. Spiilen in TBS

16. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Anti goat, HRP-konjugiert, Verdiinnung 1:50
in 1%igem TBS/BSA)

17. Spiilen in TBS

18. Férbung in DAB (s. Anhang)

19. Spiilen in TBS

20. Gegenfarbung mit Mayers saurem Hamalauen

21. Blduen unter flieBendem Leitungswasser

22. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

23.

70%-i1ger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

10 Min.
10 Min.

10 Min.
5 Min.
10 Min.
20 Min.
20h, 4°C

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
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2.2.8.8 CD 68/ ED1

1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Inkubation mit Primdrantikérper
(Verdiinnung 1:100 in 1%igem TBS/BSA)
12. Spiilen in TBS
13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Envision, anti mouse, HRP-konjugiert)
14. Spiilen in TBS
15. Férbung in DAB (s. Anhang)
16. Spiilen in TBS
17. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
19. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz
20. FEindecken mit DePex

2.2.8.9 Cathepsin K

1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase

10 Min.
10 Min.

10 Min.
lh

30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

10 Min.
10 Min.
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1.
12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
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in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
Spiilen in TBS
Blockierung mit 4%-igem TBS/BSA
Inkubation mit Primdrantikorper
(Verdiinnung in 1:200 mit 1%igem TBS/BSA)
Spiilen in TBS
Inkubation mit Sekundéirantikorper
(Dako Envision, anti rabbit)
Spiilen in TBS
Féarbung in DAB (s. Anhang)
Spiilen in TBS
Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
Blduen unter flieBendem Leitungswasser
Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

2.2.8.10 Interleukin 1f

1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Inkubation mit Primdrantikérper

(Verdiinnung 1:100 in 1%-1gem TBS/BSA)

10 Min.
40 Min.
24h, 4°C

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

10 Min.
10 Min.

10 Min.
24h, 4°C
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12. Spiilen in TBS
13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Envision, anti rabbit)
14. Spiilen in TBS
15. Férbung in DAB (s. Anhang)
16. Spiilen in TBS
17. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
19. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz
20. FEindecken mit DePex
2.2.8.11 TNFao
1.-7.8.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Inkubation mit Primdrantikérper
(Verdiinnung 1:50 in 1%igem TBS/BSA)
12. Spiilen in TBS
13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Cytomation, anti rabbit)
14. Spiilen in TBS

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

10 Min.
10 Min.

10 Min.

24h, 4°C

45 Min

10 Min.



15. Férbung in DAB (s. Anhang)
16. Spiilen in TBS
17. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
19. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
70%-1ger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz
20. FEindecken mit DePex
2.2.8.12 MMP8
1.-7. s.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml methanol und 700 pl 30%-igen H,O,
10. Spiilen in TBS
11. Inkubation mit Primdrantikérper
(in einer Verdiinnung 1:50 in 1%-iger TBS/BSA Losung)
12. Spiilen in TBS
13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Envision Anti mouse)
14. Spiilen in TBS
15. Férbung in DAB (s. Anhang)
16. Spiilen in TBS
17. Gegenfarbung mit Mayers saurem Hamaluen
18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
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10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

10 Min.
10 Min.

10 Min.
24h, 4°C

10 Min.
30 Min

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.
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Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
70%-1ger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

2.2.8.13 Von Willebrand Faktor

1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Inkubation mit Primdrantikérper
(Verdiinnung 1:200 mit 1%-igem TBS/BSA)
12. Spiilen in TBS
13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Envision, anti rabbit, HRP-konjugiert)
14. Spiilen in TBS
15. Férbung in DAB (s. Anhang)
16. Spiilen in TBS
17. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
19. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

70%-iger Alkohol

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

10 Min.
10 Min.

10 Min.
lh

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
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96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol
Xylolersatz
Xylolersatz

Eindecken mit DePex

2.2.8.14 Vascular endothelial growth factor

1.-7.5.2.2.5
8.  Spiilen in TBS
9. Blockieren in endogener Peroxidase
in 70 ml Methanol und 700 pul 30%-igen H,0O,
10. Spiilen in TBS
11. Inkubation mit Primdrantikorper
(Verdiinnung 1:25 mit 1%-igem TBS/BSA)
12. Spiilen in TBS
13. Inkubation mit Sekundirantikorper
(Dako Envision, anti rabbit, HRP-konjugiert)
14. Spiilen in TBS
15. Férbung in DAB (s. Anhang)
16. Spiilen in TBS
17. Gegenfiarbung mit Mayers saurem Hamalauen
18. Blduen unter flieBendem Leitungswasser
19. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:

70%-iger Alkohol
96%-iger Alkohol
absoluter Alkohol
absoluter Alkohol

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.

10 Min.
10 Min.

10 Min.
lh

10 Min.
30 Min.

10 Min.
10 Min.
10 Min.
1 Sek.
5 Min.

2 Min.
2 Min.
2 Min.
2 Min.
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Xylolersatz 2 Min.
Xylolersatz 2 Min.
20. Eindecken mit DePex

2.2.9 Kontrolle der Firbungen

2.2.9.1 Negativkontrolle

Zum Auschluss unspezifischer Reaktionen des Sekundirantikorpers wurden in jeder Firbereihe
Negativkontrollen mitgefiihrt. Zur Uberpriifung der Spezifitit des Primérantikorpers wurde statt
mit dem Primérantikdrper mit 1 %-igem TBS/BSA inkubiert, im weiteren Verlauf aber vollig
identisch behandelt. Zur Uberpriifung der Spezifitit des Sekundirantikdrpers wurden sowohl der
1. als auch der 2. Antikorper durch 1 %-iges TBS/BSA ersetzt.

2.2.9.2 Positivkontrolle

Als Positivkontrollen wurden Schnitte von Préparaten des gesunden Alveolar- und Kiefer-
knochens genommen von denen aus fritheren Untersuchungen die Lokalisation der nachzu-

weisenden Faktoren bekannt war.

2.2.10 Semiquantitative und photographische Dokumentation und Auswertung

Die Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Axioskop 2, Zeiss, Jena, Deutschland) (s.
Anhang) begutachtet und semiquantitiv ausgewertet. Auf Grund der Ergebnisse versprach eine
statistische Auswertung, z.B. im Sinne eines Vierfeldertestes keinen wissenschaftlichen Mehr-
wert. Die Proben waren nicht standardisiert, es handelte sich um unterschiedliche Kieferregionen
und unterschiedlich groe Knochenproben, desweiteren liegt eine uniibersichtliche
Zusammensetzung von Geweben und Zellen mit intra- und extrazelluldrer Anfarbung vor, die

eine einheitliche Festlegung auf eine spezifische Region fiir eine exakte quantitative
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histomorphometrische Auswertung schwierig machen. Die Entscheidung zur rein semi-
quantitativen Auswertung wurde nach Riicksprache mit dem betreuenden Statistiker getroffen.
Durch die semiquantitative Beschreibung konnten die Ergebnisse detailliert dargestellt und

aufgearbeitet werden.

Die Knochenproben wurden in 5- und 10-facher, aber auch 20- und 40-facher VergroBerung
fotographiert (Mikroskopkamera Axioplan 1, Zeiss, Jena, Deutschland) (s. Anhang). Die
Intensitdt der Immunreaktion wurde eingeteilt in: - = keine Immunreaktion, (+) = schwache
Immunreaktion, + = mittelstarke Immunreaktion, ++ = starke Immunreaktion. Die verschiedenen
Reagenzien, Chemikalien, Primér- und Sekundér-antikorper und Gerite finden sich im Anhang

auf den Seiten 135-139.
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3. Ergebnisse

3.1 Anamnese

Die Proben der mit BP behandelten Patienten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt: 8 Patienten die
unter BP-Behandlung keine Nekrose entwickelt hatten und 9 Patienten, die eine BRONI erlitten.
Insgesamt lagen 10 Pridparate mit, und 10 Priparate ohne Nekrose vor. Dabei handelte es sich um
geschlechtlich gemischte Gruppen (s. Tab. 1 und 2). 7 Patientinnen litten an einem Mamma-
Karzinom, 2 Patienten an Plasmozytom, 2 weitere an einem Prostata-Karzinom, 3 an Osteo-
porose, 2 an multiplem Myelom und 1 an einem Rektum-Karzinom. Die Patienten nahmen
verschiedene BP ein, 12 von ihnen Zometa® (Zoledronat), 2 Patienten Bondronat® (Ibandronat), 2

Patienten Fosamax® (Alendronat), einer Aredia® (Pamidronat).

Die nekrosefreie Gruppe umfasste 8 Patienten unter BP (im Folgenden Gruppe 1 genannt - siche
auch Tab.1). Die Priparate 1894 und 1896 dieser Gruppe stammten von 2 Patienten die auch in
der zweiten Gruppe aufgefiihrt werden mit den Préparatenummern 1895 und 2029. Diesen 2
Patienten wurden jeweils 2 Zdhne gezogen. Sie blieben bei einer der beiden Zahnextraktionen
nekrosefrei, im weiteren Verlauf entwickelten sie eine BRONJ. Diese beiden Patienten werden

mit der zweiten Gruppe besprochen.

Bei Gruppe 1 handelte es sich um 6 Ménner und 2 Frauen. Die Patienten von denen die Praparate
1894 und 1896 stammen, werden mit Gruppe 2 ausgewertet. Deren zweite Prédparate mit BRONJ
in Gruppe 2 haben die Labornummern 1895 und 2029. Allen Patienten dieser Gruppe wurde ein
Zahn unter BP-Therapie entfernt. Die Knochenbiopsie wurde bei diesen Patienten ohne BRONJ
im Zuge einer Zahnextraktion meist aus dem Septum entnommen (Regionen s. Tab. 1). 2
Patientinnen litten unter einem Mama-Karzinom, 2 Patienten unter Osteoporose, 2 unter einem
multiplen Myelom, 1 unter einem Prostata-Karzinom und 1 unter einem Plasmozytom. 3
Patienten erhielten Zometa® i. v., 2 Patienten Fosamax® oral, 2 Patienten Bondronat® i.v. und 1
Patient Aredia® i. v.. In dieser Gruppe hatten 3 von den 5 Tumorpatienten Metastasen, alle
Tumorpatienten erhielten zusétzlich eine Chemotherapie. Nur 1 von diesen 8 Patienten litt auch
unter einem Diabetes mellitus. Von 8 Patienten rauchte 1.

3 Préparate stammen aus dem Oberkiefer, 5 Mal aus dem Unterkiefer.



Nr. Labornummer | Geburtsdatum, | Maligne Medikament | Nekrose | vorrausgegangene | Metastasen | Chemo- | Diabetes | Raucher
Geschlecht Grunderkrankung in Regio | Extraktionen therapie | mellitus

1 1894%* 03.02.52 (+), m | Rektum-CA Zometa®iv. |- 27 Ja Ja Ja Ja

2 1896* 02.03.49 (+), w | Mamma-CA Zometa®iv. |- 41 Ja Ja - -

3 1964 17.10.39, m (+) | Prostata-CA Zometa®iv. |- 32-42 Ja - Ja -

4 1965 23.09.40, w Mamma-CA Bondronat® - 18 Ja Ja - -
V.

5 2061 20.04.30, m Osteoporose Fosamax® o. | - 26 - - - -

6 2103 28.04.60, m Multiples Myelom | Bondronat® - 75 - Ja - Ja
V.

7 2305 27.05.63, m Multiples Myelom | Zometa®iv. | - 46 - Ja - -

8 2317 27.05.63, m Mamma-CA Zometa® iv. | - 44 Ja Ja - -

9 2341 01.12.35, w Osteoporose Fosamax® 0. | - 11 - Nein - -

Tab. 1: Angaben zur Anamnese der Patienten unter BP-Therapie ohne Nekrose, Gruppe 1: Labornummer der Priparate, maligne Grunderkrankung,

verabreichtes Medikament, extrahierter Zahn, Metastasen bei malignem Primérkarzinom, Chemotherapie, Diabetes und Nikotinabusus

* Diese Patienten entwickelten im Verlauf der Studie nach einer zweiten notwendigen Extraktion eine Nekrose.

09



Nr. Labornummer | Geburtsdatum, | Maligne Medikament | Nekrose | vorrausgegangene Chemo- | Diabetes | Rauch
Geschlecht Grunderkrankung in Regio | Extraktionen Knochen therapie | mellitus | er
11 1895%* 03.02.52, m Rektum-CA Zometa® i.v. 14 Ja Ja Ja Ja Ja
12 2029 * 02.03.49, w Mamma-CA Zometa® iv. | 33 Ja Ja Ja - -
13, 1900,1901 27.10.44, w Mamma-CA Zometa® i.v. 13-17 Ja Ja Ja Ja -
14
15 2062 29.11.61, w Mamma-CA Zometa®iv. | 24 Ja Ja Ja - Ja
16 2345 17.06.37, m Osteoporose Zometa® i.v. 37, 38 - - - Ja Ja
17 2350 04.07.36, m Prostata-CA Zometa® iv. | 35 Ja Ja Ja Ja -
18 2352 20.1045, w Mamma-CA Zometa®iv. | 36 Ja Ja Ja - -
19 2360 01.01.38, m Plasmozytom Zometa® iv. | 36 Ja - Ja - -
20 2363 27.01.33, w Mamma-CA Zometa® iv. | 37 Ja Ja Ja Ja -

Tab. 2: Angaben zur Anamnese der Patienten unter BP-Therapie mit Nekrose, Gruppe 2: Labornummer der Praparate, maligne Grunderkrankung,
verabreichtes Medikament, Ort der Nekrose, extrahierter Zahn, Metastasen bei malignem Primérkarzinom, Chemotherapie, Diabetes und
Nikotinabusus

* Diese Patienten wiesen nach der ersten Extraktion keine Nekrose auf, nach der zweiten Extraktion entwickelten sie jedoch eine BRONLJ.

19
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Bei der zweiten Gruppe handelte es sich um 9 Patienten (im Folgenden Gruppe 2 genannt), die
unter der BP-Medikation eine BRONIJ erlitten. Es ging bis auf einen Fall immer eine Extraktion
voraus. Die Knochenbiopsie erfolgte bei den Patienten, die unter einer BRONIJ litten aus dem
Ubergang der nekrotischen Region zum gesunden Knochen (Regionen, siehe Tab. 2). Ein Patient
nahm die BP auf Grund einer Osteoporoseerkrankung ein, alle anderen auf Grund einer metasta-
sierenden Krebserkrankung. Es handelte sich hierbei um 4 Minner und 5 Frauen. 5 Patienten
litten an einem Mama-Karzinom, die anderen jeweils an Prostata-Karzinom, Rektum-Karzinom
und Plasmozytom. Alle Patienten erhielten Zometa® i. v. in hoher Dosierung. Zusitzlich erhielten
alle Patienten, mit Ausnahme des Osteoporosepatienten, eine Chemotherapie. 5 von 9 Patienten
litten auch an Diabetes mellitus. Nur 3 Patienten dieser Gruppe gaben an, regelmifig zu rauchen.
3 Mal lag die BRONJ im Oberkiefer vor, 6 Mal im Unterkiefer (vgl. Tab. 2). Die gewonnen
Praparate aus den BP-Gruppen 1 und 2 wurden mit jeweils 2 Knochenpridparaten mehrerer
gesunder Patienten aus dem Laborfundus von Professor Doktor Werner Go6tz, Zentrum fiir Zahn-,
Mund-, und Kieferheilkunde Bonn verglichen, die keine BP einnahmen, im Folgenden Gruppe 3

genannt.

3.2 Histologische Ubersichtsfirbungen

Bei den nachfolgenden Histologien mit den verschiedenen Anfarbungen erfolgt die Darstellung
immer in der Reihenfolge von Priparaten der Patienten die unter BP-Therapie nekrosefrei blieben
(Gruppe 1) und danach die Préparate von Patienten, die nach BP-Therapie eine BRONJ ent-
wickelten (Gruppe 2) und zuletzt Priparate gesunder Patienten ohne BP-Medikation (Gruppe 3).

3.2.1 Hamatoxylin-Eosin-(HE-)Firbung

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Der Lamellenknochen in dieser Gruppe bot teilweise ein unruhiges Bild durch die zahlreichen

Kittlinien im Biindelknochen (Abb. 1). Biindelknochen ist der dem Zahn am nichsten gelegene
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Knochen, hier inseriert der desmodontale Faserapparat. Durch Zahnbewegungen ist dieser
Knochen einem gesteigerten Umbau unterworfen. Die Umbaulinien waren oft arkadenformig
geschwungen, teilweise auch basophil gefarbt. Es gab hin und wieder Resorptionslakunen mit
vielen Lining cells, sowie Osteoblasten, die frisches Osteoid anlagern und in manchen Préparaten
Osteoklasten. Die Resorptionslakunen waren in den meisten Priparaten sehr zahlreich, aber flach

und schmal. Man erkannte viele Riesenzellen, Monozyten und Makrophagen im umgebenden

Bindegewebe.
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Abb. 1: Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochennekrose.

Kittlinien (KL), Resorptionslakunen (RL), Lining cells (LC) und Osteoblasten, Geféasse
(GEF), Osteoklasten mit Pfeilen markiert, (OriginalvergroBerung x 20) Féarbung: HE,
Priparatnr.: 1896

Einige Knochenfragmente enthielten zahlreiche Havers'sche Kanidle und waren somit gut
vaskularisiert, andere hingegen weniger. Das umgebende Bindegewebe aus Kollagenfasern und
Fibroblasten war meist mit vielen Lymphozyten, Granulozyten und Blutgefd3en durchsetzt. Das
Préparat eines Patienten aus Gruppe 1 mit der Nummer 2305 musste aus der Auswertung
herausgenommen werden, da das Knochenfragment so klein war, dass nicht fiir alle Anfarbungen

ein Knochenstuck erhalten werden konnte.
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Knochenproben von Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener

Kieferknochennekrose (Gruppe 2)

Diese Priparate waren jeweils teilweise nekrotisch, teilweise vital (Abb. 2). Im Bindegewebe
fanden sich viele Entziindungszellen und in 7 von 9 Féllen ein Bakterienrasen. Manche Prédparate
waren sehr zellarm, viele Zellen befanden sich in Apoptose oder waren bereits abgestorben. Fast
alle Osteozytenlakunen waren leer und man fand wenige Osteoblasten oder Lining cells.
Zahlreiche Resorptionslakunen, erschienen ebenfalls sehr flach und schmal, auBerdem waren fast
nie Osteoklasten in der Ndhe des Knochensaumes zu sehen. In 4 Priparaten erkannte man

Osteoklasten am Knochensaum oder in Resorptionslakunen.

4

Abb. 2: Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochennekrose.
Nekrotischer Knochen. Bakterienrasen (BR), Entziindungszellen (EZ), Resorptions-
lakunen (RL), leere Osteozytenlakunen (OL), (OriginalvergroBerung x10) Farbung HE,
Préiparatnr.: 2345
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Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Die Knochenprédparate zeigten kompakte und spongidse Anteile (Abb. 3). Sie waren stark
eosinophil gefdrbt. Man erkannte viele Osteone. Osteone sind die Grundeinheit des kortikalen
Knochens, in deren Mitte sich zwei Havers'sche GefiBe befinden. Um die GefiBe lagen
konzentrische Knochenlamellen. Aulerdem sah man Spongiosatrabekel und Biindelknochen. An
einigen Stellen fanden sich Resorptionslakunen mit bereits frisch angelagertem Osteoid und
vielen stark basophilen Lining cells (flache Osteoblasten im inaktiven Zustand), sowie
Osteoklasten, aktive Osteoblasten und deren Vorlduferzellen. Des weiteren waren Havers'sche
Kanile mit den zentralen Gefdlen zu finden und regelmiBig verstreute Osteozytenlakunen, die

basophile Osteozyten enthielten.

