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1.  Einleitung 

1.1.  Grundlagen 

Bisphosphonate werden seit über 40 Jahren in der onkologischen Therapie, beim 

multiplen Myelom und bei ossären Metastasierungen solider Tumoren, aber auch in 

der Therapie der Osteoporose und anderen Knochenstoffwechselstörungen, erfolg-

reich eingesetzt (1, 2). Die Applikation der Bisphosphonate erfolgt oral oder intrave-

nös. Durch die Hemmung der osteoklastären Knochenresorption führen sie zu einem 

verzögerten Knochenabbau und somit indirekt zu einer positiven Knochenbilanz (3). 

Dies wiederum senkt das Risiko skelettaler Komplikationen wie Frakturen und ver-

bessert insgesamt die Lebensqualität der Patienten (4). 

 

Jedoch wurde 2003 von Marx erstmals über Fälle von Kiefernekrosen unter Bisphos-

phonattherapie berichtet (BRONJ= bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw), 

die sich seitdem zu einem zunehmenden und ernsthaften klinischen Problem entwi-

ckelt haben (5-7).  

1.1.1.  Chemische Struktur 

Bisphosphonate sind die chemisch stabileren Analoge des anorganischen Pyrophos-

phats (8-10) und aufgrund ihrer zentralen P-C-P-Bindung resistenter und stabiler ge-

genüber enzymatischem Abbau als das physiologisch vorkommende Pyrophosphat 

mit dessen zentraler Sauerstoffbindung (8, 11, 12). 

 

Diese zentrale Kohlenstoffbindung der Bisphosphonate macht es nun auch möglich,  

eine größere Anzahl an verschiedenen Bisphosphonaten zu synthetisieren. Jedes 

Bisphosphonat erhält über die unterschiedlichen Seitenketten R’ und R’’ seine eige-

nen chemischen, physikochemischen und biologischen Charakteristika und somit 

sein individuelles Wirkungsprofil (8, 9, 11). Bisphosphonate können wie folgt in zwei 

Hauptgruppen mit unterschiedlichen molekularen Wirkungsweisen eingeteilt werden: 
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I. Nicht-stickstoffhaltige Bisphosphonate:  

 

Zu den nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonaten zählen unter anderem Clodronat 

oder Etidronat. Clodronat wird sowohl per os, als auch intravenös verabreicht und zur 

Therapie der durch Knochenmetastasen solider Tumore verursachten Osteolysen, 

maligner Hyperkalziämien sowie unter anderem in der Therapie des multiplen 

Myeloms eingesetzt (13). 

 

 
II. Stickstoffhaltige Bisphosphonate 

 

Zu den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten werden Zoledronat und Ibandronat ge-

zählt. Beide werden überwiegend intravenös zur Behandlung der Osteoporose, ma-

ligner Hyperkalziämien und Knochenmetastasen verabreicht (14, 15). Zoledronat 

wird zusätzlich auch in der Therapie des multiplen Myeloms verwendet (16). 

1.1.2.  Pharmakologie und Wirkung 

Bisphosphonate werden oral oder intravenös appliziert. Aufgrund der schlechten Re-

sorbierbarkeit über den Magen-Darm-Trakt, werden bei oraler Bisphosphonatgabe 

bis zu 99% wieder ausgeschieden (11). Bei intravenöser Applikation, erreichen bis zu 

70% der aufgenommenen Menge an Bisphosphonaten aus dem Blutkreislauf die 

Knochenoberfläche (11). Die vollständige Wirkungsweise der Bisphosphonate auf 

molekularer Ebene ist nicht abschließend geklärt (4, 11, 17-20), jedoch können eini-

ge pharmakologische Vorgänge heute als gesichert betrachtet werden (4, 11). Die 

klassischen pharmakologischen Effekte der Bisphosphonate entstehen durch deren 

beiden Haupteigenschaften: die hemmende Wirkung auf die Osteoklastenfunktion 

und die hohe Affinität zum Kalziumphosphat des Knochens (21). Biochemisch gese-

hen wirken die nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonate, indem sie ein nicht-

hydrolisierbares ATP-Analog bilden und somit der ATP-abhängigen Isopentenyl-

Pyrophosphat-Synthese die Energie entziehen (11, 21, 22). Vermehrte Anreicherung 

dieser nicht-hydrolisierbaren ATP-Analoge in den Osteoklasten hemmen deren Funk-

tion und induzieren den Zelltod der Osteoklasten (8, 23). Die Gruppe der stickstoff-

haltigen Bisphosphonate agiert über die Hemmung des Schlüsselenzyms des Meva-

lonat/Cholesterol-Stoffwechsels (24). Das Zielenzym hierbei ist die Farnesyl Pyro-
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phosphat Synthase (FPPS). FPPS katalysiert die Isoprenylierung GTP-bindender 

Proteine. Durch die Blockierung der GTPasen, die als Membranproteine für die intra-

zellulären Signaleigenschaften der Osteoklasten wichtig sind, wird die Zelle inakti-

viert und leitet schlussendlich die Apoptose ein (8, 11, 21). 

                      

 

Abb. 1: Wirkmechanismen der Bisphosphonate auf zellulärer Ebene im Osteoklasten 

             (aus Bartl, von Tresckow, Bartl 2006: Bisphosphonat-Manual, ISBN: 3-540-25362-9; 

             mit freundlicher Genehmigung von Springer) 
 

 

Bisphosphonate binden kovalent an das Hydoxylapatit des Knochens. Dies geschieht 

vor allem in den Resorptionslakunen auf der freien Knochenoberfläche. In diesem 

Zustand bilden sie eine inerte Verbindung. Erst bei sinkendem pH-Wert, wird diese 

Verbindung wieder gelöst und die Bisphosphonate freigesetzt (11, 25). Bei der Re-
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sorption der Knochenoberfläche durch die Osteoklasten, kommt es in diesem Be-

reich zu einer starken Absenkung des pH-Wertes. Die Bisphosphonate werden aus 

ihrer Bindung herausgelöst und von den Osteoklasten aufgenommen (26). 

 

Somit stellen die Osteoklasten und deren Vorläuferzellen die eigentlichen Zielzellen 

der Bisphosphonate dar (11, 27). Mit zunehmender Konzentration zeigen sich hem-

mende Effekte auch auf Osteoblasten und damit indirekt wieder auf Osteoklasten 

durch die Blockierung ihrer Aktivierung und Rekrutierung durch die Osteoblasten mit-

tels des RANK/RANKL/OPG Systems (4, 11). Wie lange sich Bisphosphonate im 

Knochen anlagern ist bis heute nicht eindeutig geklärt. Angaben über die Halbwerts-

zeit im Knochen schwanken zwischen einem bis über zehn Jahren (28). Marx geht 

aufgrund der irreversiblen Bindung der Bisphosphonate über ihr zentrales Kohlen-

stoffatom an den Knochen von zirka elf Jahren aus (29). Neben den Zellen des Kno-

chenstoffwechsels haben Bisphosphonate gegebenenfalls auch Wirkungen gegen-

über Zellen des Immunsystems, der Mukosa und des Gefäßsystems (30). 

1.2.  Therapeutischer Einsatz 

1.2.1.  Knochenstoffwechselstörungen und Osteoporose 

Seit vielen Jahrzehnten haben Bisphosphonate in der Therapie von schweren Kno-

chenstoffwechselerkrankungen wie Osteoporose, Osteogenesis imperfecta oder 

Morbus Paget einen hohen Stellenwert und werden mit großem Erfolg eingesetzt (1, 

4, 11, 28, 31).  

 

Osteoporose ist vor allem bei Frauen nach der Menopause stark verbreitet und führt 

zu einer Abnahme der Knochendichte bis hin zu Knochenbrüchen (32). Therapeu-

tisch kommen hierbei sowohl oral, als auch intravenös verabreichte Bisphosphonate 

zur Anwendung (33-35) und reduzieren wirkungsvoll das Frakturrisiko (36). Die meis-

ten der Knochenstoffwechselstörungen gehen mit einer Erhöhung der Osteoklasten-

aktivität einher. Bei dem Krankheitsbild des Morbus Paget sind lokale Bereiche des 

Knochens, in denen es zu einem erhöhten Knochenumbau kommt, charakteristisch. 

Dabei können ein oder mehrere Knochen des Skelettsystems betroffen sein und die 

Krankheit kann asymptomatisch verlaufen, aber auch mit Schmerzen und patholo-
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gischen Knochenbrüchen assoziiert sein (37). Auch hier werden Bisphosphonate oral 

oder intravenös erfolgreich eingesetzt, um Symptome wie Knochenschmerzen zu 

lindern und Frakturen zu vermeiden. 

1.2.2.  Therapie von malignen Erkrankungen mit Skelettbeteiligung 

In der klinischen Onkologie spielt die Behandlung des multiplen Myeloms, sowie die 

Therapie der ossären Metastasierung solider Tumore, wie beispielsweise des 

Mammakarzinoms oder des Prostatakarzinoms eine große Rolle (28, 38-43). Hierbei 

kommen vor allem intravenöse Bisphosphonate zum Einsatz (28). Mit der Diagnose 

der Skelettmetastasierung ist die maligne Erkrankung häufig nicht mehr kurativ the-

rapierbar und die Patienten leiden zum Teil massiv unter den skelettalen Komplikati-

onen (SRE=skeletal related events) wie osteolytisch bedingten Frakturen, Immobili-

tät, Knochenschmerz und den Folgen der Hyperkalzämie (11, 42). 

 

Im Knochen akkumulieren Bisphosphonate, hemmen dort die osteoklastäre Kno-

chenresorption und schaffen dadurch eine positive Knochenbilanz (4, 11, 41). Somit 

senken sie das Risiko von SRE. Zusätzlich wird eine direkte antitumoröse Wirkung 

durch die Hemmung der lokalen Freisetzung tumorstimulierender Wachstumsfakto-

ren diskutiert (41, 44-46). Bisphosphonate können in der Behandlung von Patienten 

mit multiplen Myelom und soliden Tumoren mit skelettalen Metastasen eine Minde-

rung der Symptome und eine Steigerung des allgemeinen Wohlbefindens erzielen 

(40, 41, 47). 
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1.3.  Nebenwirkungen 

1.3.1.  Allgemeine Nebenwirkungen 

In der Onkologie haben die Bisphosphonate aufgrund ihrer erfolgreichen Anwendung 

über viele Jahre einen wichtigen Platz eingenommen. Insgesamt gelten Bisphospho-

nate als gut verträglich und sicher in der Anwendung (11). Jedoch können je nach 

Dosis, Bisphosphonattyp und Dauer der Medikation unerwünschte Nebenwirkungen 

auftreten (4). Bei oraler Bisphosphonatgabe kann es zu Ulzerationen der Speise-

röhre, Entzündungen und mit einer Inzidenz von 2-10% zu Magen-Darm-

Beschwerden kommen (4, 11, 31, 48). Durch die Hemmung des Mevalonatstoff-

wechsels der Osteoklasten, fallen im Osteoklasten vermehrt Isopentenyl-PP (21) an, 

was wiederum eine akute-Phase-Reaktion im Sinne einer Immunreaktion zur Folge 

hat (4, 11, 49). In der Literatur wird dies mit einer Häufigkeit von 40% nach intrave-

nöser Gabe stickstoffhaltiger Bisphosphonate angegeben und ist durch grippeähnli-

che Symptome und Knochenschmerzen gekennzeichnet (50). Des Weiteren werden 

renale Funktionsstörungen, Hypokalzämien und Hypomagnesiämien, sowie seltener 

allergische Hautreaktionen und Entzündungen im Bereich der Augen beschrieben (4, 

11, 40, 49). Zwei seltene, jedoch schwerwiegende Nebenwirkungen sind die aty-

pische Femurfraktur sowie die therapeutisch schwer zu beherrschende Osteonekro-

se der Kiefer (4, 34, 51). 

1.3.2.  Bisphosphonat-assoziierte Osteonekrose der Kiefer 

Neun Monate nach der offiziellen Marktzulassung gingen 2002 bei der FDA erstmals 

Berichte über Kiefernekrosen bei onkologischen Patienten, die mit Zoledronat be-

handelt wurden ein (34, 52). 2003 veröffentlichte Marx eine Studie mit 36 Patienten-

fällen, die diese neu aufgetretene Form der Osteonekrose mit Knochenexposition der 

Kiefer unter Pamidronat- und Zoledronattherapie aufwiesen (5, 6, 53). 2004 folgte 

eine größere Fallsammlung von Ruggiero mit 63 Fällen von Kiefernekrosen unter 

Bisphosphonattherapie (34, 54). Ein erhöhtes Risiko für eine Bisphosphonat-

assoziierte Osteonekrose der Kiefer (BRONJ) scheint abhängig von der Dosis, der 

Applikationsform und der Dauer der Bisphosphonattherapie zu bestehen (40, 55). 

