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5 Einleitung

5.1 Das Krankheitsbild Osteoporose

5.1.1 Epidemiologie

Das Wort Osteoporose setzt sich zusammen aus den griechischen Worten osteon
fur Knochen und poros fur Pore (Johnell and Hertzman 2006). Dies ist bezeichnend
fur jene systemische Skeletterkrankung, welche die Masse, Starke und

Mikroarchitektur des Knochens betrifft und in Fragilitatsfrakturen resultiert (Rachner
et al. 2011).

Neben Herz-Kreislauf-Problemen, Bluthochdruck, Schlaganfallen und Diabetes
mellitus ist Osteoporose eines der zehn bedeutendsten Krankheitsbilder unserer
Gesellschaft. Laut Schatzungen leidet eine von drei Frauen und einer von acht
Mannern an Osteoporose. Dies bedeutet, dass bis dato 200 Millionen Menschen
weltweit von dem Krankheitsbild betroffen sind. Dabei stellen vor allem die damit
verbundenen Frakturen ein Problem dar (Bartl and Frisch 2009). Allein in der EU
sind jahrlich 650.000 Frakturen der Osteoporose zuzuschreiben, was ungefahr 1780
Brichen am Tag entspricht (Johnell and Hertzman 2006). Typische Lokalisationen
fur Osteoporose-bedingte Briche sind der distale Radius, die Wirbelsaule und das
proximale Femur. Dabei geht insbesondere die Schenkelhalsfraktur mit einer
erhdhten Mortalitat einher. Zum Vergleich: Das Risiko fur eine Frau, an einer
Schenkelhalsfraktur zu sterben, entspricht mit 2,8% dem Risiko, an Brustkrebs zu
sterben. Das Mortalitatsrisiko ist nicht nur aufgrund von etwaigen postoperativen
Komplikationen nach chirurgischer Versorgung der Fraktur erhdht, sondern auch
aufgrund mdglicher Komorbiditaten, wie z.B. kardiovaskularen Erkrankungen, einem
Schlaganfall oder chronischen Lungenproblemen. Die Halfte der Patienten erreicht
nach einer Fraktur nicht mehr die Mobilitat und Unabhangigkeit, die sie vor dem
Ereignis hatten (Bartl and Frisch 2009). Somit kann Osteoporose mafigeblich die
Lebensqualitat beeintrachtigen (Rachner et al. 2011). Bis zum Jahr 2025 wird laut
WHO die Invaliditat aufgrund von Huftfrakturen bei 2,6 Millionen Menschen weltweit
liegen mit jahrlich 700.000 Toten. Auch mussen die mit Therapie und Rehabilitation

einer osteoporotisch bedingten Fraktur verbundenen Kosten bedacht werden, die
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sich in einigen Landern fur die Behandlung der Schenkelhalsfraktur im ersten Jahr
auf umgerechnet geschatzte 22.000€ belaufen (Johnell and Hertzman 2006).
Besonders aufgrund der demographischen Alterung der Bevdlkerung stellt
Osteoporose eine medizinische und soziodkonomische Herausforderung dar
(Rachner et al. 2011).

5.1.2 Der Aufbau des Knochens und die Remodellierung

des Knochengewebes

Zu den wichtigsten Aufgaben unserer Knochen gehodren die Stutzfunktion und die
Beteiligung an der Fortbewegung, der Schutz innerer Organe sowie des zentralen
Nervensystems und die Funktion als Mineraldepot fur Kalzium, Phosphat und
Magnesium. Knochen bestehen aus der peripheren Kompakta und der im Inneren
aus Trabekeln aufgebauten Spongiosa, welche gemeinsam fur die Druck-, Zug-,
Biege- und Verdrehungsfestigkeit des Knochens verantwortlich sind (Aumaller 2007)
(Abbildung 5-1, S.3).

Unser Knochengewebe unterliegt einem standigen Umbau, welcher es dem
Knochen erlaubt, sich aufReren Umstanden adaquat anzupassen. Altes oder
geschadigtes Knochenmaterial wird kontinuierlich ersetzt. Des Weiteren dient der
stetige Umbau der Gewinnung von Kalzium flr unseren Koérper. Unsere Knochen
dienen mit einem Gesamtgehalt von 99% als Hauptspeicher fur Kalzium. Fir die
Remodellierung verantwortlich sind zwei Arten von Zellen: die Osteoklasten und die
Osteoblasten. Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die Uber die
Zwischenstufe der Monozyten aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark
hervorgehen. Sie sind durch proteolytische Enzyme und der Fahigkeit zur
Phagozytose fur die Knochenresorption zustandig. Osteoblasten gehen aus
mesenchymalen Stammzellen hervor. Sie dienen dem Wiederaufbau neuer
Knochenmatrix durch Sekretion noch nicht mineralisierter Knochensubstanz. In der
Ruhephase werden sie durch ihre flache Form auch "bone-lining-cells" genannt.
Osteoblasten werden zu Osteozyten, indem sie von der neu gebildeten und noch
unreifen Knochenmatrix, dem Osteoid, umschlossen werden. Sie bestimmen unsere

Knochenmasse.



5 | EINLEITUNG

Spongiosa

Markhohle
Kompakta

Periost

Abbildung 5-1: Aufbau eines Réhrenknochens. Dieser besteht aus Substantia compacta (Kompakta) und
Substantia spongiosa (Spongiosa) sowie der Knochenhaut (Periost). Im Inneren befindet sich die Cavitas
medullaris (Markhéhle) mit Fettgewebe und blutbildendem Knochenmark. (Abbildung modifiziert nach Gioe et al.
2007)

Die Knochengrundsubstanz besteht zu 35% aus organischem und zu 65% aus
anorganischem Material. Die organische Matrix besitzt ungeformte Bestandteile wie
Proteoglykane und Glykoproteine (Osteokalzin, Osteonektin, Osteopontin) sowie
geformte wie das Kollagen Typ I. Die anorganische Matrix beinhaltet neben anderen
Mineralien Uberwiegend das Komplexsalz Hydroxylapatit. Zusammen bilden
Osteoklasten und Osteoblasten die sogenannte "bone remodelling unit" (Abbildung
5-2, S.4). Ein ausgereifter Osteoklast resorbiert etwa zehnmal mehr
Knochensubstanz als von einem Osteoblasten sezerniert wird. Dies macht deutlich,
dass flr ein Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und -abbau mehr Osteoblasten
vorhanden sein mussen (Aumduller et al. 2007). Das menschliche Skelett setzt sich

aus zwei bis funf Millionen dieser "bone remodelling units" zusammen. Diese sind fur
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die Aufrechterhaltung des Skeletts notwendig und spielen somit auch eine wichtige
Rolle in der Entwicklung der Osteoporose. Ein Umbauzyklus braucht ungefahr 120
Tage, wovon die Resorption nur zwei Wochen andauert und die Mineralisation
mehrere Monate in Anspruch nimmt. So werden ca. 8% des Skeletts jahrlich
erneuert. Als eine logische Konsequenz schwindet die Knochenmasse, wenn auf
Dauer mehr Knochen resorbiert als produziert wird. Dies resultiert entweder aus
einer erhohten Aktivitdt der Osteoklasten ("high turnover"), einer verminderten
Aktivitat der Osteoblasten ("low turnover") oder einer Kombination beider
Phanomene (sogenannter atrophischer Knochen). Eine massive Knochenresorption
kann durch die erhdhte Konzentration von Kalzium und Kollagenmetaboliten im Urin

nachgewiesen werden (Bartl and Frisch 2009).

'® @ mesenchymale

Pre-Osteoklasten @ Stammzelien

'.\
/ jPrc -Osteoblasten
@ ©

steoklasten \
akropnagun Osteoblasten  bone (/mng ce

Osteozylen

Osteocd

newar Knochen

aker Knochen

Abbildung 5-2: Bone remodeling unit. Bestehend aus Osteoklasten, welche aus Monozyten (Pre-Osteoklasten)
hervorgehen und fiir die Knochenresorption zustandig sind, sowie Osteoblasten, welche aus mesenchymalen
Stammzellen entstehen und durch Bildung von Osteoid, der noch nicht mineralisierten Knochenmatrix, dem
Knochenaufbau dienen. In Ruhe werden Osteoblasten durch ihr flache Form auch als bone lining cells
bezeichnet, durch Osteoid umschlossen werden sie zu Osteozyten. (Abbildung modifiziert nach Stepien 2011)
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Diverse Mechanismen sorgen fur die Balance zwischen Knochenauf- und -abbau
und somit den Erhalt der Knochenmasse. Hierzu zahlen hauptsachlich zirkulierende
Hormone, lokale Zytokine sowie Vitamine und Mineralien. AuRerdem unentbehrlich
fur die Remodellierung des Knochens ist eine mechanische Beanspruchung. Auch
die genetische Regulierung spielt eine wichtige Rolle, z.B. durch den
Transkriptionsfaktor Osterix (OSX), welcher fur die Differenzierung von Osteoblasten
verantwortlich ist. Bei den Hormonen spielt v.a. das Parathormon (PTH) eine
Schlusselrolle im Rahmen der Kalziumhomoostase (Bartl and Frisch 2009)
(Abbildung 5-3, S.5).

l (Ca*']ey
Y
0 bl
0 0
Y
t PTﬂ
O r Y A
Darm Y
Nieren Knochen
Kalziumabsorption | Kalziumresorption 4 p 4
. Phosphatsekretion | | Knochenresorption |

Abbildung 5-3: Endokrine Regulation der Kalziumhoméostase. Durch niedrige Kalziumspiegel in der
Extrazellularflissigkeit (ECF) kommt es zu einer gesteigerten PTH-Ausschittung aus den Nebenschilddrisen.
Dies flhrt zu Knochenabbau durch Osteoklasten und somit zur Gewinnung von Kalzium sowie zu einer
gesteigerten renalen Kalziumriickresorption. Des Weiteren fordert PTH die Bildung von Calcitriol (1,25(0OH),
Vitamin D3) in der Niere, welches wiederum die Kalziumresorption im Darm erhoht. (Abbildung modifiziert nach
University of Washington 2013)
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Eine substantielle Rolle im Rahmen des Knochenaufbaus uUbernehmen auflerdem
die Androgene, welche sowohl bei Mannern als auch bei Frauen die
Knochenmineraldichte (bone mineral density, kurz BMD) steigern kdnnen. Zu den
bedeutendsten Zytokinen gehdrt das RANK/RANKL/Osteoprotegerin-System
(Abbildung 5-4, S.7). Der Rezeptor-Aktivator des NF-kB-Liganden (RANKL), der von
Zellen im Knochenmark, Osteoblasten sowie T- und B-Lymphozyten produziert wird
und zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) gehort, fordert durch seine
Bindung an den RANK-Rezeptor am Osteoklasten bzw. an Vorlduferzellen deren
Differenzierung, Proliferation, Aktivierung und Uberleben. Somit induziert RANKL die
Knochenresorption. Der aulierdem von Osteoblasten sezernierte TNF-Rezeptor
Osteoprotegerin (OPG) gilt als naturlicher Antagonist von RANKL (Bartl and Frisch
2009, Rachner et al. 2011). Er hemmt die Differenzierung von Osteoklasten aus
ihren Vorlauferzellen, indem es den TNF-Faktor RANKL als eine Art Fangrezeptor
bindet (Raisz 2005, Bartl and Frisch 2009). Dass Ostrogen die Bildung von RANKL
hemmt erklart u.a. das Vorkommen von erhdhter Knochenresorption bei
postmenopausalen Frauen, deren Ostrogenspiegel erniedrigt sind (Legiran and
Brandi 2012).
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Abbildung 5-4: RANKL-OPG-System. Bindung des Tumornekrosefaktors RANKL an den RANK-Rezeptor (rot)
fuhrt zur Differenzierung zum reifen Osteoklasten und damit zur Knochenresorption. OPG fungiert als
Fangrezeptor als naturlicher Antagonist von RANKL. (Abbildung modifiziert nach Faculty of Biological Sciences,
University of Leeds 2013)

5.1.3 Pathogenese und Klassifikation

Eine erhdhte Fragilitat des Knochens kann mehrere Ursachen haben. Entweder eine
ausreichende Skelettmasse und -starke wahrend der Wachstumsphase wird nicht
erreicht oder es handelt sich um massive Knochenresorption bzw. ungenigende
Knochenbildung im Rahmen des Knochenumbaus (Raisz 2005). Die maximale
Knochendichte, auch "peak bone mass" (PBM) genannt, erreichen wir im Alter
zwischen 25 und 30 Jahren. Danach schwindet die Knochenmasse kontinuierlich
unabhangig vom Geschlecht um ungefahr 1% pro Jahr (Bartl and Frisch 2009)
(Abbildung 5-5, S.8).
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Abbildung 5-5: Entwicklung der Knochenmasse mit dem Alter. Die maximale Knochendichte erreichen wir im
Alter zwischen 25 und 30 Jahren, danach kommt es zu einem stetigen Riickgang der Knochenmasse um ca. 1%
pro Jahr. (Bayerisches Staatsministerium flir Umwelt und Verbraucherschutz 2013)

Die relativ erhdhte Knochenresorption resultiert aus einem niedriger werdenden
Spiegel der Steroidhormone. Dabei spielt vor allem das Ostrogen eine Rolle,
welches unter normalen Umstanden die Differenzierung der Osteoblasten fordert
und die der Adipozyten hemmt. Ein verminderter Serumspiegel erklart somit eine
relativ erhdhte Anzahl an Adipozyten, die sich auch am Knochen bemerkbar macht
(Bartl and Frisch 2009). Bei Frauen in der Menopause mit erniedrigten
Ostrogenspiegeln wurden als Resultat eines gesteigerten Knochenstoffwechsels
erhohte Marker sowohl fur Knochenresorption als auch Knochenbildung gefunden. In
diesem Fall scheint eine relativ erhohte Resorption die Ursache fur den

Knochenschwund zu sein (Raisz 2005).

Die Knochendichte ist mit einem Anteil von 60-90% verantwortlich fur die Starke des
Knochens. Das bedeutet, je dichter der Knochen ist, desto besser ist der Schutz vor

Frakturen. Hierbei ist insbesondere die Mikroarchitektur des Knochens von



5 | EINLEITUNG

entscheidender Bedeutung. Da die Knochenresorption zuerst die Trabekelstruktur
angreift, entstehen Brlche in erster Linie an Knochen mit einem relativ hohen Anteil
an Spongiosa. Dazu gehdren die Wirbelkorper, der Femurkopf, der Humeruskopf,
die Rippen, der distale Radius und die Ferse (Abbildung 5-6, S.9). Eine solche
pathologische Fraktur ist definiert als Fraktur ohne adaquates Trauma und
demzufolge durch einen vorgeschadigten Knochen verursacht. Bei Patienten mit
Osteoporose entstehen diese Fragilitatsfrakturen als Resultat einer Summe von

mehreren Mikrofrakturen im Trabekelwerk (Bartl and Frisch 2009).

Abbildung 5-6: Trabekelstruktur eines Wirbelkérpers. Links gesunder Knochen mit dichter Spongiosa, rechts
osteoporotisch veranderter Knochen mit rarefiziertem Trabekelwerk. (Abbildung modifiziert nach Orthopadie am
Firstenhof 2013)

Bei der Osteoporose wird zwischen zwei Typen unterschieden. Die primare
Osteoporose tritt im Rahmen des normalen Alterungsprozesses auf. Die sekundare
Form resultiert aus einer anderen Grunderkrankung. Hierzu zahlen wu.a.
endokrinologische Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ |, entzindliche

Erkrankungen wie die rheumatoide Arthritis oder mit Malabsorption des Darms
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einhergehende Pathologien (Ruchholtz and Wirtz 2012). Eine weitere Art der
Einteilung kann in Osteoporose Typ |, welche postmenopausal entsteht, und den
altersabhangigen Typ Il erfolgen. Typ I ist der am haufigsten vorkommende und wird
in erster Linie bei Frauen im Alter zwischen 51 und 75 Jahren aufgrund verminderter
Funktion der Ovarien und somit erniedrigten Ostrogenspiegeln diagnostiziert. 30%
aller Frauen entwickeln nach der Menopause Osteoporose. Betroffen von Frakturen
sind bei diesen Patientinnen hauptsachlich die Wirbelkdrper und der distale Radius.
Der Typ Il findet sich erst jenseits des 70. Lebensjahres und dabei doppelt so haufig
bei Frauen (Bartl and Frisch 2009).

5.1.4 Risikofaktoren fur osteoporotische Frakturen und

deren Pravention

Bei jahrlichen "Check-ups" werden zwar wichtige Kenngro3en wie Blutdruck,
Blutfettwerte und ahnliche Laborparameter bestimmt, ihre Knochendichte kennen
jedoch die wenigsten Patienten. Da anderen Morbiditdten wie Herz-Kreislauf-
Erkrankungen oder Krebs in erster Linie mehr Aufmerksamkeit geschenkt wird und
der Verlust an Knochensubstanz ein asymptomatischer Prozess ist, wird
Osteoporose oft erst nach einer schmerzhaften Fraktur diagnostiziert (Rachner et al.
2011). Dies passiert meist als Folge eines Sturzes. Dabei ist zu beachten, dass ein
Drittel aller Uber 65-jahrigen mindestens einmal im Jahr stirzt. Davon ziehen sich
6% aller Uber 75-jahrigen eine Fraktur zu. Da die PBM und der spatere Verlust an
Knochenmasse genetisch determiniert sind (vgl. 5.1.3, S.7), hat der Mensch selbst
keinen Einfluss auf diese Faktoren. Auch eine frihe Menopause gehért dazu sowie
die naturliche Abnahme der Aktivitdt der Osteoblasten im Alter. Eine andere
Determinante, welche die Patienten jedoch selbst beeinflussen kénnen, ist eine
lebenslange ausreichende Kalziumzufuhr. Flr die Pravention als auch Therapie ist
es das wichtigste Mineral bei Osteoporose. Durch die tagliche Einnahme uber die
Nahrung oder als Supplement kann verhindert werden, dass sich der Korper
bendtigtes Kalzium durch Ausscheidung von PTH aus dem Knochen holt (vgl.
Abbildung 5-3, S.5). Zwischen dem 19. und dem 50. Lebensjahr sollte die Menge an
taglich zugefihrtem Kalzium bei ca. 1200 mg liegen, danach sogar bei 1500 mg.