Abb. 3: gesunder Lamellen (LK)- und Biindelknochen (BK), Osteozytenlakunen mit
Osteozyten (OZ), Havers-Kanal(HK), Spongiosatrabekel (SP). (OriginalvergroBerung
x20) Farbung: HE, Préparat 2100
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3.2.2 Trichrom nach Masson-Goldner

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Hier konnten nur 8 Préparate ausgewertet werden, da das Knochenfragment von Nr. 2317 so
klein war, dass es nicht geniigend Schnitte ergab. Alle Praparate zeigten viele frische Osteoid-
areale. 3 der Priparate (1894, 1965, 2343) hatten noch viele mineralisierte Areale im Knochen, 4
Préaparate (1896, 1964, 2103, 2341) wiesen weniger Mineralisation auf, 1 Priparat (2061) gar
keine (Abb. 4).

Abb.4: Knochentrabekel von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochennekrose.
Mineralisierter Knochen (MK), viel frisches Osteoid(OriginalvergroBerung x10) Farbung:
Trichrom, Préparatnr.: 1964

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Viele noch mineralisierte Areale sah man bei 3 von 9 Priparaten (1900, 1901, 2360). Die

Préaparate 2345 und 1895 zeigten nur wenige mineralisierte Bereiche und die restlichen Préparate
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(15, 17, 18, 20) fast gar keine. Man fand weniger Osteoidbildung vor als bei Knochenproben von

Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1).

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Der gesunde Knochen war zu zwei Dritteln demineralisiert, ein Drittel des Knochens war noch

mineralisiert. Man erkannte méfige Osteoidproduktion.

3.3 Histochemische Farbung

3.3.1 PAS-Reaktion

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Die Kittlinien wurden dunkel angefarbt, ebenso das frische Osteoid erschien dunkel. Die Zell-

korper der Osteoklasten waren zart basophil im Kontrast zu den schwarzen Zellkernen.

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Wie bereits bei der HE-Féarbung beschrieben, erschienen die Knochenfragmente sehr unruhig mit
vielen Resorptionslakunen und Osteoklasten, sowie zahlreichen Havers’schen Kanédlen und Um-
baulinien. 7 von 9 Priparaten zeigten im Bakterienrasen violett angefarbte Konglomerate aus

feinen, fadenformigen Strukturen (Abb. 5).
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Abb. 5: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochennekrose.
Pink angefarbte, fadenformige Sturkturen. (OriginalvergoéBerung x40) Féarbung: PAS,
Préparatnr. : 1901

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

In dieser Ubersichtsfirbung erschien der gesunde Knochen recht gleichmifig basophil gefirbt,
die Zellkerne wurden dunkel violett dargestellt, ebenso die Endothelzellen der Gefa3e und die
Knochenriander. Kollagenfasern waren zart basophil gefarbt. Kittlinien und Osteoid wurden zarter
angeférbt, als in Gruppe 1. Strukturell zeigen diese Schnitte keine Unterschiede zu denen in der

oben beschriebenen HE-Farbung.
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3.3.2 TRAP

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Die Reaktion erzielte eine recht unterschiedliche Verteilung: 3 Prdparate zeigten keine Reaktion.
Zwar liessen sich Osteoklasten erkennen, diese wurden jedoch nicht angefédrbt (Nr.: 1894, 1964,
1965) (vgl. Abb. 6). 3 Priparate zeigten wenige Osteoklasten, die kaum angefarbt wurden. Diese
Osteoklasten erschienen sehr klein (Nr.: 2317, 2341, 2343). In 2 Priparaten reagierten die
Osteoklasten sehr stark, sie zeigten eine kriftig karmesinrote Farbung. Im Priparat 1896 waren es
sehr viele kleine Zellen, die weit weg vom Knochen lagen (vgl. Abb. 7), nur ein Osteoklast liegt
in seiner Resorptionslakune. Im Préparat 2061 fanden sich an einer Stelle mehrere Osteoklasten,
die weit weg vom Knochen lagen, an einer anderen Stelle lag ein Osteoklast in seiner Lakune am

Knochen.
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Abb. 6: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochen-
nekrose. Mit Pfeilen markierte, zahlreiche Osteoklasten, die TRAP-negativ sind. (Ori-
ginalvergroferung x10) Farbung: TRAP, Préparatnr.: 1964
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Abb. 7: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochen-
nekrose. Ein Priparat aus Gruppe 1 mit sehr zahlreichen, kleinen Osteoklasten, die auf
TRAP positiv reagiert haben. Sie liegen alle nicht nah am Knochen sondern im
Bindegewebe verstreut. (Originalvergroferung x20) Farbung: TRAP, Préaparatnr.: 1896

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Préparate 2350, 2360 und 2363 zeigten keine Anfarbung, jedoch waren im Préparat 2350
mehrere Osteoklasten sichtbar. Die Préparate 1900 und 1901 stammen von einem Patienten und
beide zeigten viele Osteoklasten, sie waren alle sehr klein und nur ein Osteoklast sal dem
Knochen direkt auf. Priaparat 2029 zeigte ebenfalls ein paar verstreute kleine Osteoklasten, von
denen keiner dem Knochen aufsal. Priparat 2345 enthielt zwei kaum angefarbte Osteoklasten.
Nur in den Priparaten 2352 und 2363 fand man viele kleine, kriftig gefarbte Osteoklasten, von

denen jedoch nur vereinzelte nah am Knochen lagen (Abb. 8).
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Abb. 8: Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochennekrose. Man
erkennt einige kleine rot gefirbte Osteoklasten mit einigem Abstand zum Knochen.
(Originalvergroferung x40) Farbung: TRAP, Préaparatnr.: 2363

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Diese Priparate zeigten sehr wenige TRAP produzierende Osteoklasten. Es lagen meistens

mehrere nebeneinander vor, eng an der Knochenoberfldche (Abb. 9).
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Abb. 9: Gesunder, spongidser Knochen umgeben von viel Bindegewebe. Trap-positive
Osteoklasten (Pfeile) wurden rot angefarbt. Sie liegen nah am Knochenbélkchen.
(Originalvergroferung x40) Farbung: TRAP, Préaparatnr.: 2076

3.4 Immunhistochemische Farbungen

3.4.1 Alkalische Phosphatase

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

In der Ubersicht war die Reaktion auf den Antikdrper der alkalischen Phosphatase einheitlich
stark (Abb. 10). In allen Préparaten aus dieser Gruppe wurden die Endothelzellen besonders stark
angeférbt, in der néchst kraftigen Intensitéit priasentierten sich die Lining cells, Osteoblasten und
Osteoklasten und deren Vorlduferzellen. Die Fibroblasten sind bei allen Préparaten ebenfalls
stark angefarbt. Bei den Praparaten 1894 und 1896 blieben die Fibroblasten und Kollagenfasern
ungefarbt. Bei diesen Priparaten fehlte bei den Osteozyten jegliche Reaktion, wohingegen bei

allen anderen Priparaten Osteozyten eine schwache Anfarbung aufwiesen.
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Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Reaktion bei dieser Patientengruppe fiel genauso aus, wie bei Gruppe 1. Besonders fielen die
vielen stark gefarbten Osteoklasten auf (Abb. 10). Zusitzlich waren jeweils noch der Bakterien-

rasen und die Granulozyten kréftig angeférbt.

Abb. 10: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochen-
nekrose. Stark angeférbt ist hier ein Osteoklast (OKL), sowie die Gefdlle (GEF), auch
einige stark gefarbte Granulozyten (GRZ) sind sichtbar. (OriginalvergroBBerung x40)
Féarbung: Alkalische Phosphatase, Priaparatnr.: 1900

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Alle GefiaBwinde und Lining cells und Osteoblasten, aber auch Osteozyten, Fibroblasten und

Osteoklasten waren kréftig gefarbt (Abb. 11).
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Abb. 11: Spongioser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne
Kieferknochennekrose. Osteozyten (OZ), Fibroblasten (FB), flache Lining cells (LZ),
Osteoklasten (OKL) und GefiBBe (GEF) stark gefarbt. (Originalvergroflerung x40)
Féarbung: alkalische Phosphatase, Préparatnr.: 1964

3.4.2 Osteokalzin
Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Die Hartsubstanz des Knochens wurde durchgéngig schwach braun gefdarbt. Einige Lamellen
waren stirker gefarbt als andere. Zusdtzlich waren einige Osteoblasten stark gefirbt. Osteoid
erschien schwach blau. Auch in Endothelzellen erkannte man eine schwach braune Reaktion
(Abb. 12). Das Priparat 1896 aus dieser Gruppe zeigte viele, teilweise unruhig geschwungene
Kittlinien. Die Préparate 1964 und 1965 présentierten viele positiv angefdrbte Osteoklasten. In
den Préaparaten 2317, 2341 und 2343 fand man keine Reaktion in den Osteoblasten. Auch hier sah

man schmale Streifen frischen Knochens, die weniger angefarbt worden sind.
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Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

In dieser Gruppe fiel auf, dass die meisten Praparate kaum angefarbte Osteoblasten vorwiesen,
sondern pro Préparat nur eine Stelle zu finden war, an der Osteoblasten Osteokalzin-positiv
waren. Keine Osteokalzin-positiven Osteoblasten wiesen die Préparate 2345, 2352 und 2360 auf.

Osteoklasten waren hingegen meistens angefarbt.

Abb. 12: Spongioser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne
Kieferknochennekrose. In diesem Prédparatausschnitt ist eine Region abgebildet, in der
sich einige osteokalzinpositive Osteoblasten (OBL), Lining cells (LZ) und iiberall
Osteozyten finden. Auch die Endothelzellen der GefiBwand (GEF) reagierten
Osteokalzin-positiv. (OriginalvergroBerung x10) Farbung: Osteoklazin, Préparatnr.: 2061

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Die Farbung fiel so aus, wie bei Gruppe 1, jedoch sah man sehr wenige Kittlinien. Helle Streifen

am Knochensaum markierten frisch abgelagerten neuen Knochen.
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3.4.3 BMP2

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Bis auf ein Priparat (2061) zeigten alle Préparate die gleiche Reaktion. Vereinzelt waren kleine
runde Zellen angefdrbt, die nicht direkt dem Knochensaum anlagen. Es konnte sich dabei um
Lymphozyten oder Mastzellen handeln, auBlerdem reagierten einige Lymphozyten und
Fibroblasten sehr schwach positiv. Weitere Strukturen wurden nicht angefarbt. Die Ergebnisse

unterschieden sich nicht von gesundem Knochen (Abb. 13).
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Abb. 13: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochen-
nekrose. Die Reaktion auf die BMP-2-Farbung erfolgte sehr schwach. Man erkennt in
einigen Fibroblasten (FB) und Lymphozyten (LZ) einige braune Granula.
(Originalvergroferung x40) Farbung: BMP-2, Priparatnr.: 1965

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Ergebnisse sind gleich zu denen aus Gruppe 1.
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Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Die Immunreaktion auf BMP2 war im gesunden Knochen schwach. Manche Osteoblasten und
Lining cells wurden angefarbt, aulerdem einige runde Zellen im Spongiosaraum, bei denen es

sich um Osteoblastenvorlduferzellen handeln konnte.

3.4.4 Runx2

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Die Immunreaktion war im Wesentlichen in den Zellkernen von Osteoblasten und deren
Vorlduferzellen sichtbar, sowie in einigen Osteozyten. Bei starker Reaktion wurden auch
GefaBwinde angefarbt. Keine Reaktion fand in den Priparaten 2061, 2103 und 2341 statt. Eine
schwache Runx2-positive Reaktion erfolgte in den Pridparaten 1896, 1964 und 2343. Starke
Reaktion ist in den Osteoblasten, deren Vorldauferzellen und Osteozyten und Osteoklasten der
Préaparate 1894, 1965 und 2317 zu erkennen.

Die Reaktion fiel intensiver aus, als in den gesunden Vergleichspréparaten von Gruppe 3.

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Zwei Prédparate (2352, 2360) zeigten keine Reaktion. In den anderen Préparaten waren
Osteoblasten und deren Vorlduferzellen angefarbt. Im Priparat 2352 lagen 6fter Runx2-positive
neben Runx2-negativen Osteoklasten vor. In den anderen Priparaten konnte man kriftig
angefarbte Osteoklasten erkennen. Gefiwinde zeigten immer eine positive Immunreaktion.

Einige Granulozyten wurden ebenfalls angeféarbt. Die Reaktion fiel intensiver aus als in Gruppe 3

(Abb. 14).
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Abb. 14: Spongioser Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochen-
nekrose. In diesem Préparat sind auBBerordentlich viele Zellen angefarbt: zahlreiche
Osteoblasten (OBL), sowie ein Osteoklast (OKL) und Granulozyten (GZ). Kapilldre
Gefille (GEF) zeigen Reaktion in den Endothelzellen (Originalvergroflerung x40)
Féarbung: Runx2, Priparatnr.: 1900

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Das Zytoplasma einiger Osteoklasten am Knochensaum zeigte schwache Reaktion, auflerdem
wurden Lining cells mittelstark angefarbt. Andere Zellen und Areale wurden nicht angeférbt

(Abb. 15).
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Abb. 15: Gesunder, spongioser Knochen mit groBen Runx2-positiven Osteoklasten (OKL)
am Knochensaum. Im Knochentrabekel ist ein Bereich Biindelknochens (BK) zu
erkennen. (Originalvergréferung x40) Farbung: Runx2, Préparatnr.: 2100

3.4.5 RankL

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Alle Praparate der Gruppe 1 waren einheitlich strak gefdarbt. Alle Praparate zeigten eine starke
Reaktion in allen Lining cells und Osteoblasten. Weniger intensiv angefarbt waren Osteoklasten.
Fibroblasten im umgebenden Weichgewebe waren auch stets RankL-positiv. GefaBwénde
reagierten nur in 3 von 9 Féllen (1964, 2061, 2317), die Endothelzellen gar nicht. In 6 von 9
Préaparaten (1894, 1964, 1965, 2103, 2317, 2341) waren etwa 1/3 die Osteozyten angefarbt (Abb.

16). Insgesamt fiel die Reaktion stérker aus, als bei Gruppe 2.
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Abb. 16: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochen-
nekrose. Lining cells und Osteoblasten am Kochensaum wurden stark angefarbt. Auch die

GefalBwinde (Pfeile) in diesem Priparat zeigten mittelstarke Reaktion. (Originalvergrds-
serung x20) Farbung: RankL, Priparatnr.: 1964

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Es wurden die gleichen Strukturen angefdrbt wie bei Gruppe 1 ohne aufgetretene Nekrosen,
jedoch waren hier in allen Préparaten ca. 1/3 der Osteozyten und in den GefdBwianden positive
Reaktionen zu sehen. Zusitzlich waren die Lymphozyten angeférbt. Etwas geringer als in den

anderen Priparaten fiel die Reaktion bei 1901, 2062 und 2350 aus.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Die Reaktion fiel insgesamt sehr schwach aus. In den Prédparaten 2100 und 2159 waren
Reaktionen in allen Lining cells und Osteoblasten zu beobachten, jedoch nicht so intensiv wie bei

den Patienten unter BP-Behandlung.
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3.4.6 OPG

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

In den Priparaten waren die Lining cells und Osteoblasten einiger Areale stark gefarbt. Im
Zytoplasma der Osteoblasten fanden sich stark gefarbte Granula. Einige Osteoklasten waren im
selben Préparat schwach gefarbt, andere waren OPG-negativ. Das Gleiche galt fiir GefaBwénde.
Fibroblasten wurden nur manchmal angeféarbt, Kollagenfasern nie (Abb. 17). Insgesamt schwach
gefarbt waren die Priparate: 1896, 2061, 2341, 2343; hier wurden einige Lining cells,
Osteoblasten und Zellnester aus Fibroblasten angefarbt. In allen Prdparaten waren einige
Osteozyten mittelstark angeféarbt. Es fanden sich in jedem Praparat Knochenareale, wo gar keine

Zellen angefdrbt worden sind.
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Abb. 17: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne Kieferknochen-
nekrose. Nur die Osteoblasten (OBL, gefarbt) und Lining cells unmittelbar am
Knochenrand wurden gefarbt. Osteoblasten (OBL, ungefdarbt) im Spongiosaraum und
Fibroblasten bleiben ungefirbt. Osteoklasten (OKL) mittelstark gefarbt. Die Osteozyten
(OZ) am rechten Bildrand wurden mittelstark gefarbt. (OriginalvergroBerung x40)
Féarbung: OPG, Préparatnr.: 1964
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Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Auch hier wurden Osteoblasten, Lining cells, Osteozyten und Osteoklasten schwach angefarbt,
die Reaktion war insgesamt schwécher als in Gruppe 1. Besonders schwach war die Reaktion in
den Préparaten 1895, 1900, 1901, 2350. Am stédrksten fiel die Reaktion in den Praparaten 2345
und 2352 aus.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Das Préparat (2097) zeigte keine Reaktion, ein anderes nur eine mittelstarke Reaktion (2100).
Alle Osteoblasten und Fibroblasten zeigten eine Farbung des Zytosols und der Kollagenfasern.

Osteozyten, Endothelzellen und Osteoklasten reagierten negativ.

3.4.7 Rank

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Die Reaktion erfolgte in allen Priparaten stark, noch stérker als bei RankL. und war nicht auf die
Zellen am Knochensaum begrenzt. Endothelzellen und GefaBwiande wurden schwach angefarbt,
das Zytoplasma der Lining cells und Osteoblasten hingegen stark, wobei das Zytoplasma einiger
Osteoklasten nicht reagierte. Osteozyten und Osteoid waren nicht angefarbt, der Knochen wurde

jedoch leicht angeférbt.
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Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Lining cells wurden stark angefarbt, bei diesen fanden sich stark gefarbte Granula im Zytoplasma
oder um die Zellen herum. Osteoklasten waren stark angeférbt, einige Osteoklasten haben jedoch
nicht auf Rank reagiert. In den Resorptionslakunen lag eine starke Farbung vor. Endothelzellen

wurden stark angefarbt. Osteozyten zeigten keine Reaktion (Abb. 18).

Abb. 18: Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochennekrose.
Kollagenfasern (KF) und Fibroblasten (FB) wurden stark angefarbt. In der flachen
Resorptionslakune (RL) erkannte man eine besonders starke Reaktion. GefdBwéinde
(GEF) und Osteoblasten (OBL) haben stark reagiert; ungefarbte Osteoklasten (OKL).
(Originalvergroferung x40) Farbung: Rank, Praparatnr.: 2345

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Die Farbung erfolgte gleichmédBig stark, Kollagenfasern und Fibroblasten reagierten leicht
positiv. Die Knochensubstanz reagierte fokal schwach bis stark positiv. Lining cells und Osteo-

blasten wurden stark angefarbt, Osteoklasten jedoch nicht.
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3.4.8 ED1

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Auch hier wurden ausschlieBlich resorbierende Zellen wie Osteoklasten und Makrophagen
angefarbt. Ihre Anzahl war sehr viel gro3er, als bei den Préparaten des gesunden Knochens. Das
Praparat 2103 zeigte keine Reaktion. Die angefiarbten Zellen zeigten innerhalb des Zellleibs

unterschiedlich dicht gepackte Granula. In Knochenndhe waren die Zellen dunkler gefarbt.
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Abb. 19: Knochen von Patienten unter BP-Therapie mit Kieferknochennekrose. Die
resorbierenden Zellen liegen zum groBten Teil im Bindegewebe fernab vom Knochen.
(Originalvergréferung x40) Farbung: ED1, Praparatnr.: 1901

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Auch hier wurden ausschlieBlich resorbierende Zellen wie Osteoklasten und Makrophagen

angeférbt. Die jeweiligen Zellen waren genauso stark angefarbt, wie in den anderen Gruppen. In
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den Priparaten 1901 und 2352 fanden sich sehr viele Zellen mit granuldrer Farbung im Zellleib.
Evtl. konnte es sich dabei um Phagolysosomen handeln; das sind Zellen, die resorbierte
Substanzen zerlegen und speichern konnen. Jedoch zeigten die Praparate 2062 und 2360 keine
Féarbung, da keine resorbierenden Zellen vorhanden waren. Im Prédparat 2350 fanden sich einige
Osteoklasten, die eine kaum merkliche Anfarbung vorwiesen. Die 4 restlichen Priparate zeigten

eine der Gruppe 1 vergleichbare Anzahl von resorbierenden Zellen (Abb. 19).

