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1. Einleitung

Knochenerkrankungen sind klinisch und pathophysiologisch  komplexe
Krankheitsbilder. Ihre Ursachen, die Entwicklung sowie Pravention und ihre Therapie
werden intensiv erforscht. Die Osteoporose ist am haufigsten und gehdrt zu den
hauptsachlichen Ursachen fur Morbiditat und Mortalitat im fortgeschrittenen Alter. 75
Millionen Menschen allein in den USA, Europa und Japan leiden an Osteoporose (1).
Somit ist die Osteoporose ein grol3es soziookonomisches Problem. Nicht nur die
Therapie von Altersosteoporose, sondern auch die Therapie von postmenopausalen
Osteoporose und kortison-induzierter Osteoporose sowie von anderen seltener
auftretenden Knochenkrankheiten wie M. Paget, Osteogenesis Imperfekta,
Phosphatdiabetes und Tumorkrankheiten der Knochen beschaftigt die Forscher. Von
hohem Wert ist bei vielen Knochenkrankheiten die Pravention durch richtige
Ernahrung und sportliche Aktivitat. Bei erforderlicher Therapie sind Hormon- und
Vitaminsubstitution = sowie  Fluorid- und  Kalzitoninanwendung  bekannte
Behandlungsprinzipien.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den neuesten Medikamenten im Bereich der
Therapie von Knochenerkrankungen, den Bisphosphonaten und ihrer mdglichen
Einwirkung auf humane Osteoblasten. Bisphosphonate werden in der Therapie von
primarer und sekundarer Osteoporose, Tumorosteolysen, maligner Hyperkalziamie,
M. Paget, Plasmozytom sowie Osteogenesis Imperfekta angewandt. Die
individuellen Wirkungsmechanismen der Bisphosphonate sind noch zu untersuchen.
Ein apoptotischer Effekt auf die Osteoklasten ist bekannt. Die klinischen
Beobachtungen lassen mdgliche direkte Einflisse auf die Osteoblasten vermuten.
Diese Zusammenhange sind Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit. Die

Untersuchung erfolgte an in vitro Zellkulturen.

1.1 Physiologie des Knochengewebes und Osteoblasten

Das Skelettsystem hat eine duale Funktion. Im Vordergrund fir den menschlichen
Organismus steht seine Stltz und Haltefunktion. Es dient aber auch, gemeinsam mit
der Niere, der Kalzium- und Phosphatregulation und der Hamatopoese. Der
geordnete Abbau von Kochen und der eng gekoppelte Aufbau ist fur die normale
Entwicklung, die biomechanischen Anpassungsmadglichkeiten und die standige

Erneuerung des Skelettsystems von entscheidender Bedeutung. Diese Funktion wird



durch die hochspezialisierten Knochenzellen aufrecht erhalten: die auf der
Oberflache des Knochens gelegenen Osteoklasten und Osteoblasten und die
intraossaren Osteozyten. Die Osteoklasten sind fur die Knochenresorption und die
beide anderen flr den Knochenaufbau zustandig.

Der Osteoklast ist eine mehrkernige Zelle, die aus der Granulozyten-Makrophagen
Linie stammt (140). Er entsteht durch asynchrone Fusion mononuklealer
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark und befindet sich in den Howship-
Resorptionslakunen (127). Der Osteoklast wird u.a. durch die Expression von
Calcitoninrezeptoren, tatratresistenter saurer Phosphatase und vom
Vitronectinrezeptor (avB3) charakterisiert. Sein apikaler, dem Knochen zugewandter
Pol zeigt eine intensivere Anfarbung in der Peripherie (sealing-zone) und eine
hellere, streifig und vakuolisierte zentrale Zone mit extrem gefalteter Zellmembran
(ruffled-border). Im ruffled-border fusionieren Vesikeln mit lysosomalen Enzymen mit
der Zellmembran. Dadurch werden die Enzyme ins Resorptionskomparment
freigesetzt. Zudem schafft der Osteoklast im ruffled-border durch vakuolare
Protonenpumpen ein saures Millieu. So I6sen sich die Hydroxyapatitkristalle aus der
kollagenen Knochenmatrix und die Kollagenfasern werden abgebaut (6).

Der Osteoblast stammt aus den Mesenchymstromazellen, die ursprunglich
pluripotent sind und sich zu Muskel-, Fett-, Knorpel- oder Fibroblastenzellen
entwickeln kénnen. Es gibt eine Vorlauferzellenpopulation, die teilweise differenziert
ist: der Praosteoblast, der sich weiterhin nur zum Osteoblast enddifferenzieren kann.
Der Praosteoblast wird als determinierte osteogene Vorlauferzelle benannt und
befindet sich im Periosteum und im Knochenmarkstroma (12, 83). Er entwickelt sich
zunachst in den aktiven Osteoblast mit kubischer Zellform, spater in den
intermediaren Osteoblast und schlie8lich in den terminalen “ruhenden” Osteoblast,
der morphologisch abgeflacht ist (13, 166). Die meisten Osteoblasten bleiben
entweder an der Knochenoberflache als ruhende Osteoblasten (lining cells) oder
erleiden einen vorprogrammierten Tod (Apoptose). Die ruhenden Osteoblasten
besitzen im Vergleich zu den aktiven Osteoblasten beim Erwachsenen das zehn- bis
hundertfache der endostalen Knochenoberflache und kénnen jederzeit in aktiven
Osteoblasten umwandeln. Zahlreiche interzellulare Verbindungen im Sinne von “gap
junctions” (123) existieren zwischen diesen Zellen. Hauptsachliche Aufgabe der
Osteoblasten ist die Knochenmatrixproduktion. Sobald die Produktion der kollagenen

und nicht kollagenen Proteine vervollstandigt ist, werden manche der Osteoblasten



von Matrix umgeben und sind als fixe Osteozyten im Knochen eingebettet (2). Die
Osteozyten und die ruhenden Osteoblasten sind miteinander Uber das sogenannte
lakuno-kanalikulare System verbunden. Es sind kleine Matrixkanalchen, wortber
Mineralien und verschiedenen Mediatoren wahrend des Knochenumbaus
ausgetauscht werden. Osteoblasten in vivo und in vitro werden durch die Produktion
von alkalischer Phosphatase (71), Osteocalcin (112), Osteopontin, ,bone
sialoprotein“ und Kollagen charakterisiert. Sie besitzen Rezeptoren fur Parathormon,
Vitamin D,  Glykokortikoide, = Sexualhormone, = Wachstumshormon, und
Schilddrisenhormone (122). Zudem besitzen sie Rezeptoren fur ll-1, -6, TNF-alpha,
Prostaglandine, IGF, TGF-beta, verschiedene BMPs, FGF, PDGF and VEGF (136).

Die Osteoblasten sind die aktiven Produzenten der Knochenmatrix. Diese besteht
aus Kollagen sowie aus nicht kollagenen Proteinen. Im adulten menschlichen
Knochen befindet sich fast ausschliellich Kollagen Typ | und in geringen Mengen
Kollagen Typ |Ill. Unter den nicht kollagenen Proteinen dominiert das
knochenspezifische Osteocalcin. Andere Proteine wie Osteonectin, Osteopontin und
“bone sialoprotein” kommen hinzu. Sie bilden in extrazellularem Raum das Osteoid.
Es ist das organische Substrat, worauf die Mineralisation bzw. die Ablagerung von
Kalzium und Phosphat in Form von Hydroxyapatitkristallen erfolgt. Die Kristalle sind
aullerst klein und beinhalten zusatzlich Karbonat, Fluorid und verschiedene
Spurelementen. Die Mineralisation wird durch das Einbetten in Kollagenfasern
eingeschrankt. Andere Substanzen der Knochenoberflache wie z.B. Pyrophosphat
hemmen ebenso die Mineralisation. In der Knochenmatrix finden sich zusatzlich
kleine Proteoglykane, Plasmaproteine, Enzyme, Zytokine und Wachstumsfaktoren
eingebettet (166).

1.2 Regulation des Auf- und Abbaus von Knochen.

Nachdem die Osteogenese sowie die desmale und chondrale Ossifikation des
embryonalen praformierten hyalinknorpeligen Skelettes abgeschlossen sind, ist
weiterhin der Knochen des erwachsenen Menschen einem standigem Umbau.
Dieses sogenannte ,remodeling“ dient der Reparatur von Mikrofrakturen, der
Anpassung auf die unterschiedlichen biomechanischen Krafte, die taglich auf den
Knochen ausgeubt werden sowie der regelrechten Erhaltung der Kalzium- und
Phosphathomoostase. Die sogenannte “basic multicellular unit” (BMU) besteht aus

nebeneinander positionierten Osteoblasten und Osteoklasten. In dieser vollzieht sich
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eine gleichwertige Stimulation der osteoklastischen Knochenresorption und der
osteoblastischen Knochenformation. Als ,coupling® wird sowohl die zeitliche Abfolge
beider Prozesse in den BMU als auch die Ballance zwischen Resorptions- und
Formationsrate bezeichnet. Dadurch wird die Stabilitdt der Knochenmasse
gewahrleistet. Fur die komplexe Regulation sind eine Vielzahl von systemischen und
lokalen Faktoren zustandig. Andere Organe, die miteinbezogen werden sind das
endokrine System, die Niere und der Darm. Letztlich die Apoptose beider Zellen
determiniert ihre Funktion und Lebensdauer (89, 110). Anti-Fas Antikdrper und TNF
sowie auch andere Zytokine, die sich in der Mikroumgebung des Knochens befinden,
wirken apoptotisch auf die Osteoblasten. 1I-6, TGF-Beta“, und das antiapoptotische
Protein bcl-2 verhindern dagegen die Apoptose der ruhenden Osteoblasten und
Osteozyten (90, 114).

Zu den systemischen Regulationsfaktoren des Knochenstoffwechsels gehdren
das Parathormon, das Vitamin D, die Sexualhormone, die Schilddrisenhormone, das
Calcitonin, aber auch diverse Zytokine und Wachstumsfaktoren. Das Parathormon ist
der wichtigste Regulator der Kalziumhomdostase. Es stimuliert die
Knochenresorption sowie die renale Vitamin D-Produktion und erhoht die tubulare
Kalziumresorption. Bei regelmafiger Applikation wird der Knochenaufbau angeregt,
hohere Konzentrationen dagegen konnen die Kollagenproduktion hemmen.
Ostrogene beeinflussen in beiden Geschlechtern die Skelettentwicklung: In der
spaten Pubertdt hemmen sie den Knochenabbau, reduzieren dadurch den
Knochenumbau und regulieren den zeitgerechten Epiphysenschluss (24). Bei
erwachsenen Frauen férdern Ostrogene u.a. die Calcitoninfreisetzung aus der
Schilddrise. lhre Reduktion wahrend der Menopause fuhrt zu einem Abfall des
Serumcalcitonins, wodurch ihre hemmende Wirkung auf die Knochenresorption
abnimmt (144). Ostrogene und Parathormon weisen zudem einen indirekten Einfluss
auf den Knochenabbau auf. Sie hemmen die Produktion von Interleukin-6, welches
stimulierend auf die Entwicklung und Differenzierung der Osteoklastenprogenitoren
wirkt (119). Vitamin D erhoht die intestinale Kalzium- und Phosphatresorption und
unterstutzt somit die Knochenmineralisation. Es beeinflusst aber auch direkt die
Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten. Calcitonin hat eine geringe
physiologische Rolle, allerdings hemmt es in pharmakologischer Dosierung die
Osteoklastenaktivitat  (143). Die  Schilddrisenhormone  stimulieren  sowohl

Knochenab- als auch -aufbau. Beim Hyperthyreoidismus wird ein erhdhter
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Knochenumbau beobachtet, der zum Knochenmassenverlust fuhren kann.
Glukokortikoide haben stimulierende und hemmende Effekte auf Knochenzellen. In
vitro sind sie essentiell fur die Differenzierung von Osteoblasten und sensibilisieren
die Knochenzellen gegenuber Regulationsfaktoren wie IGF-1 und PTH. lhre
langjahrige Applikation verursacht Osteoporose.

Die lokale Regulation des Knochenstoffwechsels erfolgt durch innerhalb des
Knochens produzierte und dort wirksame Faktoren, die autokrine und parakrine
Wirkung auf die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten
haben kdnnen. Diese ortstandigen Zytokine oder Wachstumsfaktoren sind teilweise
in der Knochenmatrix miteingebettet und werden bei der Resorptionsphase
freigesetzt. In den “gap junctions” zwischen den Osteoblasten, die eine
epithelahnliche Struktur auf der Knochenoberflache bilden, befinden sich die
Connexine. Diese gehdren zusammen mit den Cadherinen zu der Familie der
Adhasionsmolekule und sind fur die Regulierung von Osteoblastenfunktion und —
formation zustandig (47). Osteoblasten sezenieren ferner osteolytischer Substanzen.
In ihrem Zytoplasma befinden sich Kollagenasen (12). Viele Zytokine und
Wachstumsfaktoren werden von den Osteoblasten produziert und spielen eine
vielfaltige Rolle in der Knochenmikroumgebung. Der TNF, die Interleukine 1, 6, 8 und
11, der M-CSF, der TGF-beta, der EGF stimulieren die Osteoklasten und
Praosteoklasten und somit den Knochenabbau. Die BMP, das beta 2 - Mikroglobulin,
der TGF alpha, PDGF, FGF, ll-1a, GH und IGF stimulieren die Osteoblasten und
somit den Knochenanbau. Die in vitro Untersuchung des Einflusses von
Wachstumsfaktoren auf die Knochenzellen stellt sich schwierig dar. Der TGF-beta in
geringen Dosen (pg) inhibiert die osteoblastare Differenzierung im Sinne der
Produktion von alkalischer Phosphatase und vom cAMP-Anstieg nach PTH
Stimulation bei einer osteoblastischen Zelllinie (40). Allerdings in hoheren Dosen (ng)
konnte eine Induktion der Osteoblastenproliferation nachgewiesen werden (146).

Eine Menge anderer Faktoren wie Prostaglandine, Leukotriene und
Stickstoffmonoxid sind von grofer Bedeutung, flr die schnelle zellulare Antwort der
Knochenzellen auf Entziindung oder mechanischen Reiz. Stickstoffmonoxid gehort
zu den Molekulen, die von den Osteoblasten produziert wird und direkt die
Osteoklastenaktivitat und —formation hemmt. Die konstitutiven niedrigen
Konzentrationen von NO fdérdern Osteoblastenproliferation und modulieren

Osteoblastenfunktion, hohere Konzentrationen wirken hemmend auf Osteoblasten
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(41). Leukotriene, die in Mauseschadel injiziet wurden haben die
Knochenresorption, die Anzahl von Osteoklasten und der erodierten Oberflachen
signifikant erhoht. Garcia et al behaupten, dass Leukotriene die Knochenresorption
teils durch ihre stimulierende Wirkung auf die Osteoklastenformation stimulieren (63).

Hofbauer et al 2000 haben einen eleganten Regulationsmechanismus der
Osteoklastogenese vorgestellt, indem sie das letzte Glied der Wirkungskette vieler
Hormone und Zytokine auf Osteoklasten beschrieben haben. Es handelt sich um den
Osteoprotegerin-Ligand/Osteoklast Differenzierungsfaktor (OPG-L/ODF), der von
Osteoblasten produziert wird und sich an seinen Rezeptor, den Osteoklast-
Differenzierungs- und Aktivierungs-Rezeptor (ODAR) bindet. OPG-L/ODF stimuliert
die Differenzierung der Osteoklasten-Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten, steigert

die Aktivitat der reifen Osteoklasten und hindert deren Apoptose (85).

1.3. Knochenerkrankungen und Medikamente

Wahrend des ganzen Lebens des Menschen findet ein physiologischer
Knochenumbau, der sich in einem feinregulierten Gleichgewicht befindet, statt. Bis
zum 30. - 40. Lebensjahr des Menschen nimmt die Gesamtknochenmasse zu und
erreicht dann ihren Maximalwert (“peak bone mass®). AnschlieBend fangt der
Alterungsprozess an, der zu einem allmahlichen Verlust an Knochenmasse aufgrund
der vermehrten Knochenabbaurate im Vergleich zur Knochenneubildung fuhrt. Der
Verlust betrifft beide Knochenarten; die Spongiosa mehr als die Kortikalis. Wahrend
ihres Leben verlieren Manner 20-30 % der peak bone mass und Frauen 30-40 %.
Noch leidet aber der Mensch nicht an Knochenfrakturen. Die Grenze zwischen
diesem altersassoziierten Knochenmassenverlust, bezeichnet als Osteopenie, und
der manifesten Osteoporose mit Frakturen, Schmerzen und Minderung der
KorpergroRe ist flieBend. Die Fraktureninzidenz steigt wegen einer Anderung der
Architektur des Knochens mit Verminderung und eventuell Verlust der Trabekeln
(92). Es existieren viele Definitionen der Osteoporose: Die WHO definiert als
Osteoporose die Verminderung des Knochenmineralgehaltes beim Patient tGber 2,5
Standartabweichungen unterhalb des Referenzdurchschnittes der jungen
Erwachsenen (- 2,5 T-scores) (94). Beim Auftritt von Frakturen wird die Krankheit als
schwere Osteoporose bezeichnet. Zur Pravention der Osteoporose ist die peak bone
mass von groler Bedeutung; je hdher sie ist, desto weniger Konsequenzen wird der

unvermeidliche Knochenverlust fur die Knochenarchitektur haben. Die Hohe der
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peak bone mass ist von genetischen Faktoren u.a. Vit D-Rezeptor Gene, von der
Ernahrung und von den Lebensgewohnheiten abhangig (74). Durch die
Verlangerung der Lebenserwartung steigt auch die Inzidenz der Osteoporose. Man
unterscheidet zwischen idiopathischer, postmenopausaler, seniler und sekundarer
Osteoporose (149). Bei postmenopausalen Frauen dient zusatzlich zu der
,normalen“ Altersosteopenie die abrupte Ostrogeneminderung einem rapiden
Knochenmasseverlust. Die Krankheit ist haufiger bei Frauen der weillen und
asiatischen Rasse. Die sekundare Osteoporose kommt als Folge anderer
Erkrankungen, wie Hyperkortikosteroidismus oder therapeutischer Anwendung von
Kortikosteroiden, Hyperthyreoidismus, Hypogonadismus, primarer oder sekundarer
Hyperparathyreoidismus, Leber- und Tumorerkrankungen oder Immobilisation
zustande. Heutzutage ist sie die haufigste Knochenerkrankung. 200 Millionen
Patienten leiden weltweit darunter (31). Allein in den Vereinigten Staaten im Jahr
1995 betrugen die Kosten fur die Behandung osteoporotischer Frakturen 13,8
Milliarden Dollar. Entsprechend entwickelt sich die Krankheit zu einem grol3en
medizinischen und sozialokonomischen Problem. Die Entwicklung effektiver
Strategien zur Pravention, frihzeitige Diagnose und Behandlung ist ein wichtiges
zukunftiges Ziel.

