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ER estrogen receptor / Östrogenrezeptor

ERα estrogen receptor alpha / Östrogenrezeptor alpha

ERβ estrogen receptor beta / Östrogenrezeptor beta

et al. et alii

Fa. Firma

FDA Food and Drug Administration

PTH(1-84)



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS IX

g Gramm

γ-GT Gamma-Glutamyl-Transferase

GEN Genistein

GHz Gigahertz

h Stunde

H Wassersto�

HRT hormone replacement therapy / Hormonersatztherapie

IL Interleukin

ISCD International Society for Clinical Densitometry

K Kelvin

Kfd Knochen�ächendichte

kg Kilogramm

KG Körpergewicht

kV Kilovolt

LWS Lendenwirbelsäule

m Meter

mA Milliampere

mg Milligramm

MHz Megahertz

min Minute

ml Milliliter

µm Mikrometer

mm Millimeter

mm² Quadratmillimeter

MMA Methylmethacrylsäure

MORE Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation

ms Millisekunde

N Newton

Na Natrium

n.a. nicht angegeben

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer

Nr. Nummer

O Sauersto�

pf plattenfern

pn plattennah

pQCT periphere Quantitative Computertomographie

PSM Polychrome Sequenzmarkierung

PTH(1-84)



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS X

-

PTH Parathormon

PTH(1-34) rekombinantes humanes Parathormonfragment 1-34 /

Teriparatid / rhPTH(1-34)

PTH(1-84) vollständiges rekombinantes Parathormon 1-84

QCT Quantitative Computertomographie

QUS Quantitative Ultrasonographie

R Raloxifen

s Sekunde

S. Seite

s.c. subkutan

SD standard deviation / Standardabweichung

SERM selektiver Östrogen-Rezeptor-Modulator

SOS speed of sound / Schallgeschwindigkeit

SOTI Spinal Osteoporosis Therapeutic Intervention

Tab. Tabelle

TC Tetracyclin-Hydrochlorid

TNF-α Tumornekrosefaktor alpha

TROPOS Treatment of Peripheral Osteoporosis

TSH Thyreoidea stimulierendes Hormon

u.a. unter anderem

USA United States of America

UV Ultraviolett

vgl. vergleiche

vs. versus

WHI Women's Health Initiative

WHO World Health Organization / Weltgesundheitsorganisation

XO Xylenolorange Tetranatriumsalz

z.B. zum Beispiel
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1 Einleitung

1.1 Einleitung und Fragestellung

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) stuft die Osteoporose als eine der zehn gravie-

rendsten Volkskrankheiten ein [Bartl R und Bartl C 2008]. Sie geht mit einer hohen

Krankheitslast einher und ist in sozioökonomischer Hinsicht von groÿer Bedeutung. Schät-

zungen gehen davon aus, dass weltweit 200 Millionen Menschen unter Osteoporose und

ihren Folgen leiden [Lane 2006]. Allein in Deutschland werden die direkt durch Osteo-

porose verursachten jährlichen Kosten auf 5,4 Milliarden Euro geschätzt [Häussler et al.

2007]. Aufgrund steigender Lebenserwartung und veränderter Lebensgewohnheiten ist in

den nächsten Jahrzehnten eine deutliche Zunahme der Inzidenz postmenopausaler und

altersassoziierter Osteoporose zu erwarten.

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine verringerte Knochenmi-

neraldichte und gestörte Mikroarchitektur charakterisiert ist. Diese Veränderungen führen

zu einer geringeren Belastbarkeit des Knochens mit erhöhter Frakturgefahr. Osteoporo-

seassoziierte Frakturen treten hauptsächlich im Bereich der Wirbelsäule, des proximalen

Femurs und des distalen Radius auf. Häu�ge Folgen sind Immobilität, lebenslange Invali-

dität und eine erhöhte Mortalität. Nach Schätzungen belief sich im Jahr 2000 die Anzahl

osteoporotischer Frakturen auf 9 Millionen weltweit [Johnell und Kanis 2006].

Bei der Therapie osteoporotischer Frakturen besteht die Problematik, dass das Regene-

rationsvermögen des vorgeschädigten Knochens deutlich beeinträchtigt ist. Der Ablauf

der Frakturheilung ist sowohl in qualitativer als auch in quantitativer Hinsicht verzögert.

Nach dem aktuellen Stand des Wissens verläuft die Heilung um ca. 30% langsamer als

beim gesunden Knochen [Lill et al. 2002 a, b].

So stellt sich im Fall einer osteoporotischen Fraktur die Frage, durch welche therapeu-

tischen Maÿnahmen sowohl der Heilungsprozess gefördert als auch ein Fortschreiten der

Osteoporose verhindert werden kann. Derzeit werden verschiedenste Therapieansätze un-

tersucht. Ein aussichtsreiches Forschungsgebiet liegt in der medikamentösen Unterstüt-

zung der Frakturheilung.

Frauen sind von Osteoporose deutlich häu�ger betro�en als Männer. Der gröÿte Anteil

aller Fälle von Osteoporose bei der Frau ist auf den postmenopausalen Östrogenmangel

zurückzuführen. Bis in die späten 90er Jahre galt die Hormonsubstitution als beste Mög-

lichkeit zur Prävention und Therapie dieser Form der Osteoporose. Als sich jedoch im

Rahmen der �Million Women Study� und der �Woman's Health Iniative Study� heraus-

stellte, dass eine Langzeittherapie u.a. zu einer steigenden Inzidenz für Mammakarzinome,

Arteriosklerose und Schlaganfälle führt, wurde die Suche nach medikamentösen Alternati-

ven erforderlich [Anderson et al. 2004; Beral 2003; Rossouw et al. 2002].
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Durch eine Vielzahl von Untersuchungen konnten einige Substanzgruppen ermittelt wer-

den, die positive E�ekte auf osteoporotisch veränderten Knochen zeigen. Der Ein�uss

dieser Wirksto�e auf die Frakturheilung unter Osteoporose ist bislang weitgehend unbe-

kannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der potentiell antiosteoporotisch wirksa-

men Substanzen Estradiol (E2), Raloxifen (R), Parathormon (PTH) und der Phytoextrak-

te Cimicifuga racemosa (CR), Genistein (GEN) und Equol (EQ) auf die Frakturheilung

osteoporotischen Knochens untersucht. Als Untersuchungsobjekt diente die ovarektomier-

te Ratte, ein anerkanntes Modelltier der postmenopausalen Osteoporose. Obwohl bekannt

ist, dass sich die Osteoporose nach Ovarketomie bei Ratten im Bereich der metaphysären

Tibia manifestiert, basierten bisherige Versuche fast ausnahmslos auf Frakturen im Be-

reich des Schaftes von Tibia oder Femur. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden

Arbeit eine standardisierte Osteotomie der Tibiametaphyse durchgeführt. Somit konnte

die Frakturheilung direkt am Ort der Osteoporosemanifestation untersucht werden.

Die Bewertung der Frakturheilung erfolgte anhand radiologischer, biomechanischer und

histomorphometrischer Kriterien. Mit Hilfe der Polychromen Sequenzmarkierung wurde

zudem der zeitliche Verlauf der Konsolidierung untersucht.

Zusammenfassend lassen sich die folgenden Fragestellungen formulieren:

In welcher Weise wird die Frakturheilung osteoporotischen Knochens durch Estradiol, Ra-

loxifen, Parathormon bzw. die Phytoextrakte Cimicifuga racemosa, Genistein und Equol

beein�usst? Kann eine Verbesserung der Frakturheilung durch diese Substanzen erreicht

werden?

1.2 Grundlagen

1.2.1 Knochen

Knochengewebe ist ein spezialisiertes Bindegewebe, das sich im Wesentlichen aus Kno-

chenmatrix, einer kalzium- und kollagenreichen Interzellulärsubstanz, und Knochenzellen

(Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten) zusammensetzt. Der Knochen hat neben

einer Stütz- und Schutzfunktion die Aufgabe der Speicherung von Mineralien. So dient er

als gröÿtes Mineraldepot des menschlichen Körpers, in dem 99% des Kalziums, 85% des

Phosphats und 50% des Magnesiums gespeichert sind [Bartl R und Bartl C 2008].

1.2.1.1 Knochenaufbau X

Histologisch lassen sich zwei Knochenarten unterscheiden: Ge�echtknochen (Primärkno-

chen) und Lamellenknochen (Sekundärknochen). Ge�echtknochen tritt nur bei der Kno-

chenneubildung auf (Knochenentwicklung, Frakturheilung). Er zeichnet sich durch eine
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zufällige Anordnung der Kollagen�brillen aus. Im Erwachsenenalter ist der Primärknochen

fast vollständig durch lamellären Knochen ersetzt.

Sekundärknochen weist eine regelmäÿige Ausrichtung der Kollagenfasern auf. Diese bilden

etwa 3-7 µm dicke Lamellen, die um einen zentralen Kanal (Havers-Kanal, Zentralkanal)

konzentrisch angeordnet sind. Die Einheit aus Haverskanal und umgebenden Lamellen

wird als Havers-System oder Osteon bezeichnet. Innerhalb einer Lamelle verlaufen alle

Fasern parallel, wohingegen die Ausrichtung der Kollagenfasern angrenzender Lamellen

um ca. 90° versetzt ist. Dies trägt wesentlich zur groÿen Festigkeit des Knochens bei.

Osteone verlaufen in Längsrichtung des Knochens. Die Zentralkanäle sind untereinander

durch querverlaufende Volkmann-Kanäle verbunden. Sekundärknochen weist einen höhe-

ren Mineralgehalt als Ge�echtknochen auf.

Makroskopisch lassen sich am Knochen zwei Bauprinzipien unterscheiden. So wird die

Auÿenhülle aller Knochen durch eine kompakte Knochenschicht (Substantia compacta,

Compacta, Kortikalis) gebildet, die insbesondere im Schaftbereich langer Röhrenknochen

gut ausgeprägt ist. Im Inneren zeigt der Knochen einen schwammartigen Aufbau (Substan-

tia spongiosa, Spongiosa, trabekulärer Knochen) aus vielen vernetzten Knochenbälkchen

(Trabekel). Trabekel sind in Richtung der gröÿten einwirkenden Druck- und Zugspannung

ausgerichtet. Diese Bauweise erlaubt bei geringem Gewicht eine hohe mechanische Belast-

barkeit. Trabekulärer Knochen ist im axialen Skelett (z.B.: Wirbelsäule und Becken) be-

sonders stark ausgebildet. Sowohl Spongiosa als auch Kortikalis bestehen aus lamellärem

Knochen.

Die äuÿere Schicht der Knochen wird von Periost bedeckt. Die Binnenräume sind durch

Endost ausgekleidet. Periost und Endost besitzen eine osteogene Aktivität und spielen

bei der Frakturheilung eine wichtige Rolle (vgl. 1.2.2.2, S. 7) [Bartl R und Bartl C 2008;

Junqueira und Carneiro 2005; Schiebler und Schmidt W 2002].

Nach der Form lassen sich kurze, lange und platte Knochen unterscheiden. Aufgrund ih-

rer Bedeutung für die vorliegende Arbeit wird im Folgenden nur die Anatomie langer

Knochen (Röhrenknochen) genauer dargestellt. Zu den langen Knochen zählen u.a. Ti-

bia, Fibula und Femur. Sie bestehen aus einem röhrenförmigen Mittelstück, der Diaphyse,

und aus zwei verbreiterten Enden, den Epiphysen. Die Diaphyse zeichnet sich durch eine

kräftige Kortikalis mit schmalem inneren Spongiosasaum aus. Dahingegen besteht der epi-

physäre Anteil überwiegend aus spongiösem Knochen, der nach auÿen von einer dünnen

Kompakta begrenzt wird. Zwischen Epiphyse und Diaphyse liegt bei einem im Wachstum

be�ndlichen Knochen ein knorpeliger Abschnitt, der als Epiphysenfuge bezeichnet wird.

In diesem Bereich �ndet das Knochenlängenwachstum statt. Nach Abschluss des Wachs-

tums verknöchert dieser Bereich und ist nur noch als Epiphysenlinie zu erkennen. Der

verbreiterte Anteil der Diaphyse, der an die Epiphysenfuge oder Epiphysenlinie grenzt,



1 EINLEITUNG 4

wird als Metaphyse bezeichnet [Junqueira und Carneiro 2005; Schiebler und Schmidt W

2002]. Hier be�ndet sich die Hauptlokalisation der Osteoporose.

1.2.1.2 Zellen des Knochens

Osteoblasten

Osteoblasten zählen zu den mesenchymalen Zellen. Sie haben die Aufgabe, neuen Knochen

zu bilden. Ihre Aktivität wird durch eine Vielzahl von Zytokinen und Hormonen, wie

beispielsweise PTH, Östrogene, Androgene oder Calcitriol, gesteuert.

Aktive Osteoblasten lagern sich an der Knochenober�äche an. Dort synthetisieren und

sezernieren sie die organischen Anteile der Knochenmatrix, wie Kollagen Typ I, Proteo-

glykane und Glykoproteine. Diese unverkalkte Knochensubstanz wird als Osteoid bezeich-

net. Die folgende Mineralisierung durch Einlagerung von Kalziumphosphat und dessen

Umwandlung zu Hydroxylapatitkristallen schlieÿt diesen als Knochenapposition bezeich-

neten Vorgang ab. Osteoblasten unterstützen die Mineralisierung u.a. durch Osteocalcin,

Osteopontin und die auf der Zellober�äche verankerte alkalische Phosphatase.

Unter der fortschreitenden Apposition werden einzelne Osteoblasten in den Knochen ein-

gebaut, reduzieren dort ihre Syntheseleistung und entwickeln sich zu Osteozyten.

Inaktive Osteoblasten bedecken 80-95% der Knochenober�äche. Sie werden als �endosteal

lining cells� bezeichnet. Ihnen wird eine Schutz- und Überwachungsfunktion zugeschrieben.

�Endosteal lining cells� spielen eine wichtige Rolle bei der Osteoklastenaktivierung [Bartl

R und Bartl C 2008; Junqueira und Carneiro 2005].

Osteozyten

Osteozyten sind von mineralisierter Knochenmatrix umgeben. Sie liegen in Lakunen und

sind untereinander über dendritische Zellausläufer und Gap Junctions verbunden. Diese

Zellfortsätze verlaufen in einem Netz kleiner Knochenkanäle, den Canaliculi.

Osteozyten spielen eine wichtige Rolle in der Knochenhomöostase. Sie vermitteln den

Austausch organischer und anorganischer Sto�e zwischen der mineralisierten Knochenma-

trix und den Blutgefäÿen. Auÿerdem registrieren sie das Alter des Knochengewebes und

können bei Bedarf dessen Umbau einleiten. In eingeschränktem Maÿe haben Osteozyten

zudem die Fähigkeit, Knochen sowohl auf- als auch abzubauen [Bartl R und Bartl C 2008;

Junqueira und Carneiro 2005].

Osteozyten zählen zu den mechanosensiblen Zellen. Es wird davon ausgegangen, dass sie

eine wichtige Rolle in der belastungsabhängigen Knochenadaptation einnehmen [You et

al. 2008].

Die Apoptose der Osteozyten führt zur Resorption der umgebenden Knochenmatrix.
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Osteoklasten

Osteoklasten sind groÿe mehrkernige Zellen, die mineralisierten Knochen abbauen können.

Sie leiten sich von den Monozyten des Knochenmarks ab.

Zur Resorption treten Osteoklasten in Kontakt mit der Knochenober�äche. Im Kontakt-

bereich bilden sie Membraneinfaltungen (�ru�ed border�) aus und reichern im Raum

zwischen Zelle und Knochen (Resorptionslakune, Howship-Lakune) vermehrt Wassersto�-

ionen und proteolytische Enzyme an. Der niedrige pH-Wert führt zunächst zur Deminera-

lisierung der Knochenmatrix. Freigelegte Kollagen�brillen können dann durch Proteasen

hydrolysiert werden. Die Knochenabbauprodukte werden abschlieÿend phagozytiert.

Die osteoklastische Aktivität wird durch eine Vielzahl von Hormonen (Parathormon,

Östrogen, Leptin, Schilddrüsenhormone) und Wachstumsfaktoren gesteuert [Bartl R und

Bartl C 2008; Junqueira und Carneiro 2005].

1.2.1.3 Knochenmatrix X

Die Knochenmatrix besteht aus Mineralien, Kollagen, Wasser und nichtkollagenen Prote-

inen. Der Anteil an Mineralien beläuft sich auf etwa 50%. Es handelt sich dabei haupt-

sächlich um Kalzium und Phosphat, die in Form von Hydroxylapatitkristallen an Kolla-

gen�brillen gelagert sind.

Der organische Anteil macht 25% der Knochenmatrix aus. Er besteht wiederum zu 95%

aus Kollagen Typ I. Die restlichen 5% setzten sich aus Proteoglykanen und Glykoproteinen

zusammen.

Die interzelluläre Knochenmatrix besteht etwa zu einem Viertel aus Wasser.

Der anorganische Knochenanteil ist im Wesentlichen für die Festigkeit, der kollagene An-

teil für die Elastizität verantwortlich. So behält ein entkalkter Knochen seine Form, ist

jedoch sehr biegsam. Ein Knochen ohne Kollagen ist spröde und zerbricht leicht [Junqueira

und Carneiro 2005].

1.2.1.4 �Remodeling� und �peak bone mass� X

Der Knochen ist ein dynamisches Organ, das eine hohe Durchblutung und Sto�wechselakti-

vität aufweist. Auch nach Abschluss des Knochenwachstums (�modeling�) in der Pubertät

�nden ständig Umbauprozesse statt. Diese werden als �remodeling� bezeichnet. Sie dienen

der Kalziumhomöostase, dem Austausch alten Knochengewebes, der Belastungsadaptati-

on [Wol�'s Gesetz, Wol� 1892] und der Reparatur. Spongiöser Knochen weist aufgrund

seines hohen Ober�ächen/Volumen-Verhältnisses eine gröÿere Knochenumbaudynamik als

die Kortikalis auf. So wird durch das �remodeling� jährlich etwa 25% der Spongiosa und

2,5% des kortikalen Knochens erneuert [Bartl R und Bartl C 2008].
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In jungen Lebensjahren überwiegt der Knochenaufbau die Knochenresorption. Es kommt

zu einem kontinuierlichen Anstieg der Knochendichte. Sie erreicht ein Maximum (�peak

bone mass�) zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr. Die �peak bone mass� wird sowohl

durch endogene (hereditär, endokrin) als auch exogene (Ernährung, körperliche Aktivität)

Faktoren beein�usst [Matkovic et al. 1994]. Männer zeigen eine höhere �peak bone mass�

als Frauen.

Ab dem 30. Lebensjahr verlagert sich das Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbauvorgän-

gen zugunsten der Knochenresorption. Dies hat einen Knochenverlust von 1% pro Jahr

zur Folge. Bei postmenopausalen Frauen steigt der jährliche Verlust aufgrund des eintre-

tenden Östrogenmangels sogar bis auf 4% an (vgl. 1.3.2, S. 10). Durchschnittlich verliert

eine Frau so zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr 40% ihrer Knochenmasse.

Eine hohe �peak bone mass� schützt vor Osteoporose, da die Knochendichte trotz des phy-

siologischerweise eintretenden Knochenverlusts lange Zeit oberhalb des kritischen Schwel-

lenwertes bleibt [Bartl R und Bartl C 2008].

1.2.1.5 Kalziumsto�wechsel X

Die Sto�wechselvorgänge des Knochengewebes sind eng mit der Kalzium- und Phosphat-

homöostase verbunden. Der Knochen hat die wichtige Funktion eines Mineraldepots. So

kann bei Bedarf Kalzium freigesetzt oder überschüssiges Kalzium eingelagert werden.

Aufgrund der eingeschränkten Löslichkeit von Kalziumphosphationen ist der Phosphat-

sto�wechsel nicht vom Kalziumsto�wechsel zu trennen. Änderungen der extrazellulären

Kalziumkonzentration ohne Korrektur der Phosphatkonzentration kann zum Ausfallen

von Kalziumphosphat führen.

Die Plasmakalziumkonzentration wird im Wesentlichen durch Parathormon (PTH), Kal-

zitriol und Kalzitonin reguliert. Das in den Epithelkörperchen der Nebenschilddrüsen

synthetisierte PTH wird bei Hypokalzämie ausgeschüttet. Es führt über verschiedene Me-

chanismen zu einem Anstieg der extrazellulären Kalziumkonzentration. So fördert PTH

die Osteoklastenaktivität und bewirkt einen vermehrten Knochenabbau mit Freisetzung

von Kalzium und Phosphat. In der Niere hemmt PTH die Kalziumausscheidung. Zugleich

wird die renale Elimination des Phosphats gesteigert.

Sowohl PTH als auch niedrige Blutkalziumspiegel stimulieren die Kalzitriolsynthese. Kalzi-

triol (1,25(OH2)-Vitamin-D3) wird stufenweise durch Hydroxylierungsvorgänge in Leber

und Niere aus Vitamin D3 gebildet. Vitamin D3 kann entweder diätetisch aufgenom-

men oder im Körper synthetisiert werden. Zur endogenen Vitamin-D3-Synthese ist die

UV-Exposition der Haut erforderlich. Kalzitriol bewirkt eine vermehrte Kalzium- und

Phosphatresorption im Darm. Zudem zeigt es eine direkte stimulierende Wirkung auf

die Knochenresorption. Es kommt zum Anstieg der extrazellulären Kalzium- und Phos-
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phatkonzentration. Dies fördert wiederum die Mineralisierung des Knochens und führt im

Rahmen einer negativen Rückkopplung zur Hemmung der PTH-Ausschüttung.

Bei einer Hyperkalzämie wird Kalzitonin aus den C-Zellen der Schilddrüse freigesetzt. Im

Knochengewebe bewirkt es als Gegenspieler des PTH einen vermehrten Einbau von Kal-

ziumionen und senkt so deren Konzentration im Blut [Lö�er und Petrides 2003; Schmidt

R et al. 2000].

1.2.2 Frakturen

1.2.2.1 De�nition X

Die Fraktur ist de�niert als Kontinuitätsunterbrechung eines Knochens unter Bildung

zweier oder mehrerer Knochenfragmente. Frakturen, die aus einer plötzlichen adäquaten

Gewalteinwirkung resultieren, werden als traumatische Frakturen bezeichnet. Kommt es

zu einem Knochenbruch ohne Einwirkung eines adäquaten Traumas, so handelt es sich

um eine pathologische Fraktur. Ursache solcher Frakturen ist eine Vorschädigung des Kno-

chengewebes, wie sie beispielsweise unter Osteoporose auftritt. Der Ermüdungsbruch, eine

dritte Frakturform, resultiert aus der Summation vieler Mikrotraumen, die vom Körper

nicht in ausreichendem Maÿe �repariert� werden konnten. Ermüdungsfrakturen beruhen

häu�g auf ungewohnter Überbeanspruchung (z.B.: Marschfraktur) [Bartl R und Bartl C

2008; Böcker et al. 2004].

1.2.2.2 Frakturheilung X

Die Frakturheilung hat das Ziel der vollständigen strukturellen und funktionellen Wieder-

herstellung des ursprünglichen Zustands. Sie beruht auf einer komplexen Kaskade lokaler

und systemischer Mechanismen, an der eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, verschie-

dene Zytokine und der Kalzium-, PTH- und Vitamin-D-Sto�wechsel beteiligt sind. Man

unterscheidet zwei Formen der Frakturheilung: indirekte und direkte.

Indirekte Frakturheilung

Die indirekte (sekundäre) Knochenheilung geht mit periostaler, endostaler und interfrag-

mentärer Kallusbildung einher. Diese wird durch Mikrobewegungen der Frakturfragmente

angeregt. Der Kallus hat die wichtige biomechanische Funktion, diese Beweglichkeit so

weit zu reduzieren, dass eine knöcherne Überbrückung erfolgen kann. Dies wird unter fort-

schreitender Heilung durch eine zunehmende Vergröÿerung der Querschnitts�äche und der

mechanischen Festigkeit des überbrückenden Kallusgewebes erreicht [Claes und Heigele

1998]. Ist der Frakturspalt oder die interfragmentäre Beweglichkeit zu groÿ, so bleibt eine

Heilung aus.
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Die indirekte Frakturheilung lässt sich in vier, teilweise parallel verlaufende, Stadien un-

terteilen [Rüter et al. 2004; Siewert 2006]:

Durch die Kontinuitätsunterbrechung des Knochens kommt es zur Verletzung angren-

zender Gefäÿe. Dies führt in der ersten Phase der Frakturheilung zur Ausbildung eines

interfragmentären Hämatoms, in das Granulozyten, Monozyten und Mastzellen einströ-

men (Stadium 1: Entzündungsphase; Dauer: bis 4 Wochen). Die Einwanderung weiterer

Zellen und die Versorgung vorhandener Zellen mit Nährsto�en wird durch eine gesteigerte

Kapillaraussprossung und eine vermehrte periostale Durchblutung unterstützt.

In der nächsten Phase wird das Frakturhämatom durch Granulationsgewebe ersetzt (Sta-

dium 2: Granulationsphase; Dauer: 3 - 8 Wochen). Osteoblasten, Chondroblasten und ein-

gewanderte Fibroblasten synthetisieren die extrazellulären Bestandteile des Granulations-

gewebes. So entsteht eine erste weiche Überbrückung des Frakturspalts. Gleichzeitig bauen

Osteoklasten nekrotische Knochenanteile ab. Diese Resorptionsvorgänge sind insbesonde-

re im Bereich der Frakturenden zu beobachten.

Im weiteren Verlauf wird das Granulationsgewebe zunehmend mineralisiert und so zu Ge-

�echtknochen umgebaut (Stadium 3: Kallushärtung; Dauer: 6 Wochen - 4 Monate). Aus-

gangspunkt der Knochenneubildung ist dabei die vom Frakturspalt etwas entfernt liegende

endostale und periostale Ober�äche der Kortikalis [Einhorn 1995]. Es entsteht der Fixa-

tionskallus, der die interfragmentäre Beweglichkeit einschränkt, aber noch nicht optimal

auf mechanische Beanspruchung ausgerichtet ist. Unter zunehmender Belastung wird der

Ge�echtknochen allmählich in Lamellenknochen umstrukturiert, wobei Markraum und

die ursprüngliche Knochenkontur wieder hergestellt werden (Stadium 4: Modeling und

Remodeling; Dauer: 3 - 24 Monate).