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Es reagieren ausschlielich und sehr intensiv Osteoklasten und Makrophagen auf ED1. Pro Pri-

parat lagen jedoch nicht viele gefarbte Zellen vor. Es waren keine ungefarbten Osteoklasten zu

finden (Abb. 20).
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Abb. 20: Gesunder, spongidser Knochen mit zwei braun gefdrbten Osteoklasten. Der
Spalt zwischen Knochen und Osteoklasten ist artifizell. (Originalvergroferung x40)
Féarbung: ED1, Préparatnr.: 2100
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3.4.9 Cathepsin K

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Cathepsin K reagierte stark in den Osteoklasten aller Préparate aus dieser Gruppe. Auch
Osteoblasten, Osteozyten und Lining cells am Knochensaum waren schwach gefdrbt, jedoch

wurden die Osteoklasten viel stirker angefarbt (Abb. 21).

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Zellleiber der Osteoklasten zeigten eine gleichmaBige Farbung, aber auch die Kollagenfasern
waren generell angefarbt und zwar deutlich stirker, als bei Gruppe 1. Auch Granulozyten und

Lymphozyten zeigten Reaktion auf Cathepsin K.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Man erkannte eine schwache Reaktion in den Osteoklasten, hier lagen feine Granula in der
Resorptionslakune auf der dem Knochen zugewandten Seite der Osteoklasten. Manche
GewidlBwinde haben ebenfalls positiv auf Cathepsin K reagiert. Lining cells, Osteoblasten und

Fibroblasten im Spongiosaraum waren unterschiedlich stark angefarbt.
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Abb. 21: Spongioser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne
Kieferknochennekrose. Osteoklasten (OKL) sezernierten Cathepsin K in ihre Resorptions-
lakunen. (OriginalvergroBerung x40) Farbung: Cathepsin K, Praparatnr.: 2343

3.4.10 Interleukin 183

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Hier haben die Lining cells, Osteoblasten und GefdBwidnde mittelstark positiv reagiert.
Osteoklasten wurden stirker angefirbt als Osteoblasten. Fibroblasten reagierten selten positiv.

Osteozyten waren IL1B-negativ auf den IL1B-Antikorper (Abb. 22).
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Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Reaktion fiel genauso aus wie bei der Gruppe der Patienten unter BP-Therapie ohne Kiefer-

knochennekrose.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Manche Priparate zeigten nur sehr wenig und schwache Reaktionen in Fibroblasten und

Kollagenfasern. Andere Prédparate zeigten in diesen Zellen jedoch eine sehr starke Reaktion,

ebenso in den Lining cells, Osteoblasten, GefaBwéinden sowie Endothelzellen.

b

Abb. 22: Spongioser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne
Kieferknochennekrose. IL1B-positive Zellen wurden braun gefarbt. Viele flache
Resorptionslakunen (RL), mit stirker gefarbten Zellen. Fibroblasten (FB) wurden
schwach gefarbt. (OriginalvergroBBerung x20) Farbung: IL18, Praparatnr.: 1894
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3.4.11 TNFa

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Lining cells und Osteoblasten sowie die GefiaBwédnde reagierten im Zellleib positiv, die
Osteoklasten jedoch nicht. Der stirker gefarbte Saumzellrand erschien recht breit. Weiter vom
Kochenrand entfernte Osteoblasten, erschienen stark positiv. Einige Osteozyten zeigten ebenfalls
Reaktionen. Die Reaktion auf TNFa fiel hier viel stirker aus, als in Gruppe 3, die einzelnen
Zellen waren deutlich kréftiger angefarbt und der stark gefarbte Saum am Knochenrand aus
Osteoblasten und lining cells war viel breiter. Fibroblasten reagierten positiv, jedoch zarter als die

Lining cells und Osteoblasten (Abb. 23).

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Verteiliung der Farbung erschien in den Zellpopulationen wie oben beschrieben.
Lymphozyten und Granulozyten zeigten keine Reaktion. Die Reaktion war ebenfalls sehr stark,
jedoch nicht so ubiquitdr wie in der Gruppe der Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie
ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1). In dieser Gruppe fanden sich viele ungefarbte Areale

neben stark gefdrbten Arealen.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Insgesamt erfolgte die Reaktion deutlich schwécher als bei den Gruppen 1 und 2. Einige Lining-
cell-Nester und Osteoblasten sowie die GefiBwinde reagierten im Zytoplasma positiv, die
Osteoklasten jedoch nicht. Der stirker gefarbte Saumzellrand erschien sehr schmal. Weiter vom
Kochenrand entfernte Osteoblasten, Chondroblasten und deren Vorlduferzellen reagierten nur
sehr schwach positiv. Einige Osteozyten zeigten ebenfalls Reaktionen. Entziindungszellen waren

nicht zu entdecken. Insgesamt kann die Reaktion als mittelstark eingeordnet werden.
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Abb. 23: Knochen eines Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose.
Osteoblasten (OBL) am Knochensaum wurden im Zellleib besonders intensiv angefarbt,
Fibroblasten (FB) hingegen weniger. (Originalvergroferung: x40) Farbung: TNFa,
Préiparatnr. :1896

3.4.12 MMPS8
Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)
Die Osteoklasten zeigten durchgehend eine schwache Farbung im Zytoplasma, auch vorhandene

Granulozyten wurden leicht angeférbt. Endothelzellen und einige Lining cells reagierten mittel-

stark und auch einige Kollagenfasern. Es lagen ungeférbte Areale im Knochen vor.
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Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Ergebnisse waren mit denen der Gruppe der Knochenproben von Patienten unter BP-

Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1) identisch, auBler dass die GefiBwénde immer

mitreagierten (Abb. 24). Das Priparat 1895 wies keine Reaktion auf.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Besonders stark reagierten die GefaBwénde. Ebenfalls angefarbt waren Osteozyten, Lining cells,

Osteoblasten, Fibroblasten und Kollagenfasern. Die Farbung war mittelstark.
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Abb. 24: Spongidser Knochen von Patienten unter BP-Medikation mit Kieferknochen-
nekrose. Immunreaktion gegen MMPS in Osteoklasten (OKL), einigen Lining cells und
Granulozyten (Pfeile) (Originalvergréferung: x40) Farbung: MMPS, Priparatnr.: 1900
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3.4.13 VEGF

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

VEGF tauchte hauptsidchlich in Osteoblasten und GefiBBwénden auf, Osteoklasten wurden
vereinzelt angeférbt. In den meisten Praparaten fiel die Reaktion sehr schwach aus, so reagierten
in den meisten Proben nur die dem Knochen unmittelbar aufgelagerten Osteoblasten und Lining
cells und nicht immer alle Endothelzellen. Lymphozyten und Granulozyten zeigten stets eine

positive Reaktion. Die Anfarbung ist insgesamt als schwach bis mittelstark zu bewerten (Abb.
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Abb. 25: Knochen ohne Kieferknochennekrose von Patienten unter BP-Therapie, VEGF-
positive Zellen wurden braun gefdrbt. Man sieht den sehr diinnen, gefarbten Lining-cell-
Rand und Gefdfle; Osteoklasten wurden nicht angefarbt (OKL). (Originalvergréf3erung

x20) Farbung: VEGF, Priparatnr.: 1964



93

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Reaktion in dieser Gruppe fiel zwischen den Prdparaten recht unterschiedlich aus: Die ersten
4 Préparate reagierten sehr schwach (1895, 1900, 1901, 2062). Es waren jeweils nur vereinzelte
Zellen pro Priparat folgender Zellpopulationen angeférbt: Osteoblasten nah zum Knochensaum,
Osteoklasten, Granulozyten sowie Lymphozyten und Endothelzellen. Die Priparate 2345, 2350,
2352, 2360 und 2363 zeigten eine starke Reaktion in diesen Zellen.

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Dieses Protein tritt im gesunden Knochen in Osteoblasten, Lining cells, Fibroblasten,

Endothelzellen und GefaBBwénden auf. Man konnte eine mittelstarke Anfarbung beobachten.

2.4.14 vWF

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie ohne Kieferknochennekrose (Gruppe 1)

Alle Endothelzellen und GefaBwiande wurden besonders stark angefarbt. Lining cells und Osteo-

blasten zeigten eine starke Anfarbung. Im Spongiosaraum wurden zahlreiche Blutgefifie ange-

schnitten, die meisten von ihnen recht kleinlumig, kleinlumiger als in den Préparaten gesunden

Knochens (Abb. 26).

Knochenproben von Patienten unter BP-Therapie mit aufgetretener Kieferknochennekrose

(Gruppe 2)

Die Ergebnisse dieser Knochenproben entsprachen denen der vorangegangen Gruppe (Abb. 26).
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Abb. 26: Spongioser Knochen von Patienten unter BP-Medikation ohne
Kieferknochennekrose. Die GefdBwinde haben auf vWF stark positiv reagiert. Es wird
deutlich, dass die GefaBdurchmesser sehr viel geringer waren, als in den Pridparaten
gesunden Knochens (Pfeile). (Originalvergroerung x10) Farbung: vWF, Préparatnr.:
1896

Knochenproben von gesunden Patienten ohne Medikation (Gruppe 3)

Alle Endothelzellen und GefidBwénde waren besonders stark angefarbt. Lining cells und Osteo-
blasten zeigten eine starke Anfarbung. Im Spongiosaraum waren zahlreiche Blutgefille ange-

schnitten (Abb. 27), diese erschienen weitlumiger als in den Préparaten der Gruppen 1 und 2.
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Abb. 27: Gesunder, spongidser Knochen mit zahlreichen grofen Gefillen (Pfeile).
GefaBwiande wurden dunkel braun gefdrbt. (Originalvergréferung x5) Farbung: vWF,
Préiparatnr.: 2076
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4. Diskussion

Zum Thema der BRONIJ finden sich viele Studien, Zusammenfassungen und zahllose Fallbe-
schreibungen. Verlauf, Folgen und verschiedene Therapiekonzepte wurden ausgiebig beschrieben
und erforscht. Trotzdem konnte noch keine sichere Erklarung fiir die Ursache und die Ausloser
der BP-bedingten Osteonekrose des Kiefers gefunden werden. Als mogliche Ursachen wurden
die Genetik, der Knochenstoffwechsel, Medikamentenkinetik und Risikofaktoren, die sich aus
der Anamnese der Patienten ergeben, in Betracht gezogen, ohne jedoch bislang eine eindeutige
Antwort auf die Frage zu finden. In dieser Studie wurden Knochenproben zweier
Patientengruppen unter BP-Therapie miteinander verglichen. Die eine entwickelte bis zum
Studienzeitpunkt keine BRONJ unter BP-Therapie (Gruppe 1), die andere schon (Gruppe 2). Es
wurde mit den Markern alkalische Phosphatase, Osteokalzin, Runx2, BMP-2, RankL und OPG
die Osteogenese durch die Osteoblasten untersucht. Die Marker Rank, TRAP, ED1 und
Cathepsin K zeigten die Menge, Lokalisation und Aktivitdt der Osteoklasten an, mit Hilfe der
Marker IL18, TNFa und MMP8 wurde ein evtl. Entziindungsgrad ausgewertet und mit den
Markern vVWF und VEGF die Vaskularisierung der Knochenpriparate untersucht. Diese
Untersuchung bietet einen Uberblick iiber die beiden groBen Gegenspieler Osteoblasten und
Osteoklasten, die iiber multiple wechselseitige Mechanismen den Knochenumbau steuern.
Gleichzeitig konnen Verdnderungen in der Vaskularisiation und dem Entziindungsgrad in

Zusammenhang gesetzt und verglichen werden.

Ohe und Mitarbeiter (2011) fassen die heute maligeblich giiltigen Theorien zusammen: Die BP-
Konzentration im Kiefer ist wegen seiner reichlichen Vaskularisierung und des intensiven turn-
overs im Knochen besonders hoch. Andere Knochen sind neben dem Kieferknochen nicht von
BRONJ betroffen. In ihrer Studie an Beagle Hunden zeigten Allen und Burr (2008), dass die
Umbaurate im Kieferknochen auf ca. ein Drittel reduziert wird. Im restlichen Skelett wird sie
jedoch nur um die Halfte reduziert, womit dort noch ausreichend Potential zum Remodeling
gegeben ist. Die Umbaurate des Kieferknochens ist, verglichen mit der des Beckenkamms,
physiologisch bis zu 10 bis 20 mal héher (Allen und Burr, 2008; Garetto und Tricker, 1998). Also
erfahrt der Kieferknochen, bei hoherem Umbaubedarf, eine stirkere Hemmung seines Umbaus

als alle anderen Knochen. Bei einer Reduktion auf ein Drittel und weniger ist die
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Aufrechterhaltung der Funktion jedoch erfahrungsgeméill schlechter. Dies ist ein Erklarungs-

ansatz, warum sich die BRONJ auf den Kieferknochen konzentriert.

Ein weiterer Grund konnen Mikrofakturen durch Kaukrifte sein, die wegen der reduzierten
Knochenumbaurate nicht mehr repariert werden. Diese werden in der Mundhohle schneller von
Bakterien besiedelt und flihren somit zur Nekrose. Die diinne, dem Periost direkt anliegende
Barriere der Mukosa gewihrt der oralen Bakterienflora durch kleine Verletzungen leichter
Eintritt in solche avaskuldren und zellfreien Areale, als in irgendeinem anderen Bereich des

Korpers.

Es gibt zahlreiche Untersuchungen, dass BP in vitro und in vivo die Funktion ihrer Zielzellen, der
Osteoklasten teilweise oder volltindig hemmen sollen. Das konnte den Abbau verletzter oder
infizierter Knochenareale verhindern. Betrachtet man histologische Aufnahmen von Patienten
unter BP-Therapie, so fallen verstreute Areale mit leeren Osteozytenlakunen auf, also Anzeichen
einer Nekrose. Dies konnte auch auf einen negativen Einfluss der BP auf Osteozyten hinweisen,
welcher in sofern gravierend ist, als dass diese Zellen fiir die Vitalitdt und Regeneration, sowie
die hormonelle Steuerung von Osteoklasten und Osteoblasten eine entscheidende Rolle spielen.
Somit kénnten auch andere Zellpopulationen ihren Beitrag zu einer BRONJ leisten. Unklar ist
jedoch, wie diese toten Areale zu einer klinisch auffilligen BRONJ fiihren. Allen und Burr
(2008) wenden zu recht ein, dass das Absterben eines Knochenareals ein natiirlicher Vorgang ist,
welcher womdglich lediglich wegen der antiresorptiven Therapie von den Osteoklasten nicht

abgerdaumt werden kann.

Untersuchungen an Patienten mit autosomal dominanter Osteopetrose (ADO) und dadurch stark
eingeschrinkter Osteoklastenaktivitdt zeigten, dass sie in 13 % der Félle dem Erscheinungsbild
der BRONJ é&hnliche Symptome entwickelten (Barry et al., 2007; Johnston et al., 1968).
Gleichermallen beobachteten Bathi und Masur (2000) und Dimitrakopoulos und Mitarbeiter
(2007) diese Symptome bei Patienten mit Pyknodysostosis. Bei dieser Krankheit ist die Funktion
der Osteoklasten ebenfalls stark reduziert. Weiterhin belegen verschiedene Studien, dass bei
Patienten die unter BRONJ leiden, nach einer Behandlung mit osteoklastenstimuliernden

Medikamenten eine Ausheilung verzeichnet werden konnte (Harper und Fung, 2007; Lau et al.,
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2009; Wang et al.,, 2007). Am ehesten also ist die Entstehung der BRONJ mit der Osteo-

klastenhemmung verbunden.

Als weitere Ursache fiir die nicht stattfindende Ausheilung von Knochenlédsionen, bzw. fiir das
spontane Auftreten von nekrotischen Arealen, wird die Hemmung der Angiogenese angesehen. In
in vitro Versuchen zeigten BP bei systemischer Gabe im Mausmodell antiangiogene Wirkung.
Dies kann evtl. durch die Herunterregulierung von 67kD-Laminin-Rezeptoren und avB3- und
avB5-Integrinen hervorgerufen werden, die die Anhaftung der einwandernden Endothelzellen an
den Bindegewebszellen vermitteln. Dies wird bereits in der Tumortherapie genutzt, wodurch die
bei Tumoren gesteigerte Integrinproduktion gehemmt wird (Soltau et al., 2003). Weiter konnte
im Mausmodell gezeigt werden, dass bei Tieren mit Knochentumoren, die systemisch mit
Zoledronat behandelt wurden, eine antiangiogene Wirkung einsetzte (Croucher et al., 2002) und
durch Pamidronat eine beachtliche Verringerung von VEGF im Serum beobachtet werden konnte
(Santini et al., 2002). 2003 fanden Santini und Mitarbeiter heraus, dass nach einer einzigen Dosis
Zoledronat der VEGF Spiegel im Serum von Tumorpatienten bereits stark absank und damit die
Angiogenese deutlich reduziert wurde. Dies untermauerten sie mit einer Studie vom Jahr 2006
(Santini et al., 2006) mit gleichem Versuchsaufbau, in der sie feststellten, dass der VEGF-Spiegel
vom 2. bis zum 21. Tag der Studie absank. Die Ursache hierfiir ist jedoch nicht geklart. Dies kann
im ansonsten stark durchbluteten Kieferknochen zu ischdmischen Nekrosen fiihren. Landesberg
und Mitarbeiter (2008) wenden jedoch ein, dass die meisten Versuche zu dieser Hypothese in
vitro oder im Tierversuch durchgefiihrt wurden. Die Studie von Santini und Mitarbeitern (2002)
ist eine Ausnahme. Evtl. liegt ein Zusammenhang zwischen Vakularisierung und dem

Knochenumbau vor, der noch untersucht werden muss.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde versucht, an Hand der Untersuchungsergebnisse und der
aktuellen Literatur Argumente fiir oder wider diese Theorien zu finden, sowie Zusammenhénge

zwischen morphologischen und immunhistochemischen Erkenntnissen herzustellen.
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4.1 Anamnese

Risikofaktoren scheinen eine wichtige Rolle zu spielen, jedoch finden sich zu diesem Thema sehr
widerspriichliche Studien. Gliklich (2009) listet systematisch die am hdufigsten aufgefiihrten
Risikofaktoren auf: Soziodemographische Charakteristika wie Alter, Geschlecht, Ethnie, oder
sozialer Status, desweiteren Komorbidititen wie Krebs, Osteoporose und Diabetes, Comediaktion
mit Kortikosteroiden oder Immuntherapie und schlielich der Umgang mit der Gesundheit:
Nikotin-, oder Alkoholabusus, schlechte Erndhrung und schlechte Mundhygiene, sowie andere
Vorkommnisse wie Zahnbehandlungen und Traumata. Allen und Burr (2008) sind der Meinung,
dass all diese keine bedeutende Rolle spielen, sondern nur durch Interaktion mit den BP zu einer
Nekrose fiihren, also allein, ohne Bisphosphonatmedikation, keine Nekrosen im Kiefer
hervorrufen kdnnen. Wie nachfolgend aufgefiihrt zeigen viele Studien, dass eine Haufung von
Risikofaktoren in einem Patienten mit hoherer Wahrscheinlichkeit zu einer BRONI fiihren kann.
Hinzu kommt das natiirliche Risiko einer Spontannekrose. Black und Mitarbeiter (2009)
belegten, dass sich bei ca. 0,026 % der Patienten eine spontane Osteonekrose ohne BP-

Medikation im Kiefer entwickelt.