Morbus Paget (Osteitis deformans) ist charakterisiert durch einen vermehrten
Knochenumbau. Ein pathogenetischer Zusammenhang mit einer
Paramyxovireninfektion (124) sowie auch eine genetische Komponente mit einem
verdachtigen Locus auf Chromosom 18 werden diskutiert (79). Es entsteht eine
erhohte II-6 Produktion von Knochen- und Knochenmarkzellen, die einen erhohten
Knochenabbau mit entsprechenden osteolytischen Lasionen verursacht. Daraufhin
erhoht sich sekundar der Knochenaufbau, der flr abnormale sklerotische Lasionen
und lokale Skelettdeformierungen verantwortlich ist. Es entsteht ein Mosaikmuster im
Lamellenknochen mit erhohter Vaskularisation und vermehrtem Bindegewebe am
naheliegenden Knochenmark. 5 % der Patienten haben eine deutliche klinische
Symptomatik mit Knochen- und Gelenkschmerz, Frakturen und Deformierungen.
Weniger als 1 % der Patienten entwickeln Osteosarkome. Morbus Paget hat eine
hohere Pravalenz in Europa aullerhalb von Skandinavien; ungefahr 3 % der
Population der Uber 50-jahrigen ist betroffen (52).

Das Krankheitsbilld der Osteomalazie beschreibt eine Dysfunktion bei der

Mineralisation der Knochenmatrix. Ursachen daflr kénnen Vitamin-D-Mangel bei
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Niereninsuffizienz (67), Malnutrition oder Malabsorption (11, 65), Hypophosphatamie
beim primaren  tubularen Phosphatverlust, oder bei  X-assoziierter
hypophosphatamischer Rachitis (158), Tumorkrankheit der Knochen (98) oder
Funktionsstérungen der Knochenmatrix wie z. B. verminderter Serum- und
Skelettgehalt an alkalischer Phosphatase sein.

Funktionsstorungen der Knochenmatrix sind auch die Ursache fur die
Osteogenesis Imperfekta (70).

Weitere grol3e therapeutische Probleme sind die tumorbedingte Hyperkalziamie
sowie die metastasenbedingten Osteolysen. 1948 beschriebt Walther, dass der
Knochen ist das Organ, das am dritthaufigsten nach Lunge und Leber von distalen
Metastasen betroffen ist. Die haufigsten Primartumoren, die in den Knochen
metastasieren, sind Prostata- und Mammakarzinom. Als osteolytische
Tumorerkrankung wird die Knochendestruktion bezeichnet, die durch entweder
lokale Tumorzellinvasion, oder durch Knochenabbau induzierende Faktoren, die vom
Primartumor in das Blut ausgeschuttet werden, verursacht wird. Unterschiedliche
Theorien erlautern die Metastasenmechanismen. Paget 1889 stellte die ,sead and
soil* Theorie auf. GemalR dieser Theorie werden Wachstumsfaktoren von den
Osteoblasten in der Knochenmatrix eingebettet. Diese stellen eine fertile
Mikroumgebung fur die Kolonisation der metastasierenden Tumorzellen dar.

Des weiteren expremieren Tumorzellen Zytokine, die den Knochenabbau
induzieren wie das PTH-related Peptid, TGF-a, TNF, M-CSF, Prostaglandine, II-1
und II-6 sowie Adhasionsmolekule, die an der Entstehung von Metastasen beteiligt
sind. Zu diesen gehoren die Cadherine, kalziumabhangige Adhasionsmolekule, die
die Zell-zu-Zell Interaktionen regeln und eine Schllsselrolle in der Zelldifferenzierung
spielen; die Intergrine, die die Adhasion zwischen Matrix und Zelle vermitteln; die
Selektine, die Metalloproteinasen u.a.. Es gibt osteoblastische und osteoklastische
Knochenmetastasen. Prostatakarzinommetastasen sind osteoblastisch, die des
Mammakarzinoms sind meistens osteolytisch. Knochenmetastasen kommen
haufiger bei Lungen-, Mamma-, Prostata-, Ovarial-, Nieren- und Hirnkarzinome sowie

bei hamatologischen Neoplasien vor, hier vor allem beim multiplen Myelom.

Verschiedene Medikamente werden in der Therapie der Knochenerkrankungen
eingesetzt. Ostrogene stoppen im Falle der postmenopausalen Osteoporose den

Abbau von Knochenmasse und senken somit die Frakturhaufigkeit. Den selben
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Effekt erreicht Calcitonin. Bei der Anwendung beider Medikamente ist jedoch fraglich
ob die verlorene Knochenmasse wiederaufgebaut wird. Die Fluoridtherapie fuhrt
zwar zu einem Knochenaufbau, die Festigkeit des Knochens scheint aber von
geringer Qualitat zu sein (103). Auf der anderen Seite zeigten Baylink et al 1998 in
einem in vitro Modell, dass Fluorid (mit optimaler Dosis von 10 yM) sowohl die
Proliferation von Osteoblasten als auch ihre Differenzierung, im Sinne einer
vermehrten Produktion von Osteocalcin, alkalischer Phosphatase und Kollagen
stimuliert (100). Weiterhin werden in der Therapie der Osteoporose oder Osteopenie
Kalzium und Vitamin D substituiert, sowie Parathormonfragmente und
Bisphosphonate eingesetzt. Die neuesten therapeutischen Ansatze, wie Substitution
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren sind jedoch noch zu erproben. Zur
Diskussion kommt auch die lokale Anwendung von BMP als medikamentdse
Unterstitzung bei Knochenfrakturen oder Gelenkersatzoperationen (33, 179). Ein
andere therapeutischer Ansatz ist der von Parathormon. PTH kann intermittierend,
allein oder in Kombination mit knochenbildungsstimulierenden Faktoren appliziert
werden (61, 120).

1.4. Bisphosphonate

Bisphosphonate sind synthetisch hergestellte stabile Strukturanaloga des
anorganischen Pyrophosphats, dessen Eigenschaften schon Anfang des

Jahrhunderts bekannt waren (50).

Das Pyrophosphat ist eine im Urin und Plasma %‘ OD‘
physiologisch vorkommende Substanz. Es dient der O=P-0-P=0

a a

Hemmung der Kalziumphosphatprazipitation und ist somit ein o- o-
endogener Regulator der Knochenmineralisation (159). In vivo Pyrophosphat

bindet es sich stark an Kalziumphosphat und reduziert dessen
Kristallisation, schutzt bei intravendser Anwendung vor ektopischer Kalzifikation, hat
aber keinen Effekt auf die Knochenresorption. Seine lokale Knochenkonzentration
wird vermutlich durch die verschiedenen Ilokalen Knochenpyrophosphatasen
geregelt. Heutzutage kommen im medizinischen Bereich Pyrophosphate in der
Szintigraphie und in Zahnpasten als Antiplaquekomponente zum Einsatz.

Da die Phosphor-Sauerstoff-Bindungen des Pyrophosphats leicht enzymatisch
und hydrolytisch spaltbar sind, ist seine orale therapeutische Anwendung nicht

moglich. Die Entwicklung einer stabilen Substanz mit ahnlichen Eigenschaften war
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erwlunscht und gelang durch den Ersatz des Sauerstoffatomes der instabilen P-O-P
Bindung durch ein Kohlenstoffatom (P—-C-P). Die neue synthetische Substanz,
gewann an Stabilitdt gegen Hitze, chemische Reagenzien und vor allem gegen
enzymatische Hydrolisierung (48).

Die physikochemischen Eigenschaften der meisten

Bisphosphonate ahneln denen der Pyrophosphate. Sie

weisen eine starke Affinitat zu Metallionen auf und bilden
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I6sliche und unldsliche Komplexe und Aggregate. Die Starke
der Reaktion ist vom pH der Losung und vom Metall Bisphosphonat
abhangig. Bisphosphonate weisen eine dreidimensionale

Struktur auf. Diese dreizahnige Konformation des Bisphosphonatmolekils ermdglicht
deren Bindung an Metallionen wie Kalzium, Magnesium und Eisen und an
Oberflache die Kalzium bzw. Kalziumphosphat beinhalten. Somit wird die
Prazipitation des letzteren gehemmt und seine Aggregation zu groReren
Kristallkomplexen gehemmt (58, 77). Weiterhin hemmen sie die Aufldsung der
Apatitkristalle (159). Die Kalziumaffinitat steigt, wenn die Seitenketten des
Bisphosphonatmolekuls eine Hydroxyl- oder eine Aminogruppe haben.

Die biologischen Eigenschaften der Bisphosphonate wurden sowohl in vitro als
auch in vivo untersucht. In vitro hemmen sie die Knochenresorption. In Kulturen von
Osteoklasten auf mineralisierter Matrix werden die Resorptionslakunen reduziert. In
Organkulturen langer Knochen oder Schadel von embryonalen Raten wird der
Knochenabbau vermindert. In wachsenden Ratten verhindern Bisphosphonate den
Knochenumbau der Metaphyse, so dass in der Rontgenaufnahme ein ahnliches Bild
wie bei Tieren mit angeborener Osteopetrose beobachtet wird (164). Die Hemmung
der Knochenresorption wurde ferner durch eine Kinetikstudie mit 4°Ca und durch
Messungen der Hydroxyprolinausscheidung belegt (8). Ein vorlaufiges Phanomen
bei der Behandlung mit Bisphosphonaten ist die Erhdhung des Kalziums im Plasma.
Dies ist bedingt durch die Erhdéhung des Vitamin D, die als Antwort auf den
reduzierten Knochenabbau erfolgt und eine erhdhte Kalziumabsorption im Darm
verursacht. Dadurch dass Bisphosphonate hemmend auf den Knochenabbau wirken,
reduzieren sie den gesamten Knochenmetabolismus. Aufgrund dessen steigt die
Gefahr eines Knochenbruches bei der langeren Anwendung von z. B. Etidronat, die

zu einer Osteomalazie fuhrt (153, 171).
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1.4.1 Pharmakologie

Unser aktuelles Wissen uUber Bisphosphonate stammt zum groften Teil aus den
letzten 30 Jahren, obwohl das erste Bisphosphonat, Etidronat, schon 1897 von
deutschen Chemikern produziert wurde (51).

Ihre Molekularstruktur ermoglicht samtliche Variationen der zwei Reste (R’- und
R™), die Kohlenstoff-, Sauerstoff-, Halogen-, Sulfur- oder Stickstoffatome tragen
sowie Ketten oder Ringe beinhalten kdnnen. Hierdurch entstehen viele
Bisphosphonate  mit individuellen  physikochemischen und  biologischen
Charakteristika und Wirkungspotential. Ziel der pharmakologischen Forschung ist
Bisphosphonate mit starkerer antiresorptiver Aktivitat, aber ohne zunehmende
Hemmung der Mineralisation (48) zu entwickeln. Folgende strukturelle Variationen
des Molekils bewirken ein zunehmendes Wirkungspotential:

1.) Das Einbauen einer Aminogruppe am Ende der seitlichen Kette (R), wie z. B. bei
Pamidronat. (145)

2.) Eine zusatzliche Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 1 steigert die antiresorptive
Aktivitat (169)

3.) Die zunemmende Lange der aliphatischen Kohlenstoffatomkette mit einem
maximalen Effekt bei vier Kohlenstoffatomen, wie bei Alendronat (163)

4.) Das Einbauen einer Methyl- oder einer Penthylgruppe am Stickstoffatom (siehe
1), wie bei Ibandronat (126)

5.) Zyklische Bisphosphonate vor allem diese mit einem Stickstoffatom im Ring, wie
Risendronat oder mit einem Imidazolring wie Zolendronat (170).
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Ebenso scheint die

dreidimensionale Struktur des Bisphosphonate Relative Aktivitat
Molekiils das Wirkungspotential des Etidronat x
) ) Clondronat
Medikamentes zu beeinflussen, da Tiludronat 10x
stereoisomere Aktivitatsunterschiede Neridronat
aufweisen. In der folgenden Tabelle Pamidronat 100x
ird di i i Pot d Alendronat
wir ie antiresorptive Potenz der EB _1053
verschiedenen Bisphosphonate im Incadronat >100x - <1000x
Rattenmodel gezeigt (47). Das bei den Olpadronat
. . . Risendronat
Ratten evaluierte Potential entspricht
Ibandronat >1000x - <10000x
gut den Beobachtungen nach Minodronat
Bisphosphonat-anwendungen  beim Zoledronat >10000x

Menschen (52).

Die Wirkungsmechanismen der Bisphosphonate sind zellular und betreffen
hauptsachlich Osteoklasten und die Mineralisation der Knochenmatrix. Die an den
Hydroxyapatitkristallen der Matrixoberflache gebundenen Bisphosphonate werden
von den Osteoklasten zusammen mit der Matrix phagozytiert. Dabei unterliegt der
Osteoklast bestimmten Morphologie- und Funktionsanderungen. Das Zytoskelett
andert sich und die Anzahl der ,ruffled boarders® wird reduziert. Eine verminderte
Produktion von Laktatsdure, Protonen und Protonen-ATPase unter den ,ruffled
borders* wird beobachtet. Diese Anderungen reduzieren zum einen die
Knochenabbaufahigkeit der Osteoklasten und zum anderen konnen zu ihrer
Apoptose fuhren. Mit Bisphosphonaten behandelte Osteoklasten wurden in einem
zweiten Schritt auf mineralisierte Substrate gegeben. Dieses fuhrte zu einer
verminderten  Anzahl der Resorptionslakunen, was einer reduzierten
Knochenabbaufahigkeit entspricht und far einen intrazellularen
Wirkungsmechanismus der Medikamente auf die Osteoklasten spricht (20, 101).

Rogers et al konnten die apoptotische Wirkung der stickstoffhaltigen
Bisphosphonate durch ihren inhibitorischen Einflud auf den Stoffwechselweg der
Mevalonsaure erklaren (155). Mevalonsaure ist ein Zwischenprodukt in der
Cholesterinsynthese. Unter dem Einfluss einer Phosphatkinase entsteht das
Mevalonsaure-5-pyrophosphat,  welches durch  eine  Decarboxylase in

Isoprenylpyrophosphat (Isopentenylpyrophosphat) Gbergeht. Diese ,Prenylierung® ist
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ein notwendiger Schritt fir die Verankerung diverser GTP-asen, wie z.B. Rho, Rac,
cdc42 und Rab, die fur die Osteoklastenfunktion essentiell sind, an den
Zellmembranen. Die Hemmung der ,Prenylierung® fuhrt zur Dysregulation
intrazellularer Ablaufe, welche die Zellmorphologie, die Intergrinesignale, die Bildung
der ,ruffled borders®, die intrazellulare Zirkulation der Endosome und die Apoptose
betreffen. Ein hemmender Effekt der stickstoffhaltigen Bisphosphonate auf die
Cholesterolsynthese wurde auch in den J774 Mausmakrophagen beschrieben (5).

Ein anderer Wirkungsmechanismus wird fur die nicht stickstoffhaltigen
Bisphosphonate vermutet. Aufgrund der chemischen Verwandschaft zu
Pyrophosphat werden nicht stickstoffhaltige Bisphosphonate wie z. B. Clodronat,
Etidronat und Tiludronat mit in Nukleotidanaloga eingebaut, konsekutiv sind diese
nicht mehr hydrolysierbar. Sie akkumulieren intrazellular, wirken somit toxisch,
hemmen die Osteoklastenfunktion und verursachen ebenso deren Apoptose (60,
135, 156).

Patienten, die langfristig mit Bisphosphonaten behandelt wurden, weisen eine
dramatische Reduktion der Osteoklasten auf. Aufgrund dessen postulieren Loewik et
al einen hemmenden Effekt der Bisphosphonate auf die Rekrutierung der jungen
Osteoklasten (108).

Ein direkter Effekt der Bisphosphonate auf Osteoblasten wird ebenso diskutiert.
Es wird vermutet, dass Osteoblasten ein Protein unter Bisphosphonateinfluss
produzieren, das die Rekrutierung von Osteoklasten hemmt (181).

Bisphosphonate  beeinflussen  die  Knochenmineralisation. Der  nach
Bisphosphonatbehandlung  entstandene  Knochen  weist eine  bessere
biomechanische Qualitat auf Bei der Arthritis wurde beobachtet, dass
Bisphosphonate lokal die Knochen- und Knorpelresorption hemmen und somit die
Gelenkarchitektur erhalten. Zudem reduzieren sie die entzundliche Reaktion (47).

Bisphosphonate wirken aber nicht nur auf Knochenzellen. Pecherstorfer et al 2000
zeigten eine Reduktion der zirkulierenden Lymphozyten-Subpopulation durch
Bisphosphonatbehandlung. Diese ist am ehesten durch vermehrte TNF-alpha-
Produktion bedingt, die die Adhasion dieser Zellen an den Endothelien fordert (134).
Aktivitat und Proliferation der Makrophagen in vitro werden gehemmt; Zellen des
Bindegewebes sprechen auf Bisphosphonatbehandlung an. In vivo hemmen sie die

ektopische Kalzifikation sowie die Kalzifikation von Nieren, Haut und Arterien, indem
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sie die Akkumulation von Cholesterol, Elastin und Kollagen auf den Arterienwanden
hemmen (53).

