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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Die Osteoporose ist ein weltweites Gesundheitsproblem, welches aufgrund steigender
Lebenserwartung stetig an Bedeutung gewinnt. Die Erkrankung geht fur den Patienten mit
Schmerzen, Immobilisation und einem wesentlichen Verlust von Lebensqualitat einher. Im
Jahre 2003 waren in der Bundesrepublik Deutschland fast acht Millionen Menschen von einer
Osteoporose betroffen, die daraus resultierenden Kosten beliefen sich auf 5,4 Milliarden Euro
pro Jahr (Haussler et al. 2007).

Die Anpassung des Knochengewebes an mechanische Druck- und Zugbelastung war erstmals
von Julius Wolff beschrieben worden, er ging davon aus, dass der Knochen durch
Modifikation der Trabekelstruktur mit méglichst geringer Knochenmasse eine méglichst hohe
mechanische Stabilitat zu erreichen sucht (Wolff 1892). Die Theorien Wolffs wurden stetig
weiterentwickelt und resultierten letztlich in der Hypothese, die Knochenfestigkeit durch
mechanische Stimulation verbessern zu konnen. Seitdem wurde eine Reihe von Studien
durchgefihrt, in denen verschiedene osteoporotische Versuchstiere durch mechanische Reize,
meist in Form der Ganzkdrpervibration, stimuliert und deren Knochen im Anschluss
untersucht wurden. Aufgrund unterschiedlicher Methoden zur Analyse der Knochen und
inkongruenter Applikation des Reizes (Dauer, Frequenz, Amplitude) mangelt es den bisher
veroffentlichten Daten teilweise an Vergleichbarkeit. Die bisherige Datenlage lasst vermuten,
dass die Ganzkorpervibration eine nicht-pharmakologische Therapieoption fur die
Osteoporose sein kénnte (Rubin et al. 2006).

Ziel dieser Arbeit ist es, genauer zu differenzieren, welche Vibrationsfrequenzen bei
vertikaler Vibrationsrichtung auf welche Weise die verschiedenen Anteile des
osteoporotischen Knochens beeinflussen. Zu diesem Zweck werden die Wirbelkorper
osteoporotischer Ratten nach Ganzkdrpervibration mit den Frequenzen 35, 50, 70 und 90 Hz
untersucht. Vorteil der Analyse von Lendenwirbelkérpern ist, dass hier gleichzeitig der Effekt
sowohl auf trabekuléren als auch auf kortikalen Knochen beobachtet werden kann. Da der
Wirbelkdrper als funktionelle Einheit betrachtet werden muss, wird seine biomechanische
Stabilitat gemessen, indem der Wirbelkdrper in toto einem biomechanischen
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Kompressionstest unterzogen wird, nicht Stanzzylinder wie in den meisten bisherigen
Studien. Weiter werden die Knochenmineraldichte sowie der prozentuale Gehalt von Calcium
und Phosphat bestimmt, um den Einfluss der Vibration auf diese Parameter und deren
Einfluss wiederum auf die mechanischen und morphologischen Eigenschaften des Knochens
zu erfassen. Die mikroradiographische Untersuchung wird Aufschluss uber die Morphologie

von Kortikalis und trabekuldrem Netzwerk geben.

1.2 Theoretische Grundlagen

1.2.1  Knochen

Das Knochengewebe setzt sich zusammen aus einer kalziumhaltigen Extrazellularsubstanz,
der Knochenmatrix, den Knochenzellen (Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten) und
Mineralien. AuRerdem enthdlt der Knochen Bindegewebe, Knorpel, rotes und gelbes
Knochenmark sowie als Versorgungsstrukturen Nerven und GefaRe. Die drei wesentlichen
Aufgaben, welche das Knochengewebe erfiillen muss, sind hohe Belastbarkeit, hohe
Elastizitit und mdoglichst geringes Gewicht. Mit einer Dichte von 2-3 g/ml ist das
Knochengewebe eines der schwersten Gewebe im menschlichen Korper, wobei der Knochen
nicht allein aus massivem Gewebe aufgebaut ist, sondern nur direkt unter dem Periost aus der
dichteren Substantia corticalis besteht. Diese umgibt die weniger dichte, leichtere Substantia
spongiosa, die aus schwammartigen, nach Trajektionslinien ausgerichteten Knochenbalkchen
aufgebaut ist. Diese Anordnung der Trabekel folgt den biomechanischen Einflissen, denen
der Knochen ausgesetzt ist. Laut dem vom Berliner Anatomen und Chirurgen Julius D. Wolff
1892 veroffentlichten Gesetz bewirkt diese Anpassung der Substantia spongiosa die maximale
Stabilitdt des Knochens (Wolffsches Gesetz, (Wolff 1892)). Besonders in axialen und
dementsprechend mechanisch stark beanspruchten Teilen des Skeletts wie dem proximalen
Femur und der Wirbelsdule ist diese trajektorelle Bauweise ausgeprégt. Das Knochengewebe
befindet sich standig im Umbau, verantwortlich hierfir sind die Knochenzellen, wobei die
Signaltransduktion dieser Zellen untereinander Gegenstand der Forschung ist. Alle inneren
Oberflachen des Knochens sind mit Endost ausgekleidet, aufien ist der Knochen, den Bereich
der Gelenkflachen ausgeschlossen, von Periost Uberzogen (Bartl 2008; Benninghoff und
Drenckhahn 2008; Junqueira und Carneiro 2004).
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1.2.2  Osteozyten

Die Osteozyten sind ehemalige Osteoblasten, welche von mineralisierter Knochenmatrix
eingeschlossen sind. Sie liegen in linsenformigen Lakunen und ihre Ausléufer erstrecken sich
entlang zahlreicher Knochenkanalchen, den Canaliculi. Die Zellen und ihre Auslaufer fillen
die sie umgebenden Hohlrdume jedoch nicht vollig aus, so dass ein schmaler Bereich frei
bleibt, der nur Kollagenfibrillen und interstitielle Fllssigkeit enthalt, jedoch nicht
mineralisiert ist. Somit sind alle Osteozyten via Diffusion erreichbar, auRerdem verbinden gap
junctions sie mit ihren direkten Nachbarn und mit den Zellen des Endosts.

Die Funktion der Osteozyten ist noch nicht abschlieBend erforscht. Sie scheinen jedoch fir
die Erhaltung des Knochens von Bedeutung zu sein, denn wo sie nicht mehr vital sind, bauen
Osteoklasten die Knochenmatrix ab. Des Weiteren zeigen neuere Publikationen, dass die
Osteozyten als mechanosensitive Zellen des Knochens die Signaltransduktion initiieren,
welche die Reaktion des Knochens auf die externen Einflisse zur Folge hat. Die Osteozyten
sind elastisch mit der Knochenmatrix verbunden und erfahren somit den selben mechanischen
Reiz wie der Knochen selbst (Turner et al. 2009). Da sie selbst nicht in der Lage sind, neue
Knochensubstanz zu bilden, missen sie Signale an Osteoblasten und Osteoklasten als
Effektorzellen vermitteln, um die Knochenstruktur zu beeinflussen. Wichtige Botenstoffe
scheinen dabei Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandine zu sein, so fiihrte die
mechanische Stimulation von Zell- und Gewebekulturen in vitro zu einer vermehrten
Produktion von verschiedenen Prostaglandinen und NO (Klein-Nulend et al. 1997; Pitsillides
et al. 1995; Somjen et al. 1980). Umgekehrt hatte die Hemmung der Prostaglandin- und NO-
Synthese in vivo ein Ausbleiben der Reaktion von Knochengewebe auf mechanische
Stimulation zur Folge (Forwood 1996; Fox et al. 1996; Turner und Pavalko 1998). Ein
weiterer Mediator ist das Protein Sclerostin. Es wird von Osteozyten freigesetzt und hemmt
die Neubildung von Knochensubstanz durch Osteoblasten. Dabei ist die Sekretion von
Sclerostin proportional zu den auf den Knochen einwirkenden Kréaften, im mechanisch
beanspruchten Knochen wird die Expression des Proteins unterdrickt und somit die

hemmende Wirkung auf die Osteoblasten aufgehoben (Turner et al. 2009).

1.2.3  Osteoblasten
Die Osteoblasten entstehen aus mesenchymalen Vorlauferzellen, den Osteoprogenitor-Zellen,

aus deren Pool unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren und Hormonen zeitlebens neue
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Osteoblasten gebildet werden konnen. Aufgabe der Osteoblasten ist die Synthese und
Sekretion von organischen Anteilen der Knochenmatrix, vor allem Typ-I-Kollagen,
Proteoglykane und Glykoproteine. Das appositionelle Knochenwachstum geschieht durch
Ablagerung neuer Knochenmatrix auf bereits vorhandener, mineralisierter Matrix. Die
aktiven Osteoblasten liegen dementsprechend immer einer freien Oberflache des Knochens
an. Sie liegen einschichtig nebeneinander, nahe der mineralisierten Matrix, von dieser jedoch
durch die noch nicht mineralisierte Osteoid-Schicht, welche sie selbst synthetisiert haben,
getrennt. Wenn die Osteoid-Schicht durch Einlagerung von Kalziumphosphat in die stabile
Knochenmatrix umgewandelt wird, wird ein Teil der Osteoblasten in der mineralisierten
Matrix eingeschlossen und damit zu Osteozyten, die Zellen des anderen Teils gehen nach
Beendigung der Synthese entweder durch Apoptose zugrunde oder sie reihen sich wieder als

inaktive Zellen in das Endost ein (Lullmann-Rauch 2003).