Eine indirekte Frakturheilung zeigt sich beispielsweise bei Marknagelung oder konserva-

tiver Therapie mit Gipsverband [Böcker et al. 2004; Hirner und Weise 2004; Rüter et al.

2004; Siewert 2006].

Direkte Frakturheilung

Bei der direkten (primären) Knochenheilung bildet sich kein endostales oder periostales

Kallusgewebe. Auch die für die indirekte Heilung charakteristische Resorption im Bereich

der Frakturenden bleibt aus. Diese Form der Heilung tritt nur bei rigider Fixation der

Knochenfragmente auf.

Liegen beide Knochenenden direkt aufeinander, so kommt es zur Kontaktheilung. Dabei

wachsen die Havers'schen Systeme von einem Frakturfragment zum anderen vor. Die Kno-

chenkontinuität wird durch direkte Ausbildung von Lamellenknochen wieder hergestellt.

Auch bei einem Frakturspalt bis zu 0,5mm kann eine primäre Knochenheilung erfolgen

[Schenk und Willenegger 1977]. Bei diesem als Spaltheilung bezeichneten Vorgang wird
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der Raum zwischen den Knochenfragmenten ohne vorhergehende Entzündungs- und Gra-

nulationsphase direkt mit Ge�echtknochen überbrückt und anschlieÿend durch lamellären

Knochen ersetzt.

Die direkte Frakturheilung wird bei stabilen Druckosteosynthesen angestrebt [Böcker et

al. 2004; Hirner und Weise 2004; Rüter et al. 2004].

1.3 Osteoporose

1.3.1 De�nition

"Osteoporose ist als Skeletterkrankung de�niert, die durch eine unzureichende

Knochenfestigkeit charakterisiert ist, welche zu einem erhöhten Frakturrisiko

prädisponiert. Die Knochenfestigkeit spiegelt dabei primär das Zusammenwir-

ken von Knochendichte und Knochenqualität wieder."

(NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis 2001; Übersetzung aus

Pfeilschifter [2006, S. 22])

Die �Consensus-De�nition� gibt einen allgemeinen Überblick zum Begri� der Osteoporose.

Sie legt besonderen Wert auf pathophysiologische Veränderungen und ihre Folgen. Eine

einfache Grundlage zur Diagnostik und Behandlung der Osteoporose scha�t sie jedoch

nicht.

Eine deutlich pragmatischere De�nition stammt dahingegen von der Weltgesundheitsorga-

nisation [WHO 1994]. Hiernach liegt dann eine Osteoporose vor, wenn die Knochendichte

mehr als 2,5 Standardabweichungen (SD) unterhalb des Mittelwertes der Knochendichte

gesunder Menschen im Alter von 30 Jahren liegt. Diese ermittelte Standardabweichung

wird als T-Score bezeichnet. Grundlage der Knochendichtemessung ist die Dual-X-Ray-

Absorptiometrie (DXA; siehe 1.3.7.4, S. 18) des proximalen Femurs und der Lendenwir-

belsäule.

Bei der WHO-De�nition ist zu beachten, dass sie allein für postmenopausale Frauen und

Männer ab 50 Jahren gültig ist. Bei Kindern, jüngeren Männern und prämenopausalen

Frauen emp�ehlt die �International Society for Clinical Densitometrie� [ISCD 2004] den

Vergleich der Knochendichte mit dem gleichaltrigen knochengesunden Referenzkollektiv.

Die so ermittelte Standardabweichung wird dann als Z-Score bezeichnet.

Aufbauend auf dem T-Score und den bis zur Untersuchung aufgetretenen pathologischen

Frakturen gibt die WHO eine Richtlinie zur Stadieneinteilung der Osteoporose vor. Diese

wird in Tab. 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Stadieneinteilung der Osteoporose (modi�ziert nach WHO [1994])

Klinisches Stadium Kriterien

Normalbefund T-Score: ≥ -1 SD

0 Osteopenie T-Score: -1,0 bis -2,5 SD

1 Osteoporose T-Score: < -2,5 SD

2 Manifeste Osteoporose T-Score: < -2,5 SD

1-3 Wirbelfrakturen ohne adäquates Trauma

3 Fortgeschrittene Osteoporose T-Score: < -2,5 SD

multiple Wirbelkörperfrakturen

oft auch extraspinale Frakturen

SD = Standardabweichung

1.3.2 Pathophysiologie der Osteoporose

Wie bereits unter 1.2.1.4 (S. 5) dargestellt, �nden am Knochen im Rahmen des �remode-

lings� lebenslang Umbauvorgänge statt. Kommt es zu einer Verschiebung des sensiblen

Gleichgewichts zwischen Knochenresorption und Knochenformation zu Gunsten der Re-

sorption, so bildet sich eine Osteopenie bzw. Osteoporose aus. Die Osteoporose manife-

stiert sich zuerst an der Substantia spongiosa [Banse et al. 2001; Thomsen et al. 2002].

Diese unterliegt aufgrund ihres groÿen Ober�ächen/Volumen-Verhältnisses im Gegensatz

zur Kortikalis einem vermehrten Umbau (vgl. 1.2.1.4, S. 5) und ist somit besonders anfällig

für Störungen des Knochensto�wechsels. Unter fortschreitendem Knochenabbau kommt

es in der Spongiosa zu Erosion, Perforation und partiellem Verlust der Trabekel (siehe

Abb. 1). Die Anzahl, Dicke und Vernetzung der Knochenbälkchen nimmt ab [Gasser et al.

2005; Lane et al. 1995; Steiniche 1995]. Als Folge dieser Umbauvorgänge kommt es neben

dem Verlust von Knochenmasse auch zu einer Störung der Mikroarchitektur. Es resultiert

eine geringere Belastbarkeit des knöchernen Gewebes mit einer gesteigerten Frakturgefahr

[NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis 2001].

Der infolge einer abnehmenden endokrinen Funktion der Ovarien eintretende postmeno-

pausale Östrogenmangel wird als wichtigster pathogenetischer Faktor für die Ausbildung

einer Osteoporose angenommen. Er führt u.a. zu einer vermehrten Freisetzung verschie-

dener Zytokine (z.B.: IL-1, IL-6, TNF-α) aus Knochenmark und Knochenzellen. Diese

Zytokine bewirken eine gesteigerte Osteoklastogenese, erhöhen die Resorptionsaktivität

reifer Osteoklasten und verlängern deren Lebenszeit [Manolagas 2000; Paci�ci 1998]. Auch

die Osteoblastogenese wird unter Östrogenmangel gefördert (�high-turnover osteoporosis�;

vgl. 1.3.4.2, S. 14). Gleichzeitig führt das Hormonde�zit aber auch zu einer verkürzten

Lebenszeit von Osteozyten und Osteoblasten [Manolagas 2000]. Aus den postmenopausa-
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(a) Normale Knochenarchitektur des pro-

ximalen Femurs im anatomischen Längs-

schnitt.

(b) Stark ausgeprägte Osteoporose des proxima-

len Femurs im anatomischen Längsschnitt.

Abbildung 1: Gesunder Knochen vs. osteoporotischer Knochen (modi�ziert
nach Bartl R und Bartl C [2008], S. 6 und 22)

len Veränderungen resultiert in der Summe ein gesteigertes �remodeling� mit negativer

Knochenbilanz [Manolagas 2000; Seeman 2003].

Die intensivierte Knochenresorption unter Östrogenmangel führt zu einer vermehrten Frei-

setzung von Kalzium in den Extrazellulärraum. Dadurch wird die Ausschüttung von PTH

gehemmt. Dies hat zwei wichtige Folgen. Zum einen wird die Kalziumausscheidung über

die Niere gesteigert. Zum anderen hat der niedrige PTH-Spiegel eine Hemmung der Kal-

zitriolsynthese zur Folge. Der Kalzitriolmangel führt zu einer verminderten enteralen Kal-

ziumresorption (vgl. 1.2.1.5, S. 6). Es resultiert somit eine negative Kalziumbilanz, die

wiederum den Knochenmasseverlust unterstützt [Siegenthaler und Blum 2006].

Im hohen Alter kommt es häu�g durch veränderte Ernährungsgewohnheiten und durch

eine verminderte Sonnenlichtexposition zu einem Mangel an Vitamin D3. Dies führt da-

zu, dass der Körper nicht ausreichend Kalzitriol synthetisieren kann. Die Folge ist eine

unzureichende enterale Kalziumresorption. Als Reaktion auf die niedrigen extrazellulären

Kalziumspiegel kommt es zu einem leichten sekundären Hyperparathyreoidismus, der zu

einer vermehrten Knochenresorption mit Freisetzung von Kalzium führt [Siegenthaler und

Blum 2006]. Die so entstehende negative Knochenbilanz wird durch eine altersbedingte

Abnahme der Osteoblastogenese weiter gefördert (�low-turnover osteoporosis�; vgl. 1.3.4.2,

S. 14) [Manolagas 2000].
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1.3.3 Epidemiologie und sozioökonomische Bedeutung

Osteoporose und ihre Folgen sind weltweit in sozialer und ökonomischer Hinsicht von

groÿer Bedeutung. Sie beeinträchtigen die Gesundheit und Lebensqualität der Betro�enen

und stellen eine enorme �nanzielle Belastung für die Gesundheitssysteme dar. Die WHO

stuft die Osteoporose als eine der zehn gravierendsten Volkskrankheiten ein [Bartl R und

Bartl C 2008].

Nach Lane [2006] sind weltweit schätzungsweise 200 Millionen Menschen von Osteoporo-

se betro�en. 30-50% der Frauen und 15-30% der Männer werden in ihrem Leben eine

osteoporoseassoziierte Fraktur erleiden [Randell et al. 1995]. Im Jahr 2000 kam es nach

Schätzungen weltweit zu 9 Millionen osteoporotischen Knochenbrüchen, wovon die mei-

sten (34,8%) in Europa registriert wurden [Johnell und Kanis 2006].

Die Frakturen führen zu Immobilität und gegebenenfalls zu dauerhafter Invalidität. Bei

Hüftfrakturen liegt die Einjahresmortalität zwischen 20 und 24% [Cooper et al. 1993;

Leibson et al. 2002].

In der Bundesrepublik Deutschland waren im Jahre 2003 7,8 Millionen Menschen, davon

6,5 Millionen Frauen, von Osteoporose betro�en [Häussler et al. 2007]. Die durch Osteo-

porose direkt entstandenen Kosten beliefen sich in diesem Jahr auf 5,4 Milliarden Euro

[Häussler et al. 2007].

Aufgrund der demographischen Entwicklung in Europa wird die Inzidenz der Osteopo-

rose in den nächsten Jahrzehnten zunehmen, was insbesondere auf die steigende Zahl

postmenopausaler Frauen in der Bevölkerung zurückzuführen ist. Dies wird einen An-

stieg osteoporotischer Frakturen und der damit verbundenen Kosten zur Folge haben. So

schätzt ein Bericht der Europäischen Kommission (1998) die Zunahme der Inzidenz von

Hüftfrakturen in Deutschland von 117.000 im Jahr 2000 auf 240.000 im Jahr 2040 [Häus-

sler et al. 2007]. Kanis und Johnell [2005] prognostizieren ein Wachstum der europaweiten

Kosten von ca. 31,7 Milliarden im Jahr 2000 auf 76,7 Milliarden Euro für das Jahr 2050.

Osteoporose gilt als unterdiagnostizierte und untertherapierte Krankheit [Häussler et al.

2007]. Schätzungen gehen davon aus, dass derzeit 80% der Personen mit hohem Fraktur-

risiko weder identi�ziert noch behandelt werden [Nguyen et al. 2004].

1.3.4 Einteilung

In der Literatur wird eine Vielzahl an Möglichkeiten zur Einteilung der Osteoporose auf-

gezeigt. Diese berücksichtigen Aspekte wie beispielsweise metabolische und histologische

Charakteristika, Ätiologie und Therapiekonsequenzen in unterschiedlichem Maÿe.

Im Folgenden werden die gebräuchlichsten Formen der Einteilung aufgezeigt.
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1.3.4.1 Primäre versus sekundäre Osteoporose X

Die Einteilung in primäre und sekundäre Formen der Osteoporose erfolgt anhand der

Ätiologie.

Die primären Formen der Osteoporose sind mit einem Anteil von 95% am häu�gsten

vertreten. Diese zeichnen sich de�nitionsgemäÿ dadurch aus, dass bei ihnen eine genaue

Ursache für die Entwicklung der Osteoporose nicht festzustellen ist. Sie sind häu�g multi-

faktoriell bedingt. Zu den primären Formen zählen die idiopathische juvenile, die postme-

nopausale und die senile Osteoporose.

Die postmenopausale Osteoporose, die auch als Typ-1-Osteoporose bezeichnet wird, ma-

nifestiert sich etwa 10 - 15 Jahre nach der Menopause. Sie betri�t ca. 30% aller Frauen

[Melton et al. 1993; Jones et al. 1994]. Der postmenopausal eintretende Östrogenmangel,

der durch eine nachlassende endokrine Funktion der Ovarien verusacht wird, führt zu

einem gesteigerten Abbau des spongiösen Knochens. Davon sind insbesondere die Wirbel-

körper und das proximale Femur betro�en.

Tabelle 2: Mögliche Ursachen sekundärer Osteoporose (modi�ziert nach Bartl
R und Bartl C [2008], S. 33-35)

Endokrinologische Erkrankungen

Morbus Cushing, Diabetes mellitus, Hyperparathyreoidismus
Hypogonadismus, Hyperthyreose

Medikamentös/iatrogen

Glukokortikoide, Antikoagulantzien, Antiepileptika

Genetische Erkrankungen

Osteogenesis imperfecta, Turner-Syndrom, Klinefelter-
Syndrom, Ehler-Danlos-Syndrom, Marfan-Syndrom

Gastroenterologische Erkrankungen

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen,
Pankreasinsu�zienz, Primäre biliäre Zirrhose

Hämatologische/myelogene Erkrankungen

Plasmozytom, Polyzythämia vera, Chronische myeloische
Leukämie, Systemische Mastozytose

Onkologische Erkrankungen

Metastasierung, Paraneoplastisch bei Malignomen

Nephrologische Erkrankungen

Chronische Niereninsu�zienz

Rheumatologische/immunologische Erkrankungen

Chronische Polyarthritis

Immobilisation
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Die Typ-1-Osteoporose tritt mit deutlich geringerer Häu�gkeit auch bei Männern auf. Als

Ursache gilt hier ein Mangel an Testosteron, der ebenfalls zu einem spongiosabetonten

Knochenmasseverlust führt.

De�nitionsgemäÿ geht die Typ-1-Osteoporose ab dem 70. Lebensjahr stufenlos in die senile

Osteoporose (Typ 2) über. Spongiosa und Kortikalis werden im Rahmen einer generali-

sierten Knocheninvolution gleichermaÿen abgebaut. Als Ursachen der senilen Osteoporose

werden der physiologische Alterungsprozess, Bewegungsmangel und Kalzium- und/oder

Vitamin D-Mangel angenommen. Die senile Osteoporose betri�t etwa zweimal mehr Frau-

en als Männer [Bartl R und Bartl C 2008].

Bei den sekundären Osteoporosen ist die Ätiologie bekannt. Sie werden beispielsweise

durch eine andere Grunderkrankung oder die Einnahme bestimmter Medikamente verur-

sacht. Die sekundären Formen machen nur 5% aller Fälle von Osteoporose aus. Tab. 2

zeigt eine Übersicht möglicher Ursachen sekundärer Osteoporose.

1.3.4.2 High-turnover- versus Low-turnover-Osteoporose X

Osteoporose unter gesteigertem Knochenumbau wird als High-turnover-Osteoporose be-

zeichnet. Die Aktivität der Osteoklasten ist gegenüber der normalen Aktivität der Osteo-

blasten gesteigert. Es kommt zu einer Fast-loser-Situation, bei der der Patient jährlich

mehr als 3,5% seiner trabekulären Knochenmasse verliert. Diese Form tritt typischerwei-

se in der frühen postmenopausalen Osteoporose (bis zehn Jahre nach der Menopause) auf

[Herold 2009].

Liegt dahingegen eine Osteoporose unter generell vermindertem Knochenumbau vor, wird

von einer Low-turnover-Osteoporose gesprochen. Hierbei ist die Osteoklastenaktivität nor-

mal. Allein die Knochenneubildung durch Osteoblasten ist reduziert. Der Knochenabbau

erfolgt nur langsam (Slow-loser-Situation) und beträgt jährlich weniger als 3,5% des tra-

bekulären Knochens. Dieser langsame Knochenmasseverlust ist typisch für die späte post-

menopausale (mehr als 10 Jahre nach der Menopause) und die senile Osteoporose [Herold

2009].

Das Wissen über die metabolischen Eigenschaften der zu behandelnden Osteoporose ist

von Bedeutung für die Auswahl der medikamentösen Therapie. So wird eine auf gestei-

gertem Knochenabbau basierende Form durch ein antiresorptiv wirkendes Medikament

therapiert, während zur Behandlung einer reduzierten Knochenneubildung ein osteoana-

boles Präparat zu bevorzugen ist (vgl. 1.3.8, S. 22).

1.3.4.3 Generalisierte versus lokalisierte Osteoporose X

In Abhängigkeit vom Befallsmuster des Skelettes wird zwischen einer generalisierten (sy-

stemischen) und einer lokalisierten (fokalen) Osteoporose unterschieden.
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Zu den fokalen Formen zählen beispielsweise die Osteoporose bei komplexem regionalem

Schmerzsyndrom, die gelenknahe Osteoporose bei rheumatoider Arthritis und die Inakti-

vitätsosteoporose einer Extremität.

Zu einem generalisierten Befall des Skelettes kommt es unter anderem bei der bereits oben

beschriebenen postmenopausalen Osteoporose (Typ 1) und der senilen Osteoporose (Typ

2).

1.3.5 Risikofaktoren

Tab. 3 zeigt eine Übersicht der wichtigsten Risikofaktoren für die Ausbildung einer Osteo-

porose.

Tabelle 3: Zusammenstellung wichtiger Risikofaktoren der Osteoporose (mo-
di�ziert nach NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis [2001] und Bartl R
und Bartl C [2008])

Genetische Faktoren

ethnische Zugehörigkeit (z.B.: kaukasisch)
weibliches Geschlecht
osteoporosebedingte Schenkelhalsfraktur der Mutter

Lebensstil und Ernährung

Rauchen
übermäÿiger Alkoholkonsum
unzureichende körperliche Aktivität
niedriger Body-Mass-Index (BMI)
ungenügende Kalziumzufuhr
Vitamin-D-Mangel
hohe Phosphatzufuhr

Hormonelle Veränderungen

späte Menarche und frühe Menopause
primäre oder sekundäre Oligo-Amenorrhoe
Nullipara
Östrogenmangel
Testosteronmangel

Andere

Depression

1.3.6 Frakturen und Frakturheilung unter Osteoporose

Frakturen stellen die wesentliche klinische Manifestation der Osteoporose dar. Ihnen geht

häu�g über viele Jahre ein präklinischer Knochensubstanzverlust voraus. Da dieser meist

schleichend und asymptomatisch verläuft, wird die Diagnose �Osteoporose� häu�g erst

nach dem Auftreten der ersten Fraktur gestellt.
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Osteoporotische Frakturen treten hauptsächlich im Bereiche der Wirbelsäule, des proxi-

malen Femurs und des distalen Radius auf. Das Risiko nach dem 50. Lebensjahr eine

osteoporosebedingte Fraktur zu erleiden, wird für Frauen auf ca. 40%, für Männer auf

13% bezi�ert [Melton et al. 1992]. Ist bereits eine Fraktur aufgetreten, so steigt das Risiko

für eine Zweitfraktur um 86% [Kanis et al. 2004].

Unter Osteoporose zeigt sich eine deutliche Beeinträchtigung der Frakturheilung. Sie ist

sowohl in quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht um etwa 30% verlangsamt [Lill

et al. 2002 a, b]. In Untersuchungen zur frühen Phase (Woche 1-3) der Frakturheilung

am Femurschaft ovarektomierter Ratten zeigte sich gegenüber der nicht ovarektomierten

Kontrollgruppe ein um 40% geringerer Kallusquerschnitt. Die BMD des Kallus war um

23% reduziert. Im biomechanischen Test wies die Frakturüberbrückung des osteoporoti-

schen Knochens eine deutlich geringere Stabilität und Elastizität auf [Namkung-Matthai

et al. 2001].

Auch in der mittleren und späten Phase (Woche 4-18) der Frakturheilung zeichnet sich

der Kallus unter Osteoporose durch eine niedrigere BMD und schlechtere biomechanische

Eigenschaften aus. Als Ursache für die Beeinträchtigung der Frakturheilung wird eine

Kombination aus gesteigerter Osteoklastenaktivität und verlangsamten Mineralisierungs-

vorgängen angenommen [Wang et al. 2005 a].

1.3.7 Diagnostik

Die Basisdiagnostik der Osteoporose besteht nach Empfehlung des Dachverbands Osteolo-

gie (DVO) [DVO-Leitlinie zur Osteoporose 2006, Pfeilschifter 2006] aus Anamnese, klini-

scher Untersuchung, DXA-Knochendichtemessung (siehe 1.3.7.4, S. 18), konventionellem

Röntgen der Brust- und Lendenwirbelsäule und Labordiagnostik. Eine gezielte, frühzeitige

Tabelle 4: Empfehlung für die Durchführung einer Basisdiagnostik (modi�ziert
nach Pfeilschifter [2006], S. 160)

Alter (Jahre) Risikopro�l, bei dem eine Basisdiagnostik empfohlen wird

Frau Mann

50 - 60 60 - 70 Wirbelkörperfraktur
periphere Fraktur als Einzelfallentscheidung

60 - 70 70 - 80 Wirbelkörperfraktur
periphere Fraktur
proximale Femurfraktur eines Elternteils
Untergewicht
Nikotinkonsum
multiple Stürze
Immobilität

> 70 >80 Lebensalter als Risiko ausreichend
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Diagnostik ist die Grundlage für eine adäquate Therapie, die insbesondere zur Prävention

pathologischer Frakturen beitragen soll.

Die Indikation zur Durchführung der Basisdiagnostik wird anhand des 10-Jahres-Fraktur-

Risikos gestellt, das auf Grundlage klinischer Risikofaktoren abgeschätzt wird. Ab einem

Risiko von 20% sollten die entsprechenden Untersuchungen durchgeführt werden. Dieser

Wert wird für die in Tab. 4 aufgeführten Konstellationen erreicht.

1.3.7.1 Anamnese X

Die Anamnese ist der erste wichtige Schritt zur Diagnostik der Osteoporose. Es sollten

Informationen über vorliegende Risikofaktoren (siehe Tab. 3), aktuelle Beschwerden wie

Schmerzen oder funktionelle Einschränkungen, Vorerkrankungen und die Einnahme von

Medikamenten abgefragt werden. Weitere wichtige Aspekte sind Alter, Gewichts- und

Körpergröÿenentwicklung, zuvor aufgetretene Frakturen und Stürze.

Auf Basis der Anamnese wird die Indikation für eine weiterführende Diagnostik (siehe

1.3.7) gestellt. Zudem geben die gewonnenen Informationen erste Hinweise zur Di�eren-

zierung zwischen primärer und sekundärer Osteoporose.

1.3.7.2 Klinische Untersuchung X

Im Zentrum der klinischen Untersuchung steht die Fragestellung nach bereits eingetrete-

nen pathologischen Veränderungen als Folge von Wirbelkörperfrakturen. Dazu sollte auf

Gröÿenverlust, Körperhaltung, Klopfschmerz, Bewegungseinschränkung und Hartspann

der Muskulatur untersucht werden.

Im fortgeschrittenen Stadium der Osteoporose kommt es durch multiple Wirbelkörperfrak-

turen zu einer deutlichen Höhenminderung der Wirbelsäule von mehr als 4 cm mit Aus-

prägung einer Hyperkyphosierung der Brustwirbelsäule (�Witwenbuckel�) bei gleichzeiti-

ger Hyperlordosierung der Halswirbelsäule. Dabei treten typische Hautfalten im Bereich

des Rückens auf, die von kraniomedial nach kaudolateral verlaufen (�Tannenbaumphäno-

men�).

Zur Beurteilung von Muskelkraft und Koordination wird der �Timed-up and go�-Test

[Podsiadlo und Richardson 1991] oder �Chair rising�-Test [Guralnik et al. 1995] empfohlen.

Die dadurch gewonnenen Informationen ermöglichen die Einschätzung des bestehenden

Sturzrisikos.

1.3.7.3 Konventionelles Röntgen X

Das konventionelle Röntgen von Brust- und Lendenwirbelsäule hat in der Osteoporosedia-

gnostik zwei wichtige Aufgaben. Zum einen gilt es als Standardverfahren zur Erfassung
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und Verlaufskontrolle von Wirbelkörperfrakturen. Zum anderen ist es bei der Abgrenzung

gegenüber möglichen Di�erentialdiagnosen (z.B.: Osteomalazie oder maligne Knochenlä-

sionen) von wesentlicher Bedeutung [Jergas und Schmid 1999]. Für den Einsatz in der

Osteoporose-Frühdiagnostik ist das konventionelle Röntgen nicht geeignet, da erst ein

Knochenmasseverlust zwischen 20 und 40% im Röntgenbild sichtbar wird [Grampp et al.

1993; Genant et al. 1996].

Unter fortgeschrittener Osteoporose kommt es im Röntgenbild der Wirbelsäule zu cha-

rakteristischen Veränderungen. Sinterungsfrakturen und Einbrüche der Grund- und Deck-

platten führen zur Ausbildung von Fisch-, Keil- und Plattwirbeln. Als Folge der starken

Rare�zierung des trabekulären Knochens erscheinen die inneren Wirbelkörperanteile weni-

ger röntgendicht. Die Kortikalis, die deutlich langsamer abgebaut wird, wirkt dahingegen

prominent (vgl. 1.3.2, S. 10). Dieses Phänomen wird als �Rahmenwirbel� bezeichnet.

1.3.7.4 Osteodensitometrie X

Unter dem Begri� der Osteodensitometrie sind verschiedene Untersuchungsverfahren zu-

sammengefasst, die es ermöglichen, genauere Informationen über Mineralgehalt (Bone

mineral content; BMC; in g) und Mineraldichte (Bone mineral density; BMD; in g/cm2

oder g/cm3) des Knochens zu erlangen. Sie werden in der Frühdiagnostik und Verlaufs-

kontrolle der Osteoporose eingesetzt.