Seit den ersten Fallberichten hat sich die BRONJ zu einem zunehmenden und ernst-
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haften klinischen Problem entwickelt (56). Die American Asssociation of Oral and 

Maxillofacial Surgeons (AAOMS) definierte 2007 und nach einem Update 2009, die 

Diagnose einer Bisphosphonat-assoziierten Kiefernekrose. 2014 wurde die Termino-

logie BRONJ von der AAOMS in Medikamenten-assoziierte Osteonekrose der Kiefer 

(MRONJ) umbenannt und die Definition wie folgt aktualisiert (168): 

 

1. Anwesenheit von freiliegendem Knochen (oder Knochen, der durch eine intra-

orale oder extraorale Fistel sondiert werden kann) über mehr als 8 Wochen 

2. Aktuelle oder vorangegangene Behandlung mit antiresorptiv (Bisphospho-

naten oder Denosumab) oder antiangiogenetisch wirkenden Medikamenten 

3. Abwesenheit einer Radiatio im Kopf-Hals-Bereich oder von Metastasen im 

Kieferbereich 

 

Die Bisphosphonat-assoziierte Nekrose kann sich über einen gewissen Zeitraum oh-

ne spezifische Symptome darstellen, jedoch auch mit starken Schmerzen oder Sen-

sibilitätsstörungen im Bereich des Nervus alveolaris inferior, dem sogenannten Vin-

cent Zeichen, einhergehen (38, 57-60). Die nekrotischen Areale können dabei von 

einer persistierenden Alveole nach Zahnentfernung im Röntgenbild mit teilweise 

Sklerosierung (38, 61) bis hin zur Sequesterbildung und Weichgewebsbeteiligung 

reichen (57, 62-64) und im schlimmsten Fall zu pathologischen Frakturen führen (38, 

64, 65). Neben den klassischen Entzündungszeichen der umgebenden Mund-

schleimhaut, tritt häufig Foetor ex ore auf (38, 58, 59). Zusätzlich kann es zu einer 

zunehmenden Mobilität der Zähne in dem betroffenen Areal mit Abszess- und Fistel-

bildungen kommen (6, 38, 39, 62-64), wobei diese im maxillären Knochen durch eine 

Mund-Antrum-Verbindung eine Kieferhöhlenbeteiligung mit einer Sinusitis maxillaris 

hervorrufen können (66).  

 

2009 erfolgte durch die AAOMS eine Stadieneinteilung der Bisphosphonat-

assoziierten Osteonekrose (67). 2014 wurde auch diese Einteilung von der AAOMS 

aktualisiert (68): 
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Stadium 0:  kein freiliegender Knochen, jedoch unspezifische klinische oder radiolo- 

                   gische Symptome 

Stadium I:   freiliegender und nekrotischer Knochen bei asymptomatischen Patienten 

                   ohne Entzündungszeichen 

Stadium II:  freiliegender und nekrotischer Knochen mit Zeichen einer Entzündung:  

                   Schmerzen, Rötung mit oder ohne eitrige Exsudation 

Stadium III: freiliegender und nekrotischer Knochen mit Entzündungszeichen und  

                   mindestens einer der folgenden Befunde: ausgedehnte Osteolyse bis zur   

                   Kieferbasis oder Beteiligung der Kieferhöhle, pathologische Fraktur, ex- 

                   traorale oder oroantrale Fistelung 

 

Wie es genau zu einer Bisphosphonat-assoziierten Osteonekrose kommen kann, ist 

bisher noch nicht abschließend geklärt (10, 28, 48, 59, 63). Zu den möglichen Risiko-

faktoren zählen zum einen die Bisphosphonatgabe selbst, insbesondere die Darrei-

chungsform und die Dauer der Medikation (55). Orale Bisphosphonate werden, wie 

bereits zu Beginn dieser Arbeit beschrieben, schlecht absorbiert und erreichen nur in 

geringeren Mengen den Knochen, als intravenös applizierte Bisphosphonate. 

Darüberhinaus ist die Dosis zur Behandlung maligner Erkrankungen sehr viel höher 

angesetzt und erfolgt meist intravenös im Gegensatz zur Therapie von Knochen-

stoffwechselerkrankungen. Osteonekrosen unter oraler Bisphosphonatgabe treten 

sehr viel seltener auf (69). Die Literatur zeigt, dass die Behandlung mit Zoledronat 

das Risiko eine  BRONJ zu entwickeln erhöht (60, 70). Insgesamt stellt die hochdo-

sierte intravenöse Langzeittherapie mit einem stickstoffhaltigen Bisphosphonat ein 

vergleichsweises hohes Risiko dar (40, 62, 65, 71, 72). Auch das Alter des Patienten, 

Stoffwechselerkrankungen wie beispielsweise Diabetes mellitus oder Knochenstoff-

wechselstörungen wie Osteoporose, werden zu den möglichen systemischen Risiko-

faktoren gerechnet (58, 59, 70, 73, 74). Zu den lokalen Risikofaktoren zählen neben 

der schlechten Mundhygiene auch die parodontalen Erkrankungen (39, 40, 70, 72, 

75, 76). Diese Umstände ziehen häufig zahnärztliche und auch oralchirurgische Ein-

griffe nach sich. Invasive Eingriffe wie beispielsweise Zahnentfernungen, Wurzelka-

nalbehandlungen, parodontal- sowie auch oralchirurgische Eingriffe und mechani-

sche Druckstellen durch Zahnersatz erhöhen das Risiko eine Kiefernekrose zu ent-

wickeln (11, 39, 62, 64, 71-74, 76-78). So findet man in der Literatur Angaben, dass 

in 60 bis 70% der BRONJ Fälle ein zahnärztlich chirurgischer Eingriff vorangegangen 
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sei (79). Das Auftreten einer Osteonekrose wird dabei in der Mandibula häufiger be-

obachtet als in der Maxilla (64, 80). Jedoch treten Bisphosphonat-assoziierte Osteo-

nekrosen auch spontan und ohne eines dieser vorherigen Ereignisse auf (64, 81) 

und so erscheinen die vielen verschiedene Theorien zur Pathogenese die aktuell in 

der Literatur diskutiert werden, eher spekulativ (28, 30, 48, 59, 63, 82): 

 

1. Die Bisphosphonat-assoziierte Osteonekrose könnte durch eine exzessive Unter-

drückung des Knochenstoffwechsels aufgrund einer lokal toxischen Bisphos-

phonatkonzentration hervorgerufen werden (30, 31, 83-85). Hohe Bisphos-

phonatkonzentrationen könnten sich aufgrund der hohen Affinität im Knochen an-

reichern und dadurch die Osteoklastenfunktion hemmen bis schließlich bei zu ho-

hen lokalen Akkumulationen der gesamte Knochenstoffwechsel unterdrückt wer-

den würde (30). Trotzt höherer Umbauraten im Kieferknochen im Vergleich zu 

anderen skelettalen Abschnitten (30, 86, 87), gibt es bisher keinen eindeutigen 

Beleg dafür, dass sich Bisphosphonate vermehrt im Kieferknochen anlagern (30, 

88). 

2. Des Weiteren wird diskutiert, dass die BRONJ eine spezifische Infektion mit Akti-

nomyzeten als Ursache haben könnte. Es ist bei Bisphosphonaten bekannt, dass 

sie die Immunantwort unterschiedlicher Zellen beeinflussen und somit das Im-

munsystem anfälliger für bestimmte pathogene Keime wird (30, 89, 90).  

3. Ebenfalls wird die direkte Schleimhauttoxizität von Bisphosphonaten als mögliche 

Ursache der BRONJ in der Literatur diskutiert (91). Die lokale Akkumulation von 

Bisphosphonaten bis in die für die Schleimhaut toxischen Dosisbereiche (30, 63) 

könnte einerseits die Anfälligkeit gegenüber Infektionen aus der Mundhöhle erhö-

hen, beziehungsweise die Heilung der Schleimhaut hemmen (91) oder könnte in 

Kombination mit anderen onkologisch relevanten Medikamenten zu einer muko-

salen Verletzung gefolgt von freiliegendem Knochen und der Bisphosphonat-

assoziierten Nekrose führen (30, 92). Jedoch stellt freiliegender Knochen nicht 

das einzige Symptom dar und eine BRONJ kann auch bei intakter Mukosa auftre-

ten (54, 57). Dies wird in der Einteilung der AAOMS als Stadium 0 bezeichnet. 

4. Auch eine mögliche antiangiogenetische Wirkung der Bisphosphonate wird disku-

tiert (59, 71, 75). Jedoch scheint die Angiogenese während der Knochenneufor-

mation nicht von den Bisphosphonaten beeinflusst zu werden (30, 93, 94). 
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1.4.  Aufgabenstellung 

All diese unterschiedlichen Pathogenesetheorien können an der Entstehung der Kie-

fernekrose beteiligt sein, jedoch kann keine dieser Theorien für sich alleine oder in 

Kombination erklären, weshalb hauptsächlich der Kieferknochen von einer Bisphos-

phonat-assoziierten Osteonekrose betroffen ist und warum stickstoffhaltige Bisphos-

phonate mit einem viel höheren Risiko verbunden sind als nicht-stickstoffhaltige Bis-

phosphonate (56). Ebenfalls bleibt im Unklaren welche Rolle die bekannten Risiko-

faktoren und auslösenden Ereignisse spielen. Die Eigenschaften der Bisphosphonate 

bilden eine mögliche Erklärung. Eine neue Hypothese zur Osteonekroseentstehung 

schreibt dem lokalen pH-Wert eine bedeutende Rolle zu. Bisphosphonate binden bei 

neutralem pH-Wert an Hydroxylapatit. Stickstoffhaltige Bisphosphonate werden bei 

saurem pH-Wert vom Knochen gelöst und aktiviert (25). Den Kieferknochen unter-

scheidet von allen anderen Knochen, dass er viel häufiger Infektionen ausgesetzt ist 

als die restlichen Knochen des Skelettsystems (56). In der 5. Deutschen Mundge-

sundheitsstudie wurde in der Gruppe der jüngeren Senioren (den 65 bis 74-Jährigen) 

bei 44,8% eine mittelschwere Parodontitis und bei 19,8% eine schwere Form der Pa-

rodontitis aufgezeigt. Bei den älteren Senioren ab 75 Jahren wurde bei 9 von 10 Fäl-

len eine moderate beziehungsweise schwere Parodontitis nachgewiesen (95). Die 

Entzündung hat eine Absenkung des pH-Wertes im betroffenen Areal zur Folge und 

kann zu einer vermehrten Freisetzung und Aktivierung der Bisphosphonate führen 

(30). Es ist bekannt, dass Bisphosphonate die Aktivität, das Zellüberleben und die 

Rekrutierung der Osteoklasten unterdrücken (96) und die Osteoklasten die Haupt-

zielzellen der Bisphosphonate darstellen. Jedoch zeigen Studien, dass auch weitere 

Zellen mögliche Ziele der Bisphosphonate sein können, wie beispielsweise Osteo-

blasten, Endothelzellen, Immunzellen, aber auch Tumorzellen (50).  

 

In der folgenden Arbeit soll gezeigt werden, welchen Einfluss unterschiedliche Kon-

zentrationen und sinkende pH-Werte auf die Wirkung stickstoffhaltiger und nicht-

stickstoffhaltiger Bisphosphonate und somit auf das Zellüberleben und die Zellaktivi-

tät haben. Untersucht werden humane mesenchymale Stammzellen und humane 

Osteoblasten, da diesen Zellen eine wesentliche Rolle im Bereich des Knochenstoff-

wechsel und der Wundheilung zukommt.  



Material und Methoden  16 

2.  Material und Methoden 

2.1.  Zellkultur 

2.1.1.  Zellen und Zellkultur allgemein 

Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden humane mesenchymale  Stammzel-

len (hMSC) (Lonza, Köln, Deutschland) verwendet. HMSC-Zellen sind  Vorläuferzel-

len im Knochenmark, die sowohl zur Replikation zu undifferenzierten Zellen als auch 

zur Differenzierung zu Knochen, Knorpel, Fett, Muskel, Sehnen oder Knochenmark-

stroma in der Lage sind. Sie wurden aus dem hinteren Beckenkamm des Hüftkno-

chens gesunder Spender gewonnen. Die Lagerung der Zellen erfolgte in der zweiten 

Passage bei -80 Grad Celsius. Die Zellen wurden in MEM alpha-Medium (Invitrogen, 

Karlsruhe, Deutschland) kultiviert und expandiert. Dem MEM alpha-Medium wurde 

10 % hitzeinaktiviertes fetales Rinderserum (FBS) (Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland) und 1 % Penicillin (10000 internationale Einheiten (IU)/ml) / Streptomy-

cin (10 mg/ml) (PAA, Pasching, Österreich) zugesetzt. Bei 37 Grad Celsius, 95 % 

Luftfeuchtigkeit und 5 % Kohlendioxid-Atmosphäre wurden die Zellen kultiviert, wobei 

das Medium täglich gewechselt wurde.  

 

Zusätzlich wurden humane Osteoblasten (hOB) (Promo Cell, Heidelberg, Deutsch-

land) verwendet. HOB-Zellen sind hochspezialisierte Zelltypen mesenchymalen Ur-

sprungs und am Knochenaufbau sowie -umbau beteiligt. Sie wurden in der zweiten 

Passage bei -80 Grad Celsius eingefroren. Nach dem Auftauen wurden diese Zellen 

in Osteoblast Growth Medium (Promo Cell, Heidelberg, Deutschland) mit 10 % Oste-

oblast Growth Medium Supplement Mix  und 1 % Penicillin (1000 IU/ml) / Streptomy-

cin (10 mg/ml) bei 37 Grad Celsius im feuchten Milieu bei 95 % Luftfeuchtigkeit und  

5 % Kohlendioxid-Atmosphäre kultiviert. Auch hier erfolgte täglich der Mediumwech-

sel. 
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2.1.2.  Zellpassagierung 

Die Passagierung der Zellen wurde bei Konfluenzneigung des Zellrasens in den Kul-

turflaschen vorgenommen. Für die Zellpassagierung ist das Splitten beziehungswei-

se Trypsinieren notwendig. Das Waschen der Zellen wurde mit 10 % (v/v) PBS (Sig-

ma, München, Deutschland) und 1 ml Trypsin/EDTA (PAA, Pasching, Österreich) 

durchgeführt. 

2.1.3.  Zellzählung 

Die Zellen wurden nach der Färbung in der gewünschten Verdünnung gezählt. 10 µl 

der Zellsuspension wurden mit 5 µl Trypanblau (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) ver-

mengt. 5 µl dieser Mischsuspension wurden mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt und im Anschluss die Zellzahl pro Volumen berechnet. 