4.1.1 Geschlecht

In der Gruppe der Patienten unter BP-Behandlung ohne Nekrose (Gruppe 1) waren 2 von 8
Patienten (12,5 %) Frauen, in der Gruppe der BRONJ waren es 5 von 9 (55 %). Diese Zahlen
stimmen mit den bei der Literaturrecherche gefundenen Zahlen iiberein. Frauen sind immer
starker betroffen als Méanner. In einer Studie aus Belgien waren von 34 Patienten 68 % weiblich
und 32 % ménnlich (Saussez et al., 2009). Eine Studie aus den USA (Thumbigere-Math et al.,
2009) untersuchte 26 Patienten die unter BRONIJ litten, wovon 65 % weibliche und 35 %
maéannliche Teilnehmer waren. In der Studie von Stanton und Balasanian (2009) waren von 33
Patienten 72 % weiblich. Die Gruppen der hier vorliegenden eigenen Studie waren sehr klein,
daher ist die Aussagekraft von Prozentangaben wenig hilfreich. Man kann jedoch von einer
Tendenz sprechen, dass Frauen hiufiger von einer BRONJ betroffen sind in Ubereinstimmung

mit der Literatur.
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4.1.2 Alter

Das Durchschnittsalter der Patienten der ersten Gruppe betrug 66 Jahre, in der zweiten Gruppe 68
Jahre. In den oben aufgefiihrten Studien (Saussez et al., 2009; Stanton und Balasanian, 2009;
Thumbigere-Math et al., 2009) liegt das Durchschnittsalter der unter einer BRONJ leidenden
Patienten zwischen 62 und 66 Jahren. Die meisten Patienten, die an Krebs oder metabolischen
Knochenerkrankungen leiden, befinden sich in dieser Altersgruppe, sieche auch Boonyapakorn
und Mitarbeiter (2007), Kahamaisi und Mitarbeiter (2007), oder Stanton und Balasanian (2009).
Die Durchblutung, Zellregeneration und Abwehr ist in diesem Alter reduziert. Daher sind diese

Zahlen keineswegs iiberraschend.

4.1.3 Kiefer

Der Unterkiefer war mit 67 % in dieser Studie hdufiger betroffen als der Oberkiefer (33 %). Dies
korreliert ebenfalls mit den Angaben in der Literatur, Schubert und Mitarbeiter (2011)
untersuchten 100 Patienten, von denen 70 % eine Nekrose im Unterkiefer vorwiesen. In der
Studie von Thumbigere-Math und Mitarbeiter (2009) lagen 84 % aller Nekrosen in der
Mandibula vor. In der Studie von Stanton und Balasanian (2009) hatten 75 % der Patienten die
Nekrose im Unterkiefer, sieche auch Badros und Mitarbeiter (2004), Boonyapakorn und Mit-
arbeiter (2007), oder Kahamaisi und Mitarbeiter (2007). Der Unterkiefer enthédlt einen groBeren
Anteil an Kompakta und ist weniger vaskularisiert. Wenn die Vaskularisation durch BP auch

noch kompromittiert wird, so ist der Unterkiefer stiarker davon betroffen als der Oberkiefer.

4.1.4 Extraktionen

Der Zusammenhang zwischen Zahnextraktionen unter BP-Therapie und der Entwicklung einer
BRON!J ist unbestritten (Ruggiero, 2011; Vescovi et al., 2012). 60-80 % aller BRONIJs erfolgen
nach Zahnextraktion, der Rest jedoch spontan (Otto et al., 2011; Vescovi et al., 2012). Bei einer
spontanen Nekrose spielen wahrscheinlich die anderen Risikofaktoren eine Rolle. Es sollten nur

im extremen Ausnahmefall Extraktionen wéhrend der Therapie vorgenommen werden. Kleinere
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Operationen, z.B. an der Schleimhaut scheinen jedoch unproblematisch zu sein, ebenso jede Art
konservativer Zahnbehandlungen (Assael, 2009). Andere Autoren plédieren fiir eine strenge
Unterlassung von Extraktionen oder kleineren Operationen wie z.B. auch Implantatinsertionen
(Abathi et al., 2012; Otto et al., 2011). Bei der vorliegenden Untersuchung fallt auf, dass allen in
der Gruppe der Patienten unter BP ohne BRONJ ein Zahn extrahiert wurde, ohne dass sich eine
Nekrose entwickelte. Also fithrt bei weitem nicht jede Zahnextraktion zu einer Nekrose. Die
Schwere des Eingriffs, eine dichte spannungsfreie Wunddeckung und engmaschige Nachsorge
spielen sicher eine Rolle. AuBBerdem sind natiirlich die personlichen Risikofaktoren der einzelnen

Patienten zu berticksichtigen.

4.1.5 Wirkstoffgruppe und Administration

Eine besonders grofle Rolle spielt auch die Art des Medikaments. Alle Patienten der 2. Gruppe
erhielten i.v. Zometa® (Zoledronat), in der 1. Gruppe nur 3 (37 %) von 8 Patienten. Zoledronat ist
das wirksamste Amino-BP mit der hochsten Knochenaffinitdt (Schubert et al., 2011) und den
meisten registrierten Féallen von BRONJ. Thumbigere-Math und Mitarbeiter (2009) untersuchten
26 Patienten die eine BRONI erlitten hatten, von denen 20 mit Zoledronat allein oder in Kombi-
nation behandelt wurden. Von 94 Patienten mit nachgewiesener BRONJ in der Studie von
Ferlitoa und Mitarbeiter (2011) wurden 72 mit Zoledronat behandelt. Stanton und Balasanian
(2009) behandelten 33 Patienten mit BRONJ, von denen 26 Zoledronat i. v. und 3 Zoledronat und
Pamidronat in Kombination erhielten. Viele andere Studien kommen zum gleichen Ergebnis (u.a.

Boonyapakorn et al., 2007; Urade et al., 2011).

Je hoher die Knochenaffinitdt und Wirksamkeit eines BP ist, desto hoher ist die Gefahr einer
BRONJ. Deswegen tritt eine BRONJ eher bei Tumorpatienten auf, die hochdosiert i.v. mit
hochwirksamen BP wie Pamidronat und Zoledronat behandelt werden (Mavrokokki et al., 2007).
Die Einnahme von Zoledronat birgt also ein erhdhtes Risiko, eine BRONIJ zu entwickeln. Orale
BP fiihren sehr viel seltener zu Nebenwirkungen. Sie werden in viel geringeren Dosen verab-
reicht. Bei oraler Einnahme des Medikaments gelangt nur 1 % der Wirkstoffmenge letztendlich
ins Blut, sodass sich nur sehr geringe Mengen im Kieferknochen akkumulieren. Die Patienten,

die orale BP erhalten, sind fiir gewoOhnlich abgesehen von einer Osteoporoseerkrankung
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weitestgehend gesund. Sie erhalten die BP pridventiv, ohne unter Tumoren, Metastasen,
Nebenerkrankungen und schweren Komedikationen zu leiden (Assael, 2009). Die BRONIJ bei
diesen Patienten entsteht hdufiger spontan, ohne eine Extraktion und oft am lingualen Alveolar-
fortsatz der Mandibula. Die Fille verlaufen weniger dramatisch, ohne Fistelbildung, patho-

logische Frakturen, oder durchgehende Osteolysen (Marx et al., 2007).

Zunehmend wird jedoch von steigenden Fallzahlen einer BRONIJ auch unter oraler Medikation
berichtet. Bis zu 30 % der untersuchten Patienten in den einzelnen zitierten Studien, die an
BRONIJ litten, nahmen aus verschiedenen Griinden - meistens jedoch wegen einer Osteoporose-
erkrankung - orale BP ein (Lazarovici et al., 2009; Otto et al., 2011; Sedghizadeh et al., 2009;
Urade et al., 2011). Im Schnitt erhalten diese Patienten jedoch ca. 10 Monate linger eine BP-
Therapie, als die Patienten unter i.v. -Therapie, die eine BRONI erleiden, also ldnger als 3 Jahre.
Offizielle Zahlen iiber die Menge der Fille, die eine BRONJ unter oralen BP entwickeln, sind
sehr schwer zu erheben. Das liegt vermutlich daran, dass diese Patienten selten in einer
engmaschigen Kontrolle sind, und die Dunkelziffer bei dieser sehr groflen Patientengruppe hoch
ist (McLeod et al., 2012). Da die Patienten iiber viele Jahre orale BP einnehmen, ist es auch
wahrscheinlich, dass sie in diesem Zeitraum kleine chirurgische Eingriffe in der Mundhohle
brauchen. Schon eine Zahnextraktion aber stellt ein hohes Risiko fiir die Entwicklung einer

BRONIJ dar.

4.1.6 Metastasierende Tumorerkrankung

Eine metastasierende Tumorerkrankung ist ein sicherer Risikofaktor eine BRONJ zu erleiden. In
der Gruppe der Patienten, die eine BRONJ erlitten hatten, war nur ein Patient von 9 an
Osteoporose erkrankt, die anderen an einer Tumorerkrankung. Durie und Mitarbeiter (2004)
wiesen nach, dass 2,6 % der Tumorpatienten ihrer Studie auch spontan eine Osteonekrose
entwickeln. Damit wird deutlich, dass eine solche Erkrankung auch ohne BP die gleichen
Symptome hervorrufen kann. Gebara und Moubayed (2009) zeigten nach, dass Krebspatienten
unter BP-Therapie mit bis zu 10 %iger Wahrscheinlichkeit eine BRONJ entwickelten, wenn sie

mehr als einen Risikofaktor aufwiesen. In der Patientengruppe der hier vorgelegten Studie sind
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diese Risikofaktoren laut Definition von Gebara und Moubayed (2009): Diabetes, Rauchen und 1.

v. -Verabreichung von Zometa®, als besonders nebenwirkungsreiches BP.

Viele weitere Studien belegen dieses erhohte Risiko fiir Tumorpatienten, eine BRONJ zu
entwickeln (Bamias et al., 2005; Dunstan et al., 2007; Hoff et al., 2008; Vescovi et al., 2012;
Woo et al., 2006). Thumbigere-Math und Mitarbeiter (2009) sprechen von hoherer Inzidenz bei
Vorliegen eines Multiplen Myeloms und Mamma-Karzinoms, in ihrer Studie gab es jedoch mehr
Patienten mit Mamma-Karzinom (42 %) als mit Multiplem Myelom (27 %). Eine andere Studie
ergab, dass 54 % der BRONJ-positiven Patienten Mamma-Karzinome vorwiesen und 15 %
Multiple Myelome (Vescovi et al., 2012). In der hier vorgelegten Studie litten 55 % aller
BRONJ-Patienten an Mamma-Karzinomen, die anderen hatten jeweils andere Erkrankungen. Die
meisten Studien belegen diese Aufteilung (Boonyapakorn et al., 2007; Kahmaisi et al., 2007;
Stanton und Balasanian, 2009). Das mag auch damit zusammenhéngen, dass Brustkrebs eine der
haufigsten metastasierenden Tumorerkrankungen ist. Da das Multiple Myelom sich ausschlies-
slich im Knochen manifestiert, werden diese beiden Patientengruppen einen gro3en Anteil der
mit BP behandelten Patienten stellen. Hinzu kommt, dass die Produktion der roten und weil3en
Blutkorperchen bei Myelompatienten eingeschrankt ist und somit Sauerstofftransport und

Abwehrkriafte reduziert sind.

In der Gruppe der mit BP behandelten Patienten ohne Nekrose (Gruppe 1), waren 25 % der
Patienten an einem metastasierenden Mamma-Karzinom und 25 % an einem multiplen Myelom
erkrankt. Warum erlitten sie nach Extraktion keine Nekrose? Die Tumorpatienten litten alle an
einem metastasierenden Karzinom oder einem Tumor, der sich im Knochen manifestiert, wie
dem Multiplen Myelom oder Plasmozytom. Also hatten sie bereits fortgeschrittene, gesund-
heitlich stark kompromittierende Erkrankungen und somit in dieser Hinsicht gleiche Vorraus-
setzungen. Wahrscheinlich liegt es an der jeweiligen individuellen immunologischen Situation

des Patienten und an der Anzahl von Risikofaktoren pro Patient, ob er eine BRONJ entwickelt.
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4.1.7 Chemotherapie

Aus Gruppe 1 hatten alle Tumorpatienten eine Chemotherapie erhalten - mit Ausnahme eines
Patienten mit Prostata-Karzinom, genauso wie in Gruppe 2. Chemotherapeutika werden immer
wieder als moglicher Risikofaktor fiir die Entwicklung einer BRONJ erwihnt, jedoch wurde
bisher zu diesem Thema recht wenig geforscht. Es gibt einen Fallbericht {iber Osteonekrosen des
Kiefers nach Chemotherapie bei Tumorerkrankungen (Wang et al., 2003). In einer Untersuchung
von Myelompatienten, die alle dem gleichen Therapieregime unterlagen, konnten Jadu und
Mitarbeiter (2007) feststellen, dass die Therapie mit einem Chemotherapeutikum das Risiko einer
BRONJ gering erhoht (p <0,014). Wessel und Mitarbeiter (2008) beschreiben ebenfalls ein
erhohtes Risiko. Fleisher und Glickman (2011) untersuchten 16 Tumorpatienten mit BRONJ, die
keine andere Medikation aufler BP erhalten hatten. Sie vermuten, dass Chemotherapie zu
Thrombose und Infarkt von versorgenden Kiefergefdfen fithren kann und gewisse Therapeutika

offensichtlich eine BRONJ verschlimmern.

BP werden ausschlieBlich Patienten mit degenerativen Knochenerkrankungen verschrieben. Bei
den Tumorpatienten handelt es sich dabei um Metastasen im Knochen oder eine Krebs-
erkrankung, die vom Knochen ausgeht. Bei diesen Erkrankungsformen wird in den wenigsten
Féllen auf eine Chemotherapie verzichtet, sodass man nur schwer eine Aussage treffen kann, ob
die Tumorerkrankung allein, oder die Chemotherapie allein, oder beide in Kombination als

Risikofaktor fiir eine BRONJ angesehen werden miissen.

4.1.8 Nikotinabusus

Nur ein Patient aus Gruppe 1 (12 %) rauchte. In Gruppe 2 gaben 3 (33 %) von 9 Patienten an,
regelmafig zu rauchen. In der Studie von Thumbigere-Math und Mitarbeiter (2009) gaben 27 %
der BRONIJ-Patienten an, zu rauchen. Wessel und Mitarbeiter (2008) und Quisepe und Mit-
arbeiter (2011) beschrieben Nikotinabusus als Risikofaktor. Nikotin verlangsamt die Wund-
heilung, fiihrt zu Verdnderungen der Mundschleimhaut und reduziert die Gewebsdurchblutung
(auch im Knochen), was in der Pathogenese einer Nekrose eine bedeutende Rolle spielt. Zum

Thema Nikotinabusus und BRONJ findet sich keine Literatur.
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4.1.9 Diabetes

Nur ein Patient aus Gruppe 1 (12 %) litt an Diabetes, in der 2. Gruppe jedoch 5 (55 %) von 9.
Thumbigere-Math und Mitarbeiter (2009) berichteten, dass 19 % der Patientengruppe, die eine
BRONJ entwickelt hatte, an Diabetes erkrankt war.

Uber Jahre bestehender Diabetes kann, auch wenn er gut eingestellt ist, zu Gefilverengungen,
bzw. -verschliissen fiihren, indem sich an der Basalmembran der Gefdaf3e Zucker anlagern und das
Lumen zunehmend einengen. Trahilkill und Mitarbeiter (2005) fanden heraus, dass Diabetes zu
einer Verdnderung im Knochenaufbau fiihrt und seine Stabilitit verringert, sowie das Fraktur-
risiko erhoht und die Regeneration von Defekten beeintrdchtigt. Insulin jedoch stirkt die
Knochenarchitektur. Khamaisi und Mitarbeiter (2007) zitieren einen Versuch an Ratten mit
verringertem Glutathionspiegel, der zu vermehrter Anzahl von Osteonekrosen fiihrte. Ein
verringerter Glutathionspiegel fiihrt zu oxidativem Stress und wird recht hiufig bei Diabetikern
beobachtet. Also konnte nach Meinung der Autoren oxidativer Stress als Ausldser fiir eine

Nekrose angesehen werden.

Es ist schon lange bekannt, dass Diabetes mellitus Typ 1 zu einer verringerten Knochendichte
fiihrt, Typ 2 zu einer erhohten Knochendichte. Es kommt jedoch bei beiden Typen paradoxer
Weise zu groferer Fragilitdt und oft zu diabetesassoziierter Osteoporose. Dieser Einfluss auf die

Knochenstruktur im Zusammenhang mit BP sollte untersucht werden.

Eine ernst zu nehmende Studie an der gesamten dénischen Population (Vestergaard et al., 2012)
kommt zu dem Ergebnis, dass Diabetes ein starker Risikofaktor flir BRONI ist. Verglichen dazu
stellen oral verabreichte BP allein ohne Diabetes einen geringeren Risikofaktor dar. Sie fanden
heraus, dass die untersuchte Gruppe der Osteoporosepatienten zu einem viel hoheren Anteil von
Diabetes betroffen war, als die Vergleichsgruppe. Die meisten Patienten, besonders die
Tumorpatienten (Fleisher und Glickman, 2011), haben mehr als nur einen Risikofaktor
aufzuweisen. Zusitzlich erhalten Tumorpatienten meist eine Menge anderer Medikamente wie
Kortikosteroide oder Statine, die laut Literatur ebenfalls einen bedeutenden Einfluss auf die
Entstehung einer BRONIJ haben (Stanton und Balasanian, 2009). Der einzige Osteoporosepatient,

der in unserer Studie spontan eine BRONJ entwickelte, bekam Zometa® i. v., rauchte und litt an
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Diabetes. Damit wird deutlich, dass stets kritisch hinterfragt werden muss, ob die BP selbst
ebenso starke Risikofaktoren fiir eine Kiefernekrose sind, wie auch nur einer oder gar die Summe

der anderen vielen Risikofaktoren, die multimorbide, dltere Patienten aufweisen konnen.

4.2 Histologische Ubersichtsfirbungen

4.2.1 Hamatoxylin-Eosin-(HE-)Fiarbung

Die Prépatate der gesunden Vergleichsgruppe 3 zeigen gesunden Knochen, der stark eosinophil
angefarbt wurde. Zahlreiche Havers’sche Kanile und das Vorhandensein aller Zellpopulationen
zeugten von einem gesunden Knochenstoffwechsel. Im Biindelknochen der krestalen Alveolen-
wand fanden sich viele Kittlinien, die auf Grund der Zahnbewegungen entstanden sind.
Abwehrzellen waren nicht erkennbar, vereinzelt sah man Osteoklasten am Knochensaum. Im
Gegensatz dazu erschien der Knochen der mit BP behandelten Patienten ohne Nekrose (Gruppe
1) unruhiger. Die zahlreichen Kittlinien im Biindelknochen sind Zeichen einer Entziindung oder
Zahnbewegung, evtl. im Rahmen eine Parodontitis. Da die Biopsien dieser Patienten im Rahmen
einer trotz BP-Therapie unaufschiebbaren Zahnextraktion stattfanden, war der Knochen um den
extraktionswiirdigen Zahn sicher schon lidngere Zeit im Umbau. Manche Umbaulinien zeigten
sich basophil, also schlecht mineralisiert. Der Knochensaum ist hdufig anresorbiert, jedoch fand
man selten Osteoklasten in diesen Lakunen. Dies ist ein Zeichen inaktiver Osteoklasten. Inaktive
Osteoklasten runden ab und ziehen sich von der Knochenoberfldche zuriick (Vasconcelos et al.,
2012). Diese Lakunen waren sehr flach und klein, es erweckte den Anschein, dass hier nur kurze
und wenig effektive Resorptionen stattfanden. Dafiir fanden sich viele Areale mit frischem
Osteoid, ein Zeichen dafiir, dass die vielen Osteoblasten normale Aktivitdt zeigten. Auffallend
war, dass bei Gruppe 2 kaum Osteoid erschien. Es fand also kein ausreichendes Remodeling statt,

um die BRONJ zu regenerieren.

