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EINLEITUNG
1. Einleitung

1.1 Alilgemeine Einleitung

Bisphosphonate sind osteoanabole Substanzen auf der chemischen Basis des
Pyrophosphat. |hr wesentliches Einsatzspektrum ist die Osteoporose, das Multiple
Myelom, der Morbus Paget, Knochentumore und osteolytische
Knochenmetastasen. lhre hauptsachliche Wirkung besteht in der Hemmung bzw.
Verlangsamung des ,bone remodellings“ durch Inhibition der knochenabbauenden
Osteoklasten.

Im Rahmen des vermehrten Kklinischen Einsatzes konnten potentielle
Nebenwirkungen einer Bisphosphonattherapie festgestellt werden. Neben der
erstmalig 1996 publizierten Nebenwirkung der Osophagitis stellt vor allem die
Bisphosphonat-assoziierte Unterkiefernekrose (BP-ONJ) ein relevantes klinisches
Krankheitsbild dar, dessen Atiologie und Pathogenese bis heute noch nicht
hinreichend geklart ist. Die Erstbeschreibung erfolgte durch Marx und Stern 2002
und durch Marx und Kollegen im Jahre 2003 in Form eines Auftretens von 36 ,bony
lesions of the upper and lower jaw* [Marx 2002, Marx 2003].

Ein fur die BP-ONJ typisches Kklinisches Symptom ist die Exposition von
freiliegendem nekrotischen Knochen der Kiefer. Dieser ist nicht von
Mundschleimhaut bedeckt und heilt meist nur verzogert oder gar nicht aus. In
Anlehnung an diese klinische Symptomatik konnte in weiteren Studien festgestellt
werden, dass Bisphosphonate einen depressiven Einfluss auf die Wundheilung der
Mundschleimhaut und den hierbei beteiligten Zellen der Keratinozyten und
Fibroblasten hat [Scheller et al. 2011, Pabst et al. 2012]. Auch die im Rahmen der
Wundheilung essentielle Vaskularisierung mit Einsprossung von Kapillaren wird
durch Bisphosphonate beeinflusst. Dieser fur die nutritive Versorgung der
Geweberegeneration entscheidende Schritt wird durch den antiangiogenetischen
Effekt von Bisphosphonaten gehemmt. Hierbei konnten nicht nur direkte
inhibitorische Einflisse auf Endothelzellproliferation [Ribatti et al. 2008] sondern
auch eine Reduktion des VEGF-Spiegels [Santini et al. 2003] festgestellt werden.
Trotz zahlreicher Untersuchungen Uber therapeutische Optionen zur Behandlung
der BP-ONJ geht die Suche nach einer adaquaten kurativen Therapie weiter
[Ruggiero et al. 2008]. Hierbei nimmt das Diterpenem Geranyl-Geraniol (GG), das
als Metabolit im Mevalonat-Stoffwechsel vorkommt, eine zentrale Stellung ein.

Mittels Substitution von Geranyl-Geraniol kann der inhibitiorische Einfluss der
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EINLEITUNG
Bisphosphonate auf die Hemmung von Enzymen des Mevalonat-Stoffwechsels

verringert werden [Ziebart et al. 2011].

1.2 Ziel der Dissertation

Durch die vorliegende Arbeit soll der Einfluss von verschiedenen Bisphosphonaten
auf die Osteoblasten sowie auf die an der Wundheilung beteiligten Zelllinien
(Fibroblasten und angiogenetische Zellen) untersucht werden. Hierbei wird
insbesondere der antiangiogenetische Effekt auf die an der Vaskularisierung
beteiligten Zellen (Endotheliale Progenitor Zellen — EPC, Human umbilicord vein
endothelial cells — HUVEC) analysiert.

Eine weitere zentrale Fragestellung in dieser Arbeit ist es, den Einfluss einer
Subsitution von Geranylgeraniol (GGOH) zur moglichen Verringerung des
inhibitorischen Effektes der Bisphosphonate auf den Mevalonat-Stoffwechsel zu

untersuchen.
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2. Literaturdiskussion

2.1 Knochenstoffwechsel

Das Knochengewebe als Teil des Stltzgewebes verfugt Uber zwei einzigartige
Fahigkeiten. Es ist das einzige Gewebe im menschlichen Korper, welches
narbenlos verheilt. Des Weiteren passt es sich in seiner Form an die Anforderung
der Umwelt an. Ein Phanomen, welches erstmals in Form des sogenannten Wolff's
Law 1892 beschrieben wurde [Sommerfeldt et al. 2001]. Hierbei erflllt der Knochen
im wesentlichen drei Funktionen im menschlichen Korper: Stutzfunktion,
Bereitstellung eines Mineraldepots und die hamatopoetische Funktion des
Knochenmarks. Der Aufbau des Knochens teilt sich in einen zellularen Anteil und
einer Matrix auf. Die Matrix besteht aus einer organischen Grundsubstanz — dem
Osteoid — in Form von Kollagen Typ 1, Glykoproteinen und Proteoglykanen. In ihr
sind anorganische Mineralien wie Calcium und Phosphat in geringeren Mengen
auch Magnesium und Carbonat eingelagert [Clarke 2008]. Durch diesen Aufbau aus
miteinander interagierenden druckfesten Mineralkristallen und zugfesten
Kollagenfibrillen weist der Knochen eine hohe Belastbarkeit bei vergleichsweise
wenig Gewicht auf [Buck et al. 2012].

Die Anpassung des Knochens an die funktionellen Anforderungen der Umwelt
basiert auf dem Prinzip des Remodellings [Clarke 2008]. Hierbei ist Knochen in der
Lage, einen Umbau der Matrix durch seine zellularen Anteile durchzuflhren. Die
Osteoklasten bauen hierfur den Knochen durch Sekretion von Salzsaure und
Proteasen ab. AnschlielRend erfolgt die Knochenregeneration durch Synthese von
neuem Osteoid durch die Osteoblasten. Sobald dieser sich von dem von ihm
sezernierten Osteoid eingedeckt hat, wird er zum Osteozyt [Feng et al. 2011].

Das physiologische Prinzip des Remodellings dient der Erneuerung des Knochens,
dem Ausgleich von Mikrofrakturen und der Regulation des Mineralhaushaltes
[Hadjidakis et al. 2006]. Jahrlich werden etwa 2-3% des kortikalen Knochens durch
Remodelling erneuert [Clarke 2008], wobei die Umbaurate im Skelett deutlich
variiert [Huja et al. 2006]. Das Knochenremodelling erfolgt durch das Prinzip des
»,Couplings®. Bei diesem Prozel} bilden Osteoklasten und Osteoblasten eine durch
Zytokine interagierende funktionelle Einheit. Der Knochenumbau wird hierbei in vier
Phasen unterteilt: Die erste Phase beschreibt die Aktivierung. Hierbei wird die

osteoklastare Differenzierung der Vorlauferzellen durch eine Stimulierung der
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osteoblastaren Zelllinie bewirkt. Diese Stimulierung erfolgt im Wesentlichen mit Hilfe
der Zytokine RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kB) und M-CSF
(monocyte/macrophage colony-stimulating factor) [Martin et al. 2007]. In der
zweiten Phase erfolgt der Knochenabbau durch die aktivierten Osteoklasten sowie
die Rekrutierung von Vorlauferzellen - den Mesenchymalen Stammzellen (MSC) -
der Osteoblasten. Die Differenzierung zu Osteoblasten und die anschlieRende
Sekretion von Osteoid finden in Phase drei statt. Phase vier beschreibt die
Mineralisation des Osteoids und die Beendigung des Remodellingprozesses [Feng
et al. 2011].

Bei der als Marmorkrankheit bekannten Osteopetrosis liegt eine genetische
Dysfunktion dieses Remodellingprozesses vor. Hierbei sind acht Unterformen mit
unterschiedlicher genetischer Pathogenese bekannt. Die Folge ist eine
osteoklastare Dysfunktion oder Aplasie bei den betroffenen Patienten. Neben
anderen klinischen Zeichen wie der Hepatosplenomegalie oder Schwerhdrigkeit
kann es hier auch zum Auftreten von spontan freiliegenden Kieferknochen — dem
pathognomonischen Merkmal der Bisphosphonat assoziierten Kiefernekrose —
kommen [Marx 2013].

2.2 Bisphosphonate

2.2.1 Geschichte der Bisphosphonate

Die Entdeckung der Bisphosphonate geht zurtick bis ins 19. Jahrhundert mit ersten
Publikationen um 1865 und 1897 von Menschutkin und von Bayer. Die damals noch
als Diphosphonate bezeichnete Substanzgruppe fanden jedoch nur in der Chemie
beispielsweise als Wasserentharter Anwendung [N. 1865, Von Baeyer H 1897,
Russell 2011]. Fleisch und Kollegen waren es, die 1969 erstmalig die Rolle von
Pyrophosphaten auf die Calciumhomdostase beim Menschen beschrieben [Fleisch
et al. 1966, Russell 2011]. Die jedoch entscheidende Entdeckung flur die
anschliellende pharmakologische Verwendung der Bisphosphonate gelang dem
Team um Russell und Fleisch 1970, in der die inhibitorische Wirkung auf die
Dissolution von Hydroxylapatit erstmalig beschrieben wurde [Russell et al. 1970].
Diese destruktive Wirkung der Bisphosphonate auf den Knochenabbau begriindet

letztlich ihren Einsatz als osteoanaboles Medikament.
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Bereits 1973 wurde von Schenk und Kollegen eine Studie flr die spatere Basis des
~ochenk Modells“ zur quantitativen Analyse der biologischen Potenz der
Bisphosphonate verdffentlicht. Hierbei wurden Bisphosphonate heranwachsenden
Ratten appliziert. Die dabei blockierte Knochenresorption bewirkte ein
zuruckgebliebenes kndchernes Remodelling im Bereich der Metaphysen, welche
radiologisch als dichter und unférmiger erschienen [Schenk et al. 1973, Schenk et
al. 1986].
Nach erfolgreichen klinischen Versuchen von Clodronat und Etidronat in den 80er
und 90er Jahren begann die Suche nach effektiveren Bisphohsphonaten. Ein
Meilenstein stellte die Substitution des R1-Restes durch ein Stickstoffatom dar und
war die Basis fur die EinflUhrung der nitrogenhaltigen Bisphosphonate wie
Pamidronat und Alendronat. Eine weitere Verbesserung der antiresorptiven
Wirkung wurde durch die Eingliederung des Stickstoffatoms in einen
heterozyklischen Ring in Form von Risedronat, Minodronat und Zoledronat 1994-
1998 erreicht [Green et al. 1994, Goa et al. 1998].
Neben dem klassischen Indikationsspektrum der Osteoporose kam bereits 1971 mit
der medikamentésen Behandlung durch Bisphosphonate der Morbus Paget als
Indikationserweiterung hinzu. So verdffentlichten Smith und Kollegen eine
dosisabhangige Reduzierung des Knochenabbaus und legten den Grundstein fur
die bis heute gangige Therapie dieser Erkrankung [Smith et al. 1971]. Nur acht
Jahre spater konnte van Breukelen die inhibitorische Wirkung von Bisphosphonaten
auf osteolytische metastatische Herde nachweisen, welches den Einzug der
Bisphosphonate in die Onkologie einleitete [van Breukelen et al. 1979]. Eine weitere
onkologische Anwendung der Bisphosphonate war die Malignom-induzierte
Hypercalciamie, die von Chapuy 1980 flir Knochenmetastasen und von Paterson
1983 fur das Multiple Myelom erstmalig beschrieben wurde [Chapuy et al. 1980,
Paterson et al. 1983].

2.2.2 Chemie und Pharmakologie der Bisphosphonate

Die Bisphosphonate gehoéren zur Gruppe der Pyrophosphate und verfigen uber
einzigartige pharmakologische Eigenschaften, die sie zu den am haufigsten
verwendeten Medikamenten zur Behandlung skelettaler Erkrankungen machen.

Hierzu zahlen besonders ihre bevorzugte Einlagerung in den sich im Umbau
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befindlichen Knochen sowie die dortige auRergewdhnlich lange Halbwertszeit
[Cremers et al. 2011].

Typischen Verabreichungsformen der Bisphosphonate sind die orale und
intravendése Gabe. Die parazellulare Aufnahme erfolgt Uber den gesamten
Gastrointestinaltrakt und liegt bei unter 2,5%. Hierbei werden die nicht-
nitrogenhaltigen  Bisphosphonate mit 2-2,5% deutlich besser als die
stickstoffhaltigen Bisphosphonate mit ca. 0,7% resorbiert [Cremers et al. 2005].
Diese geringflgige Aufnahme wird durch zeitgleiche Einnahme von Nahrung oder
durch calciumhaltige Getranke zusatzlich reduziert. Ein antiazider Magen flhrt
ebenso zu einer verminderten Bisphosphonataufnahme [Gertz et al. 1995, Porras et
al. 1999]. Auch bei der Bindung der Bisphosphonate an Calciumkristalle kdnnen
Unterschiede bei den verschiedenen Substanzen festgestellt werden. So ist das
Bindungspotential bei nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonaten deutlich geringer als
bei den nitrogenhaltigen Praparaten. Des Weiteren variiert die Verteilung der
Bisphosphonate innerhalb des Skelettes. So konnte durch Technetium-markierte
Bisphosphonate nachgewiesen werden, dass diese sich beim Menschen vermehrt
im Femurhals gegenlber dem Femurschaft einlagern [Carnevale et al. 2000]. Auch
die Aufnahme in kortikale und spongidse Knochenanteile variiert. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Bisphosphonate im trabekuldaren Knochenanteil des
Kiefers deutlich vermehrt gegenuber dem cortikalen Anteil aufgenommen werden.
Neben der Aufnahme ins Skelett wurde eine zusatzliche Anlagerung im

angrenzenden Periost nachgewiesen [Weiss et al. 2008].

2.2.3 Indikationsspektrum der Bisphosphonate

Aufgrund ihrer besonders hohen Affinitat zum Hydroxylapatit des Knochens und
ihrer  antiresorptiven  sowie  antiosteolytischen Eigenschaften  werden
Bisphosphonate hauptsachlich bei Knochenkrankheiten eingesetzt, welche durch
eine Uberschlssige Osteoklasten-vermittelte Knochenresportion charakterisiert sind
[Rosen et al. 1996, Hofbauer 1997].

Die weitreichende Bedeutung dieser osteotropen Medikamentengruppe zeigt sich
darin, dass die Indikationsgebiete von der Therapie benigner Erkrankungen des
metabolischen Knochenstoffwechsels bis hin zur Pravention sowie der Therapie bei

Malignomen in der Hamatologie und Onkologie reichen.
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Potentiell sind einzelne Bisphosphonate, welche zur Therapie von
Knochenresorptionsstorungen zugelassen sind, untereinander austauschbar.
Begrunden lasst sich dies darin, dass trotz aller Unterschiede in der chemischen
Struktur, die Gemeinsamkeiten in der Wirkweise an ihrem Hauptangriffsort, dem
Knochen, uberwiegen. In der Realitdt werden die unterschiedlichen Praparate
spezifischen Erkrankungen zugeordnet [Russell 2011]. Hierbei spiegelt das
zugelassene Therapiespektrum jedes einzelnen Medikamentes auch die
Geschichte der klinischen Entwicklung sowie die Weiterentwicklung zwischen den

Bisphosphonaten der 1. bis zur 3. Generation wieder [Russell 2011].

Der primare klinische Einsatz von Bisphosphonaten in der Geschichte galt als
pharmakologischer Hemmestoff der Kalzifikation der Knochenstruktur. Hierbei war
Etidronat das Medikament der Wahl, welches zu Therapiezwecken bei der Fibrosen
Dysplasie eingesetzt wurde [Russell 2011]. Des Weiteren wurde Etidronat zur
Vermeidung von heterotrophen Ossifikationen nach Einbau von Huft-
Endoprothesen eingesetzt [Bijvoet et al. 1974]. Die hierdurch erreichte
Verbesserung der Mobilitat wirkte sich positiv auf die postoperative Lebensqualitat
der Patienten aus. Darlber hinaus wurde das Medikament zur Pravention einer
ektopen Kalzifikation sowie der Ossifikation nach Ruckenmarksverletzungen
verordnet [Thomas et al. 1987].

Morbus Paget war eine der ersten klinischen Krankheitsbilder, bei der durch den
Einsatz  von Bisphosphonaten  eine  dosisabhangige  Inhibition  der
Knochenresorptionsrate demonstriert werden konnte [Russell et al. 1974]. Morbus
Paget (Synonym: Osteodystrophia deformans) ist ein Krankheitsbild, welches durch
eine erhohte Osteoklastenaktivitat mit konsekutiv vermehrtem Knochenumbau
kennzeichnet ist. Wahrend zunachst die Behandlung unter oraler Gabe von
Etidronat im Vordergrund stand, erfolgte im Zuge der Weiterentwicklung neuerer
Bisphosphonate, wie Clodronat, Tiludronat, Risedronat und Alendronat auch eine
Anpassung der Therapie zugunsten dieser Medikamente [Delmas et al. 1982].
Heute gilt der Einsatz der hochpotenten Aminobisphosphonate Pamidronat und
Zoledronat, die zumeist parenteral appliziert werden, als Mittel der ersten Wahl
[Reid et al. 2011, Russell 2011].

Die Applikation von Bisphosphonaten in der Malignom-Behandlung von Patienten

lasst sich ebenfalls bis in die frihen achtziger Jahre zurickverfolgen. Hierbei
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konnten in unterschiedlichen Studien insbesondere fur Clodronat und Pamidronat
gute Ergebnisse bei der Behandlung der tumorassoziierten Hypercalcamie
aufgezeigt werden. Diese Hypercalciamien kommen durch den gesteigerten Abbau
von Knochensubstanz bei osteolytischen Knochenmetastasen oder beim Multiplen
Myelom vor. Mit der osteoklastaren Hemmung durch Bisphosphonate wird dieser
Prozess verlangsamt und die Ausbildung einer Hypercalcamie vermindert [van
Breukelen et al. 1979, Chapuy et al. 1980, Paterson et al. 1983].
Auch in der Onkologie sind durch Weiterentwicklungen der Bisphosphonate neue
Therapieoptionen und Indikationsklassen entstanden. Heute werden zumeist
parenteral applizierte Bisphosphonate zur Therapie und Pravention ossarer
Manifestationen von Tumorentitaten herangezogen [Coleman et al. 2011]. Durch
den gezielten Einsatz sollen Skelettkomplikationen im Rahmen von
Tumorerkrankungen reduziert, Skelettmetastasen vermieden und vorhandene
Leiden bei bereits vorhandenen Skelettmetastasen abgeschwacht werden.
In den neunziger Jahren wurde die Stoffklasse der Bisphosphonate zur spezifischen
Behandlung der postmenopausalen sowie der glukokortikoidinduzierten
Osteoporose weltweit etabliert [Boonen et al. 2005]. Zunachst Uberwiegte eine
medikamentdse Therapie mit Etidronat [Watts et al. 1990, van Staa et al. 1998], die
jedoch im weiteren Verlauf durch Alendronat in seiner Verordnungshaufigkeit
abgeldst wurde [Bone et al. 2004, Russell 2011]. Dieses wird zumeist einmal
wochentlich oral verabreicht. Des Weiteren wurden die Praparate Risedronat,
Ibandronat und Zoledronat mit gleichem Indikationsspektrum zugelassen [McClung
et al. 2001, Chesnut et al. 2004, Black et al. 2007].