1.2.4  Osteoklasten

Progenitorzellen der Osteoklasten sind Vorlduferzellen des Monozytaren Phagozytensytems
im Knochenmark. Die mehrkernigen Osteoklasten entstehen durch Fusion von bis zu 100
einkernigen Vorlaufern. Die aktiven Osteoklasten liegen direkt an der mineralisierten Matrix,
sie demineralisieren das Knochengewebe und resorbieren die entstandenen Abbauprodukte.
Dadurch sind sie von entscheidender Bedeutung bei Umbauvorgingen im Knochen und der
Freisetzung bzw. Einlagerung von Kalzium. Die Rekrutierung, Differenzierung und
Aktivierung dieser Zellen wird durch Hormone (Parathormon, Calcitonin, Ostrogen, Leptin)

und Wachstumsfaktoren beeinflusst (Lillmann-Rauch 2003).

1.2.5 Extrazellularmatrix

Die Extrazellularmatrix ist die mineralisierte Substanz zwischen den Knochenzellen. Ihre
Hauptbestandteile sind Kollagenfibrillen (Uberwiegend Typ-I-Kollagen), welche 95% der
organischen Masse ausmachen, und Hydroxylapatit-Kristalle. Letztere sind aus Calcium-,
Phosphat- und Hydroxyl-lonen aufgebaut und machen 45% des Feuchtgewichts im
Knochengewebe aus. Des Weiteren finden sich im anorganischen Teil weitere lonen wie
Fluorid, Magnesium und Carbonat. Der organische Anteil enthalt zusétzlich zu den
Kollagenfibrillen Proteoglykane und verschiedene Glykoproteine wie Osteocalcin und

Sialoprotein.
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Die Kollagenfibrillen bestimmen die Ausrichtung der Mineralkristalle, da diese sich an deren
Oberflache und in deren Innerem longitudinal anordnen. Diese besondere Zusammensetzung
aus druckfesten Mineralkristallen und zugfesten Kollagenfibrillen verleiht dem Knochen

seine Biegefestigkeit (Junqueira und Carneiro 2004; Lillmann-Rauch 2003).

1.2.6  Knochenumbau

Waéhrend der Wachstumsphase wird der Knochen durch stetigen An- und Umbau von
Knochensubstanz verdndert, bis er seine endgiiltige Form hat. Auch im ausgewachsenen
Skelett jedoch findet ein standiger Umbau, das so genannte remodelling statt. Dabei werden
jahrlich 28% der Substantia spongiosa und 4% der Substantia corticalis erneuert. Zweck des
Umbaus ist die Reparatur Kkleiner Defekte, die funktionelle Anpassung an mechanische
Beanspruchungen und die Bereitstellung von Calcium.

Fur eine ausgeglichene Bilanz zwischen der Arbeit der Knochen-abbauenden Osteoklasten
und der aufbauenden Osteoblasten ist die mechanische Beanspruchung des Knochens der
bedeutendste Faktor. Diese Art der Regulierung kann jedoch durch die Wirkung
verschiedener Hormone (berlagert sein, so hemmt zum Beispiel Ostrogen die durch
Osteoblasten induzierte Rekrutierung von Osteoklasten und damit den Knochenabbau. Das
Schilddriisenhormon Calcitonin hemmt direkt die Osteoklasten, sein Antagonist aus der
Nebenschilddrise, das Parathormon, mobilisiert Osteoblasten, welche wiederum die
Entstehung von Osteoklasten fordern und wirkt damit einem sinkenden Calciumspiegel im
Blut entgegen (Lillmann-Rauch 2003).

Im menschlichen Korper nimmt die Knochenmasse bis zum 20.-30. Lebensjahr
physiologischerweise zu, und erreicht im Anschluss daran eine Plateauphase, in der
Knochenbildung und Knochenabbau im Gleichgewicht stehen (peak bone mass). Die
maximale Knochenmasse ist fir die menschliche Wirbelséule zwischen dem dreifigsten und
vierzigsten Lebensjahr erreicht (Rodin et al. 1990), der erreichte Wert ist ein Pradiktor flr das
spatere Auftreten einer Osteoporose. Die peak bone mass wird durch Faktoren wie
Geschlecht, genetisches Potential und Umwelteinfliisse (Bewegung, Kalziumzufuhr)
beeinflusst. Mit Ende der Plateauphase wird die Bilanz der Knochenmasse negativ, der
durchschnittliche Verlust betragt unabhéngig vom Geschlecht etwa 1% pro Jahr, dabei sind
Wirbelkdérper und proximales Femur etwas mehr betroffen als die tbrigen Skelettareale.
Aufgrund des Ostrogenmangels kann der Verlust an Knochenmasse bei der postmenopausalen
Frau auf bis zu 4% steigen, das bedeutet, dass Frauen zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr

durchschnittlich ungefédhr 40% ihrer Knochenmasse verlieren, Ménner dagegen nur 12%.
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Zusatzlich zum Substanzverlust verédndern sich die statischen Eigenschaften des Knochens im
Alter auch durch die verminderten Verkntpfungspunkte in der Trabekelstruktur (Bartl 2008).

1.3 Osteoporose

1.3.1  Definition
Die Definition der Osteoporose ist in der Vergangenheit mehrfach modifiziert worden. Im
April 1993 definierte man auf der International Consensus Development Conference on

Osteoporosis (Christiansen 1993) die Osteoporose wie folgt:

,,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, welche durch eine
niedrige Knochenmasse und Verfall der Mikroarchitektur des Knochengewebes,
einhergehend mit erhohter Knochenbrichigkeit und erhohtem Frakturrisiko,

charakterisiert ist.*

Dabei wird die Knochenmasse in Relation zur peak bone mass der Altersgruppe gesetzt.
Friher wurde die Diagnose einer Osteoporose nur nach einem Frakturgeschehen gestellt, nach
der neuen Definition kann eine Osteoporose auch préklinisch ohne Fraktur vorliegen. Als
manifest wird die Osteoporose bezeichnet, wenn sie bereits zu einer oder mehreren Frakturen
gefiihrt hat.

Nach der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (World Health Association, WHO)
liegt eine Osteoporose per definitionem dann vor, wenn die Knochendichte 2,5
Standardabweichungen unter den Mittelwert der Knochendichte skelettgesunder Erwachsener
zwischen dem zwanzigsten und vierzigsten Lebensjahr (T-Score) fallt. Liegt der Wert der
Standardabweichung zwischen -1 und -2,5 spricht man von einer Osteopenie (Bonjour et al.
2004).

1.3.2  Epidemiologie
Mit Gber 200 Millionen betroffenen Menschen weltweit ist die Osteoporose eine der am
weitesten verbreiteten skelettalen Erkrankungen (Gardner et al. 2006). Der groRte

Risikofaktor, eine Osteoporose zu entwickeln, ist ein hohes Lebensalter, entsprechend der
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demographischen Entwicklung gewinnt die Osteoporose zunehmend auch an wirtschaftlicher
Bedeutung (Cummings und Melton 2002).

Im Jahr 2003 waren in der Bundesrepublik Deutschland 7,8 Millionen Menschen im Alter von
uber 50 Jahren an Osteoporose erkrankt, das entspricht einer Pravalenz von 26%. Bei Frauen
war die Pravalenz dabei mit 39% deutlich hoher als bei Mannern mit 9,7%, etwa 60% der
Frauen Uber 75 Jahre waren von einer Osteoporose betroffen. Innerhalb dieses Kollektivs
hatten 4,3% der Patienten eine osteoporotische Fraktur, die h&ufigsten Lokalisationen dabei
waren die Hufte, das Handgelenk und die Wirbelkorper (Haussler et al. 2007).

Obwohl neuere Studien aufzeigen, dass bis zu 60% aller Hift- und Wirbelfrakturen bei
Patienten Uber 45 Jahren im Zusammenhang mit einer Osteoporose stehen, wird diese
Ursache meist nur dann erkannt, wenn die Fraktur typisch lokalisiert ist (Melton et al. 1997).
Im Jahre 2003 beliefen sich die direkt durch Osteoporose entstandenen Kosten in der

Bundesrepublik Deutschland auf rund 5,4 Milliarden Euro pro Jahr (Haussler et al. 2007).