Aus der ermittelten Knochendichte kann eine Aussage zum bestehenden Frakturrisiko

gemacht werden. So stellt eine niedrige Dichte einen insbesondere vom Alter [Siris et al.

2004] unabhängigen Risikofaktor für das Auftreten einer osteoporotischen Fraktur dar

[Johnell et al. 2005; Marshall et al. 1996].

Die Osteodensitometrie nach der DXA-Methode gilt als Grundlage für die De�nition und

Stadieneinteilung der Osteoporose nach WHO [1994] (siehe 1.3.1, S. 9).

Im Folgenden werden die wichtigsten Verfahren zur Knochendichtemessung erläutert.

Dual-X-Ray-Absorptiometrie

Die Dual-X-Ray-Absorptiometrie (DXA) ist nach Angabe der WHO und DVO-Leitlinie

[Pfeilschifter 2006] das Standardverfahren zur Ermittlung der Knochendichte. Sie gilt als

die am umfangreichsten erforschte und am besten geeignete Untersuchungsmethode zur

Abschätzung des Frakturrisikos bei Frauen [Marshall et al. 1996; Kanis und Glüer 2000].

Physikalische Grundlage der DXA ist die Tatsache, dass Gewebe wie Muskel, Knochen

oder Fett für Strahlen unterschiedlicher Energie jeweils ein spezi�sches Absorptionsverhal-

ten zeigen. So werden bei der DXA zwei energetisch verschiedene Röntgenstrahlen erzeugt

und durch das zu untersuchende Areal gelenkt. Beim Durchdringen des Gewebes kommt
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es zur Energieabsorption, die im Wesentlichen durch Kalziumhydroxylapatitkristalle des

Knochens verursacht wird.

Auf der entgegengesetzten Seite wird die Abschwächung der Strahlung für die zwei Ener-

giestufen separat detektiert. Basierend auf dem sich voneinander unterscheidenden Ab-

sorptionspro�l der zwei Röntgenstrahlen, kann der weichteilbedingte Anteil der Absorpti-

on bestimmt und eleminiert werden. Aus den ermittelten Daten wird der Mineralgehalt

des Knochens errechnet und als �ächenprojizierte Masse (Flächendichte) in g Kalzium-

hydoxylapatit/cm2 angegeben.

Zu den wesentlichen Vorteilen der DXA zählt neben der sehr geringen Strahlenbelastung

und der hohen Messgenauigkeit die Möglichkeit, zentrale osteoporose- und somit frak-

turgefährdete Skelettanteile direkt zu vermessen [Bartl R und Bartl C 2008; Blake und

Fogelman 1997]. Aufgrund ihrer klinischen Relevanz und der häu�g di�erierenden Messer-

gebnisse zwischen verschiedenen Skelettarealen [El Maghraoui et al. 2007; Mounach et al.

2008] wird die standardmäÿige Untersuchung der Wirbelsäule (Lendenwirbel 1-4) und des

Femurs (Oberschenkelhals, Ward-Dreieck, Trochanterregion und Schaft) empfohlen [Leib

et al. 2004; O'Gradaigh at al. 2003].

Die DXA liefert keine Informationen über die dreidimensionale Struktur des Knochens.

Somit macht diese Untersuchung keine Aussage zur Qualität der trabekulären Mikroar-

chitektur, die neben der Knochendichte wesentlichen Ein�uss auf die Knochenstabilität

hat [NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis 2001].

Quantitative Computertomographie

Die Quantitative Computertomographie (QCT) ermöglicht als einzige osteodensitometri-

sche Methode die direkte Messung der volumetrischen Knochendichte (in mg Kalzium-

hydroxylapatit/cm3). Sie stellt neben der DXA ein Standardverfahren zur Osteodensito-

metrie dar [Genant et al. 1996].

Die QCT erlaubt eine separate Bewertung von Kortikalis und trabekulärem Knochen.

Als Standardmessort gilt der trabekuläre Anteil der Lumbalwirbelkörper. Dieser ist von

wesentlicher Bedeutung für die Knochenfestigkeit und zeigt aufgrund einer hohen Umbau-

dynamik sowohl bei der Ausbildung einer Osteoporose als auch bei antiosteoporotischer

Therapie frühzeitig Veränderungen der BMD [Guglielmi und Lang 2002].

Die Messungen können mit herkömmlichen klinischen Ganzkörpertomographen durchge-

führt werden. Zusätzlich wird ein spezielles Messprotokoll und ein standardisiertes mine-

ralsalzäquivalentes Referenzphantom benötigt.

Zu den Nachteilen der QCT gegenüber der DXA-Methode zählen die höhere Strahlenbe-

lastung, die längere Untersuchungszeit und die höheren Kosten [Raisz 2005].

Aufgrund dieser Nachteile konnte sich die QCT bisher nicht gegen das Standardverfah-

ren DXA durchsetzen. So �ndet diese Methode vorwiegend bei speziellen Fragestellungen
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und als alternatives diagnostisches Mittel bei nicht verwendbaren DXA-Ergebnissen An-

wendung [Grampp et al. 2004]. Nach Prevrhal und Genant [1999] stellen der begrenzte

Zugang zu CT-Scannern, die Abhängigkeit der Ergebnisse vom Untersucher und die ein-

geschränkten Möglichkeiten zur Vermessung des Femurs weitere Gründe für die geringe

klinische Akzeptanz dar.

Eine Sonderform der QCT ist das periphere QCT (pQCT). Dieses Verfahren erlaubt die

Knochendichtemessung der Extremitäten bei geringer Strahlenbelastung. Sie kann mit

vergleichsweise kleinen, transportablen Geräten durchgeführt werden. Als Standardmess-

ort gilt der distale Radius [Augat et al. 1998]. Wesentlicher Nachteil dieser Methode ist

die fehlende Möglichkeit zur direkten Vermessung besonders frakturgefährdeter Areale

(proximales Femur, Wirbelsäule).

Quantitative Ultrasonographie

Die Quantitative Ultrasonographie (QUS) ist ein röntgenfreies Verfahren zur Ermittlung

der peripheren Knochendichte. Zu den wesentlichen Vorteilen dieser nichtinvasiven Me-

thode zählt neben den geringen Kosten auch die einfach und schnell durchzuführende

Messung, die mit transportablen Geräten erfolgen kann.

Bei der QUS werden Ultraschallwellen durch den zu untersuchenden Knochen geleitet

und die Veränderung dieser auf der entgegengesetzten Seite detektiert. Als Messparameter

�nden die Schallgeschwindigkeit (Speed of sound; SOS; in m/s) und die Schallschwächung

(Broadband ultrasound and attenuation; BUA; in dB/MHz) Verwendung.

Die QUS erlaubt nur die Untersuchung peripherer Skelettanteile wie Kalkaneus, Tibia,

Radius und Phalangen. Aus den ermittelten Werten wird auf die Knochendichte und

Frakturgefährdung zentraler Skelettanteile geschlossen.

Der für die Messung gut zugängliche Kalkaneus gilt als Standardmessort für die QUS.

Dieser zeichnet sich als gewichtstragender Kochen durch einen hohen trabekulären Anteil

aus, wodurch eine gewisse Vergleichbarkeit zur Wirbelsäule gegeben ist, jedoch sind osteo-

porotische Frakturen des Kalkaneus eine Rarität. Wie aus mehreren Studien hervorgeht,

kann das absolute Frakturrisiko insbesondere bei postmenopausalen Frauen mit Hilfe der

QUS am Kalkaneus ähnlich gut abgeschätzt werden wie durch die zentrale DXA-Methode

[Glüer et al. 2004; Huopio et al. 2004; Hans et al. 1996].

Nach Glüer et al. [1994] liefert die QUS im Gegensatz zur DXA auch Daten zur Stuktur

der Knochen. So gibt dieses Verfahren zusätzliche Informationen über Kompaktastärke

und Bälkchenarchitektur [Bartl R und Bartl C 2008].

Eine verbesserte Einschätzung des Frakturrisikos durch eine Kombination aus DXA und

QUS konnte bisher nicht nachgewiesen werden [Frost et al. 2001].

Zu den wesentlichen Nachteilen der QUS zählen die fehlende Möglichkeit zur direkten Ver-

messung besonders frakturgefährdeter Skelettareale (proximales Femur und Wirbelsäule)
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und die geringen Langzeiterfahrungen hinsichtlich des Therapie-Monitorings. Zudem seien

nach Pallamar und Friedrich [2005] die bisherigen Standardisierungs- und Qualitätssiche-

rungsmaÿnahmen unzureichend.

Die DVO-Leitlinie [Pfeilschifter 2006] sieht aufgrund der aktuellen Datenlage die DXA-

Messung als Standardverfahren der Osteoporosediagnostik. Den Einsatz der QUS zur

Erstdiagnostik emp�ehlt sie nur in Ausnahmesituationen.

1.3.7.5 Labor X

Im Regelfall zeigen Patienten, die unter primärer Osteoporose leiden, keine wesentlichen

Au�älligkeiten der Laborparameter [Bartl R et al. 2003]. Zum Ausschluss einer sekun-

dären Form der Osteoporose und zur di�erentialdiagnostischen Abgrenzung gegenüber

der Osteomalazie, die ebenfalls mit einer verminderten Knochendichte einhergeht, emp-

�ehlt die DVO-Leitlinie [Pfeilschifter 2006] jedoch die Durchführung eines Basislabors

(siehe Tab. 5). Diese Untersuchung sollte insbesondere bei Frakturen nach Bagatelltrau-

ma, einem T-Score< 2 (DXA) und bei anamnestischen Hinweisen auf eine sekundäre

Osteoporose erfolgen.

Neben den in Tab. 5 aufgeführten Laborparametern stehen verschiedene Marker zur Beur-

teilung des Knochensto�wechsels zur Verfügung. So gelten erhöhte Werte von Desoxypyri-

dinolin, Pyridinolin, C- und N-terminalem Telopeptid, die beim Abbau von Knochenkol-

lagen freigesetzt werden, als Hinweis auf einen erhöhten Knochenverlust. Als Marker, die

hingegen für eine erhöhte Knochensynthese sprechen, zählen die knochenspezi�sche alkali-

sche Phosphatase und Osteocalcin, die von Osteoblasten synthetisiert werden. Diese Mar-

ker ermöglichen neben der Di�erenzierung zwischen High- und Low-turnover-Osteoporose

die Beurteilung der Krankheitsaktivität [Garnero und Delmas 2004; Seibel 2003]. Für

Screeninguntersuchungen oder die Erstdiagnostik der Osteoporose werden sie dahingegen

nicht empfohlen [Pfeilschifter 2006].

Tabelle 5: Empfohlene Basislaborparameter (modi�ziert nach Pfeilschifter [2006],
S. 233)

Empfohlene Laborparameter

Serum-Kalzium
Serum-Phosphat
Alkalische Phosphatase (Serum)
γ-GT
Serum-Kreatinin
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit
C-Reaktives Protein
Serum-Eiweiÿelektrophorese
TSH
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1.3.8 Therapie

Im Folgenden werden Basismaÿnahmen und die spezi�sche medikamentöse Therapie zur

Prävention und Behandlung der Osteoporose vorgestellt. Die Darstellung orientiert sich

an der DVO Leitlinie zur Osteoporose 2006 [Pfeilschifter 2006].

1.3.8.1 Prävention und Basistherapie X

Zu den wesentlichen nichtmedikamentösen Maÿnahmen der Osteoporose- und Frakturprä-

vention zählen die Förderung körperlicher Aktivität und die Vermeidung der unter 1.3.5

(S. 15) aufgeführten Risikofaktoren.

In Anbetracht der Tatsache, dass über 90% der Hüftfrakturen auf einen Sturz zurückzu-

führen sind, sollte bei älteren Menschen besonderer Wert auf die Reduktion des Sturzrisi-

kos gelegt werden [Woolf und Akesson 2003]. Dies kann beispielsweise eine Optimierung

des häuslichen Umfeldes oder die Anwendung von Gehhilfen erreichen. Zudem sollten

orthostatisch oder sedierend wirksame Medikamente nur unter strenger Indikationsstel-

lung eingesetzt werden. Ab dem 70. Lebensjahr wird die jährliche Durchführung einer

Sturzanamnese angeraten.

Zur Basistherapie und Prävention der Osteoporose emp�ehlt die DVO-Leitlinie eine ausrei-

chende Supplementierung von Vitamin D und Kalzium bei Mangelzuständen. Es ist von

einer Kalziumunterversorgung auszugehen, wenn die erforderliche Tagesdosis von 1200-

1500mg nicht über die Nahrung aufgenommen werden kann. Beträgt die Zeit der täglichen

Sonnenlichtexposition weniger als 30 Minuten, so ist ein Vitamin-D-Mangel zu erwarten

[vgl. 1.2.1.5, S. 6]. Die Kombinationstherapie aus Kalzium und Vitamin D reduziert bei

Männern und Frauen, die älter als 65 Jahre sind und im P�egeheim leben, den Kno-

chenabbau und das Risiko extravertebraler Frakturen [Dawson-Hughes et al. 1997]. Auch

bei Frauen ab dem 45. Lebensjahr ist eine osteoprotektive Wirkung belegt [Di Daniele et

al. 2004].

Nach osteoporotischen Frakturen emp�ehlt die DVO-Leitlinie eine Schmerztherapie nach

dem WHO-Stufenschema, um eine frühe Mobilisierung zu ermöglichen. Des Weiteren soll-

ten Rehabilitationsmaÿnahmen, Physiotherapie, Funktionstraining, eine psychosoziale Be-

treuung und eine antiosteoporotische Pharmakotherapie (siehe 1.3.8.2) eingeleitet werden.

1.3.8.2 Spezi�sche medikamentöse Therapie X

Derzeit werden von der DVO-Leitlinie Alendronat, Ibandaronat, Östrogene, Raloxifen, Ri-

sedronat, Strontium Ranelat und Teriparatid zur Therapie der postmenopausalen Osteo-

porose empfohlen. Für die Behandlung der Osteoporose bei Männern ab dem 60. Lebens-

jahr besteht in Deutschland derzeit eine ausschlieÿliche Empfehlung für Alendronat.
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Es gibt zwei wesentliche Indikationen für die spezi�sche medikamentöse Therapie. Zum

einen sollte sie bei manifester Osteoporose (T-Wert DXA< -2,5) mit bereits aufgetre-

tenen Wirbelkörperfrakturen eingeleitet werden. Eine zweite Indikation stellt ein erhöh-

tes 10-Jahres-Frakturrisiko dar. So wird empfohlen, ab einem 30-prozentigen Risiko für

Wirbelkörper- und Femurfrakturen eine medikamentöse Therapie durchzuführen. Tab. 6

gibt eine Übersicht der Konstellationen aus Alter, Geschlecht und T-Wert, die mit einem

entprechenden Frakturrisiko assoziiert sind.

Tabelle 6: T-Werte in Abhängigkeit von Lebensalter und Geschlecht, die
im Mittel mit einem 30-prozentigem Frakturrisiko für Wirbelkörper- und
proximale Femurfrakturen in 10 Jahren assoziiert sind (nach Pfeilschifter [2006],
S. 265)

Lebensalter in Jahren T-Wert (niedrigerer Wert der beiden Messungen
Frau Mann an LWS und dem prox. Gesamtfemur)

50 - 60 60 - 70 - 4,0
60 - 65 70 - 75 - 3,5
65 - 70 75 - 80 - 3,0
70 - 75 80 - 85 - 2,5
> 75 >85 - 2,0

Liegen zusätzliche Risikofaktoren, wie periphere Frakturen, Schenkelhalsfrakturen eines

Elternteils, Nikotinkonsum, multiple Stürze oder Immobilität vor, so sollte bereits bei

geringeren BMD-Verlusten eine Therapie eingeleitet werden.

Bei Osteoporosemedikamenten lassen sich zwei wesentliche Wirkmechanismen unterschei-

den. So gibt es antiresorptive Medikamente, die ihre osteoprotektive Wirkung durch eine

Hemmung des Knochenabbaus entfalten. Im Gegensatz dazu führen osteoanabole Substan-

zen zu einer Steigerung der Knochensynthese. Strontium Ranelat ist derzeit das einzige

zugelassene Medikament mit dualem Wirkmechanismus, das sowohl den Knochenabbau

hemmt als auch die Knochensynthese fördert.

Es wird empfohlen die medikamentöse Therapie über 3 bis 5 Jahre fortzusetzen (Aus-

nahme: Teriparatid nur 18 Monate). Anschlieÿend sollte anhand einer Reevaluation des

Frakturrisikos über die weiterführende Therapie entschieden werden.

1.3.8.3 Hormonersatztherapie X

Unter dem Begri� der Hormonersatztherapie (hormone replacement therapy; HRT) ver-

steht man die Substitution von Östrogen bzw. Östrogen und Gestagen, um dem postme-

nopausalen endogenen Hormonmangel entgegenzuwirken. Diese Therapie führt zu einer

deutlichen Linderung klimakterischer Beschwerden. Im Knochengewebe zeigt Östrogen

einen anabolen E�ekt [Rossouw et al. 2002; Spelsberg et al. 1999].
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Die Östrogenmonotherapie erhöht das Risiko für Endometriumkarzinome. Dem kann die

zusätzliche Verabreichung von Gestagen entgegenwirken [Beral et al. 2005]. Frauen mit

intaktem Uterus sollten somit immer ein Östrogen/Gestagen-Kombinationspräparat er-

halten. Die Östrogenmonotherapie wird nur für Frauen empfohlen, bei denen bereits eine

Hysterektomie durchgeführt wurde.

Im Rahmen einer groÿ angelegten randomisierten, placebokontrollierten Studie in den

USA (Women's Health Initiative; WHI) wurden die Auswirkungen der zwei zuvor be-

schriebenen Therapieoptionen an 161.809 postmenopausalen Frauen untersucht. Hierbei

zeigte sich, dass es durch die HRT zu einer signi�kanten Senkung vertebraler und extra-

vertebraler Frakturen kommt [Rossouw et al. 2002; Anderson et al. 2004]. So reduzierte

die Kombinationstherapie das Risiko für Hüft- und Wirbelkörperfrakturen um ein Drittel

[Rossouw et al. 2002]. Gleichzeitig wurde jedoch ein deutlicher Anstieg des relativen Ri-

sikos für kardiovaskuläre Erkrankungen und Brustkrebs registriert [Rossouw et al. 2002].

Die Östrogen-Monotherapie führte zu einem vermehrten Auftreten von Schlaganfällen

[Anderson et al. 2004]. So mussten beide Studienarme vorzeitig abgebrochen werden.

Auch in einer zweiten groÿen Studie (Million Women Studie) mit 1.084.110 Probandinnen

bestätigte sich, dass insbesondere die Kombinationstherapie zu einem erhöhten Brust-

krebsrisiko führt [Beral 2003]. Auÿerdem wurde ein Anstieg des relativen Risikos für Ova-

rialkarzinome beschrieben [Beral et al. 2007].

In Untersuchungen an ovarektomierten Ratten zeigte Östrogen einen positiven Ein�uss

auf die Frakturheilung. Es beschleunigt den Heilungsvorgang und führt zur Ausbildung

eines relativ kleinen, aber widerstandsfähigen und elastischen Kallus [Kolios et al. 2009;

Ouyang et al. 2004; Stürmer et al. 2008; Tian et al. 2006].

Bis Ende der 90er-Jahre wurde die Indikation zur HRT relativ groÿzügig gestellt. Die zu-

vor aufgeführten Erkenntnisse über die Nebenwirkungen einer solchen Therapie führten

dazu, dass die Hormonsubstitution heute nur noch sehr zurückhaltend eingesetzt wird.

Nach Empfehlung der DVO-Leitlinie sollte die HRT aufgrund des ungünstigen Nutzen-

Risikoverhältnisses nur unter strenger Indikation erfolgen. Sie emp�ehlt ihren Einsatz zur

Sekundärprävention bei Unverträglichkeit oder Kontraindikationen gegenüber anderen zu-

gelassenen Osteoporosemedikamenten. Das individuelle Risiko-Nutzenpro�l sollte immer

in die Entscheidung mit einbezogen werden.

1.3.8.4 Selektive Östrogen-Rezeptor-Modulatoren X

�Selektive Östrogen-Rezeptor-Modulatoren� (SERMs) sind Substanzen, die organselektiv

eine östrogenagonistische oder östrogenantagonistische Wirkung zeigen. Sie können bei-

spielsweise einen östrogenen E�ekt auf das Knochengewebe und den Fettsto�wechsel ha-

ben, während sie auf Brust- und Uterusgewebe keinen Ein�uss zeigen. Ihre Wirkung ent-

falten diese Substanzen durch direkte Interaktion mit den Östrogenrezeptoren (ER) α und



1 EINLEITUNG 25

β. ERα ist in die Regulation der Kochenreifung und Aufrechterhaltung der Knochenmi-

neraldichte sowohl bei Frauen als auch bei Männern involviert. ERβ ist überwiegend im

zentralen Nervensystem, Lungengewebe, Urogenitaltrakt, kardiovaskulären System, Ovar,

Hoden, Nierengewebe und Kolon vorzu�nden. Die Ursachen für die organselektive Wir-

kung der SERMs sind sehr komplex. Sie wird u.a. auf die gewebespezi�sche Konstellation

von ER-Typen und Coregulatoren zurückgeführt [Dutertre und Smith 2000].

Als Beispiel für diese antiresorptiv wirksame Substanzgruppe ist das in der vorliegenden

Arbeit untersuchte Raloxifen anzuführen. Es ist derzeit der einzige weltweit zugelassene

SERM zur Prävention und Behandlung postmenopausaler Osteoporose und vertebraler

Frakturen [Gennari et al. 2007]. In der evidenzbasierten DVO-Leitlinie wird Raloxifen als

Klasse-A-Medikament (beste Evidenzklasse) zur Therapie der postmenopausalen Osteo-

porose empfohlen.

Eine internationale Studie zum Einsatz von Raloxifen bei postmenopausalen Frauen zeig-

te, dass dieser SERM das Risiko für das Erstauftreten einer Wirbelkörperfraktur halbiert

(MORE-Studie). Die Inzidenz extravertebraler Frakturen blieb im Gegensatz dazu unbe-

ein�usst. Über den Therapiezeitraum von zwei Jahren wurde eine durchschnittliche Zu-

nahme der BMD um 2-3% beobachtet [Ettinger et al. 1999]. Raloxifen stimuliert weder die

Brustdrüse noch das Endometrium und scheint das Risiko für Brustkrebs zu reduzieren

[Cummings et al. 1999].

Derzeit liegen nur wenige Daten zum Ein�uss von Raloxifen auf die Frakturheilung bei

osteoporotischem Knochen vor. In Untersuchungen zur metaphysären Frakturheilung an

ovarektomierten Ratten führte Raloxifen zu einer signi�kanten Verbesserung der Fraktur-

heilung. So konnte gezeigt werden, dass es die Ausbildung eines widerstandsfähigen, ela-

stischen Kallus fördert [Stürmer et al. 2008]. SERMs verursachen eine leichte Suppression

des Kallusremodelings. In Untersuchungen zur Frakturheilung am Femurschaft ovarekto-

mierter Ratten zeigte Raloxifen gegenüber Östrogen keine signi�kanten Unterschiede [Cao

et al. 2002; Komatsubara und Mori 2005].

1.3.8.5 Bisphosphonate X

Bisphosphonate sind künstlich hergestellte Analoga des natürlich vorkommenden Pyro-

phosphats. Aufgrund ihrer veränderten chemischen Struktur werden sie im menschlichen

Körper nicht metabolisiert.

Bisphosphonate zählen zur Gruppe der antiresorptiv wirksamen Osteoporosemedikamente.

Sie reichern sich auf der Knochenober�äche an, bevorzugt in Resorptionslakunen. Dort

entfalten sie u.a. durch eine Inhibition der osteoklastischen Aktivität ihre osteoprotektive

Wirkung [Bartl R und Bartl C 2008].
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Bisphosphonate sind seit über 30 Jahren auf dem deutschen Markt zugelassen. Derzeit

�nden in der Osteoporosetherapie insbesondere die drei Aminobisphosphonate Alendronat,

Risedronat und Ibandronat Verwendung.

Alendronat und Risedronat gehören nach der DVO-Leitlinie zur Therapie der ersten Wahl.

Beide Substanzen zeigen bei postmenopausalen Frauen mit Osteoporose eine signi�kante

Reduktion des Risikos für vertebrale und nichtvertebrale Frakturen um etwa 50% [Black

et al. 1996; Cummings et al. 1998; Harris et al. 1999; McClung et al. 2001; Pols et al.

1999].

Ibandronat, das im Rahmen der BONE-Studie untersucht wurde, führt ebenfalls zur Re-

duktion vertebraler Frakturen. In Abhängigkeit von der Applikationsfrequenz kann das

Risiko um Werte zwischen 50 und 62% gesenkt werden [Chesnut et al. 2004]. Ein sicherer

E�ekt auf das Risiko extravertebraler Frakturen ist derzeit nicht ausreichend belegt [Grey

und Reid 2006].

1.3.8.6 Strontiumranelat X

Strontiumranelat setzt sich chemisch aus einem organischen Anteil, der Ranelicsäure, und

zwei Atomen des Erdalkalimetalls Strontium zusammen. Es bewirkt sowohl eine Steige-

rung der Knochenneubildung als auch eine Verminderung der Knochenresorption [Marie

et al. 2001]. Dabei basiert der antiresorptive E�ekt auf einer Hemmung der Di�erenzierung

und Aktivität osteoklastischer Zellen. Der osteoanabole E�ekt wird auf eine Steigerung

der Präosteoblastenreplikation und der ossären Kollagensynthese zurückgeführt [Reginster

et al. 2003].

Zur Untersuchung der Wirksamkeit von Strontiumranelat wurden zwei groÿe klinische

Studien (SOTI-Studie=Spinal Osteoporosis Therapeutic Intervention-Studie; TROPOS-

Studie=Treatment of Peripheral Osteoporosis-Studie) an postmenopausalen Frauen mit

Osteoporose durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass diese Therapie zu einer signi�kanten Re-

duktion vertebraler und extravertebraler Frakturen führt [Meunier et al. 2004; Reginster

et al. 2005]. Das Risiko für das Erstauftreten einer Wirbelkörperfraktur konnte im ersten

Therapiejahr um 49% reduziert werden [Meunier et al. 2004]. Bei besonders gefährdeten

Patientinnen wurde das relative Risiko für Hüftfrakturen um 36% gesenkt [Reginster et

al. 2005]. Über den Therapiezeitraum von 3 Jahren führte Strontiumranelat zu einem

deutlichen Anstieg der Knochenmineraldichte. Dieser belief sich auf 14,4% in der Lum-

balwirbelsäule und 8,3% im proximalen Femur [Meunier et al. 2004].
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1.3.8.7 Parathormon X

Derzeit werden sowohl das PTH-Fragment PTH(1-34) (Teriparatid; rhPTH(1-34)) als

auch das vollständige rekombinante PTH(1-84) für Forschungs- und Therapiezwecke ein-

gesetzt.