2.1.4.  Einfrieren und Auftauen 

Bevor die Zellen eingefroren werden konnten, wurde das Einfriermedium angesetzt. 

Hierfür wurden 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck, Whitehouse Station, USA) mit 

20 % hitzeinaktiviertem fetalem Rinderserum (FBS) (Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland) und 70 % des entsprechenden Kulturmediums vermengt und steril fil-

triert. Anschließend wurden die Zellen wie in Kap. 2.2.2 beschrieben trypsiniert und 

gezählt. Die Zellen wurden in dem Einfriermedium resuspendiert und pro Kryo-

Röhrchen in einem Volumen von 1,5 ml wurden ca. 2x106 Zellen bei -80 Grad Cel-

sius eingefroren. 

 

Um die Zellen aufzutauen wurden 5 ml des entsprechenden Kulturmediums in einem 

15 ml Falcon vorgelegt. Die eingefrorenen Zellen wurden in dem Kryo-Röhrchen im 

Wasserbad bei 37 Grad Celsius aufgetaut. Zur Entfernung des DMSO wurde die 

Zellsuspension in dem vorgelegten Medium resuspendiert und dann für 5 Minuten 

bei Raumtemperatur und 500xg zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen 

und die Zellen in 5 ml Medium resuspendiert und ausgesät. 
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2.1.5.  Einstellen der unterschiedlichen pH-Werte 

Um 250 ml Medium für hMSC-Zellen zu erhalten, wurden 2,54 g MEM alpha-

Mediumpulver ohne Pufferkomponente (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit 

0,894 g HEPES (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) in 150 ml destilliertem Was-

ser gelöst. 1 M Hepes-Puffer wurde verwendet, um die jeweiligen pH-Werte (6,7, 7,0 

und 7,4) einzustellen. Während der Erwärmung auf 37 Grad Celsius wurden 0,25 ml  

NaHCO3 (0,5M) sowie 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin hinzugefügt. Bei 

dieser Temperatur wurde anschließend mittels pH-Meter und durch Zugabe 0,5 M 

sowie 1M NaOH-Lösung der pH-Wert genau eingestellt. Das Volumen wurde mit 

destilliertem Wasser exakt eingestellt und anschließend mit dem Filter der Firma Mil-

lex GP steril filtriert.  

 

Für die hOB-Zellen wurden 44 ml des Stammmediums ohne Puffer (Osteoblast 

Growth Medium w/o Bicarbonat/Hepes) (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) unter 

Zugabe von 10 % Osteoblast Growth Medium Supplement Mix  und 1 % Penicillin 

(1000 IU/ml) / Streptomycin (10 mg/ml) auf 37 Grad Celsius erwärmt, um 50 ml Me-

dium zu erhalten. Die pH-Einstellung wurde mittels pH-Meter bei exakt 37 Grad Cel-

sius unter Zugabe 1 M Hepes-Puffer durchgeführt. Nach exakter Volumeneinstellung 

mit destilliertem Wasser erfolgte die Sterilfiltrierung des Mediums. 

2.1.6.  Stimulation mit unterschiedlichen Bisphosphonatkonzentrationen 

Nach Zellzählung mittels einer Neubauer-Zählkammer wurden die Zellen in einer 96 

well-Mikrotiterplatte (NUNC, Roskilde, Dänemark) ausgesät. Die Konzentration lag 

dabei bei 2,64 x 103 Zellen/ml in je 200 µl Zellsuspension pro Vertiefung (well) der 

Platte. Nach einer Anheftungszeit von 24 Stunden bei 37 Grad Celsius, 95 % Luft-

feuchtigkeit und 5 % Kohlendioxid-Atmosphäre, wurden die Zellen lichtmikroskopisch 

auf Veränderungen bzw. atypisches Wachstum kontrolliert und gegebenenfalls aus-

sortiert. Das Kulturmedium wurde gegen das Behandlungsmedium mit dem entspre-

chenden pH-Wert (6,7, 7,0 und 7,4) ausgetauscht. Es wurden 100 µl Medium pro 

well vorgelegt. Danach wurden die unterschiedlichen Bisphosphonatkonzentrationen 

hinzugegeben. Die Werte der unterschiedlichen Bisphosphonatkonzentrationen ba-

sieren auf Berechnungen vorangegangener Studien (56). In den folgenden Versu-

chen wurden die molaren Konzentrationen für die stickstoffhaltigen Bisphosphonate 

verwendet, die in der folgenden Tabelle aufgeführt sind: 
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Tabelle 1: Darstellung der theoretischen Bisphosphonatkonzentrationen im Knochen abhängig  von 

                  der Behandlungsdauer (nach Otto S, Pautke C, Opelz C, Westphal I, Drosse I,  

                  Schwager J, et al. Osteonecrosis of the jaw: effect of bisphosphonate type, local  

                  concentration, and acidic milieu on the pathomechanism. Journal of oral and maxillofacial  

                  surgery : official journal of the American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons  

                  2010;68:2837-45) 

                                                                                                       Zoledronat             Ibandronat 

µmol/L                 µmol/L 

1-Monat Äquivalentdosis (1 M) 1.05 1.19 

3-Monat Äquivalentdosis (3 M) 3.15 3.58 

6-Monat Äquivalentdosis (6 M) 6.31 7.15 

1-Jahr Äquivalentdosis (1 A) 12.61 14.31 

3-Jahr Äquivalentdosis (3 A) 37.82 42.92 

5-Jahr Äquivalentdosis (5 A) 63.03 71.54 

10-Jahr Äquivalentdosis (10 A) 126.06 143.08 

 

 

Dabei wurden die in der Onkologie üblichen Dosierungen berechnet. Für Zoledronat 

4 mg intravenös alle vier Wochen und Ibandronat 6 mg intravenös alle vier Wochen 

bei 70 kg Körpergewicht und einer Knochenmasse von 10 % des Körpergewichtes (7 

kg Knochenmasse) (56). Das nicht-stickstoffhaltige Bisphosphonat Clodronat wurde 

mit den äquimolaren Konzentrationen für die stickstoffhaltigen Bisphosphonate ver-

glichen und die oben genannten Werte übernommen, da aufgrund unterschiedlicher 

Anwendung, Dosierung und Resorption keine direkte Berechnung der Dosierung wie 

bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten möglich ist (56). Für die Experimente 

wurden Verdünnungsreihen mit unterschiedlichen Konzentrationsstufen hergestellt. 

Für jedes Bisphosphonat wurde eine erste Stammlösung angesetzt wie die folgende 

Tabelle zeigt: 

 

 Tabelle 2: Erste 400 µM Bisphosphonat-Stammlösung  

 

 Zoledronat: 970 µl Medium + 30 µl Zoledronsäure  

 Ibandronat: 966,7 µl Medium + 33,33 µl Ibandronsäure 

 Clodronat:   966,7 µl Medium + 33,33 µl Clodronsäure  

 400 µM 

 400 µM 

 400 µM 
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Zusätzlich wurde eine Stammlösung für die Kontrollgruppe ohne Bisphosphonat her-

gestellt: 

 

Tabelle 3: 200 µM Stammlösung für die Kontrollgruppe ohne Bisphosphonat 

 

Ausgehend von diesen ersten 400 µM Bisphosphonat-Stammlösungen wurden je-

weils 250 µl entnommen und mit 250 µl des entsprechenden Mediums in einem Ep-

pendorf-Reaktionsgefäß vermengt. Von dieser zweiten Stammlösung (200 µM) wur-

den 100 µl entnommen und mit den vorgelegten 100 µl Medium durchmischt, sodass 

eine 100 µM Lösung entstand. Danach wurde wie in der folgenden Abbildung darge-

stellt, verdünnt bis die einzelnen Konzentrationen erreicht wurden. 

 

 

 

 

 

 

  

     

 

  

    100 µM      50 µM         25 µM     12,5 µM     6,25 µM    3,13 µM    1,6 µM 

 

 

 

 

Abb.2 : Schematische Darstellung der Verdünnungsreihe der unterschiedlichen Bisphosphonatkon- 

             zentrationen 
 

Nach der Stimulation mit Bisphosphonaten wurden die Zellen für 72 Stunden im 

feuchten Milieu bei 37 Grad Celsius ohne Kohlenstoffdioxid-Atmosphäre inkubiert. 

100 µl der 

2. Bisphosphonat- 

stammlösung 

 

100 µl verwor-

fen 

100 µl Medium  

vorgelegt 

        100 µl            100 µl         100 µl         100 µl          100 µl         100 µl   

 

 

Kontrolle: 983,3 µl Medium + 16,7 µl sterile Kochsalzlösung (NaCl)   200 µM  
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Die folgende Abbildung zeigt das Aussaatmuster einer 96 well-Platte mit den unter-

schiedlichen Bisphosphonatkonzentrationen: 

 

 

 

Tabelle 5: Schematische Darstellung eines Aussaatmuster einer 96-well Platte mit den unterschied- 

                  lichen Bisphosphonatkonzentrationen für Zoledronat, Ibandronat und Clodronat, sowie den 

                  jeweiligen Kontrollgruppen 

 

2.2.  Messmethodik und Auswertung der Versuche 

2.2.1.  Zellaktivität mit Hilfe des WST-assay 

Die metabolische Zellaktivität wurde mit Hilfe des WST-assay (Roche Diagnostics 

GmbH, Mannheim, Deutschland) gemessen. Hierbei wird das Substrat WST-I, wel-

ches zunächst hellrot ist, enzymatisch durch die Succinatdehydrogenase in intensiv-

rotes Formazan umgesetzt. Dadurch ändert sich auch die Extinktion und dies kann 

mittels des ELISA-plate-readers bei einer Wellenlänge von 450 nm photometrisch 

bestimmt werden. 

 

Das WST-I-Reagenz wurde bei 37 Grad Celsius im Verhältnis 1:10 mit Hepes-

Medium bei pH 7,4 verdünnt. Hiervon wurden 100 µl pro well der 96 well-Platte pipet-

tiert. Nach vierstündiger Inkubation bei 37 Grad Celsius ohne Kohlenstoffdioxid in 

feuchter Atmosphäre wurde die optische Dichte bei 450 nm mittels des ELISA rea-

ders MPP 3408 T (Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, Deutschland) bestimmt.  

 Zoledronat Ibandronat Clodronat   
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A KO KO KO KO KO KO KO KO KO       
B 100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 100 µM       
C 50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 50 µM       
D 25 µM 25 µM 25 µM 25 µM 25 µM 25 µM 25 µM 25 µM 25 µM       

E 
12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM 

12,5 
µM       

F 
6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM 

6,25 
µM       

G 
3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM 

3,13 
µM       

H 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM 1,6 µM       
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2.2.2.  Zellüberleben mit Hilfe der Hoechst-Färbung und der Image J Soft-

ware 

Um das Zellüberleben nach der Bisphosphonatbehandlung darzustellen, wurde eine 

fluoreszenzmikroskopische Auswertung vorgenommen. Hierfür wurde der Fluores-

zenzfarbstoff Bisbenzimid Hoechst 33342 (H 33342) verwendet. Dieser diffundiert 

durch die Zellmembran und bindet unspezifisch an alle Adenin-Thymin-Basenpaare 

der DNA. Nach Anregung mit ultraviolettem Licht bei 350 nm fluoresziert der 

Hoechstfarbstoff mit blauer Farbe bei 460 bis 490 nm. Zur Herstellung der Stammlö-

sung für die Durchführung der Hoechstfärbung wurden 2 µl Hoechst-Farbstoff in 20 

ml PBS (1:10000) verdünnt. Vor der Färbung wurden die 96 well-Platten zweimal mit 

jeweils 100 µl PBS pro well gewaschen um Interferenzen der Färbelösung mit Medi-

umrückständen zu vermeiden. Danach erfolgte die Fixierung der Zellen mit 100 µl 

Formaldehyd (4 %) pro well für 15 Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem 

zweimaligem Waschen mit PBS, wurden die Zellen mit je 100 µl pro well der 

Hoechst-Stammlösung gefärbt. Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten bei Raumtem-

peratur unter Lichtabschluss. Nach Absaugung der Färbelösung und abschließender 

zweimaliger Waschung mit PBS erfolgte die umgehende Fluoreszenzmikroskopie. 

Diese wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes Axiovert 100 (Zeiss, Jena, 

Deutschland) durchgeführt. Es kam hierbei ein Triple Band Filter F61-002 (AHF, Tü-

bingen, Deutschland) zur Anwendung. Die Bilder wurden mit der Digitalkamera Axio-

Cam MRm (Zeiss, Jena, Deutschland) in Mosaikbildern (6x6) aufgenommen. Die 

Weiterverarbeitung und Speicherung erfolgte unter Zuhilfenahme der zugehörigen 

Software AxioVision Rel 4.8.1 (Zeiss, Jena, Deutschland). Die anschließende Zell-

zählung fand automatisch durch die Software Image J 1.43 statt (Find Maxima). 