1.3.3  Einteilung
Fur die Einteilung der Osteoporose gibt es verschiedene Ansétze:

1.3.3.1 Einteilung anhand der Ausdehnung

Man unterscheidet je nach Befallsmuster am Skelett die lokalisierte Osteoporose von der
typischeren generalisierten Osteoporose.

Die lokalisierte Osteoporose betrifft also nur einzelne Regionen des Skeletts. Urséchlich kann
Inaktivitat einer Extremitat im Rahmen einer Immobilisation durch Schienung oder eine
Parese sein. Des Weiteren kdnnen der lokalisierten Osteoporose verschiedene Krankheiten
zugrunde liegen. Zu nennen ist hier Morbus Sudeck, die erstmalig bei Schwangeren
beschriebene transiente Osteoporose und das Gorham-Syndrom.

Auch die klassische generalisierte Osteoporose befallt nicht homogen das gesamte Skelett,
sondern die Pradilektionsstellen Wirbelséule, Schenkelhals und distalen Radius. Dabei
verhélt sie sich jedoch immer symmetrisch. Die juvenile und die postmenopausale Form
manifestieren sich besonders am Achsenskelett, die senile Form betrifft auch die
Réhrenknochen (Bartl 2008).

1.3.3.2  Einteilung anhand der Atiologie
Anhand der Krankheitsentstehung wird bei der Osteoporose eine primére von einer

sekundaren Form unterschieden. Als primére Osteoporose bezeichnet man die &tiologisch
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ungeklarte Form, welcher keine andere Erkrankung zugrunde liegt. Zu den priméren
Osteoporosen zéhlen die primdr idiopathische Osteoporose sowie die Typ-I- und die Typ-II-
Osteoporose. Wird die Osteoporose dagegen durch eine definierte Grunderkrankung
ausgelost, so spricht man von einer sekundaren Osteoporose. Sekundére Osteoporosen
machen nur 5% der Osteoporose-Falle aus, sind jedoch Ursache von 20% der
osteoporotischen Frakturen.

Die Einteilung nach der Atiologie der Osteoporose ist besonders aus therapeutischer Sicht
entscheidend, da je nach Grunderkrankung verschiedene Ansdtze einer Therapie zur
Verfugung stehen (Bartl 2008).

Die wichtigsten Ursachen der sekundéren Osteoporose werden in Tabelle 1 zusammengefasst:

Tabelle 1: Ursachen der sekundéren Osteoporose, modifiziert nach Classen et al. 2003

endokrinologisch e Hypogonadismus

e Hyperparathyreoidismus
e Hyperthyreose

e Cushing-Syndrom

e Diabetes mellitus

neoplastisch e Plasmozytom
e Mastozytose
e Non-Hodgkin-Lymphom

e Diffuse Knochenmarkskarzinose

pharmakologisch e Glukokortikoide
e Heparine
e LHRH-Analoga

gastrointestinal e Pankreasinsuffizienz
e Anorexia nervosa

e Morbus Crohn

e Biliare Zirrhose

e Sprue

hereditar e Osteogenesis imperfecta
e Marfan-Syndrom
e Ehlers-Danlos-Syndrom

e Homozystinurie

rheumatologisch e Chronische Polyarthritis
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1.3.3.3 Einteilung anhand des Patientenalters

Die héaufigste Form der priméren Osteoporosen ist die Typ-1-Osteoporose. Diese beschrankt
sich auf die Substantia spongiosa des Knochens, da diese schneller und haufiger umgebaut
wird und als Folge dessen friiher betroffen ist, als die Substantia corticalis. Somit findet man
die Typ-1-Osteoporose in vorwiegend trabekuldren Teilen des Skelettes wie der Wirbelsdule
und dem proximalen Femur, sie betrifft besonders Frauen mit postmenopausalem
Ostrogenmangel.

Die fortgeschrittene Typ-11-Osteoporose (senile Osteoporose) ist nicht mehr auf das
Achsenskelett beschrankt, sondern betrifft auch die Substantia corticalis und damit die
Réhrenknochen der Extremitéten. Betroffen sind vor allem Patienten tiber 70 Jahre und das
Verhaltnis von Frauen zu Mannern hat sich mit 2:1 angenéhert, ein Hinweis darauf, dass ab
einem gewissen Alter der Ostrogenmangel nicht mehr die entscheidende Ursache zu sein
scheint, sondern ein generell altersbedingter Substanzverlust. So sind alte Menschen weniger
mobil, Vitamin-D- und Kalziumstoffwechsel sind gestért und die Anzahl der Osteoklasten
steigt. Ungeféhr 80% der osteoporotischen Frakturen sind dem Altersabschnitt einer Typ-1I-
Osteoporose zuzuordnen.

Die Differenzierung zwischen Typ-1- und Typ-I1-Osteoporose ist im klinischen Alltag kaum
relevant (Bartl 2008).

1.3.3.4 Einteilung anhand der Dynamik des Knochenabbaus

Ungeachtet der Atiologie kategorisiert diese Einteilung nach der Geschwindigkeit des
Substanzverlusts. Im gesunden Knochengewebe stehen dessen Abbau und Bildung
miteinander im Gleichgewicht. Bei mangelnder Knochenbildung oder uberschiefendem
Knochenabbau resultiert langsam eine negative Bilanz (,Jow turnover®). Treten beide
Vorgange parallel auf, so entsteht die Osteoporose schneller (,,high turnover). Je nach
Kategorie wird ein antiresorptives oder ein die Knochenbildung stimulierendes
Therapiekonzept verfolgt (Bartl 2008).

1.3.4  Osteoporose und Ostrogen
Die drastisch erhohte Pravalenz der Osteoporose bei postmenopausalen Frauen l&sst
vermuten, dass die verminderte Ostrogensynthese in der Pathogenese von groRer Bedeutung

ist. Ein weiterer Hinweis auf den Zusammenhang von Ostrogenspiegel und Osteoporose ist
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die Tatsache, dass adipdse Patientinnen mit ihrer erhéhten Ostrogenproduktion im Vergleich
zu untergewichtigen Frauen ein geringeres Risiko haben, an Osteoporose zu erkranken. Dabei
ist jedoch zu beachten, dass adiptse Patienten durch ihr erhdhtes Korpergewicht zusétzlich
den Knochen mechanisch stimulieren.

Die Zellen des Knochens, Osteoblasten, Osteozyten wund Osteoklasten, tragen
Ostrogenrezeptoren. Von den beiden Ostrogenrezeptoren ERa und ERP scheint Ersterer im
Knochenstoffwechsel entscheidend zu sein (Lee et al. 2003). Ostrogen hemmt auf mehreren
Wegen die Resorption von Knochensubstanz, indem es die Lebensdauer der Osteoklasten auf
verschiedenen Signalwegen durch Hemmung von Zytokinen (Interleukin -1, -6,
Tumornekrosefaktor 1,2) verkirzt (Pacifici 1998; Riggs 2000). Eine Untersuchung an 124
postmenopausalen Frauen konnte zeigen, dass eine frilhe Menopause vor dem 45. Lebensjahr
und ein Zeitraum von weniger als 30 Jahren zwischen Menarche und Menopause eine

geringere Knochendichte zur Folge haben kann (Sioka et al. 2009).

1.3.5 Risikofaktoren

Haufig entwickelt sich die manifeste Osteoporose aus einer préklinischen primaren
Osteoporose, multiplen Risikofaktoren und mdoglicherweise zusatzlich einer sekundéren
Osteoporose als multifaktorielles Geschehen. Anthropometrische Risikofaktoren fir eine
osteoporotische Fraktur sind weibliches Geschlecht, Untergewicht, Uberdurchschnittliche
KorpergroRe und das Alter, wobei das relative Risiko pro 5 Jahre um 1,4 bis 2,0 zunimmt. Die
familidre und die individuelle Frakturanamnese sind weitere wichtige Faktoren fur die
Risikoabschatzung. So steigt das Risiko fir eine osteoporotische Wirbelkorperfraktur mit
jeder erlittenen Fraktur. Bei einer vorbestehenden Wirbelkorperfraktur liegt das relative
Risiko, erneut eine solche Fraktur zu erleiden, bei 4, wahrend es bei anamnestisch drei
Frakturen auf 10 ansteigt. Dabei ist nicht relevant, ob die Frakturen symptomatisch waren
oder klinisch stumm verlaufen sind.

Geringe korperliche Belastung erhoht das relative Risiko auf 2,4. Ebenfalls prédisponierend
sind regelméBiger Nikotinkonsum, Kalziummangel und geringe Exposition gegenuber
Sonnenlicht. Im Alter von 70 Jahren findet sich bei 90% aller Patienten ein latenter oder
manifester Vitamin-D-Mangel (Classen et al. 2004).

