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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteoporose

Die Osteoporose ist die haufigste generalisierte Knochenerkrankung und damit eine der
grofden ,Volkskrankheiten“ unserer Zeit. Eine Hochrechnung aus einer Datenbankerhe-
bung der Techniker Krankenkasse ergab, dass Stand 2009 ca. 6,3 Millionen Menschen al-
lein in Deutschland an Osteoporose leiden (Haussler et al. 2006; Hadji et al. 2013). Die
durch sie bedingten Frakturen fiihrten in England zu mehr Krankenhausaufenthalten der
Patienten als durch Krankheiten wie Diabetes mellitus, Myokardinfarkte oder Brustkrebs
verursacht wurden (Kanis et al. 1997). Vergleicht man die Osteoporose mit einzelnen Ma-
lignomen in Hinblick auf Morbiditat und Mortalitat, so wird sie lediglich von den Lungen-
karzinomen tibertroffen (Kanis et al. 2017). Die initial stumme Erkrankung fiihrt tiber ei-
nen langsam beginnenden Schmerz zu zunehmender Immobilisation und damit einher-
gehend einer enormen Lebenseinschriankung. Neben der menschlichen und sozialen
Komponente fiihrt dies auch zu einem erheblichen volkswirtschaftlichen Schaden. So ent-
standen im Jahre 2003 Kosten in H6he von 5,4 Milliarden Euro durch Diagnostik, Therapie
und Versorgung der Patienten mit deutlich steigender Tendenz (Haussler etal. 2006). Aus
den genannten Griinden ist die Optimierung der Therapie und Erforschung weiterer Be-
handlungsméglichkeiten notwendig. Im Jahre 2017 wurde in der Leitlinie des Dachver-

bandes Osteologie (DVO) die Osteoporose wie folgt definiert:

,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Kno-
chenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochengewebes cha-
rakterisiert ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitit und der Neigung
zu Frakturen. Sind bereits Frakturen als Folge der Osteoporose aufgetreten, liegt eine ma-

nifeste Osteoporose vor.“ (DVO 2017)

Die WHO (World Health Organization) legte im Jahre 1994 bereits eine Definition fest. Auf
Grundlage einer Knochendichtemessung, der sogenannten Dual Energy X-ray Absorptio-
metry (DXA), an der Lendenwirbelsdule (LWS) und/oder des proximalen Femurs wurde
eine Osteoporose ab einer Abweichung von -2,5 Standardabweichungen vom Mittelwert
einer 20- bis 29-jahrigen Frau festgelegt. Von einer Osteopenie spricht man im Bereich -

1,5 bis -2,5 (Kanis 2002). Diese Abweichung wird als T-Wert benannt. Das Modell ist auf
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Manner mit entsprechendem Vergleichskollektiv ebenfalls anzuwenden, wobei bei bei-
den Geschlechtern diese Definition nur gilt, wenn andere Erkrankungen wie ein Tumor-

leiden oder z. B. ein Morbus Paget ausgeschlossen wurden (Leslie et al. 2006).

Abbildung 1: Beispiel einer fortschreitenden Osteoporose an Rontgenbildern eines proximalen Femurs einer
Ratte im Lingsschnitt. Links im Bild ein Normbefund eines proximalen Femurs. Das rechte Bild zeigt die ausge-
diinnte Spongiosa bei osteoporotischem Femur.

Die Osteoporose kann das gesamte Skelett betreffen, jedoch sind die Hauptmanifestatio-
nen im Bereich der Wirbelkorper (Vertebrae), der Hiifte (Femur), des Oberarms (Hume-
rus) und des distalen Radius. Die Osteoporose betrifft vor allem den trabekuldaren Kno-
chen (Abbildung 1). Symptomatisch werden die Patienten meistens erst durch die erste
Fraktur, wobei ca. 4 % der an Osteoporose Erkrankten mindestens eine Fraktur in ihrer
Krankengeschichte vorzuweisen haben. Diese Patienten verursachen ca. 60 % der Kosten
und damit im Schnitt 9,962 Euro fiir einen Patienten mit einer osteoporosebedingten
Fraktur (Haussler et al. 2006). Patienten mit Femurfrakturen haben im Durchschnitt die
hochsten Behandlungskosten (Haussler et al. 2006). So lagen hier die Ausgaben fiir den
stationdren Aufenthalt zwischen 7109 und 9375 Euro mit zusatzlichen Kosten fiir eine
Rehabilitation in Hohe von 2622 bis 2913 Euro. Die durchschnittlich aufgebrachte Summe
fiir einen Patienten ohne Fraktur lag 2003 bei 281 Euro (Haussler et al. 2006).

1.1.1 Préavalenz

Es besteht eine mit dem Alter ansteigende Pravalenz der Osteoporose sowohl bei Man-
nern wie auch Frauen. Bei den Frauen ist ein entscheidender Faktor die Menopause. In
der EPOS-/EVOS-Studie konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg der Pravalenz von 15 %
bei den 50-60 Jahre alten Frauen auf 45 % bei den 70-Jahrigen erfolgt, wahrend bei den
Méannern mit 50-60 Jahren eine Pravalenz von 2,4 % vorliegt, die auf 17 % bei den 70-

Jahrigen ansteigt (Felsenberg et al. 1998; O’Neill et al. 2009). Die Arbeit von Haussler et
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al. (2006) ergab eine Pravalenz von 14 % (24 % Frauen bei 6 % Mannern). Hochgerechnet
auf die deutsche Gesamtbevolkerung wiirde dies (stand 2009) 6,3 Millionen Osteoporo-

sepatienten ergeben.

1.1.2 Klinik der Osteoporose und ihre Risikofaktoren

Die Osteoporose ist eine zunachst ,stumme” Erkrankung. Symptomatisch wird Sie haufig
erst durch die entstehenden Frakturen, welche dann zu akuten und chronischen Schmer-
zen fiihren. Die Lebensqualitat nimmt durch die Frakturen deutlich ab bei gleichzeitigem
Anstieg der Mortalitdt. Das Maximum erreichen diese Folgen innerhalb des ersten Jahres
nach dem Frakturereignis (Borgstrom et al. 2006; Haentjens 2010). Man unterscheidet
verschiede Formen der Osteoporose. Die hdufigste stellt die postmenopausale Form dar
(Typ D). Sie ist ein Resultat des Ostrogenmangels nach der Menopause (Pacifici 1998). Da-
hingegen gibt es verschiedene sekundare Formen, wie die senile Osteoporose (Typ 2), die
durch das ,normale Altern“ der Knochen auftritt, die idiopathische oder die medikamen-
teninduzierte Osteoporose (Riggs 1979; Heshmati und Khosla 1998; Mirza und Canalis
2015). Laut Leitlinie Osteoporose der DVO (2017) gehort zu den allgemeinen Risiken fiir
die Entstehung einer Osteoporose ein hohes Lebensalter, das weibliche Geschlecht und
eine in der Familie bekannte proximale Femurfraktur. Durch Untergewicht (BMI < 20)
nimmt die Knochendichte ab und das Frakturrisiko steigt, jedoch schiitzt Ubergewicht
(BMI > 25) im Umkehrschluss nicht vor Frakturen. In Tabelle 1 sind weitere allgemeine

Risikofaktoren der Osteoporose aufgefiihrt.

Tabelle 1: Risikofaktoren fiir die Osteoporose

Allgemeine Risiken fiir | Grunderkrankungen mit | Medikamentose Thera-

Osteoporose Risiko fiir Osteoporose | pien mit Risiko fiir Oste-
oporose
Vitamin-D-Mangel Cushing-Syndrom Hormonablative Therapie
Kalziummangel Zoliakie Aromatasehemmer
Hyponatridmie Wachstumshormonmangel Glukokortikoide
Diabetes Mellitus Typ I und II Protonenpumpeninhibitoren

Rheumatoide Erkrankungen
Primarer Hyperparathyreoidis-

mus
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1.1.3 Messverfahren

In der Literatur und dem klinischen Alltag sind verschiedene Messverfahren alteren und
neueren Ursprungs beschrieben, welche mehr oder weniger praktikabel und zielfithrend
sind. Diese sollen in der Folge vorgestellt werden, wobei zu beachten ist, dass die einzige
leitliniengerechte und zur Indikationsstellung zulassige Diagnostik die DXA darstellt. Bei
dieser werden zwei Energiestrahlen unterschiedlicher Energiestrahlung und Wellen-
lange durch den Korper geschickt. Dies erfolgt in den meisten Fallen im Bereich der LWS
und des proximalen Femurs. Das Gerat stellt dann die Absorption der Strahlung durch
den Korper bzw. den Knochen fest und subtrahiert die Absorption durch die Weichteile.
Im Anschluss wird die Knochendichte pro Flache (g/cm?) und letztendlich hieraus der
sogenannte T-Score bestimmt (Bartl 2011). Das Prinzip der quantitativen Ultraschall-
messung ist dem der DXA dhnlich. Es werden Ultraschallwellen von einem Sender zu ei-
nem hinter dem zu untersuchenden Areal liegendem Empfanger geschickt. Der Detektor
misst zum einem die Absorption der Ultraschallwellen, aber auch deren Geschwindigkeit
und errechnet aus den Daten ebenfalls einen T-Score. Das Verfahren ist derzeit bei feh-
lender Genauigkeit noch nicht zugelassen, wird aber auf Grund der fehlenden Strahlenbe-
lastung und der schnellen Anwendbarkeit bereits haufig als Screeningmethode benutzt
und bei Auffalligkeiten um eine DXA erganzt (Bartl 2011). Bei der quantitativen Compu-
tertomographie (QCT) wird eine Bestimmung des trabekuldren Knochens im Bereich
der Wirbelsaule durchgefiihrt. Die Anwendung am Femur ist derzeit technisch nicht mog-
lich. Anhand der Messung wird die Masse an Hydroxylapatit (HA) bestimmt und mit die-
ser die Osteoporose diagnostiziert. Uber 120 mg HA/cm3 ist der Normbereich. Unter 80
mg besteht eine Osteoporose. Der Zwischenbereich umfasst die Osteopenie. Die quantita-
tive Computertomographie stellt die genaueste Diagnostik dar, jedoch ist sie sehr zeitauf-
wendig (20 min) und geht mit einer wesentlich hoheren Strahlenbelastung einher. Ein T-
Score lasst sich ebenfalls nicht bestimmen, so dass zum jetzigen Zeitpunkt die QCT noch
nicht als Standard etabliert werden kann. In mehreren Studien wurde versucht ver-
schiedenste biochemische Umbauparameter des Knochenstoffwechsels als Marker
fiir die Osteoporose zu etablieren. Da die Datenlage hier jedoch zu inkonsistent und nicht
signifikant ist, kann derzeit kein Marker standardisiert bestimmt werden (DVO 2017).
Gleiches gilt zum jetzigen Zeitpunkt fiir die Erforschung genetischer Ursachen fiir die
Osteoporose. Zwar ist bekannt, dass eine stattgehabte pertrochantare Femurfraktur der

Eltern mit einem erhohten Risiko einer Fraktur des Kindes einhergeht (Kanis et al. 2004),
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jedoch konnte die genetische Komponente der Osteoporose bisher nicht sicher nachge-

wiesen werden.

1.1.4 Manifestation der Osteoporose

Der Knochen unterteilt sich in die Kortikalis und Spongiosa, welche aus dem gleichen Ma-
terial bzw. der gleichen Zusammensetzung der Knochenmatrix bestehen. Jedoch unter-
scheiden sie sich deutlich zugunsten der Kortikalis in ihrer Dichte. Die Spongiosa weif3t
einen deutlich h6heren Trabekelanteil auf und ist daher vor allem von der Osteoporose
betroffen (Buckwalter et al. 1995). Der Knochenumbau findet wahrend des gesamten Le-
bens statt. Je nach Kérperregion und Ort im Knochen ist er mehr oder weniger ausgepragt.
Das Verhaltnis des kortikalen zum spongiosen Knochen betragt 80 % im Korper, der kor-
tikale Knochen ist zu 90 % kalzifiziert und bietet kaum Oberfldache. Der spongiose Kno-
chen hingegen hat durch seine starke Vernetzung und feine Struktur ein sehr hohes Ober-
flachen-Volumenverhaltnis und ist damit Hauptort des Umbaus. Im Vergleich werden ca.
25 % des spongiosen und 2,5 % des kortikalen Knochens erneuert. Fiir den Knochenum-
bau essentiell sind die Vitamine D, K, C, B12, B6 und A, sowie Kalzium, Phosphat, Magne-
sium und Natrium. In den Auf- und Abbauprozessen spielen eine Vielzahl von Zytokinen
und Hormonen eine Rolle, jedoch hat sich in den letzten Jahren als entscheidend fiir die
Regulation das sogenannte RANKL-Osteoprotegerin-System gezeigt. Die Gegenspieler
sind RANK (Receptor Activator of NF-kB) und sein Ligand RANKL (Receptor Activator of
NF-kB Ligand). RANKL wird von Osteoblasten und T-Lymphozyten produziert, ist der
Hauptstimulus der Osteoklastenreifung und deren Erhalt. Er bindet an den RANK, der sich
auf dendritischen Zellen, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Osteoklastenvorlau-
ferzellen befindet. Letztgenannte werden dadurch zur Bildung von Osteoklasten aktiviert
(Suda et al. 1999). Hierdurch kommt es zu einer Steigerung des Knochenabbaus (Boyle et
al. 2003). Als Gegenregulator wirkt das Osteoprotegerin (OPG). Es stammt aus der Familie
der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren und blockiert, von Osteoblasten produziert, die Dif-
ferenzierung von Osteoklasten aus Vorlauferzellen, indem es ebenfalls an RANK bindet
und somit die Wirkung von RANKL inhibiert (Simonet et al. 1997). So werden je nach Ak-
tivierungskaskade tiber multiple Hormone und Zytokine OPG bzw. RANKL gehemmt oder
verstarkt, so dass ein geregelter Knochenumbau stattfinden kann. Die komplexen Ablaufe
sind hier noch nicht endgiiltig erforscht (Browner et al. 2001; Hofbauer et al. 2000, 2004).
Bei der postmenopausalen Osteoporose kommt es durch eine mit dem Ostrogenmangel

einhergehende Dysregulation im RANKL-/RANK-/OPG-System zu einer Stérung der
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Umbauprozesse des Knochens im Korper (Yasuda 2013). Dies fiihrt zu einer Verschie-
bung der Knochenhomdoostase zu Gunsten des Knochenabbaus. Auf Grund des hohen Kno-
chenumbaus im spongidsen Knochen manifestiert sich die Osteoporose zum Grof3teil hier

und lasst sich daher auch dort am validesten Messen (Bartl 2011).

