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Fragestellung und Zielsetzung

Die genauen Auswirkungen von Bisphosphonaten auf das Mineralisierungsver-
halten von Knochen bei postmenopausaler Osteoporose sind weiterhin nicht ab-
schlieBend verstanden. Insbesondere die Frage nach unterschiedlichen Effekten
an verschiedenen Knochen- und Korperregionen ist nicht beantwortet. In dieser
Arbeit werden daher kortikaler und trabekularer Knochen aus Beckenkdmmen
und Radii mittels gBEI getrennt analysiert, um eventuell vorliegende Unter-
schiede in der Mineralisierungsverteilung aufzuzeigen.
In einem ersten Schritt sollen hierbei Knochenproben von therapienaiven, ver-
storbenen Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose untersucht werden.
Dabei werden sowohl Unterschiede zwischen Kortikalis und Spongiosa innerhalb
einer Korperregion, als auch zwischen den beiden Korperregionen Beckenkamm
und Radius untersucht. Dadurch soll der Frage nachgegangen werden, wie sich
die Mineralisierung verschiedener Knochen- und Korperregionen bei post-
menopausaler Osteoporose schon unabhangig von einer medikamenttsen The-
rapie verhalt.
Im zweiten Schritt sollen die gleichen Unterschiede an Biopsien eines Kollektivs
postmenopausaler Osteoporosepatientinnen unter Bisphosphonattherapie tber-
pruft werden. Die beiden zentralen Fragestellungen sind hierbei:

1. Liegen signifikante Effekte durch die Bisphosphonattherapie vor?

2. Sind madgliche Effekte an den genannten Lokalisationen unterschiedlich

stark ausgepragt?

Ziel dieser Arbeit ist zum einen, das Mineralisierungsverhalten osteoporotischen
Knochens in Abhangigkeit von Kérper- und Knochenregion zu untersuchen, und
zum anderen, die Frage nach einer eventuell lokalisationsabhangigen Wirkung

von Bisphosphonaten n&her zu beleuchten.



1 Einleitung und Grundlagen

Osteoporose ist eine chronische Erkrankung, die eine von drei Frauen und einen
von funf Mannern Gber 50 Jahren betrifft (Melton et al., 1998). Aktuelle Hochrech-
nungen sagen alleine fur Deutschland zwischen 2010 und 2050 8,1 Millionen Os-
teoporose-assoziierte Frakturen vorher. Am starksten hiervon betroffen sind Pa-
tientinnen mit postmenopausaler Osteoporose (Bleibler et al., 2013). In den letz-
ten Jahrzehnten haben sich daher zahlreiche Studien dieser haufigsten Form der
Osteoporose und ihrer Pharmakotherapie gewidmet. Die gréf3te Gruppe der so-
genannten antiresorptiven Medikamente bilden hierbei seit vielen Jahren Bis-
phosphonate (BP) (Russell, 2011). Ihre Auswirkungen auf Mikroarchitektur und
Mineralisierungsverteilung, und ihr genauer Wirkmechanismus sind jedoch nicht
abschlieRend verstanden und weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Dabei
werden in den Studien vielfach Knochenproben des Beckenkammes verwendet
(Bala et al., 2011; Roschger et al., 2010; Borah et al., 2010). Dieser stellt jedoch
keine typische osteoporotische Frakturlokalisation dar. Klinisch im Vordergrund
stehen vielmehr Sinterungsfrakturen der Wirbelkorper, Frakturen des Femurhal-
ses und des distalen Radius (Johnell & Kanis, 2006; World Health Organization,
2004). In dieser Doktorarbeit werden daher die Auswirkungen von Bisphospho-
naten auf die Mineralisierung des Radius, als eine der klassischen Frakturlokali-
sationen untersucht, und mit den Beckenkdmmen, als klassische Probenlokali-
sation vieler Osteoporosestudien verglichen. Spongiosa und Kortikalis, als zwei
morphologisch sehr unterschiedliche Knochenkompartimente, werden hierbei
unabhangig voneinander ausgewertet. Da jedoch bereits Uber mdgliche Unter-
schiede in der Mineralisierung verschiedener Korper- und Knochenregionen bei
therapienaiver Osteoporose wenig bekannt ist, wird zunachst eine therapienaive
Kontrollgruppe naher untersucht, bevor auf die spezifischen Auswirkungen einer
Bisphosphonattherapie eingegangen wird.



1.1 Osteoporose

Osteoporose (OPO) ist die bedeutendste Knochenerkrankung des &lteren Men-
schen. Charakteristische Hauptmerkmale sind eine niedrige Knochenmasse und
eine Verschlechterung der Mikroarchitektur, die zu erhéhter Knochenbrichigkeit
fuhren (Briggs et al., 2004; Johnell et al., 2005). Die Weltgesundheitsorganisation
(engl. World Health Organization, WHO) hat zur Definition der Osteoporose den
sogenannten T-Score eingefuhrt. Ihm liegt die Messung der Knochendichte (engl.
Bone Mineral Density, BMD) per Dual-Réntgen-Absorptiometrie (engl. Dual-
Energy-X-Ray-Absorptiometry, DXA) zugrunde, und er gibt an, um wie viele Stan-
dardabweichungen (SD) ein Wert vom Mittelwert eines gesunden Kontrollkollek-
tivs zwischen 20 und 40 Jahren abweicht. Eine Osteoporose liegt nach WHO-
Definition ab einem T-Score von —-2,5 SD vor (WHO, 2004).

1.1.1 Formen

Es werden zwei Formen von Osteoporose unterschieden, die primére und die

sekundéare. Die primare Osteoporose wird weiter unterteilt in die

e idiopathische Osteoporose des jungen Menschen,

e Typ |/ postmenopausale Osteoporose, die bei Frauen zwischen dem 50.
und 70. Lebensjahr als Folge des Ausfalls der Ovarialfunktion auftritt,

e Typ Il / senile Osteoporose, die bei Ma&nnern und Frauen ab dem 70.

Lebensjahr auftritt.

Die sekundare Osteoporose tritt infolge bestimmter Grunderkrankungen auf, wie
z.B. Hyperthyreose, Hyperparathyreoidismus, Malnutrition oder renaler Osteopa-
thie. Sie kann auch durch Medikamente ausgeltst werden wie z.B. Kortikostero-
ide, Heparine, Zytostatika oder Protonenpumpenhemmer. Aul3erdem kdnnen ei-
nige genetische Erkrankungen wie z.B. Osteogenesis imperfecta, Hypophospha-
tasie oder das Marfan-Syndrom im Verlauf eine Osteoporose bedingen (Bartl,
2004).



1.1.2 Symptomatik

Osteoporosepatientinnen konnen vollig beschwerdefrei sein, oder z.B. lber
starke Ruckenschmerzen aufgrund von Wirbelkdrperfrakturen klagen. Au3erdem
fallt teilweise ein Verlust der Korpergrol3e oder der sog. ,Witwenbuckel” durch
Sinterungen der Wirbelkdrper (WK) auf. Vielfach manifestiert sich die Erkrankung
klinisch erst durch pathologische Frakturen ohne oder nach geringem Trauma.
Neben den Sinterungsfrakturen der Wirbelkdrper treten diese charakteristischer-
weise vor allem in Femurhals und distalem Radius auf (Igbal, 2000; World Health
Organization, 2004).

1.1.3 Diagnostik

Zu unter anderem der Diagnostik und Therapie der Osteoporose hat der Dach-
verband der deutschsprachigen, wissenschaftlichen, osteologischen Gesell-
schaften (DVO) 2014 eine Uberarbeitete Leitlinie herausgegeben. Die dort ge-
nannten Empfehlungen zur Basisdiagnostik werden in Tabelle 1 zusammenge-

fasst.



Tabelle 1: Empfehlungen zur Osteoporosediagnostik des DVO,
modifiziert nach DVO-Leitlinie 2014

Anamnese und klinischer Befund

¢ Hinweise fur WK-Frakturen, wie z.B. funktionelle Einschrankungen
oder Schmerzen

e Uberprufung und wenn moglich Beseitigung von Risikofaktoren

e Messung von Korpergrol3e und -gewicht

¢ Beurteilung von Muskelkraft und Koordination, ggf. geriatrisches

Assessment

Osteodensitometrie

e Zur Optimierung der Frakturrisikobeurteilung und zur Prifung der
Indikation fur eine medikamentdse Therapie

e Empfohlenes Verfahren ist die DXA-Messung an den drei Messorten
LWS, Gesamtfemur und Femurhals

Ggf. Rontgen / andere Bildgebung

e Zur Erfassung von WK-Frakturen bei klinischen Hinweisen
e RoOntgenaufnahme der BWS und/oder LWS

e Ggf. und zur Differentialdiagnostik weitere bildgebende Diagnostik

Labor

e Zur Erfassung laborchemisch fassbarer Risikofaktoren und
sekundarer Osteoporose, anderer Osteopathien und von
Kontraindikationen fir eine medikamentdse Therapie

e Serumkalzium, Serumphosphat

e Kreatinin-Clearance

e Alkalische Phosphatase, GGT

¢ Blutbild, BSG/CRP, Serumeiweil3elektrophorese

e TSH

e 25-Hydroxyvitamin D3 als Einzelfallentscheidung, Testosteron bei
Mannern fakultativ, Knochenumbaumarker als

Einzelfallentscheidung




1.1.4 Therapie der Osteoporose

Die Therapie der Osteoporose erfordert einen interdisziplindren Therapieansatz,
bei dem medikamentése und nicht-medikamentdse Strategien eingesetzt wer-
den. Die nicht-medikamenttsen umfassen hierbei unter anderem regelméafRige
Bewegung, diatetische Empfehlungen, Sturzpravention und sog. Lifestyle-Fakto-
ren (z.B. Nikotinverzicht) (Body et al., 2011). Auch chirurgische Interventionen
wie die Vertebroplastie und Kyphoplastie gehéren zum Therapiespektrum. Im
Rahmen der pharmakologischen Therapie ist eine frakturreduzierende Wirkung
am besten fiir Bisphosphonate, Bazedoxifen, Denosumab, Ostrogene, Teripa-
ratid, Raloxifen und Strontiumranelat belegt. Die Indikationen fir eine medika-
mentdse Therapie der Osteoporose werden in der DVO-Leitlinie von 2014 neu
definiert, und sind in Tabelle 2 in verkirzter Form zusammengefasst (DVO

Leitlinie Osteoporose, 2014).

Da die verwendeten Knochenproben der vorliegenden Arbeit alle von Frauen mit
postmenopausaler Osteoporose (PMO) stammen, soll im Folgenden der Termi-
nus ,Osteoporose” nur fur diese Form der Erkrankung gelten.



Tabelle 2: Indikationen fiir eine medikamentése Therapie der Osteoporose, modifiziert
nach DVO-Leitlinie Osteoporose 2014 (Dachverband der deutschsprachigen,
wissenschaftlichen, osteologischen Gesellschaften, 2014)

1. Niedrigtraumatische WK-Fraktur 2. oder 3. Grades singular oder 1. bis
3. Grades multipel, wenn andere Ursachen einer Fraktur nicht
wahrscheinlicher sind, bei einem T-Score <-2,0, individuell auch bei

einem T-Score > -2,0

2. Niedrigtraumatische proximale Femurfraktur bei einem T-Score <-2,0,

individuell auch bei einem T-Score > -2,0

Bei typischen, osteoporotischen, radiologischen und/oder klini-
schen Aspekten von WK- oder Femurfrakturen kann in Abhangig-
keit von der Klinik ggf. auf die Knochendichtemessung verzichtet

werden.

3. Bestehende oder geplante Therapie mit oralen Glukokortikoiden > 7,5

mg Prednisolonaquivalent taglich fir > 3 Monate, wenn

e T-Score < -1,5, individuell auch wenn T-Score > -1,5
e Niedrigtraumatische WK-Frakturen oder multiple periphere

Frakturen unabhangig vom T-Score

4. Hohes 10-Jahresfrakturrisiko (>30 % fur radiographische WK-Frakturen

und proximale Femurfrakturen) wenn T-Score > -2,0




1.2 Aufbau und Funktionen von Knochengewebe

1.2.1 Funktionen von Knochengewebe

Die Aufgaben des menschlichen Knochengewebes lassen sich in mechanische
und metabolische Funktionen gliedern. In seiner mechanischen Funktion bildet
das Skelett die zentrale Stitze aller anderen menschlichen Gewebe, schitzt
empfindliche Weichteile und dient den Sehnen als Ansatzpunkt. Hierdurch er-
maoglicht es Lokomotion und aufrechten Stand.

Die metabolische Komponente umfasst im Wesentlichen die Kalzium- und Phos-
phathoméostase und die Blutbildung. Physiologischerweise befinden sich 99 %
des im Koérper vorhandenen Kalziums im Knochen, und dienen als flexibel mobi-
lisierbares Speicherreservoir. Durch bestandigen Auf- und Abbau des Knochens
(Remodeling) kann je nach Bedarf vermehrt Kalzium in den Knochen eingebaut,
oder mobilisiert werden. Bei diesem Remodeling Uberwiegt physiologisch im Kin-
desalter die Knochenformation, im jungen Erwachsenenalter sind Knochenauf-
und abbau im Gleichgewicht, und im héheren Lebensalter dominiert die Knochen-
resorption (Safadi et al., 2009).

1.2.2 Zusammensetzung und Aufbau von Knochengewebe

Die Knochenmatrix besteht zu ca. 40 % aus einer organischen und zu ca. 60 %
einer mineralischen Komponente. Die organische Komponente besteht zu tber
90 % aus Kollagen Typ |, das intrazellular als Tropokollagen synthetisiert, und
dann in Form von Kollagenfibrillen nach extrazellular exportiert wird. Dartber hin-
aus enthalt sie unterschiedliche Proteoglykane und Glykoproteine wie z.B. Oste-

okalzin, Osteopontin, Osteonektin und Knochensialoprotein (Safadi et al., 2009).

Der anorganische Anteil besteht aus Hydroxylapatit (Cas[OH|(POa4)3]), einer kris-
tallinen Ablagerungsform des Kalziumphosphats. In geringen Mengen enthélt er
auch Magnesium, Natrium, Fluorid, Citrat- und Carbonat-lonen (Safadi et al.,
2009).

Durch die vielfaltigen, mechanisch einwirkenden Krafte sind die Anforderungen

an die spezifischen Materialeigenschaften von Knochengewebe hoch. Es muss



sowohl eine hohe Druck- und Zugfestigkeit, als auch Elastizitat aufweisen. Die-
sen Erfordernissen tragt ein charakteristischer Aufbau Rechnung: Makroskopisch
lasst sich mit bloRem Auge die Gliederung in Kompakta und Spongiosa erken-
nen. Die Substantia compacta oder Kortikalis dient als harte, auf3ere Hulle und
umgibt die innenliegende Substantia spongiosa. Diese besteht aus einem dreidi-
mensionalen Netzwerk von Knochentrabekeln, das Raum fir blutbildendes und
Fettgewebe lasst. Die Ausrichtung der einzelnen Trabekel folgt den Zug- und
Drucklinien der jeweils groRten mechanischen Beanspruchung. Bei Anderung
der Belastung werden auch sie entsprechend umgebaut. Dem Prinzip der Leicht-
bauweise folgend, wird so Material gespart, und trotzdem ein Maximum an me-
chanischer Belastbarkeit erreicht. Abbildung 1 zeigt diesen charakteristischen

Aufbau anhand eines humanen, proximalen Femurs.

Abbildung 1: Humaner, proximaler Femur, Mazerationspraparat, Abbildung mit freundli-
cher Genehmigung von Dr.-Ing. Michael Hahn



Die histologische Struktur des ausgereiften Knochengewebes beim Erwachse-
nen wird als Lamellenknochen beschrieben. Dieser kann auf zwei unterschiedli-
che Arten gebildet werden: Entweder entsteht er im Rahmen der desmalen Os-
sifikation direkt aus mesenchymalen Stammzellen, wie es z.B. im Schadelkno-
chen oder Schlusselbein der Fall ist, oder eine knorpelige ,Schablone” ossifiziert
durch sukzessive Mineralisierung von Kalziumphosphat. Letzterer, als chondrale
Ossifikation bezeichneter Entstehungsweg, ist beispielsweise fur die Bildung der

langen Rohrenknochen verantwortlich (Welsch, 2005).