Weitere Einsatzgebiete, die zur Verordnung der Stoffklasse der Bisphosphonate
gefuhrt haben, sind die Krankheitsbilder der Osteogenesis imperfecta, das
Riesenzellgranulom und die Riesenzelltumore. Hierbei erhofft man sich durch die
osteoklastare Hemmung, eine Verstarkung der Knochenstruktur und einen
verminderten Abbau von Knochensubstanz [Bartl 2006, Russell 2011].

2.2.4 Nebenwirkungen und Komplikationen von Bisphosphonaten

Allgemein zeichnen sich Bisphosphonate bei korrekter Dosierung, individueller
Auswahl des Praparates und unter Beachtung der patientenbezogenen

Risikofaktoren durch eine hohe Vertraglichkeit aus. Jedoch sind eine Vielzahl von
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Nebenwirkungen und Komplikationen, die im Rahmen einer Bisphosphonattherapie
auftreten konnen, beschrieben. Diese werden durch unterschiedliche Faktoren
ausgeldst. Zu den wichtigsten beeinflussenden Kriterien gehdéren die
Verabreichungsform (oral oder i.v.), das Bisphosphonatpraparat (stickstoffhaltig
oder nicht stickstoffhaltiges Bisphosphonat), die Frequenz der Verabreichung sowie
die Dosis der Bisphosphonat-Applikation [Diel et al. 2007]. Ein Uberblick (iber die
beschriebenen Bisphosphonatnebenwirkungen ist in Tabelle 01 zusammengefasst
(siehe Tabelle 01).

Haufige Nebenwirkungen
Nephrotoxzitat

Akute-Phase Reaktion
Gastrointestinale Toxizitat
Kiefernekrose

Seltene Nebenwirkungen
Symptomatische Hypocalziamie
Okkulare Komplikationen (Retinitis, Uveitis, Skleritis)
(Asperin-sensitives) Asthma
Erythema

Phlebitis
Geschmacksveranderungen

ZNS-Nebenwirkungen

Tabelle 01: Tabellarische Darstellung der wesentlichen beschriebenen Nebenwirkungen der
Bisphosphonattherapie aus Diel et. al. 2007 [Diel et al. 2007]

Zu den haufig unter Bisphosphonattherapie auftretenden Nebenwirkungen gehoéren
renale Komplikationen. Prinzipiell verfugen alle auf dem Markt gangigen
Bisphosphonatpraparate tUber chemische Eigenschaften, die zu einer Schadigung
des Nierenparenchyms flihren kénnen. Die renale Schadigung erfolgt unabhangig
von der Verabreichungsform. Der Wirkmechanismus der renalen Schadigung ist
derzeit noch nicht abschlieRend geklart, lasst sich jedoch mit hoher

Wahrscheinlichkeit auf die intratubulare Ausbildung von unléslichen Calcium-
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Komplexen zuruckfihren. Hierbei scheinen Art des Bisphosphonatpraparates,
Dosis, Verabreichungsfrequenz und —geschwindigkeit die Entstehung dieser
Calciumkristalle zu beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass bei rascher
parenteraler Verabreichung hoher Dosen von Clodronat und Etidronat schneller als
200-300 mg / h die Wahrscheinlichkeit flr die Entwicklung eines Nierenversagens
deutlich erhoht ist [Miller 2011]. Des Weiteren verstarken Begleitzustande wie
beispielsweise eine Hypercalcamie oder ein exsikkierter Allgemeinzustand die
renale Schadigung.

Zudem wird eine zusatzliche direkte toxische Wirkung der Bisphosphonate auf die
Nierentubuli diskutiert [Adami et al. 1996, Diel et al. 2007, Miller 2011]. Klinische
Studien konnten zeigen, dass vornehmlich unter Zoledronat-Applikation es zum
vermehrten Auftreten von Nierentubulinekrosen kam [Bergner et al. 2006]. Das
geringste Risiko, unter Bisphosphonattherapie renale Komplikationen zu entwickeln,
ist fur Ibandronat beschrieben. Diverse klinische Studien bescheinigten Ibandronat
ein hohes nephroprotektives Profil, welches auch in hdherer Dosis oder einer
verklrzten Applikationszeit nicht beeintrachtigt zu sein scheint. Diese renale
Toleranz lasst sich mdglicherweise durch die hohe Plasmaeiwei3bindung
(Ibandronat 87-98% gegenuber Zoledronat 22-56%) und die damit verbundene
kurze Gewebehalbwertszeit (Ibandronat 25 Tage, Zoledronat 150-200 Tage)
begrinden [Diel et al. 2007].

Die Entstehung der ,Akut-Phase-Reaktion (APR)“ ist die zweithaufigste
Nebenwirkung unter Bisphosphonattherapie. Sie lasst sich lediglich bei der
Verabreichung intravendser Aminobisphosphonaten wie Zoledronat, Ibandronat und
Pamidronat beobachten und sie entsteht typischerweise nach Applikation der ersten
Infusion [Diel et al. 2007]. Klinisch prasentiert sich die ,Akut-Phase-Reaktion“ bei
20-40% der Patienten in grippedhnlichen Symptomen. Diese sind zumeist durch
Kopf-, Knochen-, Brust- und Gliederschmerzen sowie durch einen Anstieg der
Korperkerntemperatur  gekennzeichnet. Zusatzlich kann eine korperliche
Schwachesymptomatik auftreten. Neben den klinischen Symptomen lassen sich
laborchemische Veranderungen nachweisen. Diese sind ein Lymphozytenabfall und
ein Anstieg des C-reaktiven Proteins (CRP)[Bartl 2006]. Der Wirkmechanismus
dieser ,Akut-Phase-Reaktion“ ist durch den Eingriff der Aminobisphosphonate in
den Mevalonatstoffwechsel zu erklaren. Uber eine Erhéhung von lsopentenyl-
Pyrophosphat im Osteoklasten kommt es unter Sezernierung von TNF-alpha und

IFN-gamma zur Zellproliferation von gamma-delta T-Lymphozyten. Dies fuhrt zu
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einer Erhdéhung von IL-6, welcher als wesentlicher Mediator der klinischen
Symptomatik fungiert. Bei erneuter parenteraler Gabe von Aminobisphosphonaten
wird durch den Rickstau von akkumulierenden Substraten eine Downregulation des
Mevalonatstoffwechsels herbeigeflihrt. Dadurch wird das Ausmal der ,Akut-Phase-
Reaktion“ abgeschwacht. Weitere Akkumulation fuhrt zu weiterer Downregulation,
bis die Symptome der ,Akut-Phase Reaktion® nicht mehr nachweisbar sind.

Um die Symptomatik der ,,Akut-Phase-Reaktion” zu vermindern, kann vor der ersten
intravendsen  Applikation stickstoffhaltiger Bisphosphonate ein  HMG-CoA
Reduktase Inhibitor (Statin) verabreicht werden. Alternativ kann hierzu anstelle der
primaren nitrogenhaltigen Bisphosphonat-Applikation eine einmalige
Vorbehandlung mit einem stickstofffreien Bisphosphonat der ersten Generation
erfolgen [Bartl 2006].

Weitere  haufig zu  beobachtende  Nebenwirkungen  betreffen  den
Gastrointestinaltrakt. Sie stehen zumeist mit der oralen Applikation von
Bisphosphonaten in Zusammenhang. Die Inzidenz dieser Komplikationen liegt bei
ca. 2-10%. Typische Symptome sind Diarrhoe, Ubelkeit, Véllegefihl,
Magenschmerzen und uncharakteristische abdominale Beschwerden [Bartl 2006,
Tanvetyanon et al. 2006]. Das Auftreten von schwerwiegenden gastrointestinalen
Veranderungen wie beispielsweise der ulzerierenden Osophagitis sind selten. Sie
zeigt sich meist bei einer dosisabhangigen oralen Applikation von stickstoffhaltigen
Bisphosphonaten. Zusatzlich beglnstigt eine Nichtbeachtung der Einnahme-
Vorschriffen und pradisponierende gastrointestinale Vorerkrankungen ihre
Entstehung [Adami et al. 1996, Diel et al. 2007].

Zu den selten vorkommenden unerwlnschten Nebenwirkungen der
Bisphosphonate zahlen die Hypocalcamie und Hypomagnesiamie. Diese verlaufen
oftmals asymptomatisch. Aufgetretene manifeste und somit therapiebedurftige
Hypocalcamien stehen nicht selten in Zusammenhang mit einer zu schnell
applizierten, hochkonzentrierten, intravendsen Gabe der Bisphosphonate. Bei
gleichzeitiger Applikation von Aminoglykosiden steigt die Inzidenz dieser
Elektrolytentgleisungen weiter an. Die Ursache fir die Toxizitat ist eine
Komplexbildung der Bisphosphonate mit dem Serumcalzium im Blut, die eine

Verringerung des Serum-Calciumspiegels zur Folge hat. Die Affinitat der
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Bisphosphonate zu den zweiwertigen Magnesiumionen im Serum kann daruber
hinaus zu einer Hypomagnesiamie fihren [Tanvetyanon et al. 2006].
Ebenfalls selten sind okkulare Nebenwirkungen. Diese werden haufig mit der Gabe
von Aminobisphosphonaten, insbesondere mit Pamidronat, in Verbindung gebracht.
In Erscheinung treten sie Uber ausgeloste entzindliche Reaktionen, die zum
klinischen Bild einer Konjunktivitis, Skleritis, Uveitis, Episkleritis oder Retinitis
fuhren.
Hamatopoetische Nebenwirkungen konnten in einigen Fallen unter i.v.
Bisphosphonat-Applikation mit Zolendronat beobachtet werden. Sie traten in Form
von Anamien und Panzytopenien in Erscheinung, waren aber selten
therapiebedurftig [Bartl 2006].
In der Vergangenheit kam es unter Bisphosphonattherapie zur Entwicklung von
Mineralisationsstérungen. Insbesondere bei Etidronat konnte bei einem langem
Applikationszeitraum von mehr als 6 Monaten und hoher Dosierung von uber 5 mg /
kg KG / Tag eine Mineralisationsstorung mit dem klinischen Bild einer Osteomalazie
beobachtet werden. Diese war jedoch nach Absetzten des Medikamentes zumeist
nach drei Monaten rucklaufig. Bei zeitgleicher Gabe von Calcium und Vitamin D
konnte diese Komplikation jedoch vermieden werden. Auch bei Pamidronat wurden
ahnliche Beschwerdebilder beschrieben. Die Osteomalazie als Komplikation wurde
bei weiterentwickelten Bisphosphonatpraparaten nicht mehr beobachtet [Bartl
2006].
Eine andere gravierende Komplikation sind die beschriebenen Kiefernekrosen, die
im Rahmen einer stattgefundenen oder andauernden Bisphosphonattherapie
auftreten kdnnen. Als wesentlicher Teil dieser Disserationsschrift wird die zuletzt

aufgeflihrte Nebenwirkung gesondert im Einleitungskapitel 2.3. beschrieben.

2.2.5 Angiogenese und antiangiogenetische Effekte der Bisphosphonate

Untersuchungen zur Wirkweise von Bisphosphonaten, insbesondere zu der von
ihnen ausgeldsten Komplikation der Kiefernekrose, konnten zeigen, dass diese
Medikamentengruppe nicht ausschlieBlich auf Knochenzellen wirkt. Hierbei steht
besonders die Wirkung und Nebenwirkung der Bisphosphonate auf die
Angiogenese - die Entstehung und das Wachstum von BlutgefaBen - im

wissenschaftlichen Fokus. Einen wesentlichen Anteil an der Entstehung und am
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Wachstum von BlutgefaRen haben die endothelialen Vorlauferzellen (EPC).
Wahrend lange Zeit das Dogma galt, dass die Differenzierung mesodermaler
Vorlauferzellen in Angioblasten nur in der Embryonalphase stattfinden wiurde,
konnten Ashara und Kollegen 1997 beweisen, dass CD34+ angereicherte
Stammzellen sich zu endothelialen Zellen differenzieren kdnnen [Asahara et al.
1997, Urbich et al. 2004]. Hierbei erfullen die endothelialen Progenitorzellen zwei
wesentliche Aufgaben: erstens die Re-Endothelialisierung bei Endotheldefekten und
zweitens die Neovaskularisierung und Ausbildung eines neuen GefalRsystems. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Ischamie ein potenter Triggerfaktor fur die
Rekrutierung endothelialer Progenitorzellen ist. Die gesteigerte Rekrutierung von
endothelialen Progenitorzellen fuhrt zu einem deutlichen Anstieg der kapillaren
Dichte [Takahashi et al. 1999, Kalka et al. 2000, Ziebart et al. 2008]. Dartberhinaus
verfugen endotheliale Progenitorzellen Uber eine ausgepragte parakrine Funktion.
Durch die Sekretion des Vaskular Endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und
anderen Zytokinen wird die Neovaskularisierung zusatzlich unterstutzt [Urbich et al.
2005]. Gerade an dieser Schnittstelle konnten Santini und Kollegen 2002 den
antiangiogenetischen Effekt von Bisphosphonaten demonstrieren. Sie konnten
zeigen, dass bei Krebspatienten mit ossaren Metastasen nach intravendser Gabe
von Pamidronat die VEGF Konzentration signifikant innerhalb der ersten sieben
Tage reduziert war [Santini et al. 2002]. Weitere Studien, die diese
antiangiogenetischen Eigenschaften von Bisphosphonaten unterstltzten, folgten.
Wood und Kollegen legten dar, dass Zolendronat nicht nur die Proliferation von
maturen Endothelzellen signifikant hemmt, sondern dass es zusatzlich deren
Migrations- und Adhasionspotential beeinflusst [Wood et al. 2002]. Des Weiteren
wurde der inhibitorische Einfluss der Bisphosphonate auf endotheliale
Vorlauferzellen festgestellt. Diese werden nicht nur in ihrer Anzahl durch
Bisphosphonate reduziert [Allegra et al. 2007], sondern auch in ihrer
Differenzierung gehemmt [Yamada et al. 2009]. Die antiangiogenetischen
Eigenschaften scheinen fur den onkologischen Einsatz der Bisphosphonate
forderlich zu sein [Green 2000], kdnnen jedoch anderseits zur Entstehung von
Bisphohonat induzierten Kiefernekrosen beitragen [Otto et al. 2010, Walter et al.
2010].
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2.2.6 Die extraskelettale Wirkung der Bisphosphonate

Neben dem antiresorptiven Osteoklasten-inhibitorischen Effekt und ihrer
antiangiogenen Potenz Uben Bisphosphonate zudem eine Wirkung auf die Zellen
des Weichgewebes aus. Diese Begleitwirkung wurde erstmalig 2008 durch
Landesberg und Kollegen publiziert. In ihrer Verdffentlichung konnte dargestellt
werden, dass Pamidronat, die Proliferation oraler Keratinozyten in vitro hemmt. Im
Rahmen eines in vitro Wundheilungsmodells konnte zudem eine verzdgerte
Wundheilung nach Pamidronatgabe festgestellt werden [Landesberg et al. 2008].
Im Jahre 2011 wurde dieser Wirkung von Pamidronat durch die Arbeitsgruppe von
Kim und Kollegen bestatigt. Sie demonstrierten, dass Pamidronat zu einer
Vergreisung von oralen Keratinozyten und zu einer verminderten
Reepithelialisierung fuhrt [Kim et al. 2011]. Eine genauere Charakterisierung der
Wirkung der Bisphosphonate auf orale Keratinozyten gelang ein Jahr spater.
Hierbei zeigten die stickstoffhaltigen Bisphosphonate einen inhibitorischen Einfluss
auf die Lebens- und Migrationsfahigkeit oraler Keratinozyten, wahrend nicht
stickstoffhaltige Bisphosphonate in hohen Konzentrationen die Lebensfahigkeit
dieser sogar verstarkten. Zudem konnte ein proapoptotischer Effekt nitrogenhaltiger
Bisphosphonate auf orale Schleimhautzellen nachgewiesen werden [Pabst et al.
2012]. Der oben beschriebene Einfluss der Bisphosphonate wird durch die durch de
Groen erstmalig beschriebene Nebenwirkung auf das Epithel des
Gastrointestinaltraktes mit konsekutiven Osophagitiden unterstiitzt [de Groen et al.
1996]. Mit dem Nachweis der Wirkung von Bisphosphonaten auf die orale Mukosa
wurde das bis dato bestehende Dogma, dass die assoziierte Kiefernekrose vom
Knochen - nach dem Prinzip ,inside out® - ausgelost sei, in Frage gestellt
[Landesberg et al. 2008]. Auch die Zellen tieferliegender Weichgewebsschichten
werden durch Bisphosphonatgabe beeinflusst. So konnte dem Bisphosphonat
Alendronat eine zytotoxische Wirkung auf die Zellen des peridontalen Ligamentes
und des subkutanen Bindegewebes nachgewiesen werden [Moreira et al. 2005,
Correia Vde et al. 2006]. Die Wirkung der Bisphosphonate beschrankt sich somit

nicht ausschliel3lich auf das Skelettsystem.

14



EINLEITUNG
2.3 Bisphosphonat assoziierte Kiefernekrose (BP-ONJ)

Im Jahre 2007 definierte die Amerikanische Gesellschaft fur Oral- und Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgen (AAOMS) die Bisphosphonat induzierte
Osteonekrose des Kiefers als einen Zustand mit exponiertem Knochen vom Kiefer,
der langer als 8 Wochen besteht, anamnestisch oder aktuell eine
Bisphosphonateinnahme vorliegt und eine Strahlenbehandlung des Kiefers nicht
stattfand [Ruggiero et al. 2009]. Dieser exponierte Knochen kann sowohl spontan
aber auch in einer Vielzahl der Falle als Folge von invasiven Eingriffen, wie
beispielsweise die Zahnextraktion, auftreten. Der freiliegende Knochen ist hierbei
nekrotisch (siehe Abbildung 01). Dieses erstmalig durch Marx und Stern 2002
publizierte Krankheitsbild ist in der Atiologie und Pathophysiologie noch nicht
vollstandig geklart, wird jedoch dem inhibitiorischen Effekt der Bisphosphonate auf
die Osteoklasten zugeschrieben [Marx 2002]. Dabei kommt es zu einer Stérung der
Knochenresorption und konsekutiv des Knochenremodellings. Die Folge ist, dass
alter Knochen nicht ersetzt wird. Stirbt im Verlauf der zellulare Anteil des Knochens
in Form des Osteozyten ab, liegt avitaler Knochen vor [Marx 2013]. Die ersten
Beschreibungen Uber die Toxizitat von dem in den Bisphosphonaten enthaltenen
Phosphor stammen von Dearden bereits aus den Jahren 1899 und 1901. Anfangs
noch als ,phossy jaw" beschrieben, konnte eine Korrelation zwischen der
Resorption von Phosphor und dem Auftreten von freiliegendem nekrotischen
Kieferknochen festgestellt werden [Dearden 1899, Dearden 1901, Marx 2013].
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i

Abbildung 01: Klinisches Bild von ausgedehnten Arealen freiliegendem Knochen im Unterkiefer als

typisches Merkmal der Bisphosphonat assoziierten Kiefernekrose (Bild aus Fotoarchiv

Universitatsmedizin Mainz — Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie).