Wird PTH im therapeutischen Rahmen unphysiologischerweise pulsatil verabreicht, so

zeigt es einen deutlichen osteoanabolen E�ekt bei Tieren und Menschen. Es kommt tra-

bekulär, endostal, intrakortikal und periostal zu einer Zunahme der Knochenmasse [Kim

und Jahng 1999; Sehmisch et al. 2009].

PTH führt zu einer Verbesserung der knöchernen Mikroarchitektur [Jiang et al. 2003; Tez-

val et al. 2009 b]. So wurde im spongiösen Knochen eine Zunahme der Trabekeldicke und

der Anzahl der Trabekelkreuzungen beobachtet [Dempster et al. 2001; Zhang et al. 2002].

In Versuchen an ovarektomierten Ratten konnte durch eine PTH-Therapie die biomecha-

nische Belastbarkeit des proximalen Femurs gegenüber der untherapierten Kontrollgruppe

und der Estradioltherapie signi�kant verbessert werden [Tezval et al. 2009 b].

PTH ist ein hoch potentes Medikament zur Unterstützung der Frakturheilung. Es führt bei

Ratten zu einem gröÿeren Kallusvolumen, einer höheren Knochenmineraldichte und einer

gesteigerten mechanischen Belastbarkeit der Frakturüberbrückung [Alkhiary et al. 2005;

Andreassen et al. 2001; Kim und Jahng 1999]. Diese positiven E�ekte werden u.a. auf die

frühe Stimulation der Osteoprogenitorzellen, den Vorläuferzellen der Osteoblasten, eine

gesteigerte Produktion von Knochenmatrix und die Hemmung der Osteoblastenapoptose

zurückgeführt [Nakajima et al. 2002; Bartl R und Bartl C 2008].

Die Therapie postmenopausaler Patientinnen mit Osteoporose führt sowohl unter PTH(1-

34) als auch unter PTH(1-84) zu einer signi�kanten Zunahme der BMD. Im Gegenzug

nimmt das Risiko für vertebrale (PTH(1-34) und PTH(1-84)) und extravertebrale (PTH(1-

34)) Frakturen ab [Greenspan et al. 2007; Neer et al. 2001].

Derzeit sind beide Substanzen als Fertigarzneimittel erhältlich. Sie sind zur Therapie

der postmenopausalen Osteoporose mit hohem bis sehr hohem Frakturrisiko zugelassen.

Die Applikation erfolgt einmal täglich subcutan. Eine Behandlungszeit von 18 Monaten

(PTH(1-34)) bzw. 24 Monaten (PTH(1-84)) sollte nicht überschritten werden.

1.3.8.8 Phytoöstrogene X

Phytoöstrogene sind natürlich vorkommende p�anzliche Substanzen, die eine östrogene

Aktivität aufweisen. Sie gehören in chemischer Hinsicht zu den Polyphenolen. Biologisch

zählen sie zu den sekundären P�anzensto�en, die P�anzen u.a. als Abwehrsto�e gegen

Schädlinge, als Wachstumsregulatoren oder als Farbsto�e dienen. Die Phytoöstrogene

lassen sind im Wesentlichen in drei Strukturklassen einteilen: Iso�avone, Lignane und

Coumestane.
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Aufgrund struktureller Ähnlichkeiten zum 17β-Östradiol ist eine Interaktion mit dem

Östrogenrezeptor α und β möglich. Weitere Wirkmechanismen werden diskutiert [Kulling

und Watzl 2003]. Wie die Gruppe der SERMs zeigen Phytoöstrogene sowohl östrogene

als auch antiöstrogene Aktivität [Brzezinski und Debi 1999]. Sie werden daher auch als

�Phyto-SERMs� bezeichnet.

Die pharmakologische Potenz dieser Substanzen ist um den Faktor 100 bis 10.000 geringer

als die von 17β-Östradiol. Allerdings können sie in bis zu 10.000fach höherer Konzentration

im Körper vorliegen [Kulling und Watzl 2003].

Der beschriebene hormonelle E�ekt der Phytoöstrogene, verbunden mit einer im Vergleich

geringeren Inzidenz der Osteoporose in Populationen, die sich vermehrt mit sojahaltigen

Produkten ernähren, hat dazu geführt, dass die Wissenschaft zunehmendes Interesse an

diesen Wirksto�en zeigt. So besteht die Ho�nung, unter ihnen Substanzen zu �nden, die

postmenopausalen Frauen die Vorteile der Hormonersatztherapie bringen, ohne dass die

Risiken einer solchen Therapie (siehe 1.3.8.3, S. 23) in Kauf genommen werden müssen.

Im Folgenden werden die Eigenschaften der in dieser Arbeit untersuchten Phytoöstrogene

Cimicifuga racemosa, Equol und Genistein genauer dargelegt.

Cimicifuga racemosa X

Die Traubensilberkerze (Cimicifuga racemosa; CR; engl.: black cohosh) stammt aus dem

Osten Nordamerikas. Sie gehört zur Familie der Hahnenfuÿgewächse (Ranunculaceae).

Pharmakologisch �nden Wurzelstock (Rhizom) und Wurzeln Verwendung, die als wirksa-

me Inhaltssto�e u.a. Triterpenglykoside, Phenolcarbonsäuren und Flavonoide enthalten.

Der Extrakt der Traubensilberkerze BNO1055 hat sowohl östrogene als auch antiöstrogene

Wirkung. Es ist bisher unklar, welche Substanzen für diese E�ekte verantwortlich sind

[Seidlova-Wuttke et al. 2003 a]. Jarry et al. [2003] fanden heraus, dass die beschriebene

Wirkung nicht durch eine Interaktion mit ERα oder β vermittelt wird. Vielmehr wird

ein Wirkmechanismus über eine bisher unbekannte Bindungsstelle vermutet [Jarry et al.

2003]. Bei Ratten verhindert BNO1055 teilweise den metaphysären Knochenmasseverlust

nach Ovarektomie. Auf den Uterus zeigt sich dahingegen kein Ein�uss [Seidlova-Wuttke

et al. 2003 a].

In einer klinischen Studie konnten Wuttke et al. [2006] laborchemisch nachweisen, dass

CR bei postmenopausalen Frauen zu einer Stimulation der Osteoblastenaktivität mit För-

derung des Remodelings führt. Auf die Vaginalschleimhaut zeigte sich eine schwache östro-

gene Wirkung. Auswirkungen auf die Brustdrüse wurden nicht beobachtet [Ruhlen et al.

2007]. Daten zur Frakturheilung liegen bisher nicht vor.

Aufgrund der aufgeführten Erkenntnisse steht BNO1055 im Interesse der Forschung zur

Prävention und Therapie der Osteoporose. Derzeit erhältliche Fertigarzneimittel sind für
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die Therapie des Klimakterischen und des Prämenstruellen Syndroms mit neurovegetati-

ver Beschwerdesymptomatik zugelassen. Sie stellen eine gut verträgliche, p�anzliche Al-

ternative zur HRT dar. Ein positiver E�ekt dieser Präparate auf die perimenopausalen

Beschwerden konnte durch klinische Studien bisher nicht gesichert werden [Borrelli und

Ernst 2008].

Equol X

Equol (EQ) ist ein aktiver Hauptmetabolit des Phytoöstrogens Daidzein. Daidzein kommt

in groÿen Mengen in Sojabohnen vor und zählt zur Gruppe der Iso�avone. Die Metabolisie-

rung zum etwa 100fach potenteren EQ erfolgt durch spezi�sche Bakterien im menschlichen

Darm [Decroos et al. 2005; Wang et al. 2005 b; Sathyamoorthy und Wang 1997]. Nach

Atkinson et al. [2005] können aufgrund der individuell unterschiedlichen Darm�ora nur ca.

30-50% aller Menschen Soja zu EQ metabolisieren. Bei der menschlichen Metabolisierung

wird ausschlieÿlich der Entantiomer S-Equol gebildet. Dieser weist eine hohe A�nität zum

ERβ auf [Setchell et al. 2005].

Die Auswirkungen von EQ werden derzeit kontrovers diskutiert. Nach Fujioka et al. [2004]

reduziert EQ bei Mäusen den Knochenmasseverlust nach Ovarektomie. Eine östrogenago-

nistische Wirkung auf die Reproduktionsorgane zeigte sich in dieser Untersuchung nicht.

Auch am Femur ovarektomierter Ratten lieÿ sich ein osteoprotektiver E�ekt nachweisen

[Mathey et al. 2007; Tezval et al. 2009 a]. Durch eine in vitro Untersuchung an Maus-

zellen wurde eine signi�kante Inhibition der Osteoklastenformation durch EQ festgestellt

[Ohtomo et al. 2008].

Demgegenüber stehen die Ergebnisse von Rachon et al. [2008 und 2007 b]. Hiernach zeigt

EQ bei ovarektomierten Ratten uterotrope und mammotrope E�ekte. Ein Ein�uss auf

den Knochenverlust in der proximalen Tibia wurde nicht festgestellt. Dahingegen zeigten

die Lumbalwirbelkörper nicht nur eine Reduktion des Knochenverlusts, es kam sogar zu

einem Anstieg der BMD [Rachon et al. 2007 a]. Daten zur Frakturheilung liegen derzeit

nicht vor.

Genistein X

Genistein (GEN) gehört zur Gruppe der Iso�avone. Diese sind in p�anzlicher Nahrung

sehr weit verbreitet. Hauptquelle für GEN ist die Sojabohne.

GEN weist strukturelle Ähnlichkeiten zum Östrogen auf und entfaltet seine Wirkung über

die Interaktion mit dem ERα und β. Dabei zeigt es eine höhere A�nität zu ERβ [Kuiper

er al. 1997]. Des Weiteren gibt es Hinweise auf nicht-östrogene Wirkmechanismen [Fanti

et al. 1998].

GEN zeigt bei ovarektomierten Ratten einen osteoprotektiven E�ekt [Mathey et al. 2007;

Picherit et al. 2000; Sehmisch et al. 2008]. Es reduziert den Verlust von trabekulärem und
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kortikalem Knochen [Fanti et al. 1998]. Li und Yu [2003] beobachteten am Mausmodell,

dass GEN den Verlust an Knochenmasse sowohl durch Hemmung der Knochenresorption

als auch durch Stimulation der Knochenneubildung reduziert. Es zeigten sich allerdings

geringe Nebene�ekte auf Uterus und Serum-Östrogenspiegel. Bei In-vitro-Versuchen von

Gao und Yamaguchi [2000] wurde für Genistein eine osteoklasteninhibierende Wirkung

festgestellt. Daten zur Frakturheilung liegen derzeit nicht vor [Gao und Yamaguchi 2000].

Untersuchungen von Hertrampf et al. [2007] legen nahe, dass der kochenprotektive E�ekt

von GEN ERα-vermittelt ist und in besonderem Maÿe durch physische Aktivität während

der Therapie positiv beein�usst wird.

Die Genisteintherapie führt bei postmenopausalen Frauen zu einem Anstieg der BMD

[Marini et al. 2007; Morabito et al. 2002]. Zudem werden vasomotorische Symptome redu-

ziert, ohne dass sich dabei nachteilige E�ekte auf das Endometrium zeigen [D'Anna et al.

2007].

1.4 Die Ratte als Modelltier der postmenopausalen Osteoporose

Die ovarektomierte Ratte gilt als gut erforschtes und etabliertes Modelltier der postmeno-

pausalen Osteopenie bzw. Osteoporose [Kalu 1991; Frost und Jee 1992; Wronski und Yen

1991]. Ihr Knochen eignet sich nach Frost und Jee [1992] für Studien zur Untersuchung der

Frakturheilung unter Ein�uss verschiedener Wirksto�e. Auch die FDA-Richtlinie (Food

and Drug Administration; USA) [Thompson et al. 1995] emp�ehlt, erste Studien zur medi-

kamentösen Prävention und Therapie der Osteoporose zunächst an Ratten durchzuführen.

In diesem Rahmen wurde die Ratte bereits in diversen Untersuchungen eingesetzt.

Durch die operative Entfernung der Ovarien wird bei der Ratte ein Östrogenmangel indu-

ziert. Dieser führt zu einer die Knochenneubildung übertre�enden Resorption von Kno-

chensubstanz mit Folge der Ausbildung einer Osteopenie bzw. Osteoporose. Dieser Kno-

chensubstanzverlust betri�t insbesondere die Spongiosa der proximalen Tibia, des distalen

Femurs und der Lendenwirbelsäule. Diese Skelettareale gelten somit für die Beurteilung

der Wirksamkeit potentieller Wirksto�e zur Therapie der Osteoporose als besonders geeig-

net [Thompson et al. 1995]. Wronski et al. [1985] und Seidlová-Wuttke et al. [2003] konnten

zeigen, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchte proximale Tibiametaphyse bereits

drei Monate nach Ovarektomie einen Knochenmasseverlust von ca. 50% aufweist.

Trotz der Tatsache, dass sich die Osteoporose bei der Ratte nur unwesentlich im Bereich

der Diaphyse manifestiert, basierten bisherige Untersuchungen zur Frakturheilung unter

Osteoporose fast ausnahmslos auf Frakturen des Knochenschafts von Tibia und Femur. In

der vorliegenden Arbeit wurde die Osteotomie an der proximalen Tibiametaphyse durch-

geführt (siehe 2.4, S. 33). Dies ermöglichte die Untersuchung der Frakturheilung am Ort

der Osteoporosemanifestation.
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2 Material und Methoden

Die nachstehend beschriebenen Versuche wurden mit Genehmigung der Bezirksregierung

Braunschweig durchgeführt (AZ 509.42502 / 01-53.03, 12.05.2003).

2.1 Versuchsaufbau

Der Versuch erstreckte sich über insgesamt 98 Tage. Zu Beginn wurden 84 weibliche, drei

Monate alte Ratten ovarektomiert. Diese erhielten über den Zeitraum von 62 Tagen Futter

auf sojafreier Basis. Aufgrund des so induzierten Östrogenmangels kam es zur Ausbildung

einer manifesten Osteoporose. Bereits in vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden,

dass weibliche Ratten drei Monate nach der operativen Entfernung der Ovarien einen Kno-

chenmasseverlust von über 50% im Bereich der metaphysären Tibia aufweisen [Wronski

et al. 1985; Seidlova-Wuttke et al. 2003 b]. Am 63. Tag erfolgte bei allen Versuchstieren

die Osteotomie der Tibiametaphyse beidseits mit anschlieÿender osteosynthetischer Ver-

sorgung. Postoperativ wurden die Ratten in sechs Testgruppen und eine Kontrollgruppe

zu je zwölf Tieren aufgeteilt. Ab diesem Zeitpunkt erhielten die Testgruppen ihren grup-

penspezi�schen Wirksto�. Zusätzlich wurden den Tieren im Rahmen einer Polychromen

Sequenzmarkierung (siehe 2.10, S. 47) vier verschiedene Fluorochrome (XO, CG, AK, TC)

zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Frakturheilung verabreicht. Die Obduktion der Tiere

erfolgte am 98. Versuchstag bzw. 35 Tage nach der Osteotomie. Anschlieÿend wurden an

den präparierten Tibiae biomechanische und morphologische Untersuchen durchgeführt.

* Die Kombination aus Ovarektomie und sojafreiem Futter führt bei Ratten innerhalb von 3 Monaten zu

einer manifesten Osteoporose [Wronski et al. 1985; Seidlova-Wuttke et al. 2003 b].

Abbildung 2: Versuchsaufbau
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Tabelle 7: Testgruppen und Substanzen mit Abkürzungen

Testgruppe / Substanz Abkürzung

Kontrollgruppe C
Estradiol (Estradiolbenzoat) E2
Raloxifen R
Cimicifuga racemosa CR
Equol EQ
Genistein GEN
Parathormon (PTH(1-34)) PTH

Tabelle 8: Gruppenzuordnung der Tiere

Tiernummer Testgruppe [Kä�gnr.]

01 - 12 C [01 - 03]
13 - 24 E2 [04 - 06]
25 - 36 R [07 - 09]
37 - 48 CR [10 - 12]
49 - 60 EQ [13 - 15]
61 - 72 GEN [16 - 18]
73 - 84 PTH [19 - 21]

2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Die Versuche wurden mit 84 weiblichen Ratten der Rasse Sprague-Dawley (Zuchtanstalt

Fa. Winkelmann, Borken, Deutschland) durchgeführt. Zu Versuchsbeginn waren die Tiere

drei Monate alt. Das durchschnittliche Körpergewicht (KG) betrug 233,8 g (211-262 g).

Die Haltung der Ratten erfolgte in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung des

Universitätsklinikums Göttingen. Während des gesamten Versuchablaufs war eine fachge-

rechte Betreuung der Versuchstiere durch Veterinäre und Tierp�eger gewährleistet. Für

die Unterbringung in Gruppen von drei bis fünf Tieren wurden Makrolon®-Kä�ge vom

Typ IV verwendet. Die Reinigung der Kä�ge erfolgte alle drei Tage. Futter und Wasser

standen zur freien Verfügung. Die Raumtemperatur betrug 20 °C bei einer relativen Luft-

feuchtigkeit von 55%. Mit einer Periodik von 12 h wurde zwischen Tag (Beleuchtung) und

Nacht (keine Beleuchtung) gewechselt. Der Futterverbrauch wurde zweimal pro Woche,

das Körpergewicht der Tiere wöchentlich einmal bestimmt. Zusätzliche Messungen erfolg-

ten vor Ovarektomie, Osteotomie/Osteosynthese und Obduktion (siehe Tab. 14, S. 54).
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2.3 Ovarektomie

Die Tiere wurden zunächst mit CO2 sediert und anschlieÿend mit einem Gemisch aus

Ketamin (Medistar, Holzwickede, Deutschland) und Xylazin (Riemser, Greifswald-Insel

Riems, Deutschland) im Verhältnis 5:3 intraperitoneal narkotisiert. Die Dosierung erfolgte

anhand des Körpergewichtes (0,01ml/gKG). Nach Rasur und Desinfektion des Operati-

onsgebietes wurde die Haut paravertebral erö�net, bis zum Peritoneum in die Tiefe prä-

pariert und die Bauchhöhle erö�net. Mit einer Pinzette wurde das ipsilaterale Ovar samt

angrenzender Strukturen exploriert, die Tuba uterina ligiert und das Ovar anschlieÿend

scharf abgetrennt. Der Peritonealverschluss erfolgte mit Vicryl-Fäden (Ethicon, Johnson

& Johnson, Norderstedt, Deutschland), der Hautverschluss mit Klammern (Michel wound

brackets 12 x 3mm, Gebrüder Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland). Auf der

kontralateralen Körperseite wurde entsprechend verfahren.

Um im Versuchsverlauf jedes Tier gut identi�zieren zu können, erhielten alle Tiere einen

Transponder (Uno Micro-Id-System, Iso-Transponder (12mm), UNO Roestvaststaal BV,

Zevenaar, Niederlande). Diese wurden mit Hilfe eines Injektors im subkutanen Fettgewebe

des Nackens platziert.

Zur Prävention eines postoperativen Volumenmangels erhielten alle Tiere nach der Ope-

ration s.c. 3ml isotone Kochsalzlösung. Abschlieÿend wurden sie in einen mit Zellsto�

ausgekleideten, gewärmten Kä�g gelegt und bis zum Erwachen beobachtet.

2.4 Osteotomie und Osteosynthese

Die Narkose erfolgte analog zu 2.3. Beide Hinterläufe der Ratten wurden rasiert und desin-

�ziert. Anschlieÿend erfolgte ein 3 cm langer Hautschnitt über der medio-ventralen Tibia.

Dann wurden die Muskulatur und die ventrale Tibiakante dargestellt und die Beugemus-

kulatur unter Schonung des Periosts scharf vom Knochen abgetrennt.

Im nächsten Schritt wurde eine 5-Loch-Leibinger-Platte aus Titan (57-05140 XS-Titan-

�xationsplatte T-Form 90°, Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) am Knochen manuell �-

xiert, sodass die beiden proximalen Plattenlöcher in Höhe der Epiphyse lagen. Nun wurde

zunächst der poximale zephale Schraubenkanal vorgebohrt und zur leichten Fixierung der

Platte mit einer Schraube besetzt (vgl. Abb. 3). Mit dem am weitesten distal gelegenen

Kanal wurde entsprechend verfahren. Dann erfolgte die Bohrung des proximalen kauda-

len und des zweiten distalen Schraubenkanals, ohne folgende Besetzung mit Schrauben.

Im Bereich des Plattenlochs über der geplanten Osteotomielinie wurde keine Bohrung

vorgenommen.

Anschlieÿend entfernte der Operateur das Osteosynthesematerial temporär und führte

die Osteotomie unter Schonung angrenzender Weichteilstrukturen mit gepulstem Ultra-

schall (OT 7 Piezosurgery®, Mectron Medical Technology, Carasco, Italien) durch. Die
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1=proximales zephales Plattenloch; 2=proximales kaudales Platten-

loch; 3= osteotomienahes distales Plattenloch; 4=osteomiefernes dis-

tales Plattenloch; der Osteotomiespalt ist als rote Linie eingetragen

Abbildung 3: Osteotomie und Osteosynthese. Rechte Tibia und Fibula der Ratte;
Ansicht von medial

Osteomielinie war dabei mittig zwischen den zwei proximalen und den zwei distalen Bohr-

kanälen lokalisiert (ca. 7mm distal des Tibiaplateaus; vgl. Abb. 3). Nach der Osteotomie

wurde die Titanplatte proximal mit zwei 7mm 1.1er Schrauben und distal mit jeweils

einer 5mm und einer 4mm 1.1er Schraube re�xiert.

Durch dieses Operationsverfahren, bei der die Position der Platte durch Bohren der

Schraubenkanäle vor Durchführung der Osteotomie festgelegt wird, verbleibt ein stan-

dardisierter Osteotomiespalt von 0,5mm. Dies entspricht der Dicke des verwendeten OT

7 Piezosurgery®-Sägeblattes.

Abschlieÿend wurde die Beugemuskulatur mittels 4.0 Vicryl Naht (Ethicon, Johnson &

Johnson, Norderstedt, Deutschland) readaptiert und die Haut durch Klammerung (Michel

wound brackets 12 x 3mm, Gebrüder Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland)

verschlossen.

Am kontralateralen Hinterlauf wurde entsprechend vorgegangen.

Nach der Operation erhielten die Tiere einmalig s.c. Decentan (5mg/kgKG, Merck, Darm-

stadt, Deutschland) und 3ml isotone NaCl-Lösung. Anschlieÿend wurden sie in einen mit

Zellsto� ausgekleideten, gewärmten Kä�g gelegt und bis zum Erwachen beobachtet.

Während der folgenden zwei Tage wurde den Tieren zur Schmerzmedikation zweimal täg-

lich Rimadyl s.c. (4mg/kgKG, P�zer, Karlsruhe, Germany) verabreicht.

In der weiteren Arbeit werden, orientiert an der zuvor beschriebenen Lage des Osteosyn-

thesematerials, die Begri�e �Plattenebene� und �Schraubenebene� verwendet. Die Platte-

nebene ist durch die �ächige Ausbreitung der 5-Loch-Leibinger-Platte über der medio-

ventralen Tibia de�niert. Die Schraubenebene steht im rechten Winkel zu dieser und

entspricht der Ebene, in der die Bohrkanäle verlaufen.
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2.5 Futter und Testsubstanzen

Als Basisfutter erhielten alle Tiere über den gesamten Versuchszeitraum sojafreie Nahrung

(ssni� SM R/M, 10mm-Pellets; ssni� Spezialitäten GmbH, Soest, Deutschland). Bei den

Versuchsgruppen, die ihren gruppenspezi�schen Wirksto� oral aufnehmen sollten (E2, R,

CR, EQ, GEN), wurde das Basisfutter nach der Osteotomie durch den entsprechenden

Futterzusatz ergänzt (siehe Tab. 9) und über fünf Wochen bis zur Obduktion verabreicht.

Allein Parathormon (PTH(1-34)) wurde in diesem Versuch subkutan appliziert. Die Tie-

re der Testgruppe PTH erhielten über den gleichen Zeitraum eine tägliche Dosis von

0,014mg. Die Wirksto�e, mit Ausnahme des PTHs, wurden freundlicherweise von der Ab-

teilung �Klinische und Experimentelle Endokrinologie� (Leitung: Herr Prof. W. Wuttke)

zur Verfügung gestellt.

Tab. 10 gibt detaillierte Informationen über den Futterverbrauch in den einzelnen Kä�gen

und die daraus errechnete durchschnittliche tägliche Wirksto�aufnahme pro Tier.

Tabelle 9: Wirksto�konzentration im Futter

Testsubstanz Konzentration im Futter [g/kg Futter]

E2 0,0100
R 0,1665
CR 1,6500
EQ 0,4000
GEN 1,0000



2 MATERIAL UND METHODEN 36

Tabelle 10: Futter- und Wirksto�aufnahme

Kä�g Anzahl Testgruppe Futterverbrauch Wirksto�aufnahme pro

der Tiere pro Kä�g Tier und Tag

[g/35d] [mg/d]

1 4 C 2080 0
2 4 C 2161 0
3 4 C 2074 0
4 5 E2 1682 0,096*
5 4 E2 1312 0,094*
6 3 E2 1071 0,102*
7 4 R 1680 1,998*
8 4 R 1798 2,138*
9 4 R 1611 1,916*
10 4 CR 1850 21,804*
11 4 CR 1869 22,028*
12 4 CR 1853 21,839*
13 4 EQ 1892 5,406*
14 4 EQ 1824 5,211*
15 4 EQ 1878 5,366*
16 4 GEN 1953 13,950*
17 4 GEN 2011 14,364*
18 4 GEN 2008 14,343*
19 4 PTH 1995 0,014
20 4 PTH 1939 0,014
21 4 PTH 1923 0,014

*durchschnittlicher Wert; aus �Futterverbrauch pro Kä�g� berechnet

2.6 Obduktion

Die Obduktion erfolgte am 35. Tag nach der Osteotomie. Dazu wurden die Tiere zunächst

mit CO2 sediert und anschlieÿend dekapitiert. Eine der beiden randomisiert ausgewählten

Tibiae wurde im Kniegelenk und oberen Sprunggelenk exartikuliert und unter Erhalt des

Verbundes aus Tibia und Fibula sorgsam freipräpariert. Anschlieÿend erfolgte die Ent-

fernung des Osteosynthesematerials. Bis zum Beginn der nachfolgenden Untersuchungen

wurden die gewonnenen Präparate bei -20 °C gelagert. Der Kallus der kontralateralen

Tibia wurde zur späteren genanalytischen Untersuchung bei -80 °C gelagert.