1.2.3 Lamellenknochen

Lamellenknochen ist physiologischerweise der Giberwiegende Knochentyp eines
ausgewachsenen Menschen. Die zentrale Baueinheit dieses Knochentyps ist das
Osteon. Dies ist eine zylindrisch bis unregelméRig geformte Knochenlamelle
(Speziallamelle), die konzentrisch um einen zentral liegenden HaversKanal an-
geordnet ist. Im Havers-Kanal liegen — eingebettet in lockeres Bindegewebe —
Blutgefal3e zur Erndhrung des Knochens. Wenn diese sich verzweigen und dann
in eigenen Kanalen schrag oder quer zu den Havers-Kandalen verlaufen, werden
sie Volkmann-Kanale genannt. Die Kollagenfasern einer Speziallamelle verlau-
fen helikal um die Gefal3achse und sind in benachbarten Speziallamellen immer
unterschiedlich ausgerichtet. Der Raum zwischen den einzelnen Osteonen wird
von sogenannten Schaltlamellen aufgefillt. Hierbei handelt es sich um die Reste
alter, abgebauter Speziallamellen, die im Rahmen des Remodelings entstehen.
Sogenannte Zement- oder Kittlinien grenzen Spezial- und Schaltlamellen scharf
voneinander ab. Dartber hinaus wird die Markhohle von einer inneren Generalla-
melle ausgekleidet, und die duRere Oberflache entsprechend von einer dul3eren
Generallamelle bedeckt. Im trabekularen Knochen der Spongiosa sind die La-
mellen unregelm&Rig angeordnet und fihren keine BlutgefaRe in den Ha-
ver'schen Kanalen (Welsch & Sobotta, 2010).

1.2.4 Geflechtknochen

Dieser Knochentyp entsteht zunachst bei der desmalen Ossifikation und im Rah-
men der Frakturheilung. Die Kollagenfasern der Matrix liegen hier in groben Bin-

deln zwischen unregelmalig verteilten Osteozyten. Im Laufe der Entwicklung



wird er grof3tenteils zu Lamellenknochen umgebaut. Geflechtknochen ist niedri-
ger mineralisiert als Lamellenknochen und dadurch sehr zugfest und biegungs-
elastisch. Nach Abschluss des Wachstums ist er lediglich an den Randern der
Schéadelnahte, in den Gehodrkndchelchen, Zahnfachern und dem Felsenbein zu
finden (Moll & Moll, 2005).

1.2.5 Knochenhéaute

Alle Knochen sind aul3en von einer bindegewebigen Knochenhaut, dem Periost
Uberzogen. Sie besteht aus einer Kollagenschicht und elastischen Fasern (Shar-
pey-Fasern), sowie einer zellreichen, inneren Schicht, die dem Knochen direkt
aufliegt. Diese innere Schicht ist reich an Nerven und Blutgefal3en, durch die der
Knochen ernéhrt und innerviert wird; aul3erdem konnen sich ihre Zellen zu Oste-
oblasten differenzieren. Die Sharpey-Fasern fixieren die Knochenhaut am Kno-
chen, und vermitteln somit die Kraftibertragung von Ansatzstellen von Muskeln

und Sehnen (Graumann & Sasse, 2004).

Im Inneren des Knochens iberzieht das sogenannte Endost die Oberflache der
Trabekel und kleidet die Markhodhle aus. Es enthalt Mesenchymzellen, die bei

Bedarf zu Osteoblasten differenzieren kénnen (Welsch & Sobotta, 2010).
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1.3 Knochenzellen

In Knochengewebe werden vier verschiedene Zelltypen unterschieden. Dabei
stellen Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und Osteozyten verschiedene Ent-
wicklungsstufen einer gemeinsamen Zellreihe dar, wahrend Osteoklasten ein ei-

genstandiger Zelltyp sind.

Osteoprogenitorzellen finden sich hauptséchlich in Endost und Periost. Sie diffe-
renzieren sich standig aus multipotenten, mesenchymalen Stammzellen und bil-
den die Vorstufe von Osteoblasten (Celso et al., 2009). Bei Bedarf (z.B. im Rah-
men der Frakturheilung) kdnnen sie aktiviert werden und sich teilen. Unter dem
Einfluss, insbesondere des Transkriptionsfaktors Runx2 (runt-related transcrip-
tion factor 2) differenzieren sie sich dann zu reifen Osteoblasten (Camilleri &
McDonald, 2006).

Osteoblasten exprimieren die alkalische Phosphatase (AP) und sezernieren eine
extrazellulare Matrix (Osteoid), die zu 95 % aus Typ-I-Kollagen besteht und wei-
tere knochenspezifische Proteine wie Osteokalzin, Osteopontin und Bone Sia-
loprotein (BSP) enthélt. Durch Einlagerung von Kalziumphosphat mineralisiert
das frisch gebildete Osteoid dann in einem mehrere Monate dauernden Prozess.
Reife Osteoblasten sind kubisch geformt, liegen in epithelartiger Anordnung auf
der Matrixoberflache und sind tGber Nexus miteinander verbunden (vgl. hierzu
Abbildung 2). Sie produzieren para- und autokrin wirkende Wachstumsfaktoren,
und besitzen Rezeptoren fir Vitamin D3 und verschiedene Zytokine und Hor-
mone, insbesondere Parathormon. Nach Bindung von Parathormon bilden sie
Zytokine und andere Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise RANKL (receptor
activator of NF-kB-Ligand), die Osteoklastenvorlauferzellen zur weiteren Diffe-

renzierung stimulieren (Soltanoff et al., 2009).
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Abbildung 2: Lichtmikroskopische Aufnahme des Osteoblastensaum (schwarze Pfeile)

an der Knochenoberflache. Unentkalkter, histologischer Schnitt in Toluidinblaufarbung,

100-fache VergrofRerung, Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr.-Ing. Michael
Hahn

Im weiteren Verlauf gibt es fur Osteoblasten vier mogliche Entwicklungen:

e Sie gehen per Apoptose zugrunde.

e Sie treten in einen inaktiven Ruhezustand ein, und werden so zu
sogenannten endostalen Saumzellen (Knochendeckzellen, engl. Bone
Lining Cells).

e Sie entwickeln sich zu Zellen weiter, die knorpelartiges Gewebe
produzieren.

e Sie werden durch ,Einmauerung” in den Knochen zu Osteozyten.

Ab dem 20. Lebensjahr werden Osteoblasten deutlich seltener; ab einem Alter
von 45 Jahren liegt inre Zahl meist unter 3 -5 % der Zellen, die die Knochenober-
flache bedecken (Welsch & Sobotta, 2010).

Osteozyten sind terminal ausdifferenzierte Osteoblasten, die in Lakunen der Kno-
chenmatrix eingemauert sind. Sie besitzen zahlreiche Zellfortsatze, die in soge-
nannten Cannaliculi liegen, und die sie Uber Nexus mit den Zellfortsatzen be-
nachbarter Osteozyten verbinden. So entsteht ein weitverzweigtes Netzwerk, das
den Austausch von Elektrolyten und kleineren Molekulen erlaubt, und tGber das
alle Osteozyten per Diffusion erreichbar sind. Auch mit dem Osteoblastensaum
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an der Knochenoberflache stehen sie so in Verbindung, sodass ein Stofffluss von
der Oberflache bis tief in die Osteone hinein ermdglicht wird. Die Funktion von
Osteozyten ist nicht abschlieBend geklart. Ihr aufwandig gebautes Netzwerk
scheint aber fir Kommunikation und Stofftransport innerhalb des Knochen, sowie
fur die Mechanosensorik eine entscheidende Rolle zu spielen (Aarden et al.,
1994; Bonewald, 2006; Komori, 2014). Abbildung 3 zeigt exemplarisch eine licht-
mikroskopische Aufnahme von Osteozyten, die Gber Canaliculi miteinander ver-

bunden sind.

Abbildung 3: Lichtmikroskopische Aufnahme von Osteozyten in ihren Lakunen, die Uber
Canaliculi miteinander in Verbindung stehen. 400-fache VergroRerung, Toluidinblaufar-
bung, Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr.-Ing. Michael Hahn

Osteoklasten sind mehrkernige Synzytien, die fir die Knochenresorption verant-
wortlich sind. Sie entstehen aus Vorlauferzellen, die mit dem Monozyten-Makro-
phagen-System verwandt sind. Bei der Differenzierung zu reifen Osteoklasten
sind eine Vielzahl von lokalen und systemischen Faktoren beteiligt. In den letzten
Jahren konnte der von Osteoblasten sezernierte RANK-Ligand als einer der ent-
scheidenden identifiziert werden. Er bindet und aktiviert den RANK-Rezeptor
(Receptor Activator of NF-kB), der auf der Oberflache von Osteoklastenvorlau-
ferzellen exprimiert wird, und setzt so die weitere Differenzierung in Gang. Anta-

gonisierbar ist dieser Prozess durch Osteoprotegerin, das mit hoher Affinitat
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RANK-Ligand bindet, dessen Aktivitat neutralisiert und somit die Osteoklastoge-
nese regulieren kann. Neben diesen lokal produzierten Faktoren sind auch sys-
temisch wirksame Hormone wie Calcitonin, Parathormon und Vitamin D an der
Regulation der Osteoklastenformation beteiligt (Keller, 2010; Khosla, 2001). Ab-
bildung 4 zeigt exemplarisch mehrkernige Osteoklasten in einer lichtmikroskopi-

schen Aufnahme.

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahme von Osteoklasten mit mehreren Zellkernen
(schwarze Pfeile), 200-fache VergroRerung, Masson-Goldner-Farbung. Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Dr.-Ing. Michael Hahn
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1.4 Remodeling

Wie die meisten anderen biologischen Gewebe, unterliegt auch Knochen einem
standigen Auf-, Um- und Abbau. Dieser, als Remodeling bezeichnete
Reparaturmechanismus, dient der Erhaltung eines funktionsfahigen
Skelettsystems. Er erfordert eine feine Regulation, um die Balance zwischen
osteoklastischer Resorption und osteoblastischer Knochenbildung zu
gewahrleisten. Diese Balance kann durch verschiedene Faktoren gestort
werden, wie z.B. postmenopausale, hormonelle Umstellungen,
Nierenerkrankungen, Immobilitdt oder verschiedene Medikamente (Feng &
McDonald, 2011).

Im Folgenden soll der Remodelingzyklus, beginnend mit der osteoklastischen
Resorption, naher erlautert werden: In der Spongiosa bilden reife Osteoklasten
durch Ansduerung erste Resorptionshéhlen, die sogenannten Howship-Lakunen
an der Oberflache der Trabekel. Dort, wo die Zellmembran der Osteoklasten di-
rekt an der Knochenmatrix anliegt, bildet sie einen sogenannten Faltensaum
(engl. Ruffled Border). Zwischen Faltensaum und Knochenoberflache entsteht so
ein funktionell abgegrenzter Raum, das ,subosteoklastische Kompartiment”. Die-
ses wird an den Seiten versiegelt, indem sich zahlreiche Aktinfilamente der Zelle
Uber Integrine wie Osteopontin an Matrixkomponenten anheften. In der Zell-
membran des Faltensaums befinden sich eine ATP-abhangige Protonenpumpe
und eine Carboanhydrase, die die Abgabe von Protonen in das subosteoklasti-
sche Kompartiment ermdglichen. Durch das so entstehende saure Milieu werden
zum einen die HA-Kristalle angedaut. Zum anderen werden saure Hydrolasen
aktiviert, die dann die organische Matrix abbauen (Welsch & Sobotta, 2010).
Durch diese Resorptionsmechanismen wird alter oder geschadigter Knochen ab-
gebaut. Resorption und Knochenneubildung finden immer parallel und in gegen-
seitiger Abhangigkeit statt. Im Sinne eines Ruckkopplungsmechanismus ist die
Osteoklastentatigkeit mit den Osteoblasten verbunden: Beim Abbau der Kno-
chenmatrix werden dort gebundene Wachstumsfaktoren mobilisiert, die dann die
Osteoblasten stimulieren. Diese wiederum konnen die Funktion von Osteoklas-
ten entweder durch Sekretion von RANKL verstarken oder durch Sekretion von
Osteoprotegerin hemmen. Werden die Osteoblasten stimuliert, sezernieren sie
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Osteoid, die noch nicht verkalkte Knochenmatrix in den Raum der Howship-Laku-
nen, der durch die Resorption entstanden ist. Durch Einlagerung von HA-Kristal-
len verkalkt das Osteoid dann in einem zweistufigen Mineralisierungsprozess.
Dabei unterscheidet man die primare Mineralisation, die innerhalb weniger Mo-
nate abgeschlossen ist, von der sekundaren, die sich tuber Jahre erstreckt, und
zu hochmineralisiertem, ,alten” Knochen fthrt (Lullmann-Rauch, 2009). In jedem
Knochen liegen normalerweise viele unterschiedliche Mineralisationsstufen ne-

beneinander vor.

Um seine vielfaltigen Funktionen erfillen zu kdnnen, unterliegt der Mineralisie-
rungsprozess physiologischerweise einer feinen Regulierung. Ist diese gestort,
und liegt insgesamt ein zu geringer Mineralgehalt vor, verliert der Knochen an
Festigkeit, wie es z.B. beim Krankheitsbild der Osteomalazie der Fall ist
(Roschger et al., 2003). Uberwiegen die hochmineralisierten Anteile in pathologi-
schem Ausmal3, wie bei der Osteogenesis imperfecta, treten vermehrt Frakturen
auf. Durch den Grad der Mineralisierung werden so Starke und Widerstandsfa-
higkeit des Knochens wesentlich mitbestimmt (Boyde et al., 1999).

Der Umbau in der Kompakta erfolgt vergleichbar zu den Vorgangen in der Spon-
giosa, weist aber einige charakteristische Unterschiede auf: Eine Gruppe von Os-
teoklasten resorbiert die bestehende Knochenmatrix, sodass ein sog. Bohrkanal
entsteht. Im Verlauf folgen Bindegewebe, Gefal3e und marklose Nerven, und eine
Gruppe von Osteoblasten sezerniert die erste Osteoidlamelle an der Wand des
Bohrkanals. Die néchste Kolonne von Osteoblasten produziert die zweite La-
melle, wodurch die erste Osteoblastengeneration eingemauert und zu Osteozy-
ten wird. Die letzte Osteoblastengeneration wird nicht eingemauert und bildet zu-
sammen mit unreifen Vorlauferzellen dann das Endost. Als Ergebnis dieses Pro-
zesses entsteht nach mehreren Monaten ein neues Osteon mit zentralem Ha-

vers-Kanal (Hauge et al., 2001).

Im Rahmen des Remodelings sind Osteoklasten und -blasten als sog. Bone Mul-
ticellular Units (BMU) organisiert, die zeitlich und rdumlich koordiniert arbeiten.
Im Laufe eines Jahres werden so ca. 10 % der Knochenmasse eines Menschen
umgebaut, sodass das Skelett nach zehn Jahren einmal vollstandig ,erneuert”
wurde (Lallmann-Rauch, 2009; Welsch & Sobotta, 2010).
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1.5 Bisphosphonate

Schon 1969 konnten Fleisch et al. in einer wegweisenden Arbeit zeigen, dass
Bisphosphonate die Knochenresorption behindern (Fleisch et al., 1969). Seit
1979 werden sie als Therapeutikum gegen Osteoporose eingesetzt (Reginster,
1999). Seitdem konnte vielfach eine effektive Minderung des Frakturrisikos nach-
gewiesen werden (Black et al., 2000; Ott, 2011; Pols et al., 1999).

1.5.1 Aufbau

Chemisch gesehen sind Bisphosphonate stabile Analoga zu natirlich vorkom-
menden, anorganischen Pyrophosphaten. Aufgebaut aus einem zentralen C-
Atom, das zwei Phosphonatgruppen verbindet, sind sie chemisch sehr stabil,
auch gegenuber enzymatischen Spaltungen (Rogers, 1999). Die beiden Phos-
phonatgruppen sind sowohl fiir die hohe Affinitat zu Hydroxylapatit (HA), als auch
fur die zellvermittelte Aktivitat verantwortlich. Es werden zwei Hauptgruppen von
Bisphosphonaten unterschieden: Aminobisphosphate (wichtige Vertreter:
Alendronat (ALN), Ibandronat, Risedronat) und Alkylbisphosphate (wichtige Ver-
treter: Clodronat und Etidronat) (Rogers, 1999). Da alle Patientinnen der vorlie-
genden Arbeit zu Lebzeiten Alendronat einnahmen, soll im Folgenden der Ein-
fachheit halber nur von Bisphosphaten die Rede sein. Gemeint sind hiermit aus-
schliel3lich Aminobisphosphonate, und auch alle Aussagen zu pharmakologi-

schen Details betreffen nur diese Klasse.