Das Auftreten sowie das Ausmaly der BP-ONJ ist von der Applikationsart und -
intensitat, des applizierten Praparates sowie einer Begleitmedikation oder -
erkrankungen abhangig. Hierbei konnte bis auf Einzelfalle nur bei der
Verabreichung von stickstoffhaltigen Bisphosphonaten die Entstehung von
Osteonekrosen im Kiefer beobachtet werden [Abu-Id et al. 2008, Otto et al. 2010,
Marx 2013].

Je nach Applikationsart sind unterschiedliche Inzidenzen der Bispohosphonat-
induzierten Osteonekrose in der Literatur beschrieben. Wahrend sich kleinere
Areale freiliegenden Knochens nach oraler Bisphosphonattherapie in vielen Fallen
gut behandeln lassen, konnen bei schwereren Fallen ganze Anteile des
Unterkiefers nekrotisch zugrunde gehen wund bedlirfen einer komplexen
chirurgischen Rekonstruktion [Engroff et al. 2007, Mucke et al. 2009, Otto et al.
2011, Marx 2013]. Diese fortgeschrittenen Falle treten hauptsachlich im Rahmen
von onkologischen Indikationen bei intravendser Applikation der Bisphosphonate
auf [Otto et al. 2011]. Die Pravalenz fir das Auftreten der medikamentds induzierten
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Kiefernekrose liegt bei intravendser Gabe zwischen 3 und 18% [Wang et al. 2007,
Walter et al. 2008, Otto et al. 2011]. Die Entstehung von Kiefernekrosen unter oraler
Bisphosphonattherapie ist seltener und wurde in einer Kohortenstudie von Lo und
Kollegen mit einer Pravalenz von 0,1% beziffert [Lo et al. 2010]. In einer Arbeit von
Otto und Kollegen wird zudem aufgefuhrt, dass dieses fast schon zu
vernachlassigende Risiko dazu geflhrt hat, dass weder die Amerikanische
Gesellschaft der Endokrinologen (AACE) noch der Dachverband Osteologie eine
Empfehlung bezlglich dentaler Eingriffe unter oraler Bisphosphonattherapie
ausgegeben haben [Otto et al. 2011]. Ein wesentlicher Grund hierfur liegt in der
geringen intestinalen Resorption der oralen Bisphosphonate. Jedoch warnen Otto
und Kollegen in ihrer multizentrischen Arbeit, die Wirkung der oralen
Bisphosphonate auf die Entwicklung von Kiefernekrosen nicht zu unterschatzen. So
konnte in einem Patientenkollektiv aus 470 Patienten mit Bisphosphonat-induzierter
Kiefernekrose bei 37 Fallen eine orale Applikation festgestellt werden. Diese
wesentlichen Grinde fur das Auftreten von Kiefernekrosen unter oraler
Bisphosphonattherapie kénnen hierbei einer verlangerten Applikationszeit sowie
dem Vorliegen zusatzlicher Risikofaktoren zugeschrieben werden. Wahrend die
Applikationszeit intravendser Bisphosphonate in der Regel nur 3,3 Jahre lang war,
wurden orale Bisphosphonate mit durchschnittlich 4,8 Jahren signifikant langer
appliziert. Des Weiteren wurde bei 43% der Patienten mit oraler
Bisphosphonatdauermedikation das Vorliegen von mindestens einem Risikofaktor
beschrieben [Otto et al. 2011]. Diabetes mellitus, insuffiziente Mundhygiene,
Einnahme von Cortison oder Zytostatika, Anamie sowie Nikotinabusus kénnen die
Entstehung von Knochennekrosen unter dieser Therapie beglnstigen [Otto et al.
2011, Kajizono et al. 2015].

Neben den anderen beschriebenen Nebenwirkungen unter Bisphosphonatgabe
stellt sich die Frage, warum es nur im Kieferbereich zum Auftreten von freiliegenden
nekrotischen Knochenarealen kommt. Hierzu wurde vor allem die im Kieferbereich
erhdhte Remodelling Rate gegenuber anderen Knochen angefuihrt. So konnte
Dixon und Kollegen 2012 zeigen, dass die Remodellingrate im Kieferbereich
zehnfach gegenuber der Tibia erhoht sei. Des Weiteren ist diese im Bereich des
Alveolarkamms funffach gegenuber den kaudalen Anteilen des Unterkiefers erhoht
[Dixon RB 1997, Marx 2013]. Diese Theorie lasst sich auch mit der erhdhten
Inzidenz von freiliegendem nekrotischen Knochen nach invasiven dentalen

Eingriffen wie beispielsweise die Zahnentfernung vereinbaren. Durch das im
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Rahmen der Extraktion ausgeloste Trauma kommt es zu vermehrten
Umbauvorgangen, die das Risiko fur die Entwicklung einer Kiefernekrose
vermeintlich erhdhen [Marx 2013]. Jedoch konnte Ristow und Kollegen 2014
zeigen, dass die Knochenremodellingrate (bone turnoverrate) des Unterkiefers nicht
wesentlich gegenuber anderen Knochen erhoht ist. Zudem weillt der Unterkiefer
gegenuber dem Oberkiefer eine verminderte turnover Rate auf. Dies steht jedoch
im Kontrast zu der signifikant erhdhten Inzidenz der Kiefernekrose im Unterkiefer
gegenuber dem Oberkiefer. Auch konnte gezeigt werden, dass die
Knochenremodellingrate im Kieferbereich nach Bisphosphonatgabe sich nur
geringfugig reduziert [Ristow et al. 2014]. In einer weiteren Studie konnten Bauss
und Kollegen beweisen, dass auch die Aufnahme von Bisphosphonaten im
Kieferbereich im Vergleich mit anderen Knochen wie zum Beispiel die Wirbelsaule
nicht erhéht sei [Bauss et al. 2008]. Diese widerspriichlichen Anséatze zur Atiologie
und Pathophysiologie der Bisphosphonatnekrose lassen erkennen, dass die
Ursache fur die auftretenden freiliegenden nekrotischen Kieferareale noch nicht
abschlie3end geklart ist.

Otto und Kollegen sehen im oralen pH-Milieu den entscheidenden Faktor fur die
Entstehung von Kiefernekrosen. Es wird darauf verwiesen, dass Bisphosphonate im
pH neutralen Zustand an Calcium binden und im sauren Milieu wieder dissoziieren.
Zudem werden stickstoffhaltige Bisphosphonate in sauer Umgebung protoniert
(NHz -> NH3" ), was zu einer Zunahme der protonierten Bisphosphonate in potentiell
toxischen Konzentrationen fihrt [Nancollas et al. 2006, Roelofs et al. 2006, Otto et
al. 2010]. lhr toxischer Einfluss auf das umliegende Gewebe mit Inhibition der
Angiogenese, Schadigung der Schleimhaut und Unterdrickung des
Knochenremodellings durch Hemmung der Osteoklasten kann dann zum
multifaktoriellen Krankheitsbild der Kiefernekrose fuihren (siehe Abbildung 02). Der
Kieferknochen ist hierbei pradispositioniert fur pH-Schwankungen ins saure Milieu.
Entzindungen vom lateralen und apikalen Parodontium, Karies profunda mit
pulpitischer Mitbeteiligung sowie Wundheilung nach Zahnextraktion und
parodontalchirurgischen Eingriffen flhren zu einem Abfall des pH-Wertes im
Kieferbereich auf Werte bis 6,2 und kdnnen somit ein wesentlicher Faktor fur die
toxische Wirkung stickstoffhaltiger Bisphosphonate sein [Otto et al. 2010]. Dieser
pathophysiologische Ansatz erklart zudem, warum die Kiefernekrosen

hauptsachlich bei stickstoffhaltigen Bisphosphonaten auftreten, wahrend - bis auf
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einzelne Fallberichte - nicht-stickstoffhaltige Bisphosphonate dieses Krankheitsbild
nicht ausldésen [Abu-Id et al. 2008, Otto et al. 2010].

Orale Infektion oder dentoalveolar
chirurgischer Eingriff

Freisetzung und Aktivierung toxischer Level
an Bisphosphonatkonzentrationen,

Immunzellen

Vermindertes Weichgewebs-

Spez. Infektion Ischamie

Remodelling toxizitat

Bisphosphonat induzierte Kiefernekrose (BP-ONJ)

Abbildung 02: Schematische Darstellung der multifaktoriellen Genese der BP-ONJ Ubersetzt in
deutsch aus Otto et al. 2010 [Otto et al. 2010]

Neben den von der AAOMS beschriebenen Kriterien verdffentlichte das ,Committee
for Medicinal Products for Human Use" (CHMP) im Jahr 2008 eine entsprechende
klinisch und radiologisch basierte Stadieneinteilung (siehe Abbildung 03). Es erfolgt
eine Einteilung in vier Stadien. Stadium 0 beschreibt das Vorhandensein von
unspezifischen Symptomen ohne das Aufteten von exponiertem nekrotischen
Knochen. Stadium | und Il beinhalten das Vorliegen von freiliegendem Knochen
ohne (Stadium 1) und mit Infektion (Stadium IlI). Stadium Il wird durch die
Koinzidenz von Komplikationen charakterisiert. Hierbei kann es zu pathologischen
Frakturen, Entwicklung cervikaler Abszesse, kutaner Fistelung oder eine

Miteinbeziehung des Sinus maxillaris kommen [Ruggiero et al. 2009].
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BP-ONJ Beschreibung
Stadium
Stadium 0 kein Hinweis auf nekrotischen Knochen, aber unspezifische,

nicht durch Zahnerkrankungen erklarbare Befunde wie
Schmerzen oder Zahnlockerung

Stadium | freiliegender und nekrotischer Kieferknochen ohne
Beschwerden oder Zeichen der Infektion

Stadium Il freiliegender und nekrotischer Kieferknochen mit Schmerzen
und Infektionszeichen

Stadium Il freiliegender Kieferknochen mit Schmerzen, Infektion und
mindestens einem weiteren Befund wie extraorale Fistel, Mund-
Antrum Verbindung, pathologische Fraktur, ausgedehnte
Osteolysen Uber den Unterkieferunterrand oder den
Sinusboden

Abbildung 03: Darstellung der AAOMS-Stadieneinteilung der BP-ONJ aus Ruggiero et al. 2009
[Ruggiero et al. 2009]

Die hier vorgelegte Einteilung erlaubt zudem eine stadiengerechte Therapie. Vor
Beginn jeder Bisphosphonattherapie sollte eine ausflhrliche Patientenaufklarung,
sowie eine zahnarztliche bzw. kieferchirurgische Vorstellung erfolgen. Beherdete
und parodontal nicht haltbare Zahne sollen hierflr zuerst entfernt werden. Des
Weiteren wird die Entfernung teilretinierter Zahne sowie grofl3er multilobulierter Tori
des Gaumens empfohlen. Kleinere Tori und vollstandig retinierte Zahne kdnnen
belassen werden [Marx 2013]. Bei nicht-invasiven dentalen Mallnahmen muss eine
geplante Bisphosphonattherapie nicht verschoben werden. Es sollten jedoch
zeitnah mit der Therapie begonnen werden, da durch die Akkumulation der
Bisphosphonate das Risiko fur die Entwicklung einer Kiefernekrose mit jeder
Applikation ansteigt [Marx 2013].

Wenn invasive MaRnahmen im Stadium 0 bei bereits eingeleiteter Therapie — ohne
freiliegendem Knochen - durchgefihrt werden missen, empfiehlt sich eine
prophylaktische Antibiotikagabe [Marx 2013]. Im Stadium | sollten antibakterielle
Mundspullésungen zur Anwendung kommen [Ruggiero et al. 2009]. Hierbei kann
mit Chlorhexidin in 0,12% Lo&sung bis zu 3x taglich gespult werden [Marx 2013].
Zudem sollten vierteljahrliche zahnarztliche Kontrollen mit Inspektion des
nekrotischen Areals erfolgen. Interdisziplinar empfiehlt sich eine Reevaluation der

Indikation der Bisphosphonattherapie durchzuflihren [Ruggiero et al. 2009].
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Im Stadium Il mit dem Vorliegen einer Infektion sollte eine symptomatische
Antibiotikatherapie zur antibakteriellen Mundspullésung unterstutzend
hinzukommen. Hierbei wird Penicillin V als Standardantibiotikum empfohlen. Als
Alternativpraparat bietet sich Doxycyclin an. Levofloxacin oder Azithromycin sollten
nur wahrend symptomatischer Phasen zum Einsatz kommen [Marx 2013]. Zudem
ist eine suffiziente analgetische Therapie einzuleiten. Des Weiteren kann durch ein
oberflachliches Debridement die Weichgewebsirritation reduziert werden [Ruggiero
et al. 2009].
Bei Stadium [l kommen neben den in Stadium | und Il angewandten
Therapiemodalitaten invasive Therapieoptionen hinzu. Sie beinhalten neben der
Behandlung der Komplikationen, wie zum Beispiel Abszefinzision und -drainage
oder der osteosynthetischen Versorgung pathologischer Frakturen, vor allem die
Entfernung nekrotischer Kieferareale. Es konnte gezeigt werden, dass unter
schonender aber vollstandiger Entfernung nekrotischer Kieferareale mit
anschlielender spannungsfreier gut vaskularisierter plastischer Defektdeckung
langfristige Wundheilungsraten von ca. 90% erreicht werden kénnen [Stockmann et
al. 2010]. Die AWMF-Leitlinie zur ,Bisphosphonat-assoziierten Kiefernekrose (BP-
ONJ) und anderen Medikamenten-assoziierten Kiefernekrosen empfiehlt als
,hotwendige“ Begleitmallnahme eine systemische Antibiotikatherapie und
ausreichende Anasthesie. Fakultative MalRnahmen kdénnen die Anwendung von
Lasertherapie, eine Fluoreszenzmarkierung oder ein perioperatives
Kostformmanagement bis hin  zur  Einbringung von  nasogastralen
Ernadhrungssonden beinhalten [Grotz K.A. 2012]. Bei ausgedehntem Befall des
Kieferknochens kann eine Kasten- oder Kontinuitatsresektion mit alloplastischer
oder autologer Rekonstruktion durchgeflhrt werden [Engroff et al. 2007, Mucke et
al. 2009, Otto et al. 2011, Marx 2013].
Weitere Therapieoptionen sind die Anwendung von thrombozytenreichem Plasma
[Mozzati et al. 2012], hyperbarem Sauerstoff [Freiberger et al. 2007] und der
intermittierenden Gabe von Teriparatid [Kwon et al. 2012]. Letztere ist jedoch in der
onkologischen Anwendung wegen der Gefahr von Hypercalciamien kontraindiziert.
Aufgrund des Fehlens einer kausalen Therapieoption stellt die Pravention und
Friherkennung den wichtigsten Schritt in der Behandlung der Bisphosphonat-

induzierten Kiefernekrosen dar [Ruggiero et al. 2008].
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2.4 Die Wirkung der Bisphonate auf den Mevalonatstoffwechsel

Der biochemische und molekulare Wirkmechanismus der Bisphosphonate galt viele
Jahre als unbekannt. Eine Vielzahl von Studien versuchte den eigentlichen
Wirkmechanismus zu beschreiben und ordnete den Bisphosphonaten inhibitorische
Eigenschaften auf die Glykolyse [Fast et al. 1978], den lysozymalen Enzymen [Felix
et al. 1976] oder der H+-ATPase der Osteoklasten [Carano et al. 1990] zu. Der
Durchbruch in der Erklarung der biochemischen Funktionsweise dieser
Medikamentengruppe gelang 1988 zunachst bei den nicht-stickstoffhaltigen
Bisphosphonaten. So konnten Klein und Kollegen anhand von Medronate
beweisen, dass dieses metabolisch in ein methylen-haltiges ATP-Analoga (ATP ->
AppCp) eingebaut wird. Dieses widersteht der hydrolytischen Spaltung, akkumuliert
intrazellular und fuhrt letztendlich zur Induktion von Apoptose. Ein analoger
Wirkmechanismus konnte fur Etidronat und Clodronat demonstriert werden
[Selander et al. 1996, Hiroi-Furuya et al. 1999]. Die spezifische Wirkung auf die
Osteoklasten wird nicht durch die molekulare Wirkung des Bisphosphonates selbst,
sondern durch ihre intrazelluldare Aufnahme bestimmt. Hierbei akkumulieren
Bisphosphonate Uber die Bindung zum Hydroxylappatit im Knochen. Durch die
anstehende Knochenresportion kommt es in den Resorptionslakunen der
Osteoklasten zu einem aziden pH-Wert und damit zur Dissoziation der
Bisphosphonate aus dem Mineralkomplex. Die somit freiwerdenden
Bisphosphonate kénnen dann intrazellular Gber Endozytose aufgenommen werden
und entfalten so ihre Wirkung. Da nur Osteoklasten in der Lage sind, derartig saure
pH-Verhaltnisse im Bereich des Knochens zu erzeugen, sind nur sie mit den hohen
Konzentrationen an dissoziierten Bisphosphonaten konfrontiert [Coxon et al. 2008].
Anders als die Bisphophonate der ersten Generation konnte bei den
weiterentwickelten Bisphosphonaten der 2. und 3. Generation keine metabolische
Inkorporation in ATP-Analoga festgestellt werden [Benford et al. 1999]. Ihr
Wirkmechanismus scheint demnach ein anderer zu sein. Erste Entdeckungen Uber
Wirkmechanismen der nitrogenen-Bisphosphonate entstanden 1992 eher zufallig
auf der Suche nach Hemmstoffen der Cholesterinbiosynthese. Hier konnten Amin
und Kollegen zeigen, dass die nitrogenhaltigen Bisphosphonate Ibandronat und
Incadronat die Squalensynthase und madgliche andere Enzyme des

Mevalonatstoffwechsels in Makrophagen hemmen [Amin et al. 1992]. Im Rahmen
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weiterer Studien wurde nachgewiesen, dass nicht ausschlieRBlich die
Squalensynthase durch die weiterentwickelteten Bisphosphonate inhibiert wird,
sondern dass eine Vielzahl von Enzymen des Mevalonatstoffwechsels gehemmt
werden. Hauptangriffsenzym der antiresporptiven, nitrogenhaltigen Bisphosphonate
stellt die Farnesylpyrophosphatsynthase dar [Bergstrom et al. 2000, Otto et al.
2010, Rogers et al. 2011]. Durch diese Hemmung kdénnen die Metabolite
Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat (GGPP) nicht
gebildet werden. Sie werden bendtigt, um eine post-translationale Modifikation
(Prenylierung) wichtiger Signalproteine der Untergruppe der kleinen GTPasen (ras,
rab, rho, rac) zu bewerkstelligen. Ohne Prenylierung kann eine Verankerung dieser
GTPase in den Zellmembranen der Osteoklasten nicht erfolgen. Als Konsequenz
werden eine Vielzahl von regulatorischen Prozessen und Transduktionskaskaden
inhibiert. Hierdurch wird die Zelle inaktiv, verliert ihre membranspezifischen
Eigenschaften und induziert die Apoptose [Zhang et al. 1995, Luckman et al. 1998,
Luckman et al. 2005, Russell 2011].
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2.5 Fragestellung

Im Rahmen dieser Dissertationsschrift sollen folgende Fragestellungen gezielt

untersucht und beantwortet werden:

- Welchen Einfluss haben die unterschiedlichen Bisphosphonate (Clodronat,
Ibandronat, Pamidronat, Zoledronat) auf die verschiedenen getesteten
Zelllinien  (Osteoblasten, Fibroblasten, mature Endothelzellen und

endotheliale Vorlauferzellen)?