Diese Menge kann im Rahmen einer normalen Erndhrung hauptsachlich durch Milch
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und Milchprodukte, grines Gemduse, Frichte, Weizenprodukte, Mineralwasser und
Fruchtsafte zugefuhrt werden. Produkte, die Kalzium fur ihren Metabolismus, ihre
Neutralisation und Ausscheidung bendtigen, sollten gemieden werden. Dazu
gehoren Alkohol, Koffein, Zucker, Salz, Phosphat, Fette und Sauren. Auflerdem
sollte auf zu viele Proteine aufgrund der Sauren, die bei ihrem Abbau entstehen,
verzichtet werden. Auch die Bedeutung der Vitamin D-Zufuhr darf nicht unterschatzt
werden, da diese die Resorption von Kalzium und Phosphat im Darm fordert und
zusatzlich die Reifung und Mineralisierung des Osteoids anregt. Es wird eine
tagliche Menge von 400-800 IU empfohlen (Bartl and Frisch 2009). Auch eine zu
geringe Sonnenlichtexposition kann als Risikofaktor fur Frakturen angesehen
werden, da ohne UV-Strahlung Vitamin D nicht in seiner aktiven Form wirksam
werden kann (Johnell and Hertzman 2006). Sowohl Kalzium- als auch Vitamin D-
Mangel konnen in einem sekundaren Hyperparathyreoidismus resultieren (Raisz
2005). Weitere Risikofaktoren fur die Entwicklung der Osteoporose sind
Komorbiditaten und die damit verbundene Einnahme von Medikamenten, allen voran
die Einnahme von Glukokortikoiden. Auch ein niedriger Body-Mass-Index (BMI)
korreliert mit einer geringeren Knochendichte und ist somit ein positiver Pradikator
fir das Risiko, eine Fraktur zu erleiden. Dies gilt insbesondere flr Frauen im Alter
zwischen 40 und 59 Jahren. lhnen sollte von exzessivem Sport und damit
verbundenem geringem Korpergewicht abgeraten werden, da dieses den
Ostrogenspiegel noch weiter sinken lasst. Andererseits korreliert zwar ein hoher BMI
mit einer hohen Knochendichte, mit einer Adipositas steigt allerdings auch wiederum
das Risiko fur Komorbiditdten und Vitaminmangel, welche ihrerseits wieder zu
Osteoporose fuhren kdnnen. Neben dem richtigen Korpergewicht sollte auch
regelmalige korperliche Aktivitat angestrebt werden. Dies fordert eine gesunde
aufrechte Korperhaltung im Alltag und Wirbelsdule sowie Hufte kdnnen vor
Fehlbelastung geschitzt werden. AuRerdem werden dadurch Muskeln und Gelenke
gestarkt. Sport hat des Weiteren einen positiven Effekt auf das Korpergleichgewicht,
was vor Sturzen schitzt, und kann langen postoperativen Phasen der Immobilitat
vorbeugen. Einen der grof3en Risikofaktoren fur die Entwicklung von Osteoporose
stellt ferner das Rauchen dar. Man schatzt, dass Rauchen das Lebenszeitrisiko fur
eine osteoporotisch bedingte vertebrale Fraktur bei Frauen um 13% und Mannern
sogar um 32% erhoht. 10-20% aller Schenkelhals- bzw. pertrochantaren Frakturen

bei Frauen mit Osteoporose sind demnach dem Rauchen zuzuschreiben. Es lohnt
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sich im Hinblick auf die Knochengesundheit, jederzeit mit dem Rauchen aufzuhéren,
da bezuglich der Knochendichte zwischen ehemaligen Rauchern und Menschen, die
nie geraucht haben, kein Unterschied festgestellt werden konnte. Abstinenz vom
Rauchen reduziert das Osteoporoserisiko um bis zu 50%. Ein Risikofaktor, der oft
mit dem Rauchen in Verbindung steht, ist des Weiteren der Alkoholkonsum.
Insbesondere der exzessive Alkoholabusus, der oft mit schlechter Erndhrung, einer
geringen Kalziumaufnahme und verminderten Ostrogenspiegeln einhergeht, erhéht
die Gefahr, eine osteoporotische Fraktur zu erleiden. Gefahrdet sind auch Menschen
mit langer andauernden Depressionen. Der negative Einfluss auf die Knochendichte
scheint mit der dazugehdrigen Medikation, inadaquater Erndhrung und
Alkoholabusus, verminderter physikalischer Aktivitdt sowie einem hohen
Stresshormon- bzw. niedrigem gonadalem Steroidhormonlevel zusammenzuhangen.
Ohne den genauen Pathomechanismus zu kennen verdoppelt sich das Risiko flr
eine osteoporotische Fraktur auch bei einem bereits vorausgegangenen Bruch (Bartl
and Frisch 2009). So gilt es als einen der Hauptrisikofaktoren fir Frakturen die
Gefahr des Sturzes auszuschalten. Grunde hierfur kbnnen beim alten Menschen
neben Muskelschwache, eingeschrankter Mobilitdt und Medikamenten auch
Schwindel und Gleichgewichtsstérungen sowie eingeschranktes Sehvermdgen sein.
Neben der Behandlung der Ursachen fir einen Sturz kdénnen zusatzlich
Huftprotektoren zum Einsatz kommen (Johnell and Hertzman 2006) (Abbildung 5-7,
S.12).

Oberschenkelhals

Protektor

Abbildung 5-7: Hiiftprotektor (mit freundlicher Unterstlitzung der suprima GmbH)
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5.1.5 Diagnosestellung

Zur Anamnese und klinischen Untersuchung bei Verdacht auf Osteoporose gehéren
die Frage nach GréRenminderung, Schmerzen beim Abklopfen der Processus
spinosi sowie die Testung der Beweglichkeit der Wirbelsaule. Bei der Inspektion
sollte auf eine thorakale Kyphose oder Skoliose im Lumbalbereich geachtet werden
(Abbildung 5-8, S.13).

Verminderte Koérpergroflie

Zunehmende 1

Kyphosierung ,’ =
¥,
' A&

\ Vorwélbung des
Bauches

55 Jahre 65 Jahre 75 Jahre

Abbildung 5-8: Entstehung des "Witwenbuckels". Zunehmende Kyphosierung der thorakalen Wirbelsaule durch
Zusammenbruch der Wirbelkérper sowie eine Minderung der Korpergrofie. Links im Alter von 55 Jahren, rechts
mit 75 Jahren. AulRerdem zu erkennen ist die typische Vorwdlbung des Bauches durch die starke Kyphosierung.
(Abbildung modifiziert nach Netter 2006)

Als Differentialdiagnose zum Ruckenschmerz mussen immer Geschehen
inflammatorischen, degenerativen, myelogenen oder neoplastischen Ursprungs

ausgeschlossen werden. Chronische Schmerzen im Bereich der Wirbelsaule kénnen
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auch viszeral, neurogen, muskular oder psychosomatisch bedingt sein. Bei einem
akuten Schmerzgeschehen muss immer an eine Fraktur durch Kollaps eines
Wirbelkdrpers gedacht werden (Bartl and Frisch 2009). Auch validierte Fragebdgen
konnen fur ein Osteoporosescreening zum Einsatz kommen, um Risikopatienten

weiteren diagnostischen Mallnahmen zu unterziehen (Johnell and Hertzman 2006).

5.1.5.1 Bildgebende Verfahren

Da bei Osteoporose der Knochen in erster Linie quantitativ verringert ist, eignen sich
radiologische = Techniken zur Diagnosestellung. Konventionelles Rodntgen
diagnostiziert einen Knochenverlust erst ab einer Reduktion der Knochensubstanz
von mindestens 30% und ist somit flur eine Friherkennung der Osteoporose nicht
geeignet. Bei Betrachtung der Rontgenbilder achtet man in erster Linie auf eine
verschmalerte Kortikalis und verminderte Zeichnung der Trabekelstruktur. Diese fallt
vor allem periartikular auf, da die Kortikalis hier naturlicherweise dunner ist. Im
Bereich der Wirbelsadule wird anfangs oft das Phanomen der "leeren Schachtel"
vorgefunden, welches durch die relative Dichtezunahme der Wirbelabschlussplatten
im Vergleich zur rarefizierten Spongiosa entsteht. In einem spateren Stadium finden
sich dann sogenannte Fischwirbel, die durch Druck der Bandscheiben auf die
geschwachten Wirbelkdrper entstehen (Abbildung 5-9, S.15). Durch Bildung von
Keilwirbeln entwickelt sich die typische Kyphose (vgl. Abbildung 5-8, S.13). Auch
vorausgegangene Frakturen kénnen durch ein Rontgenbild aufgedeckt werden
(Greenspan 2007).

14



5 | EINLEITUNG

Keilwirbel

Abbildung 5-9: Réntgenaufnahme einer osteoporotisch verénderten Wirbelséule. Entstehung von sogenannten
Fisch-, Keil- und Plattwirbeln durch Zusammenbruch des Trabekelwerks. (Abbildung modifiziert nach Diagnostik-
und Therapiezentrum Minchen 2013)

Die beste Methode fur die frihe Diagnose der Osteoporose ist die
Knochendichtemessung. Diese Art der Friherkennung erlangt besondere
Bedeutung, wenn man bedenkt, dass sich bereits ab einer Knochendichteabnahme
von 10% das Wirbelkorperfrakturrisiko verdoppelt und das Risiko fur eine
Schenkelhalsfraktur sogar verdreifacht. Neben dem Frakturrisiko kann auch der
Therapieerfolg durch Knochendichtemessung evaluiert werden. Die Knochendichte
wird in g/cm? fir eine Flache bzw. in g/cm?® fir ein Volumen angegeben. Fir die

Messung stehen verschiedene Methoden zur Verfigung.

Die Messung mittels DEXA (dual energy X-ray absorptiometry) ist die bisher
zuverlassigste  Methode der  Knochendichtebestimmung. Durch  seine
Kosteneffektivitat ist die DEXA-Messung der Goldstandard in der gangigen Praxis.
Es kann theoretisch zur Knochendichtemessung des gesamten Skeletts
herangezogen werden. Das zu vermessende Korperareal wird zwei Rontgenstrahlen
mit unterschiedlichen Energieniveaus ausgesetzt, wodurch die durch den

Weichteilmantel absorbierte Rdntgenstrahlung herausgerechnet werden kann und
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nur die Durchlassigkeit des Knochens beurteilt wird. Durch die Intensitat der nicht
absorbierten Strahlung ermittelt ein Computerprogramm die Knochendichte. Das
Resultat wird in Form einer Standardabweichung (SD) als T-Score bzw. Z-Score
festgelegt. Die Standardabweichung als Einheit soll einen Vergleich mit der
normalen Knochendichteverteilung in der Bevolkerung ermdglichen. Der Bereich
zwischen der 5. und 95. Perzentile gleicht vier Standardabweichungen, eine SD
entspricht 10-15% Abweichung zum Mittelwert. Der T-Score entspricht der Anzahl
der Standardabweichungen in Bezug auf ein junges Patientenkollektiv gleichen
Geschlechts im Alter zwischen 25 und 30 Jahren, in der man die PBM annimmt (vgl.
5.1.3, S.7). Der Z-Score hingegen vergleicht Werte von Menschen desselben Alters,
Geschlechts und Volkszugehdrigkeit. Laut Definition spricht man von Osteoporose
ab einem T-Score von -2.5 SD. Ein Wert ab -1.0 SD entspricht der Vorstufe
Osteopenie. Es werden vorrangig die Hiufte und Lendenwirbelsaule von frontal (a.p.)
und lateral gemessen (Abbildung 5-10, S.17). Dabei ist bei der Dichtemessung der
Wirbelkdrper zu beachten, dass hier auch die Wirbelbdgen und die Processus
spinosi mitgemessen werden, die vorzugsweise aus Kompakta bestehen und somit
eine hohere Dichte aufweisen. Laut Empfehlung der ISCD, der internationalen
Gesellschaft fur klinische Densitometrie (International Society for Clinical
Densitometry), sollte die Messung daher an mindestens zwei Stellen vorgenommen
und der niedrigste T-Score evaluiert werden. Fur die Diagnose Osteoporose sollte
idealerweise die Messung des T-Scores der gesamten Wirbelsaule vorgenommen
werden. Auch fur den Patienten bringt die DEXA-Messung einige Vorteile. Die
Prozedur ist nicht invasiv, nimmt nur funf bis zehn Minuten in Anspruch und der
Patient kann bekleidet bleiben. Die Strahlendosis ist mit 1/10-1/100 einer normalen
Roéntgenaufnahme gering (Bartl and Frisch 2009, Cosman et al. 2014). Die Nachteile
von DEXA ergeben sich durch die Planaritdt der Methode, wodurch die
Spongiosaarchitektur nicht differenziert beurteilt werden kann, sowie der Tatsache,
dass nicht nur explizit der Knochen gemessen wird, sondern das ganze bestrahlte
Areal. So kann z.B. eine stark verkalkte Aorta einen falsch negativen Wert liefern
oder auch der umgebende Weichteilmantel des Schenkelhalses trotz theoretischer
Subtraktion den Wert verfalschen (WHO 2003).
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Abbildung 5-10: DEXA-Messung der Hiifte. Mit einem T-Score von -2.3 befindet sich dieser Patient an der
Grenze zur Osteoporose. (Everything Health 2009)

Eine weitere Methode fur die Knochendichtemessung in der Praxis ist quantitative
Computertomographie (qCT). Sie liefert Bilder im Querschnitt und erlaubt somit die
separate Messung von Spongiosa und Kompakta sowie Volumendichteangaben in
mg/cm?3. Die Messung dauert im Vergleich zur DEXA-Methode mit 20 Minuten etwas
langer und setzt den Patienten einer relativ hohen Strahlenbelastung aus. Diese
variiert von einer effektiven Dosis von 1,5 mSv fur eine 3D Aufnahme der
Lendenwirbelsaule (LWK 1-2) bis zu 3,0 mSv bei einer 3D-Aufnahme der Hifte. Zum
Vergleich bedeutet eine DEXA-Aufnahme der Wirbelsaule eine Strahlenbelastung
von 0,013 mSv bzw. eine effektive Dosis von 0,009 mSv bei einer Aufnahme der
Hufte. Einen weiteren Nachteil bietet die Tatsache, dass durch altersbedingte
Einlagerung von Fett im Knochenmark der Wirbelkérper die Knochendichte um bis
zu 10-15% falsch zu niedrig eingestuft werden kann. Die Ergebnisse werden in
Hydroxylapatit pro cm?® angegeben. Normal ist ein Wert >120 mg HA/cm3, bei 80-120

mg HA/cm?® spricht man von Osteopenie, bei einem Wert <80 mg HA/cm? kann
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Osteoporose diagnostiziert werden (Committee on Musculoskeletal Imaging 2008,
Bartl and Frisch 2009, Damilakis et al. 2010).

Bei beiden Methoden sollte man stets bedenken, dass bei Osteoporose nicht alle
Knochen des Skeletts im selben Ausmal} betroffen sind, sodass sich eine konkrete
Aussage zur Knochendichte immer nur auf das vermessene Areal bezieht. So wie
jeder Wirbelkorper einzeln vermessen werden sollte, gehdren auch zu einer
korrekten Bestimmung der Knochendichte der Hufte funf Regionen, namlich
Schenkelhals, Trochanter major, intertrochantare Region, Ward-Dreieck und das
Huftgelenk im Ganzen. Mit solchen Knochendichtemessungen kann zuverlassig eine
Einschatzung Uber das Frakturrisiko gegeben und der Therapieerfolg beobachtet
werden. Leider ist noch kein Screening etabliert. Daher sollten sich vor allem
Patienten mit Risikofaktoren einer Messung unterziehen (vgl. 5.1.4, S.10). Nicht nur
aus dem Grund, osteoporotischen Frakturen vorzubeugen, sondern auch, weil ein
Knochendichteverlust als Zeichen fur eine hohere Mortalitat anzusehen ist. Laut der
amerikanischen nationalen Stiftung fir Osteoporose NOF (National Osteoporosis
Foundation) sollte man die BMD-Messung sogar ausweiten auf alle Frauen, die alter
sind als 65 Jahre bzw. Manner Uber 70 Jahre, Patienten mit aufgetretenen Frakturen
jenseits des 50. Lebensjahrs, Frauen in der Menopause mit Risikofaktoren wie z.B.
einer langerdauernden Hormontherapie, alle postmenopausalen Frauen unter 65 mit
Risikofaktoren sowie Manner zwischen 50 und 69 Jahren mit Risikofaktoren
(National Osteoporosis Foundation 2013, Bartl and Frisch 2009, Cosman et al.
2014).

5.1.5.2 Laborwerte

In Abwesenheit von Komorbiditaten sind die Laborparameter bei Patienten mit
primarer Osteoporose ohne pathologischen Befund. Die Messung bestimmter
Knochenmarker kann zwar dabei helfen, die zukunftige Rate an Knochenverlust und
das Risiko fur kunftige Frakturen vorherzusagen sowie einer Therapietuberwachung
dienen, die Diagnose der Osteoporose ist damit jedoch nicht mdglich. Aus diesem
Grund kann die Knochendichtemessung durch das Labor bisher nicht ersetzt
werden. Zu den Parametern fir die Bildung von Knochen gehdren die von den

Osteoblasten gebildete knochenspezifische alkalische Phosphatase (AP),
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Osteokalzin (osteocalcin=0C), Osteopontin (OP) sowie Osteonektin (ON). Im
peripheren Blut gemessen stehen diese KenngrofRen folglich flr die Aktivitat der
Osteoblasten. Hingegen sind Kollagenabbauprodukte Parameter, die flr eine
erhohte Knochenresorption stehen. Sie werden ins Blut abgegeben und mit dem
Urin ausgeschieden. Bei allen Knochenmarkern sollte man jedoch im Auge behalten,
dass sie nicht spezifisch nur vom Knochen gebildet werden. Alle Kenngroéen
kdnnen sowohl von Resorption als auch Knochenbildung zeugen. Auch durch
andere Krankheiten, die nicht primar dem Knochen entspringen, kdnnen
Knochenmarker im Blut erhoht sein (Bartl and Frisch 2009). So findet man zum
Beispiel eine Erhdhung der AP durch Isoenzyme in der Leber bei Hepatitis und
Cholestase, aber auch physiologisch durch die Bildung in der Plazenta bei
Schwangeren. Auch bei einer Niereninsuffizienz kdnnen entsprechende Enzyme und
Proteine im Korper akkumulieren (Herold 2014). Weitere biologische Marker zur
Detektion der Osteoporose sind in der Entwicklung. So empfehlen die Internationale
Osteoporose Stiftung IOF und der Internationale Verband fur klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin IFCC bereits die Messung von Prokollagen Typ | N-
terminalem Propeptid (PINP) und quervernetztem C-terminalem Telopeptid (CTX) im
Serum als Parameter fur die Knochenformation und -resorption. Allerdings finden
sich auch hier die Nachteile der bisher ungenugenden Spezifitat fir Knochen sowie
das Unvermdgen, die Aktivitat von Osteozyten oder deren periostale Auflagerung im
Rahmen der Knochenneubildung widerzuspiegeln. Wie auch bei den oben
genannten Kenngrofen gibt es bisher keine Laborparameter, um die Qualitat des
Knochenmaterials aufzuzeigen, welche letztendlich fur die Stabilitdt des Knochens

vorrangig ist (Garnero 2014).

5.1.6 Therapie

Das Hauptziel, das mit der Therapie der Osteoporose verfolgt wird, liegt in der
Vermeidung von Frakturen. Zu den gelaufigsten Malinahmen zahlen die
Supplementation mit Kalzium und Vitamin D sowie die Gabe von Bisphosphonaten,
Parathormon, Ostrogenrezeptor-Modulatoren und  Strontiumranelat. Weitere
Malnahmen sind zielgerichtete Therapien wie mit dem RANKL-Antikdrper (Rachner

et al. 2011). Die TherapielUberwachung gestaltet sich bei allen Medikamenten
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schwierig. Durch die Messung der Knochendichte oder Marker fur den
Knochenumbau kann keine sichere Aussage Uber den Therapieerfolg gemacht
werden, welcher eine Reduktion von Knochenbrichen ware. Oft stimmen Monitoring
und Frakturrisiko nicht Uberein und mussen deshalb fur jeden Patienten individuell
evaluiert werden. Haufig ist auch die Compliance der Patienten ein Problem, da sie
die Medikation meist Uber Jahre einnehmen mussen, obwohl subjektiv keine
Beschwerden bestehen. Durch regelmaliige Knochendichtemessungen kann die
Compliance durch Sichtbarmachen des Therapieerfolges verbessert werden. Jedoch
muss bedacht werden, dass die Werte der Knochendichtemessung bei Gabe
osteoanaboler Praparate initial sinken, da sich die gemessene Knochenflache durch
die Therapie vergroert (BMD = bone mineral content / area in g/cm?). Zudem sind
Erfolge mittels Bildgebung meist erst nach sechs Monaten sichtbar (Bonnick and
Shulman 2006, Gupta et al. 2012).

5.1.6.1 Kalzium und Vitamin D

Fast das gesamte Kalzium in unserem Korper befindet sich im Knochen. Um eine
ausreichende Kalziumzufuhr zu gewahrleisten, sollte ein Erwachsener taglich 1200-
1500 mg zu sich nehmen (vgl. 5.1.4, S.10). Kalzium wirkt dabei in erster Linie durch
Hemmung der Sekretion von Parathormon, welches die Knochenresorption anregt
(vgl. Abbildung 5-3, S.5). Gegenanzeigen zur Einnahme von Kalzium sind
Hyperkalzamie, Nephrolithiasis und Niereninsuffizienz. Vitamin D fordert die
Resorption von Kalzium aus dem Darm und hemmt dessen Ausscheidung Uber die
Nieren. Die aktive Form des Vitamin D, das 1,25(OH)(2)D(3), wird unter anderem in
der Haut durch UV-Strahlung aus dem Prohormon Vitamin D gebildet. Es hemmt die
Synthese von Parathormon (Lips 2001). Des Weiteren beglnstigt es die
Knochenmineralisation und schitzt die Mikroarchitektur der Spongiosa. Aullerdem
fordert es Muskelmasse und -starke und kann somit das Risiko fur Stlrze
vermindern. Die empfohlene Zufuhr fir den Menschen betragt ca. 400 |IU pro Tag.
FUr die Therapie werden allerdings nur hdéhere Dosen von bis zu 1000 IU als
wirksam betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass sich durch die alleinige
Einnahme von Kalzium und Vitamin D das Frakturrisiko um 40% vermindern lasst
(Bartl and Frisch 2009). Die ausschlie3liche Einnahme von Vitamin D schutzt nicht

vor Frakturen (Johnell and Hertzman 2006).
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5.1.6.2 Hormonersatztherapie und selektive Ostrogenrezeptor-

Modulatoren

Die Ostrogenproduktion geht bei Frauen bereits vor der Menopause zuriick und
verursacht einen kontinuierlichen Verlust an Knochensubstanz (vgl. 5.1.3, S.7). Nach
der Menopause verliert der Knochen jahrlich ein bis vier Prozent an Masse, sofern
keine Therapie erfolgt. Lange Zeit galt die Hormonersatztherapie als Mittel der Wahl
fur die Behandlung der Osteoporose bei Frauen in der Postmenopause. Es konnte
gezeigt werden, dass bei einer Hormoneinnahme Uber einen Zeitraum von funf bis
zehn Jahren das Frakturrisiko fur Wirbelkdrper, proximalen Femur und distalen
Radius um die Halfte reduziert wird. Nichtsdestotrotz kann nicht bei allen
Patientinnen eine Zunahme der Knochenmasse festgestellt werden. Aus diesem
Grund empfiehlt die NOF eine regelmaflige Messung der Knochendichte bei Frauen
unter Langzeithormonersatztherapie, um "non-responder" herauszufiltern. Trotz des
Erfolges der Ostrogene im Rahmen der Osteoporosetherapie gilt der Grundsatz,
eine Hormonersatztherapie so wenigen Frauen wie moglich und nur so lange wie
notig zu verschreiben. Mal3geblich wegen des Langzeitrisikos fur Brustkrebs und
kardiovaskulare Ereignisse, welches mit dieser Hormontherapie zusammen mit der
Gabe von Gestagenen assoziiert ist. Darlber hinaus existieren bezlglich des
Therapieerfolges vergleichbare Alternativen, die mit einem geringeren Risikoprofil
behaftet sind (Johnell and Hertzman 2006, Bartl and Frisch 2009).

