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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung. Auf Grund der gestiegenen
Lebenserwartung der Menschen hat sie an klinischer Relevanz gewonnen und zihlt
mittlerweile zu den héufigsten Erkrankungen &lterer Menschen. Gekennzeichnet ist sie durch
eine Abnahme von Knochenmasse und -dichte. Die damit einhergehende Verschlechterung
der Mikroarchitektur des Knochens und Minderung der Knochenfestigkeit pradestinieren
betroffene Patienten zu Fragilitétsfrakturen (WHO Technical Report Series, 1994;
Dachverband Osteologie e.V., 2009).

Die klinische Bedeutung der Osteoporose liegt insbesondere im Auftreten von Frakturen und
ihren Folgen. So erschweren Heilungsstérungen des systemisch erkrankten Knochens —
beispielsweise nach Hiift-Endoprothetik — die strukturelle Wiederherstellung des Knochens
sowie die Osseointegration von Implantaten. Insbesondere die Biokompatibilitit von zu
implantierenden Werkstoffen wird entscheidend von den Material-Gewebe-Interaktionen, die
sich zwischen der Materialoberfliache und der Mikroumgebung abspielen, bestimmt (Roach et
al., 2007). Daher ist eine differenzierte Kenntnis der lokalen Faktoren des systemisch
erkrankten Knochens sowie der Heilungsmediatoren fiir die Anpassung der
Materialeigenschaften an das sie umgebende Mikromilieu essenziell. Die genauen
Hintergriinde der damit verbundenen molekularen und zellbiologischen Mechanismen sind

jedoch bislang noch nicht geklért.

Verschiedene von unterschiedlichen Zellen gebildete systemische und lokale Mediatoren, wie
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone, regulieren die Differenzierung und Aktivierung
der Knochen auf- und abbauenden Zellen und somit die Knochenremodelierung (Manolagas
2000; Pfeilschifter et al., 2002; McNamara, 2010; Zupan et al., 2013). In zahlreichen Studien
wurden Ostrogen-vermittelte Effekte und bedeutende Einfliisse weiterer Faktoren,
insbesondere des Receptor Activator of Nuclear Factor kB (RANK)/Receptor Activator of
Nuclear Factor kB -ligand (RANKL)/Osteoprotegerin (OPG)-Systems
(RANK/RANKL/OPG-System) (Simonet et al., 1997; Bucay et al., 1998; Nakagawa et al.,
1998; Hotbauer et al., 1999a; Kong et al., 1999b; Li et al., 2000; Saika et al., 2001; D’ Amelio
et al., 2008), sowie der pro-inflammatorischen Interleukine 1 und 6 (Jilka et al., 1992; Poli et
al., 1994; Kimble et al., 1994; Kitazawa et al., 1994; Bismar et al., 1995; Zheng et al., 1997)
auf den Knochenstoffwechsel und die Pathogenese der Osteoporose belegt. Bislang liegen

jedoch nur wenige Untersuchungen humaner Knochenbiopsien, die die lokale Zytokin-
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Expression des Mikromilieus im fragilen Hartgewebe nach vorangegangener Fraktur
widerspiegeln, vor (Tsangari et al., 2004, Abdallah et al., 2005, Zupan et al., 2102). So
entstammen die meisten Daten Zellkulturstudien sowie Tiermodellen. Dariiber hinaus belegen
Untersuchungen osteoporotisch bedingte Verdnderungen der Blut-Zytokin-Konzentrationen
betroffener Patienten (Scheidt-Nave et al., 2001; Charatcharoenwitthaya et al., 2007; Cauley
et al., 2007; Ding et al., 2008; Barbour et al., 2012). Hierbei stellt sich jedoch die Frage, ob
zirkulierende Spiegel addquat die lokale Expression der Mediatoren des
Knochenmikromilieus wiedergeben, insbesondere da die wenigsten von ihnen
knochenspezifisch sind und daher von einer Vielzahl nicht-skelletaler Zellen synthetisiert

werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Bestimmung der mRNA-Expressionen von in den
Knochenstoffwechsel involvierter Mediatoren in der Spongiosa von Femurkdpfen nach
Fragiltétsfraktur des Schenkelhalses. Die Untersuchungen wurden im Rahmen des
»Sonderforschungsbereich/Transregio 79 - Werkstoffe fiir die Geweberegeneration im
systemisch erkrankten Knochen', Teilprojekt B2 ,,Charakterisierung des Kallus im systemisch
erkrankten Knochen' am Institut fiir Veterindr-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der
Justus-Liebig-Universitdt Gieen durchgefiihrt. Ziel dieses interdisziplindren
Forschungsprojektes ist es, neue Knochenersatzmaterialien und Implantatwerkstoffe fiir den
systemisch erkrankten Knochen des Menschen zu generieren, zu untersuchen und zu testen

(Sonderforschungsbereich/Transregio 79, 2010-2014).

Als Hauptrisikofaktoren einer (priméiren) Osteoporose gelten u.a. das weibliche Geschlecht
sowie, bei beiden Geschlechtern, ein hheres Lebensalter und eine damit assoziierte
Ostrogendefizienz. Von osteoporotisch bedingten Fragilititsfrakturen sind somit insbesondere
postmenopausale Frauen (ab ca. 50/55 Jahren) sowie Manner hheren Lebensalters (ab ca. 60
Jahren) betroffen. Um diese klinische Zielgruppe fiir biokompatible Werkstoffe zu erfassen,
wurden daher in die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich Patienten mit

einem Alter von mindestens 60 Jahren einbezogen.

Fiir die Atiologie-adaptierte Generierung neuer Knochenersatzmaterialien und
Implantatwerkstoffe fiir den systemisch erkrankten, pordsen Knochen sind genaue Kenntnisse

tiber die Zusammensetzung der kndchernen Mikroumgebung von groer Bedeutung.
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Das Erkenntnisinteresse dieser Arbeit lag daher in der Ermittlung von Expressionsprofilen der
pro-inflammatorischen und Osteoklasten-stimulierenden Interleukine 1B und 6, der anti-
inflammatorischen Interleukine 4, 10 und 13 sowie der den Knochenstoffwechsel
regulierenden Faktoren RANKL und OPG. Untersucht wurde Hiiftkopfspongiosa von Frauen
und Minnern der beschriebenen Altersgruppe, die sich infolge einer Schenkelhalsfraktur der
Implantation einer Teilendoprothese unterzichen mussten. Als Kontrollgewebe diente die
Spongiosa von Patienten, deren Oberschenkelkopf wegen arthrotischer Verdnderungen des
Hiftgelenkes (Coxarthrose) reseziert wurde. Die Wahl dieses Untersuchungsdesigns erfolgte
— in Ubereinstimmung mit Studien dhnlicher Untersuchungsschwerpunkte (Tsangari et al.,
2004, Abdallah et al., 2005, D’ Amelio et al., 2011; Zupan et al., 2012) — auf Grund der

ethischen Schwierigkeit knochengesundes Kontrollgewebe zu rekrutieren.

Das Knochenmaterial wurde

- auf die Expression der genannten pro- und anti-inflammatorischen Interleukine sowie

- auf eine potenzielle osteoporotische Knochenstoffwechselsituation

zur Beantwortung folgender Fragestellungen untersucht:

*  Welche molekularen Markerprofile charakterisieren den durch Fragilititsfrakturen
(Schenkelhalsfrakturen) betroffenen Knochen im Unterschied zu nicht
frakturiertem Gewebe (Coxarthrosen)?

* Gibt es Unterschiede in der lokalen Interleukin-Expression im Vergleich von
Frauen und Méannern?

*  Wie viele der untersuchten Patienten weisen eine potenzielle osteoporotische
Knochenstoffwechselsituation mit entsprechendem RANKL/OPG-Verhiltnis
(RANKL/OPG > 1) auf?

*  Wie stellen sich die Interleukinmuster der Spongiosa mit einem unausgeglichenen
Stoffwechsel (RANKL/OPG > 1) im Vergleich zu Knochen mit ausgewogenen
(RANKL/OPG < 1) Knochenumbauraten dar?
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Mittels molekularbiologischer Untersuchungen (RT-qPCR) wurden die Expressionsprofile
ausgewéhlter Mediatoren des Knochenmikromilieus quantifiziert, um im Sinne der
formulierten Fragestellungen differenzierte Informationen tiber die Zytokin- und

Stoffwechselsituation des frakturierten und von Knochenverlust gekennzeichneten Knochens

zu erhalten.



LITERATURUBERSICHT

2 Literaturiibersicht

2.1 Osteoporose

Die Osteoporose gehort, u.a. wegen der steigenden Lebenserwartung des Menschen, zu den
weltweit am haufigsten auftretenden Erkrankungen (Raisz, 2005; Héussler et al., 2006).
Osteoporose ist eine systemische, mit einem Verlust der Knochenmasse und einer damit
verbundenen Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochens einhergehende
Skeletterkrankung. Charakterisiert ist sie durch eine verringerte Bruchfestigkeit der
knochernen Strukturen und eine draus resultierende Frakturneigung (WHO Technical Report
Series, 1994; Dachverband Osteologie e.V., 2009).

Nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation [World Health Organization (WHO)]
leiden mehr als 75 Millionen Menschen in Europa, Japan und den USA an dieser Erkrankung
(WHO Technical Report Series, 1994; WHO Summary Meeting Report, 2007). 8,9 Millionen
der betroffenen Personen erleiden eine Fraktur, davon tiber 4,5 Millionen in Europa und den
USA. In den Industriestaaten liegt nach WHO-Angaben das Lebenszeitrisiko fiir eine
osteoporotisch bedingte Fraktur bei 30 % - 40 % (WHO Summary Meeting Report, 2007).
Dementsprechend wurde in internationalen Studien bei ca. 30 % der postmenopausalen
Frauen sowie dlteren Ménnern mit Knochenbriichen auch eine reduzierte Knochendichte

ermittelt (Dachverband Osteologie e.V., 2009).

2.1.1 Formen der Osteoporose

Atiologisch wird zwischen der primciren und der sekunddiren Osteoporose unterschieden

(McNamara, 2010).

= Die primdre Osteoporose kann sich in Form einer High- oder Low-Turnover-

Osteoporose manifestieren:

* Eine gesteigerte Knochenumbaurate mit erhéhter Knochenresorption (High-
Turnover) fithrt zu einer High-Turnover-Osteoporose. Dieser Osteoporose-Typ I
tritt, bedingt durch den Ostrogenmangel, insbesondere bei Frauen innerhalb der
ersten postmenopausalen Dekade (< 65 Jahre) auf (Riggs et al., 1998, 2002;
Eriksen et al., 1999; Adler, 2006).
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» Liegt ein reduzierter Knochenautbau bei normaler oder leicht verminderter
Knochenresorption vor, entwickelt sich eine Low-Turnover-Osteoporose. Dieser
Typ II wird bei Personen beider Geschlechter im hoheren Lebensalter (> 65 Jahre)
beobachtet und daher auch als altersbedingte oder senile Osteoporose bezeichnet

(Riggs et al., 1998, 2002; Adler, 2006; Duque und Troen, 2008).

= Die sekunddre Osteoporose kommt sowohl bei alten als auch bei jungen Menschen
beider Geschlechter vor. Sie wird durch eine Primérerkrankung (wie Rheumatoide
Arthritis, primédrer Hyperparathyreoidismus, Hyperthyreose oder Cushing-Syndrom)
und gegebenenfalls ein mit der Erkrankung verbundenes hormonelles
Ungleichgewicht oder deren medikamentdse Therapie (z.B. Glucocorticoide,
Diuretika, Antiepileptika) verursacht (Dachverband Osteologie e.V., 2009;
McNamara, 2010).

2.1.2 Risikofaktoren und Klinik der Osteoporose

Risikofaktoren fiir Osteoporose sind einerseits verédnderbare und somit reduzierbare Einfliisse,
wie Bewegungsmangel, Fehlernéhrung, primére Grunderkrankungen und die Einnahme
bestimmter Medikamente (z.B. Antiepileptika, Antidepressiva, Glucocorticoide). Andererseits
spielen nicht beeinflussbare Faktoren, wie zunechmendes Alter, das Geschlecht sowie eine

genetische Veranlagung eine entscheidende Rolle (Dachverband Osteologie e.V., 2009).

Die Entstehung der Osteoporose verlduft meist langsam. Die Betroffenen weisen in der Regel
keine Symptome oder Schmerzen auf (Dachverband Osteologie e.V., 2009).

Der osteoporotische Verlust von Knochenmasse und -dichte (Knochenverlust) und die damit
verbundene Verschlechterung der Knochenmikroarchitektur haben eine Reduktion der
Knochenfestigkeit zur Folge. Klinisch ist die Osteoporose daher durch eine erhéhte
Frakturneigung gekennzeichnet. Bereits Bagatelltraumen kdnnen zu sogenannten
Fragilitatsfrakturen fuhren. Lokalisiert sind diese insbesondere an den Wirbelkorpern, dem
Femurhals, der Trochanter-Region und dem distalen Radius (Robert-Koch-Institut, 2011).
Insbesondere die nichtvertebralen Knochenbriiche treten groBitenteils sturzbedingt auf.
Wirbelkorperfrakturen kénnen mitunter auch wihrend Alltagstitigkeiten durch minimale
Traumata verursacht werden. Die klinische Bedeutung der Osteoporose liegt somit v.a. im

Auftreten von Frakturen und ihren Folgen. Diese sind insbesondere akute und chronische
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Entziindungen, die schlieBlich zu korperlichen Beeintrichtigungen fithren konnen. Es kommt
zu nicht unerheblichen Einschrankungen der Lebensqualitit. Sind infolge der Erkrankung
bereits eine oder mehrere Frakturen aufgetreten, wird dies als manifeste Osteoporose

bezeichnet (Dachverband Osteologie e.V., 2009).

AuBerdem besteht nach WHO und dem Dachverband Osteologie e.V. (DVO) eine Kausalitit
zwischen Wirbel- sowie peripheren Frakturen und einer erhohten Mortalitdt (WHO Technical
Report Series, 1994; Dachverband Osteologie e.V., 2009). Dartiber hinaus wird auf eine
Verbindung zwischen einer niedrige Knochendichte und einem erhohten kardiovaskuldren

Risiko hingewiesen (Dachverband Osteologie e.V., 2009).

2.1.3 Privalenz der Osteoporose

Fiir Deutschland liegen derzeit keine aktuellen, d.h. in dem Zeitraum der letzten zwei Jahre
erhobenen Daten tiber die Priavalenz der Osteoporose vor. Ergebnisse entsprechender
Erhebungen (aus dem Zeitraum Mérz 2012 bis Anfang 2013) werden jedoch, laut des Robert-
Koch-Institutes (RKI), Anfang 2014 erwartet (telefonische Auskunft des RKI im Mai 2013,
Frau Lange). Die letzten diesbeziiglich verdffentlichten Zahlen erschienen 2006 (Haussler et
al., 2006) und 2011 bzw. 2012 (Robert-Koch-Institut, 2011, 2012), wobei sich letztere auf
Datenerhebungen aus den Jahren 2009 und 2010 beziehen.

Eine Analyse der Routinedaten einer gesetzlichen Krankenkasse (Gmiinder Ersatzkasse) und
Abrechnungsdaten des Zentralinstitutes der Kassenérztlichen Versorgung ergab, dass im Jahr
2003 fast ein Viertel der >50 Jahrigen an Osteoporose erkrankt war. Dies entspricht rund 8
Millionen Menschen von mindestens 50 Jahren, davon 83 % Frauen. 4,3 % der Erkrankten
erlitten eine Fraktur. Aus diesen Daten ergibt sich eine Privalenz von 25,8 % (Héussler et al.,
20006).

Eine im Rahmen der Gesundheitsberichterstattung des Bundes von September 2009 bis Juli
2010 durchgefiihrte telefonische Gesundheitsbefragung des RKI zeigt eine Osteoporose-
Gesamtprivalenz dieser Altersgruppe von 11,3 %. Die Lebenszeitprivalenz von Osteoporose
in der Altersgruppe der 50- bis 64-jéhrigen Frauen liegt demnach bei 9,4 % bzw. der Ménner
bei 3,4 %. Mit zunechmendem Alter (> 65 Jahre) steigt sie auf 23,4 % (Frauen) bzw. 5,6 %
(Ménner) (Robert-Koch-Institut, 2012).
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In beiden Studien wurde eine héhere Priavalenz bei Frauen im Unterschied zu Ménnern
festgestellt. Aulerdem steigt sie im Alter deutlich an. Beriicksichtigt werden muss jedoch bei
beiden Umfragen, dass die ermittelten Pravalenzen sich nur auf drztlich diagnostizierte
Osteoporosen beziehen. So wurden Patienten ohne Osteoporose-Diagnose, d.h. Patienten
ohne Arztkontakt oder nicht erkannte Osteoporosekranke, nicht erfasst (Héussler et al., 2006;

Robert-Koch-Institut, 2011, 2012).

Ahnliche Zahlen finden sich in den Osteoporose-Leitlinien des DVO (Dachverband
Osteologie e.V., 2009). Hiernach liegt die Pravalenz einer Osteoporose-Erkrankung im
deutschsprachigen Raum bei postmenopausalen Frauen im Alter von 55 Jahren bei 7 % und
steigt im Alter von 80 Jahren auf 19% an. Fiir Ménner, prdmenopausale Frauen sowie
Personen mit einer sekundiren Osteoporose macht der DVO keine Angaben.

Das Auftreten von Frakturen als Folge einer Osteoporose-Erkrankung nimmt mit dem Alter
exponentiell zu. Mit jeder Dekade des Lebensalters verdoppelt sich ungefihr das Risiko einer
Fraktur. Bei Personen im Alter von 50 bis 79 Jahren liegt die jédhrliche Inzidenz nach DVO-
Angaben in Deutschland fiir nichtvertebrale Briiche bei 1,9 % (Frauen) bzw. 0,7 % (Ménner)
sowie fiir nachweisbare Wirbelkorperfrakturen bei Frauen bei 1 % und 0,6 % bei den
Mannern. Nach Adler (2006) erleiden Manner im Durchschnitt ungefidhr zehn Jahre spéter als
Frauen eine Fraktur.

Die Privalenzdaten der drei Quellen sind in Tabelle 1 gegeniibergestellt.

Tabelle 1: Alters- und Geschlechtsverteilung der Osteoporose in Deutschland
(Lebenszeitprdvalenz in %)
Hiiussler et al., RKI, 2012 DVO-Leitlinien,
Geschlecht Alter 2006 (Datenerhebung 2009
(Daten aus 2003) | 9/2009 - 7/2010)
Frauen 50 - 64 233 9,4 55 Jéhrige: 7
65-74 46,7
ab 65 23,4
=175 59,2 80 Jahrige: 19
Miinner 50 — 64 7,1 34
65-74 11,4
ab 65 5,6
=175 16,1
Gesamt >50 25,8 11,3

(eigene Darstellung)



LITERATURUBERSICHT

2.1.4 Diagnose der Osteoporose

Die Diagnose der Osteoporose basiert auf einer differenzierten Anamnese mit Erhebung der
Krankengeschichte und méglichen familidren Dispositionen sowie einer umfassenden
klinischen Untersuchung. Bei Verdacht auf eine Fraktur, insbesondere der Wirbel, folgt die
bildgebende Diagnostik mittels Rontgen. Anhand von Laboruntersuchungen kénnen
Grunderkrankungen einer sekundéren Osteoporose bzw. Mineralisationsstérungen des
Knochens, wie beispielsweise Vitamin D-Mangel, ausgeschlossen werden (Dachverband
Osteologie e.V., 2009).

Die Beurteilung der Knochenbriichigkeit durch Bestimmung des Mineralgehaltes des
Knoches basiert bei beiden Geschlechtern auf der Messung der Knochendichte (bone mineral
density = BMD) (Osteodensitometrie). Diese wird mittels dual-energy X-ray absorptiometry
(DXA) im Bereich der Lendenwirbelséule und des proximalen Femur als Flachendichte (SI-
Einheit: kg/m?) bestimmt (Dachverband Osteologie e.V., 2009). Eine fiir Osteoporose
charakteristische niedrige Knochendichte liegt vor, wenn hierbei die Standardabweichung der
BMD 2,5 oder mehr unter der durchschnittlichen Knochendichte junger erwachsener Frauen
liegt, d.h. ein T-Wert von < -2,5 ermittelt wird (WHO Technical Report Series, 1994;
Dachverband Osteologie e.V., 2009). Hierbei gilt: je niedriger die Knochendichte, desto héher
ist das Frakturrisiko (Looker et al., 2000). Bei DXA T-Werten zwischen -1 und -2,5 wird von
einer erniedrigten Knochendichte und somit von einer Osteopenie gesprochen (WHO

Technical Report Series, 1994; Dachverband Osteologie e.V., 2009).

2.2 Der Knochenstoffwechsel im gesunden Knochen
— das Knochenremodeling

Das Knochengewebe unterliegt lebenslang einem Umbauprozess. Wihrend den Lebensjahren
des Wachstums kommt es dabei zu einer Verdnderung der Knochengeometrie und -grofle.
Diese Gestaltverinderung des Knochens als Antwort auf physiologische und mechanische
Einfliisse wird modeling genannt (Frost, 1969; Clarke, 2008; Martin und Seeman, 2008).
Auch nach dem Ende der Pubertdt und bis zum Ausfall der Gonadenfunktion findet stetig eine
Knochenerneuerung statt. Unter physiologischen Umstédnden besteht dabei ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen osteoklastéren Resorptionsvorgingen und osteoblastirer
Knochenbildung (Manolagas, 2000; McNamara, 2010). Dieses Remodeling (bone

remodeling) ermoglicht im Unterschied zum modeling, die anndhernde Aufrechterhaltung der
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Knochenmasse, ohne dabei bedeutende Verinderungen der Knochenquantitit, -geometrie
oder -groBe zu bewirken (Frost, 1969; Martin und Seeman, 2008). Unter physiologischer
mechanischer Belastung entstehen Mikroverletzungen der kndchernen Strukturen. Im
Verlaufe des Knochenerneuerungsprozesses wird dieser alte Knochen ersetzt (Frost, 1997;
Clarke, 2008) und die Mineral-Homoostase des Knochens aufrechterhalten (Clarke, 2008).
Die dabei aufeinander abgestimmten Resorptions- und Formationsvorgénge der beteiligten
Zellen fithren am Knochen zur Entstehung von (eigenstindigen) temporiren anatomischen
Strukturen, den sogenannten ,,Basic Multicellular Units*“ (BMU) (Frost, 1969; Parfitt, 1994).
Sie umfassen die lokal am Remodeling beteiligten Osteoklasten und Osteoblasten, die
versorgenden Blutgefilie, das lokale Bindegewebe (Parfitt, 1994) sowie (im weiteren Sinn)
die assoziierten Osteozyten und Immunzellen (Martin und Seeman, 2008). Im gesunden
adulten humanen Knochen werden jihrlich drei bis vier Millionen dieser BMUSs mit einer
zeitlichen Aktivitdtsspanne von sechs bis neun Monaten zum Zwecke der zyklischen
Knochenerneuerung gebildet. Alternde Osteoklasten und Osteoblasten werden dabei durch

neue ersetzt (Manolagas, 2000).