1.1.5 Basisdiagnostik

Laut DVO-Leitlinie (2017) besteht allgemein die Indikation zur Basisdiagnostik einer Os-
teoporose bei postmenopausalen Frauen und Mannern ab dem 60. Lebensjahr, wenn eine
niedrigtraumatische Fraktur vorliegt oder das 10-Jahres-Risiko einer Hiift- oder Wirbel-
korperfraktur tiber 20 % liegt (Berechnet z. B. mittels FRAX-Tools). Eine genauere Auf-
schliisselung der Indikation zur Basisdiagnostik in verschiedenen Konstellationen, z. B.
Vorerkrankungen, bietet die aktuelle DVO-Leitlinie von 2017. Es sollten zunachst eine
ausfiihrliche Anamnese und klinische Untersuchung erfolgen, inklusive Timed-up-and-go-,
sowie Chair-rising- und Tandemstand-Test. Des Weiteren gehoren die DXA und ein Basis-
labor zur Untersuchung. Das Labor besteht aus Parametern zur Priifung der laborche-
misch erfassbaren Risikofaktoren, sekundaren Osteoporosen und als Differentialdiag-

nose in Frage kommende weitere Erkrankungen (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Parameter des Osteoporosebasislabors

Serum-Kalzium Kreatinin-Clearence In Einzelfillen
Serum-Phosphat CRP und BSG
Serum-Natrium Blutbild Testosteron
Alkalische Phospha- Serum-Eiweif3elektropho- 25-Hydroxy-Vitamin D3
tase rese
yGT TSH Knochenresorptionsparame-
ter
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1.2 Therapie der Osteoporose

1.2.1 Frakturprophylaxe und Risikoabschatzung

Auf Grund von Bagatelltraumata entstehen bei der Osteoporose haufig Frakturen, so dass
ein Stitzpfeiler der Prophylaxe die Vermeidung bzw. die Milderung von Stiirzen ist.
Hierzu sollte die Muskulatur gestarkt bzw. eine Immobilisation vermieden werden. Des
Weiteren ist von entscheidender Bedeutung, dass eine moglichst gute Aufrechterhaltung
der Koordination erfolgt und Stiirze abgefangen werden. Bei entsprechender Einschran-
kung empfiehlt es sich ebenfalls den Einsatz von Hilfsmitteln zu erwagen. Im Weiteren
sollte bei entsprechender Risikogruppe eine Supplementierung von Kalzium und Vitamin
D3 erfolgen. Dies dient zur Vermeidung der Osteoporose an sich, jedoch fiihrt auch ein
Vitamin-D-Defizit zu einer Sturzneigung. Ebenso gehort eine Abklarung von sturzférdern-
den Medikamenten, sowie die Evaluation der Erndhrung und des Lebensstils zur Risiko-
abwagung und Prophylaxe. Zur Bestimmung des Risikos stehen verschiedene Tools zur
Verfligung, wobei das sogenannte FRAX-Rechentool das in Deutschland verbreitetste dar-
stellt (Kanis et al. 2010). Hierbei erfolgt an Hand von verschiedenen anamnestisch erho-
benen Daten eine 10-]Jahresfrakturrisikoabschatzung und damit bei entsprechend erhoéh-
ten Werten eine Empfehlung zur weiterfiihrenden Diagnostik. Weitere Hilfsmittel sind
der in Grofd3britannien genutzte Q-Fracture-Score (Hippisley-Cox und Coupland 2009)
und das DVO-Risikomodell (DVO 2017).

1.2.2 Basistherapie

Die Basistherapie umfasst zunachst die Vermeidung bzw. Vorbeugung der unter 1.3.5.
aufgefiihrten Risikofaktoren inklusive der regelmafigen Risiko-/Nutzenabwigung von
Medikamenten. Des Weiteren wird jedem Osteoporosepatienten empfohlen 1000 mg Kal-
zium tiber die Nahrung zuzufiihren. Nur wenn dies nicht gelingt, sollte Kalzium substitu-
iert werden. Ebenfalls sollte eine Einnahme von 800 bis 1000 IE Vitamin D3 pro Tag er-

folgen (DVO 2017).

1.2.3 Spezifische medikamentose Therapie

Die allgemeine Indikation zur spezifischen Osteoporosetherapie war bisher ab einem T-
Score kleiner -2,5 gegeben. Neuere Studien zeigen jedoch bereits einen positiven Einfluss
im Bereich zwischen -2 und -2,5 (Quandt et al. 2005), so dass in der DVO-Leitlinie von
2017 die Schwelle auf einen T-Score ab kleiner -2 hinaufgesetzt wurde. In einzelnen Fal-

len, wie zum Beispiel unter laufender Glukokortikoidtherapie auch schon bei héheren
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Werten. Zur Therapie stehen in der heutigen Zeit viele Praparate mit verschiedenen Vor-
und Nachteilen mit differierenden Konzepten zur Verfligung. Zugelassen sind die Hormo-
nersatztherapie, sowie weitere Medikamente, die man in antiresorptive und osteoana-
bole unterteilen kann. Fiir die Hormonersatztherapie konnte eine deutliche Reduktion
der postmenopausalen, osteoporosebedingten Frakturen gezeigt werden (Gartlehner
etal. 2017). Da der Einsatz von Ostrogenen alleine oder in Kombination mit Progestinen
zu einer erhohten Inzidenz von Mammakarzinomen und kardiovaskuldren Ereignissen
fiihrte, wird sie heute jedoch nur noch als Reservemedikation genutzt (Writing Group for
the Women's Health Initiative Investigators 2002; Anderson 2004). Dahingegen sind die
antiresorptiven Bisphosphonate zum Goldstandard der spezifischen Therapie gewor-
den. Sie haben eine hemmende Wirkung auf die Osteoklasten und wirken somit antire-
sorptiv (Nardone et al. 2014). Lange Zeit wurde diskutiert, ob durch ihre Anwendung die
Knochenqualitdat abnimmt. Da jedoch weiterhin ein Basisumbau stattfindet, konnte dies
zum Teil widerlegt werden. Als Praparate sind Alendronat, Risedronat, Ibandronat, und
Zolendronat in der klinischen Anwendung, die sich vor allem in der Art der Applikation
und deren Frequenz unterscheiden. Allen gemeinsam ist, dass die Empfehlung fiir eine
Therapie, abhangig von der Knochendichte, zwischen drei bis fiinf Jahren besteht und sie
derzeit die First-Line-Praparate auf dem Markt darstellen (Nardone et al. 2014). Das an-
tiresorptiv und osteoanabol wirkende Strontium-Ranelat wurde auf Grund von Kompli-
kationen und damit folgender fehlender Nachfrage 2017 vom Markt genommen (Red
MWW 2017). Eine Alternative zu den Bisphosphonaten ist das antiresorptive Raloxifen.
Es ist ein sogenannter Selective-Estrogen-Receptor-Modulator (SERM), der keine Wir-
kung auf die Geschlechtsorgane hat. Es wirkt agonistisch am Ostrogenrezeptor der Oste-
oklasten, damit hemmend auf selbige und antiresorptiv, so dass es zu einer Erh6hung der
BMD (Bone mineral density) kommt. Ebenfalls wird die Proliferation von Praosteoklasten
gehemmt (D’Amelio und Isaia 2013). Bekannte Nebenwirkung sind Hitzewallungen (D’A-
melio und Isaia 2013) und ein Anstieg der Inzidenz fiir ven6se Thrombosen (Ettinger
1999). Des Weiteren nimmt das Risiko an Brustkrebs zu erkranken unter der Therapie ab,
so dass die Indikation vor allem bei erh6htem Mammakarzinomrisiko oder stattgehabtem
Mammakarzinom besteht. Zugelassen ist das Medikament zur Pravention und Therapie
der postmenopausalen Osteoporose (Nardone et al. 2014). Zeigt sich unter Bisphos-
phonattherapie eine persistente manifeste Osteoporose, ist Parathormon (PTH) bzw.
Teriparatid zugelassen. Die Wirkstoffe fiihren zum einen zu einer gezielten Hemmung

der osteoklastischen Knochenresorption, zum anderen haben sie - bei intermittierender
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Gabe - unter allen Medikamenten den starksten osteoanabolen Effekt (Li et al. 2012; Tsu-
chie et al. 2013; Ellegaard et al. 2013). Sie wirken tiber verschiedene Signalkaskaden so-
wohl am kortikalen wie auch dem trabekuldren Knochen antiresorptiv und anabol (Neer
et al. 2001; Aspenberg 2013). Neer et al. (2001) und weitere Studien konnten zeigen, dass
es durch PTH zu einer Reduktion von osteoporotischen Frakturen am Wirbelkérper und
ibrigen Skelett kommt (Fahrleitner-Pammer et al. 2011; Jakob et al. 2012). Die Anwen-
dung ist auf Grund der hohen Kosten und der Komplikationsrate bei Langzeitanwendung
limitiert auf eine Anwendungsdauer von 24 Monaten (Vahle etal. 2002; Vestergaard
2014). Denosumab ist ein neueres Praparat. Es handelt sich hierbei um einen humanen
monoklonalen Antikérper zum RANKL, so dass selbiger nicht an RANK binden kann. Hier-
durch kommt es zu einer Minderung der Entwicklung und Aktivitat von Osteoklasten und
konsekutiv zu einer verringerten Knochenresorption und steigenden Knochendichte.
Neuere Studien wie die FREEDOM-Studie zeigen hier vielversprechende Ergebnisse
(Cummings et al. 2009; Papapoulos et al. 2015). Insbesondere konnten hier auch deutli-
che osteoanabole Effekte tiber acht Jahre der Therapie gezeigt werden (Papapoulos et al.
2015). Die genauen Mechanismen sind noch ungeklart und miissen zukiinftig weiter er-
forscht werden (Bone et al. 2013). Neben den positiven Daten zeigen neuere Studien, wie
z. B. die von Popp et al. (2016), dass es nach Beendigung der Therapie zu einem Reboun-
deffekt mit erneuten niedrigtraumatischen Frakturen kommen kann. Dies erschwert die
Steuerung der Therapie und sollte in neuen Studien und der Therapie Beachtung erfahren.
Romosozumab ist das neueste auf dem Markt befindliche Praparat. Es ist ebenfalls ein
humaner monoklonaler Antikérper. Es bindet und inhibiert Sclerostin, ein kérpereigenes
Glykoprotein. Sclerostin hemmt die Osteogenese. So fiihrt Romosozumab zu einer stei-
genden Knochendichte und verringerten Resorption (Cosman et al. 2016). Erste Studien
konnten hier vielversprechende Ergebnisse zeigen (Padhi etal. 2011; McClung et al.
2014). Cosman et al. (2016) beschreiben eine deutliche Reduktion der Wirbelkérperfrak-

turen ein Jahr nach Therapie mit Romosozumab.
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1.3 Whole-Body-Vibration

Neben der Prophylaxe und medikamentosen Therapie der Osteoporose werden immer
wieder verschiedene neue nichtmedikamentdse Ansatze zur Therapie erforscht. Eine die-
ser Therapieoptionen ist die Whole-Body-Vibration (WBV) oder Ganzkdérpervibration.
Der Patient steht hierbei mit den Fiif3en auf einer vibrierenden Plattform, deren Frequenz
und Amplitude variiert werden kann. Grundgedanke ist, dass durch die Vibration eine An-
regung der Muskulatur und des Knochens zum Aufbau bzw. Umbau erfolgen soll (Rubin
et al. 2006). Diese Annahme beruht auf dem Wollfschen Gesetz. Der deutsche Anatom
Wolff beschrieb schon 1892 das heute bekannte Modelling und Remodelling. Er ging da-
von aus, dass durch eine Belastung der Muskulatur und der Knochen ein Aufbau dersel-
bigen bzw. eine Festigung stattfindet. Bei fehlender Belastung wiirde ein Abbau stattfin-
den. Diese Erkenntnis erlangte er durch Untersuchungen an Femurpraparaten, in denen
er u. a. eine Ausrichtung der Trabekel entlang der Belastung und eine entsprechende De-
generation nach Entlastung fand (Wolff 1892). Diese Erkenntnisse wurden von Harold
Frostin seinem Mechanostat-Modell 1960 aufgegriffen und bis in die frithen 2000er tiber-
arbeitet (Frost 2000). Frost fand heraus, dass es auf Grund einer elastischen Verformung
zu Umbauprozessen am Knochen kommt. Die elastische Verformung selber wiirde tiber
eine Belastung und/oder einen Zug (strain) entstehen, deren Einheit er als uStrain angab.
Eine Belastung mit 1000 uStrain entspricht dabei einer Lingenanderung um 0,1 %.
Griinde der Belastung seien direkt auf den Knochen wirkende Krafte, aber auch tiber die
Muskulatur einwirkende Zug- und Druckkrafte. Hierdurch kommt es je nach Grofie selbi-
ger zu vier Stadien der elastischen Verformung. Als die geringste Belastung legte Frost
das Stadium des disuse fest. Dies ist definiert als < 800 pStrain. Durch die geringe Belas-
tung kommt es hier zum Abbau des Knochens. Das folgende Stadium ist der sogenannte
adapted state. Es ist definiert zwischen 800 und 1500 pStrain. Hier kommt es zu einem
geregelten Knochenaufbau und -abbau, so dass ein steady state (Gleichgewicht) entsteht.
Kommt es zu hoheren Belastungen > 1500 pStrain iiberwiegt der Knochenaufbau und es
wird das sogenannte Overloadstadium erreicht. Letztlich gibt Frost eine Belastung >
15000 pStrain als Obergrenze an, die zum Bruch des Knochens fiihrt. Die Grenze sinkt je
nach Knochen bzw. Kérperregion (Frost 2000) und die Umbauprozesse finden ein Leben
lang statt. Hierdurch ist auch erklarbar, warum z. B. bei Astronauten nach entsprechen-
dem Training nach Riickkehr auf die Erde eine im Weltall entstehende Osteopenie rever-

sibel ist (Frost 1987). Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde in der Vergangenheit

10



Einleitung

die WBV zunehmend als nichtpharmakologische Antiosteoporosetherapie erforscht
(Rubin et al. 2006). Durch die Vibrationsplattform werden die Schwingungen tiber die
Fifde auf die Muskulatur und von da auf die Knochen tibertragen (Rubin et al. 2003; Kiiski
et al. 2008). Beziiglich des nun eintretenden Effektes werden in der Literatur zwei Hypo-
thesen aufgestellt. Zum einen wird angenommen, dass die durch die WBV aktivierte Mus-
kulatur zu einer Mechanotransduktion der Vibrationskrifte auf den Knochen fiihrt; zum
anderen, dass die WBV mit hoher Frequenz und niedriger Belastung Knochenzellen, die
als Mechanosensoren fungieren, aktiviert (Fritton et al. 2000; Rubin et al. 2006). In ver-
schiedenen Studien konnte im Tierversuch durch WBV ein anaboler Effekt am Knochen
und Muskel gezeigt werden (Rubin et al. 2002; Judex et al. 2007). Slatkovska et al. (2010)
konnten dann den Transfer der Tierversuche zum Menschen durchfiihren und zeigten
moderate Effekte der WBV auf die Knochendichte in postmenopausalen Frauen. Die Stu-
dienlage zeigt aber eine deutliche Heterogenitat in Bezug auf die Art der Applikation. Un-
klar ist die optimale Dauer der WBV pro Tag bzw. pro Woche sowie die optimale Art und
Richtung der Vibrationsbehandlung. (Rubin et al. 2002; Sehmisch et al. 2009; Tezval et al.
2011; Komrakova et al. 2013).