Die Wirkungen des Ostrogens am Knochen sind komplex. Unter anderem inhibieren
sie die Aktivitat der Osteoklasten und stimulieren die Kollagensynthese durch die
Osteoblasten. Des Weiteren férdern Ostrogene die Kalziumaufnahme aus dem Darm
und begunstigen die Sekretion von Kalzitonin, welches in der Lage ist Osteoklasten
zu inhibieren. Auflerdem beeinflussen sie die PTH-Sekretion und verbessern den
Blutfluss im Knochen (Bartl and Frisch 2009). Durch die Induktion von Fas
Ligand (FasL) in den Osteoblasten bedingen Ostrogene eine Apoptose von
Praosteoklasten (Krum et al. 2008) (Abbildung 5-11, S.22).
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’ Ostrogen

Abbildung 5-11: Ostrogeninduzierte Bildung von FasL. Durch Bindung von Ostrogen an intrazellulare ERo-
Rezeptoren und Bildung von Dimeren in Osteoblasten entsteht durch Transkription der Fas Ligand, welcher
durch seine Bindung an Rezeptoren von Praosteoklasten zu deren Apoptose fihrt. (Abbildung modifiziert nach
Del Fattore et al. 2008)

Eine Alternative stellen sogenannte Ostrogenrezeptor-Modulatoren  dar.
Stellvertretend hierfur sei als Beispiel das Raloxifen genannt. Es handelt sich hierbei
um einen selektiven Ostrogenrezeptormodulator (SERM) der zweiten Generation,
welcher keinen Einfluss auf Brust- oder Uterusgewebe hat. SERM binden mit hoher
Affinitat an Ostrogenrezeptoren, von denen zwei Untereinheiten existieren (ER-a
und ER-B). Dabei wirkt Ostrogen am Skelett hauptséchlich liber den ERa-Rezeptor.
Raloxifen wirkt am Knochen als Ostrogenagonist und blockiert die Produktion von
Zytokinen, welche die Osteoklastendifferenzierung stimulieren. Erganzend fordert es
die Ausscheidung des transformierenden Wachstumsfaktors TGF-B3 aus
Osteoblasten, welcher die Osteoklastenaktivierung inhibiert. Somit kann die

Knochenresorption unterdrickt werden (Raisz 2005, Bartl and Frisch 2009).
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5.1.6.3 Bisphosphonate

Mit der Einflhrung der Bisphosphonate vor ca. 30 Jahren begann eine neue Ara in
der Behandlung von Knochenkrankheiten. Bisphosphonate stellen heutzutage einen
der Hauptpfeiler in der Therapie der Osteoporose dar. Durch ihre Interaktion mit
Osteoklasten verhindern sie die Knochenresorption und kdnnen so das Auftreten
von Frakturen vermeiden. Da Bisphosphonate zusatzlich keinen nachteiligen Effekt
auf die Knochenformation haben fuhren sie langfristig zu einem gesunden
Gleichgewicht von Auf- und Abbau im Knochen. Sie werden im klinischen Alltag
erfolgreich nicht zuletzt im Rahmen der Pravention und Behandlung der
Osteoporose eingesetzt, sondern haben auch die Therapie anderer
Knochenerkrankungen wie der Osteogenesis imperfecta, dem Morbus Paget oder
dem Multiplen Myelom verbessert. Auch zur Schmerzreduktion bei
Knochenmetastasen, z.B. beim Prostatakarzinom, werden sie erfolgreich eingesetzt
(Reyes et al. 2015). Bisphosphonate haben eine hohe Affinitat fur bestimmte
Strukturen an der Oberflache des Knochens. Sie werden schlie3lich im Rahmen des
Aufbaus von Knochenmatrix eingeschlossen und koénnen dort fir Jahre inaktiv
verweilen. Durch das Einschleusen des Bisphosphonats in Hydroxylapatitkristalle
und die Knochenmatrix vermindert sich die Loslichkeit der Knochensubstanz. Durch
die Osteoklasten werden sie im Rahmen der Knochenresorption aufgenommen. Es
gibt diverse Angriffspunkte, an denen die verschiedenen Bisphosphonate an
Osteoklasten ihre Wirkung entfalten (Abbildung 5-12, S.25). Ein direkter Effekt auf
das Monozyten-Makrophagen-System besteht durch den negativen Einfluss auf die
Rekrutierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen. Die Osteoklastenaktivitat selbst wird
durch inhibierte Proton-Adenosintriphosphatasen vermindert. Weiterhin kann die
Apoptose der Osteoklasten induziert sowie ihre Anhaftung am Knochen erschwert
werden. Bisphosphonathaltige Praparate wirken auch auf Osteoblasten, indem
deren Kollagen Typ | Produktion angeregt wird. Ferner haben sie Einfluss auf
Faktoren, welche die Aktivitat der Osteoklasten einschranken. Aul3erdem wirken sie
zusammen mit Connexin 43, einem Transmembranprotein, anti-apoptotisch auf
Osteoblasten und Osteozyten. Die Therapie mit Bisphosphonaten bewirkt eine
Erhohung der Knochenmasse, welche aus einer verminderten Knochenresorption
resultiert, sowie erhéhte mechanische Resistenz als Konsequenz einer verbesserten
Starke des Knochens (Reszka and Rodan 2003, Bartl and Frisch 2009). Durch die
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Therapie mit Bisphosphonaten weisen Resorptionsflachen am Knochen sowie
dazugehdrige Resorptionshoéhlen eine verminderte Grofde auf. Es bleiben primar die
horizontalen Trabekel der Spongiosa erhalten. Durch eine verlangerte Periode der
Knochenbildung steigt auch die BMD durch entsprechende Mineralisierung. Die
verbesserte Mikroarchitektur schitzt den Patienten vor Fragilitatsfrakturen. Durch
ihre P-C-P-Gruppe sind Bisphosphonate vor enzymatischer Hydrolyse geschutzt.
Dadurch werden sie im Korper nicht metabolisiert und unterliegen keinerlei
Interaktionen mit anderen Medikamenten. Allerdings betragt die intestinale
Resorption der Bisphosphonate lediglich 1-10%. 20-50% der absorbierten
Bisphosphonate haften am Knochen fest, der Rest wird unverandert ausgeschieden
(Bartl and Frisch 2009). Durch die erforderliche Langzeitbehandlung mit
Bisphosphonaten sind auch Nebenwirkungen wie gastrointestinale Beschwerden,
Vorhoffimmern, atypische Femurfrakturen sowie vereinzelt Falle von
Kieferosteonekrosen beschrieben worden (Reyes et al. 2015). Dennoch sind
Bisphosphonate aufgrund ihrer bewiesenen Wirksamkeit und dem vergleichsweise
geringen Risikoprofil zurzeit Mittel der Wahl in der Behandlung der
postmenopausalen Osteoporose. Zur oralen Gabe stehen mehrere Praparate zur
Auswahl. Dazu gehoéren Alendronat, Risedronat, Etidronat und Ibandronat. Die
Bisphosphonate Ibandronat, Zoledronat, Clodronat und Pamidronat sind auch als
intravendse Therapie verfugbar und missen einmal bzw. viermal im Jahr verabreicht
werden. Vorteile sind hier die bessere Compliance der Patienten, die
hundertprozentige Bioverfugbarkeit sowie die Abwesenheit gastrointestinaler
Nebenwirkungen. Im Rahmen der Behandlung unterscheidet man die drei Phasen:
Reparatur (Dauer bis zu 12 Monate), Wiederaufbau (6-36 Monate) und Erhaltung
(24-60 Monate). Je nach Schweregrad der diagnostizierten Osteoporose und
individuellem Anstieg der Knochendichte dauert die Therapie mit Bisphosphonaten
2-5 Jahre (Reszka and Rodan 2003, Bartl and Frisch 2009).
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Abbildung 5-12: Wirkung nitrogenhaltiger Bisphosphonate auf zelluldrer und biochemischer Ebene. Die im
Knochen eingelagerten Bisphosphonate werden im Rahmen der Knochenresorption durch den aktiven
Osteoklasten aufgenommen. Im Zytoplasma des Osteoklasten wird die Bildung von Sterinen und Isoprenoiden
auf verschiedenen Ebenen gehemmt. Dadurch wird dieser inaktiviert oder bei einer hdheren Dosis der
Bisphosphonate sogar apoptotisch. (Abbildung modifiziert nach Bartl und Frisch 2009)
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5.1.6.4 Strontiumranelat

Strontium ist ein zweiwertiges Kation, welches dem Kalzium chemisch sehr ahnelt.
Auf der einen Seite fordert es die Bildung von Praosteoblasten, ihre Differenzierung
zu Osteoblasten, die Synthese von Kollagen Typ | sowie die Mineralisierung von
Knochenmatrix und kann so die Dichte der Spongiosa verbessern. Auf der anderen
Seite hemmt es Osteoklasten und seine Vorlauferzellen. Somit hat es in geringer
Dosis sowohl einen Effekt auf die Knochenformation als auch -resorption. Durch die
Ablagerung des Strontiumranelats in die Hydroxylapatitkristalle zwischen den
Kollagenfasern erhdoht es die Knochenmasse und verbessert dadurch die
mechanischen Eigenschaften des Knochens. Allerdings ist Vorsicht geboten, da
durch die Fahigkeit des eingelagerten Medikaments, Rdntgenstrahlen zu
absorbieren, die Knochendichte im Rahmen der DEXA-Messung haufig falsch zu
hoch eingeschatzt wird. In Studien war das verminderte Frakturrisiko mit dem nach
Einnahme von Bisphosphonaten vergleichbar (Marie et al. 2001, Bartl and Frisch
2009).

5.1.6.5 Peptide aus der Parathyroidhormon-Familie

Im Gegensatz zu oben genannten Therapieoptionen, welche eine reduzierte Aktivitat
der Osteoklasten bewirken und somit in einer erhdhten Knochendichte resultieren,
handelt es sich beim Parathormon um eine osteoanabole Therapie. Dieses Hormon
regelt normalerweise den Kalziumhaushalt, indem es bei Bedarf die Freisetzung von
Kalzium und Phosphat aus dem Knochen fordert und durch die Anregung der
Produktion von aktivem Vitamin D in den Nieren den Kalziumtransport im Darmtrakt
stimuliert (vgl. Abbildung 5-3, S.5). AuRerdem kann es die Proliferation und
Differenzierung von Osteoblasten und folgendermalien die Knochenbildung
vorantreiben. Dies geschieht durch Bindung an den PTH/PTHrP Typ | Rezeptor, der
wiederum eine Reihe von Signalkaskaden in Gang setzt, unter anderem den Wnt-
Signalweg im Osteoblasten. Zusatzlich verbessert PTH die Mikroarchitektur des
Knochens durch gesteigerte Knochendichte, -starke und -verbundenheit. In der
Therapie kann auch ein Parathormon-Fragment namens Teriparatid (rekombinantes
humanes Parathormon mit der Aminosauresequenz 1-34, kurz rhPTH 1-34)

subkutan verabreicht werden (Ebeling and Russell 2003). Der genaue Mechanismus
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der eigentlich paradoxen knochenaufbauenden Wirkung ist noch unbekannt. Die
Therapie nimmt eineinhalb Jahre in Anspruch, die Kosten daflr sind allerdings
ungefahr zehnmal hoéher im Vergleich zur Therapie mit Bisphosphonaten. Eine
Anschlussbehandlung mit einem antiresorptiven Praparat wird empfohlen (Bartl and
Frisch 2009, Iniguez-Ariza and Clarke 2015).

5.1.6.6 Kalzitonin und Fluorid

Das Hormon Kalzitonin wird fur gewdhnlich von den parafollikularen C-Zellen der
Schilddrise produziert und dient als nattrlicher Gegenspieler des PTH. Durch seine
Bindung an Rezeptoren auf der Oberflache von Osteoklasten kann es deren Aktivitat
inhibieren und somit Fragilitdtsfrakturen vorbeugen. Ein Einfluss auf die
Knochendichte konnte nicht nachgewiesen werden. Als Therapie steht es in Form
von subkutaner Injektion oder als Nasenspray zur Verfugung. Jedoch schranken
seine Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Nasenbluten oder allergische Reaktionen die
Verwendung ein. Aullerdem besteht der Verdacht, Kalzitonin kdnne in geringem
MalRe das Krebsrisiko fur bestimmte Malignitdten erhdohen. Aufgrund der hohen
Kosten einer Therapie mit Kalzitonin sowie den haufigen Injektionen, die noétig sind,
ist es fur den Langzeitgebrauch ungeeignet. Eine Indikation fur die Therapie ist zum
Beispiel das akute Schmerzgeschehen nach einer Wirbelkorperfraktur (Bartl and
Frisch 2009, Cosman et al. 2014).

Fluorid hingegen zahlt nicht mehr zur Erstlinientherapie der Osteoporose. Es wird
jedoch aus wirtschaftlichen Grunden noch in einigen Landern als Medikament
verwendet. Fluorid fordert die Knochenentwicklung durch Anregung der
Osteoblasten, indem es deren intrazellularen Kalziumgehalt erhdht, und fuhrt so zu
einer verbesserten Knochenmasse (Duan et al. 2015). Seine Wirksamkeit bezuglich
der Frakturpravention konnte bisher allerdings nicht bestatigt werden, da der neu
geformte Knochen sich als weniger widerstandsfahig erweist. Auch die
Nebenwirkungen sprechen gegen eine Erstlinientherapie mit Fluorid. Man empfiehlt,
nur geringe Dosen Uber drei bis vier Jahre zusammen mit Vitamin D und Kalzium zu
verabreichen (Bartl and Frisch 2009).
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5.1.6.7 Denosumab

Ein neuer Ansatz in der Behandlung der Osteoporose ist die gezielte sogenannte
"targeted therapy" mit Antikdrpern, allen voran der humane monoklonale Antikorper
Denosumab. Er bindet als Antagonist den Rezeptor Aktivator des Nuklearfaktor-
kappa-B-Liganden (RANKL). Dieses Zytokin ist essentiell ist fir Bildung, Funktion
und Uberleben der Osteoklasten (vgl. 5.1.2, S.2 und Abbildung 5-4, S.7). Somit wirkt
Denosumab als antiresorptives Agens. Es wird dem Patienten alle sechs Monate
subkutan verabreicht. In einer Studie Uber drei Jahre konnte eine Reduktion von
Wirbelkorperfrakturen um 68% und eine Reduktion von Schenkelhalsfrakturen um

40% gezeigt werden (Cummings et al. 2009).
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5.2 MicroRNA und deren Rolle in der Zelle

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze nicht-kodierende einzelstrangige RNA-Segmente
mit einer Lange von 19-24 Nukleotiden. Sie sind an essenziellen biologischen
Funktionen wie der Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt (Slack
2011). Diese kurzen RNA-Segmente regulieren die Genexpression, indem sie in die
posttranskriptionelle Phase eingreifen und somit die Proteinsynthese hemmen. Dies
geschieht durch die Interaktion mit mRNA (Abbildung 1-13, S.29).

kodierende Sequenzen nicht-kodierende Sequenzen
®© 8 | | s
G —(BAEAR AAAAA 150250
CH3 1
J
5‘ cap

Protein

Abbildung 5-13: Aufbau der reifen eukaryontischen mRNA. Am 3'-Ende findet sich der sogenannte Poly-A-
Schwanz, der aus mehreren aneinandergereihten Adenin-Nukleotiden (A) besteht und die mRNA vor dem
enzymatischen Abbau bewahrt. Am 5'-Ende findet sich das 7-Methylguanosin (G), welches Uber eine 5'-5'-
Triphosphat-Bindung (P) mit der mRNA verbunden ist. (Abbildung modifiziert nach Knippers 2006)

Seit der ersten Entdeckung dieser Genregulatoren um 1990 im Fadenwurm
Caenhorhabditis elegans (C. elegans) wurden einige weitere hundert miRNAs in
Pflanzen und Tieren identifiziert. Die ersten waren lin-4 und let-7, welche an ihren
Zielgenen direkt mit dem 3'-Ende des untranslatierten Bereichs (UTR) der mRNA
agieren. Man schatzt, dass bis zu drei Prozent der DNA fur miRNAs kodieren (Morris

2008). Loci hierfir konnen unabhangige Transkriptionseinheiten oder Cluster
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diverser miRNAs sein beziehungsweise in den Introns annotierter Gene liegen
(Slack 2011). In der Datenbank miRBase (Version 21) sind insgesamt 28.645
Eintrage gelistet (Stand Juni 2013). Diese groRRe Heterogenitat entsteht durch
unterschiedliche Prozessierung der pre-miRNA sowie die posttranskriptionelle
Aufbereitung der miRNA (Shaffer et al. 2012) (s. 5.2.1, S.30). Jede miRNA scheint
an mehreren Zielgenen regulierend tatig werden zu kénnen. Dies wird bei Pflanzen
durch Bindung an die kodierende Sequenz oder bei Tieren an der 3'UTR der mRNA
umgesetzt. Dabei missen abhangig vom Organismus die Sequenzen nicht immer
komplementar zum Strang sein (Morris 2008). Diese Nicht-Komplementaritat
schlie3t allerdings eine Spaltung der Ziel-mRNA durch Slicer aus (Slack 2011) (s.
5.2.2, S.32).

5.2.1 Biogenese der miRNA

Nach der Transkription durch RNA-Polymerase Il entsteht im Kern der Zelle die pri-
miRNA mit einer Lange von mehreren Kilobasen sowie einer 5'Cap-Struktur und
einem Poly-A-Schwanz. Am Aufbau kénnen mehrere Haarnadelstrukturen beteiligt
sein (Abbildung 5-14, S.30).

\CCG ccus UCCCUGAGACCUCAAGUGUGAGUGUACUA

U
/—GGCAGGAC UGGGCCUCUCGGGUCCACACUU CGUA gV

Abbildung 5-14: miRNA lin-4 von C.elegans. Zu erkennen sind die typischen Haarnadelstrukturen. Die reife
miRNA ist in Rot dargestellt. (Abbildung modifiziert nach Bartel 2004)

Ein Protein-Komplex aus der RNase Ill ahnlichen Endonuklease Drosha und

DGCRS8/Pasha, das Homolog in Drosophila und C. elegans, erkennt die pri-miRNA
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und spaltet ihre Haarnadelstrukturen an der Basis ab, wodurch die pre-miRNA
entsteht. Die pre-miRNA, welche um die 70 Nukleotide lang ist, wird anhand von
Exportin 5 in das Zytoplasma beférdert. Mithilfe von Dicer, einem RNase |lI
ahnlichen Enzym, entsteht hier die ausgereiffe miRNA in Form eines
doppelstrangigen mehrere Nukleotide langen miRNA-Komplexes (Abbildung 5-15,
S.31). Ein Strang bindet anschlieRend an die mRNA, der andere wird degradiert.
Entschieden wird dies durch die freie Energie, welche flr eine Bindung nétig ist. Der
Strang des Komplexes, dessen 5'-Ende weniger Energie fur eine Bindung mit der
mMRNA verbraucht, wird zum ausgereiften Fihrungsstrang. Dieser wird nun Teil des
Proteinkomplexes miRISC (miRNA-induzierter Stilllegungskomplex). Durch diesen
Komplex wird letztlich die Proteinproduktion verhindert (s.5.2.2, S.32) (Morris 2008).

miRNA Gen

Transkrlptlon | Pol II

@ s, Pri-miRNA

Zuschneiden ‘ Drosha-DGCR8

%'F ‘ Pre-miRNA

Nukleus EXportin -5-RanGTP

Export

Zytoplasma
Pre-miRNA

Dicing I Dicer

miRNA Duplex

Abbildung 5-15: MiRNA-Biogenese. Das miRNA Gen wird durch die RNA-Polymerase Il (Pol Il) transkribiert.
Die entstandene pri-miRNA wird durch den Proteinkomplex Drosha-DGCRS8 gespalten, woraus die pre-miRNA
resultiert. Nach dem Export ins Zytoplasma entsteht mit Hilfe des Enzyms Dicer der reife miRNA Duplex.
(Abbildung madifiziert nach Narry Kim 2005)
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5.2.2 Die Funktion von miRISC
Die Aufgabe der miRNA als Bestandteil von miRISC besteht in der Identifizierung

ihrer Ziel-mRNA mit Hilfe einer komplementaren Sequenz, um so die
Proteinsynthese zu blockieren. Fur die Aktivitat der miRNA wird als wesentlicher
Bestandteil von miRISC ein Argonautprotein bendtigt. Dieses enthalt eine PAZ-
Domane, welche die miRNA erkennt, sowie PIWI, welches eine wichtige Rolle bei
der Unterdrickung des Zielgens spielt (Slack 2011). Man schatzt, dass ein Drittel der
gesamten mRNAs in Saugetieren von miRNAs reguliert werden (Miyaki and Asahara
2012). Es koénnen mehrere Kopien einer miRNA oder auch Kombinationen
verschiedener miRNAs an die mRNA binden. Dies kann zu einer Spaltung und
Degradation derselben fuhren. Aulderdem kann miRISC die Initiation und Elongation
der Translation inhibieren oder die Deadenylierung der Ziel-mRNA als Konsequenz
haben (Morris 2008) (Abbildung 5-16, S.32).

miRNA Duplex * o oo

|
=\
E.