Die Osteozyten lagen basophil in ihren Lakunen und gewahrleisteten die Vitalitdt des Knochens
und die Weiterleitung von Reizen auf die Knochensubstanz an die Osteoklasten. Einige Préparate

wiesen viele Havers'sche Kanéle auf, andere weniger. Das kann aber an der Entnahmestelle des
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Resektats liegen, oder auch daran, dass manche Fragmente sehr klein waren, sodass keine oder

nur wenige Osteone angeschnitten waren.

Es fielen zahlreiche Entziindungszellen auf, besonders Granulozyten waren an ihrem
nierenformigen Zellkern zu erkennen. Der Organismus schien also eine gesteigerte
Immunreaktion aufrecht zu erhalten, die entweder lokal auf den Knochen beschriankt ist, oder

aber wegen der Tumorerkrankung im gesamten Korper stattfindet.

Die Priparate, die aus der Gruppe der Patienten mit einer BRONJ stammten (Gruppe 2), zeigten
ebenfalls eine sehr unruhige Knochenstruktur, da auch hier viel Biindelknochen mit Kittlinien
vorlag. Fast alle Osteozytenlakunen waren leer, die Fragmente waren also devital. Man wiirde
erwarten, dass groBe Gruppen von Osteoklasten fiir den Abbau an der Oberfliche des devitalen
Knochens sitzen, jedoch finden sich insgesamt wenige Osteoklasten. Man erkannte viele flache,
leere Resorptionslakunen, wie oben beschrieben. Es lag keine neue Osteoidanlagerung an den
Réndern nekrotischen Knochens vor, der Defekt schien also nicht durch gesundes Gewebe ersetzt
worden zu sein. Es waren auch sehr wenig Osteoblasten sichtbar, die die Regeneration iiber-
nehmen koénnten. Dies mag mit der Lokalisation der Biopsieentnahme zusammenhdngen,

manchmal waren nur kleine Areale gesunden Knochens angeschnitten.

Man kann einen Zusammenhang zwischen der Menge der bakteriellen Besiedlung und der
Zelldichte herstellen. Je dichter und ausgedehnter der Bakterienrasen erschien, desto weniger
Lining cells waren vorhanden. Diese sind entweder bereits vor der bakteriellen Invasion zu
Grunde gegangen und konnten somit keine Abwehrreaktion mehr induzieren, oder wurden durch
die Bakterientoxine abgetdtet. Davon abgesehen erkannte man zahlreiche Entziindungszellen,
besonders Granulozyten an ihrem nierenféormigen Kern, aber auch einige Lymphozyten. Aus
dieser Zellverteilung ldsst sich auf ein akutes Entziindungsgeschehen schlieen. In dieser

Féarbung sah man nur méaBig viele GefaBBe und Havers’sche Kanile.
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4.2.2 Trichrom nach Masson-Goldner

Die Rotfarbung des Knochens korrelierte mit dem Mineralisierungsgrad. So erkannte man in der
gesunden Vergleichsgruppe ein Drittel kriftig rot gefarbten, gut mineralisierten Knochens, in der
1. Gruppe etwas weniger Rotfarbung (vgl. Abb. 4) und in Gruppe 2 noch weniger. Drei Priparate
aus Gruppe 2 wiesen sehr wenige rote Areale vor. Diese Ergebnisse sind nicht iiberraschend,
denn mit zunehmender Nekrotisierung werden die anorganischen Anteile durch sinkenden pH-
Wert und Bakterientoxine aus dem Knochen herausgelost und die Knochenzellen gehen unter.
Daher fand man weniger Zellen, je weniger vitaler, mineralisierter Knochen vorlag. Hervor-
zuheben ist der hohe Osteoidanteil in Gruppe 1. Trotz der BP-Therapie schien das Gleichgewicht
zwischen Knochenabbau und Osteoidbildung nicht beeintrdchtigt zu sein. BP steigern bekannter
Mallen die Knochendichte durch Verminderung der Osteoklastenaktivitdt und Steigerung oder
Gleichbleiben der Knochenproduktion. Recker und Mitarbeiter (2008) untersuchten den
Knochenstoffwechsel bei 7736 Osteoporosepatientinnen und stellten fest, dass nach 3-jahriger 1.
v. -Behandlung mit 5 mg Zoledronat eine Reduktion des turn-overs von mittelwertig 71 %
erfolgte, ohne dass der Knochen pords oder adynamisch wurde. Sie berichten, dass die
Apposition mineralisierten Osteoids und die Osteoblastenaktivitit anstieg. Gleichzeitig
beobachteten sie, dass die Anzahl der Oberflichen an denen resorbiert wurde, abnahm. Diese

Ergebnisse stimmen mit den hier gefundenen Resultaten {iberein.

4.3 Histochemische Farbung

4.3.1 PAS- Firbung

Die PAS-Féarbung brachte gegeniiber der HE-Farbung einige neue im Hinblick auf die bakterielle
Besiedlung. 7 von 9 der nekrotischen Préparate waren bakteriell besiedelt. In den Bakterien-
konglomeraten sah man pink angefarbte, fadenformige Bakterien (vgl. Abb. 5), bei denen es sich
wahrscheinlich um Aktinomyzeten handelte. Diese anaeroben Keime kommen als Standortflora
in der Mundhohle vor und konnen nur iiber Verletzungen oder mit Hilfe anderer
gewebszersetzender Keime in Gewebe eindringen. Diese Keime sind sehr aggressiv, konnen

lange persistieren und 16sen langwierige und rezidivierende Entziindungen der Weichgewebe aus.
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Es handelt sich dabei normalerweise um chronische Entziindungen. Aktinomyzeten werden sehr
haufig in Knochenbiopsien einer BRONJ entdeckt (Jadu et al., 2007). Stanton und Balasanian
(2009) beobachteten in ihrer Studie, dass der nekrotische Knochen ihrer Patienten einen
signifikanten Bakterienwuchs aufwies, darunter auch einige Aktinomyzeten, obwohl alle
Patienten eine Antibiotikabehandlung erhielten. Sie stellten fest, dass es fast unmdglich ist, zu
sagen, welche Rolle das Eindringen von Bakterien in der Entwicklung einer BRONJ spielen, ob
die Bakterien die Entwicklung einer BRONJ bahnen, oder ob diese erst nach Schleimhaut-

dehiszenz den nekrotischen Knochen besiedeln. Die gleiche Frage stellen Allen und Burr (2009).

Naik und Russo (2009) schreiben, dass es eine nicht zu missachtende Tatsache sei, dass die
meisten - wenn nicht alle - BRONJs im Zusammenhang mit einer Aktinomykose stehen. Sie
kommen jedoch auch zu dem Schluss, dass erst eine reduzierte Abwehr und eine Schleimhaut-
lasion zu einer Aktinomykose fiihren. Trotzdem lassen vitale Osteozyten in den Knochenbiospien
an Aktinomykose erkrankter Patienten die Vermutung zu, dass Aktinomyzeten auch gesunden
Knochen befallen. Liegt eine Schleimhautldsion vor, so kann eine Aktinomykose entstehen, die
eine BRONJ auslosen konnte, oder es entsteht eine Nekrose, die superinfiziert wird. Aus ihrer
Sicht fiihrt eine Therapie der BRONJ ohne Behandlung der Aktinomykose kaum zu einer
Ausheilung der BRONLJ.

Bakterien konnen Knochen resorbieren. Bei dieser Art der Resorption werden Osteoblasten nicht
zur Knochenbildung angeregt, was bei der osteoklastenabhingigen Resorption der Fall ist. Das
konnte die Ursache fiir die stirkere Resorption an der Oberfliche nekrotischen Knochens sein
und gleichzeitig die fehlenden Zellen, bzw. die ausbleibende Knochenregeneration erklaren.
AulBerdem wiirde das die starke Resorption an den nekrotischen Knochenfragmenten aus Gruppe

2 ohne Osteoklasten in nichster Ndhe erkldren (Allen und Burr, 2009).

4.3.2 TRAP - Firbung

Die TRAP-Féarbung wird im Zusammenhang mit den Osteoklastenspezifischen Markern unter

4.4.2 abgehandelt.
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4.4 Immunhistochemische Firbungen

4.4.1 Osteoblastenspezifische Marker

Der Einfluss von BP auf Osteoblasten wird in der Literatur gegensétzlich diskutiert. Einige
Autoren stellen fest, dass BP in niedriger Dosierung die Osteoblastenaktivitit zu stimulieren
scheinen, weniger die Proliferation, sondern die Differenzierung, Aktivitit und Mineralisation. In
hoheren Dosen hemmen sie diese jedoch. Andere berichten, dass BP auf Osteoblasten eine

Wachstumshemmung auslésen konnen (Cornish at al., 2011).

Es konnte eine Zunahme der Mineraldichte im Knochen (BMD) festgestellt werden, was nur
durch verstirkte Osteoblastenaktivitidt entstehen kann. Wiirden ausschliesslich Osteoklasten
gehemmt, wiirde die BMD gleichbleiben (Ho, 2011). Die gesteigerte Osteoblastenaktivitdt wird
immer an Hand der alkalischen Phosphatase oder des Osteokalzins gemessen. Boanini und
Mitarbeiter (2012) kommen in ihrer in-vitro-Studie zu Osteoblasten zum selben Ergebnis, dass
Osteoblasten von niedrigen BP-Dosen zu Wachstum und Aktivitit angeregt werden. Eine 2010
erschienene Studie (Koch et al., 2010) belegt ebenso, dass die Stoffwechselaktivitét, nicht aber
die Proliferationsfahigkeit der Osteoblasten von stickstoffhaltigen BP positiv beeinflusst wird.
Sie konnten beobachten, dass nach dem 14. Tag dieser Einfluss nachlieB. Sie vermuten, dass die
Zellen in einen ruhenden, ausgereiften Zustand iibergehen. In ihren Augen konnte das zu einer
verminderten Regenerationsfreudigkeit fiihren und der Entwicklung einer BRONJ Vorschub
leisten. Das wird durch die Tatsache bestirkt, dass die OPG-Expression unter BP anzusteigen
scheint. Boanini und Mitarbeiter (2012) untersuchten auch die RankL-OPG-Produktion der
Zellen, was zu dem Ergebnis fiihrte, dass OPG in hoherem Male produziert wird, RankL aber
unverandert bleibt. Dies ist ein Zeichen eines ausgereiften Osteoblastenstadiums (Viereck et al.,

2002), in welchem eine verringerte Osteoidproduktion stattfindet.

Im Gegensatz dazu stellten Koch und Mitarbeiter (2010) fest, dass das Wachstum der
Osteoblastenzellkulturen besonders nach dem 14. Tag zunahm und das besonders unter Zole-
dronatzugabe. Sie behaupten auch, dass die Proliferation der Osteoblasten zugenommen habe.

Diese Behauptung findet sich insgesamt hdufiger bei élteren Studien (Im et al., 2004). Es finden
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sich durchaus gegensitzliche Meinungen zu diesem Thema. Weitestgehende Einigkeit herrscht

dariiber, dass BP Osteoblasten zu einem gewissen Zeitpunkt in ihrer Aktivitéit stimulieren.

Eine aus der verstirkten Knochenbildung gefolgerte Theorie ist, dass der Durchmesser der
Gefalle durch Hartsubstanzbildung verringert wird. Ein geringerer Gefd3durchmesser konnte

auch in dieser Studie beobachtet werden (s. 4.5.4).

Stickstofffreie BP scheinen ausschlieflich die Osteoklasten zu beeinflussen, was die Erklarung
dafiir wére, dass diese nie zu Nekrosen fiithren (Koch et. al., 2010). Andererseits findet man auch
bei mit niedrig dosierten stickstoffhaltigen BP therapierten Osteoporosepatienten sehr selten eine
BRONJ, obwohl sie iiber viele Jahre BP erhalten und somit eine hohe Dosis des Medikaments im
Knochen akkumulieren. Folglich miisste mit den Jahren eine deutliche Stimulation der
Osteoblasten und der Hartsubstanzbildung erfolgen und auch eine Osteoklastenhemmung und
somit die Entstehung einer BRONJ gebahnt werden. Dies zeigt erneut, wie vielschichtig die

Entstehung einer BRONJ sein muss.

Die Osteoblasten stimulierende Dosis ist theoretisch die Dosis, mit der Osteoporosepatienten
behandelt werden. Bei zu hoher Dosis kann es zur Apoptose der Osteoblasten kommen (Corrado
et al., 2010). Bei Behandlung von Tumorpatienten werden sehr viel hohere BP-Dosen verwendet.
Da das Medikament jedoch im Knochen akkumuliert, wird es nur in geringer Dosis durch
Resorption freigesetzt. Diese Dosis ist wahrscheinlich die Optimaldosis fiir Osteoblasten, um
deren Lebensdauer zu verlingern (Bellido und Plotkin, 2011). Bellido und Plotkin (2011)
konnten zeigen, dass der lebensverlingernde Effekt auf Osteoblasten von einem Conexin (Cx43)
abhédngt und von der Phosphorylierung einer extrazelluldren Kinase (ERK), deren intrazelluldrer

Signalweg antiapoptotische Wirkung hat.

4.4.1.1 Alkalische Phosphatase

Die Antikorperreaktion auf alkalische Phosphatase war in allen drei Praparategruppen einheitlich
stark (vgl. Abb. 10 und 11). Besonders kréftig waren Lining cells, Osteoblasten und

Endothelzellen angefarbt. Sogar einige Osteoklasten reagierten positiv, was wohl darauf
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zuriickzufiihren ist, dass Osteoklasten alkalische Phosphatase resorbiert haben, die sich dem
Knochen angelagert hatte. In den Préparaten der Gruppe 2 fanden sich dunkel geférbte
Osteoklasten, evtl. weist das auf eine erhdhte Resorptionsaktivitit dieser Zellen hin, die
besonders viel Knochen mit alkalischer Phosphatase resorbiert haben. Jedoch geméf der Literatur
wiirde man erwarten, dass BP die Aktivitdt der Osteoklasten hemmen. Diese Ergebnisse stimmen
mit den Forschungsergebnissen iliberein, dass Osteoblasten durch BP stimuliert werden (Koch et
al., 2010). Die Reaktion in den Priparaten der BP-behandelten Patienten ist nicht von der
Reaktion in gesunden Prédparaten zu unterscheiden. Da es sich bei der alkalischen Phosphatase
um ein Protein handelt, dass die Osteoblasten in der Initialphase der Osteoidsynthese ausschiitten,
wird deutlich, dass in den Préparaten beider Patientengruppen unter BP-Einfluss viel frischer
Knochen gebildet wurde. Die Osteoblasten bilden dieses Protein und da es auch im Blut zirkuliert
(Seibel, 2000), ist es auch verstarkt in den GefdBwanden nachweisbar und spricht fiir eine bereits

langer andauernde und hohe Knochenneubildungsrate.

4.4.1.2 Osteokalzin

Osteokalzin dient wie die alkalische Phophatase als Osteoblastenaktivitdtsmarker. Es wird in der
Mineralisationsphase von bereits ausgereiften Osteoblasten ausgeschieden und in den Knochen
eingebaut, deswegen findet sich dieser Marker ubiquitir im Knochen (vgl. Abb. 12). BP kénnen
die Osteokalzinproduktion steigern (Giner et al., 2011).

Alle Priparate zeigten eine mittelstarke Anfarbung des Knochens fiir Osteokalzin. In Gruppe 1
zeigten 3 der 9 Priparate keine Farbung der Osteoblasten, in Gruppe 2 waren es ebenfalls 3. Also
befanden sich in diesen Priparaten keine Osteoblasten in diesem Entwicklungsstadium. Diese
Tatsache ist verwunderlich, denn in der Literatur finden sich viele Hinweise, dass BP die Lebens-
dauer von Osteoblasten verldngern und sie vor Apoptose schiitzen. Wire dies ausnahmslos der
Fall, miissten alle Préparate durch Osteokalzin positiv angefarbte Osteoblasten aufweisen, da
ausdifferenzierte Osteoblasten Osteokalzin bis zum Untergang in ihren Zellleibern gespeichert
halten. Weil alle Zellen durch die alkalische Phosphatase angefarbt waren, muss eine grund-

satzliche Vitalitdt und Aktivitat der Zellen angenommen werden.
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Osteoklasten waren in allen Préparaten beider Gruppen angeférbt. Dies mag daran liegen, dass
Osteoklasten osteokalzinhaltigen Knochen besser resorbieren konnen, als ohne Osteokalzin
(Hauschka et al., 1989; Ishida und Amano, 2004). Erst ab dem 14. Tag enthilt neugebildeter
Knochen Osteokalzin. In den Préparaten der Gruppe 1 sieht man diinne Streifen ungefarbten
Osteoids, wihrend in Gruppe 2 keine Neubildung am Rand des nekrotischen Knochens erkennbar

ist.

4.4.1.3 BMP-2

BMP-2 ist einer der stirksten Wachstumsfaktoren im Knochen, der von Vorlduferzellen der
Osteoblasten und Chondroblasten gebildet wird. In den Pridparaten der gesunden
Vergleichsgruppe erschien eine recht schwache Reaktion in wenigen Osteoblasten, Lining cells
und runden Zellen im Bindegewebe. Mundy und Mitarbeiter (1999), Im und Mitarbeiter (2004)
und Wehrhan und Mitarbeiter (2011c¢) stellten fest, dass BP die BMP-2-Expression steigern und
somit u.a. die Proliferation und Differenzierung von pluripotenten Stammzellen aus dem
Knochenmark zu Osteoblasten verstirken. Pridparate der Gruppe 1 und 2 zeigten vereinzelte
positiv gefiarbte Zellen, die nicht direkt am Knochensaum lagen (vgl. Abb. 13). Dies spricht
dafiir, dass einige der Vorlduferzellen im Spongiosaraum BMP-2 produzieren und
Knochenbildung und Regeneration anregen. Die Reaktion war sehr schwach. Wie bereits
erwahnt, stimmen die meisten Autoren darin iiberein, dass die Proliferation von Osteoblasten
unter BP-Einwirkung zwar initial angeregt, grundsitzlich aber nicht gesteigert wird. Die
Ergebnisse bestitigen, dass die Osteoblastendifferenzierung nicht durch BMP-2 gesteigert wird,
denn in den Prdparaten konnte keine relative Vermehrung der Osteoblasten gegeniiber den

gesunden Priparaten beobachtet werden.

BMP-2 fordert ebenso die Resorption, indem es die Bildung von RankL anregt (Okamoto et al.,
2006). Deshalb fiihrte eine Tierstudie zum Erfolg, bei der wahrend der Kallusbildung BMP-2 und
Zoledronat zugefiihrt wurden. Die Kallusbildung wurde synergistisch deutlich verstiarkt. BMP-2
verstirkte die Osteoblastendifferenzierung. Die Resorptionsforderung des BMP-2 wurde durch
Zoledronat gebremst (Yuji et al., 2010). Vandermeer und Mitarbeiter (2011) kamen auch zu dem

Ergebnis, dass die Kombination aus Ibandronat und BMP-2 zu verstirkter Knochenneubildung



114

fiihrt. Die BMP-2-Férbung in unseren Proben war schwach, eine regenerationsférdernde Wirkung

wird evtl. nicht erreicht. Es fanden sich auch keine Unterschiede zwischen Gruppe 1 und 2.

