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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfihrung und Zielsetzung

Die Osteoporose gilt laut World Health Organization (WHQO) als eine der zehn
bedeutendsten Volkskrankheiten. Weltweit sind rund 200 Millionen Menschen von dieser
Erkrankung und deren Folgeschaden betroffen (Lin und Lane 2004; Lane 2006; Strom et
al. 2011). Durch hédufige Komplikationen und einen wesentlichen WVerlust an
Lebensqualitat durch Schmerzen und Immobilisation besitzt die Osteoporose eine enorme
Wichtigkeit auf soziokonomischer und sozialer Ebene. Sich andernde Lebensgewohnhei-
ten und eine steigende Lebenserwartung lassen zudem eine starke Zunahme der Inzidenz
altersassoziierter und postmenopausaler Osteoporose Uber die néchsten Jahrzehnte

erwarten, weshalb diese Erkrankung stetig an Bedeutung gewinnt.

Die Systemerkrankung zeichnet sich durch eine Abnahme der Knochenmineraldichte
(BMD) und eine veranderte, weniger stabile Mikroarchitektur des gesamten Skeletts aus.
Die dadurch entstehende Knochenfragilitat beginstigt das Auftreten von Frakturen. Vor
allem betrifft sie Knochen, die einem besonders hohen Knochenumbau unterliegen. So
sind vornehmlich der Bereich der Wirbelsédule, des proximalen Femurs, des Schenkelhalses
und des distalen Radius betroffen (Bartl 2011). Es folgen haufig Immobilitét, lebenslange
Invaliditat und eine gesteigerte Mortalitat (Cauley et al. 2000). Jahrlich resultieren ca. neun
Millionen Frakturen durch osteoporotische Skelettveranderungen, ein Drittel davon in
Europa (Johnell und Kanis 2006; Strom et al. 2011). Allein in Deutschland belaufen sich —
Schétzungen zufolge — die jahrlichen Kosten in der Behandlung osteoporosebedingter

Frakturen und deren Folgen auf tber finf Milliarden Euro (Haussler et al. 2007).

Durch die veranderte Struktur des osteoporotischen Knochens ist dieser nicht nur weniger
belastbar, sondern im Falle einer Fraktur ist auch dessen Regenerationsfahigkeit
vermindert. Der Heilungsprozess wird qualitativ und quantitativ beeintréchtigt. Nach dem
heutigen Wissensstand lauft der Frakturheilungsprozess im Vergleich zum gesunden
Knochen um ca. 30 % verzogert ab (Lill et al. 2002 a,b).



1 Einleitung

Es werden zur Zeit verschiedene Therapieansatze untersucht, wie die Regenerationsfahig-
keit des osteoporotischen Knochens so beeinflusst werden kann, dass der Heilungsprozess
gefordert wird und gleichzeitig dem Voranschreiten von osteoporotischen Veranderungen
vorgebeugt werden kann. Lodsungsansédtze finden sich derzeit im Einsatz von
Medikamenten und verschiedenen Hormonen. Da diese allerdings oft, vor allem auf lange
Sicht betrachtet, gravierende Nebenwirkungen sowie Folgeerkrankungen mit sich bringen
kdnnen (Rossouw et al. 2002), stellt sich die Frage nach einer vertraglicheren Alternative.
Diese fand sich vor einigen Jahren in dem nebenwirkungsarmen Einsetzen von
Ganzkorpervibration. Es gilt als bewiesen, dass Mikrobewegungen den Muskelaufbau
unterstilitzen, aber auch den Frakturheilungsprozess positiv beeinflussen kénnen (Judex et
al. 2007; Flieger 1998; Rubin 2007). Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen
vertikaler Ganzkdrpervibration bei 90 Hertz (Hz) auf die metaphysare Frakturheilung des

osteoporotischen Knochens.

Im Vorfeld zu der hier vorliegenden Untersuchung fanden in dieser Arbeitsgruppe bereits
Projekte anhand des weltweit meistgenutzten Osteoporosemodells, der ovarektomierten
Ratte, statt. Sie gilt als anerkanntes Modelltier in der Erforschung der postmenopausalen
Osteoporose (Kalu 1991). In vorangegangenen Studien konnte beobachtet werden, dass
sich bei ovarektomierten Ratten nach kurzer Zeit eine deutliche Osteoporose der
metaphyséren Tibia einstellt (Kalu 1991; Wronski et al.1985; Seidlova-Wuttke et al. 2003
a u. b). Es wurde dann eine standardisierte Osteotomie mit anschlieRender Osteosynthese
der Tibiametaphysen entwickelt, die eine direkte Untersuchung der Frakturheilung am Ort
der Osteoporosemanifestation ermdglicht. Die qualitative und quantitative Beurteilung des
Heilungsprozesses wurde mittels biomechanischer und histomorphologischer Kriterien
erfasst und zeitlich anhand polychromer Sequenzmarkierung untersucht. Nach dem
aktuellen Stand der Wissenschaft liegen derzeit bei moderater Vibration im Bereich von 90
Hz keine Hinweise auf eine systemische Beeinflussung vor. Deshalb wdare es ein
kostengiinstiges und relativ nebenwirkungsarmes und damit unter sozio6konomischen

Aspekten attraktives Mittel in der additiven Therapie osteoporotischer Frakturen.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit folgenden Fragestellungen:
1. Auf welche Weise beeinflusst vertikale Ganzkdrpervibration die Frakturheilung
des osteoporotischen und des intakten Knochens?

2. Léasst sich eine Verbesserung der Frakturheilung durch diese erzielen?

1.2 Theoretische Grundlagen

1.2.1 Knochengewebe

Der Knochen ist ein dynamisches Organ, welches sich durch eine hohe Stoffwechselaktivi-
tat und Durchblutung auszeichnet. Er unterliegt stindigen Umbauprozessen und kann sich
dadurch verschiedenen Belastungssituationen anpassen. Im Wesentlichen besteht Knochen
aus einer kalziumhaltigen Extrazellularsubstanz, der Knochenmatrix, den Knochenzellen
(Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten) und Mineralien. Weitere Bestandteile sind
Bindegewebe, Knorpel, rotes und gelbes Knochenmark sowie Versorgungsstrukturen,
Nerven und GefalRe. Das Skelett erfullt eine Stiitz- und Schutzfunktion und zahlt durch die
enge Verknupfung mit dem blutbildenden System zum Knochen-Knochenmark-System.
Durch die Speicherung von 99 % des im Korper vorkommenden Kalziums, 85 % des
Phosphats und 50 % des Magnesiums ist es das grofite Mineraldepot des menschlichen
Korpers und Ubernimmt somit eine zentrale metabolische Funktion (Bartl 2011;
Benninghoff und Drenckhahn 2008; Junqueira und Carneiro 2005; Welsch 2003).

1.2.1.1 Knochenaufbau

Elastizitdt sowie Zug- und Druckfestigkeit bei effizienter Leichtbauweise sind die
wesentlichen Charaktereigenschaften des gesunden Knochens. Histologisch unterscheidet
man zwei Arten von Knochengewebe: Geflechtknochen (Primérknochen) und
Lamellenknochen (Sekundarknochen).

Bei Knochenneubildung entsteht zunéchst Geflechtknochen, der im Laufe der Entwicklung
durch Lamellenknochen ersetzt wird. So findet sich im Erwachsenenalter hauptséchlich
lamellarer Knochen. Die Kollagenfasern im Sekunddrknochen sind regelmalig
ausgerichtet. Sie bilden in Form einer 3 bis 7 um dicken Knochenlamelle, die sich um
einen zentralen Kanal (Havers-Kanal, Zentralkanal) anordnet, ein Osteon (Havers-System).

Die Kollagenfasern innerhalb der Lamellen verlaufen parallel, die verschiedenen Lamellen

11
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90° versetzt zueinander. Dadurch entsteht die hohe Festigkeit des Knochens. Die Osteone
verlaufen langs zur Kortikalis. Die einzelnen Havers-Kanéle sind durch Volkmann-Kanale
miteinander verbunden.

Makroskopisch besteht der (metaphysére) Knochen aus einer &uBeren Kortikalis
(Kompakta, Substantia compacta) und einer inneren, schwammartig aufgebauten Schicht
(Spongiosa, Substantia spongiosa). Die Spongiosa setzt sich aus vielen miteinander
vernetzten Knochenbalkchen (Trabekeln) zusammen, welche sich in Richtung der grofiten
Druckbeanspruchung ausrichten. Hierdurch wird eine hohe mechanische Robustheit bei
geringem Gewicht erzielt. Besonders stark ausgebildet findet sich trabekuldrer Knochen im
axialen Skelett (u.a. Wirbelséule und Schenkelhals), da hier das Skelett der starksten
mechanischen Beanspruchung unterliegt. Die duRRere Oberflache des Knochens auRRerhalb
der Gelenkflachen wird von Periost bedeckt, von innen ist er mit Endost ausgekleidet.
Durch ihre hohe osteogene Aktivitat sind Peri- und Endost bei der Frakturheilung in
hohem Mal3e beteiligt (Benninghoff und Drenckhahn 2008; Junqueira und Carneiro 2005;
Schiebler und Schmidt 2002).

Hinsichtlich ihrer Form unterscheidet man kurze, lange und platte Knochen. Da in der
vorliegenden Arbeit lange Knochen (Rohrenknochen) von tbergeordneter Bedeutung sind,
wird nachfolgend nur deren Anatomie genauer erldutert. Hierzu gehoren u.a. Tibia, Fibula
und Femur. Das lange rohrenformige Mittelstiick, die Diaphyse, enthalt eine dicke
Kortikalis und nur einen kleinen Anteil spongidsen Knochens. Die beiden Enden, die
Epiphysen, bestehen berwiegend aus Spongiosa und weisen nur einen dinnen &uf3eren
Saum an Kompakta auf. Befindet sich der Knochen im Wachstum, so weist dieser
zwischen Epi- und Diaphyse einen knorpeligen Abschnitt, die Epiphysenfuge, auf. Hier
findet das Langenwachstum statt. Ist der Knochen ausgewachsen, verkndchert dieser
Anteil. Es bleibt lediglich eine Epiphysenlinie sichtbar. Bei dem Knochenabschnitt, in
dem die sich verbreiternde Diaphyse an die Epiphysenlinie grenzt, handelt es sich um die
Metaphyse (Junqueira und Carneiro 2005; Schiebler und Schmidt 2002) (s. Abb.1). Dies

ist der Hauptmanifestationsort der Osteoporose.
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Abbildung 1: Darstellung eines langen Rohrenknochens mit Epi- (A), Meta- (B) und Diaphyse (C)

(www.jameda.de)

1.2.1.2 Knochenzellen

Osteoblasten

Osteoblasten entwickeln sich aus undifferenzierten Mesenchymzellen. Ihre Hauptaufgabe
ist die Bildung von Knochen. Dieser Vorgang dauert mehrere Wochen und wird von einer
Vielzahl verschiedener Zytokine, Hormone und Vitamine reguliert. Dazu zéhlen z.B.
Parathormon (PTH), Ostrogene, Statine, Prostaglandine, Kalzitriol und Androgene. Bei
Aktivierung lagern sie sich in epithelartiger Anordnung an die Knochenoberflache an und
sezernieren aktiv die organischen Anteile der Knochenmatrix, insbesondere Kollagen Typ
1, Proteoglykane und Glykoproteine. Die zundchst unverkalkte Substanz wird als Osteoid
bezeichnet, welche im Anschluss durch Einlagerung von Kalziumphosphat mineralisiert
wird (Junqueira und Carneiro 2005). Das Kalziumphosphat wandelt sich zu Hydroxylappa-
tit um. Dieser Mineralisierungsprozess wird als Apposition bezeichnet. Ruhende
Osteoblasten, die 80 - 95 % der Knochenoberflache bedecken und diese schiitzen, werden
endostal lining cells genannt. Sie nehmen eine wichtige Rolle bei der Osteoklastenaktivie-

rung ein (Junqueira und Carneiro 2005; Lillmann-Rauch 2009; Manolagas 2000).
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Osteozyten

In die Knochenmatrix eingeschlossene, morphologisch verénderte Osteoblasten nennt man
Osteozyten. Sie liegen in linsenférmigen Lakunen und sind untereinander durch Canaliculi
(Knochenkanélchen) verbunden. Sie besitzen zahlreiche Fortsédtze, mit denen sie ber die
Canaliculi zu den benachbarten Osteozyten gap junctions fiir den Stoffaustausch ausbilden
(Barragan-Adjemian et al. 2006; Lillmann-Rauch 2009). Ihre Funktion ist noch nicht
restlos erforscht, sie scheinen aber eine wichtige Rolle beim stdndigen Umbau der Matrix
einzunehmen. AuBerdem sind sie entscheidend fir die Aufrechterhaltung der
Knochenhomd@ostase, indem sie beim Austausch organischer und anorganischer Stoffe
zwischen der Knochenmatrix und den BlutgefaRen vermitteln (Junqueira und Carneiro
2005; Welsch 2003).

Osteoklasten

Osteoklasten gehéren dem hamatopoetischen System an. Die Vorlauferzellen dieser
mehrkernigen Riesenzellen entstammen dem monozytédren Phagozytensystem und
entstehen durch Fusion von bis zu 100 einkernigen Vorldufern. Sie bernehmen die
Aufgabe der Knochenresorption, indem sie das Knochengewebe demineralisieren und die
entstandenen Abbauprodukte resorbieren. Die knochenabbauende Aktivitat wird Uber
verschiedene Wachstumsfaktoren und Hormone (u.a. PTH, Ostrogen, Leptin,
Schilddriisenhormone) beeinflusst (Junqueira und Carneiro 2005; Lillmann-Rauch 2009;
Welsch 2003).

1.2.1.3 Knochenmatrix

Die mineralisierte Substanz zwischen den Knochenzellen ist die Knochenmatrix. Sie setzt
sich aus Kollagenfibrillen, Wasser und anorganischen Salzen zusammen, wobei der
Salzgehalt ca. 60 % ausmacht. Dieser besteht hauptsachlich aus Kalziumphoshat, das in
Form von Hydroxylapatitkristallen an Kollagenfibrillen gelagert wird. Hydroxylapatitkris-
talle bestehen aus Kalzium-, Phosphat- und Hydroxyl-lonen. 45 % des Feuchtgewichts des
Knochens ist auf diese zurtickzufiihren. Der organische Anteil der Knochenmatrix belduft
sich auf 35 %. Er enthélt zu ca. 95 % Kollagen Typ | und zu ca. 5 % Proteoglykane und
Glykoproteine wie Osteocalcin und Sialoprotein. Interzelluldr besteht die Knochenmatrix
zu einem Viertel aus Wasser. Die Festigkeit des Knochens wird vor allem durch die

14
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anorganischen Bestandteile erreicht, wahrend die Elastizitat durch den kollagenen Anteil
erzielt wird (Junqueira und Carneiro 2005; Lullmann-Rauch 2009; Welsch 2003).

1.2.1.4 Knochenumbau

Der Knochen unterliegt in der Wachstumsphase bis zum Erreichen seiner endgltigen
Form stetigen An- und Umbauphasen. Es erfolgt die Umwandlung von Geflechtknochen in
Lamellenknochen, was auch modeling genannt wird. Um seine Funktionen den
unterschiedlichen Belastungen anpassen zu konnen, finden im Knochen lebenslang
Umbauprozesse statt. Dies bezeichnet man als remodeling (Manolagas 2000). Dadurch
kann eine funktionelle Adaption an mechanische Beanspruchung, Erneuerung und die
Aufrechterhaltung der Kalziumhomdoostase gewahrleistet werden. Besonders der spongidse
Anteil des Knochens weist durch sein groRRes Oberflachen/VVolumen-Verhaltnis eine hohe
Umbaurate auf. Wahrend im Rahmen des remodeling jahrlich etwa 28 % der Spongiosa
erneuert werden, betragt die Neubildungsrate in der Kortikalis lediglich 4 %. In der
Kindheit und Pubertét findet berwiegend Knochenaufbau statt, so dass im Alter von 25
bis 30 Jahren ein Hochstwert der Knochendichte (peak bone mass) erreicht wird. In dieser
Zeit Ubersteigt der Knochenaufbau den Knochenabbau. Dieser Prozess ist von endogenen
und exogenen Faktoren abhdngig. So spielen das genetische Potenzial, Hormone,

Erndhrung und die korperliche Aktivitat eine groRe Rolle (Bartl 2011).

Nach Erreichen der peak bone mass nimmt diese (ber die folgenden Jahre kontinuierlich
wieder ab, der Knochenabbau tbersteigt den Knochenaufbau mit etwa 1 % Knochen-
masseverlust pro Jahr. Durch den Ostrogenmangel bei postmenopausalen Frauen wird der
Knochenabbau zusétzlich geférdert. Der Verlust der Knochenmasse kann dadurch auf bis
zu 4 % im Jahr ansteigen. Zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr verlieren Frauen
durchschnittlich 40 % ihrer Knochenmasse. Je starker die peak bone mass in Jugendzeiten
aufgebaut wird, umso besser ist der Knochen im Alter vor Osteoporose geschiitzt. Denn
dadurch kann die Knochendichte trotz des physiologischen Knochenverlustes langer
oberhalb eines kritischen Schwellenwertes bleiben.
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Neben dem Substanzverlust kommt es bei zunehmendem Alter durch sich rarefizierende
Verknupfungspunkte in der Trabekelstruktur auch zu einer Modifikation der statischen
Beschaffenheit des Knochens (Bartl 2011).

1.2.1.5 Kalziumstoffwechsel

Das Knochengewebe ist einer der wichtigsten Speicherorte fiir Mineralstoffe. So spielt es
eine grolle Rolle bei der Aufrechterhaltung der Kalzium- und Phosphathomdostase. Da
Kalziumphosphationen nur bedingt l6slich sind, hdngen beide Stoffwechsel direkt
voneinander ab. Andert sich die extrazellulare Kalziumkonzentration, wahrend die
Phosphatkonzentration gleich bleibt, so kann es zum Ausfallen von Kalziumphosphat
kommen. Zur Regulierung der Kalziumkonzentration im Blut werden verschiedene
Hormone ausgeschuttet, wie z.B. PTH, Kalzitriol und Kalzitonin sind als wichtigste zu
nennen. Zu einer Ausschittung von PTH aus den Epithelkérperchen der Nebenschilddriise
kommt es bei einem Abfall der Kalziumkonzentration im Blut (Hypokalzamie). Dadurch
werden verschiedene Mechanismen in Gang gesetzt, die zu einem Kalziumanstieg im Blut
fuhren. PTH begiinstigt die Osteoklastenaktivitdt. Dadurch kommt es zur vermehrten
Knochenresorption und Kalzium und Phophat werden freigesetzt. An der Niere wirkt PTH
hemmend auf die Kalziumausscheidung und férdernd auf die renale Phosphatelimination.
Die Kalzitriolsynthese wird durch PTH und Hypokalzdmie stimuliert. Aus Vitamin D3
wird durch verschiedene Hydroxylierungsvorgange in Leber und Niere Kalzitriol
(1,25(0OH3)-Vitamin D3) gebildet. Vitamin D3 wird entweder exogen Uber die Nahrung
aufgenommen oder kann vom Kdrper synthetisiert werden, wobei es einer UV-Exposition
der Haut bedarf. Im Darm stimuliert Kalzitriol die Kalzium- und Phophatresorption, im
Knochen die Knochenresorption. In der Folge kommt es zu einem extrazellularen Anstieg
der Konzentrationen von Kalzium und Phosphat. Uber einen Riickkopplungsmechanismus
wird die Ausschiittung von PTH gehemmt, zudem wird durch die angestiegenen
Blutkonzentrationen eine Mineralisierung des Knochens gefordert. Zu einer Ausschuttung
von Kalzitonin aus den C-Zellen der Schilddrise kommt es bei Hyperkalzdmie. Kalzitonin
sorgt im Knochengewebe als Gegenspieler des PTH zu einem vermehrten Einbau von
Kalziumionen, wodurch die Kalziumkonzentration im Blut gesenkt wird (Loffler und
Petrides 2003; Lullmann-Rauch 2009).
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1.2.2 Frakturen

1.2.2.1 Definition

Eine Fraktur ist eine akut auftretende Kontinuitatsunterbrechung des Knochens. Man
unterscheidet eine physiologische (traumatische) Fraktur, durch eine akute duf3ere
Gewalteinwirkung auftretend, von einer pathologischen Fraktur (Fragilitatsfraktur).
Letztere tritt ohne ein vorausgegangenes adaquates Trauma auf. Dies ist zurlckzufihren
auf eine Vorschadigung des Knochengewebes, wie dies zum Beispiel im osteoporotischen
Knochen der Fall ist. Eine dritte Form stellt die Ermudungsfraktur dar. Hierbei fuhrt die
Summation von Uber einen langeren Zeitraum auftretenden Mikrotraumen zum Bruch des
Knochengewebes (Bartl 2011).

1.2.2.2 Frakturheilung

Die Frakturheilung dient dem Ziel der strukturellen und funktionellen Rekonstruktion des
Knochens in seinen urspringlichen Zustand. Dies geschieht durch die Aktivierung
unterschiedlicher komplexer Mechanismen. Hierbei spielen verschiedene Wachstumsfak-
toren, Zytokine und der Kalzium-, PTH- und Vitamin-D-Stoffwechsel eine maR3gebliche
Rolle. Die Art der Heilung hdngt von der Stellung und der Beweglichkeit der
Frakturenden zu- bzw. gegeneinander ab. Sie erfolgt entweder primar oder sekundar.