Knochenunabhdngige Faktoren im  hoheren  Lebensalter sind  Mobilitdt  und
Koordinationsfahigkeit des Patienten. Motorische Einschrdnkungen, herabgesetzte Vigilanz,
Sehstérungen und neurologische Defizite erhdohen die Sturzneigung und damit das

Frakturrisiko.
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Ein entscheidender Risikofaktor fir die Entstehung einer Osteoporose ist mangelnde
korperliche Aktivitat. Demzufolge kénnen auch junge Patienten in wenigen Monaten bis zu
30% ihrer Knochenmasse verlieren, wenn sie zum Beispiel aufgrund eines Traumas mit
Querschnittsymptomatik Uber einen langeren Zeitraum immobilisiert sind. Dagegen wirkt
ubermaRige korperliche Aktivitdt nicht protektiv. Auch Hochleistungssportlerinnen sind
besonders gefahrdet, eine Osteoporose zu entwickeln, da sie aufgrund strenger Didten und
hoher korperlicher Belastung einen sehr geringen Korperfettanteil und dementsprechend

einen erniedrigten Ostrogenspiegel haben (Bartl 2008).

1.3.6  Diagnostik

Die frihe Diagnosestellung ist neben der Vermeidung von Risikofaktoren entscheidend fir
die Behandlung der Osteoporose und die Verminderung des osteoporotischen Frakturrisikos.
Dabei ist die alleinige Diagnose nicht ausreichend, es muss geklart werden, wie viel
Knochenmasse zum Zeitpunkt der Untersuchung vorhanden ist und mit welcher

Geschwindigkeit sie abgebaut wird.

1.3.6.1 Indikation zur Diagnostik

Der Dachverband Osteologie (DVO) empfiehlt in seinen 2009 verdffentlichten Leitlinien die
Durchfiihrung einer Basisdiagnostik fur Patienten, deren klinisches Risikoprofil ein erhhtes
Frakturrisiko erwarten lasst (Pfeilschifter 2009). Das heildt, wenn trotz der allgemeinen
ProphylaxemalRnahmen ein Risiko von mindestens 20% besteht, dass der Patient innerhalb der
nachsten zehn Jahre eine Fraktur der Wirbelkorper und/oder des proximalen Femurs erleiden
wird. Auch bei einem Frakturrisiko unter 20% kann eine Basisdiagnostik empfehlenswert
sein, ndmlich dann, wenn operativ sanierbare Ursachen (primérer Hyperparathyreoidismus)
dem nur méRig erhohten Risiko zugrunde liegen. Die Ergebnisse der Diagnostik kdnnen
Indikationen fiir den chirurgischen Eingriff darstellen, gleichzeitig kann die Eliminierung
dieser Ursache zu einer nachhaltigen Reduktion des Risikos fiihren.

Ein Zehn-Jahres-Frakturrisiko ist bei Frauen Gber 70 und Mannern tber 80 Jahren aufgrund
des dominanten Risikofaktors Lebensalter prinzipiell so hoch, dass eine Basisdiagnostik
empfohlen wird, sofern die Ergebnisse der Untersuchungen fur den Patienten eine
therapeutische Konsequenz haben. Bei Frauen zwischen 60 und 70 Jahren bzw. Mannern
zwischen 70 und 80 Jahren ist der Schwellenwert tberschritten, wenn zusétzlich ein weiterer
beglnstigender Faktor vorliegt, als Beispiele sind vorangegangene Frakturen, positive

Familienanamnese  fur  proximale  Femurfrakturen,  Nikotinkonsum,  Immobilitét,

11
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Untergewicht, Sturzneigung und Hyperkortisolismus zu nennen. Bei Frauen unter 50 und
Méannern unter 60 Jahren steigt das Zehn-Jahres-Frakturrisikos selbst bei Vorliegen eines
Risikofaktors selten ber 20%, bzw. es ergeben sich selten therapeutische Konsequenzen,
welche Uber die Durchfihrung der allgemeinen Prophylaxemanahmen hinausgehen.
Ausnahme ist die vorangegangene Fraktur eines oder mehrerer Wirbelkorper,
Hyperkortisolismus oder Hyperparathyreoidismus.

1.3.6.2 Anamnese und kérperliche Untersuchung

Zu Beginn sollte ein ausfuhrliches Anamnesegesprach mit Fokus auf Risikofaktoren und
Krankheiten, welche eine sekundédre Osteoporose bedingen konnen, erfolgen. Die
anschlieBende korperliche Untersuchung prift die Korpergrofle des Patienten und seine
Haltung. Die Sinterung der Wirbelkdrper kann zu einer GréRenabnahme von mehr als 4 cm
fihren, wobei die Hohenminderung ausschlieflich in der Wirbelséule stattfindet und die
Beinldnge konstant bleibt. Physiologischerweise entspricht die Armspannweite eines
Menschen seiner Korpergrolie, dem Scheitel-Sohlen-Abstand. Da dieser bei der Osteoporose
abnimmt, ist Armspannweite relativ zu gro8. Durch die Verkirzung des Rumpfes kann es zu
schmerzhaftem Kontakt zwischen dem unteren Rippenbogen und dem Beckenkamm oder den
Dornfortsatzen kommen. Vom Ricken zu den Flanken bilden sich typische Hautfalten
(,, Tannenbaumphdnomen®).

Die keilformigen Einbriiche in der Brustwirbelsaule fiihren zum charakteristischen
Rundriicken, zur Quantifizierung des Ausmalies eignet sich die Messung der Distanz
zwischen Hinterkopf und Wand, wenn der Patient sich aufrecht mit dem Riicken zur Wand
stellt (Bartl 2008).

1.3.6.3 Labordiagnostik

Typische Verénderungen von Laborparametern fehlen bei der primédren Osteoporose,
allenfalls frische Frakturen koénnen einen vortibergehenden Anstieg der alkalischen
Phosphatase auslésen. Die Bedeutung der Labordiagnostik liegt hier in der
differentialdiagnostischen Abklarung sekundarer Osteoporosen (siehe 1.3.3.3) und anderer
Stoffwechselerkrankungen des Knochens.

Sie umfasst routinemanig im ersten Schritt  ein kleines Blutbild,
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit, alkalische  Phosphatase, Kalium, Kalzium,

Phosphat, Kreatinin, Transaminasen und y-GT.
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Zum Ausschluss hormoneller Ursachen werden nur bei klinischem Verdacht zusatzlich
Schilddriisenhormone (T3, T4, TSH), Geschlechtshormone (FSH, Ostrogen, Testosteron) und
Vitamin-D-Metabolite (Calcitriol, 25-Hydroxy-Vitamin-D) sowie Parathormon untersucht.
Die Bestimmung von Knochenumsatzparametern kann bei der Differenzierung zwischen
»slow*- und ,fast-loser“-Osteporosen helfen (siehe 1.3.3.4) und ermdglicht somit eine
spezifischere medikamentdse Therapie. Sie werden unterschieden in Parameter des
Knochenanbaus und Parameter des Knochenabbaus. Erstere werden typischerweise von
Osteoblasten produziert, als Beispiele sind die knochenspezifische alkalische Phosphatase
(bone specific alkaline phosphatase, BSAP), das Osteocalcin und das Osteonectin zu nennen.
Wegen ihrer Gewebespezifitat sind die BSAP und das Osteocalcin bisher die am besten
geeigneten Marker (Fassbender et al. 2002; Gomez et al. 1995), wobei das Osteocalcin einer
zirkadianen Rhythmik unterliegt.

Als Marker fur die Knochenresorption dienen vor allem Abbauprodukte des Knochengewebes
wie Kollagenbausteine, welche in die Blutbahn freigesetzt und renal ausgeschieden werden.
Verwendung finden Desoxypyridinolin und Cross-link-Telopeptide des Kollagen Typ I. Sie
sind spezifisch fur das Knochengewebe und werden nicht metabolisiert. Da auch ihr Spiegel
im Blut in Abh&ngigkeit von der Tageszeit schwankt, sollten die Blutentnahmen vormittags
beim nlchternen Patienten stattfinden. Sie eignen sich zur Messung des Therapieerfolgs bei
Hormonsubstitution oder Einnahme von Bisphosphonaten, von einem Therapieerfolg spricht
man bei einer Reduktion der Marker des Knochenabbaus um mindestens 30% gegeniiber dem
Ausgangswert.

Eine Erhohung der Knochenumsatzparameter in Blut oder Urin hat sich als unabhéngiger
Risikofaktor fir das Auftreten osteoporotischer Frakturen gezeigt. Dennoch werden sie im
klinischen Alltag noch nicht in der Routinediagnostik verwendet, da noch Kkeine
ausreichenden Informationen uber das Zusammenspiel mit anderen Risikofaktoren vorliegen
(Bartl 2008).