Die beiden fiir die Knochenregeneration zustéindigen Zelltypen (Osteoblasten und
Osteoklasten) entstammen Vorlduferzellen aus dem Knochenmark (Manolagas, 2000).
Osteoblasten differenzieren sich aus multipotenten mesenchymalen Stammzellen, aus denen
u.a. auch Chondrozyten, Adipozyten und Muskelzellen entstehen (Caplan, 1991; Rickard et
al., 1996). Die Progenitorzellen der multinukledren Osteoklasten dagegen sind mononukledre
hématopoetische Zellen der Monozyten-Makrophagenlinie (Baron et al, 1986; Udagawa et al.,
1990).

Die kontinuierlich stattfindenden Remodeling-Zyklen erfolgen als Antwort auf physikalische
Reize, wie mechanische Belastungen oder das Auftreten von Mikrofrakturen, und
metabolische Einfliisse, insbesondere Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren
(Manolagas, 2000).

Ein Zyklus (Abb. 1) beginnt mit einer durch mesenchymale Stammzellen vermittelten
Aktivierung von hdmatopoetischen Vorlduferzellen, ihrer Proliferation und Differenzierung
zu mononukledren Priosteoklasten und schlieBlich der Fusion von Priosteoklasten zu
multinukledren Osteoklasten (Evans und Fox, et al., 2007; Martin und Seeman, 2008). Nach

Retraktion der in der Ruhephase dem Knochen aufliegenden bone lining cells und Resorption

10
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der die Knochenoberfliche umgebenden nicht mineralisierten Osteoidschicht (Martin und
Seeman, 2008; Sims und Gooi, 2008; McNamara, 2010), lagern sich die reifen Osteoklasten
mittels Integrin-vermittelter Adhdsionsmechanismen eng der Knochenoberfldche an (Sims
und Gooi, 2008). Es folgt ihre Polarisation mit Ausrichtung ihrer resorptiven Zellseite in
Richtung der Knochenoberflache (Sims und Gooi, 2008). Durch Fusion der zahlreichen
intrazelluldren Vesikel mit der osteoklastiren Plasmamembran faltet sich diese zum
sogenannten Biirstensaum (ruffled border). Die ruffled border stellt das resorptive Organell
des Osteoklasten dar und ist somit fiir den Knochenabbau unerlésslich. Die Verbindungszone
zwischen Osteoklast und der Knochenoberfliche wird als sealing zone bezeichnet. Diese
Aktinfilamentstruktur ist ringartig um die ruffled border organisiert (Véananen und Horton,
1995). Einmal dem Knochen angelagert, erzeugen Osteoklasten ein isoliertes extrazelluldres
Mikromilieu zwischen sich und der Knochenoberfldche. Es folgt der Knochenabbau. Fiir eine
leichtere Mobilisierung des Knochenminerals wird der pH-Wert im Bereich des
Resorptionskompartiments durch osteoklastidre Wasserstoffionen-Sekretion auf 4,5 gesenkt
(Abb. 2) (Teitelbaum, 2004). Mittels verschiedener vesikuldr freigesetzter proteolytischer
Enzyme (saure Phosphatasen, Proteasen wie Cathepsin K sowie Matrix-Metalloproteinasen)
16sen Osteoklasten die Knochenmatrix auf (Nesbitt und Horton, 1997; Teitelbaum, 2004). Die
Abbauprodukte werden endozytotisch durch den Osteoklasten aufgenommen und schlieflich
auf der antiresorptiven Zellseite freigegeben (Nesbitt und Horton, 1997; Wenisch et al.,
2003). Die Resorptionsvorgiange werden schlieBlich durch Apoptose der Osteoklasten
(Roodman, 1999) sowie moglicherweise durch parakrine Botenstoffe, die der resorbierten
Knochenmatrix oder rekrutierten mesenchymalen Zellen entstammen (Martin und Seeman,
2008; Henriksen et al., 2009), beendet und die osteoblastire Knochenformation initiiert. Die
vermutlich ebenfalls durch diese Signale rekrutierten mesenchymalen Stammzellen (Martin
und Seeman, 2008; Sims und Gooi, 2008; Henriksen et al., 2009) differenzieren sich
schlieBlich zu reifen Osteoblasten. Diese synthetisieren die neue organische Knochenmatrix,
das Osteoid, welches u.a. aus Kollagen (insbesondere Kollagen I), Proteoglykanen und
Glykoproteinen besteht und schlielich mineralisiert. Die darin eingebetteten Osteoblasten
werden zu Osteozyten. Die Knochenoberfliache wird wieder von bone lining cells, die

»inaktive* Osteoblasten darstellen, bedeckt. (Sims und Gooi, 2008).

11
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Abbildung 1: modifiziert (mod.) nach Raisz, 2005: Das Knochenremodeling innerhalb

einer BMU:

Die Interaktion von hédmatopoetischen und mesenchymalen Stammzellen initiiert die
Aktivierung von knochenresorbierenden Osteklasten. Nach Beendigung der
Resorptionsvorginge erfolgt die Knochenformation durch sich aus Zellen der Stroma-
/Osteoblastenlinie differenzierende reife Osteoblasten. Sie bilden Osteoid, welches schlieB3lich
mineralisiert. Am Ende eines Knochenremodeling-Zyklus werden die in die neue
Knochenmatrix eingebetteten Osteoblasten zu Osteozyten und die Knochenoberfléche wieder
von /ining cells (inaktive Osteoblasten) bedeckt.

2.3 Das RANK/RANKL/OPG-System

Die Knochenresorption durch Osteoklasten und der osteoblastire Knochenaufbau sind auf
regulatorischer Ebene eng miteinander gekoppelt (Martin und Seeman, 2008). So benétigt die
Differenzierung von hamatopoetischen Zellen der Monozyten-Makrophagenlinie zu
knochenresorbierenden Osteoklasten die Prasens von mesenchymalen Stammzellen oder ihrer

osteoblastdren Nachfolger (Udagawa et al., 1990; Suda et al., 1999).

Dem sogenannten RANK/RANKL/OPG-System kommt im Rahmen dieser Interaktion
zwischen hamatopoetischen und mesenchymalen Stammzellen eine entscheidende Rolle zu
(Wada et al., 2006; Boyce und Xing, 2007).

Zwei dieser drei genannten Proteine, ndmlich der Receptor Activator of Nuclear Factor kB

(RANK) sowie der RANK -ligand (RANKL), sind membrangebundene Molekiile

12
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(Manolagas, 2000). Von ihnen wird der Rezeptor RANK v.a. auf der Zelloberfliche von
Osteoklasten und ihren mononukledren himatopoetischen Vorlduferzellen sowie
dendritischen Zellen exprimiert (Hsu et al., 1999; Boyce und Xing, 2007). Sein Ligand
RANKL hingegen wird u.a. in Knochenmarksstromazellen und Osteoblasten (Suda et al.,
1999; Boyce und Xing, 2007) sowie T-Lymphozyten gebildet (Kong et al., 1999a; Boyce und
Xing, 2007) und kommt, neben der membranstédndigen Form, auch als sekretorisches Protein
vor (Ikeda et al., 2001). RANKL bindet mit hoher Affinitdt an seinen Rezeptor RANK. Diese
Interaktion fiihrt, vermittelt durch intrazelluldre Signalwege, zur Osteoklastendifferenzierung
sowie -aktivierung und infolgedessen zur Knochenresorption (Nakagawa et al., 1998;
Manolagas, 2000). Osteoprotegerin (OPG), das dritte der drei genannten Proteine, stellt einen
gelosten decoy-Rezeptor fiir beide RANKL-Formen (zellstdndige und geloste Form) dar
(Nakagawa et al., 1998; Sims und Gooi, 2008). Es wird insbesondere von Zellen der Stroma-
/Osteoblastenlinie sezerniert (Sims und Gooi, 2008) und bindet im ,,Wettstreit™ mit RANK
dessen Liganden RANKL (Nakagawa et al., 1998; Sims und Gooi, 2008). OPG blockiert
dadurch die RANKL/RANK-Interaktion (Manolagas, 2000; Sims und Gooi, 2008) und
fungiert so als ein sehr potenter Regulator bzw. Inhibitor der Osteoklastengenese und

Knochenresorption (Simonet et al., 1997; Suda et al., 1999).

Ein weiterer von Zellen der Stromalinie produzierter und gemeinsam mit RANKL essenziell
die Osteoklastendifferenzierung beeinflussender Faktor ist M-CSF (macrophage-colony
stimulating factor) (Udagawa et al., 1990). Dieses sekretorische Protein induziert mittels
Bindung an seinen Rezeptor (c-fins) auf Osteoklastenvorlduferzellen deren Proliferation, die
Osteoklastengenese sowie die RANK-Expression dieser Zellen (Arai et al., 1999). Die Zellen
der Stroma-/Osteoblastenlinie produzieren demnach zwei Molekiile (M-CSF und RANKL),
die fiir die Reifung von hdmatopoetischen Stammzellen zu knochenresorbierenden
Osteoklasten nétig sind (Abb. 2). So stellen RANK, RANKL und OPG, wie durch zahlreiche
Ratten-und Mausmodellen belegt (Simonet et al., 1997; Bucay et al., 1998; Kong et al.,
1999b; Li et al., 2000), drei Schliisselmolekiile des Knochenremodeling dar (Abb. 2).

13
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Abbildung 2: mod. nach Teitelbaum, 2000: Mechanismen der Osteoklastengenese und der
osteklastiren Knochenresorption:

Stromazellen und Osteoblasten synthetisieren — u.a. induziert durch Parathormon (PTH) —
RANKL und M-CSF. Durch Bindung an ihre Rezeptoren (RANK bzw. c-fms) auf Zellen der
hiamatopoetischen Monozyten-/Makrophagenlinie bewirken diese deren Differenzierung und
Fusion zu multinukledren knochenresorbierenden Osteoklasten. Die Osteoklastengenese wird
durch Bindung von OPG an RANKL gehemmt. Der Osteoklast bindet an die
Knochenoberfliche, polarisiert und erzeugt mittels Protonenpumpe ein isoliertes
extrazelluldres Mikromilieu (pH = 4,5). Die Aufrechterhaltung des intrazelluldren pH-Wertes
wird durch einen HCO;/CI'-Austauscher auf der antiresorptiven Zellseite gewahrleistet. Das
saure Milieu in der Resorptionslakune ermdglicht die Knochenresorption, u.a. durch
freigesetzte proteolytische Enzyme, insbesondere Cathepsin K.

Gemeinsam mit weiteren den Knochenstoffwechsel beeinflussenden Faktoren (Hormone,

Zytokine, Wachstumsfaktoren), bestimmt das RANK/RANKL/OPG-System die

Aufrechterhaltung des dynamischen Gleichgewichtes zwischen Knochenabbau und -

formation und somit eine gesunde Knochenbilanz. Entscheidend dabei ist das Verhiltnis von

RANKL zu OPG. Ein Missverhiltnis zwischen diesen beiden Molekiilen bewirkt eine

veranderte Knochenumsatzrate, die schlieBlich ihren Ausdruck in verschiedenen systemischen

Knochenerkrankungen bekommen kann (Boyce und Xing, 2007).

Entsprechend wurden in Stromazellen des Knochenmarks postmenopausaler Frauen erhohte

RANKL-Expressionen gemessen. Zusétzlich wurde hier ein positiver Zusammenhang der

RANKL-Level mit Knochenresorptionsmarkern sowie eine negative Korrelation mit

Ostrogenkonzentrationen im Serum nachgewiesen (Eghbali-Fatourechi et al., 2003).

14
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Die Daten beziiglich OPG-Konzentrationen im Alter sowie im Rahmen der Osteoporose sind
in der Literatur nicht einheitlich (Hofbauer et al., 2004). Nach in vitro Studien von Hofbauer
et al. (1999a) und Saika et al. (2001) an mesenchymalen Stammzellen und reifen Osteoblasten
scheint die OPG-Synthese durch Ostrogen stimuliert zu werden. In weiteren vereinzelten
Studien wurde eine entsprechende positive Korrelation von OPG- und
Ostrogenserumkonzentrationen gefunden (Szulc et al., 2001; Rogers et al., 2002).
Dementsprechend konnten Makhluf et al. (2000) erniedrigte OPG mRNA-Konzentrationen in
in vitro-kultivierten Knochenmarkszellen von postmenopausalen Frauen nachweisen.
Demgegeniiber stehen jedoch zahlreiche Untersuchungen, die im Alter eine eindeutige
Steigerung der OPG-Spiegel im Serum von Méannern und Frauen mit und ohne Osteoporose
und somit einen altersabhéngigen OPG-Anstieg belegen. (Yano et al., 1999; Szulc et al.,
2001; Khosla et al., 2002a; Kudlacek et al., 2003). Gleichzeitig wurde in einigen dieser
Studien eine positive Korrelation der OPG-Konzentrationen mit Knochenresorptionsmarkern
sowie ein negativer Zusammenhang der OPG-Werte mit der BMD festgestellt. Somit
scheinen OPG-Serumlevel im Alter anzusteigen und zusétzlich bei Personen mit einem
gesteigerten Knochenverlust erhoht zu sein (Yano et al., 1999; Khosla et al., 2002a; Ueland et
al., 2003). Moglicherweise stellen diese im Alter zunehmenden OPG-Serumwerte einen
kompensatorischen Effekt auf die gesteigerte osteoklastdre Knochenresorption dar und dienen
so der Privention eines weiter fortschreitenden Knochenverlustes (Yano et al., 1999; Khosla
et al., 2002a; Ueland et al., 2003). Vielleicht sind sie aber auch auf eine erhéhte OPG-
Freisetzung aus dem Knochen als Antwort auf vermehrt auftretende Mikrofrakturen
zuriickzufiihren (Hofbauer et al., 2004). Ueland und Kollegen (2003) untersuchten
Knochenbiopsien postmenopausaler Frauen und konnten hier ebenfalls altersabhéingig erhohte
OPG-Level nachweisen. Diese waren zudem signifikant mit niedrigen BMD-Werten

korreliert.

Dariiber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen einer reduzierten Knochendichte und
einem erhohten kardiovaskulédren Risiko (Hak et al., 2000; Schulz et al., 2004). Diese
Korrelation wurde daher auch in die DVO-Leitlinien Osteoporose (Dachverband Osteologie
e.V., 2009) aufgenommen. Bei der Entstehung vaskuldrer Erkrankungen spielen vermutlich
Anderungen des RANK/RANKL/OPG-Systems eine Rolle. Wihrend OPG in Tiermodellen
protektiv auf das Geféllsystem wirkt, scheinen RANKL und OPG beim Menschen im Rahmen
von systemischen Knochenerkrankungen die Geféfkalzifizierung zu stimulieren (Hofbauer

und Schoppet, 2001; Hofbauer et al., 2004).
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2.4 Der Knochenstoffwechsel im osteoporotischen Knochen

Ein Ungleichgewicht des RANKL/OPG-Systems zugunsten des Osteoklastenaktivators
RANKL hat eine Dysbalance der Aktivitét von Osteoblasten und Osteoklasten zur Folge
(Hofbauer et al., 2004).

Neben dem RANK/RANKL/OPG-System wird der Knochenstoffwechsel durch zahlreiche im
Knochenmarkmikromilieu gebildete Wachstumsfaktoren und Zytokine [wie tumor necrosis
factor (TNF) und Interleukine (IL)] sowie durch Adhdsionsmolekiile und Hormone moduliert
und kontrolliert (Manolagas, 2000; Raisz, 2005). Die Hormone Calcitonin, Parathormon
(PTH) und Vitamin D bestimmen hierbei insbesondere die Kalziumhomgostase des Koérpers

und somit die Knochenstirke und -qualitit (Manolagas, 2000).

Auch den Sexualhormonen Ostrogen und Testosteron kommt im Rahmen des
Knochenstoffwechsels eine entscheidende Rolle zu. Insbesondere Ostrogen besitzt bei beiden
Geschlechtern einen elementaren Einfluss auf das Knochenwachstum und die
Knochenhomgostase (Riggs et al., 1998; Weitzmann und Pacifici, 2006). Dementsprechend
finden sich Ostrogenrezeptoren sowohl in Osteozyten (Kousteni et al., 2001), Osteoblasten
(Kousteni et al., 2001; Taranta et al., 2002) und Osteoklasten (Taranta et al., 2002), als auch
in ihren Vorlauferzellen (Weitzmann und Pacifici, 2006; Lerner, 2006). Ostrogen besitzt
wichtige antiresorptive Eigenschaften. Es stimuliert die OPG-Sekretion (Hofbauer et al.,
1999a; Saika et al., 2001) und hemmt die RANKL-Synthese der Knochenmarkszellen der
Stroma-/Osteoblastenlinie (Abb. 3) (Taxel et al., 2008). Durch Inhibition der RANKL-
Sensitivitit hemmt Ostrogen die Osteoklastengenese und unterdriickt so die
knochenresorptive Aktivitét reifer Osteoklasten (Srivastava et al., 2001; Garcia Palacios et al.,
2005; Taxel et al. 2008). Des Weiteren stimuliert das Hormon die Apoptose von Osteoklasten
(Hughes et al., 1996; Chen et al., 2005), wihrend es den Zelltod von Osteoblasten (Kousteni
et al., 2001; Chen et al., 2005) und Osteozyten (Tomkinson et al., 1998, Chen et al., 2005)
hemmt. AuBerdem kontrolliert Ostrogen in bedeutendem MaBe die Expression weiterer
Osteoklasten-stimulierender Faktoren, wie IL 1, IL 6, TNF o und M-CSF (Abb. 3) (Girasole
et al., 1992; Bismar et al., 1995; Weitzmann und Pacifici, 2006).

Entsprechend dieser wichtigen knochenprotektiven Eigenschaften des Ostrogens kommt dem
Ostrogenmangel sowie den aus diesem resultierenden Effekten eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der Osteoporose postmenopausaler Frauen sowie dem kontinuierlichen

Knochenverlust alternder Ménner zu (Weitzmann und Pacifici, 2006; Lerner, 2006).
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Abbildung 3: mod. nach Pfeilschifter et al., 2002: Uberblick der Regulationsmechanismen der
Knochenresorption von Ostrogen und verschiedenen Knochenmediatoren des Knochenmikromilieus
(dargestellt sind IL 1, IL 6, TNF a, RANK, RANKL, OPG und M-CSF):

Die Pfeile stehen fuir Stimulation (|) oder Hemmung (1) eines Zytokin-Effektes. Auf Grund der
knochenprotektiven Wirkung des Ostrogens hat eine Ostrogendefizienz eine vermehrte
Zytokinproduktion von Makrophagen (M) (IL 1 und TNF a), Lymphozyten (L) (RANKL und TNF a)
und Stromazellen/Osteoblasten (SZ/OB) (u.a. IL 6, RANKL und M-CSF) zur Folge. Neben weiteren
Faktoren stimulieren insbesondere IL 1, IL 6, TNF o, RANKL und M-CSF die Osteoklastengenese
und so die osteoklastire Knochenresorption. IL 1, RANKL und M-CSF unterdriicken aufierdem die
Osteoklastenapoptose, wihrend Ostrogen diese stimuliert. Fiir IL 1 und TNF o sind zusitzlich
hemmende Effekte auf die Osteoblastenfunktion beschrieben.

Unter Ostrogendefizienz entfillt dessen osteoprotektiver Effekt, der unter physiologischen
Bedingungen den Knochenabbau vermindern wiirde. Als Folge kommt es zur Synthese
osteolytischer Zytokine wie IL 1, TNF o, RANKL und M-CSF, die auf unterschiedliche
Weise eine gesteigerte Knochenresorption induzieren (Bismar et al., 1995; Eghbali-
Fatourechi et al., 2003; Teitelbaum, 2004; D’ Amelio et al., 2008). So bewirkt der Mangel an
Ostrogen unter anderem eine durch antigenprisentierende Zellen induzierte T-Zell-
Aktivierung mit vermehrter IL 1- und TNF o-Produktion. Diese Zytokine stimulieren additiv
die RANKL- und M-CSF-Expression der Knochenmarksstromazellen sowie reifer
Osteoblasten und bewirken somit eine gesteigerte Osteoklastenreifung und -aktivitit (Abb. 3)

(Kimble et al., 1996; Hofbauer et al., 1999b; Eghbali-Fatourechi et al., 2003; Teitelbaum,
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2004; D’ Amelio et al., 2008). Die Folge ist ein Ungleichgewicht des RANK/RANKL/OPG-
Systems mit vermehrter Bildung des RANK/RANKL-Komplexes. Als Resultat findet sich
eine pathologische Knochenstoffwechselsituation, die in einem erheblichen Knochenverlust

und somit in einer Osteoporose gipfeln kann (Hofbauer et al., 2004).

Sowohl bei Minnern als auch bei Frauen fillt der Ostrogenspiegel im Alter langsam aber
kontinuierlich ab und fiihrt zu einem Verlust der Knochenmasse. Durch den Ausfall der
hormonellen Ovarialfunktion wihrend des Klimakteriums der Frau und die damit verbundene
sehr rasch einsetzende Ostrogendefizienz wird dieser Prozess erheblich verschirft (Riggs et
al., 1998; Weitzmann und Pacifici, 2006). So wird bei Frauen in der ersten postmenopausalen
Dekade (< 65 Jahre) hiufig eine akzelerierte Abnahme (High-Turnover) der Knochenmasse
(Riggs et al., 1998, 2002), bedingt durch eine gesteigerte Knochenumbaurate mit einer
entsprechend erhohten Anzahl an BMUs (Eriksen et al., 1999), beobachtet. In einer solchen
High-Turnover-Knochenstoffwechselsituation dominieren die Knochenresorptionsvorgéinge
gegeniiber denen der Knochenformation. Dieses Remodeling-Ungleichgewicht manifestiert
sich schlieBlich in einem erhdhten (iberproportionalen) Knochenabbau (Eriksen et al., 1999;
Riggs 1998, 2002). Diese Form der Osteoporose (Typ I) betrifft hauptséchlich die trabekulédre
Knochenstruktur und geht tiberwiegend mit Wirbelkorper- oder Handgelenksbriichen (distaler
Radius) einher (Duque und Troen, 2008; Adler, 2006).