- Wie andert sich die Beeinflussung der oben genannten Zelllinien durch die

Bisphosphonatsubstitution in Abhangigkeit von der applizierten Dosis?

- Wie unterscheidet sich die Wirkung stickstofffreier gegenlber

stickstoffhaltiger Bisphosphonate auf die untersuchten Zelllinien?

- Wie wird die Wirkung der Bisphosphonate durch die Zugabe von Gernayl-

Geraniol beeinflusst?

- Gibt es Unterschiede in der Wirkungsbeeinflussung durch Geranyl-Geraniol

Zugabe zwischen stickstofffreien und stickstoffhaltigen Bisphosphonaten?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Zelllinien

Nabelschnurepithelzellen (HUVEC)

Die kommerziell zu erwerbenden humanen, vendsen Endothelzellen der
Nabelschnur (HUVEC) dienten neben den isolieten EPCs als Vertreter der
Endothelzellen in den folgenden Versuchsreihen. Bezogen wurden sie von der
Firma Lonza (Basel / Schweiz - No. CC-2517)

Fibroblasten (NHDF)

Humane gingivale Fibrobasten, welche ebenfalls Uber die Firma Lonza (Basel /

Schweiz - No. CC 7049) erworben wurden, fungierten in den Versuchsreihen als

Vertreter der Binde- und Stutzgewebe mit mesenchymaler Herkunft.

Humane Osteoblasten (HOB)

Um die Wirkung der Bisphosphonate auf den Knochen zu untersuchen, wurden

kommerziell erworbene humane Osteoblasten von der Firma PromoCell
(Heidelberg / Deutschland - No. C-12720) verwendet.

Epitheliale Progenitorzellen (EPCs)

EPCs stellten in den Versuchsreihen die zweiten Vertreter der Endothelzellen dar.
Sie sind Vorlauferzellen differenzierter Endothelzellen und wurden zur
Untersuchung der anti-angiogenetischen Effekte der Bisphosphonate verwendet.
Sie konnten Uber einen Buffy Coat in einem speziellen Verfahren isoliert und
kultiviert werden (siehe Isolation EPCs Kapitel 3.2.1). Diese wurden uber das
Institut fur Transfusionsmedizin der Universitatsmedizin Mainz, Deutschland

bereitgestellt.
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3.1.2 Zellkulturmedien

Zellkulturmedium der HUVEC Zellen

Zur Herstellung eines Zellkulturansatzes fur die verwendeten HUVEC-Zelllinien

wurden dem hierfir geeigneten Basismedium der Firma Lonza (Basel / Schweiz)

diverse Substanzen zugegeben.

Diese zugeflgten Bestandteile setzten sich wie folgt zusammen:

* 10 % fetales Kalberserum (FCS)

* Gentamycin (50 pg/ml)

* Amphotericin B (60ng/ml)

* Rinderhirnextrakt (12 pg/ml)

* Hydrocortison (1 ug/ml)

* ,Epidermal growthfactor” 10 ng/ml (EGF)

Zellkulturmedium der Fibroblasten (NHDF)

Die Kultivierung der kommerziell erworbenen Fibroblasten konnte in einem

speziellen Basismedium (DMEM der Firma Lonza; Basel / Schweiz) erfolgen, dem

folgende Zusatze substituiert wurden:
» Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) 500ng/ml

* 1% Streptomycin-Penicillin-Neomycin-Mischung
* 10 % fetales Kéalberserum (FCS).

Zellkulturmedium der Osteoblasten

Die kommerziell erworbenen Osteoblasten wurden in einem dafir vorgesehenen

Kulturmedium ausgebracht und zur Kultivierung gebracht. Dem Basismedium
(Dulbecco’s modified Eagle Medium: DMEM, der Firma Gibco Thermo Fisher

Scientific, USA) wurden folgende Stoffe zugefligt:
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e L-Glutamin 1%

* 10% fetales Kalberserum (FCS)

* 1% Streptomycin-Penicillin-Neomycin-Mischung
e 20pg Dexamethason

* 150mg Ascorbinsaure

Zellkulturmedium der EPCs

Die aus den Buffy-Coats isolierten Epithelialen Progenitorzellen (EPCs) wurden in
einem speziellen Basismedium ausgebracht und kultiviert. Dem Endothelial-Cell-
Basal-Medium (EBM; Firma Lonza / Basel / Schweiz) konnten folgende Zusatze

substituiert werden:

* Gentamycin 1000

* Bovine Brain Extract

* 20% fetales Kalberserum (FCS)
* Hydrocortison

* 0,5ml hEGF

3.2 Methoden

3.2.1 Isolierungs- und Kultivierungsmethoden der Zellen

Kultivierung der Zellen

Die Zellkultivierung der zu untersuchenden kommerziell erworbenen Zelllinien
erfolgte streng nach den Protokollen des jeweiligen Herstellers. Die Inkubation
wurde unter Standardbedingungen (37°C, 95% Luftfeuchtigkeit, 5% CO2) in einem
Inkubator durchgeflhrt. Ein Zellsplitting und die erneute Aussaat der Zellen
erfolgten bei einer Konfluenz von 90% des Bodens der Kulturflasche
standardmafig. Die Passagen P2-P5 wurden fur die durchgefiuhrten Versuche
verwendet, wahrend die Zellen, die die Passage 5 Uberschritten hatten, verworfen

wurden.
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Passagieren der Zellen

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei Erreichen einer Konfluenz von 90% des
Zellbodens oder der Verwendung der Zellen zur Durchfihrung von Versuchen.
Hierbei mussten diese mdglichst ohne Schadigung vom Boden der verwendeten
Kulturflasche abgelést werden. Die Kulturflaschen wurden aus dem Inkubator
entnommen und unter der Werkbank mit 5 ml Trypsin versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 4 Minuten im Inkubator bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO,-Gehalt erfolgte die anschlieRende Abschwachung der Trypsinwirkung durch
Zugabe von 10ml Zellmedium der jeweiligen Zelllinie. Die Zell-Enzym-Mediums-
Ldsung wurde gleichmaRig auf Zentrifugenréhrchen verteilt und anschlieend fir 5
Minuten bei 1600g zentrifugiert. Nach Entfernung der Losung wurde das am Boden
des Zentrifugenréhrchens befindliche Zellpellet enthommen. Die Zellzahl wurde
bestimmt. Es erfolgte entweder eine erneute Aussaat oder Verwendung der Zellen

in den durchgefihrten Versuchen.

Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer (Optik Labor,
Friedrichsdorf, Deutschland). Hierfur wurde aus der auszuzahlenden
Zellsuspension 50yl entnommen. Im nachsten Schritt erfolgte das Anfarben der
Zellen durch die Zugabe der gleichen Menge (50ul) von Trypan blau. 10ul der
bestehenden Loésung wurden anschlieBend auf die Neubauer-Zahlkammer
appliziert. Unter dem Lichtmikroskop erfolgte nun die Zellzahlung in den vier
Eckquadraten der Zahlkammer. Durch den hierdurch bestimmten Mittelwert, liel3

sich die Zellzahl pro Milliliter anhand der nachfolgenden Formel extrapolieren:

Zellzahl / ml = Mittelwert x 2 x 10*

Isolierung der EPC

Die Isolierung der EPC erfolgte aus humanem Peripherblut mittels
Dichtezentrifugation. Hierbei wird ausgenutzt, dass die im Blut befindlichen Anteile
auf Grund unterschiedlicher Dichte sich nach Zentrifugation raumlich aufteilen. Die

roten Blutkdrperchen mit der hdchsten Dichte sinken auf den Boden des Rohrchens
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ab. Das Blutplasma mit der geringsten Dichte befindet sich ganz oben und der
Buffy Coat bildet eine sog. Grenzschicht zwischen beiden. Hauptbestandteile des
Buffy Coats sind demnach Blutplattchen und weil3e Blutkdrperchen.
Der Buffy Coat wurde von der Transfusionsmedizin der Johannes Gutenberg
Universitat bereitgestellt. Aus ihm erfolgte die weitere Isolierung der EPC.
Dazu wurde eine Mischung des ,Peripherblutes” aus dem Buffy Coat mit einer PBS-
Ldsung im Verhaltnis 1:1 vorgenommen. In einem 50ml Falcon-Réhrchen wurde je
15ml Ficoll ausgebracht und vorsichtig mit je 25ml der vorbereiteten Buffy-Blut-
PBS-Mischung Uberschichtet. Danach erfolgte eine 20 minutige Zentrifugation bei
2000g ohne Bremse. Dies dient der Separation der Lymphozytenschicht von
Erythrozyten und Granulozyten.
Dann konnten die EPCs vorsichtig aus der Interphase zwischen Ficoll und
Serumschicht abpipetiert und erneut in ein 50ml Falcon-Tube Uberfihrt werden. Um
ein EPC-Zellpellet zu gewinnen, wurde eine erneute Dichtezentrifugation bei 2000g
fur 10min mit Bremse durchgefiihrt. Das am Boden des Tubes vorhandene
Zellpellet konnte nach vorsichtigem Entfernen des Uberschusses mit PBS aufgefillt
und einem erneuten Waschvorgang zugeflihrt werden. Dieser
Aufreinigungsvorgang erfolgte solange bis der befindliche Uberschuss klar war.
Nach dem letzten Aufreinigungsschritt wurde nach Entfernung des klaren
Uberschusses das vorhandene Zellpellet auf exakt 10ml aufgefiillt und nach
grundlicher Durchmischung hieraus 500ul Zellsuspension mittels steriler Eppendorf
Pipette entnommen. Im darauffolgenden Schritt wurden 50ul der Zellsuspension zur
Bestimmung der Zellzahl isoliert und in einer Neubauer Zahlkammer die Zellzahl
ermittelt.
Die (brigen Zellen wurden erneut zentrifugiert, der PBS-Uberschuss entfernt und
das gewonnene Zellpellett wurde einem EPC Medium zugefuhrt. Es wurde eine
Konzentration von 8 x 10° Zellen / ml EPC Medium hergestellt, welches nun zum
Ausbringen in Kulturflaschen bereitsteht.
Um eine ausreichende Adharenz der gewonnenen EPC am Kulturflaschenboden zu
garantieren, bendtigten die zu verwendenden Kulturflasche  eine
Fibronectinbeschichtung. Dies erreichte man, indem eine Stunde vor Beginn der
Aussaat eine Fibronectin-PBS Mischung in einem Verhaltnis von 1:100 hergestellt
wurde. Jede 75cm? Kulturflasche wurde mit jeweils 5ml dieser Fibronectin-PBS-
Mischung beschichtet und flr mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur in der

Kulturflasche belassen. AbschlielRend konnte die Lésung vorsichtig abpipetiert und
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die Zellen ausgebracht werden. Es wurden jeweils 10ml der Zell-Mediums-
Mischung in die 75cm? Kulturflasche eingebracht. Die Inkubation erfolgte
anschlieBend fur 3 Tage im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und 95%
Luftfeuchtigkeit.

Nur adharente Zellen wurden am Tag 3 nach der Isolation fur weitere Versuche
herangezogen. Die nicht-anhaftenden Zellen konnten mittels vorsichtiger PBS-
Waschung aus der Kulturflasche entfernt werden. 24 h vor Versuchsbeginn wurde

den EPC neues Kulturmedium zugefuhrt.

3.2.2 Messmethoden

3.2.2.1 Migrations Assay nach Boyden

Der Boyden Chamber Assay ist auf seinen Erfinder Stephen Boyden
zuruckzufihren, welcher den angewandten Migrationsassay zur Chemotaxis von
Leukozyten erstmals 1962 publizierte [Boyden 1962].

Bei dem Boyden-Chamber handelt es sich um ein Zellkulturgefal3, in der eine
migrierte Zelllinie quantitativ erfasst werden soll. Sie besteht aus zwei ineinander
greifenden Kammern, die jeweils mit spezifischen Medien beflllt werden. Zwischen
den Kammern befindet sich eine semipermeable, mikroporése Membran (PET).

In die obere Kammer wird die zur Migration anzuregende Zelllinie eingebracht. Im
darunter befindlichen Kompartiment befindet sich das spezifische Medium mit
.chemotaktischen Agentien“ wie Wachstumsfaktoren und Chemokinen. Da viele
eukaryotische Zellen die Fahigkeit zur Migration besitzen, wird die Wahl der PET
Membran anhand der zu untersuchenden Zelllinie getroffen. Die PorengroRe sollte
hierbei klein genug sein, um eine passive Wanderung zu verhindern, jedoch grof}
genug, um eine aktive Passage entlang eines ausgebildeten Migrationsgefalles zu
ermdglichen. Leukozyten bendtigen beispielsweise eine Porengrofle von 3um,
Epithel- und Tumorzellen bedurfen 8um Porengrdfde. Nach ausreichender
Inkubationszeit kdnnen die aktiv migrierten Zellen an der Unterseite der Membran

gefarbt, abgeldst und gezahlt werden [Chen 2005].
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Abbildung 04: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus des Migrationsassays nach Boyden

(http://www.greinerbioone.com/UserFiles/File/Protocol_Invasion_Assays.pdf)

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden bei dem oben beschriebenen
Migrationsassay nach Boyden vier verschiedene Zelllinien (EPC, HUVEC,
Fibroblasten und Osteoblasten) kultiviert und ihre Migrationsfahigkeit unter
Inkubation mit den vier zu analysierenden Bisphosphonaten sowie der Substitution

von Geranyl-Geraniol untersucht.

Dabei wurden nach Ausbringung der Zelllinien in 75cm? Zellkulturflaschen die EPC
nach drei Tagen und die anderen Zelllinien bereits nach 24 Stunden in 2 Gruppen
unterteilt. Wahrend alle Kulturflaschen der Gruppe 1 eine Substitution mit Geranyl-
Geraniol (10uM) erhielten, wurde den Kulturflaschen der Gruppe 2 zum Ausgleich
der Ldésungsmittelunterschiede und den damit moglicherweise verbundenen
Ungenauigkeiten, 1,16yl DMSO pro Milliliter Medium zugegeben. Zusatzlich wurden
den Ansatzen die Bisphosphonate Clodronat, Ibandronat, Pamidronat und
Zoledronat in der Konzentration 50uM beigegeben. Je eine Kulturflasche pro
Zellinie aus der Gruppe eins und zwei verblieb als Kontrollgruppe ohne
Bisphosphonat Applikation. Die Inkubation erfolgte bei standardisierten
Bedingungen (37°C, 5% CO»-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit) fur 72 Stunden im
Brutschrank. Danach wurde das Zellmedium entfernt. Die Zellen konnten mittels
Trypsin abgel6dst und anschlieRend gezahlt werden.

FUr den weiteren Versuchsansatz wurden Boyden-Chambers im 24 Well-Format
verwendet. Die eingesetzte PET Membran wies hierbei eine Porengréf3e von 8um
auf. Die oberen Einsatze erhielten vor Einbringung der Zellsuspensionsldsung eine
Vorbehandlung mit je 100ul Fibronectin in einer Konzentration von 10ug/ml. Diese
musste nach einer Stunde sorgfaltig eliminiert werden und diente zunachst der
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Zelladhasion am Boden der Kammer.
Wahrend jedes obere Kompartiment mit 400yl des jeweiligen spezifischen
Zellsuspensionsmediums befillt wurde, enthielt die untere Kammer 800ul Medium
mit einem selektiven Wachstumsfaktor.
Als chemotaktischer Wirkstoff fungierte bei den EPCs und den HUVEC Zellen
VEGF (2,5 pl / ml Medium), bei den Osteoblasten PDGF (2 ul / ml Medium) und bei
den Fibroblasten bFGF (2,5 ul / ml Medium). Die Boyden Chamber wurden mit
einem Deckel versehen und fur 24h im Brutschrank inkubiert.
Am nachsten Versuchstag erfolgte die Ausbringung von 600ul zellspezifischem
Medium mit 6upl Calcein / Well in eine durchsichtige 24 Well-Platte. Nach
vorsichtigem Entfernen des Zellmediums aus den inkubierten Boyden Chambers,
wurden die Einsatze flr ca. 1 Stunde in das Calzein-Bad eingetaucht und danach
vorsichtig in einer sterilen PBS-Lésung aufgereinigt. Eine schwarze 24 Well-Platte
mit je 500ul Trypsin / Well wurde vorbereitet. In diese mussten die o0.g. Boyden
Chamber Einsatze eingebracht und fur 5 Minuten inkubiert werden. Das Abldsen
der migrierten Zellen von der Unterseite der Membran erfolgte durch vorsichtiges
Aufklopfen und Rdatteln der Well Platte. Um die quantitative Bestimmung der
Migration vornehmen zu koénnen, wurden nach grindlicher Durchmischung der
einzelnen Zell-Lésungen diese in eine Well-Platte mit durchsichtigem Boden
uberfuhrt. Die photometrische Auswertung fand bei einer Emission von 538 nm mit

einer Exzitation von 485 nm Wellenlange und 100 ms / Well statt.

3.2.2.2 MTT Assay

Die Erstbeschreibung des MTT-Assay erfolgte durch Mosmann im Jahr 1983
[Mosmann 1983]. Der Assay ist eine Moglichkeit mittels photometrischer
Messungen quantitativ die Anzahl von lebenden Zellen zu bestimmen und ist somit

ein Gradmesser der Zellviabilitat.

Die Buchstaben MTT kennzeichnen den verwendeten Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid. Dieser ist ein gelbes,
wasserlosliches Tetrazoliumsalz, das sich durch seine gute Membrangangigkeit

auszeichnet und mittels Endozytose ausschliellich in lebende Zellen aufgenommen
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wird.