1.3.6.4 Projektionsradiographie

Konventionelle Rontgenaufnahmen des Skeletts lassen Verluste von Knochensubstanz erst
nach einer Demineralisierung von 30-40% erkennen und sind daher fir die Fruhdiagnose
ungeeignet. Dennoch sind sie wesentlicher Bestandteil der Osteoporose-Diagnostik, da sie fir
das Erkennen von Frakturen essentiell sind. Typische Zeichen osteoporotischer Frakturen der
Wirbelsdule sind Grund- und Deckplatteneinbriiche, Sinterungsfrakturen sowie Fisch- und
Keilwirbel mit einer Hohenminderung von mehr als 20%. Der Verlust an trabekuldrer
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Knochenmasse bei erhaltener Substantia corticalis zeigt sich im konventionellen Rontgen
durch eine auffallige Rahmenstruktur des Wirbelkdrpers.

Das Ausmal} der Deformierung der Wirbelsdule ldsst sich mit dem ,,Spine Deformity Index“
objektivieren. Dabei wird die Hohe eines Wirbelkorpers, bzw. dessen Mitte, Vorder- und
Hinterkante, mit der benachbarter Wirbelkorper verglichen. Der selten frakturierte BWK IV
dient als individuelle Norm (Classen et al. 2004).

Unverzichtbar sind die konventionellen Rodntgenaufnahmen zur Abklarung sekundarer
Osteoporosen und bei unklaren Rickenschmerzen, um andere Differentialdiagnosen wie
entzindlich-degenerative ~ Erkrankungen,  Osteomalazie und tumorfse  L&sionen
auszuschliel?en (Bartl 2008).

1.3.6.5 Messung der Knochendichte

Die Messung der Knochendichte ist die einzige Madoglichkeit, eine Osteoporose zu
diagnostizieren, bevor Frakturen auftreten. Sie ermdglicht die Risikoaussage flr spatere
Frakturen, dabei ist das Frakturrisiko bei einer Verminderung der Knochenmasse von 10% im
Bereich der Wirbelséule verdoppelt, im Bereich des proximalen Femurs verdreifacht. Wenn
bereits eine Fraktur vorliegt, wird die Messung der Knochendichte verwendet, um die
Diagnose einer Osteoporose zu bestatigen und deren Schweregrad zu bestimmen.

Das Prinzip der Knochendichtemessung beruht auf der Minderung der Intensitat von
Photonen- oder Rontgenstrahlen beim Durchtritt durch das Knochengewebe, wodurch indirekt
der Riickschluss auf die Knochendichte méglich ist. Hauptverantwortlich fur diesen Effekt ist
das Hydroxylapatit des Knochens, entsprechend dessen Masse die ionisierenden Strahlen
abgeschwécht werden. Je nach Methode wird der Knochenmineralgehalt in Gramm oder die
Knochenmineraldichte in g Calciumhydroxylapatit/cm? bzw. g/cm® gemessen.

Die Messmethoden sind wesentlicher Bestandteil der Osteoporosediagnostik. Ihre Bedeutung
flr die Bestimmung des Frakturrisikos ist jedoch nicht ausreichend. So ergaben verschiedene
Studien, dass eine verringerte Knochendichte nicht zwingend mit einem erhohten
Frakturrisiko einhergenen muss. Insgesamt konnten weniger als 20% der aufgetretenen
osteoporotischen Frakturen allein auf eine verringerte Knochendichte zurtickgefihrt werden,
die gleichzeitige Beachtung der Risikofaktoren ist von wesentlicher Bedeutung (Cummings
und Melton 2002; Sarkar et al. 2002; Watts et al. 2004).

1.3.6.5.1 DXA
Die duale RoOntgenabsorptiometrie (Dual Energy X-ray Absorptiometry) ist derzeit die
geléufigste Methode zur Messung der Knochendichte und die von WHO und dem
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Dachverband Osteologie (DVO) anerkannte Standardmethode zur Diagnose der Osteoporose
(Christiansen 1993; Pfeilschifter 2009). Bei der Messung strahlen zwei Energiequellen
unterschiedlicher Intensitat durch das Knochengewebe, anhand der Strahlenabsorption kann
der Mineralgehalt des durchstrahlten Gewebes als Absolutwert (g/cm) oder als Dichte
bezogen auf die Flache (g/cm?) errechnet werden. Es ist anzumerken, dass der als
Knochenmineraldichte bezeichnete Wert nicht dem der physikalischen Dichte entspricht,
welche als Masse pro Volumen (g/cm?) definiert ist.

Gemessen werden mit der DXA meist das proximale Femur und die Lendenwirbelkorper L1
bis L4, wobei nicht nur die Wirbelkorper, sondern auch Wirbelbdgen und Dornfortsatze
erfasst werden, welche zu einem erheblichen Anteil aus Substantia corticalis bestehen.

Die Methode ist nicht invasiv, schnell und preiswert. Bei einer geringen Strahlenbelastung,
welche nur 1-10% einer konventionellen Réntgenaufnahme entspricht, misst sie sehr prézise

und ist daher auch fir Verlaufskontrollen geeignet.

13652 QCT

Die quantitative Computertomographie kann an jedem Computertomographen erfolgen,
sofern dieser zuvor mit einem genormten Hydroxylapatit-Phantom kalibriert worden ist (Link
und Majumdar 2003). Diese Volumenmessmethode ist das beste Verfahren, den fur die
Osteoporose typischen Verlust von trabekuldarem Knochen an der Wirbelséule friih zu
detektieren, da sie die Differenzierung zwischen trabekuldren und kortikalen Knochenanteilen
erlaubt. Die ermittelten Werte werden als Masse Hydroxylapatit pro Volumen angegeben, die
Knochendichtemessung erfolgt also dreidimensional, ein Vorteil im Vergleich zur DXA. Die
Strahlenbelastung ist gegenuber der DXA jedoch etwa hundertfach erhoht, wodurch die QCT

fur regelmaRige Kontrolluntersuchungen ungeeignet ist.

1.3.6.5.3 QUS

Die quantitative Ultraschallmessung (quantitative Ultrasound) ist ein weiterer Ansatz in der
Knochendichtemessung, sie ist ebenso wie die DXA eine schnelle und preisgunstige, nicht-
invasive Methode, welche dabei aber ohne jede Strahlenbelastung auskommit.

Hier wird nicht nur die Absorption gemessen, sondern das Verhalten der Schallwellen, deren
Geschwindigkeit und Reflexion bestimmt. Das unterschiedliche Schallverhalten in
verschiedenen Geweben und Oberflachen gibt Aufschluss Giber Knochenstruktur und
-architektur. Dabei sind zwei Parameter ausschlaggebend, erstens die Schallgeschwindigkeit
(Speed of Sound, SOS, m/s) und zweitens die Schallwellenschwéchung (Broadband
ultrasound attenuation, BUA, dB/MHz).
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Fur die Messung missen kombinierte Schallsender und —empfénger an gegenuberliegenden
Seiten des Knochens lokalisiert sein, daher ist die Methode geeignet fur Knochen mit wenig
umgebendem Weichteilgewebe wie Phalangen, Calcaneus, Tibia und Radius. Die besonders
frakturgefahrdeten Areale Wirbelsaule und proximales Femur kénnen jedoch nicht untersucht
werden, die Ergebnisse von QUS-Messungen im Bereich der Wirbelsdule korrelieren nur
unzureichend mit denen valider Messungen der Knochendichte (Tuna et al. 2008). Eine
normale Knochendichte in den messbaren peripheren Knochen kann eine Osteoporose der
Wirbelsdule nicht ausschliel3en, bei pathologischen Werten in den Phalangen ist jedoch von
einer schweren generalisierten Osteoporose auszugehen. Zur Therapieplanung ist die QUS
dementsprechend nicht geeignet.

1.3.6.6 nCT

Die Knochendichtemessung allein lasst nur teilweise Rickschlisse auf die Festigkeit des
Knochens und damit einhergehend das Frakturrisiko zu, da sie nur die Makrostruktur des
Knochens erfasst. Dagegen ermdglichen neue, hochauflésende Techniken wie die Mikro-
Computertomographie die Bestimmung der Zahl der Trabekel sowie ihrer Verbindungen
untereinander und erlauben somit eine genauere Beschreibung der dreidimensionalen
Mikrostruktur des Knochens. Die puCT erreicht unter Verwendung einer im Vergleich zur
konventionellen Computertomographie deutlich héheren Strahlendosis eine Auflésung von
10-100 pum, so dass die einzelnen Trabekel klar voneinander abgegrenzt werden koénnen.
Bisher kann die pCT nur in der Bildgebung kleiner Knochen eingesetzt werden, so dass sie in
der Untersuchung der Knochen kleiner Tiere und von Knochenstanzbiospien zum Einsatz
kommt (Kalpakcioglu et al. 2008). Dabei konnten vergleichende Studien eine signifikante
Korrelation (p < 0,0001) zwischen den Ergebnissen der histologischen Untersuchung und der

uCT von Knochenbiopsien des menschlichen Beckenkamms belegen (Muller et al. 1998).