2.2.3.  Statistische Auswertung 

Jedes der Experimente wurde mindestens zweifach durchgeführt und die statistische 

Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism 5. Bei der Analyse der Daten 

konnte keine Gleichverteilung festgestellt werden. Deshalb wurde ein parameterfreier 

Test, der Kruskal-Wallis-Tests mittels Dunns Einzelvergleich verwendet. Statistisch 

signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Testgruppen wurden 

durch p* < 0,05, p** < 0,01 und p*** < 0,001 dargestellt.
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3.  Ergebnisse 

3.1.  Einfluss von Bisphosphonatkonzentration und pH-Wert auf         

hMSC 

3.1.1.  Ergebnisse der Zellaktivität mit Hilfe des WST-assay 

Bei neutralem pH-Wert von 7,4 zeigt sich bei niedrigen Bisphosphonatkonzentratio-

nen von 3 µM nur eine leichte Abnahme der Aktivität der hMSC im Vergleich zur bis-

phosphonatfreien Kontrollgruppe. Im Vergleich der verschiedenen Bisphosphonate 

untereinander ist dieser Effekt bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten deutlicher 

erkennbar als bei dem nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonat Clodronat. Mit steigen-

der Bisphosphonatdosierung zeigen sich auch verstärkt hemmende Effekte auf die 

Zellaktivität der hMSC. Bei einer Zoledronat- und Ibandronatkonzentration von 25 µM 

zeigen sich signifikante Unterschiede (p<0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei 

Zoledronat ist der hemmende Effekt hierbei noch ausgeprägter. Bei dem nicht-

stickstoffhaltigen Bisphosphonat Clodronat zeigen die hMSC bei zunehmender Kon-

zentration von 25 µM jedoch keine signifikanten Unterschiede in ihrer Aktivität im 

Vergleich zur clodronatfreien Gruppe. Nach Zugabe der höchsten Konzentration von 

jeweils 100 µM sind bei Zoledronat keine Zellen mehr aktiv. Hier zeigt sich der hem-

mende Effekt am deutlichsten (p<0,001). Auch bei Ibandronat zeigt sich bei 100 µM 

ein signifikanter hemmender Einfluss (p<0,001) auf die Aktivität der hMSC, jedoch 

sind hier, anders als bei Zoledronat, noch einige Zellen aktiv. Im Gegensatz dazu 

zeigen sich die hMSC auch unter hoher Clodronatdosierung von 100 µM in ihrer 

Zellaktivität nur leicht beeinflusst. Eine signifikante, dosisabhängige Reduktion der 

Zellaktivität lässt sich mit zunehmenden Konzentrationen stickstoffhaltiger Bisphos-

phonate erkennen und deutlichere Effekte bei gleichen Konzentrationen wie Ibandro-

nat stellt man bei Zoledronat fest. Bei Clodronat hingegen lassen sich keine signifi-

kanten dosisabhängigen Veränderungen in der Zellaktivität mit zunehmenden äqui-

molaren Konzentrationen feststellen.  
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Abb. 3: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität der hMSC. Die  

             hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,4 drei Tage  

             inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem WST-1 Reagenz gemessen. Zoledro- 

             nat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Bei Clodronat ist nur ein leichter  

             Effekt zu erkennen. 

 
 

Mit sinkendem pH-Wert zeigt sich bei pH 7,0 eine generelle Abnahme der Aktivität 

der hMSC im zunehmend sauren Milieu. Der pH-Wert selbst wirkt sich hemmend auf 

die Zellaktivität aus. Die Extinktion und damit die metabolische Aktivität der Zellen, 

liegt bei pH 7,0 im Bereich der bisphosphonatfreien Kontrollgruppen nur noch bei 

ungefähr der Hälfte im Vergleich zur Aktivität bei neutralem pH von 7,4. Bei niedrigen 

Dosierungen von 3 µM zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der Aktivität 

sowohl bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten als auch beim nicht-

stickstoffhaltigen Bisphosphonat. Sehr geringe Konzentrationen von 1 µM scheinen 

bei Clodronat und Ibandronat einen leichten stimulierenden Effekt zu haben, da die 

Zellzahl etwas über der Kontrollgruppe liegt. Bei zunehmender Bisphosphonatdo-

sierung zeigt sich bei einer Konzentration von 25 µM bei Zoledronat eine signifikante 

Abnahme (p<0,01) der Aktivität bei sinkendem pH-Wert im Vergleich zur Kontroll-

gruppe. Bereits bei dieser Konzentration von Zoledronat weisen hMSC keine Zellak-

tivität mehr auf. In der Gruppe des anderen stickstoffhaltigen Bisphosphonates 

Ibandronat stellt sich dieser Effekt bei einer Konzentration von 25 µM nicht so ein-

deutig dar. Hier zeigen sich noch keine signifikanten Unterschiede gegenüber der 
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bisphosphonatfreien Kontrollgruppe. Die Aktivität ist reduziert, jedoch nicht signifi-

kant. Erst bei sehr hohen Dosierungen ab 50 µM (p<0,05) und 100 µM (p<0,01) zei-

gen sich bei Ibandronat signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. Clodro-

nat hingegen weist sowohl bei hohen Konzentrationen von 25 µM, als auch bei sehr 

hohen Konzentrationen von 100 µM keine signifikanten Unterschiede in der  Aktivität 

der hMSC im Vergleich zur Mediumkontrolle bei pH 7,0 auf. Ein leichter Effekt ist je-

doch zu erkennen. 

 

 

 

Abb. 4: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität der hMSC. Die  

             hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,0 drei Tage  

             inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem WST-1 Reagenz gemessen. Zoledro- 

             nat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Auch bei Clodronat ist ein leich- 

             ter, jedoch kein signifikanter Effekt zu erkennen. 

 

 
Bei pH 6,7 zeigt sich ebenfalls wie bei pH 7,0 eine deutlich reduzierte Aktivität der 

hMSC, wie man an der Kontrollgruppen ohne Bisphosphonate im Vergleich zum 

neutralen pH 7,4 erkennen kann. Im zunehmend sauren Milieu von pH 6,7 zeigen 

sich bei niedrigen Bisphosphonatkonzentrationen von 3 µM keine signifikanten Un-

terschiede zur Kontrolle, sowohl bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten, als auch 

bei Clodronat.  
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Mit steigender Konzentration von 25 µM wird bei Zoledronat und Ibandronat ein 

hemmender Effekt auf die Zellaktivität erkennbar, jedoch kein signifikanter dosisab-

hängiger Unterschied zur Kontrolle. Bei Clodronat sind hingegen nur leichte Unter-

schiede bei äquimolaren Konzentrationen auszumachen. Sehr hohe Konzentrationen 

von 50 µM (p<0,05) bis 100 µM (p<0,001) zeigen bei Zoledronat einen signifikanten 

Unterschied zur Kontrollgruppe. Ibandronat zeigt erst bei sehr hohen Konzentratio-

nen von 100 µM eine signifikante (p<0,01) Reduktion der Zellaktivität der hMSC im 

Vergleich zur bisphosphonatfreien Gruppe. Clodronat zeigt bei äquimolaren Konzent-

rationen keine signifikante Wirkung auf die Zellaktivität über die Wirkung des sauren 

pH-Wertes hinaus. Sowohl bei niedrigen Konzentrationen als auch bei höheren von 

25 bis 100 µM zeigt Clodronat keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur 

Kontrollgruppe und auch im Vergleich bei neutralem pH von 7,4. Eine hemmende 

Wirkung bei sinkendem pH-Wert und steigender Konzentration ist jedoch erkennbar. 

 

 

 

 

Abb. 5: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität der hMSC. Die  

             hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=6,7 drei Tage  

             inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem WST-1 Reagenz gemessen. Zoledro- 

             nat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Auch bei Clodronat ist ein Effekt  

             zu erkennen. 
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3.1.2.  Ergebnisse des Zellüberlebens der hMSC 

Wie bei der Zellaktivität nimmt im Kulturmedium pH 7,4 die Zellzahl der mesen-

chymalen Stammzellen mit steigender Konzentration an stickstoffhaltigen Bisphos-

phonaten signifikant ab. Bei geringen Dosierungen von 3 µM zeigt sich bei den bei-

den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten eine geringe Reduktion der Zellviabilität der 

hMSC. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Bei dem nicht-stickstoffhaltigen 

Bisphosphonat Clodronat scheinen äquimolare Konzentrationen eine leicht stimulie-

rende Wirkung auf die Zellzahl zu haben, verglichen mit der bisphosphonatfreien 

Gruppe. Zunehmende Konzentrationen von 6 µM führen unter Zoledronatbehandlung 

bereits zu einer Reduzierung des Zellüberlebens auf weniger als die Hälfte der Kon-

trollgruppe ohne Bisphosphonate.  

 

Die Zellzahl der mesenchymalen Stammzellen zeigt unter Ibandronateinfluss bei 

gleicher Konzentration nur leichte Veränderungen und unter Clodronat ist kein hem-

mender Effekt auszumachen. Auch hier führt Clodronat zu einem geringen Anstieg 

der Zellzahl. Die stickstoffhaltigen Bisphosphonate Zoledronat und Ibandronat zeigen 

bei Konzentrationen von 25 µM einen signifikanten (p<0,05) dosisabhängigen Unter-

schied im Vergleich zu der Kontrolle. Ibandronat wirkt dabei jedoch weniger hem-

mend als Zoledronat. Bei Konzentrationen von 50 µM und 100 µM wirken sowohl 

Zoledronat als auch Ibandronat signifikant (p<0,001) reduzierend auf die Zellzahl der 

humanen mesenchymalen Stammzellen. Clodronat zeigt auch bei steigenden Kon-

zentrationen keine dosisabhängige hemmende Wirkung auf die Zellzahl der hMSC 

im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Abb. 6: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der hMSC. Die  

             hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,4 drei Tage  

             inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem Hoechst Farbstoff gefärbt und  

             unter Verwendung der Image J Software automatisch gezählt. Zoledronat und Ibandronat  

             wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Bei Clodronat ist kein hemmender Effekt erkenn- 

             bar. 

 

 
Bei der Kultivierung im Medium mit pH 7,0 lässt sich bei niedrigen Konzentrationen 

von 3 µM bei Zoledronat eine Abnahme der Zellzahl feststellen. Bei einer 

Zoledronatdosis von 6 µM sinkt die Zellzahl der humanen mesenchymalen Stamm-

zellen auf unter 50 %. Ein dosisabhängiger Effekt ist bei Ibandronat bei sinkendem 

pH-Wert nicht so deutlich zu erkennen wie bei Zoledronat. Clodronat zeigt bei 1 µM 

eine Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei zunehmenden Kon-

zentrationen ist diese Wirkung jedoch nicht mehr zu erkennen. Mit Zunahme der Do-

sierung und sinkendem pH-Wert wirken sich die stickstoffhaltigen Bisphosphonate 

weiter negativ auf die Vitalität der Zellen aus. Dies ist bei der Stimulation mit 12 µM 

bei pH 7,0 sowohl bei Ibandronat, als auch bei Zoledronat signifikant (p<0,05). Wobei 

Zoledronat stärker inhibierend wirkt als Ibandronat. Bei einer Zoledronatdosis von 

100 µM überleben kaum noch hMSC. Der Unterschied zur bisphosphonatfreien Kon-

trollgruppe ist signifikant (p<0,001). Bei Ibandronat ist bei äquimolaren Konzentratio-

nen die Zellzahl stark reduziert, doch vereinzelte Zellen überleben auch bei diesen 

hohen Konzentrationen verglichen mit Zoledronat. Aber auch hier ist der Unterschied 
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zur Kontrollgruppe signifikant (p<0,001). Humane mesenchymale Stammzellen unter 

Clodronatstimulation zeigen sich hingegen unbeeinträchtigt bezüglich ihres Zellüber-

lebens. Auch bei der höchsten Konzentration von 100 µM zeigen sich keine signifi-

kanten Unterschiede im Vergleich ohne Bisphosphonatstimulation. 

Abb. 7: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der hMSC. Die 

 hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,0 drei Tage 

 inkubiert. In 4% Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem Hoechst Farbstoff gefärbt und  

 unter Verwendung der Image J Software automatisch gezählt. Zoledronat und Ibandronat  

 wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Bei Clodronat ist kein dosisabhängier Effekt  

 erkennbar. 

Mit Absenkung des pH-Wertes auf 6,7 reduziert sich insgesamt die Zellzahl der 

mesenchymalen Stammzellen der Kontrollgruppe aufgrund des niedrigen pH-Wertes 

im Vergleich mit den Werten bei neutralem pH. Im sauren Kulturmedium wachsen die 

Zellen schlechter. Niedrige Bisphosphonatkonzentrationen von 3 µM zeigen bei 

Zoledronat keinen Einfluss auf das Zellüberleben. Die Zellzahl ist allgemein auf die 

Hälfte reduziert. Bei Ibandronat ist bei einer Dosis von 3 µM ein diskret reduzierender 

Effekt zu beobachten. Ab einer Zoledronatkonzentration von 25 µM sinkt die Zellzahl. 

Ibandronat und Clodronat zeigen bei diesem Wert noch keinen Effekt. Mit zuneh-

mender Konzentration bis 100 µM ist bei Zoledronat ein dosisabhängiger Unter-

schied bei niedrigem pH-Wert erkennbar. Auch Clodronat zeigt einen Effekt bei ho-
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her Dosierung. Die Versuche mit den beiden stickstoffhaltigen Bisphosphonaten füh-

ren zu einer Abnahme der Aktivität und der Zellzahl der humanen mesenchymalen 

Stammzellen mit zunehmender Bisphosphonatkonzentration und sinkenden pH-

Werten (7,0 und 6,7). Die Effekte sind dabei ausgeprägter bei Zoledronat als bei 

Ibandronat. Die kombinierte Wirkung von Bisphosphonatdosis und pH-Wert konnte 

nur bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten beobachtet werden. Keine signifikan-

ten dosisabhängigen Effekte bei sinkenden pH-Werten konnte bei äquimolaren Kon-

zentrationen von Clodronat festgestellt werden.  