Die Bisphosphonate werden im Magen und hauptsachlich im ersten Teil des
Dunndarms wahrscheinlich mittels Diffusion absorbiert. Die gleichzeitige Einnahme
mit dem Essen, vor allem mit Milch oder anderen Produkte, die Kalzium oder Eisen
beinhalten, vermindert dramatisch ihre Bioverfugbarkeit. 20-80%, des absorbierten
Medikaments, abhangig vom Alter, Geschlecht, Spezies und Wirkungspotential, wird
an die Knochenmatrix gebunden. Der Rest wird unverandert renal eliminiert. Im Blut
sind die Bisphosphonate an Proteine, besonders Albumin gebunden, oder sie bilden
kleine Aggregate. Deswegen ist bei der intravendsen Gabe Vorsicht geboten:
schnelle Gabe gro3erer Mengen fuhrt zu Bildung von Aggregaten, die zum einen von
Makrophagen phagozytiert werden und somit eine ,akute Phase Reaktion®
hervorrufen und zum anderen Nierenversagen verursachen kénnen. Zudem kann es
auch zu symptomatischer Hypokalziamie kommen. Die Halbwertszeit der
zirkulierenden Bisphosphonate ist besonders kurz und betragt beim Menschen nur
0,5-2h. Dieses ist die Folge ihrer starken Affinitat zu den Kalziumkarbonatkristallen.
Sie binden sich an die Hydroxyapatitkristalle der Matrixoberflache und verlassen so
rasch das Blut. Das effektive Niveau wird schnell erreicht und ist dosisabhangig,
wobei die Sattigung der Akkumulation im Skelett erst nach Jahrzehnten chronischer
Anwendung erreicht werden kann. Die Bisphosphonate werden mit der Zeit in der
Knochenmatrix eingebettet und bleiben vielleicht lebenslang im Skelett (49). Das
Einbetten inaktiviert sie. Jedoch werden sie reaktiviert, sobald Osteoklasten zum
Zwecke des Knochenumbaus Knochenmatrix phagozytieren. Sato M et al haben
gezeigt, dass die Bindung von Alendronat an den Knochen ca. 105 nmol/mg
Knochentrockensubstanz betragt (161).

In Tierexperimenten wurden keine Mitogenese, Karzinogenese oder Teratogenese
durch Bisphosphonate nachgewiesen. In der klinischen Anwendung wird gelegentlich
eine Hypokalziamie direkt nach der intravenésen Gabe beobachtet, die mit
intravendser Kalziumgabe schnell zu korrigieren ist. Weitere Nebenwirkungen sind
akutes Nierenversagen Pamidronat und FSGS und gastrointestinale Beschwerden
bis zur akuten Gastritis und Osophagitis. Diese kdnnen vermieden werden, wenn die
orale Aufnahme der Medikamente von ausreichender Flussigkeitseinnahme begleitet
wird. Es sollte ferner erwahnt werden, dass einige Bisphosphonate wie Etidronat und

Pamidronat plazentagangig sind (73).
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Die chronische Toxizitat von Bisphosphonaten in therapeutischer Dosierung ist
gering. Bei hochdosiertem Einsatz niedrigpotenter Bisphosphonate, vor allem bei
kontinuierlicher Applikation, kann es zu einer Osteomalazie kommen; bedingt durch
eine konsekutiv verminderte Osteoblastenfunktion und einen niedrigeren

Knochenumsatz aufgrund der Osteoklastenhemmung.

1.4.2 Klinische Anwendung

Bisphosphonate haben sehr viele Anwendungen in der Klinik gefunden und bieten
Erfolg in der Behandlung vieler Knochenerkrankungen. lhre Dosierung und
Therapiedauer sind vom jeweiligen Bisphosphonat, seiner pharmakologischen
Potenz und der grundliegenden Erkrankung abhangig. Je nach Indikation kénnen
sie oral Uber 3-6 Monate oder intravendés einmalig (z. B. Ibandronat oder
Zolendronat) oder uber 5-10 Tage angewandt werden. Die Lange der Therapie und
die Wiederholung des Zyklus soll individuell bei jedem Patient je nach Verlauf der
biochemischen Marker (knochenspezifische alkalische Phosphatase und
Osteocalcin im Serum, Hydroxyproline und Pyridoline crosslings im Urin) und der
Klinik entschieden werden.

Bisphosphonate sind bei allen metabolischen Knochenerkrankungen mit
gesteigerter Osteoklastenaktivitat indiziert. Am Anfang war ihre Anwendung auf M.
Paget und tumorassoziierte Hyperkalziamie beschrankt. In den letzten Jahren
werden sie in der Therapie der kortikosteroid-induzierten und der postmenopausalen
Osteoporose sowie der Schmerztherapie bei Knochenmetastasen effektiv eingesetzt.
Manche padiatrischen Zentren benutzen Bisphosphonate in der Therapie der
Osteogenesis Imperfecta (69). Aktuell wird ihre Anwendung als Prophylaxe vor
Knochenmetastasen bei Patienten mit Mamma- oder Prostatakarzinom diskutiert
(36).

Nach Bisphosphonatbehandlung bei Patienten mit M. Paget hat man
bemerkenswerter Weise eine regelrechte Lamellenstruktur des neuen Knochens im
Gegensatz zu der hohlen Struktur des erkrankten Knochens beobachtet. Calcitonin
und Plicamyzin werden ebenso bei M. Paget angewandt, allerdings ohne denselben
Erfolg.

Ein anspruchvolles therapeutisches Problem sind die Knochenneoplasien, die von
Schmerzen, Frakturen und eine therapieresistente Hyperkalziamie. Forcierte

Diurese, Rehydrierung und Plikamycin (Mythramyzin) sind die gangigen
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Therapiestrategien (32). Plikamycin wird heutzutage wegen der Leber-, Nieren- und
Knochenmarktoxizitdt ~wenig benutzt. Die Mechanismen der malignen
Hyperkalziamie sind der lokale und generalisierte Knochenabbau, der Kalzium ins
Blut freisetzt, die erhdhte tubulare Kalziumresorption als Folge der Wirkung der
verschiedenen vom Tumor produzierten Faktoren, Uberwiegend des PTH-related
Peptides, und die Dehydratation, die haufig bei Tumorpatienten vorkommt. Die
Wirkung der Bisphosphonate wird an Stellen eines vermehrten Knochenumbaus
verstarkt, weswegen sie in Fallen von Tumorhyperkalziamie einen therapeutischen
Effekt haben. Nach 2-3 Tagen intravendser Anwendung ist eine erste Reduktion des
Serumkalziums zu sehen, Normokalziamie wird in ungefahr eine Woche erreicht.
Wie lang dieser Effekt anhalt, ist von vielen Faktoren abhangig. Eine Remission
kann von ein paar Tagen bis zu einem Monat oder langer dauern. Eine
Wiederholung der Therapie bewirkt meistens gute Ergebnisse. Auch bei der
Hyperkalziurie, die fast ausschliel3lich Folge des erhdhten Knochenabbaus ist, zeigt
die Bisphosphonatbehandlung gute Ergebnisse.

In einer weiteren experimentellen Arbeit Ilasst sich nachweisen, dass
Bisphosphonate sowohl den lokalen Knochenabbau durch Tumor, als auch die
Adhasion und Ausbreitung der Tumorzellen hemmen (111). Dies ist moglicherweise
auf den Einfluss der Medikamente auf die lokale Cytokinproduktion zurtickzufuhren.

Ein neuer interessanter pharmakologischer Aspekt ist die Herstellung von
Konjugaten aus Bisphosphonaten und Chemostatika (z. B. Methotrexat) (86).

Einer der hauptsachlichen Anwendungen von Bisphosphonaten ist die Therapie
der Osteoporose. Zur Therapie der Osteoporose werden Ostrogene, Calcitonin,
Fluorid, Kalzium und Vitamin-D sowie Bisphosphonate eingesetzt. Bislang erwies
sich die Behandlung mit Bisphosphonaten effektiv hinsichtlich der Verhinderung
eines weiteren Knochenabbaus. Bei der Anwendung an gesunden und
osteoporotischen postmenopausalen Frauen wurde bei beiden Gruppen eine
Erhéhung der Knochendichte am gesamten Skelett beobachtet. Der prophylaktische
Einsatz wird deswegen stark diskutiert. Bisphosphonate kdnnen in Zyklen von 2-3
Monaten bis zu 7 Jahren verabreicht werden. Zur Beobachtung des Effektes kdnnen
die verschiedenen biochemischen Marker bestimmt werden. Der Effekt ist ungefahr 2
Jahre nach der Therapie zu messen (66).
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1.4.3 Etidronat

Etidronat ist das Dinatriumsalz der Etidronsaure (1- ONa OH ONa
Hydroxyethyliden-1,1-Bisphosphonatsdure, EHDP). Es o - IE' 2 E -6
gehort zu den Bisphosphonaten der ersten Generation. O O O

OH CH; OH

Seine  Summenformel ist CyHgNa>O7P- und sein
Molekulargewicht 249.99.

Das Medikament wir oral und intravends verabreicht. Das Therapieschema ist

Etidronat

abhanging von der Grunderkrankung und die Ansprechbarkeit des Patienten.
Empfohlene Dosierungen z. B. beim M. Paget sind 5 oder 10 mg / kg KG per os
taglich fur maximal 6 Monate oder 20 mg / kg KG per os taglich einen Monat lang.

Etidronat ist das alteste Bisphosphonat. Seine einfache chemische Struktur
gewahrleistet weder grole Potenz noch optimale Knochenmineralisation.
Langfristige Einnahme von Etidronat kann Osteomalazie oder bei noch wachsendem
Knochen Rachitis (47) verursachen.

Das Medikament ist in Deutschland flr die Osteoporosetherapie zugelassen,

sollte aber nicht langer als 6 Monate appliziert werden.

1.4.4 Alendronat

Alendronat ist das Mononatriumtrihydratsalz

NH,
der (4-Amino-1-Hydroxybutyliden)-Bisphospho- O

CH
natsaure. Seine Summenformel ist O ’
C4H12NNaO;P;*3H,0 und sein Molekular- e
gewicht 325.1. O CH, O

O o O
Das Medikament wird oral verabreicht. Es HO - P - C - P-ONa 0O3H,O

L . . . O O O
ist in Deutschland fur die Therapie von OH OH OH
Osteoporose zugelassen. Empfohlene Alendronat

Dosierungen sind 5mg per os als

Osteoporoseprophylaxe und 10 mg per os taglich als Osteoporosetherapie sechs
Monate lang. An einer randomisierten Studie nahmen 2027 Frauen im Alter zwischen
55 und 81 Jahren, die an Osteoporose mit Wirbelsaulenfrakturen erkrankt waren, teil.
Die Halfte wurde mit 5 mg/die oral behandelt; nach einem Jahr wurde die orale
Dosierung auf 10 mg/die gesteigert. Die andere Halfte erhielt Placebo. Das follow-up
dauerte 2,9 Jahren. In diesem Zeitraum wies die behandelte Gruppe versus
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Plazebogruppe eine Reduktion der Frakturgefahr um 55% auf (17). Eine weitere
multinationale, placebokontrollierte, randomisierte Studie applizierte ebenso 10
mg/die Alendronat per os bei 1908 Frauen mit postmenopausaler Osteoporose ein
Jahr lang. Ein signifikanter Anstieg der Knochendichte der LWS, des Trochanters
und des Schenkelhalses der behandelten Gruppe konnte nachgewiesen werden.
Zudem war die Fraktureninzidenz (ausschliel3lich Wirbelsaulenfrakturen) ebenso
signifikant reduziert (139).

Ein intravendses Therapieschema bei M. Paget ist 10 mg Alendronat intravends
taglich fur 5 Tage, darunter sowie unter 40 mg per os 6 Monate lang, konnte eine
Normalisierung der alkalischen Phosphatase im Serum bei allen Patienten
beobachtet werden. Nach intravendser Gabe wurde eine langere Remissionsphase
dokumentiert (105).

Das Applikationsschema variiert und ist von der Grunderkrankung sowie den
individuellen Verlauf abhangig. Aktuell laufende Studien untersuchen die Effektivitat
einer wochentlichen kumulativen Dosis von z. B. 70 mg einmal wochentlich oder 35
mg zweimal wochentlich (165).

Bei der oralen Anwendung von Alendronat ist mehrmals in der Literatur als
Komplikation eine Osophagitis erwahnt worden. Diese kann vermieden werden,
wenn das Medikament mit reichlicher Menge an FlUssigkeit eingenommen wird.

Anschliel3end sollten die Patienten das Hinlegen meiden (106).

1.4.5 Ibandronat

Ibandronat ist das Mononatriummonohydratsalz der (1-Hydroxy-3-(MethylPentyl-
amino)Propyliden)-1,1-Bisphosphonatsaure. Es gehdrt zu den Bisphosphonaten der
dritten Generation. Seine Summenformel ist CgoH2oNO;P2Na * H,O, und sein
Molekulargewicht 359.24.

OH
O =P - OH

CH3-CH, —=CH, =CH, =CH, —= N = CH, = CH, - C - OH O H;0
O O
CHs O = P - ONa

OH
Ibandronat
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Das Medikament wird intravends verabreicht und ist in Deutschland fur die
Behandlung von Knochenmetastasen und der malignen Hyperkalziamie, sowie der
Osteoporose und des M. Paget zugelassen (37).

Ibandronat wird einmalig intravends 2-6 mg, je nach Studie, verabreicht. Es zeigt
ein deutlich hdéheres Potential verglichen mit Etidronat oder Alendronat, die z. B.
wiederholte Applikation fur das Erreichen der Normokalziamie voraussetzen.

J.D. Ringe et al haben 75 Patienten mit kortikosteroidinduzierter Osteoporose mit
2mg Ibandronat intravends alle 3 Monate oder mit 1-Alphacalcidol behandelt. Die
Patienten wurden 24 Monate beobachtet und gaben alle eine Linderung der
Ruckenschmerzen an. 11,8% hatten einen Anstieg der Knochendichte der
Lumbalwirbelsaule in der Ibandronatgruppe messbar, im Vergleich zu nur 1,8% in
der 1-Alphacalcidol Gruppe (148).

1.5 Zellkulturmodelle

Die Moglichkeit das Verhalten von Gewebe aulierhalb des Korpers zu beobachten
hat seit mindestens 100 Jahren die Wissenschaftler interessiert. Erst ist die Isolation
von Gewebe gelungen, spater die von Tumorzellen und zuletzt gelang die Isolation
von normalen Zellen. Earle et al entwickelten 1943 erstmals kontinuierlich
wachsende Mausfibroblasten. 1955 stellte Eagle das erste definierte Medium
zusammen. Die Gefalie, in denen die Zellen in Medium wuchsen, waren aus Glas.
Seit Ende der 70-Jahren erfolgt die Anzucht von Zellen in mit einer hydrophoben
Oberflache beschichteten Polystyrol-Einmalgefalen. Serum im Medium wurde lange
Zeit als notwendig angesehen, da es essentielle Hormone und Nahrstoffe enthalt.
Physiologisch ist im engeren Sinne das Wachstum im serumhaltige Medium jedoch
nicht, denn normales Gewebe oder Tumore stehen nicht mit koaguliertem Plasma in
Kontakt. Zudem ist das Wachstum im serumhaltigen Medium hinsichtlich seiner
Inhaltsstoffe wenig standardisierbar, so gerade Ergebnisse zur Beurteilung vom
Hormon-, Wachstumsfaktoren oder Zytokineinfluss mit groRem Vorbehalt interpretiert
werden mussen. Mittlerweile ist es mdglich Zellen in serumfreiem Medium zu
zuchten (97). Eine Charakterisierung der kultivierten  Zellen  Uber
Chromosomenanalyse sowie uber eine Untersuchung der Produktion deren

charakterischen Proteinen im Zelllysat oder im Kulturmedium ist erforderlich.
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Zellkulturen kommen als das kleinste zellbiologisch kontrollierbare Modell zur
Anwendung, gerade wenn Fragestellungen uber die Wirkung einzelner Substanzen
auf bestimmte Zellen vorliegen. Diese sind durch in vivo Experimente naturgemaf}
nicht hinreichend genau zu klaren, wegen der Vielzahl der Einflussfaktoren auf die zu

testende Zellpopulation in einem komplexen Organismus.

1.5.1 Humane Osteosarkomzellkulturen

Humane Osteosarkomzellkulturen sind seit vielen Jahren Gegenstand von
Zellkulturexperimenten. lhre Isolierung aus dem Tumorgewebe und Etablierung als
Monolayerkulturen erfolgt nach Spulung, Gewebedissektion, enzymatischer
Zellseparation und Zentrifugation. Nach weiterer Subkultivierung erhalt man
homogene Zellpopulationen, welche ihre funktionellen Eigenschaften auch Uber
langere Kultur- und Passagezeitraume hinweg behalten. Das rasche Zellwachstum
fuhrt schnell zum Erreichen hoherer Zelldichten, die nachweisbare Substanzmengen
produzieren. Nachteilig hierbei ist jedoch die Tatsache, dass Osteosarkomzellen ein
transformiertes Genom besitzen und sich daher grundsatzlich in ihrer
physiologischen Eigenschaften von normalen Knochenzellen unterscheiden konnen.
Hierunter fallt auch ein Verlust der Kontrolle des Zellwachstums. Die Eigenschaften
einer Osteosarkomzelllinie, jeweils einen bestimmten osteoblastaren Entwicklungs-
und Differenzierungsgrad zu reprasentieren, kann aber auch nutzbringend in
Untersuchungen angewandt werden, in denen gerade verschiedene osteoblastare
Reifungszustande miteinander verglichen werden sollen. Grundsatzlich sollten aber
fur in vitro-Versuche als Knochenzellkulturmodell nur solche Zelllinien zur
Anwendung kommen, bei denen der Differenzierungsgrad und der osteoblastare
Charakter hinreichend belegt sind (167).

1.5.2 Humane Osteoblastenkulturen

Humane Osteoblastenkulturen stammen vielfach aus isolierter Knochenspongiosa
von Spendern, die sich orthopadischen Knochenersatzoperationen unterziehen, z. B.
aus trabekularem Knochen des Caput femoris nach endoprothetischem
Gelenkersatz. Die Gewinnung einer Knochenzellkultur aus dem Operationsmaterial
wird von verschiedenen Autoren im Prinzip ahnlich beschrieben (75, 150). Nach
mechanischer Zerkleinerung und Spulung der Spongiosafragmente erfolgt eine
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Kollagenasedissektion der Spongiosaoberflache und die anschliellende
Abzentrifugation der Spongiosafragmente mit Aussaat in geeigneten sterilen
Schalen. Ebenso werden die nach Kollagenasebehandlung abzentrifugierten Zellen
in Kulturflaschen ausgesat. Die derart gewonnenen Monolayerkulturen kébnnen weiter
subkultiviert und fur Stimulationsversuche genutzt werden.

Riggs et al.(1996) haben aus humanem Knochenmark die Praosteoblasten
isolieren kdnnen, indem die Zellen in Medium, das fetales Kalberserum beinhaltete,
kultiviert wurden. Nach ungefahr 14 Tagen und nachdem die Zellen die Konfluenz
erreicht hatten (Monolayerkultur) wiesen sie osteoblastare Eigenschaften auf (147).