Intrazellular erfolgt eine reduktive Spaltung des Tetrazoliumringes. Hierdurch
entstehen wasserunlosliche blaue Formazan-Kristalle, die in proliferierenden
lebenden Zellen akkumulieren. Der grof3te Anteil der zellularen Bioreduktion des
aufgenommenen MTT ist an Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums
gebunden und erfordert die Anwesenheit des reduzierten Pyridin-Nukleotids NADH
und in kleineren Anteilen NADPH. Die urspriinglich angenommene Reduktion
mittels mitochondrialer Succinat-Dehydrogenase kommt nur noch eine
vergleichsweise kleine Bedeutung zu. Dabei fungiert Succinat als ein schwacher

Elektronen-Donor und wird selbst zu Fumarat oxidiert.

s CH3
O™ == LD
>—< H
N—N Formazan
HBr ?/i

Abbildung 05: Darstellung der reduktiven Spaltung von gelbem MTT ins blaue Formazan

(https://www.cellapplications.com/sites/default/files/images_product_type/MTT.jpg)

Nach forcierter Lyse der behandelten Zellen sowie der Losung der Kristalle mittels
Solubilisierung erfolgt eine kolorimetrische Analyse in einem Photospektrometer bei

550nm Wellenlange.

Dieser Versuchsansatz wurde bei den HUVEC- und den NHDF Zellen durchgefuhrt.
Hierbei konnten die bereits kultivierten Zellansatze verwendet werden. Nach
Abloésen der Zellen aus der Kulturflasche erfolgte die Ermittlung der Zellzahl sowie
das Uberfiihren der Zellen in vorbereitete 6 Well-Plates. Pro Well wurden 1 x 10°
Zellen im geeigneten Nahrmedium (2,5 ml / Well) ausgebracht und zur
Adharenzvermittlung 24h bei Standardbedingungen im Brutschrank (37°C, 5% CO,-
Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

Am nachsten Tag konnten nach einem Mediumwechsel die 6 Well-Plates in 2
Gruppen unterteilt werden. In der ersten Gruppe erfolgte die Applikation von
Geranyl-Geraniol (1,16pl / ml Medium). In der 2. Gruppe wurde zum Ausgleich der
Lésungsmittelunterschiede DMSO in gleicher Menge substituiert.
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Daruberhinaus wurden mit Ausnahme der Kontrollgruppen den Versuchsansatzen
die Bisphosphonate Clodronat, Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat in den
Konzentrationen 5 uM und 50 uM zugegeben. Danach erfolgte die Inkubation fir
weitere 72h im Brutschrank.
Am 4. Tag nach Uberfiihrung der Zellen in die 6-Well-Plates wurde der MTT Assay
vorbereitet, um die Viabilitdt der Zellen im Anschluss photometrisch darstellen zu
konnen. Hierflr konnte den Zellversuchsreihen eine MTT-Stammldsung zugegeben
werden (250 pl / Well). Diese wurde nach vierstindiger Inkubation zusammen mit
dem Medium vorsichtig aus den Well-Platten abgezogen. AnschlieRend erfolgte die
Auswaschung des Wells in zwei aufeinanderfolgenden Schritten mittels PBS.
Im folgenden Schritt konnte ein Lysepuffer aus 49ml Propanol und 1ml 2M HCI
angesetzt werden. Dieser diente dem Abldsen der verbliebenen adharenten Zellen
und wurde den Well-Plates zugegeben, welche im Anschluss fur 25 Minuten
inkubiert werden konnten.
Nach der Durchmischung erfolgte die Uberfiihrung von 1000ul des Puffer-
Zellgemisches mittels Pipette in die vorbereiteten MTT-Messrohrchen. Zwecks
Leerwertbestimmung wurde ein Messrohrchen ausschlielBlich mit Lysepuffer
bestlckt. Die Auswertung der Ubrigen Messrohrchen konnte in einem Photometer
bei einer Wellenlange von 550nm vorgenommen werden (LAB-Systems, Hagedorn,
Deutschland)

3.2.2.3 Colony Forming Cell Assay (CFC)

Der CFC - Synonym Methylcellulose-Assay - ist ein in vitro Assay, der zur
Erforschung von haemapoetischen Stammzellen herangezogen wird. Grundlage
bildet die Fahigkeit von haemapoetischen Stammzellen, im geeigneten Zellmedium
unter Stimulation mit Zytokinen zu proliferieren, zu differenzieren und Kolonien
auszubilden. Diese letztere Eigenschaft kann mit dem CFC Assay quantitativ

erfasst werden.

Die fur den CFC Assay bendtigten endothelialen Progenitorzellen (EPC) wurden
nach beschriebener Methode isoliert und kultiviert (8 x 10° Zellen / ml Nahrmedium
in einer 75 cm? Kulturflasche). Die Buffy Coats stellte die Abteilung fiir

Transfusionsmedizin der Universitatsklinik Mainz zur Verfugung. Nach Inkubation
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der Zellen fur 3 Tage im Brutschrank (37°C, 5% CO»-Gehalt und 95%
Luftfeuchtigkeit) erfolgte die Auswaschung der non-adharenten Zellen. Die
adharenten Zellen wurden anschlieRend mittels Trypsin aus der Kulturflasche
abgeldst, zentrifugiert und gezahlt nach den beschriebenen Standards. Das
Ausbringen der Zielzellen erfolgte in einer Konzentration von 3 x 10° Zellen pro
400ul EPC Medium. Je 4 ml eines methylcellulose-haltigen Mediums, dem sog.
Methocult (Stemcells Technologies, Koéln, Deutschland), wurden in 15ml Tubes
gefullt und mit 4ul VEGF versetzt. Danach erfolgte die Ausbringung der EPC-
Zellsuspension in je eines der 4ml Methocult-VEGF-Tubes. Jedes Tube enthielt
400pI-EPC-Zellmedium mit 300 000 EPC Zellen.

AbschlieRend wurden die vier Bisphosphonte (Clodronat, Ibandronat, Pamidronat
und Zoledronat) in den Konzentrationen 0; 5, 25 und 50yM zugegeben und
gevortext. Um die Wirkung von Geranyl-Geraniol zu untersuchen, erfolgte die
Einteilung der Ansatze in 2 Gruppen. Gruppe 1 erhielt zusatzlich 1,16ul / ml
Geranyl-Geraniol in jedes Tube. Der Gruppe 2 wurde zum Ausgleich der
Ldsungsmittelunterschiede DMSO in gleicher Menge appliziert. Um das Entweichen
von Luftblasen nach dem Mischvorgang zu gewahrleisten, erfolgte die Inkubation
der Tubes fur funf Minuten. Zudem wurden zwei Kontroligruppen ohne

Bisphosphonate jedoch mit Geranyl-Geraniol oder in analoger Menge DSMO

angesetzt.
Cell culture supplements o Mokines”
ell culture supy | nt f Cytokines 3 mL syringe fitted with a 3-4 ml sterile H,0
16 gauge needle -
Cells from \
stock solution® ~ Methylcellulose-based
Media®
v ;
LR .
' EX VIGH OUSLY 35 mm culture dish I 100 mm culture dish
\ HEN INCUBATE 8-12 DAYS
~ > A W AIR BUBBLE® »37°C,5% CO
TO ESCAPE l
L via '
y

Abbildung 06: Schematische Darstellung des Colony Forming Assays. A) Herstellung der
Methylcellulose-Zell-Suspension. B) Aussaat auf Kulturplatten zur Bestimmung der Colonieanzahl.
(https://www.rndsystems.com/resources/protocols/human-colony-forming-cell-cfc-assay-using-

methylcellulose-based-media)
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Anschlieend konnten pro Gruppe (mit / ohne GG) und pro Bisphosphonat in jeder
einzelnen Konzentration eine 10ml Plate mit je drei 35ml Well-Plates bestickt und
zur Erkennung beschriftet werden. Es erfolgte die Ausbringung des blasenfreien
Methocult-VEGF-Bisphosphonat-Zellgemisches mit und ohne GG. In jedes der 35ml
Well-Plates wurde eine Zellkonzentration von 10° Zellen ausgebracht und
gleichmalig verteilt. Das 10ml Plate konnte mit 2ml PBS benetzt werden, um eine
gleichmafige Zufuhr von Feuchtigkeit zu gewahrleisten. Es folgte eine 10 tagige
Inkubation im Brutschrank unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO»-Gehalt und
95% Luftfeuchtigkeit). Nach 10 Tagen wurden die gebildeten Kolonien unter einem

Lichtmikroskop ausgezahit.

3.3 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden als Mittelwert und Standardabweichung
prasentiert. Die statistische Analyse erfolgte mittels einer ANOVA Varianzanalyse
sowie eines post-hoc T-Testes. Ein Bonferoni-Holme Kkorrigiertes p<0,05

kennzeichnet eine Signifikanz.
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4. Ergebnisse

4.1 Beeinflussung der Migrationsfahigkeit durch Bisphosphonate

Im Rahmen des angewandten Migrations-Assay wurde mit Hilfe des Boyden-
Chamber Experimentes der Einfluss der Bisphosphonate Clodronat, Ibandronat,
Pamidronat und Zoledronat in einer Konzentration von 50uM auf die Zelllinien der
Osteoblasten (HOB), Fibroblasten (NHDF), Nabelschnurepithelzellen (HUVEC) und
endothelialen Progenitorzellen (EPC) getestet. Des Weiteren wurde die
Einflussnahme von Geranyl-Geraniol (GG) in Kombination mit den

Bisphosphonaten auf die Migrationsfahigkeit der o0.g. Zelllinien untersucht.

4.1.1 Migrationsassay der Bisphosphonate auf Humane Osteoblasten (HOB)

Im Rahmen des Migrationsassays konnte gezeigt werden, dass Bisphosphonate
das Migrationsverhalten humaner Osteoblasten bei einer Konzentration von 50uM
beeinflussen.

Im direkten Vergleich zwischen der Kontrollgruppe ohne GG-Zugabe und den
jeweiligen Versuchsreihen mit ausschlieB3lich Bisphosphonatzusatz konnte eine
generalisierte  signifikante Hemmung des Migrationsverhaltens humaner
Osteoblasten festgestellt werden.

Der inhibitorische Effekt auf die Migration war bei Zoledronat am starksten
ausgepragt. Die Migration war im Mittel um etwas mehr als die Halfte gegenuber
der Kontrolle reduziert (Kontrolle 100% gegenuber Zoledronat 45%). Clodronat
zeigte die geringste Hemmung auf das Migrationsverhalten in diesem Vergleich.
Unter Zugabe von GG zu den jeweiligen Bisphosphonat-Ansatzen konnte lediglich
in der Pamidronat- und der Zoledronatgruppe eine signifikante Hemmung der
Migrationsfahigkeit im Vergleich zur Kontroligruppe ohne GG-Substitution
demonstriert werden.

Clodronat und Ibandronat beeinflussten wunter Zugabe von GG das
Migrationsverhalten der HOB im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant.

Bei der Auswertung der Beeinflussung der Migrationsfahigkeit durch die Zugabe
von Geranyl-Geraniol zu den jeweiligen Gruppen konnte eine generalisierte
Steigerung der Migrationstendenz festgestellt werden. Diese Zunahme war jedoch
nur in der Kontroll- und der Ibandronatgruppe signifikant. Zusammenfassend ergibt

sich, dass bei Applikation von GG in diesen beiden Gruppen im Vergleich zur
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gleichen Versuchsreihe ohne GG-Substitution eine gesteigerte Migrationsfahigkeit

Zu verzeichnen war.
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Abbildung 07: Migrationsassay Humane Osteoblasten (HOB); (#) symbolisiert statistische Signifikanz
gegeniiber Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz
gegeniber Kontrolle mit Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Verdnderung
des Migrationsverhaltens nach Zugabe von Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe,

respektive Kontrollgruppe. Statistische Signifikanz gilt bei p<0,05.

4.1.2 Migrationsassay der Bisphosphonate auf Fibroblasten (NHDF)

Bei der Auswertung der Ergebnisse des Einflussverhaltens der Bisphosphonate auf
Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten Bisphosphonate ohne
GG Substitution eine signifikante Inhibition der Migration gegenuber der
Kontrollgruppe ohne GG aufwiesen. Auch bei den NHDF war die starkste

Hemmung durch Zoledronat gegeben, gefolgt von Ibandronat und Pamidronat. Der
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am schwachsten ausgepragte negative Effekt auf das Migrationsverhalten der
Zellen wies Clodronat auf.

Pamidronat, Ibandronat und Zoledronat mit jeweils Geranyl-Geraniol-Substitution
zeigten gegenuber der Kontrollgruppe ohne GG-Zusatz eine signifikante Hemmung
der Zellmigration. Clodronat unter Einfluss von GG wies unterdessen eine
Steigerung der Migration gegenuber der gleichen Kontrollgruppe auf. Diese war
jedoch nicht signifikant.

Bei der Analyse des Migrationsprofils konnte eine signifikante Steigerung des
Migrationsverhaltens durch Zugabe von Geranyl-Geraniol in den Gruppen
Clodronat, Pamidronat, Ibandronat und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Dies

lag bei Zoledronat nicht vor.
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Abbildung 08: Migrationsassay Fibroblasten (NHDF); (#) symbolisiert statistische Signifikanz
gegenuber Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz
gegenuber Kontrolle mit Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Veranderung
des Migrationsverhaltens nach Zugabe von Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe,

respektive Kontrollgruppe. Statistische Signifikanz gilt bei p<0,05.
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4.1.3 Migrationsassay der Bisphosphonate auf Nabelschnurepithelzellen
(HUVEC)

Im Rahmen des Migrationsassays der HUVEC-Zellen unter Inkubation mit den
Bisphosphonaten Clodronat, Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat in 50uM
Konzentration mit und ohne Zugabe von Geranyl-Geraniol konnten folgende
Ergebnisse festgestellt werden:

Die Bisphosphonate Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat hemmen signifikant
das Migrationsverhalten der HUVEC-Zellen (Kontrollgruppe ohne GG-Zugabe). Den
starksten Negativeinfluss wies Zoledronat auf, gefolgt von Ibandronat und
Pamidronat.

Unter Clodronatinkubation wurde keine Hemmung, sondern eine leichte jedoch
signifikante Steigerung in der Migration beobachtet. Bei der Beurteilung der Zellen
unter Clodronatapplikation mit Geranyl-Geraniol war gegenuber der Kontrollgruppe
ohne GG eine signifikante Zunahme der Migration zu beobachten. Fir die mit
Ibandronat und Pamidronat behandelten Zellen mit GG im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne GG lasst sich folgendes feststellen: die signifikante Hemmung
des Migrationsverhaltens, welches unter reinem Bisphosphonat Einfluss zu
verzeichnen ist, wurde durch die zusatzliche Inkubation der Zellen mit Geranyl-
Geraniol aufgehoben.

Nur unter Zoledronateinfluss mit GG konnte die Migration gegenuber der
Kontrollgruppe ohne GG signifikant reduziert werden.

Im direkten Vergleich der Gruppen mit und ohne GG zeigten alle finf Proben, dass
GG die inhibitorische Wirkung auf das Migrationsverhalten der HUVEC signifikant
abschwacht. Folglich fuhrt die GG Zugabe zu einer signifikanten Steigerung des

Migrationsverhaltens der HUVEC Zellen in allen getesteten Gruppen.
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Abbildung 09: Migrationsassay Humane umbilicalcord vein endothel cells (HUVEC); (#) symbolisiert statistische
Signifikanz gegeniiber Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz
gegenliber Kontrolle mit Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Veranderung des
Migrationsverhaltens nach Zugabe von Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe, respektive
Kontrollgruppe. Statistische Signifikanz gilt bei p<0,05.
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4.1.4 Migrationsassay der Bisphosphonate auf endotheliale Progenitorzellen
(EPC)

Die Untersuchungen des Einflussverhaltens der Bisphosphonate in einer
Konzentration von 50uM auf die Migrationsfahigkeit von Endothelialen
Progenitorzellen, die im Rahmen des Versuchsansatzes anteilig mit Geranyl-
Geraniol substituiert wurden, haben folgende Ergebnisse gezeigt:

Alle Bisphosphonate in ihrer getesteten Konzentration ohne GG-Zugabe wiesen
eine signifikante Inhibition in ihrem Migrationsverhalten gegenlber der
Kontrollgruppe ohne GG auf.

Hierbei zeigte sich Zoledronat als starkster Hemmstoff, gefolgt von Clodronat. Den
schwéachsten inhibitorischen Effekt auf die EPCs konnte durch Pamidronat
demonstriert werden.

Auch der direkte Vergleich der Kontrollgruppe mit GG-Substitution und den
Versuchsansatzen der Bisphosphonate mit Geranyl-Geraniol fihrte zu signifikanten
Veranderungen in der Migration. Jedes der getesteten Bisphosphonate mit GG
Applikation senkte das Migrationsbestreben der EPCs gegenuber der
Kontrollgruppe mit Geranyl-Geraniol.

Die Gruppenanalyse zeigte, dass ein GG Zusatz zu den Zellreihen im Vergleich zu
einer Inkubation ohne Geranyl-Geraniol, in allen Versuchsansatzen das Bestreben

zur Migration der Zellen signifikant positiv beeinflusste.
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Abbildung 10: Migrationsassay endothelialier Progenitorzellen (EPC); (#) symbolisiert statistische Signifikanz

Kontrolle +GG
Kontrolle -GG
Clodronat 50uM -GG
Pamidronat 50uM +GG
Pamidronat 50uM -GG
Ibandronat 50uM +GG
Ibandronat 50uM -GG
Zoledronat 50uM +GG
Zoledronat 50uM -GG

gegenliber Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz gegeniiber
Kontrolle mit Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Veranderung des Migrationsverhaltens
nach Zugabe von Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe, respektive Kontrollgruppe. Statistische
Signifikanz gilt bei p<0,05.
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4.2 Die Beeinflussung des ,,Colony formings“ der EPC

Bei dem Versuchsaufbau des Colony Forming Assays soll das Bestreben der EPCs
eine Kolonie in geeignetem Nahrmedium auszubilden unter Inkubation mit den
Bisphosphonaten Clodronat, |Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat untersucht
werden. Hierzu werden die Bisphosphonate in den Konzentrationen 5uM, 25uM und
50uM zugesetzt. Des Weiteren wird bei der Halfte der Versuchsreihen Geranyl-
Geraniol substituiert, um den Einfluss von GG auf die Zellen und die
Bisphosphonatwirkung darzustellen. Es verbleibt eine Kontrollgruppe ohne
Bisphosphonate und ohne GG, die als 100% gesetzt wird. Zudem wird eine
Kontrollgruppe ohne Bisphosphonatzugabe jedoch unter GG Einfluss als weitere

Vergleichsgruppe angesetzt.

Die Ergebnisse zeigten, dass in den Bisphosphonatversuchsreihen ohne GG
Substitution eine signifikante konzentrationsabhangige Verminderung des
Koloniebildungsverhaltens gegenuber der Kontrollgruppe ohne GG-Applikation
vorlag.

Diese Reduktion in der Kolonieanzahl zeigte sich am deutlichsten bei hoher
Bisphosphonatkonzentration (50um) und am geringsten bei Sum Konzentration.
Weiterhin war das Bestreben, Kolonien auszubilden beim hochpotenten
stickstoffhaltigen Zoledronat am deutlichsten vermindert, gefolgt von der Clodronat-
und der Ibandronatversuchsreihe. Die meisten gebildeten Kolonien entstanden

unter Pamidronatsubstitution.