1.3.7 Therapie

Die Therapie der Osteoporose beinhaltet mehrere Ziele. Zum einen die Verbesserung der
Biomechanik des Knochens und die Senkung des Frakturrisikos, zum anderen die
Verbesserung der Lebensqualitat durch Linderung von Beschwerden wie Schmerzen oder
Bewegungseinschrdnkungen. Dabei sind allgemeine Basis- und ProphylaxemaRnahmen von

spezifischen medikamenttdsen Therapieansdtzen abzugrenzen.
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Der Dachverband Osteologie vertffentlicht diesbeziglich Empfehlungen in seinen Leitlinien,
welche alle drei Jahre aktualisiert werden. Die folgenden Abschnitte beziehen sich auf die
aktuellen Leitlinien von 2009 (Pfeilschifter 2009).

1.3.7.1  Allgemeine Basis- und ProphylaxemaBnhahmen

Unabhédngig von diagnostischen Ergebnissen und einer gezielten medikamenttsen Therapie
werden fur alle Risikopatienten Malinahmen zur Prophylaxe von osteoporotischen Frakturen
empfohlen.

Dazu gehort die konsequente kdrperliche Aktivitat, welche bei alteren Patienten zu einer
Senkung des Risikos fir proximale Femurfrakturen fiihrt. Patienten, welche aus Angst vor
Sturzereignissen oder Frakturen in ihrer Mobilitat eingeschrankt sind, konnen Hilfe in
ausgewiesenen Selbsthilfegruppen oder durch psychosoziale Betreuung finden. Generell
sollten die in 1.3.5 aufgeflihrten Risikofaktoren eruiert und, sofern moglich, beseitigt werden.
Bei Patienten mit erhohtem Sturzrisiko besteht die Moglichkeit, erstens im Rahmen einer
Begehung der Wohnréume ,,Stolperfallen zu entfernen und zweitens durch Hiiftprotektoren
und andere Hilfsmittel das Risiko fur Frakturen als Folge eines Sturzereignisses zu
minimieren. Eine jahrliche Sturzanamnese wir ab einem Alter von 70 Jahren empfohlen. Die
Therapie mit Medikamenten, welche das Sturzrisiko erhéhen (Antidepressiva, orthostatisch
wirkende Medikamente) oder die Entstehung einer Osteoporose beginstigen kodnnen
(Kortikoide, Glitazone) bedarf der kritischen Hinterfragung.

Bei der Erndhrung ist auf die ausreichende Zufuhr von Milchprodukten zu achten, um den
taglichen Kalziumbedarf von 1000 mg zu decken. Kann die Erndhrung dies nicht
gewadhrleisten, sollte Kalzium supplementiert werden, dabei sollte die Gesamtmenge des
zugefuhrten Kalziums 1500 mg jedoch nicht tberschreiten. Gleiches gilt fur Vitamin D bei
einer Konzentration unter 20 ng 25-Hydroxy-Vitamin D pro ml Serum. Bei den meisten
Patienten wird diese Grenze durch die langfristige Gabe von 1000 IE Vitamin D pro Tag
uberschritten, die Messungen unterliegen jedoch enormen Schwankungen und sind aufgrund
der mangelnden Standardisierung derzeit nicht generell zu empfehlen. Bei einem Body Mass
Index unter 20 kg/cm? sollte die Ursache des Untergewichts abgeklart und eine ausreichend
kalorische Ernédhrung empfohlen werden.

Wegen des erhohten Risikoprofils alterer Patienten und postmenopausaler Frauen sollte bei

diesen besonderes Augenmerk auf die Préaventionsmalnahmen gelegt werden.
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1.3.7.2 Indikationen fir die medikamentdse Therapie

Liegt das aufgrund vorliegender epidemiologischer Daten zu erwartende 10-Jahresrisiko fur
Wirbelkdrper- und proximale Femurfrakturen tber 30% und sind die T-Werte der DXA an
mindestens einer dieser Lokalisationen vermindert, so wird unabhangig von Geschlecht und
Lebensalter eine medikamenttse Therapie empfohlen. Dasselbe gilt fir die Einnahme oraler
Glukokortikoide, wie die tagliche Applikation von mehr als 7,5 mg Prednisolonaquivalent fr
mehr als drei Monate in Kombination mit einem DXA T-Wert kleiner gleich -1,5.

Der positive Effekt einer spezifischen medikamentdsen Therapie, ndmlich die Reduktion des
Frakturrisikos um 30-40%, ist flir DXA T-Werte < -2 belegt. Das entspricht einer ,,number
needed to treat von 15, das heiflt zur Verhiitung einer osteoporotischen Fraktur miissen 15
Patienten behandelt werden. Die Messung der Knochendichte mittels DXA gibt somit nicht
nur Auskunft Gber das Ausmal’ der Osteoporose, sondern auch tber die Erfolgssaussichten
einer medikamentdsen Therapie.

In Abhangigkeit von Alter und Geschlecht ist die verminderte Knochendichte auch ohne das
Vorliegen anderer Risikofaktoren oder stattgehabter Frakturen bei Unterschreiten bestimmter

T-Werte eine Therapieindikation (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: T-Werte als Therapieindikation in Abhangigkeit von Alter und Geschlecht, modifiziert nach
Pfeilschifter 2009

Lebensalter in Jahren T-Wert (DXA) LWS oder proximales Femur
g 3
<50 <60 -4.0
50-60 60-70 -4,0
60-65 70-75 -3,5
65-70 75-80 -3,0
70-75 80-85 -2,5
>75 >85 -2,0

Bei Vorliegen zusétzlicher Risikofaktoren wie anamnestisch einer peripheren Fraktur nach
Bagatelltrauma oder positiver Familienanamnese fir proximale Femurfrakturen,
Nikotinkonsum, Gangunsicherheit sowie Immobilitét ist die Indikation zur Therapie friiher zu

stellen.

1.3.7.3 Medikamentdse Osteoporosetherapie
Die antiosteoporotischen Substanzen lassen sich anhand ihrer Wirkweise in zwei Gruppen

unterteilen. Die antiresorptiven Substanzen reduzieren bei insgesamt positiver Knochenbilanz
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den Knochenumbau und die Knochenresorption im Rahmen des remodelling. Obwohl die
positive Knochenbilanz uberwiegt, hemmen die antiresorptiven Substanzen indirekt auch den
Knochenanbau. Die signifikante Reduktion des Frakturrisikos ist selten héher als 50-60% im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Zu ihnen gehdren unter anderem die Bisphosphonate, das
Raloxifen, Kalzitonin, Kalzium, Vitamin D, und Ostrogen. Die osteoanabolen Substanzen
stimulieren den Knochenumbau, indem sie Osteoblasten und Stromazellen aktivieren, wobei
letztere wiederum (ber Zytokine die Osteoblasten stimulieren. Durch die starke Aktivierung
der Osteoblasten nimmt die Knochenmasse konsequent zu, was mit einer Reduktion des
Frakturrisikos bei zunehmender Knochenfestigkeit verbunden ist. Als Beispiele sind
Parathormon, Fluoride und Strontium zu nennen, wobei Fluoride nur zu einer Zunahme der
Knochenmasse fiihren, der neu gebildete Knochen ist jedoch nicht ausreichend stabil
gegenliber mechanischer Belastung (Bartl 2008). In neueren Forschungsprojekten wurde auch
fir Ostrogen eine osteoanabole Wirkung beobachtet, so verglichen Stiirmer et al. die
Frakturheilung in der osteoporotischen Tibia der Ratte mit der bei gesunden Versuchstieren.
Dabei wurde beobachtet, dass der Heilungsprozess im osteoporotischen Knochen unter dem
Einfluss von Ostrogen nahezu auf das Niveau des gesunden Knochens verbessert werden
konnte (Stuermer et al. 2010).

1.3.7.3.1 Hormonersatztherapie

Der postmenopausale Ostrogenmangel ist der entscheidende Faktor fiir die Entstehung einer
Osteoporose bei Frauen. Schon einige Jahre vor der Menopause verursacht das Absinken des
Ostrogenspiegels ~ einen  kontinuierlichen ~ Verlust an  Knochenmasse.  Ohne
Hormonersatztherapie (hormone replacement therapy, HRT) verlieren Frauen nach der
Menopause jahrlich bis zu 4% ihrer Knochenmasse.

Nachdem der Zusammenhang zwischen Sexualhormonen und der Synthese von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren im Knochengewebe bekannt wurde, konzipierte man die Studien der
»Women’s Health Initiative* (WHI) (Rossouw et al. 2002) und die britische ,,Million Women
Study* (Beral 2003).

Zwischen 1993 und 1998 untersuchte die WHI randomisiert die Wirkung von Ostrogen, der
Kombination von Ostrogen und Progesteron sowie von Placebos an 161.809
postmenopausalen Frauen mit intaktem Uterus. Die 2002 publizierten Ergebnisse zeigten,
dass beide HRT-Kollektive signifikant weniger Frakturen erlitten hatten. Gleichzeitig war das
relative Risiko des Ostrogen-Progesteron-Kollektivs fiir Mammakarzinome, Lungenembolie,
Apoplex und koronare Herzkrankheit so drastisch erhéht, dass dies zu einem vorzeitigen

Abbruch der Studie nach 5,2 Jahren (anstelle von geplanten 8,5 Jahren) flihrte (Rossouw et al.