2.7 Röntgenbilder

Die Röntgenbilder wurden mit einem Faxitron-Röntgengerät (Modell-Nr. 43855A, Fa-

xitron X-ray system, Hewlett-Packard, San Diego, USA) auf AGFA-Film (AGFA Struc-

turix D4 DW ETE ISO 9001, AGFA Graphics Germany GmbH & Co. KG, Düsseldorf,
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Deutschland) angefertigt. Die Belichtung erfolgte bei einer Röhrenspannung von 40 kV

und einer Stromstärke von 0,3mA über 6min. Der Verbund aus Tibia und Fibula wurde

in Schrauben- und Plattenebene geröntgt.

Die Bewertung der Röntgenbilder erfolgte unter nachstehenden Kriterien:

1. Achse in Plattenebene: Kalluswinkel zwischen proximalem und distalem Tibiaanteil

in Plattenebene (in Winkelgrad)

2. Achse in Schraubenebene: Kalluswinkel zwischen proximalem und distalem Tibiaan-

teil in Schraubenebene (in Winkelgrad)

3. Fibulafraktur: Liegt eine akzessorische Fibulafraktur vor? Falls dies der Fall ist, kann

zusätzlich entschieden werden, ob es sich dabei um eine alte, intravitale Fraktur

(Kallusbildung) oder um eine frische, postmortale Fraktur (keine Kallusbildung)

handelt.

4. Kallus: Umfang der Kallusbildung? Mineralisierung des Kallusgewebes? Ist der Frak-

turspalt überbrückt? Hat sich eine Pseudarthrose ausgebildet?

5. Infektzeichen: Zeigen sich im Röntgenbild Zeichen einer Infektion?

2.8 Biomechanischer Test

2.8.1 Prinzip des biomechanischen Tests

Das Ziel dieses Tests besteht darin, von der Frakturüberbrückung ein biomechanisches

Pro�l zu erstellen. Dazu übte der Untersucher mittels einer Werksto�prüfmaschine eine

Kraft orthogonal zur Längsachse der Tibia aus. Als Angri�spunkt wurde die ventrale

Tibiakante auf Höhe der früheren Osteotomielinie gewählt. Während der Prüfung wurde

die einwirkende Kraft gegen den Weg (Durchbiegen der Tibia) aufgetragen.

2.8.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Vor Versuchsbeginn wurde der zu prüfende Knochen über fünf Stunden aufgetaut. Um

ein Verkippen oder Verrutschen während der mechanischen Prüfung zu verhindern, wur-

de der Verbund aus Tibia und Fibula anschlieÿend horizontal in einem Hartgipsbett (GC

Fujirock® EP; GC EUROPE N.V., Leuven, Belgien) gelagert. Dabei sollte die Fibula

komplett durch Gips bedeckt sein. Der Tibia wurde nur im Bereich der Kondylen und der

distalen tibio�bularen Synostose eine Au�age�äche gescha�en (siehe Abb. 4). So konnte

ein freies Schwingen im Bereich der metaphysären Frakturüberbrückung, des Tibiaschaf-

tes und der distalen Meta- und Epiphyse bei zunehmender Krafteinwirkung (vgl. 2.8.1)

weitgehend sichergestellt werden.
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Abbildung 4: Lagerung der Tibia im Gipsbett zur biomechanischen Prüfung

Nach dem Aushärten des Gipses spannte der Untersucher das Versuchsobjekt samt Gips-

bett in die Werksto�prüfmaschine (Typ 145660 Z020/TND Zwick/Roell, Ulm, Deutsch-

land) (siehe Abb. 5) ein. Die Kraftübertragung auf die ventrale Tibiakante erfolgte mittels

eines Rollenstempels mit zirkulärer Nut [Stürmer et al. 2006]. Für die Steuerung der Ma-

schine und die Aufzeichnung der Daten wurde die Software �testXpert®� (Zwick/Roell,

Ulm, Deutschland) verwendet.

Abbildung 5: Eingebettete Tibia in der Werksto�prüfmaschine

Im nächsten Arbeitsschritt wurde der Druckstempel direkt über der früheren Osteoto-

mielinie abgesenkt, eine Vorkraft von 1N erzeugt und die korrekte Position der ventralen

Tibiakante in der Nut der Metallrolle überprüft. Anschlieÿend startete der Untersucher die

Elastizitätsprüfung. Dabei wurde der Druck über die Metallrolle durch deren Auslenkung

(50mm/min) zunehmend erhöht und gleichzeitig ein Kraft-Weg-Diagramm aufgezeichnet.

Der Kurvenverlauf konnte vom Untersucher während des Tests am Monitor direkt mitver-

folgt werden. Der Versuch wurde vom Untersucher manuell abgebrochen, bevor es zu einer
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Fraktur des Kallus kam. Dies war möglich, da sich das Brechen des Knochens durch einen

Steigungsabfall des zuvor linearen Kurvenverlaufs im Kraft-Weg-Diagramm vorankündigt

(siehe 2.8.3). Nach Abschluss der Versuche wurde der Knochen aus dem Gipsbett gelöst

und von allen Gipsresten befreit.

2.8.3 Auswertung des biomechanischen Tests

Die ermittelten Kraft-Weg-Diagramme zeichnen sich durch einen von Stürmer et al. [2006]

beschriebenen charakteristischen Kurvenverlauf aus (siehe Abb. 6). Danach ist der Graph

in zwei wesentliche Abschnitte zu unterteilen.

Abbildung 6: Typisches Kraft-Weg-Diagramm eines biomechanischen Kompressi-
onstests am Beispiel einer Rattentibia

In der ersten Phase �ndet eine elastische und somit reversible Verformung des Knochens

statt. Hierbei kommt es hauptsächlich zur Dehnung kollagener Fasern. Endet die Bela-

stung in dieser Phase, so nimmt der Knochen wieder seine ursprüngliche Form ein. Im

Kurvenverlauf zeigt sich eine lineare Steigung.

Wird durch die fortschreitende Belastung eine von Knochen zu Knochen variierende Be-

lastungsgrenze erreicht, treten Mikrofrakturen und Trabekelbrüche auf. In dieser zweiten

Phase kommt es somit zur irreversiblen, plastischen Deformation des Knochens. Im Kur-

venverlauf zeigt sich ein deutlicher Steigungsabfall. Die Grenze zwischen Phase eins und

zwei ist als Streckgrenze (engl.: yield load) de�niert.

Anschlieÿend steigt der Graph zunächst weiter an, erreicht ein Maximum (Maximalkraft)

und fällt letztendlich bei kompletter Fraktur des getesteten Knochens steil ab.

In den durchgeführten Untersuchungen wurde der Test bereits zu Beginn der zweiten

Phase durch den Untersucher manuell abgebrochen. Dadurch konnte ein Zerbrechen des
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Knochens zuverlässig verhindert werden. Ein komplett frakturiertes Präparat wäre für

weitere Untersuchungen unbrauchbar gewesen.

2.8.4 Messparameter

2.8.4.1 Elastizität X

Die Elastizität entspricht der linearen Steigung im Kraft-Weg-Diagramm während der

reversiblen, elastischen Verformung (vgl. 2.8.3).

2.8.4.2 Streckgrenze X

Die Streckgrenze entspricht der maximalen Kraft, die ein Knochen aufnehmen kann, oh-

ne dass es zu bleibenden strukturellen Veränderungen kommt. Sie stellt somit die Gren-

ze zwischen reversibler, elastischer Verformung und irreversibler, plastischer Verformung

dar. In Korrelation �ndet sich im Kraft-Weg-Diagramm eine deutliche Abnahme der zu-

vor linearen Steigung (vgl. 2.8.3). Um die Streckgrenze zu bestimmen, muss zunächst die

Regressionsgerade des linearen Kurvenabschnitts und dessen Standardabweichung ermit-

telt werden. Ein Steigungsabfall um mehr als die doppelte Standardabweichung wird als

Streckgrenze gewertet [Stürmer et al. 2006].

2.9 Mikroradiographie

2.9.1 Histologische Aufarbeitung und Anfertigung der Mikroradiographien

Nach dem biomechanischen Test wurden die Tibiae über eine aufsteigende Alkoholreihe

(40%, 70%, 80%, 100% für jeweils eine Woche) entwässert und entfettet. Anschlieÿend

erfolgte die separate Einbettung der Tibiae in Rollrand�aschen (40ml; 80 x 30mm). Dazu

wurde ein Gemisch aus 1000ml Methylmethacrylsäure (MMA), 200ml Dibutylphthalat

und 29 g Benzoylperoxid verwendet. Nach einer ca. dreiwöchigen Aushärtungsphase wur-

den die MMA-Blöcke samt Tibiae aus den Flaschen gelöst und mit einer Innenlochsäge

(Leica SP 1600 Sägemikrotom; Bensheim; Deutschland) fortlaufend in 120 µm (± 10 µm)

dicke Schnitte gesägt. Als sagittale Schnittebene diente die frühere Schraubenebene (vgl.

2.4, S. 33).

Aus den gewonnenen sagittalen Schnitten jeder Tibia wurden drei zentrale, aufeinander

folgende histologische Präparate für die mikroradiographische Untersuchung ausgewählt.

Die Mikroradiographien wurden mit einem Faxitron-Röntgengerät (Modell-Nr. 43855A,

Faxitron X-ray system, Hewlett-Packard, San Diego, USA) auf Kodak Professional Film

(INDUSTREX SR45 Film ISO 9002, Rochester, New York) angefertigt. Die Belichtung
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erfolgte bei einer Röhrenspannung von 10 kV und einer Stromstärke von 0,3mA über

3min.

Für die nachfolgende Auswertung der Polychromen Sequenzmarkierung (siehe 2.10, S.

47) wurden die radiographierten Knochenschnitte mit Eukitt® (Fa. Kindler, Freiburg,

Deutschland) auf Objektträgern (52 x 76mm) eingedeckt.

2.9.2 Auswertung der Mikroradiographien

Die Mikroradiographien wurden mit einem Leica Stereomakroskop (MZ 7-5, Bensheim,

Deutschland) begutachtet. Als Lichtquelle diente eine Kaltlichtlampe (Leica KL 1500

LCD, Bensheim, Deutschland). Eine Kamera (Leica DC 300F; Bensheim; Deutschland)

ermöglichte das Einlesen der Bilder in den Computer (Intel Pentium 4, 2.6GHz) zur

anschlieÿenden morphometrischen Auswertung mit der Software Leica Quantimet QWin

2003 (Leica, Bensheim, Deutschland). Durch Vorversuche wurden die unterschiedlichen

Kon�gurationsmöglichkeiten der zuvor genannten Apparaturen ausgetestet und die fol-

genden Einstellungen für die Auswertung als optimal befunden:

Am Makroskop wurde ein 1,0er Objektiv verwendet. Alle zur Auswertung bestimmten

Strukturen konnten so bei guter Ausnutzung der Monitorgröÿe vollständig abgebildet

werden.

Die mechanische Blende der Kaltlichtlampe wurde auf Schalterposition B eingestellt und

somit eine mäÿige Blendenö�nung erreicht (A: minimale Blendenö�nung; E: maximale

Blendenö�nung). Die Temperatur der Halogenlampe betrug 2750K.

Aufgrund der unterschiedlichen Helligkeit der Mikroradiographien, die auf eine leicht vari-

ierende Dicke der geröntgen Schnittpräparate zurückzuführen ist, musste die Belichtungs-

zeit für jedes Bild individuell angepasst werden. Hierbei wurde der Bereich von 345 bis

460ms nie verlassen.

2.9.3 Algorithmus zur digitalen morphometrischen Auswertung

Die digitale morphometrische Auswertung der Mikroradiographien erfolgte mit Hilfe der

Software Leica Quantimet QWin 2003. Alle Arbeitsabläufe wurden dabei durch einen

eigens für diese Zwecke programmierten Algorithmus festgelegt. Die Auswertung der Mi-

kroradiographien erfolgte blind. So war dem Untersucher zum Zeitpunkt der Messungen

die Gruppenzugehörigkeit eines Präparates nicht bekannt.

Arbeitsschritt 1: Einlesen der Mikroradiographie

Zum Einlesen der Mikroradiographien in den Computer wurden die unter 2.9.2 beschrie-

benen Apparaturen und Einstellungen verwendet. Alle Bilder wurden so positioniert, dass

die plattennahen Knochenanteile links, die plattenfernen rechts, die proximalen oben und
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die distalen unten lagen (siehe Abb. 7). Die zu vermessenden Strukturen sollten immer auf

die gleiche Weise in einem standardisierten Messrahmen (2 x 5mm2; vertikal x horizontal)

platziert werden. Als Orientierungshilfe diente eine horizontale Linie, an der die distale

Osteotomielinie zentral auszurichten war.

Abbildung 7: Mikroradiographisches Bild mit Kennzeichnung der anatomi-
schen Ausrichtung; Testgruppe E2; Ratte 16; 16-fache Vergröÿerung

(a) Automatische Graudetektion. Die als �Kno-

chen� detektierte Fläche ist blau markiert. Nicht

detektierter Knochen ist gelb/braun dargestellt.

Die knöchernen Strukturen sind nur unvollstän-

dig von der Software erfasst.

(b) Mikroradiographie nach manueller Graude-

tektion. Alle sichtbaren knöchernen Anteile sind

von der Software als �Knochen� detektiert.

Abbildung 8: Auswertung der Mikroradiographien: Graudetektion (Arbeits-
schritt 2); Testgruppe E2; Ratte 16; 16-fache Vergröÿerung
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Arbeitsschritt 2: Graudetektion

Die Graudetektion dient der Erfassung aller sichtbaren Knochenanteile durch die Softwa-

re. Zunächst erfolgte eine automatische, computergesteuerte Detektion (siehe Abb. 8a).

Anschlieÿend hatte der Untersucher die Möglichkeit, diese durch Veränderung der Detek-

tionssensitivität zu korrigieren (siehe Abb. 8b). So wurde die Fehlinterpretation der Bilder

in Form einer Über- oder Unterdetektion verhindert.

Arbeitsschritt 3: Flächende�nition

Die De�nition der einzelnen Flächen erfolgte durch manuelles Umfahren mit dem Maus-

zeiger. Zur Kontrolle wurde die Flächengrenze als Linie (Linienstärke 2,1 Pixel entspricht

6,73 µm) aufgezeichnet. Bei Bedarf konnten im Nachhinein Korrekturen am Linienverlauf

vorgenommen werden. Zudem bestand bei Kontinuitätsunterbrechung einer Fläche die

Möglichkeit, mehrere getrennte Areale zu umfahren und zu einer Fläche zusammenzufas-

sen. Eine Mehrfachzuordnung desselben Areals zu verschiedenen Flächen wurde durch den

Algorithmus verhindert.

In Abb. 9 werden die im Folgenden beschriebenen Flächen an einem mikroradiographi-

schen Bild veranschaulicht.

Die Flächende�nition wurde in der nachstehenden Reihenfolge durchgeführt:

a. Gesamte Knochen�äche inklusive Kallus

Hierbei wurde über den Messrahmen hinaus die gesamte auszuwertende Kno-

chen�äche umfahren. Abgesprengte und dislozierte Knochenanteile konnten

so von den folgenden Messungen ausgeschlossen werden.

b. Kortikalis�äche proximal plattennah

In diesem Arbeitsschritt wurde die proximale, plattennahe Kortikalis von der

Knochengesamt�äche abgegrenzt. Die Kortikalis zeichnet sich durch eine hohe

Knochendichte aus.

c. Kortikalis�äche proximal plattenfern (vgl. Flächende�nition b)

d. Kortikalis�äche distal plattennah (vgl. Flächende�nition b)

e. Kortikalis�äche distal plattenfern (vgl. Flächende�nition b)

f. Kallus�äche plattennah

Die Abgrenzung der Kallus�äche von der Kortikalis ist bereits durch die vor-

hergehenden Arbeitsschritte erfolgt. Als Grenze zwischen dem plattennahen

und dem endostalen Kallus wurde eine mittige Verbindungslinie zwischen pro-

ximaler und distaler Kortikalis gewählt.
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g. Kallus�äche plattenfern (vgl. Flächende�nition f)

h. Kallus�äche endostal

Der endostale Kallus weist eine wesentlich höhere Knochendichte und kompak-

tere Struktur auf als die angrenzende Trabekel�äche. Eine Abgrenzung vom

kortikalen Knochen und periostalen Kallus ist bereits durch vorhergehende

Arbeitsschritte erfolgt.

i. Trabekel�äche proximal

Diese Fläche wurde durch die bereits erfolgten Arbeitsschritte freigestellt und

musste nicht gesondert umfahren werden. In manchen Präparaten grenzte ein

Schraubenkanal mit zusätzlicher Kallusbildung an diese Fläche. Hier war es

erforderlich diesen �Schraubenkallus� von der Trabekel�äche auszuschlieÿen.

j. Trabekel�äche distal (vgl. Flächende�nition i)

1=Kortikalis�äche proximal plattennah; 2=Kortikalis�äche proximal platten-

fern; 3=Kortikalis�äche distal plattennah; 4=Kortikalis�äche distal plattenfern;

5=Kallus�äche plattennah; 6=Kallus�äche plattenfern; 7=Kallus�äche endostal;

8=Trabekel�äche proximal; 9=Trabekel�äche distal

Abbildung 9: Auswertung der Mikroradiographien: Flächende�nition (Arbeits-
schritt 3); Testgruppe E2; Ratte 16; 16-fache Vergröÿerung

Arbeitsschritt 4: Kortikalisdicke distal plattennah

In diesem Arbeitsschritt wurden durch den Untersucher osteotomienah fünf Vektoren

orthogonal zur Knochenlängsachse durch die Kortikalis gelegt (siehe Abb. 10a). Diese

sollten die Grenze der Kortikalis�äche überragen. Anschlieÿend wurde die Ausdehnung

der Vektoren durch die Software auf die zuvor de�nierte Kortikalis�äche und somit auf

die tatsächliche Kortikalisdicke begrenzt.
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(a) Vektoren (weiÿe Linien) zur Be-

stimmung der Kortikalisdicke distal

plattennah

(b) Vektoren (weiÿe Linien) zur Be-

stimmung des proximalen Knochen-

durchmessers

(c) Vektoren (weiÿe Linien) zur Be-

stimmung der Kallusdicke plattennah

Abbildung 10: Auswertung der Mikroradiographien: Vektoren (Arbeitsschritt
4, 6 und 8); Testgruppe E2; Ratte 16; 16-fache Vergröÿerung

Arbeitsschritt 5: Kortikalisdicke distal plattenfern

Vergleiche Arbeitschritt 4.

Arbeitsschritt 6: Knochendurchmesser proximal der Osteotomie

Zur Bestimmung des Knochendurchmessers wurden osteotomienah fünf Vektoren ortho-

gonal zur Längsachse des proximalen Knochenanteils durch den gesamten Knochen gelegt

(siehe Abb. 10b). Die Vektoren wurden hier auf die Strecke vom plattennahen zum plat-

tenfernen Periost gekürzt. Somit wurde der Kallus nicht in den Wert des Knochendurch-

messers miteinbezogen.

Arbeitsschritt 7: Knochendurchmesser distal der Osteotomie

Vergleiche Arbeitsschritt 6.

Arbeitsschritt 8: Kallusdicke plattennah

Hierzu wurden durch den Untersucher osteotomienah zehn Vektoren orthogonal zur Kno-

chenlängsachse durch den Kallus gelegt. Fünf Vektoren wurden dabei oberhalb, fünf Vek-

toren unterhalb des früheren Osteotomiespalts platziert (siehe Abb. 10c). Diese sollten die

Grenze des Kallus überragen. Anschlieÿend wurde die Ausdehnung der Vektoren durch die

Software auf die zuvor de�nierte plattennahe Kallus�äche und somit auf die tatsächliche

Kallusdicke begrenzt.

Arbeitsschritt 9: Kallusdicke plattenfern

Vergleiche Arbeitsschritt 8.
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2.9.4 Messparameter

Aus den ermittelten Daten berechnete die Software für jeden Einzelschnitt die in Tab. 11

aufgeführten Parameter.

Tabelle 11: Messparameter der mikroradiographischen Auswertung mit Be-
rechnungsgrundlage

Messparameter [Einheit] Berechnungsgrundlage

Kortikalisdicke distal plattennah [mm] Arithmetisches Mittel der durch
Arbeitsschritt 4 ermittelten Vektorenbeträge.

Kortikalisdicke distal plattenfern [mm] Arithmetisches Mittel der durch
Arbeitsschritt 5 ermittelten Vektorenbeträge.

Knochendurchmesser proximal [mm] Arithmetisches Mittel der durch
Arbeitsschritt 6 ermittelten Vektorenbeträge.

Knochendurchmesser distal [mm] Arithmetisches Mittel der durch
Arbeitsschritt 7 ermittelten Vektorenbeträge.

Kallusdicke plattennah [mm] Arithmetisches Mittel der durch
Arbeitsschritt 8 ermittelten Vektorenbeträge.

Kallusdicke plattenfern [mm] Arithmetisches Mittel der durch
Arbeitsschritt 9 ermittelten Vektorenbeträge.

Knochen�ächendichte Kortikalis distal
plattennah [%]

Prozentualer Knochenanteil der als
�Kortikalis distal plattennah� de�nierten
Fläche.

Knochen�ächendichte Kortikalis distal
plattenfern [%]

Prozentualer Knochenanteil der als
�Kortikalis distal plattenfern� de�nierten
Fläche.

Knochen�ächendichte Kallus plattennah [%] Prozentualer Knochenanteil der als �Kallus
plattennah� de�nierten Fläche.

Knochen�ächendichte Kallus plattenfern [%] Prozentualer Knochenanteil der als �Kallus
plattenfern� de�nierten Fläche.

Knochen�ächendichte Kallus endostal [%] Prozentualer Knochenanteil der als �Kallus
endostal� de�nierten Fläche.

Knochen�ächendichte Trabekel distal [%] Prozentualer Knochenanteil der als
�Trabekel�äche distal� de�nierten Fläche.

Anzahl Trabekelkreuzungen absolut Absolute Anzahl von Trabekelkreuzungen im
Bereich der distalen Trabekel�äche.

Dichte Trabekelkreuzungen [1/mm2] Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mm2 im
Bereich der distalen Trabekel�äche.

Mittlere Trabekeldicke [µm] Arithmetisches Mittel der
Trabekeldurchmesser im Bereich der distalen
Trabekel�äche.
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2.10 Polychrome Sequenzmarkierung

2.10.1 Prinzip der Polychromen Sequenzmarkierung

Ziel der Polychromen Sequenzmarkierung (PSM) ist es, die Dynamik der Umbauvorgän-

ge im Knochen während der Frakturheilung darzustellen. Zuvor beschriebene radiologi-

sche Verfahren, wie die einfache Röntgenaufnahme und die Mikroradiographie, zeigen

nur isolierte Momentaufnahmen. Im Gegensatz dazu liefert die PSM Informationen über

Zeitpunkt, Lokalisation und Ausmaÿ von knöchernen Neubildungen. Zur Durchführung

der PSM werden den Versuchstieren intravital verschiedenfarbige Fluorochrome zu vor-

her festgelegten Zeitpunkten der Frakturheilung verabreicht. Diese bilden mit Kalzium

einen �uoreszierenden Chelatkomplex, der in aktuell mineralisierende Knochenanteile ein-

gelagert wird. Dazu zählt im vorliegenden Versuch insbesondere der zu untersuchende

Frakturkallus. Durch die zeitlich versetzte Verabreichung der verschiedenen Fluoreszenz-

farbsto�e bilden sich farblich unterschiedlich markierte Banden aus. Nach abschlieÿender

Präparation und Aufarbeitung (siehe 2.9.1, S. 40) kann dann eine quantitative Fluoreszenz-

mikroskopische Untersuchung erfolgen, in der die neu gebildeten Knochenanteile durch

entsprechende �uoreszierende Eigenschaften einem bestimmten Zeitraum der Frakturhei-

lung zugeordnet werden können.

2.10.2 Fluorochrome

Für die PSM wurden in Anlehnung an Rahn [1976] die Fluorochrome Xylenolorange

Tetranatriumsalz (XO), Calcein-Grün (CG), Alizarinkomplexon (AK) und Tetracyclin-

Hydro- chloride (TC) (alle: Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

Die Fluorochrome wurden in isotoner Kochsalzlösung (TC) bzw. destilliertemWasser (XO,

CG, AK) gelöst und anschlieÿend als Bolus subkutan verabreicht. Die genauen Dosierun-

gen werden in Tab. 12 aufgeführt. Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt beschrieben,

wird neu gebildeter Knochen durch die Einlagerung der Fluoreszenzfarbsto�e markiert.

Dabei ist zu beachten, dass nur der Knochenanteil �angefärbt� wird, der sich bis zum

Zeitpunkt der Injektion neu gebildet hat und noch nicht durch ein anderes Fluorochrom

markiert ist. Tab. 12 gibt Informationen über die Dosierung, den Applikationszeitpunkt,

den markierten Zeitraum der Frakturheilung und die in Blau�uoreszenz zu erwartende

Farbe der einzelnen Fluoreszenzfarbsto�e.
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Tabelle 12: Dosierung, Applikationstag, Markierungszeitraum und Farbe in
Blau�uoreszenz der verwendeten Fluorochrome

Fluoro- Dosierung Applikationstag Markierungszeitraum Farbe in Blau-

chrom [mg/kgKG] [Tag nach Osteotomie] [Tag nach Osteotomie] �uoreszenz

XO 90 13 00 - 13 orange

CG 10 18 14 - 18 grün

AK 30 24, 26 19 - 26 rot

TC 25 35 27 - 35 gelb

2.10.3 Auswertung der Polychromen Sequenzmarkierung

Die Betrachtung und Auswertung der histologischen Präparate (vgl. 2.9.1, S. 40) erfolg-

te mit einem Au�icht-Fluoreszenz-Stereomakroskopes (Leica Stereomakroskop MZ 7-5

mit FluoCombi III, Bensheim, Deutschland) in Blau�uoreszenz. Als Lichtquelle diente

eine Quecksilberhöchstdrucklampe mit einer Leistung von 50 Watt. Um die gewünschte

Fluorochromanregung durch blaues Licht zu erreichen, wurde ein Anregungs�lter für den

Wellenlängenbereich von 450-490 nm verwendet. Eine Kamera (Leica DC 300F, Bensheim,

Deutschland) ermöglichte das Einlesen der Bilder in den Computer (Intel Pentium 4, 2.6

GHz). Die anschlieÿende morphometrische Auswertung erfolgte mit der Software Leica

Quantimet QWin 2003 (Leica, Bensheim, Deutschland).