Der Knochenstoffwechsel in den nachfolgenden hoheren Lebensjahren (> 65 Jahre) ist
dagegen durch einen langsamen aber kontinuierlichen Knochenschwund (Low-Turnover)
charakterisiert. Dieser tragt dem physiologischen Alterungsprozess Rechnung und basiert auf
einer verminderten Knochenumbaurate (Riggs et al., 2002). Wie durch mehrere Studien
belegt, resultiert die reduzierte Anzahl aktiver Osteoblasten aus einem altersbedingten
Anstieg der osteoblastidren Apoptoserate (Jilka et al., 1999; Chan und Duque, 2002). Es
kommt zu einem Knochenformationsdefizit bei normaler oder im Verhéltnis nur leicht
reduzierter Resorption im Alter (Chan und Duque, 2002). Dieser Low-Turnover hélt das
restliche Leben an und wird daher (im Falle einer Diagnose) auch als altersbedingte oder
senile Osteoporose bezeichnet. Patienten mit diesem Osteoporose-Typ (Typ II) erleiden
insbesondere Oberschenkelhals- und Wirbelkorperfrakturen, die auf eine Verdnderung sowohl
der trabekuléren als auch der kortikalen Knochenstrukturen zuriickzufiihren sind (Chan und
Duque, 2002; Adler, 2006).
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Da Minner kein Aquivalent einer Menopause durchlaufen, weisen sie keinen beschleunigten
Verlust ihrer Knochenmasse, d.h. keine High-Turnover-Osteoporose auf (eine Ausnahme
hierbei wire die Verminderung oder der Ausfall der Hodenfunktion, z.B. durch
Hypogonadismus oder chemische bzw. operative Kastration ohne Sexualhormonsubstitution).
Dennoch gilt eine im Alter auftretende Ostrogendefizienz als mitverantwortlich fiir den
kontinuierlichen Knochenverlust bei alternden Ménnern. Eine Erklarung hierfiir ist die
altersbedingte Abnahme der Testosteronproduktion der Hoden. Dieses Sexualhormon wirkt
anabol auf den Knochenstoffwechsel und dient zusitzlich als essenzielles Ausgangsprodukt
fiir die mannliche Ostrogensynthese durch Aromatisierung (Khosla et al., 1998, 2002b; Riggs
et al., 2002; Adler, 2006; Khosla et al., 2008). Die daraus resultierende altersbedingte
Absenkung des Ostrogenspiegels bei Mannern fiihrt zu einer langsamen aber kontinuierlichen
Anderung der Knochenmasse und damit zu einer Low-Turnover-
Knochenstoffwechselsituation (Riggs et al., 1998, 2002). Daneben werden weitere
biochemische Abweichungen beschrieben, die zu einer priméren Osteoporose bei Méannern

fihren kénnen (Adler, 2006; Khosla et al., 2008).

Die Unterscheidung einer High- oder Low-Turnover-Knochenstoffwechselsituation ist
diagnostisch schwierig und wird deshalb in der Praxis nur bedingt durchgefiihrt. Dennoch ist
sie, gerade im Hinblick auf die Wahl der richtigen Therapie, von Néten. In einer Studie von
Mehl et al. (2002) wurde daher der potenzielle Zusammenhang zwischen dem histologischen
Befund von Knochenbiopsien und den Knochenmarker-Konzentrationen im Serum
(Osteocalcin und Gesamt-AP, Vitamin D3, Parathormon) und Urin (DPD-Crosslinks) von
Osteoporosepatienten untersucht. Daraus ergab sich jedoch, dass die histologische
Klassifizierung einer High- oder Low-Turnover-Osteoporose nicht mit charakteristischen
Knochenmarker-Spiegeln assoziiert ist. Eine diagnostische Einteilung in eine der beiden
Knochenstoffwechselsituationen (High- oder Low-Turnover) und eine damit mogliche
optimale therapeutische Behandlung von Patienten mit einer priméiren Osteoporose, ist somit
alleine mittels histologischer Untersuchungen von Knochenbiopsien moglich (Mehl et al.,

2002).

Insbesondere im Rahmen einer Typ 1I Osteoporose wird bei beiden Geschlechtern héufig ein
kompensatorischer sekundérer Hyperparathyreoidismus beobachtet. Dieser gilt als
mitverantwortlich fiir den altersbedingten Knochenverlust aufgrund erhohter

Knochenresorptionsvorgénge und die daraus resultierende senile Osteoporose (Ledger et al.,
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1995; Riggs et al., 2002). Alte Menschen weisen oftmals eine ungeniigende
Kalziumresorption aus dem Darm auf. Dies hingt zum einen mit einer im Alter auftretenden
Beeintrichtigung der Kalziumresorptionsvorgidnge sowie einer hdufig verminderten
Kalziumzufuhr iiber die Nahrung zusammen (Gallagher et al., 1979). Zum anderen kommt
der altersbedingten Reduktion der Vitamin D3-Bildung der Haut, auch bedingt durch eine
reduzierte UV-Strahlenexposition, eine entscheidende Rolle zu. Gleichzeitig besteht im Alter
eine verringerte Fahigkeit der Niere Vitamin D3 in die hormonell aktive Form (Calcitriol)
umzuwandeln (Gallagher et al., 1979) sowie die Kalziumhomdgostase mittels adaptierter
Sekretion zu steuern (Gallagher et al., 1979; Ledger et al., 1995). Der daraus resultierende
Mangel an Kalzium und Vitamin D hat eine kompensatorisch gesteigerte PTH-Ausschiittung
der Nebenschilddriise zur Folge (Riggs et al., 2002). AuBerdem fiihrt die Ostrogendefizienz
zu einer Erhohung der PTH-Sensitivitidt des Knochens (Cosman et al., 1993). Zum Zwecke
der Kalziummobilisierung unterdriickt PTH zum einen die OPG-Produktion und stimuliert
zum anderen die RANKL-Expression der Zellen der Stroma-/Osteoblastenreihe. PTH
induziert somit indirekt die Osteoklastengenese und die Aktivierung reifer Osteoklasten (Ma
et al., 2001; Huang et al., 2004). Die so gesteigerte Knochenresorption bewirkt schlieBlich

eine erhohte Kalziumfreisetzung aus dem Knochen (Ledger et al., 1995).

Osteoporotische Knochenverluste basieren somit individuell auf multifaktoriellen endogenen
(vgl. Kap. 2.3, 2.5) sowie exogenen (vgl. Kap. 2.1.2) Einflussfaktoren und unterschiedlichen
pathologischen Mechanismen (Raisz, 2005).

2.5 Effekte der Interleukine 1, 4, 6, 10 und 13 auf den gesunden und
osteoporotischen Knochen

Neben einem Ungleichgewicht des RANK/RANKL/OPG-Systems kommt im Rahmen des
Osteoporose-assoziierten Knochenverlustes zahlreichen Zytokinen, insbesondere IL1, IL 6,
TNF o, M-CSF und GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor), eine
entscheidende Bedeutung zu (Abb. 4) (Pacifici, 1996; Manolagas, 2000; Lorenzo et al., 2008;
D’ Amelio und Isaia, 2009). Wéhrend die eben genannten Mediatoren die Osteoklastengenese
stimulieren, unterdriicken wiederum andere Zytokine, wie die Interleukine 4, 10 und 13, die
Osteoklastenentwicklung (Manolagas, 2000). Im gesunden Knochen wirken, wie bereits

erwihnt, die Sexualhormone Ostrogen und Androgene regulatorisch auf die Zytokin-
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Sekretion der am Knochenab- und -aufbau beteiligten Zellen (Horowitz, 1993; Pacifici, 1996;
Pfeilschifter et al., 2002).

Aus diesem insgesamt sehr umfangreichen und komplexen Zytokin-Netzwerk sind als
Osteoklasten-stimulierende Faktoren insbesondere die pro-inflammatorischen Interleukine 1
(IL 1) und 6 (IL 6) zu nennen. Beide stellen multifunktionale Zytokine dar, die in besonderem
Mafe an der Regulation des Knochenstoffwechsels beteiligt sind (Jilka, 1998; Lorenzo et al.,
2008).

Gemeinsam mit TNF a gilt insbesondere IL 1 als einer der potentesten
Knochenresorptionsstimulatoren (Pacifici, 1996; Romas und Martin, 1997; Jilka, 1998) sowie
als einer der wichtigsten Vermittler des Knochenverlustes unter Ostrogendefizienz
(Charatcharoenwitthaya et al., 2007). Seine Hauptsynthesequellen, mit Einfluss auf das
Knochenmikromilieu, sind Monozyten und Gewebemakrophagen (Horowitz, 1993; Jilka,
1998; Dinarello, 2009) sowie T- Lymphozyten (Teitelbaum, 2004).

Die Stromazellen des Knochenmarks sowie Osteoblasten hingegen gelten als wichtigste IL 6-
produzierende Zellen im Knochen (Horowitz, 1993; Manolagas und Jilka, 1995; Jilka, 1998).
Thre IL 6 Synthese wird insbesondere durch IL 1 und TNF o induziert (Girasole et al., 1992;
Jilka, 1998).

Im gesunden Knochen werden nur begrenzte Mengen ,,osteolytischer* Zytokine, wie IL 1,
TNF o und IL 6, freigesetzt. Dieser Ostrogen-vermittelte Effekt ist fiir den physiologischen
Ablauf der Knochenremodeling-Zyklen essenziell (Horowitz, 1993). Folglich fiihrt
Ostrogendefizienz zu einer verinderten Zytokin-Produktion der Zellen des
Knochenmikromilieus (Horowitz, 1993; Bismar et al., 1995; Pfeilschifter et al., 2002). Des
Weiteren wird eine verstarkte IL-Sensitivitdt der Zielzellen im Knochen durch
Hochregulation der Zytokinrezeptor-Expression beschrieben (Lin et al., 1997; Girasole et al.,
1999; Pfeilschifter et al., 2002).

Dementsprechend wurden in verschiedenen (in vitro und in vivo) Untersuchungen an Nagern
und Menschen erhohte Konzentrationen der pro-inflammatorischen Interleukine 1 und 6 unter
Ostrogenmangel gefunden (Jilka et al., 1992; Bismar et al., 1995; Zheng et al., 1997) und ein
Zusammenhang dieser IL-Levelverdnderungen mit einer gesteigerten Knochenresorptionsrate
belegt (Jilka et al., 1992; Poli et al., 1994; Kimble et al., 1994; Kitazawa et al., 1994; Zheng et
al., 1997; Charatcharoenwitthaya et al., 2007; Ding et al., 2008).
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Im Rahmen des Zytokin-vermittelten postmenopausalen Knochenverlustes kommt
insbesondere den T-Lymphozyten eine Schliisselrolle zu. So bewirkt Ostrogendefizienz eine
durch antigenprésentierende Zellen induzierte Aktivierung von T-Zellen. Der Mangel an
Ostrogen hat somit eine gesteigerte IL 1- und TNF a-Produktion stimulierter T-Lymphozyten
sowie von Monozyten zur Folge (Abb. 3) (Pacifici et al., 1991; Horowitz, 1993; Teitelbaum,
2004; D’ Amelio et al., 2008). TNF a stimuliert zusétzlich die Stromazellen zur Freisetzung
von IL 1, welches nach Wei et al. (2005) im Weiteren die Osteoklastengenese vermittelt. So
induziert IL 1 in Verbindung mit TNF o (wie bereits in Kap. 2.4 beschrieben) tiber eine
Steigerung der RANKL- und M-CSF-Expression der Zellen der Stroma-/Osteoblastenlinie
indirekt die Osteoklastengenese (Kimble et al., 1996; Hofbauer et al., 1999b; Eghbali-
Fatourechi et al., 2003; Teitelbaum, 2004; Wei et al., 2005; D’ Amelio et al., 2008). Kimble et
al. (1995) sowie Charatcharoenwitthaya et al. (2007) bestidtigen dieses ,,Zusammenspiel von
IL 1 und TNF o mit der Feststellung, dass die alleinige Blockade von IL 1 oder TNF a nicht
zur vollstandigen Privention der Knochenresorption unter Ostrogenmangel ausreichend sei.
Zusitzlich wird fiir IL 1 unter entsprechenden RANKL-Konzentrationen ein direkter Effekt
auf hamatopoetische Stammzellen der Monozyten-/Makrophagenlinie sowie Osteoklasten und
somit auf die Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung beschrieben (Jimi et al., 1999;

Wei et al., 2005).

Wie bereits erwihnt, synthetisieren Knochenmarksstromazellen und Osteoblasten nach
Stimulation durch IL 1, TNF a sowie andere Zytokine und Wachstumsfaktoren hohe
Konzentrationen an IL 6 (Girasole et al., 1992; Jilka, 1998). Die Fihigkeit, sowohl ihre eigene
als auch die Synthese anderer — meist synergistisch wirkender — Zytokine zu stimulieren, ist
ein charakteristischer Zytokin-Effekt und trifft insbesondere auf die Interleukine 1 und 6 (in
Verbindung mit TNF o) zu (Jilka, 1998). Auf Grund dieses interagierenden Netzwerkes hat
eine Level-Anderung eines dieser Zytokine dramatische Konzentrationsinderungen der
anderen sowie der Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung zur Folge (Pacifici, 1996;

Jilka, 1998).

Obwohl diverse in vitro- sowie in vivo-Versuche kontroverse Ergebnisse in Bezug auf die
Fahigkeit des IL 6 die Knochenresorption zu stimulieren erbrachten (Pacifici, 1996;
Franchimont et al., 2005; Lorenzo et al., 2008), gilt dieses Interleukin als ein sehr potenter
Stimulator der Differenzierung von himatopoetischen Stammzellen zu Osteoklasten (Pacifici,

1996; Lorenzo et al., 2008). Dementsprechend ist insbesondere IL 6 an der Pathogenese
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weiterer systemischer Knochenerkrankungen mit vermehrtem Knochenabbau, wie Morbus
Paget, Multiples Myelom und Rheumatoide Arthritis, beteiligt (Manolagas, 2000). Auerdem
konnten Ding et al. (2008) in einer Langsschnittstudie den Zusammenhang hoher IL 6-
Serumkonzentrationen mit einer verminderten Knochenmasse bei dlteren Méannern und
Frauen belegen. In einer Studie von Girasole et al. (1999) an ovarektomierten Frauen wurden
des Weiteren signifikant erhohte IL 6-Rezeptor-(IL 6R)-Serumkonzentrationen gemessen.
Dies entspricht von Lin et al. (1997) verdffentlichten in vitro-Ergebnissen an
Mausknochenmarkszellen, die ebenfalls erhohte IL 6R-Expressionen unter Ostrogenmangel
zeigen. Demnach kommt es unter Ostrogendefizienz, neben verinderten Interleukin-
Konzentrationen, auch zu einer gesteigerten Interleukin-Sensitivitit der Zielzellen und
dadurch zu einer erhdhten biologischen Aktivitdt der Interleukine, insbesondere des IL 6 (Lin
et al., 1997; Girasole et al., 1999; Pfeilschifter et al., 2002). Diese Beobachtungen decken sich
mit den von Palmqvist et al. (2002) publizierten Daten. Wihrend zwar Hofbauer et al.
(1999b) keinen RANKL-stimulierenden Effekt des IL 6 (im Unterschied zu IL 1) an humanen
Osteoblasten nachweisen konnten, beschreiben Palmqvist und Kollegen (2002) eine
Regulation des RANK/RANKL/OPG-Systems durch IL 6 in Kombination mit seinem
16slichen Rezeptor (sIL 6R). Demnach stimuliert IL 6 in Anwesenheit seines geldsten
Rezeptors die OPG-Synthese sowie in hohem Mafle die RANKL-Expression und hemmt
zusitzlich die RANK-Produktion in der Calvaria (Schidelkalotte) von Mausen. Dieses in
vitro-Mausmodell demonstriert die durch IL 6 und sIL 6R regulierte Expression von RANK,
RANKL und OPG zu Gunsten des Osteoklasten-Aktivators RANKL und die daraus
resultierende Stimulation der Knochenresorptionsvorgiange (Palmqvist et al., 2002). Der
RANKL-vermittelte Mechanismus des IL 6 ist in weiteren Verdffentlichungen publiziert,
obwohl die Daten hierzu teilweise widerspriichlich sind (O’Brien et al., 1999; Pfeilschifter et
al., 2002). Des Weiteren wird IL 6 (u.a. gemeinsam mit Interleukin 11 und in Anwesenheit
von M-CSF) ein RANKL-unabhéngiger Wirkungsmechanismus mit potenter Steigerung der
Osteoklastenformation aus himatopoetischen Vorldufern zugesprochen (Hofbauer et al.,

1999b; Kudo et al., 2003).

Die unter Ostrogendefizienz auftretenden Konzentrationséinderungen sowie osteoklastogenen
Effekte der hier beschriebenen Interleukine 1 und 6 konnen, wie in zahlreichen Studien
belegt, sowohl mittels Ostrogen-Supplementierung als auch durch entsprechende
neutralisierende Antikorper unterdriickt werden. Dies bestétigt und verdeutlicht ihre

Bedeutung im Rahmen des postmenopausalen Knochenverlustes sowie den osteoprotektiven
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Effekt des Ostrogens (Pacifici et al., 1991; Girasole et al., 1992; Jilka et al., 1992; Kimble et
al., 1994).

Im Gegensatz zu den pro-inflammatorischen und die Knochenresorption stimulierenden
Interleukinen 1 und 6, hemmt Interleukin 10 (IL 10) die Osteoklastengenese (Abb. 4). Hierbei
unterdriickt es potent die Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen zu mononukleédren
Priosteoklasten (Xu et al., 1995). Das anti-inflammatorische IL 10 wird v.a. von T-
Lymphozyten (Th2-Zellen) (Fiorentino et al., 1989; Evans und Fox, 2007), Monozyten (Waal
Malefyt et al., 1991) und aktivierten Makrophagen (Panuska et al., 1995; Evans und Fox,
2007) gebildet. Seine anti-inflammatorische Fahigkeit basiert insbesondere auf seiner die
Makrophagenfunktion blockierenden Wirkung. IL 10 deaktiviert dabei die Ausschiittung von
entziindungsférdernden Zytokinen, wie IL 1, IL 6, TNF o und M-CSF, durch Makrophagen
(Fiorentino et al., 1991b; Clarke et al., 1998). Ergéinzend zeigt IL 10 diesen Effekt u.a. auch
auf Monozyten (Waal Malefyt et al., 1991) und T-Lymphozyten (insbesonder Th1-Zellen)
(Fiorentino et al., 1991a) und reduziert so die (akute) Entzindungsreaktion (Evens und Fox,
2007). Von besonderer Bedeutung ist dabei die verminderte Freisetzung von IL 1 und TNF a.
Diese beiden Zytokine weisen u.a. im Rahmen des pathologischen Knochenstoffwechsels
synergistische inflammatorische Wirkungen, wie die Induktion der IL 6-Freisetzung durch
osteoblastdre Zellen auf. Daher ist ihre Unterdriickung durch IL 10 fiir dessen anti-
inflammatorischen Effekt entscheidend (Moore et al., 2001). Wie bereits angesprochen,
besitzt IL 10 einen potenten Osteoklasten-inhibierenden Effekt und hemmt direkt die
Differenzierung mononukleédrer Osteoklastenvorlduferzellen (Xu et al., 1995; Hong et al.,
2000; Lovibond et al., 2003; Mohamed et al., 2007). In vitro unterdriickt es aulerdem indirekt
die Knochenresorption durch Hochregulation der OPG-Synthese bei gleichzeitiger
Unterdriickung der RANKL-Expression (Liu et al., 2006). Die Bedeutung des IL 10 fiir die
Regulation der Knochenauf- und -abbauvorgidnge wurde durch verschiedene Studien an IL
10-knockout Méusen bestitigt. Diese Tiere wiesen erhohte Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Zytokine IL 1, TNF a und IL 6 auf (Cohen et al., 2004) und zeigten einen
deutlich gesteigerten Knochenverlust (Al-Rasheed et al., 2003; Cohen et al., 2004; Dresner-
Pollak et al., 2004). Sowohl in einer Studie von Park et al. (2004) als auch von Chen et al.
(2005) an asiatischen postmenopausalen Frauen wurde gezeigt, dass ein genetischer
Polymorphismus des IL 10, auf Grund seiner potenten anti-inflammatorischen Effekte, einen
entscheidenden regulatorischen Einfluss auf die postmenopausale Entwicklung der

Knochendichte und somit auf die Umbaurate der knéchernen Strukturen hat.
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Abbildung 4: mod. nach Hofbauer und Schoppet, 2004: Darstellung der Effekte der pro-
inflammatorischen und die Osteoklastengenese stimulierenden Interleukine 1 und 6, der anti-
inflammatorischen knochenprotektiven Interleukine 4, 10 und 13 sowie des RANK/RANKL/OPG-
Systems im Rahmen des Knochenstoffwechsels, des Immun- und des Gefdfssystems.
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Die Interleukine 4 (IL 4) und 13 (IL 13) werden insbesondere von aktivierten T-Lymphozyten
(Th2-Zellen) (Seder und Paul, 1994; Mannon und Reinisch, 2012) und Mastzellen (Seder und
Paul, 1994; Toru et al., 1998) produziert. Sie weisen auf Grund eines gemeinsamen
Zellrezeptors sowie struktureller Homologien, zahlreiche iiberlappende biologische und
immunregulatorische Effekte auf (Chomarat und Banchereau, 1998). So sind IL 4 und IL 13
als anti-inflammatorische Zytokine fiir die Regulation der Immunantwort und von
Entziindungen bedeutend. Hierbei hemmen sie, ebenso wie IL 10, die Freisetzung
inflammatorischer Zytokine, insbesondere von IL 1, IL 6 und TNF a, durch Monozyten und
Makrophagen (te Velde et al., 1990; Gautam et al., 1992; Waal Malefyt et al., 1993; Clarke et
al., 1998).

Zahlreiche Studien belegen, dass IL 4 und IL 13 die Osteoklastengenese und damit die
osteoklastire Knochenresorption unterdriicken (Onoe et al., 1996; Wei et al., 2002; Moreno et
al., 2003; Palmqvist et al., 2006; Yamada et al., 2007). IL 4 inhibiert auBerdem die Aktivitit
reifer Osteoklasten (Mangashetti et al., 2005). Zusétzlich steigern IL 4 und IL 13 die OPG-
Produktion und hemmen die — u.a. durch TNF o und IL 1 stimulierte - RANKL-Expression
der Knochenmarksstromazellen und Osteoblasten (Abb. 4) (Moreno et al., 2003; Wei et al.,
2005; Palmqyvist et al., 2006; Yamada et al., 2007). Moglicherweise beeinflussen sie die
Knochenresorption zusétzlich auch durch Induktion der OPG-Synthese humaner Endothelial-
und Gefémuskelzellen (Stein et al., 2008).

Beide Interleukine sind dariiber hinaus am Verlauf von Fremdkorperreaktionen und der damit
verbundenen Formation von Fremdkorperriesenzellen (foreign body giant cells, FBGC) als
Antwort auf implantierte Biomaterialien beteiligt. Dies ist beispielsweise nach Implantation
eines kiinstlichen Hiiftgelenkes oder anderer Knochenersatzmaterialien von Bedeutung. So
werden IL 4 und 13 zunichst in der akuten Entziindungsphase nach einer Implantation mittels
Mastzell-Degranulation freigesetzt. Beide Interleukine induzieren hier eine alternative
Aktivierung von Makrophagen, die fiir deren spétere Fusion entscheidend ist. Wéhrend der
sich anschliefenden chronischen Entziindung sind es aktivierte Lymphozyten, die die anti-
inflammatorischen Zytokine IL 4 und IL 13 freisetzen. Diese induzieren schlieBlich die
Fusion einkerniger Makrophagen zu mehrkernigen FBGC, die entlang der Materialoberfldche
lokalisiert sind (Abb. 5) (Anderson et al., 2008).
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Abbildung 5: mod. nach Anderson et al., 2008: Schematische Darstellung des Ablaufs der
Entziindungs- und Heilungskaskade einer Fremdkorperreaktion.

Die Formation von Fremdkéorperriesenzellen wird durch IL 4 und 13 initiiert.