1.4 Die Ratte als Osteoporosemodell

In dieser Versuchsreihe wurden weibliche, sogenannte mature rats vom Typ Sprague
Dawley im Alter von drei Monaten verwendet (Kalu 1991). Die Ratte ist ein vielseitig er-
forschtes und diskutiertes Modell der postmenopausalen Osteoporose. Bei postmenopau-
salen Frauen kommt es typischerweise auf Grund des Ostrogenmangels zu einem raschen
Abfall der Knochendichte innerhalb der ersten zehn Jahre zu deutlichen Ungunsten des
spongiosen gegeniiber dem kortikalen Knochen. Dieser Phase folgt ein geringer Knochen-
verlust. Der Prozess wird auf einen hoheren Knochenumbau mit vermehrter Osteoklas-
tenaktivitat zuriickgefiihrt (Johnston et al. 1985; St&pan et al. 1987). Ein addquates Tier-
modell sollte also diese Kriterien erftllen. Die ersten Versuche mit einem Rattenmodell
der postmenopausalen Osteoporose gehen auf Saville et al. (1969) zurlick. Die Gruppe
fand heraus, dass in ovarektomierten Ratten im Vergleich zur gesunden Gruppe weniger
Calcium im Knochen eingebaut war. Diese Erkenntnis wurde im Verlauf mehrfach belegt
und erweitert. Die Lebensspanne einer Ratte liegt abhdngig von der Belastung bei drei bis
vier Jahren. Sehr junge Tiere im Alter von einigen Wochen zeigten das Problem eines sehr
hohen Knochenumsatzes, wahrend alte Tiere ab ca. zwei Jahren nahezu postmenopausal

waren, so dass es in der Folge zur Definition zweier Rattenmodelle kam (Kalu 1991).
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Diese beiden Modelle sind das Aged-Rat-Modell und das Mature-Rat-Modell. Kalu et al.
(1989) fanden heraus, dass ein erhdhter Knochenumsatz im Alter von ein bis drei Mona-
ten bei der Ratte stattfindet. Ab sechs Monaten sind nur noch minimale Veranderungen
beschrieben, die mit zwolf Monaten ein Plateau erreichen. Sie beschrieben weiterhin ei-
nen nahezu Steady-state-Zustand zwischen 6 bis 24 Monaten und legten den optimalen
Zeitpunkt fiir Untersuchungen mit ca. zwolf Monaten fest - das sogenannte Aged-Rat-Mo-
dell. Problem dieses Modells waren die hohen Kosten. Effekte der Ovariektomie traten
zudem erst verhaltnismaflig spat auf. Es konnte in dieser Studie ein Verlust der Knochen-
dichte nach zwei Monaten im Femur, [lium und der lumbalen Wirbelsdule festgestellt
werden (Kalu 1991). Im Vergleich hierzu gibt es bei ca. drei Monate alten Tieren eine hohe
Verfligbarkeit, weniger Kosten fiir die Zucht und die osteokatabolen Effekte konnten we-
niger als einen Monat nach Ovarektomie abgebildet werden. Der Verlauf des ,Knochen-
schwundes” war ahnlich dem der postmenopausalen Frau und dem Aged-Rat-Modell. Die-
ses Modell wurde als Mature-Rat-Modell beschrieben, wobei mature nur die Zeugungsfa-
higkeit beschreibt und die Tiere somit auf ein Fehlen von Sexualhormonen ansprechen
(Kalu 1991). Wronski et al. (1985) fanden heraus, dass bis zum Alter von sechs Monaten
der spongidse Knochen konstant blieb. In der ovarektomierten Gruppe zeigte sich im Be-
reich der proximalen Tibia eine deutliche Abnahme des Knochens. Diese war nach zwei
Wochen signifikant und deutlich ausgepragt nach einem Monat. Kalu et al. (1989) konn-
ten zeigen, dass es, dhnlich dem Menschen, zu einem Verlust mit mehr Abbau im Bereich
der Wirbelsaule im Vergleich zum Femur kam. Im Mature-Rat-Modell kam es zu einem
héheren Knochenumbau mit deutlichem Uberwiegen der Knochenresorption (Wronski
et al. 1989). Dies war gleichzusetzen mit dem Aged-Rat-Modell und der postmenopausa-
len Frau. Probleme des Rattenmodells sind, dass die drei Monate alten Ratten ein Rest-
wachstum haben, so dass in Versuchen immer ein Kollektiv zu Versuchsbeginn getotet
werden muss, um eine sogenannte baseline zu erhalten. Zudem wurde haufig beschrieben,
dass ein Havers-Kanal-System in der Ratte fehlte und somit das Knochenwachstum mit
humanen Modellen nicht zu vergleichen ware (Bagi et al. 1997a). Jee etal. (1990) konnten
jedoch zeigen, dass die Ratte andere Prinzipien des Knochenwachstums besitzt und somit
vergleichbar ist. Eine entwickelte Osteoporose in der Ratte fiihrt im Gegensatz zur Osteo-
porose beim Menschen nicht zu vermehrten Briichen. Dies mag an der starkeren Auspra-
gung des kortikalen Knochens im Verhaltnis zur Spongiosa liegen. Um die Osteoporose
und den Einfluss von Stoffen bzw. Methoden zu iiberpriifen, sind Frakturen jedoch nicht

notwendig, so dass auch dies keine Kontraindikation zum Modell darstellt. Somit ist
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belegt, dass das in unserer Arbeit angewandte Rattenmodell aussagekraftig ist. Wir ent-
schieden uns fiir die Verwendung des proximalen Femurs als region of interest. Neben der
lumbalen Wirbelsaule findet die Auspragung der Osteoporose im Bereich des proximalen
Femurs beim Menschen am stdrksten statt. Frakturen hier sind die zweithaufigsten. Wie
zuvor beschrieben beschaftigen sich viele Versuchsreihen bereits mit der Wirbelsaule
und der proximalen Tibia, wobei selbige Areale ein hohes Maf3 an Spongiosa bei kaum
vorhandener Kompakta aufweisen. Das Femur bietet den Vorteil der simultanen Betrach-
tung von kortikalem und spongiésem Knochen in einem Praparat. Des Weiteren setzen
im Bereich der Trochanteren und des Schenkelhalses Muskeln an, was diese Regionen z. B.
fir die WBV sensitiviert. Die Anwendbarkeit des zuvor beschriebenen Rattenmodels be-
schrieb u. a. die Gruppe um Bagi (1997a; 1997b), die das Femur mindestens als gleich-
wertig bzw. eher tiberlegen im Hinblick auf die anatomischen Gegebenheiten im Vergleich

zu anderen Korperregionen sehen.

1.5 Zielsetzung

Wie schon Vorarbeiten gezeigt haben, kann durch Ganzkoérpervibration (WBV) mit einer
geringen Belastung (strain) aber hoher Frequenz der Vibration die Knochenbildungsrate
gesteigert werden (Judex et al. 2007; Slatkovska et al. 2010; Pasqualini et al. 2013). Un-
klar ist jedoch der optimale Frequenzbereich, die Haufigkeit und Dauer der Vibration so-
wie die Schwingungsrichtung. Hierzu wurden in unserem Versuch verschiedene Behand-
lungsgruppen gebildet. Es wurden Ratten bei zwei verschiedenen Frequenzen, 35 und 70
Hertz, jeweils in horizontaler und vertikaler Richtung zweimal pro Tag vibriert. Da wie
zuvor beschrieben die osteoporosebedingte Femurfraktur eine der haufigsten Frakturen
darstellt, wurde der Versuch am Rattenfemur, als ein etabliertes Osteoporosetiermodell,
durchgefiihrt (Kalu 1991). Ein biomechanischer Test sollte hierbei Aufschluss iiber die
Stabilitdt des Knochens geben. Die anschliefdend durchgefiihrte Veraschung sollte dabei
den anorganischen Anteil der einzelnen Versuchsgruppen zeigen und letztlich durch eine
histomorphometrische Messung von Schnitten der kontralateralen Femora die Trabekel-
dichte, -dicke und -anzahl, sowie die Dichte der Kortikalis bestimmt werden. Aus diesen

Werten sollte dann die optimale Frequenzart und Vibrationsrichtung identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsprotokoll

Alle Versuche und Versuchsprotokolle wurden durch die lokale Ethikkommission nach
dem deutschen Tierschutzgesetz genehmigt (AZ 011/07, Bezirksregierung Braunschweig,
Deutschland). Der Versuch wurde mit 90 Ratten vom Typ Sprague Dawley (Fa. Winkel-
mann, Borken, Deutschland) im Alter von drei Monaten durchgefiihrt. Es erfolgte eine
Einteilung in sechs Versuchsgruppen mit jeweils 15 Tieren (Tabelle 1). Um die Osteopo-
rose zu induzieren, wurde eine beidseitige Ovarektomie bei fiinf Gruppen durchgefiihrt,
die sechste Gruppe wurde scheinovarektomiert und fungierte als Kontrollgruppe (SHAM).
Wahrend des Versuches wurden die Tiere fiir eine andere Doktorarbeit acht Wochen nach
der Ovarektomie im Bereich der proximalen Tibia osteotomiert und mit einer Plattenos-
teosynthese versorgt (Bosch 2016). Wir begannen fiinf Tage nach dieser Operation, dem
61. Tag, die Whole-Body-Vibration. Diese erfolgte zweimal taglich fiir jeweils 15 Minuten
sieben Tage die Woche fiir 30 Tage, wobei in den einzelnen Versuchsgruppen Frequenzen
von 35 und 70 Hertz sowohl in horizontaler wie auch vertikaler Richtung verwendet wur-
den (Tabelle 3). Den Tieren wurde dann fiir die Untersuchung von Bdsch (2016) zur po-
lychromen Sequenzmarkierung der Knochenneubildung vier fluoreszierende Farbstoffe
verabreicht. Es erfolgte die subkutane Injektion von 90 mg/kg KG Xylenol-Orange am 13.
Tag nach der Osteotomie, 10 mg/kg KG Calcein-Griin am 18. Tag, 30 mg/kg KG Alizarin-
Komplexon am 24. Tag sowie am 26. Tag und 25 mg/kg KG Tetrazyklin am 35. Tag, dem
Versuchsende (Rahn 1976; Bosch 2016). Drei Monate nach der Ovarektomie wurden die
Tiere durch Dekapitation euthanasiert. Hierbei wurde das Blut zur Bestimmung der Pa-
rameter alkalische Phosphatase (ALP) und Osteocalcin (OC) aufgefangen und die Kno-

chen fir jede Versuchsgruppe freiprapariert und vom Weichteilgewebe befreit.
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Tabelle 3: Zuordnung der Tiere zu Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Anzahl Tiere Anzahl Tiere Therapie
Versuchsbeginn Versuchsende

1 15 13 SHAM

2 15 14 ovX

3 15 14 OVX + 35-Hz-v
4 15 14 OVX + 70-Hz-v
5 15 14 OVX + 35-Hz-h
6 15 14 OVX + 70-Hz-h

Legende: SHAM = scheinoperiert, OVX = ovarektomiert, Hz = Hertz, v = vertikal, h = horizontal

2.1.1 Versuchstiere und ihre Haltung

Die Versuchstiere wurden in 4er- bis Ser-Gruppen iiber den gesamten Zeitraum im Be-
reich der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitdtsmedizin Got-
tingen in Kafigen vom Typ Makrolon® IV gehalten. Stets wurde eine Einhaltung des Tag-
/Nacht-Zyklus von zwolf Stunden durch eine Zeitschaltuhr in einem geschlossenen Raum
gewahrleistet. In diesem wurde eine konstante Raumtemperatur von 22 + 1 °C bei 55 %
Luftfeuchtigkeit eingehalten. Die Reinigung der Kifige erfolgte wochentlich. Wahrend der
gesamten Versuchszeit hatten die Tiere freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Die Tiere
erhielten einmal wochentlich 1500 g sojafreies Haltungsfutter (Ssniff Spezialdidten, Soest,
Deutschland), wobei die Restmenge der Vorwoche stets abgewogen und so die Nahrungs-
aufnahme der einzelnen Kafige dokumentiert werden konnte. Eine ausreichende Fliissig-
keitszufuhr wurde gewahrleistet. Die Tiere wurden wochentlich gewogen (Sehmisch et al.

2009; Tezval et al. 2010).

2.1.2 Ovarektomie und Andsthesie

Im Alter von zwolf Wochen erfolgte bei fiinf Gruppen die Ovarektomie. Eine Gruppe
wurde SHAM-operiert. Zur Ovarektomie wurden die Tiere narkotisiert. Die Einleitung
wurde mit COz durchgefiihrt und im Weiteren mit einem Gemisch aus Ketamin (Medistar,
Holzwickede, Deutschland) und Xylazin (Riemser, Greifswald-Insel Riems, Deutschland)
im Verhaltnis 3:1 gewichtsadaptiert 0,1 ml/100 g KG aufrechterhalten. Dann wurden die
Ratten im Bereich des Unterbauches rasiert und desinfiziert (Braunovidon®, Bayer, Le-

verkusen, Deutschland). Zundchst erfolgte ein Schnitt der Haut mit anschliefiender
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Freipraparation der Ovarien mitsamt den Adnexen. Durch Ligatur der Tubae uterinae und
anschliefendem Absetzen wurde die Ovarektomie durchgefiihrt. Der Wundverschluss er-
folgte mit Vicrylnaht® (Eticon Norderstedt, Johnson & Johnson, Deutschland) und Adap-
tation der Wundrander durch Klammern (Michel wound brackets 12 x 3 mm, Gebriider
Martin GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Um einem Fliissigkeitsverlust vorzu-
beugen, wurde den Tieren ein Depot NaCl subkutan appliziert. Wahrend dieser OP wurde
den Tieren ebenfalls am Nacken subkutan ein Transponder appliziert, der die spatere
Identifizierung wahrend des Versuches gewahrleistete (Sehmisch et al. 2009; Tezval et al.
2010). Bis zum Aufwachen wurden die Kafige mit Versuchstieren zur Kompensation des

Warmeverlustes auf Warmeplatten gestellt und beobachtet.

2.1.3 Osteotomie und Osteosynthese

In einer zweiten Operation acht Wochen nach Versuchsbeginn erfolgte eine bilaterale Os-
teotomie der metaphysaren Tibia mit anschlief3ender Plattenosteosynthese. Diese diente
dazu den Einfluss der WBV auf die Frakturheilung zu tberpriifen, was im Rahmen einer
weiteren Abhandlung diskutiert wurde (Komrakova et al. 2013; Bésch 2016). Die Anas-

thesie erfolgte analog zur Ovarektomie.