Bei der Betrachtung der Versuchsreihen, die zu dem Bisphosphonat zusatzlich GG
substituiert bekamen, zeigten sich gegenuber der Kontrollgruppe ohne GG Zugabe
eine konzentrationsabhangige Verminderung der Koloniezahl.

Jedoch war die inhibitorische Tendenz nicht so stark ausgepragt wie bei den

Bisphosphonatgruppen ohne GG Einfluss.

In der Gruppenanalyse untereinander konnte folgendes dargestellt werden: Je
hoéher die Bisphosphonatkonzentration, desto starker wird die Kolonienanzahl
vermindert. Die Applikation von GG zu den Bisphosphonatversuchsreihen flhrte bei
den EPC zu einer signifikanten Zunahme des Koloniebildungsverhaltens verglichen

mit der Versuchsreihe ohne GG-Zugabe.
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Abbildung 11: Colony Forming unit Assay der endothelialen Vorlauferzellen (EPC); (a) Subsitutierte
Bisphosphonate in 5uM Konzentration; (b) Subsitutierte Bisphosphonate in 25uM Konzentration; (c)
Subsitutierte Bisphosphonate in 50uM Konzentration; (#) symbolisiert statistische Signifikanz

Clodronat -GG [0+

Ibandronat +GG [T

Ibandronat -GG [0k

Pamidronat +GG |k

Pamidronat -GG |
Zoledronat +GG [
Zoledronat -GG [

Kontrolle +GG
Kontrolle -GG
Clodronat +GG

gegeniber Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz
gegeniber Kontrolle mit Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Veranderung
des Kolonieformierungsverhaltens nach Zugabe von Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe,
respektive Kontrollgruppe. Statistische Signifikanz gilt bei p<0,05.
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4.3 Die Beeinflussung der Zellviablitiat durch Bisphosphonate im MTT-
Assay

Im Rahmen des angewandten MTT-Assay wurde der Einfluss der Bisphosphonate
Clodronat, Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat in den Konzentrationen von 5uM
und 50uM auf die Zelllinien der Fibroblasten (NHDF) und der humanen umbilikal
vendsen Endothelzellen (HUVEC) getestet. Des Weiteren wurde neben der
Auswirkung der Bisphosphonate auf die Viabilitat der o.g. Zelllinien zusatzlich der

Einfluss von Geranyl-Geraniol untersucht.

4.3.1 MTT-Assay mit NHDF

Der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und den getesteten Bisphosphonaten
ohne GG-Substitution ergab eine signifikante Inhibition der Viabilitat der
Fibroblasten bei Clodronat 50um, Pamidronat 50uM und Zoledronat 50uM. Unter
Inkubation der Zellen mit Ibandronat 50uM zeigten sich keine Signifikantien
gegenuber der Kontrollgruppe. Den starksten Negativeinfluss demonstrierte in
dieser Analyse Pamidronat, gefolgt von Clodronat und Zoledronat.

Die Kultivierung der Zellen unter ausschlieBlicher Bisphosphonat-Gabe in der
niedrigeren Konzentration von 5uM fuhrte zu folgenden Feststellungen:

Wahrend die Bisphosphonate Clodronat, Ibandronat und Pamidronat zwar eine
Verminderung in der Viabilitat zeigten, konnten die Werte jedoch nicht als signifikant
gegenuber der Kontrolle ohne GG-Zugabe eingestuft werden. Zoledronat I6ste
daruber hinaus keinen inhibitorischen Effekt aus.

Stellt man die Ergebnisse der Versuchsreihen, die neben Bisphosphonate in den
Konzentrationen 5uM und 50uM auch mit Geranyl-Geraniol substituiert wurden, der
Kontrollgruppe ohne GG-Zugabe gegenuber, so zeigte sich ausschlieBlich fur
Pamidronat 50uM eine signifikante Verringerung der Viabilitat der NHDF.

In den Ibandronat-Versuchsreihen der Konzentrationen 5uM und 50uM sowie in
dem Zellensatz, der mit Zoledronat 5uM inkubiert wurde, fihrte die Substitution von
Geranyl-Geraniol zu einer signifikanten Zunahme der Viabilitat.

Bei den verbleibenden Bisphosphonatversuchsreihen konnte unter GG-Zugabe
tendenziell eine Verminderung des inhibitorischen Einflusses gegenuber alleiniger

Bisphosphonatapplikation festgestellt werden. Dieser war jedoch nicht signifikant.
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Zusammenfassend konnte in der Gruppenanalyse dargestellt werden, dass sich ein
GG-Zusatz zu den Bisphosphonat-Zellreihen gegentber einer Inkubation ohne
Geranyl-Geraniol bei Ibandronat 5uM und 50uM sowie bei Zoledronat 50uM
signifikant positiv auf die Zellviabilitat auswirkt und den inhibitorischen Effekt der

Bisphosphonatgabe eindammt.
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Abbildung 12: MTT-Assay der Fibroblasten (NHDF); (#) symbolisiert statistische Signifikanz gegeniber
Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz gegeniiber Kontrolle mit
Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Veranderung der Zellviabilitit nach Zugabe von

Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe, respektive Kontrollgruppe. Statistische Signifikanz gilt bei
p<0,05.
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4.3.2 MTT Assay mit HUVEC

Im MTT Assay der HUVEC-Zellen konnte im direkten Vergleich der unter den
Bisphosphonat-inkubierten Zellen ohne GG-Applikation und der Kontrollgruppe
ohne GG-Zugabe folgendes festgestellt werden:

Bei allen vier getesteten Bisphosphonaten wurde ein konzentrationsabhangiger
inhibitorischer Effekt aufgezeigt. Gegenuber der 5uM Konzentration prasentierten
die Bisphosphonate bei einer 50uM Konzentration gleichermal3en eine starkere
Beeinflussung der HUVEC-Zellen.

Die Ergebnisse des MTT Assays zeigten, dass alle vier Bisphosphonate in einer
50uM Konzentration ohne GG-Substitution gegentber der Kontrollgruppe eine
signifikante Hemmung der Zellviabilitat verursachen. Diese Inhibition war am
starksten bei Zoledronat ausgepragt, gefolgt von Ibandronat und Clodronat. Der
schwachste Einfluss gegenltber der Kontrollgruppe ohne GG-Substitution war bei
Pamidronat zu verzeichnen.

In der Analyse der Bisphosphonat-Versuchsreihe in 5uM Konzentration ohne GG
Zugabe und der Kontrollgruppe ohne Geranyl-Geraniol-Applikation zeigte sich
lediglich bei Ibandronat und Zoledronat eine signifikante Hemmung der Viabilitat.
Diese fiel fur Zoledronat geringfligig starker aus als fur Ibandronat. HUVEC-Zellen
unter reinem Einfluss von Clodronat und Pamidronat in der Konzentration 5uM
zeigen zwar eine Tendenz zur Inhibition gegenlber der Kontrollgruppe, jedoch ohne
Signifikanz.

Im Vergleich der Versuchsreihen zwischen Bisphosphonaten mit GG-Substitution
und der Kontrollgruppe ohne GG-Zugabe zeigten die Bisphosphonate Clodronat,
Ibandronat und Zoledronat in 50uM Konzentration eine signifikante Verminderung
der Zellviabilitat.

Die Gegenuberstellung der Ergebnisse der Gruppen, bei denen GG substituiert
wurde versus den Gruppen, die keine Applikation von Geranylgeraniol erhalten
haben konnte folgendes aufgezeigt werden:

Bei allen Gruppen, die unter Bisphosphonateinfluss standen, konnte die hemmende
Tendenz der Medikamente durch den Einfluss des zugeflihrten GG abgeschwacht
werden. Eine signifikante Abschwachung des hemmenden Einflusses wurde
lediglich unter der Applikation von Clodronat 50um, Zoledronat 5uM und Zoledronat
50uM beobachtet.
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Abbildung 13: MTT-Assay der Humane umbilicalcord vein endothel cells (HUVEC); (#) symbolisiert statistische
Signifikanz gegeniiber Kontrolle ohne Geranyl-Geraniol-Subsititution. (*) symbolisiert statistische Signifikanz
gegenliber Kontrolle mit Geranyl-Geraniol-Substitution. (+) symbolisiert signifikante Verdnderung der
Zellviabilitdt nach Zugabe von Geranyl-Geraniol zur gleichen Substanzgruppe, respektive Kontrollgruppe.
Statistische Signifikanz gilt bei p<0,05.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich tabellarisch wie folgt zusammenfassen.

Clodronat Pamidronat Ibandronat Zoledronat
Migration
[50uM]
- Osteoblast \7 \7 \ 2 \”
- NHDF 2 2 \ 2 \”
- HUVEC N 2 \ 2 \ 2
- EPC 2 2 \ 2 \ 2
Colony Forming
- EPC 5uM 2 2 \ 2 \ 2
- EPC 25uM 2 2 \ 2 \ 2
- EPC 50uM 2 2 \ 2 \ 2
MTT-Assay
- NHDF 5uM 0 0 0* 0
- NHDF 50uM \7 \” 0* \ 2
- HUVEC 5uM 0 0 \Z \ 2
- HUVEC 50uM ( \7 \” \ 2

Tabelle 02: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse; (M) symbolisiert signifikante Steigerung
gegeniiber der Kontrollgruppe ohne GG-Zugabe; (V) kennzeichnet signifikante Verminderung
gegeniiber der Kontrollgruppe ohne GG-Substitution; (0) kennzeichnet keine signifikante Anderung
gegenuber der Kontrollgruppe ohne GG-Substitution (*) stellt eine signifikante Verminderung der

Bisphosphonatwirkung durch die Zugabe von Geranyl-Geraniol dar;
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5. Diskussion

5.1 BeeinfluBung der Knochenhomodostase durch Bisphosphonate

Die Medikamentengruppe der Bisphosphonate gehoért zur Kategorie der
osteoanabolen Stoffe. Sie werden bei Indikationen wie bespielsweise der
Osteoporose - einer generalisierten Abnahme der Knochendichte - eingesetzt. Ein
weiteres Einsatzgebiete ist die Hemmung der Progredienz osteolytischer
Metastasen und onkologischer Krankheitsbilder. Die hierbei zu erreichenden
therapeutischen Erfolge kommen durch die Bisphosphonat induzierte Hemmung der
Osteoklasten zustande. Sie wird als Schlusselzelle fur die osteoanabole Wirkung
der Bisphosphonate angesehen. Der hierdurch verminderte Knochenabbau bewirkt
eine Veranderung der Knochenhomdostase in Richtung Knochenaufbau [Aghaloo
et al. 2015].

Jedoch wirken Bisphosphonate nicht isoliert auf die Osteoklasten. So konnte
gezeigt werden, dass Bisphosphonate auch auf die im Knochen befindlichen
Zelllinien der Osteozyten und Osteoblasten Einfluss nehmen. Der Effekt von
Bisphosphonaten auf Osteoblasten konnte erstmalig von Khokher und Dandona
1989 demonstriert werden. Sie zeigten, dass durch die Bisphosphonatzugabe die
Proliferation von Osteoblasten sowie ihre Sekretion von alkalischer Phosphatase
durch die Bisphosphonate Clodronat und Etidronat gehemmt werden [Khokher et al.
1989]. Die hier beschriebene inhibitorische Wirkung der Bisphosphonate auf die
Osteoblasten wurde in den Jahren 2006 durch lwata, 2008 durch Idris und 2009
durch Orriss bestatigt. Insbesondere die Aminobisphosphonate wie Pamidronat und
Alendronat zeigten ein vermindertes Osteoblastenwachstum sowie eine gesteigerte
Osteoblastenapoptose. Ebenso wurde eine dosisabhangige Hemmung der Protein-
Prenylierung der Osteoblasten beschrieben [lwata et al. 2006, Idris et al. 2008,
Orriss et al. 2009].

Der in der Literatur aufgezeigte inhibitorische Einfluss der Bisphosphonate auf
Osteoblasten deckt sich mit den Ergebnissen dieser Studie. Im Rahmen des
Migrationsassays konnte eine signifikante Hemmung der Migrationsfahigkeit
humaner Osteoblasten bei allen vier Bisphosphonatpraparaten (Clodronat,
Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat) festgestellt werden. Dieser war bei dem

Bisphosphonat der ersten Generation Clodronat geringer ausgepragt. Die
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Hemmung der Migrationsaktivitat der Osteoblasten war bei der Zugabe von
Zoledronat am grofRten. Hier wurde im Durchschnitt eine relative Hemmung auf
45% der Migrationsfahigkeit zur Kontrollgruppe verzeichnet. Auch hier stehen die
demonstrierten Ergebnisse dieser Studie in Einklang mit den in der Literatur
publizierten Daten [ldris et al. 2008]. Des Weiteren kann gezeigt werden, dass der
inhibtorische Einfluss von Aminobisphosphonaten auf Osteoblasten ausgepragter
ist als der von Bisphosphonaten der ersten Generation wie beispielsweise
Clodronat.
Im Jahre 2011 wurden zusatzlich pro-apoptotische Effekte der Aminobisphophonate
auf humane Osteoblasten in vitro publiziert. Wahrend Clodronat als Bisphosphonat
der ersten Generation keine gesteigerte Apoptoserate bei humanen Osteoblasten
induzierte, war diese bei Zoledronat und Pamidronat signifikant gegenuber
Clodronat und der Kontrollgruppe gesteigert [Walter et al. 2011].
Zudem konnte ein Einfluss durch Bisphosphonat-Applikation auf die dritte im
Knochen befindliche Zelllinie der Osteozyten festgestellt werden. Es wurde
zusatzlich eine dosisabhangige Unterdrickung der Kollagenproduktion der
Osteozyten durch Etidronat nachgewiesen. Zudem erfolgte bei einer langfristigen
Gabe von Etidronat eine Hemmung der Knochenmineralisation, welche zum
Krankheitsbild einer medikamenten-induzierten, reversiblen Osteomalazie fuhren
kann [Adami et al. 1996, Fleisch 1997].

5.2 Extraskelettale Wirkung der Bisphosphonate

Die Tatsache, dass die Medikamentengruppe der Bisphosphonate eine Wirkung
aulBerhalb des Knochens zeigen, ist spatestens seit den beschriebenen
Nebenwirkungen zum Beispiel der Osophagitis oder Nephritis bekannt [Markowitz
et al. 2001, Cryer et al. 2002]. Dabei sind besonders die Effekte der
Bisphosphonate auf die zellularen Bestandteile der Wundheilung wie Fibroblasten

oder Zelllinien der Angiogenese im wissenschaftlichen Fokus.
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5.2.1 Wirkung der Bisphosphonate auf die Weichgewebe

Die Wirkung der Bisphosphonate auf extraskelettales Gewebe wurde in einer in vivo
Versuchsreihe an Ratten im Rahmen eines dentoalveoldren Traumamodelles
analysiert. Hierbei sollte nach einem experimentell induziertem traumatischen
Zahnverlust im Sinne eines Avulsionstraumas, die hierbei entstehende Komplikation
einer externen Resorption nach chirurgischer Replantation durch topische
Applikation des Bisphosphonates Alendronat unterdrickt werden. Um diese
klinische Versuchsreihe durchzufihren, musste vorab die Biokompatibilitdt von
Alendronat am umliegenden Weichteilgewebe analysiert werden. Bei dieser
Analyse konnte eine ausgepragte Zytotoxizitat des Alendronates auf Endothelzellen
und subkutanes Bindegewebe nachgewiesen werden [Moreira et al. 2005]. Im
darauffolgenden Jahr untersuchte die gleiche Arbeitsgruppe die Wirkung von
Alendronat auf die in der Alveole ansassigen Fibroblasten des peridontalen
Ligamentes. Es zeigte sich, dass die Alendronatapplikation von 10uM einen
direkten zytotoxischen Effekt auslést [Correia Vde et al. 2006]. Der Effekt der
Bisphosphonate auf Fibroblasten wurde zudem an humanen Zellen getestet. Es
konnte eine zytotoxische Wirkung der Bisphosphonate Alendronat und Pamidronat
demonstriert werden. Bei beiden Versuchsreihen wurden den Bisphosphonaten
Apoptose-induzierende und proliferationsinhibitorische Eigenschaften
zugeschrieben. Vor allem die Forderung der Apoptose war in der Pamidronatgruppe
signifikant im Vergleich zu Alendronat gesteigert [Soydan et al. 2015]. Bei der
Untersuchung des Einflussverhaltens des potentesten Bisphosphonat Zoledronat
auf Fibroblasten konnte ein zytotoxischer Effekt festgestellt werden. Basso und
Kollegen zeigten in ihrer Arbeit eine signifikant verminderte Viablitat der
Fibroblasten bei Konzentrationen von 5uM [Basso et al. 2013]. Scherper und
Kollegen konnten in ihrer Studie demonstrieren, dass 5uM Zolendronat die
maximale Konzentration darstellt, welche sowohl im Knochen als auch im Speichel
bei Patienten, die unter einer intravendsen Bisphosphonattherapie stehen, erreicht
werden [Scheper et al. 2009].

Die hier in Literatur beschrieben Ergebnisse stehen nur zum Teil im Einklang mit
den Ergebnissen dieser Studien. Im Rahmen des hier durchgeflhrten
Migrationsassays mit 50uM Bisphosphonaten konnte eine signifikante Hemmung
der Fibroblasten festgestellt werden. Der inhibitorische Effekt verhielt sich linear zur

relativen biologischen Potenz der getesteten Bisphosphonate. Hier zeigte
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Zoledronat die starkste und Clodronat die schwachste Hemmung der
Migrationsfahigkeit. Auch beim MTT-Assay konnte flr die Bisphosphonate
Clodronat, Pamidronat und Zoledronat in einer Konzentration von 50uM eine
signifikante Reduktion der Viabilitdt der Fibroblasten aufgezeigt werden. Bei
Ibandronatgabe mit 50uM zeigte sich ein negativer Einfluss auf die Viabilitat. Dieser
war jedoch nicht signifikant gegenltber der Kontrollgruppe. Anders als in der Studie
von Basso und Kollegen konnte bei der Bisphosphonatinkubation in 5uM
Konzentration keine signifikante Verminderung der Viabilitat im MTT Assay
demonstriert werden [Basso et al. 2013]. Der festzustellende inhibitorische Effekt
korrelierte nicht mit der biologischen Potenz. Demzufolge scheinen Bisphosphonate
in Konzentrationen von 5uM keinen zielgerichteten proportionalen Einfluss auf die

Viabilitat von NHDF auszulben.