4.4.1.4 Runx2

Bei den gesunden Patienten trat Runx2 geringer auf (vgl. Abb. 15), als bei den meisten Patienten
unter BP-Therapie, jedoch gab es in der 1. Gruppe (ohne Nekrose) 3 und in der 2. Gruppe (mit
BRONJ) 2 Patienten ohne jegliche Reaktion. Wie erwartet, trat die Reaktion im Zellkern der
Osteoblasten und deren Vorlduferzellen auf (vgl. Abb. 14). Nach Eintritt des
Transkriptionsfaktors ins Blut, kann dieser in Blutgefd3en auftreten, wie es in den untersuchten

Prédparaten auch der Fall war.

Runx2 ist der maligebliche Transkriptionsfaktor der Osteoblasten, verantwortlich fiir die
Knochenbildung. Seine Bildung wird durch BMP-2 reguliert (Hassan et al., 2006; Jang et al.,
2012; Sugawara et al., 2011). Weiterhin scheint die Osteokalzinproduktion ebenfalls von Runx2
abzuhdngen. Runx2 reguliert die Expression verschiedener osteoblastirer Produkte: Kollagen I,
Osteokalzin, Osteopontin oder Bone Sialoprotein (Jang et al., 2012). Kim und Mitarbeiter (2011)
fanden heraus, dass die Kombination aus BMP-2 und Runx2 in vitro zu Proliferation und
Umwandlung von Fibroblasten in Osteoblasten fiihren kann. Dies zeigt, dass eine erhohte
Konzentration der beiden Marker ebenfalls zu einer erhdhten Knochenneubildung durch
vermehrte Osteoblastenneubildung fiihren kann. Diese Kombination fand man bei den
untersuchten Praparaten weniger, denn BMP-2 wurde in den Gruppen 1 und 2 schwach angefarbt,
wiéhrend Runx2 mal schwach und mal mittelstark angefarbt wurde. Gruppe 2 zeigte jedoch in den

meisten Préparaten eine mittelstarke Reaktion.

Die Runx2-Produktion wird durch TNFa und IL1B vermindert, indem Runx2 aktiv abgebaut
wird (Ding et al., 2009). Die TNFa und IL1B- Reaktion fiel etwas stirker aus als bei den
Vergleichspriaparaten aus Gruppe 3. Evtl. konnte eine verminderte Runx2-Menge in einigen

Praparaten damit im Zusammenhang stehen.
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In 7 von 9 Préparaten aus Gruppe 2 erschien eine stirkere Immunreaktion auf Runx2 als in den
gesunden Préparaten. Grundsdtzlich sollte eine Stimulation der Knochenbildung bei diesen
Patienten erfolgen. Auf der anderen Seite kann Runx2 in groeren Mengen auch zur Stimulation
von Osteoklasten beitragen (Geoffroy et al., 2011). Doch diesem Effekt steuern BP wieder
entgegen. Ein Zusammenhang zwischen der BRONJ und einer erhohten Runx2-Konzentration ist
nach heutigem Wissensstand nicht herzustellen. Es gibt auch keinerlei Literatur, die Runx2 und
BP im Zusammenhang behandelt. Die Proliferation der Osteoblasten wird durch mehr Runx2
verstarkt. Zusétzlich stirken die BP die Aktivitdt der Osteoblasten. Eine positive Knochenbilanz

sollte bei den hier untersuchten Patienten also gewihrleistet sein.

Zusammenfassend kann eine erhohte Osteoidproduktion in den Préparaten den Gruppe 1 und 2
gegeniiber den gesunden Vergleichspriparaten im Rahmen dieser semiquantitaiven Auswertung
beobachtet werden. Alkalische Phophatase, Osteokalzin und BMP-2 liegen in normaler
Konzentration vor. Runx2 wird etwas verstiarkt gebildet. Wie in der Trichromfarbung zu
erkennen war, wurde in den Pridparaten der Gruppe 1 viel neues Osteoid gebildet. Diese
Ergebnisse stimmen mit der themenspezifischen Literatur weitestgehend iiberein (s. 4.4.1). Es
sollte bedacht werden, dass die meisten Studien iber Osteoblasten unter Einfluss von BP in vitro
durchgefiihrt werden, wo Osteoblasten in Medien kultiviert werden, zu denen BP hinzugefiigt
wurden. Da BP in vivo fast ausschlieflich fest am Knochen gebunden vorliegen und Osteoblasten
keine resorbierenden Féhigkeiten haben, diirfte die BP-Exposition dieser Zellen in vivo geringer

sein und die Ubertragbarkeit der in-vitro-Modelle begrenzt.

Es ist wichtig, festzustellen, dass die Osteoblastenaktivitit offensichtlich nicht beeintrachtigt,
sondern eher leicht verstiarkt wurde, denn man konnte bei den Gruppen unter Bisphosphonat-
therapie mehr Osteoid als beim gesunden Patienten beobachten. Die Nekrose kann also nicht auf
eine mangelnde Knochenneubildung zuriickgefiihrt werden. Offen bleibt die Frage, ob eine
verstarkte Knochenbildung zur Lumeneinengung der GefdBe fiihrt und somit zu einem
Nutritionsengpass fiir den normalerweise gut durchbluteten Kieferknochen (s. 4.5.4). Dieser

Frage sollte in zukiinftigen Studien nachgegangen werden.
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4.4.1.5 RankL

RankLL wird von Osteoblasten produziert und stimuliert die Differenzierung von Zellen des
mononukledren Phagozytensystems zu Osteoklasten. Die Pridparate der gesunden Vergleichs-
gruppe zeigten eine sehr schwache Reaktion in allen Lining cells und Osteoblasten. Gruppe 1
zeigte eine intensive Reaktion der Lining cells und Osteoblasten, wobei Osteoklasten geringer
gefarbt waren. Osteoklasten binden RankL, oder resorbieren es. Es war zu beobachten, dass
RankL auch in Osteozyten und GefdBwinden auftreten kann. Evtl. sind Osteozyten noch in der
Lage, diese Proteine zu produzieren, oder es hingt mit der Vermutung zusammen, dass
Osteozyten Osteoblasten bei mechanischer Belastung zur RankL-Bildung stimulieren (Tatsumi et
al., 2007). Alternativ konnten auch Rezeptoren vorliegen. Die Reaktion erfolgte in den BP-

Gruppen starker als in der gesunden Gruppe 3.

Die Ergebnisse der Gruppe 2 gleichen denen der Gruppe 1, wobei die Préparate 1901, 2062 und
2350 weniger positive Reaktion aufweisen. Beim Vergleich mit der TRAP-Reaktion zeigte sich,
dass die Priparate 2062 und 2350 keine TRAP-positiven Osteoklasten besitzen und Priparat
1901 viele nur schwach gefarbte Osteoklasten. Also scheint sich eine geringere RankL-

Konzentration direkt auf die Anzahl aktiver Osteoklasten auszuwirken.

44.1.6 OPG

Die gesunden Patientenprédparate zeigten eine starke Reaktion in allen Osteoblasten, Fibroblasten
und Kollagenfasern. Diese Zellen sind zur Bildung von OPG befédhigt. Gruppe 1 zeigte eine sehr
selektive Reaktion auf OPG, innerhalb der Priparate gab es intensiv gefdarbte Bereiche von
Lining cells und Osteoblasten, wihrend andere Lining cells und Osteoblasten ungeférbt blieben.
Einige Osteoklasten, Fibroblasten und Gefdwande hatten reagiert, andere nicht. In Gruppe 2 war
die Reaktion geringer, es waren noch weniger Lining cells und Osteoblasten positiv gefarbt. Die
Tatsache, dass auch hier einige Osteoklasten angefarbt waren, ldsst auf die Resorption von OPG
durch Osteoklasten schlieBen. Insgesamt war die OPG-Reaktion in Gruppe 1 und 2 gegeniiber der

Vergleichsgruppe leicht reduziert ausgefallen. Zwar wurden die Zellen der BP-behandelten
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Patienten farblich gleich intensiv angefarbt, aber es sind nur etwa die Hailfte der Zellareale

gefarbt.

Die kritische Betrachtung der Marker RankLL und OPG erfolgt zusammen mit Rank im nach-
folgenden Kapitel (4.5.2).

4.4.2 Osteoklastenspezifische Marker

4.4.2.1 Rank

Die Reaktion auf Rank erzielte eine intensive Farbung, in den Gruppen 1 und 2 intensiver als in
der gesunden Vergleichsgruppe. Es wurden, anders als bei RankL, alle knochennahen Zellen
angefarbt (vgl. Abb. 18). Die Vorlduferzellen der Osteoklasten lagen sowohl am Knochenrand,
als auch in den Spongiosardumen im Kollagengeflecht. Jedoch reagierten die Lining cells und
Osteoblasten am stérksten. Einige Osteoklasten sind in den Gruppen 1 und 2 nicht angefarbt
worden, diese hatten sehr grole Zellvolumina. Hierbei handelt es sich um bereits ausdif-
ferenzierte Osteoklasten (Vasconcelos et al., 2012), welche im Gegensatz zu kleineren - also
noch nicht oder nicht mehr resorbierenden Zellen - offentsichtlich keine Rank-Rezeptoren mehr
exponieren. Dies ist verwunderlich denn andererseits tragen auch reife Osteoklasten fiir
gewoOhnlich diesen Rezeptor (Trouvin und Goeb, 2010). Evtl. konnte es sich dabei um
Osteoklasten handeln, die nach der Resorption von Bisphosphonaten nicht mehr funktionsfahig
sind. In den Resorptionslakunen der Préparate aus Gruppe 2 erschien die Antikdrperreaktion
verstarkt. Vermutlich hdngt das mit Stimuli zusammen die zu einer erhhten Knochenresorption

fiilhren sollen. Die Reaktion auf Rank war leicht stirker, als auf RankL.

4.4.2.2 TRAP

Die Prédparate der Patienten unter BP-Therapie enthielten mehr Osteoklasten als die gesunden
Vergleichspriprate, jedoch sind diese sehr klein und kaum ein Osteoklast liegt dem Knochen

direkt auf. Nur die groBeren Exemplare finden sich unmittelbar am Knochensaum. 3 von 9
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Préaparaten in beiden Gruppen zeigten gar keine gefarbten Osteoklasten, jedoch erkannte man in
dieser und auch in der HE-Féarbung, dass viele ungefarbte Osteoklasten vorlagen. In Gruppe 1
enthalten 3 von 9, in der 2. Gruppe 2 von 9 Prédparaten nur sehr wenige Ostoklasten (vgl. Abb.
8). In den restlichen Préiparaten, die mehrere gefirbte Osteoklasten aufweisen, sah man nur
jeweils maximal 2 Osteoklasten pro Pridparat, die dem Knochen direkt aufsitzen. Alle anderen
Osteoklasten lagen in grofBerem Abstand im Spongiosaraum (vgl. Abb. 7 und 8). In Gruppe 1
enthielt das Préparat 1894 sehr viele Osteoklasten, dies mag daran liegen, dass dieses Pridparat
sehr viel Bilindelknochen vom Alveolarrand enthielt, der einen massiven Umbau hinter sich hat.
Dieses Knochenfragment wurde mit einem zerstorten Zahn entfernt, sodass eine Entziin-
dungsreaktion im Knochen um diesen Zahn herum stattgefunden haben muss. Der andere Patient
aus Gruppe 1, der viele Osteoklasten aufwies (2061), nahm auf Grund seiner Osteoporose-
erkrankung Fosamax® ein. Evtl. werden Osteoklasten durch dieses Medikament weniger stark

gehemmt.

BP blockieren nachgewiesener Mallen den Mevalonatstoffwechsel, aus diesem Grunde werden
Osteoklasten deaktiviert (Rauthan und Pilon, 2011). Wie an den gesunden Vergleichspréparaten
zu sehen ist, lagen in gesundem Knochen nur wenige Osteoklasten vor, die fiir einen
ausgewogenen Knochenstoffwechsel sorgen. Thre Proliferation wird wu.a. {iiber das
Rank/RankL/OPG-System durch die Osteoblasten gesteuert. Eine erhohte Anzahl an Osteo-
klasten bei den BP-Patienten vorzufinden war unerwartet, denn BP sollten eigentlich diese
Zellgruppe hemmen und in die Apoptose flihren (Carlson und Basile, 2009). Es ist davon
auszugehen, dass durch die Hemmung des Mevalonatzyklus die Mehrzahl dieser Osteoklasten
aber nicht funktionsfdhig ist, also weder einen Aktinring fiir die Okklusionszone, noch eine
,ruffled border* ausbilden kann. Dafiir spricht auch, dass kaum ein Osteoklast dem Knochen-
saum unmittelbar aufsitzt und dass einige mehrkernige Riesenzellen erkennbar waren, die nicht
auf TRAP reagiert haben, wéihrend im selben Prdparat andere Osteoklasten positiv reagierten.
Selbst wenn die Osteoklasten dazu in der Lage sein sollten, TRAP auszubilden, so ist es nicht
sicher, ob sie jemals eine Resorption betreiben werden konnen. Wenn nun von der normalen
Anzahl an Osteoklasten eine gewisse Zellzahl untergeht, bzw funktionslos ist, werden kompen-
satorisch mehr Osteoklasten gebildet (Trouvin und Goeb, 2010). In unseren Préparaten erkennt
man dies an der leicht reduzierten OPG-Menge und den erhohten Reaktionen auf Rank und

RankL. Die optischen Unterschiede zwischen den immunhistochemischen Farbungen sind nicht



119

sehr grof3, jedoch miissen Konzentrationsunterschiede bereits grof3 sein, wenn sie optisch sichtbar

werden.

4.4.2.3 Rank/RankL/OPG- System

OPG bindet RankL den Ligand von Rank. OPG und RankL werden gegenldufig ausgeschiittet, so
erkennt man auch in diesen Proben, dass mehr RankL- als OPG-positive Zellen vorlagen. Die
Reaktion auf Rank korrespondierte mit der Reaktion auf RankL, beide lagen in dhnlicher Starke
vor. OPG lag leicht vermindert vor, also wird die Osteoklasten-Proliferation durch Osteoblasten
nicht gehemmt. Rank und RankL hingegen waren leicht erhdht gegeniiber den Vergleichs-
praparaten, demnach wurde die Osteoklastendifferenzierung gefordert. Die Moglichkeit, liber die
Immunhistochemie Konzentrationsverdnderungen optisch sichtbar zu machen, ist wie gesagt

gering.

Hieraus lésst sich schlieBen, dass in den vorliegenden Priparaten der BP-behandelten Patienten
die durch Osteoblasten stimulierte Resorption gefordert wird. Die Anzahl der TRAP-positiven
Osteoklasten war jedoch nicht entsprechend hoch. Es lagen in manchen Priparaten zwar viele
Osteoklasten vor, jedoch wurden sie nicht angefarbt, andere sehr schwach. Andere Prédparate
zeigen gar keine angefarbten Osteoklasten. Die wenigen angefarbten Osteoklasten lagen dem
Knochen nicht an. Es stellt sich die Frage, warum eine Verstirkung des Rank/RankL-
Mechanismus nicht zu mehr resorptionsfahigen Osteoklasten fiihrte und warum er verstérkt wird,
wenn doch mehr Osteoklasten vorlagen als beim gesunden Patienten. Es konnte sein, dass die
Osteoklasten durch BP direkt so stark gehemmt werden, dass Osteoblasten einen normalen bis
leicht gesteigerten Reiz erhalten, die Osteoklastenaktivitéit zu stimulieren. Die Hauptfunktion von
OPG besteht darin, eine tiberméBige, zerstorerische Resorption zu verhindern (Hsu et al., 1999).
Da diese durch Hemmung der Osteoklasten nicht vorliegt, muss die OPG-Produktion nicht
gesteigert werden, wie die vorliegenden histologischen Ergebnisse belegen. Demgegeniiber
werden die Rank- und RankL-Expression leicht erhoht, weil die Osteoklastenaktivitidt durch BP-
Wirkung gemindert ist. Das entspricht auch den beschriebenen Ergebnissen. Leider sind auch zu
diesem Thema die Literaturaussagen gegensatzlich. Zum FEinen wird beschrieben, dass

Osteoblasten unter BP-Einfluss in vitro durch erhohte OPG-Expression die Osteoklasten-
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differenzierung hemmen (Koch et al., 2012; Ohe et al., 2011), ebenso in vivo (Garcia et al.,
2010). Zum Anderen liest man, dass kein (signifikanter) Unterschied in vivo zwischen der OPG-
Sekretion bei gesunden und BP-behandelten Patienten zu finden ist (Gulseren et al., 2011;
Karadag-Saygi et al., 2011) auch nicht in vitro (Lin et al., 2007; Mackie et al., 2001). Kim und
Mitarbeiter (2002) fassen zusammen, dass die Diskussionen iiber das Rank/RankL/OPG-System
sehr kontrovers verlaufen. Verschiedene Autoren haben in ihren Studien eine gleichbleibende
RankL-Konzentration und eine erhohte OPG-Expression festgestellt (Viereck et al., 2002). Koch
und Mitarbeiter (2012) beobachteten eine verstirkte RankL-Expression in vitro. Andere
erkannten, dass beide Konzentrationen unverandert blieben. Kim und Mitarbeiter (2002) stellten
fest, dass RankL- und OPG-Expression 5 Tage nach Therapiebeginn nicht erhoht war. Die
Beobachtungen der hier vorgelegten Studie sprechen eher fiir eine leicht erhohte Rank/RankL-

Konzentration.

Es ist also sehr schwierig, eine generelle Aussage zu treffen. Das ist wenig iiberraschend, denn
die Ergebniss der jeweiligen Studien kdnnen von vielen Variablen abhidngen: Handelt es sich um
eine in-vivo- oder in-vitro-Studie? Welche Krankheit liegt zu Grunde? Welche Zelllinien wurden

verwendet? Welches BP in welcher Konzentration wurde zugefiihrt?

Die meisten Autoren schreiben, dass das Remodeling des Knochens unter BP reduziert ist und die
Osteoklasten sowohl in ihrer Funktion gehemmt werden, als auch deren Differenzierung aus
Vorlauferzellen unterbunden und ihre Apoptose direkt oder indirekt durch BP herbeigefiihrt wird
(Benford et al., 2001; Ohe et al., 2011; Piesold et al., 2006; Rogers et al., 2011; Shannon et al.,
2011). Die Frage ist, ob eine Verstirkung der Proliferationsreize i{iberhaupt etwas ausrichten
kann, oder ob es Mechanismen gibt, die viel stirker sind als diese Stimuli und auch in den zuvor

demonstrierten Praparaten eine Hemmung der Osteoklasten bewirkt haben.

Yuji und Mitarbeiter (2011) formulieren, dass Osteoklasten, die BP zusammen mit dem Knochen
resorbieren, direkt zur Apoptose iibergehen. Eine sehr aktuelle in-vitro-Studie von Boanini und
Mitarbeiter (2012) beschreibt, dass Osteoklasten auch dann in Apoptose libergehen und in ihrer
Funktion gehemmt werden, wenn sie auf einem mit BP angereichertem Hydroxylapatit-Block
kultiviert werden. Es wurden erhohte Caspase-3-Werte gemessen, welches ein Enzym zum

Abbau intrazelluldrer Organellen ist.
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Itzstein und Mitarbeiter (2011) untersuchten die klar bewiesene Hemmung der Proteinprenylation
nach Hemmung des Mevalonat-Zyklusses, der besonders die kleinen GTPasen in Osteoklasten
betrifft. AuBlerdem akkumuliert ein toxisches Isoprenoid-enthaltendes Abbauprodukt (Green,
2004; Rogers et al., 2011). Dies fiihrt zu gravierenden Funktionsstorungen in den Zellen. Sie
zeigten auf, dass sowohl die Versiegelungszone und die ,,ruffled border* und der intrazellulare
Vesikeltransport nicht durchgefiihrt werden. Wenn diese Mechanismen nicht funktionieren, ist es
moglich, dass die in dieser Studie untersuchten Spaltenzyme zwar gebildet werden und in den
Zellen nachgewiesen werden konnen, aber gar nicht zum Einsatz kommen. Letztendlich fiihrt

dieser Funktionsverlust in den Osteoklasten auch zur Apoptose.