2.1.4 Whole-Body-Vibration

Flnf Tage nach der Osteotomie begann die WBV. Diese wurde zweimal taglich fiir jeweils
15 Minuten durchgefiihrt. Es gab vier Versuchsgruppen, die bei 35 Hertz oder 70 Hertz,
horizontal oder vertikal mit einer Amplitude von 0,47 mm und 0,15 - 0,48 g Beschleuni-
gung, gemessen mit Hilfe des Gerats SWM 3000 (REO Elektronik, Berlin, Deutschland),
vibriert wurden. Als Vibrationstische dienten zwei Plastikkafige, die mit Schaumstoff bzw.
Plastik gepolstert wurden (50 x 50 x 25 cm3). Diese waren auf einer Plattform befestigt,
an dessen Boden sich zwei Motoren befanden, die von urspriinglichen Zementmixern mo-
difiziert wurden (Vibra Drehstrom-Vibrationsmotor Typ HVL/HVE; Schultheis, Offenbach,
Deutschland; Abbildung 2). Ein an diesem angeschlossener Kraftwandler erlaubte die
Einstellung und Kontrolle der exakten Frequenz vor und wahrend der Vibration. Die Tiere,
ca. vier bis acht gleichzeitig, konnten sich zu jeder Zeit frei in dieser Apparatur bewegen,
wobei wahrend der Vibrationszeit genau darauf geachtet wurde, dass die Ratten mit allen
vier Extremitdaten auf dem Boden und isoliert standen. Die WBV erfolgte insgesamt fiir 30

Tage.
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Abbildung 2: Modifizierter Vibrationstisch fiir horizontale (1) und vertikale (2) Vibration. Dargestellt jeweils
zwei Motoren (a) und der Vibrationskdfig (b) ((Komrakova et al. 2017); CC BY NC ND)

2.1.5 Dekapitation, Probengewinnung und Praparation der Femora

Nach Abschluss der Vibration 91 Tage nach Versuchsbeginn erfolgte die Totung der Tiere.
Hierzu wurden sie durch eine COz-Narkose betaubt und dekapitiert. Blutproben wurden
mit einem Auffangtrichter gewonnen, zentrifugiert und bei -20 °C aufbewahrt bis die Be-
stimmung von ALP und OC durchgefiihrt werden konnte. Die Messung erfolgte mit Hilfe
eines automatischen Analysegerates (Roche/Hitachi Modular) in der Abteilung fiir klini-
sche Chemie der Universitat Gottingen. Im Anschluss wurden die Femora im Hiift- sowie
im Kniegelenk exartikuliert und von Muskeln, Sehnen und sonstigem Gewebe gereinigt.
Die Knochen wurden dann in Plastikrohrchen bei -20 °C aufbewahrt, um fiir die im Fol-
genden beschriebenen Versuche aufbereitet und genutzt zu werden. Fiir weitere Studien
wurden ebenfalls Tibiae, Lendenwirbelkorper und Muskeln entnommen (Fiirst 2014;

Bosch 2016; Komrakova u. a. 2017).
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2.2 Bruchtest

Um die mechanische Stabilitat der Trochanterregion zu testen wurde ein standardisierter
Test verwandt (Tezval et al. 2010). Zunachst wurden die Knochen jeweils fiir 30 Minuten
aufgetaut. Dann wurde das rechte Femur locker in eine Vorrichtung eingespannt. Der
Femurkopf wurde in einer 4 mm Vertiefung fixiert und das distale Ende lag locker der
Plattform auf. Seitlich erfolgte die Stabilisierung des Schaftes durch zwei bewegliche Me-
tallzylinder. In dieser Konstruktion erhielt der Trochanter minor keinen Kontakt zur
Plattform und es wurde ein Winkel zwischen horizontaler Linie und dem Femurschaft von

nahezu 0 ° eingehalten (Abbildung 3, Abbildung 4).

Abbildung 3: Halterung fiir den Bruchtest von oben betrachtet

Um nun eine vertikale Kraft auf den Trochanter major zu applizieren, wurde die ZWICK-
Test-Maschine genutzt (Typ 145660 Z020/TND, Zwick/Roell, Ulm, Deutschland; siehe
Abbildung 4). Zur Durchfiihrung der Kompression wurde das Programm ,testXpert“ ge-
nutzt. Das Femur wurde wie zuvor beschrieben positioniert und der Stempel senkte sich
ab bis ein Kontakt und eine Vorspannung von einem Newton (N) erreicht werden konnte.
Zu diesem Zeitpunkt pausierte die Software und es bestand die Mdéglichkeit die Position
des Femurs zu korrigieren oder den Versuch komplett zu beenden. Nach der Kontrolle
und der Bestatigung startete der eigentliche Test. Der Stempel fuhr mit einer Geschwin-
digkeit von 50 mm/min weiter hinunter und iibte so kontinuierlichen Druck auf die Tro-

chanter-major-Region des Femurs aus. Parallel wurde vom Gerat so die Kraft
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aufgezeichnet, die pro 0,1 mm Weg bendtigt wurde. Da der Femurschaft und das distale
Ende des Knochens nur dynamisch fixiert wurden, war eine longitudinale Beweglichkeit
zu jeder Zeit gegeben. Der Messbereich lag zwischen 2 bis 400 N bei einer relativen Ge-
nauigkeit von 0,2 bis 0,4 %. Der Bruchtest wurde nach Bruch des Femurs und begleiten-
dem deutlichem Abfall der Kraft-/Weg-Kurve beendet. Durch diese Art des Versuchsauf-
baus kam es zu einer riickwarts verlaufenden intertrochanteren Femurfraktur, die nach

AO-Klassifikation einer 31-A3.1 Fraktur entsprach (Tezval et al. 2010; Neuerburg 2015).

Abbildung 4: Femur in die Bruchtestmaschine eingespannt

2.2.1 Messgroflen

2.2.1.1 Maximalkraft Fmax
Der hochste Kraftwert, der letztlich zum Bruch des Femurs im Bereich der Trochanteren
fithrt, wird auch als Maximalkraft (Fmax) bezeichnet. Dieser wird durch den héchsten

Punkt im Kraft-/Weg-Diagramm angegeben (Tezval et al. 2010; Neuerburg 2015).

2.2.1.2 Steigung
Ein weiterer Wert, der dem Kraft-/Weg-Diagramm entnommen werden kann ist die Stei-
gung bis zum Bruch (N/mm). Diese stellt die Steifigkeit des Knochens und damit dessen

Elastizitat dar (Tezval et al. 2010; Neuerburg 2015).
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2.2.2 Korrelation der Maximalkraft und Steigung mit dem Gewicht der Tiere

Das Wachstum, Kérpergewicht und die Grof3e der Knochen unterscheidet sich zwischen
ovarektomierten und SHAM-Tieren, so dass wir zur weiteren Auswertung die erhobenen
Ergebnisse auch in Bezug zum Gewicht der einzelnen Tiere setzten und somit einen neuen
Wert erhielten. Dies ist notwendig, da die Stabilitdt der Knochen durch Volumen und Kon-
stitution beeinflusst wird. So ist davon auszugehen, dass grofdere Femora bei grofieren
Tieren primar stabiler sind als bei kleineren Vergleichstieren (Ruyssen-Witrand et al.
2007) und zur Vergleichbarkeit der Tiere der Bezug zum Gewicht der Ratten notwendig

ist.

2.2.3 Validierung

Bevor der Bruchtest durchgefiihrt wurde, fand eine Validierung des Untersuchers statt.
Hierzu wurden jeweils das rechte und das linke Femur von zehn Ratten, die den Versuchs-
ratten vergleichbar waren, verwendet. Mit diesen wurde der oben beschriebene Test
durchgefiihrt und in der Auswertung darauf geachtet, dass zwischen linkem und rechtem
Femur der Unterschied im Bereich der Maximalkraft und der Steigung nicht grofier als
15 % (* 3 %) war. Diese Grenze stellt, wie in anderen Publikationen beschrieben (Fisk
und Baigent 1975; Budsberg et al. 1993), den physiologischen Unterschied im Rechts-

Links-Vergleich bei Tieren dar.

2.3 Mikroradiographie

Es wurde eine Mikroradiographie der Oberschenkelknochen durchgefiihrt. Die Femora
wurden zundchst fiir die anstehende Mikroradiographie aufbereitet. Dieses diente der
Entwasserung und Entfettung der Knochen. So wurden die Knochen tiber einen Zeitraum
von 46 Tagen in verschiedene Fliissigkeiten eingelegt. Zunachst zweimal an drei aufei-
nander folgenden Tagen in 40 %iger, dann zweimal fiinf Tage in 70 %iger, dann fiinf Tage
in 80 %iger und zuletzt zwei Tage in 96 %iger Ethanollosung. Diesem Prozedere folgten
zwei Tage in einer 1:1 Mixtur aus Methylmethacrylat und 96 % Ethanol und zwei Tage in
reinem Methylmethacrylat. Zum Abschluss wurden die Femora durch eine Einbettung
tiber 21 Tage in ein Gemisch aus 1000 ml Methylmethacrylat, 200 ml Dibutylphtalat und
29 g Benzoylperoxid zu Kunststoffblocken ausgehartet. Aus diesen Blocken wurde dann
mit Hilfe einer diamantenbesetzten Innenlochsage (Sdgemikrotom 1600; Leica, Nussloch,
Deutschland) 150 um Dicke coronare Schnitte hergestellt. Die Schnittdicke wurde mit ei-

nem Messgerat der Firma Leica kontrolliert (Leica, Bensheim, Deutschland). Die
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Mikroradiografien erfolgten in einem Faxitron Rontgengerat (Hewlett-Packard, 50 um X-
ray beam output; model 43855A; IL 60089, San Diego, USA) mit speziellem, hochaufl6-
sendem Kodak Industriefilm (Typ SR 45, 100 NIF, Kodak, Paris, Frankreich). Bei einer Be-
lichtungszeit von sechs Minuten betrug die R6hrenspannung 40 kV und die Stromstarke
0,3 mA. So entstanden Bilder mit einer Auflésung von 0,5 pm (Tezval etal. 2010). Um
Messungen der Schnitte durchfiihren zu kénnen wurden die Schnitte digitalisiert. Hierzu
diente ein Makroskop der Firma Leica (Leica-System MZ 7-5, Bensheim, Deutschland). Die
fir die Femora optimale Belichtung wurde bereits in Vorversuchen bestatigt und dann
durch die Einstellung D der mechanischen Blende, wobei A die geringste Beleuchtung und
E die grofdte Beleuchtung bezeichnet, bei 3000K Temperatur erreicht. Es wurde eine Ver-
grofderung von 1,0 gewahlt. Zur Erfassung diente eine Kamera (Leica DC 300 F, Bensheim,
Deutschland), die an einen Computer (2,84 GHz, 3 GB Ram, Intel Core 2 Quad CPU;
Windows XP Professionell 2002 SP 3) angeschlossen wurde. Das Programm Leica Quan-
timet QWin 2003 mit einer eigens fiir das Femur programmierten Routine diente letztlich
der Erfassung der Bilder und Bestimmung einzelner Parameter. Die Kennzeichnung und
Markierung der einzelnen Bereiche auf den eingelesenen Daten erfolgte mit Hilfe eines
Digitalisierungspads (Wacom Intuos 3 Tablet mit Grip Pen, Wacom Europe GmbH, Krefeld,
Deutschland). Die Schnitte wurden in einer eigens angefertigten Schablone abgelegt, die
eine genaue Positionierung unter der Kamera ermaoglichte. Die Epiphysenfuge des Femur-
kopfes lag am oberen Rand des Untersuchungsbereiches an, der Schenkelhals stand senk-
recht und die mediale Kompakta war rechts auf dem Bild zu finden. Die distale Begren-
zung des zu untersuchenden Bereichs wurde durch die Basis des Trochanter majors be-
stimmt. Die richtige Position und Belichtung konnte in einer Bildvorschau am PC tber-

prift werden.
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Abbildung 5: Einlesen und Ausrichten des Schnittes

2.3.1.1 Histomorphometrie

Flir die histomorphometrische Messung war eine moglichst genaue Erfassung aller kn6-
chernen Strukturen, d. h. Trabekel- sowie Kortikalisbereich, wichtig. Durch die Kamera
wurden diese grau vor schwarzem Hintergrund dargestellt. Diesen Prozess bezeichnet
man als Graudetektion (Abbildung 5, Abbildung 6). Durch die so erfasste Unterscheidung

zwischen Knochen und tibrigen Flichen konnten spatere Messungen durchgefiihrt wer-

den.

Abbildung 6: Graudetektion
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2.3.1.2 Messung der medialen Kortikalisdichte

Zunachst wurde mit Hilfe des zuvor beschriebenen Pens die mediale Kortikalisdichte be-
stimmt. Hierzu wurde diese umfahren und so gekennzeichnet. Das distale Messende
stellte die Basis des Trochanter majors dar. Von diesem ausgehend wurde die Kortikalis
auf der Seite des Markraums (endostal) und von aufden (periostal) umfahren, wobei die
proximale Begrenzung durch die Epiphysenfuge des Femurkopfes gegeben war (Abbil-
dung 7).

Abbildung 7: Markierung der medialen Kortikalis

2.3.1.3 Messung der Trabekelfldiiche und -anzahl

Um die Trabekelflache zu bestimmen wurde nun der endostale Raum eingegrenzt. Auch
hier war das distale Ende eine auf Hohe der Basis des Trochanter majors gezogene Linie
und das proximale Ende durch die Epiphysenfuge vorgegeben. Als seitliche Begrenzung
dienten auf beiden Seiten entlang der inneren Kortikalis gezogene Linien. Durch die vor-
her erfolgte Graudetektierung konnte das Programm nun die knéchernen Strukturen,

sprich die Trabekel, und deren Flache bestimmen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Markierung des Trabekelbereichs

2.3.2 Messparameter

Tabelle 4: Messparameter der Histomorphometrie und ihre Definition

Parameter

Definition und Einheit

Knochendichte Kortikalis medial

Trabekelkreuzungen absolut

Dichte Trabekelkreuzungen

Mittlere Trabekeldicke

Flache Trabekelbereich

Knochendichte Trabekelbereich

Dichte der medialen Kortikalis in %

Absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen innerhalb der tra-

bekuldaren Knochenflache

Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mmz?, gemessen inner-

halb der trabekularen Knochenflache (pro mm?)

Mittlere Dicke aller Trabekel eines Sagittalschnittes in um

Gesamtflache des Trabekelbereiches in mm?

Anzahl der Trabekel bezogen auf die gemessene Gesamtfla-

che
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2.3.3 Validierung der Messungen

Vor Beginn der eigentlichen Messungen erfolgte eine Validierung des Untersuchers.
Hierzu wurden bei drei verschiedenen Schnitten jeweils fiinf Messungen nach oben be-
schriebenem Prozedere durchgefiihrt. Bei der Auswertung wurde dann darauf geachtet,
dass die Varianz unter + 10 % lag. So wurde sichergestellt, dass Fehler, die durch die ma-

nuellen Fahigkeiten des Untersuchers entstehen, im angebrachten Rahmen verblieben.

2.4 Veraschung

Zur Bestimmung des Anteils an organischer und anorganischer Knochensubstanz der
Femora der Ratten wurde durch Veraschung ein Glihriickstand erzeugt. Zunachst wurde
ein hitzebestandiger Porzellantiegel, der spater zur Veraschung genutzt werden sollte,
analytisch gewogen. Das Ergebnis wurde als Tara bezeichnet. Dann wurde das entspre-
chende Femur in diesem Porzellantiegel analytisch gewogen. Von dem hierbei erhobenen
Ergebnis, der Gesamtmasse, wurde in der Folge die Tara subtrahiert. So wurde die Masse
m vor der Veraschung bestimmt. Nun wurde dieser Tiegel mitsamt dem Femur fiir 30 Mi-
nuten in einem auf 750 °C vorgeheizten Muffelofen platziert. Zum Abkiihlen des Gliihriick-
standes auf Raumtemperatur diente im Anschluss ein Exsikkator mit Kieselgel. Durch ein
erneutes analytisches Wiegen des Tiegels mit dem Femur erhielt man nun die Gesamt-
masse nach Veraschung. Hiervon wurde erneut die Tara abgezogen, so dass die Masse m

nach Veraschung bestimmt werden konnte (Tezval et al. 2010; Fiirst 2014).