Priméare Frakturheilung

Die primére (direkte) Frakturheilung findet sich nur bei rigider Fixation, wodurch eine
Kontaktheilung stattfinden kann. Hierflr mussen die Frakturenden direkt aufeinander
liegen. Die Bildung von endostalem und periostalem Kallus mit anschlieRender Resorption
bleibt aus. Liegen die Frakturenden direkt aufeinander, kdnnen die Havers’schen Systeme
von einem Frakturfragment mit dem des anderen zusammenwachsen und es bildet sich
direkt Lamellenknochen. Die Kontinuitadt des Knochens ist somit wiederhergestellt. Eine
Sonderform stellt die Spaltheilung dar. Dabei wird ein interfragmentarer Bruchspalt von
0,5 mm ohne vorangegangene Entziindungs- und Granulationsphase direkt wvon
Geflechtknochen tberbrickt, der dann darauffolgend in Lamelllenknochen umgewandelt
wird. Es bildet sich bei der primaren Form der Frakturheilung anders als bei der indirekten

Frakturtberbriickung direkt Knochen ohne vorherige Kallusbildung. In der Klinik l&sst
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sich die primére Frakturheilung bei Kompressionsosteosynthesen finden (Berchtold et al.
2008).

Sekundéare Frakturheilung

Sekundare (indirekte) Frakturheilung findet bei einem breiten Frakturspalt, der durch ein
Héamatom ausgefullt wird, statt. Es erfolgt eine periostale, endostale und interfragmentére
Kallusbildung. Dabei wirken Mikrobewegungen der Frakturfragmente auf die
Kallusbildung forderlich. Durch den sich bildenden Kallus wird die Beweglichkeit
zunehmend eingeschrankt, so dass eine knocherne Uberbriickung des Frakturspalts
erfolgen kann. Im Laufe des Heilungsprozesses vergréf3ern sich die Querschnittsflache und
die mechanische Festigkeit des Kallusgewebes. Bei instabilen Verhaltnissen, also einem
sehr grollen Frakturspalt oder zu starker interfragmentérer Beweglichkeit, kann keine
kndcherne Uberbriickung und somit keine Heilung stattfinden. Es bestent die Gefahr der
Entstehung einer Pseudarthrose (Welsch 2003).

Die sekundare Frakturheilung verl&uft in vier Phasen, die sich teilweise Giberschneiden:

a) Stadium | (Entzindungsphase):

In der ersten Phase entsteht durch Abriss von Blutgefden im Frakturspalt ein
interfragmentdres Hamatom. Es kommt zum Einstrom von Granulozyten, Monozyten und
Mastzellen. Eine verstarkte periostale Perfusion und Kapillaraussprossung unterstiitzt die
Rekrutierung weiterer Zellen und versorgt diese mit Nahrstoffen. Dies dauert bis zu vier
Wochen.

b) Stadium Il (Granulationsphase):

In den n&chsten drei bis acht Wochen wird das H&matom zunehmend durch Granulations-
gewebe ersetzt. Durch die Synthese extrazelluldrer Bestandteile durch Osteoblasten,
Chondroblasten und Fibroblasten kommt es zu einer zunachst weichen Uberbriickung des
Interfragmentarspalts. Osteoklasten sorgen fir den Abbau nekrotischen Knochenmaterials
vorwiegend in der Nahe der Frakturenden.

c) Stadium 111 (Kallushartung):

Durch eine Mineralisation des Granulationsgewebes entsteht Geflechtknochen. Dieser
Vorgang dauert ca. sechs Wochen bis vier Monate. Diese Knochenneubildung geht von der
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endostalen und periostalen Kortikalis aus. Es bildet sich ein Fixationskallus, wodurch sich
zwar die Beweglichkeit im Frakturspalt vermindert, der Knochen jedoch noch nicht

mechanisch belastbar ist.

d) Stadium IV (modeling und remodeling):

Im weiteren Verlauf wird der Geflechtknochen in Lamellenknochen umgewandelt. Dabei
wird die ursprungliche Kontur des Knochens mitsamt dem Markraum wiederhergestellt.
Dieser VVorgang dauert ca. drei bis 24 Monate. Der Ablauf einer sekundéren Frakturheilung
lasst sich z. B. nach Marknagelung oder konservativer Therapie mit Gipsverband
beobachten (Rdssler und Rither 2007; Siewert 2012).

1.3 Osteoporose

1.3.1 Definition

Den aktuellen Leitlinien des Dachverbandes Osteologie (DVO) wird die Osteoporose wie

folgt definiert:

»,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige
Knochenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochenge-
webes charakterisiert ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitét

und der Neigung zu Frakturen* (Leitlinie Osteoporose 2009).

Hilfreicher fur Diagnostik und Therapie ist die Definition der WHO, nach der eine
osteoporotische Erkrankung dann vorliegt, wenn die Knochendichte mehr als 2,5
Standardabweichungen (SD) unterhalb eines statistischen Durchschnittswerts der
Knochendichte pramenopausaler Frauen bzw. jlingerer Ménner liegt. Dieser Wert wird als
T-Score bezeichnet und anhand der Dual-X-Ray-Absorptiometrie (DXA) ermittelt. Bei
einer Standardabweichung von -1 bis -2,5 liegt eine Osteopenie vor (WHO 1994). Kommt
es neben einem T-Score von -2,5 zu dem Auftreten von Frakturen, liegt eine manifeste

Osteoporose vor.
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1.3.2 Pathophysiologie der Osteoporose

Liegt bei den lebenslangen Umbauvorgangen (remodeling) ein Ungleichgewicht zwischen
Knochenaufbau und -abbau zugunsten der Knochenresorption vor, so kann eine
Osteopenie oder Osteoporose entstehen. Osteoporotische Verdnderungen betreffen
zunéchst die Substantia spongiosa, da hier aufgrund des groRen Oberflachen/Volumen-
Verhaltnisses vermehrt Umbauvorgange stattfinden. Die Kortikalis ist weniger anféllig fur
Storungen des Knochenstoffwechsels. Osteoporotische Veranderungen sind hier erst in der
Folge erkennbar. Bei voranschreitender Kochenresorption kommt es in der Spongiosa zu
Erosion, Perforation und teilweise zu Verlust der Trabekel (s. Abb. 2). Durch die Abnahme
der Anzahl der Trabekel und deren Vernetzung kommt es zu einer Verschlechterung der
Mikroarchitektur mit der Folge der erhéhten Knochenbriichigkeit und der gesteigerten
Anfélligkeit fur Frakturen (Leitlinie Osteoporose 2009).

Abbildung 2: Darstellung der Trabekelstruktur im gesunden (A) und osteoporotischen (B) Knochen

(Www.scinexx.de)

Zu den wichtigsten pathogenetischen Faktoren bei der Entstehung der Osteoporose zahlt
der postmenopausal auftretende Ostrogenmangel. Die gesteigerte Ausschiittung von
Zytokinen (u.a. I1L-1, IL-6, TNF-alpha) aus dem Knochenmark und den Knochenzellen
fiihrt zu einer vermehrten Osteoklastogenese und Aktivitat der Osteoklasten sowie einer
Verlangerung ihrer Lebenszeit (Manolagas 2000). Zusétzlich kommt es durch die Zytokine

zu einer gesteigerten Osteoblastogenese (high-turnover-osteoporosis, postmenopausale
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Osteoporose), die Lebensdauer der Osteozyten und -blasten verkdrzt sich jedoch. Somit
resultiert das Hormondefizit hier in einer negativen Knochenbilanz durch eine gesteigerte
Knochenresorption (Manolagas 2000).

Als Folge wird vermehrt Kalzium in den Extrazellularraum freigesetzt und dadurch eine
Hemmung der Ausschittung bewirkt. Der gesunkene PTH-Spiegel flihrt einerseits zu einer
gesteigerten Kalziumausscheidung in der Niere und andererseits zu einer Hemmung der
Kalzitriolsynthese in der Schilddrise. Durch den Mangel an Kalzitriol wird die
Kalziumaufnahme im Darm gehemmt, was wiederum zu einer negativen Kalziumbilanz

mit einhergehendem Knochenmasseverlust fihrt (Siegenthaler und Blum 2006).

Zu einer verminderten Kalzitriolsynthese und dem damit verbundenen Kalziummangel
kann es auch allgemein im hoheren Lebensalter durch einen Mangel an Vitamin D3
kommen. Dieses wird haufig bedingt durch eine Anderung der Lebensgewohnheiten,
sowie durch verminderte Sonnenlichtexposition. Reaktiv kommt es zu einem leichten
sekundaren Hyperparathyroidismus mit nachfolgend erhohter Knochenresorption mit
Freisetzung von Kalzium (Siegenthaler und Blum 2006). Da im hoheren Alter zusétzlich
die Osteoblastogenese abnimmt, wird die negative Knochenbilanz noch weiter geférdert
(low-turnover osteoporosis, senile Osteoporose).

1.3.3 Epidemiologie und sozioOkonomische Bedeutung

Mit rund 200 Millionen Betroffenen ist die Osteoporose die weltweit am hé&ufigsten
auftretende metabolische Knochenerkrankung (Gardner et al. 2006; Lane 2006; Lin und
Lane 2004). Im Jahr 2003 betrug die Prévalenz mit 7,8 Millionen erkrankten tber 50-
Jahrigen in der Bundesrepublik Deutschland 26 %. Dabei waren Frauen mit einer
Préavalenz von 39 % im Vergleich zu Ménnern mit 9,7 % weitaus haufiger betroffen
(Haussler et al 2007). Die Inzidenz der postmenopausalen und senilen Osteoporose nimmt
mit steigender Lebenserwartung zu, ebenso die Zahl der osteoporotischen Frakturen.
Schétzungen zufolge kommt es bei 30-50 % aller postmenopausalen Frauen zu einer
Osteoporose-assoziierten Fraktur (Randell et al. 1995). Durch die starke Beeintrachtigung
der Gesundheit und Lebensqualitat der betroffenen Menschen und die hohe finanzielle
Belastung der Gesundheitssysteme stellt die Osteoporose mit ihren Folgen ein groRes

Problem auf sozialer und 6konomischer Ebene dar (H&ussler et al. 2007). Hinzu kommt,
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dass durch den demographischen Wandel und die steigende Lebenserwartung in der
Bevolkerung auch die senile Osteoporose beim Mann an klinischer Relevanz zunimmt
(Cummings und Melton 2002).

1.3.4 Einteilungsformen der Osteoporose

1.3.4.1 Einteilung nach Atiologie

Primare und sekundare Formen der Osteoporose werden nach ihrer Atiologie eingeteilt:

Die primaren oder idiopathischen Formen treten am haufigsten auf. Ihr Anteil betragt etwa
95 %. Hier ist die Bestimmung einer genauen Ursache fiir die Entstehung einer
Osteoporose nicht moglich. Oft sind sie multifaktoriell bedingt. Es werden u.a. die
idiopathische, juvenile, postmenopausale und senile Osteoporose zu den primaren

Osteoporosen gezahlt.

Zu einer Manifestation der postmenopausalen Osteoporose (Typ-I-Osteoporose) kommt es
ungefahr 10 bis 15 Jahre nach der Menopause. Etwa ein Drittel aller Frauen sind davon
betroffen. Der postmenopausale Ostrogenmangel filhrt zu einem Knochenmasseverlust im
spongitsen Knochen, wobei besonders die Wirbelkorper, der distale Radius und das
proximale Femur betroffen sind (Melton et al. 1993; Jones et al. 1994).

Bei Ménnern kommt es im Rahmen eines Testosteronmangels im héheren Alter ebenso zu
einem gesteigerten Abbau der Spongiosa. Allerdings tritt diese Form bei Mannern deutlich
seltener auf.

Ab einem Alter von 70 Jahren spricht man per definitionem von seniler Osteoporose (Typ
I1). Durch eine generalisierte Knocheninvolution werden spongitser und kortikaler
Knochen gleichermallen stark abgebaut. Urséchlich hierfir sind physiologische
Altersprozesse, Bewegungsmangel und Kalzium- und/oder Vitamin D-Mangel. Im

Vergleich zu Mannern sind Frauen ca. doppelt so hdufig betroffen (Bartl 2011).
Die Atiologie ist bei sekundaren Osteoporosen bekannt. So kdnnen Osteoporosen sekundér

bei einer anderen Grunderkrankung (z.B. Morbus Cushing, Diabetes mellitus,
Hyperthyreose, Plasmozytom) oder durch Einnahme bestimmter Medikamente (z.B.

22



1 Einleitung

Cortisol) auftreten (s. Tab.1). Nur bei 5 % der osteoporotischen Erkrankungen handelt es

sich um die sekundare Form.

Tabelle 1: Darstellung der mdoglichen Ursachen einer sekundaren Osteoporose mit Beispielen fur die

entsprechende Grunderkrankung, modifiziert nach Classen et al. 2004

Ursache Grunderkrankung

e endokrinologisch e Diabetes mellitus

e Hyperthyreose

e Morbus Cushing

e Hyperparathyreoidismus

e Hypogonadismus

e neoplastisch e Non-Hogkin-Lymphom
e Plasmozytom

e Diffuse Knochenmarkskarzinose

e hereditér e Marfan-Syndrom
e Ehrlers-Danlos-Syndrom
e Osteogenesis imperfecta

e Turner-Syndrom

e pharmakologisch e Glukokortikoide

e Antikoagulanzien

e gastrointestinal e Morbus Crohn
e Pankreasinsuffizienz

e Primadr bilidre Zirrhose

e Sprue
¢ rheumatologisch e Chronische Polyarthritis
¢ nephrologisch e Chronische Niereninsuffizienz

1.3.4.2 Einteilung nach Dynamik der pathophysiologischen Vorgange

Kommt es zur Osteoporose durch gesteigerten Knochenumbau handelt es sich um eine

high-turnover-osteoporosis. Dabei ist die Osteoklastenaktivitdt gegenlber der normalen
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Osteoblastenaktivitat erhoht. Durch die stattfindende fast-loser-Situation verliert der
Betroffene Uber 3,5 % seiner trabekuldren Knochenmasse pro Jahr. Typisch ist das
Auftreten bei der friihen postmenopausalen Osteoporose (bis ca. zehn Jahre nach der
Menopause). Eine Low-turnover-ostoporosis entsteht durch verminderten Knochenumbau
bei normaler Osteoklastenaktivitdt. Diese slow-loser-Situation tritt bei der spéten
postmenopausalen und der senilen Osteoporose auf (Herold 2009).

Bei der Auswahl der medikamentdsen Therapie ist es von groRer Relevanz den
metabolischen Mechanismus zu kennen. Man wendet entsprechend der Ursache des
Substanzverlustes ein antiresorptiv oder ein osteoanabol wirkendes Medikament an (Bartl
2011) (s. Kapitel 1.3.8.2).

1.3.4.3 Einteilung nach Ausmal

Je nachdem, ob das gesamte Skelett von osteoporotischen Veranderungen befallen ist oder
nur teilweise, kann man zwischen einer generalisiert (systemisch) oder lokalisiert (fokal)
auftretenden Osteoporose unterscheiden. Beim Morbus Sudeck, der rheumatoiden Arthritis
und bei der Inaktivitatsosteoporose, z.B. bei Verletzungen, treten die Verdnderungen fokal
auf. Ein systemischer Befall findet sich bei der postmenopausalen (Typ 1) und der senilen
(Typ 1) Form. Dabei ist das gesamte Skelett nicht homogen betroffen ist, sondern v.a.
Prédilektionsstellen wie Wirbelkorper, Schenkelhals und distaler Radius (Bartl 2011).

1.3.5 Risikofaktoren

Die bedeutendsten Risikofaktoren fur das Entstehen einer Osteoporose finden sich in
Tabelle 2:

Tabelle 2: Darstellung der bedeutendsten nicht-modifizierbaren und modifizierbaren Risikofaktoren fir die

Entstehung einer Osteoporose (Leitlinie Osteoporose 2009)

Nicht-modifizierbare Risiken Modifizierbare Risiken

Genetische Pradisposition BMI < 20

Alter Kaorperliche Inaktivitat/Immobilitat

Weibliches Geschlecht Kalzium- und/oder Vitamin D-Mangel
Nikotinkonsum

24




1 Einleitung

1.3.6 Osteoporose-induzierte Frakturen

Klinisch manifestiert sich eine Osteoporose in der Regel erst durch das Auftreten von
Frakturen (Kubo et al. 1999; Hao et al. 2007). Der praklinische Substanzverlust des
Knochens geht meist schleichend und ohne Symptome einher. Deshalb bleibt eine
Osteoporose meist unbemerkt bis die erste Fraktur auftritt. Die Haupmanifestationsorte
sind v.a. die Wirbelkorper, der Schenkelhals, das proximale Femur und der distale Radius.
Nach Vollendung des 50. Lebensjahres betragt das Risiko fur das Auftreten Osteoporose-
bedingter Frakturen bei Frauen 40 % und bei Mannern 13 % (Melton et al. 1992). Das
Risiko fur eine Zweitfraktur erhoht sich um ca. 86 % (Kanis et al. 2004). Wie schon im
vorangegangenen Teil erwéhnt, zeigt der osteoporotische Knochen eine schlechte
Regenerationsfahigkeit. Die Frakturheilung ist in qualitativer und quantitativer Hinsicht
um ca. 30 % beeintrachtigt (Lill et al. 2002 a,b). In friheren experimentellen
Untersuchungen am Femurschaft ovarektomierter Ratten konnte man einen um 40 %
groRengeminderten Kallusquerschnitt und eine um 23 % reduzierte BMD im Stadium |
(Woche 1-3) der Frakturheilung messen. Auch zeigte der Kallus deutlich schlechtere
Eigenschaften im biomechanischen Test. Die Elastizitat der Frakturtiberbriickung zeigte
sich im biomechanischen Test deutlich verringert (Namkung-Matthai et al. 2001). In den
spateren Heilungsphasen konnte man ebenfalls eine geringere Stabilitat und Elastizitat und
einen niedrigeren BMD der Frakturliberbriickung nachweisen. Es wird angenommen, dass
die beeintrachtigte Regeneration durch eine erhdhte Aktivitat der Osteoklasten und eine

langsamere Mineralisierung bedingt wird (Wang et al. 2005).

1.3.7 Diagnostik

Nach Empfehlung des DVO setzt sich die Basisdiagnostik der Osteoporose aus Anamnese,
klinischer Untersuchung, DXA-Knochendichtemessung, konventioneller Réntgenuntersu-
chung der Brust- und Lendenwirbelsdule und Labordiagnostik zusammen (Leitlinie
Osteoporose 2009). Eine gezielte Diagnostik ist von entscheidender Wichtigkeit fr die
frihzeitige therapeutische Intervention und trdgt somit insbesondere zur Pravention von
pathologischen Frakturen bei. Ein 10-Jahres-Frakturrisiko lasst sich durch die klinischen
Risikofaktoren abschétzen. Es dient der Indikationsstellung zur Durchfihrung der

Basisdiagnostik. Dies gilt ab einem Risiko von 20 %.
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1.3.7.1 Anamnese

Den ersten wichtigen Schritt in der Osteoporosediagnostik stellt die sorgfaltige Anamnese
dar. Sie liefert Informationen zu aktuellen Beschwerden (Schmerzen und Funktionsein-
schréankungen), vorliegenden Risikofaktoren, Vorerkrankungen und eingenommenen
Medikamenten. Zusétzlich sollte nach Erndhrungsgewohnheiten, der korperlichen
Aktivitat, Veranderungen des Gewichts und der KorpergroRe sowie nach dem Alter und
nach bereits abgelaufenen Stiirzen und Frakturen gefragt werden. Eine grindliche
Anamnese erleichtert eine gezielte weiterfihrende Diagnostik und kann zur Unterschei-
dung zwischen primdrer und sekundérer Osteoporose erste Hinweise liefern (Leitlinie
Osteoporose 2009).

1.3.7.2 Klinische Untersuchung

Im Mittelpunkt der klinischen Untersuchung steht die Erhebung von bereits eingetretenen
pathologischen Verdnderungen als Folge von Wirbelkorperfrakturen. Dafur kann die
Untersuchung  auf  GroRenverlust,  Korperhaltung,  Wirbelsaulenklopfschmerz,
Bewegungseinschrdnkung und Verhartungen der Muskulatur wegweisend sein. Es kommt
bei fortgeschrittener Osteoporose zu einer merklichen GroRenabnahme. Eine
Hyperkyphosierung der Brustwirbelsaule (,, Witwenbuckel*) kommt durch Sinterungs- und
Kopressionsfrakturen der Wirbelkdrper zustande. Durch eine Ho6henminderung der
Wirbelsdule von mehr als 4 cm zeigen sich typischerweise Hautfalten im unteren Bereich
des Rickens. Diese verlaufen von kraniomedial nach kaudolateral und werden als
,» Tannenbaumphénomen* bezeichnet (Leitlinie Osteoporose 2009). Um die Koordination
und die Muskelkraft einzuschatzen und damit eine Sturzneigung zu erkennen, bieten sich
der ,,Timed up-and-go-Test* (Podsiadlo und Richardson 1991) oder der ,,Chair-rising-
Test* (Guralnik et al.1995) an.

1.3.7.3 Konventionelle Rontgenuntersuchung

Das konventionelle Rontgen dient in der Osteoporosediagnostik der Entdeckung und
Verlaufskontrolle von Wirbelkdrperfrakturen und ist hilfreich bei der Abgrenzung
maoglicher Differentialdiagnosen. So lassen sich beispielsweise Osteomalazie, degenerativ-
entzindliche Gelenkveranderungen oder Knochenlédsionen auf dem Boden maligner

Prozesse feststellen. Da sich eine Substanzabnahme im Knochen erst bei einem Verlust
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von 30-40 % im ROntgenbild darstellt, ist dieses Bildgebungsverfahren nicht zur
Frihdiagnostik geeignet (Leitlinie Osteoporose 2009). Bei fortgeschrittener Osteoporose
werden im Rontgenbild charakteristische Wirbelkorperdeformierungen sichtbar. Dazu
gehoért die Entwicklung von sogenannten Fisch-, Keil- und Plattwirbeln aufgrund von
Sinterungsfrakturen und Grund- und Deckplatteneinbriichen. Durch den trabekuléren
Knochenschwund bei erhaltener Kortikalis imponiert der innen weniger rontgendichte
Wirbelkdrper im Rontgenbild als ,,Rahmenwirbel (Bartl 2011).