1.5.2 Pharmakomechanismen

Die Wirkungen von Bisphosphonaten lassen sich in physikochemische und zell-

vermittelte unterteilen. Die physikochemischen Wirkungen umfassen dabei:

e Inhibition der de novo Préazipitation von Kalziumphosphat
e Verzogerung der Umwandlung von amorphem zu kristallinem HA

e Inhibition der Aggregation und Dissolution der HA-Kristalle

Die zellvermittelten Wirkungen spielen jedoch laut Boivin und Meunier (Boivin &

Meunier, 2002) eine weitaus wichtigere Rolle: Nach Bindung an HA werden die
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Bisphosphonate durch Endozytose in die Osteoklasten aufgenommen. Dort inhi-
bieren sie die Farnesylpyrophosphatsynthase (FPP-Synthase) und Geranyl-
geranyldiphosphatsynthase (GGPP-Synthase). Bei den genannten handelt es
sich um wichtige Schliisselenzyme des Mevalonatstoffwechsels, der Teil der Ste-
roidsynthese ist. In intakten Osteoklasten werden FPP und GGPP an GTP-bin-
dende Proteine gekoppelt, was als Prenylation bezeichnet wird. Durch Hemmung
dieser Prenylation verhindern Bisphosphonate, dass diese Proteine ihre vielfalti-
gen Aufgaben wie Membranstabilitat, Organisation des Zytoskeletts, Uberwa-
chung der Zellmorphologie und Steuerung der Apoptose erfillen kdnnen. Funk-
tion und Uberleben der Osteoklasten werden so essentiell beeintrachtigt (Rogers
et al., 2000). Dadurch wird die Knochenresorption zwar indirekt, aber effektiv ge-
hemmt (Russell et al., 2007; van Beek et al., 1999).

Neben den genannten, sind es noch eine Reihe weiterer Mechanismen, die zur
antiresorptiven Wirksamkeit der Bisphosphonate beitragen: Fleisch beschrieb
eine Hemmung von Phosphatasen und sauren Hydrolasen der Osteoklasten
(Fleisch, 1993). Dartber hinaus bewirkt eine direkte Wirkung auf die Sekretion
von lysosomalen Enzymen, dass die hydrolytische Spaltung der Knochenmatrix
blockiert wird (Rogers et al., 2000). Neben den Wirkungen auf Osteoklasten ist
in vitro auch eine verstéarkte Differenzierung und Reifung von Osteoblastenvor-
stufen beschrieben (Im et al., 2004; von Knoch et al., 2005).

1.5.3 Kontrolle und Validierung der Effekte von Bisphosphonaten auf den
Knochen

Es existiert derzeit kein valides Diagnostikinstrument, um die Effekte von Bis-
phosphonaten auf Knochengewebe in ihrer Gesamtheit nachzuweisen und zu
kontrollieren. Die verschiedenen Wirkmechanismen werden in der klinischen Pra-

xis routinemanig auf zwei Arten kontrolliert und quantifiziert.

Zum einen gibt es verschiedene Laborparameter, die als Surrogatparameter fr
Knochenturnover eingesetzt werden, und deren Spiegel sich nach der Einnahme
verandern. Als Resorptionsmarker gelten Urinparameter wie Pyridinolin, Hydro-
xiprolin und N- und C-Telopeptid-Crosslinks, die schon in den ersten Monaten
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nach Therapiebeginn absinken (Harris et al., 2013). Die Marker fir Knochenbil-
dung — Propeptide von Kollagen-Typ-I, Osteokalzin und die knochenspezifische

alkalische Phosphatase — werden aus dem Serum bestimmt (Looker et al., 2000).

Knochenformations- und Knochenresorptionsmarker werden zusammenfassend
als Turnovermarker bezeichnet und reagieren beide auf eine Bisphosphonatein-
nahme mit einem Ruckgang ihrer Spiegel, wie in verschiedenen Arbeiten gezeigt
werden konnte: N-Telopeptid-Crosslinks und Osteokalzin reagierten in einer Stu-
die von Ravn et al. auf Bisphosphonate schon nach sechs Monaten mit einem
signifikantem Absinken (Ravn et al., 1999). Auch Fink et al. konnten zeigen, dass
alle Formations- und Resorptionsmarker vier Monate nach Beginn einer Bisphos-
phonattherapie signifikant sanken (Fink et al., 2000). Die knochenspezifische al-
kalische Phosphatase fiel in einer Studie von Bauer et al. nach Bisphos-

phonateinnahme signifikant ab (Bauer et al., 2004).

Turnovermarker sind demnach sensitiv und reagieren schnell auf Schwankungen
im Turnover. Zur Wahl des richtigen Medikaments oder als alleinig ausreichende
Kontrolle des Therapieerfolges gentgen sie jedoch nicht. Deshalb werden sie
aktuell fur die klinische Praxis nur als zusatzliches Instrument bei Therapieent-
scheidungen und Verlaufskontrollen empfohlen (Bergmann et al., 2009; Wheater
et al., 2013).

Bei Verlaufskontrollen nach Initiation einer Bisphosphonattherapie reagieren die
Turnovermarker schneller als die BMD-Messung, die als zweite Diagnostikme-
thode routinemallig in der klinischen Praxis angewandt wird. Obwohl BMD und
Turnovermarker signifikant korrelieren, eignen sich die Marker bei einzelnen Pa-
tientinnen nicht als Pradiktor der BMD (Bergmann et al., 2009).

In der Osteoporosediagnostik und -therapiekontrolle nimmt die Bildgebung per
DXA immer noch einen zentralen Stellenwert ein, u. a. weil die WHO-Definition
der Osteoporose an die BMD geknipft ist. Die DXA-Messung ist kostengtinstig,
strahlungsarm, reproduzierbar, in Deutschland tberall verfigbar und wird weiter-
hin vielfach empfohlen (DVO Leitlinie Osteoporose, 2014). Trotzdem haben 82 %
aller postmenopausalen Frauen mit Frakturen einen T-Score groRRer als - 2,5,

also nach WHO-Definition keine Osteoporose (Siris et al., 2004). Zoehrer et al.
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fuhrten auRerdem tber 80 % der Frakturrisikoreduktion nach Bisphosphonatthe-
rapie auf Verdnderungen der Knochengeometrie, Mikroarchitektur und Mineral-
und Gewebeeigenschaften (wie z.B. die BMDD) zurtick, die durch die BMD nicht
abgebildet werden kdnnen (Zoehrer et al., 2006).

Die Ursachen fur die genannten Limitationen der DXA liegen in der Art der BMD-
Erstellung durch die DXA. Diese kann nur quantitativ einen Dichtewert ermitteln,
aber nicht zwischen Verdnderungen des Knochenvolumens und des Mineralisie-
rungsgrades differenzieren. Entsprechend kénnen die Ergebnisse fir die BMD-
Messung einer Knochenregion dieselben sein, unabhangig davon, ob dort ein
hohes Knochenvolumen vorliegt, oder ein niedriges Knochenvolumen stark mi-

neralisiert ist (Roschger et al., 1998).

Dies hat womdoglich auch Auswirkungen auf die DXA-Messwerte bei Patienten-
Innen, die Bisphosphonate einnehmen. Unter Bisphosphonattherapie wird die os-
teoklastische Resorption stark vermindert. Die Osteoblasten hingegen werden
zwar gehemmt, scheinen aber die noch vorhandenen, leeren Resorptionshdhlen
aufzufillen, was den schnellen BMD-Anstieg in den ersten Einnahmemonaten zu
erklaren scheint. Im Rahmen der sekundaren Mineralisierung steigt dann das
BMD in den folgenden Monaten und Jahren weiter an, auch wenn die Formation
gehemmt wird. Es wird kaum noch neuer Knochen gebildet, aber der schon be-
stehende, Uber Jahre hinweg starker mineralisiert. Schlussendlich persistieren
Resorption und Formation auf einem niedrigeren als dem Ausgangsniveau.
(Russell et al., 2007).

Fur ein tiefergehendes Verstandnis daflr, wie sich Mineralisierung und Mikroar-
chitektur durch eine Bisphosphonateinahme verandern, eignet sich die klassi-
sche DXA-Messung daher nicht. Eine neue Mdglichkeit, die jedoch auch auf den
DXA-Bildern beruht, ist der sog. Trabecular Bone Score (TBS). Er soll genauere
Informationen tber Mikroarchitektur und Frakturrisiko von spongidsem Knochen
liefern (Silva et al., 2014). Bei widersprtchlichen und ungenigenden empirischen

Daten hierzu bleibt der Mehrwert fr die klinische Nutzung abzuwarten.
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Eine Methode, um die genannten Details experimentell untersuchen zu kénnen
ist die quantitative Rickstreuelektronenmikroskopie (engl. Quantitative Backscat-
tered Electron Imaging, gBEI). Hierbei wird nicht die Knochendichte gemessen,
sondern in Form eines Histogrammes die Knochendichteverteilung (engl. Bone
Mineral Density Distribution, BMDD). Funf charakteristische Parameter zur Be-
schreibung dieses Histogrammes wurden definiert. Anhand dieser lassen sich
sehr genaue Informationen Uber die tatsachliche Mineralisierungsverteilung und
-heterogenitéat und sehr niedrig- und hochmineralisierte Anteile von Knochenge-

webe gewinnen (vgl. Kapitel 1.7.4).

1.5.4 Das BioAsset-Konsortium

Dem tieferen Verstandnis von Osteoporose und den Effekten von Bisphospho-
naten bei Osteoporose widmet sich das BioAsset Konsortium. BioAsset steht fir
.Biomechanically founded individualized Osteoporosis Assessment and Treat-
ment” und ist ein Forschungskonsortium mit Beteiligung verschiedener deutscher
Universitaten und Forschungszentren. In mehreren Clustern werden Fragestel-
lungen experimentell und klinisch bearbeitet. Kernthema sind hierbei die Effekte
von Bisphosphonaten insbesondere auf BMD, Mikrostruktur und Materialeigen-
schaften von Knochengewebe. Ziel ist unter anderem die Entwicklung biomecha-

nisch und histologisch begriindeter Diagnostik- und Therapieempfehlungen.
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1.6 Rasterelektronenmikroskopie

1.6.1 Funktionsweise eines Rasterelektronenmikroskops

In einer Hochvakuumkammer wird ein fein geblindelter Elektronenstrahl erzeugt.
Dieser tastet die Oberflache einer Probe gleichmafiig ab, wodurch Wechselwir-
kungen zwischen Probenoberflache und Elektronenstrahl entstehen. Die dabei
auftretenden Strahlen bzw. Elektronen kdnnen durch spezifische Detektoren auf-
genommen und in elektrische Signale umgewandelt werden. Um ein Bild zu er-
zeugen, werden diese Signale dann verstarkt, und ihrer Intensitat entsprechend
in verschiedenen Helligkeiten am Monitor angezeigt (Egerton, 2005; Koehne,
2012).

1.6.2 Quantitative Ruckstreuelektronenmikroskopie / Quantitative
Backscattered Electron Microscopy

Bei der vorliegenden Arbeit wurde die sog. Ruckstreuelektronenmikroskopie
(engl. Backscattered Electron Microscopy / BSE Microscopy) angewandt. Sie ist
besonders geeignet zur Messung des Mineralgehalts von Geweben, da die
Menge der emittierten Riickstreuelektronen hauptsachlich von der Atommassen-
zahl des Materials und der Oberflachenbeschaffenheit abhangt (Egerton, 2005).
Der Einfluss der Oberflachenbeschaffenheit wird durch Feinschliff mit anschlie-
Render Politur, sowie eine Beschichtung mit Kohlenstoff vernachlassigbar gering.
Entsprechend korrelieren die riickgestreuten Elektronen und damit die Grauwerte
im erzeugten Bild mit der Atommassenzahl im untersuchten Gewebe. Da Kalzium
mit 20 eine wesentlich hohere Ordnungszahl hat, als die anderen vorkommenden
Bestandteile (H=1, C=6, O =8, P =15), hangt die durchschnittliche Atommasse
hauptsachlich davon ab (Koehne, 2012). Sowohl Roschger et al., als auch
Skedros et al. konnten zeigen, dass in der BSE-Mikroskopie die Intensitatswerte
proportional zum Kalziumgehalt der korrespondierenden Stellen einer Knochen-
probe sind (Roschger et al., 1995; Skedros et al., 1993).

Zur Eichung der Bildverarbeitung haben sich Standards aus Kohlenstoff (Atom-

masse C = 6) und Aluminium (Atommasse Al = 13) bewahrt. Helligkeit und Kon-
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trast werden so eingestellt, dass sich fir die Eichstandards spezifische Grau-
werte als Abbildung der gemessenen Signalintensitaten ergeben (5 fur Kohlen-
stoff und 222,4 fur Aluminium). Durch diese Eichung wird auf einer Grauwertskala
(0—255) ein Spektrum von rein organischer Matrix (Osteoid) bis zu vollstandig
mineralisierter Matrix (reines Hydroxylapatit, Ordnungszahl 14,06) dargestellt.
Zur Kontrolle dieser Eichung wird die Energiedispersive Rontgenspektroskopie
(EDX) angewandt, die die charakteristische Réntgenstrahlung detektiert. Diese
entsteht beim Ubergang zwischen den Energieniveaus der inneren Elektronen-
hdlle und ist fur jedes Element charakteristisch. Dadurch eignet sie sich zur
Quantifizierung aller Elemente eines untersuchten Materials. Da aber nur sehr
kleine Areale so gemessen werden kénnen, wéaren die Messergebnisse fur die
Zusammensetzung einer gesamten Knochenbiopsie unzuverlassig. Deshalb wird
sie nur zur Validierung der durch gBEI ermittelten Mineralisierungsanalysen ver-
wendet (Roschger et al., 1998; Koehne 2012).

1.6.3 Bone Mineral Density Distribution (BMDD)

Zur Quantifizierung der Mineralisierungsverteilung wird das sogenannte BMDD-
Histogramm definiert. Es bildet auf der Abszisse den Mineralgehalt ab — in der
vorliegenden Arbeit Kalzium in Gew.-% (Gewichtsprozent). Auf der Ordinate zeigt
es die Haufigkeit des Auftretens in Prozent der gemessenen Knochenflache. Ab-
bildung 5 zeigt ein schematisches BMDD-Diagramm. Funf Parameter wurden zur

statistischen Auswertung festgelegt:

e Ca-Mean: Mittlerer Kalziumgehalt in Gew.-%

e Ca-Peak: Am haufigsten auftretender Kalziumgehalt in Gew.-% (Teilweise
in der Literatur ,CaMaxFrequ”)

e Ca-Width: Entspricht der Standardabweichung des Histogramms und
zeigt die Varianz der Mineralisierungsverteilung in A-Gew.-% (Manche
Autoren verwenden statt der Standardabweichung auch die
Halbwertsbreite (engl. Full Width at Half Maximum (FWHM))

e Ca-Low: Es wird die 5%-Perzentile des jeweiligen Kontrollkollektivs
errechnet und auf das Histogramm angewandt. Die Flache unter der Kurve

bis zu dieser 5%-Perzentile ergibt Ca-Low in % der Knochenflache.
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Spezifischer Parameter, um frischen, niedrig mineralisierten Knochen
abzubilden

Ca-High: Vergleichbar mit Ca-Low, aber unter Anwendung der 95 %-
Perzentile, ebenfalls in % der Knochenflache. Spezifischer Parameter fir

alten, hochmineralisierten Knochen
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Abbildung 5: Schematisches BMDD-Histogramm
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchtes Kollektiv

Die verwendeten Knochenbiopsien wurden im Rahmen des BioAsset-Konsorti-
ums gewonnen. Ziel dieser Studie war, die Effekte von Bisphosphonaten auf den
Knochen sowohl mit bildgebenden Verfahren, als auch mit biomechanischen

Techniken zu untersuchen.

Einschlusskriterien der verstorbenen Donoren waren hierbei: Osteoporose (ent-
sprechend WHO-Definition, nach der eine Osteoporose ab einem T-Score von
- 2,5 und weniger in der DXA-Messung von Femur oder Lendenwirbelsaule vor-
liegt), weibliches Geschlecht, Postmenopause, Alter zwischen 60 und 90 Jahren,
Frakturen von Wirbelkdrpern, Schenkelhals oder distalem Radius nach dem 50.
Lebensjahr, eine GrolRenabnahme lber zwei Zentimeter, ein sogenannter ,Wit-
wenbuckel”, eine Totalendoprothese des Huftgelenks (Huft-TEP) oder eine Ver-

tebro- oder Kyphoplastie.