Flir die Bestimmung des Anteils organischer Substanzen galt die folgende Formel:

% organische Substanz = ((m vor Veraschung — IM nach Veraschung) *100) / 1M vor Veraschung

Zur Bestimmung des Anteils anorganischer Substanz:

% anorganische Substanz = 100 -% organische Substanz
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2.5 Statistik

Zur Auswertung der Versuchsdaten wurde das Programm Graphpad Prism (Version 4,
GraphPad Software, San Diego, USA) genutzt. Alle gewonnenen Daten wurden zundchst
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen mit Hilfe einer one-way ANOVA auf Signifikan-
zen verglichen und diese mit einem Tukey-Kramer-post-hoc-Test genauer bestitigt. Das

Signifikanzniveau wurde hierbei auf p<0,05 festgelegt.

Die Konfidenzintervalle der Gruppen wurden immer als *=p<0,05, **=p<0,01,
**=p<0,001 und ****=p<0,0001 definiert und so in den Tabellen und Graphiken gekenn-
zeichnet. Fehlt eine Markierung liegt keine Signifikanz vor (p>0,05). Im Weiteren wurden
zur genaueren Veranschaulichung in den Tabellen die Mittelwerte mit der Standardab-
weichung (SD) angegeben. Die Graphen zeigen die Mittelwerte mit dem Standardfehler

des Mittelwertes (SEM).
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3 Ergebnisse

Nach Versuchsbeginn verstarb eine Ratte an der Narkose. Fiir eine andere Studie wurde
in der Folge nach acht Wochen eine erneute Operation durchgefiihrt. Hierbei erfolgte eine
Osteotomie der Tibia mit anschliefiender Plattenosteosynthese im Bereich der Metaphyse.
Auch hier verstarben drei Tiere bei der Anadsthesie. Im weiteren Verlauf verstarben zwei
Tiere wegen postoperativer Komplikationen. Nachdem spater ein Tier auf Grund einer
Erkrankung getotet werden musste, blieb fiir die spateren Untersuchungen ein Versuchs-
kontingent von 83 Tieren. Hierbei hatte die SHAM-Gruppe noch 13 Tiere und die librigen

Gruppen 14 Tiere fiir die Untersuchungen.
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Abbildung 9: Auswertung der Tiergewichte bei Versuchsbeginn (A) und bei Versuchsende (B). Keine signifikan-
ten Unterschiede bei Versuchsbeginn. Signifikante Unterschiede der SHAM-Gruppe zu allen ovarektomierten und thera-
pierten Gruppen (p<0,0001)

3.1 Gewicht der Versuchstiere und Uteri

Am Tag der Ovarektomie wogen die 90 Ratten im Durchschnitt 246,7 g (224-277,7 g). Das
Korpergewicht (Bodyweight = BW) der Versuchstiere zeigte zu Versuchsbeginn keinen
signifikanten Unterschied (p>0,05; Abbildung 9a). Im Versuchsverlauf kam es zu einer
signifikanten Zunahme des BW bei den ovarektomierten Tieren im Vergleich zu den
SHAM-Tieren (p<0,05, Abbildung 9b). Im Mittel war das Gewicht der ovarektomierten
Tiere bei 341,1 g (+ 23 g), wahrend das Gewicht der SHAM-Gruppe 278,9 g (* 9,4 g) sig-
nifikant niedriger war. Alle WBV-Tiere zeigten ebenfalls einen signifikanten Unterschied
im Vergleich zur SHAM-Gruppe. Der Vergleich des Gewichtsverlaufes zwischen therapier-

ten und ovarektomierten Tieren zeigte keinen signifikanten Unterschied. Die einzelnen
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Gewichtsverlaufe zeigt Abbildung 10 und Tabelle 5. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls

fir die Auswertung der Arbeiten von Bosch (2016) und Fiirst (2014) verwand.

Tabelle 5: Tiergewichte im Versuchsverlauf

Wo-
che SHAM OVX 35-Hz-v 70-Hz-v 35-Hz-h 70-Hz-h
Mean  SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Beginn | 250,27 13,5 247,06 13,6 249,08 11,8 246,37 11,1 243 13 244,2 10,5
1 253,27 7,59 262,2 11,9 262,73 7,69 2586 9,01 257,07 9,47 2558 5,41
2 257,67 10,4 296,13 11,7 298,93 10,4 290,87 11,1 291,71 9,79 284,27 9,27
3 264,13 10,9 323 13,5 326 12,9 3174 12,2 321,86 11,3 313,47 12,6
4 265,2 14,4 3344 15,7 334,27 13,5 329,3 155 333,71 14,1 329,47 14,1
5 262,47 9,96 3394 14,4 34167 14,6 3333 14,55 339,64 154 334,13 12,3
6 270,93 12,6 3468 16,3 349,8 149 341,93 18,7 34836 16,9 340,13 13,6
7 272,67 9,59 352,87 16,6 35533 16,1 34533 189 354,21 17,1 344,53 15,2
8 275,21 10,7 353,13 18,8 354,21 16,5 347 17,8 351,86 16,2 342,53 144
9 267,43 18 33586 16,9 336,71 23,5 326,43 13,9 336,36 15,8 325,57 16,1
10 265,23 12,5 325,71 18,3 324,79 19,7 309,07 13,5 320,71 17 311,86 15,1
11 272,77 11,5 321,14 29,7 329,5 21,2 310,57 18,38 326 18,6 312,64 15,6
12 277,62 9,22 33593 21,9 33493 20 320,64 16,7 337,93 22,4 31879 17,6
13 278,93 9,44 341,07 23,4 340,86 20,4 327,79 16,6 337,5 22,5 327,43 19,8
400
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Abbildung 10: Tiergewichte im Versuchsverlauf
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Das Uterusgewicht der gesamten ovarektomierten Tiere war signifikant niedriger als das

der SHAM-Gruppe (p<0,0001, Abbildung 11) (Fiirst 2014; Bosch 2016). Die Durch-

schnittsgewichte sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Hierbei zeigt sich ein mittleres Uterusge-

wicht von 627 g (+ 166 g) in der SHAM-Gruppe mit der grofdten Gewichtsabnahme auf

120 g (* 22 g) in der horizontal mit 70 Hertz behandelten Gruppe.
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Abbildung 11: Auswertung des Gewichtes der Uteri. Nach Ovarektomie zeigt sich eine signifikante Abnahme des
Uterusgewichtes im Vergleich aller Gruppen zur SHAM-Gruppe (**** = p<0,0001)

Tabelle 6: Durchschnittsgewichte der Versuchstiere und Uteri

70-Hz-verti- | 35-Hz-horizon- | 70-Hz-hori-
Parameter SHAM Ovx 35-Hz-vertikal kal tal zontal
Mean | SD | Mean | SD | Mean SD Mean |SD| Mean SD | Mean | SD
Gewicht
Kérpergewicht
initial (g) 250 | 13 247 14 249 12 246 11 243 13 244 10
Kérpergewicht
final (g) 279 | 9 | 341" | 23 | 341" | 2 | 328*""" |17 338" | 23 |327°""| 20
Uterusgewicht
(mg) 627 |166| 121** | 19 | 132" | 55 | 126%™ 41| 125*"" | 25 120" | 22

Legende: a signifikant gegeniiber SHAM (**** p<0,0001) (Fiirst 2014; Bosch 2016)
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3.2 Auswertung des Bruchtestes

Im Rahmen des zuvor beschriebenen Bruchtestes wurden sowohl die Fmax der Femora,
sowie die Steifigkeit anhand der Steigung der Bruchkurve bestimmt. Eine Zusammenfas-

sung der Ergebnisse zeigt Tabelle 7.

3.2.1 Maximalkraft Frax

Die Maximalkraft war bei den SHAM-Tieren im Vergleich zu den ovarektomierten und
therapierten Gruppen nicht signifikant (Abbildung 12). Wird Fmax in das Verhaltnis zum
Korpergewicht der Tiere gesetzt, ergibt sich eine signifikante Abnahme der Fnax bis zum
Bruch in allen mit der SHAM-Gruppe verglichenen Gruppen (35-Hz-v + 70-Hz-h p<0,05;
OVX + 70-Hz-v p<0,01; 35-Hz-h p<0,001). Im Vergleich der ovarektomierten zu den vi-

brierten Tieren zeigten sich keine Signifikanzen (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Auswertung der Maximalkraft Fmax. Im Bruchtest zeigt sich fiir die bestimmte Fmax keine signifikante
Zunahme im Vergleich der vier Gruppen mit WBV zu der ovarektomierten Gruppe (p>0,05).
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Abbildung 13: Auswertung der Maximalkraft Fmax in Bezug zum Gewicht der Tiere. Es zeigt sich eine signifikant
héhere Fax fiir die SHAM-Gruppe im Vergleich zur ovarektomierten und zu allen WBV-Gruppen (N/g =Newton/Gramm; *
p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, *** p<0,0001)

3.2.2 Steifigkeit

In der Auswertung der Steifigkeit wurde die Kraft in Newton pro 1 mm Weg in Bezug ge-
setzt. Wahrend die Steifigkeit im Vergleich SHAM- zu OVX-Gruppe von 241,5 N/mm (*
61,6 N/mm) auf 231,2 N/mm (* 66,8 N/mm) abnahm, zeigte sich eine Zunahme der Stei-
figkeit in den mit 35 Hertz vertikal und horizontal und mit 70 Hertz horizontal behandel-
ten Gruppen. Der Grofdte Anstieg war hier in der Gruppe mit 35 Hertz vertikal auf
255,1 N/mm (* 64,7 N/mm). Es zeigten sich im Vergleich aller Gruppen jedoch keine sta-
tistischen Signifikanzen (Abbildung 14). Auch nachdem die Steifigkeit der Knochen in Be-
zug zum Gewicht der Tiere gesetzt wurde, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

(Abbildung 15).
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Abbildung 14: Auswertung der Steifigkeit. Im Vergleich der SHAM-Gruppe zur ovarektomierten Gruppe zeigt sich
eine Abnahme der Steifigkeit. In den beiden 70 Hertz Gruppen und der 35 Hertz vertikal behandelten Gruppe zeigen sich
Zunahmen der Steifigkeit, jedoch ohne Signifikanz (p>0,05). Die Steifigkeit der Gruppe mit horizontaler Vibration bei 35

Hertz zeigte eine nicht signifikante Abnahme im Vergleich zur ovarektomierten Gruppe
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Abbildung 15: Auswertung der Steifigkeit in Korrelation zum Gewicht. Auch nach Bezugnahme der Steifigkeit zum
Gewicht der Tiere zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p>0,05) (N x g/mm = Newton x Gramm / Millimeter)

Tabelle 7: Durschnittswerte des Bruchtestes

70-Hz-verti- 35-Hz-hori- 70-Hz-hori-
Parameter SHAM Ovx 35-Hz-vertikal kal zontal zontal

Mean | SD | Mean| SD | Mean SD Mean | SD | Mean SD Mean | SD

Bruchtest

Frmax (N) 165 | 37,7 |158,6|22,4| 165,2 | 35,3 | 149,4 | 15,4 | 151,4 | 23,8 | 156,4 | 15,6

Steifigkeit (N/mm) | 241,5 | 61,6 | 231,2 | 66,8 | 255,1 | 64,7 | 233,4 | 41,4 | 225 34,5 | 238,3 | 53,7
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3.3 Auswertung der Mikroradiographie

3.3.1 Trabekelfldche

Bei der Trabekelfliche zeigte sich keine signifikante Anderung im Vergleich aller sechs
Gruppen untereinander. Hierbei betrdgt die durchschnittliche Trabekelflache in der
SHAM-Guppe 5,17 mm? (* 0,6 mm?). Sowohl die OVX-Gruppe mit 5,56 mm? (* 0,91 mm?)
als auch die mit WBV behandelten Gruppen zeigten eine Zunahme der Trabekelflache un-
ter Signifikanzniveau. Den hochsten Wert mit 5,85 mm? (* 0,69 mm?) erreichte hierbei
die mit 70 Hertz horizontal behandelte Gruppe. Ein Unterschied zwischen den therapier-
ten Gruppen im Vergleich zur ovarektomierten Gruppe bzw. der 35 Hertz Gruppen zu den

70 Hertz Gruppen zeigt sich nicht (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Auswertung der Fliche des Trabekelbereiches. Keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der
ovarektomierten Gruppe zu der SHAM-Gruppe und zu den mit WBV behandelten Gruppen. Ebenfalls keine Signifikanz im
Vergleich aller mit WBYV therapierten Gruppen zur SHAM-Gruppe

3.3.2 Mittlere Trabekeldicke

Die Trabekeldicke zeigte sich im Vergleich der ovarektomierten zur SHAM-Gruppe nicht
signifikant gemindert (Abbildung 17). Im Durchschnitt zeigt hierbei die SHAM-Gruppe ei-
nen Wertvon 5,05 um (+0,61 pm), wahrend eine Abnahme des Wertes der ovarektomier-
ten Gruppe auf 4,59 pm (+0,58 pum) festzustellen ist. Drei Gruppen mit WBV zeigten im
Vergleich zur OVX-Gruppe eine signifikante Zunahme der Trabekeldicke. Bei horizontaler
WBYV mit 70 Hertz lag ein Wert von 5,53 pm (0,62 pm) (p<0,001) vor. Die Gruppe mit
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horizontaler WBV bei 35 Hertz zeigte einen Wert von 5,32 pm (+0,66 pum) (p<0,05). Die
grofdte Signifikanz bestand bei vertikaler WBV mit 70 Hertz mit einem Wert von 5,65 pm
(0,62 pum) (p<0,001). Die Therapie mit vertikaler WBV bei 35 Hertz erbrachte lediglich

eine tendenzielle Zunahme.
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Abbildung 17: Auswertung der mittleren Trabekeldicke. Durch die WBV kam es zu einer signifikanten Zunahme
der mittleren Trabekeldicke bei der Gruppe mit vertikaler WBV mit 70 Hertz (p<0.001), sowie bei den Gruppen mit 35
Hertz (p<0.05) und 70 Hertz horizontaler WBV (p<0.01) im Vergleich zu den ovarektomierten Tieren.

3.3.3 Dichte der Trabekelkreuzungen

Die Dichte der Trabekelkreuzungen wurde in Anzahl Kreuzungen pro mm? bestimmt (Ab-
bildung 18). Die hochste Dichte wurde mit 17,8 (¥3,27) pro mm? in der SHAM-Gruppe
gemessen. Nach Ovarektomie kam es zu einem signifikanten Abfall auf 7,94 (¥2,04) pro
mm? (p<0,0001). Im Vergleich zur SHAM-Gruppe wurde bei allen ovarektomierten Tieren
(sowohl therapiert als auch nicht therapiert) eine deutlich statistisch signifikante Ab-
nahme der Dichte der Trabekelkreuzungen beobachtet. Von diesen Werten ausgehend
zeigt der Vergleich zwischen der ovarektomierten und der horizontal mit 70Hertz behan-
delten Gruppe eine signifikante Zunahme der Dichte der Trabekelkreuzungen (p<0,05)
von 7,94 (¥2,04) pro mm? auf 10,9 (+2,28) pro mm?.
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Abbildung 18: Auswertung der Dichte der Trabekelkreuzungen. Nach Ovarektomie kommt es zu einem signifikan-
ten Abfall der Dichte der Trabekelkreuzungen im Vergleich aller Gruppen zur SHAM-Gruppe (p<0,0001). Unter WBV
kommt es zu einer Zunahme der Dichte in allen Gruppen. Die mit 70 Hertz horizontal therapierte Gruppe erreicht hierbei
Signifikanzniveau (p<0,05).