Die auf diese Weise gewonnenen Zellen zeigen die charakteristischen Merkmalen
des osteoblastaren Phanotyps in vitro. Diese sind die Produktion von alkalischer
Phosphatase, der Anstieg des intrazellularen cAMP nach Parathormongabe, die
Produktion von Osteocalcin nach Stimulation mit 1,25(0OH),D; sowie die variable
Expression von Kollagen Typ I, Osteopontin und anderen Matrixproteinen (56, 91).

Hierbei sollte erwahnt werden, dass die Praosteoblasten in dieser Phase in
Adipozyten differenziert werden kdnnen. Dieses passiert z. B. nach Kultivierung mit
Dexamethason. Andersherum verlieren die Vorlauferzellen ihren

Adipozytencharakter mit zunehmender Konfluenz (14, 82, 113).
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2. Fragestellung

Bisphosphonate wurden in den letzten drei Jahrzehnten als potente Inhibitoren der
Knochenresorption entwickelt. Sie werden mittlerweile erfolgreich gegen
Osteoporose und andere Knochenerkrankungen angesetzt. Dabei wird eine
Reduktion der Fraktureninzidenz bei postmenopausalen Frauen mit Osteoporose
und eine Linderung der Schmerzsymptomatik bei Patienten mit Knochenmetastasen
beobachtet. Ihrer genauerer Wirkungsmechanismus ist in den letzten Jahren intensiv
untersucht, aber bleibt weiterhin teils unbekannt. Hauptsachlich intervenieren
Bisphosphonate in den interzellularen Metabolismus der reifen Osteoklasten und
verursachen deren Apoptose.

Ein direkter Effekt auf die Osteoblasten wird vermutet. Osteoblasten, die mit
Bisphosphonaten behandelt wurden, hemmen in Cokulturen mit
Osteoklastenvorlauferzellen und reifen Osteoklasten ihre Entwicklung und Aktivitat.

Die direkte Wirkung von Bisphosphonaten auf normale humane Osteoblasten ist
noch unklar. Es ist ebenso nicht bekannt, ob ihre Wirkung auf Osteosarkomzelllinien
mit osteoblastischen Eigenschaften sich von der auf normale humane Osteoblasten
unterscheidet.

Diese Arbeit befasst sich mit folgenden Fragenstellungen:

1. Haben Bisphosphonate einen direkten Effekt auf humane Osteoblasten?
HierfUr werden

a. die Proliferationsrate und
b. der Differenzierungsstatus, beurteilt durch die Expression von
alkalischer Phosphatase, Osteocalcin und Prokollagen, untersucht.

2. Beeinflusst die Behandlung mit Bisphosphonaten die parakrine Interaktion
zwischen Osteoblasten und Osteoklasten?

HierfUr wurde das Interleukin-6 untersucht. Dieses wird von Osteoblasten
produziert und stimuliert die Vorlauferzellen der Osteoklasten zur weiteren
Differenzierung sowie die Aktivitat der reifen Osteoklasten.

3. Besteht ein unterschiedliches Reaktionsmuster bei der Osteosarkomzelllinie
und normalen humanen Osteoblasten sowie auch bei den normalen humanen
Osteoblasten in unterschiedlichen Differenzierungsstadien?

4. Zeigen sich Unterschiede zwischen den Bisphosphonaten drei verschiedener

Generationen?
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3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Zellkulturen

Fur die Durchfihrung der in vitro Untersuchungen wurden die etablierte humane
Osteosarkomzellkultur SAOS-2 und eine Zellkultur (ZK 777) humaner Osteoblasten
verwendet. Die SAOS-2 Zelllinie wurde von der Zellbank ATCC (American Tissue
Culture Collection, Rokville, MD, USA) bezogen. Die Zellkultur der humanen
Osteoblasten wurden im Institut fur Pathologie der Justus-Liebig Universitat in

Gielden angelegt.

3.1.1. SAOS - 2

Diese humane Osteosarkomzelllinie (ATCC HTB 85) stammt vom Osteosarkom
eines 11-jahrigen Madchens (54).

Das Karyogramm zeigt einen hyperdiploiden bis hypopentaploiden
Chromosomensatz. Die Zellen besitzen Rezeptoren flir hydroxyliertes Vitamin D
(1,25(0H),D3) (44), fir Androgene (130) und fiir Ostrogene und Progesteron (172,
175). Sie haben eine hohe basale Produktion von alkalischer Phosphatase (142),
reagieren auf Parathormonstimulation mit einem Anstieg des intrazellularen cAMP,
synthetisieren Osteonectin (154) und produzieren das so genannte “bone inducing
agent” (“BIA”) (7).

3.1.2. Humane Osteoblastenkulturen

Die Kultur der humanen Osteoblasten stammt vom Beckenkamm einer 74jahrigen
Patientin nach elektivem knochenchirurgischen Eingriff wegen Arthrose. Nach der
Bearbeitung des Operationsmaterials nach dem entwickelten Mehrschrittverfahren
(147, 150) ergeben sich drei Kategorien von Osteoblasten: die Praosteoblasten, die
,Collagenase Released“ (aktiven) Osteoblasten und die ,Treated Explants®

(Osteozyten).
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3.2. Kulturmethoden

3.2.1. Kulturmethoden fur die SAOS-2 Zellen

Die SAOS-2 Zellen werden in RPMI 1640 Medium + 10 % FCS (fetales
Kalberserum) + 0,01 % Kanamyzin + 2 mM L-Glutamin + 100 U/l Penicillin + 100 U/I
Streptomycin (Gibco Laboratories, Eggenstein-Leopoldshafen, Deutschland) (154).
Das fetale Kalberserum wird inaktiviert, indem es im Wasserbad 30 min auf 57° C
erhitzt wird. Die Zellen werden in einem Begasungsschrank (Heraeus, Hanau,
Deutschland) unter 37° C, 95 % Luft und 5 % CO2 bei 90 % relativer Luftfeuchtigkeit
kultiviert.

SAOS-2 Zellen werden in kryokonservierter Form bei -196° C in Cryotubes (NUNC
GmbH, Wiesbaden, Deutschland) aufbewahrt. Hierfur ist ein kryoprotektives
Einfriermedium erforderlich. Dieses besteht aus 8,4 ml RPMI 1640 Medium + 2,4 ml
FCS + 1,2 ml DMSO (Dimethylsulfoxid). Zum Auftauen werden die Zellen rasch im
Wasserbad bei 37° C erwarmt. Zum Entfernen des DMSO-haltigen Einfriermediums
wird die Zellsuspension zweimal mit Kulturmedium gewaschen. Hierzu werden die
Zellen in ein 60 ml Zentrifugenrorchen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)
Uberfihrt, mit 40 ml frischem Kulturmedium (s.0.) versetzt und 10 min bei 1500 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert und der Vorgang nach Zugabe von 40 ml
frischen Kulturmedium wiederholt. Fur die Kultur werden die Zellen in 50ml frischen
Kulturmediums resuspendiert und in 120 ml fassende Zellkulturflaschen (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) Uberflhrt. Ein Mediumwechsel erfolgt in dreitdgigem
Abstand. Nachdem die Zellen in Kultur das Stadium der Konfluenz erreicht haben,
werden sie entweder im Versuch eingesetzt oder zur weiteren Zellvermehrung
passagiert. Die Zellpassage ist erforderlich, um eine hohe Zelldichte zu vermeiden,
die durch den Aufbrauch des Kulturmediums und der Anhaufung der sauren
Metaboliten sich negativ auf die Vitalitat der Zellen auswirken wirde.

Zum Passagieren der Zellen wird das serumhaltige Medium verworfen und die
Zellen mit 50 ml einer Pufferlosung (Hank’s balanced salt solution, Biochrom, Berlin
Deutschland) gespult. Zur Abloésung und Seperation der Zellen werden 10 ml einer
Trypsin / EDTA Ldsung (Biochrom, Berlin Deutschland) zugegeben. Nach einer ca.
15-mindtigen Inkubation wird die Zellablosung mikroskopisch kontrolliert.
Anschlieend werden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in die
Kulturflaschen, bzw. Lochplatten verteilt.
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Alle Arbeitsschritte werden unter sterilen Bedingungen an einer Laminar-Flow-

Reinraumwerkbank (Heraeus, Hanau, Deutschland) durchgefihrt.

3.2.2 Kulturmethoden fur die humanen Osteoblasten

3.2.2.1 Gewinnung der Knochenfragmente

Die Entnahme des Knochenmaterials erfolgt steril im Operationssaal wahrend
eines elektiven knochenchirurgischen Eingriffes. Je nach Moglichkeit wird es
entweder sofort verarbeitet, oder bis maximal 24 Stunden in Ham’s F 12 K Medium +
10 % FCS bei 4 ° C aufbewahrt.

Vor der eigentlichen Isolierung der verschiedenen Knochenzellen werden die
operativ gewonnenen Knochensticke zunachst mechanisch aufbereitet. Hierzu wird
der Knochen in einem mit Ham’s F 12 K Medium oder Hank’s Puffer gefullten
Behalter Uberfuhrt. Die Spongiosa wird mittels eines scharfen Loffels von der
Kompakta und dem Bindegewebe befreit. Sie wird dann in eine Zellkulturschale,
ebenfalls mit Ham’'s F 12 K Medium oder Hank’s Puffer gefillt und bis auf eine
Fragmentgrofle 1x1x1mm mittels eine Schere zerkleinert. Die Isolierung der Zellen
erfolgt in einem eigenes hierfur in Anlehnung an Robey und Termine entwickelten
Mehrschrittverfahren (150, 13, 83).

3.2.2.2 Gewinn der Knochenmarkstammzellen (Préosteoblasten)

Die Knochenfragmente werden mehrmals mit Ham’s F 12 K Medium gespuilt und
die Spulflissigkeit in ein 60 ml Zentrifugenrohrchen (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) uberfuhrt. Nach dem Abzentrifugieren (10 min bei 1500 U/min) wird der
Uberstand, der Erythrozyten und Adipozyten enthalt dekantiert und das Pellet mit
Ham’'s F 12 K Medium + 10 % FCS + 100 U/l Penicillin + 100 U/l Streptomycin
resuspendiert. AnschlieRend wird es in eine 120 ml Kulturflasche Uberfuhrt. Die
Zellsuspension wird unter 37° C, 95 % Luft und 5 % CO2 im Begasungsschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland) kultiviert. Alle 5 Tage erfolgt ein Mediumwechsel.

Die Kontrolle, ob die Zellen bereits adharieren erfolgt im Phasenkontrastmikroskop.
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3.2.2.3 Gewinn der , Collagenase Released” (aktiven) Osteoblasten

Die vorbereiteten Knochenstiicke werden in einen sterilisierten, mit 40 ml Ham’s F
12 K Medium und einem Magnetruhrstabchen gefuhlten 50 ml Erlenmeyerkolben
uberfuhrt. Dazu werden sterilfiltriert Gber einen Membranfilter (Porengrofe 0,2 uym)
25 mg (250 U/ml) Kollagenase Typ IV (Sigma Diagnostics, Montana, USA) in 10 ml
Medium gegeben. Der Kolben wird verschlossen und bei einer Temperatur von 37 °
C 2,5 Stunden lang mit 500-700 U/min geriihrt. AnschlieRend wird der Uberstand
vorsichtig in ein Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt und dieselbe Prozedur zur

Kultivierung der Zellen wie in 3.2.2.2. wiederholt.

3.2.2.4 Aussaat der Knochenfragmente - , Treated Explants” (Osteozyten)

Die mittlerweile von der Kollagenasel6sung freien Knochenfragmente werden mit
Medium gespult und in eine Petrischale mit Ham’s F 12 K Medium + 10 % FCS +
100 U/I Penicillin + 100 U/l Streptomycin ausgesat und im Brutschrank gehalten. Das
Medium wird jede 5 Tage abgesaugt und durch frisches ersetzt. Die
elektronmikroskopische Kontrolle zeigt eine erste Emigration der Zellen nach 14 -21

Tagen.

3.2.2.5 Kultivierung und Passagierung

Der Mediumwechsel wird wie oben beschrieben wiederholt bis die Zellen in den
Flaschen bzw. Petrischallen das Stadium der Konfluenz erreicht haben. Dann

werden sie abtrypsiniert und in neue Flaschen passagiert.

3.3.Messverfahren

3.3.1 Zellproliferation
3.3.1.1. Elektronische Partikelzahlung

Die Messung der Zellen vor der Verteilung in die Lochplatten erfolgte mit einem
Coulter Counter Feinpartikelzahler (Coulter Electronics Ltd., Luton, UK). Hierbei
werden die Anzahl und die GroRenverteilung der Einzelpartikel, welche in einer

elektrisch leitenden, isotonen Losung suspendiert sind, bestimmt. Die Messapparatur
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besteht aus einer Messkammer, in der zwei Elektroden (Kathode - Anode) in die
Probenlosung eintauchen. Ein bestimmter Flussigkeitsstrom der Probenldsung
(100um) wird durch die Kathodenapertur angesaugt. Bei der Partikelpassage wird
der Stromfluss zwischen den Elektroden beeinflusst. Jedes durchtretende Partikel
verursacht eine Widerstandsanderung, deren Hohe proportional zur Partikelgrof3e ist.
So kann anhand der aufgenommenen Signale Uber die Zahlzeit auf Grole
(Impulshéhe) und Anzahl (Impulsanzahl) der Partikel (Zellen) geschlossen werden
(59).

Die zu zahlenden Zellkulturen werden abtrypsiniert, die Zellen in der
Trypsinlésung zentrifugiert und in einem definierten Mediumvolumen (20ml)
resuspendiert. Auf die gleichmassige Zellseparation ist zu achten, deswegen sollte
die Zellsuspension mit Pipetten mehrmals aufgesaugt und ausgespult werden. Eine
geringe Menge (0,250ml) der Zellsuspension wird abpipetiert und in ein
Probenréhrchen mit Isoton |I-Elektrolytidsung versetzt. Nach finfmaliger Auszahlung
von 100ul Probenvolumen wird die Anzahl der Zellen pro ml Probenvolumen und die

Gesamtzahl der Zellen in der Mediumsuspension berechnet.

3.3.1.2. MTT — Assay

Dieser fotometrische Ansatz ist ein schnelles und quantitatives Verfahren zur
Bestimmung der Anzahl und Aktivitdt verschiedener Zellen. Die Tertazoliumsalze
messen die Aktivitat verschiedener Dehydrogenasen. Das Verfahren basiert auf der
Spaltung des Tetrazoliumrings durch die Enzyme der Mitochondrien, also kann die
Reaktion nur in lebenden Zellen stattfinden (125).

Das [3-(4,5-dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyl]- tetrazoliumbromid (Thiazolblau,
Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wird im Medium aufgelost: 100ml MTT-L6sung
bestehen aus 60 ml Medium + 15 ml FCS + 25 ml 0,9% NaCl mit 125 mg
Thiazolblau. Nachdem das Behandlungsmedium aus den 96-Lochplatten mit den
Kontrollen und den behandelten Zellen zu Zwecken der weiteren
Parameterbestimmung entfernt wird, werden 200ul von der MTT-L6sung (gelblich)
pro well zugegeben. Die Platten werden im Brutschrank bei 37°C 4 Stunden lang
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wird das Tetrazoliumsalz von den
Dehydrogenasen zu Formazankristalle (dunkel blau) reduziert. Nach den 4 Stunden
wird die MTT-Lésung entfernt und 100 pl/well Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma,

Deisenhofen, Germany) zur Auflésung der Formazankristalle zugegeben und die
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Platten werden gerittelt (132). Die optische Dichte der entstehenden blau-violleten
Losung wird innerhalb von 5-10 Minuten im Elisa Reader (LAB-Systems, Hagedorn,
Deutschland) bei 520 nm mit einer Referenzlange von 690 nm gemessen. Die
optische Dichte ist proportional zur Anzahl der vitalen Zellen und vor allem zu ihrer

Aktivitat, die der Anzahl der Mitochondrien entspricht.

3.3.2. Gesamtprotein

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration werden die Zellen mit 150 pl einer 0,1%
Tritonldsung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) lysiert. Die Lyse der Zellen wird
durch optische Kontrolle im Phasenkontrastmikroskop sichergestellt. Aus dem Lysat
werden 100 pl mit 50 pl einer Losung aus 8 x 25% Natriumbicarbonat, 1 x 1%
Natriumkaliumtartrat, 1 x 2% Kupfersulfat und 10 x 1N NaOH versetzt und 10
Minuten inkubiert. Danach werden 100 pl einer 1:10 verdinnten Folinlésung (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) zugesetzt und fur weitere 20 Minuten inkubiert. Der
durch Triton entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert und 150 ul des
Uberstands bei 690 nm im Elisa Reader gemessen.

Das Prinzip des Messverfahrens ist die Reduktion von Kupfer und die

Farbreaktion nach der Verbindung der Kupfermolekule mit Folinphenol.
OH-
1. Protein (Peptidverbindungen) + Cu * Mmmmo- - tetradentate-Cu“-Komplex

2. Cu™ + Folinphenol .- Folin - Cu™ - Komplex (griin-viollet Farbe)

Parallel wird eine Eichkurve mit ansteigenden Referenzkonzentrationen
angefertigt, nach der die entsprechende Proteinkonzentration der Probe berechnet
wird (109).

Die mit den wie folgend beschriebenen Verfahren gemessenen Produkte der
Zellen werden auf das Gesamtprotein vom entsprechenden Loch (well) bezogen und

als spezifische dargestellt.

3.3.3. Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase im menschlichen Serum setzt sich aus mehreren
Isoenzymen zusammen, die vom Gallengangsepithel, von den Knochen, Nieren,

Leukozyten, Plazenta, Darm sowie primaren oder metastatischen Knochentumoren
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produziert werden. Die knochenspezifische alkalische Phosphatase wird von den
Osteoblasten produziert und befindet sich hauptsachlich verankert in ihrer
Zellmembran (30, 72).

Das Prinzip des Messverfahrens der alkalischen Phosphatase ist die Farbreaktion
durch die enzymatische Spaltung des Substrats p-Nitrophenylphosphat (pNPP) ins
gelbe p-Nitrophenol (56).