- miRISC Komplex

D

Degradation

¥ A
/ . 3’
Spaltung der mRNA \
>

. 3

Inhibition der Translation

Abbildung 5-16: Funktion von miRISC. Nachdem ein Strang des miRNA Duplex degradiert wurde, bildet der
andere mit dem Protein RISC den miRISC Komplex. Dieser kann zur Spaltung der mRNA fuhren oder die
Translation derselben hemmen. (Abbildung modifiziert nach Norton Lasley 2010)
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Eine mogliche Erklarung fur die Aktivitat von miRISC ist, dass in dem Komplex
enthaltene Proteine an die Kappe der Ziel-mRNA binden und somit den Zugang von

Initiationsfaktoren blockieren (Slack 2011).

5.2.3 Extrazellulare miRNA als Biomarker

Um eine gezielte Funktion der Zelle sowie ihrer Differenzierung zu gewahrleisten,
muss der Gehalt an miRNA genau kontrolliert werden. Eine Abweichung ist oft mit
pathologischen Vorgangen assoziiert (Wang et al. 2013). Solche Missverhaltnisse
sind bis dato hauptsachlich mit Krebs oder Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems beschrieben worden (Slack 2011, Papageorgiou et al. 2012). Aberrante
miRNA-Signaturen sind allerdings nicht nur an oben genannten Pathologien beteiligt,
sondern konnen auch in anderen Bereichen wie z.B. bei der Endometriose als
Biomarker dienen (Wang et al. 2013). Fur 13 Arten von Krebs offenbaren miRNAs
bis dato das Potential fur diagnostische und prognostische Zwecke (Kosaka et al.
2010). Damit zirkulierende miRNAs im Blut nicht durch Nukleasen degradiert
werden, gehen sie fur ihre Stabilitit Komplexe mit diversen Proteinen oder
Mikrovesikeln ein. Der Zweck dieser frei zirkulierenden miRNAs ist allerdings noch
nicht bekannt. Dennoch besteht die Modglichkeit, sie als nicht-invasive Biomarker
einzusetzen. Eine Veranderung ihrer Spiegel im Blut bei Krankheit konnte durch
vermehrte Zelllyse oder durch eine erhdhte Exosombildung aus befallenen Zellen
erklart werden (Shaffer et al. 2012). Trotz der Fortschritte im letzten Jahrzehnt
bezuglich der Entdeckung von miRNAs ist die Forschung auf diesem Feld noch in
der Entwicklung. Uber inre genaue Aktivitat sowie Zielgene ist bis heute noch wenig
bekannt (Slack 2011).

5.2.4 Nomenklatur

Alle reifen miRNAs sind zu erkennen an dem Prafix miR-, Vorstufen werden mit mir-
bezeichnet. AnschlieRend werden sie durchnummeriert (z.B. miR-24, miR-89).
Unabhangig vom Organismus erhalten identische miRNAs dieselbe Nummer. Um
die Gattung zu beschreiben, werden weiterhin Prafixe verwendet (z.B. hsa- fur Homo

sapiens). Nahezu identische miRNAs einer Spezies mit nur geringfugigen
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Unterschieden in ihrer Sequenz erhalten einen Buchstaben als Suffix (z.B. miR-13a
und miR-13b). Gehen identische miRNAs aus unterschiedlichen Lokalisationen der
Haarnadelstrukturen hervor, so werden diese durch nummerierte Suffixe
gekennzeichnet (z.B. hsa-miR-34-1 und hsa-miR-34-2). Entspringen zwei
unterschiedliche miRNAs demselben Vorlaufer, nur von gegensatzlichen Armen,
erhalten sie das Suffix -3p (fur das 3'-Ende) bzw. -5p (fur das 5'-Ende) (Ambros et al.
2003, Griffiths-Jones et al. 2006).
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6 Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Zwar existieren einige wenige Marker, durch die ein Knochenumsatz
annahernd bestimmt werden kann. Nichtdestotrotz sind spezifische Biomarker
bei der Diagnose der Osteoporose kaum etabliert (vgl. 5.1.5.2, S.18). 30-50%
aller Frauen und 15-30% aller Manner weltweit werden eine Fraktur aufgrund
von Osteoporose erleiden. Laut WHO wird die Rate an Huftfrakturen bis zum
Jahr 2050 global bei 6,3 Millionen liegen. In Bezug auf die demographische
Alterung unserer Bevolkerung ist es daher von essenzieller Bedeutung, neue
Biomarker fur eine Fruherkennung der Osteoporose zu etablieren, welche im
Hinblick auf die Krankheitsprogression praktikabler waren als der heutige
Goldstandard der DEXA-Messung (vgl. 5.1.5.1, S.14).

Mit neuen Publikationen Uber frei zirkulierende extrazellulare miRNAs wachst
auch das Interesse an ihrem Potential als Biomarker (Wang et al. 2013). Auf
dem Feld der Onkologie oder kardiovaskularer Erkrankungen sind in den
letzten Jahren bereits einige miRNA-Signaturen beschrieben worden (vgl.
5.2.3, S.33). Zu veranderten Regulationen von miRNA-Signalwegen bei
muskuloskeletalen Erkrankungen koénnen bisher jedoch kaum Aussagen
gemacht werden (Miyaki and Asahara 2012). Mizoguchi et al. konnte zeigen,
dass in murinen Osteoklasten ein Mangel des Enzyms Dicer, welches an der
Biogenese von miRNAs beteiligt ist (vgl. 5.2.1, S.30), die Anzahl der
Osteoklasten zurickgehen lasst und eine gesteigerte Knochenmasse
begulnstigt (Mizoguchi et al. 2010). Auch scheint die Ausschaltung von Dicer
im Signalweg von Chondrozyten deren Proliferation zu hemmen (Kobayashi
et al. 2008). Dies lasst erkennen, dass im Rahmen der Genexpression
miRNAs auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Knochen und
Knorpel spielen. Bei der Krankheitsentstehung der Arthrose ist bereits eine
Beteiligung von miRNAs beschrieben. Diese haufigste muskuloskeletale
Erkrankung, welche durch den Untergang von Gelenkknorpel charakterisiert
und von artikularer Entzindung begleitet ist, wird im Rahmen der Knorpel-
Homodostase durch miRNAs kontrolliert (Miyaki and Asahara 2012, Seeliger et
al. 2016). Hierbei scheint vor allem miRNA-140 an der Pathogenese beteiligt

zu sein (Zhang et al. 2013). Zudem wurden bei Patienten mit
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Gelenkrheumatismus erhdhte Spiegel von miR-24 und miR-125a-5p im

Plasma gefunden (Murata et al. 2013).

Diese Forschungsergebnisse bekraftigen die Idee, miRNAs als neue nicht-

invasive Biomarker im Rahmen muskuloskeletaler Erkrankungen zu erproben.

Daher ist das primare Bestreben dieser Arbeit herauszufinden, ob miRNAs

auch beim Krankheitsbild der Osteoporose eine Rolle spielen und womdglich

als Biomarker oder potentielle Therapieziele dienen kdnnen.

Daher wurden folgende Ziele adressiert:

1.

Gibt es einen Unterschied in der Aktivitat von Osteoklasten und
Osteoblasten bei Patienten mit Osteoporose im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe? Dies wurde durch Messung der Enzyme
TRAP und AP bestimmt.

Isolierung von miRNA aus Serum von Patienten mit Osteoporose
sowie einem gesunden Kontrollkollektiv.

Identifikation von miRNAs bei Patienten mit Osteoporose im Vergleich
zu einem gesunden Kontrollkollektiv mithilfe eines Arrays. Gibt es hier
signifikante Unterschiede in der Hoch- bzw. Runterregulierung?
Validierung der Ergebnisse des Arrays durch Untersuchung der
einzelnen hoch- bzw. runterregulierten miRNAs mittels gPCR.

Wie verhalt es sich mit der identifizierten miRNAs im Knochengewebe

der Patienten?
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7 Material und Methoden

7.1 Material

7.1.1 Gerate

Die verwendeten Gerate werden in Tabelle 1-1 aufgelistet.

Biophotometer + HELLMA
tray cell

CT-Scanner iCT
Homogenisator MM 400
Inkubator HERAcell 150

Mastercycler® pro
Platereader Fluostar Omega
Q-PCR Gerat CFX96

Sterilwerkbank, MSC
Advantage

Stickstofftank LS 3000

Zentrifugen

Tabelle 1-1: Geréate.

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Philips, Best, Niederlande
Retsch, Haan, Deutschland

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Taylor-Wharton, Theodore, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

7.1.2 Verbrauchsmaterial

Eine Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien ist

aufgefuhrt.

Einmalspritzen Inject®
Monovette S EDTA 9ml
Monovette S Serum 7,5ml

Multiwellplatten

in Tabelle 1-2

Braun, Melsungen, Deutschland
SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland
SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland
PAA GmbH, Pasching, Osterreich
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Pipetten + Pipettenspitzen
Reaktionsgefale
Skalpelle, No. 10

Sterile Handschuhe

Sterilfilter 0,22 pm

Zellkulturflaschen, steril 75 und
175 cm?

Zellkulturschalen 10cm?

Zellschaber, 20mm Lamelle

Tabelle 1-2: Verbrauchsmaterialien.

7.1.3 Chemikalien

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland
Feather, Osaka, Japan

Apotheke, Klinikum rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland
PAA GmbH, Pasching, Osterreich

PAA GmbH, Pasching, Osterreich
PAA GmbH, Pasching, Osterreich

In Tabelle 1-3 werden flr diese Arbeit verwendeten Chemikalien genannt.

Agarose

All protect

Aqua ad iniectabilia

Borsaure
Bromphenol Blau
CD14 MicroBeads

Chloroform

Dinatriumcarbonat

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Apotheke, Klinikum rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Apotheke, Klinikum rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

38



7 | MATERIAL UND METHODEN

Folinreagenz

Glycerol

Glycin

HCI

Isopropanol

Kupfer(ll)-sulfat Pentahydrat

L-Ascorbat-2-phosphat

LSM-1077
Methanol

Magnesiumchlorid

Natriumacetat

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumtartrat*H20
4-Nitrophenol

4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz

Hexahydrat (pNpp)
pUC 19 DNA Marker
RNAlater

TRI Reagent

TRIS

Tris/HCI
Trypan Blue 0,5%

Sulforhodamin B Natriumsalz

Tabelle 1-3: Chemikalien.

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Apotheke, Klinikum rechts der Isar,

Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Munchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Munchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Munchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrome, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Munchen,
Deutschland
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7.1.4 Nahrmedien und Zusatze

Tabelle 1-4 gibt die Liste der verwendeten Nahrmedien und Zusatze wieder.

BSA Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Earle's Salts/Ham's F12 Medium PAA GmbH, Pasching, Osterreich
FCS PAA GmbH, Pasching, Osterreich
L-Glutamine PAA GmbH, Pasching, Osterreich
M-CSF Peprotech, Hamburg, Deutschland
MEM PAA GmbH, Pasching, Osterreich
PBS PAA GmbH, Pasching, Osterreich
Penicillin / Streptomycin PAA GmbH, Pasching, Osterreich
RANKL Peprotech, Hamburg, Deutschland
Trypsin / EDTA PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Tabelle 1-4: Nahrmedien und Zuséatze.

7.1.5 Verwendete Kits und Zubehor

Alle bendtigten Kits sowie Zusatzmaterial werden in Tabelle 1-5 aufgezahit.

cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland

Human Serum & Plasma miRNA PCR Array Qiagen, Hilden, Deutschland
MIHS-106Z

miRNeasy Serum/Plasma Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
miRNeasy Spike-In Control Qiagen, Hilden, Deutschland
miScript || RT Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
RNU6/ SNORD96a Primer Qiagen, Hilden, Deutschland
SsoFast EvaGreen Supermix BioRad, Munchen,

Deutschland

Tabelle 1-5: Kits und Zusatzmaterial.
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7.1.6 Software

Verwendete Software wird in Tabelle 1-6 genannt.

EndNote X6 Japone / Team LnDL, Thomson
Reuters, San Francisco, CA, USA

Graph Pad Prism 5.01 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA

Ingenuity Pathway Assessment / Ingenuity Systems, Redwood City,

Ingenuity Knowledge Base 8.7 CA, USA

Mindways calibration phantom and Mindways Software Inc., Austin, TX,

software USA

TargetScan Human V5.1 Whitehead Institute for Biomedical

Research, Cambridge, UK

Tabelle 1-6: Software.

7.2 Methoden

7.2.1 Gewinnung und Einteilung von Patientenproben

Zu Beginn der Studie war das Ziel, Blut und Knochenmaterial von Patienten
zu gewinnen, die Uber die chirurgische Notaufnahme in das Klinikum rechts
der Isar in Munchen kamen und hier aufgrund einer Pathologie an der Hufte
behandelt wurden. Das Patientengut fur die Gewinnung der Serumproben
setzte sich aus 63 Personen zusammen, die entweder infolge einer
Schenkelhalsfraktur bzw. pertrochantaren Fraktur (AO-Klassifikation 31-A/B)
in der Klinik und Poliklinik far Unfallchirurgie operativ mittels Gammanagel
oder Totalendoprothese (TEP) behandelt wurden oder anlasslich einer
Arthrose des Huftgelenks eine TEP in der Klinik und Poliklinik fur Orthopadie
und Sportorthopadie bekamen. Die Patienten wurden alle sowohl mundlich
als auch schriftlich Uber die geplante Studie aufgeklart. Mit der Einwilligung
zur Teilnahme haben alle Patienten eine Einverstandniserklarung
unterschrieben. Auch mussten alle Patienten Fragen nach Alter, Grofe,
Gewicht, der aktuellen Diagnose und Erkrankungen der letzten drei Monate

beantworten. Des Weiteren wurden die Patienten gebeten anzugeben, ob sie
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Raucher sind, an Diabetes mellitus leiden oder eine bereits bekannte
Osteoporose haben beziehungsweise eine DEXA-Messung vorweisen
kénnen. Um an der Studie teilnehmen zu kénnen, mussten die Probanden als
Einschlusskriterium ein Alter Uber 50 Jahre vorweisen. Ausschlusskriterien
waren eine Hormonersatztherapie in den letzten drei Monaten,
Infektionskrankheiten, bosartige Tumore sowie gutartige Zysten des Ovars
(auler Endometriome) und das Polyzystische Ovar-Syndrom (PCO). Zudem
eine wahrend der Operation entdeckte Inflammation des Beckenraumes
sowie bekannte chronische, systemische, metabolische oder endokrine
Erkrankungen des Patienten. Die Studie wurde vom lokalen Ethikkomitee der
medizinischen Fakultdt der Technischen Universitat Minchen genehmigt
(Projektnummer 2413/09a) und nach der neuesten Version der Deklaration

von Helsinki aus dem Jahre 2008 durchgeflhrt.

Den Patienten, die eingewilligt hatten, an der Studie teilzunehmen, wurde
zunachst Blut abgenommen und dieses im Labor bis zur weiteren
Verarbeitung gekuhlt aufbewahrt. Die Proben aller eingeschlossenen
Patienten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt - eine Gruppe von Personen mit
Osteoporose und eine Gruppe von Personen ohne Osteoporose
(Kontrollkollektiv). Die Gruppierung in osteoporotische und nicht-
osteoporotische Patienten basierte dabei primar auf klinischer, radiologischer
und intraoperativer Einschatzung des Arztes sowie falls vorhanden dem
Ergebnis einer bereits durch den Patienten vorweisbaren DEXA-Messung.
Die endgultige Einteilung erfolgte anhand von wahrend der Operation
gewonnenem Knochenmaterial, welches einer Knochendichtemessung mittels

g-CT unterzogen wurde.

FUr den zum Start der Studie geplanten Array wurden zunachst 20
Serumproben verarbeitet. Aus diesen Proben wurden zwei Pools geschaffen,
die jeweils aus Serumproben von 10 Osteoporotikern beziehungsweise 10
Nicht-Osteoporotikern stammten. Fur die darauffolgenden Assays zur
Validierung der hoch- bzw. runterregulierten miRNAs wurden weitere der
bereits gesammelten Proben benutzt. HierfUr wurden Serumproben von je 30
Patienten mit und 30 Patienten ohne Osteoporose untersucht. Die Proben der

Gruppe der Patienten mit Osteoporose setzte sich zusammen aus der
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extrahierten miRNA von sieben Osteoporotikerinnen, deren Serum bereits flr
den Array verwendet wurde, sowie 23 weiteren Proben von Patientinnen mit
Osteoporose. Das Kontrollkollektiv bestand aus zehn fur den Array
verwendeten Serumproben plus 20 weiterer Proben von Patientinnen ohne
Osteoporose. Zur optimalen Vergleichbarkeit beider Gruppen entstammten

die fur den Array benutzten Serumproben nur von Frauen.

Der Assay, mit dem die Knochenproben evaluiert wurden, wurde anhand von
40 Knochenproben durchgeflhrt, die intraoperativ bei Entnahme des
Huftkopfes von je 20 Personen mit beziehungsweise 20 Personen ohne
Osteoporose gewonnen wurden. Die Gruppierung erfolgte anhand von qCT-

Messungen.

Die genauen demographischen Daten der eingeschlossenen Patienten
konnen der Tabelle 1-7 (S.43), Tabelle 1-8 (S.44) und Tabelle 1-9 (S.44)

entnommen werden.

Patienten mit Osteoporose Gesunde Kontrollen

eingeschlossene 10 10
Probanden (N)

Durchschnittsalter 79,3 (66-89) 78,8 (67-91)
(Spanne)

Body massindex+ SD 24,7 £4,3 254+44
Geschlecht (m:w) 3.7 0:10
Knochendichte 751+£123 203,0 + 38,1
(mg/cm3) +SD

Tabelle 1-7: Demographische Daten der Probanden, deren Serum im Array verwendet wurde.
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Patienten mit Osteoporose Gesunde Kontrollen

eingeschlossene 30 30
Probanden (N)

Durchschnittsalter 78,3 (57-92) 76,6 (57-94)
(Spanne)

Body mass index + SD 242+ 39 26,5+54
Geschlecht (m:w) 0:30 0:30
Knochendichte 76,8 £ 8,5 207,6 £ 51,2
(mg/cm3) +SD

Tabelle 1-8: Demographische Daten der Probanden, deren Serum im Assay zur Validierung verwendet
wurde.

Patienten mit Osteoporose Gesunde Kontrollen

eingeschlossene 20 20
Probanden (N)

Durchschnittsalter 80,5 (66-92) 73,3 (51-92)
(Spanne)

Body mass index + SD 23,3+3,8 26,8 +4,8
Geschlecht (m:w) 0:20 11:9
Knochendichte 81,9+19,8 219,7 £ 53,6
(mg/cm3) +SD

Tabelle 1-9: Demographische Daten der Probanden, deren Knochen im Assay zur Validierung
verwendet wurde.