Ausschlusskriterien waren eine drittgradige Niereninsuffizienz oder Nierentrans-
plantation in der Anamnese, Immobilitat tber ein Jahr, maligne Knochentumoren,
andere antiresorptive Therapien als Bisphosphonate, Bisphosphonate kirzer als
ein Jahr und die Einnahme von Strontiumranelat oder Fluoriden. Ein- und Aus-

schlusskriterien sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Mitarbeiterlnnen des Instituts fir Rechtsmedizin des Universitatsklinikums Ham-
burg Eppendorf untersuchten die Leichen der Verstorbenen im Rahmen der Au-
topsie oder zweiten Leichenschau anhand des Kriterienkatalogs (vgl. Tabelle 3).
Die Einverstandniserklarungen wurden von den Angehdrigen samtlicher Patien-
tinnen eingeholt. Die Studie wurde durch die zustandige Ethikkommission der

Arztekammer Hamburg (PV 3486) genehmigt.
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Tabelle 3: Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

e Postmenopausale Frauen ¢

e 60-90 Jahre

e Osteoporose (T-Score < 2,5)

e Wirbelkorper-, Schenkelhals-
oder distale Radiusfraktur
jenseits des 50. Lebensjahrs

e GrolRenabnahme > 2 cm

e ,Witwenbuckel”

e HUft-TEP / Vertebro- oder
Kyphoplastie

Nierentransplantation oder
Niereninsuffizienz Ill. Grades

in der Anamnese

Immobilitat > 1 Jahr

Maligne Knochentumoren

Einnahme v. Strontiumranelat

Einnahme v. Fluoriden

Andere antiresorptive

Therapien als BP

BP <1 Jahr

2.1.2 Gruppeneinteilung

Zum Ende der Akquirierungsphase konnten insgesamt 31 Donoren zwischen 65

und 90 Jahren eingeschlossen werden. Mit Hilfe der betreuenden Allgemeinme-

dizinerlnnen und Angehdrigen wurde eine genaue Medikamentenanamnese bis

zum Lebensende erhoben. Bei 20 Patientinnen lag zu Lebzeiten zwar eine post-

menopausale Osteoporose vor, es erfolgte aber keinerlei antiresorptive Therapie

in mindestens den funf letzten Lebensjahren (= Kontrollgruppe, im Folgenden

,OPQO"). EIf Patientinnen erhielten das Zweit-Generations-Bisphosphonat

Alendronat, 70 mg pro Woche (= Therapiegruppe, im Folgenden ,BP”). Alter, Ein-

nahmedauer der BP und BMI sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Gruppeneinteilung

OPO BP Gesamt
Stichprobengrol3e n 20 11 31
Alter in Jahren 80.5+8 8157 817
Einnahmedauer BP in Jahren - 35+2 -
BMI in kg/m?2 215+4 22.7+5 219+5
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2.2 Probenvorbereitung

2.2.1 Gewinnung der Proben

Es wurden Biopsien aus Radius und Beckenkamm entnommen. Bei den Radius-
proben handelte es sich um axiale, 0,5 cm dicke Scheiben des distalen Radius.
Diese wurden nach einem standardisierten Verfahren mit Hilfe einer Diamant-
sage (EXAKT 310 CP mit EXAKT Diamanttrennband 0,3 mm D64, EXAKT-Ap-
paratebau, Norderstedt, Deutschland) 0,8 cm von der distalen Gelenksflache ent-
fernt, entnommen. Fir die Beckenkammbiopsien wurden an der Entnahmestelle
nach Bordier 2 cm dorsal der Spina iliaca anterior superior und 2 cm kaudal der
Cristailiaca ein 1cm x 1 cm x 0,5-1 cm grof3es bikortikales Knochenstlick eben-
falls mit der oben genannten Diamantsage herausgeséagt. AnschlielRend wurden
die unentkalkten Proben fur mindestens drei Wochen in gepufferter 3,5 %iger
Formalinlésung (Grimm GmbH, Torgelov, Deutschland) fixiert, um eine Gewebs-

destruktion zu vermeiden.

2.2.2 Entwasserung und Infiltration

Die fixierten Proben wurden anschlielend in einem Autotechnicon (Bavimed
GmbH, Birkenau, Deutschland) in einer aufsteigenden Alkoholreihe (3 x 80 %
(V/V) Ethanol, 4 x 96 % (V/V) Ethanol, 5x 100 % (V/V) Ethanol) (Geyer GmbH,
Hamburg, Deutschland) fur je ca. eine Stunde entwassert. Anschlie3end erfolgte
die Infiltration in zwei aufeinanderfolgenden Infiltrationsgangen fir je mindestens
24 Stunden.

Der gesamte Infiltrationsvorgang erfolgte bei einer Temperatur von + 4° Celsius,
um ein vorzeitiges Polymerisieren zu verhindern. Die genauen Zusammenset-
zungen der Infiltrationslosungen sind in Tabelle 5 aufgelistet, wobei Methylme-
thacrylat (MMA, Merck 800590) mit Hilfe von Aluminiumoxid 60 (Merck 1.01067)

entstabilisiert wurde.
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Tabelle 5: Infiltrationslésungen

Infiltrationslésung |

e 1000 ml entstabilisiertes Methylmethacrylat (MMA) (Merck 800590)

e 100 ml Nonylphenyl-polyethyleneglycolacetat (Sigma Life Science
74432)

e 3,39 Benzoylperoxid (BPO) (Merck 801641)

¢ N,N-Dimethyl-p-Toluidin (Merck, 8.22040)

Infiltrationsldsung Il

e 1000 ml entstabilisiertes Methylmethacrylat (MMA) (Merck 800590)

e 100 ml Nonylphenyl-polyethyleneglycolacetat (Sigma Life Science
74432)

e 3,39 Benzoylperoxid (BPO) (Merck 801641)

2.2.3 Polymerisation

Im nachsten Schritt wurden die Proben mit einer der beiden breiten Schnittfla-
chen auf dem Boden von gréfienmalig passenden (15, 25 oder 75 ml) Rollrand-
glasern (Roth, Karlsruhe, Deutschland) positioniert. Diese wurden anschliel3end
mit der Polymerisationslosung — bestehend aus 200 ml Gie3ldsung mit 1000 pl
N,N-Dimethyl-p-Toluidin (DMPT) (Merck 822040) — aufgefullt. Bis zur vollstandi-
gen Aushartung wurden die luftdicht verschlossenen Glaser bei +4° Celsius im
Wasserbad gelagert. Die Zusammensetzung der Giel3ldsung ist in Tabelle 6 auf-

gelistet.

Tabelle 6: GieR3ldsung

Giel3lésung

e 1000 mlmmA

e 6,09 Benzoylperoxid (BPO) (Merck 801641)

e 100 ml Nonylphenyl-polyethyleneglycolacetat (Sigma Life Science
74432)
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2.2.4 Schleifen und Polieren

Nachdem die ausgeharteten Kunststoffzylinder aus den Glasern herausgeschla-
gen worden waren, wurden sie mithilfe des EXAKT-Schleifsystems (EXAKT 400
CS Tellerschleifgerat, EXAKT-Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) geschlif-
fen. Hierfr wurden sie auf einen Objekttrager geklebt, der Uber eine Unterdruck-
halterung in das Schleifsystem eingespannt wurde. Dann wurde zuerst die Pro-
benunterseite mit einem Schleifpapier der Kornung P 800 (Hermes WS Flex 18C,
Hermes Abrasives Ltd., Virginia Beach, Virginia, USA) glatt geschliffen. Anschlie-
Bend wurde in zwei Schritten die Probenoberseite mit Schleifpapieren aufstei-
gender Kérnung (P800 und P1200, beide von Hermes WS Flex 18C, Hermes
Abrasives Ltd., Virginia Beach, Virginia, USA) planparallel geschliffen und zum
Schluss mit Polierpapier (Kérnung 1200/1400, Silicon-Carbide Paper, Allied High

Tech Products Inc., Rancho Domingues, California, USA) poliert.

2.2.5 Besputtern

Um sie fur den Elektronenstrahl leitfahig zu machen, wurden die Proben unter
Vakuum durch Verdampfen eines Kohlegarns (Plano GmbH, Wetzlar, Deutsch-
land) mit einer dinnen Karbonschicht beschichtet (BAL-TEC CED 030 Carbon
Evaporator, BAL-TEC AG Liechtenstein). Eine mdglichst vergleichbare Dicke der
Karbonschichten wurde durch Standardisierung der Erhitzungszeiten des Koh-

legarns auf je 30 s erreicht.

Die beschichtete Probenoberflache wurde wahrend der Messungen durch ein
selbstklebendes Kohleband (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit dem Pro-

benteller verbunden, um eine gute Ableitung der Elektronen zu erreichen.

2.3 Messungen im Rasterelektronenmikroskop

Die Messungen wurden unter Hochvakuum in einem Elektronenrastermikroskop
(LEO 435 VP, LEO Electron Microscopy Ltd., Cambridge, England) durchgefihrt.
Die Beschleunigungsspannung betrug 20 kV, der Fokus-Objekt-Abstand 20 mm.
Um die Stabilitat des Elektronenstrahls zu kontrollieren, wurde er vor und nach
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jeder gemessenen Probe in einem Faraday-Zylinder mit Hilfe eines Sonden-
strommessgerats uberprift. Dabei wurde maximal eine Abweichung von +1 pA

toleriert.

Die Signalverarbeitung wurde mithilfe des mittleren Grauwerts eines Kohlenstoff-
standards (MAC Consultant Ltd., London, England) und eines Aluminiumstan-
dards (MAC Consultant Ltd., London, England) geeicht. Die Grauwerte wurden
auf 5 fur Kohlenstoff und 222,4 fur Aluminium festgelegt. Abweichungen bis max.

1 Grauwert wurden toleriert.

Wenn der Elektronenstrahl stabil und alle Einstellungen im optimalen Bereich wa-
ren, wurden die elektronenmikroskopischen Aufnahmen bei 50-facher VergroR3e-
rung erstellt. Hierbei wurden vier zuféllig gewahlte Stichproben spongiésen Kno-
chens aufgenommen. Aus der Kortikalis wurden aufgrund der geringeren Grol3e
der Biopsien zuféllig je eine Stichprobe aus den gegenuiberliegenden Anteilen

des bikortikalen Knochenspans ausgewabhilt.

Anschlielend wurden mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogrammes GIMP 2.6.2
(The GIMP Team) Verunreinigungen (z.B. durch Kohlenstofffaserriickstande vom
Sputtering) und Artefakte entfernt, um Uberschneidungen mit dem Grauwertbe-
reich der Proben bei der Datenanalyse zu verhindern. Diese Bildbearbeitungen
wurden manuell an den originalen Bilddaten ausgefiihrt, wobei Artefakte auf Ba-

sis einer Plausibilitatstiberprifung identifiziert wurden.

2.4 Mineralisationsanalyse

2.4.1 Erstellung der BMDD-Histogramme

Die nun folgende Analyse der Grauwertverteilung und Erstellung der BMDD-His-
togramme erfolgte mit Hilfe eines MATLAB-Skripts (R2014a, The MathWorks,
Natick, Massachusetts, USA), das von Annika vom Scheidt und Christoph Riedel
fur das Institut fir Osteologie und Biomechanik entwickelt wurde. Damit wurde
die auszuwertende Knochenflache, der durchschnittliche Ca-Gehalt (Ca-Mean)

und der am haufigsten auftretenden Ca-Wert (Ca-Peak) ermittelt. Die Heteroge-
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nitat der Mineralisierung wurde durch die Standardabweichung des BMDD-His-
togrammes, den sog. Ca-Width-Wert berechnet. Um die Werte fir Ca-Low und
Ca-High zu ermitteln, wurden die 5 %- und 95 %-Perzentile des Kontrollkollekti-
ves errechnet und jeweils gemittelt. AnschlieRend wurden diese gemittelten
Werte auf das Histogramm des Studienkollektivs angewendet und die Flache un-
ter der Kurve unterhalb der 5 %-Perzentile als Ca-Low-Wert und die Flache unter

der Kurve oberhalb der 95 %-Perzentile als Ca-High-Wert angegeben.

2.4.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS, Version 15.0 (IBM, Armonk, USA)
durchgeflhrt. Als Signifikanzniveau wurde p <0.05 definiert.

Alle funf BMDD-Parameter (Ca-Mean, Ca-Peak, Ca-Width, Ca-Low und Ca-High)
wurden einzeln und voneinander unabhangig statistisch analysiert. Die Normal-
verteilung der Daten wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests mit positi-
vem Resultat Gberpruft. Um die Unterschiede der Mineralisierungseigenschaften
sowohl zwischen den beiden Gruppen, als auch zwischen unterschiedlichen Kor-
perregionen zu untersuchen, wurden Varianzanalysen mit Messwiederholungen
(engl. Repeated Measures ANOVA) durchgefihrt. Im Rahmen derer wurde zu-
erst durch Mauchly's Test Uberprift, ob Sphérizitdit angenommen werden konnte.
Falls die Spharizitat verletzt war, wurde anschlieRend die Greenhouse-Geisser-

Korrektur verwendet.

Da die Knochenbiopsien unterschiedlicher Kérperregionen jeweils von derselben
Patientin stammten, wurden sowohl die Knochen- als auch Kdrperregion als In-
nersubjektfaktoren definiert. Es gab also pro Patientin die vier Auspragungen
.Beckenkamm Kortikalis”, ,Beckenkamm Spongiosa”, ,Radius Kortikalis” und
.-Radius Spongiosa” (zusammen im Folgenden ,Lokalisation” genannt). Die Un-
terschiede zwischen diesen Lokalisationen wurden als Innersubjekteffekte defi-

niert.

Als ,Gruppen” wurden entsprechend die therapienaive Osteoporosekohorte
(,OPO”) und die Bisphosphonatkohorte (,BP”) definiert. Die Unterschiede zwi-

schen den Gruppen wurden als Zwischensubjekteffekte definiert. Abschliel3end
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wurde die Abhéngigkeit zwischen Gruppe und Lokalisation tUberpruft. Alle Post-
hoc-Tests wurden mit Bonferroni-Korrektur adjustiert. Um die Starke des linearen

Zusammenhangs der verschiedenen Parameter zu testen, wurde Pearson's Kor-
relationskoeffizient verwendet.
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3 Ergebnisse und Auswertung

Grundlage der Datengewinnung in der vorliegenden Arbeit waren die rasterelekt-
ronenmikroskopischen Aufnahmen der Knochenproben, deren Grauwertvertei-
lungen ausgewertet wurden. In Abbildung 6 (a)—(d) sind exemplarisch jeweils
eine Aufnahme der vier verschiedenen Lokalisationen gezeigt, wobei Abbildung
6 (a) die Kortikalis eines Beckenkamms, (b) die Spongiosa eines Beckenkamms,
(c) die Kortikalis eines Radius und (d) die Spongiosa eines Radius zeigt. Abbil-
dung 6 (a) und (c) stammen hierbei aus der therapienaiven Kontrollgruppe; Ab-

bildung 6 (b) und (d) aus der Bisphosphonatgruppe. Die Unterschiede zwischen

den Gruppen sind jedoch mit bloRem Auge fur gewdhnlich nicht erkennbar.

(b)

(d)

Abbildung 6: Exemplarische qBEI-Aufnahmen.
(a) Kortikalis eines Beckenkamms, (b) Spongiosa eines Beckenkamms,
(c) Kortikalis eines Radius, (d) Spongiosa eines Radius
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3.1 Einfluss der Lokalisation auf die
Mineralisierungsverteilung

3.1.1 Mittelwerte der verschiedenen Lokalisationen

Im ersten Schritt wurden fur die vier Lokalisationen die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen aller finf BMDD-Parameter der Osteoporosegruppe ermittelt;

sie sind in Abbildungen 7-11 dargestelit.

Anschlielend wurden an diesen Mittelwerten die Innersubjekteffekte getestet,
um zu Uberprtfen, ob die Lokalisation generell einen Einfluss auf die verschiede-
nen BMDD-Parameter hatte. Zunachst wurde durch Mauchly's Test die Sphéri-
zitat Uberprift. War sie verletzt, wurde die Greenhouse-Geisser-Korrektur ange-
wandt. So zeigte sich, dass der Einflussfaktor Lokalisation bei Ca-Mean, Ca-Peak
und Ca-Width jeweils signifikant war; verschiedene Lokalisationen sich also hin-
sichtlich dieser Parameter signifikant voneinander unterscheiden. Auf Ca-Low
und Ca-High hatte die Lokalisation keinen signifikanten Einfluss. Die Ergebnisse
des Tests auf Signifikanz der Innersubjekteffekte aller Parameter sind in Tabelle

7 aufgelistet.