3.3.4 Trabekelkreuzungen absolut

Die Trabekelkreuzungen wurden als Absolutwert bestimmt (Abbildung 19). Die SHAM-
Gruppe zeigt einen Wert von 91 (+12,8). Im Vergleich zu allen weiteren Gruppen konnte
auf Grund der durchgefiihrten Ovarektomie eine signifikante Minderung der Absolutzahl
der Trabekelkreuzungen nachgewiesen werden (p<0,0001). Hierbei war die Anzahl der
Trabekelkreuzungen in der lediglich ovarektomierten Gruppe auf 43,9 (£11,2) gemindert.
Nach der WBYV zeigte sich, wie zuvor bei der Dichte der Trabekelkreuzungen, eine Zu-
nahme in allen Gruppen. Signifikanzniveau konnte auch hier mit 64,1 (x16,1) in der mit

70 Hertz horizontal behandelten Gruppe gezeigt werden. (p<0,05).

35



Ergebnisse

100+
—_
75-
50- % : —_
25- ; ﬁ
0- .:\: - T
62\@ OA 406 406'

Abbildung 19: Absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen. Nach Ovarektomie kommt es zu einem signifikanten Ab-
fall der Absolutzahl der Trabekelkreuzungen im Vergleich aller Gruppen zur SHAM-Gruppe (p<0,0001). Unter WBV
kommt es zu einer Zunahme der Dichte in allen Gruppen. Die horizontal mit 70 Hertz therapierte Gruppe erreicht hierbei
Signifikanzniveau (p<0,05).

3.3.5 Knochendichte im Trabekelbereich

Die Knochendichte im Trabekelbereich wurde in % bestimmt (Abbildung 20). Es zeigte
sich ausgehend von einem Wert von 53,29 % (£8,3 %) in der SHAM-Gruppe eine signifi-
kante Abnahme der Knochendichte im Trabekelbereich der ovarektomierten Gruppe auf
32,28 % (5,22 %) (p<0,0001). Die vertikal mit 35 Hertz behandelte Gruppe zeigte eine
Abnahme auf gleichem Signifikanzniveau (p<0,0001). Auch die horizontal mit 35 Hertz
(p<0,001) und die vertikal mit 70 Hertz behandelten Gruppen (p<0,05) zeigten gegeniiber
der SHAM-Gruppe eine geminderte Knochendichte, diese jedoch mit 39,55 % (£9,3 %) fiir
die horizontal mit 35 Hertz und 43,32 % (£7,24 %) fiir die vertikal mit 70 Hertz behan-
delte Gruppe bereits geringer ausgepragt. Die horizontal mit 70 Hertz therapierte Gruppe
zeigte mit 45 % (7,44 %) keinen signifikanten Unterschied zur SHAM-Gruppe. Beide mit
70 Hertz behandelten Gruppen zeigten im Vergleich zur ovarektomierten Gruppe einen
signifikanten Anstieg der Knochendichte. Hier kam es bei der vertikal mit 70 Hertz be-
handelten Gruppe zu einem signifikanten Anstieg auf 43,32 % (7,24 %) (p<0,01) und bei
der horizontal mit 70 Hertz therapierten Gruppen auf 45% (+7,44 %) (p<0,0001) ausge-

hend von 32,28 % (£5,22 %) in der rein ovarektomierten Gruppe.
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Abbildung 20: Auswertung der Knochendichte im Trabekelbereich. Nach Ovarektomie kommt es zu einem signifi-
kanten Abfall der Knochendichte im Trabekelbereich, der sich auf gleichem Signifikanzniveau in der 35-Hz-vertikalen
Gruppe zeigt (p<0,0001). Dieser Abfall zeigt sich auch in der 35-Hz-horizontal Gruppe, jedoch leicht gemindert (p<0,001).
Der positive Effekt der WBV zeigt sich in den mit 70 Hertz behandelten Gruppen. Die vertikal mit 70 Hertz therapierte
Gruppe zeigt lediglich eine gering verbliebene Minderung der Knochendichte (p<0,05) im Vergleich zur SHAM-Gruppe bei
einer signifikanten Zunahme im Vergleich zur ovarektomierten Gruppe (p<0,01). Bei der horizontal mit 70 Hertz behan-
delten Gruppe zeigt sich keine signifikante Abnahme im Vergleich zur SHAM-Gruppe bei deutlich signifikanter Zunahme
im Vergleich zur ovarektomierten Gruppe (p<0,001).

3.3.6 Knochendichte Kortikalis medial

Die Knochendichte der medialen Kortikalis der Femora wurde in % bestimmt (Abbildung
21). Ausgehend von einem Wert der SHAM-Gruppe von 94,63 % (£1,47 %) zeigten sich

im Vergleich der einzelnen Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 21: Auswertung Knochendichte der medialen Kortikalis. Keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
der medialen Kortikalis der einzelnen Gruppen (p>0,05).
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse der Histomorphometrie

Parameter SHAM Ovx 35-Hz-vertikal 70-Hz-vertikal | 35-Hz-horizontal | 70-Hz-horizontal

Mean | SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Mikroradi-
ographie
Flache
Trabekel-
bereich
(mm2) 517 | 0,6 5,56 0,91 5,63 0,76 5,53 0,84 5,67 0,7 5,85 0,69
Mittlere
Trabekel-
dicke (um) | 5,05 | 0,61 4,59 0,58 5,06 0,72 | 5,65 | 0,62 5,32b* 0,66 5,53b** 0,62
Dichte
Trabekel-
kreuzun-
gen (pro
mm?2) 17,8 | 3,27 | 7,942 2,04 | 8,912 1,98 | 9,972 | 2,27 | 9,062"*** | 2,85 | 10,92"***b* | 2,28
Trabekel-
kreuzun-
gen abso-
lut 91 12,8 | 43,9¢"* 11,2 | 49,8 | 11,6 | 54,1=*"* | 10,9 | 50,92"*** | 16,9 | 64,12""**b" | 16,1
Knochen-
dichte Tra-
bekelbe-
reich (%) 53,29 | 8,3 | 32,28>""*" | 5,22 37" 7,66 | 43,322"0™* | 7,24 | 39,552 | 9,3 45b*** 7,44
Knochen-
dichte
Kortikalis
medial (%) | 94,63 | 1,47 92,72 4,43 93,07 3,85 95,01 2,38 94,98 1,78 94,77 1,05
Legende: a Signifikant gegeniiber SHAM, b Signifikant gegeniiber Ovx (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
***¥%p<0,0001)

3.4 Auswertung der Veraschung

Im Rahmen der Veraschung wurde die organische Masse und nach der Veraschung die

anorganische Masse bestimmt.

3.4.1 Masse Organisch

Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der organischen Masse von 471 mg (+31,7 mg)
auf 521 mg (+49,4 mg) im Vergleich der SHAM-Tiere zu der ovarektomierten Gruppe
(p<0,01) entsprechend einem Anstieg von 55,5 % (*1,6 %) auf 58,7 % (+2,4 %). Eine sig-
nifikante Zunahme auf 500,1 mg (¥50,9 mg) (58,4 % (£3,0 %)) im Vergleich zur SHAM-
Gruppe zeigt sich ebenfalls in der mit 35 Hertz horizontal behandelten Gruppe (p<0,05).
Diese Zunahme war in den anderen therapierten Gruppen nicht mehr signifikant (Abbil-

dung 22).
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Abbildung 22: Auswertung der organischen Masse. Durch die Ovarektomie kam es zu einer signifikanten Zunahme
der organischen Masse im Vergleich zur SHAM-Gruppe (p<0,01). Diese Zunahme zeigt auch die mit 35 Hertz horizontal
behandelte Gruppe (p<0,05). Die iibrigen Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede.

3.4.2 Masse Anorganisch

Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der anorganischen Masse von 376,7 mg (¥16,9
mg) auf 364,2 mg (£27,3 mg) im Vergleich der SHAM- zu der ovarektomierten Gruppe
(p<0,01) entsprechend einem Abfall von 44,5 % (+1,5 %) auf 41,2 % (*2,3 %). Eine sig-
nifikante Abnahme auf 356,6 mg (15,7 mg) (41,7 % (£2,9 %)) im Vergleich zur SHAM-
Gruppe zeigt sich ebenfalls in der mit 35 Hertz horizontal behandelten Gruppe (p<0,05).
Diese Abnahme war in den anderen therapierten Gruppen nicht mehr signifikant (Abbil-

dung 23).
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Abbildung 23: Auswertung der anorganischen Masse. Durch die Ovarektomie kam es zu einer signifikanten Ab-
nahme der anorganischen Masse im Vergleich zur SHAM-Gruppe (p<0,01). Diese Abnahme zeigt auch die mit 35 Hertz
horizontal behandelte Gruppe (p<0,05). Die tibrigen Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 9: Durchschnittswerte der Veraschung

35-Hz-verti- | 70-Hz-verti- | 35-Hz-hori- | 70-Hz- hori-
Parameter SHAM Ovx kal kal zontal zontal
Mean | SD Mean SD |Mean| SD |Mean| SD | Mean SD | Mean | SD
Veraschung
Masse orga-
nisch (mg) 471 | 31,7 521" 49,4 |499,5| 27,4 | 473,5|50,4| 500,1*" | 50,9 | 485 |42,3
Masse orga-
nisch (%) 55,5 | 1,6 | 58,7 | 2,4 | 572 | 24 | 576 |18 | 584% | 30| 572 |21
Masse anorga-
nisch (mg) 376,7 | 16,9 | 364,2* | 27,3 |371,3| 31,8 | 349,5|34,8| 356,6°" | 15,7 | 357,3 | 22,3
Masse anorga-
nisch (%) 445 | 1,5 | 41,22 | 2,3 | 426 | 2,4 | 425 | 1,8 | 41,7 | 29 | 42,5 | 2,3
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3.5 Auswertung der Serummarker

Nach der Dekapitation wurden den Versuchstieren Blutproben entnommen und aus die-
sen die alkalische Phosphatase und das Osteocalcin bestimmt. Ausgehend von einem ALP-
Wert von 69,2 U/L (+12,1 U/L) in der SHAM-Gruppe war bei allen Gruppen nach Ovarek-
tomie und WBV der Wert erhoht. Dies war bis auf die vertikal mit 70 Hertz therapierte
Gruppe in allen Fallen signifikant (p<0,05). Das OC war in allen ovarektomierten Gruppen

verglichen mit der SHAM-Gruppe nicht verandert (Tabelle 10).

Tabelle 10: Durchschnittswerte der Serummarker

35-Hz-verti- | 70-Hz-verti- | 35-Hz-hori- | 70-Hz-horizon-
Parameter SHAM Ovx kal kal zontal tal

Mean SD Mean | SD | Mean SD Mean | SD | Mean SD Mean SD

Serum
Alp (U/L) 69,2 12,1 |84,3**|13,9|87,1**| 16,7 | 81,7 | 13,2 |86,7°*| 17,4 |86,6°*| 16,5
Oc (ng/L) 16,7 2,7 21,4 | 4,3 | 19,3 3,3 18,3 | 4,1 17 3,8 17,3 4,1

Legende: a signifikant gegeniiber SHAM (*p<0,05)
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4 Diskussion

Auf Grund der ausgepragten akuten und langfristigen Folgen der Osteoporose ist in den
letzten Jahren parallel zu medikamentésen Behandlungsoptionen auch das Interesse an
einer nichtpharmakologischen Therapie zunehmend gestiegen (Mundy 2001; Liu etal.
2008; Fratini et al. 2016). Fiir diese Arbeit wurde das etablierte Rattenmodell genutzt, da
sich die Prozesse der Osteoporose bei der postmenopausalen Frau und die Auswirkungen
ihrer Therapie nachstellen lassen (Kalu 1991; Inada et al. 2011; Bonucci und Ballanti
2014). Mit Hilfe dieses Modells konnten vorhergehende Studien zeigen, dass die WBV mit
hoher Frequenz und niedriger Belastung osteoanabol wirkt (Rubin et al. 2002; Judex et al.
2007; Aleyaasin und Harrigan 2008; Leung et al. 2009). In diesen Arbeiten wurden jedoch
uneinheitliche Frequenzen verwand bzw. andere Korperregionen untersucht (u. a. die
Tibia). In den genannten Arbeiten bzw. der uns bekannten Literatur wurde zudem nur
einmal pro Tag therapiert. Wir wahlten daher in unserer Versuchsreihe die WBV mit nied-
riger Belastung, sprich einer Beschleunigung von 0,15 - 0,48 g (Komrakova et al. 2017),
und hoher Frequenz. In Anlehnung an die Vorarbeiten unserer Gruppe wurden die
Schwingfrequenzen mit 35 Hertz und 70 Hertz bei einer Amplitude von 0,47 mm mit den
vermuteten besten Wirkungen gewahlt. Die Applikation erfolgte jeweils in einer Ver-
suchsgruppe horizontal und in einer vertikal. Hierbei wurde zum ersten Mal zweimal tag-
lich die WBV durchgefiihrt und somit im Vergleich zu unseren Vorversuchen gesteigert
(Komrakova etal. 2013). Fiir die Analyse der Auswirkung der WBV auf den Knochen
wurde die Trochanterregion des proximalen Rattenfemur genutzt. Neben der lumbalen
Wirbelsaule findet die Auspragung der Osteoporose im Bereich des proximalen Femurs
beim Menschen am stdrksten statt (Bagi et al. 1997a). Hiiftgelenksnahe Frakturen des
Femurs (Schenkelhals- und Trochanterregion) sind die zweithaufigsten osteoporosebe-
dingten Briiche bei Menschen. Vorrangehende Studien analysierten bereits die Wirbel-
sdule (Holguin et al. 2011; Wehrle et al. 2014) und die proximale Tibia (Judex et al. 2007).
Diese Knochenareale weisen einen hohen Spongiosaanteil auf. Die Trochanterregion des
Femurs bietet den Vorteil der simultanen Betrachtung von kortikalem und spongiésem
Knochen in einem Praparat. Des Weiteren setzen im Bereich der Trochanteren Muskeln
an, was das proximale Femur fiir die WBV pradestiniert (Bagi et al. 1997a). Die Anwend-
barkeit des zuvor beschriebenen Rattenmodells, insbesondere im Bereich des Femurs,
beschrieb u. a. die Gruppe um Bagi et al. (1997a; 1997b). Sie zeigten aber, dass sich das

grundsatzliche Verhaltnis von spongidosem und kortikalem Knochen im Vergleich zum
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Menschen deutlich verandert. Genauer betragt der Anteil des kortikalen Knochens im
proximalen Femur bei Menschen ca. 12,5 %, wobei dieser bei der Ratte ca. 72,5 % betragt.
Jedoch greifen die grundsatzlichen Mechanismen der Osteoporose auch im Bereich des
proximalen Femurs. Es gilt daher zu bertcksichtigen, dass die erhobenen Ergebnisse
nicht direkt ilibertragen, sondern gegebenenfalls angepasst werden miissen. Bagi et al.
(1997a; 1997b) beschrieben im Weiteren, dass das Femur mindestens gleichwertig, wenn
nicht iiberlegen im Hinblick auf die anatomischen Gegebenheiten im Vergleich zu anderen

Korperregionen ist.