7.2.2 Zellkultur humaner Osteoblasten und

Osteoklasten

Mittels Luer-Knochenzange wurde unter sterilen Kautelen Spongiosa aus den
Femurkodpfen extrahiert, welche den Probanden zuvor im Rahmen des
Einsatzes einer TEP entnommen wurden. Diese Femurkdpfe wurden

idealerweise innerhalb von 24 Stunden nach Entnahme weiterverarbeitet,
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nachdem sie in einem sterilen Gefal® aus dem OP ins Labor transportiert
wurden. Die gewonnene Spongiosa wurde in Petrischalen aufgefangen, die
mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) befullt waren. Die Knochenstlicke
wurden mithilfe von Zange und Skalpell weiter verkleinert, bis sie eine GroRRe
von ca. 3-5 mm aufwiesen. Anschlielend wurde das PBS der Zellkulturschale
vorsichtig aspiriert und das Knochenmaterial mittels Zange in ein 50 ml
Reaktionsgefald uberflhrt, welches wiederum mit 20 ml PBS gefullt wurde.
Das Ganze wurde mithilfe eines Vortexmischers fur zehn Sekunden grundlich
durchmischt. Danach wurde fur ca. 30 Sekunden gewartet, bis sich die
Knochenfragmente am Boden des Reaktionsgefalles gesammelt hatten, um
den Uberstand an PBS vorsichtig aspirieren zu kénnen. Es wurden ein
weiteres Mal 20 ml PBS hinzugeflugt und die ganze Prozedur vier bis funf Mal
wiederholt, bis der Uberstand klar war und die Knochenstiicke ein
elfenbeinartiges Aussehen hatten. Diese Knochenfragmente wurden im
Anschluss in Zellkulturflaschen transferiert, wobei ca. 10 ml des gewonnenen
Materials auf eine 175 cm? grolRe Zellkulturflasche kamen. Jede Flasche
wurde mit 20 ml Osteoblastenmedium beflllt und die Knochenfragmente
moglichst gut am Boden verteilt. Das verwendete Medium setzte sich
zusammen aus 500 ml Minimum Essential Medium (MEM), 50 ml fétalem
Kalberserum (FKS), 5 ml Penicillin/Streptomycin-Losung (bestehend aus
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) sowie 25 mg L-Ascorbat-2-
phosphat. Das Ganze wurde bei Bedingungen von 37 °C und 5 % CO2 flr
sieben Tage inkubiert. Nach sieben sowie nach 14 Tagen wurde das alte
Medium je durch 20 ml frisches Osteoblastenmedium ersetzt. AnschlieRend
erfolgte der Mediumwechsel zweimal wdchentlich. Nach ein bis zwei Wochen
konnte das Herauswachsen der Osteoblasten aus den Knochenstiuckchen
unter dem Mikroskop beobachtet werden. Als die Zellen auf dem Boden der
Zellkulturflasche konfluierend zu wachsen schienen, konnte die erste
Passage angelegt werden. Dafur wurden die Knochenfragmente mittels
Auswaschen durch PBS entfernt und das Medium aspiriert. Im Anschluss
daran wurden die Zellen mit 20 ml PBS gewaschen und die Losung dann
vorsichtig wieder aspiriert. Den Zellkulturflaschen wurden nun 2-3 ml
Trypsin/EDTA-L6sung hinzugefugt und das Ganze fur sieben bis zehn

Minuten bei 37 °C inkubiert, um die Ablosung der Zellen vom Boden der
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Flasche hervorzurufen, was mithilfe des Mikroskops beobachtet werden
konnte. Nachfolgend wurde die Trypsin/EDTA-Lésung durch Zugabe von
10 ml Osteoblastenmedium inaktiviert. Die Zellsuspension wurde wiederum in
ein 50 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt und diese Lésung fur zehn Minuten bei
650 x g zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand aspiriert und die am
Boden konglomerierten Zellen mittels 30 ml Kulturmedium resuspendiert.
Mithilfe einer Pipette wurde das Ganze noch einmal vorsichtig vermischt, um
das Pellet aufzulésen. Neue 175 cm? Zellkulturflaschen wurden nun mit den
Zellen beimpft, um so die erste Passage zu generieren. Diese Prozedur
wurde sooft wiederholt, bis schlieRBlich die dritte Passage flr weitere
Experimente verwendet wurde. Dabei hatte die Kultur eine Dichte von 2 x 104

Zellen pro cm?.

Fir die Generierung von Osteoklasten mussten zundchst Monozyten
(PBMCs) aus dem Vollblut der Patienten isoliert werden. Dafur wurde ein
Reaktionsgefal® mit je 30 ml EDTA-Blut des Probanden sowie mit 20 ml
Lymphozyten-Seperationsmedium (LSM) befullt, welches einen
Dichtegradienten zur Trennung von Zellen und anderen Bestandteilen erstellt.
Bei 1000 x g wurde das Ganze fur 20 Minuten bei 22 °C zentrifugiert, bis sich
die zellularen Bestandteile des Blutes in verschiedene Phasen auftrennten.
Bendtigt wurde die Interphase, welche Lymphozyten und Monozyten enthielt,
und mittels Pipette einem neuen Reaktionsgefal® zugefuhrt wurde. Es wurden
weiterhin 40 ml PBS hinzugeflgt und die Zellsuspension bei 650 x g fur zehn
Minuten bei 22 °C zentrifugiert. Um an das Pellet heranzukommen, wurde der
Uberstand nach Zentrifugation aspiriert und das Zellkonglomerat ein weiteres
Mal mittels 40 ml PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
gewonnene Pellet weiterverarbeitet. Das nachste Ziel war es, die Monozyten
von den Leukozyten mittels magnetischer Zellseparation (Magnetic Cell
Separation, kurz MACS) zu trennen. Mithilfe von magnetischen
Mikroklgelchen (MicroBeads), an welche CD14-Antikdrper gebunden sind,
kdnnen so pure Zellpopulation erhalten werden. Das Pellet wurde mittels PBS
und EDTA resuspendiert. Die genaue Zellzahl wurde mittels Hamozytometer
bestimmt und so die Anzahl an MicroBeads berechnet, die fur die

Zellsuspension benotigt wurden. Pro 1 x 108 Zellen wurden 200 pl humaner
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CD14 MicroBeads verwendet sowie 800 ul PBS und EDTA. Dabei durften pro
Séaule maximal 1 x 108 Zellen verwendet werden. Wurden flr einzelne Proben
mehr Zellen gezahlt, so wurden die Mono- und Leukozyten noch einmal
resuspendiert und weniger uyl der Suspension verwendet. Die fertige
Suspension, bestehend aus Mono- und Leukozyten sowie CD14-Mikrobeads
und PBS + EDTA, wurde auf eine MACS-Saule geladen, die in ein
magnetisches Feld eines MACS-Separators platziert wurde. Die durch die
CD14-MicroBeads magnetisch geladenen Monozyten, welche an ihrer
Oberflache das Glykoprotein CD14 tragen, wurden so in der Saule
festgehalten und von den Leukozyten getrennt. Nach Verwerfen der sich im
Reaktionsgefald befindenden unmarkierten Leukozyten wurden die
Monozyten mithilfe von PBS und EDTA aus der Saule geldst und in einem
neuen Reaktionsgefald aufgefangen. Die Monozyten wurden wiederum
mithilfe des Hamozytometers ausgezahlt und insgesamt 1 x 10° Zellen pro
Well auf einer 24-Well-Platte ausplattiert. Fur die Differenzierung wurden die
gewonnenen Monozyten die ersten sechs Tage mit Osteoklasten-
Kulturmedium kultiviert. Dieses bestand aus o-MEM, 10% FKS,
2% L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 5 pg/ml M-CSF. Das Medium
wurde an Tag eins und Tag vier gewechselt. AnschlieRend wurde Medium
verwendet, welches anstelle von M-CSF RANKL enthielt. Im Folgenden
konnte die Differenzierung zu Osteoklasten beobachtet werden. Mit den

Versuchen wurde an Tag 14 der Kultur begonnen.

7.2.3 Bestimmung der Aktivitat von Osteoblasten und

Osteoklasten

Um die Aktivitdt der gewonnenen Osteoblasten zu bestimmen, wurde die
Aktivitat der alkalischen Phosphatase (AP) gemessen (vgl. 5.1.5.2, S.18).
Dazu wurden die zuvor gewonnenen Osteoblasten in der dritten Passage
nach Aspiration des Kulturmediums zunachst zweimal mit PBS gewaschen,
um nicht-adharente Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden die
Osteoblasten fur 30 Minuten bei 37 °C mit para-Nitrophenylphosphat (pNPP)-
Puffer inkubiert, der 0,2 % 4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat,
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50 mM Glycin, 1 mM MgCl> und 100 mM TRIS enthielt und einen pH-Wert von
10,5 aufwies. Das Reaktionsgemisch wurde im Anschluss daran auf eine 96-
Well-Platte pipettiert, welche dartiber hinaus eine Negativkontrolle ohne
Zellen enthielt. Das durch das in den Osteoblasten enthaltene Enzym
alkalische Phosphatase gebildete 4-Nitrophenol wurde mittels Fluorometer bei
einer Wellenlange von 405 nm gemessen und die genaue Menge von AP

mithilfe einer Standardkurve errechnet.

Die berechnete Konzentration musste nun noch durch den Proteingehalt der
Zellen geteilt werden, um die Aktivitat der AP auf die relative Zellzahl
normieren zu konnen. Der Proteingehalt wurde durch Farbung mit
Sulforhodamin B (SRB) bestimmt. SRB bindet an zellulare Proteine und kann
so zur Berechnung der Zelldichte herangezogen werden. Dazu wurden die
Osteoblasten zunachst mit PBS gewaschen und anschlieRend in einer 96-
Well-Platte mit Methanol und SRB-L6sung bedeckt, die neben Sulforhodamin
noch verdinnte einprozentige Essigsaure enthielt. Nach einer Inkubationszeit
von 30 Minuten wurde die SRB-LAsung wieder von den Zellen entfernt. Das
zellgebundene SRB wurde zur Quantifizierung mithilfe von 10 mM
ungepufferter TRIS Lésung entfernt und dessen spezifische Absorption bei
565 nm gemessen. Anschlieliend musste hiervon noch die Absorption der
96-Well-Platte abgezogen werden, welche bei 690 nm gemessen wurde. Die
Zellzahl konnte nun graphisch bestimmt werden, da sich bei optischen
Dichtegradienten von 1-200 % die Ergebnisse der SRB-Farbung linear zum
Proteingehalt der Zellen verhalten. Die Trendlinie konnte nun herangezogen
werden, um das erhaltene Dichtesignal auf den Proteingehalt

herunterzurechnen.

Das Enzym tartratresistente alkalische Phosphatase (TRAP) wiederum wird
als wichtiger zytochemischer Marker fir Osteoklasten angesehen. Um dessen
Aktivitat bei Patienten mit Osteoporose von gesunden Kontrollen
abzugrenzen, wurde auf einer 96-Well-Platte zu 50 yl Uberstand der
Osteoklasten an Tag 14 der Kultur (s.0.) 150 pl Substrat-Pufferldsung mit
einem pH von 5,5 hinzugefugt. Diese bestand aus 5 mM
4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat in einem Puffer aus 100 mM

Natriumacetat und 50 mM di-Natriumtartrat Dihydrat. Es wurde mit Tripletts
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gearbeitet. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C und 5 %
CO2 wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 yl 3M NaOH gestoppt. Bei
405 nm wurde sofort im Anschluss die jeweilige Absorption gemessen und die
durchschnittliche Absorption der Tripletts bestimmt. Die Absorption der
Negativkontrolle im Sinne eines Kulturmediums ohne Zellen wurde weiterhin
davon abgezogen. Die genaue Aktivitat der TRAP wurde anhand einer zuvor
vorbereiteten Standardkurve berechnet. Das gemessene Signal wurde auf die
Proteinkonzentration der Zellen normiert, welche durch die Methode nach
Lowry bestimmt worden war. Diese basiert auf zwei Reaktionen. Zuerst bilden
Kupfer(ll)ionen einen blauen Komplex mit Peptidbindungen. Im zweiten
Schritt werden diese Kupfer(ll)ionen zu Kupfer(l)ionen reduziert, welche
wiederum das gelbe Folinreagenz zu Molybdanblau reduzieren, das mittels
Photometer gemessen werden kann. Es wurde wiederum in Tripletts auf einer
96-Well-Platte gearbeitet. Diese wurde mit je 2 yl bovinem Serumalbumin
(BSA) mit einer Konzentration von 10 pg/pl und den Proben beflllt. Es
wurden je 150 ul Lésung hinzugeflgt, welche aus di-Natriumtartrat Dihydrat,
CuSOs4, Na2CO3, 1M NaOH und ddH20 frisch hergestellt wurde. Das Ganze
wurde bei Raumtemperatur (RT) fur zehn Minuten inkubiert und schlie3lich
Folin-Reagenz hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei RT wurde
die Absorption bei einer Wellenlange von 750 nm und dem entsprechenden
Programm gemessen. Mittels Standardkurve konnte so die Proteinmenge

berechnet werden.

7.2.4 Isolierung von miRNA aus Blutserum und

reverse Transkription in cDNA

Die miRNA wurde nach Anleitung mit dem miRNeasy Serum/Plasma Kit aus
den gewonnenen Serumproben isoliert. Das Prinzip des Kits grundet auf einer
Auflésung der Proben durch ein Phenol-Guanidin-Thiocyanat, wodurch
Proteinkomplexe und RNAsen denaturiert werden, und dem anschlieRenden
Herausfiltern der gesamten RNA mittels Siliciumdioxidmembran (Abbildung
2-1, S.51).
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Zur Gewinnung des Blutserums wurden die Serumrohrchen flr zehn Minuten
bei 1900 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in neue Rohrchen
pipettiert. Das Ganze wurde ein weiteres Mal fur zehn Minuten bei 16000 x g
und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der klare Uberstand aller jeweiligen
Proben in einem Reaktionsgefa® zusammengefasst und nach kurzer
Durchmischung aliquotiert. Die Aliquots wurden bis zu Beginn der Isolierung
bei -80 °C gelagert.

Fir die Isolierung wurden 200 pl des erhaltenen Uberstandes, welcher zuvor
bei RT aufgetaut war und nochmals bei 16000 x g und 4 °C fur funf Minuten
zentrifugiert wurde, mit 1000 ul des im Kit enthaltenen QIAzol Lysis Reagents
vermischt und fur funf Minuten bei RT inkubiert. Anschlieend kamen 200 l
Chloroform  hinzu sowie 3,5 uyl Spike-In  Control, die als
Normalisierungskontrolle diente und 1,6 x 10% Kopien/ul der
C. elegans miR-39 miRNA enthielt. Nach zweiminutiger Inkubation bei RT und
Zentrifugation bei 12000 x g und 4 °C fur 25 Minuten wurde die obere
wassrige Phase, welche nun nur noch RNA enthielt, in ein neues 2 ml
Roéhrchen transferiert und 900 pl 96 %iger Ethanol hinzugegeben, um ideale
Bedingungen zur Bindung fur RNA Molekule von einer ungefahren GrofRe von
18 Nukleotiden und mehr zu schaffen. Von dieser Mischung wurden 700 pl
auf eine RNeasy MinElute Spin Saule gegeben. Das Ganze wurde
zentrifugiert und der mittels 2 ml Rohrchen aufgefangene Durchfluss
verworfen. Die Prozedur wurde mit dem Rest der Probe wiederholt, bis diese
komplett aufgebraucht war. Zwei unterschiedliche im Kit erhaltene Puffer
(RWT und RPE) wurden nun jeweils hintereinander auf die Saule gegeben
und der Durchfluss wiederum verworfen. Zuletzt wurden 500 pl 80 %iger
Ethanollésung auf die Saule gegeben, das Ganze fir zwei Minuten bei
8000 xg und RT zentrifugiert und die Saule dann auf ein neues 2 ml
Auffanggefall aufgesetzt. Dieses wurde bei offenem Deckel und voller
Geschwindigkeit zentrifugiert. Nachdem die Saule ein weiteres Mal auf ein
neues 1,5 ml groRes Auffanggefal® platziet wurde, konnten 14 pl
RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran der Saule pipettiert werden. So
wurde die RNA eluiert und die Probe konnte nach Zentrifugation bei -80 °C
aufbewahrt werden (Qiagen Feburary 2012).
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Anschlieflend wurde die gesamte aus dem Serum gewonnene miRNA mithilfe
des miScript Il RT Kits in cDNA umgeschrieben (Abbildung 2-2, S.54). Dazu
wurden je 1,5 pl jeder miRNA-Probe zusammen mit einem Master Mix in
einem PCR Reaktionsgefall kurz zentrifugiert. Dieser enthielt pro 1,5 pl
miRNA-Probe 4,0 upl "HiSpec Buffer", 2,0 pl "Nucleics Mix", 10,5 pyl Aqua ad
iniectabilia und 2,0 pyl Reverse Transcriptase Mix. Die miRNA wurde im
Anschluss mittels Poly(A)-Polymerase polyadenyliert und durch die reverse
Transkriptase mithilfe eines Oligo-dT-Primers in cDNA umgeschrieben. Dazu
wurden die Proben anhand eines speziellen Programms im Mastercycler® pro
inkubiert. Dieses setzte sich zusammen aus einer Inkubation von 60 Minuten
bei 37 °C gefolgt von funf Minuten bei 95 °C. Anschlielend wurden die
Proben im Rahmen des Programes auf 4 °C heruntergekuhlt. Zu den 20 pl
gewonnener cDNA wurden 200 pl Aqua ad iniectabilia gegeben und alles
bei -20 °C gelagert.

miRNeasy Serum/Plasma Procedure

Serum/plasma

'

Add QlAzol
Lysis Reagent
l. ysis

!

T e
l. a e

T Separate phases
l-
'

Wash

Elute

<‘@&! 9 aatt) 9

Totkal RNA
including small RNAs

Add ethanol fo
aqueous phase

Abbildung 2-1: /solierung der miRNA aus den Serumproben mittels miRNeasy Serum/Plasma Kit von
QIAGEN (miRNeasy Serum/Plasma Handbook Feb. 2012)

51



7 | MATERIAL UND METHODEN

7.2.5 RNA-Gewinnung aus dem Knochen und reverse

Transkription in cDNA

Um miRNA aus dem erhaltenen Knochenmaterial zu isolieren, wurde dieser
zunachst unter Zuhilfenahme von flissigem Stickstoff mit einer
Knochenmuhle gemahlen und anschlielend die RNA mittels TRI-Reagent
und Chloroform extrahiert. Die Spongiosa der Proben wurde hierfir jeweils
mit 20 ml flissigem Stickstoff in einem Modrser zusammengebracht. Somit
konnte der Knochen mittels Stol3el zerkleinert werden. Das so gewonnene
Knochenpulver wurde in ein steriles 2 ml Reaktionsgefald Uberfihrt und mit
1000 ul TRI-Reagens zusammengebracht. Nach einer Inkubationszeit von
funf Minuten auf Eis kamen 200 ul Chloroform hinzu. Nach Durchmischung
mittels Vortexmischer wurde das Ganze fur zehn Minuten wiederum auf Eis
inkubiert. Die Mischung wurde anschlie3end fur zehn Minuten bei 14000 x g
und 4 °C zentrifugiert und die wassrige RNA enthaltende Phase in einem
neuen Reaktionsgefald mit 500 pl Isopropanol vermischt. Nach einer
Inkubationszeit von zehn Minuten auf Eis sowie anschlieRender Zentrifugation
wurde der Uberstand abgegossen. Das erhaltene RNA Pellet wurde mit 1 ml
70 %igem Ethanol gewaschen und im Anschluss fur zehn Minuten bei
14000 x g und 4 °C zentrifugiert. Diese Prozedur wurde ein weiteres Mal
wiederholt. Nach Abgielen des Uberstandes wurden die Reaktionsgefale bei
offenem Deckel kopflber auf ein Papiertuch zum Trocknen gestellt, damit das
restliche Ethanol verdampfen konnte. Daraufhin wurde das Pellet mittels Aqua
ad iniectabilia resuspendiert. Mit einem Photometer wurde bei einer
Wellenlange von 260 nm respektive 280 nm sowohl die Menge als auch

Reinheit der isolierten RNA Uberprift.

Fur die Genexpressionsanalyse der Knochenproben wurde die extrahierte
RNA mittels First Strand cDNA Synthesis Kit in cDNA umgeschrieben. Die
cDNA-Synthese beruhte auf dem gleichen Prinzip wie bei dem zuvor
verwendeten Kit von Qiagen. Die aus dem Knochen gewonnene RNA wurde
mittels Poly(A)-Polymerase polyadenyliert und durch das Enzym Reverse
Transkriptase anhand eines Oligo-dT-Primers in Einzelstrang-cDNA

umgeschrieben. Es wurden je 9 yl RNA mit 2 pl eines Mixes bestehend aus
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oligo(dT)1g Primer und einem Random Hexamer Primer im Thermocycler fur
funf Minuten bei 65 °C inkubiert und anschlieRend durch ein voreingestelltes
Programm auf 4 °C heruntergekihlt. Nach diesem Schritt wurden je 9 pl pro
Well eines weiteren Reaktionsmix hinzugegeben, der Reaktionspuffer,
RiboLock™ RNase Inhibitor, dNTP Mix und M-MuLV Reverse Transkriptase
enthielt. Die Inkubation im Thermocycler wurde fortgefuhrt, diesmal fur 60
Minuten bei 37 °C und funf Minuten bei 70 °C sowie zum Abschluss einer
Kdhlung auf 4 °C. Die Proben wurden anschlieRend mit Aqua ad iniectabilia

verdunnt und bei -20 °C gelagert.