5.2.2 Wirkung der Bisphosphonate auf die Angiogenese

Durch die inhibitorische Wirkung der Bisphosphonate auf die Tumorexpansion bei
onkologischen Krankheitsbildern wurde lange Zeit ein antiangiogenetischer Effekt
dieser Medikamentengruppe vermutet. Dieser konnte 2002 klinisch durch Santini
und experimentell durch Wood und Kollegen nachgewiesen werden. Wahrend
Santini einen Rickgang im Blut zirkulierender proangiogener Faktoren wie VEGF
unter Bisphosphonattherapie nachwies, zeigte Wood, dass die Proliferation,
Adhasion und Migration von Endothelzellen (HUVEC) signifikant durch Zoledronat
gehemmt werden [Santini et al. 2002, Wood et al. 2002]. Ein ahnlicher kausaler
Zusammenhang konnte 2007 durch Allegra und Kollegen aufgezeigt werden.
Hierbei wurde demonstriert, dass die Anzahl an zirkulierenden endothelialen
Vorlauferzellen im Blut bei Patienten mit Bisphosphonat induzierter Kiefernekrose
signifikant gegenuber einer unbehandelten Kontrollgruppe vermindert war [Allegra
et al. 2007]. Im Umkehrschluss wurden Studien publiziert, in denen das klinische
Bild von Kiefernekrosen nicht nach der Einnahme von Bisphosphonaten, sondern
nach antiangiogenetischer Therapie - wie dem VEGF-Antikdrper Bevazicumab -
beobachtet wurden [Estilo et al. 2008]. Neben Zoledronat konnte auch flir die
Bisphosphonate Aledronat [Hashimoto et al. 2007], Neridronat [Ribatti et al. 2007],
Risedronat und Ibandronat [Fournier et al. 2002] Angiogenese hemmende

Eigenschaften demonstriert werden. Fournier und Ribatti wiesen in ihren Arbeiten
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auch den nicht stickstoffhaltigen Bisphosphonaten wie Clodronat eine
antiangiogenetische Wirkung nach [Fournier et al. 2002, Ribatti et al. 2007, Ribatti
et al. 2008]. Diesen Effekt konnte Ribatti des Weiteren in vivo bestatigen. Hier
wurde mit Hilfe des CAM Assays an Huhnerembryos durch Clodronatinkubation
eine Hemmung der FGF-2 induzierten Angiogenese demonstriert [Ribatti et al.
2008]. In einem experimentellen Parodontitismodell konnte Cetinkaya und Kollegen
beweisen, dass der antiangiogenetische Effekt des Bisphosphonates Risedronat
erst nach einer gewissen Latenzzeit von bis zu 8 Wochen auftritt. Bei kurzfristigen
Gaben von Risedronat wurden die antiangiogenetischen Eigenschaften jedoch nicht
bestatigt [Cetinkaya et al. 2008].
Basso konnte ebenfalls zeigen, dass die Sekretion von antiangiogenetischen
Zytokinen wie VEGF bei humanen Epithelzellen bereits durch Konzentrationen von
5uM signifikant gehemmt werden [Basso et al. 2013].
In einem direkten Vergleich der antiangiogenetischen Wirkung zwischen nicht-
nitrogen und nitrogenhaltigen Bisphosphonaten wurde bei beiden Stoffgruppen eine
Hemmung der Angio- und Vaskulogenese nachgewiesen. Hierbei waren die
inbitorischen Eigenschaften der stickstoffhaltigen Bisphosphonate Zoledronat und
Pamidronat auf HUVEC und EPCs am starksten ausgepragt [Ziebart et al. 2011].
Die im Rahmen dieser Studie erfassten Daten zeigten ebenfalls eine Hemmung der
Bisphosphonate auf Zellen des Gefal3systems. Es wurden Vorlauferzellen (EPC)
und ausdifferenzierte Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC) untersucht. Das
Migrationsverhalten dieser beiden Zelllinien konnte durch die Zugabe der
Aminobisphosphonate Pamidronat, Ibandronat und Zoledronat linear zu ihrer
biologischen Potenz signifikant reduziert werden. Das nicht nitrogenhaltige
Clodronat unterschied sich in seinem Effekt auf die beiden getesteten Zelllinien.
Hierbei kam es nur bei den Endothelialen Progenitorzellen zu einer Hemmung der
Migrationsfahigkeit. Im Rahmen von weiteren Versuchen wurde das
Koloniebildungsverhalten und  die  Zellviabilitat  mittels MTT  Assay
konzentrationsabhangig untersucht. Es kann bei einer Konzentration von 5uM nur
eine signifikante Reduktion der Viablilitat von HUVEC Zellen bei den starksten
Bisphosphonaten Ibandronat und Zoledronat nachgewiesen werden. Eine Tendenz
zur Hemmung der Viabilitdt ist bei Clodronat und Pamidronat in gleicher
Konzentration zu verzeichnen. Bei einer Konzentration von 50uM haben alle vier

Bisphosphonate einen negativen Einfluss auf die Viabilitdt der angiogenetischen
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HUVEC Zellen. Auch hier korreliert die Auswirkung auf die Viabilitat der maternalen
Endothelzellen mit der biologischen Potenz der Aminobisphosphonate.

Analog zu den Ergebnissen der Migration und des MTT Assays konnte eine
generalisierte Hemmung des Koloniebildungsverhaltens durch
Aminiobisphosphonate bei EPCs nachgewiesen werden. Diese liel3 sich
konzentrationsabhangig und linear zur biologischen Potenz des jeweiligen
stickstoffhaltigen Bisphosphonates abbilden. Wie bereits bei der Migration der
EPCs zu sehen war, ist der Einfluss von Clodronat in Relation zu seiner
biologischen Wirksamkeit starker ausgepragt als anzunehmen und zeigte die
zweitstarkste konzentrationsabhangige Hemmung der Koloniebildung nach
Zoledronat. Diese Ergebnisse stehen in Einklang zu der durch Ribatti und Fournier
beschriebenen starken antiangiogenetischen Wirkung von Clodronat [Fournier et al.
2002, Ribatti et al. 2008]. Auch bei den von Scherper beschriebenen
physiologischen Konzentrationen von 5uM zeigten alle vier Bisphosphonate eine
Hemmung des Koloniebildungsverhaltens von EPCs [Scheper et al. 2009].

Im Zuge von Folgearbeiten mit den gleichen Bisphosphonatpraparaten konnte die in
vivo Auswirkung dieser Medikamente mit Hilfe einer 3D Matrigel Assay Analyse
nachgewiesen werden. Hierbei wurde das Matrigel in weibliche Nacktmause
implantiert und die Auswirkung auf die mikrovaskulare Dichte, Raum und Grof3e hin
untersucht. Nach drei Wochen zeigte sich eine signifikante Verminderung der
mikrovaskularen Dichte und des Raumes. Die GroRe der mikrovaskularen Gefalde
wurde bei allen vier Bisphosphonaten nicht reduziert. Gerade in Bezug auf die
Kapillaritatsdichte wiesen vor allem die Aminobisphosphonate ausgepragtere

inhibitorische Effekte auf als die non-Aminobisphosphonate [Pabst et al. 2014].

5.3 Diskussion der Ergebnisse in Kontext zur Pathogenese der BP-ONJ

Die vollstandige Pathophysiologie der Bisphosphonat assoziierten Kiefernekrose ist
derzeit noch nicht abschlielRend geklart. Seit ihrer Erstbeschreibung durch Marx und
Stern 2002 wurden zahlreiche Entstehungshypothesen postuliert. Hierbei wurde vor
allem die hohe, physiologische Remodellingrate der Kiefer als eine wesentliche
Ursache angesehen [Dixon RB 1997, Marx 2013]. Nachdem man nachweisen
konnte, dass diese jedoch nicht hdher als bei anderen Knochen — z.B. die

Wirbelsaule - ist, wurde eine direkte pathognomonische Wirkung als
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unwahrscheinlich erachtet [Bauss et al. 2008, Ristow et al. 2014]. Durch den
fehlenden Beweis einer direkten exo- oder endogenen Ursache liegt die Vermutung
nahe, dass es sich um eine multifaktorielle Genese handelt. Diese Annahme wird in
der Literatur zunehmend unterstitzt [Otto et al. 2010, Walter et al. 2011, Aghaloo et
al. 2015]. In diesem Kontext postuliert Aghaloo, dass Therapieansatze diese
multifaktorielle Genese berucksichtigen missen, um erfolgreich sein zu kénnen
[Aghaloo et al. 2015]. Im Wesentlichen werden vier Hypothesen mit potenziell

synergistischen Effekten diskutiert:

die Beeinflussung des Knochenremodellings,

die Weichgewebstoxizitat,

die Inhibition der Angiogenese sowie

der Einfluss auf das Immunsystem in Kombination mit entzlindlichen

Prozessen und Infektionen.

Beeinflussung des Knochenremodellings

Da der Hauptwirkmechanismus der Bisphosphonate die Inhibition der
Osteoklastenfunktion ist, wird diese Beeinflussung des Remodellingprozesses als
Ursache der Entwicklung von Kiefernekrosen angesehen [Suzuki et al. 2006,
Kimmel 2007]. Die Osteoklastenaktivitat wird zumeist Gber das RANK/RANKL/OPG
System reguliert. Hierbei nimmt RANKL die zentrale Position dieses
Regulierungskreislaufes ein. Durch vermehrte Exprimierung von RANKL durch
Osteoblasten und aktivierte T-Lymphozyten wird der an den
Osteoklastenvorlauferzellen befindliche Rezeptor RANK aktiviert. Dies setzt die
Proliferation, Differenzierung und Aktivierung der Vorlauferzelle zu einem reifen
Osteoklasten in Gang. Das von Osteoblasten produzierte Osteoprotegerin (OPG)
bindet RANKL und inaktiviert es in seiner Funktion. Dadurch wird die osteoklastare
Reifung und Aktivierung unterbunden [Suda et al. 1999]. Mit der Beschreibung der
Entwicklung von Kiefernekrosen durch die medikamentdse Applikation des RANKL-
IgG2-Antikorpers  Denosumab wurde die Hypothese des veranderten
Knochenremodellings als eines der auslésenden Faktoren bekraftigt [Taylor et al.
2010]. Die Haufigkeit fur das Auftreten von Kiefernekrosen unterscheidet sich nicht
zwischen Denosumab und Aminobisphosphonaten [Lipton et al. 2012]. Jedoch fuhrt

der unterschiedliche Wirkmechanismus zu unterschiedlichen Halbwertszeiten.
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Wahrend bei Denosumab eine reversible Hemmung des RANKL zu verzeichnen ist,
werden Bisphsophonate in die Knochenmatrix eingebaut. Demzufolge ist die
Halbwertszeit von Denosumab deutlich geringer und nach Ausschleichen der
Medikation kann zeitnah - innerhalb von maximal 32 Tagen - eine Reversibilitat der
antiresorptiven Effekte festgestellt werden [Aghaloo et al. 2015]. Bei den
Bisphosphonaten zeigte sich in vitro eine unterschiedlich starke Affinitat zum
Hydroxylapatit. Diese bestimmt vor allem die Wirkung nach dem Absetzen des
jeweiligen Bisphosphonates. Die bei den nicht-nitrogen haltigen Bisphosphonaten
beschriebene Affinitdt ist gegenuber den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten
deutlich erniedrigt. Eine Korrelation zur biologischen Potenz besteht hierbei jedoch
nicht [Bartl 2006].

Wahrend die Entstehung der Kiefernekrose zumeist bei intravendser Applikation
von Aminiobisphosphonaten beobachtet wurde, belauft sich ihr Auftreten bei nicht-
stickstoffhaltigen Bisphosphonaten auf Einzelfallbeschreibungen [Abu-Id et al. 2008,
Otto et al. 2010]. Auch im Rahmen dieser Studie konnte ein starker ausgepragter
inhibitorischer  Effekt der Aminobisphosphonate gegentiber dem nicht
stickstoffhaltigen Bisphosphonat Clodronat auf das Migrationsverhalten von
Osteoblasten demonstriert werden. Ein hierdurch entstehender direkter Effekt auf
die Remodellingaktivitat des Knochens beispielsweise uber  das
RANK/RANKL/OPG System sollte Ziel weiterer Forschungsarbeiten sein.

Aus der klinischen Routine kann beobachtet werden, dass die Entstehung von
Kiefernekrosen zeitlich mit einem dentoalveolaren Trauma oder einer Infektion
korrelieren [Otto et al. 2010]. Die antiresorptiven Eigenschaften scheinen somit

nicht alleine ausschlaggebend fur die Entstehung einer Kiefernekrose zu sein.

Weichgewebstoxizitat

Als weitere Hypothese wurde eine toxische Schadigung der Bisphosphonate auf die
Weichgewebe diskutiert. Hierbei sollte durch Schadigung der Weichgewebe,
beispielsweise im Rahmen eines dentoalveolaren Traumas die anschlielende
Wundheilung durch Bisphosphonate gestdrt werden. Dies fuhrt dann zu einem
konsekutiven Integritatsverlust der oralen Mukosa. Uber eine sekundare bakterielle
Infektion kommt es dann zum klinischen Bild von freiliegenden nekrotischen
Knochen [Reid et al. 2007]. Ein zytotoxischer Effekt der Bisphosphonate konnte in
vitro und in vivo auf Epithelzellen und Zellen des subkutanen Gewebes

nachgewiesen werden [Moreira et al. 2005]. Reid und Kollegen beschreiben, dass
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die im Knochen akkumulierenden Bisphosphonate in Konzentrationen vorkommen
die einen direkten toxischen Effekt auf das Epithel haben. Dabei beglnstigt die
dinne Schleimhautschicht, die sowohl dem Periost als auch dem Knochen im
Kieferbereich aufliegt, das Auftreten von freiliegenden Knochenarealen [Reid et al.
2007]. Auch im Rahmen dieser Studie konnte ein Einfluss der Bisphosphonate auf
Weichgewebszellen in Form von Fibroblasten festgestellt werden. Hierbei konnte
eine Reduktion der Viabilitdt und Migration insbesondere durch die
Aminobisphosphonate demonstriert werden.

Zwei Grinde sprechen jedoch gegen die Hypothese, dass die
Weichgewebstoxizitat die alleinige Ursache fur die Entstehung der Kiefernekrose
sei. Zum einen koénnen im AAOMS Stadium 0 mit intakter oraler Mukosa
histologische Anzeichen einer Kiefernekrose und ihrer klinischen Symptome
nachgewiesen werden. Zum anderen konnte unter einer medikamentésen Therapie
mit dem nicht weichgewebstoxischen RANKL-Antikdrper Denosumab trotzdem das
Bild einer Kiefernekrose beschrieben werden [Otto et al. 2010, Taylor et al. 2010,
Aghaloo et al. 2015]. Der nachgewiesene zytotoxische Effekt der Bisphosphonate
auf das Weichgewebe scheint somit nur eine synergistische Wirkung auf die

Entstehung von Kiefernekrosen zu haben.

Inhibition der Angiogenese

Der Einfluss der Angiogenesehemmung wurde insbesondere nach der
Beschreibung von Kiefernekrosen im Rahmen von antiangindser Therapie - wie
beispielsweise dem VEGF-Antikdrper Bevacizumab - zunehmend diskutiert. Mit der
Beschreibung der Entstehung von Kiefernekrosen unter antiangiogenetischer
Therapie ohne Bisphosphonat- oder Denosumabeinnahme durch Estilo 2008 wurde
ein Umdenkungsprozess angestol3en. Dieser Prozess fuhrte 2014 dazu, dass die
Leitlinien der AAOMF verandert wurden. Die ehemals Bisphosphonat assoziierten
Kiefernekrosen wurden in Medikamenten assoziierte Kiefernekrosen (kurz MRONJ
— medication related osteonecrosis of the jaw) umbenannt [Estilo et al. 2008,
Ruggiero et al. 2014]. Die antiangiogene Wirkung der Bisphosphonate war bereits
seit 2002 durch die Publikationen der Arbeitsgruppen von Santini und Wood
bekannt [Santini et al. 2002, Wood et al. 2002]. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnten die antiangiogenetischen Eigenschaften der Bisphosphonate Clodronat,

Ibandronat, Pamidronat und Zoledronat nachgewiesen werden. Die hierbei
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beobachteten Viabilitatseinschrankungen der differenzierten Zellen (HUVEC) traten
zumeist konzentrationsabhangig ab 50uM auf. Sie konnten sowohl fir Amino- als
auch fur nicht stickstoffhaltige Bisphosphonate  demonstriert werden. Eine
Beeintrachtigung der Vorlauferzelle vom Endothel der endothelialen
Progenitorzellen wurde bereits bei niedrigeren Konzentrationen von 5uM bei allen
getesteten Bisphosphonaten registriert. Hierbei wurde eine typische Eigenschaft der
endothelialen Progenitorzellen, die Ausbildung von Kolonien, gehemmt. Wie in der
Literatur dargelegt, besteht auch in den Ergebnissen dieser Arbeit ein hemmender
Einfluss des nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonat Clodronat auf die Zellen der
Angiogenese [Fournier et al. 2002, Ribatti et al. 2008]. Der hemmende Effekt ist
jedoch bei stickstoffhaltigen Bisphosphonaten insbesondere Zoledronat starker
ausgepragt. Bei beiden Zelllinien wurde zudem eine Beeintrachtigung der Migration
durch die Bisphosphonate beobachtet. Wie es sich zeigte, war der Einfluss der
einzelnen Stoffgruppen inhomogen. Wahrend bei den EPC bei allen vier getesteten
Bisphosphonaten eine inhibitorische Wirkung - unabhangig von dem Vorhandensein
von Stickstoff - demonstriert werden konnte, zeigte die Zugabe des nicht-
nitrogenhaltigen Bisphosphonats Clodronat eine signifikante Steigerung der
Migrationsfahigkeit der HUVEC. Die nitrogenhaltigen Bisphosphonate hemmten
signifikant das Migrationsverhalten entsprechend ihrer relativen Potenz linear.

Analog zur Weichgewebstoxizitat kann auch hier aufgezeigt werden, dass der
RANKL-Antikérper Denosumab zwar keine antiangiogenetischen Eigenschaften
aufweist, jedoch dennoch das klinische Bild einer Kiefernekrose induzieren kann.
Zudem konnte im Rahmen von post-mortem Analysen keine Einschrankung der
Vaskularisierung in der histopathologischen Aufarbeitung festgestellt werden
[Hellstein et al. 2011, Aghaloo et al. 2015]. Die antiangiogenetische Wirkung der
Bisphosphonate scheint somit ein wichtiger Bestandteil — jedoch nicht die alleinige

Ursache - fir die Entwicklung von Kiefernekrosen zu sein.

Einfluss auf das Immunsystem in Kombination mit entziindlichen Prozessen

Der Einfluss der Bisphosphonate auf das Immunsystem und die Beeinflussung von
entzindlichen Prozessen wurde im Rahmen dieser Studie nicht untersucht. Die
Wirkung der Bisphosphonate auf das Immunsystems und damit auf die Entstehung
von Kiefernekrosen ist jedoch in der Literatur beschrieben. Hierbei ist besonders die
erhdhte Inzidenz und der verstarkte Auspragungsgrad der Kiefernekrosen bei einer

Begleitmedikation mit  Glukocorticoiden nachgewiesen worden. Der férdernde
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Einfluss von Cortison-haltigen Medikamenten auf die Entstehung von
Kiefernekrosen konnte in klinischen und tierexperimentellen Studien bestatigt
werden [Marx et al. 2005, Ali-Erdem et al. 2011, Kuroshima et al. 2014, Ruggiero et
al. 2014, Aghaloo et al. 2015].