Durch Vorversuche wurden die unterschiedlichen Kon�gurationsmöglichkeiten der zuvor

genannten Apparaturen ausgetestet und die folgenden Einstellungen für die Auswertung

als optimal befunden:

Am Makroskop wurde ein 1,0er Objektiv verwendet. Alle zur Auswertung bestimmten

Strukturen konnten so bei guter Ausnutzung der Monitorgröÿe vollständig abgebildet

werden.

Als Belichtungszeit wurde ein Bereich von 9,7 bis 12,9 s festgelegt. Über einen Gain-Regler

(Bestandteil der Software) erfolgte eine Verstärkung der Bildhelligkeit um den Faktor drei.

2.10.4 Algorithmus zur digitalen morphometrischen Auswertung

Die digitale morphometrische Auswertung der PSM erfolgte mit Hilfe der Software Leica

Quantimet QWin 2003. Alle Arbeitsabläufe wurden dabei durch einen eigens für diese

Zwecke programmierten Algorithmus festgelegt. Die Auswertung der PSM erfolgte blind

im Hinblick auf die Versuchsgruppen. Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte

der Auswertung dargestellt.
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Arbeitsschritt 1: Einlesen des Präparates

Zum Einlesen des Präparates in den Computer wurden die unter 2.10.3 beschriebenen

Apparaturen und Einstellungen verwendet. Alle Bilder wurden so positioniert, dass die

plattennahen Knochenanteile links, die plattenfernen rechts, die proximalen oben und die

distalen unten lagen (vgl. Abb. 11). Die zu vermessenden Strukturen sollten immer auf

die gleiche Weise in einem standardisierten Messrahmen (2 x 5mm2; vertikal x horizontal)

platziert werden. Als Orientierungshilfe diente eine horizontale Linie, an der die distale

Osteotomielinie zentral auszurichten war.

Abbildung 11: Fluoreszenz-mikroskopisches Bild mit Kennzeichnung der ana-
tomischen Ausrichtung; Testgruppe E2; Ratte 16; 16-fache Vergröÿerung

Arbeitsschritt 2: Flächende�nition

Die Flächende�nition erfolgte analog zu 2.9.3 (S. 43, Auswertung der Mikroradiographien;

Arbeitsschritt 3). In Abb. 12 werden die im Folgenden beschriebenen Flächen an einem

Fluoreszenz-mikroskopischen Bild veranschaulicht.

a. Gesamte Knochen�äche inklusive Kallus

Hierbei wurde über den Messrahmen hinaus die gesamte auszuwertende Kno-

chen�äche umfahren. Abgesprengte und dislozierte Knochenanteile konnten

so von den folgenden Messungen ausgeschlossen werden.

b. Kortikalis�äche proximal plattennah

In diesem Arbeitsschritt wurde die proximale, plattennahe Kortikalis von der

Gesamtknochen�äche abgegrenzt. Die Kortikalis zeigt im Gegensatz zum Kal-

lus nur eine geringe Fluoreszenz. Der Grund dafür ist, dass in diesem Kno-

chenanteil fast keine Umbauvorgänge stattgefunden haben und somit keine

Fluorochrome eingelagert wurden.
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c. Kortikalis�äche proximal plattenfern (vgl. Flächende�nition b)

d. Kortikalis�äche distal plattennah (vgl. Flächende�nition b)

e. Kortikalis�äche distal plattenfern (vgl. Flächende�nition b)

f. Kallus�äche plattennah

Der Kallus zeichnet sich durch eine starke Fluoreszenz aus (siehe 2.10.1, S.

47). Die Abgrenzung der Kallus�äche von der Kortikalis ist bereits durch die

vorhergehenden Arbeitsschritte erfolgt. Als Grenze zwischen dem plattenna-

hen und dem endostalen Kallus wurde die mittige Verbindungslinie zwischen

proximaler und distaler Kortikalis gewählt.

g. Kallus�äche plattenfern (vgl. Flächende�nition f)

h. Kallus�äche endostal

Der endostale Kallus weist eine wesentlich stärkere Fluoreszenz und kompak-

tere Struktur als die angrenzende Trabekel�äche auf. Eine Abgrenzung vom

kortikalen Knochen und periostalen Kallus ist bereits durch vorhergehende

Arbeitsschritte erfolgt.

i. Trabekel�äche proximal

Diese Fläche wurde durch die Arbeitsschritte (a) bis (h) freigestellt und mus-

ste nicht gesondert umfahren werden. In manchen Präparaten grenzte ein

Schraubenkanal mit zusätzlicher Kallusbildung an diese Fläche. Hier war es

erforderlich diesen �Schraubenkallus� von der Trabekel�äche auszuschlieÿen.

j. Trabekel�äche distal (vgl. Flächende�nition i)



2 MATERIAL UND METHODEN 51

1=Kortikalis�äche proximal plattennah; 2=Kortikalis�äche proximal platten-

fern; 3=Kortikalis�äche distal plattennah; 4=Kortikalis�äche distal plattenfern;

5=Kallus�äche plattennah; 6=Kallus�äche plattenfern; 7=Kallus�äche endostal;

8=Trabekel�äche proximal; 9=Trabekel�äche distal

Abbildung 12: Fluoreszenz-mikroskopisches Bild mit Kennzeichnung der ana-
tomischen Flächenzuordung und der Farb-Fluorochrom-Zuordnung; Testgrup-
pe E2; Ratte 16; 16-fache Vergröÿerung

Arbeitsschritt 3: Flächen-Fluorochrom-Zuordnung

In diesem Arbeitsschritt fand nur die plattennahe, die plattenferne und die endostale

Kallus�äche Berücksichtigung. Entsprechend der zuvor beschriebenen Arbeitsweise wur-

den Areale mit gleichen �uoreszierenden Eigenschaften von der Gesamt�äche abgegrenzt,

gruppiert und dem jeweiligen Fluorochrom zugeordnet (vgl. Abb. 12). Durch den Algo-

rithmus war die Reihenfolge der Flächen-Fluorochrom-Zuordnung (XO ⇒ CG ⇒ AK ⇒
TC) vorgegeben.

Bei der Begutachtung der Präparate zeigten sich viele kleine XO-Flächen, die von CG

markiertem Knochen umgeben waren. Diese XO-Flächen konnten nur bei hoher mikro-

skopischer Au�ösung sichtbar gemacht werden. Eine Detektion und damit quantitative

Analyse durch das zuvor beschriebene Verfahren war dahingegen nicht möglich. Demzu-

folge konnte nur die CG-, AK- und TC-Fläche ermittelt werden. Im Kallus eingeschlossene,

nicht kalzi�zierte Flächen wurden keinem der Fluorochrome zugeordnet.

2.10.5 Messparameter

Aus den ermittelten Daten errechnete die Software für jeden Einzelschnitt die in Tab. 13

aufgeführten Parameter.
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Tabelle 13: Messparameter der Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung

Messparameter [Einheit] Berechnungsgrundlage

Gesamt�äche Kallus plattennah [mm2] Absolute Fläche des gesamten
plattennahen Kallus.

CG-Fläche Kallus plattennah [mm2] Absolute Fläche des CG-markierten
plattennahen Kallus.

AK-Fläche Kallus plattennah [mm2] Absolute Fläche des AK-markierten
plattennahen Kallus.

TC-Fläche Kallus plattennah [mm2] Absolute Fläche des TC-markierten
plattennahen Kallus.

Gesamt�äche Kallus plattenfern [mm2] Absolute Fläche des gesamten
plattenfernen Kallus.

CG-Fläche Kallus plattenfern [mm2] Absolute Fläche des CG-markierten
plattenfernen Kallus.

AK-Fläche Kallus plattenfern [mm2] Absolute Fläche des AK-markierten
plattenfernen Kallus.

TC-Fläche Kallus plattenfern [mm2] Absolute Fläche des TC-markierten
plattenfernen Kallus.

Gesamt�äche Kallus endostal [mm2] Absolute Fläche des gesamten endostalen
Kallus.

CG-Fläche Kallus endostal [mm2] Absolute Fläche des CG-markierten
endostalen Kallus.

AK-Fläche Kallus endostal [mm2] Absolute Fläche des AK-markierten
endostalen Kallus.

TC-Fläche Kallus endostal [mm2] Absolute Fläche des TC-markierten
endostalen Kallus.

Additivkallus [mm2] Absolute Kallus�äche. Summe der
plattennahen, plattenfernen und
endostalen Kallus�äche.

2.11 Benutzerspezi�tät und Reproduzierbarkeit der Messergeb-

nisse

Die unter 2.9.2 (S. 41) und 2.10.3 (S. 48) beschriebenen Auswertmethoden sind aufgrund

vieler manueller Arbeitsschritte, die nicht vom Computer übernommen werden konnten,

maÿgeblich durch den Untersucher beein�usst. Um benutzerbedingte Messschwankungen

auf ein Minimum zu reduzieren, wurden alle Präparate durch denselben Untersucher aus-

gewertet. Zudem erfolgte vor Beginn der Untersuchungen eine Überprüfung der Messer-

gebnisse auf Reproduzierbarkeit. Dazu wurden fünf Präparate an fünf aufeinander folgen-

den Tagen wiederholt ausgewertet. Die Abweichung der Einzelergebnisse vom Mittelwert

durfte dabei den Wert von ± 10% nicht überschreiten. Diese Bedingung wurde für alle

Messparameter erfüllt.
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2.12 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism (Version 4.00c,

April 2003, GraphPad Software, San Diego, USA) durchgeführt. Nach Testgruppen ge-

trennt, erfolgte für jeden unter 2.8.4 (S. 40), 2.9.4 (S. 46) und 2.10.5 (S. 51) beschrie-

benen Messparameter zunächst eine Prüfung der Ergebnisse auf Gauÿ'sche Normalver-

teilung. Diese konnte für alle Daten nachgewiesen werden. Anschlieÿend wurden jeweils

Mittelwert und Standardabweichung ermittelt. Zur Prüfung der Ergebnisse auf signi�-

kante Unterschiede zwischen den Testgruppen wurde die Kombination aus univarianter

Varianzanalyse (one-way ANOVA) und Tukey-Kramer post-hoc-Test gewählt. In der nach-

folgenden Ergebnispräsentation wird das Signi�kanzniveau �p≤ 0,05 = signi�kant = *�

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Körpergewicht

Tabelle 14: Entwicklung des durchschnittlichen Körpergewichts in den einzel-
nen Testgruppen

Testgruppe KG [g] bei KG [g] bei KG [g] bei
Ovarektomie Osteotomie Obduktion

C 228,8 ± 14,04 347,6 ± 19,97 342,2 ± 19,91
E2 238,0 ± 12,53 347,8 ± 16,06 280,3 ± 12,05
R 233,7 ± 06,33 339,3 ± 14,41 291,3 ± 24,13
CR 235,9 ± 11,83 332,5 ± 26,18 317,3 ± 23,31
EQ 233,1 ± 08,74 321,3 ± 25,53 308,8 ± 24,28
GEN 232,7 ± 10,74 344,7 ± 36,44 330,7 ± 38,02
PTH 234,1 ± 08,17 330,3 ± 13,52 324,9 ± 19,38

Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung; KG = Körpergewicht

Zu Beginn der Versuche betrug das durchschnittliche Körpergewicht aller Tiere 233,8 g.

Neun Wochen nach Ovarektomie zeigte sich eine Zunahme des mittleren Gewichts um

44,4% auf 337,7 g, die durch Körperwachstum und den Mangel an Östrogen hervorgeru-

fen wurde. So ist bekannt, dass ein Östrogende�zit bei Ratten zu verminderter Aktivität

und vermehrter Nahrungsaufnahme führt und so das Körpergewicht ansteigen lässt [Asa-

rian und Geary 2006; Roepke 2009]. Bis zum Zeitpunkt der Osteotomie unterschieden

sich die Gewichte der einzelnen Tiere nur wenig. Dies änderte sich nach der Osteotomie

durch die Wirkung der gruppenspezi�schen Testsubstanzen. So kam es beispielsweise in

der Gruppe E2 zu einer massiven Abnahme des durchschnittlichen Körpergewichts um

67,5 g durch die Umkehrung des zuvor beschriebenen E�ekts der Ovarektomie. Das Ge-

wicht in der Kontrollgruppe C blieb dahingegen fast konstant. Um dieser unterschiedlichen

Gewichtsentwicklung der verschiedenen Versuchsgruppen gerecht zu werden, wurde der

biomechanische Test zusätzlich unter Berücksichtigung des Körpergewichts ausgewertet.

Hinsichtlich der Knochengröÿe und des Knochendurchmessers (vgl. 3.4.4, S. 63 und 3.4.5,

S. 63) zeigten sich zwischen den Testgruppen keine bedeutsamen Unterschiede, sodass die

histomorphometrischen Untersuchungen unabhängig vom Körpergewicht bewertet wur-

den.

3.2 Röntgenbilder

Alle Röntgenbilder der Tibiae wurden anhand der unter 2.7 (S. 36) aufgeführten Kriterien

untersucht. Von den 84 Knochen waren 71 geheilt (siehe Abb. 13 und 14). 13 Tibiae
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zeigten eine rein bindegewebige Frakturüberbrückung (Pseudarthrose). Diese Knochen

wurden von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. O�ensichtlich ist hier die Bewertung

der biomechanischen Eigenschaften und die Untersuchung des knöchernen Kallus durch

graphische Verfahren nicht sinnvoll.

Präparate mit akzessorischer, intravitaler Fibulafraktur mussten ebenfalls von weiteren

Untersuchungen ausgeschlossen werden. Die aus der zusätzlichen Fraktur resultierende

primär hohe Instabilität hat zu einer gesteigerten interfragmentären Beweglichkeit mit

Anregung der Kallusbildung geführt (vgl. 1.2.2.2, S. 7). Bei sehr hoher Instabilität kam es

sogar zu einer Lockerung des Osteosynthesematerials, mit Folge einer deutlichen Achsab-

weichung zwischen proximalem und distalem Tibiafragment in Platten- und/oder Schrau-

benebene von mehr als 40° bis maximal 88°. Es ist davon auszugehen, dass bei den betrof-

fenen Knochen der Ein�uss der Testsubstanzen auf die Kallusbildung geringer ist als der

Ein�uss der biomechanischen Kräfte.

Orientiert an den zuvor aufgeführten Ausschlusskriterien, wurden aus C und E2 jeweils

fünf, R und CR jeweils drei, EQ zwei, GEN sechs und PTH vier Knochen nicht weiter

untersucht.

In keinem der Röntgenbilder fanden sich Anzeichen einer Infektion.

Abbildung 13: Röntgenbild einer Tibia mit Osteosynthesematerial; fünf Wo-
chen nach Osteotomie; in Plattenebene (links) und Schraubenebene (rechts)
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Abbildung 14: Röntgenbild einer Tibia nach Entferung des Osteosynthesema-
terials; fünf Wochen nach Osteotomie; in Schraubenebene

3.3 Biomechanischer Test

3.3.1 Auswertung und Ergebnispräsentation des biomechanischen Tests

Nachstehend werden die Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests aufgeführt.

Hierbei erfolgt zunächst eine Präsentation in Form von Säulendiagrammen unter Angabe

der Mittelwerte, Standardabweichungen und Signi�kanzen. Signi�kante (p≤ 0,05 = *) Un-

terschiede zwischen den Gruppen werden in Kästchen oberhalb der Säulen angegeben. So

bedeutet beispielsweise die Angabe [PTH *], dass sich der Wert der zugehörigen Testgrup-

pe signi�kant von PTH unterscheidet. Am Ende des Kapitels �ndet sich eine tabellarische

Zusammenfassung aller ermittelten Ergebnisse (siehe Tab. 15, S. 59).
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3.3.2 Elastizität

Abbildung 15: Messergebnisse für den Parameter 'Elastizität'

PTH zeichnet sich durch eine alle Vergleichsgruppen deutlich übertre�ende Elastizität aus.

So besteht ein signi�kanter Unterschied zu C, E2, R, CR, EQ und GEN. Die geringste

Elastizität zeigt der Kallus der Kontrollgruppe C.

Abbildung 16: Messergebnisse für den Parameter 'Elastizität in Bezug auf
das Körpergewicht'

Setzt man den Meÿwert Elastizität in Bezug auf das Körpergewicht, so wird der beste

Wert wiederum von PTH erreicht. Signi�kante Unterschiede zeigen sich jedoch nicht mehr

zu allen Vergleichsgruppen. So sind lediglich die Werte der Testgruppen C, CR und GEN

signi�kant niedriger. Der geringste Wert wird von der Kontrollgruppe C erreicht.
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3.3.3 Streckgrenze

Abbildung 17: Messergebnisse für den Parameter 'Streckgrenze'

Den höchsten ermittelten Wert erreicht wiederum die Gruppe PTH. Dieser unterscheidet

sich von C, CR und GEN signi�kant. Die niedrigste Streckgrenze zeigt die Gruppe CR,

dicht gefolgt von C.

Abbildung 18: Messergebnisse für den Parameter 'Streckgrenze in Bezug auf
das Körpergewicht'

Bezieht man bei der Streckgrenze das Körpergewicht mit ein, so bleibt der signi�kante

Unterschied für C, CR und GEN gegenüber PTH bestehen. Zusätzlich zeigen R und EQ

signi�kant höhere Werte als C. Der niedrigste Wert wird von der Kontrollgruppe erreicht.
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Tabelle 15: Ergebnisse des biomechanischen Tests

EL [N/mm] EL/KG [N/mm/g] Streckgrenze [N] Streckgrenze/KG [N/g]

C 121,4 ± 47,08 0,36 ± 0,13 76,41 ± 18,83 0,23 ± 0,05
E2 147,9 ± 39,38 0,53 ± 0,14 93,84 ± 29,68 0,33 ± 0,10
R 156,9 ± 41,18 0,53 ± 0,13 100,3 ± 28,37 0,34 ± 0,11*
CR 129,8 ± 44,93 0,42 ± 0,16 76,21 ± 14,91 0,24 ± 0,05
EQ 167,8 ± 59,90 0,55 ± 0,19 102,6 ± 15,81 0,33 ± 0,04*
GEN 144,5 ± 61,52 0,42 ± 0,14 84,76 ± 20,00 0,25 ± 0,04
PTH 249,8 ± 63,26*# 0,77 ± 0,19* 127,7 ± 16,84* 0,39 ± 0,06*
Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung; KG = Körpergewicht, EL = Elastizität,

* = (p<0,05 vs. C); # = (p<0,05 vs. E2)

3.4 Mikroradiographie

3.4.1 Auswertung und Ergebnispräsentation der Mikroradiographie

In Abb. 19 und 20 werden repräsentative mikroradiographische Bilder der einzelnen Ver-

suchsgruppen dargestellt. Die korrespondierenden Fluoreszenz-mikroskopischen Bilder �n-

den sich unter 3.5.1 (S. 71).

Bereits bei bloÿer Betrachtung der Mikroradiographien zeigten sich deutliche Unterschiede

zwischen den Testgruppen. PTH hob sich in besonderem Maÿe von allen anderen Gruppen

ab.

Die Parathormon-Applikation führte bei allen Knochen zu einer deutlichen Zunahme der

Kallusdichte, der Kallus�äche und zur Verdickung der metaphysären Trabekel. Dadurch

verschwammen im mikroradiographischen Präparat die Grenzen zwischen dem Kallus, der

proximalen und der distalen Trabekel�äche. Dies machte eine Di�erenzierung zwischen

metaphysären Trabekeln und knöchernem Kallus für die Software der quantitativen Aus-

wertung unmöglich. Folglich konnten in der Testgruppe PTH keine quantitativen Daten

über die Trabekel gewonnen werden. Zu den betro�enen Messwerten zählen: �Knochen�ä-

chendichte Trabekel distal�, �Anzahl Trabekelkreuzungen absolut�, �Dichte Trabekelkreu-

zungen�, �Mittlere Trabekeldicke�. Diese sind im Folgenden durch �n.a.� (nicht angegeben)

gekennzeichnet.

Nachstehend werden die Ergebnisse der mikroradiographischen Auswertung aufgeführt.

Hierbei erfolgt zunächst eine Präsentation in Form von Säulendiagrammen unter Angabe

der Mittelwerte, Standardabweichungen und Signi�kanzen (vgl. 3.3.1, S. 56). Am Ende

des Kapitels �ndet sich eine tabellarische Zusammenfassung aller ermittelter Ergebnisse

(siehe Tab. 16, S. 70).
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(a) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe C;

Ratte Nr. 4; 16-fache Vergröÿerung

(b) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe E2;

Ratte Nr. 16; 16-fache Vergröÿerung

(c) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe R;

Ratte Nr. 32; 16-fache Vergröÿerung

(d) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe CR;

Ratte Nr. 37; 16-fache Vergröÿerung

Abbildung 19: Repräsentative mikroradiographische Bilder der Testgruppen
C, E2, R und CR
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(a) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe EQ;

Ratte Nr. 57; 16-fache Vergröÿerung

(b) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe GEN;

Ratte Nr. 67; 16-fache Vergröÿerung

(c) Mikroradiographisches Bild aus der Testgruppe PTH;

Ratte Nr. 76; 16-fache Vergröÿerung

Abbildung 20: Repräsentative mikroradiographische Bilder der Testgruppen
EQ, GEN und PTH
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3.4.2 Kortikalisdicke distal plattennah

Abbildung 21: Messergebnisse für den Parameter 'Kortikalisdicke distal plat-
tennah'

Die distale plattennahe Kortikalisdicke ist bei allen Gruppen annähernd gleich. Es zeigen

sich keine signi�kanten Unterschiede zwischen den Testgruppen.

3.4.3 Kortikalisdicke distal plattenfern

Abbildung 22: Messergebnisse für den Parameter 'Kortikalisdicke distal plat-
tenfern'

Bezüglich der distalen plattenfernen Kortikalisdicke zeigen sich keine signi�kanten Unter-

schiede zwischen den Testgruppen.
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3.4.4 Knochendurchmesser proximal

Abbildung 23: Messergebnisse für den Parameter 'Knochendurchmesser pro-
ximal'

Der proximale Knochendurchmesser der Testgruppe EQ ist gegenüber PTH und GEN

signi�kant verringert. Alle weiteren Gruppen unterscheiden sich nur wenig.

3.4.5 Knochendurchmesser distal

Abbildung 24: Messergebnisse für den Parameter 'Knochendurchmesser di-
stal'

Der distale Knochendurchmesser erweist sich über alle Gruppen hinweg als relativ kon-

stante Gröÿe. Es zeigen sich keine signi�kanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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3.4.6 Kallusdicke plattennah

Abbildung 25: Messergebnisse für den Parameter 'Kallusdicke plattennah'

Die höchsten Werte für die plattennahe Kallusdicke werden von den Gruppen EQ und

PTH erreicht. Beide Gruppen unterscheiden sich von E2 und CR signi�kant.

3.4.7 Kallusdicke plattenfern

Abbildung 26: Messergebnisse für den Parameter 'Kallusdicke plattenfern'

PTH zeichnet sich durch eine alle Gruppen übertre�ende plattenferne Kallusdicke aus.

Ein signi�kanter Unterschied besteht gegenüber E2, R, CR, EQ und GEN.
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3.4.8 Knochen�ächendichte Kortikalis distal plattennah

Abbildung 27: Messergebnisse für den Parameter 'Knochen�ächendichte Kor-
tikalis distal plattennah'

Bei C und GEN ist im Vergleich zu PTH die Knochen�ächendichte der distalen platten-

nahen Kortikalis signi�kant niedriger. Weitere signi�kante Unterschiede bestehen nicht.

3.4.9 Knochen�ächendichte Kortikalis distal plattenfern

Abbildung 28: Messergebnisse für den Parameter 'Knochen�ächendichte Kor-
tikalis distal plattenfern'

Die Knochen�ächendichte der distalen plattenfernen Kortikalis von C, CR und GEN ist

signi�kant niedriger als die von PTH. Zwischen den restlichen Gruppen zeigen sich keine

wesentlichen Unterschiede.
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3.4.10 Knochen�ächendichte Kallus plattennah

Abbildung 29: Messergebnisse für den Parameter 'Knochen�ächendichte Kal-
lus plattennah'

Die höchste Knochen�ächendichte des plattennahen Kallus wird in der Testgruppe PTH

erreicht. Diese unterscheidet sich von C, E2, CR, EQ und GEN signi�kant.

3.4.11 Knochen�ächendichte Kallus plattenfern

Abbildung 30: Messergebnisse für den Parameter 'Knochen�ächendichte Kal-
lus plattenfern'

PTH weist im plattenfernen Kallus die höchste Knochen�ächendichte aller Testgruppen

auf und erreicht einen signi�kant höheren Wert als CR und GEN. Die mit Abstand nied-

rigste Dichte �ndet sich in der Gruppe GEN. GEN unterscheidet sich von allen anderen

Testgruppen signi�kant.
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3.4.12 Knochen�ächendichte Kallus endostal

Abbildung 31: Messergebnisse für den Parameter 'Knochen�ächendichte Kal-
lus endostal'

PTH zeigt eine signi�kant höhere endostale Knochen�ächendichte als alle anderen Test-

gruppen. Weitere signi�kante Unterschiede bestehen nicht.