(neutr. = neutrophile)

2.6 Zytokin-Effekte im frakturierten Knochen

Die fiir Osteoporose charakteristischen Fragilititsfrakturen sind auf den osteoporotisch
bedingten Verlust von Knochenmasse und -dichte und die damit verbundene
Verschlechterung der Knochenmikroarchitektur zuriickzufiihren (Robert-Koch-Institut, 2011).
Im Verlaufe des nach einer Fraktur einsetzenden Heilungsprozesses kommt es zur
Geweberegeneration und Wiederherstellung der betroffenen Strukturen (Kolar et al., 2011).
Die Frakturheilung wird in vier sich teils iiberlappende Phasen eingeteilt: die initiale
Entztindungsphase, das Stadium der weichen Kallusbildung, die Formation des harten Kallus
und die Phase des Remodeling (Abb. 6) (Schindeler et al., 2008). Unterschiedlichste
Zelltypen und endogene Mediatoren unterliegen dabei einem komplexen Zusammenspiel
(Pape et al., 2010). So sind u.a. Entziindungs- und osteochondrale Vorlduferzellen sowie

Chondrozyten, Osteoblasten und -klasten in den Heilungsprozess involviert. Auf molekularer
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Ebene kommt verschiedenen pro-inflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren

sowie osteogenen und angiogenen Faktoren grofle Bedeutung zu (Schindeler et al., 2008).

Remodeling des
weichen Kallus

l

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4
A) Entziindung weiche K; i harte K i i

4Phasen- Stale
modell

Frakturheilung im Zeitverlauf

8)

c s c —

Vorlaufer O

zellulare
Beteiligung

Abbildung 6: mod. nach Schindeler et al., 2008: Frakturheilung und zelluldre Beteiligung:

A) Reprisentative histologische Bilder der vier Phasen der Frakturheilung.

B) Schematische Darstellung der am Prozess der Frakturheilung beteiligten Zelltypen. Die initiale
Entzindungsphase ist durch Infiltration von Entziindungszellen gekennzeichnet.

Eine Fraktur geht immer mit der Zerstérung des Periosts, des kortikalen sowie ggf. des
trabekuldren Knochens und des umliegenden Gewebes einher. Dabei kommt es zu einer
Destruktion der ortlichen Blutgeféfie und somit zu einer Blutung an der Frakturstelle. Die
lokal vorkommenden Zellen (Blut- und Knochenmarkszellen) unterliegen der unzureichenden
Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung am Ort der Verletzung (niedrige Sauerstoff-, hohe
Laktatkonzentration, niedriger pH-Wert). Als Folge wird eine (Fraktur-)Hématombildung mit
lokaler Gewebehypoxie beobachtet (Schindeler et al., 2008; Kolar et al., 2011). Lokale
Gewebeverletzungen, Nekrosen und Hypoxie (sowie eine ggf. vorliegende bakterielle
Infektion) fithren innerhalb weniger Stunden zu einer Entziindungsreaktion. Diese
Entziindungsantwort des Korpers ist bedeutend fiir den weiteren Verlauf der Frakturheilung
und initiiert die Heilungskaskade (Pape et al., 2010). Der entziindliche Prozess, ohne den das
Knochengewebe nicht heilen wiirde, resultiert aus der Migration von Thrombozyten und
Entziindungszellen (initial Makrophagen, neutrophile Granulozyten, im weiteren Verlauf
zusitzlich Lymphozyten) in das Frakturhdmatom. Hier bekdmpfen sie Infektionen,

phagozytieren Zelldetritus und sekretieren inflammatorische Zytokine und
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Wachstumsfaktoren (wie platelet-derived gowth factor (PDGF), transforming growth factor 3
(TGF-B) und M-CSF). Diese Faktoren haben die Rekrutierung (Chemotaxis) weiterer
Entziindungszellen sowie von multipotenten mesenchymalen Stammzellen, Fibroblasten und
Endothelzellen zur Folge. Mit der Zeit kommt es zur Bildung erster Kapillaren innerhalb des
Héamatoms und dessen Reorganisation zu Granulationsgewebe. Im Weiteren wird das
zerstorte Bindegewebe erneuert und der Frakturspalt zunichst durch weichen Kallus
(Knorpelgewebe; am Ende dieser Phase mit Beginn der Verkalkung) und spéter harten Kallus
(festes kalzifiziertes Knochengewebe) tiberbriickt und stabilisiert. Mittels abschlieBendem
Remodeling wird die urspriingliche Geometrie sowie Funktion des Knochens wieder
hergestellt (Schindeler et al., 2008; Pape et al., 2010; Kolar et al., 2011).

Am Ort der Fraktur kommt es somit innerhalb kiirzester Zeit zu einer Infiltration von
Entziindungszellen mit entsprechender Zytokin-Sekretion und schliefllich zu einer
Entztiindungsreaktion (Kon et al., 2001). Folglich sind im frakturierten Knochen veranderte
Expressionsmuster von u.a. Interleukinen, insbesondere IL 1 und 6, sowie RANK, RANKL
und OPG nachweisbar (Abb. 7) (Einhorn et al., 1995; Kon et al., 2001; Cho et al., 2002;
Tsangari et al., 2004; Abdallah et al., 2005; D’ Amelio et al., 2011).

Dementsprechend wurden zu Beginn der initialen Entziindungsphase post fracturam (1-3
Tag) deutlich erhohte IL 1- und IL 6-Expressionen im Kallus der Tibia von Méusen
gemessen. Diese scheinen im weiteren Heilungsverlauf zunéchst abzusinken, um im Falle des
IL 1 (ab Tag 21) wihrend des Remodelings einen erneuten Peak zu erreichen (Kon et al.,
2001; Cho et al., 2002). In einer Ratten-in vitro-Studie wurden im Gegensatz dazu niedrige IL
1-Level gefunden, die jedoch mittels Lipopolysaccharid-Behandlung (antigen wirkend)
wihrend des frithen Heilungsstadiums stark anstiegen. Ebenfalls in dieser frithen Phase
konnten hohe IL 6-Konzentrationen belegt werden (Einhorn et al., 1995). So wurden auch in
Knochenproben von > 76 jahrigen Mannern und Frauen mit Schenkelhalsfrakturen signifikant
erhohte IL 6-Expressionen im Vergleich zu einer addquaten Kontrollgruppe gemessen

(Tsangari et al., 2004).
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Abbildung 7: mod. nach Gerstenfeld et al., 2003: Schematische Darstellung der
Frakturheilungsphasen und entsprechend beteiligter Zytokine.

Kon et al. (2001) analysierten des Weiteren die Expressionen von RANKL, OPG und M-CSF
und konstatierten eine deutliche Steigerung innerhalb der ersten Tage post fracturam. Sowohl
Abdallah et al. (2005) als auch D’ Amelio et al. (2011) untersuchten Knochenmaterial von
dlteren (> 70 jéhrigen) Frauen mit Fragilitétsbriichen und verglichen dieses mit
Knochenproben von Osteoarthrosepatientinnen. Beide Arbeitsgruppen konnten ein erhohtes
RANKL/OPG-Verhiltnis in den Frakturgruppen feststellen. Dieses wurde jedoch bei
D’Amelio et al. (2011) im Knochenmark und nicht im Knochen selbst manifestiert.
Anzufiihren ist auch, dass in der Studie von Abdallah und Kollegen (2005) limitierende
Faktoren die Ergebnisse schmilern. So fanden hier Knochenbiopsien Verwendung, die nicht
der Frakturstelle, sondern dem Darmbein entnommen wurden und somit keinen Einblick in
das lokale Heilungsmikromilieu erlauben. Damit wird die Aussagekraft der in der genannten
Untersuchung festgestellten fehlenden Signifikanz der IL 1-Expression sowie die signifikant

erniedrigten IL 6-Level der Frakturgruppe relativiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patienten und Probenmaterial

Zur Untersuchung der Expressionsprofile mittels RT-qPCR wurde Spongiosa aus resezierten
Femurkopfen von Patienten der Klinik und Poliklinik fiir Unfallchirurgie des
Universitdtsklinikums Giefsen und Marburg GmbH - Standort GieBen sowie der Asklepios
Klinik Lich GmbH entnommen und molekularbiologisch untersucht. Die in die vorliegende
Arbeit einbezogene Gesamtpatientenpopulation (n = 39) setzte sich aus 2/ Frauen und 18
Mcinnern im Alter von iiber 60 Jahren zusammen, bei denen im Zeitraum von 2010 bis 2012

auf Grund einer Schenkelhalsfraktur (n = 17) oder einer Coxarthrose (n = 22) ein Hiiftkopf

operativ entfernt wurde (Abb. 8). Dariiber hinaus lagen nur begrenzte Informationen zu
genetischen Osteoporose-Pridispositionen, osteoporotischen Erkrankungen oder
Behandlungen, moglichen Primérerkrankungen oder Medikamenteneinnahmen vor. Auch

wurden bei den Patienten keine Knochendichtemessungen in den Kliniken durchgefiihrt.

39 Hiiftkopfe von > 60 jahrigen Frauen und Mannern

davon 22 Coxarthrosen

21 Frauen 18 Manner

NN

11 Coxarthrosen 11 Coxarthrosen

Abbildung 8: Zusammensetzung der untersuchten Patientenpopulation

Das mittlere Alter der Gesamtpatientenpopulation betrug 73,5 (£ 9,6) Jahre. Frauen waren
durchschnittlich 76,1 (= 10) und Minner 70,6 (£ 8,4) Jahre alt. Auf Grund der ethisch

bedingten Schwierigkeit Knochenproben von gesunden méglichst jungen Personen mit
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physiologischem Knochenstoffwechsel zu erhalten, konnte keine entsprechende
Kontrollgruppe in die Studie einbezogen werden. In Anlehnung an dhnliche vorangegangene
Studien (Abdallah et al., 2005; D’ Amelio et al., 2011; Zupan et al., 2012) wurden stattdessen
Patienten, denen auf Grund einer Coxarthrose ein Femurkopf reseziert wurde — trotz dieser
eigenstindigen Erkrankung — als Kontrollgruppe gewihlt.

Die Untersuchungen wurden von der Ethik-Kommission des Fachbereichs Medizin der

Justus-Liebig-Universitéit Gieen genehmigt.

3.2 Methoden

3.2.1 Probengewinnung

Die aus den Kliniken erhaltenen und in steriler phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
gelagerten humanen Femurkdpfe wurden schnellstméglich unter sterilen Bedingungen der
Probenentnahme unterzogen. Hierzu wurde zunéchst mittels einer oszillierenden Sage (Hebu
medical) ein Drittel bis die Halfte — je nach Knochengrofie — des Femurkopfes abgesetzt
(ADbb. 9). Die abgesigten Kappen wurden in Alufolie eingewickelt und bei -20 °C konserviert,
um zu einem spiteren Zeitpunkt fiir weitere Untersuchungen zur Verfligung zu stehen. Von
dem restlichen Knochen wurden feine Scheiben heruntergesigt, von der Kortikales befreit
und mehrere 0,5 x 0,5 cm bis 1 x 1 cm grofle Knochenstiicke in 15 ml Falcons zum Zwecke

der spiteren RNA-Extraktion bei -80 °C tiefgefroren.

Abbildung 9: Probengewinnung mittels einer oszillierenden Scige
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3.2.2 RNA-Extraktion

Im Jahre 1987 veréffentlichten Piotr Chomczynski und Nicoletta Sacchi erstmals eine neue
Methode der Einzel-RNA-Extraktion mit dem Ziel, moglichst reine RNA zu erhalten
(Chomezynski und Sacchi, 1987).

Diese Methode ist bis heute in teilweise modifizierter Form in der Molekularbiologie géngige
Praxis. Sie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemifl dem leicht abgednderten

peqGOLD TriFast™ Protokoll von Peqlab mit nachfolgenden Schritten durchgefiihrt:

o Morsern des Knochens zu Knochenpulver und Homogenisierung
Der erste Schritt auf dem Weg zur RNA-Isolierung bestand darin, ca. 100 mg der jeweiligen
Knochenprobe unter Stickstoffzugabe zu einem Pulver zu morsern. Das entstandene
Knochenpulver wurde mit Hilfe eines sterilen Spatels in ein 1,7 ml Cryo-R6hrchen verbracht,
mit 1000 pl peqGOLD TriFast™ (Peqlab) versetzt und anschlieBend fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur homogenisiert. Dieser erste Schritt der RNA-Extraktion fiihrte zu einer

Dissoziation der Nukleotidkomplexe.

o Phasentrennung
Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurden die Proben fiir ca. 15 Sekunden kriftig
geschiittelt und tiber 10 Minuten, wiederum bei Raumtemperatur, inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine fiinfminiitige Zentrifugation (12000 x g, bei 4 °C). Hierdurch wurde eine
Auftrennung in drei Phasen herbeigefiihrt. Die Proteine reichern sich dabei in der unteren
Phenol- und die DNA in der mittleren Interphase an. Die obere wissrige Phase, in welcher die

RNA zu finden ist, wurde in ein neues Cryo-Roéhrchen pipettiert.

o Prdzipation der RNA
Zum Zwecke der RNA-Prizipitation (Fallung) wurde die Probe anschliefend mit 500 pl
Isopropanol versetzt, gut gemischt und {iber Nacht bei -20 °C gelagert. Es folgte eine 4 °C-
Kiihlzentrifugation bei 12000 x g tiber 10 Minuten.

o Waschen der RNA, Trocknung des Pellets und Losen der RNA
Im Anschluss wurde der Uberstand abpipettiert und das Pellet zweimalig, durch Zugabe von
je 1000 pl 70 % Ethanol, unter zehnmintitiger Zentrifugation (12000 x g, bei 4 °C)

gewaschen. Nach Entfernung des Ethanoliiberstandes bestand der néchste Schritt in einer
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kurzen Trocknung (5 - 10 Minuten) des Pellets an der Luft. Nachfolgend wurde das Pellet in
RNase-freiem Wasser durch Mischen geldst. Die hierbei eingesetzte Wassermenge richtete
sich nach der makroskopischen Grofe des Pellets. Bei kleinen, schlecht sichtbaren Pellets
wurden 20-30 pl, bei grofien 50 ul eingesetzt. Schwer 16sliche Pellets wurden zusétzlich im

Wasserbad auf 60 °C erhitzt.

3.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Mittels biophotometrischer Messung (Eppendorf) konnten anschlieBend die RNA-
Konzentration sowie die Reinheit der Probe bestimmt werden. Hierzu wurde vor jeder
Messung in eine lichtdurchlissige Photometerkiivette 69 ul Tris-HCI pipettiert und ohne
Zugabe von RNA als Reverenz-Nullwert bestimmt. AnschlieBend wurde 1 ul der
zumessenden RNA-Losung hinzugegeben, griindlich gemischt und die RNA-Konzentration in
pg/ml mittels der Extinktion bei 260 nm (£ dem Lichtabsorptionsmaximum von RNA)
gemessen. Anhand des Extinktionsverhéltnisses von 260 nm zu 280 nm (E¢0/E250) konnte im

selben Schritt die Reinheit der Probe bestimmt werden.

Im weiteren Verlauf dieser Studie wurden ausschlieBlich Proben verwendet, die einen
E60/E280-,,Reinheits““-Quotienten von 1,6 - 2,2 aufwiesen. Diese wurden vor der
Weiterverarbeitung durch Verdiinnung mit RNase-freiem Wasser auf eine cDNA-
Konzentration von 200 ng/ul eingestellt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bis zu ihrer
Weiterverarbeitung bei -20 °C.

Die im Folgenden angegebenen pl-Angaben beziehen sich jeweils auf die eingesetzte Menge
Jje untersuchter Probe (Einfachansatz). Zusétzlich wurde zur Mastermix-Pipettierung ein

Verlust von 0,5 pl je Ansatz hinzugerechnet.

3.2.4 DNase-Verdau

Um potenzielle genomische DNA(gDNA)-Verunreinigungen der RNA-Isolate zu beseitigen,
wurde als nédchster Schritt ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierzu wurden 8,1 pl der auf 200
ng/ul eingestellten RNA-Losung mit 3,9 pl DNase-Mix inkubiert.
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Um den gleichzeitigen Verdau der empfindlichen mRNA zu vermeiden, wurden dem hierbei

eingesetzten DNase-Mix je Probe 0.3 pl eines 40 U/ul RNase-Inhibitors zugesetzt. Aulerdem

enthielt er je Einfachansatz folgende Komponenten:

1 x Ansatz Reagenz
1,2 ul 25 mM MgCl,-Losung
1,2 ul 10 x DNase Puffer I
1,2 ul 10 U/pul RNase freie DNase |

Zu Kithlungszwecken wurde auf Eis gearbeitet. Die anschlieende DNase-Behandlung

erfolgte mit folgendem Programm in einem Thermocycler (Bio-Rad):

Schritt | Zeitdauer Temperatur
1. 25 Min. 37°C Verdau der gDNA durch die DNase |
2. 5 Min. 75 °C DNase I-Deaktivierung
Ende | forever 4°C Ab-/Kiihlung

3.2.5 Reverse Transkription — aus mRNA entsteht cDNA

1970 konnten Howard Temin und David Baltimore unabhéngig voneinander belegen, dass
bestimmte Retroviren iber ein Enzym verfiigen, welches es ihnen ermdglicht ihr RNA-
Genom in DNA umzuschreiben (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970).

Seinen Namen Reverse Transkriptase verdankt dieses Enzym daher seiner speziellen
Funktion, den Weg der Genomumschreibung (DNA — RNA) umzukehren und somit eine
reverse Transkription (RNA — DNA) durchzufithren. Heute wird diese Entdeckung im
Rahmen der Genforschung und Mikrobiologie genutzt.

Auch fiir die vorliegende Studie wurde die mit DNase behandelte und dadurch von gDNA
befreite RNA umgeschrieben und somit mittels reverser Transkriptase in Form von

copyDNA(cDNA)-Stringen dupliziert.

Fiir diesen Schritt erfolgte unter Kiihlung auf Eis die Pipettierung zweier Ansitze:
Je Probe wurde ein +RT-Ansatz mit 25 Units der reversen Transkriptase sowie ein -RT-

Ansatz statt dem Enzym mit 0,5 pl sterilem Aqua bidest. versetzt. Letzterer diente als
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Negativkontrolle um mogliche DNA-Verunreinigungen auszuschlieBen. Je Einfachansatz

enthielten die Ansitze (+RT sowie -RT) auBerdem:

1 x Ansatz Reagenz
2 ul 25 mM MgCl, solution
1 ul 10 x PCR Gold Puffer
4 pl Nukleotide Mix (dNTPs)
0,5 ul 50 uM Random Hexamers
0,5 ul 20 U/ul RNase-Inhibitor

Fiir die reverse Transkription wurden schlieBlich folgende Volumina eingesetzt:

Ansatz ’ +RT bzw. -RT-Mix DNase behandelte RNA
+RT ‘ 51ul 9ul
-RT ‘ 8,5 ul 1,5 ul

Die Probeninkubation erfolgte wiederum in einem Standard-PCR-Cycler mit nachstehendem

Programm:
Schritt | Dauer Temperatur
1. 8 Min. 21°C Anlagerung der Random Hexamers
2. 15 Min. 42°C Umschreiben der mRNA in cDNA
3 5 Min. 99 °C Inaktivierung der Reversen Transkriptase
4. 5 Min. 5°C Abkiihlung
Ende | forever 4°C Ab-/Kiihlung

3.2.6 Qualitative Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion

Kleppe et al. beschrieben erstmals 1971 die Moglichkeit der mittels DNA-Polymerase

katalysierten DNA-Vervielfiltigung (Kleppe et al., 1971). Diese Polymerasekettenreaktion
(PCR) ermdoglicht geringste Mengen spezifischer DNA-Sequenzen durch Vervielfiltigung
einer Analyse zugdnglich zu machen. Die damals verwendete Polymerase war jedoch nicht

hitzestabil und musste somit nach jeder Denaturierung dem Reaktionsansatz erneut zugegeben
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werden. Schlielich wurde von Kary Millus eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert und als hitzestabile ,,Taq-Polymerase zu
PCR-Zwecken genutzt (Saiki et al., 1988).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde bei der PCR durch reverse Transkription aus
mRNA sythetisierte copyDNA (cDNA) anstatt DNA eingesetzt. Diese Form der PCR wird als
Qualitative Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) bezeichnet.

Die RT-PCR wurde hier zur Amplifikation und Detektion von GAPDH-cDNA-Sequenzen mit
Hilfe eines PCR-GAPDH-Primers (Eurofins) genutzt. Ziel dabei war es, die Reinheit der
c¢DNA und somit den Erfolg der DNase-Behandlung mittels des housekeeping gens GAPDH
(= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; ein nicht-reguliertes Referenzgen) zu

kontrollieren. Die Sequenzen der eingesetzten Primer lauten:

Primer (Gen) Primersequenz Produktgrdfe
GAPDH for 5" - CCAGGTGGTCTCCTCTGACTTC - 3° 81 bp
rev 5" - GTGGTCGTTGAGGGCAATG - 3°

Auf Eis wurden je Einfachansatz 0,25 ul des vorwirts sowie des riickwérts GAPDH-Primers

dem folgenden Mastermix beigefiigt:

1 x Ansatz Reagenz,
0,5 pl 25 mM MgCl, solution
1 ul 10 x PCR Puffer (1 pl)

0,0625 ul Amplitag Polymerase
7,93 ul Aqua bidest.

Jeweils 10 pl dieses Gesamt-PCR-Ansatzes wurden anschlieend mit 2,5 pl der + bzw. -RT-
Ansiitze des vorherigen Schrittes versetzt. Der Mastermixansatz wurde auf seine Reinheit hin
tiberpriift. Diese Negativkontrolle [no template control, (NTC)] erfolgte, indem in einem
Reaktions-Cup statt cDNA steriles Aqua bidest. hinzugefiigt wurde. Die restliche cDNA
wurde wieder bei -20 °C gelagert. Die Reaktionsdurchfiihrung erfolgte in einem PCR-

Thermocycler mit nachstehendem Programmprotokoll:
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Schritt | Dauer Temperatur
1. 10 Min. 95 °C Polymeraseaktivierung
2. 1 Min. 94 °C Auftrennung der DNA-Doppelhelix
3. 1 Min. 60 °C Primeranlagerung
4. 1,3 Min. 72 °C DNA-Strangamplifikation
— Wiederholung der Schritte 2 bis 4 fiir 34 Zyklen
6. for ever 4°C Ab-/Kiihlen

3.2.7 Agarosegelelektrophorese — Uberpriifung des PCR-Produktes

Mittels Elelektrophorese ist es moglich Nukleinsduren entsprechend ihrer Basenpaarlédnge
aufzutrennen. Zur Visualisierung des PCR-Produktes wurde eine Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Hierzu wurde zunéchst 1 g Agarose (Roth) in 50 ml TAE-Puffer unter Erhitzen
in der Mikrowelle geldst, anschlieBend zum Einfarben mit 5 pl des Farbstoffes GelGreen™
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) versetzt und in einen Elektrophoreseschlitten mit Gelkamm
zum Abkiihlen und Aushirten gegeben. Das polymerisierte Gel konnte dann in die mit TAE-
Puffer befiillte Gelelektrophoresekammer (Biometra) tiberfiihrt werden.

Die Proben aus der zuvor durchgefiihrten PCR wurden jeweils mit 2 ul Ladepuffer versetzt
und in die mittels der Gelkdmme entstandenen Slots pipettiert. Als Marker diente

ein gebrauchsfertiger DNA Marker (Quantitas DNA Marker von Biozym), der DNA-
Fragmente in den GroBen 50 bp bis 2 kp enthielt. 3 ul Marker wurden mit 2 pl 5 x DNA
Ladepuffer (Biozym) sowie 10 pl Aqua bidest. versetzt und als Referenz ebenfalls in eine
Geltasche geladen.

Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung von 125 V mittels PowerPac™ Basic (Bio-
Rad) kam es iiber eine Zeitdauer von 45 Minuten zu einer Wanderung der negativ geladenen
DNA-Sequenzen zur positiven Anode. Mittels UV-Licht konnten die dadurch entstandenen
Banden in einem UV-Transilluminator (Biometra) sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe der
Referenzbanden des Markers war nun eine Bestimmung der cDNA-Fragmentldnge
(GroBenbestimmung) sowie der Bandenstirke moglich. Auerdem dienten die negativen

(nichtvorhandenen) Banden der -RT-Ansitze der Reinheitskontrolle.
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Im weiteren Studienverlauf wurde nur cDNA verwendet, deren Bandenmuster dem des
getesteten Referenzgens GAPDH entsprach sowie deren -RT-Ansatz keine Bande zeigte und

somit frei von gDNA sowie Verunreinigungen war.
3.2.8 Quantitative RT-PCR (RT-qPCR)

3.2.8.1 Uberpriifung der Primereffizienz — cDNA-Verdiinnungsreihe

Fiir die quantitative RealTime-PCR wurden vom Hersteller (Qiagen) designte und getestete
Primer genutzt. Daher wiren im Normalfall keine Uberpriifungen der Primereffizienz notig
gewesen. Da im Laufe der Versuchsdurchfithrungen jedoch in keiner einzigen Knochenprobe
messbare mRNA-Konzentrationen der IL 4 und 13 im #riplet detektierbar waren, erfolgte eine
Effektivitatspriifung der verwendeten IL-Primer. Zu diesem Zweck wurde eine
Verdinnungsreihe einer Positivkontrolle durchgefiihrt und die Primer mit Hilfe von dieser in
einem RT-qPCR-Lauf getestet. Ziel dabei war es, die Primer-Effizienz und die Spezifitét der
Amplifikationsprodukte anhand der Schmelzkurvenanalyse zu kontrollieren und
nachzuweisen. Als Positivkontrolle wurde aus humanem Blut stammende mRNA verwendet.
Hierzu wurde aus einer mittels Dichtegradientenzentrifugation aus humanem buffy coat
isolierter mononukleédrer Zellfraktion RNA extrahiert. Die Probe entstammte der Blutbank des
Zentrums fiir Transfusionsmedizin und Hamotherapie des Universitatsklinikums Gielen und
Marburg. Entsprechend dem oben beschriebenen Vorgehen wurde die gewonnene mRNA
zunéchst auf 200 ng/ul eingestellt, mit DNase I behandelt, zu cDNA transkriptiert und diese
mittels RT-PCR der Reinheitskontrolle unterzogen. Die cDNA wurde anschlieend in der
Verdinnungsreihe eingesetzt und dazu schrittweise nach folgendem Pipettierschema

verdiinnt:

4 ul cDNA 4 pl 4 pl
36 ul

steriles | ’ l

34IJ-|\’ Aqua | 36 pl l,' 36 pl "‘

L bidest. |/ U L

cDNA 1:10 1:100 1:1000

unverdiinnt
200 ng/ul
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In der RT-qPCR der Verdiinnungsreihe fanden somit folgende Template-Losungen

Verwendung:
unverdiinnt Verdiinnung
Konzentration 200ng/pl 1:10 1:100 1:1000

Der in der RT-qPCR der Verdiinnungsreihe eingesetzte Mastermix setzte sich je Primeransatz

wie folgt zusammen:

Volumen pro Reaktion (2 well) Mastermixkomponenten
12,5 ul 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix
2 ul Primer (QuantiTect Primer Assay)
8 ul RNase-freies Wasser

Die getesteten Primer sind nachfolgendem Kapitel (Kap. 3.2.8.2) zu entnehmen. In jedes
belegte Well der 96-well-RT-qPCR-Platte wurden anschlieBend 23 pl des entsprechenden
Primermixes pipettiert und mit 2 pl cDNA aus einer der vier Verdiinnungsstufen versetzt.
Hierbei wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt, d.h. jeder IL-Primer wurde mit jeder
Verdiinnungsstufe dreimal, also in drei Wells (¢riplef), getestet. Zusitzlich wurde zur

Kontrolle der Mastermixreinheit je Primermix eine NTC mitgetestet.

3.2.8.2 Durchfiihrung der RT-qPCR

Zur Quantifizierung der im Rahmen dieser Studie untersuchten Genexpressionen wurde die
Standardnachweismethode quantitative RT-PCR (RT-qPCR) — auch als Real Time-PCR
bezeichnet — eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine Nukleinsduren-
Vervielfiltigungsmethode, die auf dem Prinzip der PCR beruht. Die Bezeichnung ,,Real-
Time-PCR, also Echtzeit-PCR, basiert auf der Tatsache, dass es hierbei zu einer
Quantifizierung wdhrend der einzelnen PCR-Zyklen kommt und nicht, wie bei anderen
quantitativen PCR-Methoden, am Ende der Gesamtreaktion. Die eigentliche Quantifizierung
basiert auf der Messung von Fluoreszenzsignalen. Dazu wurde dem PCR-Ansatz der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I beigefiigt. Dieser weist in Losung wenig Fluoreszenz auf,
lagert sich in die sich vervielfiltigenden DNA-Doppelstridnge ein und kann so, durch Licht

angeregt, ein deutliches Fluoreszenzsignal erzeugen. Im Verlauf der PCR-Zyklen und der
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damit verbundenen Zunahme an DNA-Doppelstrangen kann immer mehr Farbstoff
interkalieren. Es kommt zu einer Verstirkung des Fluoreszenzsignals. Dieses wird (wie oben
beschrieben) in Echtzeit wihrend den RealTime-Zyklen gemessen, in der exponentiellen

Phase der PCR quantifiziert und nimmt proportional zur PCR-Produktmenge zu.

Fiir die RT-qPCR-Analyse wurde das Qiagen Quanti Fast SYBR Green PCR Kit (Qiagen)
verwendet. Dazu wurde der QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix, der bereits ANTPs
und Polymerase enthilt, mit den entsprechenden QuantiTect Primer Assays von Qiagen sowie
RNase-freiem Wasser versetzt. Bei der Pipettierung wurde auf Eis gearbeitet und zunéchst die

Primer-Mastermixansitze hergestellt:

Volumen pro Reaktion (& well) Mastermixkomponenten
10 pl 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix
2l Primer (QuantiTect Primer Assay)
6,4 ul RNase-freies Wasser

In jedes belegte Well der 96-well-PCR-Platten wurden anschlieend 18,4 pl des
entsprechenden Mastermixes pipettiert und mit 1,6 pl der auf 200 ng/pl eingestellten cDNA
versetzt. Um Pipettierfehler zu vermeiden, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine
Dreifachbestimmung (zripler) der Genexpressionen, d.h. jede Patienten-cDNA wurde mittels
RT-qPCR in einem Lauf aufjedes Gen dreimalig (£ drei wells) getestet. Bei allen RealTime-
Léaufen wurde auBerdem als interne Referenz die GAPDH-Expression aller Template-cDNAs
(ebenfalls als #riplef) mitgemessen. Dies ist notig, um im Rahmen einer relativen
Quantifizierung die Zielgen-Expressionen mit denen des nichtregulierten Referenzgens zu

verrechnen und so einen relativen Mengenvergleich zu erhalten.
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Folgende Quanti Tect Primer Assays der Firma Qiagen wurden verwendet:

Primer
GAPDH
RANKL

OPG

Interleukin 1B
Interleukin 4
Interleukin 6
Interleukin 10

Interleukin 13

Quanti Tect Primer Assay Qiagen-Nr. Produktgrofie
Hs GAPDH_1 SG QT00079247 95 bp
Hs TNFSF11 1 SG QT00215614 91 bp
Hs TNFRSF11B 1 SG QT00014294 107 bp
Hs IL1B_1 SG (IL1B) QT00021385 117 bp
Hs IL4 1 SG(IL 4) QT00012565 89 bp
Hs 1L6 1 SG (IL 6) QT00083720 107 bp
Hs IL10 1 SG (IL 10) QT00041685 113 bp
Hs IL13 1 SG(IL 13) QT00000511 185 bp

Zur Abkldrung der Mastermixreinheit wurden zusétzlich je Primer drei NTCs statt mit cDNA

mit Wasser versetzt. Die Inkubation der 96-Well-Platten erfolgte im BioRad CFX96 Touch

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) bei folgendem Programm:

Schritt | Zeitdauer | Temperatur
1. 5 Min. 95 °C Polymeraseaktivierung
2. 10 Sek. 95 °C Auftrennung der DNA-Doppelhelix
3. 30 Sek. 60 °C Primeranlagerung und DNA-Strangamplifikation
— Wiederholung der Schritte 2 und 3 fiir 39 weitere Zyklen
4 je 5 Sek. | schrittweise Erhohung in 0,5 °C-Schritten von 60 auf Schmelzkurve
95°C
Ende 4°C Ab-/Kithlen

Um sicher zu stellen, dass die amplifizierten DNA-Sequenzen den Zielgenen entsprechen,

wurde stichprobenartig eine Agarosegelelektrophorese der IL-RealTime-PCR-Produkte

durchgefiihrt.

3.2.9 Statistische Auswertung

Die RT-qPCR-Daten wurden mittels der CFX Manager Software 2.1 von Bio-Rad

ausgewertet und die Cq-Werte anschlieBend in Excel (Microsoft 2010) importiert. Hier
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erfolgte die Berechnung der normalisierten Expression gegen GAPDH unter Anwendung der
222C Methode. Die statistischen Datenauswertungen wurden schlieBlich durch die
Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitit GieSen durchgefiihrt.

In die gesamte statistische Auswertung wurden nur die Zytokine einbezogen, die in ihrer
mittels RT-qPCR gemessenen Expression nicht komplett null waren. Dies waren RANKL,
OPG sowie die IL 1P, 6 und 10. Sowohl IL 4 als auch IL 13 zeigten in den gesamten Real-
Time-Laufen keine detektierbaren Expressionen. Ihre normalisierte Expression lag somit bei
allen Studienpatienten bei null. Daher wurden sie in den statistischen Berechnungen nicht
berticksichtigt. Zur Verdeutlichung der Unterschiede sind sie jedoch im Rahmen der

Ergebnisse aufgefiihrt (Kap. 4).

Die in der RT-qPCR gemessenen mRNA-Konzentrationen zeigten nach Berechnung der
normalisierten Expression in Excel keine Normalverteilung. Auf Grund dessen wurden die
Expressionen der untersuchten IL (1B, 4, 6, 10 und 13) untereinander sowie von Frauen und
Mannern, Frakturen und Coxarthrosen sowie ihre Beziehung zu dem errechneten
RANKL/OPG-Quotienten mittels einfaktorieller nichtparametrischer Analysen verglichen.
Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen den IL erfolgte hierbei durch den exakten
Friedman-Test unter Verwendung des Programmes ,,StatXact* (Cytel, 2010). Die
Zusammenhinge der IL-Expressionen zwischen den Geschlechter sowie den Erkrankungen
(Fraktur, Coxarthrose) wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ermittelt. Der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman wurde zur Untersuchung der Korrelation der IL-
Expressionen und dem quantitativen Merkmal des RANKL/OPG-Quotient verwendet. Im
Rahmen der beiden letztgenannten statistischen Verfahren fand das Statistikprogrammpaket

BMDP/Dynamic, Release 8.1 (Dixon, 1993) Anwendung.

RANKL/OPG wurde als das Verhéltnis der mittels RT-qPCR gemessenen und mit Excel
errechneten normalisierten Expressionen von RANKL und OPG bestimmt und
dementsprechend als Quotient dieser Werte errechnet (Rechnung — RANKL-mRNA-
Konzentration : OPG-mRNA-Level). Dadurch konnten folgende potenziellen
Knochenstoffwechselsituationen unterschieden werden:

= RANKL/OPG <1 — resultierte aus einer ausgeglichenen oder hoheren Expression des

Knochenprotektors OPG im Verhiltnis zu RANKL. Daher wurde in diesen Féllen von
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einem ausgewogenen (Priventions-)Stadium des Knochenstoffwechsels ausgegangen
(Knochen-Erhaltung).

= RANKL/OPG > 1 — ergab sich, wenn die Konzentration des Osteoklasten-Aktivators
RANKL tiber der von OPG lag. Bei diesen Patienten wurde somit ein bestehendes
Ungleichgewicht des Knochenstoffwechsels zu Gunsten des Knochenverlustes

angenommen (Knochen-Abbau).

Bei der Berechnung des RANKL/OPG-Quotienten erfolgte folgende Anpassung:
- Im Falle von RANKL/OPG = 0/0 wurde dieser Quotient = 1 gesetzt und ein
ausgeglichener Knochenstoffwechsel unterstellt.
- Zum Abfangen von Nullen im Nenner (OPG = 0) bei gleichzeitiger Expression von
RANKL (=> RANKL/0) wurde der OPG-Wert = 0,5 gesetzt. Dies entsprach der
niedrigsten normalisierten OPG-Expression des untersuchten Genpools und

gewihrleistete somit einen moglichst zohen Quotienten.

Wie bereits erwihnt, wiesen die erhobenen Daten keine Normalverteilung auf. Um dennoch
weitere mogliche und bisher unbekannte Zusammenhénge erkennbar werden zu lassen,
wurden im Weiteren mehrfaktorielle Varianzanalysen als explorative Untersuchungen
durchgefiihrt. Anwendung fand hierbei wiederum das Statistikprogrammpaket
BMDP/Dynamic, Release 8.1 (Dixon, 1993). Zunichst wurden dabei fiir die explorative
zweifaktorielle Kovarianzanalyse die Gruppierungsfaktoren Geschlecht (ménnlich, weiblich)
und Erkrankung (Fraktur, Coxarthrose) bestimmt und die quantitative Einflussgrof3e
RANKL/OPG als Kovariable in die Berechnung einbezogen. Im Rahmen der explorativen
dreifaktoriellen Varianzanalyse wurde der RANKL/OPG-Quotient als dritter
Gruppierungsfaktor gewertet und ein Cutpoint entsprechend der einfaktoriellen Analyse bei
RANKL/OPG =1 gesetzt. Somit konnte bei dieser explorativen Analyse zusétzlich zwischen
folgenden RANKL/OPG-Gruppierungsfaktoren unterschieden werden:

- RANKL/OPG < 1: Knochen-Erhaltung
- RANKL/OPG > 1: Knochen-Abbau

Bei der statistischen Auswertung der gesamten Daten galt ein p-Wert von < 0,05 als statistisch
signifikant. Zur Beschreibung der Daten wurden die Mittelwerte, positive (+) und negative (-)

Standardabweichungen sowie p-Werte berechnet.
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3.2.10 Computertomographie der Hiiftkopfe — Knochendichtemessung

(Osteodensitometrie)

Um eine Einschitzung der Knochenmaterial- und geometrischen Eigenschaften sowie der
Knochendichte der untersuchten Femurkopfe zu erhalten, wurden 25 (13 Frakturen, 12
Coxarthrosen) der bei der Probenentnahme abgesetzten Knochenkappen mittels
Computertomographie (CT) gescannt. Hierbei fand der Computertomograph Brilliance CT
16-slice (Philips) der chirurgischen Abteilung der Klinik fiir Kleintiere der Justus-Liebig
Universitdt GieBen Verwendung. Es wurden helicale und axiale Scans mit einer Schichtdicke
von 0,7 mm sowie 1 mm angefertigt (Metadaten siche Anhang).

Als Kontrollstandard wurde neben den Knochenproben in jedem Lauf ein mit wassergefiilltes
Referenzphantom mitgescannt [Wasser weist definitionsgemél nu// (0) Hounsfield units (HU)
auf]. Dieses wurde auf dem Schlitten unterhalb der Knochenkappen platziert (Abb. 10). Die
Kalibrierung des Apparates erfolgte vor dem ersten Lauf und wurde ungeféhr nach einem
Drittel sowie zwei Drittel der Laufe wiederholt. Nach Erfassung der Daten wurden die Bilder
zweidimensional errechnet und anschlieBend dreidimensional rekonstruiert (Systemsoftware

V 1.2.5).

Abbildung 10: Computertomographie einer Hiiftkopfkappe.

Zur Messung der Knochendichte fand das Programm Synedra View Personal 3.2.0.3
Anwendung. Es wurde zunichst die Knochendichte des mittsagitalen Schnittes der nativen
computertomographischen Knochenscans mittels Polygone gemessen. AnschlieBend erfolgte
die Messung an zwei weiteren Schnitten. Diese wurden fiir alle Femurkopfkappen als die, in
der Mitte zwischen der mittsagitalen Ebene und den dufleren Kappenrindern liegenden

Schnitte, definiert (Abb. 11). Bei den Messungen wurde die Kortikalis ausgelassen und
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ausschlieBlich die Knochendichte (in HU) des spongidsen Knochens gemessen. Bei jedem

Patienten erfolgte eine Kontrolldichtemessung des Referenzphantoms (HU von Wasser = 0).

Mittsagitaler Schnitt

Abbildung 11: Schematische Darstellung der drei Ebenen der Knochendichtemessung.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte

Um die Reinheit der cDNA und somit den Erfolg der DNase-Behandlung zu gewéhrleisten,
wurden die Proben mit Hilfe des Referenzgens GAPDH in einer RT-PCR getestet und das
PCR-Produkt anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese sichtbar gemacht. Im Weiteren
wurde ausschlieBlich cDNA verwendet, die eine einzelne fiir GAPDH-spezifische Bande

aufwies und deren -RT-Ansatz keine Bande zeigte (Abb. 12).

Abbildung 12: Banden der GAPDH-PCR-Produkte;
links: Banden der GAPDH-PCR-Produkte von sieben verschiedenen Patienten (+RT),
rechts: ihre negativen -RT-Proben,
Produktgrofie GAPDH 81 bp,
M = Marker

4.2 RT-qPCR

Bevor auf die Einzelergebnisse eingegangen wird, ist darauf hinzuweisen, dass im Rahmen
der gesamten Studiendurchfiihrung keine Expressionsmuster der IL 4 und 13 in den Proben
nachgewiesen werden konnten, die entsprechend gingiger RealTime-Auswertungen
verwendbar und auswertbar waren. Die normalisierten Expressionen der detektierbaren IL (1,
6 und 10) stellten sich im Verhéltnis zu dem internen Kontrollgen GAPDH generell niedrig

dar.
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4.2.1 Ergebnisse der cDNA-Verdiinnungsreihe zur Kontrolle der
Primereffizienz und Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese der

RealTime-PCR-Produkte

Anhand der durchgefiihrten Verdiinnungsreihe der Positivkontrolle (buffy coat) wurde die
Effektivitiat und Funktion der IL-Primer kontrolliert. Da hierbei sowohl IL 4- als auch IL13-
mRNA detektiert wurde, konnte sichergestellt werden, dass der Mangel an IL 4 und 13 in den
beprobten Knochen nicht auf einen Fehler der Versuchsdurchfithrung oder der verwendeten
Primer zuriickfiihrbar ist. Die in der RT-qPCR zur Untersuchung der Genexpressionen
verwendeten IL-Primer zeigten in der cDNA-Verdiinnungsreihe der Positivkontrolle alle eine
Effizienz zwischen 98,7 % und 108,7 %. Des Weiteren wurde ihre Spezifitdt anhand der
Schmelzkurvenanalyse, die bei allen ein einzelnes spezifisches Amplifikationsprodukt zeigte,
bestitigt. Um sicher zu stellen, dass die amplifizierten DNA-Sequenzen den Zielgenen
entsprechen, wurde zusétzlich stichprobenartig eine Agarosegelelektrophorese der IL-
RealTime-PCR-Produkte durchgefiihrt. Fur die IL 4 und 13 wurde hierzu exemplarisch ein
Produkt aus der Verdiinnungsreihe eingesetzt (Abb. 13).

Abbildung 13: Banden der IL-RT-qPCR-Produkte;

A: IL 18, ProduktgréBe 117 bp; B: IL 4 (Positivkontrolle), ProduktgroBe 89 bp;
C: IL 6, Produktgréfie 107 bp; D: IL 10, ProduktgroBe 113;

E: IL 13 (Positivkontrolle), ProduktgroBe 185 bp; M = Marker
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4.3 Statistische Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

4.3.1 Ergebnisse der einfaktoriellen nichtparametrischen Analysen

Die Expressionen der untersuchten IL sowie von RANKL und OPG wurden auf Grund
fehlender Normalverteilung mittels einfaktorieller nichtparametrischer Statistikverfahren
analysiert. Hierbei wurden zwischen den drei detektierbaren IL 1, 6 und 10 keine
signifikanten Differenzen ihrer mRNA-Konzentrationen in den beprobten Knochen gefunden.
Der p-Wert lag bei 0,3344. Dennoch konnten, wenn auch nicht signifikant, Unterschiede in
der durchschnittlichen Expression beobachtet werden. Abbildung 14 gibt die hierbei
ermittelten mittleren IL-mRNA-Level sowie die Standardabweichungen der einzelnen

Interleukine wieder.
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Abbildung 14: Mittlere Expressionen (x) und Standardabweichungen (s) der IL der
Gesamtpatientenpopulation (n = 39);
p=03344

Im Durchschnitt der untersuchten Gesamtpopulation wurden fiir IL 1 die hochsten
Expressionen gemessen. IL 6 zeigte etwas niedrigere Werte, wo hingegen IL 10 das am
niedrigsten exprimierte detektierbare Interleukin darstellte. Wie oben erwiahnt, wurden in den

gesamten RT-qPCR-Léufen keine mRNA-Konzentrationen der IL 4 und 13 detektiert.
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4.3.1.1 Interleukin-Expression im Geschlechtervergleich

Zwischen den Geschlechtern konnten keine signifikanten Unterschiede der IL-Expressionen
festgestellt werden. Jedoch waren die gemessenen IL 1- und 6-Level der Frauen im
Durchschnitt gegeniiber denen der Méanner erhoht. IL 10 hingegen zeigte, wenn auch nur

leicht, hohere mRNA-Konzentrationen bei den ménnlichen Patienten (Abb. 15).
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Abbildung 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der IL-Expressionen im
Geschlechtervergleich, Gesamtpatientenpopulation (n = 39);
n = Anzahl der Frauen bzw. Ménner

Nachfolgend sind die entsprechenden Mittelwerte, Standardabweichungen sowie p-Werte von

Frauen und Ménnern tabellarisch dargestellt:

Tabelle 2: Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte der IL-Expressionen von Frauen
und Mdnnern, Gesamtpatientenpopulation (n = 39)

Mittelwert +/- Standardabweichung
IL 1 1,4132 0,9767 1,0142 1,0948 0,2343
IL 4 / / / / /
IL 6 1,0249 0,8597 1,1266 1,1967 0,6298
IL 10 0,5276 0,6157 0,8610 0,9127 0,7047
IL 13 / / / / /
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4.3.1.2 Expression der Interleukine bei Schenkelhalsfrakturen und Coxarthrosen

Die gemessenen mRNA-Mengen der IL 1, 6 und 10 wiesen deutliche Unterschiede zwischen

Coxarthrosepatienten und Personen mit einer Schenkelhalsfraktur auf (Abb. 16).
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Abbildung 16: p-Werte und Darstellung der mittleren IL-Expressionen samt Standardabweichungen
von Patienten mit Coxarthrose und Personen mit einer Schenkelhalsfraktur,
Gesamtpatientenpopulation (n = 39);

n = Anzahl der Patienten der entsprechenden Gruppe
* = signifikant, ** = hoch-signifikant, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % =
p=<0,05

Alle drei detektierbaren IL (IL 1, 6 und 10) waren in Knochen von Frakturpatienten deutlich
hoher exprimiert, als in Proben von Personen mit einer Coxarthrose. Es zeigte sich fiir IL 1
und 6 ein hoch-signifikanter (IL 1 p = 0,0004; IL 6 p = 0,0005), fiir IL 10 ein signifikanter (p
=0,0126) Unterschied zwischen den Coxarthrosepatienten und der Frakturgruppe (Tab. 3).
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Tabelle 3: Gegeniiberstellung der Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte der IL-
Expressionen von Coxarthrosepatienten und solchen mit einer Schenkelhalsfraktur,
Gesamtpatientenpopulation (n = 39)

Mittelwert +/- Standardabweichung
Interleukin = Frakturen _ Frakturen _ p-Wert
IL 1 1,9044 0,6765 0,7522 0,9583 0,0004**
IL 4 / / / / /
IL 6 1,6818 0,382 1,0735 0,855 0,0005**
IL 10 0,9652 0,2615 0,9543 0,681 0,0126*
IL 13 / / / / /

Tab. 3: * = signifikant
** = hoch-signifikant

4.3.1.3 Korrelation der Interleukine zu RANKL/OPG

Um einen Hinweis auf die Knochenstoffwechselsituation der Patienten zu erhalten, wurde aus
den Expressionswerten der Knochenmediatoren RANKL und OPG ihr Quotient
(RANKL/OPG) ermittelt. Im Rahmen der einfaktoriellen nichtparametrischen Analyse wurde
die Korrelation der IL-Expressionen mit der errechneten Ratio untersucht. Dabei konnte eine
Signifikanz der IL 10-mRNA-Konzentration mit RANKL/OPG (p = 0,0436) festgestellt
werden. Folglich war bei Patienten mit einem hoheren RANKL/OPG-Verhiltnis die IL 10-

Expression deutlich gesteigert.
Die Korrelation von IL 6 zu RANKL/OPG gilt als statistisch auffillig und war knapp nicht
signifikant (p = 0,0678). Es konnte somit eine Tendenz der Hochregulation des IL 6 bei

erhohter RANKL/OPG-Ratio festgestellt werden.