19



1 Einleitung

2002). Die Applikation von Ostrogen ohne Progesteron erhéhte in diesem Kollektiv das
Risiko fur das Auftreten eines Apoplex, so dass auch hier die Studie nach 6,8 Jahren vorzeitig
abgebrochen wurde (Anderson et al. 2004).

Im August 2003 erschienen die ersten Ergebnisse der ,,Million Women Study®, im Rahmen
derer 1.084.110 Frauen zwischen 50 und 64 Jahren in den Jahren 1996 bis 2001 zur HRT
befragt worden waren. VVon den befragten Frauen nahmen ungeféhr die Halfte zum Zeitpunkt
der Befragung oder zuvor Hormone ein. Analog zu den Ergebnissen der WHI fand auch die
»Million Women Study“ ein erhohtes relatives Risiko an einem Mammakarzinom zu
erkranken oder zu versterben fur Frauen, die zum Zeitpunkt der Befragung Hormone
einnahmen, wobei das Risiko bei der Kombination von Ostrogen und Progesteron am
hdchsten war (Beral 2003).

Aufgrund dieser Erkenntnisse wird die Ostrogentherapie nur noch in Ausnahmefallen zur
Behandlung klimakterischer Beschwerden und der Osteoporose postmenopausaler Frauen
empfohlen. Die Entscheidung fur eine HRT sollte gegebenenfalls im Dialog mit dem

Gynakologen getroffen werden.

1.3.7.3.2 Ostrogen-Rezeptor-Agonisten/Antagonisten

Die Ostrogen-Rezeptor-Agonisten/Antagonisten (Selective Estrogen Receptor Modulators,
SERMs) sind selbst keine Steroidhormone, kénnen aber an die Ostrogenrezeptoren ERa und
ERB binden und in verschiedenen Geweben analog zum Ostrogen wirken. Fiir das
Knochengewebe ist Raloxifen das am ausfuhrlichsten untersuchte SERM, es wirkt als
Ostrogenagonist am Knochen, hat aber keinen Effekt auf Mamma und Uterus. Eine
randomisierte, Placebo-kontrollierte  Phase-I1l-Studie mit 7705 postmenopausalen
Osteoporosepatientinnen (Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation, MORE) konnte den
positiven Effekt von Raloxifen nachweisen. Dabei wurde den Probandinnen téglich 60 mg
Raloxifen verabreicht, was zu einer erhdhten Knochendichte in proximalem Femur und
Wirbelsdule und einem fast um die Halfte verminderten Frakturrisiko fur Wirbelkorper im
Vergleich zur Placebo-Gruppe fiihrte. Extravertebrale Frakturen wurden nicht signifikant
beeinflusst, jedoch sank gleichzeitig das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, um
54-74% (Ettinger et al. 1999).

1.3.7.3.3 Bisphosphonate

Mit der Entdeckung der Bisphosphonate und deren Wirkung auf den Knochen wurde vor 30
Jahren die Behandlung von Knochenkrankheiten revolutioniert. Die Bisphosphonate werden
auf der Knochenoberflache angereichert und hemmen die Osteoklasten, wahrend inaktive
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Osteoblasten reaktiviert werden. Demzufolge wird der Knochenabbau gehemmt und die
Knochenbilanz wird positiv. Sie gehdren somit zur Gruppe der antiresorptiven Substanzen.
Die Bisphosphonate werden in stickstoffhaltige und nicht-stickstoffhaltige Substanzen
eingeteilt, wobei erstere die potenteren zur Behandlung aller Formen der Osteoporose sind.
Die Wirksamkeit des Aminobisphosphonats Alendronat wurde in verschiedenen klinischen
Studien an iiber 17.000 Patienten belegt, eine davon ist die ,,Fracture Intervention Trial“-
Studie (FIT) bzw. die ,,Fracture Intervention Trial Long-term Extension* (FLEX). Hier wurde
einem Kollektiv von 6459 postmenopausalen Frauen zwischen 55 und 81 Jahren entweder
Alendronat oder ein Placebo verabreicht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Osteoporosepatientinnen, welche im Rahmen der Studie tber drei bis vier Jahre téglich
Alendronat eingenommen hatten, ein geringeres relatives Risiko hatten, eine Fraktur der
Wirbelsdule, der Hiifte oder des Handgelenks zu erleiden (Black et al. 2000).

Bei den Studienteilnehmerinnen, die nach finf Jahren die Einnahme von Alendronat
beendeten, fand sich zwar eine leicht verminderte BMD (Bone Mineral Density,
Knochendichte), jedoch kein erhdhtes Frakturrisiko im Vergleich zu dem Kollektiv, welches
die Alendronateinnahme fur weiter funf Jahre fortsetzte (Black et al. 2006). Die
Vertraglichkeit von Alendronat ist sehr gut, das Auftreten von unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen unterschied sich von der Placebogruppe nicht.

Risedronat ist ein weiteres Bisphosphonat, dessen Wirksamkeit in grof3en internationalen
Studien getestet worden ist. So untersuchte die VERT-Gruppe (Vertebral Efficacy with
Risedronate Therapy) die Wirkung von Risedronat in einer randomisierten, doppelblinden,
placebo-kontrollierten Studie an 2458 postmenopausalen Patientinnen unter 85 Jahren. Die
tagliche Einnahme von 5 mg Risedronat in den drei Jahren der Studie senkte dabei das
Auftreten neuer Wirbelfrakturen um 41% (Harris et al. 1999). Eine weitere Studie zeigte, dass
Risedronat schon innerhalb von sechs Monaten das Risiko fir Wirbelfrakturen bei

postmenopausalen Frauen signifikant senken kann (Roux et al. 2004).

1.3.7.3.4 Strontium-Ranelat

Das Strontium-Ranelat ist eine vergleichsweise neue Substanz zur Therapie der
postmenopausalen Osteoporose. Es handelt sich dabei um ein knochenaffines Element aus der
Gruppe der Erdalkalimetalle, das sich chemisch &hnlich verhalt wie Kalzium. Seit 2004 ist es
auf dem deutschen Markt als osteoanabole und gleichzeitig antiresorptive Substanz
zugelassen. Das Strontium-Ranelat steigert die Differenzierung von Praosteoblasten und die
Kollagensynthese in Osteoblasten, wahrend es gleichzeitig durch Hemmung von Osteoklasten

und deren Vorlduferzellen antiresorptiv wirkt (Reginster et al. 2005).
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Die SOTI-Studie (Spinal Osteoporosis Therpeutic Intervention) untersuchte die Effekte von
Strontium-Ranelat an 1649 postmenopausalen Osteoporosepatientinnen, die Uber einen
Zeitraum von drei Jahren téglich entweder ein Placebo oder 2g Strontium-Ranelat einnahmen.
In der Placebo-Gruppe traten im Verlauf der Studie deutlich mehr Wirbelkorperfrakturen auf,
aulRerdem stieg die Knochendichte nach Einnahmen von Strontium-Ranelat innerhalb der drei
Jahre um 8,3% am Schenkelhals und um 14,4% an der LWS (Meunier et al. 2004).

Im Rahmen der TROPOS-Studie (Treatment of Peripheral Osteoporosis) wurden 5091
postmenopausale Osteoporosepatientinnen untersucht, welche Uber einen Zeitraum von 5
Jahren randomisiert taglich entweder 2g Strontium-Ranelat oder ein Placebo erhielten. Bei
den 2714 Patientinnen, welche die Studie nicht vorzeitig abbrachen, war in der Strontium-
Ranelat-Gruppe das Risiko flr nicht-vertebrale Frakturen im Vergleich zur Placebo-Gruppe
um 15% reduziert (Reginster et al. 2008).

1.3.7.3.5 Parathormon

Parathormon (PTH) wird in der Nebenschilddriise synthetisiert und bei Absinken des
extrazellularen Kalziums in das Blut freigesetzt, um dort die Konzentration von Kalzium zu
erhéhen und die von Phosphat zu senken. Dies geschieht, indem vermehrt Kalzium aus dem
Knochen freigesetzt und in der Niere rickresorbiert wird, bei gleichzeitig vermehrter
Synthese von Calcitriol. Nur bei pulsatiler Applikation einmal taglich wirkt PTH osteoanabol,
wird es kontinuierlich verabreicht, fiihrt es zur Osteolyse (Canalis et al. 2007; Gao et al.
2008).