3.1.2 Geschatzte Randmittel adjustiert fur den Einflussfaktor Gruppe

Fur die genauere Untersuchung des Einflusses der Lokalisation wurden zunéchst
die geschatzten Randmittel, adjustiert flr die Gruppenzugehdarigkeit, errechnet.
Tabellen 10-14 im Anhang zeigen fir jeden gemessenen Parameter die ge-
schatzten Randmittel der vier Lokalisationen.

Um schlieBlich feststellen zu kbénnen, zwischen welchen Korper- und Knochen-
regionen genau signifikante Unterschiede vorliegen, wurden an diesen geschétz-
ten Randmitteln paarweise Vergleiche zwischen den einzelnen Lokalisationen
vorgenommen. Zum leichteren Verstandnis werden im Folgenden die einzelnen

Lokalisationen direkt einander gegenubergestellt.
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Ca-Mean - Mittelwerte der therapienaiven

Osteoporosegruppe
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Abbildung 7: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Mean: Mittelwerte der therapienai-
ven Osteoporosegruppe mit Standardabweichung

Ca-Peak - Mittelwerte der therapienaiven
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Abbildung 8: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Peak: Mittelwerte der therapienai-
ven Osteoporosegruppe mit Standardabweichung

Ca-Width - Mittelwerte der therapienaiven

Osteoporosegruppe
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Abbildung 9: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Width: Mittelwerte der therapienai-
ven Osteoporosegruppe mit Standardabweichung
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Ca-Low - Mittelwerte der therapienaiven
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Abbildung 10: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Low: Mittelwerte der therapienai-
ven Osteoporosegruppe mit Standardabweichung

Ca-High - Mittelwerte der therapienaiven
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Abbildung 11: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-High: Mittelwerte der therapienai-
ven Osteoporosegruppe mit Standardabweichung

Tabelle 7: Test der Signifikanz der Innersubjekteffekte aller Parameter. Bei Verletzung der
Spharizitat (wenn p <0,05 in Mauchly's Test) wurde die Greenhouse-Geisser-Korrektur
angewandt

Ca-Mean Ca-Peak Ca-Width Ca-Low Ca-High

Mauchly's

Test p<0,001 p<0,001 p=0,086 p<0,001 p<0,001

Spharizitat

p < 0,001
angenommen

Greenhouse-

Goissor | P<0.001  p<0,001 p=0,378 p=0,663
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3.1.3 Spongiosa: Vergleich von Beckenkammen und Radii

Im Direktvergleich zwischen der Spongiosa aus Beckenkdmmen und Radii zeigte
sich, dass — unabhangig von der Kérperregion — der spongiése Knochen bei post-
menopausaler Osteoporose eine relative Konstanz in der Mineralisierungsvertei-
lung aufweist. Bei keinem der fiunf BMDD-Parameter konnten hier auch nur an-
nahernd signifikante Unterschiede zwischen Radii und Beckenkammen nachge-
wiesen werden. Es fand sich jedoch ein nicht signifikanter Trend hin zu héheren
Mittelwerten in den Radii fur die Parameter Ca-Mean, Ca-Peak, Ca-Width und
Ca-Low. Die Daten des Vergleichs von Ca-Mean und Ca-Peak sind in Abbildung

12 dargestellt. Abbildung 13 zeigt den Vergleich fur Ca-Width, Ca-Low und Ca-
High.

Ca-Mean Ca-Peak
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Beckenkamm Radius Beckenkamm Radius

Abbildung 12: Vergleich der Ca-Mean und Ca-Peak-Werte der Spongiosa von Becken-
kdmmen und Radii auf Grundlage der geschatzten Randmittel, adjustiert flr die Gruppen-
zugehorigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fur multiple Paarver-

gleiche)
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Abbildung 13: Vergleich der Ergebnisse fur Ca-Width, Ca-Low und Ca-High der Spon-
giosa von Beckenkdmmen und Radii auf Grundlage der geschéatzten Randmittel, adjus-
tiert fur die Gruppenzugehoérigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur
flr multiple Paarvergleiche)

3.1.4 Kortikalis: Vergleich von Beckenkammen und Radii

Im direkten Vergleich der Kortikalis von Beckenkammen und Radii ergaben sich
signifikante Unterschiede fir Ca-Mean und Ca-Peak. Die kortikalen Radii zeigten
hier durchweg hdhere Mineralisierungen als die kortikalen Beckenkdmme, vgl.
Abbildung 14.

Ca-Mean Ca-Peak
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Abbildung 14: Vergleich der Ca-Mean und Ca-Peak-Werte der Kortikalis von Beckenk&m-

men und Radii auf Grundlage der geschatzten Randmittel, adjustiert fir die Gruppenzu-

gehorigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Paarver-
gleiche); * = statistisch signifikanter Unterschied
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Fir Ca-Width und Ca-Low liel3 sich zwar ebenfalls ein Trend hin zu héheren Wer-
ten fur die Radii erkennen, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signi-
fikant. Bezuglich Ca-High unterschieden sich die beiden Lokalisationen nur in ge-
ringem Malf3e und ohne statistische Signifikanz. Abbildung 15 stellt die Ergeb-

nisse des Vergleichs der Parameter Ca-Width, Ca-Low und Ca-High dar.
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Abbildung 15: Vergleich der Ca-Width, Ca-Low und Ca-High-Werte der Kortikalis von Be-
ckenkdammen und Radii auf Grundlage der geschatzten Randmittel, adjustiert fir die
Gruppenzugehdorigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fir multiple
Paarvergleiche)

3.1.5 Beckenkamm Kortikalis verglichen mit Beckenkamm Spongiosa

Der Vergleich von Kortikalis und Spongiosa der Beckenkdmme ergab signifikante
Unterschiede bei Ca-Mean, Ca-Peak und Ca-Width. Der spongiése Knochen
zeigte sowohl eine starkere Mineralisierung durch héhere Werte fur Ca-Mean und
Ca-Peak, als auch eine hohere Inhomogenitat durch gro3eres Ca-Width (vgl. Ab-
bildung 16). Hinsichtlich Ca-Low und Ca-High konnte kein signifikanter Unter-

schied erkannt werde; dieser Vergleich ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 16: Vergleich der Ca-Mean-, Ca-Peak-, und Ca-Width-Werte von Kortikalis und
Spongiosa der Beckenkamme auf Grundlage der geschéatzten Randmittel, adjustiert fiir
die Gruppenzugehorigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fir mul-
tiple Paarvergleiche); * = statistisch signifikanter Unterschied
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Abbildung 17: Vergleich der Ca-Low und Ca-High-Werte von Kortikalis und Spongiosa
der Beckenkdmme auf Grundlage der geschatzten Randmittel, adjustiert fir die Gruppen-
zugehorigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Paarver-

gleiche)
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3.1.6 Radius Kortikalis verglichen mit Radius Spongiosa

Die grol3en Unterschiede innerhalb einer Korperregion, wie sie im Beckenkamm
vorlagen, bestatigten sich innerhalb der Radii nicht. Es zeigten sich zwar fiur Ca-
Mean, Ca-Peak, Ca-Width und Ca-Low durchweg hohere Mittelwerte in der
Spongiosa als in der Kortikalis; diese Unterschiede waren aber nicht statistisch
signifikant, bzw. grenzwertig fiir Ca-Mean (p = 0,053). Fur Ca-High ergaben sich
in der Kortikalis hbhere Werte als in der Spongiosa, dieser Unterschied war je-
doch nicht signifikant. Abbildung 18 und Abbildung 19 zeigen die Daten aus dem
Vergleich der BMDD-Parameter.
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Abbildung 18: Vergleich der Ca-Mean und Ca-Peak-Werte von Kortikalis und Spongiosa
der Radii auf Grundlage der geschatzten Randmittel, adjustiert fir die Gruppenzugeho-
rigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fur multiple Paarvergleiche)
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Abbildung 19: Vergleich der Ca-Width, Ca-Low und Ca-High-Werte von Kortikalis und
Spongiosa der Radii auf Grundlage der geschatzten Randmittel, adjustiert fir die Grup-
penzugehorigkeit, mit 95 %-Konfidenzintervall (mit Bonferroni-Korrektur fur multiple
Paarvergleiche)
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3.2 Einfluss der Bisphosphonattherapie auf die
Mineralisierungsverteilung

Zunachst wurden fur alle finf Parameter des BMDD-Histogrammes die Mittel-

werte der vier Lokalisationen ermittelt; sie sind in den Abbildungen 20-24 darge-
stellt.
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Abbildung 20: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Mean: Mittelwerte der Bisphos-
phonatgruppe mit Standardabweichung
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Abbildung 21: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Peak: Mittelwerte der Bisphos-
phonatgruppe mit Standardabweichung
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Ca-Width - Mittelwerte der Bisphosphonatgruppe
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Abbildung 22: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Width: Mittelwerte der Bisphos-
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Abbildung 23: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-Low: Mittelwerte der Bisphos-
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Abbildung 24: Deskriptive Statistik des Parameters Ca-High: Mittelwerte der Bisphos-

phonatgruppe mit Standardabweichung
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Um den Einfluss allein einer Bisphosphonateinnahme auf die Mineralisierungs-
verteilung zu untersuchen, wurden anschlieBend — ungeachtet der verschiede-
nen Lokalisationen — die Zwischensubjekteffekte berechnet. Dabei befanden sich
die p-Werte fur alle BMDD-Parameter ganzlich im nicht signifikanten Bereich (vgl.
Tabelle 8). Dies bedeutet, dass eine Bisphosphonateinnahme keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Mineralisierung hatte, wenn man der Berechnung den Mittel-
wert aus allen vier Lokalisationen zugrunde legt. Daraus lasst sich noch keine
Aussage Uber die Wirksamkeit der Bisphosphonate an den jeweils einzelnen Lo-

kalisationen ableiten.

Tabelle 8: Testung der Signifikanz der Zwischensubjekteffekte aller Parameter

Ca-Mean Ca-Peak Ca-Width Ca-Low Ca-High

p-Wert 0,574 0,486 0,802 0,413 0,934

Zur genaueren Untersuchung wurden fur beide Gruppen die geschatzten Rand-
mittel, adjustiert fur die Gruppenzugehdrigkeit, berechnet (vgl. Tabellen 15 und
16 im Anhang).

Ob die Unterschiede der Mineralisierungen zwischen den verschiedenen Lokali-
sierungen von der Gruppenzugehdérigkeit abhangig waren, wurde durch die Inter-
aktion ,Lokalisation * Gruppe” in den Tests der Innersubjekteffekte Uberpruft (vgl.
Tabelle 9). Durch Mauchly's Test wurde zunachst wieder gepruft, ob Spharizitat
angenommen werden konnte. War sie verletzt, wurde die Greenhouse-Geisser-

Korrektur angewandt.

Es zeigte sich, dass die Interaktion fir die Parameter Ca-Mean, Ca-Peak, Ca-
Low und Ca-High keine signifikanten Unterschiede aufwies. Das heil3t, die Mine-
ralisierungsunterschiede zwischen den einzelnen Lokalisationen waren nicht sig-
nifikant davon abh&ngig, ob die Patientinnen Bisphosphonate eingenommen hat-

ten oder nicht.

Fur Ca-Width ergab die Interaktion einen signifikanten Unterschied, d.h. die Un-
terschiede in der Mineralisierungsheterogenitéat der verschiedenen Lokalisatio-
nen waren signifikant davon abhangig, ob die Patientinnen Bisphosphonate ein-

genommen hatten. In Kortikalis und Spongiosa der Beckenkamme, sowie der
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Kortikalis der Radii lie3en sich in der therapienaiven Osteoporosegruppe auch
stets héhere Werte fur Ca-Width erkennen, d.h. der Knochen war hier heteroge-
ner mineralisiert. Diese Relation kehrte sich in der Spongiosa der Radii um, so-
dass hier die Bisphosphonatgruppe hoéhere Ergebnisse fur Ca-Width, und somit
eine inhomogenere Mineralisierungsverteilung zeigte. Die Ergebnisse fur Ca-
Width der einzelnen Lokalisationen beider Gruppen sind in Abbildung 25 zur Ver-
anschaulichung im Uberblick abgebildet.
Tabelle 9: Tests der Innersubjekteffekte mit Test der Interaktion Lokalisation * Gruppe

der einzelnen BMDD-Parameter. Bei Verletzung der Spharizitat (p < 0,05 in Mauchly's
Test) wurde die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt, * = statistisch signifikant

Ca-Mean Ca-Peak Ca-Width Ca-Low Ca-High

Signifikanz in

. < 0,001 < 0,001 = 0,086 < 0,001 < 0,001
Mauchly's Test P P P P P

Spharizitat

p = 0,014*
angenommen

Greenhouse-

Geisser p=0426 p=0,534 p=0307 p=0,474

Ergebnisse fur Ca-Width - Gegenuberstellung der beiden
untersuchten Gruppen
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Abbildung 25: Ergebnisse fir Ca-Width — Gegenuberstellung der beiden untersuchten
Gruppen mit Standardfehler, Hellblau = Therapienaive Osteoporosegruppe, Dunkelblau =
Bisphosphonatgruppe
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Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass der Einflussfaktor Lokalisa-
tion auf die Parameter Ca-Mean, Ca-Peak und Ca-Width einen signifikanten Ein-
fluss hatte. Innerhalb der Beckenkdmme war hierbei die Spongiosa héher und
heterogener mineralisiert als die Kortikalis. Innerhalb der Radii bestatigten sich
diese Unterschiede nicht in statistischer Signifikanz; es fiel jedoch ein Trend zu
hoheren Mittelwerten in der Spongiosa fir Ca-Mean, Ca-Peak, Ca-Width und Ca-
Low auf. Im direkten Verlgeich der beiden Korperregionen zeigten Beckenkdmme
und Radii in der Spongiosa ein homogenes Mineralisierungsverhalten. In der Kor-
tikalis hingegen waren in den Radii die Ergebnisse fur durchschnittliche und hau-
figste Mineralisierung (Ca-Mean und Ca-Peak) signifikant hoher als in den Be-

ckenkdmmen.

Die Interaktion ,Lokalisation * Gruppe” war fur den Parameter Ca-Width signifi-
kant. Das bedeutet, dass hier die gefundenen Unterschiede in der Korper- und
Knochenregion auch signifikant von der Bisphosphonateinnahme abhangig wa-
ren. Hierbei wies die Bisphosphonatgruppe - mit Ausnahme der Spongiosa der
Radii - durchweg niedrigere Werte auf; der Knochen war also homogener mine-
ralisiert. Die Spongiosa der Radii zeigte ein gegenteiliges Verhalten, mit hoherer
Heterogenitat der Mineralisierung in der Bisphosphonatgruppe als der therapie-
naiven Osteoporosegruppe. Fir die anderen Parameter des BMDD-Histogram-
mes war die Interaktion ,Lokalisation * Gruppe” nicht signifikant, es war jedoch
teilweise ein Trend zu héheren Mineralisierungen in der Bisphosphonatgruppe zu

erkennen.
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4 Diskussion

4.1 Mineralisierungsunterschiede zwischen den
Korperregionen Beckenkamm und Radius

4.1.1 Spongiosa

Bei den hier untersuchten Biopsien osteoporotischen Knochens zeigte sich in der
Spongiosa ein homogenes Mineralisierungsverhalten der beiden analysierten
Kdrperregionen Beckenkamm und Radius. Im direkten Vergleich von Becken-
kdmmen und Radii wies keiner der finf BMDD-Parameter statistisch signifikante

Unterschiede auf.