1.3.7.4 Osteodensitometrie

Osteodensitometrie dient als Oberbegriff fur verschiedene Verfahren zur Bestimmung von
Mineralgehalt (bone mineral content; BMC; in g) und Mineraldichte (bone mineral
density; BMD; in g/cm? oder g/cm®) des Knochens. Diese finden Anwendung in der
Fruhdiagnostik und Verlaufskontrolle.
So léasst sich mithilfe der gemessenen Knochendichte das bestehende Frakturrisiko
abschatzen. Es zeigte sich in verschiedenen Untersuchungen, dass eine abnehmende Dichte
das Auftreten einer osteoporotischen Fraktur unabhangig von anderen Risikofaktoren
erhoht. Folgende Verfahren zahlen zur Osteodensitometrie:

e RoOntgenabsorptiometrie (Dual-X-Ray-Absorptiometrie)

e Quantitative Computertomographie

e Quantitative Ultrasonographie

e Mikro-Computertomographie

Dual-X-Ray-Absorptiometrie (DXA)

Die DXA wird als Goldstandard zur Bestimmung der Knochendichte genutzt (Gardner et
al. 2006) und dient als Grundlage zur Definition und zur Stadieneinteilung der
Osteoporose, sowie zur Verlaufskontrolle. Diese Methode ist bei einer geringen
Strahlenbelastung kostengnstig, schnell und nicht invasiv. Gemessen wird vornehmlich

das proximale Femur und die Lendenwirbelkorper L1 bis L4.

Quantitative Computertomographie (QCT)
Eine Alternative zur DXA-Methode ist die quantitative Computertomographie (QCT). Mit
ihr ist es moglich, das Volumen der Knochendichte in mg Kalziumhydroxylapatit/cm® zu

bestimmen. Weiterhin ermdglicht sie die separate Beurteilung von Kortikalis und
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trabekuldrem Knochen. Dabei dient der trabekuldre Anteil der Lendenwirbelsdule (LWS)
als Standardmessort (Stammosteoporose), da hier vermehrt Umbauvorgéange stattfinden.
Der Lumbalwirbelkorper unterliegt einer groRen Umbaudynamik, die bei Osteoporose
frihzeitig Veranderungen der BMD aufweist. Einen weiteren standardisierten Messort
stellt in der Klinik der Schenkelhals (periphere Osteoporose) dar. Fir die Untersuchung
verwendet man einen konventionellen klinischen Ganzkoérpertomographen, welcher zuvor
mit einem Hydroxylapatit-Referenzphantom kalibriert worden sein muss (Link und
Majumdar 2003). Im Vergleich zur DXA bietet die Computertomographie die Mdglichkeit
der exakten dreidimensionalen Lokalisation des Messvolumens und dessen isolierte
Erfassung ohne Uberlagerung des umliegenden Gewebes. Nachteilig jedoch wirken sich
die wesentlich gréRere Strahlenbelastung, die hoheren Kosten und die langere
Untersuchungszeit aus, weshalb dieses Mittel in der Regel weitaus weniger eingesetzt
wird. Insbesondere niedergelassene Arzte haben oft keinen direkten Zugang zu einem CT-
Scanner. So wird dieses Verfahren vorwiegend bei speziellen Fragestellungen und zur
alternativen Diagnostik bei nicht eindeutigen DXA-Ergebnissen angewandt (Leitlinie
Osteoporose 2009).

Quantitative Ultrasonographie (QUS)

Ein weiteres nichtinvasives Verfahren zur Osteodensitometrie stellt die quantitative
Ultrasonographie (QUS) dar. Vorteilhaft sind hierbei die fehlende Strahlenbelastung,
sowie die schnelle, unkomplizierte Handhabung durch transportable Geréte und geringe
Kosten. Periphere Knochen wie Radius, Kalkaneus, Tibia und Phalangen lassen sich gut
untersuchen. Durch den &hnlichen strukturellen Aufbau des Kalkaneus zur Wirbelsdule
wird dieser als Standardmessort gewahlt. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass
das Frakturrisiko bei postmenopausalen Frauen durch Einsatz der QUS abgeschéatzt werden
kann. So hat diese Methode ihren Platz im Screening. Jedoch ldsst sich mit ihr keine
Osteoporose diagnostizieren. Zum einen, weil im Kalkaneus Osteoporose sehr selten
auftritt und die h&ufiger von Osteoporose betroffenen Skelettanteile, wie Wirbelséule,
Schenkelhals und Femur nicht direkt beurteilt werden kénnen und zum anderen, weil es
bisher keine Mdglichkeit der Standardisierung und Qualitétssicherung gibt (Pallamar und
Friedrich 2005). Dadurch sollte bei Verdacht auf eine Osteoporose in der QUS-
Untersuchung eine weitere Abklarung mittels DXA erfolgen (Leitlinie Osteoporose 2009).
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Mikro-Computertomographie (uCT)

Zu den neueren, hochauflosenden Verfahren zahlt die Mikro-Computertomographie (uCT).
Durch die hohe Auflésung von 10-100 um lésst sich die dreidimensionale Mikrostruktur
des Knochens durch Darstellung der Trabekelanordnungen bestimmen, gleichzeitig kommt
es zu einer deutlich hoheren Strahlenbelastung als durch die konventionelle CT.
Entsprechend findet die uCT bislang nur zur Untersuchung von Kleinen Tieren sowie fur
Knochenstanzbiopsien Anwendung (Kalpakcioglu et al. 2008). Es bestehen jedoch
signifikante Korrelationen (p < 0,0001) zwischen den Resultaten der histologischen
Untersuchung und der pCT von Knochenbiopsien des menschlichen Beckenkamms, wie in

vergangenen Studien belegt werden konnte (Muller et al. 1998).

1.3.7.5 Laborchemische Untersuchung

Da bei der primédren Osteoporose die Ublichen Laborparameter in der Regel im
Normbereich liegen, hat die Labordiagnostik eher eine Bedeutung in der Aufdeckung
sekundarer Osteoporosen (Bartl 2011). Laut aktueller DVO-Leitlinie wird die
Durchfiihrung eines Basislabors empfohlen. Dies gilt vor allem bei anamnestischen
Auffalligkeiten, wie beispielsweise Frakturen nach Bagatelltraumen und einem T-Score < -
2 (DXA) (Leitlinie Osteoporose 2009). Neben den Parametern des Basislabors gibt es
verschiedene Marker um den Knochenstoffwechsel zu beurteilen. So sprechen
beispielsweise erhdhte Werte knochenspezifischer Alkalischer Phosphatase und
Osteocalcin  fiir eine gesteigerte Osteoblastenaktivitdt und damit eine erhohte
Knochensynthese. Lassen sich vermehrt Desoxypyridinolin, Pyridinolin, C- und N-
terminales Telopeptid im Blut messen, gilt dies als Hinweis auf eine erhohte
Knochenresorption. Ebenfalls kann man mittels dieser Marker zwischen high- und low-
turnover-Osteoporose unterscheiden und die Krankheitsaktivitat beurteilen (Garnero und
Delmas 2004; Seibel 2003).

Es liegen mehrere Studien vor, in denen eine Beziehung zwischen dem Knochenstoff-
wechsel und dem Risiko einer osteoporotischen Fraktur aufgezeigt werden konnte (Meier
et al. 2005).
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1.3.8 Therapie

1.3.8.1 Pravention und Basistherapie

MaRnahmen zur Pravention zielen darauf ab, bei Menschen mit erkennbarem Risiko das
spatere Auftreten einer Osteoporose zu minimieren. Dabei handelt es sich um Kriterien,
die die Ausbildung der Knochendichte beeinflussen, wie etwa die Erndhrung, die
korperliche Aktivitat, das Korpergewicht, das Geschlecht und genetische Faktoren. Die
korperlichen Aktivitaten betreffend, handelt es sich im Jugendalter um sogenannte high-
impact-Sportarten wie beispielsweise Judo, Tennis, Squash oder Step-Aerobic. So kénnen
diese bei Auslibung im Alter von sechs bis zwolf Jahren bei Médchen zu berdurchschnitt-

lichen Knochenzuwachsraten fiihren (Kannus et al. 1995).

Im hoheren Alter zdhlen zur Prévention Mallnahmen zur Sturz- und Frakturprophylaxe.
Diese schlieBen Programme zur Erhebung des Sturzrisikos und der Sturzprophylaxe mit
ein (Gillespie et al. 2003, 2009 u. 2012). Eine Empfehlung zur Basistherapie und
Prévention laut DVO-Leitlinie ist eine ausreichende Zufuhr von Vitamin D und Kalzium.
Wird eine Tagesdosis von 1200 - 1500 mg Kalzium und eine tagliche Sonnenlichtsexposi-
tion nicht erreicht, so kann man von einer Unterversorgung ausgehen. Eine osteoprotektive
Wirkung ist bei Kombinationstherapie aus Kalzium und Vitamin D bei Frauen ab dem 45.
Lebensjahr bewiesen (Di Daniele et al 2004). Fir eine frihe Mobilisierung nach
osteoporotischen Frakturen wird laut der DVVO-Leitlinie additional zu RehabilitationsmaR-
nahmen, Physiotherapie, psychosozialer ~ Betreuung und antiosteoporotischer
Pharmakotherapie eine Schmerztherapie nach dem WHO-Stufenschema angeraten. Hier ist
auf die Wahl des Medikaments zu achten, da es u.a. durch nichtsteriodale Antirheumatika
wie Ibuprofen, Indometacin und Diclofenac zu einer osteoblastenhemmmenden Wirkung
kommen kann (Krischak et al. 2007).

1.3.8.2 Medikamenttse Osteoporosetherapie

Eine Indikation fiir die medikamentose Therapie liegt vor, wenn das erwartete 10-
Jahresrisiko fur Wirbelkorper- und Femurfrakturen anhand von vorliegenden
epidemiologischen Daten tber 30 % betragt und die T-Werte der DXA an mindestens einer
dieser Lokalisationen vermindert sind (Leitlinie Osteoporose 2009). Unabhéngig von
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Geschlecht und Alter sollte dann mit einer medikamenttsen Therapie begonnen werden.
Dies gilt auch fir Patienten, die tdglich mehr als 7,5 mg Prednisolonaquivalent fir langer
als drei Monate in Kombination mit einem DXA T-Wert < -1,5 einnehmen. Eine
Reduktion des Frakturrisikos um 30 - 40 % mittels einer spezifischen medikamentsen
Therapie wird bei DXA T-Werten < -2 erreicht. Um eine osteoporotische Fraktur bei
einem Patienten zu verhindern, missen 15 behandelt werden (number needed to treat von
15). Dementsprechend kann die Knochendichtemessung mittels DXA nicht nur ein Bild
Uber das Ausmal der osteoporotisch bedingten Knochenschadigung darstellen, sondern
auch Auskunft Gber die Erfolgsaussichten einer medikamentdsen Therapie liefern. Liegen
additional Risikofaktoren wie eine stattgefundene periphere Fraktur nach Bagatelltrauma
oder eine positive Familienanamnese fir proximale Femurfrakturen, Nikotinkonsum,

Gangunsicherheit sowie Immobilitét vor, sollte eine Therapie friiher begonnen werden.

In der medikamenttsen Osteoporoseprophylaxe und -therapie lassen sich zwei Gruppen an
antiosteoporotischen Substanzen beziglich ihrer Wirkweise unterteilen. So vermindern die
antiresorptiven Substanzen bei insgesamt positiver Knochenbilanz den Knochenumbau
und die Knochenresorption im Rahmen des remodelings. Eine signifikante Reduktion des
Frakturrisikos um 50 - 60 % im Vergleich zur Kontrollgruppe wird selten tberschritten. In
diese Gruppe fallen Bisphosphonate, Kalzitonin, Kalzium und Vitamin D.

Die zweite Gruppe wird von den osteoanabolen Substanzen gebildet. Ihre Wirkweise
beruht in erster Linie auf der Aktivierung der Osteoblasten und Stromazellen und damit der
Stimulation des Knochenumbaus. In der Folge kommt es zu einer Zunahme der
Knochenmasse und Knochenfestigkeit, wodurch das Risiko fir das Auftreten von
Frakturen vermindert wird. In diese Substanzgruppe fallen die Fluoride und das Strontium.
Allerdings kommt es durch die Wirkung von Fluoriden zwar zu einer Erhéhung der
Knochenmasse, wahrend der sich neu bildende Knochen keine ausreichende Belastbarkeit
gegeniiber mechanischer Belastung aufweist (Bartl 2011). Unter Ostrogeneinfluss lieR sich
in aktuelleren Studien eine knochenaufbauende Wirkung feststellen. In einem
Forschungsprojekt von Sturmer et al. (2010 a) konnte man den Frakturheilungsprozess der
osteoporotischen Tibiae ovarektomierter Ratten unter Einfluss von Ostrogen annahernd auf
die gleiche Stufe der Frakturheilung gesunder Versuchstiere anheben (Stiirmer et al. 2010

a).
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1.3.8.3 Hormonersatztherapie (HRT)

Als eine der bedeutendsten Ursachen fir das Auftreten einer Osteoporose bei Frauen gilt
der postmenopausale Ostrogenmangel. Dieser sinkt schon einige Jahre vor der Menopause,
wodurch es kontinuierlich zu einem Verlust von Knochenmasse kommt. Je nach
genetischer Préadisposition und Risikofaktoren kommt es unbehandelt nach der Menopause
zu einem jahrlichen Verlust von Knochensubstanz von bis zu 4 %.

Nach Bekanntwerden des Einflusses von Sexualhormonen auf die Synthese von Zytokinen
und Wachstumshormonen im Gewebe des Knochens wurden verschiedene Studien, u.a. die
amerikanische ,,wWomen’s Health Initiative* (WHI) (Rossouw et al. 2002) und die britische
»Million Women Study“ (Beral 2003), konzipiert. Daftr analysierte die WHI zwischen
1993 und 1998 an 161.809 postmenopausalen Frauen mit intaktem Uterus in einem
randomisierten Verfahren die Wirkung von Ostrogen, Ostrogen in Kombination mit
Progesteron und von Placebos. 2002 erstmals verdffentliche Ergebnisse zeigten, dass bei
beiden HRT-Kollektiven signifikant weniger Frakturereignisse resultierten als in der
Placebo-Kontrollgruppe. Gleichzeitig kam es im Ostrogen-Progesteron-Kollektiv zu einem
deutlichem Anstieg des relativen Risikos fiir Mammakarzinome, Lungenembolie, Apoplex
und koronare Herzkrankheit. Als Folge wurde die Studie nach 5,2 Jahren vorzeitig
abgebrochen, obwohl ursprunglich 8,5 Jahre eingeplant waren (Rossouw et al. 2002). Die
alleinige Gabe von Ostrogen wurde ebenfalls vorzeitig nach 6,8 Jahren abgebrochen, da es
zu einer Haufung des Auftretens von Apoplexen kam (Anderson et al. 2004). In der
»Million Women Study* wurden zwischen 1996 und 2001 1.084.110 Frauen im Alter von
50 bis 64 Jahren zur HRT befragt, von denen etwa die Halfte zum Befragungszeitpunkt
oder in der Vergangenheit Hormone einnahmen. Die im August 2003 publizierten
Resultate ergaben dhnlich den Ergebnissen der WHI eine Erhdhung des relativen Risikos,
an einem Mammakarzinom zu erkranken oder zu versterben. Dies war am ausgepréagtesten
bei Frauen, die ein Kombinationspraparat aus Ostrogen und Progesteron eingenommen
hatten (Beral 2003).

Den neu gewonnenen Erkenntnissen zufolge werden Ostrogene im Rahmen der HRT
lediglich noch in wenigen Ausnahmeféllen zur Behandlung klimakterischer Beschwerden
und postmenopausaler Osteoporose eingesetzt. Dies sollte dann in enger Zusammenarbeit
mit dem behandelnden Gynékologen erfolgen.
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1.3.8.4 Ostrogen-Rezeptor-Agonisten/Antagonisten (SERMs)

Ostrogen-Rezeptor-Agonisten/Antagonisten (,,Selective Estrogen Receptor Modulators*,
SERMSs) zahlen nicht zu den Steroidhormonen. Sie haben aber die Fahigkeit an den
Ostrogenrezeptoren ER-a. und ER-B zu binden und dadurch, ahnlich dem Ostrogen,
gewebsspezifisch agonistisch oder antagonistisch zu wirken. Im Knochengewebe wirkt das
umfassend untersuchte Raloxifen als Ostrogenagonist. Gleichzeitig zeigt es keinen Effekt
an Mamma oder Uterus. Den Nachweis der positiven Wirkung des Raloxifens auf den
Knochen lieferten die Ergebnisse einer randomisierten, Placebo-kontrollierten-Phase-I11-
Studie mit 7705 postmenopausalen Osteoporosepatientinnen (,,Multiple Outcomes of
Raloxifene Evaluation“, MORE). Die Probandinnen erhielten taglich 60 mg Raloxifen,
woraufhin eine erhohte Knochendichte am Femur und an der Wirbelsdule nachgewiesen
werden konnte. Das Frakturrisiko fir Wirbelkérper konnte dadurch auf annéhernd die
Hélfte im Vergleich zur Placebo-Gruppe gesenkt werden. Das Frakturrisiko an
extravertebralen Knochen wurde nicht signifikant gesenkt, jedoch verminderte sich das

Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken um 54 - 74 % (Ettinger et al. 1999).

1.3.8.5 Bisphoshonate

Vor 30 Jahren kam es durch die Entdeckung der Bisphosphonate und deren Effekt am
Knochen zu einem Wandel im Hinblick auf die Behandlung von Knochenkrankheiten.
Bisphosphonate wirken durch Anreicherung auf der Knochenoberflache, indem sie
Osteoklasten hemmen und inaktive Osteoblasten mobilisieren. Folglich kommt es zu einer
Hemmung der Knochenresorption und zu einer positiven Knochenbilanz. Bisphosphonate
werden analog ihrer Wirkweise zu den antiresorptiven Substanzen gezahlt. Man kann sie
anhand ihrer Stickstoffhaltigkeit in stickstoffhaltig und nicht-stickstoffhaltig unterteilen.
Im Hinblick auf die Behandlung der Osteoporose spielen die Stickstoffhaltigen eine
grolere Rolle, da diese eine hohere Potenz aufweisen. Durch verschiedene klinische
Studien zu der Wirkung des Aminobisphosphonats Alendronat an tber 17.000 Patienten
konnte dessen Wirksamkeit bewiesen werden. So zeigte ein Kollektiv von 6459
postmenopausalen Frauen zwischen 55 und 81 Jahren in der ,,Fracture Intervention Trial*
(FIT) bzw. der ,Fracture Intervention Trial Long-term Extension* (FLEX) ein deutlich
geringeres relatives Risiko fur das Auftreten von Wirbel-, Hift-, und Handgelenksfraktu-

ren nach einer drei- bis vier-jadhrigen téglichen Gabe von Alendronat im Vergleich zum
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Placebo-Kollektiv (Black et al. 2000). Wurde die Alendronateinnahme nach finf Jahren
abgebrochen, so fand sich bei diesen Probandinnen im Vergleich zu dem Kollektiv,
welches die Behandlung fir weitere flnf Jahre fortfiihrte, eine leicht verminderte BMD,
das Frakturrisiko unterschied sich jedoch nicht (Black et al. 2006). Alendronat weist eine
gute Vertraglichkeit auf, im Vergleich mit der Placebogruppe kam es zu keinen

unerwiinschten Arzneimittelwirkungen.

Ebenfalls anhand wvon grof3en internationalen Klinischen Studien erforscht ist das
Bisphoshonat Risedronat. Durch die tagliche Einnahme von 5 mg Risedronat tUber drei
Jahre Studiendauer verringerte sich das Auftreten von Wirbelfrakturen nachweislich um 41
%. Dies wurde von der VERT-Gruppe (,,Vertebral Efficacy with Risedronate Therapy*) in
einer randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie an 2458 postmenopau-
salen Frauen unter 85 Jahren nachgewiesen (Harris et al. 1999). Auch konnte durch weitere
Studien durch eine Einnahmedauer von Risedronat tber sechs Monate ein signifikantes
Absinken des Risikos fur Wirbelfrakturen bei postmenopausalen Patientinnen gezeigt
werden (Roux et al. 2004).

1.3.8.6 Strontium-Ranelat (SR)

Auf dem deutschen Markt zugelassen seit 2004, zahlt Strontium-Ranelat (SR) zu den
neueren Substanzen in der Behandlung der postmenopausalen Osteoporose. Es stammt aus
der Gruppe der Erdalkalimetalle, besitzt knochenaffine Eigenschaften und verhélt sich
chemisch dhnlich dem Kalzium. Durch eine Steigerung der Differenzierung der
Préosteoblasten und der Kollagensynthese in Osteoblasten, sowie eine gleichzeitige
Hemmung der Osteoklasten und deren Vorlduferzellen wirkt es osteoanabol sowie
antiresorptiv (Reginster et al. 2005).

Uber eine Zeitspanne von drei Jahren nahmen 1649 an postmenopausaler Osteoporose
leidende Patientinnen im Rahmen der SOTI-Studie (,,Spinal Osteoporosis Therapeutic
Intervention®) taglich einen Placebo oder 2 g SR ein. Im Verlauf der Studien kam es in
dem Placebo-Kollektiv zu wesentlich mehr Wirbelkorperfrakturen. Des Weiteren hatte
sich die Knochendichte nach Einnahme von SR nach den drei Jahren um 8,3 % am
Schenkelhals und um 14,4 % an der LWS erhoht (Meunier et al. 2004).
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Ferner konnte die TROPOS-Studie (,,Treatment of Peripheral Osteoporosis®) eine
Minderung des Risikos fur nicht-vertebrale Frakturen nach SR-Gabe belegen. Dafir
erhielten 5091 postmenopausale Osteoporosepatientinnen finf Jahre lang entweder taglich
2 g SR oder einen Placebo. Beim SR-Kollektiv der etwa 2714 Probandinnen ohne
vorzeitigen Abbruch reduzierte sich das Risiko fiir extra-vertebrale Frakturen im Vergleich
zur Placebo-Gruppe um 15 % (Reginster et al. 2008).