7.2.6 Quantitative real-time PCR zur Bestimmung

regulierter miRNA

Mit den zwei Pools der aus dem Blutserum gewonnenen Proben wurde
jeweils der Human Serum & Plasma miRNA PCR Array MIHS-106Z
durchgefuhrt. Dieser ermoglichte es durch die enthaltenen Primer Assays 83
verschiedene miRNAs zu untersuchen. Das Expressionslevel jeder einzelnen
miRNA wurde im Anschluss durch gPCR bestimmt. Es wurde zunachst ein
Reaktionsmix mittels miScript SYBR Green PCR Kit vorbereitet, der neben
100 ul des jeweiligen cDNA-Pools noch 1375 ul QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix, 275 ul miScript Universal Primer und 1000 pl RNAse freies
Wasser enthielt. Je 25 ul dieses Mixes wurden pro Well auf die 96-Well-Platte
des Arrays gegeben. Danach wurde die PCR im Thermocycler durchgefuhrt,
um Kopien der jeweiligen cDNA-Sequenzen zu synthetisieren. Initial wurde
hierfir bei 95 °C fir 15 Minuten die im Master Mix enthaltene DNA
Polymerase aktiviert. Danach folgten 40 vorprogrammierte Zyklen, die sich
aus drei Schritten zusammensetzten: Der Denaturierung fur 15 Sekunden bei
94 °C, um die doppelstrangige cDNA zu separieren, dem Abkuhlen auf 55 °C
fur 30 Sekunden zur Bindung der Primer an die cDNA-Einzelstrange sowie
der Extension fur 30 Sekunden bei 70 °C zur Bildung des komplementaren
DNA-Stranges mittels Polymerase (Qiagen 2014) (Abbildung 2-2, S.54). Die

Expressionslevel wurden anhand des Durchschnittswertes der Housekeeper
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RNA-Molekiile SNORD96a und RNU6 mit der 222CT Methode normiert und
berechnet (Livak and Schmittgen 2001).

1. Convert miRNA to ¢cDNA in a one-step, single-tube
reverse transcription reaction.

¥ [

RNA somple 1 RNA sample 2
miRNA
3 Polyadenylation
4 .
Poly(A) tail
5' -‘0?~('A"l—r:7'~!3'
. AAAAAA]
5 ’ Reverse
YT TTTYTTTTYY T T T T T Y e
transcriphion
Single-tube recclion????’r“?“- ph
e— Ry
i Universal RT primer
First strand cDNA  y1r777 "

2. Combine ¢cDNA with QuantiTect SYBR Green PCR
Mastermix, miScript Universal Primer, and water.
Aliquot mixture across miScript miRNA PCR Array.

| !

miScript Primer Assay

cDNA

gPCR using miScript
1 Primer Assay and 1
miScript Universal Primer
3. Run in real-time PCR cycler.
4. Analyze data.

Abbildung 2-2: Ablaufplan des miRNA-Expressionsprofils. Nach Umschreibung der miRNA in cDNA
durch die reverse Transkriptase werden die Expressionslevel der jeweiligen miRNAs mittels miScript
SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) und gPCR bestimmt (SABiosciences 2000-12).
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7.2.7 Validierung der regulierten miRNA

Zur Validierung der Ergebnisse des Arrays wurden die detektierten miRNAs
mittels einzelner Assays untersucht. Hierfur wurde mit Duplikaten gearbeitet
und das miScript SYBR Green PCR Kit und das CFX 96 Touch Real-Time
PCR System verwendet. Pro Well wurden 50 ul eines durch das Kit
vorgegebenen Reaktionsmixes bendtigt, der sich aus QuantiTect SYBR
Green PCR Master Mix, den spezifischen Primern, der cDNA-Matrize und
RNAse freiem Wasser zusammensetzte. Die Bedingungen der PCR-Zyklen
entsprachen denen des Arrays. Die Quantifizierung der in cDNA
umgeschriebenen miRNA erfolgte mittels SYBR Green. Dies wurde dadurch
ermdglicht, dass SYBR Green an alle DNA-Doppelstrange wahrend einer
PCR-Reaktion bindet und dadurch fluoresziert. Ein erhdhter Gehalt an miRNA
respektive cDNA flhrte somit zu einer intensiveren Fluoreszenz der Probe,
welche nach jedem Zyklus gemessen wurde. Somit konnte eine Aussage
Uber die Hohe der Konzentration gemacht werden. Nach dem letzten PCR-
Zyklus wurde weiterhin eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflhrt. Damit

konnte die Reinheit und Spezifizitdt der Proben bestimmt werden.

Neben den im Array hochregulierten miRNAs wurden auch miR-93 und
miR-637 untersucht. Diese waren nicht im Array enthalten, jedoch laut
Literatur zum Zeitpunkt der Studie mit der Knochenentwicklung assoziiert
(Zhang et al. 2011, Yang et al. 2012). Die relativen Expressionslevel wurden

wie oben beschrieben errechnet.

Auch in den 40 uns zur Verfugung gestandenen Knochenproben, die sich aus
20 Proben von Patienten mit Osteoporose sowie 20 Proben von Patienten
ohne Osteoporose zusammensetzten (vgl. Tabelle 1-9, S.44), wurde die
Expression der regulierten miRNAs aus dem Array bestimmt. Zudem wurden
wiederum neben den regulierten miRNAs im Array auch der Gehalt an miR-93
und miR-637 im Knochen untersucht, um diesen mit dem im Serum

vorhandenen Gehalt vergleichen zu kdnnen.

Um das diagnostische Potential der miRNAs im Serum zu evaluieren, wurden
Grenzwertoptimierungs-Kurve (ROC-Kurven) verwendet. Dieses statistische

Verfahren bietet eine valide Aussagekraft Uber die diagnostische Genauigkeit
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der Signaldetektionen. Die Kurven wurden nach logarithmischer Umwandlung
der relativen Expression der identifizierten miRNAs der fiur alle im Rahmen
der Validierung verwendeten Proben analysiert. Zur Generierung der ROC-
Kurven wurden die jeweiligen Grenzwerte der detektierten miRNAs in einem
Diagramm verbunden, auf dessen X-Achse die Spezifitat (100%-0%) und auf
der Y-Achse die Sensitivitat (0%-100%) aufgetragen waren. Die Kurve ergibt
sich aus der Tatsache, dass Sensitivitdt und Spezifitat sich fur jeden
angenommenen Grenzwert andern. AnschlieBend wurde flr jede regulierte
miRNA die Flache unter der Kurve (AUC) berechnet, um eine Aussage Uber
seine Diskriminierungsfahigkeit zu machen. Je naher dieser Wert an 1 ist,

desto besser eignet sich der Parameter fur die klinische Diagnostik.

7.2.8 Identifizierung von Zielgenen der miRNAs und

bioinformatische Analyse der Daten

FUr die zuvor validierten miRNAs wurden potentielle Zielgene durch die
Generierung passender Zielstrukturen mithilfe der Software TargetScan
Human V5.1 identifiziert. Diese Software ermdglicht es, Zielstrukturen
vorherzusagen, indem sie auf Faktoren wie Homologie der Sequenzen,
wahrscheinliche biologische Funktion und bestatigte Ziele zurtckgreift. Die
damit vorhergesagten Ziele wurden nach erhaltener Sequenz und der
Aussicht auf Regulation der Genexpression mittels miIRNA unter
Zuhilfenahme eines Kontext-Scores angeordnet. Frihere Studien konnten
zeigen, dass ein Kontext-Score kleiner -0,3 als biologisch relevant angesehen
werden kann (Grimson et al. 2007). Vorausberechnete Ziele unserer miRNA
wurden mit Ingenuity Pathway Assessment und Ingenuity Knowledgebase
weiter analysiert. Diese Software ermoglichte es, die angesteuerten Gene der
einzelnen miRNAs darzustellen (vgl. Abbildung 3-6, S.68).
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7.2.9 Quantitative real-time PCR potentiell involvierter

Gene

Zur Analyse potentieller miRNA assoziierter osteogener Marker wurden die
transkribierten cDNAs der Knochenproben verwendet. Zur Untersuchung
wurde mit EVAGreen und dem CFX96 Touch Real-Time PCR System von
Bio-Rad gearbeitet. Die untersuchten Gene umfassten BMPR2, c-Fos, OSX,
PDCD4, RANKL, RUNX2 und VCAN. Die genauen Sequenzen der Vorwarts-
und Ruckwartsprimer kdnnen Tabelle 1-10 (S.57) entnommen werden. Die
relative Expression der Gene wurde durch g-PCR bestimmt. Die
Expressionslevel wurden normiert mithilfe von B-Tubulin und der 2-24CT
Methode (Livak and Schmittgen 2001).

Vorwartsprimer 5—3’ Ruckwartsprimer 5 —3’

BMPR2 NM 001204.6 GAGACGAGAGCAACAAGCTG — TCACCTATCTGTATACTGCTGCC

aus (Dulinska, CACGACCATGATGTCTCGG AGTAGATTGGCAATCTCGGT
c-Fos Gil et al.

2005)
RANKL NM_033012.3 TCCCAAGTTCTCATACCCTGA ~ CATCCAGGAAATACATAACACTCC
RUNX2 NM_004348  AACTCAAGTCCCCCGCCTCCC  TGGGCCAACAGAGTCTGGCGA
0OSX NM_ 152860  CCCAGGCAACACTCCTACTC — GGCTGGATTAAGGGG AGCAAA
PDCD4 NM_014456.4 ACCCTGCAGATCCTGATAACT ~ TCCACTTCTAAGGGCGTCAC
VCAN NM_004385.4 AATGCCGTCTGCAGGGTGCC — GGCCGCAAGCGACTGTTCCT

B-Tubulin  NM_001069.2 GAGGGCGAGGACGAGGCTTA ~ TCTAACAGAGGCAAAACTGAGCACC

Tabelle 1-10: Sequenzen der verwendeten Primer fur die osteogenen Marker BMPR2, c-Fos, RANKL,
RUNX2, OSX, PDCD4, VCAN und B-Tubulin zur Untersuchung potentiell miRNA-assoziierter Gene.

7.2.10 Statistik
Die Ergebnisse fur die Aktivitat der Enzyme AP und TRAP sowie der

regulierten miRNAs und aller untersuchten Gene wurden nach

logarithmischer Umwandlung mittels Boxplots dargestellt. Hierbei sind die 25.,
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50. und 75. Perzentile erkennbar, wobei die obere und untere Quartile die Box
begrenzen und innerhalb der Box der Median erkennbar ist. Der grofte bzw.
kleinste Wert der Daten wird durch den oberen bzw. unteren Whisker
begrenzt. Der zweiseitige Mann-Whitney U Test wurde zur Bestimmung der
Signifikanz der unterschiedlich exprimierten miRNAs der Patienten mit
Osteoporose im Vergleich zu der Gruppe ohne Osteoporose angewendet.
Dafir wurde die Software GraphPad Prism verwendet. Um den
diagnostischen Nutzen der detektierten miRNAs im Serum zu bestimmen
wurde mit ROC-Kurven gearbeitet. Hierfur wurden die Daten logarithmisch
umgewandelt. Zur Auswertung wurde der p-Wert herangezogen und die
Grenzen mit der hochsten Sensitivitat und Spezifitat bestimmt. Als statistisch

ausreichendes Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
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8 Ergebnisse

8.1 Charakterisierung von Zellen und Knochen
osteoporotischer Patienten im Vergleich zum

nicht-osteoporotischen Kontrollkollektiv

Um die Aktivitat der Osteoblasten beider Personengruppen mit und ohne
Osteoporose zu untersuchen, wurde die Aktivitat der alkalischen Phosphatase
gemessen. Hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen festgestellt werden (Abbildung 3-1b, S.60). Um die Aktivitat der
knochenresorbierenden Zellen von Patienten mit Osteoporose und der
gesunden Kontrollgruppe zu vergleichen, wurde die Aktivitat des Enzyms
TRAP in den gewonnenen Osteoklasten bestimmt. Hierbei war eine
signifikant (p<0.0001) um das 3,4-fach hohere Aktivitdt von TRAP in der
Patientengruppe mit Osteoporose feststellbar (Abbildung 3-1a, S.60).
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Abbildung 3-1: Ho6here Aktivitédt der Osteoklasten bei Patienten mit Osteoporose. Die Menge an
tartratresistenter alkalischer Phosphatase (TRAP) der Osteoklasten ist bei Patienten mit Osteoporose
signifikant erhoht (a) mit **** p < 0.0001 bei verwendetem zweiseitigem Mann-Whitney U Test. Die
Menge an alkalischer Phosphatase (AP) der Osteoblasten weist zwischen beiden Gruppen keinen
signifikanten Unterschied auf (b). Die beiden zu vergleichenden Gruppen bestehen jeweils aus
Patienten mit Osteoporose (Patient; N=10) und Patienten ohne Osteoporose (Kontrolle; N=10). Auf der
Y-Achse werden die Aktivitdten der jeweiligen Enzyme in mg/ml pro mg Protein der Osteoklasten bzw.
Osteoblasten mittels Box-Plots angezeigt. Hierbei sind die 25., 50. und 75. Perzentile erkennbar, wobei
die obere und untere Quartile die Box begrenzen und innerhalb der Box der Median erkennbar ist. Der
grofite bzw. kleinste Wert der Daten wird durch den oberen bzw. unteren Whisker begrenzt.

8.2 Identifizierung unterschiedlich exprimierter
MiRNAs im Serum von Patienten mit

Osteoporose

Um herauszufinden, ob sich im Serum von Patienten mit Osteoporose im
Vergleich zu Patienten ohne Osteoporose anders exprimierte miRNAs
identifizieren lassen, wurden die extrahierten miRNA-Proben mit dem Human
Serum & Plasma miRNA PCR Array analysiert. Dabei waren im Serum
insgesamt 51 miRNAs der 83 im Array vorgegebenen detektierbar. Unter

diesen waren im Serum von Patienten mit Osteoporose im Vergleich zur
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gesunden Kontrollgruppe ohne Osteoporose 11 miRNAs signifikant
hochreguliert. Es handelt sich hierbei um die miRNAs miR-21-5p, miR-23a-
3p, miR-24-3p, miR-25-3p, miR-27a-3p, MmiR-100-5p, miR-122-5p, miR-124-
3p, miR-125b-5p, miR-148a-3p und miR-223-3p. Das Expressionsverhaltnis
der beiden Gruppen zueinander wurde berechnet und mittels
Verteilungsdiagram dargestellt (Abbildung 3-2, S.61).

Patienten mit Osteoporose

v ' - ' - v v v v r v ' -
] |

} } ‘ } |

6 8

2 2

Kontrollen ohne Osteoporose

Abbildung 3-2: miRNA Variation im Serum von Patienten mit und ohne Osteoporose. Die Dreiecke
stehen fur die detektierten miRNAs. Auf der X-Achse aufgetragen ist die relative Expression der
gesunden Kontrollen ohne Osteoporose (N=10), auf der Y-Achse die relative Expression der Patienten
mit Osteoporose (N=10). 11 miRNAs waren im Serum der Osteoporosegruppe im Vergleich zur
gesunden Gruppe signifikant erhéht (mit p>0,05, dargestellt durch alle roten Dreiecke, welche die rote
Linie Uberschreiten bzw. die Tendenz dazu haben). Es fanden sich keine herunterregulierten miRNAs
(Dreiecke mit Unterschreitung der griinen Linie).

Im Pool der Osteoporotiker war hierbei die miRNA miR-122-5p mit einer
15,79-fachen Expression am starksten erhoht. Unter den untersuchten
miRNAs waren keine herunterregulierten miRNAs detektierbar (Tabelle 2-1,
S.62).
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Verhalt Verhalt
miRNA Regulierung nis miRNA Regulierung nis
hsa-let-7a-5p NS - hsa-miR-27a-3p hochreguliert 4,60
hsa-miR-1 unbestimmt - hsa-miR-296-5p unbestimmt -
hsa-miR-100-5p hochreguliert 8,26 hsa-miR-292-3p  Ns -
hsa-miR-106b-5p NS - hsa-miR-30d-5p NS -
hsa-miR-10b-5p unbestimmt - hsa-miR-34a-5p NS -
hsa-miR-122-5p hochreguliert 15,79 hsa-miR-375 unbestimmt -
hsa-miR-124-3p hochreguliert ~ 11,35 | hsa-miR-423-5p  Ns -
hsa-miR-125b-5p hochreguliert 12,57 hsa-miR-499a-5p  unbestimmt -
hsa-miR-126-3p NS - hsa-miR-574-3p NS -
hsa-miR-133a unbestimmt - hsa-miR-885-5p NS -
hsa-miR-133b unbestimmt - hsa-miR-9-5p unbestimmt -
hsa-miR-134 unbestimmt - hsa-miR-92a-3p NS -
hsa-miR-141-3p unbestimmt - hsa-let-7c NS -
hsa-miR-143-3p NS - hsa-miR-107 unbestimmt -
hsa-miR-146a-5p NS - hsa-miR-10a-5p unbestimmt -
hsa-miR-150-5p NS - hsa-miR-128 NS -
hsa-miR-155-5p unbestimmt - hsa-miR-130b-3p NS -
hsa-miR-17-5p/106a-5p NS - hsa-miR-145-5p NS -
hsa-miR-17-3p unbestimmt - hsa-miR-1482-3p  hochreguliert 9,12
hsa-miR-18a-5p NS - hsa-miR-15a-5p NS -
hsa-miR-192-5p NS - hsa-miR-184 unbestimmt -
hsa-miR-195-5p NS - hsa-miR-193a-5p NS -
hsa-miR-196a-5p unbestimmt - hsa-miR-204-5p unbestimmt -
hsa-miR-19a-3p NS - hsa-miR-206 unbestimmt -
hsa-miR-19b-3p NS - hsa-miR-211-5p unbestimmt -
hsa-miR-200a-3p unbestimmt - hsa-miR-26b-5p NS -
hsa-miR-200b-3p unbestimmt - hsa-miR-30e-5p NS -
hsa-miR-200c-3p unbestimmt - hsa-miR-372 unbestimmt -
hsa-miR-203a unbestimmt - hsa-miR-373-3p unbestimmt -
hsa-miR-205-5p unbestimmt - hsa-miR-374a-5p NS -
hsa-miR-208a unbestimmt - hsa-miR-376¢-3p  ynbestimmt -
hsa-miR-20a-5p NS - hsa-miR-7-5p NS -
hsa-miR-21-5p hochreguliert 7,88 hsa-miR-96-5p unbestimmt -
hsa-miR-210 NS - hsa-miR-103a-3p NS -
hsa-miR-214-3p unbestimmt - hsa-miR-15b-5p NS -
hsa-miR-215 unbestimmt - hsa-miR-16-5p NS -
hsa-miR-221-3p NS - hsa-miR-191-5p NS -
hsa-miR-222-3p NS - hsa-miR-22-3p NS -
hsa-miR-223-3p hochreguliert 4,25 hsa-miR-24-3p hochreguliert 5,34
hsa-miR-224-5p NS - hsa-miR-26a-5p NS -
hsa-miR-23a-3p hochreguliert 4,23 hsa-miR-31-5p unbestimmt -
hsa-miR-25-3p hochreguliert 4,25

Tabelle 2-1: Regulierte miRNA bei Patienten mit Osteoporose (N=10) gegenlber einer gesunden
Kontrollgruppe ohne Osteoporose (N=10) im miRNA PCR Array. 11 miRNAs waren bei den
Osteoporotikern signifikant hochreguliert (grau unterlegt). Alle weiteren miRNAs in den Proben konnten
entweder nicht bestimmt werden bzw. Uberschritten den Schwellenwert und waren somit
uninterpretierbar (NS) oder es konnte keine differierende Regulation der miRNA in beiden Proben
festgestellt werden (unbestimmt).
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Um das Ergebnis der im Array hochregulierten miRNAs zu validieren, wurden
weitere Proben einer groReren Kohorte analysiert. Dabei wurden neben den
11 hochregulierten miRNAs auch die miR-93 und miR-637 untersucht. Neun
miRNAs waren hierbei signifikant erhoht bei Patienten mit Osteoporose im
Vergleich zur Gruppe ohne Osteoporose. Diese miRNAs waren namentlich
miR-21, miR-23a, miR-24, miR-93, miR-100, miR-122a, miR-124a, miR-125b
und miR-148a. Die Expressionen der jeweiligen miRNA kénnen der Abbildung
3-3 (S.64) entnommen werden. Auch die miRNA miR-25 war im Serum der
Patienten mit Osteoporose erhoht, die Ergebnisse zeigten jedoch keine

statistische Signifikanz.