Zusammenfassend sollte die Bisphosphonat assoziierte Kiefernekrose als eine
multifaktorielle Erkrankung angesehen werden, deren genaue pathophysiologische
Ursache bisher noch nicht abschliel3end geklart werden konnte. Auch die Einnahme
der Bisphosphonate ist nicht zwangslaufig an die Entstehung einer Kiefernekrose
geknupft. Die Inzidenz fur die Entwicklung von Kiefernekrosen schwankt zwischen
0,8 — 12% [Aghaloo et al. 2015]. Durch die Kombination der verschiedenen
Einflisse der Bisphosphonate wird die Homdostase der Mundhohle und der
beteiligten Knochen empfindlich beeinflusst und die Entstehung von Kiefernekrosen
induziert. Das Ausmal} der einwirkenden Faktoren bestimmt somit die Entwicklung

und die Dimension der Kiefernekrose [Aghaloo et al. 2015].

5.4 Einfluss der Geranyl-Geraniol-Gabe auf die Wirkung der Bisphosphonate

und ihr therapeutisches Potential

Wahrend sich das Auftreten von Bisphosphonat assoziierten Kiefernekrosen bei
nicht stickstoffhaltigen Praparaten auf Einzelfallbeschreibungen beschrankt, liegt
die Inzidenz flr die Entwicklung von Kiefernekrosen bei der Gabe von
nitrogenhaltigen Bisphosphonaten zwischen 0,8-12% [Aghaloo et al. 2015]. Zudem
wirken die verschiedenen Praparate Uber einen unterschiedlichen
Wirkmechanismus. Wahrend die Bisphosphonate der ersten Generation Uber den
Einbau in ATP-Analoga zu einer toxischen Akkumulation in der Zelle fUhren, tUben
die Bisphosphonate der Folgegenerationen ihre Wirkung Uber den
Mevalonatstoffwechsel aus. Hier flihren sie durch die Hemmung der
Farnesylpyrophosphatsynthase zu einer verminderten Bildung der Metabolite
Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat (GGPP). Diese
sind entscheidend flir die post-translationale Modifikation wichtiger zellularer

Signalproteine der Untergruppe der kleinen GTPasen.
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Dieser Quantensprung in der Haufigkeitsverteilung der Bisphosphonat assoziierten
Kiefernekrosen der unterschiedlichen Praparategenerationen lasst vermuten, dass
das Krankheitsbild der Kiefernekrose vornehmlich Uber den Wirkmechanismus der
Hemmung des Mevalonatstoffwechsels ausgeldst wird. Die hierdurch induzierten
Effekte auf die Zellviablibilitdt mit konsekutiver Promotion von Apoptose aller
beteiligten Zelllinien kénnte so in dem Endstadium zum Absterben von Knochen
des Kiefers — dem klinischen Bild der Bisphosphonat assoziierten Kiefernekrose —
fuhren. Ziel einer adaquaten Therapie sollte prinzipiell die Behandlung,
Verminderung oder Eliminierung des auslésenden Faktors und nicht die
Bekampfung und Einddmmung der Symptome sein. Eine hierbei hypothetische
Therapieoption ist die Substitution der ausbleibenden Substrate Farnesyl- und
Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat. Fur eine Substitution von extern ist eine
Penetration in die entsprechenden Zellen notwendig. Hierbei wirden jedoch die
hydrophilen Pyrophosphatanteile die Aufnahme nach intrazellular vermindern. Eine
Alternative bietet Geranyl-Geraniol (GG). Dies wird nach Penetration durch die
Zellmembran diphosphorylisiert und kann dann anaploretisch die Funktion des
Mevalonatstoffwechsels mit anschlieRender post-translationaler Geranylisierung
wichtiger zellularer Signalproteine aufrecht erhalten [Crick et al. 1997].

In dieser Arbeit wurde bei samtlichen Versuchsreihen der direkte Einfluss von
Geranyl-Geraniol (GG) untersucht. Hierbei profitierten alle mit Bisphosphonat
inkubierten Zelllinien (EPC, HOB, HUVEC, NHDF) durch die Zugabe von Geranyl-
Geraniol.

Eine Analyse des Einflussverhaltens von Geranyl-Geraniol auf die
angiogenetischen Zellen EPC und HUVEC konnte zeigen, dass das
Migrationsverhalten  durch  die = Geranyl-Geraniol-Substitution  bei  allen
Bisphosphonaten signifikant gesteigert werden kann. Bei der Zellviabilitat zeigte der
MTT Assay der HUVEC, dass nur bei Zoledronat und Clodronat in einer
Konzentration von 50uM eine signifikante Besserung durch zusatzliche Inkubation
von Geranyl-Geraniol erreicht werden kann. Zoledronat zeigte bereits in der 5uM
Konzentration eine signifikante Verbesserung der Zellviabilitdt durch GG-Zugabe.
Analog zum Migrationstest wurde auch beim Colony Forming Assay eine
signifikante Steigerung der koloniebildenden Eigenschaft der EPCs durch Geranyl-
Geraniol-Zugabe erreicht. Auch bei den Zellen des Stltzgewebes war ein positiver
Einfluss durch Zugabe von Geranyl-Geraniol sichtbar. Wahrend das

Migrationsverhalten bei humanen Osteoblasten durch Geranyl-Geraniol Zugabe bei
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allen getesteten Bisphosphonaten gesteigert werden konnte, lag eine signifikante
Steigerung nur bei Ibandronat vor. In der Zellgruppe der Fibroblasten konnte bei
den Bisphosphonaten Clodronat, Pamidronat und Ibandronat eine signifkante
Steigerung des Migrationspotentials durch Geranyl-Geraniol Zugabe beobachtet
werden. Die Analyse der Zellviabilitat ergab eine signifikante Steigerung im MTT
Assay bei den Bisphsophonaten Ibandronat sowohl in 5uM als auch in 50uM
Konzentration und Zoledronat nur in 50uM Konzentration.

In allen Versuchsreihen wurde durch die Substitution von Geranyl-Geraniol ein
zytoprotektiver Effekt demonstriert. Die Ergebnisse dieser Studie stehen in Einklang
mit den hierzu in der Literatur verdffentlichten Daten. Auch hier konnte eine
Verbesserung der Zellviabilitdt nachgewiesen werden [Cozin et al. 2011, Ziebart et
al. 2011]. In einer Arbeit von Zafer und Kollegen wurde 2014 beschrieben, dass
durch die Zugabe von Geranyl-Geraniol proangiogenetische Gene bei humanen
gingivalen Fibroblasten vermehrt exprimiert werden. Zusatzlich zu dem
zytoprotektiven Effekt kommen zudem die angiogenen Eigenschaften von Geranyl-
Geraniol hinzu [Zafar et al. 2014]. In einer Folgearbeit wies Zafer 2016 nach, dass
durch Zugabe von Geranyl-Geraniol die Bisphosphonat induzierte Dysregulation
spezifischer angiogenetischer Gene vermindert wird. Diese Erkenntnis unterstreicht
zum einen die Vermutung, dass der inhibitorische Einfluss der Bisphosphonate Uber
die Veranderung des Mevalonat-Stoffwechsels ausgeldst wird. Zum Anderen bietet
es einen Ausblick flr ein mdgliches therapeutisches Potential, wie in dem Artikel

von Zafer und Kollegen diskutiert [Zafar et al. 2016].

Die Suche nach einer therapeutischen Lésung zur Behandlung von Kiefernekrosen
gestaltet sich als anspruchsvoll. Diese begriindet sich zumeist damit, dass gerade
beim onkologischen Einsatz der Bisphosphonate, eine Abschwachung der
Medikamentenwirkung mit einem Progress der Tumorerkrankung einhergehen
konnte. Wahrend bei der Behandlung von Osteoporose ein vorubergehender
Wechsel der osteoanabolen Medikation beispielsweise auf ein Parathormon-
Analoga (Teriparatid) moglich ware, ergibt sich diese Option beim Multiplen Myelom
oder osteolytischen Metastasen nicht. Hier besteht wegen der Gefahr der
Entwicklung von Hyperkalciamien eine absolute Kontraindikation. Ziel einer idealen
Therapie sollte daher sein, die postiven Wirkungen der Bisphosphonate auf den
gesamten Knochenstoffwechsel zu erhalten und im Gebiet der Kiefernekrosen ihren

Effekt zu eliminieren oder abzuschwachen. Die Ergebnisse dieser Studie sowie
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weiterer in der Literatur verfugbarer Arbeiten lassen auf ein therapeutisches
Potential von Geranyl-Geraniol hoffen [Ziebart et al. 2011, Zafar et al. 2016].
Wichtig hierbei ware eine topische Applikation, um eine generalisierte
Abschwachung der Bisphosphonatwirkung, wie sie in vitro nachgewiesen werden
konnte, zu vermeiden [Ziebart et al. 2011]. Dieses kdnnte sich insbesondere bei
onkologischen Krankheitsbildern als nachteilig auswirken. Im Rahmen von
Folgearbeiten sollte dieses Potential von Geranyl-Geraniol insbesondere bei
topischer Applikation weiter untersucht werden. Der sich hierdurch ergebende
Therapieansatz greift an den eigentlichen Wirkmechanismus direkt an und wirde so
die Moglichkeit bieten, die toxischen Folgen der Bisphosphonattherapie lokal zu

vermindern.
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6. Zusammenfassung

Die Medikamentengruppe der Bisphosphonate gehdért zu den osteoanabolen
Stoffen, die bei einer Vielzahl von Krankheiten des Knochengewebes eingesetzt
werden. Wesentliche Indikationen sind Osteoporose, Morbus Paget sowie
onkologische Krankheitsbilder wie das Multiple Myelom oder ossare Metastasen.
Eine Nebenwirkung ist die Entstehung von Kiefernekrosen unter
Bisphosphonattherapie. Die Bisphosphonat assoziierte Kiefernekrose kennzeichnet
sich durch einen freiliegenden nekrotischen Kieferknochen und stellt eine
wesentliche Beeintrachtigung der oralen Gesundheit der betroffenen Patienten dar.
Die Pathogenese der Bisphosphonat assoziierten Kiefernekrose ist derzeit nicht
vollstandig geklart, wird aber als multifaktorieller Genese angesehen. Neben dem
Haupteffekt auf den Knochen Uben Bisphosphonate auch eine extraskelettale
Wirkung aus. Die Wirkung erfolgt, abhangig vom applizierten Bisphosphonat, tUber
einen Einbau als ATP-Analogon oder Uber die Hemmung wichtiger Enzyme des
Mevalonatstoffwechsels. Bei Letzterem kommt es zur verminderten Bildung von
Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat und konsekutiver Beeinflussung wichtiger zellularer
Signalproteine der kleinen GTPasen. Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss
verschiedener Bisphosphonate aus unterschiedlichen Generationen (Clodronat,
Pamidronat, Ibandronat und Zoledronat) auf den Knochen (Osteoblasten), das
Weichgewebe (Fibroblasten) sowie das GefalRsystem (HUVEC und EPC) zu
untersuchen. Des Weiteren soll der Effekt der Substitution des lipophilen Geranyl-
Geranyl-Pyrophosphat-Analoga Geranyl-Geraniol analysiert werden.

Im Rahmen dieser Studie konnte ein generalisierter inhibitorischer Effekt aller
Bisphosphonate auf alle untersuchten Zelllinien festgestellt werden. Hierbei wurde
das Migrationsverhalten von humanen Osteoblasten, endothelialen
Progenitorzellen, maturen Endothelzellen der Nabelschnur und Fibroblasten durch
alle getesteten Bisphosphonate signifikant gehemmt. Bei den Endothelzellen der
Nabelschnur (HUVEC) konnte bei allen stickstoffhaltigen Bisphosphonaten
(Pamidronat, Ibandronat und Zoledronat) eine signifikante Einschrankung der
Migrationsfahigkeit demonstriert werden. Eine Ausnahme bildete hierbei das nicht-
nitrogenhaltige Clodronat, bei dem dieser Effekt nicht festgestelltbar war. Bei einer
Analyse der HUVEC Uber den MTT Assay zeigten alle Bisphosphonate in einer
Konzentration von 50uM eine Einschrankung der Viabilitdt. Eine signifikante

Verminderung der Viabilitat bei 5uM konnte nur bei den Bisphosphonaten mit hoher
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biologischer Wirksamkeit (Ibandronat und Zoledronat) und nicht bei Clodronat und
Pamidronat gezeigt werden. Einen inhibitorischen Einfluss auf die Zellviabilitat der
Fibroblasten Ubten nur Clodronat, Pamidronat und Zoledronat in 50uM
Konzentration aus. Besonders ausgepragt war der Einfluss aller Bisphosphonate
auf die typische Eigenschaft der EPC, die Formation von Kolonien. Es wurde bei
allen Bisphosphonaten ab einer 5uM Konzentration eine signifikante Verminderung
dieses zelltypischen Verhaltensmusters festgestellt.

Die Zugabe von Geranyl-Geraniol, wie sie im Rahmen samtlicher durchgeflihrter
Versuchsreihen zusatzlich analysiert wurde, zeigte einen abschwachenden Effekt
der Bisphosphonatwirkung. Wahrend bei den Osteoblasten im Migrationsassay eine
generalisierte Abschwachung der Bisphosphonatwirkung unter Substitution von
Geranyl-Geraniol beobachtet wurde, war dieser Effekt nur bei Ibandronat
signifikant. Bei der Versuchsreihe mit Fibroblasten wurde bei allen
Bisphosphonaten aufler Zoledronat eine signifikante Verbesserung der
Migrationstendenz durch die Substitution von Geranyl-Geraniol beobachtet. Der
inhibitiorische Effekt bei der Migration konnte bei beiden Zellen der Angiogenese
(EPC und HUVEC) durch die Gabe von Geranyl-Geraniol signifikant verbessert
werden. Auch bei der Zellviabilitdt wurde ein abschwachender Effekt der
Bisphosphonatwirkung durch Geranyl-Geraniol demonstriert. Dieser war beim MTT
Assay bei HUVEC Zellen bei Clodronat in 50uM Konzentration und Zoledronat in
5uM und 50uM Konzentration zu verzeichnen. Die Fibroblasten zeigten eine
signifikante Verminderung der Bisphosphonatwirkung durch Geranyl-Geraniol-
Substitution bei Zoledronat 50uM und Ibandronat in 5uM und 50uM Konzentration.
Geranyl-Geraniol sorgte fur eine signifikante Verbesserung der EPC in der
Formation von Kolonien in 5uM, 25uM und 50uM Konzentration bei allen getesteten
Bisphosphonaten.

Bisphosphonate Uben einen inhibitorischen Einfluss auf Osteoblasten und
extraskelettale Zellen wie Fibroblasten, Endothelzellen (HUVEC) und endotheliale
Vorlauferzellen (EPC) aus. Dieser konnte sowohl auf die Zellviabilitat als auch auf
das Migrationsverhalten dieser Zellen demonstriert werden. Die Subsitution von
Geranyl-Geraniol verminderte diesen Effekt. Durch die anaploretische Eigenschaft
des Geranyl-Geraniol auf den Mevalonatstoffwechsel koénnte eine lokale
Verminderung der Bisphosphonatwirkung vielleicht auch in vivo erreicht werden.
Dies wuirde insbesondere zur Behandlung der Bisphosphonat assoziierten

Kiefernekrose eine mdgliche therapeutische Option darstellen. Diese Eigenschaft
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sollte in Folgearbeiten weiter untersucht werden und wlrde einen ersten

therapeutischen Ansatz der Bisphosphonat-induzierten Kiefernekrose darstellen.
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7. Conclusion

Bisphosphonates are osteoanabolic drugs commonly used in the treatment of bone
disseases including malignant bone neoplasia, bone metastasis, muliple myeloma,
Paget’'s dissease or osteoprosis. Despite their therapeutical properties one main
side effect is the development of osteonecrosis of the jaw (BP-ONJ). The
pathogenesis of BP-ONJ remains unclear, however it is assumed to be
mulitfactoriell. Although the main mechanism of action of bisphosphonates is the
inhibition of osteoclasts leading to a reduced bony remodelling, extra-sceletall
effects of bisphonsphonates have been published throughout literatur. Regarding
the generations of the bisphosphonate there are two different molecular
mechanisms of action. While first generation bisphosphates like Clodronate induced
their effect by incooperation in an ATP-analoga, recent bisphosphonat generations
inhibit enzymes in the mevalonat pathway. This leads to a reduced activation of
small GTP-binding proteins. The following cellular signaling-pathways are impaired.
The aim of this study was to analyse the impact of four bisphosphonates (Clodronat,
Pamidronat, Ibandronat and Zoledronat) on four different celllines (Osteoblasts,
Fibroblasts, Endothelial Progenitor Cells and Endothel Cells of the human umbilical
cord). Furthermore the influence of geranyl-geraniol substitution should be
investigated.

The data of the present study revealed a significant depressing effect of all four
bisphosphonates on the migration ability of fibroblasts, endothelial progenitor cells
and osteoblasts. The nitrogen containing bisphosphonates (pamidronate,
ibandronate and zoledronate) had furthermore a significant inhibitory impact on
HUVEC. The results of the MTT assay demonstrated a decreased cellviability of
HUVEC of all four bisphosphonates in a 50uM concentration. The bisphosphonates
with increased biological potency (zoledronat, ibandronat) revealed even an
inhibitory effect of cellviability in 5uM concentration. The cellviability of fibroblast
was decreased in the MTT assay in 50uM concentration of clodronate, ibandronate
and zoledronate. All four bisohosphonates showed a depressing effect on
endothelial progenitor cells typical characteristic of colony forming even in a 5uM
concentration.

Geranyl-Geraniol substitution demonstrated an attenute impact on bisphosphonate
effect on all four cell lines. The migration ability of cells of angiogenesis (EPC and

HUVEC) was significantly elevated with geranyl-geraniol subsitution of all
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bisphosphonates. Geranyl-geraniol substitution led to a significantly improved
migration ability of fibroblasts when added to the bisphosphonates clodronate,
pamidronate and ibandronate. Also a significant increase of migration after geranyl-
geraniol substitution could be observed in osteoblasts when pretreated with
ibandronate.

The tests on the viability showed an improvement after geranyl-geraniol subsitution.
The viability of fibroblasts could be significantly increased after geranyl-geraniol
susbstitution when pretreatment with ibandronate in 50uM or 5uM and zoledronate
50uM concentration had been performed. In HUVEC a significantly enhanced
viability could be observed after geranyl-geraniol subsitution in the 50uM clodronate
and 5 and 50uM zoledronate group. The impact on the typical characteristic of EPC
the colony forming property could be significantly improved after geranyl geraniol
subsitution within all four bisphosphonate groups regardsless of the tested
concentrations (5, 25 and 50uM).

Bisphosphonates have an inhibtory effect on the migration ability of all tested cells.
Furthermore they highly influence the cell-viability. Both characterics can be weaked
by the subsitution of geranyl-geraniol. These in vitro findings are a promising
approach for further testing in an in vivo model as a potential local therapeutical

agency against bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw.
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