1.3.8.6 Parathormon (PTH)

Das in der Nebenschilddrise synthetisierte PTH wird bei einem Absinken des
extrazelluldren Kalziumspiegels ins Blut freigesetzt. Hier sorgt es durch eine vermehrte
Kalziummobilisierung aus dem Knochen und eine erhdhte Kalziumriickresorption in der
Niere zu einem Ansteigen des Kalziumspiegels. Gleichzeitig wird die Kalzitriolsynthese
angekurbelt und die Phosphatausscheidung in der Niere erhoht. Erfolgt die PTH-
Applikation pulsatil, so zeigt sich eine osteoanabole Wirkung. Bei kontinuierlicher Gabe
kdnnen Osteolysen auftreten (Canalis et al. 2007; Gao et al. 2008).

Der osteoanabole Effekt des Parathormons konnte in einer Studie an 1637 postmenopausa-
len Osteoporosepatientinnen nachgewiesen werden. Hierflir wurde das rekombinante
humane Parathormonfragment 1-34 (Teriparatid, rhPTH 1-34) pulsatil ber 21 Tage
appliziert. Die Probandinnen wurden in eine Placebo-Gruppe und zwei Gruppen mit
rhPTH 1-34-Applikation eingeteilt, welche jeweils 20 oder 40 pg rhPTH 1-34 subkutan
erhielten. Die Aufteilung erfolgte randomisiert. Nach 21 Tagen sank die Zahl neuer
Wirbelkdrperfrakturen um 65 %, gleichzeitig erhohte sich die Knochendichte um 9 % an
der LWS und um 3 % am Schenkelhals (Neer et al. 2001). Wahrend sich die Dichte des
Knochens nur geringfugig vergrolert, erhoht sich die periostale Knochenneubildung, das
kortikale Volumen und die Querschnittsflache der langen Réhrenknochen, wodurch der

Knochen biomechanisch stabiler wird (Bartl 2011).

1.3.8.7 Denosumab

Seit 2010 ist das subkutan zu applizierende Biologikum Denosumab in der Therapie
postmenopausaler Osteoporose sowie bei Knochenschwund (verursacht durch
Hormontherapie bei Méannern mit Prostatakarzinomen) zugelassen. Es handelt sich hierbei
um einen monoklonalen Antikorper, der in die Steuerung der Osteoklastentatigkeit
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eingreift. Er bindet als IgG2-anti-RANKL-Antikérper mit hoher Affinitit an RANK-
Ligand und verhindert so dessen aktivierende Bindung an RANK, wodurch es in der Folge
zu einer starken Hemmung der Knochenresorption durch Osteoklasten kommit.

Die Daten zur Wirksamkeit des Denosumabs in der Risikoreduktion der klinisch
bedeutsamen osteoporosebedingten Frakturen entstammen der bislang grof3ten Studie in
der Osteoporoseforschung, der FREEDOM-Studie (“Fracture Reduction Evaluation of
Denosumab in Osteoporosis Every 6 Months”). Es handelt sich hierbei um eine
multizentrische, doppelblinde, Placebo-kontollierte Phase-Il1-Frakturstudie, in der die
Anwendung von Denosumab bei postmenopausalen Frauen zwischen 60 und 90 Jahren
untersucht wurde:

Bei sechsmonatiger Gabe von 60 mg Denosumab subkutan oder Placebo tber 36 Monate
konnte bei 7686, randomisiert auf zwei Gruppen (T-Score von < —2.,5 und > —4,0 an der
Lendenwirbelsiule oder Gesamthifte) aufgeteilten Frauen eine Reduktion des relativen
Risikos im Vergleich zur Placebogruppe fiir das Auftreten von neuen vertebralen Frakturen
von 68 %, sowie fur nichtvertebrale um 20 % nachgewiesen werden. Gleichzeitig ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede beziglich des Auftretens von unerwinschten
Ereignissen zwischen Denosumab- und Placebogruppe. So konnte kein hoheres Risiko
bezlglich der Gesamthaufigkeit von Tumoren, Infektionen, kardiovaskulédren Ereignissen,
verzogerter Frakturheilung oder Hypokalz&mie nachgewiesen werden. Signifikant ofter
hingegen traten Ekzeme, Flatulenz sowie Hautinfektionen auf. Hinsichtlich der
Compliance ergeben sich aufgrund der lediglich zweimal jahrlich zu erfolgenden
Applikation insbesondere gegeniiber den oralen Osteoporosepraparaten deutliche Vorteile.
Die pharmakologischen Eigenschaften des Denosumabs erfordern keine Einschrankungen
bei der Anwendung bei nieren- und leberinsuffizienten Patienten. Insgesamt bietet
Denosumab durch Verminderung der Knochenresorption und Erhéhung der Knochenmine-
raldichte einen alternativen Ansatz einer spezifischen Osteoporosetherapie (Cummings et
al. 2009).
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1.4 Die ovarektomierte Ratte als Modelltier der postmenopausalen

Osteoporose

In vielen Bereichen der Osteoporoseforschung hat sich die ovarektomierte Ratte als gut
geeignetes Modelltier etabliert. So empfiehlt die FDA-Richtlinie (Food and Drug
Administration; USA) (Thompson et al. 1995), die Ratte in Studien zur medikamentdsen
Préavention und Therapie einzusetzen. Nach Frost und Jee (1992) eignet sie sich im
Rahmen von Untersuchungen zur Frakturheilung. Der durch die Ovarektomie induzierte
Hormonmangel zeigt seine Wirkung vor allem in der Spongiosa der proximalen Tibia, des
distalen Femurs und der Lendenwirbelsdule des Tieres. Somit lassen sich die
Auswirkungen verschiedener Therapiemethoden an diesen Skelettarealen gut erforschen
(Thompson et al. 1995). Inshesondere an der Tibiametaphyse konnte durch Wronski et al.
(1985) und Seidlova-Wuttke et al. (2003 a u. b) ein Knochenmasseverlust von 50 % nach
einer drei Monate zurlckliegenden Ovarektomie nachgewiesen werden. Auch viele dltere
Forschungsprojekte zur Frakturheilung beruhen auf der Untersuchung der Diaphysen von
Tibia und Femur, obwohl sich hier osteoporotische Verénderungen nur unwesentlich
manifestieren. Darum konzentriert sich die vorliegende Arbeit direkt auf den Ort der
Osteoporosemanifestation, auf die proximale Tibiametaphyse.

1.5 Vibration

Bei der Entstehung der Osteoporose spielt auch Immobilisation eine mafgebliche Rolle.
Dabei wird das Auftreten einer osteoporotischen Fraktur durch die mechanische Stabilitat
des Knochens, die Sturzneigung und die Effektivitat der neuromuskuléren Reaktion zum
Schutz des Knochens beeinflusst. Neben pharmakologischen Behandlungsmdoglichkeiten
sorgt korperliche Aktivitat dafiir, dem Knochenmasseverlust entgegenzuwirken und ein
besseres Gleichgewicht sowie Reaktionsvermdgen zu trainieren, wodurch sich die
Sturzneigung vermindert. Somit kann mithilfe von korperlicher Betétigung das
Frakturrisiko gesenkt werden (Smith und Gilligan 1991).

Erstmalig wurde die Adaption des Knochengewebes an mechanische Belastung durch
strukturellen Umbau durch Julius Wolff beschrieben (Wolff 1892). Weiterfiihrend
verfasste der US-amerikanische Orthopdade und Chirurg Harold Frost 1960 die Utah
Paradigm of Skeletal Physiology. Der darin beschriebene Regelkreis der konsequenten
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Anpassung des Knochengewebes an die auf ihn einwirkenden Krafte wird als Mechanostat
bezeichnet. Hiernach gelten die maximale elastische VVerformbarkeit des Knochens und die
auf ihn einwirkenden Maximalkrafte als die ursachlichen Reize fiir Knochenwachstum und
-umbau. Durch die stetige Anpassung an die an ihn gestellten biomechanischen Anspriiche

erreicht der Knochen seine maximale Festigkeit (Frost 2000).

Die Verformung des Knochens wird in Strain angegeben, wobei 1000 pStrain einer
Langenanderung von 0,1 % entsprechen. Die auf den Knochen einwirkenden Kréfte lassen
sich in vier unterschiedliche Intensitaten einteilen:

e Disuse: < 800 pStrain, remodeling, negative Knochenbilanz

e Adapted State: 800 bis 1500 uStrain, remodeling, konstante Knochenbilanz

e Overload: > 1500 pStrain, modeling, positive Knochenbilanz

e Fracture: > 15000 pStrain, Bruchgrenze, Knochen frakturiert.
So besteht beispielsweise bei der Tibia ein Sicherheitsfaktor von ungefahr finf bis sieben
zwischen den tblicherweise einwirkenden Maximalkraften und den zum Bruch fiihrenden
Belastungen (Frost 1960).

Bewegungstherapie nimmt eine wichtige Rolle fir Pravention und Therapie der
Osteoporose ein. Durch gesteigerte korperliche Aktivitat und regelmaRige Ubungen ldsst
sich ein Knochenmasseverlust nach der Menopause vermindern. Es kann sogar zu einer
Zunahme der Knochenmasse kommen (Dalsky et al. 1988; Smith et al. 1989; Chesnut
1993). Weiterhin lasst sich durch eine Verbesserung der Balance sowie der Muskelkraft
das Sturzrisiko senken, worin der DVO die Hauptursache fir osteoporotische Frakturen
sient. Die aktuellen Leitlinien des DVO (2009) zur Prdvention und Therapie der
Osteoporose zielen demnach darauf ab, in erster Linie das Sturzrisiko und den Abbau von
neuromuskuldren Kapazitaten durch Bewegungstherapie zu reduzieren.

Den Beobachtungen zufolge, dass es vielen Osteoporosepatienten nicht maéglich ist, sich
ausreichend korperlich zu betatigen, wurde das Konzept der mechanischen Stimulation
entwickelt. Ursprunglich fand das Vibrationstraining (whole-body vibration, WBYV)
Anwendung in der Behandlung von Muskelatrophien und Verlust der Knochenmasse bei
russischen Kosmonauten. Durch eine auf unterschiedlichen Frequenzen vibrierende

Plattform, auf welcher der Patient steht, werden in der Muskulatur monosynaptisch
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propriozeptive Eigenreflexe ausgel6st. Die Dehnung des Muskels aktiviert Rezeptoren in
der Muskelspindel, wodurch Uber la-Fasern Impulse zu den Alphamotoneuronen geleitet
werden, die eine reflektorische Verkirzung des Muskels bewirken (Delank und Gehlen
2006). Die WBV bewirkt im Knochen bei zweckmaRiger Anwendung eine leichte
elastische Verformung des Knochens und Aktivierung des remodelings, wodurch einem
Verlust von Knochenmasse entgegengewirkt werden kann (Armbrecht et al. 2009;
Rittweger et al. 2009). Die fur Umbauvorgange hauptverantwortliche Kraft entsteht durch
Muskelzug (Burr 1997).

In verschiedenen Studien lief3en sich bereits osteoanabole Auswirkungen auf den Knochen
durch mechanische Stimulation nachweisen. So konnte eine randomisierte Studie an 70
postmenopausalen Frauen im Alter von 58 bis 74 Jahren eine signifikante Zunahme der
Knochendichte im Bereich des proximalen Femurs durch Vibrationstraining aufzeigen
(Verschueren et al. 2004). Auch Xie et al. (2006) konnten in einem Versuch mit acht
Wochen alten Mausen, die Gber einen Zeitraum von drei Wochen taglich 15 Minuten bei
einer Frequenz von 45 Hz vibriert wurden, eine zu 30 % reduzierte Osteoklastentatigkeit
im wachsenden Skelett, verglichen mit der Kontrollgruppe, nachweisen. Diese Effekte
traten bei gleichzeitig um 30 % gesteigerter Knochenbildungsrate auf (Xie et al. 2006). Um
in einem weiteren Versuch die Auswirkungen auf das muskuloskelettale System zu
untersuchen, setzten Xie et al. ausgewachsene Mause sechs Wochen lang taglich 15
Minuten mit einer Frequenz von 45 Hz einer mechanischen Stimulation durch WBYV aus.
Bei der nachfolgenden Untersuchung des Knochens zeigte sich eine signifikante
Verbesserung der strukturellen Knochenqualitdt und eine VergrolRerung des trabekuléren
Knochenvolumens der Tibiae um 14 % der vibrierten Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Xie et al. 2008). Ebenso zeigten weitere Arbeiten von Sehmisch et al.
(2009) und Tezval et al. (2011) an weiblichen Ratten eine Verbesserung der Knochenstruk-
tur und der Knochenmasse des osteoporotischen Knochens nach Anwendung von WBV.
Die Ratten wurden zweimal taglich bei 90 Hz flr 15 Minuten mechanischer Stimulation
ausgesetzt. Nach finf Wochen wurden die Wirbelkérper und Femora untersucht. Die
vibrierten Tiere wiesen im Vergleich zu den nicht-vibrierten Tieren deutliche
Verbesserungen der biomechanischen Stabilitat, der strukturellen Knochenqualitdt sowie
der Knochendichte auf (Sehmisch et al. 2009; Tezval et al. 2011).
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Es scheint, dass die Empfanglichkeit des Knochens gegentiber mechanischer Stimulation
durch Ostrogen beeinflusst wird. Dies konnte mithilfe peripherer quantitativer
Computertomographie von ovarektomierten Ratten im Vergleich zu einer nicht
ovarektomierten Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass bei der
Kontrollgruppe durch achtwochige WBV (fiinf Tage pro Woche fur 20 Minuten) keine
osteoanabolen Effekte nachweisbar waren, wahrend die ovarektomierten Tiere eine
signifikante Verbesserung der Knochenstruktur aufwiesen. Mit steigender Vibrations-
amplitude lied sich der Effekt noch verstarken (Rubinacci et al. 2008). In einer weiteren
Studie zum Einfluss von mechanischer Stimulation auf die osteotomierten Tibiae von
Schafen wurde nach einem Zeitraum von zehn Wochen, in denen die Tiere an funf Tagen
der Woche fir jeweils 17 Minuten mit einer Frequenz von 30 Hz und einer Amplitude von
25 um vibriert wurden, ein um 29 % vermehrter und stabilerer Kallus im Vergleich zur
nicht mechanisch stimulierten Kontrollgruppe gemessen. AuRerdem konnte eine
Vermehrung des Mineralgehalts des Knochen um 52 % nachgewiesen werden (Goodship
et al. 2009).

Die publizierten Daten deuten auf die potentiellen therapeutischen Effekte von WBV hin.
Somit konnte die mechanische Stimulation durch WBYV eine nicht-pharmakologische und
nicht-invasive Therapieoption bei Osteoporose darstellen. Weiterhin gilt zu analysieren auf
welcher Frequenz, in welcher Vibrationsrichtung (vertikal, horizontal, sinusférmig), mit
welcher Amplitude und Gber welchen Zeitraum sich die Resultate optimieren lassen. Dabei
sollte ferner Rucksicht auf die unterschiedliche Wirksamkeit auf die verschiedenen
Korperareale und die Beeinflussung durch verschiedene Faktoren genommen werden
(Judex et al. 2009). Die mechanische Stimulierung durch WBV bietet neben den
Auswirkungen auf den Knochen auch eine Verbesserung der Muskelkraft und -stérke.

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob die fur den osteoporotischen Knochen dargelegten
positiven Verdnderungen durch WBYV sich auch bei der Frakturheilung des osteoporoti-

schen Knochens wiederfinden.
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Der im Rahmen dieses Forschungsprojekts durchgefuhrte Tierversuch wurde geméaR den
Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes und mit Genehmigung der Bezirksregierung
Braunschweig durchgefiihrt (21. Dezember 2006, AZ 33.42502-04-011/07).

2.1 Versuchsaufbau

Die Durchfiihrung des Versuchs dauerte insgesamt 15 Wochen. Dabei kamen 60 weibliche
Ratten zum Einsatz, die zunéchst in zwei Gruppen eingeteilt wurden. 30 Tiere wurden
bilateral ovarektomiert, die anderen 30 Tiere blieben intakt. In vorangegangenen Studien
konnte gezeigt werden, dass weibliche Ratten zehn Wochen nach bilateraler Ovarektomie
(OVX) einen teils flinfzigprozentigen Knochenmasseverlust im metaphyséren Bereich der
Tibia aufweisen (Wronski et al. 1985; Seidlova-Wuttke et al. 2003 a u. b). Zehn Wochen
nach OVX, also am 70. Versuchstag, zeigte sich bei den ovarektomierten Tieren durch
Ostrogenmangel induziert eine manifeste Osteoporose. Nun wurde bei allen Versuchstie-
ren eine bilaterale transverse Osteotomie an der metaphyséren Tibia durchgefihrt.
AnschlieRend erfolgte eine osteosynthetische Stabilisierung der Osteotomien mittels Mini-
T-Platte.

Ab dem fiunften postoperativen Tag wurde jeweils die Hélfte beider Gruppen einer
regelmaRigen mechanischen Stimulation mittels vertikaler WBV mit einer Frequenz von
90 Hz ausgesetzt. Dies erfolgte zweimal téglich fiir 15 Minuten Uber einen Zeitraum von
30 Tagen. Die anderen Ratten wurden als Kontrollgruppe nicht vibriert. Somit ergaben
sich folgende vier Gruppen (s. Tab. 3): Ovarektomiert+vibriert (OVX+Vib), ovarektomiert
(OVX), intakt+vibriert (Intakt+Vib) und intakt (Intakt).

Tabelle 3: Darstellung der verschiedenen Gruppen und der entsprechenden Behandlung

Gruppenbezeichnung Behandlung

OVX+Vib ovarektomiert + vibriert
OVX ovarektomiert
Intakt+Vib intakt + vibriert

Intakt intakt
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Den Ratten wurden vier verschiedene Fluoreszenzen (Xylenolorange-Tetranatriumsalz
(X0), Fluoresceinkomplexon (CG), Alizarin-Komplexon (AK), Tetracyclinehydrochloride
(TC)) zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Frakturheilung subkutan injiziert, um eine
polychrome Sequenzmarkierung des Heilungsprozesses zu ermdglichen und damit bei der
Auswertung der Kallusflachen Riickschlusse auf die zeitliche Abfolge der Frakturheilung
zu ziehen. Am 105. Versuchstag erfolgte die Dekapitation der Tiere. Im Anschluss wurden
die Tibiae nach der Praparation biomechanisch, histomorphologisch und -morphometrisch

untersucht.

Insgesamt starben im Laufe des Versuchs zwei Tiere, eines aus der ovarektomierten
Gruppe, das andere aus der intakten. Die Auswertung konnte entsprechend an einem

Gesamtkollektiv von 58 Ratten erfolgen.

2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Der Versuch wurde an 60 weiblichen drei Monate alten Sprague Dawley Ratten der Firma
Harlan Winkelmann aus Borken in Deutschland durchgefiihrt. Zu Beginn des Versuchs
betrug das durchschnittliche Kérpergewicht (KG) der Tiere 233,8 g (211- 262 g).

Die Ratten wurden Uber den gesamten Zeitraum der Versuchsdurchfiihrung in der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen
untergebracht. Dort erfolgte die Haltung in Makrolon®-1V-Kéfigen, die sich die Tiere
entweder mit vier oder mit funf Artgenossen teilten. Jeden dritten Tag erfolgte ein
Austausch mit desinfizierten Kéfigen, die mit Sdgespanen ausgelegt waren. Es wurde eine
Hell-Dunkel-Periodik von jeweils zwolf Stunden eingehalten. Die Umgebungstemperatur
betrug konstant 20°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 55 %.

Das Haltungsfutter (ssniff SM R/M, 10 mm-Pellets; ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland) wurde einmal wéchentlich gewogen und aufgefillt. Der Nahrungsverbrauch
und das Korpergewicht der Ratten wurden wahrend des Versuchs einmal in der Woche
gemessen und dokumentiert.

Zusétzliche Messungen des Kdorpergewichts wurden jeweils vor der Durchfiihrung der
Ovarektomie, der Osteotomie/Osteosynthese und der Dekapitation durchgefiihrt. Innerhalb
der Kafige konnten sich die Tiere frei bewegen, die Nahrungs- und Wasseraufnahme

erfolgte ad libitum.
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2.3 Ovarektomie

Vor der Anasthesie wurden die Ratten kurz mit CO, narkotisiert. Als weitere Narkotika
wurden Ketamin (40 mg/kg KG, Medistar, Holzwickede, Deutschland) und Xylazin (10
mg/kg KG, Riemser, Greifswald-Insel Riems, Deutschland) im Mischverhéltnis von 5:3 in
einer Dosis von 0,01 ml/g Korpergewicht (KG) intraperitoneal appliziert. Nachdem das
Operationsgebiet zwischen Rippenbogen und Hinterlaufen sorgféltig rasiert und
desinfiziert wurde, folgte die Inzision der Haut. Darauf schloss sich die Praparation in die
Tiefe bis zum Peritoneum und die Eroffnung der Bauchhohle an. Die Adnexen wurden
dargestellt und anschliefend die Ligatur der Tubae uterinae und die Abtrennung der
Ovarien durchgefthrt. Der Peritoneal- und Muskelverschluss wurde mit 4.0 Vicryl-Né&hten
(Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland) durchgefiihrt, die Hautadaption
erfolgte mittels Klammern (Michel woundbrackets 12 x 3 mm, Gebruder Martin GmbH &
Co.KG. Tuttlingen, Deutschland). Postoperativ wurde den Tieren ein Depot von 3 ml NaCl
0,9 % subkutan appliziert, welches einem postoperativen Volumenmangel entgegenwirkte.
Nach der Operation wurden die Ratten in einen vorgewdarmten, mit Zellstoff
ausgekleideten Kafig gelegt, in welchem sie bis zum Ende der Narkose unter Beobachtung
blieben.