+ APH, pH 10, 37°C
p-Nitrophenylphosphat + H,O INmmImmmO-- p-Nitrophenol + HPO,*

Die Substratzusammensetzung wird in der folgenden Tabelle beschrieben

100 ml Substrat
26,6 ml 100mM pNPP
13,3 ml 1 N Karbonatpuffer, pH 10
13,3 ml MgCl,
46,8 ml Aqua Dest

Zu den restlichen 50 pl (siehe 3.3.2.) vom Zellysat in jedem Loch der 96-
Lochplatten werden 150 ul vom pNPP-Substrat hinzugegeben. Es erfolgt eine erste
Messung der Extinktion des entstandenen, gelb gefarbten Reaktionproduktes p-
Nitrophenol bei 410 nm mit einer Referenzlange 490 nm im Elisa Reader. Eine
zweite Messung erfolgt in 20-180 Minuten abhangig von der Geschwindigkeit der
Reaktion, die analog zur Enzymaktivitat ist. Die produzierte Menge der alkalischen

Phosphatase pro well wird durch die folgende Formel berechnet:

Alkalische Phosphatase (U/l) = Aoptische Dichte x 410/Optische Dichte des Standarts x 1/ At (min)

wobei als Standart 50 pl 410uM Paranitrophenol geldst in Aqua Dest benutzt
werden. AnschlieRend wird die alkalische Phosphatase auf das Gesamtprotein vom

entsprechenden Loch bezogen und als spezifische Aktivitat dargestellt.

3.3.4 Osteocalcin

Osteocalcin ist ein kleines Protein, welches von reifen Osteoblasten,

Odontoblasten und hypertrophische Chondrozyten produziert wird.
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Zur Bestimmung der Osteocalcinproduktion der behandelten und unbehandelten
Zellen wurde nach der definierten Einwirkzeit der Medikamente der Uberstand
abpipetiert und bei —70°C bis zur Messung eingefroren. Die Bestimmung erfolgte mit
dem kommerziellen NovoCalcin-ELISA-Assay (Metra Biosystems, Inc., California,
USA). Das in 25ul des Uberstands erhaltene Osteocalcin wird zunéchst an dem
Maus-Anti-Osteocalcin monoklonalen Antikorper gebunden, anschlieRend wird
dieses mit einem lyophilisierten Ziegen-anti-Maus-IlgG Antikorper verbunden. Der
letzte ist mit alkalischer Phosphatase konjugiert. Nach Inkubation mit dem Substrat
(p-Nitrophenyl Phosphat) wird innerhalb von 15 Minuten die optische Dichte in 405
nm gemessen. Anhand der mitgefuhrten Standards wurde per Computerprogramm
eine Eichkurve erstellt, die zur Berechnung der Probenkonzentrationen

herangezogen wurde.

3.3.5 C-terminales Propeptid des Procollagens Typ |

Kollagen (hauptsachlich Kollagen Typ I) ist zu 90% Bestandteil des Osteoids. Es
wird im Osteoblast als pre-pro-a-Ketten synthetisiert wird.

Zur Bestimmung der Kollagenproduktion bei den behandelten und unbehandelten
Zellen wurden nach der definierten Einwirkzeit der Medikamenten der Uberstand
abpipetiert und bei —70°C bis zur Messung eingefroren. Die Bestimmung erfolgte mit
dem kommerziellen Prolagen-C-ELISA-Assay der (Metra Biosystems, Inc.,
California, USA). Es ist ein “sandwich”-Immunoassay. Das in 100ul des Uberstands
erhaltene c-terminale-Propeptid des Kollagens Typ | wird zunachst an den
Kaninchen-Anti-CICP polyklonalen Antikorper gebunden, anschliefend wird dieses
mit einem Ziegen-anti-Kanninchen-Konjugat mit alkalischer Phosphatase verbunden.
Nach Inkubation mit dem Substrat (p-Nitrophenyl Phosphat) wird innerhalb von 15
Minuten die optische Dichte in 405 nm gemessen. Anhand der mitgefuhrten
Standards wird per Computerprogramm eine Eichkurve erstellt, die zur Berechnung

der Probenkonzentrationen herangezogen wird.

3.3.6. Interleukin-6

Zur Bestimmung der |lI-6 Produktion bei den behandelten und unbehandelten
Zellkulturen wurden nach der definierten Einwirkzeit der Medikamente der Uberstand
abpipetiert und bei —70°C bis zur Messung eingefroren. Die Bestimmung erfolgte mit

dem kommerziellen IL-6 Endpoint Enzyme Immunometric Assay (DPC Biermann
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GmbH, Bad-Nauheim, Deutschland). 100ul des Uberstands werden in die ,wells* der
Mikroplate, die mit dem monoklonalen Antikorper spezifisch gegen humanes IL-6
beschichtet sind, pipetiert und flr 2 Stunden inkubiert. Nach einem Waschvorgang
wird ein polyklonaler Antikdrper gegen II-6, affinitats-gereinigt, mit Meerettich-
peroxidase-konjugiert, dazugegeben. Nach weiterer zweistliindiger Inkubation und
erneutem Waschvorgang ist der “sandwich” Komplex entstanden. Das chromogene
Substrat 3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) reagiert und verbindet sich mit dem
enzymatisch markierten zweiten IL-6 Antikdrper. Die entstehende Farbdichte
gemessen bei 450 nm (Elisa Reader, LAB-Systems, Hagedorn, Deutschland) ist
direkt proportional zu der II-6 Konzentration. Anhand der mitgefuhrten Standards wird
per Computerprogramm eine Eichkurve erstellt, die zur Berechnung der

Probenkonzentrationen herangezogen wird.

3.4 Versuche

Die Stimulation der Zellen mit Bisphosphonaten erfolgte nach einem mehrstufigen
Schema. Zuerst wurden von allen Zellen die entsprechende Zellzahl auf Kunststoff-
96-Lochplatten eingesat, so dass sich wahrend des Versuches die Zellen in der
Phase des exponentiellen Wachstums befanden. Nach Erreichen der Prakonfluenz
(24h bei den Osteosarkomzellen und 48 h bei den humanen Osteoblasten) wurde
das Kulturmedium durch das serumfreie Stimulationsmedium ersetzt. Jeder Versuch
wurde mit jeweils 6 Parallelansatze pro Gruppe durchgefuhrt. Die Einwirkzeit des

Stimulationsmediums betrug 48 Stunden.

3.4.1 Herstellung der Stimulationsmedien
3.4.1.1 Serumfreies Medium

Fir die SAOS-2 Zellen wurde das Medium RPMI und fuar die humanen
Osteoblasten Ham’s F 12 K benutzt. Zum optimalen Wachstum der Zellen in der
Kultur ist das fetale Kalberserum notwendig. FKS dient zur Anreicherung des
kunstlichen Mediums mit Serumproteinen, beinhaltet aber auch Hormone, Zytokine
und Wachstumsfaktoren. Dieses behindert die standarisierten
Versuchsbedingungen, weil auf der einen Seite das Wachstum der Zellen in der
Kultur parallel durch die Stimulationsfaktoren unkontrolliert beeinfluf3t wird und auf
der anderen Seite die APH, OC, CICP, IL-6 im FKS bei der Messung der
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Zellenprodukte unter Stimulation mitgemessen werden wirden. Deswegen wird das
bovine Serumalbumin (BSA), welches stets in genau definierter Zusammensetzung
und Qualitat erhaltlich ist und den Grundbedarf der Zellen an Protein decken kann,
benutzt. Die kristalline Festsubstanz (Merck, Wien, Osterreich) wird aufgeldscht,

steril filtriert und in einem Verhaltnis 0,1 % zum Medium dazugegeben.

3.4.1.2 Bisphosphonate

Von allen Bisphosphonaten wurde eine 10-2 M in 0,9 % NaCl Stammldésung
angefertigt: 0,0249 g Etidronat in 10 ml 0,9 % NacCl
0,0325 g Alendronat in 10 ml 0,9 % NaCl
0,0359 g Ibandronat in 10 ml 0,9 % NaCl
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Diese Stammlésungen wurden
sterilfiltriert und mit serumfreiem  Medium  weiterverdinnt.  Folgende

Stimulationsmedien wurden benutzt:

Medium fur unbehandelte Kontrollen: 0,1 % BSA

Medium fur Etidronatbehandlung: 0,1 % BSA + 10-3 M bis 10-11 M
Medium fur Alendronatbehandlung: 0,1 % BSA + 10-3 M bis 10-13 M
Medium far Ibandronatbehandlung: 0,1 % BSA + 10-3 M bis 10-18 M

3.4.2 Passage der Zelllinien auf 96-Lochplatten

Die Zellen jeder zu testenden Zelllinie wurden von den Kulturflaschen abtrypsiniert
und im Coulter Counter gezahlt. Anschliefend wurden sie im geeigneten
Kulturmedium + 10 % FKS in die Platten ausgesat. Die SAOS-2 Zellen wurden mit
6000 Zellen pro well ausgesat. Die grolReren humanen Osteoblasten wurden mit
3000-4000 Zellen pro well ausgesat. Das Wachstum der Zellen wurde taglich mit
dem Doppelkontrastphase-Lichtmikroskop kontrolliert. Insgesamt waren fur jede
Zellinie acht 96-Lochplatten bendétigt. Auf jeder Platte waren sechs wells als
ungehandelte Kontrolle und sechs Wells pro jede Stimulationskonzentration
beschriftet. FUr jedes Medikament wurden zwei identische Platten (fir Ibandronat,
wegen der hohen Anzahl der Stimulationsverdiinnungen vier) vorbereitet. Von jedem
Plattenpaar wurde die eine Platte fur den MTT-Assay und die zweite fur die
Bestimmung von APH, OC, CICP, IL-6 und Gesamtprotein benutzt.

38



3.4.3 Inkubation der Zelllinien mit den Stimulationsmedien

Nachdem die Zellen auf dem Boden des ,wells“ adharent waren und das Stadium
der Subkonfluenz erreicht hatten, erfolgte der Mediumwechsel auf das jeweilige
serumfreie Stimulationsmedium. Dies erfolgte nach 24 h bei den Saos-2 Zellen und
nach 48 h bei den humanen Osteoblasten. Die serumhaltigen Mediumuberstande
wurden verworfen und nach Spulung mit Hank's Pufferlosung mit den
Stimulationsmedien (250 ml/well) in den verschiedenen Konzentrationen versetzt.

Die Einwirkdauer betrug fur alle Zellen 48 Stunden.

3.4.4 Asservierung der Inkubationsmedien

Nach Ablauf der Einwirkdauer wurden die 96-Lochplatten aus dem Brutschrank
genommen und wie folgt weiterverarbeitet:

Von der einen Platte von jedem Plattenpaar wurden die Uberstéande in eine
entsprechend beschriftete 96-Lochplatte abpipetiert und die Zellen sofort flr den
MTT Assay angesetzt.

Von der zweiten Platte von jedem Plattenpaar wurden die Uberstdnde ebenso in
eine entsprechend beschriftete 96-Lochplatte abpipetiert und die auf dem Boden
jedes wells adharenten Zellen mit 0,1 % Tritonldsung (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) beschickt und sofort bei -70°C eingefroren. Die Zellysate wurden
spater fur APH und Gesamtprotein angesetzt.

Die 96-Lochplatten mit den Uberstdanden wurden auch sofort bei - 70°C

eingefroren und spater fur OC, CICP und IL-6 angesetzt.

3.5 Auswertung und Statistik

Statistische Unterschiede wurden zwischen der Kontrollgruppe und jeder
bisphosphonatbehandelten Gruppe, zwischen den drei Bisphosphonaten auf
dieselbe Zelllinie und zwischen den Bisphosphonateffekten auf die verschienenen
Zelllinien untereinander untersucht. Zur Berechnung der Signifikanz wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA), sowie ein Duenett Stundent Test fur unabhangige

Stichproben angewandt.
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FiUr den statistischen Vergleich der Bisphosphonateffekte auf die verschiedenen
Zellinien wurden zusatzlich der Scheffé-test and der Tukey-test benutzt. Alle
Versuche wurden dreimal weiderholt.

Die Ergebnisse werden als % der Kontrolle + SEM prasentiert. Ein p < 0.05 wird

als statistisch signifikant bezeichnet.
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4. Ergebnisse

Im folgende werden die Ergebnisse der Stimulationsversuche in Abfolge der
einzelnen getesteten Zelllinien graphisch dargestellt. Jede Graphik fast alle drei
Bisphosphonate zusammen. Die Ergebnisse sind als prozentualer Anteil der
Kontrolle berechnet. Die Produktion der alkalischen Phosphatase, Interleukin-6 und
c-terminales Propeptid des Kollagens Typ | wurde pro mg Protein ausgerechnet, um

zellzahlkorrigierte Ergebnisse (spezifische Aktivitat) zu erhalten.

4.1 Einfluss der Bisphosphonate auf die Osteosarkomzelllinie

SAQOS
SAOS-Proliferation unter Bisphosphonaten

160 -

140 +
o 120 E E Etidronat
g100 1 ] & |HAlendronat
s 80 f ]:- O Ibandronat
S i AN I N B
g 60 BN N | S -
S

40 - —

20 - —

0 A : : —Lh L
S R OO I

¢ ¢ NS NS N
ICAIAIRSEIRSRY RSN AR ARSI AR AERS AR AR

{_0
Medikamentenkonzentration
SAOS-Alkalische Phosphatase unter Bisphosphonaten
160 -
140
%) 120 E Etidronat
£ 100 B Alendronat
g 80 Olbandronat
T 60
©
S 40
20
0 —H } } —H {
\@\\ S (oé b@ «é D oﬁ @\@ ,ﬁ rb@\@ @\Q)@Q@\%é
& S 0 AR ARG AR N RSAIRSAIRSAIRSAIRSAIRY:
Medikamentenkonzentration

Grafik 1 und 2: Zdlpraliferation und alkalische Phosphataseproduktion der Osteosarkomzellinie SAOS
unter dem Einflu® von Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)
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SAOS-Interleukin-6 unter Bisphosphonaten
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Grafik 3: Interleukin-6 Expression von den SAOS-Zellen unter dem Einflussvon Etidronat, Alendronat
und Ibandronat. (* p<0,05)
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Grafik 4: Produktion desc terminalen Propeptides des Prokollagens Typl von den SAOS-Zellen unter
dem Einflussvon Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)

Die Behandlung der SAOS mit den hochsten Konzentrationen aller
Bisphosphonate (10-3 und 10-4 M) ist toxisch fur die Zellen. Es wurden
lichtmikroskopisch ~ deutliche = morphologische  Veranderungen  beobachtet
(abgerundete, nicht adharente Zellen), die fur nicht vitale Zellen sprechen, welches

durch die Trypanblaufarbung bestatigt wurde.
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Ein signifikant positiver Einfluss auf die Proliferationsrate der SAOS-Zellen ergibt
sich bei der Behandlung mit Ibandronat in der Konzentration 10™'* M. Dagegen
Alendronat in niedrigeren Konzentration (10"° M und 10™"" M) und Ibandronat in 10"
und 10™® M haben einen signifikant hemmenden Effekt auf die Proliferation.

Die Produktion von alkalischer Phosphatase nimmt im Vergleich zur Kontrolle
signifikant unter der Behandlung mit 10"° M Etidronat ab. Eine signifikante Zunahme
wird unter 107 M sowie 10™™ M bis 107'® M Ibandronat beobachtet. Die Behandlung
der SAOS mit niedrigeren Konzentrationen von Alendronat verursacht tendenziell
eine Zunahme der alkalischen Phosphatase, die aber keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle zeigt.

Unter Behandlung mit 10" M Ibandronat wird eine signifikante Reduktion der II-6-
Produktion dagegen wird bei noch niedrigeren Konzentrationen (10" M und 107"° M)
ein signifikanter Anstieg der lI-6-Expression beobachtet.

Die Produktion des Prokollagens Typ | wird statistisch signifikant positiv von 10™
M Ibandronat und von 107" M bis 10™"> M Alendronat beeinflusst. 10* M und 10° M
Alendronat wirken parallel zur Hemmung der Proliferation, signifikant negativ auf die

Kollagenproduktion.

Abb. 1 Abb. 2

e Ny Abb.1-3:

: m‘{%ﬁ ‘ Osteosarkomzellen, SAOS unter Bisphosphonaten
, 1. Kontrolle

2. Toxische Einwirkung von 10° M Etidronat

3. Stimulation unter 107 M |bandronat

Abb. 3
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4.2. Einfluss der Bisphosphonate auf die normalen humanen
Osteoblasten

4.2.1 Stammzellen
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Grafik 5: Proliferationsrate der Stammzellen der normalen humanen Osteoblasten unter dem Einfluss
von Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)
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Grafik 6: Alkalische Phosphataseproduktion von den Stammzellen der normalen humanen Osteoblasten
unter dem Einflussvon Etidronat, Alendronat und I bandronat. (* p<0,05)



Stammzellen-Interleukin-6 unter Bisphosphonaten
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Grafik 7: Interleukin-6 Expression von den Stammzellen der humanen normalen Osteoblasten unter dem
Einfluf3 von Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)
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Grafik 8: Produktion desc terminalen Propeptides des Prokollagens Typ | von den Stammzellen der
humanen normalen Osteoblasten unter dem Einfluss von Etidronat, Alendronat und I bandronat. (*
p<0,05)

Alle Bisphosphonate in den Konzentrationen 10* M und 10° M haben einen
signifikanten positiven Einfluss auf die Proliferationsrate der Stammzellen, die Il-6-
und die Prokollagenproduktion. Signifikant negativ auf die Proliferation wirkt
Ibandronat bei 102 M, wobei in der Konzentration 10" M bewirkt es eine weitere

Zunahme der Proliferationsrate.
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Nach Behandlung mit 10" M Etidronat und 10" M Ibandronat ergibt sich eine
signifikante Abnahme der Expression von alkalischer Phosphatase, wihrend 1072 M
und 10" M Ibandronat eine erhdhte, im Vergleich zur Kontrolle, Expression von
alkalischer Phosphatase hervorrufen. 10" M und 107"? M Alendronat bewirken
tendenziell eine Abnahme der alkalischen Phosphatase, die aber statisch nicht
signifikant ist.

Die II-6-Produktion ist signifikant negativ unter der Behandlung mit 10" M
Alendronat und Ibandronat beeinflusst. 10" M und 10"® M Ibandronat verursachen
dagegen einen Anstieg der lI-6-Produktion.