Nachfolgende Tabelle (Tab. 4) zeigt die ermittelten Mittelwerte, Standardabweichungen und
p-Werte der IL-Expressionen in Korrelation zu RANKL/OPG (< 1 oder > 1).
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Tabelle 4: Standardabweichungen, Mittel- und p-Werte der IL-Expressionen der Knochenproben
mit RANKL/OPG < 1 sowie RANKL/OPG > 1, Gesamtpatientenpopulation (n = 39)

Mittelwert +/- Standardabweichung
Interleukin  RANKL/OPG ~RANKL/OPG RANKL/OPG RANKL/OPG  p-Wert
<1 >1 <1 >1

IL 1 1,2523 1,1805 1,1521 1,0120 0,7789
IL 4 / / / / /
IL 6 0,7012 1,1398 1,1307 1,1484 0,0678
IL 10 0,1949 0,8567 0,5525 0,9753 0,0436*
IL 13 / / / / /

Tab. 4: * = signifikant
p unterstrichen = knapp nicht signifikant = statistisch auffllig

Anhand des Verhiltnisses von RANKL zu OPG konnte, wie bereits erwihnt, auf die
Knochenstoffwechselsituation der 39 untersuchten Patienten geschlossen werden. Daraus
ergaben sich /5 Personen mit einer RANKL/OPG-Ratio < 1 (ausgeglichene
Knochenumbaurate, Pravention des Knochenverlustes) und 24 Patienten mit RANKL/OPG >
1 (potenzieller Knochenverlust) (Abb. 17).
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Abbildung 17: Gegeniiberstellung der durchschnittlichen IL-Expressionen, Standardabweichungen und p-
Werte von Proben mit einer RANKL/OPG-Ratio < I und solchen mit RANKL/OPG > 1,
Gesamtpatientenpopulation (n = 39);

n = Anzahl der Patienten mit entsprechender RANKL/OPG-Ratio
*= signifikant, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % = p < 0,05
p unterstrichen = knapp nicht signifikant = statistisch auffallig
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4.3.2 Ergebnisse der explorativen mehrfaktoriellen Varianzanalysen

Die mehrfaktoriellen Varianzanalysen wurden auf Grund der fehlenden Normalverteilung der
erhobenen Daten als explorative Untersuchungen durchgefiihrt. Ziel dabei war es, in den

vorangegangenen Analysen moglicherweise nicht erfasste Korrelationen zu erkennen.

4.3.2.1 Explorative zweifaktorielle Kovarianzanalyse

Tabelle 5: p-Werte der zweifaktoriellen Kovarianzanalyse,
Gesamtpatientenpopulation (n = 39)

IL 1 IL 6 IL 10

Geschlecht (G) ‘ 0,3081 0,8379 0,5985
Arthrose/Fraktur (E) <0,0001 0,0005 0,0168
RANKL/OPG (Kovariable) 0,0141 0,7485 0,8874
Wechselwirkung GE ‘ 0,2672 0,7119 0,8812

Arthrose/Fraktur = Erkrankung (E)
Kovariable = abhidngige Variable
Wechselwirkung GE = Wechselwirkung zwischen G und E

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich, wurden bei der explorativen zweifaktoriellen Kovarianzanalyse
die Ergebnisse der einfaktoriellen nichtparametrischen Analyse aus Abschnitt 4.3.1.2
bestitigt. Es konnten hier ebenfalls fiir IL 1 und 6 hoch-signifikante (IL 1 p <0,0001; IL 6 p =
0,0005) und fiir IL 10 (p = 0,0168) signifikante Unterschiede der IL-mRNA-Konzentrationen
in arthrotischen bzw. frakturierten Knochenproben belegt werden.

Des Weiteren zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang von IL 1 mit RANKL/OPG (p =
0,0141). Eine Wechselwirkung zwischen Geschlecht und Art der Erkrankung (Fraktur,
Coxarthrose) wurde nicht gefunden. Mittelwerte und Standardabweichungen sind im Anhang

aufgefiihrt (Tab. 7).
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4.3.2.2 Explorative dreifaktorielle Varianzanalyse

Unter Einbeziehung der RANKL/OPG-Ratio in die Varianzberechnung als weiterer

Gruppierungsfaktor, ergab sich eine Zuordnung der untersuchten Frauen und Méanner mit

einer Coxarthrose oder einer Schenkelhalsfraktur in Gruppen mit einem ausgeglichenen
(RANKL/OPG < 1) oder sich im Stadium des Knochenverlustes (RANKL/OPG > 1)
befindlichen Knochenstoffwechsel (Abb. 18).
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Abbildung 18: Normalisierte IL-Expression und Gruppenzuordnung der Patientenpopulation der

explorativen dreifaktoriellen Varianzanalyse, Gesamtpatientenpopulation (n = 39);
w = weiblich, m = ménnlich

Fr = Fraktur, Co = Coxarthrose,

Erh. = Knochen-Erhalt (RANKL/OPG < 1)

Abb. = Knochen-Abbau (RANKL/OPG > 1)

n = Anzahl der Patienten in der entsprechenden Gruppe

Die p-Werte der explorativen dreifaktoriellen Varianzanalyse sind in nachfolgender Tabelle,

die Mittelwerte und Standardabweichungen im Anhang (Tab. 8, Abb. 24) dargestellt.
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Tabelle 6: p-Werte der dreifaktoriellen Varianzanalyse,
Gesamtpatientenpopulation (n = 39)

Faktor IL1 IL 6 IL 10
Geschlecht (G) 0,346 0,3967 0,7988
Arthrose/Fraktur (E) <0,0001 0,0328 0,1802
RANKL/OPG (R) 0,1601 0,028 0,0654
Wechselwirkung GE 0,5939 0,4228 0,5933
Wechselwirkung GR 0,0903 0,291 0,3779
Wechselwirkung ER 0,3254 0,3279 0,8278
Wechselwirkung GER 0,4026 0,6715 0,545

Arthrose/Fraktur = Erkrankung (E)

Wechselwirkung GE/GR/ER/GER = Wechselwirkung zwischen den entsprechenden
Gruppierungsfaktoren

p unterstrichen = knapp nicht signifikant = statistisch auffillig

Auch bei der dreifaktoriellen Varianzanalyse ergaben sich bei IL 1 (p <0,0001) bzw. 6 (p =
0,0328) hoch- bzw. signifikante Korrelationen mit der ,,Primar“-Erkrankung.

IL 6 wies auflerdem eine Signifikanz von p = 0,028 zu RANKL/OPG auf. D.h., bei einer
hoheren Ratio von RANKL zu OPG wurden hohere mRNA-Konzentrationen des IL 6
gemessen. Ebenfalls in Verbindung mit einem hohen RANKL/OPG-Verhiltnis wurde eine
statistische Auffilligkeit des IL 10 gefunden, die mit einem p-Wert von 0,0654 statistisch
knapp nicht signifikant war.

4.4 Ergebnisse der computertomographischen Darstellungen und
Osteodensitometrie

Die Knochendichtemessungen der Femurkappen-CT-Scans ergaben — unter Einbeziehung der
minimalen und maximalen HU-Werte jedes gemessenen Schnittes — in der Frakturgruppe
einen mittleren HU-Wert von 287.4 und bei den Patienten mit einer Coxarthrose einen

Mittelwert von 489,71 HU (Abb. 19).
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Abbildung 19: HU-Mittelwerte der gemessenen Knochendichte der Femurkappen
von Fraktur- und Coxarthrosepatienten.

Im Folgenden sind exemplarisch zwei- und dreidimensionale Rekonstruktionen der CT-Scans
dargestellt (Abb. 20, Abb. 21).

Abbildung 20: Exemplarische Darstellung computertomographischer Schnitte der Hiiftkopfkappen
(a, b);
a) Coxarthrose, weiblich, 77 Jahre (J.); b) Coxarthrose, weiblich, 75 J.
¢) Schenkelhalsfraktur, weiblich, 86 J.; d) Schenkelhalsfraktur, mannlich, 75 J.
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Abbildung 21: Exemplarische dreidimensionale Darstellung einer Hiiftkopfkappe;
(Schenkelhalsfraktur, weiblich, 98 Jahre)
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse der einfaktoriellen nichtparametrischen
Analysen

Ungeachtet der Probenherkunft (Coxarthrose-/Schenkelhalsfrakturpatient) zeigte der
Vergleich der Expressionen der detektierten IL 1, 6 und 10 anndhernd gleiche
Expressionshohen aller drei Zytokine. IL 1 wies insgesamt die hochsten mRNA-Werte auf,
wihrend IL 6 etwas niedriger und IL 10 am niedrigsten exprimiert waren. Es ergaben sich
jedoch keine signifikanten Unterschiede ihrer mRNA-Konzentrationen. Die Diskussion der
Expressionen der IL 1, 6, und 10 erfolgt nachstehend im Kontext der Erorterung der weiteren
Ergebnisse der einfaktoriellen nichtparametrischen Analysen (vgl. Kap. 5.1.1 - 5.2.2).

In keiner untersuchten Probe waren messbare mRNA-Mengen der IL 4 und 13 nachweisbar.

Dieses Ergebnis wird an spaterer Stelle ausfiihrlich diskutiert (vgl. Kap. 5.3).

5.1.1 Interleukin-Expression im Geschlechtervergleich

Die IL 1, 6 und 10 zeigten keinen bedeutenden Unterschied ihrer mRNA-Expression
zwischen Frauen und Minnern. Dies kann auf den ersten Blick verwundern, galt doch die
Osteoporose auf Grund des postmenopausalen Wegfalls des knochenprotektiven
Ostrogeneffektes lange Zeit als eine typische Frauenerkrankung (WHO Technical Report
Series, 1994; Hiussler et al., 2006). Bei der Interpretation des Ergebnisses ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass ausschlieflich Knochen von Frauen und Ménnern mit einem
Lebensalter von mindestens 60 Jahren (mittleres Alter = 73,5 + 9,6) untersucht wurden. Das
ist von bedeutender Relevanz, da sich mit hoherem Lebensalter bei beiden Geschlechtern die
gleiche Form der Osteoporose — die senile Osteoporose — manifestiert (Riggs et al., 1998,
2002; Adler, 2006) und somit Ménner und Frauen dieser Altersklasse dhnliche Zytokinprofile
aufweisen. Diese Low-Turnover-Osteoporose ist durch einen langsamen, kontinuierlich
fortschreitenden Knochenverlust charakterisiert (Riggs et al., 1998, 2002; Adler, 2006; Duque
und Troen, 2008). Bei Frauen geht diesem Low-Turnover, bedingt durch den
postmenopausalen Ostrogenmangel, ein beschleunigter Knochenschwund (High-Turnover;
iiber ca. 10 Jahre postmenopausal) voran (Riggs et al., 1998, 2002; Eriksen et al., 1999; Adler,
2006). Es gibt Hinweise darauf, dass in der zweiten postmenopausalen Dekade der Frau und

der entsprechenden Low-Turnover-Osteoporose des Mannes die Zytokin-Synthese im
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Unterschied zum frithen beschleunigten Knochenverlust des High-Turnovers veréndert ist. So
konnten Scheidt-Nave et al. (2001) lediglich in der frithen postmenopausalen Phase eine
Korrelation erhéhter Serum-IL 6-Level mit osteoporotisch bedingtem Knochenschwund
finden. Bei Patientinnen jenseits der ersten postmenopausalen Dekade waren die IL-
Konzentrationen jedoch — analog der im Rahmen der vorliegenden Arbeit lokal gemessenen
niedrigen IL-Knochenexpressionsmuster — deutlich niedriger und nicht signifikant.
Entsprechende Ergebnisse lieferten auch vorangegangene Zellkulturstudien. Hier wurde eine
erhohte Zytokin-Produktion in humanen mononukledren Zellen (Pacifici et al., 1993) und
Knochenmarkszellen (Bismar et al., 1995) bei frith-, jedoch nicht spit-postmenopausalen

Frauen gemessen. Als Kontrollgruppen dienten dabei jeweils Zellen pramenopausaler Frauen.

Die gemessenen IL-Expressionen des untersuchten Patientenklientels waren in Relation zu
dem internen Referenzgen GAPDH generell niedrig. Aulerdem waren keine bedeutenden
Konzentrationsunterschiede der untersuchten IL zwischen den Geschlechtern festzustellen.
Diese niedrigen geschlechtsunspezifischen Konzentrationen sind durch das hohe mittlere
Alter der Patientenpopulation (gesamt = 73,5 & 9,6; Ménner = 70,6 + 8,4; Frauen = 76,1 + 10)
begriindet. Im Einklang mit den Erkenntnissen der oben genannten Forschungsgruppen sowie
weiteren Ver6ffentlichungen (Riggs et al., 1998, 2002; Adler, 2006; Duque und Troen, 2008)
lassen diese Ergebnisse auf eine Low-Turnover-Osteoporose der in diese Arbeit einbezogenen
spat-postmenopausalen Frauen sowie dlteren Méanner schlieBen. Die demnach bei beiden
Geschlechtern vorliegende Knochenstoffwechselsituation der senilen Osteoporose oder
zumindest des altersabhingigen Knochenverlustes, stellt somit eine Erkldrung fiir die nicht
vorhandenen Unterschiede der IL-mRNA-Expressionen der Knochenproben von Frauen und
Minnern dar. In Ubereinstimmung mit den erhobenen Daten stehen die Ergebnisse von Zupan
und Kollegen (2012), die in einem &hnlichen Studiendesign ebenfalls keine signifikanten
geschlechtsspezifischen Unterschiede der Zytokine-Expressionen in Knochenproben von

Patienten mit einem Mindestalter von 65 Jahren fanden.

Die Diagnose einer High- bzw. einer Low-Turnover-Osteoporose ist in der Praxis
insbesondere fiir die Wahl der richtigen Therapie essenziell. Eine Unterscheidung und
anerkannte Diagnostik dieser beiden Osteoporose-Typen ist bisher jedoch nur mittels
histologischer Untersuchungen von Knochenbiopsien moglich (Mehl et al., 2002; Malluche et
al., 2007). Parallel zu den molekularbiologischen Studien der vorliegenden Arbeit wurden im

Rahmen desselben Teilprojektes morphologische Untersuchungen histologischer Schnitte der
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beprobten Hiiftkopfe durchgefiihrt. Die Befunde spiegeln, in Anlehnung an die von Mehl et
al. (2002) aufgestellten Kriterien zur Beurteilung der Knochenqualitit, die Rarefizierung der

Trabekel eines insgesamt zellarmen Hartgewebes — und somit einer Low-Turnover-

Knochenstoffwechselsituation — wider (Abb. 22).
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Abbildung 22: Reprisentative Histologien der resezierten Hiiftkopfspongiosa (a - d);

(a, b) Rarefizierung der Knochenbélkchen nach Fragilitétsfrakturen des
Schenkelhalses (Frakturgruppe).

(c, d) Reprisentative Spongiosa-Verhéltnisse nach Resektion des Hiiftkopfes im Zuge
von Coxarthrosen (Coxarthrosegruppe).

(a - d) Himatoxylin-Eosin-Farbung Paraffin-eingebetteter Proben.

Bei Betrachtung der mittleren Expressionswerte wiesen die weiblichen Patienten trotz
fehlender Geschlechtssignifikanz leicht hohere Konzentrationen der IL 1 und 6 im Vergleich
zu den Minnern auf. Diese beiden pro-inflammatorischen IL induzieren unter
Ostrogendefizienz, sowohl direkt, als auch iiber die Stimulation weiterer lokaler Mediatoren
indirekt, sehr potent die Knochenresorption. Entsprechend erhéhte Expressionsprofile sowie
ein damit korrelierter Knochenverlust wurden unter Ostrogenmangel in der Vergangenheit
umfassend durch zahlreiche in vitro und in vivo Tiermodelle (Jilka et al., 1992; Poli et al.,
1994; Kimble et al., 1994; Kitazawa et al., 1994; Kon et al., 2001) sowie humane
Zellkulturstudien (Bismar et al., 1995; Zheng et al., 1997) und diverse
Serumkonzentrationsmessungen (Scheidt-Nave et al., 2001; Charatcharoenwitthaya et al.,
2007) belegt. Untersuchungen der lokalen Expressionsmuster dieser potenten
Knochenresorptionsstimulatoren wurden zwar durch einige wenige Arbeitsgruppen an

Knochenmaterial beider Geschlechter (Tsangari et al., 2004; Abdallah et al., 2005) sowie von
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Pino et al. (2010) an Fliissigkeitsiiberstinden von Knochenmarksaspiraten durchgefiihrt, doch
geschlechtsvergleichende Ergebnisse sind rar.

Die in der vorliegenden Untersuchung festgestellten leicht erhéhten IL-Expressionen der
weiblichen Probanden, lassen sich moglicherweise durch die individuell unterschiedlichen
Expressionsmuster der Patienten erkldren. Entsprechend sind diskontinuierliche sowie
altersabhingige Zytokin-Verdnderungen beschrieben (Pacifici et al., 1993; Bismar et al.,

1995; Scheidt-Nave et al., 2001; Pfeilschifter et al., 2002).

IL 10 hingegen zeigte in der Spongiosa ménnlicher Patienten geringgradig hhere mRNA-
Level im Verhiltnis zu dem Niveau der IL 10 mRNA der Spongiosa von Frauen. Diese
konnen als kompensatorische Antwort auf die aus dem Gleichgewicht laufenden
Knochenstoffwechselvorginge der sich teilweise zum Entnahmezeitpunkt noch in einer
jiingeren Phase des Knochenverlustes befindlichen ménnlichen Patienten angesehen werden.
Diesbeziiglich ist anzumerken, dass der Altersdurchschnitt der ménnlichen Probanden bei
70,6 (+ 8,4) Jahren lag. Méanner erleiden im Durchschnitt zein Jahre spéter als Frauen eine
osteoporotisch bedingte Fraktur, was eine langsamere und somit spéater auftretende
Manifestation der Erkrankung verdeutlicht. Dementsprechend empfiehlt die International
Society for Clinical Densitometry (ISCD) eine Knochendichtmessung bei Ménnern, die keine
zusitzlichen Risikofaktoren aufweisen, erst ab dem 70ten Lebensjahr, wihrend die
Messungen bei Frauen bereits ab einem Alter von 65 Jahren durchgefiihrt werden sollten
(Adler, 2006). Als anti-inflammatorisches IL unterdriickt IL 10 die Sekretion
entziindungsférdernder Zytokine, wie IL 1, 6, TNF o und M-CSF durch verschiedene
Entziindungszellen (Fiorentino et al., 1991a und b; Waal Malefyt et al., 1991; Clarke et al.,
1998). AuBerdem weist es durch Hemmung der Osteoklastendifferenzierung direkte (Xu et
al., 1995; Hong et al., 2000; Lovibond et al., 2003; Mohamed et al., 2007) sowie, vermittelt
durch Hochregulation der OPG- und Unterdriickung der RANKL-Synthese, indirekte (Liu et
al., 2006) Osteoklasten-inhibierende Effekte auf.

5.1.2 Expression der Interleukine bei Schenkelhalsfrakturen und Coxarthrosen
Die ermittelten Daten belegen deutlich hohere Konzentrationen der IL 1, 6 und 10 bei
Patienten mit einer Fraktur und stimmen mit Ergebnissen iiberein, die entsprechende Zytokin-
Expressionsprofile in frakturierten Knochen dokumentieren (Einhorn et al., 1995; Hauser et

al., 1996; Kon et al., 2001; Cho et al., 2002; Abdallah et al., 2005; Lange et al., 2010;
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D’Amelio et al., 2011). Tsangari und Kollegen (2004) fanden ebenfalls erhohte IL 6-
Konzentrationen in Knochenmaterial humaner Fragilitétsfrakturen (Patientenalter > 73 Jahre),
verglichen mit Knochenbiopsien von Personen ohne bekannte skelletale Beschwerden
(Patientenalter > 70 Jahre). Anzumerken ist hier lediglich, dass die untersuchte
Patientenpopulation relativ klein war (n = 13 je Gruppe). Analog der Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit verglichen Zupan et al. (2012) Zytokin-Expressionen frakturierter
Knochen mit Knochenproben osteoarthrotischer Frauen und Ménner mit einem Mindestalter
von 66 Jahren. Auch sie zeigten deutlich erhohte IL 1- und 6-Expressionen in der
Frakturgruppe. Allerdings galt in ihrem Studiendesign eine radiologisch bestitigte
Fragilititsfraktur als klinische Diagnose einer Osteoporose, sodass die Autoren in ihren
Ergebnissen eine osteoporotisch bedingte Steigerung der IL-Synthese sahen, jedoch keinen
frakturbedingten Zusammenhang in Erwédgung zogen. Zu erkléren sind die erhdhten IL-
Expressionen post fracturam jedoch vor allem durch die initial nach einer Fraktur initiierte
Entztiindungsreaktion. Diese ist durch die Infiltration zahlreicher Entziindungszellen
(Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten) mit entsprechender Freisetzung
ihrer pro- sowie anti-inflammatorischen Zytokine gekennzeichnet und stellt die erste Phase
der Frakturheilung dar (Schindeler et al., 2008; Pape et al., 2010; Kolar et al., 2011). Hiermit
ibereinstimmend konnten Hauser et al. (1996) deutlich hohere Konzentrationen des IL 10 in
humanen Frakturhdmatomen finden. In derselben Studie wurde gezeigt, dass gemessene
Serumtiter nicht die lokalen Verhéltnisse widerspiegeln und diskontinuierlich zu sein
scheinen. Auch in verschiedenen Mausmodellen wurden erhéhte IL-Level (IL 1 und 6) in
durch eine Fraktur gekennzeichneten Knochen nachgewiesen (Kon et al., 2001; Cho et al.,

2002; Lange et al., 2010).