In gleicher Narkose erhielten die Tiere einen Transponder (Uno Micro-ld-System. Iso-
Transponder (12 mm), UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar, Niederlande) in das subkutane
Fettgewebe des Nackens, welcher mittels eines Injektors eingesetzt wurde. Damit konnte
jedes Tier im Versuchsverlauf mithilfe eines Lesegerates leicht identifiziert werden.

2.4 Osteotomie und Osteosynthese der Tibiae

Die Narkose erfolgte analog dem Verfahren bei der Ovarektomie. Fir den Eingriff wurden
den Ratten beide Hinterldufe rasiert und anschliefend desinfiziert. Daraufhin wurde ein 3
cm langer Hautschnitt Gber der medio-ventralen Tibia gesetzt. Im Anschluss wurden die
Muskulatur und die ventrale Tibiakante dargestellt und die Muskulatur unter Schonung des
Periosts scharf vom Knochen abgetrennt. Dann wurde eine 5-Loch-Leibinger-Platte aus
Titan (57-05140 XS-Titanfixationsplatte T-Form 90°, Stryker Trauma, Selzach, Schweiz)
so am Knochen fixiert, dass die beiden proximalen Plattenlécher in HOhe der Epiphyse
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platziert wurden. AnschlieRend erfolgte die Vorbohrung des proximalen Schraubenkanals
und die anschliefende lockere Fixierung der Platte durch Einsetzen einer Schraube.
Analog verfuhr man mit dem am weitesten distal gelegenen Schraubenkanal. Danach
wurden der zweite proximale und der zweite distale Schraubenkanal gebohrt, die jedoch
zungchst nicht mit Schrauben besetzt wurden. Im zentralen Plattenloch wurde keine
Bohrung durchgefihrt, da dort die Osteotomielinie verlaufen sollte. Im Anschluss wurde
das Osteosynthesematerial vorubergehend entfernt und die Tibiae unter Schonung der
angrenzenden Strukturen 7 mm distal des Tibiaplateaus osteotomiert. Dies erfolgte mithilfe
gepulsten Ultraschalls (Piezosurgery®, Mectron Medical Technology, Carasco, Italien).
Danach wurde die Titanplatte proximal mit zwei 7 mm 1.1er Schrauben und distal mit
jeweils einer 5 mm und einer 4 mm 1.1er Schraube refixiert (s. Abb. 3). Der durch diese
Vorgehensweise entstehende standardisierte Osteotomiespalt von 0,5 mm entspricht der
Dicke des verwendeten OT 7 Piezosurgery® S&geblattes.

Die Refixation der Beugemuskulatur erfolgte mittels 4.0 Vicryl-Naht (Ethicon,
Johnson&Johnson, Norderstedt, Deutschland). Abschliefend wurde die Haut durch
Klammern (Michel woundbrackets 12 x 3 mm, Gebriider Martin GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland) readaptiert. Am kontralateralen Hinterlauf wurde nach dem
gleichen Operationsverfahren vorgegangen.

Nach der Operation wurde jedem Tier eine einmalige Dosis von 100 mg/kg KG Decentan
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und eine Injektion von 3 ml 0,9%-iger NaCl-L6sung
subkutan injiziert. Danach wurden sie in einen vorgewarmten, mit Zellstoff ausgelegten
Kéfig gelegt und bis zum Aufwachen beaufsichtigt.

An den folgenden zwei postoperativen Tagen bekamen die Ratten zweimal taglich jeweils
eine Subkutaninjektion von 4 mg/kg KG Rimadyl (Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) um die
Fortfihrung einer adaquaten Schmerztherapie zu gewéhrleisten (Stiirmer et al. 2010 a).

Bei der Darstellung der Ergebnisse werden die Begriffe Plattenebene und Schraubenebene
benutzt, die sich an der zuvor erlduterten Platzierung der Osteosynthese orientieren. Die
Plattenebene beschreibt die flachige Ausbreitung der 5-Loch-Leibinger-Platte tber der
medio-ventralen Tibiakante. In der Schraubenebene verlaufen die Bohrkanéle. Sie steht im

rechten Winkel zur Plattenebene.
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A B

Abbildung 3: Tibia/Fibulaverbund mit Darstellung des metaphysaren Osteotomiespalts (Pfeil) und der

Plattenosteosynthese (Pfeilspitze); A: Ansicht von lateral, B: Ansicht von frontal (Komrakova et al. 2010)

2.5 Vibration

Funf Tage nach Durchfihrung der Osteotomien wurde jeweils die Halfte der
ovarektomierten und die Halfte der intakten Ratten, zehn Tiere zur gleichen Zeit, zweimal
taglich fur jeweils 15 Minuten vertikaler WBV ausgesetzt. Dies erfolgte (ber einen
Zeitraum von funf Wochen bei einer Frequenz von 90 Hz. Die Amplitude betrug dabei 0.5
mm und die Beschleunigung 4xg, welche mithilfe eines SWM Gerates 3000 (REO
Elektronik, Berlin, Deutschland) geprift wurde. Wahrend dieser Zeit konnten sich die
Tiere auf der Vibrationsflache innerhalb der Kafigwande frei bewegen. Um eine
Abschwachung des Effekts der Vibration zu vermeiden, wurde dabei auf einen moglichst

konstanten FuR-Boden-Kontakt geachtet.

Das Vibrationsgerdt bestand aus einem speziell fur diesen Versuch angefertigten
Plastikkafig (50 x 50 x 25 cm3), welcher auf einem Vibrationstisch fixiert war. Diese
Konstruktion sollte die Sicherheit der Tiere gewahrleisten und den Verlust der
Vibrationsintensitdt minimieren. Der Vibrationstisch bestand aus zwei alternierenden
Motoren und einem Ubertragungsgerit (Vibra Maschinenfabrik Schultheis GmbH&Co,
Offenbach, Deutschland), welches die Monitordarstellung der Frequenz ermdglichte (vgl.
Abb.4).
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Abbildung 4: Darstellung der Vibrationsvorrichtung: A = Plastikk&fig, B = Vibrationstisch, C = Motoren, D =
Kraftiibertrager (Stirmer et al. 2010 b)

2.6 Praparation der Tibiae

Am Ende des Versuchs, am 35. Tag nach Durchfihrung der Osteotomie, wurden alle
Ratten in tiefer CO,- Narkose durch Dekapitation getotet. Zu diesem Zeitpunkt befand sich

der zu untersuchende Kallus noch nicht in der Resorptionsphase.

Eine jeweils randomisierte linke oder rechte Tibia wurde im Kniegelenk und oberen
Sprunggelenk exartikuliert und sorgféaltig vom umliegenden Gewebe wie Muskeln, Nerven
und GefaRen befreit. Dabei war auf die Erhaltung des Verbundes von Tibia und Fibula
besonders zu achten. Hiernach folgte die Entfernung des Osteosynthesematerials. Die
Tibiae wurden bei -20°C gelagert um spater fir biomechanische, histologische und
mikroradiographische Analysen verwendet zu werden. Zusétzlich wurden die Uteri

entfernt und gewogen um die Effektivitat der Ovarektomie zu verifizieren.
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2.7 Knochenanalyse

2.7.1 Fluoreszenzmarkierung

Die polychrome Sequenzmarkierung (PSM) macht es mdglich, dynamische Umbauvor-
gange im Knochen wéhrend der Frakturheilung sichtbar zu machen. Wahrend sich die
Mikroradiographie lediglich flr isolierte Momentaufnahmen eignet, dient die PSM auch
als Lieferant von Informationen uber Zeitpunkt, Lokalisation und AusmaR von kndchernen
Wachstumsprozessen. So erhalt man ein dynamisches Bild der Frakturheilung.

Fur die PSM wurden den Versuchstieren intravital Fluorochrome unterschiedlicher Farben
zu bestimmten festgelegten Zeitpunkten wahrend verschiedener Phasen der Frakturheilung
subkutan injiziert (s. Tab. 4). Zusammen mit Kalzium bilden diese einen fluoreszierenden
Chelatkomplex, der in stoffwechselaktive Knochenbereiche im Rahmen der Mineralisie-
rung eingebaut wird, so auch insbesondere in den flr diesen Versuch zu analysierenden
Frakturkallus. Farblich unterschiedlich gekennzeichnete Banden kommen durch die
zeitlich versetzte Applikation der verschiedenfarbigen Fluoreszenzen zustande. Im
Anschluss an deren Préparation und Aufarbeitung wird eine quantitative fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung durchgefiihrt. Dabei ist es mdglich, die jeweils neu
gebildeten Knochenbereiche durch unterschiedliche fluoreszierende Eigenschaften einem

bestimmten Zeitraum der Frakturheilung zuzuordnen.

Tabelle 4: Darstellung der Applikationszeitpunkte, Markierungszeitraume und Dosierungen der

unterschiedlichen Fluorochrome

Fluorochrom Applikations- Markierungs- Dosierung
zeitpunkt zeitraum (Angabe in mg/kg
(Angabe in Tagen (Angabe in Tagen KG)
nach Osteotomie) nach Osteotomie)

X0 13 0-13 90

GC 18 14-18 10

AK 24, 26 19-26 30

TC 35 27-35 25
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In  Anlehnung an Rahn (1976) wurden Xylenolorange-Tetranatriumsalz (XO),
Calceingriin-Komplexon (CG), Alizarin-Komplexon (AK) und Tetracyclin-Hydrochlorid
(TC) (alle: Merck, Darmstadt, Deutschland) als Fluorochrome verwendet. Vor der
subkutanen Bolusgabe wurden die Fluorochrome mittels isotoner Kochsalzlosung (TC)
bzw. destilliertem Wasser (XO, CG, AK) in Ldsung gesetzt. Die Fluoreszenzfarbstoffe
lagerten sich in dem Bereich des Knochens an, der sich bis zum Zeitpunkt der Injektion
neu gebildet hatte und der noch nicht von einem anderen Farbstoff markiert worden war
(siehe Abb. 5). Je nach Intensitat der Anférbung lieRen sich durch Betrachtung von bis zu
11 histologischen Schnitten Ruckschlusse auf die friheste Frakturspaltiiberbriickung jeder
einzelnen Tibia ziehen. AnschlieBend wurde aus den ermittelten Zeitpunkten ein

Mittelwert fir jede Versuchsgruppe gebildet.

X0 CG AK AK TC

I 13 18 24 26 35

Tage nach Osteotomie

Abbildung 5: Darstellung der Applikationszeitpunkte der verschiedenen Fluorochrome und deren

Markierungszeitraume

2.8 Biomechanischer Biegetest

2.8.1 Prinzip des biomechanischen Biegetests

Das Ziel des biomechanischen Tests ist es, ein biomechanisches Profil des Kallus zu
erstellen. Der Untersucher Ubte hierzu mithilfe einer Werkstoffpriifmaschine eine Kraft
senkrecht zur Léngsachse der Tibia aus. Angriffspunkt fir die Krafteinwirkung war dabei
die ventrale Tibiakante auf Hohe der Ostetomielinie. Um eine widerstandslose Dehnung
des Knochens zu gewahrleisten und entstehende Reibungskréafte moglichst gering zu
halten, wurde die Tibia wahrend der Durchfuhrung des Tests lediglich stabilisiert und nicht
fixiert. Die ausgelibte Kraft wurde dabei gegen den Weg (Verbiegung der Tibia)

aufgezeichnet.
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2.8.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Zunéachst wurden die zu untersuchenden Tibiae zur Gewebeschonung Gber mindestens funf
Stunden bei Raumtemperatur aufgetaut. Danach wurden alle Fibulae von den Tibiae
abgetrennt, da diese fir die Durchfiihrung des Tests hinderlich gewesen wéren. Wahrend
des Versuchsablaufs wurden die Tibiae mit isotoner Kochsalzlosung konstant feucht
gehalten, um ein Austrocknen zu verhindern. Fur den Test wurden Knochen, die im
Bruchspalt nicht zusammengewachsen waren nicht verwendet. Zur Durchfihrung des
Tests wurden die Tibiae jeweils einzeln auf eine speziell fiir diesen Versuch angefertigte
Bruchvorrichtung aus Aluminium gelegt. Die Basis bildete ein 9 x 5,5 cm messender
Aluminiumblock, in dessen Mitte eine 2,7 cm lange und 0,6 cm breite, l&ngs verlaufende
Einkerbung verlief. Eine weitere 2,5 cm lange und 0,3 cm breite Furche befand sich quer
zur Léngsachse der Basis. Die Furche enthielt eine, nach dorsal ausgerichtete,
bogenférmige Erweiterung. Diese diente zusatzlich als Auflageflache. Dadurch konnte
eine sichere und effektive Positionierung des Knochens gewéhrleistet werden. Um ein
seitliches Verrutschen der Tibiae zu verhindern, wurden diese mithilfe von vier beliebig
verstellbaren und rotierenden Sicherungsbolzen leicht fixiert. Das freie Durchbiegen der
Knochen, insbesondere im Bereich der Osteotomielinie wéhrend der Prifung, wurde durch
Positionierung des proximalen Knochenanteils (Kondylen) in die Erweiterung am
Kopfende der Basisplatte und der Extremitas distalis tibiae innerhalb der langsverlaufen-
den Einkerbung (vgl. Abb. 6) ermdglicht. Eine Validierung der dargestellten
Bruchvorrichtung wurde bereits in Vorversuchen mit Rattentibiae vorgenommen.

Abbildung 6: a) Darstellung der Tibia auf der Tragerplatte (Ansicht von oben); b) Darstellung der Tragerplatte

inklusive Tibia in der Werkstoffprifmaschine mit korrekt positioniertem Rollenstempel (Ansicht von vorn)
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Zu Beginn der Testdurchfiihrung wurde die Bruchvorrichtung mitsamt der aufgelegten
Tibia so in der Werkstoffprifmaschine (Typ 145660Z020/TND Zwick/Roell, Ulm,
Deutschland) platziert, dass die ventrale Tibiakante unterhalb eines Rollenstempels mit
zirkuldrer Nut (Stirmer et al. 2006) zu liegen kam. Dadurch wurde eine direkte vertikale
Kraftiibertragung auf den metaphyséren Kallus gewéhrleistet. Bei der genauen Einstellung
der Position half das Programm ,testXpert®* (Zwick/Roell, Ulm, Deutschland), dessen
Software fur die Steuerung der Werkstoffpriifmaschine und die Aufzeichnung der Daten
verantwortlich war. Hierfr fuhr der Rollenstempel so weit vertikal nach unten, bis es zu
einem Kontakt mit der Tibiakante kam und eine Vorkraft von 1 N erzeugt wurde. Im
Anschluss konnte die korrekte Position der Tibiakante in der Nut des Stempels tberprift

und gegebenenfalls korrigiert werden.

Nach visueller Kontrolle wurde die Elastizitatsprifung gestartet. Mit einer Geschwindig-
keit von 5 mm/min erhéhte sich der Druck auf den ventralen Tibiakallus durch Auslenkung
des Rollenstempels, wobei es zu einer Biegung des Knochens kam. Die dabei angewandte
Kraft wurde wahrenddessen alle 0,1 mm gemessen und zeitgleich zeichnete die
testXpert®-Software ein Kraft-Weg-Diagramm. Bei der Untersuchung lag der
Messbereich der mechanischen Kompression zwischen 2 N und maximal 500 N bei einer
relativen Genauigkeit von 0,2 bis 0,4 %. Der Untersucher verfolgte den Kurvenverlauf am
Monitor direkt mit, um ein Frakturieren des Kallus zu vermeiden. Bei einem pl6tzlichen
Steigungsabfall des zuvor linear ansteigenden Kurvenverlaufs wurde der Versuch vom
Prifer manuell abgebrochen. Eine besondere Bedeutung kam hierfir den VVorversuchen fur
die Validierung zuteil. Es zeigte sich, dass der Steigungsabfall hierbei den Endpunkt der
Elastizitat des Knochens abbildete und somit die Vorankiindigung fiir dessen Frakturierung
aufzeigte (Sturmer et al. 2006). Fur die Datenaufzeichnung sorgte ebenfalls die Software
HtestXpert®* (Zwick/ Roell, Ulm, Deutschland). Nach Abschluss des Tests fuhr der
Rollenstempel wieder hoch, der Knochen wurde aus seiner Position entfernt und fir

spatere Untersuchungen erneut bei -20°C eingefroren.
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2.8.3 Auswertung des biomechanischen Tests

Die aufgezeichneten Kraft-Weg-Diagramme stellen sich durch einen von Stirmer et al.
(2006) beschriebenen typischen Kurvenverlauf dar. Diese unterteilen den Graphen wie
folgt in vier Phasen:

1. Elastizitdt, 2. Streckgrenze (yield load), 3. Maximalkraft und 4. Bruchkraft
(frakturbedingter Abfall der Kurve).

Die erste Phase zeichnet sich durch eine elastische und damit reversible Biegung des
Knochens aus, wobei vorwiegend kollagene Fasern gedehnt werden. Bei Abnahme der
Druck ausubenden Kraft kann zum jetzigen Zeitpunkt der Knochen wieder seine
urspriingliche Form annehmen. Die erste Phase wird im Kurvendiagramm als lineare
Steigung sichtbar, die Deformierung ist reversibel. Dieser Messparameter (Elastizitat) wird
in N/mm angegeben.

Bei einer Zunahme der Kraft kommt es zu Mikrofrakturen im Sinne von Trabekelbriichen
und damit zu einer irreversiblen plastischen Deformation des Knochens, der zweiten Phase
des Kurvenverlaufs.

Die Belastungsgrenze beim Ubergang von der ersten in die zweite Phase ist dabei bei
jedem Knochen individuell verschieden. Sie wird als Streckgrenze (yield load) definiert
und besitzt die Einheit N.

Im Anschluss kdme es zu einem verlangsamten Kurvenanstieg (Steigung geringer) bis die
Kurve ihr Maximum (Maximalkraft) erreicht hétte und dann bei kompletter Fraktur des
Testknochens steil abfiele. Da ein frakturiertes Préparat flr histologische Untersuchungen
unbrauchbar gewesen waére, wurde der Test bereits nach Beendigung der zweiten Phase
vom Untersucher manuell abgebrochen. Dadurch lieR sich ein vollstandiger Bruch des
Knochens zuverldssig vermeiden; Maximalkraft und Bruchkraft wurden somit nicht
bestimmt (Stirmer et al. 2006).
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2.9 Mikroradiographie

2.9.1 Aufarbeitung der Praparate und Anfertigung der Mikroradiographien

Fur die Anfertigung der histologischen Préparate wurden die Tibiae zunéchst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (40 %, 70 %, 80 %, 100 % fir jeweils eine Woche) entfettet
und entwassert. Danach wurden die Knochen mithilfe eines Gemischs aus 1000 ml
Methylmethacrylsdaure (MMA), 200 ml Dibutylphthalat und 29 g Benzolperoxid einzeln in
Rollrandflaschen (40 ml, 80 x 30 mm) eingebettet. Nach ca. drei Wochen, in denen die
Préparate zu MMA-BI6cken ausharteten, wurden diese aus den Behaltern herausgeldst und
anschlieBend mit einer Innenlochsdge (Leica So 1600 S&gemikrotom; Bensheim,
Deutschland) in 150 um (+ 10 pum) dicke Sagittalschnitte senkrecht zur Plattenebene
gesagt. Von den zehn Sagittalschnitten jedes einzelnen Knochens wurden die drei
zentralen, aufeinander folgenden Schnitte ausgewahlt, um sie als histologische Préparate

und fur die mikroradiographische Analyse zu verwenden.

Zur Anfertigung der Mikroradiographien diente ein Faxitron-Rontgengerat (Modell-Nr.
43855 A, Faxitron X-raysystem, Hewlett-Packard, San Diego, USA). Die Bilder der drei
zentralen Schnitte entstanden auf Kodak Professional Film (INDUSTREX SR 45 Film ISO
9002, Rochester, New York). Bei einer Rohrenspannung von 40 kV und einer Stromstérke
von 0,3 mA wurden die Bilder jeweils tiber drei Minuten belichtet. Um nachfolgend die
Analyse der PSM durchzufuhren, wurden die histologischen Schnitte mit Eukitt® (Fa.
Kindler, Freiburg, Deutschland) auf Objekttragern (52 x 76 mm) fixiert.

2.9.2 Auswertung der Mikroradiographien

Die Begutachtung der Mikroradiographien erfolgte mithilfe eines Leica Stereomakroskops
(Mz 7-5, Bensheim, Deutschland), das mit einer Kaltlichtlampe (Leica KL 1500 LCD,
Bensheim, Deutschland) versehen war. Firr das Ubertragen der Bilder auf den Computer
(Intel Pentium 4, 2.6 GHz) diente eineam Makroskop installierte Kamera (Leica DC 300F;
Bensheim, Deutschland). AnschlieBend lieRen sich die eingelesenen Mikroradiographien
mit der Software Leica QuantimetQwin 2003 (Leica Dm-RXE, Bensheim, Deutschland)
morphometrisch analysieren und auswerten. In Vorversuchen konnten die folgenden

Konfigurationseinstellungen der Kamera und der Software als optimal ermittelt werden:
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Fur das Makroskop wurde ein 10,0er Okular und ein 1,0er Objektiv gewéhlt, wodurch eine
zehnfache Vergrollerung erzielt werden konnte. Dadurch war es mdglich, die zur
Auswertung notwendigen Strukturen bei bestmdglich verwendeter Nutzung der
Monitorflache komplett darzustellen. Um eine méRige Blendendffnung zu erhalten, wurde
die mechanische Blende der Kaltlichtlampe auf die Schalterposition B eingestellt (A:
minimale Blendendffnung; E: maximale Blendendffnung). Die Halogenlampe wies eine
Temperatur von 2750 K auf. Die Belichtungszeit wurde fir jede Mikroradiographie
individuell abgestimmt, da diese unterschiedliche Helligkeiten aufwiesen. Dies kam
dadurch zustande, dass die gerontgen Schnittpréparate eine leicht variierende Dicke
aufwiesen. Die Belichtungszeit befand sich dabei immer in einem Bereich von 345 bis 460

ms.