3.4.13 Knochen�ächendichte Trabekel distal

Abbildung 32: Messergebnisse für den Parameter 'Knochen�ächendichte Tra-
bekel distal'

R zeigt eine signi�kant höhere Knochen�ächendichte der distalen Trabekel als GEN. E2

reicht fast an den Wert von R heran. Dieser Messwert konnte für PTH nicht ermittelt

werden (vgl. 3.4.1, S. 59).
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3.4.14 Anzahl Trabekelkreuzungen absolut

Abbildung 33: Messergebnisse für den Parameter 'Anzahl Trabekelkreuzun-
gen absolut'

In der Testgruppe R zeigt sich eine signi�kant höhere Anzahl von Trabekelkreuzungen

als in GEN. Bei hoher Standardabweichung erreicht E2 wiederum fast den Wert von R.

Dieser Messwert konnte für PTH nicht ermittelt werden (vgl. 3.4.1, S. 59).

3.4.15 Dichte Trabekelkreuzungen

Abbildung 34: Messergebnisse für den Parameter 'Dichte Trabekelkreuzun-
gen'

Die höchste Dichte an Trabekelkreuzungen im Bereich der distalen Trabekel�äche zeigt R,

die geringste GEN. Auch hier besteht ein signi�kanter Unterschied zwischen den Ergeb-
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nissen beider Testgruppen. Dieser Messwert konnte für PTH nicht ermittelt werden (vgl.

3.4.1, S. 59).

3.4.16 Mittlere Trabekeldicke

Abbildung 35: Messergebnisse für den Parameter 'Mittlere Trabekeldicke'

E2 und EQ zeigen im Bereich der distalen Trabekel�äche signi�kant gröÿere Trabekel-

durchmesser als GEN. Ansonsten variiert die Trabekeldicke nur gering. Dieser Meÿwert

konnte für PTH nicht ermittelt werden (vgl. 3.4.1, S. 59).
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3.5 Polychrome Sequenzmarkierung

3.5.1 Auswertung und Ergebnispräsentation der Polychromen Sequenzmar-

kierung

In Abb. 36 und 37 werden repräsentative Fluoreszenz-mikroskopische Bilder der einzel-

nen Versuchsgruppen dargestellt. Die korrespondierenden mikroradiographischen Bilder

�nden sich unter 3.4.1 (S. 59). Nachstehend werden die Ergebnisse der polychromen Se-

quenzmarkierung aufgeführt. Hierbei erfolgt zunächst eine Präsentation in Form von Säu-

lendiagrammen unter Angabe der Mittelwerte, Standardabweichungen und Signi�kanzen

(vgl. 3.3.1, S. 56). Am Ende des Kapitels �ndet sich eine tabellarische Zusammenfassung

aller ermittelter Ergebnisse (siehe Tab. 17, 18, 19 und 20, S. 79 und 80).

(a) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

C; Ratte Nr. 4; 16-fache Vergröÿerung

(b) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

E2; Ratte Nr. 16; 16-fache Vergröÿerung

(c) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

R; Ratte Nr. 32; 16-fache Vergröÿerung

(d) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

CR; Ratte Nr. 37; 16-fache Vergröÿerung

Abbildung 36: Repräsentative Fluoreszenz-mikroskopische Bilder der Test-
gruppen C, E2, R und CR
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(a) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

EQ; Ratte Nr. 57; 16-fache Vergröÿerung

(b) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

GEN; Ratte Nr. 67; 16-fache Vergröÿerung

(c) Fluoreszenz-mikroskopisches Bild aus der Testgruppe

PTH; Ratte Nr. 76; 16-fache Vergröÿerung

Abbildung 37: Repräsentative Fluoreszenz-mikroskopische Bilder der Test-
gruppen EQ, GEN und PTH
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3.5.2 Gesamt�äche Kallus plattennah

Abbildung 38: Messergebnisse für den Parameter 'Gesamt�äche Kallus plat-
tennah'

Die Gesamt�äche des plattennahen Kallus umfasst alle drei polychrom-gefärbten Kallus-

areale (CG, AK und TC) an dieser Stelle. PTH erreicht die gröÿte plattennahe Kallus�ä-

che. Es besteht ein signi�kanter Unterschied zu C, E2, CR und GEN. Auÿerdem zeigt EQ

eine signi�kant gröÿere plattennahe Kallus�äche als E2 und CR.

3.5.3 CG-Fläche Kallus plattennah

Abbildung 39: Messergebnisse für den Parameter 'CG-Fläche Kallus platten-
nah'

Bezüglich der plattennahen CG-Fläche werden in der Testgruppe CR signi�kant kleinere

Werte erreicht als in R und EQ. Weitere signi�kante Unterschiede bestehen nicht.
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3.5.4 AK-Fläche Kallus plattennah

Abbildung 40: Messergebnisse für den Parameter 'AK-Fläche Kallus platten-
nah'

Die gröÿte plattennahe AK-Fläche wird von der Testgruppe PTH erreicht. Diese ist signi-

�kant gröÿer als bei allen anderen Gruppen.

3.5.5 TC-Fläche Kallus plattennah

Abbildung 41: Messergebnisse für den Parameter 'TC-Fläche Kallus platten-
nah'

Unter PTH wird die gröÿte plattennahe TC-�äche erreicht. Gegenüber E2, R, CR und

GEN zeigt sich ein signi�kanter Gröÿenunterschied.
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3.5.6 Gesamt�äche Kallus plattenfern

Abbildung 42: Messergebnisse für den Parameter 'Gesamt�äche Kallus plat-
tenfern'

Die Gesamt�äche des plattenfernen Kallus umfasst alle drei polychrom-gefärbten Kallus-

areale (CG, AK und TC) an dieser Stelle. Die mit Abstand gröÿte plattenferne Gesamt-

Kallus�äche erreicht die Testgruppe PTH. Zu allen Vergleichsgruppen besteht ein signi�-

kanter Flächenunterschied.

3.5.7 CG-Fläche Kallus plattenfern

Abbildung 43: Messergebnisse für den Parameter 'CG-Fläche Kallus platten-
fern'
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Die CG-Fläche im Bereich des plattenfernen Kallus ist unter PTH am gröÿten. E2, R

und CR erreichen signi�kant kleinere Werte als PTH. Weitere signi�kante Unterschiede

bestehen nicht.

3.5.8 AK-Fläche Kallus plattenfern

Abbildung 44: Messergebnisse für den Parameter 'AK-Fläche Kallus platten-
fern'

Erneut erreicht PTH die mit Abstand gröÿte Kallus�äche. Zu allen Vergleichsgruppen

besteht ein signi�kanter Unterschied. Die Ergebnisse der anderen Gruppen unterscheiden

sich nur wenig.

3.5.9 TC-Fläche Kallus plattenfern

Abbildung 45: Messergebnisse für den Parameter 'TC-Fläche Kallus platten-
fern'
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Auch dieser Parameter wird eindeutig von PTH dominiert. C, E2, R, CR, EQ und GEN

weisen signi�kant kleinere TC-Flächen im plattenfernen Kallus auf.

3.5.10 Gesamt�äche Kallus endostal

Abbildung 46: Messergebnisse für den Parameter 'Gesamt�äche Kallus endo-
stal'

Die Gesamt�äche des endostalen Kallus umfasst alle drei polychrom-gefärbten Kallus-

areale (CG, AK und TC) an dieser Stelle. PTH zeigt die mit Abstand gröÿte endostale

Kallus�äche. Zu allen anderen Testgruppen besteht ein signi�kanter Gröÿenunterschied.

Weitere Signi�kanzen bestehen nicht.

3.5.11 CG-Fläche Kallus endostal

Abbildung 47: Messergebnisse für den Parameter 'CG-Fläche Kallus endo-
stal'
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C, E2, R, CR, EQ und GEN zeigen eine signi�kant kleinere Kallus�ächen als PTH. In der

Testgruppe R werden signi�kant höhere Werte als in CR, GEN und der Negativkontrolle

C erreicht.

3.5.12 AK-Fläche Kallus endostal

Abbildung 48: Messergebnisse für den Parameter 'AK-Fläche Kallus endo-
stal'

PTH zeigt die mit Abstand gröÿte endostale AK-Kallus�äche. Zu allen anderen Testgrup-

pen besteht ein signi�kanter Gröÿenunterschied.

3.5.13 TC-Fläche Kallus endostal

Abbildung 49: Messergebnisse für den Parameter 'TC-Fläche Kallus endo-
stal'
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Der höchste Wert wird erneut von PTH erreicht. E2, R, CR, EQ und GEN weisen eine

signi�kant kleinere endostale TC-Fläche auf. Zwischen der Kontrollgruppe C und PTH

besteht kein signi�kanter Unterschied.

3.5.14 Additivkallus

Abbildung 50: Messergebnisse für den Parameter 'Additivkallus'

Als Additivkallus wird der gesamte Kallus ventral, dorsal und endostal einer Testsubstanz

bezeichnet. PTH erreicht die mit Abstand gröÿte Additivkallus-Fläche. Alle anderen Test-

gruppen zeigen signi�kant niedrigere Werte. R und EQ induzieren deutlich mehr Kallus

als C, E2, CR und GEN, wenn auch der Unterschied nicht signi�kant ist.

Tabelle 17: Ergebnisse der Polychromen Sequenzmarkierung (plattennaher
Kallus)

Gesamt pn [mm2] CG pn [mm2] AK pn [mm2] TC pn [mm2]

C 0,59 ± 0,28 0,07 ± 0,07 0,17 ± 0,12 0,22 ± 0,12
E2 0,46 ± 0,35 0,10 ± 0,13 0,13 ± 0,12 0,14 ± 0,09
R 0,65 ± 0,32 0,18 ± 0,24 0,21 ± 0,17 0,22 ± 0,11
CR 0,45 ± 0,21 0,04 ± 0,04 0,13 ± 0,10 0,16 ± 0,10
EQ 0,83 ± 0,38# 0,15 ± 0,11 0,24 ± 0,16 0,22 ± 0,12
GEN 0,54 ± 0,31 0,10 ± 0,10 0,16 ± 0,08 0,17 ± 0,10
PTH 0,90 ± 0,34*# 0,12 ± 0,07 0,37 ± 0,14*# 0,32 ± 0,17#
Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung; Gesamt pn = Gesamt�äche Kallus plattennah;

CG pn = CG-Fläche Kallus plattennah; AK pn = AK-Fläche Kallus plattennah;

TC pn = TC-Fläche Kallus plattennah; * = (p<0,05 vs. C); # = (p<0,05 vs. E2)
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Tabelle 18: Ergebnisse der Polychromen Sequenzmarkierung (plattenferner
Kallus)

Gesamt pf [mm2] CG pf [mm2] AK pf [mm2] TC pf [mm2]

C 1,36 ± 0,61 0,43 ± 0,26 0,28 ± 0,12 0,39 ± 0,20
E2 1,07 ± 0,57 0,39 ± 0,15 0,23 ± 0,17 0,21 ± 0,13
R 1,18 ± 0,28 0,41 ± 0,11 0,26 ± 0,11 0,27 ± 0,12
CR 1,02 ± 0,63 0,37 ± 0,27 0,19 ± 0,11 0,24 ± 0,17
EQ 1,31 ± 0,50 0,45 ± 0,21 0,29 ± 0,13 0,35 ± 0,26
GEN 1,34 ± 0,69 0,48 ± 0,26 0,24 ± 0,13 0,28 ± 0,22
PTH 2,25 ± 0,49*# 0,60 ± 0,21# 0,80 ± 0,27*# 0,63 ± 0,30*#
Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung; Gesamt pf = Gesamt�äche Kallus plattenfern;

CG pf = CG-Fläche Kallus plattenfern; AK pf = AK-Fläche Kallus plattenfern;

TC pf = TC-Fläche Kallus plattenfern; * = (p<0,05 vs. C); # = (p<0,05 vs. E2)

Tabelle 19: Ergebnisse der Polychromen Sequenzmarkierung (endostaler Kal-
lus)

Gesamt en [mm2] CG en [mm2] AK en [mm2] TC en [mm2]

C 1,78 ± 0,74 0,26 ± 0,13 0,42 ± 0,22 0,73 ± 0,38
E2 2,02 ± 0,75 0,45 ± 0,23 0,37 ± 0,20 0,50 ± 0,23
R 2,08 ± 0,66 0,49 ± 0,21 0,44 ± 0,24 0,53 ± 0,18
CR 1,57 ± 0,64 0,27 ± 0,11 0,39 ± 0,24 0,50 ± 0,21
EQ 1,78 ± 0,42 0,33 ± 0,16 0,50 ± 0,22 0,51 ± 0,23
GEN 1,66 ± 0,81 0,27 ± 0,13 0,31 ± 0,22 0,47 ± 0,35
PTH 2,98 ± 0,60*# 0,75 ± 0,34*# 0,98 ± 0,36*# 0,95 ± 0,41#
Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung; Gesamt en = Gesamt�äche Kallus endostal;

CG en = CG-Fläche Kallus endostal; AK en = AK-Fläche Kallus endostal;

TC en = TC-Fläche Kallus endostal; * = (p<0,05 vs. C); # = (p<0,05 vs. E2)

Tabelle 20: Ergebnisse der Polychromen Sequenzmarkierung (Additivkallus)

Additivkallus [mm2]

C 3,87 ± 1,02
E2 3,68 ± 1,02
R 3,90 ± 0,42
CR 3,14 ± 1,01
EQ 3,91 ± 0,30
GEN 3,55 ± 0,60
PTH 6,06 ± 0,61*#
Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung;

* = (p<0,05 vs. C); # = (p<0,05 vs. E2)
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der nachstehenden Tab. 21 sind die Ergebnisse aus 3.3, 3.4 und 3.5 vereinfacht zusam-

mengefasst. Dabei werden nur die signi�kanten Unterschiede der einzelnen Testgruppen

zur Kontrollgruppe C aufgeführt.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse

Messparameter E2 R CR EQ GEN PTH

Elastizität ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Elastizität in Bezug auf das KG ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Streckgrenze ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Streckgrenze in Bezug auf das KG ↔ ⇑ ↔ ⇑ ↔ ⇑

Kortikalisdicke distal plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Kortikalisdicke distal plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Knochendurchmesser proximal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Knochendurchmesser distal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Kallusdicke plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Kallusdicke plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Knochen�ächendichte Kortikalis distal plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Knochen�ächendichte Kortikalis distal plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Knochen�ächendichte Kallus plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Knochen�ächendichte Kallus plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ⇓ ↔
Knochen�ächendichte Kallus endostal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Knochen�ächendichte Trabekel distal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ n.a.

Anzahl Trabekelkreuzungen absolut ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ n.a.

Dichte Trabekelkreuzungen ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ n.a.

Mittlere Trabekeldicke ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ n.a.

Gesamt�äche Kallus plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
CG-Fläche Kallus plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
AK-Fläche Kallus plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
TC-Fläche Kallus plattennah ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Gesamt�äche Kallus plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
CG-Fläche Kallus plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
AK-Fläche Kallus plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
TC-Fläche Kallus plattenfern ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
Gesamt�äche Kallus endostal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
CG-Fläche Kallus endostal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
AK-Fläche Kallus endostal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑
TC-Fläche Kallus endostal ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔
Additivkallus ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ⇑

↔ = kein signi�kanter Unterschied zur Kontrollgruppe (C); ⇑ = signi�kant höherer Wert als C (p < 0,05);

⇓ = signi�kant niedrigerer Wert als C (p < 0,05); KG = Körpergewicht; n.a. = nicht angegeben
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4 Diskussion

Die Therapie osteoporotischer Frakturen stellt ein bislang ungelöstes Problem dar. Durch

die veränderte Knochenstruktur lassen sich Implantate nur schwer �xieren. Auÿerdem

ist der Heilungsprozess verlangsamt und qualitativ beeinträchtigt [Lill et al. 2002 a, b;

Namkung-Matthai et al. 2001; Wang et al. 2005 a]. Häu�ge Komplikationen sind Im-

plantatversagen, verzögerte Frakturheilung und die Ausbildung von Pseudarthrosen mit

entsprechenden Konsequenzen für die betro�enen Patienten. Als Folge der zu erwartenden

demographischen Entwicklung wird dieses Problem innerhalb der nächsten 10 - 20 Jahre

exponentiell wachsen und mit ihm die Kosten für das Gesundheitssystem [Weinstein 2009].

Um eine Verbesserung der Therapie osteoporotischer Frakturen zu erreichen, gibt es im

Wesentlichen zwei Herangehensweisen. Zum einen die Entwicklung spezieller Implantate,

zum anderen die medikamentöse Verbesserung der Knochenqualität, um die schnelle Aus-

bildung eines su�zienten Kallus zu erreichen und auf biologischem Wege die Implantat�-

xierung zu fördern. Letztere Option stand im Zentrum der vorliegenden Arbeit. Hierbei

wurden die Auswirkungen verschiedener potentiell antiosteoporotischer Substanzen (E2,

R, CR, EQ, GEN, PTH) auf die metaphysäre Frakturheilung der osteoporotisch verän-

derten Rattentibia untersucht.

4.1 Metaphysäres Frakturmodell

Der Knochenabbau unter Osteoporose und die daraus folgende erhöhte Frakturgefahr be-

tre�en vorrangig den metaphysären Knochen, beim Menschen insbesondere im Bereich der

Hüfte, des proximalen Humerus und des distalen Radius. Trotz dieser Tatsache wurden

experimentelle Untersuchungen zur Frakturheilung unter Osteoporose fast ausnahmslos

an diaphysären Frakturmodellen (Tibia [Melhus et al. 2007; Nakajima et al. 2002; Xu et

al. 2004] und Femur [Cao et al. 2002; Kubo et al. 1999; Xu et al. 2003]) durchgeführt.

Hierbei gilt zu beachten, dass sich dieses Frakturmodell in zwei wesentlichen Punkten

von einem metaphysären Modell unterscheidet. Zum einen hinsichtlich des prinzipiellen

Mechanismus der Frakturheilung. So heilt diaphysärer Knochen indirekt mit ausgeprägter

periostaler Kallusbildung. Nur unter absolut stabilen Verhältnissen kommt es zur direk-

ten Frakturheilung mit lamellärem Knochen (vgl. 1.2.2.2, S. 7). Metaphysäre Frakturen

heilen dahingegen gewöhnlicherweise direkt durch endostale Frakturspaltüberbrückung,

ohne signi�kante periostale Kallusbildung. Ein zweiter wichtiger Unterschied ist, dass der

metaphysäre Knochen von Osteoporose in erheblichem Maÿe mehr beeinträchtigt wird

als diaphysärer Knochen. So zeigt sich in der proximalen Tibiametaphyse von Ratten

drei Monate nach Ovarektomie ein Knochenmasseverlust von ca. 50%, der vorrangig auf

einem Abbau trabekulärer Strukturen beruht. Die Verluste im diaphysären Bereich sind
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niedriger. Hier �nden sich keine Trabekel [Iwaniec et al. 2007; Seidlová-Wuttke et al. 2003;

Wronski et al. 1985].

Aus den genannten Gründen wurde für die vorliegende Arbeit ein von Stürmer et al.

[2008] an Ratten entwickeltes metaphysäres Frakturmodell gewählt. Bei diesem wird die

Osteotomie im Bereich der proximalen Tibiametaphyse gesetzt und mit einer 5-Loch-

Leibinger-Platte osteosynthetisch stabil versorgt. Durch das Bohren der Schraubenkanäle

vor Durchtrennung des Knochens entsteht ein standardisierter, 0,5mm breiter Osteoto-

miespalt zwischen den Tibiafragmenten (vgl. 2.4, S. 33), in dem später die substanzspezi-

�sche endostale Kallusbildung gut morphometrisch ausgewertet werden kann. Der relativ

kleine Osteotomiespalt führt zu einem verbesserten Heilungsprozess, wohingegen gröÿere

Abstände (> 2mm) die Frakturheilung beeinträchtigen würden [Claes et al. 1997].

Die gewählte Plattenosteosynthese und der Frakturspalt erlauben Mikrobewegungen zwi-

schen den Tibiafragmenten, die zu einer Stimulation der periostalen Kallusbildung führen.

So kommt es im vorliegenden metaphysären Frakturmodell bei regelrechtem Heilungsver-

lauf zu einer endostalen Frakturüberbrückung mit zusätzlicher Ausbildung eines kleinen

periostalen Kallus an der der Platte gegenüberliegenden Seite.

Wie bereits von Stürmer et al. [2008] beschrieben, ist die intakte Fibula essentiell wichtig

für die Stabilität der Osteosynthese. Eine akzessorische, intravitale Fibulafraktur führt zu

einer primär hohen Instabilität mit gesteigerter interfragmentärer Beweglichkeit. Diese hat

wiederum starken Ein�uss auf die Kallusbildung. Im Falle einer solchen Instabilität kann

davon ausgegangen werden, dass diese biomechanische Komponente die Frakturheilung

in wesentlichem Maÿe beein�usst und den E�ekt der untersuchten antiosteoporotischen

Substanzen überlagert. Eine klare Abgrenzung zwischen biomechanischer und substanz-

spezi�scher Wirkung kann bei zusätzlicher Fibulafraktur somit nicht erfolgen. Aus diesem

Grund mussten in der vorliegenden Arbeit einige Tibiae ausgeschlossen werden, obwohl

bei diesen eine knöcherne Heilung eingetreten war.

4.2 Analyse der Ergebnisse

4.2.1 Estradiol

Estradiol, das im Rahmen der HRT viele Jahre zur Behandlung der postmenopausalen

Osteoporose verwendet wurde, aufgrund seines ungünstigen Risikopro�ls heute aber nur

noch unter strenger Indikationsstellung eingesetzt wird, diente in der vorliegenden Arbeit

als positive Kontrollsubstanz. Für diese ist belegt, dass sie osteoanabole E�ekte zeigt und

die Frakturheilung fördert [Kolios et al. 2009; Ouyang et al. 2004; Rossouw et al. 2002;

Spelsberg et al. 1999; Stürmer et al. 2008; Tian et al. 2006].

Der Prozess der Frakturheilung ist bei osteoporotischem Knochen verlangsamt [Lill et al.

2002 a, b]. Analog dazu zeigte sich in der Kontrollgruppe C der vorliegenden Arbeit über
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den gesamten Untersuchungszeitraum von 35 Tagen eine kontinuierliche Zunahme der pe-

riostalen Kallusbildung. Dies ist so zu interpretieren, dass sich der Kallus am Ende des

Beobachtungszeitraums in der osteoporotischen Kontrollgruppe noch in der Aufbauphase

befand. Die Frakturheilung war somit bei weitem noch nicht abgeschlossen. Erwartungsge-

mäÿ führte E2 gegenüber der Kontrollgruppe zu einer Beschleunigung des Heilungsprozes-

ses [Ouyang et al. 2004, Tian et al. 2006]. So war unter Estradiolein�uss im TC-markierten

Zeitraum (Tag 27 bis 35) kein weiterer Anstieg der periostalen Kallusbildung festzustellen.

Dies spricht für ein bereits fortgeschrittenes Stadium der Frakturheilung.

In der histomorphometrischen Untersuchung fanden sich keine signi�kanten Unterschiede

zur Kontrollgruppe, dennoch waren Tendenzen unter Estradiolein�uss zu erkennen. E2

hat den Heilungsprozess hauptsächlich durch Förderung der primären, endostalen Fraktu-

rüberbrückung positiv beein�usst, wie sie typisch für die metaphysäre Frakturheilung ist.

Diese Stabilisierung im Inneren des Knochens machte eine zusätzliche Stabilisierung durch

periostalen Kallus weniger bedeutsam. Folglich �el die periostale Kallusbildung gering aus.

Die Knochen�ächendichte des Kallus erreichte in der vorliegenden Arbeit niedrigere Werte

als von Stürmer et al. [2008] beschrieben. So zeigte E2 anders als erwartet keine Verbes-

serung der Knochen�ächendichte des Kallus gegenüber der Kontrollgruppe. Insbesonde-

re endostal wurden deutlich niedrigere Werte festgestellt. Die angrenzende metaphysäre

Kortikalis blieb hinsichtlich des Durchmessers und der Knochen�ächendichte von E2 weit-

gehend unbeein�usst. Hier ergaben sich ähnliche Ergebnisse wie in der Kontrollgruppe.

Als mögliche Ursachen kommen unter anderem der verlangsamte Remodelingprozess (vgl.

1.2.1.4, S. 5) oder eine geringere Dichte von Östrogenrezeptoren in kortikalem Knochen

in Frage. Auÿerdem ist zu berücksichtigen, dass bei dem verwendeten Frakturmodell der

vergleichsweise geringe metaphysäre kortikale Knochen, nicht die dicke und knochendichte

diaphysäre Kortikalis analysiert wurde.

E2 hat erwartungsgemäÿ zu einer deutlichen, wenn auch nicht signi�kanten Verbesserung

der trabekulären Strukturen im metaphysären Knochen geführt. Dies zeigte sich in einer

höheren Knochen�ächendichte der distalen Trabekel, einer Zunahme der Trabekelkreu-

zungen und einer gesteigerten Trabekeldicke. Veränderungen des trabekulären Knochens

dieser Art sind bereits in verschiedenen Arbeiten beschrieben [Bain et al. 1993; Stürmer et

al. 2009; Stürmer et al. 2008; Stürmer et al. 2006]. Im Rahmen der chirurgischen Therapie

osteoporotischer Frakturen kommt diesen Veränderungen eine besondere Bedeutung zu,

da sie mit einer Kräftigung des Knochens einhergehen und somit einen verbesserten Halt

von Implantaten ermöglichen.

Im biomechanischen Versuch erzielte E2 eine höhere Elastizität und Streckgrenze als die

Kontrollgruppe, auch in Bezug auf das Körpergewicht. Ein signi�kanter Unterschied konn-

te jedoch aufgrund der hohen Standardabweichung auch hier für keinen der Parameter

ermittelt werden.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die E2-Kurzzeittherapie über fünf Wochen ten-

denziell den metaphysären Frakturheilungsprozess bei schwerer Osteoporose beschleunigt,

zur Ausbildung eines kleinen, stabilen Kallus führt und den trabekulären Knochen auÿer-

halb der Frakturregion qualitativ und quantitativ verbessert. Signi�kante Unterschiede zur

Kontrollgruppe konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden.

4.2.2 Raloxifen

Raloxifen, eine Substanz aus der Gruppe der selektiven Östrogen-Rezeptor-Modulatoren,

wird bereits seit Jahren von der DVO-Leitlinie zur Therapie der postmenopausalen Osteo-

porose mit höchster Evidenzklasse empfohlen. Durch verschiedene Untersuchungen und

Studien konnte die antiosteoporotische Wirkung dieser Substanz belegt werden [Ettinger

et al. 1999; Stürmer et al. 2006; Stürmer et al. 2009]. In Versuchen zur Auswirkung einer

Raloxifentherapie auf die Frakturheilung liegen bislang nur wenige Ergebnisse vor, die

allerdings auf eine positive Beein�ussung des Heilungsverlaufs hindeuten [Cao et al. 2002;

Stürmer et al. 2008].