Sicherlich ist eine osteoporotisch bedingte Steigerung der lokalen IL-Produktion nicht
eindeutig auszuschliefen. Gilt doch ein Anstieg, insbesondere pro- (aber auch anti-)
inflammatorischer Zytokine, als charakteristisch fiir das molekulare Bild der Osteoporose
unter Ostrogendefizienz (Horowitz, 1993; Manolagas, 2000; Pfeilschifter et al., 2002; Zupan
et al., 2013). In mehreren Untersuchungen der Zytokin-Serum-Konzentrationen dlterer
Menschen wurde dementsprechend der Zusammenhang erhéhter inflammatorischer
Knochenmarker mit der Inzidenz des Frakturrisikos untersucht. Die meisten verdffentlichten
Daten stimmen tiberein und beschreiben erhohte Blutspiegel von inflammatorischen Markern
als prognostizierend fiir einen Knochenverlust sowie ein erhohtes Frakturrisiko (Scheidt-Nave

et al., 2001; Cauley et al., 2007; Ding et al., 2008; Barnour et al., 2012). Diese Resultate
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belegen den Zusammenhang bereits prae fractura veranderter Konzentrationen von in die
Pathogenese der Osteoporose involvierten Zytokinen und einem osteoporotischen
Knochenverlust sowie einem erhohten Frakturrisiko. Daher sind die vielfach beschriebenen
im Alter unter Ostrogendefizienz auftretenden Verénderungen des Knochenstoffwechsels und
die damit einhergehenden Abweichungen der Zytokin-Expressionen auch bei den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit nicht zu unterschitzen. Insbesondere, da sie fiir die Destruktion der
Knochenstruktur und somit fiir den Verlust von Knochenmasse und -dichte verantwortlich
sind (Pfeilschifter et al., 2002; Zupan et al., 2013). Jedoch ist auch hier auf die
Differenzierung der unterschiedlichen Formen des Knochenverlustes (High- bzw. Low-
Turnovers) hinzuweisen. So werden Unterschiede der Mechanismen und molekularen
Mediatoren der Ostrogen-vermittelten Effekte auf die Zytokin-Expression sowie des friih-
postmenopausalen beschleunigten und des spiten langsamen Knochenverlustes der Frau
sowie dem entsprechenden kontinuierlichen Knochenschwund des Mannes angenommen (vgl.
Kap. 5.1.1). Demnach scheinen sich die Expressionsprofile der involvierten
knochenmodulierenden Zytokine, so auch der IL 1 und 6, zum einen individuell
diskontinuierlich (zyklisch bzw. biphasisch) und zum anderen mit fortschreitendem Alter zu
verdndern (Pacifici et al., 1993; Bismar et al., 1995; Scheidt-Nave et al., 2001; Pfeilschifter et
al., 2002). Entsprechend der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit scheint somit der von einem
Low-Turnover-Knochenverlust gekennzeichnete Knochen eher unauftillige
Expressionsmuster aufzuweisen, wéhrend ein Frakturgeschehen einen signifikanten Anstieg

bestimmter Zytokine (wie der hier nachgewiesenen IL 1, 6 und 10) initiiert.

Zur Beurteilung der gewonnenen Daten ist dariiber hinaus zu beriicksichtigen, dass im
Rahmen der vorliegenden Untersuchung die pro-inflammatorischen IL 1 und 6 hoch-
signifikant mit Frakturen, jedoch nicht mit hohen RANKL/OPG-Quotienten korrelierten (vgl.
Kap. 5.1.3). Letztere gelten als Hinweis auf eine gesteigerte Osteoklastengenese mit
vermehrter Knochenresorption. Zusitzlich war auch IL 10, entsprechend seiner bekannten
anti-inflammatorischen Funktion post fracturam (Hauser et al., 1996) signifikant in Proben
der Frakturgruppe hochreguliert. Somit scheint ein ausschlieBlich osteoporotisch bedingter
Anstieg der gemessenen lokalen IL-Expressionen weniger wahrscheinlich als eine direkte
Kausalitét des Frakturgeschehens. Um die Expressionsprofile kausal beurteilen zu kénnen,
hitte osteoporotisches, nicht durch Frakturen betroffenes Gewebe in die Untersuchungen
implementiert werden miissen. Dieses stand jedoch aus ethischen Griinden nicht zur

Verfiigung (vgl. Kap. 3.1.1). Dennoch geben die ermittelten Ergebnisse im Sinne der
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eingangs formulierten Zielsetzung der Arbeit einen wertvollen Einblick in das
Knochenmikromilieu des frakturierten und von Knochenverlust gekennzeichneten Knochens

ilterer Menschen.

5.1.3 Korrelation der Interleukine zu RANKL/OPG

Die Interaktionen der drei Proteine des RANK/RANKL/OPG-Systems sind essenzielle
Regulationsmechanismen der Osteoklastengenese und Knochenresorption. Das Verhiltnis des
Osteoklasten-Aktivators RANKL zu seinem 16slichen decoy Rezeptor OPG gilt als Indikator
fiir das Ausmalf des systemischen Knochenverlustes. Daher gilt ein Ungleichgewicht des
RANKL/OPG-Verhiltnisses zu Gunsten von RANKL, als ein Hinweis auf eine gesteigerte
Osteoklastengenese und somit auf eine vermehrte Knochenresorption (Wei et al., 2005;

Boyce und Xing, 2007; Weitzmann, 2013).

Bei 15 der untersuchten 39 Patienten resultierten niedrige RANKL/OPG-Werte (< 1) aus
ausgeglichenen oder erhohten OPG-Expressionen im Verhéltnis zu RANKL. Daher wurde in
diesen Fillen auf einen ausgewogenen Knochenstoffwechsel geschlossen. Die restlichen 24
Probanden zeigten, auf Grund des vermehrten Vorhandenseins von RANKL bei niedriger
OPG-Konzentration, RANKL/OPG-Werte von > 1. Es wurde daher von einer potenziell
verdnderten Knochenumbaurate mit erhdhter Knochenresorption ausgegangen. Auf Grund
geschlechtsunspezifischer, niedriger IL-Expressionen sowie des Alters der
Patientenpopulation konnte auf eine Low-Turnover-Osteoporose dieser Patienten geschlossen
werden. Diese Annahme fand durch morphologische Untersuchungen histologischer Schnitte

der beprobten Hiiftkopfe ihre Bestéitigung (Abb. 22).

IL 10 war mit RANKL/OPG positiv korreliert, d.h. Patienten mit einer hoheren
RANKL/OPG-Ratio wiesen hohere IL 10-Werte im Vergleich zu Personen mit niedrigerem
RANKL/OPG auf. Im Rahmen dieses verschobenen RANKL/OPG-Gleichgewichtes erscheint
die positiv korrelierte Synthese des anti-inflammatorischen IL 10 als ein kompensatorischer
Effekt, um die Osteoklasten-stimulierenden RANKL-Effekte abzufangen bzw. durch
Reduktion der RANKL-Synthese abzumildern (Xu et al., 1995; Hong et al., 2000; Lovibond
et al., 2003; Liu et al., 2006; Mohamed et al., 2007). Die statistisch auffillige, jedoch nicht
signifikante Expression des inflammatorischen IL 6 im Zusammenhang mit einem hohen

RANKL/OPG-Quotienten, kénnte ein weiteres Indiz fiir die gesteigerten Knochenumbauraten

65



DISKUSSION

der betroffenen Patienten sein. So gilt IL 6 als ein direkter Aktivator der Osteoklastengenese
(Pacifici et al., 1996; Lorenzo et al., 2008) und wurde u.a. von Palmqyvist et al. (2002) als ein
potenter Stimulator der RANKL-Synthese beschrieben.

Darauf hinzuweisen ist, dass erhohte RANKL/OPG-Quotienten auch in Untersuchungen
gefunden wurden, die einen Zusammenhang der erhdhten Ratio mit einem Frakturgeschehen
begriinden (Kon et al., 2001; Tsangari et al., 2004; Abdallah et al., 2005). Entsprechend
beschreiben D’ Amelio et al. in einer jiingeren Studie (2011) einen erhshten RANKL/OPG-
Quotient sowie erhohte Level Osteoklasten-stimulierender Zytokine (u.a. M-CSF, RANKL)
bei Fragilititsfrakturen. Da der ,,Knochenresorptions-Indikator (RANKL/OPG > 1) in den
vorliegenden Ergebnissen der einfaktoriellen nichtparametrischen Analysen weder eine
signifikante Korrelation zum Frakturgeschehen noch zu den pro-inflammatorischen IL 1 und
6 aufwies, diese jedoch hochsignifikant mit dem Frakturgeschehen korreliert waren, ist ein
frakturbedingter RANKL/OPG-Anstieg allerdings eher auszuschlieBen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse der explorativen mehrfaktoriellen
Varianzanalysen

Die mehrfaktoriellen Varianzanalysen wurden, wie bereits dargelegt, auf Grund fehlender
Normalverteilung als explorative Datenerhebungen durchgefiihrt. Ziel dabei war es, in
vorangegangenen Analysen moglicherweise nicht erfasste Zusammenhénge der erhobenen
Daten zu erkennen. Auch wenn sich hierdurch keine représentativen Ergebnisse generieren
lieBen, untermauern die explorativen Daten die Ergebnisse der einfaktoriellen
nichtparametrischen Analysen. Dariiber hinaus konnten weitere Korrelationen der

beobachteten Daten gefunden werden.

5.2.1 Explorative zweifaktorielle Kovarianzanalyse

Bei der explorativen zweifaktoriellen Kovarianzanalyse wurden die Ergebnisse der
einfaktoriellen nichtparametrischen Analysen bestétigt. Auch hier fanden sich in den Proben
der Frakturgruppe fiir IL 1 sowie IL 6 hoch-signifikant und fiir IL 10 signifikant hohere
Expressionen im Vergleich zu Patienten mit einer Coxarthrose (vgl. Kap. 5.1.2). Zusitzlich
zeigte IL 1 eine positive Signifikanz mit dem Quotienten aus RANKL/OPG.
Dementsprechend waren bei hdheren RANKL/OPG-Werten ebenfalls hohere IL 1-
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Konzentrationen nachweisbar. Zu erkldren ist dieser Zusammenhang durch die bedeutende
Rolle des IL 1 im Rahmen des altersbedingten Knochenverlustes. Dieses inflammatorische IL
gilt als einer der potentesten Stimulatoren der Knochenresorption (Pacifici, 1996; Romas und
Martin, 1997; Jilka, 1998) sowie als einer der wichtigsten Vermittler des Knochenverlustes
unter Ostrogenmangel (Charatcharoenwitthaya et al., 2007). Entsprechend sind hohe IL 1-
mRNA-Level bei gleichzeitig hohem RANKL/OPG im Rahmen des osteoporotischen
Knochenverlustes nachvollziehbar. So induziert IL 1 in Verbindung mit TNF a iiber eine
Steigerung der RANKL- und M-CSF-Expression von Stromazellen und Osteoblasten die
Osteoklastengenese (Kimble et al., 1996; Hofbauer et al., 1999b; Eghbali-Fatourechi et al.,
2003; Teitelbaum, 2004; Wei et al., 2005; D’ Amelio et al., 2008). Zusétzlich sind direkte
Effekte des IL 1 auf die Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung beschrieben (Jimi et al.,
1999; Wei et al., 2005). Dadurch sind hohe IL 1-Werte bei einer Verschiebung der
Knochenremodelierung in Richtung des vermehrten Knochenabbaus (RANKL/OPG > 1)
erkldrbar. Allerdings wirft dieser Zusammenhang erneut die Frage der tatséchlichen —
osteoporotischen oder frakturbedingten — Kausalitét auf, was im Anschluss weiter diskutiert

wird.

5.2.2 Explorative dreifaktorielle Varianzanalyse

In Ergidnzung zu der mittels explorativer zweifaktorieller Kovarianzanalyse dargelegten
positiven Korrelation des IL 1 zu RANKIL/OPG, wurde durch die explorative dreifaktorielle
Varianzanalyse eine positive Signifikanz des IL 6 mit RANKL/OPG gefunden. Dieser
Zusammenhang untermauert die statistisch aufféllige Korrelation von IL 6 mit RANKL/OPG
der einfaktoriellen Analyse. Entsprechend seiner bedeutenden Osteoklasten-stimulierenden
(Pacifici et al., 1996; Lorenzo et al., 2008) und die RANKL-Synthese induzierenden
(Palmgqvist et al., 2002) Wirkung ist eine IL 6-Hochregulation — analog IL 1 — im Rahmen
eines verdnderten Knochenstoffwechsels mit vermehrter Knochenresorption (RANKL/OPG >
1) erkldrbar. Allerdings werfen diese Zusammenhinge erneut die Frage der tatséchlichen —
osteoporotischen oder frakturbedingten — Kausalitét auf. Die zu IL 1 und 6 korrelierten
hoheren RANKL/OPG-Werte lassen sich zum einen durch die Pathogenese der (senilen)
Osteoporose erkldren oder zum anderen als Antwort auf die erhohten IL 1- und IL 6-Werte
post fracturam werten. Beide IL waren bei der Datenanalyse jedoch entsprechend der
einfaktoriellen nichtparametrischen Analysen (hoch-)signifikant mit der Frakturgruppe

korreliert. Daher gilt auch hier ein frakturbedingter Anstieg dieser pro-inflammatorischen IL
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als wahrscheinlicher. Es kann demnach eher davon ausgegangen werden, dass der gefundene
Zusammenhang ein erhohtes Frakturrisiko bei verdndertem Knochenstoffwechsel mit
gesteigerter Knochenresorption bestitigt (DVO-Leitlinie Osteoporose, 2009). Somit
begiinstigt ein Ungleichgewicht von RANKL und OPG zu Gunsten des vermehrten
Knochenabbaus ein Frakturgeschehen (Wei et al., 2005; Boyce und Xing, 2007; Weitzmann,
2013). Entsprechend wurde im Rahmen der explorativen dreifaktoriellen Varianzanalyse in
der Frakturgruppe eine grofere Personenanzahl mit hoher RANKL/OPG-Ratio (> 1) als in der
Coxarthrosegruppe gefunden (Abb. 23). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dhnlichen
Studien, die ebenfalls erh6hte RANKL/OPG-Verhiltnisse in von Knochenverlust
gekennzeichneten fragilen Knochen fanden (Abdallah et al., 2005; D’ Amelio et al., 2011).
Das Frakturgeschehen wiederum hat auf Grund entziindlicher Zellinfiltrationen die
Hochregulation der IL 1 und 6 zur Folge (Schindeler et al., 2008; Pape et al., 2010; Kolar et
al., 2011).

Unter Einbeziehung aller Gruppierungstfaktoren [Geschlecht, Erkrankung (Fraktur oder
Coxarthrose) und RANKL/OPG (< 1 bzw. > 1)] erfolgte mittels dreifaktorieller
Varianzanalyse eine explorative Differenzierung der Patientenpopulation (Abb. 23; IL-

Expressionen: Abb. 24).

39 Hiiftkdpfe von > 60 jahrigen Frauen und Mannern, mittleres Alter = 73,5 (+ 9,6)

davon 22 Coxarthrosen, mittleres Alter= 69,9 (=7,1)

/ N\

21 Frauen 18 Manner
76,1 (+10) m. A. 70,6 (* 8,4)
11 Coxarthrosen 11 Coxarthrosen
m. A.=72,5(£7,3) m. A. =67,5(£6,3)
Kn.-Erh. Kn.-Abb. Kn.-Erh. Kn.-Abb. Kn.-Erh. Kn.-Abb.  Kn.-Erh. Kn.-Abb.
n=7 n=4 n=2 n=8 n=1 n=6 n=>5 n=6

Abbildung 23: Differenzierung der Patientenpopulation, Gesamtpatientenpopulation (n = 39);
Kn.-Erh. = Knochen-Erhalt (RANKL/OPG < 1)
Kn.-Abb. = Knochen-Abbau (RANKL/OPG > 1)
m. A. = mittleres Alter in Jahren
n = Anzahl der Patienten in der entsprechenden Gruppe
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Die explorative dreifaktorielle Varianzanalyse verdeutlicht, dass lediglich drei Probanden (2
Frauen, 1 Mann) der insgesamt 17 Patienten der Frakturgruppe (10 Frauen, 7 Ménner) einen
priventiven bzw. ausgeglichenen Knochenstoffwechsel aufwiesen (RANKL/OPG < 1). Die
Mehrzahl der von einer Fraktur betroffenen Personen (14 aus 17) zeigte auf Grund ihrer
hohen RANKL/OPG-Ratio von > 1 den Hinweis auf einen sich im Stadium des
Knochenverlustes befindlichen skelletalen Stoffwechsel. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit Kenntnissen der Osteoporose-Forschung, gilt doch ein Ungleichgewicht des
RANK/RANKL/OPG-Systems als Indikator des osteoporotischen Knochenverlustes und
somit des fragilen Knochens (Wei et al., 2005; Boyce und Xing, 2007; Weitzmann, 2013).
Entsprechend sehen einige Autoren durch Bagatelltraumen verursachte Frakturen dlterer
Personen als alleiniges Indiz einer gesicherten Osteoporose (Tsangari et al., 2004; Zupan et
al., 2012). Wie bereits diskutiert, ist ein frakturbedingter Anstieg der RANKL/OPG-Ratio
jedoch nicht sicher auszuschlieBen (vgl. Kap. 5.1.3). Auf Grund der fehlenden
Wechselwirkung von RANKL/OPG mit dem Gruppierungsfaktor ,,Erkrankung® scheint
allerdings in Bezug auf diese Knochenmediatoren und im Unterschied zu den gemessenen IL,
ein osteoporotisch bedingter Zusammenhang wahrscheinlicher (vgl. Kap. 5.1.3). Die
Beurteilung der Daten der dreifaktoriellen Varianzanalyse bekréftigen somit die Ergebnisse
der einfaktoriellen Analysen.

Bei den Coxarthrosen wiesen lediglich 6 von 11 méannlichen Knochenproben einen
entsprechenden RANKL/OPG-Quotienten von > 1 auf, wihrend es bei den Frauen weniger
als die Hélfte (4 von 11) waren. In verschiedenen Publikationen werden altersabhéngige
(Yano et al., 1999; Khosla et al., 2002a; Ueland et al., 2003) sowie kompensatorisch erhohte
OPG-Level bei osteoporotischen Patienten beschrieben (Yano et al., 1999; Khosla et al.,
2002a; Ueland et al., 2003; Eghbali-Fatourechi et al., 2003; D’ Amelio et al., 2011). Diese
Effekte sollten bei der Beurteilung der Daten, insbesondere der Coxarthrosepatienten, in
Erwidgung gezogen werden. Auflerdem ist an dieser Stelle auf das mittlere Alter der einzelnen
Luntergruppen® zu verweisen (Abb. 23). Sowohl bei den Frauen als auch den Ménnern liegt
das mittlere Alter der Coxarthrosegruppe deutlich unter dem der Frakturpatienten. Dieses
juingere Durchschnittsalter der Probanden mit einer Coxarthrose erkldrt moglicherweise die
grofere Patientenzahl der Personen mit hoheren OPG-Konzentrationen im Verhiltnis zu
RANKL. So scheinen diese ,,.kompensatorischen“ Expressionsprofile des
Knochenstoffwechsels mit zunehmendem Alter nicht mehr addquat zu funktionieren.
Entsprechend sind erhohte Apoptose-Raten der OPG-produzierenden Osteblasten, die mit
fortschreitendem Alter zunehmen, beschrieben (Jilka et al., 1999; Chan und Duque, 2002).

69



DISKUSSION

Die altersabhingige Beobachtung der geringeren Frakturzahlen in ,,jiingeren Jahren auf
Grund eines potenziell praventiven Knochenstoffwechsels (RANKL/OPG < 1) stimmen auch
mit DVO-Angaben iiberein. Demnach nimmt das Frakturrisiko im Alter exponentiell zu und

verdoppelt sich mit jeder Dekade des Lebensalters (Dachverband Osteologie ¢.V., 2009).

5.3 Diskussion der Absenz der IL 4 und 13

In dem gesamten untersuchten Probenmaterial waren keine detektierbaren mRNA-Mengen
der IL 4 und 13 messbar. In die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden diese anti-
inflammatorischen Zytokine auf Grund ihres fusionsférdernden Effektes auf Makrophagen
einbezogen. Threr Beteiligung an Fremdkorperreaktionen und der damit verbundenen
Formation von foreign body giant cells (FBGC) kommt im Rahmen der Implantation von
Biomaterialien eine grofle Bedeutung zu (Anderson et al., 2008). Dennoch zeigen die
vorliegenden Ergebnisse, dass eine potenziell osteoporotisch- bzw. frakturbedingte
Veridnderung der lokalen Zytokinmuster zwar auf die IL 1, 6 und 10, jedoch nicht auf die IL 4
und 13 zutrifft.

IL 4 und 13 werden v.a. von Th2-Lymphozyten und Mastzellen produziert. Ihre hemmende
Wirkung auf Osteoklasten wird u.a. durch eine gesteigerte OPG-Produktion sowie eine
Reduktion der RANKL- und RANK-Synthese hervorgerufen (Palmgqvist et al., 2006).

Wie beschrieben (vgl. Kap. 2.5), induzieren IL 4 und 13 dariiber hinaus im Rahmen von
Fremdkorperreaktionen die Fusion einkerniger Makrophagen zu Biomaterialoberflachen-
assoziierten mehrkernigen FBGC. Dabei werden sie in der akuten Entziindungsphase von
Mastzellen und im spéteren chronischen Verlauf von aktivierten Lymphozyten freigesetzt

(Anderson et al., 2008).

Entsprechend ihrer Synthese-Zellen liegen in der zelluldren Komposition des untersuchten
Hartgewebes die mittels RT-qPCR nicht messbaren IL 4- und 13-Konzentrationen begriindet.
So sind unter (spit-)arthrotischen Bedingungen, die dem Stadium der untersuchten
Coxarthrosepatienten entsprechen, lokal nur wenige Entziindungszellen zu finden (Melchiorri
et al., 1999; Benito et al., 1999). AuBBerdem gelten post fracturam insbesondere Makrophagen
und neutrophile Granulozyten (jedoch keine Mastzellen) und erst im weiteren Verlauf
Lymphozyten als charakteristische Zellen (Schindeler et al., 2008; Pape et al., 2010; Kolar et
al., 2011). Vor diesem Hintergrund kann die Absenz der IL 4 und 13 in Coxarthrose- und
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Frakturgruppe durch das lokale Zellmilieu begriindet werden. Dass sowohl IL 4 als auch IL
13 keinen essenziellen Einfluss auf die Frakturheilung besitzen, wurde auch in einer
Untersuchung an IL 4/IL 13-knockout Méusen belegt. Entsprechend zeigten die Tiere keine
Veranderungen des Heilungsprozesses ihrer Frakturen im Vergleich zu Méusen des Wildtyps
(Silfverswird et al., 2008). Eine ebenfalls die Absenz des IL 4 belegende Verdffentlichung
untersuchte Weichteilgewebe von humanen Frakturhdmatomen u.a. auf dieses anti-
inflammatorische IL. IL 4 war hier in den ersten Tagen post fracturam ebenfalls nicht
exprimiert und wurde erst ab dem fiinften Tag nach dem Frakturgeschehen in drei von 22
Patienten gemessen (Hauser et al., 1996). Diese Ergebnisse untermauern die Feststellung der
nicht detektierbaren IL 4- und 13-mRNA-Konzentrationen in den untersuchten

Knochenproben.