Zu Mineralisierungsunterschieden zwischen den Kdorperregionen bei Osteopo-
rose ist die Datenlage insgesamt dunn. Es liegen aber fir gesunden Knochen

mehrere Arbeiten vor:

Roschger et al. haben bei der Etablierung von gBEI 2003 das BMDD-Histogramm
eines sogenanntes ,Referenz-Kollektivs” definiert. Hierflr untersuchten sie spon-
gibse Biopsien von knochengesunden Individuen unterschiedlichen Alters, Eth-
nie und Geschlecht. Beim Vergleich der Spongiosa aus Beckenkammen, Wirbel-
korpern, Femurhalsen, Femurkdpfen und Patellae fand die Gruppe um Roschger
keine Unterschiede in der Mineralisierungsverteilung. In der Altersspanne von
25-97 Jahren fanden sich nur verschwindend geringe Abweichungen der Mine-
ralisierung, ebenso hatten weder Geschlecht, noch Ethnie einen signifikanten
Einfluss. Knochenerkrankungen, wie z.B. Osteomalazie, fielen hingegen durch
signifikante Abweichungen vom Referenz-BMDD der gesunden Vergleichsko-
horte auf. Dies fuhrte die Autoren zu der Feststellung, dass in Zukunft wohl eine
Biopsie des Beckenkamms gentigen wirde, um durch gBEI sensitiv Mineralisie-
rungspathologien des gesamten Korpers diagnostizieren zu kdnnen (Roschger
et al., 2003).
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In der Arbeit von Kéhne et al. 2014 wurde dasselbe Rasterelektronenmikroskop
wie bei den hier prasentierten Daten und identische Messeinstellungen verwen-
det. Daher sind diese Daten geeignet, als gesundes Vergleichskollektiv zu den
hier prasentierten Ergebnissen der Beckenkdmme zu dienen. Kéhne et al. ver-
mal3en die spongidosen Beckenkamme einer knochengesunden Kohorte von 152
Patientinnen, unterschiedlichen Alters (30-90 Jahre), Geschlechts und BMI. Ein
Ergebnis war, dass Ca-Peak und Ca-High (und nach Adjustierung der Kovariaten
auch Ca-Mean) positiv mit dem Alter korrelieren. Die in der vorliegenden Arbeit
vermessene Kohorte war mit einer Alterspanne von 60-90 Jahren im Durch-
schnitt wesentlich alter als die von Koéhne et al. Dass die Ergebnisse fiir Ca-Mean,
Ca-Peak und Ca-High entsprechend héher ausfielen, kann als Bestétigung die-

ser These zur Alterskorrelation gewertet werden (Koehne et al., 2014).

Auch Turunen et al. stellten mittels u-CT einen direkten Vergleich der Spongiosa
verschiedener Korperregionen an. Neben signifikanten Unterschieden in der
Mikroarchitektur fanden sie eine signifikant hohere Mineralisierung des Trochan-

ter major als des Calcaneus (Turunen et al., 2013).

Abrahamsen et al. untersuchten die Korrelation der DXA-Messwerte verschiede-
ner Kérperregionen von knochengesunden Patientinnen in den ersten funf Jah-
ren nach der Menopause. In dieser Studie wichen die Messergebnisse flr den
Unterarm von denen von Hufte und Wirbelkdrpern ab. Die Autoren folgerten da-
raus, dass von der alleinigen Unterarmmessung nicht auf das Mineralisationsver-
halten des gesamten restlichen Korpers geschlossen werden koénne
(Abrahamsen et al., 2001). Die Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Arbeit ist
durch die methodische Differenz und die dadurch fehlende Unterscheidung von
Kortikalis und Spongiosa eingeschrankt. Sie kann daher lediglich als Hinweis auf
ein moglicherweise abweichendes Mineralisationsverhalten der Radii im Ver-
gleich mit den groR3en zentralen Knochenkompartimenten wie Beckenkamm und

Wirbelkdrper verstanden werden.

Da sich die genannten Arbeiten auf knochengesunde Patientinnen beziehen,
stellte sich die Frage, wie sich die Mineralisierungsverteilung in der Spongiosa
verschiedener Korperregionen bei manifester postmenopausaler Osteoporose
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verhalt. Insbesondere mit Blick auf die sehr haufigen Radiusfrakturen erschien

eine genauere Untersuchung dieser Knochenregion hier von Interesse.

Beziglich der Mineralisierungsverteilung der Spongiosa allgemein bei post-
menopausaler Osteoporose kamen gBEI-Studien an therapienaiven Patientinnen
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einerseits wurde berichtet, dass die Minerali-
sierung einer Korperregion im Vergleich zu gesunden, gleichaltrigen Kontrollen
niedriger (Ca-Mean) und inhomogener (Ca-Peak) sei (Zoehrer et al., 2006;
Roschger et al., 2008). Ruffoni et al. fuhrten dies in einer Computer-simulierten
gBEI-Studie auf vermehrt auftretende ,junge” Knochenpakete durch erhdhte Re-

modelingraten zurtick (Ruffoni et al., 2008).

Andererseits berichteten Busse et al. von signifikant erhohtem Ca-Mean und Ca-
Width in Wirbelkérpern (Th 12) osteoporotischer Patientinnen im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (Busse et al., 2009). Diese These wird auch durch die Er-
gebnisse von McNamara et al. untermauert, die erhdhte Mineralisationen bei ova-
rieektomierten Ratten fanden (McNamara et al., 2006), sowie Boyde et al. die
eine erhohte Mineralisierung durch Ostrogenentzug bei jungen Frauen feststellen
konnten (Boyde et al., 1998).

Der Vergleich von Patientinnen mit pramenopausaler, idiopathischer Osteopo-
rose und gesunden Kontrollen ergab signifikant erniedrigte Werte spongidsen
Knochens fur Ca-Mean, Ca-Peak und Ca-High. Ca-Width und Ca-Low unter-
schieden sich in dieser Arbeit nicht von der gesunden Kontrollkohorte (Misof et
al., 2012).

Die erste Gegenuberstellung von spongidsen BMDD-Parametern verschiedener
Kdrperregionen therapienaiver Osteoporosepatientinnen legten Milovanovic et
al. vor. Er verwendete in dieser Arbeit eine Untergruppe des Studienkollektivs der
vorliegenden Dissertation, und zog sie zum Vergleich mit anderen Korperregio-
nen heran. Der trabekulare Knochen von Wirbelkdrpern und Beckenkdmmen un-
terschied sich hier nicht signifikant, auch zwischen Beckenkammen und Radii

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Allerdings konnten im direkten Ver-
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gleich der Spongiosa von Wirbelkérpern und Radii signifikant héhere Mineralisie-
rungen bei Ca-Mean und Ca-Peak in den Radii gezeigt werden (Milovanovic,

Zimmermann, et al., 2015).

Da die meisten gBEI-Studien bei postmenopausaler Osteoporose an Becken-
kammbiopsien durchgefuhrt werden, fehlte bislang ein Vergleich der Spongiosa
verschiedener Korperregionen, wie er in der vorliegenden Arbeit zwischen Radii
und Beckenkammen vorliegt, und zu Teilen in der oben genannten Publikation
von Milovanovic et al. prasentiert wurde. Fir die Regionen Beckenkamm und
Radius bestatigt er die genannten Ergebnisse bezlglich einer homogenen Mine-

ralisierung spongiésen Knochens tber mehrere Kérperregionen hinweg.

Im Vergleich mit der gesunden Kohorte von Kéhne et al. (Koehne et al., 2014)
fielen in der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse fur Ca-Mean, Ca-Peak und Ca-
High hoher aus. Dies kénnte zum einen an dem héheren Durchschnittsalter der
vorliegenden Kohorte liegen, und somit die These von Kéhne zur Alterskorrela-
tion stltzen. Zum anderen bestétigt es die von Busse et al., McNamara et al. und
Boyde et al. beschriebene, erhdhte Mineralisierung bei postmenopausaler Oste-
oporose bzw. Ostrogenentzug.

4.1.2 Kortikalis

Im Gegensatz zum spongidsen, zeigte der kortikale Knochen in der vorliegenden
Arbeit zwei signifikante Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Korper-
regionen: Sowohl der durchschnittliche Kalziumgehalt (Ca-Mean), als auch der
haufigste Kalziumgehalt (Ca-Peak) war in den Radii deutlich hoher als in den

Beckenkdmmen.

Sowohl fur Gesunde, als auch Osteoporosepatientinnen sind zur Kortikalis weit
weniger Studien vorhanden, als zur Spongiosa. Ein Referenz-BMDD von ver-
schiedenen Knochenregionen Gesunder, wie das von Roschger et al. 2003 publi-
zierte, liegt bisher nur fir spongiésen Knochen vor. Misof et al. erstellten anhand
einer Kohorte von 73 gesunden, pramenopausalen Patientinnen, eine Art Refe-
renz-BMDD; allerdings handelt es sich hier nur um Messdaten von Biopsien des
Beckenkamms (Misof et al., 2014).
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Donnelly et al. verglichen mittels Fourier-Transform-Infrarotspektrometer das
durchschnittliche Mineral- zu Matrix-Verhaltnis von Beckenkamm, Trochanter
major und subtrochanterischem Femur knochengesunder Patientinnen. Dieses
war im subtrochanterischen Kortex 20 % hoher als in den Kortices von Becken-
kamm und Trochanter major, was auf unterschiedliche Mineralisierungsverteilun-

gen verschiedener Korperregionen hinweist (Donnelly et al., 2012).

Die vorhandenen Arbeiten zur Kortikalis bei Osteoporosepatientinnen beziehen
sich gréf3tenteils auf die Kortikalis nur einer einzelnen Kérperregion: Misof et al.
unternahmen auch den Vergleich zwischen kortikalem Knochen des Becken-
kamms von Patientinnen mit pramenopausaler, idiopathischer Osteoporose und
gesunden Kontrollen. Im Gegensatz zu den spongiésen Knochenarealen fanden
sie hierbei in der Kortikalis keinerlei Unterschiede zwischen den Gruppen (Misof
et al., 2012). Bei Kindern mit idiopathischer Osteoporose fanden Tamminen et al.
jedoch in der Kortikalis der Beckenkdmme eine erhdhte Heterogenitat, sowie ei-
nen erhdhten Anteil hochmineralisierten Knochens, im Vergleich mit den BMDD-

Histogrammen von gesunden Kindern (Tamminen et al., 2014).

Es besteht in der Literatur daher nicht vollige Klarheit dartber, wie verschiedene
Osteoporoseformen die BMDD-Parameter generell des kortikalen Knochens be-
einflussen. Zu postmenopausaler Osteoporose und der kortikalen Mineralisie-
rungsverteilung verschiedener Korperregionen im Vergleich liegen bisher kaum

Daten vor.

Eine Arbeit, die man zum Vergleich heranziehen kénnte, ist die von Fratzl-Zelman
et al. Sie verglichen das superiore und inferiore Kompartiment des Femurhalses
von postmenopausalen Osteoporosepatientinnen mit Frakturen und gesunden
Kontrollen. In den superioren Kompartimenten war Ca-Peak signifikant niedriger
als in den inferioren (Fratzl-Zelman et al., 2009). Jedoch wurde hier Ca-Peak als
einziger BMDD-Parameter ermittelt, sodass sie sich nur begrenzt mit der vorlie-
genden Arbeit vergleichen lasst. Auch kénnen das superiore und inferiore Kom-
partiment des Femurhalses streng genommen nicht als unterschiedliche Kérper-
regionen gewertet werden, sodass die Ergebnisse dieser Arbeit nur als Hinweis

auf Mineralisierungsvariationen in der Kortikalis verstanden werden kénnen.
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AulRerdem konnten Milovanovic et al. zeigen, dass die Mineralisierung im Kortex
des Femurs bei therapienaiven Osteoporose-Patientinnen signifikant hoher ist,
als im Kortex des Beckenkamms (Milovanovic, Zimmermann, et al., 2015). Die
beiden Arbeiten weisen darauf hin, dass die Mineralisierung der Kortices bei Os-
teoporose in unterschiedlichen Korperregionen nicht einheitlich betroffen ist.
Auch die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen eine erhohte Mineralisierung der
radialen Kortices im Vergleich zu den Beckenkdmmen bei postmenopausaler Os-

teoporose.

Als mdgliche Kausalhypothese hierfiir kénnten unterschiedliche mechanische
Krafteinwirkungen in verschiedenen Knochenregionen des Skeletts gesehen
werden. Der distale Radius ist durch zahlreiche Sehnenansétze auf geringer Kor-
tikalisflache starken Zug- und Scherkraften ausgesetzt. Adaptationsmechanis-
men von Knochengewebe an unterschiedliche mechanischen Krafteinwirkungen

sind seit Jahren Gegenstand der Forschung:

Im Tierversuch sind zum Beispiel Verdnderungen der Osteonendichte und ,Cor-
tical Porosity” (Skedros et al., 1994), der 3D-Ausrichtung der Haver'schen Kanéle
(Britz et al., 2 012) und der ,Cortical Thickness” (Bouvard et al., 2012) als Reak-

tion auf unterschiedliche mechanische Belastungen beschrieben.

Auch an humanem Knochen wurden die Folgen verschiedener Krafteinwirkungen
auf Mineralisierung und mikrostrukturelle Parameter untersucht. Heinonen et al.
verglichen in einer pQCT-Studie die Auswirkungen von Gewichtheben auf Ra-
dius, Femur und Tibia gesunder Probandinnen. Nach Aussage der Autoren wirk-
ten hierbei auf Femur und Tibia hohe Kompressionsdriicke, wahrend die Radii
starken Biegungskraften ausgesetzt waren. Dies fuhrten an den Radii zu signifi-
kant groReren kortikalen Querschnittsflachen, die Mineralisierung ebendort war
jedoch nicht erhéht (Heinonen et al., 2002).

Haapasalo et al. und Ashizawa et al. fuhrten jeweils pQCT-Studien zu Adaptati-
onsvorgangen im Knochen an regelméfiges Tennisspielen durch. Sie verzeich-
neten bei den gesunden Probanden unter anderem eine Zunahme der kortikalen

Wanddicke und der ,Total Cross-Sectional Area” des Radius und indirekt dadurch
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eine hohere Mineralisierung, aber keine explizite Zunahme der kortikalen Dichte
selbst (Haapasalo et al., 2000; Ashizawa et al., 1999).

Zu gegenteiligen Ergebnissen kamen Adami et al. in einer Untersuchung an ge-
sunden, postmenopausalen Frauen mit 6-monatigem Trainingsprogramm. Sie
vermal3en per DXA Oberschenkelhals, Lendenwirbelsaule und Radii, und zusatz-
lich die ultradistalen Radii per pQCT. Im Radius fand sich in der Kortikalis ein
statistisch signifikanter Anstieg der ,Volumetric Density”, in der Spongiosa hinge-

gen sank diese (Adami et al., 1999).

Bei fehlender Datenlage zu Adaptationsmechanismen an unterschiedliche me-
chanische Krafteinwirkungen speziell osteoporotischen Knochens, kann die ge-
steigerte Mineralisierung der kortikalen Radii in der vorliegenden Arbeit nur be-
richtet werden. Es bleibt zu Uberprifen, ob sich der gefundene Trend hin zu ho-
heren Werten bei Ca-Width und Ca-Low auch bei groReren Kollektiven als sta-

tistisch signifikant herausstellen wirde.
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4.2 Mineralisierungsunterschiede innerhalb einer
Kdrperregion zwischen Kortikalis und Spongiosa

4.2.1 Beckenkamm

Bei dem hier untersuchten Kollektiv zeigten sich in der Spongiosa des Becken-
kammes signifikant hohere Ergebnisse als in der Kortikalis fir die durchschnittli-
che und haufigste Mineralisierung (Ca-Mean und Ca-Peak), sowie die Minerali-
sierungshomogenitat (Ca-Width). Dies bedeutet, dass der spongiése Knochen

sowohl starker, als auch inhomogener mineralisiert war, als der kortikale.

Die Korrelation der BMDD-Histogramme von Kortikalis und Spongiosa des Be-
ckenkamms haben Misof et al. 2014 Uberprift. Bei dem gesunden, pramenopau-
salen Patientinnenkollektiv fanden sie durchweg signifikante Korrelationen zwi-
schen den BMDD-Histogrammen von Kortikalis und Spongiosa mit Korrelations-
koeffizienten zwischen 0,42 (Ca-Low) und 0,73 (Ca-High und Ca-Peak) (Misof et
al., 2014).

Zum Vergleich von Kortikalis und Spongiosa des Beckenkamms bei post-
menopausaler Osteoporose lagen nach aktuellem Kenntnisstand bisher keine

Veroffentlichungen vor.

In der Publikation von Milovanovic et al. 2015 wurde ein Teil der hier vorliegenden
Daten verwendet, und mit anderen Koérperregionen verglichen. Schon bei dieser
Gegeniberstellung zeigten sich signifikant hhere Messwerte in der Spongiosa
fur Ca-Mean, Ca-Peak und Ca-Width (Milovanovic, Zimmermann, et al., 2015).
Dieses Ergebnis lie3 sich nach Auswertung der vollstandigen Osteoporose-Ko-
horte bestatigen, in der Ca-Mean, Ca-Peak und Ca-Width in der Spongiosa

durchgehend signifikant héher ausfielen als in der Kortikalis.