Die Stammzellen reduzieren signifikant ihre Prokollagenproduktion unter
Behandlung mit 107 M, 10™ M und 10" M Alendronat im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrolle. Wobei dieselben Ibandronatkonzentrationen (10'9 M und
10" M) auch eine negative Tendenz bzgl. der Kollagenproduktion aufweisen, die

aber statistisch nicht signifikant ist.
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4.2.2. ,Collagenase released” Zellen
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Grafik 9: Proliferationsrate der ,collagenase treated* normalen humanen Osteoblasten unter dem
Einflussvon Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)
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Grafik 10: Alkalische Phosphatase-Produktion von den , Collagenase released” Zellen der normalen
humanen Osteoblasten unter dem Einfluss von Etidronat, Alendronat und | bandronat. (* p<0,05)
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"Collagenase Released"-Interleukin-6 unter Bisphosphonaten
160 - -
140 T
, 120 T ]
s T T
S 100 4 @ Etidronat
c * *
g 801 * [~ |HAlendronat
g 60 - I | O lbandronat
S 40 o
20 - -
0 1 1 !
<
© Q’§ Q§ &\Q gfb@ I\'\Q I\(”Q ,'\@\ ,'3@
+oo N N N N W W W W
Medikamentenkonzentration
Grafik 11. Interleukin-6-Expression den ,collagenase released” Zellen der normalen humanen
Osteoblasten unter dem Einflussvon Etidronat, Alendronat und I bandronat. (* p<0,05)
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Grafik 12: Produktion des c terminalen Propeptides des Prokollagens Typl von den , Collagenase
released” Zellen unter dem Einfluss von Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)

Auch auf die ,collagenase released* Zellen ist die Wirkung von 10> M aller

Bisphosphonate toxisch bzw. stark hemmend, sowohl was Proliferationsrate als auch

was die Expression der alkalischen Phosphatase angeht.

Nach der 48-stundigen Behandlung bewirken alle Bisphosphonate in den

Konzentrationen 10 M und 10° M einen signifikant stimulierenden Effekt auf die

Proliferation. 10° M Alendronat weisen weiterhin eine proliferative Wirkung auf.
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Ibandronat bewirkt einen signifikanten Anstieg der Proliferation in den
Konzentrationen 1072 M und 1078 M.

Auf die Expression der alkalischen Phosphatase wirken 10° und 10" M Etidronat
signifikant hemmend. Dagegen wirken 10" M Ibandronat signifikant stimulierend,
wobei ab 107 M eine stimulierende Tendenz beobachtet wird.

Unter Behandlung mit allen Bisphosphonaten weisen die ,collagenase released®
Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine verminderte 11-6-Produktion im
Zelliberstand auf. 107 M Etidronat sowie 10° M und 10" M Ibandronat hemmen
signifikant die 1l-6-Produktion. 10" M Alendronat reduzieren zwar die Interleukin-6
Produktion um 88% der Kontrollgruppe, dies ist aber statisch nicht signifikant.

Zuletzt bewirkt die Behandlung mit allen Bisphosphonaten einen stimulierenden
Effekt auf die Produktion von Prokollagen Typ | in folgenden Konzentrationen: 10 M
Etidronat, 10* M,10®° M,10" M und 10> M Alendronat sowie 10° M bis 10° M

Ibandronat.
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Abb. 7 Abb. 8

Abb.7-9: , Collagenasereleased” Osteoblasten
unter Bisphosphonaten

7. Kontrolle

Ve 8. Toxische Einwirkung von 10° M Alendronat

= il s " 9. Suppresion unter 10° M Alendronat
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4.2.3 ,Treated Explants*®
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Grafik 13: Proliferationsrate der , treated explants' unter dem Einfluss von Etidronat, Alendronat und

Ibandronat. (* p<0,05)
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Grafik 14: Alkalische Phosphatase-Produktion von den , Treated Explants' Zellen un
von Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)
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"Treated Explants”"-Interleukin-6 unter Bisphosphonaten
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Grafik 15: Interleukin-6-Expression von den ,Treated explants® Zellen unter dem Einfluss von
Etidronat, Alendronat und Ibandronat. (* p<0,05)
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Grafik 16: Produktion des c terminalen Propeptides des Prokollagens Typ | von den ,treated explants"
Zellen unter dem Einflussvon Etidronat, Alendronat und I bandronat. (* p<0,05)

Alle Bisphosphonate in 10 M wirken toxisch bzw. hemmend auf die Proliferation
der ,treated explants® sowie auf ihre Expression von alkalischer Phosphatase.

Die Behandlung Uber 48 Stunden mit 10 M Etidronat und mit 10“ M Ibandronat
sowie mit 10° M aller Bisphosphonate hat einen signifikanten Stimulationseffekt auf
die Proliferationsrate. Unter 1072 bis 10"® M Ibandronat zeigt die Proliferation der

Zellen eine ansteigende Tendenz, signifikant aber nur unter 102 und 1078 M.
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Der toxische Effekte aller Bisphosphonate in der Konzentration 102 M bewirkt
konsekutiv eine geringe Expression von alkalischer Phosphatase. Alendronat hat
auch in 10*M einen signifikant hemmenden Effekt. Dagegen 10> M Alendronat, 107
M, 107 M und 10”° M Ibandronat wirken signifikant stimulierend auf die Expression
der alkalischen Phosphatase.

Die II-6-Produktion wird unter Behandlung mit den hoheren Konzentrationen von
Etidronat (10 und10®° M) und Alendronat (10 M) signifikant positiv beeinflusst. Im
Gegenteil hemmen niedrigere Konzentrationen von Alendronat (10" M und 107? M)
und Ibandronat (10° M und 10" M) signifikant die 1l-6-Produktion. Ibandronat weift
erneut unter noch niedrigeren Konzentrationen (107> M) einen zweiten signifikant
stimulierenden Effekt auf.

Die Prokollagen-Typ |-Produktion der ,treated explants* wird unter 10°> M und 10~
M Etidronat signifikant gesenkt. Hohere Konzentrationen (10* M und 10° M) von
Alendronat stimulieren die Prokollagen-Typ I-Produktion. 10° M Ibandronat
verursachen nach  48-stindiger Behandlung eine  signifikant  hohere
Prokollagenproduktion. Dagegen fuhren 10" M Ibandronat zu einer signifikanten

Suppression der Prokollagenproduktion.

Alle Uberstande wurden auf die Osteocalcinproduktion untersucht. Hierbei lag die
unstimulierte Basisproduktion unterhalb der Detektionsgrenze des ELISA-Assay.
Unter Bisphosphonatenstimulation konnte eine hdhere Osteocalcinproduktion,
analog zum Anstieg der alkalischen Phosphatase, gemessen werden. Somit besteht

ein angedeuteter Dosis-Wirkung-Effekt.

a7 ¥ .
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Abb. 10

Abb.10-11: , Treated Explants* Osteoblasten unter Bisphosphonaten
10. Kontrolle, MTT Assay
11. Stimulation unter 10° M Alendronat, M TT-Assay
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4.2 Vergleich der verwendeten Bisphosphonate

Nachfolgend ein graphischer Vergleich des Einflusses der verschiedenen
Bisphosphonate auf Proliferation und Differenzierung der normalen humanen
Osteoblasten und der Osteosarkomzelllinie mit osteoblastischen Eigenschaften
SAOS. Die Sterne stellen die signifikanten Unterschiede innerhalb der
verschiedenen Bisphosphonatkonzentrationen und die Klammern zwischen der

Zelllinien dar.

4.2.1 Etidonat

Proliferation unter Etidronat

p <0,05 p <0,05
[ | [ |
200 -
p <0,05
175 f— ! !
*
Q
£150 - *
c
o
~ *
5125
©
S
100 {—= =5 S Tfel= T
75
K 10*10°107 10° 10 M K 10*10°107 10° 10 M K 10*10° 107 10° 10" M K 10*10°107 10° 10™ M
Stammzellen Collagenase Released Treated Explants SAQOS

Grafik 17: Einflussvon Etidronat auf die Proliferationsrate der humanen Osteoblasten, * = p < 0,05

Alkalische Phosphatase unter Etidronat
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Grafik 18: Einfluss von Etidronat auf die Expression der alkalischen Phosphatase von den humanen
Osteablasten. * =p < 0,05
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Grafik 19:Einfluss von Etidronat auf die I nterleukin-6-Expression der humanen Osteoblasten.* = p < 0,05
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Grafik 20: Einfluss von Etidronat auf die Prokollagenproduktion der humanen Osteoblasten. * = p < 0,05

Etidronat wirkt in der Konzentration 10 > M toxisch auf alle Zellen. In der

Konzentrationen 10 * M und 10 ° M wirkt es proliferierend auf die normalen

humanen Osteoblasten aller Reifungsstadien und signifikant starker auf die

Stammzellen.

Die Expression der alkalischen Phosphatase wird von Etidronat negativ bei den

SAOS, den osteoblastaren Stammzellen und den ,collagenase treated” beeinflusst.
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Bei den ,treated explants® weist Etidronat keine Einwirkung auf die Expression der
alkalischen Phosphatase auf.

Der Einfluss von Etidronat ist unterschiedlich auf die Expression des II-6 in den
untersuchten Zelllinien. Eine abnehmende Tendenz wurde bei den niedrigen
Etidronatkonzentrationen festgestellt, die statistisch signifikant nur bei den SAOS-
Zellen (10 7' M) und den ,collagenase released* Zellen (10 =" M) war. In den
héheren Konzentrationen (10 ™ M und 10 ~° M) bewirkte Etidronat eine erhéhte I1-6-
Produktion von den SAOS-Zellen, den Stammzellen und den Treated Explants. Die
selben Etidronatkonzentrationen hatten keinen Einfluss auf die ,collagenase
released” Zellen.

Was die Kollagen Typ I-Produktion betrifft, konnte eine statistisch signifikante
Stimulation bei den Stammzellen (10 * M und 10 ° M) und ,collagenase released"
Zellen (10 ™ M) festgestellt werden. Bei den ,treated explants‘ wurde unter
Etidronatbehandlung eine signifikant starke Suppression der Kollagenproduktion bis
zu 37% der unbehandelten Kontrolle beobachtet. Die Kollagenproduktion bei den
SAOS wurde nicht beeinflusst.

Nach Etidronatbehandlung bietet das Verhalten der Osteoblasten in den drei
Reifungsstadien unter sich sowie im Vergleich zu den SAOS signifikante
Unterschiede bezlglich Proliferation und Differenzierung.
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4.2.2 Alendronat

Proliferation unter Alendronat
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Grafik 21: Einflussvon Alendronat auf die Proliferationsrate der humanen Osteoblasten. * = p < 0,05
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Grafik 22: Einflussvon Alendronat auf die Expression alkalischen Phosphatase von den humanen

Osteablasten. * =p < 0,05
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Grafik 23: Einflussvon Alendronat auf die Interleukin-6-Expression der humanen Osteoblasten.
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Grafik 24: Einflussvon Alendronat auf die Prokollagenpr oduktion von den humanen Osteoblasten

*=p<0,05

Alendronat wirkt in der Konzentration 10 = M toxisch auf alle Zellen. In den

Konzentrationen 10 * M und 10 ™ M wirkt es proliferierend auf die normalen

humanen Osteoblasten aller Reifungsstadien und signifikant starker auf die

Stammzellen. Dagegen wirken 10 ™ M Alendronat statistisch signifikant hemmend
auf die SAOS-Zellen.
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Die Expression der alkalischen Phosphatase wird von Alendronat tendenziell
negativ bei den SAOS beeinflusst. Bei den osteoblastaren Stammzellen und den
Jtreated explants* stimulieren 10 > M Alendronat signifikant die Produktion von
alkalischer Phosphatase. In niedrigeren Konzentrationen (10 -'' M bis 10 ™ M)
entsteht bei SAOS, Stammzellen und ,treated explants® eine abnehmende Tendenz
in der Produktion von alkalischer Phosphatase, wobei unter den selben
Konzentrationen weisen die ,collagen released” Zellen eine zunehmende Tendenz in
der Expression von alkalischer Phosphatase, allerdings ohne statistische Relevanz
aufzuweisen.

Was die Produktion von I1-6 angeht, wurde unter Behandlung mit 10 ™M und 10 ~°
M Alendronat ein stimulierender Effekt auf die Stammzellen, die ,collagenase
released” sowie auf die ,treated explants® beobachtet, der signifikant starker auf die
ersten war. Auf die SAOS und die ,collagenase released“ Zellen konnte kein
signifikanter Effekt beobachtet werden. 10 ="' M Alendronat hemmen dagegen
signifikant die 1l-6-Produktion bei den Stammzellen, wahrend die selbe Konzentration
bei den ,treated explants eine statistisch nicht signifikante Reduktion aufweist.

Die Kollagen Typ I-Produktion wurde bei allen Zellen unter Alendronatbehandlung
stimuliert: bei den Stammzellen und den ,treated explants® unter Behandlung mit 10~
*M und 10 ° M; bei den ,collagenase released unter Behandlung mit 10 =M bis 10~
M und 10 "2 M und bei den SAOS unter Behandlung mit 10 =" M bis 10 ~'? M. Hier
muss erwahnt werden, dass Stammzellen und ,treated explants“ unter Behandlung
mit Alendronat in niedrigeren Konzentrationen (10 ' M und 10 ' M) eine
tendenziell abnehmende Kollagenproduktion aufweisen, die statistisch nicht
signifikant ist.

Nach Alendronatbehandlung bietet das Verhalten der Osteoblasten in den drei
Reifungsstadien unter sich sowie im Vergleich zu den SAOS signifikante
Unterschiede bezuglich Proliferation und Differenzierung
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4.2.3 Ibandronat

Proliferation unter Ibandronat
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Grafik 25: Einflussvon Ibandronat auf die Proliferationsrate der humanen Osteoblasten. * = p < 0,05
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Grafik 26: Einfluss von Ibandronat auf die Produktion der alkalischen Phosphatase von den humanen

Osteablasten. * =p < 0,05
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Grafik 27: Einflussvon Ibandronat auf die Interleukin-6-Expression der humanen Osteoblasten.
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Grafik 28: Einflussvon Ibandronat auf die Prokollagenpr oduktion der humanen Osteoblasten.
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Ibandronat, wirkt in der Konzentration 10 = M toxisch auf alle Zellen. In der

Konzentrationen 10 * M und 10 ~° M, sowie in niedrigeren Konzentrationen wirkt es

proliferierend auf die normalen humanen Osteoblasten aller Reifungsstadien und

signifikant starker auf die Stammzellen.
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Die Expression der alkalischen Phosphatase wird von Ibandronat bei allen Zellen
stimuliert. Die Expression von alkalischer Phosphatase in den SAOS-Zellen wird
statisch signifikant unter Behandlung mit 10 " M und 10 M 10 ~'®* M Ibandronat
gesteigert. Bei den Stammzellen stimulieren 10 ="' M bis 10 ~* M Ibandronat
signifikant die Produktion von alkalischer Phosphatase. Die ,collagenase released®
Zellen werden unter Behandlung mit 10 =" M Ibandronat und die ,treated explants*
unter 10 > M und 10 ° M zu signifikant erhdhter Produktion von alkalischer
Phosphatase stimuliert. Hier sollte erwahnt werden, dass bei niedrigeren
Konzentrationen (10 -'' M bis 10 ~'” M) eine zunehmende Tendenz in der Produktion
von alkalischer Phosphatase von allen Zellen besteht.

Die Expression des II-6 wird unter Behandlung mit 10 ~""M Ibandronat bei allen
Zellen statistisch signifikant gehemmt (bei den ,collagenase released Zellen und bei
den ,treated explants* auch unter 10 ° M). Allerdings besteht bei der
Ibandronatbehandlung ein biphasischer Effekt auf die I1I-6 Produktion. Unter
Behandlung mit niedrigeren Konzentrationen:10 ~'>M und10 ~'° M bei den SAOS, 10
~2M und 10 7" M bei den Stammzellen und 10 ~** M bei den ,treated explants*
konnte ein stimulierender Effekt auf die II-6-Produktion beobachtet werden, der
signifikant starker auf die Stammzellen war.

Die Kollagen Typ I-Produktion wird unter Ibandronatbehandlung (10 " M) bei den
SAOS stimuliert. Ebenso wird bei den Stammzellen, den ,collagenase released” und
den ,treated explants“ unter Behandlung mit 10 = M bis 10 ~° M Ibandronat die
Kollagenproduktion stimuliert. Die Behandlung der ,treated explants® mit 10 Y
Ibandronat Uber 48 Stunden hemmt ihre Kollagenproduktion signifikant; in
niedrigeren Konzentrationen wird eine ansteigende Tendenz beobachtet, die aber
nicht signifikant ist.

Nach Ibandronatbehandlung bietet das Verhalten der Osteoblasten in den drei
Reifungsstadien unter sich sowie im Vergleich zu den SAOS signifikante

Unterschiede bezuglich Proliferation und Differenzierung.
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Tab. 1: Zusammenfassung der Effekte der Bisphosphonatbehandlung in den
physiologisch zu erwartenden Konzentrationen auf die humanen Osteoblasten. Der
Pfeil (1) veranschaulicht eine signifikante Zunahme, der Pfeil (1) eine signifikante
Abnahme der u.g. Parameter. Zwei entgegengesetzte Pfeile (11) bedeuten einen

biphasischen Effekt der Bisphosphonatbehandlung auf die humanen Osteoblasten.

Bisphosphonate: Etidronat Alendronat Ibandronat
Proliferation
SAOS | ! [
Stammzellen N o Tl
Collagenase Released © o 1
Treated Explants o o t
Alkalische Phosphatase
SAOS ! o t
Stammzellen l - Tl
Collagenase Released o o Tl
Treated Explants ! o )
Osteocalcin
SAOS ! o t
Stammzellen
Collagenase Released © o )
Treated Explants ! o )
Prokollagen Typ |
SAOS o 1 L)
Stammzellen l I -
Collagenase Released o 1 )
Treated Explants ! o Tl
Interleukin 6
SAOS o o !
Stammzellen o l !
Collagenase Released | o !
Treated Explants o ! !
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5. Diskussion

Bisphosphonate sind neu angewandte Medikamente zur Bekampfung einer
Vielzahl von Knochenerkrankungen. Zu diesen gehoéren primare und sekundare
Osteoporose, M. Paget, Hyperkalziamie, Knochenmetastasen, multiples Myelom,
Osteogenesis imperfekta (69), ektopische Kalzifizierung des Weichgewebes (169)
sowie sekundare Osteopathien wie bei der Niereninsuffizienz, oder bei der
rheumatoiden Arthritis. Der neue Knochen, nach Bisphosphonatbehandlung, weist im
Vergleich zur Behandlung mit anderen verfigbaren Medikamenten (Calcitonin,
Fluorid, u.a.) eine bessere Biomechanik, auf. Der genaue pharmakologische
Mechanismus muss noch untersucht werden (155).

Allerdings gibt es einige Hinweise, die auf einen direkten Einfluss der
Bisphosphonate auf andere Zellen der Knochenmikroumgebung und vor allem auf
die Osteoblasten schlieen lassen. So haben Bisphosphonate eine gute
therapeutische Wirkung gegen Knochenerkrankungen, deren Pathophysiologie
unabhangig von den Osteoklasten ist. Zweitens ist bekannt, dass das extrazellulare
anorganische Pyrophosphat sowie die Nukleosid-Phosphat-Pyrophosphatase, die
seine Bildung steuert, eine wichtige Rolle in der Regulation der
Knochenmineralisation Uber eine direkte Wirkung auf die Osteoblasten spielen (26).