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Raloxifentherapie in allen Parametern des biome-

chanischen Tests bessere Ergebnisse als in der Kontrollgruppe erreicht. Hinsichtlich der

�Streckgrenze in Bezug auf das Körpergewicht� ergab sich sogar ein signi�kanter Unter-

schied. Dies besagt, dass nach Raloxifentherapie eine signi�kant höhere Kraft nötig war

als in der Kontrollgruppe, um eine irreversible plastische Deformierung des Kallus zu be-

wirken. Gegenüber E2 erreichte R im biomechanischen Test geringfügig bessere Werte.

Somit hat R in der vorliegenden Arbeit besser abgeschnitten als in einer vorausgehen-

den Untersuchung dieser Arbeitsgruppe, bei der R während der Osteoporoseentwicklung

gegeben wurde [Stürmer et al. 2008]. In diesen lieÿ sich kein signi�kanter Unterschied

zur Kontrollgruppe ausmachen. Zudem lagen die Ergebnisse bezüglich der Streckgrenze

niedriger als unter Estradiolein�uss.

Die histomorphometrische Untersuchung zeigte eine relativ groÿe Kallusgesamt�äche. Hier-

bei �el eine ausgeprägte endostale Kallusbildung bei geringer periostaler Kallusdicke auf,

wie sie bereits für die Estradiolgruppe typisch war. Erwartungsgemäÿ erreichte R eine

höhere Knochen�ächendichte im plattennahen, plattenfernen und endostalen Kallus als

E2 und die Kontrollgruppe [Stürmer et al. 2008]. Gegenüber E2 �el dieser Unterschied

recht deutlich aus. Signi�kante Unterschiede lieÿen sich zwischen diesen Testgruppen aller-

dings nicht feststellen. Hinsichtlich der Parameter �Knochen�ächendichte Trabekel distal�,

�Anzahl der Trabekelkreuzungen absolut� und �Dichte Trabekelkreuzungen� erreichte R

die besten Ergebnisse im Versuch, ohne dabei aufgrund der hohen Standardabweichung

einen signi�kanten Unterschied zu E2 oder der Kontrollgruppe zu zeigen. Die mittlere

Trabekeldicke und die metaphysäre Kortikalis blieben weitgehend unbeein�usst.
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R hat zu einer Beschleunigung des Heilungsverlaufs geführt. So zeigte sich im letzten Mar-

kierungszeitraum der Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung kein weiterer Anstieg

der periostalen Kallusbildung, wie er charakteristisch für den verzögerten Heilungspro-

zess der Kontrollgruppe war.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Kurzzeittherapie mit R die Frakturheilung

des schwer osteoporotischen Knochen beschleunigt, die Kallusqualität verbessert und den

trabekulären Knochen stärkt. Insbesondere die mechanische Belastbarkeit des Kallus un-

ter Berücksichtigung des Körpergewichts konnte durch die Therapie signi�kant verbessert

werden. R zeigte bezüglich des Heilungsverlaufs diverse Parallelen zur Muttersubstanz

E2 und erreichte im vorliegenden Versuch hinsichtlich fast aller Parameter gering besse-

re Ergebnisse als diese. Signi�kante Unterschiede zwischen beiden Substanzen lieÿen sich

allerdings nicht feststellen. Unter Berücksichtigung der gering verbesserten Heilungsten-

denzen und des günstigeren Nebenwirkungspro�ls (thromboembolische Komplikationenen;

Mammakarzinomrate) ist in weiterführenden Untersuchungen zur Frakturheilung unter

Osteoporose R gegenüber E2 zu bevorzugen.

Die Ergebnisse sind derzeit zur Publikation in der Zeitschrift �Journal of Orthopaedic

Trauma� eingereicht.

4.2.3 Cimicifuga racemosa

Der Cimicifuga-racemosa-Extrakt BNO 1055 hat bereits in verschiedenen Untersuchun-

gen an Ratten gezeigt, dass es den Knochenmasseverlust nach Ovarektomie reduzieren

kann, ohne hierbei uterotrope E�ekte zu zeigen [Seidlova-Wuttke et al. 2003 a; Wuttke

et al. 2003]. In einer doppelt verblindeten, placebokontrollierten klinischen Studie an 62

postmenopausalen Frauen von Wuttke et al. [2006] wurde laborchemisch eine Steigerung

der Osteoblastenaktivität mit konsekutiver Steigerung des Knochenremodelings nachge-

wiesen. Die Wirkung wird nicht über den Östrogenrezeptor, sondern über eine bislang

unbekannte Bindungsstelle vermittelt [Jarry et al. 2003]. Daten zur Frakturheilung liegen

bislang nicht vor.

Im vorliegenden Versuch konnte die biomechanische Qualität der Frakturüberbrückung

durch die Kurzzeitapplikation von CR anders als bei früher Osteoporose nicht verbes-

sert werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden nur geringfügig höhere Werte bei

schwerer Osteoporose ermittelt.

CR erreichte in der histomorphometrischen Auswertung die geringste Additivkallus�äche

aller Testgruppen. Die plattennahe und plattenferne Kallusdicke zeigte ähnlich niedrige

Werte wie unter Estradioltherapie. Plattennaher, plattenferner und endostaler Kallus wie-

sen hinsichtlich ihrer Knochen�ächendichte keinen bedeutsamen Unterschied zur Kontroll-

gruppe auf. Auch der trabekuläre Knochen und die angrenzende metaphysäre Kortikalis

blieben weitestgehend unbeein�usst. Es zeigte sich kein anaboler E�ekt.
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CR zeigte im letzen Markierungszeitraum der polychromen Sequenzmarkierung eine wei-

tere Zunahme der periostalen Kallusbildung. Dies deutet darauf hin, dass CR keine Be-

schleunigung des Heilungsprozesses gegenüber der Kontrollgruppe bewirken konnte, son-

dern eher zu einer Verzögerung desselben geführt hat.

Zusammenfassend hat die Kurzzeitapplikation von CR in keiner Hinsicht eine Verbesse-

rung der Frakturheilung des manifest osteoporotischen Knochens bewirkt. Bemerkenswert

ist allerdings die Tatsache, dass trotz der relativ kleinen Kallus�äche, die etwa 12% kleiner

als die der Kontrollgruppe ist, eine gleiche biomechanische Qualität wie in der Kontroll-

gruppe erreicht wurde. Abgesehen von der relativ geringen Kallus�äche und Kallusdicke

liegen alle ermittelten Parameter im Bereich der Kontrollgruppe. Als Grund für die gerin-

ge Wirksamkeit kommt eine im Vergleich zu Versuchen anderer Forschungsgruppen relativ

kurze Therapiedauer in Frage. CR scheint sein Wirkpotenzial erst nach 6 - 8 Wochen voll-

ständig zu entwickeln. Aus den Daten dieser Arbeit ergibt sich somit kein Hinweis darauf,

dass die therapeutische Kurzzeitapplikation von CR nach einer osteoporotischen Fraktur

den Heilungsprozess positiv beein�ussen kann.

Die Ergebnisse sind derzeit zur Publikation in der Zeitschrift �Phytotherapy Research�

eingereicht.

4.2.4 Equol

In verschiedenen vorausgehenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Equol, der

aktive Metabolit des Daidzeins, einen protektiven E�ekt auf osteoporotischen Knochen

zeigt [Fujioka et al. 2004; Mathey et al. 2007; Tezval et. al 2009 a]. Als Wirkmechanismus

wird eine Hemmung der Osteoklastenformation angenommen [Ohtomo et al. 2008]. Daten

zur Frakturheilung liegen derzeit nicht vor.

EQ hat in der vorliegenden Arbeit zu einer Verbesserung der biomechanischen Eigen-

schaften des Frakturkallus geführt. In allen Messparametern erreichte EQ gegenüber der

Kontrollgruppe bessere Ergebnisse. Diese liegen in etwa auf dem Level der Raloxifenthe-

rapie. Hinsichtlich der Streckgrenze in Bezug auf das Körpergewicht ergab sich sogar ein

signi�kanter Unterschied zur Kontrollgruppe. EQ erreichte die besten Werte aller geteste-

ter Phytoextrakte.

Die Ergebnisse des biomechanischen Tests wurden in der histomorphometrischen Unter-

suchung weitestgehend bestätigt. Unter EQ weist der Kallus in allen drei Anteilen eine

höhere Knochen�ächendichte als die Kontroll- und die Estradiolgruppe auf. Signi�kante

Unterschiede konnten aufgrund der hohen Standardabweichung allerdings nicht ermittelt

werden. Die ausgeprägte plattennahe und plattenferne Kallusbildung spricht dafür, dass

EQ im Gegensatz zu E2 insbesondere die periostale Frakturheilung gefördert hat. Im

trabekulären Knochen erreichte EQ ähnliche Ergebnisse wie die Kontrollgruppe C und er-

zielte damit auch hier die besten Ergebnisse unter den Phytoextrakten. Die metaphysäre
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Kortikalis blieb weitestgehend unbeein�usst. So ergaben sich hinsichtlich der Knochen�ä-

chendichte und Kortikalisdicke keine bedeutsamen Unterschiede zur Kontrollgruppe.

In der Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung zeigte sich im letzten Markierungszeit-

raum eine weitere Zunahme der periostalen Kallusbildung. Dies deutet darauf hin, dass

die Frakturheilung am 35. Heilungstag noch nicht abgeschlossen war. Der Additivkallus

ist deutlich gröÿer als unter Estradiolein�uss und erreicht einen Wert, der nur geringfügig

über dem der Kontrollgruppe liegt.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Kurzzeitapplikation von EQ den Heilungspro-

zess positiv beein�usst hat. Insbesondere im biomechanischen Test wurde ein signi�kant

besseres Ergebnis als in der Kontrollgruppe erreicht. EQ erzielte die besten Ergebnisse der

getesteten Phytoextrakte. Als Ursache hierfür ist die relativ hohe A�nität dieser Substanz

zum Östrogenrezeptor anzunehmen [Picherit et al. 2000; Morito et al. 2001]. Im Vergleich

zu E2 wurde unter Equoltherapie mehr Kallusvolumen benötigt, um eine ähnliche bio-

mechanische Qualität der Frakturüberbrückung zu erreichen. Hieran ist zu sehen, dass

ein höheres Kallusvolumen nicht zwangsläu�g mit einer besseren Kallusstabilität einher-

geht. Der Heilungsprozess unter Equoltherapie verlief somit im Verhältnis zu E2 weniger

e�ektiv und wurde im Gegensatz zu E2 voranging über periostale Kallusbildung erreicht.

Hinsichtlich der systemischen E�ekte beider Testsubstanzen scheint EQ überlegen zu sein.

So werden Uterus, die Brustdrüse und das Körpergewicht durch EQ deutlich geringer be-

ein�usst als durch E2 [Rachon et al. 2008, 2007 b]. Das hier beschriebene Wirkpro�l von

EQ lässt vermuten, dass sich eine entsprechende Therapie auch beim Menschen positiv

auf die Heilung osteoporotischer Frakturen auswirkt, und legt somit die Empfehlung nahe,

weiterführende Untersuchungen zu veranlassen.

Die Ergebnisse sind in der Zeitschrift �Planta Medica� publiziert [Kolios et al. 2009].

4.2.5 Genistein

In verschiedenen Untersuchungen an Tieren und Menschen zur Therapie der postmeno-

pausalen Osteoporose konnte Genistein ein osteoprotektiver E�ekt nachgewiesen werden

[Mathey et al. 2007; Marini et al. 2007; Morabito et al. 2002; Picherit et al. 2000; Seh-

misch et al. 2008]. GEN wirkt durch Stimulation der Knochenneubildung und gleichzeitige

Hemmung der Osteoblasten-vermittelten Knochenresorption [Li und Yu 2003]. Daten zur

Frakturheilung liegen derzeit nicht vor.

Im biomechanischen Test der vorliegenden Arbeit erreichte die Kurzzeitapplikation von

GEN keine Verbesserung der Kallusqualität. So wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe

nur geringfügig höhere Werte erzielt.

Die histomorphometrische Untersuchung zeigte bezüglich der Kallusgröÿe und -dicke keine

gröÿeren Abweichungen von der osteoporotischen Kontrollgruppe. Deutliche Unterschiede

ergaben sich hinsichtlich der Knochen�ächendichte des Kallus. Hier erreichte GEN platten-
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nah, plattenfern und endostal geringere Werte. Insbesondere im plattenfernen Kallus war

die Knochen�ächendichte signi�kant niedriger als in der osteoporotischen Kontrollgruppe.

GEN hat im trabekulären Knochen unerwartet zu einem vermehrten Abbau von Knochen-

substanz geführt und erreichte hier die niedrigsten Werte im Versuch. Diese liegen deutlich

unter denen der Kontrollgruppe. Hinsichtlich der trabekulären Knochen�ächendichte und

Anzahl der Trabekelkreuzungen zeigte sich ein signi�kanter Unterschied zu R. Bezüglich

der mittleren Trabekeldicke wurden signi�kant niedrigere Ergebnisse als unter E2 und EQ

erreicht. Die metaphysäre Kortikalis blieb von GEN weitgehend unbeein�usst.

In der Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung zeigte sich auch im letzten Markie-

rungszeitraum eine weitere Zunahme der periostalen Kallusbildung. Dies ist sicherlich

im Wesentlichen durch die Osteoklastenhemmung bedingt. Es deutet darauf hin, dass

die Frakturheilung gegenüber der Kontrollgruppe nicht wesentlich beschleunigt werden

konnte.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Genisteinkurzzeittherapie in der vorliegenden

Arbeit einen inhibierenden E�ekt auf die Frakturheilung zeigte [Kolios et al. 2009]. Der

Heilungsprozess verlief zeitlich verzögert. Ein e�ektives Remodeling fehlte. Der Kallus

und das angrenzende metaphysäre Trabekelwerk wiesen gegenüber den anderen Testgrup-

pen qualitative und quantitative De�zite auf. Es ist anzunehmen, dass der von Gao und

Yamaguchi [2000] beschriebene osteoklastenhemmende E�ekt Grund für das schlechte

Abschneiden von GEN ist. Dieser hat vermutlich den Remodelingprozess im Rahmen der

Frakturheilung, dessen wichtiger Bestandteil die osteoklastenvermittelte Knochenresorpti-

on ist, gestört. Dieser E�ekt ist auch für andere Osteoklasteninhibitoren, wie beispielsweise

Bisphosphonate, beschrieben [Cao et al. 2002]. Ob sich Osteoklasteninhibitoren generell

durch Hemmung des Remodelings negativ auf die frühe Phase der Frakturheilung auswir-

ken oder der Nutzen des verminderten Knochenabbaus überwiegt, ist derzeit noch unklar.

Die Ergebnisse von Sehmisch et al. [2008] und Picherit et al. [2000] an intakten Knochen,

nach denen GEN einen osteoprotektiven E�ekt aufweist, scheinen hier im Widerspruch zu

dem im vorliegenden Versuch beobachteten Abbau trabekulären Knochens zu stehen. Da-

bei ist jedoch zu berücksichtigen, dass GEN in diesen Untersuchungen über einen längeren

Zeitraum von drei Monaten verabreicht wurde. Zudem unterscheidet sich der Knochenme-

tabolismus unter Frakturheilung wesentlich von dem des intakten Knochens.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist somit die Kurzzeitapplikation von GEN nicht zur

therapeutischen Unterstützung der Frakturheilung unter Osteoporose zu empfehlen.

Die Ergebnisse sind in der Zeitschrift �Planta Medica� publiziert [Kolios et al. 2009].

4.2.6 Parathormon

Aus Untersuchungen ist bekannt, dass die pulsatile Applikation von Parathormon einen

osteoanabolen E�ekt bei Tieren und Menschen zeigt. Sowohl die Mikroarchitektur und
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Knochenmineraldichte des intakten Knochengewebes als auch die Frakturheilung werden

deutlich positiv beein�usst [Alkhiary et al. 2005; Andreassen et al. 2001; Dempster et al.

2001; Greenspan et al. 2007; Jiang et al. 2003; Kim und Jahng 1999; Neer et al. 2001;

Zhang et al. 2002]. Derzeit �ndet PTH bereits Einsatz zur Therapie der postmenopausalen

Osteoporose mit hohem bis sehr hohem Frakturrisiko.

In der vorliegenden Arbeit konnte deutlich gezeigt werden, dass PTH über den gesamten

Beobachtungszeitraum von fünf Wochen die metaphysäre Frakturheilung fördert. Hinsicht-

lich fast aller untersuchter Parameter erreichte PTH mit Abstand die besten Ergebnisse,

die sich zu einem überwiegenden Anteil signi�kant von den Vergleichsgruppen unterschie-

den.

Besonders bemerkenswert ist der osteoanabole E�ekt, den PTH auf die osteotomierte Ti-

biametaphyse zeigte. Durch diesen kam es zu einer enormen Zunahme der Kallus�äche, der

Kallusdichte und der Trabekeldicke. Das hat dazu geführt hat, dass eine Di�erenzierung

zwischen neugebildetem knöchernem Kallus und neugebildeten metaphysären Trabekeln

durch die computerassistierte histomorphometrische Flächendetektion nicht mehr möglich

war.

Im Gegensatz zu Ergebnissen von Ejersted et al. [1994] und Okimoto et al. [1998] führte

PTH im vorliegenden Versuch zwar zu einem signi�kanten Anstieg der kortikalen Kno-

chen�ächendichte, zeigte jedoch keine bedeutsame Zunahme des metaphysären Kortikalis-

und Knochendurchmessers. Bezüglich dieser Parameter ergaben sich ähnliche Werte wie

unter E2.

Die hohe osteoanabole Wirkung und verbesserte Mikroarchitektur unter PTH-Applikation

spiegelt sich auch in den Ergebnissen des biomechanischen Tests wider. So erreichte der

Kallus die höchsten Werte für die Parameter Elastizität und Streckgrenze, auch in Bezug

auf das Körpergewicht. Diese liegen fast doppelt so hoch, wie die der Kontrollgruppe und

unterscheiden sich von dieser signi�kant.

In der Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung zeigte PTH als einzige Testgruppe

einen deutlichen Rückgang der Kallusbildung im letzten Beobachtungszeitraum. Dies deu-

tet darauf hin, dass der Prozess der Frakturheilung hier am 35. Tag nach der Osteotomie

von allen Testgruppen am weitesten fortgeschritten war.

Es ist zusammenfassend festzustellen, dass in der vorliegenden Untersuchung die pulsatile

Verabreichung von PTH hinsichtlich fast aller untersuchter Parameter, abgesehen vom me-

taphysären Kortikalisdurchmesser und der plattennahen Kallusdicke, Bestwerte erreicht

hat. PTH hält nicht nur das Fortschreiten der Osteoporose auf, sondern fördert sogar die

Regeneration des geschwächten Knochens und die frühe Bildung eines belastbaren Kallus

im Rahmen der metaphysären Frakturheilung. Es ist zu erwarten, dass diese Therapie

auch beim Menschen positive E�ekte auf den Heilungsverlauf, die Patientenmobilität und
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die Rehabilitation zeigt. Um hier letztendlich Klarheit zu gewinnen, sind weitere Unter-

suchungen an gröÿeren Tieren und später am Menschen erforderlich.

Die Ergebnisse sind derzeit zur Publikation in der Zeitschrift �Journal of Orthopaedic

Trauma� eingereicht.
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4.3 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit haben die osteoporotische Kontrollgruppe (Negativkontrolle)

und die Estradiolgruppe (Positivkontrolle) die Ergebnisse vorausgehender Verö�entlichun-

gen bestätigt. Obwohl sich zwischen beiden Testgruppen keine signi�kanten Unterschiede

ergaben, so waren doch deutliche Tendenzen zu erkennen. In der Negativkontrolle führte

der Östrogenmangel zu einer verzögerten Heilung. Zudem zeigte die Frakturüberbrückung

qualitative und quantitative De�zite. Diese Veränderungen waren durch die Estradiolsub-

stitution auf physiologischem Niveau reversibel. Hier verlief die Heilung beschleunigt und

es zeigte sich fünf Wochen nach der Osteotomie ein kleiner, stabiler, hauptsächlich endo-

stal lokalisierter Kallus.

Als au�älligster und potentester Wirksto� im Versuch ist Parathormon zu nennen. Es be-

schleunigte den Heilungsprozess, induzierte die höchste Kallusbildung und führte zu einer

deutlich besseren Kallusqualität als die übrigen getesteten Substanzen. Zudem zeigte es

als einziger Wirksto� im Versuch eine signi�kante Steigerung der kortikalen Knochen�ä-

chendichte.

Die bereits in vorhergehenden Versuchen beschriebenen positiven E�ekte von Raloxi-

fen auf den früh-osteoporotischen Knochen und die Frakturheilung wurden durch die

vorliegende Arbeit in Bezug auf den schwer osteoporotischen Knochen bestätigt. So er-

reichte die Raloxifentherapie insbesondere eine gesteigerte biomechanische Belastbarkeit

der Frakturüberbrückung. Die Ergebnisse bekräftigen somit die Therapieempfehlung der

DVO-Leitlinie und stellen zudem einen zukünftigen Einsatz von Raloxifen im Rahmen der

Frakturtherapie in Aussicht.

In der Wirksamkeit der drei getesteten Phytoextrakte auf die Frakturheilung lieÿ sich

eine klare Abstufung erkennen. Die besten Ergebnisse erreichte Equol, das die mechani-

sche Qualität des Kallus verbessern konnte. Cimicifuga racemosa hatte dahingegen keinen

Ein�uss auf den Heilungsprozess. Die Applikation von Genistein führte sogar zu einer Ver-

schlechterung des Heilungsverlaufs, was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf dessen Haupt-

wirkmechanismus, die Hemmung der Osteoklasten mit konsekutiver Hemmung der Remo-

delingprozesse, zurückzuführen ist. Die Auswirkungen der Genisteintherapie haben in der

vorliegenden Arbeit deutlich gezeigt, dass sich Substanzen, denen eine osteoprotektive

Wirkung nachgewiesen ist, nicht zwangsläu�g positiv auf die Frakturheilung auswirken

und diese sogar beeinträchtigen können. Die gewonnenen Ergebnisse legen die Empfeh-

lung nahe, während der ersten Wochen nach einer Fraktur keine Therapie mit Genistein

zu beginnen bzw. eine laufende Therapie auszusetzen.

Durch die vorliegende Untersuchung lieÿ sich des Weiteren feststellen, dass sich die Osteo-

porose und die getesteten Substanzen insbesondere auf die metaphysäre Spongiosa und

den neugebildeten Kallus auswirken. Der metaphysäre kortikale Knochen wurde vergleichs-

weise wenig beein�usst.
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Zusammenfassend hat sich in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die therapeutische

Kurzzeitapplikation von Parathormon, Raloxifen oder Equol nach einer osteoporotischen

Fraktur den Heilungsprozess verbessern kann. Hierbei ist allerdings zu berücksichtigen,

dass diese Untersuchungen am Osteoporosemodell Ratte durchgeführt wurden. Daher sind

weiterführende Untersuchungen an Groÿtiermodellen und spätere Studien am Menschen

indiziert, um hier letztendlich Klarheit über den Nutzen dieser Substanzen zu gewinnen.
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5 Zusammenfassung

Osteoporose ist nach Einstufung der WHO eine der zehn gravierendsten Volkskrankheiten

mit weltweit ca. 200 Millionen betro�enen Menschen. Zentrales Problem dieser systemi-

schen Skeletterkrankung, die zu verminderter Knochenmineraldichte und einer gestörten

Mikroarchitektur führt, ist die Fraktur des geschwächten Knochens. Ein Groÿteil der Pa-

tienten erleidet die erste Fraktur zu einem Zeitpunkt, an dem ihre Erkrankung weder

diagnostiziert noch therapiert ist. Aus diesem Grund kommt es im Rahmen der chirurgi-

schen Therapie häu�g zu Implantatversagen und einer gestörten Frakturheilung. In der

vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in welcher Weise die therapeutische Kurzzeitappli-

kation der potentiell antiosteoporotischen Substanzen Estradiol, Raloxifen, Parathormon

und der Phytoextrakte Cimicifuga racemosa, Genistein und Equol Ein�uss auf den Hei-

lungsverlauf manifest osteoporotischen Knochens nehmen und ob diese eine Verbesserung

der Frakturheilung bewirken können.

84 Ratten wurden im Alter von drei Monaten ovarektomiert und entwickelten innerhalb

der folgenden neun Wochen eine ausgeprägte Osteoporose. Anschlieÿend wurde im Be-

reich der proximalen Tibiametaphyse eine standardisierte Osteotomie durchgeführt und

mit einer T-Platte versorgt. Während des Heilungsprozesses wurden die Ratten in sieben

Gruppen unterteilt, die Estradiol, Raloxifen, Cimicifuga racemosa, Genistein oder Equol

oral, Parathormon subkutan oder sojafreies Futter erhielten. Nach einer Heilungszeit von

fünf Wochen erfolgte die Bewertung des Kallus und der angrenzenden metaphysären Struk-

turen anhand radiologischer, biomechanischer und histomorphometrischer Kriterien. Eine

während der Heilung durchgeführte Polychrome Sequenzmarkierung ermöglichte auÿer-

dem die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Konsolidierung.

Parathormon hat die Frakturheilung biomechanisch und morphologisch deutlich verbes-

sert und zeigte zudem ausgeprägte positive E�ekte auf die angrenzende metaphysäre Kor-

tikalis und den trabekulären Knochen. Raloxifen und Equol führten zu einer gesteigerten

biomechanischen Belastbarkeit des Frakturkallus und zu einer tendentiellen Verbesserung

der Kallusstruktur. Estradiol und Cimicifuga racemosa wiesen keine signi�kanten Unter-

schiede zur Kontrollgruppe auf. Als einzige Testsubstanz hatte das Phytoextrakt Genistein

eine inhibierende Wirkung auf den Verlauf der Frakturheilung. Es ist durch weiterführen-

de Versuche zu prüfen, ob die Kurzzeitapplikation von Parathormon, Raloxifen und Equol

auch beim Menschen die hier beschriebenen positiven E�ekte auf die Frakturheilung er-

reichen kann.
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