5.4 Diskussion der computertomographischen Darstellungen und
Osteodensitometrie

Eine reduzierte Knochendichte gilt als Indikator fiir ein erhohtes osteoporotisches
Frakturrisiko. Um zusitzlich Informationen iiber die Knochenmaterial- und geometrischen
Eigenschaften des Knochens zu erhalten, haben computertomographische Darstellungen
mittels CT an Bedeutung gewonnen (Bousson et al., 2000; Schreiber et al., 2011). So wurde
auch bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten CT-Scans ersichtlich, wie fokal die
porotischen, durch eine deutlich verringerte Mikroarchitektur charakterisierten Stellen
innerhalb betroffener Femurkdpfe lokalisiert sind (Abb. 20). Diese Erkenntnis ist in Bezug
auf weitere molekularbiologische Untersuchungen zu beriicksichtigen, da innerhalb desselben

Knochens lokal unterschiedliche Expressionsprofile moglich erscheinen.

Die Ergebnisswerte der Osteodensitometrie von Fraktur- und Coxarthrosepatienten ergaben
niedrigere mittlere HU-Werte in der Frakturgruppe [287,4 HU (+/- 148,15)] im Vergleich zu
den Coxarthrosepatienten [489,71 HU (+/-118,26)]. Gesunder Knochen weist typischerweise
Werte von mindestens + 400 HU auf. Ein Wert unter 400 HU gilt daher als porotisch und
bestitigt somit eine Abnahme der Knochendichte des untersuchten frakturierten Hartgewebes
(Celenk und Celenk, 2012). Diese Daten stehen somit im Einklang mit den
molekularbiologischen und histologischen Ergebnissen und bestitigen einen osteoporotisch

bedingten Knochenverlust des von Fragilititsfrakturen betroffenen untersuchten Knochens.
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AbschlieBend ist zu konstatieren, dass zwar keine klinischen Daten iiber den Knochenstatus
des untersuchten Patientenklientels vorlagen, dennoch die Fragilitdt des durch Fraktur
gekennzeichneten Knochens auf histologischer Ebene und mittles CT dokumentiert werden
konnte. So zeigen die ermittelten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die pro-
inflammatorischen IL 1und 6 sowie das anti-inflammatorische IL 10 im Mikromilieu des
frakturierten und von Knochenverlust gekennzeichneten Knochens vermehrt exprimiert sind.
Den anti-inflammatorischen IL 4 und 13 hingegen konnte in entsprechendem Knochen keine

Relevanz nachgewiesen werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Expressionen verschiedener lokaler Faktoren des
Knochenmikromilieus zu evaluieren, um differenzierte Informationen iiber die Zytokin- und
Stoffwechselsituation des durch Fragilititsfrakturen charakterisierten Knochens zu erhalten.
Hierzu wurde humane Hiiftkopfspongiosa mittels RealTime-PCR auf die Expressionsprofile
ausgewihlter Zytokine und Mediatoren des Knochenstoffwechsels untersucht. Die insgesamt
39 Spongiosaproben entstammten Frauen (n =21) und Méannern (n = 18) mit einem
Lebensalter von mindestens 60 Jahren, die sich auf Grund einer Schenkelhalsfraktur oder
einer Coxarthrose einer Resektion des Oberschenkelkopfes unterziehen mussten. Die
Untersuchungen erfolgten im Rahmen des Sonderforschungsbereich/Transregio 79
»Werkstoffe fiir die Geweberegeneration im systemisch erkrankten Knochen “, Teilprojekt B2
»Charakterisierung des Kallus im systemisch erkrankten Knochen am Institut fiir Veterinér-
Anatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitit GieBen. Ziel dieses
interdisziplindren Forschungsprojektes ist es, neue Atiologie-adaptierte
Knochenersatzmaterialien und Implantatwerkstoffe fiir den systemisch erkrankten Knochen

des Menschen zu generieren (Sonderforschungsbereich/Transregio 79, 2010-2014).

Das Erkenntnisinteresse der vorliegenden Arbeit lag in der Ermittlung von
Expressionsprofilen der pro-inflammatorischen und die Osteoklastengenese stimulierenden
Interleukine 1 und 6, der anti-inflammatorischen knochenprotektiven Interleukine 4, 10 und
13 sowie der den Knochenstoffwechsel regulierenden Faktoren RANKL und OPG. Die aus
den Proben extrahierte mRNA wurde mittels RT-qPCR quantifiziert, um die Expressionen der

genannten Zytokine und Mediatoren zu bestimmen.

Die Ergebnisse legen auf Grund geschlechtsunspezifischer, niedriger Expressionsprofile und
dem Durchschnittsalter der Patientenpopulation eine Low-Turnover-Osteoporose bei den
untersuchten Patienten nahe. Diese Annahme fand durch morphologische Untersuchungen
histologischer Schnitte der beprobten Hiiftkopfe ihre Bestitigung. Des Weiteren weisen die
signifikant hoheren IL-Expressionen (IL 1, 6 und 10) in der Frakturgruppe, entsprechend dem
Ablauf einer Frakturheilung, auf einen bedeutenden Einfluss des Frakturgeschehens im
Rahmen der Hochregulation dieser Zytokine hin. Im Gegensatz dazu scheint die Bedeutung
der IL 4 und 13 im skelletalen Mikromilieu eine untergeordnete Rolle zu spielen. So waren

diese anti-inflammatorischen IL, die in das Studiendesign auf Grund ihrer Beteiligung an
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Fremdkorperreaktionen und der damit verbundenen Fusion einkerniger Makrophagen zu
mehrkernigen Biomaterial-adhdrenten foreign body giant cells aufgenommen wurden, in
keiner der untersuchten Knochenproben in detektierbaren mRNA-Mengen exprimiert.

Um einen Hinweis auf die Knochenstoffwechselsituation der Patienten zu erhalten, wurde aus
den Expressionswerten von RANKL und OPG ihre Ratio (RANKL/OPG) ermittelt und
dadurch zwischen ausgewogenen (RANKL/OPG < 1, n = 15) und unausgeglichenen
(RANKL/OPG > 1, n = 24) Knochenumbauraten unterschieden. Aufféllig hierbei war
insbesondere, dass lediglich 3 der 17 Patienten mit einer Fraktur einen ausgeglichenen
Knochenstatus und somit die Mehrzahl der Frakturpatienten einen potenziellen Status des
Knochenverlustes aufwiesen. Da RANKL/OPG im Rahmen der einfaktoriellen
nichtparametrischen Datenanalyse keine Korrelation zu den — hoch-signifikant mit einem
Frakturgeschehen korrelierten — pro-inflammatorischen IL 1 und 6 zeigte, konnte eine rein
frakturbedingte Kausalitit hoher RANKL/OPG-Quotienten (> 1) ausgeschlossen werden.
Dementsprechend ergab die explorative dreifaktorielle Varianzanalyse keine Wechselwirkung
von RANKL/OPG mit der Frakturgruppe. Entsprechend bekannter Mechanismen der
Knochenheilung des fragilen Knochens, waren die pro-inflammatorischen IL 1 und 6 dennoch
im Rahmen explorativer mehrfaktorieller Varianzanalysen positiv signifikant und IL 6
zusitzlich in der einfaktoriellen nichtparametrischen Analyse statistisch auffillig mit
RANKL/OPG korreliert. Auch zeigte das anti-inflammatorische IL 10 bei der einfaktoriellen
nichtparametrischen Analyse, im Sinne eines moglichen kompensatorischen Effektes, eine

positive Signifikanz mit RANKL/OPG.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass die pro-inflammatorischen IL 1
und 6 sowie das anti-inflammatorische IL 10 im Mikromilieu des frakturierten und von
Knochenverlust gekennzeichneten Knochens dlterer Menschen vermehrt exprimiert sind,
wihrend IL 4 und 13 prae implantationem keine relevante Rolle spielen. Da die ermittelten
Expressionsprofile der Interleukine 1, 6 und 10 prinzipiell mit den wéhrend der Heilung im
gesunden Knochen dokumentierten mRNA-Mustern tibereinstimmen, ist von einer
konservierten Heilungskaskade im fragilen spongiésen Knochen auszugehen. Fiir die
Entwicklung neuer Knochenersatzmaterialien und Implantatwerkstoffe fiir den systemisch
erkrankten und von Fragilititsfrakturen betroffenen Knochen sind genaue Kenntnisse tiber die
lokale Zytokin- und Stoffwechselsituation des Zielgewebes von grofler Bedeutung. Hierzu

leisten die Ergebnisse dieser Arbeit einen wichtigen Beitrag.
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7 Summary

In the present study the expression of specific cytokines and important regulatory molecules
of trabecular bone of patients with a fracture of the femoral neck and with osteoarthritis (used
as a control) has been investigated by means of quantitative real time PCR. 39 bone samples
were taken from femoral heads from men (n = 18) and women (n = 21) with a minimum age
of sixty years subjected to hip-joint replacement surgery for femoral neck replacement (n =
17) or because of osteoarthritis (n = 22). mRNA was extracted from the bone samples and the
expression of the pro-inflammatory interleukins 1 and 6, the anti-inflammatory interleukins 4,
10 and 13, and of RANKL and OPG, both of which are important molecules associated with
bone remodeling was evaluated. The investigations were performed in the course of the
Collaborative Research Center TRR 79 funded by DFG ,,Materials for tissue regeneration of
systemically altered bone”, Project B2 ,,Characterization of callus tissue within systemically
altered bone “ at the Institute of Veterinary-Anatomy, -Histology und -Embryology of the
Justus-Liebig-University, Giessen. The aim of the research project is the generation of

etiology-adapted bone substitutes and implants for systemically altered human bone.

The results of the present study suggest due to low, gender-unrelated expression-profiles as
well as to the mean age of the study group, a low-turnover osteoporosis of the patients
suffering a femoral fracture. This was confirmed by histological analyses of bone samples and
by CT. The expression of IL 1, 6 and 10 was significantly increased in the fracture group
compared to osteoarthritis-patients documenting a cytokine pattern within fractured bone that
refer to conserved bone healing following fragility fracture. In contrast IL 4 and 13 appear to
play a minor role in the fractured bone, because the mRNA of both anti-inflammatory
interleukins was not detectable. These interleukins were included in this study due to their
capacity to stimulate formation of biomaterial-adherent foreign body giant cells after
implantation. In order to get information about the patients’ bone metabolism we calculated
the ratio of RANKL and OPG (RANKL/OPG). Based upon this calculation it was possible to
differentiate between balanced (RANKL/OPG < 1, n = 15) and imbalanced (RANKL/OPG >
1, n = 24) bone status. Only 3 fracture-patients revealed a balanced ratio of RANKL and OPG
(3 out of 17), whereas the majority showed a ratio greater than 1 referring to a stage of bone
loss. The non-parametrical single factor data analysis showed no significant correlation of the
RANKL/OPG ratio with the pro- inflammatory IL 1 and 6 which were significantly elevated
in fractured bone samples. Therefore, it can be assumed that a high RANKL/OPG ratio (> 1)
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was not exclusively caused by the fracture event. Accordingly, the exploratory three-factor
analysis of variance showed no correlation between the RANKL/OPG ratio and the fractured
bone. It could be further shown that increasing levels of IL 1 and 6 were significantly
correlated with the RANKL/OPG ratio according to the exploratory multivariate analysis of
variance. In addition, IL 6 was markedly, but not significantly correlated with the
RANKL/OPG ratio according to the non-parametric single factor analysis. The non-
parametric single factor analysis revealed also a significant correlation of IL 10 expression

with the RANKL/OPG ratio which can be regarded as a compensatory effect.

In sum, the present study demonstrates increased expression of the pro-inflammatory
interleukins 1 and 6 and of the anti-inflammatory IL 10 within fractured bone referring to a
well conserved bone healing cascade following fragility fracture. However, IL 4 and 13 were
not detectable. An important prerequisite for the generation of materials with a high degree of
biocompatibility is the knowledge about cells and soluble factors predominating within the
microenvironment of the tissue. Therefore, the present results provide the basis for generating

these materials especially of those designated for the systemically altered bone.
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9 Anhang

9.1 Materialien und Methoden

9.1.1 Gerite

Geriit

“Autoclav Systec DE65“

Sterilisator “Heraeus Function line*
Eismaschine SPR 80 L
“Hebu Oszillosige GOLD Plus Autopsie*

Gefrierschrank -80 °C Heracus Herafrees

“Finnpipette F2* 2-20p1, 20-200p1, 100-1000u1

Pipetten “Research* 10pl, 20ul, 100ul, 200pl, 1000ul

Zentrifuge “Mikro 220R*
Wasserbad

BioPhotometer

Kiihl-Gefriergerit -20 °C

Zentrifuge “Mirko 20

“DNA Engine Peltier Thermal Cycler*
Waage “PB3002-S Delta Range”

Mikrowelle “Privileg 8520
Gelelektrophorese-Kammer

PowerPac™ Basic

Transiluminator UVsolo

Real Time Cycler: “Real Time System CFX 96”
mit “C1000 Touch Thermal Cycler”
Computertomograph “Brilliance CT 16-slice”
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Hersteller

Systec GmbH, Wettenberg, D
Kendro Laboratory Products,
Hanau, D

NordCap GmbH & Co. KG,
Bremen, D

Hebu medical, Tuttlingen, D
Thermo Fisher Scientific, D
Thermo Fisher Scientific, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
Hettich Laborapparate, Bich, CH
Memmert GmbH + Co.KG,
Schwabach, D

Eppendorf AG, Hamburg, D
Privileg, Stuttgart, D

Hettich Laborapparate, Béach, CH
Bio-Rad, Miinchen, D
Mettler-Toledo GmbH, Giel3en, D
Privileg, Stuttgart, D

Biometra, Gottingen, D

Bio-Rad, Miinchen, D

Biometra, Géttingen, D

Bio-Rad, Miinchen, D
Philips Healthcare, NL
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9.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

15 ml Falcons

1,7 ml Cryo tubes

Pipettenspitzen: 10ul, 20ul, 100ul, 200ul, 1000l
Pipettenspitzen: 10ul, 20pl, 100ul, 200ul, 1000ul
Photometer-Kiivetten

650 pl Microtubes

1,5 ml Cups

2 ml Cups

500 pl PCR-Tubes

,,Hard-Shell PCR Plates 96-Well“

9.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
RNase-freies Wasser

Aqua bidest./ Aqua ad injectabilia

Hersteller

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, D
Sorenson BioScience, Salt Lake
City, Utah, USA

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe D
Ratiolab, Dreieich, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, D
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, D
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, D
Bio-Rad, Miinchen, D

Hersteller

siche 8.1.4 Puffer und Lsungen
Qiagen GmbH, Hilden, D

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, D

Zur RNA- Extraktion & -Konzentrationsbestimmung verwendete Chemikalien & Reagenzien

peqGOLD TriFast™
Chloroform

Isopropanol

Ethanol, unvergillt, 100%
Tris-HCI (pH 7.,3)
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Peqlab, Erlangen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
siche 8.1.4 Puffer und Losungen
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Reagenzien des DNase-Verdaus

25 mM MgCl, solution

10 x DNase I incubation buffer
10 U/pul DNase I, RNase frei
40 U/ul RNase-Inhibitor

Reagenzien der DNA-Generierung

25 mM MgCl, solution ™
10 x PCR Gold Puffer

Nukleotide Mix (dNTPs)

50 uM Random Hexamers >_
20 U/ul RNase-Inhibitor

50 U/ul Reverse Transkriptase
_

RT-PCR- und Agarosegelreagenzien
25 mM MgCl, solution

10 x PCR Gold Puffer

GOLD Amplitag Polymerase
Agarose “High Resolution”
TAE-Puffer

Gel Green™ Nucleic Acid Gel Stain
5 x DNA Loading Buffer (blue)

Quantitas DNA Marker 50 bp — 2 kb

RT-gPCR-Reagenzien
QuantiTect SYBR Green PCR Kit
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Life Technologies - Invitrogen,
Darmstadt, D

Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D

Life Technologies - Invitrogen,

Darmstadt, D

Life Technologies - Invitrogen,
Darmstadt, D

Life Technologies - Invitrogen,
Darmstadt, D

Roche, Mannheim, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
siche 8.1.4 Puffer und Losungen
Biotium, Hayward, California USA
Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, D

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, D

Qiagen GmbH, Hilden, D
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9.1.4 Puffer und Losungen

a) Fiir den Transport und bis zu ihrer Weiterverarbeitung wurden die chirurgisch
entnommenen Femurkdpfe direkt nach der Operation in steriler phosphatgepufferter

Salzlosung (PBS) eingelegt.

b) 1 mM Tris-HCI, pH 7.3

MENGE | REAGENZ HERSTELLER
1,21 ¢g Tris (Pufferan, > 99,9% p.a.) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
ca. 5ml | konzentrierte HCI (25 %) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
ad 100 ml | DEPC-H,0 siehe unten

— alles gut mischen, mit HCI Einstellung des pH-Wertes auf 7,3; Lagerung bei -20°C

¢) DEPC-H,0
MENGE | REAGENZ HERSTELLER
2 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
21 steriles Aqua bidest

— beides mischen, iiber 24 Stunden bei 37 °C inkubieren und anschlieend autoklavieren

d) 10 x TAE-Puffer

MENGE | REAGENZ HERSTELLER
1452 g | Tris Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
11,1g EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

31 Aqua bidest

— mischen und mit Essigsaure (Car! Roth GmbH, Karlsruhe, D) auf pH 8 einstellen

9.1.5 Primer

Bei der RT-PCR eingesetzte Primer

Primer (Gen) Primersequenz Hersteller

GAPDH for 5" - CCAGGTGGTCTCCTCTGACTTC -3 | Eurofins MWG
rev5 - GTGGTCGTTGAGGGCAATG -3’ Operon, Ebersberg, D
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RT-gqPCR-Primer: Quanti Tect Primer Assays

Gen Quanti Tect Primer Qiagen-Nr. Grofle Hersteller
Assay bp
GAPDH, human  Hs GAPDH 1 SG QT00079247 95
RANKL, human | Hs TNFSF11 1 SG QT00215614 91
OPG, human Hs TNFRSF11B 1 SG | QT00014294 107 Qiagen
IL 1B, human Hs ILIB 1 _SG (IL 1p) QT00021385 117 GmbH,
IL 4, human Hs IL4 1 SG (IL 4) QT00012565 89 Hilden, D
IL 6, human Hs IL6 1 SG (IL 6) QT00083720 107

IL 10, human  Hs IL10 1 SG(IL10)  QT00041685 113
IL 13, human  Hs ILI13 1 SG(IL13)  QT00000511 185

9.1.6 Software

Verwendete Software Hersteller

Bio-Rad CFX Manager Software 2.1 Bio-Rad, Miinchen, D

Microsoft Word, Excel, PowerPoint 2010, Paint Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA

Systemsoftware V 1.2.5 Philips Healthcare, NL

Synedra View Personal 3.2.0.3 Synedra Deutschland GmbH,
Aachen, D

9.1.7 Metadaten der Computertomographie

- Helicale und axiale Scans, Schichtdicke 0,7 mm bzw. 1 mm, Scandauer ca. 10 Min.
- 140 kVp, 196 mAs
- Convolution Kernel D, Matrix 1024
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9.2 Statistische Ergebnisse

a) Explorative zweifaktorielle Kovarianzanalyse

Tabelle 7: Mittelwerte (x) und Standardabweichungen (n) der IL- und RANKL/OPG-
Expressionen der explorativen zweifaktoriellen Kovarianzanalyse,
Gesamtpatientenpopulation (n = 39)

G weiblich weiblich minnlich ménnlich
E Fraktur Coxarthrose Fraktur Coxarthrose
n 10 11 7 11
IL1 b 1,8999 0,9783 1,91091 0,38225
n 0,88067 0,95231 0,58766 091155
0 0 0 0
IL 6 X 1,75978 0,35676 1,5705 0,40733
n 0,98601 0,79528 1,26109 0,94942
IL 10 X 0,92254 0,16859 1,02622 0,35441
n 0,98438 0,55915 0,98379 0,80139
0 0 0 0
R/O X 2,67599 1,5978 2,73918 1,69524
n 1,68613 1,9283 1,49164 1,43943

G = Geschlecht; E = Erkrankung; n = Anzahl der Patienten in der entsprechenden
Gruppe; R/O = RANKL/OPG
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b) Explorative dreifaktorielle Varianzanalyse

Tabelle 8: Tabellarische Darstellung der IL-Expressions-Mittelwerte (x) und —
Standardabweichungen (n) der explorativen dreifaktoriellen Varianzanalyse (vgl.
4.4.2.2), Gesamtpatientenpopulation (n = 39). Die Werte in der jeweiligen oberen
Zeile geben die Mittelwerte, die in der unteren die Standardabweichungen (kursiv) an.

G weibl. weibl. weibl. weibl. | ménnl. | ménnl. | midnnl. | midnnl.
E F. F. Co. Co. F. F. Co. Co.
R/O Erh. Abb. Erh. Abb. Erh. Abb. Erh. Abb.

n n=2 n=38 n=7 n=4 n=1 n==6 n=>5 n==6

1 |x|276749 | 1,683 | 1,32956 | 0,34303 | 2,3393 | 1,8392 0 0,7008
n | 1,02528 | 0,76038 | 0,92911 | 0,68606 / 0,60958 0 1,18066

0 0 0 0 0 0 0 0
6 | x| 1,21133 | 1,89689 | 0,2645 | 0,51821 0 1,83225 0 0,74678
n | 1,71309 | 0,85049 | 0,6998 | 1,03641 / 1,15452 0 1,22418
10 | x | 0,75848 | 0,96355 0 0,46362 0 1,19726 0 0,64974
n | 1,07266 | 1,03531 0 0,92724 / 0,95691 0 1,02673

0 0 0 0 0 0 0 0

G = Geschlecht, weibl. = weiblich, ménnl. = minnlich
E = Erkrankung, F. = Fraktur, Co. = Coxarthrose
R/O = RANKL/OPG — Unterscheidung in:

- Erh. = Knochen-Erhalt, Abb. = Knochen-Abbau
n = Anzahl der Patienten in der entsprechenden Gruppe
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Abbildung 24: Zusdtzliche Darstellung der Standardabweichungen der explorativen dreifaktoriellen
Varianzanalyse (vgl. 4.4.2.2),
Gesamtpatientenpopulation (n = 39);
w = weiblich, m = ménnlich
Fr = Fraktur, Co = Coxarthrose
Erh. = Knochen-Erhalt, Abb. =Knochen-Abbau
n = Anzahl der Patienten in der entsprechenden Gruppe
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