 

 

Abb.8: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der hMSC. Die  

            hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=6,7 drei Tage  

            inkubiert. In 4% Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem Hoechst Farbstoff gefärbt und  

            unter Verwendung der Image J Software automatisch gezählt. Der niedrige pH-Wert selbst  

            reduziert die Zellzahl der hMSC. Zoledronat wirkt ab Konzentrationen von 25 µM toxisch auf  

            die Zellzahl, jedoch nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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3.2.  Einfluss von Bisphosphonatkonzentration und pH-Wert auf hOB 

3.2.1.  Ergebnisse der Zellaktivität mit Hilfe des WST-assay 

Wie bei den hMSC nimmt bei der Kultivierung der humanen Osteoblasten im Medium 

mit pH 7,4 die Zellaktivität mit steigenden Bisphosphonatkonzentrationen vor allem 

bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten Zoledronat und Ibandronat stark ab. Je-

doch zeigen sich bei den hOB im Gegensatz zu den hMSC unter Clodronat auch 

hemmende Effekte auf die Zellaktivität. Dabei wirkt Zoledronat stärker hemmend auf 

die Zellaktivität als Ibandronat. Bei geringen Konzentrationen von 3 µM ist eine Ab-

nahme der metabolischen Aktivität sowohl bei Zoledronat als auch bei Ibandronat zu 

erkennen. Bei 6 µM zeigt Zoledronat bereits signifikante Unterschiede (p<0,05). Ab 

einer Konzentration von 12 µM sind die Unterschiede deutlich und signifikant 

(p<0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ibandronat zeigt ab einer Konzentration 

von 25 µM geringere, jedoch ebenfalls signifikante (p<0,01) Unterschiede. Und bei 

der Höchstdosis zeigen sich deutliche und signifikante (p<0,001) Differenzen. Bei der 

Zugabe von Clodronat ist bei geringen Konzentrationen (3 µM) keine signifikante 

Hemmung der Zellaktivität zu beobachten. Jedoch tritt bei höheren Konzentrationen 

von 12 µM ebenfalls eine signifikante (p<0,01) Abnahme der Aktivität ein. Bei 100 µM 

ist auch bei Clodronat eine deutliche und signifikante (p<0,001) Reduktion der Extink-

tion erkennbar. 
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Abb. 9: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität der hOB. Die  

             Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,4  

             drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem WST-1 Reagenz gemessen.  

             Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hOB. Auch bei Clodronat ist ein  

             signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen. 

 

 
Bei sinkendem pH-Wert des Kulturmediums auf pH 7,0 ist die Zellaktivität insgesamt 

reduziert, da auch die Osteoblasten im sauren Milieu schlechter wachsen und weni-

ger aktiv sind. So weist die Aktivität der Kontrollgruppe bei pH 7,0 nur etwa die Hälfte 

der Extinktion der hOB bei neutralem pH 7,4 auf. Jedoch nimmt die Zellaktivität in 

Anwesenheit stickstoffhaltiger Bisphosphonate mit steigenden Konzentrationen bei 

pH 7,0 stetig ab. Bei niedrigen Konzentrationen von 3 µM ist noch kein hemmender 

Effekt erkennbar. Ab Konzentrationen von 25 µM lässt sich eine deutliche Abnahme 

der Aktivität erkennen. Bei 50 µM zeigt sich ein signifikanter (p<0,05) Unterschied 

verglichen mit der Kontrolle. Bei zunehmenden Ibandronatkonzentrationen tritt ein 

ähnlich hemmender Effekt auf, jedoch zeigt Zoledronat im Vergleich die deutlich toxi-

schere Wirkung. Clodronat weist sowohl bei niedrigen als auch bei hohen Dosierun-

gen keine deutliche und signifikante Differenz im Vergleich zur Gruppe ohne Clodro-

nat auf. 
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Abb. 10: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität der hOB. Die  

               Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,0  

               drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem WST-1 Reagenz  

               gemessen. Die stickstoffhaltigen Bisphosphonate wirken dabei toxischer auf die hOB als das  

               nicht.stickstoffhaltige Clodronat. Nur bei Zoledronat ist jedoch ein signifikanter Unterschied  

               zu erkennen. 

 

 
Im Kulturmedium mit einem pH-Wert von 6,7 zeigt sich insgesamt eine Abnahme der 

Zellaktivität aufgrund des sauren Milieus. Auch hier ist die Extinktion der Kontroll-

gruppe um etwa die Hälfte im Vergleich zum neuralen pH reduziert. Bei geringen 

Konzentrationen von 3 µM zeigen die stickstoffhaltigen Bisphosphonate Zoledronat 

und Ibandronat bereits eine Hemmung der Aktivität. Dies ist bei Zoledronat deutlicher 

zu erkennen als bei Ibandronat Bei steigender Konzentration von 25 µM nimmt diese 

Wirkung zu und Zoledronat weist einen signifikanten (p<0,05) Unterschied im Ver-

gleich zur bisphosphonatfreien Kontrollgruppe auf. Zoledronat hat auch bei pH 6,7 

einen stärker hemmenden Effekt und zeigt bei Konzentrationen von 100 µM deutliche 

und signifikante (p<0,01) Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. Im sauren Milieu 

zeigt jedoch auch Clodronat ab höheren Konzentrationen von 25 µM einen hemmen-

den Einfluß auf die Aktivität der hOB. In sehr hohen Dosierungen von 100 µM sind 

diese Auswirkungen signifikant (p<0,05). Eine dosis- und pH-abhängige Wirkung 

zeigt sich bei allen getesteten Bisphosphonaten. Das stickstoffhaltige Bisphosphonat 

Zoledronat zeigt jedoch schon bei geringeren Konzentrationen eine signifikante Wir-

kung. 
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Abb. 11: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität der hOB. Die  

               Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=6,7  

               drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem WST-1 Reagenz gemes- 

               sen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hOB. Auch bei Clodronat  

               ist ein signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen. Insgesamt reduziert  

               der niedrige pH-Wert die Zellzahl stark. 

3.2.2.  Ergebnisse des Zellüberlebens der hOB 

Das Zellüberleben der Osteoblasten bei neutralem pH-Wert von 7,4 zeigt unter 

Zoledronatbehandlung eine stetige Abnahme mit zunehmender Konzentration. Be-

reits niedrige Konzentrationen von 3 µM reduzieren die Zellviabilität. Bei Ibandronat 

und Clodronat ist bei diesen niedrigen Konzentrationen noch keine deutliche Abnah-

me erkennbar. Erst bei höheren Dosierungen zeigt sich bei Ibandronat eine Abnah-

me der Zellzahl. Zoledronat wirkt hier jedoch auch stärker reduzierend. Bei Konzen-

trationen von 25 µM zeigen sowohl Zoledronat, als auch Ibandronat einen signifikan-

ten Unterschied (p<0,05) im Vergleich zu ihrer jeweiligen Kontrollgruppe. Clodronat 

zeigt hier keinen Einfluss auf die Zellviabilität. Bei 50 µM und 100 µM überleben unter 

Zoldedronatstimulation nur noch vereinzelt Zellen (p<0,001). Auch bei Ibandronat ist 

der Unterschied bei 50 µM (p<0,01) und 100 µM (p<0,001) signifikant und deutlich 

erkennbar. Clodronat zeigt im Gegensatz zu den beiden stickstoffhaltigen Bisphos-

phonaten erst bei sehr hohen Konzentrationen (100 µM) hemmende Einflüsse auf 
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das Zellüberleben. Diese sind jedoch nicht signifikant wie bei den stickstoffhaltigen 

Bisphosphonaten Zoledronat und Ibandronat. 

 

 

Abb. 12: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der hOB. Die  

               Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,4  

               drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem Hoechst Farbstoff  

               gefärbt und unter Verwendung der Image J Software automatisch gezählt. Zoledronat und  

               Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die Osteoblasten. Auch bei Clodronat ist ein  

               Effekt zu erkennen. 

 

 
Im Osteoblastenmedium bei einem pH-Wert von 7,0 wachsen die humanen Osteo-

blasten, wie bereits oben beschrieben, insgesamt schlechter als bei neutralem pH. 

Bei der Kontrollgruppe ohne Bisphosphonate überleben bei einem abgesenkten pH-

Wert nur etwa die Hälfte der hOB im Vergleich zum neutralen Medium. Unter gerin-

ger Zugabe von Zoledronat (3 µM) lässt sich bereits eine deutliche Abnahme der 

Zellzahl erkennen. Mit steigender Zoledronatkonzentration sinkt die Zellzahl der Os-

teoblasten stetig. Bei einer Konzentration von 25 µM ist die Differenz zur Kontrolle 

bereits signifikant (p<0,05) und mit zunehmend höheren Dosierungen (50 und 100 

µM) wird dieser Unterschied noch deutlicher (p<0,001). Ibandronat zeigt unter zu-

nehmender Dosierung ebenfalls eine stetige Abnahme der Zellzahl, jedoch ist dieser 

Effekt nicht signifikant. Zoledronat wirkt auch hier stärker hemmend als Ibandronat. 

Clodronat zeigt bei pH 7,0 keinen Einfluss auf die Zellviabilität über den sauren pH-
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Wert hinaus. Sowohl bei niedrigen Konzentrationen von 3 µM, als auch bei 100 µM 

ist kein signifikanter Unterschied verglichen mit der Kontrolle  erkennbar. 

 

 

 

Abb. 13: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der hOB. Die  

               Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=7,0  

               drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem Hoechst Farbstoff  

               gefärbt und unter Verwendung der Image J Software automatisch gezählt. Zoledronat wirkt  

               signifikant toxischer auf die Osteoblasten. Auch bei Ibandronat ist ein Unterschied zu erken- 

               nen. Clodronat hingegen zeigt keine Effekte. Der niedrige pH-Wert an sich reduziert die Zell- 

               zahl. 

 

 
Bei einem pH-Wert des Kulturmediums von 6,7, ist die Osteoblastenzahl sehr stark 

reduziert. Der zunehmend saure pH-Wert hemmt das Zellwachstum sehr stark. Dies 

ist bereits bei der Kontrollgruppe ersichtlich, bei der die Anzahl der Osteoblasten 

deutlich unter 50 % liegt. Zoledronat zeigt jedoch auch hier noch einen Einfluss auf 

das Zellüberleben der verbliebenen Osteoblasten. Mit zunehmender Konzentration 

wird ihre Zahl weiter reduziert. Jedoch ist kein eindeutig signifikanter Unterschied 

bezüglich der Kontrolle erkennbar. Ab Werten von 25 µM sinkt die Zellzahl und bei 

der höchsten Konzentration von 100 µM ist sie noch weiter reduziert. Bei den Bis-

phosphonaten Ibandronat und Clodronat sind die Unterschiede nach der Behandlung 

ebenfalls nicht signifikant verglichen mit der Kontrolle. Insgesamt zeigt die Behand-

lung der Osteoblasten mit Bisphosphonaten eine dosis-und pH-abhängige Reduktion 



Ergebnisse  37 

der Zellviabilität. Eine signifikante dosisabhängige Abnahme der Zellzahl lässt sich 

mit zunehmenden Konzentrationen und sinkendem pH-Werten (7,0 und 6,7) bei den 

beiden stickstoffhaltigen Bisposphonaten beobachten, wobei Zoledronat bei äquimo-

laren Konzentrationen deutlichere Effekte als Ibandronat zeigte. Bei Clodronat konn-

ten keine signifikanten dosis- und pH-abhängigen Veränderungen beobachtet wer-

den. 

 

 

Abb. 14: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der hOB. Die  

               Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten bei pH=6,7  

               drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem Hoechst Farbstoff  

               gefärbt und unter Verwendung der Image J Software automatisch gezählt. Der niedrige pH- 

               Wert selbst reduziert die Zellzahl. Bisphosphonate wirken hier im Vergleich mit der Kontroll- 

               gruppe weniger toxisch. Es ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Jedoch zeigt sich  

               bei Zoledronat bei Konzentrationen von 100 µM ein leichter Effekt. 
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4.  Diskussion 

Die Bisphosphonat-assoziierte Osteonekrose stellt seit ihrer Erstbeschreibung 2003 

(5, 6) Mediziner vor ein bis heute schwer zu beherrschendes Krankheitsbild, vor al-

lem bei der intravenösen Therapie mit stickstoffhaltigen Bisphosphonaten (56). Un-

terschiedliche Theorien zu der Entstehung der Osteonekrose werden diskutiert, wie 

beispielsweise eine zu exzessive Unterdrückung des Knochenstoffwechsels, die 

spezifischen Infektionen mit Aktinomyzeten, antiangiogenetische Effekte und die di-

rekte Schleimhauttoxizität durch Bisphosphonate (83). Während die exakte Entste-

hungsursache jedoch immer noch unklar erscheint und all diese Theorien nicht erklä-

ren können, weshalb die Bisphosphonat-assoziierte Ostenekrose fast ausschließlich 

im Kieferknochen auftritt, scheint der Frage nach der lokalen Entzündung, wie sie 

häufig in der Mundhöhle auftritt, sowie den Veränderungen des pH-Wertes die damit 

einhergehen, eine Schlüsselrolle zu zukommen. Dies sollte in der vorliegenden Ar-

beit näher betrachtet werden.  

 

Unlängst wurden Osteonekrosen im Kieferknochen auch unter Denosumab Therapie, 

einem antiresorptiv wirksamen monoklonalen Antikörper gegen den RANK-Liganden, 

beschrieben (97, 98). Auch unter Behandlung mit dem Angiogeneshemmer Bevaci-

zumab, dem Tyrosinkinasehemmer Sunitinib (99) und dem Immunsuppessivum 

Everolismus in Monotherapie oder in Kombination mit Bisphosphonaten wurden Kie-

fernekrosen beobachtet (100, 101). Mit dem Wissen, dass Denosumab auch das Ri-

siko für Osteonekrosen erhöht, wird deutlich, dass in Zukunft noch weitere Untersu-

chungen zur genauen Entstehung der Kiefernekrose notwendig sind (102). 