Die vorbeschriebenen Versuche erforschen den direkten Effekt der
Bisphosphonate auf die Osteoblasten. Unterschiede in der Wirkung von
Bisphosphonaten verschiedener Generationen auf die humanen osteoblastischen
Zellkulturmodelle werden beschrieben, sowie ein vermuteter Einfluss auf die
parakrine Einwirkung der Osteoblasten auf die Osteoklasten Uberpruft.

5.1 Biochemische Marker des Knochenaufbaus

Es folgt eine kurze Skizzierung etablierter biochemischer Marker des
Knochaufbaus, die ein valides Mal} fur den Knochenumsatz sind und anhand deren
die Wirkung der Bisphosphonate auf die untersuchten Zelllinien diskutiert werden.

In unseren in-vitro Versuche wurden die alkalische Phosphatase, das Osteocalcin
und das Kollagen Typ | gemessen, um die osteoblastare Aktivitat und

Differenzierung zu beschreiben.
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Die alkalische Phosphatase qilt als Indikator flr die osteoblastare Differenzierung
von Knochenzellen z. B. in in vitro Kulturen. Sie gilt als klinischer biochemischer
Indikator fur Knochenaufbau und somit als Verlaufsparameter bei M. Paget, Rachitis,
Osteomalazie und renaler Osteodystrophie (180). lhre wesentliche Rolle bei der
Matrixmineralisation wird im Fall der Hypophosphatasie (Rathbun-Syndrom), einer
seltenen vererblichen Erkrankung nach dem autosomalen rezessiven Typ deutlich.
Die Krankheit wird durch ein Defekt der tns-ALP Aktivitat charakerisiert, der zu
Mineralisationsstorungen der Knochen und Zahne flhrt. Die Folgen schwanken
zwischen intrauterinem Tod und wiederholten Frakturen im Erwachsenleben (160,
184). Es wird vermutet, dass sie lokal die anorganische Phosphatkonzentration
erhoht, oder dass sie als kalziumbindendes Protein bzw. Ca2+-ATPase wirkt. Zudem
vernichtet die alkalische Phosphatase lokale Inhibitoren des Wachstums der
Mineralkristallen. In vitro produzieren die Osteoblasten alkalische Phosphatase in
groRen Mengen erst wenn sie in der Kultur das Stadium der Konfluenz erreicht
haben (23, 131).

Das Osteocalcin ist in der Knochenmatrix deponiert und stellt ein 10-20 % der
nicht Kollagenproteine der Konchenmatrix (81) dar. Nur ein kleiner Teil zirkuliert im
Blut. Serumosteocalcin ist ein sensitiver und spezifischer Parameter der
Osteoblastenaktivitat. Sein Serumspiegel korreliert gut mit der histomorphometrisch
nachweisbaren Knochenformation. Bei Patienten mit erniedriegtem Knochenaufbau
finden sich erniedrigte Osteocalcinserumwerte (34, 174).

Es entsteht aus 49 Aminsauren und hat ein Molekulgewicht von 5800 Dalton. In
den meisten Spezies beinhalt sein Molekul drei (am Ort 17, 21,und 24) y-
Karboxyglutamatsaurereste (Gla), weswegen es auch y-Karboxyglutamatsaure
beinhaltendes Protein, “bone Gla protein”, (BGP) genannt wird. Die Karboxylgruppen
der Gla binden das ionisierte Kalzium (62). Vitamin-K und CO; sind notwendig fur die
Karboxylierung der Glutamatsaurereste (46). Die Reaktion kann durch Warfarin
inhibiert werden (80). Diese Vitamin-K Abhangigkeit ist &ahnlich wie bei
verschiedenen Gerinnungsfaktoren.

Seine Funktion ist noch nicht komplett aufgeklart. Seine chemische Struktur lasst
eine Interaktion mit dem Hydroxyapatit vermuten. Untersuchungen im embryonalen
Knochen zeigen ein gleichzeitiges Auftreten des Osteocalcins mit dem Beginn der
Mineralisation. Wahrend des Skelettwachstums steigt die Proteinkonzentration

parallel mit der Zunahme der Hydroxyapatitdeposition (19). In vitro dient Osteocalcin
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als Indikator der Enddifferenzierung der Osteoblasten. Sein Synthese nimmt mit der
Zunahme der Mineralisation und der Osteoblasten Differenzierung zu (78, 131). Es
gibt allerdings Studien in vitro und in vivo, die einen Zusammenhang zwischen
Rekrutierung und Aktivierung von Osteoklasten und deren Vorstufen sowie
Chemotaxis und Osteocalcinproduktion aufweisen (29).

Eine Osteocalcin “knock-out” Maus weist bemerkenswerterweise einen Phanotyp
mit progredienter Zunahme der Knochenmasse sogar von guter biomechanischer
Qualitdt auf. Dieses wurde auf eine Zunahme der Osteoblastenfunktion
zuruckgefuhrt ohne Zunahme der Osteoblastenanzahl und ohne Einfluss auf die
Osteoklasten oder die Mineralisation (38).

Das Osteoid besteht zu 90% aus Kollagen (hauptsachlich Kollagen Typ 1), was im
Osteoblast als pre-pro-a-Ketten synthetisiert wird. Kollagen Typ | entsteht aus zwei
al-Ketten und eine a2-Kette, die mit Hilfe von Disulfatverbindungen in einer
Triplehelix konfiguriert sind. Das ist das Prokollagen, das vom rauen
endoplasmatischen Retikulum in den Golgi Apparat zur Glykosilierung und
anschlielend in den extrazellularen Raum transportiert wird. Dort werden seine N-
und C-terminalen Propeptide von speziellen Peptidasen gespalten und in die
systemische Zirkulation gebracht. Die Kollagenmolekule aggregieren und bilden die
Kollagenfasern, die durch die kovalenten Cross-links verstarkt werden (176). Die
Cross-links werden mit Wirkung von Lysiloxidasen katalysiert, die Aldehyde aus
Lysin und Hydroxylisinseitenketten bilden. Gleichzeitig entstehen verschiedene
Cross-linksreste, die u.a. Pyridinoline genannt werden. Wenn die Osteoklasten den
Knochen abbauen, expremieren sie saure und neutrale Proteasen, die die
Kollagenfasern in molekulare Fragmente degradieren. Dabei entstehen zirkulierende
Produkte wie Pyridinoline. Die ersten Fragmente werden in der Leber und in den
Nieren metabolisiert und in Produkte mit niedrigem Molekulargewicht umgewandelt,
damit sie im Urin ausgeschieden werden konnen. Zusammenfassend gibt es zwei
Quellen fur die zirkulierenden Peptide des Kollagen Typ |: die osteoblastare
Synthese der Knochenmatrix und die Spaltprodukte nach der Einwirkung der
Osteoklasten (42).

Die Bestimmung von alkalischer Phosphatase, Osteocalcin und Kollagen Typ | im
Zelllysat bzw. in den Zelluberstanden ermdglicht eine effektive Einsatzung des
Differenzierungsstadiums der humanen Osteoblasten und des Einflusses der

Bisphosphonatbehandlung.
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5.2 Reagibilitat der humanen Osteoblasten auf Bisphosphonate

Zur Untersuchung der in vitro Reagibilitdt der humanen Osteoblasten auf
Bisphosphonate ist eine lange Verdunnungsreihe angefertigt worden. Die toxische
Konzentration (10 ~® M), sowie duRert niedrige Konzentrationen (bis 10 ~ '® M) von
Ibandronat, welches das hochste Wirkungspotential im Vergleich zu Etidronat und
Alendronat hat, wurden untersucht. Um die in vitro Ergebnisse auf die in vivo
Bedingungen zu Ubertragen, ist die Kenntnis der Pharmakologie der Bisphosphonate
unerlasslich. Nach systemischer oder oraler Applikation verschwinden die
Bisphosphonate rasch aus dem Plasma und binden sich spezifisch an die
Hydroxyapatitkristalle im Knochen. Dort bleiben sie bis zu zehn Jahren, abhangig
von der Spezies und dem Knochenumsatz (102). Die maximale Plasmakonzentration
nach therapeutischer Anwendung von Ibandronat betragt 3-6 x 107 M (37). Wenn
der Knochen, in dem die Bisphosphonate deponiert sind, resorbiert wird, werden sie
in die Knochenmikroumgebung befreit und beeinflussen alle Knochenzellen (48). Die
lokal erreichte Konzentration ist haufig untersucht worden. King et al haben Beagles
Pamidronat verabreicht und die Konzentration im Sternum nach einem und zwei
Jahre gemessen. Sie konnten im Durchschnitt 537 ng Pamidronat / mg Knochen,
was 1,5 x 10 ® mol / mg Knochen entspricht, nachweisen (96). Sato et al 1991 JCI
setzten fur ihre Versuche radioaktiv markiertes Alendronat ein. Sie haben in vitro
eine Bindungskapazitat von 105 nmol Alendronat / mg Knochen und eine
Alendronatlokalisation von 0,8 mM an der Osteoklastenoberflache bei
Rattenknochen gemessen. Hierbei wurden 72% des injizierten Medikaments auf der
osteoklastaren Oberflache, 2% auf Oberflachen der Knochenformation und 13% in
anderen Bereichen nachgewiesen (48, 161). Fruhere Zellkulturuntersuchungen
haben positive Effekte auf die Proliferation und Differenzierung der Zellen unter
Applikation von Bisphosphonaten in mikro - oder nanomolaren Konzentrationen
beobachtet (25, 45). Garcia-Moreno et al demonstrierten, dass 2 x 10° M Alendronat
die Resorptionskapazitat der Osteoklasten um 50% inhibiert (64). In Anbetracht der
0.g. Angaben sollten nur die Ergebnisse nach Stimulation im Bereich von 107 bis 10"
"M benutzt werden, um die in vivo Effekte zu extrapolieren. Weitere Daten, nach
Stimulation mit hdéheren in vitro Bisphosphonatkonzentrationen sind fur die

therapeutisch erreichbaren in vivo-Konzentrationen ohne Bedeutung. Daher werden
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diese Daten trotz ihrer statistischen Signifikanz in den in vitro Versuchen nicht
diskutiert.

Zusammenfassend weisen alle drei Bisphosphonate eine signifikante direkte
Wirkung auf die Proliferation und die Differenzierung der Osteoblasten auf. Diese
Wirkung ist von dem verwendeten Bisphosphonat, der Dosierung, dem

Reifungsstadium der Osteoblasten und dem Zellkulturmodell abhangig.

5.2.1 Etidronat

Unter Etidronatbehandlung in den physiologisch zu erwartenden Konzentrationen
im Serum und in der Knochenmikroumgebung zeigt sich kein Einfluss auf die
Proliferationsrate, weder bei den normalen humanen Osteoblasten in allen
Reifungsstadien, noch bei den SAOS.

Die Differenzierung der Osteoblasten, beurteilt durch die Expression der
alkalischen Phosphatase und des Osteocalcins, wird bei allen Zelllinien signifikant
supprimiert. Die Il-6 Expression wird bei den aktiven Osteoblasten signifikant und bei
den Osteozyten tendenziell unter einer Behandlung mit 107 M supprimiert. Olmos et
al haben ahnliche Ergebnisse vorgestellt. Sie inkubierten mit Lipopolysacchariden
vorbehandelte SAOS- und MG63-Zellen mit 10 * bis 10 " M Etidronat und stellten
eine Reduktion der |I-6 Produktion um 42% fest (129).

Bemerkenswert ist die dosisabhangige Suppression der Kollagenproduktion der
Osteozyten. Aus der klinischen Anwendung von Etidronat ist bekannt, dass es zwar
die ektopische Kalzifikation, aber auch die normale Knochenmineralisation hemmt
(52). Langere Behandlung mit Etidronat fuhrt zu Osteomalazie, die zur Frakturen
fuhren kann (4, 171). Die Osteomalazie ist reversibel, wenn die Einnahme des
Medikamentes unterbrochen wird (43). Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die Etidronat-induzierte Osteomalazie nicht nur durch die Inhibition der normalen
Knochenmineralisation verursacht wird, sondern maéglicherweise zusatzlich durch die

Hemmung der osteoblastaren Kollagenproduktion.

5.2.2 Alendronat

Alendronat zeigt eine positive proliferative Wirkung nur auf die aktiven
Osteoblasten. Weiterhin stimuliert das Bisphosphonat der zweiten Generation die
Differenzierung der Osteoblasten, vor allem der aktiven Osteoblasten und der SAOS.
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Die Expression der alkalischen Phosphatase und die Kollagenproduktion spiegeln
diese Effekte wieder. Auch unter Alendronat wird in vitro eine Reduktion der
Kollagenproduktion beobachtet, die aber nur die Praosteoblasten und die ,treated
explants® betrifft. Weiterhin wurde eine signifikante Reduktion der osteoblastaren
Interleukin-6 Produktion unter Alendronatbehandlung beobachtet.

In unseren in vitro Versuchen konnen wir bestatigen, dass Alendronat als ein
Bisphosphonat der zweiten Generation durch seine gebesserte chemische Struktur
im Vergleich zu Etidronat dem pharmakologischen Ziel der Bisphosphonate naher
kommt. Es ist potenter indem es die Proliferation der Osteoblasten stimuliert. Zudem
weist es eine geringere Reduktion der Kollagenproduktion und sogar eine
Stimulation der Kollagenproduktion bei den aktiven Osteoblasten auf.

Diese potentere Wirkung von Alendronat verglichen mit Etidronat ist von
verschiedenen Arbeitsgruppen bezogen auf die osteoklastare Tatigkeit in vivo und in
vitro beschrieben worden. Azuma et al haben in einem hyperkalzidmischen in vivo
Rattenmodel (mit 1 alpha(OH)D3) und in einem in vitro Knochenresorptionsmodell
(Elfenbeinscheiben) gezeigt, dass die niedrigste effektive Dosierung von Etidronat 25
mal hoéher war als die von Alendronat (9). In einer klinischen Studie wurden
osteoporotische Frauen, nach erfolgloser Therapie mit Etidronat eingeschlossen.
Nach intermittierender zyklischer Therapie Uber 3.3+/-0.4 Jahren wurde eine
Reduktion der Knochendichte der Lumbalwirbelkdérper und des proximalen
Schenkels beobachtet. Daraufhin wurden sie auf 10 mg Alendronat taglich
umgestellt. Sie wurden 1.3+/-0.1 Jahre lang therapiert. Anschliellend wurde eine
signifikante Zunahme der Knochendichte und der alkalische Phosphatase im Serum
und eine Reduktion der Deoxycrosslinks im Urin festgestellt. Watts et al postulieren,
dass Alendronat im Vergleich zu Etidronat eine komplettere Suppression der
Knochenresorption und eine geringere Inhibition bzw. eine Stimulation der
Knochenformation verursacht (182). Auch Menieur et al weisen nach, dass
Alendronatbehandlung im Gegensatz zu Fluorid- oder Etidronatbehandlung das
Frakturenrisiko bei postmenopausalen osteoporotischen Frauen deutlich reduziert
(121).

5.2.3 Ibandronat

Die Ibandronatwirkung unterscheidet sich in den o0.g. in vitro Versuchen zwischen

den verschiedenen Zelllinien. Auf die Proliferationsrate der Osteosarkomzellen wirkt
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Ibandronat hemmend, mit zunehmender. Wirkung je niedriger die Konzentration ist.
Ibandronat wird klinisch gegen die maligne Hyperkalziamie eingesetzt (141); und
eine Reduktion der kndchernen Metastasen bei Mamma- oder Prostatakarzinom wird
berichtet (18). Unsere Ergebnisse weisen eine hemmende Wirkung auf die Zellen
eines primaren Knochentumors auf. In der aktuellen Literatur wurde flr ein anderes
Aminobisphosphonat der zweiten Generation, das Pamidronat, eine direkte
hemmende Wirkung auf Osteosarkomzellen beschrieben. Dieser in vitro Effekt ist fur
eine potentielle klinische Anwendung bei primaren Knochentumoren wie z. B. dem
Osteosarkom interessant (173).

Bei den normalen humanen Osteoblasten in allen Reifungsstadien hat Ibandronat
ein biphasischen Effekt. In den physiologisch zu erwartenden Konzentrationen zeigt
es entweder keine proliferative Wirkung oder hemmt sogar die Proliferation
(Stammzellen und ,treated explants“) wobei in noch niedrigeren Konzentrationen ein
deutlicher proliferativer Effekt nachzuweisen ist.

Weiterhin zeigt Ibandronat, im Vergleich zu den beiden anderen Bisphosphonaten
der ersten und zweiter Generation einen starker stimulierenden Effekt auf die
Differenzierung der Osteoblasten, in allen Reifungsstadien. In physiologischen
Konzentrationen wird die Expression von alkalischer Phosphatase und Kollagen
gesteigert. Dagegen wird die II-6-Expression in allen normalen humanen
Osteoblasten und den Osteosarkomzellen gehemmt. Ibandronat weist somit nicht
nur eine quantitativ hdhere Wirkung im Vergleich zu den beiden anderen
Bisphosphonaten der friuheren Generationen auf, sondern auch eine qualitativ
starkere Wirkung, welche die Differenzierung der Osteoblasten induziert.

5.3 Bewertung des Zellkulturmodells

Die in vitro Kultivierung von Osteoblasten steht seit langem im Mittelpunkt der
Erforschung der Knochenphysiologie. Das Altern und der konsekutive progressive
Knochenverlust, der hauptsachlich die Reduktion des trabekularen
Knochenvolumens betrifft, wird als Versagen der Osteoblasten interpretiert (22, 183).
Dabei kann die Osteoklastenaktivitat unverandert oder sogar vermehrt sein, was
schlieBlich zu osteoporotischem Knochen fuhrt. Viele Autoren beschreiben als
Osteoporoseursache eine gehemmte Differenzierung der Osteoblasten-
vorlauferzellen zu reifen Osteoblasten in Kombination mit einer Dysfunktion der
reifen Osteoblasten (10, 39, 128).
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Die tierischen und die Osteosarkomzellkulturen sind ein adaquates
Zellkulturmodell, bieten aber nur annahernd ein optimales Modell. Die Ubertragung
der Versuchsergebnisse in vivo ist aulerst schwer, da haufig widerspruchliche und
abweichende Ergebnisse bei der Uberpriifung derselben osteotropen Faktoren auf
alle diese Kultursysteme beobachtet werden. Das erklart sich dadurch, dass die aus
tierischem Knochen oder aus tierischem bzw. humanem Tumorgewebe gewonnenen
Zellen eigentlich nur osteoblastaren Zellelementen entsprechen. Es sind die
sogenannten osteoblast — like— cells, die kein einheitliches Verhalten, sondern
unterschiedliche osteoblastare Reifungs- und Differenzierungsgrade zeigen (15, 56,
151).