2.9.3 Histomorphologische Auswertung

Das Arbeitsverfahren folgte einem fir diese Untersuchung festgelegten Programm. Des
Weiteren war dem Untersucher wéhrend der Messungen die Zugehorigkeit der
verschiedenen Gruppen der Radiographien nicht bekannt, die Auswertung erfolgte
demnach verblindet.

Arbeitsschritt 1: Einlesen der Mikroradiographien

Fur das Einlesen der Mikroradiographien in den Computer fanden die im vorigen
Abschnitt beschriebenen Gerdte und Einstellungen erneut Anwendung. Bei der
Positionierung der Aufnahmen war es wichtig, dass sie sich mit den ventromedialen
Knochenanteilen links, den dorsalen rechts, den proximalen oben und den distalen unten
auf dem Bildschirm darstellten. Dabei konnten sie mithilfe einer auf dem Bildschirm
horizontal verlaufenden Orientierungslinie, an der die Osteotomielinie ausgerichtet wurde,
immer in gleicher Weise innerhalb eines standardisierten Messrahmens (2 X 5 mmg?;

vertikal x horizontal) platziert werden.
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Arbeitsschritt 2: Optimierung der Bildschéarfe

Mithilfe eines Reglers am Makroskop lie sich die Bildscharfe manuell optimieren. Fir die

optimale Kontrasteinstellung sorgte die Software.

Arbeitsschritt 3: Graudetektion

Durch die Graudetektion erfasste die Software alle sichtbaren Knochenstrukturen. Die
zundchst automatische computergesteuerte Detektion konnte im Anschluss durch den
Untersucher individuell angepasst bzw. korrigiert werden, um so eine Fehlinterpretation im

Sinne einer Uber- oder Unterdetektion zu vermeiden.

Arbeitsschritt 4: Flachendefinition

Um die einzelnen Flachen zu bestimmen, umfuhr man sie mit dem Mauszeiger. Dabei
wurde die Flachengrenze als Linie (Linienstarke 2,1 Pixel entspricht 6,73 um) sichtbar.
Dies diente zur Kontrolle. Korrekturen konnten so bei Bedarf nachtrdglich am
Linienverlauf vorgenommen werden. Bei Flachen, die Kontinuitadtsunterbrechungen
aufwiesen, gab es die Mdglichkeit, diese durch Umfahren der einzelnen Teilflachen zu
einer Flache zusammenzufassen. Dabei verhinderte die Software eine Mehrfachdetektion
desselben Areals.

Bei der Flachenbestimmung ging man in folgender Reihenfolge vor:

a) Gesamte Knochenflache inklusive Kallus

Die gesamte zu bestimmende Knochenflaiche wurde U{ber den Messrahmen hinaus
umrandet. Dadurch konnten abgesprengte oder dislozierte Knochenstiicke in den weiteren
Messungen ubergangen werden.

b) Kortikalisflache proximal-ventromedial

Durch Umfahren liel3 sich die proximale ventromediale Kortikalisflache von der gesamten
Knochenflédche abgrenzen. Die Kortikalis weist eine hohe Knochendichte auf.

c¢) Kortikalisflache proximal-dorsal

Es wurde die dorsale, proximal des Osteotomiespalts gelegene Kortikalisflache umfahren.
d) Kortikalisflache distal-ventromedial (vgl. Flachendefinition b u. c)

e) Kortikalisflache distal-dorsal (vgl. Flachendefinition b u. c)

) Kallusflache ventromedial
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Der ventromediale und endostale Kallus wurde durch eine mittige Verbindungslinie
zwischen proximaler und distaler Kortikalis voneinander abgegrenzt. Ventral dieser
Grenzlinie und ventral der Kortikalis befand sich der zu umfahrene Kallus.

g) Kallusflache dorsal (vgl. Flachendefinfition f)

h) Kallusflache endostal

Eine Abgrenzung der Kallusflache von der Kortikalis erfolgte bereits indirekt durch die
vorangegangenen Arbeitsschritte. Nach kranial und kaudal wurde die endostale
Kallusflache durch Umfahren abgeschnitten. Endostaler Kallus zeichnet sich durch eine
wesentlich héhere Knochendichte und deutlich kompaktere Struktur aus als das
angrenzende Trabekelwerk.

i) Trabekelflache proximal

Die Bestimmung der proximalen Trabekelflache konnte schon in den vorangehenden
Arbeitsschritten erfolgen. Eine separate Kennzeichnung war demnach nicht notig.
Allerdings kam es in manchen Prdparaten zur Angrenzung eines Schraubenkanals, der
vermehrt Kallus enthielt. Dieser ,Schraubenkallus® wurde nicht der Trabekelflache
zugerechnet.

J) Trabekelflache distal (vgl. Flachendefinition 1)

Arbeitsschritt 5: Kortikalisdicke distal-ventromedial

Fur die Bestimmung der distalen ventromedialen Kortikalis fuhr der Untersucher flnf
Vektoren orthogonal zur Knochenlédngsachse durch die Kortikalis nach, wobei die
Vektoren die jeweilige Flache tberragen sollten. Darauffolgend konnte die Software
mithilfe der zuvor ermittelten Kortikalisflache die tatsdchliche Kortikalisdicke bestimmen.

Arbeitsschritt 6: Kortikalisdicke distal-dorsal
Vergleiche Arbeitsschritt 5

Arbeitsschritt 7: Kallusdicke ventromedial

Fur die Auswertung des ventromedialen Kallus wurden zehn Vektoren orthogonal zur
Knochenldngsachse durch den Kallus gezogen. Jeweils flinf lagen oberhalb, funf Vektoren
unterhalb der Osteotomielinie. Diese Vektoren Uberragten die Grenze des Kallus. Im
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weiteren Verlauf wurde die tatsichliche Kallusdicke bestimmt, indem die Software die

Vektoren auf die vorher bestimmte ventromediale Kallusflache beschréankte.

Arbeitsschritt 8: Kallusdicke dorsal

Vergleiche Arbeitsschritt 7.

Messparameter

Kortikalis

Tabelle 5: Messgrofien Kortikalis mit Einheit und Bedeutung

dorsal

Messgrofe Einheit Bedeutung

Kortikalisdicke distal- mm Mittelwert der funf Vektorenbetrdge aus
ventromedial Arbeitsschritt 5

Kortikalisdicke distal- mm Mittelwert der finf Verktorenbetrage aus

dorsal Arbeitsschritt 6

Kortikalisdichte distal- o Anteil an mineralisiertem Knochen bezogen auf die
ventromedial 0 ventromediale distale Kortikalisflache
Kortikalisdichte distal- % Anteil an mineralisiertem Knochen bezogen auf die

dorsale distale Kortikalisflache

Kallus

Tabelle 6: Messgrofien Kallus mit Einheit und Bedeutung

Messgrofe Einheit Bedeutung

Kallusdicke mm Mittelwert der finf Vektorenbetrége aus

ventromedial Arbeitsschritt 7

Kallussdicke dorsal mm Mlttglwert qler funf VVerktorenbetrége aus
Arbeitsschritt 8

Kallussdichte Anteil an mineralisiertem Knochen bezogen auf die

. % . "

ventromedial ventromediale Kallusflache

Kallusdichte dorsal % Anteil an mlner§IIS|ertem Knochen bezogen auf die
dorsale Kallusflache

Kallusdichte endostal | % Anteil an mineralisiertem Knochen bezogen auf die

endostale Kallusflache
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Trabekel

Tabelle 7: Messgrofien Trabekel mit Einheit und Bedeutung

Messgrofe Einheit Bedeutung

Anteil an mineralisiertem Knochen bezogen auf die

i 1 0,
Trabekeldichte distal & distale Trabekelflache

Anzahl der 0 absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen in der
Trabekelkreuzungen distalen Trabekelflache

Dichte der 1/mm? Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mm? distaler
Trabekelkreuzungen Trabekelflache

Mittelwert der Trabekeldurchmesser in der distalen

Mittlere Trabekeldicke |um Trabekelfliche

Die MessgrolRenbezeichnung erfolgte in Anlehnung an die ASBMR-Nomenklatur von
Parfitt et al. (1987).

2.10 Polychrome Sequenzmarkierung

2.10.1 Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung

Fur die Begutachtung und Auswertung der histologischen Praparate wurde ein Auflicht-
Fluoreszenz-Stereomakroskop (Leica Stereomakroskop MZ 7-5 mit Fluo-Combi IlI,
Bensheim, Deutschland) unter Blaufluoreszenz verwendet sowie eine Quecksilberhochst-
drucklampe mit einer Leistung von 50 W (Leica KL 1500 LCD, Bensheim, Deutschland).
Da die Fluorochrome zundchst durch blaues Licht angeregt werden mussten, um die
gewdlinschte sichtbare Intensitat zu erreichen, gebrauchte man einen Anregungsfilter flr
den Wellenléngenbereich von 450-490 nm. Das Einlesen der Bilder in den Computer (Intel
Pentium 4, 2.6 GHz) erfolgte mithilfe einer Kamera (Leica DC 300F, Bensheim,
Deutschland). Darauffolgend konnte mittels der Software Leica QuantimetQwin 2003
(Leica DM-RXE, Bensheim, Deutschland) die morphometrische Auswertung der Praparate
durchgeftuhrt werden.

In vorhergegangenen Versuchen wurden durch Austestung der Konfigurationsmdglichkei-
ten der Apparaturen die im Folgenden beschriebenen Einstellungen als optimal befunden:
Fur das Makroskop wahlte man ein 10,0er Okular und ein 1,0er Objektiv, wodurch eine

10fache VergrolRerung erzielt wurde. Diese ermdglichte die vollstandige Abbildung der zu
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untersuchenden  Strukturen bei bestmoglicher Ausnutzung des Monitors. Die
Belichtungszeit erfolgte im Bereich von 9,7 bis 12,9s.

2.10.2 Algorithmus zur digitalen morphometrischen Auswertung

Fur die digitale morphometrische Auswertung der PSM wurde ebenfalls die Software
QuantimetQwin 2003 verwendet. Das Arbeitsverfahren folgte dabei wiederum einem fur
diese Untersuchung festgelegten Programm. Wahrend der Messungen waren die den
histologischen Schnitten zugehérigen Gruppen nicht bekannt, die Auswertung erfolgte
demnach verblindet. Die Arbeitschritte stellten sich wie folgt dar:

Arbeitsschritt 1: Einlesen der Praparate

Die Positionierung der Aufnahmen auf dem Makroskop und das Einlesen der Préparate in
den Computer erfolgte analog der Vorgehensweise wie bei der Mikroradiographie (s.
2.9.3).

Arbeitsschritt 2: Flachendefinition

Die Flachendefinition geschah analog zur Auswertung der Mikroradiographien (2.9.3). Der
Kallus fluoreszierte aufgrund seiner hohen Umbaurate am starksten, wahrend die
Kortikalis entsprechend ihrer niedrigen Umbaurate eine deutlich geringere Fluoreszenz
aufwies.

a) Gesamte Knochenflache mitsamt Kallus

b) Kortikalisflache proximal-ventromedial

c) Kortikalisflache proximal-dorsal

d) Kortikalisflache distal-ventromedial

e) Kortikalisflache distal-dorsal

) Kallusflache ventromedial

g) Kallusflache dorsal

h) Kallusflache endostal

Arbeitsschritt 3: Bestimmung der Fluorochrom-markierten Knochenfléachen

Fur die Flachen-Fluorochrom-Zuordnung geniigte es, die ventromediale, die dorsale und

die endostale Kallusflache zu betrachten. Wie zuvor beschrieben, erfolgte anschlieend die
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Abgrenzung der Bereiche mit gleichen fluoreszierenden Eigenschaften, deren Gruppierung

und Zuordnung zu dem jeweiligen Fluorochrom.

Die Software gab folgende Reihenfolge der Flachen-Fluorochrom-Zuordnung vor: XO =>

CG=>AK=>TC.

Wahrend der Betrachtung der Préparate wurden viele winzige XO-Fl&chen sichtbar.

Allerdings waren diese von CG-fluoreszierenden Knochenbereichen umgeben und es

zeigte sich nur bei hoher Auflésung die Mdglichkeit der Abgrenzung. Eine Flachendefini-

tion der XO-Flachen war somit mit dem beschriebenen Verfahren nicht moglich und

erfolgte entsprechend nur fur die Fluorochrome CG, AK und TC. Dabei wurden nicht

kalzifizierte Bereiche, die von Kallus umgeben waren, zu keiner der fluoreszierenden

Flachen gezahlt.

Messparameter

Ventromedialer Kallus

Tabelle 8: Messgrofien fur den ventromedialen Kallus mit Einheit und Bedeutung

Kallusflache Einheit Bedeutung
ventromedial
Gesamt-Kallusflache mm? absolute Flache des ventromedialen Kallus

) . 2 absolute Flache des CG-markierten ventromedialen
CG-markierte Flache mm Kallus

. . 2 absolute Flache des AK-markierten ventromedialen
AK-markierte Flache mm Kallus
TC-markierte Flache mm2 absolute Flache des TC-markierten ventromedialen

Kallus
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Tabelle 9: Messgrofien flr den dorsalen Kallus mit Einheit und Bedeutung

Kallusflache dorsal Einheit Bedeutung

Gesamtflache Kallus mm? absolute Flache des dorsalen Kallus

CG-markierte Flache mm? absolute Flache des CG-markierten dorsalen Kallus
AK-markierte Flache mm? absolute Flache des AK-markierten dorsalen Kallus
TC-markierte Flache mm? absolute Flache des TC-markierten dorsalen Kallus

Endostaler Kallus

Tabelle 10: Messgrof3en fur den endostalen Kallus mit Einheit und Bedeutung

Messgrofe Einheit Bedeutung

Gesamt-Kallusflache mm? absolute Fl&che des endostalen Kallus

CG-markierte Flache | mm? absolute Flache des CG-markierten endostalen
Kallus

AK-markierte Elache | mm? absolute Flache des AK-markierten endostalen
Kallus

TC-markierte Eliche mm> absolute Fl&che des TC-markierten endostalen

Kallus

Gesamter Kallus

Tabelle 11: MessgroRen fur den gesamten Kallus mit Einheit und Bedeutung

Messgrofie

Einheit

Bedeutung

Kallusflache total

mm?

Summe aus den Gesamt-Kallusflachen
ventromedial, dorsal und endostal
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2.11 Validierung

Durch die benutzerabhéngige Farbwahrnehmung kann es zu einer Beeinflussung der
Methodenausfiihrung und damit zu benutzerbedingten Messschwankungen kommen. Dem
wurde Rechnung getragen, indem ein Untersucher alle Prdparate auswertete und vor
Auswertungsbeginn eine Prufung auf Reproduzierbarkeit durchfiihrte. Hierbei wurden flnf
randomisiert ausgewahlte Préparate an funf aufeinander folgenden Tagen wiederholt
ausgewertet. Kam es zu keiner Abweichung der Einzelergebnisse von mehr als + 10 %

vom Mittelwert, konnte mit der Auswertung begonnen werden.

2.12 Statistik

Mit der Software GraphPad Prism (Version 4.00c, April 2003, GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA) wurden die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Hierfir wurden alle
beschriebenen Messparameter, nach Testgruppen aufgeteilt, in erster Linie auf eine
Gaul’'sche Normalverteilung geprift. Fir alle Daten traf dies zu.

Daraufhin wurden jeweils Mittelwert und Standardabweichung bestimmt. Die Ermittlung
signifikanter Unterschiede zwischen den einzelnen Testgruppen und deren genauere
Identifizierung erfolgte im Anschluss durch Kombination aus one-way ANOVA und

Tukey-Kramer post-hoc Test. Signifikanzniveau war dabei der p-Wert o < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht und Futteraufnahme

Die folgenden graphischen und tabellarischen Darstellungen liefern eine Ubersicht iiber
das Korpergewicht der Tiere und deren durchschnittliche tdgliche Futteraufnahme im
Versuchsverlauf. In den Tabellen wird jeweils das durchschnittliche Gewicht der Tiere
einer Gruppe + Standardabweichung (SD) angegeben. Das Korpergewicht der Tiere wurde
jeweils zu Beginn einer Versuchswoche dokumentiert. Die Berechnung der verbrauchten
Futtermenge erfolgte am Ende einer Woche. Die Osteotomie mit anschlieRender

Osteosynthese der Tibiae wurde in der zehnten Woche durchgefuhrt.
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Wochen nach Ovarektomie

Abbildung 7: Darstellung des durchschnittlichen Korpergewichts der Ratten jeder Gruppe [g] in den
Versuchswochen nach Ovarektomie (Angabe als Mittelwert (MW + SD)
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Tabelle 12: Darstellung des durchschnittlichen Korpergewichts der Tiere jeder Gruppe [g] in den

Versuchswochen nach Ovarektomie (Angabe als MW * SD)

Woche OoVvX OVX+Vib Intakt Intakt+Vib

1 228.63+10.36 225.15+9.40 227.0248.32 223.11+8.04

2 266.00£13.52 259.53+16.83 246.33+10.60 243.57+11.67
3 293.21+18.35 288.27+21.46 256.06+10.59 250.54+15.35
4 317.82+20.72 310.81+22.68 264.19+14.26 260.44+13.81
5 336.89+25.17 330.97+23.25 272.97+14.38 271.77+15.72
6 342.80+27.67 339.57+25.05 277.71+12.84 278.18+13.22
7 357.75+29.26 353.31+28.34 289.80+15.78 288.64+18.48
8 362.49+30.80 357.43+31.62 288.53+13.08 290.83+20.93
9 367.33+31.32 364.07+30.16 294.58+16.64 299.85+21.33
10 367.95+30.26 363.45+34.05 303.18+17.17 297.60+21.74
11 349.03+28.82 347.31£36.70 291.71+21.46 290.26+22.45
12 349.42+32.34 352.51+44.77 294.39+22.13 290.24+21.76
13 355.99+31.19 359.65+43.05 303.94+23.28 298.43+23.09
14 366.09+34.90 361.03+43.67 307.16+22.18 298.96+22.77
15 366.44+32.61 360.17+43.75 304.30+20.70 296.37+21.91

Bei Betrachtung des durchschnittlichen Kdrpergewichtsverlaufs in den einzelnen Gruppen
lasst sich feststellen, dass WBYV keinen signifikanten Effekt auf das Korpergewicht der
Versuchstiere hat (p > 0.05).

Anders verhdlt es sich nach Ovarektomie (vgl. Abb. 7; Tab. 12). Hier kam es schon nach
einer Woche zu einer signifikanten Gewichtszunahme der ovarektomierten im Vergleich
zu den intakten Tieren (p < 0.05). Innerhalb der ersten vier Wochen erhohte sich das
Korpergewicht der ovarektomierten Ratten weiterhin deutlich, von 225 + 2.5 g auf 334 £
6.2 g (p <0.001). In den darauffolgenden Wochen verlangsamte sich die Gewichtzunahme
und erreichte in der zehnten Woche ihr Maximum bei 368 = 6.5 g vor Durchfiihrung der
Osteotomie. Im Kontrast dazu konnte bei den intakten Tieren innerhalb dieser zehn
Wochen eine wesentlich langsamere Gewichtszunahme von 225 + 2.2 g auf nur 303 + 4.5

g gemessen werden.
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3 Ergebnisse

Nach der Osteotomie kam es zu einem leichten Abfall des Korpergewichts aller Tiere,
welches aber innerhalb der folgenden Wochen bis zum Ende des Versuchs wieder bis auf

das Gewicht vor der Osteotomie anstieg.
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11 12 13 14
Wochen nach Ovarektomie

Abbildung 8: Darstellung der durchschnittlichen téglichen Futteraufnahme pro Tier jeder Gruppe [g] in den
Wochen nach Osteotomie (Angabe als MW + SD)

Tabelle 13: Darstellung der durchschnittlichen taglichen Futteraufnahme pro Tier jeder Gruppe [g] in den
Wochen nach Osteotomie (Angabe als MW + SD)

Woche nach | OVX OVX+Vib Intakt Intakt+Vib
Osteotomie

1 15.33+1.53 14.67+1.15 18.67+3.79 18.34+4.16
2 18.33+0.58 16.30+1.53 18.33+0.58 17.33+1.53
3 17.67+£1.15 15.67+0.58 17.67+2.08 17.33+2.52
4 22.67+2.31 20.67+5.03 21.67+£3.79 22.33+3.51
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3 Ergebnisse

Die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme war wahrend des Versuchs bei allen
Gruppen ahnlich (vgl. Abb. 8; Tab. 13). So betrug die durchschnittlich tdglich konsumierte
Futtermenge in der funften Woche nach Osteotomie 17 g + 1 g bei allen Tieren. WBV und

Ovarektomie zeigten keinen signifikanten Effekt auf die Futteraufnahme (p > 0.05).

3.2 Uterusgewicht

Tabelle 14: Darstellung des durchschnittlichen Uterusgewichts [mg] pro Tier jeder Gruppe am Tag der Tétung
(Angabe als MW + SD)

OVX OVX+Vib Intakt Intakt+Vib

Uterusgewicht 100+23 100£20 600£150 560+160
[mg]

Am Tag der Totung war das durchschnittliche Uterusgewicht der intakten Ratten
signifikant hoher als bei den ovarektomierten Tieren (p < 0.001), wahrend die WBV keine
signifikanten Effekte auf das Uterusgewicht (p > 0.05) zeigte (siehe Tab. 14).