 

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher 

Bisphosphonatkonzentrationen und unterschiedlicher pH-Werte auf die Wirkung von 

stickstoffhaltigen und nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonaten auf humane mesen-

chymale Stammzellen und humane Osteoblasten. 
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4.1.  Der Einfluss von Bisphosphonatkonzentration und pH-Wert auf 

die Wirkung von stickstoffhaltigen und nicht-stickstoffhaltigen Bis-

phosphonaten auf humane mesenchymale Stammzellen und humane 

Osteoblasten 

Der exakte Pathomechanismus der medikamenten-assoziierten Nekrose bleibt bis 

zum jetzigen Zeitpunkt unklar (28, 48, 59, 103). Es finden sich in der Literatur ver-

schiedene Theorien zur Erklärung ihrer Entstehung. Als allgemein anerkannt gilt, 

dass die medikamenten–assoziierte Osteonekrose ein multifaktorielles Geschehen 

als Ursache hat (10). Einige Autoren sehen die Ursache in einer zu exzessiven Un-

terdrückung des Knochenstoffwechsels (30, 56, 104). Bisphosphonate haben eine 

starke Affinität zum Hydroxylapatit und lagern sich im Knochen an (105). Die Kno-

chenresorption wird gehemmt und die Osteoklastenapoptose induziert. Es wird dis-

kutiert, dass es zu einer Überakkumulation von Bisphosphonaten im Kieferknochen 

kommt, die schlussendlich zu einer Nekrose führt (106, 107). Die in der Literatur am 

häufigsten diskutierten Thesen zur Pathogenese sind zum einen, dass der Kiefer-

knochen einer viel höheren Knochenturnoverrate unterliegt und andererseits, dass 

das Knochenremodelling durch die Bisphosphonate zu exzessiv unterdrückt wird 

(108, 109). Neben den bekannten hemmenden Effekten auf die Osteoklasten zeigt 

diese Arbeit, dass Bisphosphonate auch mit anderen Zellen interagieren können und 

dass vor allem stickstoffhaltige Bisphosphonate die biologische Aktivität und Zellvia-

bilität von Osteoblasten und mesenchymalen Stammzellen hemmen. Jedoch erklärt 

dies allein nicht, weshalb der Kieferknochen fast ausschließlich von der Bisphospho-

nat-assoziierten Osteonekrose betroffen ist. Bis heute sind keine eindeutigen Bewei-

se erbracht worden, dass es zu einer Überakkumulation von Bisphosphonaten im 

Kieferknochen (106) im Vergleich zu den anderen Knochen des Skelettsystems 

kommt. In einer Studie von 2014 (18) konnte gezeigt werden, dass die Mandibula 

eine geringere Knochenumbaurate als die Maxilla aufweist und da die Bisphospho-

nat-assoziierte Osteonekrose mit einer Inzidenz von zwei Dritteln im Unterkieferkno-

chen auftritt, steht das im Widerspruch zu der oben genannten Hypothese. Darüber-

hinaus wird beschrieben, dass der Knochenstoffwechsel im Kiefer nicht übermäßig 

durch die Bisphosphonate unterdrückt wurde (106). Somit erscheint diese Theorie 

der übersteigerten Unterdrückung des Knochenstoffwechsels im Kieferknochen als 
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alleinige Erklärung der Entstehung der Bisphosphonat-assoziierten Osteonekrose 

unwahrscheinlich. 

 

Desweiteren wird die Ursache der Kiefernekrosen in der spezifischen Infektion mit 

Aktinomyzeten (110-113) gesehen. Aufgrund der regelmäßigen Präsenz verschiede-

ner Aktinomyzetenstämme auch bei Osteoradionekrosen gilt jedoch diese Erklärung 

als alleinige Ursache für die Entstehung einer Bisphosphonat-assoziierten Kiefernek-

rose als unwahrscheinlich (106, 114, 115) und auch wenn Aktinomyzeten regelmäßig 

in freiliegendem nekrotischen Knochen gefunden werden, treten Bisphosphonat-

assoziierte Kiefernekrosen auch auf, wenn keine Aktinomyzeten vorhanden sind 

(115, 116). 

 

Die antiangiogenetischen Eigenschaften der Bisphosphonate werden ebenfalls in der 

Literatur diskutiert (79, 117-119), zumal die Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose 

zunächst als avaskuläre Nekrose beschrieben wurde (6). Dabei könnten die Bis-

phosphonate direkt toxisch auf die Endothelzellen wirken, die eine wichtige Rolle in 

der Gefäßneubildung spielen und darüber hinaus wird die zellgebundene Angioge-

nese gehemmt (106). Dies könnte zu einer Hemmung der knöchernen Gefäßneubil-

dung führen. In Versuchen konnte gezeigt werden, dass vor allem stickstoffhaltige 

Bisphosphonate zu einer Funktionsstörung des Zytoskeletts führen, sowie zu einer 

gestörten Genexpression (106, 120). Insgesamt betrachtet könnte die knöcherne Ge-

fäßneubildung in der Pathogenese der Osteonekrose eine Rolle spielen, jedoch 

konnte während der Knochenneubildung keine eindeutige Beeinträchtigung durch die 

Bisphosphonate festgestellt werden (30, 93, 94). Der Oberkieferknochen weißt auf-

grund der ausgeprägten Spongiosastruktur eine höhere Durchblutung auf, als die 

Mandibula (11). Es zeigte sich, dass die die Bisphosphonat-assoziierte Ostenekrose 

häufiger in der Mandibula als in der Maxilla lokalisiert ist (18, 108, 121) und die The-

rapieverläufe im Unterkiefer schlechter sind (57). Weshalb jedoch fast nur der Kiefer-

knochen und kein anderer Knochen des Skelettsystems betroffen ist (122), wird 

dadurch nicht erklärt. 

 

Eine weitere mögliche Ursache für die Kiefernekrose wird darin gesehen, dass die 

Bisphosphonate direkt toxisch auf verschiedene Zellen wirken (91, 123-125) und so-

mit auch auf Zellen der Mundschleimhaut. Dies könnte wiederum erklären, weshalb 
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bei Bisphosphonat-assoziierten Kiefernekrosen ein Symptom der freiliegende Kno-

chen ist (106). Die direkte Bisphosphonattoxizität könnte eine Rolle in der Pathoge-

nese spielen, da sie erklären würde, weshalb nach chirurgischen dentoalveolären 

Eingriffen, die Mukosawundheilung stark gehemmt ist (91). Jedoch ist das Merkmal 

des freiliegenden Knochens nicht in allen Stadien vorhanden, vor allem nicht in den 

frühen Stadien (126). Eine Kiefernekrose kann unter einer geschlossenen Schleim-

haut jedoch bereits vorliegen (127). Es treten dann beispielsweise klinische Symp-

tome wie das sog. Vincent Zeichen mit der Hypästhesie des N. alveolaris inferior auf 

oder die Nekrose zeigt sich radiologisch obwohl die Mukosa noch intakt ist (57). All 

diese Theorien könnten eine mögliche Rolle in der Pathogenese der Bisphosphonat- 

bzw. medikamenten-assoziierten Kiefernekrose spielen, jedoch konnte bisher keine 

von ihnen für sich allein oder in Kombination mit anderen umfassende Antworten auf 

folgende Fragen liefern (30, 55, 56, 106): 

 

- Warum ist fast ausschließlich der Kieferknochen betroffen? 

- Warum stellen stickstoffhaltige Bisphosphonate ein höheres Risiko dar eine Kie-

fernekrose zu entwickeln, als nicht-stickstoffhaltige Bisphosphonate? 

- Was ist die Rolle sogenannter Risikofaktoren und „trigger events“ in der Entwick-

lung von BRONJ? 

 

Eine Schlüsselrolle bei der Erklärung spielen dabei dentogene Infektionen. Über die 

Zähne und damit einhergehende potentielle Erkrankungen, steht der Kieferknochen 

im direkten Kontakt zu den pathogenen Keimen der Mundhöhle (111) und unterliegt 

damit im Vergleich zu dem restlichen Skelettsystems viel häufiger Entzündungen 

(56). In der aktuellen 5. Mundgesundheitsstudie, wurde gezeigt, dass 9 von 10 Se-

nioren ab 75 Jahren an einer moderaten bis schweren entzündlichen Erkrankung des 

Zahnbettes, Parodontitis, leiden. Auch Karies und endodontische Probleme sind weit 

verbreitet (95). Somit unterliegt der Kieferknochen vermehrt akuten und chronischen 

Entzündungen und dies hat somit auch zahnärztliche und chirurgische Behandlun-

gen zur Folge (128). Eine Studie von Aguirre et al. zeigte im Tiermodell, dass onko-

logische Konzentrationen von Zoledronat in Kombination mit einer Parodontitis Kie-

fernekrosen verursachen können (129). 
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Bekannt ist, dass es bei Infektionen, aber auch nach chirurgischen Eingriffen wäh-

rend des Wundheilungsprozesses zu einem Absinken des lokalen pH-Wertes kommt 

(30, 130). Dabei wurde beispielsweise in einer Studie von Wiese et al. in Abszessen 

ein pH-Wert von 6,2 gemessen (131). Eine wesentliche Eigenschaft der Bisphospho-

nate besteht in ihrer hohen Affinität zu dem Hydroxylapatit des Knochens. Sie binden 

bei neutralem pH-Wert an den Knochen und verhalten sich, solange sie gebunden 

sind, auch über Jahre inert (125). Im sauren Milieu werden die Bisphosphonate wie-

der gelöst und aktiviert. Physiologischerweise findet dies während der aktiven Re-

sorption in den stark sauren Kontaktstellen zwischen Osteoklasten und Knochen statt 

(Howship Lakunen). Dabei wird das vormals gebundene Bisphosphonat aus seiner 

Bindung zum Kalzium gelöst. (25, 132). Darüberhinaus führt der niedrige pH-Wert zu 

einer Protonierung der stickstoffhaltigen Gruppen und somit zu einer Aktivierung der 

stickstoffhaltigen Bisphosphonate (30). Der niedrige pH-Wert im Rahmen von Ent-

zündungen hat für sich selbst eine hemmende Wirkung auf die mesenchymale 

Stammzellen und Osteoblasten und diese Zellen wachsen im sauren Milieu sehr viel 

schlechter als bei neutralem pH, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konn-

te. Er kann jedoch auch zu einer lokalen Freisetzung und Aktivierung vor allem der 

stickstoffhaltigen Bisphosphonate aus dem Knochen bis hin zu potentiell toxischen 

Werten führen (23). Dies könnte ein wesentlicher Grund für die Entstehung Bisphos-

phonat-assoziierten Kiefernekrosen sein (30).  

 

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, steigt mit sinkendem pH-Wert der zell-

hemmende Effekt der Bisphosphonate. Stickstoffhaltige Bisphosphonate in Lösung 

zeigen dabei stärkere hemmende Effekte auf die Zellaktivität und das Zellüberleben 

der mesenchymalen Stammzellen und der Osteoblasten als das nicht-

stickstoffhaltige Clodronat bei äquimolaren Konzentrationen. Eine Ursache dafür 

könnte sein, dass die stickstoffhaltige Gruppe bei niedrigem pH-Wert protoniert und 

damit aktiviert wird. Auch unter diesen beiden Bisphosphonaten zeigen sich Unter-

schiede, wobei Zoledronat stärker zellinhibierend wirkt als Ibandronat. Dies könnte 

damit zusammenhängen, dass Zoledronat schon bei einem pH-Wert von 7,4 bis zu 

50% protoniert vorliegt im Vergleich zu Ibandronat (56). Diese Untersuchungen in 

vitro stimmen mit den klinischen Befunden überein, in denen die Bisphosphonat-

assoziierte Kiefernekrose in den meisten Fällen nach einer intravenösen Langzeitbe-

handlung mit stickstoffhaltigen Bisphosphonaten auftraten (55, 78) und dabei vor al-
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lem unter Zoledronattherapie beobachtet wurden (64, 81, 135, 136). Patienten, die 

mit einem hochpotenten stickstoffhaltigen Bisphosphonat therapiert werden, haben 

also ein erhöhtes Risiko eine BRONJ zu entwickeln (54). Verschiedene Studien zei-

gen, dass eine Nekrose des Kieferknochens gehäuft bei Zoledronat und Pamidronat 

auftritt (40, 64, 75) und dies vor allem nach intravenöser Applikation (70, 71, 137, 

138). Die jeweilige Darreichungsform des Bisphosphonates (oral oder intravenös), 

die Dauer der Anwendung, sowie die Stärke der Wirkung des Bisphosphonates ha-

ben maßgeblichen Einfluss auf die Entwicklung einer BRONJ (109). Somit stellt die 

Therapie mit hochdosiertem stickstoffhaltigen Zoledronat in Kombination mit lokalen 

Entzündungen ein erhöhtes Risiko dar, eine Osteonekrose zu entwickeln (139). Im 

Gegensatz dazu haben Patienten unter oraler Bisphosphonatgabe ein niedrigeres 

Risiko (140, 141). In der Literatur finden sich nur vereinzelte Fälle einer Osteonekro-

se unter nicht-stickstoffhaltiger Bisphosphonatgabe (72). Obwohl die nicht-

stickstoffhaltigen Bisphosphonate seit Jahrzehnten eingesetzt werden, sind nur sehr 

wenige Fälle einer BRONJ bekannt (142). 