Die drei unterschiedlichen Zellpopulationen der normalen humanen Osteoblasten,
die nach den in der Literatur beschriebenen Isolierungsmethoden gewonnen wurden,
entsprechen einem standarisiertem in vitro Modell zur Untersuchung der
verschiedenen Reifungsstadien der humanen Osteoblasten. Die phanotypischen
Marker dieser Zellen im Sinne der Morphologie, der expremierten Proteine und der
Matrixmineralisation erleichtern ihre Charakterisierung nach der Isolation (3, 21).Die
drei Differenzierungsstufen werden mit einer Genexpression, die anfangs die
Zellproliferation, anschie3end die Matrixformation und —reifung sowie letztlich die
Matrixmineralisation bestimmt, definiert (147).

Das Verhalten der Zellen unterschiedlicher Reifungsstadien wahrend unserer
Versuche entsprachen den Literaturangaben. Die héchste Proliferationsrate wiesen
die Praosteoblasten (28) auf, die unter Stimulation 180% der Kontrolle erreichten.
Hier sollte allerdings noch einmal darauf hin gewiesen, dass es sich um eine reine in
vitro Beobachtung handelt, weil in der physiologischen Knochenmikroumgebung die
Bisphosphonatenkonzentration das Niveau von 10 ~ * M nicht erreichen kann. Die
hochste basale Produktion der alkalischen Phosphatase boten die reifen
Osteoblasten und die Osteozyten mit einer spezifischen Aktivitdt von 10 U/l/ mg
Protein. Die maximale Zunahme der Produktion der alkalischen Phosphatase wiesen
die Osteozyten auf. Diese hatten auch die hochste basale Expression an Kollagen
mit 60 ng/ml. Eine Osteocalcin — Expression war bei den Praosteoblasten auch unter
Stimulationsbedingungen mit Bisphosphonaten nicht nachweisbar. Bei den anderen
Osteoblasten konnte ebenso keine basale Expression von Osteocalcin gemessen
werden. Allerdings unter Bisphosphonatstimulation stieg ihre Produktion bis zu 2

ng/ml bei den aktiven Osteoblasten und den Osteozyten.
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Parallel zu den normalen humanen Osteoblasten wurden die Stimulationsversuche
mit der immortalisierten Osteosarkomzelllinie SAOS durchgefuhrt. Der Phanotyp der
malignen Zellen ist haufig verandert verglichen mit dem der originalen Zellen, dafur
sind aber die Tumorzellen unsterblich. Die immortalisierten Osteosarkomzelllinien
liefern somit ein Uber zahlreiche Passagen stabiles Zellkulturmodell, dessen
Produkte gewebespezifisch sind und dessen zellulare Mechanischen ahnlich den
gesunden Zellen ablaufen. Die humanen Osteosarkomzelllinien sind den tierischen
Uberlegen, aber ihre Vergleichbarkeit zu den normalen humanen Zellen wird standig
diskutiert. Eine spezifische Eigenschaft der Tumorzelllinien ist das ,uncoupling® von
Proliferation und Differenzierung. Die Tumorzellen, die eine weitgehende Ausreifung
aufweisen, zeigen ein nahezu unverandertes Proliferationsverhalten (152). Die
SAOS Zellen weisen einen osteoblastaren Charakter auf. Sie produzieren u.a.
alkalische Phosphatase, Kollagen Typ |, Osteocalcin, Fibronectin, Osteonectin,
Proteinoglykane und reagieren mit erhohter Produktion von cAMP und Osteocalcin
auf Stimulation mit PTH und Vitamin-D3. Sie gelten somit als reife Osteoblasten, die
aber weiterhin ihre Tumoreigenschaften behalten.

Das Verhalten der SAOS - Zellen wahrend den durchgefuhrten Versuchen
entsprach zum groRten Teil dem Charakter reifer Osteoblasten. Sie zeigen eine hohe
basale Produktion an alkalischer Phosphatase 5 U/I/mg Protein, die sich unter
Stimulation um 30% gegenuber der Kontrolle erhdhte. Die unstimulierte
Osteocalcinproduktion lag unterhalb der Nachweisgrenze, konnte aber unter
Bisphosphonatbehandlung im Zelliberstand, in gleich hohen Werten wie bei den
normalen Osteoblasten, nachgewiesen werden. Die Kollagenproduktion der SAOS
betrug 20 ng/ml und bot einen diskreten Anstieg unter Alendronat.
Zusammenfassend wirkten die Bisphosphonate positiv stimulierend auf die
Differenzierung der SAOS — Zellen, ahnlich wie bei den ,collagenase released”
Osteoblasten. Dagegen hatten Bisphosphonate bei den Osteosarkomzellen einen
signifikanten hemmenden Effekt auf die Proliferation. Dieses Verhalten: Zunahme
der Differenzierungsprodukte versus negative proliferierende Wirkung entspricht dem
Verhalten von Zellen im Enddifferenzierungsstadium. Allerdings wurde in unseren
Versuchen ein unterschiedliches Reaktionsmuster zwischen den SAOS und der
Collagenase released sowie den treated explants beobacht. Diese Beobachtungen
erstarken die These vieler Knochenforscher, dass die Osteosarkomkulturen nur

annahernd einem osteoblastaren Modell entsprechen (55, 154).
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5.4 Einfluss der Bisphosphonatbehandlung auf die osteoblastére
Interleukin-6-Expression

Interleukin-6 ist ein Mediator unseres Immunsystems mit einer gro3en Breite
biologischer Funktionen. Es ist bekannt u.a. auch als B-Zellen- und Hepatozyten-
Stimulationsfaktor, Hybridoma-Wachstumsfaktor sowie zytolytischer Differen-
zierungsfaktor fur die T-Zellen. Das IL-6 cDNA kodiert ein Polypeptid aus 212
Aminosauren. Dieses wird zu einem reifen Protein mit 184 Aminosauren gespalten.
Es existieren verschiedene Stufen von Glykosilierung und Phosphorilierung, somit
schwankt sein Molekulargewicht zwischen 21,5 und 28 kDa. IL-6 wird von
Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Mastzellen,
T-Zellen und vielen Tumorzellinien exprimiert. Erhohte Serumkonzentration kommt
bei verschiedenen Krankheiten wie Sepsis (76), Autoimmunerkrankungen,
Lymphomen, AIDS, alkoholische Lebererkrankung, Infektionen und wahrend
Transplantatrejektionen vor (84, 87).

Interleukin-6-Serumkonzentration korreliert stark mit dem Alter und steigt um das
dreifache wahrend des Lebens. Allerdings wurde keine direkte Korrelation zwischen
IL-6 Konzentration und Knochenmasse festgestellt (95). 1I-6 wird unter anderem auch
von den Osteoblasten produziert und fordert die Rekrutierung und Differenzierung
der Osteoklasten. Es induziert in der Knochenmikroumgebung seine eigene
Synthese in den Osteoblasten Uber Transkriptionsmechanismen mit positivem
Feedback (57). Eine parakrine Wirkung der Osteoblasten und ihrer Stammzellen, die
Interleukin-6 produzieren, auf die Osteoklasten und ihrer Vorlauferzellen ist bekannt
(27, 88, 104, 107). Sowohl in humanen normalen Osteoblasten, als in SAOS-2 und in
osteoblast-like Zellen aus Knochen mit M. Paget konnte mRNA der IL-6
entsprechend isoliert werden (16). Ostrogene in vitro hemmen die Produktion von IL-
6 und wirken somit antiosteoporotisch (68). In Tierversuchen mit Mausen wurde eine
erhohte Produktion von IL-6 nach Ovarektomie festgestellt (133). Poli et al 1994
zeigten, dass 1I-6 ,knoch-out* Mause keinen Verlust an trabekularem Knochen nach
Ovarektomie aufweisen (138).

Ein weiteres Ziel unserer Studie ist die Untersuchung einer potentiellen parakrinen
Wirkung der Bisphosphonate auf die Osteoklasten Uber die osteoblastare II-6-

Expression (115).
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Wir haben nach Behandlung mit Bisphosphonaten in physiologischen
Konzentrationen eine Inhibition der II-6-Expression sowohl bei den normalen
humanen Osteoblasten als auch bei den Osteosarkomzellen beobachtet. Diese in
vitro Beobachtungen korrelieren mit dem klinischen Wissen, dass die Behandlung
mit Bisphosphonaten eine gute therapeutische Wirkung bei M. Paget (157),
postmenopausale (116) oder steroid-induzierte Osteoporose (117) sowie bei
anderen Knochenerkrankungen zeigt, deren Pathomechanismus eine erhohte II-6-
Produktion bedingt.

Im Gegensatz hierzu verursacht die Behandlung der Zellen mit héheren nicht
physiologischen Konzentrationen eine signifikant starkere Stimulation der |I-6-
Expression. Nach einer intravendsen Applikation oder nach Resorption des Osteoids
unter der ,ruffled boarder” der Osteoklasten ist es mdglich, dass die benachbarten
Osteoblasten kurzfristig mit solch hohen Bisphosphonatkonzentrationen in Kontakt
kommen. Aufgrund der Kenntnis, dass sich nur 2% vom absorbierten Bisphosphonat
in Regionen der Knochenformation befinden (161), scheint es aber eher
unwahrscheinlich, dass die lokale Bisphosphonatenkonzentration nach
Osteoidadsorption ein so hohes Niveau erreicht.

Osteoblasten, hauptsachlich osteoblastare Vorlauferzellen, konnen moglicherweise
hohen Konzentrationen direkt nach intravendser Applikation von Bisphosphonaten
ausgesetzt sein. Die gesteigerte osteoblastare [l-6-Produktion nach in vitro
Behandlung mit den héchsten Konzentrationen von Bisphosphonaten kdnnte eher
mit der vorubergehenden febrilen Reaktion und den hamatologischen
Veranderungen, passend zu einer Akute-Phase—Reaktion korrelieren, die manchen
Patienten nach Bisphosphonatapplikation bieten. [I-6 gehdért zu den wichtigen
Mediatoren der akuten entzindlichen Reaktion (118). Diese o.g. Patienten weisen
eine erhohte zirkulierende |l-6-Bioaktivitat auf (168). Weitere in vitro Experimente
zeigen ferner eine erhohte 1l-6-Expression der humanen Monozyten im peripheren
Blut unter Bisphophonatbehandlung (137, 162), die ebenfalls bei der Akute-Phase-
Reaktion eine Rolle spielen kdnnte.

Weiterhin scheint II-6 eine wichtige Rolle bei den Knochenneoplasien zu spielen,
indem es wie andere Wachstumsfaktoren und Zytokine osteolytische
Knochenmetastasen  induziert.  Tsingotjidou et al beobachten, dass
Prostatatumorzellen, die in SCID Mause nahe an Implantationsstellen von humanem

Knochen injiziert wurden, deren Eigenschaft zu metastasieren verstarkt haben,
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indem sie eine osteolytische Antwort des gesunden implantierten Knochens tber 11-6
induziert haben (177).

Ahnliche Experimente demonstrieren nachweisbare |I-6-Konzentrationen in SCID
Mausen, in die Plasmozytomzellen injiziert wurden. Dies spricht flir eine Regulation
des Wachstums der Plasmozytomzellen, sowie deren ,homing“ in den Knochen Uber
-6 (178). In unseren in vitro Versuchen haben wir nach Behandlung der
Osteoblasten in physiologisch relevanten und therapeutisch zu erwartenden
Konzentrationen eine starke Reduktion der II-6-Expression der normalen humanen
Osteoblasten in allen Differenzierungsstadien beobachtet. In der klinischen
Erfahrung sind Erfolge mit der Bisphosphonatbehandlung bei Patienten mit
Plasmozytom beschrieben worden. Eine Reduktion der Knochenmetastasen bei
Patienten mit Prostata- und Mammakarzinom konnte beobachtet werden (35, 36, 93,
99). Die Suppression der osteoblastaren [I-6-Expression unter
Bisphosphonatbehandlung konnte der Inhibition der metastatischen Osteolyse

dienen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der Bisphosphonate auf Osteoblasten
erforscht, ferner ist die indirekte Wirkung der Bisphosphonate auf die Osteoklasten
Untersuchungsgegenstand. Die Beeinflussung der Osteoblastenaktivitat durch
Bisphosphonate wird seit langem vermutet, da therapeutische Effekte bei der
Behandlung von Knochenerkrankungen mit osteoblastarer Dysfunktion sowie bei
Erkrankungen mit einer erhdhten Freisetzung von Interleukin-6 bekannt sind. II-6
lasst sich in der Knochenmikroumgebung nachweisen, wird von Osteoblasten
exprimiert und fordert u.a. die osteoklastare Rekrutierung und Differenzierung.
Die Versuche wurden an standardisierten humanen Osteosarkomzelllinien mit
osteoblastaren Eigenschaften, an den SAOS sowie an drei Kulturen normaler
humaner Osteoblasten in unterschiedlichen Reifungsstadien vorgenommen. Die
humanen Osteoblasten wurden vom Primargewebe, gewonnen wahrend elektiver
knochenchirurgischen Eingriffe, isoliert.
Fir die Stimulationsversuche im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Bisphosphonate Etidronat, Alendronat und Ibandronat gewahlt. Sie sind Vertreter der
ersten, zweiten und dritten Bisphosphonatgeneration. Um den Dosis-Wirkungs-Effekt
zu untersuchen, wurden Verdinnungsreihen bis 10" M gemaR dem
Wirkungspotential der Medikamente angefertigt.
Zur Auswertung wurden die Proliferation und Differenzierung der Zellen nach
Bisphosphonatbehandlung mit der unbehandelten Kontrolle verglichen. Die
Proliferation wurde mit dem MTT-Assay; die Differenzierung wurde anhand der
Expression von alkalischer Phosphatase, Osteocalcin sowie Kollagen Typ |
untersucht. Die vermutete parakrine osteoblastare Wirkung auf die Osteoklasten
wurde erforscht, in dem das Interleukin-6 im Zelluberstand bestimmt wurde.
- Alle drei Bisphosphonate weisen eine signifikante direkte Wirkung auf die
Proliferation und die Differenzierung der Osteoblasten auf.

- Diese Wirkung ist von dem verwendeten Bisphosphonat, der Dosierung, dem
Reifungsstadium der Osteoblasten und dem Zellkulturmodell abhangig.

- Des weiteren verursachen alle Bisphosphonate in physiologischen
Konzentrationen eine Reduktion der lI-6-Expression bei allen Osteoblasten
und bei den SAQOS.
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Das Reaktionsmuster ist abhangig von der Generation des Bisphosphonats:

- Etidronat beeinflusst die Proliferation der normalen humanen Osteoblasten
nicht, die Proliferationsrate der Osteosarkomzellen wird reduziert. Zudem hat
Etidronat eine hemmende Wirkung auf die Differenzierung der normalen
humanen Osteoblasten; die Kollagenproduktion wird am starksten
supprimiert. Diese in vitro Feststellung korreliert mit der Etidronat-induzierten
Osteomalazie, die sowohl bei Ratten als auch bei Menschen nach
langfristiger Etidronateinnahme berichtet wird.

- -Alendronat hemmt die Proliferationsrate der SAOS hat aber keinen Effekt
auf die Proliferation der normalen humanen Osteoblasten. Was die
Differenzierung der Osteoblasten angeht, hat Alendronat keinen signifikanten
Effekt auf die Expression von alkalischer Phosphatase oder Osteocalcin;
stimuliert jedoch die Produktion von Kollagen bei SAOS und ,collagenase
released” Osteoblasten. Alendronat hemmt die [l-6-Expression bei den
osteoblastaren Stammzellen und bei den ,treated explants®.

- Ibandronat, ein Bisphosphonat der dritten Generation, hemmt die
Proliferation der SAOS. Auf die normalen humanen Osteoblasten hat es eine
proliferierende Wirkung. Es fordert die Produktion von alkalischer
Phosphatase, Osteocalcin und Kollagen Typ |. Die |l-6-Expression wird bei
allen Zellen unter Ibandronatbehandlung reduziert. Ibandronat weist eine
quantitativ. hdéhere Wirkung im Vergleich zu den beiden anderen
Bisphosphonaten der friuheren Generationen auf, sowie eine qualitativ
starkere Wirkung, welche die Differenzierung der Osteoblasten induziert.

Zusatzliches Ziel dieser Arbeit war das in-vitro Verhalten einer
Osteosarkomzelllinie gegenuber dem von normalen humanen Osteoblasten zu
untersuchen. Die SAOS gelten als ein stabiles Zellkulturmodell reifen osteoblastaren
Charakters. Verglichen mit dem Verhalten der normalen humanen Osteoblasten
(auch dieser im fortgeschrittenen Reifungsstadium) unter Bisphosphonatbehandlung
wurden deutliche Unterschiede im Reaktionsmuster bezlglich Proliferation und
Differenzierung festgestellt.

Die Verwendung transformierter Zelllinie als in vitro Modell der

Knochenzellfunktion ist somit kritisch zu bewerten.
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Aufgrund der hemmenden proliferativen Wirkung aller Bisphosphonate auf die
SAOS Zellen ware die mogliche therapeutische Anwendung von Bisphosphonaten
gegen primare Knochentumoren zu untersuchen.

Die Reduktion der osteoblastaren II-6-Expression unter Bisphosphonatbehandlung
deutet darauf hin, dass eine parakrine Wirkung der Osteoblasten auf die
Osteoklasten der Knochenmikroumgebung existiert. Diese Erkenntnis konnte den
pharmakologischen Wirkungsmechanismus der Bisphosphonate erklaren, dass bei
Knochenerkrankungen mit erhéhtem IL-6-Spiegel wie z. B der postmenopausalen
Osteoporose, dem M. Paget sowie der ossaren Metastasierung. eine positive
Krankheitsbeeinflussung in der klinischen Praxis festgestellt wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen daraufhin, dass der therapeutische Ansatz
der Bisphosphonate bei Knochenerkrankungen einem vielschichtigen Wirkprinzip

beruht, dessen einzelne Seiten in weiteren Studien erforscht werden sollten.
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