Die niedrigere Mineralisierung der Kortikalis kdnnte ursachlich mit gesteigerten
Turnoverraten, wie sie Ruffoni et al. simuliert haben, erklart werden. Sie beschrie-
ben anhand einer gBEI-Computersimulation eine Linksverschiebung von Ca-
Peak durch vermehrte Neubildung von BMU. Durch den niedrigen Mineralgehalt
dieser jungen BMU wirde sich das BMDD-Histogramm nach links verschieben
und in erniedrigten Werten fir Ca-Mean und Ca-Peak resultieren. Zwar wurden
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in dieser Studie Daten von trabekularem Knochen verwendet, laut Aussage der
Autoren lasst sich das Modell allerdings auch auf kortikalen Knochen tbertragen
(Ruffoni et al., 2007).

Auch koénnten die vorliegenden Ergebnisse die Daten von Busse, McNamara und
Boyde bestatigen: Sie beschrieben fir spongiésen Knochen bei postmenopau-
saler Osteoporose bzw. Ostrogenentzug gesteigerte Mineralisierungen (insbe-
sondere Ca-Mean und Ca-Peak). Dass dieses Phanomen in der Spongiosa star-
ker ausgepragt ist als der Kortikalis, kbénnte urséchlich mit dem gré3eren Ober-
flachen-zu-Volumen-Verhaltnis trabekularen Knochens insgesamt erklart wer-

den.

4.2.2 Radius

Fur den Radius gibt es nach derzeitigem Wissensstand keine direkt vergleichba-
ren Arbeiten zu Mineralisierungsunterschieden zwischen Kortikalis und Spon-
giosa bei Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose. Boyd beschaftigte
sich in seiner Arbeit mit den spezifischen Variationen der Mikroarchitektur in dis-
talem Radius und Tibia. Mittels HR-pQCT erhob er morphologische Parameter
wie ,Apparent Density”, , Trabecular Density”, ,Trabecular Number” und ,Cortical
Thickness”. Es zeigte sich, dass in Kortikalis und Spongiosa des Radius mehr

lokalisationsspezifische Variationen vorlagen als in der Tibia (Boyd, 2008).

Milovanovic et al. verglichen in einer 2015 veréffentlichten HR-pQCT-Studie u.a.
die Mineralisierung von distalen Radii und Tibiae einer Kohorte unterschiedlichen
Alters und Geschlechts. Der Fokus dieser Arbeit lag jedoch auf Alters- und Ge-
schlechtsspezifischen Veranderungen der osteoporotischen und osteopenischen
Biopsien, im Gegensatz zur gesunden Kontrollgruppe. Ein direkter Vergleich des
Mineralisierungsverhaltens von Spongiosa und Kortikalis innerhalb der Osteopo-
rosegruppe wurde nicht unternommen (Milovanovic et al., 2015).

Fur die in dieser Arbeit untersuchte Kohorte liel3en sich bei keinem der BMDD-
Parameter signifikante Unterschiede zwischen Kortikalis und Spongiosa des Ra-

dius nachweisen. Fur einen Teil der Daten wurde dieses Ergebnis schon von
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Milovanovic et al. erwahnt (Milovanovic, Zimmermann, et al., 2015), und besta-

tigte sich nach Auswertung der gesamten Kohorte.

Trotz der Tatsache, dass keine signifikanten Unterschiede bestanden, zeigte sich
ein nicht signifikanter Trend hin zu héheren Mineralisierungen in der Spongiosa
fur Ca-Mean, Ca-Peak, Ca-Width und Ca-Low. Es bleibt zu Uberprufen, ob sich
dieser bei grofRerer Stichprobenzahl als signifikant erweisen wirde, und somit die
hier gefundene Beobachtung von erhdéhten Mineralisierungen in der Spongiosa
bei Osteoporose neben dem Beckenkamm durch eine zweite Korperregion be-

statigt wirde.
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4.3 Bisphosphonateffekte

4.3.1 Generelle Wirkung von Bisphosphonaten

Bei den hier vorliegenden Daten traten, auch unabhangig von einer Bisphospho-
nat-Einnahme, signifikante Unterschiede in der Mineralisierungsverteilung ver-
schiedener Koérper- und Knochenregionen auf. Dies betraf sowohl den mittleren
und haufigsten Kalziumgehalt (Ca-Mean und Ca-Peak), als auch die Mineralisie-
rungsverteilung (Ca-Width). In der Bisphosphonatgruppe konnte im Vergleich mit
der therapienaiven Osteoporosegruppe aber insgesamt ein Trend hin zu héheren
Ergebnissen fur die Parameter Ca-Mean und Ca-Peak beobachtet werden, der

jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.

Eine lokalisationsspezifische Wirkung der Bisphosphonate konnte fur die Mine-
ralisierungsverteilung (Ca-Width) als statistisch signifikant nachgewiesen wer-
den. Sie fuhrte in Kortikalis und Spongiosa der Beckenkdmme und der Kortikalis
der Radii zu einer homogeneren Mineralisierungsverteilung als in der osteoporo-
tischen Kontrollgruppe. In der Spongiosa der Radii hingegen wies die Bisphos-
phonatgruppe eine inhomogenere Mineralisierungsverteilung als die Kontroll-
gruppe auf.

Fur Ca-Low und Ca-High konnten keine signifikanten Einflisse der Bisphospho-
nate auf die Mineralisierungsverteilung gezeigt werden; weder lokalisationsspe-

zifische, noch unabhéngig von den Lokalisationen bestehende.

Insgesamt betrachtet ist die Datenlage zu Mineralisierungsverteilungen bei Os-
teoporose nach Bisphosphonattherapie aufgrund methodischer Differenzen teils
schwer zu interpretieren. In gBEI-Studien wurde teilweise eine Tendenz zu ge-

steigerten und homogeneren Mineralisierungen beschrieben:

Roschger et al. konnten das fur Alendronat an spongidosen Beckenkdmmen zei-
gen. Sie fanden in der Therapiegruppe eine signifikant hhere und homogenere
Mineralisierung als in der Kontrollgruppe (Roschger et al., 2001). Zoehrer et al.
untersuchten die Effekte von Risedronat auf trabekulare Beckenkdmme von Pa-
tientinnen mit postmenopausaler Osteoporose. Im Vergleich zu den Ausgangs-

werten stiegen sowohl in der Risedronat-Gruppe, als auch der Placebo-Gruppe
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die Mineralisierung (Ca-Mean und Ca-Peak) signifikant, aber gleich stark an. Die
Mineralisierungshomogenitét stieg in der Risedronatgruppe nach drei Jahren sig-
nifikant, nahm jedoch nach finf Jahren wieder deutlich ab, was die Autoren mit
einer gesteigerten Bildung von jungem Knochen erklarten. Ca-Low war im Ver-
gleich mit der Placebogruppe nach drei und funf Jahren vermindert; Ca-High

wurde nicht erhoben (Zoehrer et al., 2006).

Auch Arbeiten mit unterschiedlichem methodischem Aufbau dokumentierten wie-
derholt erhéhte und teilweise homogenere Mineralisierungen nach Bisphos-
phonattherapie. Bala et al. beispielsweise priften mittels quantitativer Mikroradi-
ographie die Effekte einer Langzeit-Alendronatbehandlung bei Patientinnen mit
postmenopausaler Osteoporose. Sowohl in den kortikalen als auch spongitsen
Anteilen des Beckenkamms fiihrte diese zu einer erhéhten Mineralisierung (Bala
et al., 2011).

Borah et al. verwendeten ein 3D-Micro-CT, um an spongiosen Beckenkdmmen
die Wirkung von Risedronat zu untersuchen. Die gesunden Kontrollen hatten zu
Studienbeginn eine hdhere ,Average Mineralization” und ,Peak Mineralization”
als die therapienaiven Osteoporosepatientinnen. Drei und genauso funf Jahre
nach Therapiebeginn waren diese beiden Parameter in der Osteoporosegruppe
signifikant erhéht im Vergleich zu den Ausgangswerten. Die ,Full Width at Half
Maximum” unterschied sich nicht signifikant bei gesunden Frauen, und drei- und
funfjahriger Risedronattherapie, war jedoch in der Osteoporosegruppe zum Start-
zeitpunkt signifikant erhéht, sodass insgesamt von einer Homogenisierung der

Mineralisierung in der Therapiegruppe auszugehen ist (Borah et al., 2006).

Der in der vorliegenden Arbeit gefundene, nicht signifikante Trend zu héheren
Werten fur Ca-Mean und Ca-Peak in der Bisphosphonatgruppe bestétigt die ge-
nannten Daten aus der Literatur. Auch die homogenere Mineralisierung in der
Bisphosphonatgruppe im gesamten Beckenkamm und kortikalen Radius ist in
Einklang mit den genannten Publikationen. Da sich diese allerdings ausschliel3-
lich auf Knochenproben des Beckenkamms beziehen, stellte sich die Frage nach

den Daten aus anderen Koérperregionen.
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Eine Studie, die zu &hnlichen Ergebnissen wie die genannten Beckenkammstu-
dien kam, ist die von Krause et al. 2014. Sie vermal3en mittels micro-CT trabeku-
laren Knochen aus dem fiinften Lendenwirbelkdrper von therapienaiven Osteo-
porosepatientinnen und Alendronattherapierten. Es zeigte sich eine signifikant
hohere , Tissue Mineral Density” der Alendronatgruppe im Vergleich mit der Kon-
trollgruppe (Krause et al., 2014).

Bone et al. bezogen in ihre Arbeit mehrere Korperregionen ein, und widmeten
sich aul3erdem der Frage nach den Langzeiteffekten von Bisphosphonaten. Un-
tersucht wurden hier zwei Bisphosphonatgruppen mit zehnjahriger Einnahme von
Alendronat (5 mg und 10 mg), und eine Gruppe von funf Jahren Alendronat, ge-
folgt von funf Jahren Placebo. Dabei wurde, an unterschiedlichen Kérperregionen
(LWS, Trochanter major, Femurhals, distaler Unterarm und gesamter proximaler
Femur) die BMD per DXA gemessen. An LWS und Trochanter major zeigte diese
nach 10 Jahren insgesamt eine dosisabhéangige, signifikante Steigerung. Auch in
der ALN/Placebo-Gruppe konnte nach Jahr funf eine signifikant erhbhte BMD
festgestellt werden, die auch nach 5 weiteren Jahren Placebo oberhalb der Aus-

gangswerte blieb (Bone et al., 2004).

Auch Roschger et al. legten eine Langzeitstudie zu Bisphosphonateffekten vor.
Sie Uberpriften den Effekt einer zehnjahrigen Alendronatgabe (5mg und
10 mg/pro Tag), gegenuber einer Gabe von finf Jahren Alendronat und anschlie-
Rend funf Jahren Placebo auf alle fiinf BMDD-Parameter des trabekularen Be-
ckenkamms. Bei keinem der Parameter konnten signifikante Unterschiede zwi-
schen den Gruppen gefunden werden, sogar der Vergleich mit einer gesunden
Kontrollkohorte erbrachte keine abweichenden Ergebnisse. Die Autoren leiteten
daraus die These ab, dass mit einer fuinfjahrigen Alendronattherapie die BMDD-
Parameter wieder auf das Niveau Knochengesunder gebracht werden kénnten

und eine weitere Einnahme keine neuen Effekte bewirke (Roschger et al., 2010).

Aufgrund der limitierten Kohortengrof3e wurde in der vorliegenden Arbeit die Bis-
phosphonatgruppe nicht noch weiter nach Einnahmedauer oder Dosis unterteilt.
Mit durchschnittlich 3,5 Jahren Einnahmedauer ist sie allerdings eindeutig nicht
im Langzeittherapiebereich einzuordnen, weshalb ein Vergleich mit Langzeitstu-

dien nur zurtckhaltend gezogen werden sollte. 70 mg Alendronat pro Woche
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(bzw. entsprechend 10 mg/Tag) entsprechen der empfohlenen Dosierung der
Arzneimittelkommision der deutschen Arzteschaft, weshalb von einer reprasen-
tativen Dosierung ausgegangen werden kann (Arzneimittelkommission der
deutschen Arzteschaft, 2003).

Die hier gefundenen Ergebnisse fir die Kortikalis und Spongiosa der Becken-
k&dmme und Kortikalis der Radii bestatigen demnach die genannten Erkentnissen
von Krause et al., Borah et al., Bala et al. und Zoehrer et al. und lassen sich mit
der These von Roschger et al. zur Bisphosphonatwirkung nach funf Jahren in
Einklang bringen. Aufgrund der geringen StichprobengroRe der vorliegenden Ar-
beit sollten sich hier allerdings weitergehende Untersuchungen anhand gréf3erer
Kohorten und unterteilt nach Einnahmedauer der Bisphosphonate anschliel3en.
Auf die Ergebnisse aus dem spongidosen Knochen der Radii soll im nachsten Ka-

pitel ndher eingegangen werden.

4.3.2 Unterschiede der Bisphosphonatwirkung an verschiedenen
Lokalisationen

In der Bisphosphonatforschung wurde lange hauptsachlich die Wirkung auf tra-
bekularen Knochen untersucht, und auch die genannten Arbeiten beziehen sich
grof3tenteils hierauf, oder waren aus methodischen Grinden nicht in der Lage,
sauber zwischen Kortikalis und Spongiosa zu differenzieren (DXA-Studien). Das
vielfach beschriebene Fazit ist, dass Bisphosphonate in spongidsem Knochen
potente Hemmestoffe u.a. der osteoklastischen Resorption darstellen (Roschger

et al., 2001; Hu et al., 2002; Milovanovic, Zimmermann, et al., 2015).

Inzwischen konnte aber gezeigt werden, dass auch das intrakortikale Remode-
ling beeinflusst, und so effektiv die Porositat reduziert wird (Borah et al., 2010;
Roschger et al., 2001; Smith et al., 2003). Beztiglich der Mineralisierung zeigten
Bala et al. erh6hte Werte sowohl in kortikalen, als auch spongiésen Anteilen des

Beckenkamms nach Alendronatbehandlung (Bala et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden signifikante, lokalisationsabhangige Unter-
schiede in der Mineralisierungshomogenitat (Ca-Width) nach Bisphosphonatthe-

rapie gefunden. Innerhalb der Beckenkdmme reagierten hierbei spongiéser und
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kortikaler Knochen gleichsinnig mit einer Erhhung der Homogenitat auf die Bis-
phosphonatgabe. Dies bestatigt die genannten Ergebnisse von Bala et al. (Bala
et al.,, 2011) und die erwdhnten Daten fir spongidésen Knochen von Krause,
Roschger und Zoehrer (Roschger et al., 2001; Zoehrer et al., 2006; Krause et al.,
2014).

Innerhalb der Radii verhielten sich spongitser und kortikaler Knochen gegensin-
nig: In der Kortikalis fuihrte die Bisposphonattherapie zu hoherer Homogenitat,
vergleichbar mit den Ergebnissen in den Beckenkammen. In der Spongiosa hin-
gegen zeigte die Bisphosphonatgruppe eine niedrigere Homogenitét der Minera-

lisierungsverteilung als die therapienaive Osteoporosegruppe.

Zu den Unterschieden von Bisphosphonatwirkungen in Spongiosa und Kortikalis
des Radius gibt es nach Wissen der Autorin bislang keine publizierten Daten.
Einige wenige Arbeiten beschéaftigen sich aber mit den lokalisationsabhangigen

Wirkunterschieden anderer Korperregionen:

Aus Tierversuchen ist ein unterschiedliches Mineralisierungsverhalten verschie-
dener Kérper- und Knochenregionen nach Bisphosphonatgabe bekannt. Zum
Beispiel beschrieben Smith et al. eine unterschiedlich starke Anreicherung von
Ibandronat in Kortikalis und Spongiosa von Tibiae und Radii bei. Dies fuhrte dazu,
dass der Knochenmasseverlust in den Tibiae durch Ibandronat starker vermin-
dert wurde als in den Radii (Smith et al., 2003).