 

Zusätzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass diese hemmenden Effekte 

der stickstoffhaltigen Bisphosphonate auf das Zellüberleben und die Zellaktivität der 

hMSC und hOB noch verstärkt wurde, wenn der pH-Wert sank. Der niedrige pH-Wert 

wirkte selbst hemmend auf das Zellwachstum der getesteten Zellen. Zoledronat zeig-

te sowohl bei den hOB als auch hMSC Zellen eine signifikant inhibierende Wirkung 

auf die Zellaktivität (siehe Abb. 5 und 11). Bereits bei leichter Abnahme des pH-

Wertes auf 7,0 zeigt sich bei den hMSC und hOB eine signifikante konzentrationsab-

hängige Abnahme der Zellaktivität und des Zellüberlebens unter stickstoffhaltiger 

Bisphosphonatbehandlung. Dieser Effekt ist bei Zoledronat ausgeprägter als bei 

Ibandronat. Während bei Clodronat kein signifikanter Unterschied zu erkennen ist. 

Diese Ergebnisse stimmen mit den klinischen Daten überein, bei denen nachgewie-

sen werden konnte, dass die meisten Fälle einer Bisphosphonat-assoziierten Kie-

fernekrose nach Entzündungen auftraten (106, 143) und dass die Häufigkeit einer 

BRONJ nach oraler Bisphosphonatbehandlung zwischen 0,01 und 0,05 % auftritt, 

nach Zahnextraktionen jedoch höher ist. Nach intravenöser Bisphosphonatbehand-

lung kann eine BRONJ mit einer Häufigkeit von 10 % auftreten (106).  
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An den Knochen gebundene Bisphosphonate verhalten sich inert. Wird jedoch eine 

kritische Konzentration von gelöstem Bisphosphonat errreicht, wirken Bisphosphona-

te nicht nur auf Osteoklasten, sondern wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, 

auch auf mesenchymale Stammzellen und Osteoblasten inhibierend. Diese hem-

menden Effekte werden auch bei Endothelzellen und immunkompetenten Zellen wie 

Makrophagen und T-Lymphozyten vermutet (106, 144, 145). Eine Studie von Agis et 

al. zeigte dies anhand von Fibroblastenversuchen. Dabei verhielt sich das an den 

Knochen gebundene Bisphosphonat inert, während die gleiche Konzentration stick-

stoffhaltiger Bisphosphonate in Lösung zellinhibierende Effekte zeigte (125). Eine 

weitere Studie von Ohe et al. vermutet als Ursache für die Entstehung der BRONJ 

eine Kombination aus der hemmenden Wirkung der Bisphosphonate auf die Osteo-

klasten und die Osteoblastendifferenzierung (96). Die vorliegende Arbeit konnte zei-

gen, dass steigende Konzentrationen gelöster stickstoffhaltiger Bisphosphonate 

hemmend auf die Zellaktivität und das Zellüberleben Osteoblasten wirken. Dies be-

stätigt weitere Arbeiten, die feststellten, dass hohe Konzentrationen stickstoffhaltiger 

Bisphosphonate toxisch auf Osteoblasten wirken (85, 146). Im Gegensatz dazu gibt 

es in der Literatur einige Publikationen, die bei niedrigen Konzentrationen einen 

leicht anabolischen Effekt der Bisphosphonate zeigen (147, 148). Dies stimmt mit 

den Ergebnissen dieser Arbeit überein, bei denen geringe Konzentrationen von 

Clodronat aber auch sehr niedrige Konzentrationen von Ibandronat einen stimulie-

renden Effekt auf das Zellwachstum haben (Tabelle 7, 9, 13,15). 

 

Auch die Lokalisation und die Häufigkeit mit der die Bisphosphonat-assoziierte Kie-

fernekrose auftritt, spricht für die Entzündung und den damit einhergehenden niedri-

gen pH-Wert als mögliche Erklärung. Die meisten Fälle der BRONJ treten in der 

Mandibula auf, wobei eine Häufung in der Prämolaren- und Molarenregion festge-

stellt wurde (55). Aufgrund der größeren Wurzeloberfläche dieser Zähne und der dort 

oft auftretenden Entzündungen. Zusätzlich resultieren daraus gehäuft zahnärztliche 

und chirurgische Eingriffe. Dass der pH-Wert eine wichtige Rolle in der Pathogenese 

der Kiefernekrose spielt, zeigt sich auch anhand der weiteren Nebenwirkungen der 

Bisphosphonate. Diese treten zum einen gehäuft im Magen-Darm-Trakt nach oraler 

Bisphosphonateinnahme auf (149, 150), wenn die Bisphosphonate im stark sauren 

Milieu der Magensäure gelöst und aktiviert vorliegen. Bei intravenösen Bisphospho-

naten zeigen sich die Nebenwirkungen in der Niere (50), wo die Bisphosphonate in 
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Lösung treten und der pH-Wert des Primärurins nahe der Tubuluszellen sehr niedrig 

ist (106). Auch die Fälle einer Bisphosphonat-assoziierten Osteonekrose, die außer-

halb des Kieferknochens beschrieben wurden, sprechen dafür. So wird vermehrt 

über Osteonekrosen im Bereich des äußeren Gehörganges berichtet (151, 152). 

Dieser Bereich ist ebenfalls vermehrt von Infektionen betroffen und weist nur eine 

dünne Integumentschicht auf. Auch hier kann es dadurch zu lokalen Veränderungen 

des pH-Wertes kommen. 

4.2.  Medikamenten-assoziierte Kiefernekrose 

Osteonekrosen im Kieferbereich scheinen nach neuestem Forschungsstand nicht 

mehr allein unter Bisphosphonattherapie aufzutreten (153-155). Neue antiresorptive 

Medikamente stehen im Verdacht allein oder in Kombination mit Bisphosphonaten zu 

Kiefernekrosen zu führen (156-158). 2010 traten erste Berichte über Osteonekrosen 

unter Denosumab, einem monoklonalen Antikörper gegen den RANK Liganden (97, 

159) auf. Denosumab bindet an RANKL und hemmt dadurch die Stimulation und die 

Differenzierung der Osteoklasten und verhält sich somit ähnlich wie das Osteoprote-

gerin (OPG), welches von Osteoblasten und Stromazellen sezerniert wird (106, 160, 

161). Denosumab wurde als alternatives antiresorptives Medikament zu den Bis-

phosphonaten eingeführt und deckt ein ähnliches therapeutisches Einsatzgebiet ab. 

Auch die Nebenwirkung einer Kiefernekrose, wie sie unter Bisphosphonattherapie 

beschrieben ist, taucht unter Denosumabbehandlung auf, obwohl die beiden Medi-

kamente einen vollkommen unterschiedlichen Wirkungsmechanismus aufweisen 

(161). Zukünftige Untersuchungen zu den neuen Antiresorptiva sind notwendig, da 

die Zahl der Denosumab-assoziierten Kiefernekrosen ansteigt und Denosumab viel-

fach eingesetzt wird. In diesem Zusammenhang wurde auch 2014 die Terminologie 

von der AAOMS in MRONJ (=medication-related osteonecrosis of the jaw) geändert 

(68). Die genaue Ursache für die Entstehung einer MRONJ ist noch unklar, jedoch 

zeigen Studien, dass die Häufigkeit der Denosumab-assoziierten Kiefernekrose ähn-

lich der der stickstoffhaltigen Bisphosphonat-assoziierten Kiefernekrose ist (106, 

162). Wie bei den Bisphosphonaten scheint ein erhöhtes Risiko der onkologischen 

Dosierung einherzugehen. Denosumab wird jedoch nicht in den Knochen aufge-

nommen, hat im Vergleich zu Bisphosphonaten eine geringere Halbwertszeit und 

scheint vornehmlich Wirkung gegenüber den Osteoklasten und nicht wie die Bis-
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phosphonate gegenüber allen Zelllinien zu haben (106). Es ist jedoch unklar, ob De-

nosumab auf immunkompetente Zellen wirkt (106). Weitere Studien dazu werden 

zukünftig notwendig sein. Deshalb wird in der Prophylaxe und in der Therapie der 

Denosumab-assoziierten Osteonekrose das Vorgehen wie bei der BRONJ empfoh-

len (163). 

 

Der antiangiogenetisch wirksame Antikörper Bevacizumab wird seit 2004 vor allem in 

der Therapie onkologischer Erkrankungen eingesetzt wie beispielsweise beim fortge-

schrittenen Kolonkarzinom oder Ovarial- und Lungenkarzinomen aber auch in der 

Behandlung der Makuladegeneration (99, 164). Die Wirkung von Bevacizumab be-

steht dabei in der Hemmung des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors 

(VEGF) (99). Neueste Berichte zeigen einen Zusammenhang zwischen der Bevaci-

zumabtherapie und dem gehäuften Auftreten von Kiefernekrosen (155). Dabei han-

delt es sich jedoch vor allem um Fallberichte und es kann nicht genau gesagt wer-

den, dass Bevacizumab allein ursächlich für das Auftreten der Osteonekrosen ist (99, 

106, 165).  

 

Ein weiteres Medikament ist der Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib, dessen Wirksamkeit 

auf antiangiogenetischen und immunomodulatorischen Effekten beruht (166). 2007 

erfolgte die Zulassung von Sunitinib durch die FDA. Es wird seitdem erfolgreich in 

der Onkologie zum Beispiel in der Therapie neuroendokriner Tumore sowie des fort-

geschrittenen Nierenzellkarzinoms eingesetzt (167). Seit 2009 wird über verschiede-

ne Fälle berichtet, in denen Kiefernekrosen unter alleiniger Sunitinibtherapie oder in 

Kombinaton mit anderen Medikamenten auftraten (168, 169). Mögliche Ursachen 

werden in der Hemmung der Makrophagenfunktion, dem Rückgang der Blutversor-

gung und der Schleimhauttoxizität, die zum Zerfall der Epithelbarriere führt, gesehen. 

Jedoch scheint es wahrscheinlicher, dass Sunitinib, ähnlich wie Bevacizumab, als 

Komedikation in den Zusammenhang mit dem Auftreten von Kiefernekrosen ge-

bracht wird (106). Ein hohes Risiko eine Osteonekrose zu entwickeln scheinen Pati-

enten zu haben, die zur selben Zeit Bisphosphonate und Sunitinib erhalten (106, 

170).  

 

Das neueste Medikament, das im Verdacht steht Kiefernekrosen zu begünstigen ist 

Everolismus (100). 2003 wurde Everolismus, ein Immunsuppressivum aus der Grup-
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pe der mTOR-Inhibitoren (mTOR = mammalian Target of Rapamycin), von der FDA 

zur Immunsuppression in der Transplantationsmedizin und zur Therapie des 

Mammakarzinoms, neuroendokriner Tumore, des fortgeschrittenen Nierenzellkar-

zinoms und weiterer onkologischer Erkrankungen zugelassen (106). In jüngster Zeit 

erschienen Fallberichte über Everolismus-assoziierte Osteonekrosen (101). Inten-

sivere Forschungen sind jedoch notwendig und ein Zusammenhang zwischen dem 

Auftreten der Osteonekrosen und der Everolismustherapie sind somit noch rein spe-

kulativ. Die Einführung neuer Medikamente führte in den letzten Jahren zu einem 

Anstieg der Osteonekrosefälle. Ein Zusammenhang zwischen der Einnahme von 

Denosumab und dem Auftreten einer Kiefernekrose wurde bereits bewiesen (98), vor 

allem die Kombination von Bisphosphonaten und antiangiogenetisch wirksamen Me-

dikamenten wie Sunitinib und Bevacizunab scheinen das Risiko zu erhöhen (171). 

Der genaue Pathomechanismus ist jedoch bis heute nicht eindeutig geklärt. 

4.3.  Therapieansätze 

Da sich sowohl die Bisphosphonat-assoziierte Osteonekrose, als auch die oben be-

schriebene Medikamenten-assoziierte Kiefernekrose als schwer zu behandelndes 

Krankheitsbild (172) zeigen, gelten bisher die gleichen Richtlinien für die Therapie. 

Ein hoher Stellenwert kommt der frühzeitigen Diagnose zu. Da Osteonekrosen im 

Frühstadium einfacher zu therapieren sind und sich günstigere Heilungstendenzen 

zeigen als im Spätstadium (106). Zudem ist es unverzichtbar, dass die Therapie in-

terdisziplinär zwischen den behandelnden Ärzten, Zahnärzten und spezialisierten 

Kliniken koordiniert verläuft. Die AAOMS hat 2014 eine stadienspezifische Behand-

lung empfohlen, die sowohl konservative als auch chirurgische Konzepte beinhaltet 

(67, 68, 173). So wird im Stadium 0 und 1 ein eher konservatives Vorgehen empfoh-

len, das aus lokal begrenztem Debridement, lokal antiseptischen Maßnahmen und 

einer Antibiose besteht. Ab dem Stadium 2 wird die chirurgische Therapie empfoh-

len. Diese beinhaltet die chirurgische Abtragung der Osteonekrose, den speichel-

dichten Wundverschluss sowie eine antibiotischen Therapie. Studien zeigen jedoch, 

dass die Erfolgsrate bei chirurgischen Maßnahmen mit vollständiger Entfernung des 

nekrotischen Knochens höher ist, als bei lokalem Debridement (174, 175). Daher 

weichen die Empfehlungen der deutschsprachigen Fachgesellschaften sowie das 

Therapiekonzept der Ludwig-Maximilians-Universität in München von den Empfeh-
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lungen der AAOMS ab. Vor dem Hintergrund der hohen Erfolgschancen chirurgi-

scher Therapieansätze wird eine zeitnahe chirurgische Intervention auch im Frühsta-

dium empfohlen (176). Zusätzlich erfolgt die histologische Diagnosesicherung, um 

differentialdiagnostisch Metastasen einer malignen Grunderkrankung auszuschlie-

ßen.  