8.3 Ermittlung regulierter miRNAs im

Knochengewebe

Von den untersuchten miRNAs im Serum konnten im Knochengewebe von
Patienten mit Osteoporose sechs miIRNAs mit einer signifikanten
Hochregulierung identifiziert werden. Im Vergleich zum Knochenmaterial von
Patienten ohne Osteoporose war die Expression von miR-21, miR-23a,
miR-24, miR-25, miR-100 und miR-125b signifikant erhdht. Dabei zeigten
miR-23a und miR-100 den groften Unterschied bei Osteoporotikern im
Gegensatz zu Patienten ohne Osteoporose. Ohne statistische Signifikanz
waren weiterhin miR-93, miR-122a, miR-124a und miR-148a erhdht
(Abbildung 3-4, S.65). Wie auch schon in den getesteten Serumproben gab
es keinen Anhaltspunkt fur herunterregulierte miRNAs bei Osteoporotikern in
Gegenuberstellung zur Kontrollgruppe ohne Osteoporose. Die miRNAs
miR-21, miR-23a, miR24, miR-100 und miR-125b waren sowohl im Serum als

auch im Knochen von Patienten mit Osteoporose signifikant erhdht.
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Abbildung 3-3: Unterschiedlich exprimierte miRNAs im Serum von Patienten mit Osteoporose (N=30) und gesunden
Kontrollen ohne Osteoporose (N=30). Die relative Expression ist dargestellt mittels Boxplots. * p < 0.05, ** p < 0.01,
***p <0.001, *** p <0.0001 fur den Vergleich angezeigt im Mann-Whitney U Test.

64



8 | ERGEBNISSE

miR-21 miR-23a miR-24 miR-25 miR-93
. . relative
relative relative relative relative . Expression
Expression * % Expression sk Expression * Expression o
10? 1 10° f 1 102 f 1 10 f 1

102
101 10'
0°-
10’ !

107
" 400 100
100
100 10!
10! 10" L
107
1" Nicht 10 ik 1O Nicht 0" icht 1 Nicht
licht- . icht- y icht- y icht- ; licht- i
Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker
miR-100 miR-122a miR-124a miR-125b miR-148a
) relative i relative
relative relative Expression ;:‘e)iatr’::sion Expression
Expression e Expression 100 P * 10!
10° f 1 100 102 —
—_— 102 10 10"
100 i 10%
102 |
102 100
104
101 10!
103 10"
10°5:
10— ht__ 0 10+ 2 102
icht- ) Osteoporotiker Nicht- Osteoporotiker Nicht- ik Nicht- ike Nicht- ik
Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker Osteoporotiker

Abbildung 3-4: Im Knochen exprimierte miRNAs bei Patienten mit Osteoporose (Osteoporotiker; N=20) im Vergleich zu Kontrollen
ohne Osteoporose (Nicht-Osteoporotiker; N=20). Die miRNAs miR-21, miR-23a, miR-24, miR-25, miR-100 und miR-125b waren im
Knochengewebe der Osteoporotiker signifikant erhéht. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 im Vergleich ermittelt mit
dem Mann-Whitney U Test.
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8.4 Diagnostische  Wertigkeit der miRNA

Expressionen

Um den mdglichen diagnostischen Nutzen der neun im Serum der Patienten
mit Osteoporose signifikant hochregulierten miRNAs zu bewerten, wurde eine
ROC-Kurven-Analyse durchgefuhrt und mit dem zugehoérigen Flacheninhalt
unter der Kurve (area under the curve, kurz AUC) gearbeitet. Wie der
Abbildung 3-5 (S.67) entnommen werden kann, war die AUC bei miRNA-122a
mit einem Wert von 0,77 die grote (95% Konfidenzintervall KI = 0,69-0,86, p
< 0.0001). Die AUC der ubrigen miRNAs betrug 0,63 fur miR-21 (95% Kl =
0,53-0,73, p = 0,013), 0,63 fir miR-23a (95% Kl = 0,53-0,73, p = 0,015), 0,63
fir miR-24 (95% Kl = 0,53-0,74, p = 0,013), 0,68 fur miR-93 (95% Kl = 0,58-
0,78, p = 0,001), 0,69 fur miR-100 (95% KI = 0,60-0,78, p = 0,0003), 0,69 fur
miR-124a (95% Kl = 0,59-0,78, p = 0,0005), 0,76 fir miR-125b (95% KI
0,67-0,85, p < 0,0001) und 0,61 fur miR-148a (95% Kl = 0,51-0,72, p
0,038). In Tabelle 2-2 (S.66) kdonnen die Sensitivitat und Spezifitat der

jeweiligen miRNAs eingesehen werden.

miRNA Sensitivitat (%) Spezifitat (%)
miR-21 61,29 61,67
miR-23a 57,38 56,67
miR-24 60,34 60,35
miR-93 68,97 68,34
miR-100 62,90 61,67
miR-122a 74,14 72,14
miR-124a 61,40 61,02
miR-125b 76,36 75,00
miR-148a 62,50 62,30

Tabelle 2-2: Sensitivitdt und Spezifitat der regulierten miRNAs bei optimalem Grenzwert.
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Abbildung 3-5: Diagnostische Wertigkeit der im Serum identifizierten miRNAs. Je naher der Wert der AUC an 1 ist, desto besser
eignet sich der Parameter fur die klinische Diagnostik. Der hochste Wert findet sich fur die miRNA-122a. AUC = area under the
curve (Flache unter der Kurve), Cl = confidence interval (Konfidenzintervall).
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8.5 Identifizierung der den miRNAs zugehorigen

Gene

Die Datenbank von TargetScan Human V5.1 zeigte zahlreiche Gene auf, die
als mogliche Ziele fur die neun hochregulieten miRNAs im Serum von
Patienten mit Osteoporose in Frage kdmen. Diese Gene Ubertragen in die
Ingenuity Pathway Assessement Software ergab wie in Abbildung 3-6 (S.68)
am Beispiel von miR-93 gezeigt einen Uberblick Uber die angesteuerten

Gene.

Abbildung 3-6: Uberblick iiber die von miR-93 angesteuerten Gene. Ermittelt anhand der Software
Ingenuity Pathway Assessment (© 2000-2013 Ingenuity Systems, Inc.).

Die weitere Auswertung dieser Gene mittels Ingenuity Pathway Assessment
zeigte die unterschiedliche Beteiligung der miRNAs an der Biologie der
menschlichen Zelle auf (Tabelle 2-3, S.69).
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miR-21

Gewebemorphologie, embryonale Entwicklung,
Entwicklung des  Organismus,  zellulare
Funktionen und deren Aufrechterhaltung,
Zellinteraktion und Signalwege,
Medikamentenmetabolismus.

miR-23

Entwicklung und Funktion des Skelett- und
Muskelapparats, zellulare  Verstandigung,
Verletzung/Missbildung des Organismus, Zell-
und Gewebemorphologie, zelluldare Anordnung
und Organisation.

miR-24

Krebs, Immunerkrankungen, Zelltod und
-Uberleben, neurologische Erkrankungen,
Funktionsstorung des Skelett- und
Muskelapparats, Gewebemorphologie.

miR-93

Zellwachstum und -proliferation, Zellinteraktion
und Signalwege, Entwicklung des zentralen
Nervensystems und dessen Funktion,
embryonale Entwicklung, Organentwicklung und
-morphologie.

miR-100

Entwicklung und Funktion des auditorischen und
vestibularen  Systems,  Organmorphologie,
embryonale Entwicklung, DNA
Replikation/Rekombination/Reparatur,
Entwicklungsstérung, renale Hypertrophie.

miR-122

Infektionskrankheiten, Erkrankungen des
Hoérapparats sowie Bindegewebes,
Erbkrankheiten, Erkrankungen der Atemwege,
Zellinteraktion und Signalwege.

miR-124

Fettstoffwechsel, molekularer Transport,
Biochemie kleiner Molekule, Energieproduktion,
Gewebeentwicklung,  Zellmorphologie  und
-bewegung.

miR-125

Erkrankungen des Bindegewebes, entzundliche
Erkrankungen, posttranslationale Modifizierung,
Zell-Signalwege,  Proteinsynthese, zellulare
Funktionen und deren Aufrechterhaltung,
Zellwachstum und -proliferation.

miR-148

Entwicklung und Funktion des auditorischen und
vestibularen  Systems,  Organmorphologie,
embryonale Entwicklung, Genexpression,
Zelltod und -uberleben, Zellentwicklung.

Tabelle 2-3: Funktionelle in silico
Assessment.

Analyse der regulieten miRNAs mittels Ingenuity Pathway
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8.6 Zusammenspiel der identifizierten miRNAs

mit Genen des Knochenstoffwechsels

Um den Effekt der evaluierten miRNAs auf Gene, die im Rahmen des
Knochenstoffwechsels eine Rolle spielen, zu beurteilen, wurden die
Knochenproben beider Patientengruppen herangezogen. Fir die Analyse
wurden BMPR2, c-Fos, OSX, PDCD4, RANKL, RUNX2 und VCAN untersucht
(Abbildung 3-7, S.71). Die Genexpression von BMPR2 war bei bestehender
Diagnose Osteoporose vermindert im Vergleich zu Patienten, die keine
Osteoporose hatten. Die Analyse ergab bei Osteoporotikern eine
Hochregulierung von c-Fos im Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne
Osteoporose, OSX und PDCD4 hingegen wiesen eine Herunterregulierung
auf. In der Gruppe der Osteoporotiker zeigte sich aullerdem verglichen mit
den Nicht-Osteoporotikern eine leichte Hochregulierung des Gens RANKL.
Die Expression von RUNX2 war bei Patienten mit Osteoporose im Vergleich
zu Nicht-Osteoporotikern herunterreguliert. Auch das Gen VCAN zeigte ein
niedrigeres Expressionsmuster bei Osteoporotikern verglichen mit der
gesunden Kontrollgruppe ohne Osteoporose. Alle Ergebnisse wiesen jedoch

keine statistische Signifikanz auf.
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Abbildung 3-7: Durch miRNA beeinflusste Gene des Knochenstoffwechsels. Verglichen werden die Expression von
PDCD4, c-Fos, RUNX2, OSX, BMPR2, VCAN und RANKL im Knochen von Patienten mit Osteoporose
(Osteoporotiker; N=20) und ohne Osteoporose (Nicht-Osteoporotiker; N=20). Es gibt keine signifikanten
Unterschiede im jeweiligen Expressionsmuster.
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9 Diskussion

Beim Krankheitsbild der Osteoporose verursacht ein Ungleichgewicht
zwischen knochenbildenden Osteoblasten und knochenresorbierenden
Osteoklasten einen Umbau der Knochenmasse und -struktur, welche zu
vermehrten Frakturen fuhren kann. Fir ein besseres Verstandnis der
zugrundeliegenden pathogenetischen Mechanismen der Osteoporose wurde

diese Studie der Untersuchung spezifischer miRNA-Signalwege gewidmet.

Bei der Aktivitat der alkalischen Phosphatase, ein von Osteoblasten
gebildetes Enzym, welches einen Marker fur die Knochenformation darstellt
(Shen et al. 2015), gibt es keinen Unterschied zwischen der Gruppe der
Osteoporotiker und der Kontrollgruppe ohne Osteoporose. Das Enzym TRAP,
welches in groflen Mengen in den Lysosomen der Osteoklasten vorkommt, ist
ein etablierter zytochemischer Marker fur die Bestimmung der
Knochenresorption (Ballanti et al. 1997). Die deutlich hohere Aktivitat dieses
Enzyms in der Gruppe der Osteoporotiker macht die gesteigerte
Knochenresorption bei  Osteoporose deutlich. Zusatzlich  konnte
nachgewiesen werden, dass Monozyten, die Vorlauferzellen von
Osteoklasten, bei Patienten mit Osteoporose eine erhdohte Migration in den
Bereich des Knochens aufzeigen, in dem Knochenresorption stattfindet (Liu et
al. 2005). Dies spricht fur ein Ungleichgewicht zwischen der Aktivitat der
Osteoblasten und Osteoklasten bei Osteoporose zugunsten der Osteoklasten.
Bereits Gruber et al. postulierten 1986, dass die individuelle Aktivitat der
Osteoklasten bei Frauen mit postmenopausaler Osteoporose grolder ist als
die der Osteoblasten (Gruber et al. 1986). Die erhohte Knochenresorption
durch Osteoklasten resultiert somit bei gleichbleibender Knochenformation

durch Osteoblasten in einer verminderten Knochenmasse.

Diverse Studien deuten darauf hin, dass umfangreiche Wechselwirkungen
zwischen lokalen und systemischen Regulatoren der Knochenfunktion eine
Rolle in der Pathogenese der Osteoporose spielen (Zaidi 2007). 2002 zeigten
Torricelli et al.,, dass von Osteoporotikern isolierte Osteoblasten eine

geringere Proliferationskapazitat aufweisen, unter normalen
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Differenzierungsbedingungen jedoch im Vergleich zu Osteoblasten von
Gesunden keinen Unterschied in ihrer Aktivitat erkennen lassen (Torricelli et
al. 2002). Diese Ergebnisse lassen weitere regulatorische Funktionen bei der

Pathogenese der Osteoporose vermuten.

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass bis dato die biomolekularen
Mechanismen der Krankheit Osteoporose noch nicht ausreichend verstanden
sind. Zur Verbesserung des Verstandnisses der zugrundeliegenden
pathogenetischen Grundlagen in Bezug auf die Knochenhomobostase sowie
eine Erweiterung der diagnostischen Mdglichkeiten bei Osteoporose stellt die
Untersuchung von am Krankheitsprozess beteiligter miRNA einen wichtigen
Schritt dar.

Es ist bewiesen, dass miRNAs in vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen eine entscheidende Rolle spielen (Velu et al. 2012). Dies ist zum
Beispiel fur solide Tumoren wie das hepatozellulare Karzinom (Ge et al.
2014), fur die chronisch-lymphatische Leukamie vom B-Zell-Typ (B-CLL)
(Calin et al. 2002) oder bei Diabetes mellitus Typ | (Takahashi et al. 2014)
und Typ Il beschrieben (Kong et al. 2011). Selbst zur Diagnostik des
Herzinfarktes (Adachi et al. 2010) oder als Marker bei Frauen mit Risiko fur
eine Frihgeburt (Elovitz et al. 2014) werden miRNAs bereits erforscht. Fur mit
dem Knochen assoziierte Erkrankungen gibt es allerdings weiterhin
Forschungsbedarf bezlglich veranderter miRNA-Signaturen, da hier bis dato
nur sehr wenig bekannt ist. Gerade im Hinblick auf Osteoporose gibt es zum

Zeitpunkt dieser Studie keine Hinweise auf eine Beteiligung von miRNA.

Im klinischen Alltag ist die Laboranalyse von Serummarkern eines der
wichtigsten diagnostischen Hilfsmittel. Auch veranderte Level frei
zirkulierender miRNAs bei Patienten mit Osteoporose kdnnten ihr grofRes
Potential zur Friherkennung der Osteoporose offenbaren. Die Serumanalyse
hatte mehrere Vorteile verglichen mit der gangigen DEXA-Messung. Zum
einen ermdglicht ein Biomarker im Serum eine systemische Analyse und nicht
nur die Messung der lokalen Knochendichte der Hufte oder der Wirbelsaule,
welche zudem mit einer Strahlenbelastung fur den Patienten einhergeht. Zum

anderen ware eine auf der Untersuchung von miRNA basierende
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Serumanalyse kosteneffizienter und die Handhabung der Proben ware
einfach, einschlieldlich der Abnahme der Blutprobe sowie ihre weitere
Aufbereitung im Labor. Dadurch kénnte der Patient 6fter zur Blutenthahme
gebeten werden und die miRNA als Serummarker zur Verlaufskontrolle

dienen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung spezifisch
regulierter miRNAs im Serum von Patienten mit Osteoporose. Dabei haben
sich veranderte Level zirkulierender miRNAs ergeben, die es ermdglichen
konnten, Falle von Osteoporose aufzudecken. Ferner waren funf dieser
erhohten miRNAs auch im Knochen von Osteoporotikern detektierbar. Somit
kann angenommen werden, dass die Dysregulation des miRNA-Gehaltes im
Serum mit der Deregulierung der miRNA im osteoporotischen Knochen in
Verbindung steht. Dies konnte eine Erklarung dafur darstellen, woher die
zirkulierenden miRNAs stammen, und bildet die Grundlage fur weitere
Forschung auf dem Feld der Osteoporose. Das Ergebnis stellt eine gute
Voraussetzung fur die Entwicklung eines neuen Tests in der Diagnostik der
Osteoporose dar. Um das Qualitatsmall der jeweiligen signifikant
hochregulierten miRNAs zu bewerten, wurden Grenzwertoptimierungskurven
erstellt und die jeweilige AUC berechnet. Um einen Zufallsprozess
auszuschlielen, sollte die optimale AUC einen Wert zwischen 0,5 und 1
haben, was fur alle neun von uns gemessenen miRNAs zutrifft. Da sich
hierdurch mehrere miRNAs ergeben, die als diagnostischer Marker in
Betracht kdmen, koénnte das Zusammenlegen von mehreren miRNAs die
diagnostische Sicherheit noch weiter erhéhen. Bei optimalem Grenzwert
ergibt sich die beste Sensitivitat bzw. Spezifitat fir die miRNAs miR-93,
miR-122a und miR-125b. Daher wirde sich eine Untersuchung in diesem

Triplett besonders eignen, um falsch positive Resultate auszuschlie3en.

Bisher gibt es nur wenige Studien bezuglich regulierter miRNAs bei
Osteoporose. miR-133a und miR-422a werden als potentielle Biomarker bei
postmenopausaler Osteoporose genannt, da diese in zirkulierenden
Monozyten von zehn Frauen in der Postmenopause mit geringer
Knochendichte erhdoht waren (Wang et al. 2012, Cao et al. 2014). Mit dem von

uns genutzten Array konnte miR-133a im Serum der Probanden nicht
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detektiert werden, miR-422a war nicht im Array enthalten. Eine andere Studie
verweist auf die Herunterregulierung von miR-21 bei Osteoporose durch
Ostrogenmangel, welche durch eine Supprimierung von TNFa erklart wird
(Yang et al. 2013). Wie auch schon in der zuvor genannten Publikation
handelt es sich hierbei um die Untersuchung nur eines Zelltyps. In diesem
Fall wurden mesenchymale Stammzellen im Mausmodell verwendet. Wir
konnten hingegen im humanen Serum und Knochen von Patienten mit
Osteoporose eine signifikante Erhéhung von miR-21 feststellen. Ein weiterer
regulatorischer Effekt bestimmter miRNAs bei Osteoporose ist durch He et al.
am Tiermodell beschrieben worden. Er identifizierte miR-10b, miR-22, miR-31
und miR-210, welche bei der Entwicklung von altersabhangiger Osteoporose
im Knochen von Mausen reguliert waren (He et al. 2013). Unsere Studie kann
diese Ergebnisse nicht bestatigen, zumal es sich hierbei auch um eine andere
Spezies handelt. Eine weitere Untersuchung postuliert den negativen
regulatorischen Effekt von miR-141-3p auf die Differenzierung von
Osteoblasten aus humanen mesenchymalen Stammzellen (Qiu and Kassem
2014). Diese miRNA konnte in unserem mit Serumproben durchgefuhrten

Array ebenfalls nicht detektiert werden.

Zusammengenommen kann man sagen, dass in dieser Studie als Erste eine
Hochregulierung verschiedener miRNAs im humanen Serum und Knochen
identifiziert werden konnte. All diese hochregulierten miRNAs zielen auf
verschiedene Gene ab, welche in der Organentwicklung oder biologischen
Basisreaktionen wie z.B. Zellkommunikation, DNA-Replikation und Zelltod

beziehungsweise -Uberleben eine Rolle spielen.

Bis auf zwei ist aktuell fur alle von uns identifizierten hochregulierten miRNAs
in der Literatur ein Einfluss auf die an der Knochenentwicklung beteiligten
Zellen beschrieben. Ausnahmen bilden hierbei miRNA miR-25, welche in
unserer Studie im osteoporotischen Knochen signifikant erhdht war, bisher
aber nicht in Publikationen im Zusammenhang mit Osteogenese auftaucht.
Uberdies findet miR-122a, welche im Serum der Osteoporotiker erhdht war
und insbesondere mit Hepatitis C in Verbindung steht (Lee et al. 2014), bis

dato keine Erwahnung in Zusammenhang mit dem Knochenstoffwechsel.
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Sugatani et al. zeigen 2011 den Einfluss von miR-21 auf die RANKL
induzierte Osteoklastogenese. MiR-21 inhibiert das Protein PDCD4, was zur
verminderten Hemmung von c-Fos fuhrt. Dieser stellt einen wichtigen
Transkriptionsfaktor fur die Differenzierung von Osteoklasten dar. Zusatzlich
erhdht RANKL-induziertes c-Fos die Level von miR-21 und flhrt somit zu
einem positiven Feedback-Mechanismus (Sugatani et al. 2011). Folglich
fordert miR-21 indirekt die Osteoklastogenese und kann somit zur Bildung von
Osteoporose beitragen. Daneben fiihrt Ostrogen zu einer Supprimierung von
miR-21, was wiederum die Transkripton des Gens FasL ansteigen lasst.
Dieses leitet die Apoptose der Osteoklasten ein (Sugatani and Hruska 2013).
Demgemal  verhindert das Vorhandensein von Ostrogen die
Osteoklastogenese und kann unter anderem das Auftreten von Osteoporose
Typ | in der Postmenopause erklaren. Im Umkehrschluss wirde eine
Erhéhung von miR-21, wie es bei unseren Patienten mit Osteoporose sowohl
im Serum als auch Knochen feststellbar war, fur eine erhdhte Anzahl an
Osteoklasten sprechen und mit dem Krankheitsbild der Osteoporose

vereinbar sein.