3.3 Auswertung des biomechanischen Biegetests

Die Darstellung der Messungen erfolgt zunéchst in Form von Sdulendiagrammen, wobei
jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben werden. Im Anschluss

werden die ermittelten Werte tabellarisch zusammengefasst.
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3 Ergebnisse

3.3.1 Elastizitat
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Abbildung 9: Elastizitat [N/mm] des metaphysaren Tibiakallus im biomechanischen Biegetest bei

ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW * SD)

Die Gruppen mit WBV weisen im Vergleich zu den nicht-vibrierten Kontrollgruppen
niedrigere Werte flir den Parameter der Elastizitat auf (Abb. 9). Die Unterschiede sind

statistisch jedoch nicht signifikant (p > 0.05).
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3.3.2 Streckgrenze

Abbildung 10:

Streckgrenze [N]
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3 Ergebnisse

des metaphysaren Tibiakallus im biomechanischen Biegetest bei

ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Auch die die Streckgrenze betreffenden Ergebnisse ergeben keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p > 0.05). Die Gruppen mit WBYV weisen

auch hier im Vergleich zu den nicht-vibrierten Kontrollgruppen niedrigere Werte auf
(siehe Abb. 10; Tab. 15).

Tabelle 15: Elastizitat [N/mm] und Streckgrenze [N] im biomechanischen Biegetest (Angabe als MW + SD)

OVX+Vib OovX Intakt+Vib Intakt
Elastizitat 84.81+32.82 122.20+41.42 77.62+33.40 137.50+£78.14
[N/mm]
Streckgrenze 40.42+12.73 53.38+40.81 40.11+25.99 59.56+36.19
[N]
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3 Ergebnisse

3.4 Auswertung der Mikroradiographien

Nach Darstellung der einzelnen Messparameter in Sdulendiagrammen folgt wiederum eine
tabellarische Zusammenfassung aller Ergebnisse unter Angabe der Mittelwerte und

Standardabweichungen (s. Tab. 16).

¢) Mikroradiographie aus Gruppe Intakt d) Mikroradiographie aus Gruppe Intakt+Vib

Abbildung 11: Typische Mikroradiographien der metaphysaren Tibiaheilung der Gruppen OVX (a), OVX+Vib (b),
Intakt (c) und Intakt+Vib (d). (zehnfache VergroRerung)
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3 Ergebnisse

3.4.1 Kortikalisdicke distal-ventromedial
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Abbildung 12: Kortikalisdicke distal-ventromedial [mm] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne
vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW * SD)

Fur die distale ventromediale Kortikalisdicke fanden sich zwischen den untersuchten
Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Die im Mittelwert dickste distale ventromediale
Kortikalis fand sich bei den OV X-Tieren (Abb. 12).
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3 Ergebnisse

3.4.2 Kortikalisdicke distal-dorsal
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Abbildung 13: Kortikalisdicke distal-dorsal [mm] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne
vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW = SD, * p < 0.001 vs. OVX)

Beim Vergleich der distalen dorsalen Kortikalisdicke fand sich ein signifikanter
Unterschied bei den OVX- gegenilber den Intakt-Tieren (p < 0.001). Die OVX-Tiere

wiesen die héchsten Werte fir die distale dorsale Kortikalis auf (Abb. 13).
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3 Ergebnisse

3.4.3 Kortikalisdichte distal-ventromedial
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Abbildung 14: Kortikalisdichte distal-ventromedial [%0] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne
vertikale WBV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p < 0.05 vs. OVX)

Beim Vergleich der distalen ventromedialen Kortikalisdichte zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Testgruppen. So sind die Werte signifikant erhéht
bei den OVX+Vib (p < 0.05) und den Intakt+Vib-Tieren (p < 0.001) gegenuber den OVX-
Tieren. AuBerdem finden sich signifikant héhere Werte bei der Intakt- gegenlber der
OVX-Testgruppe (p < 0.05). Die hochsten Werte fur die distale ventromediale
Kortikalisdichte erzielt die Gruppe der Intakt+Vib-Tiere (Abb. 14).
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3 Ergebnisse

3.4.4 Kortikalisdichte distal-dorsal
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Abbildung 15: Kortikalisdichte distal-dorsal [%] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne
vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Beim Vergleich der Werte fir die distale dorsale Kortikalisdichte zeigen sich keine

signifikanten Unterschiede (p > 0.05). Die hoheren Werte werden von den beiden intakten

Gruppen erzielt (Abb. 15).
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3 Ergebnisse

3.4.5 Kallusdicke ventromedial
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Abbildung 16: Kallusdicke ventromedial [mm] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale
WBYV von 90 Hz (Angabe als MW % SD)

Beim Vergleich der ventromedialen Kallusdicke der unterschiedlichen Testgruppen zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede (p > 0.05). Die hdchsten Werte werden von den
Intakt+Vib-Tieren erreicht (vgl. Abb. 16).
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3 Ergebnisse

3.4.6 Kallusdicke dorsal

mm

0.4+

0.0-_$ T e —— T
OVX+Vib OVX Intakt+Vib Intakt

Abbildung 17: Kallusdicke dorsal [mm] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBV
von 90 Hz (Angabe als MW % SD)

Beziiglich der dorsalen Kallusdicke weisen die OVX-Tiere hohere Werte gegeniiber den
intakten Tieren auf. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Testgruppen sind jedoch
aufgrund der hohen Standardabweichung statistisch nicht signifikant (p > 0.05). Die
hdchsten Werte finden sich bei den OV X-Tieren (vgl. Abb. 17).
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3 Ergebnisse

3.4.7 Kallusdichte ventromedial
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Abbildung 18: Kallusdichte ventromedial [%] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale
WBY von 90 Hz (Angabe als MW £ SD, * p < 0.05 vs. OVX)

Die Dichte des ventromedialen Kallus ist bei der Intakt-Gruppe gegeniiber der OVX-
Gruppe signifikant erhoht (p < 0.05). Zwischen den anderen Testgruppen finden sich keine
signifikanten Unterschiede (vgl. Abb. 18).
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3 Ergebnisse

3.4.8 Kallusdichte dorsal
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Abbildung 19: Kallusdichte dorsal [%] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBV
von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Die Testgruppen der OVX+Vib- und Intakt+Vib-Tiere zeigen erhéhte Werte bezliglich der

dorsalen Kallusdichte gegeniiber den nicht-vibrierten Kontrollgruppen (vgl. Abb. 19). Die
Unterschiede stellen sich statistisch jedoch als nicht signifikant dar (p > 0.05).
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3 Ergebnisse

3.4.9 Kallusdichte endostal
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Abbildung 20: Endostale Kallusdichte [%] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale

WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p < 0.05 vs. OV X)

Die Ergebnisse fiir die endostale Kallusdichte stellen sich ahnlich den Werten der Dichte
des ventromedialen Kallus dar. Es zeigen sich signifikant unterschiedliche Werte zwischen
der Intakt- und der OV X-Testgruppe, wobei die Intakt-Tiere die hGheren Werte aufweisen
(vgl. Abb. 20). Alle tubrigen Unterschiede zwischen den Testgruppen sind statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).
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3 Ergebnisse

3.4.10 Trabekeldichte distal
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Abbildung 21: Distale Trabekeldichte [%] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale

WBYV von 90 Hz (Angabe als MW = SD, * p < 0.05 vs. OVX, # p < 0.05 vs. OVX+Vib)

Die Werte der distalen Trabekeldichte weisen Signifikanzen (p < 0.05) beim Vergleich der
ovarektomierten mit den intakten Gruppen auf. Unterschiede innerhalb der Testgruppen
zwischen den vibrierten und den nicht-vibrierten Tiere stellen sich als nicht signifikant dar

(p > 0.05). Die niedrigste Dichte findet sich erwartungsgemal bei den OVX-Tieren (vgl.
Abb. 21).
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3 Ergebnisse

3.4.11 Anzahl Trabekelkreuzungen
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Abbildung 22: Gesamtzahl der Trabekelkreuzungen [n] im MelRrahmen bei ovarektomierten und intakten
Ratten mit und ohne vertikale WBV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p < 0.05 vs. OVX, # p < 0.05 vs.
OVX+Vib)

Es zeigen sich signifikante Unterschiede in der Anzahl der Trabekelkreuzungen zwischen
den ovarektomierten Gruppen und den intakten Testgruppen (p < 0.001). Die Anzahl ist
bei den intakten Tieren signifikant hoher als bei den ovarektomierten Tieren, wobei die
Intakt-Tiere von allen Gruppen die hochsten Werte aufweisen (vgl. Abb. 22).
Gegensétzlich dazu finden sich die wenigsten Trabekelkreuzungen erwartungsgeméR bei
den OVX-Tieren. Statistisch nicht signifikant sind die Unterschiede innerhalb der

ovarektomierten und der intakten Gruppen (p > 0.05).
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3 Ergebnisse

3.4.12 Dichte Trabekelkreuzungen
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Abbildung 23: Dichte der Trabekelkreuzungen pro mm2 bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne

vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p < 0.05 vs. OV X, # p < 0.05 vs. OVX+Vib)

Die Werte fiir die Dichte der Trabekelkreuzungen pro mm? verhalten sich ahnlich den
Werten fiir die Anzahl der Trabekelkreuzungen. Signifikanzen treten beim Vergleich der
ovarektomierten mit den intakten Testgruppen auf, wobei auch hier die intakten Tiere die
hoheren Werte zeigen (vgl. Abb. 23). Die Unterschiede innerhalb der ovarektomierten oder

intakten Gruppen sind statistisch nicht signifikant (p > 0.05).
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3 Ergebnisse

3.4.13 Mittlere Trabekeldicke
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Abbildung 24: Mittlere Trabekeldicke [um] bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale
WBYV von 90 Hz (Angabe als MW % SD, * p < 0.05 vs. OVX)

Es treten signifikante Unterschiede in der mittleren Trabekeldicke zwischen der OVX-
Gruppe und der Intakt+Vib (p < 0.01), sowie der OVX-Gruppe und der intakten Gruppe
auf (p < 0.001). Ebenfalls zeigen sich Signifikanzen beim Vergleich der OVX-Tiere mit
den OVX+Vib-Tieren. Insgesamt weisen auch hier die intakten Tiere die hoheren Werte
auf (vgl. Abb. 24).
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Tabelle 16: Zusammmenfassende tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Mikroradiographie unter

3 Ergebnisse

Bertcksichtigung der Signifikanzen (Angabe als MW £ SD, * p < 0.05 vs. OVX, # p < 0.05 vs. OVX+Vib)

Parameter OVX+Vib OoVvX Intakt+Vib Intakt
Kortikalisdicke distal- | 0.45+0.15 0.50+0.17 0.44+0.12 0.42+0.07
ventromedial [mm]:

Kortikalisdicke distal- | 0.55+0.18 0.65+0.19 0.54+0.09 0.48+0.07*
dorsal [mm]:

Kortikalisdichte 98.96+1.09% | 97.41£3.18 | 99.59+0.56* 99.18+0.79*
distal-ventromedial

[%]:

Kortikalisdichte 98.14+5.21 98.63+2.22 99.64+0.54 99.71+0.33
distal-dorsal [%]:

Kallusdicke 0.29+0.15 0.30+0.17 0.39+0.28 0.35+0.23
ventromedial [mm]:

Kallusdicke dorsal 0.72+0.31 0.75+0.36 0.55+0.23 0.58+0.23
[mm]:

Kallusdichte 80.62+17.11 72.39x15.87 | 84.30+16.68 85.54+15.84*
ventromedial [%]:

Kallusdichte 82.3448.12 80.37+12.62 | 88.13+10.87 86.54+8.87
dorsal[%]:

Kallusdichte endostal | 70.88+14.29 | 67.52+16.59 | 69.83+24.51 82.62+10.60%
[%]:

Trabekeldichte distal | 25.89+24.68 39.85+113.6 | 56.23+20.76 *# | 62.37+15.05%#
[%]:

Trabekelkreuzungen | 13.57+16.15 9.23+8.88 38.47+21.90*# | 43.48+13.18 *#
absolut [n]:

Dichte 6.33 £5.56 4.00 £4.48 16.66+16.37*# | 16.63+4.41*%H#
Trabekelkreuzungen

[1/mm?Z]:

Mittlere 7.50+2.43* 5.52£2.17 | 8.16+3.11* 8.18+1.34*

Trabekeldicke [um]:
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3 Ergebnisse

3.5 Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung

¢) Histologischer Schnitt aus Gruppe Intakt d) Histologischer Schnitt aus Gruppe Intakt+Vib

Abbildung 25: Typische histologische Schnitte des fluoreszenzmarkierten metaphyséaren Tibiakallus der OVX-
(a), der OVX+Vib- (b), der Intakt- (c) und der Intakt+Vib-Gruppe (d) (zehnfache VergroRerung)

Nachfolgend werden die Ergebnisse der einzelnen Messparameter der polychromen
Sequenzmarkierung vorgestellt. Nach der Darstellung in Saulendiagrammen folgt eine
tabellarische Zusammenfassung aller ermittelten Ergebnisse unter Angabe der Mittelwerte

und Standardabweichungen (s. Tab.17).
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3 Ergebnisse

3.5.1 Gesamtflache Kallus ventromedial
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Abbildung 26: Gesamtflache Kallus ventromedial [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkierung

bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Die Gesamtflache des ventromedialen Kallus schliet alle drei polychrom-gefarbten
Kallusbereiche mit ein. Die Intakt+Vib-Tiere weisen den hoéchsten Wert fiir die
ventromediale Kallusflache auf, wobei sich die Unterschiede zwischen den Testgruppen
als statistisch nicht signifikant darstellen (p > 0.05) (vgl. Abb 26).
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3 Ergebnisse

3.5.2 CG-Flache Kallus ventromedial
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Abbildung 27: CG-markierte Kallusflache ventromedial [mm?] in der Evaluation der polychromen

Sequenzmarkierung bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBV von 90 Hz (Angabe

als MW % SD)

Bei Betrachtung der CG-Fléche finden sich beim Vergleich der einzelnen Testgruppen bei
der Intakt+Vib-Testgruppe hohere Werte als bei der intakten Kontrollgruppe;
gegensatzlich dazu ist bei den OV X-Tieren die CG-Fl&che groler als bei der OVX+Vib-
Gruppe (vgl. Abb. 27). Die Unterschiede sind statistisch jedoch nicht signifikant (p >

0.05).
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3 Ergebnisse

3.5.3 AK-Flache Kallus ventromedial
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Abbildung 28: AK-markierte Kallusflaiche ventromedial [mm?2] in der Evaluation der polychromen
Sequenzmarkierung bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als
MW + SD, * p < 0.05 vs. OVX)

Die Werte fur die AK-markierte ventromediale Kallusflache weisen einen signifikanten
Unterschied zwischen der Intakt+Vib-Testgruppe und der OVX-Gruppe auf (p < 0.05).
Weitere Unterschiede zwischen den Testgruppen stellen sich als statistisch nicht
signifikant dar (p > 0.05). Die AK-Flache des ventromedialen Kallus ist bei den
Intakt+Vib-Tieren am grofiten (vgl. Abb. 28).
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3 Ergebnisse

3.5.4 TC-Flache Kallus ventromedial
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Abbildung 29: TC-markierte Kallusflache ventromedial [mm?] in der Evaluation der polychromen
Sequenzmarkierung bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBV von 90 Hz (Angabe als

MW = SD)

Die Werte fir die ventromediale TC-markierte Flache stellen sich &hnlich den Ergebnissen
fir die ventromediale AK-Flache dar, wobei hier die Unterschiede statistisch nicht
signifikant sind (p > 0.05). Die Intakt+Vib- Gruppe weist auch hier die hochsten Werte auf
(vgl. Abb. 29).
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3 Ergebnisse

3.5.5 Gesamtflache Kallus dorsal
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Abbildung 30: Gesamtflache Kallus dorsal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkierung bei
ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, ™ p < 0.05
vs. Intakt)

Die Gesamtflache der dorsalen Kallusanteile umfasst alle drei polychrom-geférbten
Bereiche. Signifikante Unterschiede finden sich sowohl beim Vergleich der OVX+Vib-
Testgruppe mit der Intakt-Gruppe (p < 0.01), als auch bei Vergleich der OVX- mit der
Intakt-Gruppe (p < 0.001), wobei die ovarektomierten Tiere die hdheren Werte erzielen
(vgl. Abb. 30).
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3 Ergebnisse

3.5.6 CG-Flache Kallus dorsal
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Abbildung 31: CG-markierte Kallusflache dorsal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkierung

bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Die Intakt+Vib-Tiere weisen die grélte dorsale CG-markierte Kallusflache auf, wobei die
Unterschiede zwischen den Testgruppen statistisch nicht signifikant sind (p > 0.05) (vgl.
Abb. 31). Bei den intakten Tieren erzielt die vibrierte Gruppe die hoheren Werte, bei den

ovarektomierten Tieren verhalt es sich genau entgegengesetzt.
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3.5.7 AK-Flache Kallus dorsal
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Abbildung 32: AK-markierte Kallusflache dorsal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkierung
bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p <
0.05 vs. OVX)

Die OVX-Gruppe weist die grofite AK-Flache des dorsalen Kallus auf. Die Unterschiede
zwischen der OVX- und der Intakt+Vib-Gruppe (p < 0.05) einerseits als auch gegenuber
der Intakt-Gruppe (p < 0.01) sind signifikant (vgl. Abb. 32).
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3.5.8 TC-Flache Kallus dorsal
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Abbildung 33: TC-markierte Kallusflache dorsal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkierung
bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p <
0.05 vs. OVX, ™ p < 0.05 vs. Intakt)

Beim Vergleich der einzelnen Testgruppen beziglich der TC-Flache des dorsalen Kallus
weisen die ovarektomierten Gruppen hohere Werte auf als die intakten (vgl. Abb. 33). Es
finden sich dabei signifikante Unterschiede zwischen den OVX+Vib- und den Intakt-
Tieren (p < 0.05) sowie zwischen der OV X- und der Intakt-Gruppe (p < 0.05).
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3.5.9 Gesamtflache Kallus endostal
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Abbildung 34: Gesamtflache Kallus endostal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkierung bei

ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD, * p < 0.05
vs. OVX, N p <0.05 vs. Intakt)

Die Gesamtflache vom endostalen Kallus schlie3t alle drei polychrom-gefarbten Areale
mit ein. Wahrend die OVX-Gruppe die grofite Flache aufweist, finden sich statistisch
signifikante Unterschiede sowohl zwischen den OVX+Vib- und den OVX-Tieren (p <
0.05) als auch zwischen der OV X- und der Intakt-Testgruppe (p < 0.01) (vgl. Abb. 34).
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3.5.10 CG-Flache Kallus endostal
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Abbildung 35: CG-markierte Kallusflache endostal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkie-

rung bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Auch hier weist die OVX-Gruppe die groRte Flache auf (vgl. Abb. 35). Signifikante
Unterschiede zwischen den Testgruppen bestehen aufgrund von hohen Standardabwei-

chungen nicht (p > 0.05).
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3.5.11 AK-Flache Kallus endostal
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Abbildung 36: AK-markierte Kallusflache endostal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkie-

rung bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW % SD)

Die AK-Flache des endostalen Kallus ist bei der Intakt+Vib-Gruppe am gréfiten (vgl. Abb.
36). Dabei besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Testgruppen (p >

0.05).
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3.5.12 TC-Flache Kallus endostal
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Abbildung 37: TC-markierte Kallusflache endostal [mm?] in der Evaluation der polychromen Sequenzmarkie-

rung bei ovarektomierten und intakten Ratten mit und ohne vertikale WBYV von 90 Hz (Angabe als MW + SD)

Die OVX-Gruppe zeigt die groRte TC-Flache des endostalen Kallus (vgl. Abb. 37). Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Testgruppen sind statistisch nicht signifikant (p >
0.05).
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Tabelle 17: Zusammmenfassende tabellarische Darstellung aller bestimmten Parameter nach polychromer

Sequenzmarkierung unter Bertcksichtigung der Signifikanzen (Angabe als MW * SD, * p < 0.05 vs. OVX, # p <

0.05 vs. OVX+Vib,  p < 0.05 vs. Intakt)

Parameter OVX+Vib ovX Intakt+Vib Intakt
Gesamtflache Kallus | 0.92+0.70 0.95+0.66 1.62+1.52 0.98+0.64
ventromedial [mm?]

CG-Flache Kallus 0.01+0.03 0.05+0.11 0.06+0.08 0.04+0.07
ventromedial [mm?]

AK-Flache Kallus 0.12+0.24 0.09+0.11 0.3040.45* 0.18+0.17
ventromedial [mm?]

TC-Flache Kallus 0.31+0.34 0.25+0.36 0.45+0.70 0.36+0.24
ventromedial [mm?]

Gesamtflache Kallus | 4.77+3 47N 5.16+2.83° 3.25+2.30 1.99+0.74
dorsal [mm?]

CG-Fléache Kallus 0.09+0.10 0.13+0.17 0.14+0.12 0.07+0.08
dorsal [mm?]

AK-Flache Kallus 0.92+0.92 1.29+ 1.14 0.55+0.50* 0.53+0.46*
dorsal [mm?]

TC-Flache Kallus 1.254+1.12° 1.39+1.32 0.91+0.97 0.5140.41*
dorsal [mm?]

Gesamtflache Kallus | 5.78+2.81* 8.51+4.27\ 7.35+5.03 4.84+2.61
endostal [mm?]

CG-Fléache Kallus 0.29+0.39 0.52 +0.82 0.30+0.43 0.26+0.42
endostal [mm?]

AK-Fl4che Kallus 1.00+0.85 1.11+1.02 1.46+1.44 1.00+0.61
endostal [mm?]