Auf Grund der eigenen Ergebnisse und der aktuellen Literatur liegt die Vermutung nahe, dass das
Rank/RankL/OPG-System nicht direkt durch BP beeinflusst wird und dass BP zu einem
Zeitpunkt in den Osteoklastenlebenszyklus eingreifen, zu dem das Rank/RankL/OPG-System
keine Rolle mehr spielt. Rank und Rankl. werden nur dann exprimiert, wenn zu wenig
Osteoklasten vorhanden sind. Dieses System spielt nur fiir die Proliferation von Osteoklasten eine
Rolle, jedoch nicht fiir ihre Funktion. Zu derselben Hypothese, dass das Rank/RankL/OPG-
System keine wichtige Rolle in der Steuerung der Osteoklasten unter BP-Therapie spielt,
kommen Zojer und Mitarbeiter (2005). Der Serumspiegel von Rank/RankLL/OPG hatte sich bei
thren Patienten mit Hyperkalzdmie und nach BP-Therapie nicht verdndert. Bei 80 % der
Patienten hatte sich jedoch der Kalziumspiegel normalisiert. Im Folgenden soll die

Funktionsfdhigkeit der Osteoklasten diskutiert werden.

4434 ED1

ED1 wird ausschlieBlich von Zellen produziert, die phagozytierende Féahigkeiten besitzen, wie
mononukledre Vorlduferzellen im Knochen, Monozyten, Makrophagen und interdigitierende
dendritische Zellen. Auch Fibroblasten haben in vitro nach langer Kultivierung bereits positiv
reagiert. Man findet immunhistochemisch einige dunkle Granula im Zytoplasma vor
(Damoiseaux et al., 1994). Untersuchungen von Damoiseaux und Mitarbeiter (1994) bestitigten
die Vermutung, dass diese glykosylierten Proteine auf zytoplasmatischen Granula vorkommen,

zu einem geringen Anteil jedoch auch auf der Zelloberflaiche. ED1 steht in Zusammenhang mit
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der phagozytotischen Aktivitdt. Wahrscheinlich wird der Marker mit der ersten Phagozytose
exprimiert und von nicht aktiven Zellen nicht oder weniger exprimiert. Makrophagen, die aus
dem Knochenmark stammen, sollen ED1 besonders stark exprimieren, weil sie wahrscheinlich

viel Substanz abbauen miissen (Damoiseaux et al., 1994).

In den Féarbungen wurden auch ganz selektiv Makrophagen und Osteoklasten angefdarbt (vgl.
Abb. 20). Da Osteoklasten stark polarisierte Zellen sind, erkennt man, dass eine Seite der Zelle
immer dichter granuliert ist, als die andere. Es sind viele Makrophagen im Bindegewebe
angefarbt. Die Menge der angefarbten Osteoklasten entsprach der unter TRAP beschriebenen
Verteilung. Die Priparate, die dort viele positive Zellen aufwiesen, wiesen bei der ED1-Féarbung
noch mehr positive Makrophagen und Osteoklasten auf. Es wird auch deutlich, dass die
knochennahen Osteoklasten viel dunkler angefarbt sind als die weiter entfernten (vgl. Abb. 19).
Diese Reaktion ist schwierig zu bewerten, da wenig {iber die Funktion von ED1 bekannt ist. Sie
verdeutlicht nur, dass viel mehr phagozytierende Zellen, respektive Osteoklasten, am
Knochensaum vorhanden sind, als in der TRAP-Farbung deutlich wurde. Da nicht bekannt ist, ob
EDI nur bei zunehmender Phagozytose ausgeschiittet wird, oder immer vorhanden ist, kann iiber

den Aktivitdtsgrad der dargestellten Zellen keine Aussage getroffen werden.

Osteoklasten nehmen iiber Phagozytose die BP von der Knochenoberflache auf. Danach werden
sie, wie oben erldutert, durch BP resorptionsunfdhig gemacht und die Osteoklasten 16sen sich
vom Knochen. Irgendwann gehen sie danach dann in die Apoptose {iber. Entsprechend der hier
aus den vorliegenden Ergebnissen entwickelten Theorie differenzieren immer mehr Vorlaufer-
zellen zu Osteoklasten, da die meisten Osteoklasten nach dem ersten Resorptions-versuch
funktionsunfahig werden. Daher resultiert das Bild der vielen inaktiven Osteoklasten, die alle
relativ klein sind und von der Knochenoberfldche entfernt im interseptalen Bindegewebe liegen.
Wenn EDI von allen Zellen des mononukledren Phagozytensystems exprimiert wird, ohne dass
sie dazu bereits phagozytiert haben miissen, wurden diese Zellen angefarbt. Sie wurden aber auch
angefdrbt, wenn Phagozytose die Vorraussetzung fiir die ED1-Expression ist. Um durch BP
deaktiviert worden zu sein, miissen sie diese zuerst phagozytieren. Welchen Aktivititsgrad die
angefarbten Zellen in den untersuchten Préparaten nun haben, ist mit dieser Farbung nicht

dazustellen.
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4.4.3.5 Cathepsin K

Cathepsin K ist eine osteoklastére Protease zum Abbau von Kollagen 1. Laut Literatur wird sie
von keinem anderen Zelltypus als von Osteoklasten gebildet (Boonen et al., 2012). Umso mehr
verwundert es, dass die Farbung etwas willkiirlich erschien. Zwar waren die Osteoklasten alle
stiarker angefdarbt worden, aber es waren auch noch Lining cells und Fibroblasten mit angeférbt.
Deutlich wird, dass die Osteoklasten auf jeden Fall das katalytische Enzym gebildet haben (Abb.
21). Im gesunden Préparat sah man jedoch, wie ein Osteoklast ganz eng auf dem Knochen
aufsitzt und an der basolateralen Seite Cathepsin-K-Granula angesammelt hat. Im Praparat 2343
aus der Gruppe 1 fanden sich zwei Osteoklasten, die dem Knochen dicht anliegen und die
Protease in ihre Resorptionslakune sezernieren (vgl. Abb. 21). Ansonsten fand man keinen
Hinweis darauf, dass in den Zellen das vorhandene Cathepsin von all den angefdrbten
Osteoklasten auch tatsdchlich ausgeschiittet wird. Da die BP nicht alle Osteoklasten vollstindig
hemmen, sondern nur die Anzahl der aktiven Osteoklasten reduzieren und die Aktivitdtsspanne
des einzelnen Osteoklasten vermindern sollen, ist es durchaus moglich, dass der eine oder andere
Osteoklast gerade aktiv war und Resorption betrieben hat. AuBlerdem muss jeder Osteoklast
zunédchst BP-haltigen Knochen resorbieren und dafiir Cathepsin K ausschiitten. Da es sich hierbei
nicht um ein Signalprotein wie RankL oder OPG handelt, sondern um ein degradierendes Enzym,
kann man davon ausgehen, dass es nicht frei im Gewebe vorkommt und die Anfirbung der

anderen Strukturen keine Bedeutung hat.

Nach Auswertung der histologischen Priparate und Herleitung der oben beschriebenen Theorie
iiber die grole Anzahl an Osteoklasten fanden sich nach gezielter Literaturrecherche einige
Autoren, die dhnliche Funde publizierten und sehr dhnliche Schliisse daraus gezogen hatten. Eine
Studie von Ralte und Mitarbeitern (2011) untersuchte die Wirkung von BP auf Osteoklasten im
Tierversuch. Histologisch erkannten sie, dass die Anzahl der Osteoklasten stark vergréBert ist.
Dies haben schon andere Autoren festgestellt (Rauch et al. 2002; Weinstein et al., 2007,
Weinstein et al., 2009). Auch Russell (2011) bespricht diese Befunde, dass Osteoklasten in
groBerer Anzahl vorliegen, dass aber deren Funktionsfidhigkeit hdchst wahrscheinlich
eingeschrinkt ist. Diese Autoren beobachteten auch, dass die Osteoklasten vom Knochensaum
losgelost im intertrabekuldren Bindegewebe vorlagen. Weiterhin sahen sie viele Resorptions-

lakunen, die jedoch sehr klein und flach waren, als ob die Resorption nur sehr schwach verlaufen
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oder schnell abgebrochen worden war. Diese Ergebnisse konnten in dieser Studie bestétigt
werden. Die Arbeit von Ralte und Mitarbeitern (2011) unterstiitzt die Ergebnisse dieser Studie

und die hier dargestellte Theorie.

4.4.4 Entziindungsspezifische Marker

4.4.4.1 IL18B

In den Priparaten gesunder Patienten stellten sich sehr unterschiedliche Mengen an IL18 dar. Das
mag an der jeweilgen Abwehrlage des Immunsystems liegen. Da dieses Zytokin beinahe von
allen kernhaltigen Zellen produziert werden kann (Baluk et al., 2009), verwundert es nicht, dass
alle Zellpopulationen Farbmarkierungen aufweisen. Bei Gruppe 1 und 2 fiel auf, dass die Zellen
in Resorptionslakunen besonders stark angefarbt waren (vgl. Abb. 22). Dies konnte evtl. mit der
Resorption von BP durch Osteoklasten zusammenhangen, die die Osteoklasten dazu bringt, L1
auszuschiitten. IL18 wirkt Osteoklasten aktivierend, indem Osteoblasten zur RankL-Produktion
stimuliert werden (Fernandez et al., 2010), daher konnten sie sich in der Ndhe zu Osteoklasten

anlagern.

4.4.4.2 TNFa

In der gesunden Vergleichsgruppe konnte eine mittelstarke Reaktion der Zellen nah zum
Knochensaum festgestellt werden. Entziindungszellen fielen nicht auf. Die Lining cells,
Osteoblasten und Fibroblasten in Gruppe 1 wurden in groBerer Anzahl angefdarbt als in der
Vergleichsgruppe, die Farbreaktion auf den Marker war intensiver (vgl. Abb. 23). Gruppe 2
zeigte ebenfalls eine stirkere Reaktion als in der Vergleichsgruppe, jedoch lagen hier immer

wieder ungefarbte Areale neben gefarbten Arealen vor.

Kunzmann und Mitarbeiter (2000) stellten fest, dass BP eine gewisse T-Zellpopulation zur
Produktion inflammatorischer Zytokine anregen, entweder direkt oder durch Isopentenyl-

pyrophosphate, welche nach der Blockade des Mevalonatstoffwechsels akkumulieren. Eine
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solche gesteigerte Entzlindungsreaktion konnte eine Ursache fiir eine BRONJ sein. T-Zellen sind
jedoch nicht die einzigen Zellen, die inflammatorische Zytokine ausschiitten, wie die Reaktion
der Prédparate zeigt, sondern auch Osteoblasten und Fibroblasten. Auch Deng und Mitarbeiter
(2007) und Ferretti und Mitarbeiter (2005) fanden heraus, dass Alendronat bei Méusen eine
verstarkte [L1B- und TNFa-Freisetzung, aus verschiedenen Zellpopulationen stimuliert. Papadaki
und Mitarbeiter (2004) hingegen vermuten, dass BP die Produktion von inflammatorischen

Zytokinen durch Hemmung von Zellen des monozytiren Systems mindern konnen.

Leider muss man feststellen, dass es viele sich widersprechende Theorien auch zu diesem Thema
gibt (D amelio et al., 2008). Die Einen berichten von einer Steigerung, die Anderen von einer
Senkung der Zytokinausschiittung unter BP-Therapie. Bei den hier untersuchten
Humanpriparaten liel sich eine gegeniiber der Vergleichsgruppe leicht bis mittelstark erhohte

Zytokinausschiittung besonders in Knochenrandnéhe feststellen.

Nach der Infusion von BP wird eine vorriibergehende Temperaturerh6hung beschrieben, was eine
akute Phase Reaktion zu sein scheint. Nach BP-Infusion kommt es stets zu einer erhohten
Ausschiittung von TNFa und IL18, dieser Anstieg ist bei einem Fieberschub noch héher. 7 Tage
nach der Infusion konnte ein Wiederabfallen der TNFa-Werte im Blut auf normale Werte beob-
achtet werden (Dicuonzo et al., 2003, Ferretti, et al., 2005). Einige andere Autoren untersuchen
ebenfalls diese akute Phase Reaktion (Lim et al., 2010; Rossini et al., 2011), jedoch scheint sie
fiir die hier vorliegende Vergleichsstudie nicht so relevant, da sie nach einigen Stunden wieder
nachldsst. AuBlerdem lag die letzte Infusion bei den Patienten dieser Studie ldnger als 7 Tage
zuriick. Dennoch fithren BP bei systemischer Gabe zunéchst zu einer Abwehrreaktion im Korper.
Laut den Ergebnissen aus der Patientenuntersuchung bleibt der Spiegel der Entziindungsmarker
unter BP-Therapie erhoht. Sie leiten bei vielen entziindlichen Erkankungen auch einen
Knochenverlust ein, ebenso aber auch bei degenerativen Erkrankungen wie z.B. der Osteoporose.
Diese Vermutung wird durch verschiedene Studien belegt. Ursache ist u.a. eine direkte
Osteoklastenaktivierung oder auch indirekt mittels Steigerung der RankL-Ausschiittung durch
diese Zytokine. Weiterhin mindern sie die Knochendichte durch Stérung der Osteoblasten-
proliferation und Knochenbildung, u. a. durch die Hemmung von Runx2 (Ding et al., 2009).
TNFa soll auch fiir die entziindliche ImplantatabstoBung im Kieferbereich verantwortlich sein

(Schwarz et al., 2000).



126

Eine leicht gesteigerte Entziindungsreaktion konnte die Ausdehnung einer Nekrose im Knochen
fordern. Zwar ist nicht von einem Knochenverlust durch gesteigerte Osteoklastenfunktion
auszugehen, jedoch kann eine bakterielle Besiedlung durch eine verstirkte Abwehrreaktion
beantwortet werden, was zu zunehmender Gewebsdestruktion fithrt und somit das nekrotische
Areal vergroBert. Die akute Phase Reaktion ist eine zeitlich begrenzte Reaktion, die keine
langanhaltenden Auswirkungen auf diesen Mechanismus hat. AuBlerdem liegt der Zeitpunkt der

BP-Infusion bei den untersuchten Patienten immer mehr als eine Woche zurick.

Das Auftreten von Entziindungsmediatoren im Zusammenhang mit BP wurde abgesehen von der
akute Phase Reaktion noch nicht weiter untersucht. Die hier aufgefiihrten Ergebnisse werfen die
Frage auf, ob BP eine generalisierte Entziindungsreaktion im gesamten Korper oder nur im
Knochen auslésen und ob diese einen Einfluss auf die Entwicklung einer Nekrose haben koénnen.

Dieser Fragestellung sollte in weiteren Studien nachgegangen werden.

4.4.4.3 MMPS

MMP8 ist wie Cathepsin K eine Protease zum Abbau von Kollagen I, IIT und II. Wie erwartet
reagierte MMPS8 in den Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten der Priparate (vgl. Abb.
24). Sasano und Mitarbeiter (2002) beschreiben, dass MMP8 auch von Zellen der
Osteoblastenlinie gebildet wird wie Osteoblastenprogenitorzellen, Osteozyten, Chondrozyten und
Muskelzellen. Fibroblasten sollen ebenfalls MMPS8 produzieren konnen (Danielsen et al., 2011).
Da sie interstitiell als Proenzym vorliegen (Mecham und Parks, 1998), konnen sie ubiquitir
auftreten. Somit erkannte man MMPS in einigen Lining cells, Fibroblasten, GefaBwénden und
Kollagenfasern. Die Reaktion fiel insgeamt aber mittelstark aus, manche Areale sind nicht
angefarbt. Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen der BP-Patienten war nicht
festzustellen. Vereinzelt fanden sich Osteoklasten, die basolateral vermehrt MMP8-positive
Granula enthalten und diese gerade in Richtung Knochen sezerniert hatten. Dort zeigte sich dann

eine wolkige Ansammlung geféarbter Granula.

In Wunden scheint MMP8 durch GefaB3verdnderungen, Ischdmie oder auch beim Diabetes

besonders stark exprimiert zu werden und kann bisweilen zu einer verzogerten Wundheilung
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fiihren, da MMPS8 die neu gebildeten Kollagenfasern abbaut (Danielsen et al., 2011). Es wirkt
stark chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten, von denen es malB3geblich produziert wird und
die die Hauptakteure einer akuten Entziindung sind (Sautter et al., 2011). Insgesamt verstarkt
dieses Enzym eine akute Entziindungssituation und beeintrachtigt die Wundheilung. In den
untersuchten Prdparaten der mit BP behandelten Patienten war keine gesteigerte Farbreaktion
dieser Protease gegeniiber den gesunden Pridparaten zu finden. Eine verstirkte Expression unter
BP-Therapie konnte eine Nekrose des Knochens durch iiberméfige Entziindung oder verhinderte

Wundheilung férdern.

Auf der anderen Seite fanden Garcia und Mitarbeiter (2010) in ihrer Studie heraus, dass Mause
mit MMP8-Mangel stirkere Entziindungen aufwiesen als Wildtypméuse. Sie zitieren andere
Studien, die zu dhnlichen Ergebnissen kamen und vermuten, dass das Fehlen einer MMP von
anderen MMPs iiberkompensiert wird. Letztendlich ist ein normaler Spiegel an MMPS ein Schutz
vor libermdfiger Entziindungsreaktion. Somit waren die Patienten beider BP-Gruppen keinem

iiberméfBigen Entzlindungsrisiko zumindest durch Verdnderungen Mengen an MMPS ausgesetzt.

4.4.5 GefilBlsystemspezifische Marker

4.4.5.1 VEGF und vWF

Die Reaktion auf den VEGF-Antikorper erfolgte in den gesunden Vergleichspraparaten minimal
stiarker als in den Prdparaten von Gruppe 1. Im Vergleich zu anderen Markern reagierten die
Préparate recht schwach. In der Vergleichsgruppe waren alle Zellen schwach angeférbt, in beiden
BP-Gruppen (1 und 2) waren jedoch die GefaBwénde, Endothelzellen und Osteoblasten
mittelstark angefdarbt. Auch manche Osteoklasten waren angefirbt, nachdem sie wahrscheinlich
VEGF-haltige Strukturen resorbiert hatten. VEGF ist fiir den Erhalt der Endothelzellen
verantwortlich und diese tragen einen entsprechenden Rezeptor, ebenso wie die Osteoblasten
(Ferrara und Alitalo, 1999; Matos et al., 2011). Osteoblasten induzieren die Angiogenese bei
Knochenneubildung. Diese Ergebnisse entsprechen den Erwartungen fiir einen gesunden

Knochenstoffwechsel.
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Dieses Ergebnis ist iiberraschend, denn gemeinhin wird die Theorie vertreten, dass die VEGF-
Produktion unter der Einwirkung von Zoldedronat oder Pamidronat deutlich reduziert wird
(Santini et al., 2003; Santini et al., 2006). Diese Feststellungen konnen nicht bestdtigt werden.
Eine andere Studie bestitigt dies jedoch wiederum. Dort wurde bei 24 Patienten vor und wihrend
12-wochiger BP-Therapie regelméfig der VEGF-Spiegel im Blut bestimmt, der sich iiber den
gesamten Zeitraum nicht verdnderte. Eine andere Studie von Ferretti und Mitarbeiter (2005)
bestimmte die VEGF-Konzentration im Blut vor der Infusion von BP, am 2. und am 7. Tag

danach. Sie nahm zunéchst ab, am 7. Tag lag sie jedoch hoher, als vor der Infusion.