RUNX2 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor im Rahmen der
Differenzierung von Osteoblasten. Hassan et al. schildern eine
Herunterregulierung dieses Transkriptionsfaktors durch einen Cluster
bestehend aus miR-23a, miR-27a und miR-24-2. Dies resultiert in einer
Inhibition der Differenzierung von Osteoblasten (Hassan et al. 2010). Bei den
Patienten mit Osteoporose war eine mit diesen Ergebnissen vereinbare
Hochregulierung von miR-23a und miR-24 im Serum und Knochen
detektierbar. Eine Uberexpression von miR-24 ist in der Literatur auch als
inhibitorischer Faktor fur die Zellproliferation des Osteosarkoms genannt,
indem es die Expression von LPAATR herunterreguliert (Song et al. 2013).
Die Hochregulierung von miR-24 kénnte demzufolge auch als Inhibitor der
Knochenmatrixbildung, wie sie vom Osteosarkom ausgeht, interpretiert und

als Faktor fur eine Osteopenie angesehen werden.

Yang et al. zeigen in ihrer Studie Uber Knochenmineralisation, dass miR-93
wahrend der Mineralisation durch Osteoblasten die am starksten

herunterregulierte miRNA ist. Mit von Mausen gewonnenen Osteoblasten ist
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bei einer Uberexpression von miR-93 wiederum eine abgeschwéchte
Mineralisation feststellbar. Nachweislich daflr verantwortlich ist die Interaktion
von miR-93 mit dem Transkriptionsfaktor Osterix (OSX) (Yang et al. 2012).
Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer starken Hochregulierung von miR-93,
wie sie im Serum unserer Patienten mit Osteoporose nachweisbar ist. Osterix
stellt einen der wichtigsten Transkriptionsfaktoren im Rahmen der
Osteoblastendifferenzierung und Knochenbildung dar (Cao et al. 2005). MiR-
93 reduziert direkt die Expression dieses Transkriptionsfaktors und inhibiert
somit die Differenzierung der Osteoblasten. Eine Uberexpression von OSX
wiederum vermindert die Transkription von miR-93 im Sinne einer
regulatorischen Feedback-Schleife (Yang et al. 2012). Kongruent mit diesem
Fund ist die Expression von OSX in den Knochenproben der von uns

untersuchten Osteoporotiker vermindert.

Daneben ist miR-100 eine der funf miRNAs, die sowohl im Serum als auch im
Knochen der Patientengruppe mit Osteoporose hochreguliert war. Erhdhte
miR-100-Spiegel haben einen bereits beschriebenen inhibierenden Effekt auf
die osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen. Dies
erklart sich durch den direkten Effekt von miR-100 auf das Zielgen BMPR2,
welches fur die BMP-Rezeptoren kodiert (Zeng et al. 2012). Die Familie der
zugehorigen BMP-Liganden ist eine Gruppe von Wachstumsfaktoren u.a. im
Rahmen der Knochenentwicklung, die eine wichtige Rolle bezlglich der
Reparatur und Regeneration von Knochengewebe spielen (Wang et al. 2011).
BMPR2 weist in den von uns untersuchten Knochenproben der
Osteoporotiker eine Herunterregulierung auf, welche jedoch statistisch nicht

signifikant war.

MiR-124a war in den Experimenten im Serum von Patienten mit Osteoporose
signifikant erhoht. In der Literatur wird diese miRNA in Zusammenhang mit
Knochengewebe als runterreguliert im Osteosarkom und dessen Zelllinien
beschrieben (Geng et al. 2014). Lee et al. publizierten daneben die Rolle von
miR-124 als Regulator der Osteoklastendifferenzierung. In dieser spielt
NFATc1 eine Schlusselrolle als Transkriptionsfaktor, welcher von miR-124
supprimiert wird. Dies wurde an mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen,

welche aus dem Knochenmark von Mausen stammten (Lee et al. 2013). In

77



9 | DISKUSSION

mesenchymalen Stammzellen des menschlichen Knochenmarks wiederum
wird gezeigt, dass miR-124 neben anderen miRNAs die Genexpression
reguliert, welche wichtig fur die Differenzierung dieser humanen Stammzellen
ist. Zu den regulierten Genen gehort auch Aggrecan, welches im Rahmen der
Knorpelentwicklung eine wichtige Rolle spielt (Laine et al. 2012). Aggrecan
kodiert fur das Protein mit demselben Namen, welches als Proteoglykan den
groldten Anteil im Knorpelgewebe ausmacht (U.S. National Library of
Medicine 2012). Diese Beobachtung war Anlass, weitere dem Knochen
zugehdrige Proteoglykane bzw. deren Gene zu untersuchen. Dabei kann in
den Knochenproben der osteoporotischen Patienten eine geringere
Expression des Genes Versican (VCAN) festgestellt werden im Vergleich zur
Gruppe ohne Osteoporose. Dieses Gen kodiert flir ein grolles
Chondroitinsulfatproteoglykan, welches einen  Hauptbestandteil der
extrazellularen Matrix des Knorpels darstellt. Das genannte Protein ist
weiterhin involviert in essentielle biologische Funktionen wie Zelladhasion,
Proliferation, Migration und Angiogenese und somit unabdingbar fur die
Gestaltung und Aufrechterhaltung des Gewebes (Weizmann Institute of
Science 2014). Proteoglykane sind des Weiteren ein essentieller Baustein der
organischen Matrix des Knochens. Eine moglicherweise durch miR-124a
hervorgerufene geringere Expression von VCAN koénnte folglich mit einer
Hemmung der Osteoidentstehung einhergehen und somit mit der Entwicklung

von Osteoporose vergesellschaftet sein (Robey et al. 1993).

MiR-125b, welche sowohl im analysierten Serum als auch Knochen der
osteoporotischen Patienten hochreguliert war, verhindert die Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten, indem es die
Zellproliferation herunterreguliert (Mizuno et al. 2008). Lu et al. vermuten fur
dieses Phanomen als Zielgen Smad4. Dieses ist bei einer Uberexpression
von miR-125b herunterreguliert, was zu einer Inhibition der alkalischen
Phosphatase und RUNX2 fuhrt (Lu et al. 2013). Auch in unserer
Untersuchung war mit diesen Ergebnissen ubereinstimmend die Expression
von RUNX2 bei Patienten mit Osteoporose im Vergleich zu Nicht-
Osteoporotikern herunterreguliert. Diese Erkenntnis ware mit dem Auftreten

von Osteopenie vereinbar. Auch eine weitere Studie geht davon aus, dass die
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osteogene Differenzierung von humanen Fettstammzellen von miRNAs
beeinflusst wird. Das untersuchte miRNA Expressionsprofil zeigt dabei unter
anderem eine Herunterregulierung von miR-125b vor bzw. nach der
Differenzierung der osteogenen Zelllinie (Zhang et al. 2012). Im
Umkehrschluss konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass bei einer
Hochregulierung derselben miRNA die Formation von Osteoblasten aus

Stammzellen des Fettgewebes gestort ist.

SchlieB3lich war auch miR-148a im Serum der kranken Patientengruppe
erhoht. Solch eine Uberexpression, beobachtet von Cheng et al., beglinstigt
die Osteoklastogenese aus CD14" Zellen des Blutes, welche durch M-CSF
und RANKL induziert wird. Als Zielgen unterdrickt miR-148a dabei V-maf
MAFB, welches eigentlich die durch RANKL hervorgerufene
Osteoklastogenese inhibiert. Als Resultat ist eine geringere Knochendichte
bei erhdhten miR-148a-Spiegeln in CD14* PBMCs durch gesteigerte
Knochenresorption beschrieben, was zur Pathologie der Osteoporose beitragt
(Cheng et al. 2013). Mit diesen Ergebnissen kongruent ist unser Befund einer
leichten Hochregulierung der RANKL Genexpression im untersuchten
osteoporotischen Knochenmaterial im Vergleich zu Knochen von nicht-
Osteoporotikern. Dies unterstreicht nochmal die deregulierte
Osteoklastogenese, die mit einer Osteoporose einhergeht. Eine weitere
Studie unterstutzt die Vermutung, dass miR-148a eine Rolle in der
Pathogenese der Osteoporose spielt, indem sie eine Hochregulierung von
miR-148a wahrend der Osteoklastogenese konstatiert (van Wijnen et al.
2013). Daneben ist miR-148a Teil eines regulatorischen Netzwerks, welches
die Entwicklung von Osteoblasten aus humanen mesenchymalen

Stammzellen beeinflusst (Vimalraj and Selvamurugan 2014).

Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der erhdhten Aktivitat der Osteoklasten
auch die Differenzierung der Osteoblasten durch deregulierte miRNA-
Expressionsprofile bei Osteoporotikern gestort ist. Dennoch suggerieren die
Ergebnisse der Messung der alkalischen Phosphatase bei Patienten mit und
ohne Osteoporose eine ahnliche Aktivitat der Osteoblasten bei beiden
Gruppen. Dies lasst die Vermutung zu, dass vor allem ein Ungleichgewicht

zwischen Osteoblasten und Osteoklasten zugunsten der Osteoklasten zum
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Krankheitsbild der Osteoporose fuhrt. Eine Zusammenschau der

hochregulierten miRNAs und ihre Rolle in der Knochenentwicklung findet sich
in Abbildung 4-1 (S.80).

RUNX2 0SX
>
T BMPR2
mesenchymale  gmada T Osteoblast
Stammzelle —l—
=
MAFB PDCD4
| |
| |
= I
RANKL c-Fos
>
: NFATc1
Makrophage | Osteoklast

Abbildung 4-1: Die Rolle regulierter miRNAs in der Entwicklung von Osteoblasten und Osteoklasten.
Literaturrecherchen ergaben einen Einfluss von miR-21, miR-148a und miR124 auf die Osteoklastogenese
sowie der miR-23a, miR-24-2, miR-27a, miR-93, miR-100 und miR-125b auf die Bildung von Osteoblasten.
Die fett geschriebenen Molekiile haben einen direkten Einfluss auf die Osteoblasto- (RUNX2, OSX und
BMPR2) bzw. Osteoklastogenese (RANKL, c-Fos und NFATc1) und werden selbst durch die Wirkung von
Smad4, MAFB und PDCD4 gesteuert (indirekter Einfluss dieser Moleklle auf die Generierung von
Osteoblasten und Osteoklasten). Mit freundlicher Unterstitzung von SERVIER.
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10 Konklusion

Osteoporose ist nicht nur ein wachsendes medizinisches Problem, sondern
zieht auch soziodkonomische Folgen mit sich. Unsere Bevodlkerung wird
zunehmend alter und damit wird auch der Knochenschwund als eine
Erkrankung des alten Menschen immer haufiger. Die Lebensqualitat dieser
Menschen sinkt drastisch mit dem Erleiden einer Fraktur und kann sogar
todlich sein. 2010 wurden in der EU 22 Millionen Frauen und 5,5 Millionen
Manner mit der Erkrankung Osteoporose gezahlt. 3,5 Millionen Mal wurde die
Diagnose einer osteoporose-bedingten Fraktur gestellt. Die Kosten, die sich
auf diese Knochenbriche beziehen, beliefen sich im Jahre 2010 auf ca. 37
Billionen Euro und sollen laut Schatzungen bis zum Jahr 2025 nochmals um
25% steigen (Abobului et al. 2015). Dies macht noch einmal deutlich, wie
wichtig die Friherkennung der Osteoporose und somit die Pravention von

Frakturen ist.

Man sollte kritisch Uberdenken, dass Osteoporose gegenwartig hauptsachlich
mittels DEXA-Methode diagnostiziert wird (vgl. 5.1.5.1, S.14). Diese
Untersuchung geht mit Strahlenbelastung fur den Patienten einher und wird
meist erst bei entsprechenden klinischen Korrelaten, z.B. nach einer Fraktur
ohne adaquates Trauma, angeordnet. Solche Frakturen entsprechen meist
aber schon einem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit. Frihe Formen der
Osteoporose werden meist aufgrund mangelnder Krankheitssymptome und
dem Fehlen von geeigneten empfindlichen Biomarkern nicht erkannt. Ein
therapeutisches Eingreifen ist damit oft in Verzug. Demzufolge haben die von
uns identifizierten hochregulierten miRNAs das Potential, moglicherweise als
neue Biomarker flr Osteoporose zu dienen. Die Kosten einer
laborchemischen Untersuchung waren gering und die Handhabung der
Proben einfach. Somit kdnnte man die Blutentnahme sowie Untersuchung auf
entsprechende mit Osteoporose assoziierten miRNAs ab einem bestimmten
Alter in jeden Gesundheits-Check-up integrieren. Diese neue diagnostische
Herangehensweise konnte eine erhebliche Rolle in der Pravention von
osteoporose-assoziierten Frakturen spielen und einen neuen Standard in der

Frihdiagnostik des Knochenschwundes darstellen.
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11 Ausblick

Die Forschungsergebnisse unterstreichen neben anderen Studien die
Notwendigkeit, den biologischen Ursprung und die Funktion von miRNAs in
Bezug auf Atiologie und Pathogenese vieler Erkrankungen zu eruieren. Die
Resultate sollen insbesondere dazu anregen, die Rolle frei zirkulierender
miRNAs in Bezug auf das Krankheitsbild Osteoporose weiter zu erforschen.
Durch die von uns entdeckten hochregulierten miRNAs bei Patienten mit
Osteoporose, die zu einer Herunterregulierung spezifischer Gene fuhren, soll

diese Studie als Grundlage fur weitere Experimente angesehen werden.

Mutmalilich  verursacht der pragnante Unterschied im miRNA-
Expressionsprofii  bei  Patienten mit Osteoporose neben einer
Unausgeglichenheit der Aktivitat von Osteoklasten und Osteoblasten eine
geminderte Knochenmineralisation. Zu bedenken qilt allerdings, dass die
Uberprifung nur einer miRNA der Diagnostik der Osteoporose bzw. der
Evaluation der Schwere dieser Erkrankung nicht gerecht wird, sodass die
Testung mehrere miRNAs im Rahmen der Diagnostik in Betracht gezogen
werden sollte. Somit bieten die mit der Studie identifizierten funf miRNAs aus
Knochen und Serum eine gute Grundlage fur die weitere Erforschung eines
diagnostischen Werkzeugs fir das Krankheitsbild der Osteoporose. Dennoch
mdchte ich hiermit betonen, dass mehr Studien notwendig sein werden, um
die diagnostische Aussagekraft der zirkulierenden miRNAs bei einem
groReren Patientenkollektiv zu untersuchen. Des Weiteren gilt zu beachten,
dass die meisten Probanden, deren Serum und Knochen in der Studie
untersucht wurde, bereits eine Fraktur erlitten hatten und somit einem
Patientengut mit einem fortgeschrittenen Stadium der Osteoporose
angehoren. Es stehen noch Untersuchungen aus, die bestatigen, dass
dieselben miRNAs auch bei Patienten mit einem frihen Stadium der

Osteoporose detektierbar sind.

Nichtsdestotrotz zeigt diese Studie deutlich, dass das miRNA-Profil von

Osteoporotikern  offenkundig ~ verandert ist im  Vergleich zum
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nicht-osteoporotischen Kontrollkollektiv. Somit kdnnen miRNAs eine wichtige

Rolle in der Fruherkennung der Erkrankung spielen.

Weiterhin prasentieren diese Ergebnisse einen innovativen Denkanstol in der
zukunftigen Entwicklung von Medikamenten in der Behandlung von
Osteoporose. Dabei koénnte man nicht nur durch Manipulation des
Knochanauf- und umbaus den Knochen starken und somit Frakturen
vermeiden (vgl. 5.1.6, S.19), sondern in Form einer gezielten Therapie mit
den betreffenden miRNAs als Angriffspunkt punktgenau an einer mdglichen
Ursache der Pathologie eingreifen und somit eine individuelle Behandlung fur

jeden Patienten je nach entsprechendem miRNA-Profil ermoglichen.
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12 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man sagen, dass mit dieser Studie spezifische
miRNA-Signaturen identifiziert werden konnten, die mit der Pathogenese der
Osteoporose in Verbindung stehen. Im Serum von 30 getesteten Patienten
mit Osteoporose konnten wir im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
Osteoporose mittels miRNA PCR bei der Validierung neun verschiedene
miRNAs identifizieren, die signifikant erhoht waren. Diese waren namentlich
miR-21, miR-23a, miR-24, miR-93, miR-100, miR-122a, miR-124a, miR-125b
und miR-148a. Diese Ergebnisse gaben fur uns den Anlass, auch das
Knochenmaterial von Patienten mit Osteoporose zu untersuchen. Bei den
untersuchten 20 Patienten fanden wir hier verglichen mit der gesunden
Kontrollgruppe sechs miRNAs, die signifikant héher exprimiert waren. Dazu
gehorten miR-21, miR-23a, miR-24, miR-25, miR-100 und miR-125b. Somit
waren in unseren Untersuchungen die funf miRNAs miR-21, miR-23a, miR-
24, miR-100 und miR-125b sowohl im Serum als auch im Knochen von
Osteoporotikern signifikant erhdht exprimiert. Diese miRNAs wiesen weiterhin
aussagekraftige Sensitivitat und Spezifitdt auf in Bezug auf die

Differenzierung von Patienten mit Osteoporose.

In conclusion, this study profiled specific miRNA signatures that are
associated with the pathogenesis of osteoporosis. Using miRNA PCR we
could identify nine different miRNAs during validation studies in the blood
serum of 30 examined patients with osteoporosis in comparison to a control
group without osteoporosis with significantly increased levels. These were in
particular miR-21, miR-23a, miR-24, miR-93, miR-100, miR-122a, miR-124a,
miR-125b and miR-148a. The results gave reason to investigate also the
bone tissue of patients with osteoporosis. With 20 examined patients in
comparison to a control group we found six significantly up-regulated
miRNAs. Therefore, in our study we could identify all together five miRNAs,
namely miR-21, miR-23a, miR-24, miR-100 and miR-125b, that were
simultaneously up-regulated in the serum as well as in the bone samples of
osteoporotic patients. Those miRNAs showed meaningful sensitivity and

specificity in distinguishing patients with osteoporosis.
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14 Abstract

“Osteoporosis as a systemic skeletal disorder is characterized by increased
bone fragility and the risk of fractures. According to the World Health
Organization, osteoporosis is one of the 10 most common diseases and
affects approximately 75 million people in Europe, the United States, and
Japan. In this context, the identification of specific microRNA (miRNA)
signatures is an important step for new diagnostic and therapeutic
approaches. The focus of interest on miRNAs as biomarkers came with new
publications identifying free circulating extracellular miRNAs associated with
various types of cancer as well as circulatory disorders. This study aimed to
identify specific miRNAs in patients with osteoporotic fractures compared to
non-osteoporotic fractures. For the array analysis, miRNAs were isolated from
the serum of 20 patients, transcribed and the samples were pooled into 10
osteoporotic and 10 non-osteoporotic specimens. With each pool of samples,
human serum & plasma miRNA PCR Arrays were performed, which are able
to identify 83 different miRNAs. Subsequently, a separate validation analysis
of each miRNA found to be regulated in the array followed with miRNA
samples isolated from the serum of 30 osteoporotic and 30 non-osteoporotic
patients and miRNA samples isolated from the bone tissue of 20 osteoporotic
and 20 non-osteoporotic patients. With the validation analysis of the regulated
miRNAs, we identified 9 miRNAs, namely miR-21, miR-23a, miR-24, miR-93,
miR-100, miR-122a, miR-124a, miR-125b and miR-148a, that were
significantly up-regulated in the serum of patients with osteoporosis. In the
bone tissue of osteoporotic patients, we identified that miR-21, miR-23a,
miR—24, miR-25, miR-100 and miR-125b displayed a significantly higher
expression. A total of 5 miRNAs display an up-regulation both in serum and
bone tissue. This study reveals an important role for several miRNAs in
osteoporotic patients and suggested that they may be used as biomarkers for
diagnostic purposes and may be a target for treating bone loss and optimizing

fracture healing in osteoporotic patients.” (Seeliger et al. 2014)
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