TC-Flache Kallus 1.75+1.31 1.92+1.61 1.8+1.57 1.16+0.74
endostal [mm?]
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 18: Tendenzielle Darstellung der Vibrationseffekte anhand der Ergebnisse der Mikroradiographie und
der polychromen Sequenzmarkierung (Angabe als MW + SD)

Vib (OVX): Effekte von WBYV auf ovarektomierte Tiere

Vib (Intakt): Effekte von WBYV auf intakte Tiere

OVX: Effekte von OVX

*1 : signifikant hohere Werte

*| : signifikant niedrigere Werte

1 : Tendenz fiir hohere Werte

| : Tendenz fir niedrigere Werte

> : Keine Effekte

Messparameter Vib (OVX) Vib (Intakt) OVvX
Elastizitat [N/mm] ! ! !
Streckgrenze [N] ! ! !
Kortikalisdicke distal- — — 0
ventromedial [mm]

Kortikalisdicke distal-dorsal 0 0 *1
[mm]

Kortikalisdichte distal- — — *|

ventromedial [%)]

Kortikalisdichte distal-dorsal | | o !
[%]

Kallusdicke ventromedial ! i !
[mm]

Kallusdicke dorsal [mm] 0 > 0
Kallusdichte ventromedial [%] | | > *|
Kallusdichte dorsal [%] ! > !
Kallusdichte endostal [%] ! ! *|
Trabekeldichte distal [%] *] ! *|
Anzahl Trabekelkreuzungen | *| ! *|
[n]

Dichte Trabekelkreuzungen *1 > *|
[mm?]
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Mittlere Trabekeldicke [pum] ! > *|
Gesamtflache Kallus > 0 -
ventromedial [mm?]

CG-Flache Kallus ! 0 0
ventromedial [mm?]

AK-Flache Kallus ! 0 !
ventromedial [mm?]

TC-Flache Kallus ! 0 !
ventromedial [mm?]

Gesamtflache Kallus dorsal *1 0 *1
[mm?]

CG-Flache Kallus dorsal 1 0 0
[mm?]

AK-Flache Kallus dorsal 1 — *1
[mm?]

TC-Flache Kallus dorsal *1 0 *1
[mm?]

Gesamtflache Kallus endostal | 1 0 *1
[mm?]

CG-Flache Kallus endostal > — 0
[mm?]

AK-Flache Kallus endostal — 0 -
[mm?]

TC-Flache Kallus endostal 0 0 0
[mm?]

98




4 Diskussion

4 Diskussion

Die Frakturheilung verlauft bei Osteoporose verzogert und beeintrachtigt (McCann et al.
2008). Da es aber aufgrund der instabilen Mikroarchitektur gerade im osteopenischen
Knochen haufig zu Fragilitatsfrakturen kommt, stellt sich die Frage, wie der verzdgerte
Heilungsverlauf positiv beeinflusst werden kann, ohne dass eine nebenwirkungsbelastete
Hormonersatztherapie oder andere schédigende antiosteoporotische Pharmaka zum Einsatz
kommen miussen. In friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass Mikrobewegungen
im Frakturspalt die Knochenneubildung und damit den Heilungsverlauf begunstigen
(Yamaji et al. 2001). Auch konnte bereits an Tier und Mensch nachgewiesen werden, dass
die kurzzeitige Applikation von low-magnitude, high-frequency vibration (LMHFV) von
10 bis 100 Hz bei < 0.5 x g sich gunstig auf das muskuloskelettale System auswirkt (Judex
et al. 2007; Rubin 2007; Xie et al. 2008). Verschueren et al. (2004) konnten eine erhohte
Knochenmineraldichte im Schenkelhals von postmenopausalen Frauen nach 6-monatigem
progressivem Vibrationstraining bei 35 - 40 Hz und 2 - 5 x g Beschleunigung nachweisen.
Es fand sich weiterhin ein knochenstabilisierender Effekt bei ovarektomierten Ratten nach
Applikation von WBYV bei einer Frequenz von 50 Hz in einem Versuch von Flieger et al.
(1998). Durch Erhoéhung der Frequenz auf 90 Hz (Judex et al. 2007) konnte dieser Effekt

noch verstarkt werden.

4.1 Metaphysares Frakturmodell

Osteoporotische Verénderungen manifestieren sich vorrangig in den metaphysaren
Anteilen des Knochens. Dies beruht insbesondere auf dem Abbau der Trabekelstruktur,
wie z.B. in der Tibiametaphyse von Ratten 8-10 Wochen nach Ovarektomie (Iwaniec et al.
2007; Seidlova-Wuttke et al. 2003 a u. b; Wronski et al. 1985). Beim Menschen
manifestieren sie sich vor allem im Bereich des Schenkelhalses, des proximalen Humerus,
des distalen Radius und der Wirbelséule. Bei der Ratte treten osteopenische Veranderun-
gen vornehmlich in der metaphyséren Tibia und im Lendenwirbelkdrper auf (Ikeda et al.
2001; Yao et al. 2005, Ke et al. 1998; Mosekilde et al. 1999). Fraglich ist also, warum in
der Vergangenheit Untersuchungen zur Osteoporose bzw. zur osteoporotischen
Frakturheilung hauptséchlich an diaphysaren Frakturmodellen stattfanden (Melhus et al.
2007; Xu et al. 2003; Cao et al. 2002; Kubo et al. 1999; Cebesoy et al. 2007; Li et al. 2010;
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Briel et al. 2011; Ozturan et al. 2011). Im Gegensatz zu der Knochenheilung am
diaphysaren Knochen, der vornehmlich durch indirekte Frakturspaltiiberbriickung mit
periostaler Kallusbildung heilt, heilt der metaphysdare Knochen vor allem durch direkte
Frakturspaltiiberbriickung mit endostaler Kallusausbildung und nur dezenter periostaler

Kallusformation.

Bei Osteoporose sind diaphysére Frakturen von keiner klinischen Relevanz. Dementspre-
chend wurden die durchgefuhrten Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit bei
Osteoporose mithilfe eines von Stirmer et al. (2008 u. 2010) an Ratten entwickelten
metaphyséren Frakturmodells der Tibia mit Plattenosteosynthese durchgefiihrt. In
zahlreichen  vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe bezlglich
Wirkungen verschiedener Substanzen auf die Frakturheilung im osteoporotischen
metaphyséren Knochen kam dieses Modell bereits erfolgreich zum Einsatz (Kolios et al.
2009 u. 2010; Komrakova et al. 2010). Da die Knochenneubildung und die Uberbriickung
des Frakturspalts in der friihen bis mittleren Phase der Frakturheilung ablaufen, wurde, wie
in vorangehenden Studien, in dem vorliegenden Projekt eine Heilungsdauer von finf
Wochen gewdhlt (Komrakova et al. 2009 u. 2010).

4.2 Einfluss der Ovarektomie und der Ganzkdrpervibration auf den Knochen

Durch bereits vorliegende positive Ergebnisse bezuglich des anabolen Effekts von WBV
auf die Metaphyse des unfrakturierten Knochens bei ovarektomierten und intakten Ratten
wurde fur diesen Versuch eine Vibrationsfrequenz von 90 Hz gewahlt (Judex et al. 2007;
Sehmisch et al. 2009). Hingegen gab es bis zur Versuchsdurchfuhrung keine Erkenntnisse
zu den Auswirkungen von (vertikaler) WBV auf die metaphysare Frakturheilung im
osteotomierten Knochen von Ratten.

In allen Gruppen zeigte sich nach WBYV insgesamt eine Verschlechterung biomechanischer
Eigenschaften im osteotomierten Knochen, obwohl bei ovarektomierten vibrierten Ratten
eine frihere Ausbildung der Kallustberbriickung des Frakturspalts beobachtet werden
konnte. Somit scheint die WBV die Ausbildung der Kallusuberbriickung im osteopeni-
schen Knochen positiv zu beeinflussen, wahrend sie diesen Effekt im gesunden Knochen
nicht induzieren kann. Eine hohere Mechanosensibilitat durch Ostrogenmangel kann hier
als zugrunde liegender Mechanismus postuliert werden.
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Dass WBV unterschiedliche Effekte auf den osteopenischen und auf den gesunden
Knochen hat, lasst sich ebenfalls anhand der quantitativen Auswertung durch Vergleich
der unterschiedlichen Parameter erhérten. Es zeigte sich in ovarektomierten, vibrierten
Ratten eine verminderte Kallusauspragung im Vergleich mit der nicht vibrierten
osteoporotischen Gruppe, wahrend es zu einer Kallusvermehrung im gesunden, vibrierten
Knochen kam. Auch wurde ferner eine Vermehrung endostaler Trabekelkreuzungen
beobachtet. Im gesunden Kochen stellte sich diese osteoanabole Tendenz weniger deutlich
dar. Trotzdem zeigte sich insgesamt eine Verschlechterung der biomechanischen
Eigenschaften nach Vibration sowohl im osteopenischen als auch im gesunden Knochen.
Diese zundchst widersprichlich erscheinenden Resultate lassen sich dadurch erkléren, dass
die Menge des Kallus nicht zwangslaufig positiv mit seinen biomechanischen
Eigenschaften korreliert. Dieses Phdanomen konnte bereits in vorangegangenen Studien
beschrieben werden (Stirmer et al. 2010 a). Die Qualitat des Kallus wird nicht nur vom
kalzifizierten Knochen allein, sondern auch von der nicht-kalzifizierten Matrix im
neugebildeten Knochen beeinflusst. Wie groR der jeweilige Anteil an den biomechanischen
Eigenschaften dieser beiden Parameter ist, ist derzeit unklar und war nicht Inhalt dieser
Avrbeit.

In ovarektomierten Ratten konnte mittels vertikaler WBV eine Erhohung der
Kortikalisdichte und der Dichte des periostalen Kallus bis auf die Werte von gesundem
Knochen erreicht werden. So zeigten ovarektomierte vibrierte Tiere teilweise eine
signifikant dichtere Kortikalis und einen tendenziell dichteren ventromedialen, dorsalen
und endostalen metaphyséren Kallus als die nicht-vibrierte ovarektomierte Kontrollgruppe.
Ebenso wiesen die ovarektomierten vibrierten Tiere signifikant hohere Werte in der
mittleren Trabekeldicke auf (p < 0.05). Vor diesem Hintergrund ist es vollig
unverstandlich, dass sich die quantitative Verbesserung des Kallus im osteoporotischen
Knochen nicht in einer Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften widerspiegelt.
Hier kann nur postuliert werden, dass die Kallusreife fehlt und sich bei um ein bis zwei

Wochen langerer Versuchsdauer auch die Qualitat des Kallus verbessern wirde.

In vorangegangenen Studien wurden Dbereits die Auswirkungen von mechanischer

Stimulation (nicht WBV) auf die Frakturheilung untersucht. Dabei wurde in einigen eine
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Verbesserung der Kochenqualitdt und eine gesteigerte Kallusausbildung und
-mineralisation nachgewiesen. So wiesen Shadmehr et al. (2009) nach, dass die Tibiae von
osteotomierten Hasen nach téglicher 15-minitiger mechanischer Stimulation mit einer
Frequenz von 1 Hz nach drei Wochen signifikant bessere mechanische Eigenschaften
aufwiesen als die nicht-vibrierte Kontrollgruppe. Auch zeigte eine ebenfalls an Hasen
durchgefuhrte Untersuchung von Usui et al. (1989) ein signifikant hoheres Kallusvolumen
am osteotomierten Knochen nach téglicher 60-minitiger mechanischer Stimulierung mit
25 Hz (ber unterschiedliche Zeitraume. Weiterhin konnten Leung et al. (2008) eine
beschleunigte Kallusformation, -mineralisation und Knochenheilung in den osteotomierten
Femora von Ratten nach zwei respektive vier Wochen mechanischer Stimulation mittels
LMHFV bei 35 Hz und 0,3 x g im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen. Andere
Forschergruppen konnten diesen Effekt auf die Frakturheilung jedoch nicht nachweisen:
Ein Versuch, die Knochenheilung der diaphyséren Tibiae von Schafen durch externe
mechanische Stimulation mit 1, 5 oder 10 Hz positiv zu beeinflussen, blieb ohne
signifikante Verbesserungen hinsichtlich der Knochenmineraldichte und qualitativen
Eigenschaften des Knochens (Augat et al. 2001). Bei Untersuchungen von Wolf et al.
(2001) konnte neun Wochen nach transverser Osteotomie des Os metatarsale von Schafen
und Anlage eines Fixateur externe sowie anschlielender achtwochiger vertikaler
mechanischer Stimulation bei 20 Hz keine Verbesserung der Frakturheilung beobachtet

werden.

Eine vergleichende Beurteilung der dargestellten Studienergebnisse ist jedoch nicht
mdoglich, da in diesen Untersuchungen nicht nur unterschiedliche Tiermodelle zur
Anwendung kamen, sondern auch unterschiedliche Stimulationsgerate mit variierenden
Frequenzen, Amplituden und Applikationsdauer verwendet wurden. AulRerdem erfolgte die
Stimulation entweder direkt durch Mikrobewegungen oder es wurde eine indirekte

Stimulation Uber Ganzkdrpervibration angewandt.

Bei Untersuchungen am gesunden, unfrakturierten Knochen konnte eine unterschiedlich
ausgepragte Sensitivitat gegentiber mechanischer Stimulation bei ovarektomierten und
intakten Tieren festgestellt werden (Rubinacci et al. 2008). Wahrend die Vibration die

periostale Apposition und endostale Resorption bei ovarektomierten Ratten forderte,
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konnte dieser Effekt bei intakten Tieren nicht beobachtet werden (Rubinacci et al. 2008).
Somit scheint der Hormonspiegel die Sensitivitdt des Knochens fir Vibration zu
beeinflussen. Ovarektomierte Ratten wiesen nach dreimonatigem Ostrogenmangel eine
weniger ausgepragte Kortikalisflache, Kortikalisdichte sowie mittlere Trabekelanzahl auf
als die intakte Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse korrelieren sowohl mit den Resultaten
der vorliegenden Arbeit, als auch mit bereits beschriebenen Studien, in denen bei Ratten
wenige Wochen nach Ovarektomie starke osteoporotische Veranderungen begleitet von
signifikantem Verlust von kortikaler und trabekularer Knochenstruktur gefunden werden
konnten (Kalu et al. 1991; Wronski et al. 1985). Histomorphometrisch zeigte sich eine
vergroflerte Kallusflache, vermutlich durch die von Turner et al. (1987) beschriebene
vermehrte Knochenapposition in ovarektomierten Ratten. Bei einer groReren Kallusflache
und nicht-verzdgerten Kallusuberbriickung des Frakturspaltes, wiesen Kallus- und
Kortikalisdichte deutlich niedrigere Werte auf als die gemessenenen in intakten Tieren.
Diese Resultate korrelieren mit der bereits durch Namkung-Matthai et al. (2001)

beschriebenen beeintréchtigten Knochenheilung im osteoporotischen Knochen.

4.3 Somatische Effekte der Ovarektomie und der Ganzkorpervibration

Das Korpergewicht erhéhte sich bei allen ovarektomierten Tieren wahrend der ersten zehn
Wochen nach dem Eingriff deutlich, obwohl es keine Unterschiede in der Futteraufnahme
zwischen den einzelnen Testgruppen gab. Diese starke Gewichtszunahme ist eine bereits
bekannte Besonderheit bei ovarektomierten Ratten (Kolios et al. 2009; Komrakova et al.
2009, 2010 u. 2011; Stirmer et al. 2010 a) und auf den Ostrogenmangel zurtickzufiihren.
Durch WBV resultieren keine Veradnderungen des Korpergewichts oder in der
Nahrungsaufnahme der Tiere. WBV scheint somit weder auf die intakten, noch auf die
ovarektomierten Tiere einen zusatzlichen Stress auszuiiben, zeigt aber im Hinblick auf eine
»,wunschenswerte® Gewichtsreduktion bei den ovarektomierten Tieren — signifikant

erhohtes KG im Vergleich zu den intakten Tieren — ebenfalls keinen Effekt.

Das Uterusgewicht der ovarektomierten Tiere war am Ende des Versuchs stark erniedrigt
gegeniber den intakten Tieren, was darauf zurtickzufiihren ist, dass es zu einer Atrophie
des Uterus bei Ostrogenmangel kommt. Somit ist bei allen ovarektomierten Ratten die

vollstdndige Entfernung der Ovarien bewiesen; eine intermittierende Bestimmung des
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Serum-Ostrogenspiegels mit Belastung des Tieres durch Punktion der Schwanzvene ist als
Beweis entbehrlich.

4.4 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Untersuchung konnte belegt werden, dass die mechanische Stimulation
mittels vertikaler WBV die metaphyséare Frakturheilung beeinflusst. Dabei wirkt WBV
unterschiedlich auf ovarektomierte, d.h. osteoporotische und intakte Ratten: So zeigt sich
im osteoporotischen Knochen eine tendenzielle, teilweise sogar signifikante positive
Beeinflussung auf einige Knochenparameter, wahrend dieser Effekt im gesunden Knochen
nicht beobachtet werden konnte. Somit kdnnte sich vertikale WBV als Therapie bei
Osteoporose anbieten. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass sich WBV in
der angewandten Vibrationsfrequenz und Applikationsdauer eher negativ auf die
mechanische Stabilitdt des Knochens auswirkt, da es zu keiner Verbesserung der
Knochenqualitdt der Tibiae im Rahmen des Versuchs kam. Vermutlich vermindert sich
durch WBYV, wie sie hier mit einer Frequenz von 90 Hz zweimal taglich durchgefihrt
wurde, die Kalzifikation der Kallusmatrix und damit ihre Festigkeit. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sind von hoher Relevanz bezuglich der Anwendung von mechanischer Stimulation
zur positiven Beeinflussung der Frakturheilung. So kénnte WBV eine nicht-invasive,
weitestgehend nebenwirkungsfreie Therapieoption zur Férderung der Knochenheilung bei
osteoporotischen Patienten sein. Es bleibt jedoch noch zu untersuchen, welche
Vibrationsfrequenz und -dauer, Amplitude und Beschleunigung die Frakturheilung am
gunstigsten beeinflussen kann. Hierzu sollte der Knochen in unterschiedlichen Phasen der
Knochenheilung adressiert werden, um den Heilungsverlauf zu unterschiedlichen
Zeitpunkten zu beeinflussen. So koénnte die regelmaRige Kontrolle des Knochenmetabo-
lismus zu verschiedenen Zeitpunkten ber die Effekte der mechanischen Stimulierung
Aufschluss geben. Weiterhin sollte untersucht und beurteilt werden, welche Mechanismen
dem Einfluss des Ostrogenspiegels auf die Sensibilitat des Knochens fiir mechanische
Stimulation zu Grunde liegen. Da die vorliegende Untersuchung ,,nur“ am Ratten-
Tiermodell durchgefuhrt wurde, ist es erforderlich den Effekt von WBV auf die
osteoporotische Frakturheilung im GroRtierversuch zu prifen. Wie von Sehmisch et al.
(2009) am Wirbelkorper von Ratten nachgewiesen, kann WBYV auch auf den intakten
Knochen knochenstabilisierende Effekte haben. Bei der komplexen Wirksamkeit der WBV
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ware sogar eine Kklinische Studie sinnvoll, da Vibrationsplattformen, wie z.B. die
Powerplate® und die Galaxy® bereits fur die Anwendung am Menschen zugelassen sind.
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5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Osteoporose ist eine globale Systemerkrankung mit weltweit ca. 200 Millionen
Betroffenen (Lin und Lane 2004). Durch die instabile Mikroarchitektur des osteoporoti-
schen Knochens kommt es haufig zu Fragilitatsfrakturen mit schlechter Heilungstendenz
(Strom et al. 2011). Es stellt sich die Frage, ob sich der verzégerte und beeintréchtigte
Heilungsverlauf bei osteoporotischen Frakturen durch mechanische Stimulation positiv
beeinflussen lasst.

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss vertikaler Ganzkorpervibration auf die
metaphysére Frakturheilung im gesunden und im osteoporotischen Knochen der
weiblichen Ratte. Hierfur wurden 30 Tiere im Alter von drei Monaten ovarektomiert; 30
wurden intakt belassen. Nach zehn Wochen wurden alle Tiere bilateral metaphysar
osteotomiert. Finf Tage postoperativ wurden jeweils die Héalfte der ovarektomierten und
die Hélfte der intakten Ratten zweimal t&glich einer mechanischen Stimulation mittels
vertikaler WBYV ausgesetzt. Diese erfolgte mit einer Frequenz von 90 Hz, einer Amplitude
von 0,5 mm und einer Beschleunigung von 4 x g tber 30 Tage. Die anderen Tiere wurden
nicht vibriert. Somit ergaben sich die folgenden Gruppen: OVX (ovarektomierte nicht-
vibrierte Tiere), OVX+Vib (ovarektomierte, vibrierte Tiere), Intakt (intakte nicht-vibrierte
Tiere), Intakt+Vib (intakte vibrierte Tiere). 35 Tage nach Osteotomie erfolgte die
Dekapitation der Ratten und jeweils eine randomisierte Tibia wurde fiir biomechanische

und histomorphologische Analysen prapariert.

Die Analyse zeigte keine Auswirkungen der WBV auf das Korpergewicht oder die
Futteraufnahme. Im Hinblick auf den heilenden osteoporotischen Knochen zeigte sich ein
positiver Effekt auf die Dichte der Kortikalis und des Kallus sowie der Trabekelstruktur.
Die biomechanischen Eigenschaften dieser Tibiae hingegen waren nach Anwendung von
vertikaler WBV — wenn auch nicht signifikant — vermindert. Die Ausbildung einer
Kallusiiberbriickung im osteopenischen Knochen erfolgte jedoch nach mechanischer
Stimulation friiher, wéhrend sie im gesunden Knochen interessanterweise verzégert verlief.
Insgesamt zeigte sich das ausgewéhlte Vibrationsregime positiv, jedoch fir die

Frakturheilung als nicht ganz optimal. Eine Variation der Frequenz, Amplitude,
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5 Zusammenfassung

Beschleunigung und/oder Behandlungsdauer scheint erforderlich, um die ersten positiven
Auswirkungen der WBV auf die Frakturheilung zu optimieren.
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