 

In diesem Zusammenhang wurde ein weiterer Therapieansatz von Pautke et al. mit 

der fluoreszenzorientierte Osteonekroseabtragung als eine zuverlässige Methode zur 

chirurgischen Therapie und der genaueren Abgrenzung der osteonekrotischen Be-

reiche gegenüber vitalem Knochen etabliert (176). Das allgemeine Risiko eine Bis-

phosphonat-assoziierte Osteonekrose zu entwickeln, hängt wie bereits in den vorhe-

rigen Kapiteln beschrieben wurde, von der Grunderkrankung und der damit einher-

gehenden Art des Bisphosphonates ab sowie von der Dauer und Dosis des Bisphos-

phonates. Ein individuelles Risiko kann dabei nicht exakt vorhergesagt werden und 

somit kommt der Prophylaxe und der dentalen Sanierung mit Beseitigung  aller mög-

lichen entzündlichen Prozesse vor Therapiebeginn eine wichtige Bedeutung zu (72, 

177-179). Dazu zählen die Extraktion bzw. operative Entfernung nicht erhaltungs-

würdiger Zähne oder Implantate, die Therapie der Periimplantitis sowie die systema-

tische Parodontaltherapie. Darüberhinaus sollten teilretinierte Zähne mit chronischer 

Perikoronitis, Zysten und Fremdkörper entfernt werden. Avitale Zähne sollten wurzel-

kanalbehandelt werden und Wurzelspitzenresektionen sollten bei vorliegender Indi-

kation erfolgen. Zudem sollten Prothesen auf mögliche Druckstellen untersucht und 

diese entfernt werden (106, 180). Ein engmaschiges Recall-System sowie intensive 

Mundhygieneinstruktionen und –motivationen zeigen hierbei Erfolge. Auch während 

und nach Therapie mit antiresorptiv wirksamen Medikamenten sind zahnärztliche 

und mund-, kiefer-, gesichtschirurgische Eingriffe durchführbar, wenn möglich sollten 

jedoch konservative Behandlungsmöglichkeiten bevorzugt werden. Chirurgische Ein-

griffe sollten dabei unter antibiotischer Abschirmung sowie mit einem plastischen und 

spannungsfreiem Wundverschluss erfolgen (181). Ein Absetzen der Bisphosphonate 

unter laufender Therapie zum Zwecke zahnärztlich-chirurgischer Eingriffe, die soge-

nannte „drug holiday“ wird nicht zwangsläufig empfohlen, da aufgrund der hohen 

Knochenbindung der Bisphosphonate und ihrer langen Halbwertszeit, eine Eliminati-

on aus dem Organismus nicht in einem kurzen Zeitraum erfolgen kann. Unter Deno-
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sumabtherapie wird jedoch über ein mögliches Aussetzen der Behandlung diskutiert 

(172). 

 

Die Effektivität der prophylaktischen Maßnahmen vor Beginn der Langzeittherapie 

mit Bisphosphonaten gilt als erwiesen (75, 179). Die Vermeidung von entzündlichen 

Prozessen (109) und den damit verbundenen lokalen pH-Wert-Absenkungen im Kie-

ferbereich durch die Sanierung vor und unter Bisphosphonat-Therapie kommt eine 

wesentliche Stellung im Rahmen der Prophylaxe Bisphosphonat-assoziierter Kie-

fernekrosen zu. Auch dies scheint die Rolle lokaler Gewebe-pH-Wert-

Verschiebungen in der Pathogenesetheorie der Bisphosphonat-assoziierten Osteo-

nekrose zu belegen. 
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5.  Zusammenfassung 

Hintergrund und Fragestellung: 

Bisphosphonate werden seit über 40 Jahren erfolgreich in der Therapie von Osteo-

porose, ossären Metastasierungen solider Tumore sowie der Behandlung des multip-

len Myeloms eingesetzt. Seit ihrer Erstbeschreibung 2003 hat sich die Bisphospho-

nat-assoziierte Kiefernekrose zu einem häufigen und ernsthaften klinischen Problem 

entwickelt. Obwohl sich seitdem viele Studien mit der Pathophysiologie und der Be-

handlung der Bisphosphonat-assoziierten Kiefernekrose beschäftigen, bleibt die 

exakte Pathogenese weiterhin unklar. Alle bisherigen Theorien erklären nicht, wes-

halb fast ausschließlich der Kieferknochen betroffen ist. Eine neue Hypothese zur 

Pathogenese lässt dem pH-Wert eine Schlüsselrolle zukommen, da bei niedrigen 

pH-Werten, wie sie beispielsweise im Rahmen von Entzündungen auftreten, Bis-

phosphonate die vorher im Knochen gebunden waren freigesetzt und aktiviert wer-

den. 

 

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Bis-

phosphonatdosierungen und pH-Werte auf mesenchymale Stammzellen und Osteo-

blasten in-vitro, da diesen Zellen im Rahmen der Wundheilung und des Knochenum-

baus eine wesentliche Rolle zukommt. 

 

Material und Methode: 

Der Einfluss von zwei stickstoffhaltigen Bisphosphonaten (Zoledronat und Ibandro-

nat) und eines nicht-stickstoffhaltigen Bisphosphonates (Clodronat) auf humane 

mesenchymale Stammzellen (hMSC) und humane Osteoblasten (hOB) wurde hin-

sichtlich der Konzentration und des lokalen pH-Wertes unter verschiedenen Bedin-

gungen untersucht. Gemessen wurde die Zellaktivität mit Hilfe eines WST-assay, 

sowie das Zellüberleben mit der Hoechst-Färbung und der Image J Software. Der 

pH-Wert wurde über den Untersuchungszeitraum von drei Tagen mittels Puffer auf 

7,4; 7,0 und 6,7 konstant gehalten. 
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Ergebnisse: 

Der Einfluss von stickstoffhaltigen (Zoledronat, Ibandronat) und nicht-sticktoffhaltigen 

Bisphosphonaten (Clodronat) auf die untersuchten Zellen unterscheidet sich deutlich. 

Stickstoffhaltige Bisphosphonate zeigen signifikante konzentrations- und pH-Wert-

abhängige Einflüsse auf die Zellaktivität und das Zellüberleben humaner mesen-

chymaler Stammzellen und Osteoblasten. Mit zunehmender stickstoffhaltiger Bis-

phosphonatkonzentration (Zoledronat, Ibandronat) und sinkenden pH-Werten, nimmt 

die Zahl der überlebenden Zellen, sowie die Zellaktivität signifikant ab. Hierbei sind 

die Effekte unter Behandlung mit Zoledronat stärker als bei Ibandronat. Äquimolare 

Konzentrationen von Clodronat zeigen mit zunehmender Dosierung und sinkenden 

pH-Werten keine signifikanten Effekte hinsichtlich Zellaktivität und Zellüberleben. 

 

Schlussfolgerung: 

Hohe Konzentrationen von stickstoffhaltigen Bisphosphonaten und lokalen pH-Wert 

Verschiebungen im Gewebe, wie sie im Rahmen von entzündlichen Prozessen im 

Kiefer auftreten, könnten eine Schlüsselrolle bei der Entstehung Bisphosphonat-

assoziierter Kiefernekrosen spielen. Dies würde auch erklären, weshalb die Nekro-

sen fast ausschließlich im Kieferbereich auftreten und weshalb die von zahlreichen 

Fachgesellschaften empfohlenen Prophylaxemaßnahmen vor und unter Bispho-

phonattherapie Wirkung zeigen. Die Vermeidung entzündlicher Prozesse im Kiefer 

durch zahnärztliche Sanierung vor und unter Therapie sollte auch zukünftig eine we-

sentliche Rolle in der Prophylaxe der Bisphosphonat- sowie der Medikamenten-

assoziierten Kiefernekrose spielen. 
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8. Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1: Wirkmechanismen der Bisphosphonate auf zellulärer Ebene im Osteoklasten 

(nach Bartl, Tresckow, Bartl 2006: Bisphosphonat-Manual, ISBN: 3-540-25362-9;  

Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Springer) 
 

Abb. 2: Schematische Darstellung der Verdünnungsreihe der unterschiedlichen Bis-

phosphonatkonzentrationen 

 

Abb. 3: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität  

der hMSCs. Die hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphospho- 

naten bei pH=7,4 drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem  

WST-1 Reagenz gemessen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer  

auf die hMSC. Auch bei Clodronat ist ein Effekt zu erkennen. 
 

Abb. 4: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität  

der hMSCs. Die hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphospho- 

naten bei pH=7,0 drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem  

WST-1 Reagenz gemessen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer  

auf die hMSC. Auch bei Clodronat ist ein Effekt zu erkennen. 
 

Abb. 5: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität  

der hMSCs. Die hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphospho- 

naten bei pH=6,7 drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit dem  

WST-1 Reagenz gemessen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer  

auf die hMSC. Auch bei Clodronat ist ein Effekt zu erkennen. 
 

Abb. 6: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der  

hMSCs. Die hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten  

bei pH=7,4 drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem  

Hoechst Farbstoff gefärbt und unter Verwendung der Image J Software automatisch  

gezählt. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Auch  

bei Clodronat ist ein Effekt zu erkennen. 
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Abb. 7: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der 

hMSCs. Die hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten  

bei pH=7,0 drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem  

Hoechst Farbstoff gefärbt und unter Verwendung der Image J Software automatisch 

gezählt. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die hMSC. Auch  

bei Clodronat ist ein Effekt zu erkennen. 

Abb. 8: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl der 

hMSCs. Die hMSC wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphosphonaten  

bei pH=6,7 drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden mit dem  

Hoechst Farbstoff gefärbt und unter Verwendung der Image J Software automatisch  

gezählt. Der niedrige pH-Wert selbst reduziert die Zellzahl der hMSC. Zoledronat  

wirkt ab Konzentrationen von 25 µM toxisch auf die Zellzahl, jedoch nicht signifikant  

im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Abb. 9: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivität  

der hOBs. Die Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphos- 

phonaten bei pH=7,4 drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität mit  

dem WST-1 Reagenz gemessen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxi- 

scher auf die hOBs. Auch bei Clodronat ist ein signifikanter Effekt im Vergleich zur  

Kontrollgruppe zu erkennen. 

Abb. 10: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivi- 

tät der hOBs. Die Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bis- 

phosphonaten bei pH=7,0 drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität  

mit dem WST-1 Reagenz gemessen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant  

toxischer auf die hOBs. Auch bei Clodronat ist ein signifikanter Effekt im Vergleich  

zur Kontrollgruppe zu erkennen. 

Abb. 11: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellaktivi- 

tät der hOBs. Die Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bis- 

phosphonaten bei pH=6,7 drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die Zellaktivität  

mit dem WST-1 Reagenz gemessen. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant  

toxischer auf die hOBs. Auch bei Clodronat ist ein signifikanter Effekt im Vergleich  

zur Kontrollgruppe zu erkennen. Insgesamt reduziert der niedrige pH-Wert die Zell- 

zahl stark. 
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Abb. 12: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl  

der hOBs. Die Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphos- 

phonaten bei pH=7,4 drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden  

mit dem Hoechst Farbstoff gefärbt und unter Verwendung der Image J Software au- 

tomatisch gezählt. Zoledronat und Ibandronat wirken signifikant toxischer auf die Os- 

teoblasten. Auch bei Clodronat ist ein Effekt zu erkennen. 

Abb. 13: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl  

der hOBs. Die Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphos- 

phonaten bei pH=7,0 drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden  

mit dem Hoechst Farbstoff gefärbt und unter Verwendung der Image J Software au- 

tomatisch gezählt. Zoledronat wirkt signifikant toxischer auf die Osteoblasten. Auch  

bei Ibandronat ist ein Unterschied zu erkennen. Clodronat hingegen zeigt keine Ef- 

fekte. Der niedrige pH-Wert an sich reduziert die Zellzahl. 

Abb. 14: Dosis- und pH-abhängiger Einfluss von Bisphosphonaten auf die Zellzahl  

der hOBs. Die Osteoblasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Bisphos- 

phonaten bei pH=6,7 drei Tage inkubiert. In 4 % Formaldehyd fixierte Zellen wurden  

mit dem Hoechst Farbstoff gefärbt und unter Verwendung der Image J Software au- 

tomatisch gezählt. Der niedrige pH-Wert selbst reduziert die Zellzahl. Bisphosphona- 

te wirken hier im Vergleich mit der Kontrollgruppe weniger toxisch. Es ist kein signifi- 

kanter Unterschied zu erkennen. Jedoch zeigt sich bei Zoledronat bei Konzentratio- 

nen von 100 µM ein Effekt. 
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9. Anhang 

Abkürzungsverzeichnis 

  

 
ATP 
BRONJ 
DNA 
DMSO 
EDTA 
ELISA 
FBS 
FCS 
FDA 
FPPS 
GTP 
hOB 
hMSC 
IPP 
IU 
M 

 
Adenosintriphosphat 
bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw  
deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
Dimethylsulfoxid 
Ethylendiamintetraessigsäure 
enzyme linked immunosorbent assay  
fetal bovine serum (fetales Kälbersserum) 
fetal calf serum 
US Food and Drug Administration 
Farnesyl Pyrophosphat Synthase 
Guanosintriphosphat 
Humane Osteoblasten 
Humane mesenchymale Stammzellen 
Isopentenylpyrophosphat 
International unit (internationale Einheit) 
Molare Masse M, Molmasse 

mg 
min 
mI 
µl 
µM 
nm 
PBS 
pg 
RANK 
RANKL 
WST 
 
 

Milligramm 
Minute 
Milliliter 
Mikroliter 
Mikromol 
Nanometer 
phosphate buffered saline 
Pikogramm 
Rezeptor-Aktivator des nukleären Faktors Κ–B 
Rezeptor-Aktivator des nukleären Faktors Κ–B-Ligand 
water soluble tetrazolium salt (wasserlösliches Tetrazoliumsalz) 
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