4.1 Analyse des Korper- und Uterusgewichts

Das Korpergewicht stieg auf Grund des normalen Wachstums in allen Gruppen wahrend
des Versuches an. Nach Ovarektomie zeigte sich durch die typischen Veranderungen des
Metabolismus ein signifikanter Gewichtsunterschied aller ovarektomierten Gruppen im
Vergleich zur SHAM-Gruppe. Dies wurde u. a. von Kalu et al. (1991) beschrieben. Nach ca.
acht Wochen kam es zu einem Abfall des Gewichts und im Anschluss daran zu einem er-
neuten Anstieg. Dies ist auf die durchgefiihrte Operation im Sinne einer Osteotomie der
Tibia in der achten Woche zuriickzufiihren. Nach dem Eingriff kommt es bei den Tieren
zu einer verminderten Futteraufnahme. Im Verlauf erholen sie sich hiervon und die Ge-
wichtszunahme beginnt wieder. Dies wurde auch schon in Vorversuchen beschrieben
(Thompson et al. 1995; Komrakova et al. 2017). Im Weiteren wurde nach Versuchsende
das Nassgewicht der Uteri bestimmt. Hier zeigte sich eine signifikante Minderung des Ge-
wichts aller Gruppen gegeniiber der SHAM-Gruppe. Das Fehlen des Ostrogens fiihrt zu
einer Atrophie der Uteri, so dass diese Ergebnisse die Intaktheit (Validitdt) des Modells

zeigen (Kaufmann et al. 2006).

4.2 Analyse des Bruchtestes

Unser Versuch konnte bei Maximalkraft und Steifigkeit keine Verbesserungen durch Vib-
ration gegeniiber nicht therapierten ovarektomierten Ratten zeigen. Da sich, wie zuvor
beim Korpergewicht beschrieben, das Wachstum, Kérpergewicht und die Gréfse der Kno-
chen zwischen ovarektomierten und SHAM-Tieren unterscheidet, setzten wir zur genau-

eren Bestimmung die erhobenen Ergebnisse auch in Bezug zum Gewicht der Tiere, um
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einen individuellen Wert fiir jedes Tier zu bestimmen. Dies ist notwendig, da die Stabilitat
der Knochen durch Volumen und Konstitution beeinflusst wird. So ist davon auszugehen,
dass grofiere Femora bei grofieren Tieren primar stabiler sind als bei kleineren Ver-
gleichstieren (Ruyssen-Witrand et al. 2007) und zur Vergleichbarkeit der Tiere der Bezug
zum Gewicht der Ratten notwendig ist. Die Ergebnisse zeigen signifikant, dass die Fimax
und Steifigkeit bei ovarektomierten Tieren abnimmt, jedoch liegen auch hier nur Tenden-
zen bzgl. einer Besserung nach Vibration vor. Diese Ergebnisse zeigen somit Hinweise auf
eine Verbesserung der Stabilitat bzw. Steifigkeit durch die Vibration, die sich mit den Er-
gebnissen der Gruppe um Leung et al. (2009) decken. Hier wurden die Ratten bei 35 Hertz
und 0,3 g 20 Minuten pro Tag fiir flinf Tage pro Woche iiber einen Zeitraum von vier Wo-
chen therapiert. Es zeigte sich im Bruchtest der Femora eine Zunahme der Maximalkraft
um 50 % und der Steifigkeit um 67 % im Vergleich der therapierten Gruppe zur nicht
vibrierten Gruppe. Untersucht wurde hier im Gegensatz zu unserer Arbeit eine Femur-
schaftfraktur (Leung et al. 2009). Der Schaft des Femurs enthalt jedoch anders als das
proximale Femur keine Spongiosa und zeigt somit andere biomechanische Eigenschaften.
Hoffmann etal. (2016, 2017) zeigten keine signifikanten Effekte der WBV bei den von uns
verwendeten Frequenzen mit gleichem Versuchsaufbau und Versuchstieren. Allerdings
wurde hier die Therapie noch um eine Parathormon-, Ostrogen- bzw. 8-Prenylnaringe-
ningabe erganzt und mit zehn Wochen war die Versuchsdauer doppelt so lang. Es wurde
jedoch nur einmal pro Tag therapiert, so dass die Erh6hung der taglichen Behandlungen
in unserer Gruppe die Tendenzen unserer Ergebnisse erklaren kann. Widerspriichlich zu
den aus unserer Versuchsgruppe zuvor erhobenen Ergebnisse ist, dass in unserem Ver-
such die grofdte Tendenz bei den mit 35 Hertz behandelten Tieren, insbesondere bei ver-
tikaler Vibration lag. Sehmisch et al. (2009) und Tezval et al. (2011) zeigten zuvor, dass
bei vertikaler WBV mit 90 Hertz eine Zunahme der Fmax und Steifigkeit im Vergleich zur
nicht vibrierten ovarektomierten Gruppe auftrat. In diesen Versuchen wurde eine Sub-
gruppe einmal taglich bei 90 Hertz therapiert, wahrend die andere Gruppe ovarektomiert
aber nicht therapiert wurde. Es konnte hier gezeigt werden, dass die WBV mit hoher Fre-
quenz und wenig Belastung sowohl bei ovarektomierten als auch bei SHAM-operierten
Ratten einen positiven Effekt hatte (Tezval et al. 2011). Sehmisch et al. (2009) erforschten
die vermehrte Bruchfestigkeit und Steifigkeit an der Wirbelsaule. Hier liegt auch bei der
Ratte ein deutliches Uberwiegen der Spongiosa gegeniiber dem kortikalen Knochen vor
(Kalu 1991). Des Weiteren leiden osteoporotische Ratten im Vergleich zum Menschen

nicht an Briichen (Kalu 1991). Dies scheint an dem ausgepragten kortikalen Knochen zu
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liegen. Bagi et al. (1997a) zeigten, dass im Bereich des proximalen Femurs der Ratte 75 %
des Knochens aus Kompakta besteht. Wie die Gruppe um Rubin et al. (2002) an Schafen
und wir in unseren Ergebnissen zeigen konnten, wird jedoch die Kompakta kaum bzw.
eher bei niedrigen Frequenzen durch Vibration beeinflusst, so dass sich womoglich hier-
mit die fehlenden Unterschiede fiir die Fmax und die Steifigkeit erklaren lassen, bzw. wa-
rum die marginalen Unterschiede durch die alleinige Vibration und deren Benefit auf den
spongiésen Knochen nicht zu einer signifikanten Anderung von Fmax und Steifigkeit im
Bereich des proximalen Femurs fiihren. Diese Tatsache besteht, obwohl die Osteoporose
an sich schnell und mit starker Auspragung im Bereich des proximalen Femurs auftritt
(Kalu et al. 1989; Chen et al. 2013). Da die Maximalkraft aber hauptsachlich durch den
kortikalen Knochen bestimmt wird, sind die marginalen Unterschiede erkldrbar, und die
Steifigkeit wird so durch den allgemein geringen Prozentsatz spongiosen Knochen kaum
beeinflusst. Ein anderer Grund kann die kurze Therapiezeit sein. Die vorangegangen Ver-
suchsreihen therapierten mindestens 35 Tage (Sehmisch et al. 2009; Tezval et al. 2010).
Die vertikale Vibration war im Hinblick auf eine Verbesserung der Fmax und der Steifigkeit
die tiberlegene. In unserem Versuch wurden auch die Wirbelkérper im Rahmen einer wei-
teren Dissertation untersucht (Fiirst 2014). Hier konnte im Bereich des Bruchtestes eine
Verbesserung der Fmax in der vertikal mit 35 Hertz behandelten Gruppe gesehen werden,
wahrend die horizontal mit 70 Hertz therapierte Gruppe eine Verschlechterung zeigte.
Dies wurde auf den verbesserten Einfluss der niedrigen Frequenzen auf den kortikalen
Knochen zuriickgefiihrt, welcher bei der Ratte fiir Fnax und die Steifigkeit mafdgeblich
scheint, wie auch schon zuvor beschrieben (Fiirst 2014). Diese Vermutung deckt sich mit
unseren Erkenntnissen und denen von Warden und Turner (2004). Diese Arbeit unter-
suchte den Einfluss der Mechanotransduktion an der Ulna von Mausen mit 1, 5, 10, 20
und 30 Hz bei 1, 1,5, 1,6 und 2 N axialer Krafteinleitung. Es zeigte sich ein signifikanter
Effekt auf den kortikalen Knochen mit steigenden Werten im Bereich von 5 - 10 Hz und
einem Plateau des Benefits ab 10 Hz. Eine Therapie mit 1 Hz zeigte keinen Einfluss. Un-
abhangig von der Richtung, konnte durch den Bruchtest kein signifikanter Nachweis der

Verbesserung durch WBV erbracht werden.

4.3 Analyse der Mikroradiographie

Wie bereits erwahnt hat das proximale Femur die Eigenschaft, dass auf engem Raum die
spongiose und die kortikale Knochenstruktur beurteilt werden konnen. Der Trabekelbe-

reich, in mm? gemessen, ist der in diesem Teilversuch verwendete Messbereich. Hier
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zeigen sich keine signifikanten Unterschiede, so dass die in diesem Bereich erhobenen
Parameter miteinander vergleichbar sind und dies fiir die Messgenauigkeit spricht. Eben-
falls deckt sich dies mit den Daten von Kalu et al. (1991) und spiegelt somit den Verlauf
der Osteoporose bei der postmenopausalen Frau wieder. Die Osteoporose fiihrt nicht zu
einer ausgepragten Abnahme der Trabekelfliche und damit sind durch eine addaquate
Therapie auch keine signifikanten Veranderungen dieser zu erwarten. Somit ist eine Kon-
stanz der Parameter ein zu erwartendes Ergebnis. Ahnliches konnten die Gruppen um
Kalu etal. (1991) und Ishihara et al. (1999) zeigen. Es zeigte sich in der weiteren Auswer-
tung eine Abnahme der mittleren Trabekeldicke der ovarektomierten gegeniiber der
SHAM-Gruppe. Nach Vibration war sowohl bei den vertikal und horizontal mit 70 Hertz
therapierten als auch bei den horizontal mit 35 Hertz behandelten Gruppen eine signifi-
kante Zunahme der Trabekeldicke im Vergleich zur ovarektomierten Gruppe zu erkennen.
Die vertikal mit 35 Hertz behandelte Gruppe wies lediglich gleichgerichtete Tendenzen
auf. Ahnliches zeigte sich bei den weiter bestimmten Parametern der Knochendichte des
Trabekelbereichs, der Anzahl der Trabekelkreuzungen und der Dichte der Trabekelkreu-
zungen. Jeweils mit besseren Ergebnissen fiir die bei 70 Hertz therapierten Gruppen. Dies
konnten ebenfalls die Arbeiten von Sehmisch et al. (2009) und Tezval etal. (2011) aus der
eigenen Arbeitsgruppe nachweisen. Diese Ergebnisse decken sich mit dem schon in der
Einleitung beschriebenem Wolffschen Gesetz. Hiernach kommt es wie beschrieben durch
eine entsprechende Belastung zu Umbauprozessen und Starkung des Knochens. Die Be-
lastung (Strain) darf einen gewissen Punkt nicht tiberschreiten, aber bis nah an diesen ist
eine stetige Zunahme der Knochenstabilitiat zu erwarten (Frost 2000). So lasst sich erkla-
ren, dass eine grofdere Zunahme der Knochendichte im Vergleich der 35-Hertz- zu den 70-
Hertz-Gruppen stattfindet. Judex et al. (2007) zeigten ebenfalls eine Zunahme der trabe-
kularen Dicke und des Volumens bei den mit 90 Hertz vertikal vibrierten Ratten, wihrend
die mit 45 Hertz vertikal behandelte Gruppe ohne Effekt blieb. Dies wurde auf die hohe
Anzahl an Zyklen pro Zeiteinheit und die damit verbundene Induktion eines anabolen
Knochenstoffwechsels zurtickgefiihrt. Das Fehlen eines signifikanten Effektes bei 45
Hertz zeigte ebenfalls die Studie von Runge et al. (2018). Hier wurde bei 45 Hertz die
Amplitude zwischen 0,3 und 1,2 g variiert. Dies deckt sich ebenfalls mit den Daten von Xie
etal. (2006a; 2006b), die bei adoleszenten Madusen den gleichen Effekt nachweisen konn-
ten und belegten, dass bei niedriger Belastung die Lange der Pausen zwischen den einzel-
nen Behandlungen keine signifikante Rolle spielt. In der Arbeitsgruppe um Pasqualini

(2013) konnte im Vergleich 8 Hz, 52 Hz bzw. 90 Hz an mannlichen Ratten gezeigt werden,
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dass eine Zunahme des spongiosen Knochens bei 90 Hz stattfindet. Hier wurde im Kon-
trast zu den anderen Arbeiten sogar eine Abnahme bei den niedrigen Frequenzen von 8
Hz festgestellt. Die neuste Studie von Minematsu (2019) verglich bei mannlichen Ratten
Frequenzen von 15, 30, 45, 60 und 90 Hz mit einer Belastung von 0,5 g 15 Minuten pro
Tag tiber fiinf Tage pro Woche liber acht Wochen. Hier zeigte sich entgegen den zuvor
genannten Studien und unseren Daten eine Zunahme der trabekuldaren Dicke und Dichte
im Bereich des proximalen Femurs bei der Gruppe mit 15 Hertz. In allen genannten Stu-
dien wurde die WBV in vertikaler Richtung durchgefiihrt. Unser Versuchsaufbau beinhal-
tete ebenfalls die horizontale WBV und zeigte in der Mikroradiographie die deutlich bes-
seren Ergebnisse im Vergleich zur vertikalen WBV mit gleicher Frequenz. Dies steht im
Kontrast zu der Arbeit von Komrakova et al. (2013), in der kein Effekt bei horizontaler im
Vergleich zu vertikaler WBV gefunden wurde. Diese Arbeit untersuchte jedoch die Wir-
belsaule. Des Weiteren zeigten Amling et al. (1996), Ritzel et al. (1997) und Chen et al.
(2013), dass es moglicherweise im Rahmen der Osteoporose in unterschiedlichen Arealen
des kndchernen Skeletts zu differenten Veranderungen kommt. Nicht alle Regionen sind
mit gleicher Auspragung von der Osteoporose betroffen (Chen et al. 2013). Ebenso konn-
ten verschiedene Effekte von antiosteoporotischen Mafnahmen im Vergleich zwischen
Femur und Wirbelsdule gezeigt werden (Kavuncu etal. 2003). Gegebenenfalls fiihren
diese Mechanismen am Femur dazu, dass horizontale Vibration wirksamer ist. Eine ein-
deutige Erklarung hierfiir findet sich in der Literatur bisher nicht. Zwei Theorien der Re-
aktion des Korpers auf WBV konnten dies begriinden: Fritton et al. (2000) und Rubin et
al. (2006) beschrieben als Hypothese, dass die Muskulatur aktiviert und zu einem Wachs-
tumsreiz am Knochen fiihrt. Eine andere Theorie ist, dass eine Subgruppe der Knochen-
zellen als Mechanosensoren fungiert und so aktiviert wird (Fritton et al. 2000; Rubin et
al. 2006). Gegebenenfalls funktioniert dies bei horizontaler WBV besser und sollte in wei-
teren Studien untersucht werden. Der Vergleich mit der Literatur wird dadurch erschwert,
dass im Bereich der WBV zwar viele Studien bestehen, jedoch das Studiendesign sehr he-
terogen und somit nicht standardisiert ist. In nahezu allen Studien differieren die Fre-
quenzen, die Zeiten und die Belastung sowie der verwendete Knochen (Femur, Tibia, Wir-
belkorper, etc.) (Slatkovska et al. 2010; Oliveira et al. 2016). Die Knochendichte der me-
dialen Kortikalis zeigte keinen Unterschied zwischen SHAM- und OVX- bzw. den WBV-
Gruppen, sowohl im Vergleich mit SHAM als auch OVX. Dies zeigt den verzogerten Einfluss
der Osteoporose auf den kortikalen Knochen. Dieser hat eine deutlich kleinere Oberflache