An menschlichen Knochenproben fanden Milovanovic et al. einen nicht signifi-
kanten Trend, hin zu héheren Mineralisierungen in der BMDD durch Alendronat-
gabe in der Spongiosa von Wirbelkérpern und Beckenkdmmen bei post-
menopausaler Osteoporose. Gegensatzlich dazu zeigten sich in Radii und
Femora niedrigere Mineralisierungen in der Bisphosphonatgruppe als der thera-
pienaiven Osteoporosegruppe. Diese Unterschiede zwischen den Gruppen wa-
ren fir Ca-Mean, Ca-Peak, Ca-Low und Ca-High jedoch nicht statistisch signifi-
kant. Bei Ca-Width bestatigte sich der vielfach beschriebene, signifikante Trend
hin zu homogenerer Mineralisierung durch Bisphosphonate, mit Ausnahme der

spongidsen Radii. Dies bestatigt die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Er-
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gebnisse, jedoch handelt es sich in der genannten Studie auch um eine Unter-
gruppe des hier vermessenen Studienkollektivs (Milovanovic, Zimmermann, et
al., 2015).

Burghardt et al. verglichen Alendronattherapie und Placebo in einer Osteopo-
rose-Studie mittels HR-pQCT an Tibiae und Radii. Es zeigte sich, dass Alendro-
nat unterschiedliche Effekte ausltste: Nach zwei Jahren erhohte sich in der kor-
tikalen und spongidsen Tibia die Mineralisierung durch Alendronat signifikant, im
Radius jedoch nicht (Burghardt et al., 2010).

Bock et al. verglichen in einer micro-CT-Studie den Effekt von Ibandronat gegen
Placebo auf Radii und Tibiae von Patientinnen mit postmenopausaler Osteopo-
rose. Nach einem Jahr war die kortikale und totale Dichte in den Tibiae signifikant
erhoht, wohingegen sich in den Radii keinerlei Veranderungen zeigten (Bock et
al., 2012).

Die genannten Studien weisen alle darauf hin, dass Bisphosphonate in verschie-
denen Kdrper- und Knochenregionen ihre Wirkung nicht gleich stark entfalten o-
der sich diese sogar unterscheidet. Dies kénnte zum einen an Unterschieden in
der Mineralisierungsverteilung liegen, die schon unabhéngig von pharmakologi-
schen Einflissen an verschiedenen Lokalisationen bestehen (vgl. Kapitel 4.1 und
4.2). Insbesondere bei postmenopausaler Osteoporose sind sie mehrfach be-
schrieben (Fratzl-Zelman et al., 2009; Milovanovic, Zimmermann, et al., 2015),
und konnten auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Zum anderen sind
unabhangig von der Mineralisierung Mechanismen beschrieben, die die Wirkung

von Bisphosphonaten lokalisationsabhéngig zu beeinflussen scheinen:

Remodelingraten

An den Orten im Knochen, wo Remodeling stattfindet, scheint der Zugang zu
Hydroxylapatit fur Bisphosphonate erleichtert und ihre Absorption am héchsten
(Gatti & Adami, 1999). Deshalb und aufgrund des Wirkmechanismus von Bis-
phosphonaten, der u.a. aus einer Hemmung des osteoklastischen Remodelings
besteht, erscheint ein mdglicher Zusammenhang zwischen den Remodelingraten

und der Verteilung von Bisphosphonaten zwischen den Lokalisationen nahelie-
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gend. Lin beschrieb diese Verteilungsunterschiede im Tierversuch sowohl zwi-
schen Kortikalis und Spongiosa, als auch zwischen verschiedenen Korperregio-
nen (Lin, 1996).

Unterschiedliche Remodelingraten in verschiedenen Koérperregionen, zeigten an
menschlichem Knochen Eventov et al. anhand von Biopsien aus Beckenkdmmen
und Femora. Dabei korrelierte das Remodelingverhalten der Beckenkamme in
keiner Weise mit dem der Femora (Eventov et al., 1991). Schnitzler et al. unter-
nahmen den direkten Vergleich von Knochenstruktur und Turnover in Becken-
kdmmen und distalen Radii. Dabei zeigte sich — neben anderen strukturellen Un-
terschieden — ein signifikant geringerer Turnover im Radius als im Beckenkamm
(Schnitzler et al., 1996).

Perfusion

Neben den Remodelingraten sind auch lokalisationsspezifische Unterschiede der
Perfusion und des lokalen Metabolismus beschrieben, wobei der trabekulare
Knochen starker durchblutet ist, als der kortikale (Lin, 1996). Inwieweit sich das
auf die Verteilung und Wirksamkeit von Bisphosphonaten auswirkt, ist noch nicht
abschlieRend geklart.

Mikroarchitektur und ,Load Patterns”

Adaptationsmechanismen von Knochengewebe an unterschiedliche ,Load Pat-
terns” sind mehrfach beschrieben und kénnen sich lokalisationsspezifisch unter-
scheiden (vgl. 4.1.2). Burghardt et al. beschrieben signifikante Unterschiede in
der Mineralisierung von Radii und Tibiae durch Bisphosphonate, die sie urséch-
lich auf Schwankungen der trabekularen Mikroarchitektur und dieser ,Load Pat-

terns” zurtckfuhrten (Burghardt et al., 2010).

»Surface Area to Volume Ratio”

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen Kortikalis und Spongiosa ist die
~ourface Area to Volume Ratio”, die in der Spongiosa durchschnittlich sechsmal
hoher ist als in der Kortikalis (Kahn et al., 1984; McParland, 2010; Parfitt, 1988).
Dadurch ist die Hemmung der osteoklastischen Resorption durch Bisphospho-

nate ebendort weniger stark ausgepragt (Milovanovic, Zimmermann, et al., 2015).
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Auch Smith et al. beschrieben eine starkere Wirksamkeit von Bisphosphonaten
in trabekularem Knochen und fuhrten dies auf die gro3e Oberflache des trabeku-
laren Netzwerkes zuriick, die der Medikamentenbindung zur Verfigung stehe,

und dadurch die Inkorporation erleichtere (Smith et al., 2003).

Bindungsaffinitat

Ebenso scheint die Bindungsaffinitat von Bisphosphonaten zu Hydroxylapatit
eine zentrale Rolle bei der Vermittlung mehrerer Wirkeffekte zu spielen. So konn-
ten Russell et al. zeigen, dass sowohl der Beginn der frakturreduzierenden Wir-
kung, als auch die ,Erholungsgeschwindigkeit” des Turnover nach Therapiebe-
endigung, und die Unterschiede in der Reduktion des Frakturrisikos verschiede-
ner Korperregionen von der Bindungsaffinitat des verwendeten Bisphosphonats

beeinflusst werden (Russell et al., 2008).

Turek et al. zufolge beeinflusst die Bindungsaffinitat auch die Verteilung der Bis-
phosphonate innerhalb der ,Bone Multicellular Unit” spongidosen und kortikalen
Knochens. Sie fanden im Tiermodell (Kaninchen) in Rippen und Tibiae ein unter-
schiedliches Verteilungsverhalten von Bisphosphonaten zwischen Kortikalis und
Spongiosa. Die zentrale Schlussforderung der Autoren daraus war, dass die Bin-
dungsaffinitat wesentlich die Reichweite von Bisphosphonaten in Kortikalis und

Spongiosa bestimmt (Turek et al., 2012).

Die zahlreichen, beschriebenen Einflussfaktoren auf die Bisphosphonatwirkung
bieten viele Ansatzpunkte fur weitergehende Untersuchungen. Die grof3te Limi-
tation der vorliegenden Arbeit war nach Ansicht der Autorin die begrenzte Stich-
probengréf3e. Insbesondere die gefundenen, lokalisationsabhangigen Effekte ei-
ner Bisphosphonattherapie sollten anhand gré3erer Kohorten Gberpruft und wei-
tere Korperregionen mit einbezogen werden. Dariiberhinaus erscheint eine ge-
nauere Untersuchung des Zusammenhangs von unterschiedlichen mechani-
schen Krafteinflissen und Bisphosphonatwirkung interessant. Perspektivisch
kénnten so fur pharmakologische Forschung und klinischen Alltag mdglicher-
weise wichtige Erkenntnisse tUber das Ansprechen und die eventuell unterschied-
liche Wirkung von Bisphosphonaten an verschiedenen frakturrelevanten Lokali-

sationen gewonnen werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Bisphosphonaten auf die Mi-
neralisierungsverteilung (BMDD) osteoporotischen Knochens, sowie deren Ab-
hangigkeit von der Knochenregion untersucht. Dabei wurde mittels quantitativer
Ruckstreuelektronenmikroskopie trabekularer und kortikaler Knochen aus huma-

nen Beckenkdmmen und Radii post mortem analysiert.

Die Lokalisation allein hatte auf die durchschnittliche und haufigste Mineralisie-
rung (Ca-Mean und Ca-Peak), sowie auf die Mineralisierungsverteilung (Ca-
Width) einen signifikanten Einfluss. Dabei zeigte sich innerhalb der Becken-
kdmme die Spongiosa hdher und heterogener mineralisiert als die Kortikalis. In-
nerhalb der Radii bestatigten sich diese Unterschiede nicht. Im Vergleich von Be-
ckenkdmmen und Radii zeigte sich in der Spongiosa ein homogenes Mineralisie-
rungsverhalten. In der Kortikalis hingegen waren in den Radii die Ergebnisse fir
durchschnittliche und haufigste Mineralisierung (Ca-Mean und Ca-Peak) signifi-
kant hoher als in den Beckenkdmmen. Beziglich einer Bisphosphonattherapie
konnte gezeigt werden, dass die gefundenen Unterschiede in der Mineralisie-
rungsverteilung (Ca-Width) signifikant von einer Bisphosphonatgabe beeinflusst
wurden. Hierbei wies die Bisphosphonatgruppe mit Ausnahme der Spongiosa der
Radii durchweg niedrigere Werte auf, der Knochen war also homogener minera-
lisiert. Die Spongiosa der Radii zeigte ein gegenteiliges Verhalten, mit hoherer

Heterogenitat der Mineralisierung in der Bisphosphonatgruppe.

Die hier vorgelegten Ergebnisse weisen auf signifikante Unterschiede in der Mi-
neralisierungsverteilung verschiedener Korper- und Knochenregionen bei post-
menopausaler Osteoporose hin. Auch die Wirkung von Bisphosphonaten scheint
in unterschiedlichen Regionen zu variieren. Ursachlich hierfir kdnnten u.a. loka-
lisationsspezifische Unterschiede in der Knochenperfusion, den mechanischen
Krafteinflissen und entsprechende Adaptationsmechanismen an diese sein. Um
eine moglicherweise unterschiedliche Wirkung von Bisphosphonaten an ver-
schiedenen frakturrelevanten Lokalisationen besser zu verstehen und ggf. im kli-
nischen Alltag gezielt einzusetzen, sollte sich hier vertiefende Forschung anhand

grol3erer Kollektive anschliel3en.
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Summary and Outlook

This study tested the influence of bisphosphonates on the bone mineralization
density distribution (BMDD) in osteoporotic bone as well as the parameters’ de-
pendence on different bone and body regions. Post mortem biopsies of human
cortical and cancellous bone were taken from the iliac crest and distal radius and

analysed by quantitative backscattered electron imaging (QBEI).

It was verified that the average and peak calcium content (Ca-mean and Ca-
peak) as well as the calcium distribution (Ca-width) differed significantly among
locations. More concisely, the iliac crest biopsies exhibited a more heterogene-
ous and higher degree of mineralization in trabecular than cortical bone whereas
these differences could not be confirmed within the biopsies from the radii. A di-
rect comparison of the trabecular bone from iliac crests and radii showed homo-
geneous mineralization patterns across those two body regions. On the contrary,
cortical bone from the radii yielded significantly higher results for the average and

peak mineralization (Ca-mean and Ca-peak) than iliac crest.

Moreover, the differences in Ca-width among the locations were significantly in-
fluenced by a bisphosphonate therapy. In the bisphosphonate group lower values
for Ca-width and thus a more homogeneous mineralization distribution were ob-
served in the entire iliac crest and the cortical distal radius. In contrast to that the
trabecular distal radius showed a more heterogeneous mineralization distribution

in the bisphosphonate group than in the control group.

These results reveal significant differences in the BMDD of different bone regions
in postmenopausal osteoporosis. Similarly, the effect of bisphosphonates ap-
pears to vary in different sites. A literature survey suggests possible reasons to
reside in site specific differences in perfusion, loading patterns and adaptation
mechanisms. These findings should be followed up by studies on larger cohorts
to obtain deeper insight into the possibly differing effects of bisphosphonates
among different bone regions. This could lead to a better understanding of the
differences in the fracture preventing effect at various skeletal sites and its sub-

sequent beneficial exploitation in daily clinical care.
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Anhang

Tabelle 10: Ca-Mean - Geschéatzte Randmittel der vier Lokalisationen, adjustiert fir die
Gruppenzugehdorigkeit, mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

95%-Konfidenzintervall

o _ Standard-
Lokalisation Mittelwert tohler Untere Obere
Grenze Grenze
Beckenkamm 22692 0,154 22377 23.006
Kortikalis
Beckenkamm 23.944 0,158 23621 24,266
Spongiosa
Radius 24,140 0,222 23 687 24,593
Kortikalis
Radius 24,539 0,239 24,051 25.027
Spongiosa

Tabelle 11: Ca-Peak - Geschatzte Randmittel der vier Lokalisationen, adjustiert fur die
Gruppenzugehorigkeit, mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

95%-Konfidenzintervall

o _ Standard-
Lokalisation  Mittelwert Untere Obere
fehler
Grenze Grenze
Becke.nka.mm 23,199 0,148 22.896 23,503
Kortikalis
Beckenkamm 24,489 0,157 24,169 24,809
Spongiosa
RaFjIUS. 24,864 0,218 24,419 25,309
Kortikalis
Radius 25,165 0,231 24,692 25,637
Spongiosa
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Tabelle 12: Ca-Width - Geschéatzte Randmittel der vier Lokalisationen, adjustiert fur die
Gruppenzugehorigkeit, mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

95%-Konfidenzintervall

o . Standard-
Lokalisation Mittelwert Untere Obere
fehler
Grenze Grenze
Beckepkamm 2678 0,029 2,617 2,738
Kortikalis
Beckenlfamm 2938 0,038 2.861 3,015
Spongiosa
Raghug 2816 0,060 2,694 2,938
Kortikalis
Radius 2,986 0,045 2,894 3,077
Spongiosa

Tabelle 13: Ca-Low - Geschétzte Randmittel der vier Lokalisationen, adjustiert fur die
Gruppenzugehdrigkeit, mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

95%-Konfidenzintervall

o _ Standard-
Lokalisation Mittelwert Untere Obere
fehler
Grenze Grenze
Becke.nka.mm 4.510 0,379 3,735 5,284
Kortikalis
Beckenlfamm 4,510 0,296 3,904 5,116
Spongiosa
RaQ|u§ 4,588 0,826 2,899 6,277
Kortikalis
Radius 5,466 0,503 4,437 6,495
Spongiosa
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Tabelle 14: Ca-High - Geschéatzte Randmittel der vier Lokalisationen, adjustiert fur die
Gruppenzugehdrigkeit, mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

95%-Konfidenzintervall

_ Standard-
Mittelwert Untere Obere
fehler
Grenze Grenze
Becke.nka.mm 4,811 0,655 3,472 6,151
Kortikalis
Beckenlfamm 5233 0,732 3,735 6,731
Spongiosa
RaQIUS_ 4,742 0,929 2,843 6,642
Kortikalis
Radius 4,189 1,065 2,012 6,367
Spongiosa

Tabelle 15: Geschatzte Randmittel der Osteoporosegruppe, adjustiert fir die Lokalisa-
tion, mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

95 %-Konfidenzintervall

_ Standard-
Mittelwert Untere Obere
fehler
Grenze Grenze
Ca-Mean 23,756 0,153 23,443 24,068
Ca-Peak 24,346 0,141 24,058 24,634
Ca-Width 2,861 0,031 2,798 2,924
Ca-Low 5,062 0,421 4,201 5,923
Ca-High 4,788 0,630 3,499 6,077
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Tabelle 16: Geschatzte Randmittel der Bisphosphonatgruppe, adjustiert fir Lokalisation,
mit Standardfehler und 95%-Konfidenzintervall

. Standard- 95 %-Konfidenzintervall
Mittelwert
fehler Untere Grenze Obere Grenze
Ca-Mean 23,901 0,206 23,480 24,323
Ca-Peak 24 513 0,190 24,124 24,901
Ca-Width 2,848 0,042 2,762 2,933
Ca-Low 4,475 0,568 3,314 5,636
Ca-High 4,700 0,850 2,962 6,438
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