Wichtig ist es auch hier die Verbindung zum Entziindungsmediator TNFo herzustellen.
Entziindungen sind verbunden mit starker Blut- und LymphgefaBproliferation. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass TNFa die GefaBaussprossung in entziindeten Geweben vorrantreibt (Baluk
et al., 2009). Die 5 Proben, die eine starke Reaktion auf VEGF gezeigt haben, zeigten auch eine
starke Entziindungsreaktion mit vielen Granulozyten und Lymphozyten in der Ubersichtsfirbung
und eine kriftige TNFa-Féarbung. Daraus konnte man schlieen, dass auf Grund des erhohten
TNFa vermehrt VEGF ausgeschiittet wird. Andere Autoren konnten feststellen, dass die Gefal3-
sprossung abnimmt, wenn TNFo medikamentés gehemmt wird (DeBusk et al., 2003). Auch
Ohba und Mitarbeiter (2009) fanden heraus, dass TNFa in vitro zu einer verstirkten VEGF-
Expression fiihren kann. Es ist kaum festzustellen, ob die BRONIJ aus einer Entziindung entsteht
oder die Entziindung erst nach der Nekrose erfolgt. Wire erst die Entzlindung da, so wiirde ein
erhohter Spiegel an Entziindungsmediatoren ein Absinken des VEGF-Spiegels verhindern.
Entsteht die Entziindung jedoch sekundir, so konnte eine erhohte Vaskularisierung nicht mehr
zur Ausheilung der Entziindung fiihren. In beiden Féllen aber scheint der Zusammenhang

zwischen TNFa und VEGF keine Rolle fiir die Verhinderung einer BRONJ zu spielen.

Die Schnitte, die auf vWF untersucht wurden, zeigten eine ausgesprochen kriftige Farbung der
GefaBwinde und Endothelzellen in allen 3 Gruppen. Alle Praparate waren reichlich vaskularisiert
mit dem einzigen Unterschied, dass Gruppe 1 und 2 mehr kleinlumige Gefille aufwiesen (vgl.
Abb. 26), in der gesunden Gruppe 3 erschien die Menge der Gefde gleich, jedoch waren die
Lumina der meisten Gefdlle groer (vgl. Abb. 27). Dieser Umstand findet interessanter Weise
Erwdhnung in einer Studie von Allan und Burr (2009). Sie sagen, dass das Blutvolumen pro

Knochenmasse erheblich variieren kann in Abhidngigkeit von der metabolischen Aktivitit.
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Vorrausgesetzt, dass das Remodeling, also die metabolische Aktivitdt, unter BP-Therapie tat-
sdchlich herabgesetzt ist, wiirde der Knochen geringer durchblutet, was speziell beim Kiefer, der
habituell ein stark durchbluteter Knochen ist, Folgen haben konnte. Weiter besagt ihre Hypo-
these, dass auf Grund des geringeren Blutvolumens die GefaBaBarchitektur verdndert wird und
der Durchmesser der Gefd3e verringert wird. Damit kann das Knochengewebe nicht mehr aus-
reichend mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt werden. Aber nicht nur Néhrstoffe werden iiber
Gefdlle transportiert, es sitzen auch Osteoblastenvorlduferzellen in KnochengefaBwinden
(Schipani et al., 2009). Deren Anzahl wiirde damit gleichzeitig reduziert und somit die
Regenerationsfahigkeit des Knochens herabgesetzt. Insgesamt scheint die Gefdlreichtum in den
hier untersuchten Proben nicht verringert, jedoch erscheinen die Gefille - wie bereits erwdhnt -

kleiner. Damit unterstiitzen die immunhistologischen Befunde diese These.

Eine andere Studie den Erfolg chirurgischer BRONJ Therapie an 33 Patienten und es wurde
beobachtet, dass trotz aller negativen Vermutungen die die Nekrose umgebenden Weichegewebe
eine ausreichende Blutzufuhr zeigten und normal bluteten (Stanton und Balasanian, 2009). Diese
Beobachtung spricht wiederum dafiir, dass das zugefiihrte Blutvolumen gegeniiber gesunden

Patienten zumindest augenscheinlich nicht verringert war.

Yin und Mitarbeiter (2011) fiihrten eine neue Hypothese ein. Neueste Forschungsergebnisse
besagen, dass Osteoklasten iiber einen MMP9-abhédngigen Mechanismus fiir die Angiogenese
von entscheidender Bedeutung sind. Diese Rolle {ibernehmen sie besonders im Kieferknochen. In
langen Rohrenknochen spielen Osteoblasten in angiogenetischer Hinsicht eine groBere Rolle.
Somit ist der Kieferknochen in dieser Hinsicht mehr gefdhrdet als der Rest des Skeletts. Dies
erklart in ihren Augen auch die Tatsache, dass bei anderen antiangiogenetisch wirkenden
Medikamenten keine Osteonekrose des Kiefers eintritt, da bei BP die Wirkung auf das
Gefallsystem iiber die Hemmung der Osteokalsten vermittelt werden konnte. Baud huin und
Mitarbeiter (2009) fanden in ihrer Arbeit heraus, dass der vVWF an RANKL und OPG bindet, und
somit die durch RANKL induzierte Osteoklastogenese hemmt, und mit OPG zusammen
synergistische Effekte entwickelt. Endothelzellen speichern in ihren Weibel-Palade-Korpern den
OPG-vWF-Komplex, der bei Entziindung verstdrkt ausgeschiittet wird. Das bedeutet, dass im
entzlindeten Knochen weniger Osteoklastogenese stattfinden sollte. Das konnte einer Nekrose

Vorschub leisten, da erkranktes Knochenareal generell schlechter abgebaut wird. In dieser Studie
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zeigen die nekrotischen Prédparate aber keine hohere vWF-Expression, als die anderen. Diese
Arbeiten zeigen, wie viele wechselseitige Verkniipfungen zwischen Gefdflsystem und Knochen-
metabolismus bestehen, die als hoch komplexe Mechanismen fiir die Entwicklung einer BRONJ

anfillig und urséchlich sein konnten.

Die Argumente und Forschungergebnisse flir die Therorie der gestorten Angiogenese und
Vaskularisation sind iiberzeugend und vielfaltig. Bekannt ist die Fibrosierung der Gefia3e nach
Bestrahlung des Knochens als Ursache fiir die Osteoradionekrose. Auch eine zunehmende
Anzahl von Fillen einer Osteonekrose des Kiefers nach Gabe von Bevacizumab® (Guarneri et al.,
2010; Hopp et al., 2012), welches VEGF bindet und die Angiogenese unterdriickt, weisen darauf
hin, dass mangelnde Durchblutung durchaus eine Osteonekrose auslosen kann. Ob die
Ubertragung dieser Mechanismen auf die Fille der BRONJ méglich ist, sollte weiterhin durch in-
vivo-Studien kritisch gepriift werden. Eine Studie (Bagan et al., 2009) an 2 Patientengruppen,
eine mit Osteoradionekrose (20 Patienten) und eine mit BRONJ, fand keinen grof3en Unterscheid
zwischen den klinischen Erscheinungsbildern der nekrotischen Lésionen. Jedoch fiel auf, dass in
der Gruppe der Kieferknochennekrose durch BP 66 % der Patienten eine Nekrose nach
Zahnextraktion entwickelten. In der Studie von Hopp und Mitarbeiter (2012) erlitten die
Patienten mit Bevacizumab®-Medikation nur 40 % Osteonekrosen nach Zahnextraktion, die
restlichen Patienten entwickelten eine spontane Nekrose, also ohne Zahnextraktion. Die
Prozentzahlen zeigen, dass bei der BRONJ sicher ein andere Wirkungsmechanismen neben der
mangelnden Durchblutung zur Nekrose fiihren miissen. Allen und Burr (2009) fassen zusammen,
dass es viele sich widersprechende Aussagen zum Thema der antiangiogenetischen Eigenschaften
der BP gibt. In-vitro-Studien belegen Ofter die antiangiogenetischen Eigenschaften, in-vivo-

Studien belegen diese weitaus seltener.

Die hier vorgelegte Studie konnte bestitigen, dass der GefdBreichtum nicht verringert wurde,
jedoch der GefaBdurchmesser unter BP-Behandlung abnahm. Auflerdem blieb in den Préparaten
der VEGF-Gehalt gleich dem in gesunden Préparaten. Es fiel auf, dass mehr Patienten eine
BRONJ in der Mandibula aufwiesen, die weniger durchblutet ist als der Oberkiefer und damit
durch eine Durchblutungshemmung stirker beeintrachtigt wird. Diese Ergebnisse weisen auch
darauf hin, dass das Blutvolumen im Kieferknochen bei den untersuchten Patienten verringert zu

sein schien, indem der GefaBBdurchmesser bei gleichem GefdBreichtum unter BP-Behandlung
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abgenommen hatte. Zur weiteren Klarung dieser Beobachtung sind systematische in-vivo-Studien

zu diesem Thema notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die bisphosphonatinduzierte Osteonekrose des Kiefers ist ein multifaktorielles Geschehen, deren
Ursache noch nicht genau geklért ist. Neben allgemeinen Risikofaktoren die sich aus Life-
stylefaktoren, Nebenerkrankungen, Alter und Geschlecht ergeben, gibt es zwei Theorien, die in
der Forschung maligeblich vertreten und untersucht werden. Bisphosphonate hemmen die
Osteoklasten und bewirken ihren Zelluntergang, wodurch das Remodeling reduziert wird. Die
zweite Theorie beruht auf der Beeintrachtigung der Durchblutung durch BP. Dies wirkt sich
besonders im Kieferknochen aus, da dieser eine stirkere Durchblutung erfordert, als andere

Knochen des Skeletts.

In dieser Studie wurde mit Hilfe der Immunhistochemie die Reaktion und Verteilung von 15
verschiedenen Enzymen und Zytokinen des Knochenstoffwechsels nach Bisphosphonat-
behandlung an chirurgisch entnommenen Humanpréiparaten untersucht; 10 Préparate wiesen eine
bisphosphonatinduzierte Nekrose auf, 10 Préparate nicht. Diese Ergebnisse wurden denen von
Knochenproben gesunder Patienten gegeniiber gestellt und mit der aktuellen Literatur verglichen.
Ein besonderes Augenmerk war auf die Anzahl, Grofle und Verteilung der Osteoklasten gerichtet,
sowie auf die Vaskularisation der Pridparate. Es sollte dabei der Fragestellung nachgegangen
werden, ob eine Ursache der bisphosphonatinduzierten Knochennekrose histologisch feststellbar

ist und inwieweit grundlegende Mechanismen des Knochenstoffwechsel gestort werden.

Einige Ergebnisse waren iiberraschend anders, als gemeinhin in der Literatur beschrieben.
Osteoblasten schienen durch die Bisphosphonattherapie kaum beeinflusst zu werden: Alkalische
Phosphatase und Osteokalzin blieben unverdndert, Bone morphogenic protein-2 lag leicht
vermindert und Runx2 etwas erhoht gegeniiber den gesunden Vergleichsprdparaten vor. Die
Produktion von Receptor activator of NF kappa B ligand zeigte sich leicht erhoht, die von
Osteoprotegerin vermindert. Die Osteoidbildung ist bei Patienten mit einer BRONJ vermindert.
Es fanden sich sehr viele Osteoklasten, die jedoch nicht alle auf die Tartratresistente saure
Phosphatase-Farbung reagierten oder nur schwach. Die anderen Farbungen, Receptor activator of
NF kappa B, ED1 und Cathepsin K, manifestierten sich in allen Osteoklasten. Anzeichen einer
starken Resorption waren jedoch in keiner der beiden Gruppen zu erkennen, nur flache, schmale

Resorptionslakunen ohne Osteoklasten konnten nachgewiesen werden. Die Osteoklasten lagen
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weit vom Knochen entfernt. Daraus entstand die Theorie, dass Osteoklasten in den untersuchten
Praparaten durch Resorption Bisphosphonate aufgenommen haben konnten, danach funktions-
unfiahig wurden und weit vom Knochen entfernt liegen blieben. Da insgesamt zu wenig
Resorption stattfand, stimulierten die Osteoblasten durch erhohte RankL-Produktion die
Osteoklastenproliferation. Dadurch entstanden immer mehr neue Osteoklasten, von denen die

allermeisten nach dem ersten Resorptionsversuch jedoch funktionslos wurden.

Hinsichtlich der Theorie einer ursdchlich verminderten Durchblutung konnte keine Abnahme des
VEGF-Spiegels beobachtet werden, dafiir jedoch ein verminderter GefdBdurchmesser in der
vWF-Fiarbung bei gleichbleibender Gefafldichte, was zu einer geringeren Durchblutung des
Knochens fiihren kann. Dies konnte durch eine verminderte Resorption bei gleichbleibender
Knochenbildung resultieren. Dieses Ergebnis sollte in nachfolgenden Studien untersucht werden.
Tumornekrosefaktor a und Interleukin 18 lagen bei beiden Patientengruppen leicht erhoht vor.
Tumornekrosefaktor a fordert zwar die VEGF-Expression und somit die Angiogenese. Insgesamt
konnte aber eine erhohte Menge an Entziindungsmediatoren zu einer agressiveren
Gewebszerstorung bei gleichzeitiger bakterieller Besiedlung des Knochens fiihren. Es stellte sich
auch die Frage, ob BP eine auf den Kiefer lokalisierte oder gar generalisierte leichte
Entziindungsreaktion ausldst. Dies kann den Verlauf einer BRONJ verschlimmern. Die Marker
flir MMP8 zeigten keinen Unterschied gegeniiber den gesunden Vergleichspraparaten, sodass
keine erhohte Entziindungsgefahr durch Konzentrationsverdnderungen dieser Kollagen

abbauenden Protease unter Bisphosphonattherapie zu erwarten ist.

Die Forschung an Humanpréparaten in Form der histologischen und immunhistochemischen
Untersuchung erlaubt einen direkten Einblick in die Auswirkung des Medikaments auf den
menschlichen Organismus. Die hier untersuchte Anzahl der Humanpréparate war limitiert und
nicht sehr homogen, sie hat aber wichtige Erkenntnisse erbracht, die es weiter zu untersuchen
gilt. Indem man groBere Patientengruppen untersucht, kdnnte man zu einigen Markern gezielte
Untersuchungen und Vergleiche anstellen, somit die Ubertragbarkeit der in-vitro-Studien auf den

Menschen iiberpriifen und letztlich die Theorien zur Entstehung der BRONIJ weiter absichern.



6. Anhang

6.1 Verwendete Reagenzien

TBS-Puffer:
6,06 Tris
in 1000 ml Aqua dest.

1 %- bzw. 4 %-iger TBS/BSA-Puffer:
0,1 bzw. 0,4 g Serumalbumin Rind

Pepsin, 0,4% :
1 ml 0,01 N Hel

6.2 Verwendete Chemikalien

3,3 Diaminobenzidin (DAB)
Alkohole (70%-100%)
Aquatex

Azophloxin

Depex

Diéthylbarbitursdure
Diéthylbarbitursdure
Dimethylformamid
Dimethylformamid

EDTA

Eosinldsung, 1%-1g, wiéssrig
Formaldehydldsung 4%
Héamatoxilin n. Meyer
Eisen-III-Chlorid
Eisen-III-Cholrid

134

9,0g NaCl

10 ml TBS-Puffer

0,004 g

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Pierce, Rockford, Irland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Waldeck, Miinster, Deutschland
Serra, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen,Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Dtl.
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland



Eisessig

Eosin gelblich
Formaldehydlsg., 4%-ig
Formol, 40%-ig

Lichtgriin

Mayer’s saures Himalaun
Methanol
Molybdatophosphorsdure
Na-Az etat
Naphtol-AS-Biphosphat
Naphtol-AS-Biphosphat
Natriumazetat
Natriumnitrit
Natriumnitrit- Lsg., 4%- ig
Orange G

Paraffin Histo-Comp
Pararosanilin-HCl-Lsg., 4 %-ig
Pepsin

Perjodséure 0,5 %-ig
Ponceau S

Salzsdure 2 mol/l
Saurefuchsin

Schiff’s Reagenz

TrisHCI Puffer
Veronalazetatpuffer
Weinsédure
Wasserstoffperoxid, 30%-ig
Xylol

Xylolersatz XEM 2000
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Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt,Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen,Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Waldeck, Miinster, Deutschland
Vogel, Giellen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Taufkirchen,Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Vogel, Giellen, Deutschland
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6.3 Verwendete Gerite und Materialien

Analysewaage Fa. Sartorius, Gottingen, Deutschland
Deckgliser Fa. Engelbrecht, Edermunde, Deutschland
Einbettautomat Fa. Vogel, GieBlen, Deutschland
Glaskiivetten Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lichtmikroskop Axioskop 2 Fa. Zeiss, Jena, Deutschland
Mikroskopkamera Axioplan 1 Fa. Zeiss, Jena, Deutschland
Paraffinausgief3station Fa. Sakura, Heppenheim, Deutschland
Pipetten Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Rotationsmikrotom HM 3558 Fa. Microm International GmbH,

Walldorf, Deutschland
D Superfrost Plus Objekttrager Fa. Menzel-Gléser, Braunschweig, Dtl.
Fa. Medax Nagel, Kiel, Deutschland

Fa. Memmert, Schwabach, Deutschland

Wirmeplatte

Wairmeschrank

6.4 Verwendete Primarantikorper

Antikorper: | Art: Spezies: Verdiinnung: | Inkubation | Firma:
bei:
Alkalische polyklonal Kaninchen gebrauchs- 24 h, 4°C Abcam,
Phosphatase fertig Cambridge, UK
BMP-2 polyklonal Ziege 1:25 24 h, 4°C Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Dtl.
Cathepsin K | polyklonal Kaninchen 1:200 24 h, 4°C Zytomed, Berlin, Dtl.
CD 86 monoclonal Maus 1:100 1 h, RT Dako GmbH
Human, ED1 Heidelberg, Dtl.
IL 18 polyklonal Kaninchen 1:100 24 h, 4°C Endogen,
Woburn, USA
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Antikorper: | Art: Spezies: Verdiinnung: | Inkubation | Firma:
bei:
MMP 8 monoklonal | Maus 1:50 24h, 4°C Abcam,

Cambridge, UK

OPG polyklonal Ziege 1:200 24 h, 4°C Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Dtl.

Osteocalcin monoklonal | Maus 1:1000 1 h, RT TaKaRa Bio Inc.,
Otsu Shiga, Japan

Rank polyklonal Ziege 1:25 24 h, 4°C Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Dtl.

RankL polyklonal Ziege 1:25 24 h, 4°C Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Dtl.

Runx2 polyklonal Ziege 1:30 24 h, 4°C Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Dtl.

TNFa polyklonal Kaninchen 1:50 24 h, 4°C Endogen,
Woburn, USA
VEGF polyklonal Kaninchen 1:25 1 h, RT Santa Cruz,

Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Dtl.

vWF polyklonal Kaninchen 1:200 1 h, RT Linaris GmbH,
Wertheim-Bettingen,
Dtl.




6.5 Verwendete Sekundirantikorper

138

Antikorper: gerichtet Verdiinnung: Inkubation bei: | Firma:
gegen:
Dako Envision Kaninchen gebrauchsfertig 30 Min., RT Dako GmbH,
Anti rabbit, Hamburg,
HRP konjugiert Deutschland
Dako Envision Maus gebrauchsfertig 30 Min., RT Dako GmbH,
Anti mouse, Hamburg,
HRP konjugiert Deutschland
Dako rabbit Ziege 1:50 in 1 %-igem | 30 Min., RT Dako GmbH,
Anti goat, BS/BSA Hamburg,
HRP konjugiert Deutschland
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