im Vergleich zum spongiosen Knochen (auch die biologischen Umbauprozesse sind
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unterschiedlich schnell). Hierdurch ist der Effekt des veranderten Knochenumbaus durch
die Osteoporose wesentlich geringer und es kommt zu einem deutlich geringeren Sub-
stanzverlust. Man geht im Bereich des kortikalen Knochens von ca. zwei Prozent pro Jahr
entgegen ca. zehn Prozent im spongidsen Bereich aus (Gallagher 1990; Chen et al. 2013).
Folglich zeigt sich auch kein bzw. kaum Effekt der WBV auf den kortikalen Knochen. Die
in diesem Versuchsaufbau fiir eine andere Arbeit erhobenen Daten im Bereich der Wir-
belsaule wurden mittels Mikro-CT gewonnen. Dieses hat eine geringere Auflésung, ist
aber fiir die Strukturen der Ratte geeignet. Die Ergebnisse konnten zeigen, dass es durch
niedrige Frequenzen eher zur Starkung des kortikalen Knochens kommt. Hier zeigten sich
in der Mikroradiographie des Femurs keine Unterschiede. Tendenziell zeigte sich wie zu-
vor beim Bruchtest eine Verbesserung im Bereich der vertikal mit 35 Hertz behandelten
Gruppe. Im Bereich des Femurs ergaben sich somit anders gerichtete Ergebnisse. Hier
zeigten sich Tendenzen bzw. Signifikanzen fiir die hdheren Frequenzen bzw. die horizon-
talen Vibrationsgruppen. Dies lasst sich durch die veranderte Biomechanik erklaren, da
die Wirbelsaule eher durch axiale Krafteinwirkung (Turner 2002) und die Femora durch
Zug- und Druckkrafte beeinflusst werden (Bagi et al. 1997a). Im Weiteren zeigen Slat-
kovska et al. (2010) in einer Metaanalyse eine gering signifikante Zunahme der BMD bei
postmenopausalen Frauen, Kindern und Adoleszenten vergleichbar mit der Supplemen-
tierung von Vitamin D und Calcium, wahrend eine Verbesserung beim jungen Erwachse-
nen ausblieb. Diese Gruppe dufderte Hinweise, dass die WBV eine bessere Wirkung zeigt
je schlechter die initiale BMD ist. Die Gruppe um Xie et al. (2016) zeigte dahingegen, ahn-
lich den Ermiidungsbriichen, einen negativen Einfluss der langfristigen, chronischen WBV
Uiber vier Monate bei einmal taglicher Applikation. Somit konnten in der Mikroradiogra-
phie signifikante Verbesserungen durch die WBV gezeigt werden. Uberlegen waren hier

die hoheren Frequenzen und die horizontale Vibration.

4.4 Analyse der Veraschung

Der Zusammenhang zwischen anorganischer und organischer Masse sowie den biome-
chanischen Parametern ist gut validiert (Currey 1999; Vuong und Hellmich 2011). Ande-
rungen im Verhaltnis bzw. der Zusammensetzung der Massen konnen deutliche biome-
chanische Folgen haben und somit eine Schwachung bzw. Starkung des Knochens bewir-
ken. In unserer Versuchsreihe wurde wie zuvor beschrieben eine Veraschung zur Bestim-
mung des organischen und anorganischen Anteils des proximalen Femurs durchgefiihrt.

Wie auch bereits durch Oxlund et al. (2003) und Komrakova et al. (2011) beschrieben,
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zeigt sich in den Ergebnissen im Vergleich der SHAM-Gruppe zu den tibrigen Gruppen ein
niedrigerer organischer Anteil bzw. ein hoherer anorganischer Anteil in der SHAM-
Gruppe. Dies zeigt die bei der Osteoporose regelhaft stattfindende Abnahme des anorga-
nischen Anteils des Knochens bei Abnahme der Knochendichte. Im Vergleich der ovarek-
tomierten zu den vibrierten Gruppen konnten sowohl bei der anorganischen wie auch bei
der organischen Masse keine aussagekraftigen Tendenzen oder Signifikanzen festgestellt
werden. Dies deckt sich mit den Messungen von Flieger et al. (1998). Hier wurden keine
Unterschiede zwischen ovarektomierten Ratten und vibrierten Tieren gefunden. Die Rat-
ten wurden in diesem Versuchsaufbau mit 50 Hertz bei 2 g 30 Minuten pro Tag tiber zwolf
Wochen behandelt. Dies steht im Kontrast zur Arbeit von Tezval etal. (2011) aus unserer
Arbeitsgruppe, die bei mit vertikal 90 Hertz behandelten Ratten eine Zunahme des anor-
ganischen Anteils am Femur und Sehmisch et al. (2009) an der Wirbelsaule zeigten. Zu
erklaren ware dies mit der von uns verwandten niedrigeren Frequenz. Die Ergebnisse der
Mikroradiographie zeigten die meisten Signifikanzen durch die WBV mit hoheren Fre-
quenzen. Eventuell waren die gewdhlten Frequenzen somit zu niedrig, um einen signifi-
kanten Unterschied in der anorganischen Masse zu erreichen. Der zweite Ansatz stiitzt
sich auf die bereits beim Bruchtest genannte Vermutung: Die in der Mikroradiographie
gesehene Zunahme des trabekuldren Knochens mag in manchem Bereich signifikant sein,
jedoch beim Verhaltnis Kompakta zu Spongiosa von 75 % zu 25 % so deutlich zu Unguns-
ten des spongiosen Bereiches, dass die Unterschiede in der Veraschung bzw. dem Aus-
wiegen marginal ausfallen bzw. die Messung zu ungenau fiir diese minimalen Verdnde-
rungen ist. In den Untersuchungen der Wirbelsdulenpraparate in unserem Versuchsauf-
bau zeigte sich wie in unseren Ergebnissen kein signifikanter Unterschied zwischen
SHAM- und ovarektomierter Gruppe, was wie zuvor beschrieben im Kontrast zur Litera-
tur steht. In dieser Versuchsreihe konnte jedoch ein Unterschied im Mikro-CT gesehen
werden, so dass vermutet wurde, dass eine hohere Genauigkeit der Mikro-CT-Messung
gegeniiber der Veraschung besteht (Flirst 2014). Dies deckt sich mit den Ergebnissen un-

serer Mikroradiographie.

4.5 Analyse der Serummarker

Beim Versuchsende wurden Blutproben gewonnen und aus diesen die alkalische Phos-
phatase und das Osteocalcin bestimmt. Es zeigten sich im Vergleich zur SHAM-Gruppe bei
allen anderen Gruppen ein Anstieg der ALP. Dieser war, bis auf die horizontal mit 70 Hertz

behandelte Gruppe, auch signifikant. Fiir das OC waren die Unterschiede zwischen allen
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Gruppen statistisch nicht signifikant, zeigten aber im Vergleich zur SHAM-Gruppe eine
leicht hohere Tendenz nach Ovarektomie. Einen signifikanten Unterschied zwischen der
ovarektomierten Gruppe und den WBV-Gruppen zeigten beide Werte nicht. In unseren
vorangegangenen Versuchsreihen mit lediglich einmal pro Tag durchgefiihrter WBV tiber
35 Tage zeigten die Werte keine Veranderung (Sehmisch et al. 2009; Tezval etal. 2010).
So kann vermutet werden, dass eine mehrmals pro Tag durchgefiihrte WBV einen grofie-
ren Benefit hat. OC und ALP fungieren als Marker der Knochenneubildung und steigen bei
vermehrtem Knochenneubau an. Die Ergebnisse in der Literatur weisen, wie auch unsere
Ergebnisse, eine hohe Heterogenitit der Werte auf (Hauschka 1989; Kalu 1991). Er-
schwerend kommt hinzu, dass besonders die genannten Laborparameter auch unter Ein-
fluss von verschiedenen Faktoren stehen. So konnen auch unsere Ergebnisse lediglich als

Hinweise verstanden werden und weitere Studien sind notwendig.
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4.6 Schlussfolgerung

Im Versuchsaufbau konnte die Intaktheit des osteoporotischen Rattenmodells (Validitat)
an Hand des Gewichtsverlaufs und der Uterusgewichte gezeigt werden. Wie die Ergeb-
nisse des Veraschungsversuches zeigten, kam es durch die stattgehabte Ovarektomie zu
einer signifikanten Abnahme der anorganischen Masse im Vergleich der SHAM-Gruppe
gegeniiber der ovarektomierten Gruppe und der ovarektomiert und therapierten Grup-
pen. Ein Einfluss der Ganzkoérpervibration auf die anorganische Masse konnte nicht ge-
zeigt werden. Im Bereich des Bruchtestes zeigten sich Tendenzen zu Gunsten der niedri-
gen Frequenzen, was auf die Starkung der Kompakta durch die niedrigen Frequenzen zu-
riickgefiihrt wurde. Dieser Bereich des Knochens ist maf3geblich verantwortlich fiir die
Stabilitat des Knochens und wird durch eine entstehende Osteoporose kaum beeinflusst.
Die Ergebnisse der Mikroradiographie zeigen einen signifikanten positiven Einfluss bei
den horizontal und vertikal mit 70 Hertz behandelten Gruppen und der horizontalen ge-
genuber der vertikalen WBV auf Trabekelparameter im Vergleich zur ovarektomierten
Gruppe. Die bisherige Literatur spricht eher von einem Effekt durch vertikale Belastung,
wobei sich gerade in der Mikroradiographie eine hohere Signifikanz in Richtung positi-
vem Effekt bei den horizontal vibrierten Tieren zeigte. Dies fiihren wir auf die anatomi-
schen Gegebenheiten und damit Sensitivitat des proximalen Femurs auf horizontale WBV
zuriick. Weiterhin unklar bleibt bei der Varianz der Ergebnisse zwischen den verschiede-
nen Literaturquellen, in welcher Form die WBV den bestmoéglichen Einfluss auf die Oste-
oporose und als supportive oder alleinige Therapie bei Osteoporose eine positive Auswir-
kung auf den Knochen hat. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen Hinweise auf
einen Benefit bei der mittelfristigen WBV bei hoheren Frequenzen und einer zweimal tag-
lichen Applikation mit niedriger Belastung. Hierbei erscheint vor allem in der Mikroradi-
ographie die hoherfrequente WBV mit 70 Hertz in horizontaler Schwingung fiir den
Femur geeigneter. Demgegeniiber scheinen die niedrigeren Frequenzen in vertikaler
Richtung eher eine Starkung der Kompakta zu verursachen. Weitere Studien mit einheit-
lichem Studiendesign und gegebenenfalls die Erweiterung auf ein Grofdtiermodell sind
notwendig, um diese Erkenntnisse zu festigen und zu belegen. Im Anschluss daran miis-
sen die neueren Daten dann auch auf den Menschen und entsprechende klinische Studien
transferiert werden, was neuere Studien bereits versuchen. Interessant scheint der As-

pekt der mehrmals taglichen WBV.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, den zweifelslos belegten Effekt der Whole-Body-Vib-
ration im etablierten osteoporotischen Rattenmodell an Hand des proximalen Femurs
(Trochanterregion) genauer zu untersuchen. Auf Grund der vorliegenden Heterogenitat
der Literatur war das Primaérziel herauszufinden, welche Frequenz, welche Richtung, wel-
che Dauer und Anzahl die besten Ergebnisse zeigt. Hierzu verwendeten wir 90 weibliche
Ratten des Typs Sprague Dawley, von denen fiir die Untersuchungen am Versuchsende 83
Tiere zur Verfiigung standen. Es erfolgte im Alter von drei Monaten eine Ovarektomie zur
Induktion einer Osteopenie. Acht Wochen nach Ovarektomie wurde fiir 30 Tage die WBV
zweimal taglich fiir 15 Minuten durchgefiihrt. Es wurden unterschiedliche Vibrationsar-
ten getestet. 35-Hz-h, 35-Hz-v, 70-Hz-h und 70-Hz-v. Als Kontrollgruppen wurden nichto-
varektomierte, scheinoperierte Ratten (SHAM) und ovarektomierte Ratten ohne Therapie
(OVX) genutzt. Erstmals in unserer Versuchsreihe wurde mehrmals taglich therapiert.
Nach 30 Tagen wurden die Tiere getotet und es erfolgte die Entnahme der Femora fir
einen Bruchtest, einen Veraschungstest, eine Mikroradiographie und eine Serumanalyse.
Der Bruchtest zeigte Tendenzen zu Gunsten der WBV. Den grofdten Benefit gab es hierbei
in der 35-Hz-v- gefolgt von der 70-Hz-h-Gruppe. Dies fithren wir auf eine Starkung der
Kompakta durch niedrigere Frequenzen zuriick, wobei die Kompakta essentiell fiir die
Stabilitat des Femurs ist. In der Mikroradiographie konnte eine signifikante Zunahme al-
ler trabekuldren Werte bei den beiden 70-Hz-, sowie der 35-Hz-h-Gruppe gezeigt werden.
Die hochste Signifikanz lag bei der 70-Hz-h- und 70-Hz-v-Gruppe. Die Kompakta zeigte
sich unbeeinflusst. Die Ergebnisse im Bereich der Mikroradiographie stehen mit fritheren
Studien in Einklang und zeigen, dass die hohen Frequenzen mit niedriger Belastung zu
praferieren sind. Eine Divergenz zeigt sich jedoch, da die horizontale WBV in Kontrast zu
vorangegangenen Studien in unserer Arbeit auf Signifikanzniveau tiberlegen erscheint. In
der Veraschungsanalyse konnten keine signifikanten Anderungen durch die WBV gezeigt
werden. Lediglich die Intaktheit des Modells konnte durch einen signifikanten Unter-
schied der anorganischen Masse im Vergleich SHAM zu allen ovarektomierten Tieren ge-
zeigt werden. Hier ware kritisch zu hinterfragen, ob in einem erneuten Versuchsaufbau
die additive Nutzung eines QCT sinnvoll ware. Klare Empfehlungen kénnen noch nicht
festgehalten werden, jedoch wurden weitere Erkenntnisse fiir die Erforschung der WBV
und gegebenenfalls therapeutische Nutzung in der Zukunft gewonnen. Folgende Studien

sollten die hoherfrequente WBYV in horizontaler Richtung in Hinblick auf eine Zunahme
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Zusammenfassung

der Knochendichte im Bereich des Femurs untersuchen. So sollte das Ziel sein eine opti-
male Frequenz zu finden. Auch scheint die Haufigkeit der taglichen Therapie einen posi-
tiven Einfluss zu haben, wobei die Anzahl pro Tag unklar bleibt. Es sollte somit der Ein-
fluss der mehrmaligen WBV Untersuchungsgegenstand weiterer Arbeiten sein. Diese Er-
gebnisse sollten im Weiteren dann auf ein Grofstiermodell und in der Folge in klinischen
Studien beim Menschen angewandt werden, um die WBV als nichtpharmakologische Os-

teoporosetherapie zu etablieren.
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