Eine Studie mit 1637 postmenopausalen Osteoporosepatientinnen konnte die Reduktion der
Frakturrate unter pulsatiler Applikation des rekombinanten humanen Parathormonfragments
1-34 (Teriparatid, rhPTH 1-34) zeigen. Dabei wurden die Patientinnen randomisiert in eine
Placebo-Gruppe und zwei Gruppen eingeteilt, welche jeweils entweder 20 oder 40 pg
rhPTH1-34 taglich sub cutem erhielten. Die Zahl neuer Wirbelkorperfrakturen sank unter der
Therapie in 21 Monaten um 65%, die Knochendichte stieg um 9% an der LWS und um 3%
am Schenkelhals (Neer et al. 2001). Bei vergleichsweise geringer Zunahme der
Knochendichte nehmen unter PTH auch die periostale Knochenneubildung, das kortikale
Volumen und die Querschnittsflaiche der langen RoOhrenknochen zu. Somit steigt die
biomechanische Stabilitat des Knochens (Bartl 2008).
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1.4 Vibration

Eine entscheidende Ursache fir die Entstehung der Osteoporose ist die Immobilisation, das
Risiko fir das Auftreten einer osteoporotischen Fraktur wird dabei von drei Faktoren
beeinflusst: mechanische Stabilitat des Knochens, Sturzneigung und die Effektivitat der
neuromuskuldren Reaktion, welche den Knochen schutzt. Korperliche Aktivitat kann das
Frakturrisiko senken, indem sie nicht nur dem Verlust von Knochenmasse entgegenwirkt,
sondern durch besseren Gleichgewichtssinn und verbessertes Reaktionsvermégen auch die
Sturzneigung, und im Falle eines Sturzes die Konsequenzen dessen fiir den Knochen,
vermindert (Smith und Gilligan 1991).
Julius Wolff beschrieb erstmals die Anpassung des Knochengewebes an mechanischen Stress
durch strukturellen Umbau (Wolff 1892). Der US-amerikanische Orthopade und Chirurg
Harold Frost entwickelte Wolffs Theorien weiter und verfasste 1960 die Utah Paradigm of
Skeletal Physiology. Darin beschreibt er einen Regelkreis der stetigen Anpassung des
Knochens an die auf ihn wirkenden Krafte, genannt Mechanostat. Die maximale elastische
Verformbarkeit des Knochens und die auf ihn einwirkenden Maximalkréfte stellen darin die
ursachlichen Reize fiir Knochenwachstum und —-umbau dar. Der Knochen adaptiert
konsequent an die an ihn gestellten biomechanischen Anspriiche, um eine maximale
Festigkeit zu erreichen (Frost 2000).
Das MaR fur die Verformung des Knochens ist Strain, 1000 pStrain entsprechen einer
Langenanderung von 0,1%. Die auf den Knochen einwirkenden Kréfte werden dabei in vier
Intensitaten eingeteilt™:

e Disuse: <800 pStrain, Remodeling, negative Knochenbilanz

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

e Overload: > 1500 pStrain, Modeling, positive Knochenbilanz

e Fracture: > 15000 pStrain, Belastungsgrenze, Knochen bricht.
Demnach hat der Knochen einen Sicherheitsabstand zwischen typischerweise einwirkenden
Maximalkraften und den Belastungen, denen er nicht mehr standhalten kann und die zur
Fraktur fihren (Frost 1960).
Da den meisten der Patienten mit Osteoporose ausreichende korperliche Aktivitat nicht
maoglich ist, wurde als Weiterfuhrung dieser Erkenntnis das Konzept der mechanischen
Stimulation entwickelt. Das Vibrationstraining (Whole-Body Vibration, WBV) war

! Die angegebenen Grenzwerte beziehen sich hier auf das Beispiel der Tibia, verschiedene Knochen kénnen
entsprechend verschiedene Schwellenwerte aufweisen
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ursprunglich fir die Behandlung von Muskelatrophie und Verlust von Knochenmasse bei
russischen Kosmonauten entworfen worden. Der Patient steht dabei auf einer Plattform,
welche mit unterschiedlichen Frequenzen vibriert. Die Vibration I6st in der Muskulatur
monosynaptisch ~ propriozeptive  Eigenreflexe  aus, welche (ber  anulospirale
Dehnungsrezeptoren in der Muskelspindel vermittelt werden. Die Dehnung des Muskels
aktiviert diese Rezeptoren, (ber la-Fasern werden Impulse zu den Alphamotoneuronen
geleitet und die reflektorische Verkirzung des Muskels bewirkt (Delank und Gehlen 2006).
Bei geeigneter Anwendung kann die WBV einem Verlust von Knochenmasse
entgegenwirken, indem die einwirkenden Krafte zu einer leichten elastischen Verformung des
Knochens fuhren und Remodeling und Knochenwachstum induzieren (Armbrecht et al. 2009;
Rittweger et al. 2009). Die starkste auf den Knochen einwirkende Kraft ist nicht die des
Korpergewichts, sondern die der Muskulatur (Burr 1997).

Eine randomisierte Studie an 70 postmenopausalen Frauen zwischen 58 und 74 Jahren konnte
zeigen, dass das Vibrationstraining mit 35-40 Hertz im Gegensatz zur Kontrollgruppe zu einer
signifikanten Zunahme der Knochendichte im Bereich des proximalen Femurs fiihrte
(Verschueren et al. 2004). Xie et al. untersuchten die Effekte auf die Knochenbildung im
wachsenden Skelett. Zu diesem Zweck wurden acht Wochen alte Mduse fir drei Wochen
taglich 15 Minuten mit 45 Hertz vibriert. Die anschlieBenden Untersuchungen des
Knochengewebes ergaben eine um (ber 30% reduzierte Aktivitdt von Osteoklasten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei gleichzeitig um 30% erhéhter Knochenbildungsrate (Xie et
al. 2006). Weiter untersuchten Xie et al. die Auswirkungen auf das muskuloskelettale System,
indem sie ausgewachsene Mé&use ber einen Zeitraum von sechs Wochen téglich 15 Minuten
mit einer Frequenz von 45 Hertz vibrierten. Nach Ablauf des Versuches war die strukturelle
Knochengualitat der WBV-Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbessert und
das trabekuldre Knochenvolumen der Tibiae um 14% hoher (Xie et al. 2008).

Die Empfanglichkeit des Knochens gegeniiber der mechanischen Stimulation scheint durch
Ostrogen  beeinflusst. ~ Eine  Untersuchung  mittels  peripherer  quantitativer
Computertomographie von ovariektomierten Ratten im Vergleich mit einer nicht
ovarektomierten Kontrollgruppe kam zu dem Ergebnis, dass die WBYV bei der Kontrollgruppe
keinen Effekt zeigte, wahrend sie bei den ovariektomierten Tieren signifikant osteoanabol
wirkte. Dabei verstérkte sich dieser Effekt mit steigender Vibrationsamplitude. Die Tiere
waren uber einen Zeitraum von acht Wochen jeweils funf Tage pro Woche fir 20 Minuten
der WBYV unterzogen worden (Rubinacci et al. 2008).
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In einer weiteren Studie, welche ebenfalls den Einfluss von mechanischer Stimulation auf den
Knochen gesunder und ovariektomierter Ratten untersuchte, erhdhte die vertikale WBV mit
einer Frequenz von 90 Hz Uber einen Zeitraum von 35 Tagen in allen Gruppen die
Knochendichte. Dabei zeigten die ovariektomierten WBV-Ratten am Ende &hnliche Werte fir
die Knochendichte, wie die nicht mechanisch stimulierte und nicht ovariektomierte
Kontrollgruppe (Sehmisch et al. 2009a). In einem weiteren Tierversuch an den osteotomierten
Tibiae von Schafen bildete sich durch die mechanische Stimulation mit einer Frequenz von 30
Hz bei einer Amplitude von 25 um, 17 Minuten an finf Tagen der Woche, nach Ablauf der
zehnwochigen Studie 29% mehr und stabilerer Callus im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrollgruppe, gleichzeitig erhthte sich der Mineralgehalt des Knochens um 52% (Goodship
et al. 2009).

Die veroffentlichten Daten legen nahe, dass die mechanische Stimulation durch WBV eine
nicht-pharmakologische und nicht-invasive Therapieoption bei Osteoporose sein kénnte.
Dabei ist noch nicht ausreichend erforscht, welche Frequenzen, Stimulationszeitraume,
Vibratiosrichtung und Amplituden optimale Ergebnisse herbeifuihren, durch welche Faktoren
sie beeinflusst werden und wie sich diese an verschiedenen Kdrperregionen moglicherweise
unterscheiden (Judex et al. 2009).

Neben den Effekten des Vibrationstrainings auf den Knochen wurde auch solche auf die
Muskelkraft und -starke beobachtet, welche unter anderem als Therapieoption bei
Inkontinenz in Betracht gezogen werden (Lauper et al. 2009).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

Zu Beginn des Versuches wurden 90 Ratten in sechs Gruppen eingeteilt, von denen eine
Gruppe SHAM-operiert und die fiinf anderen ovariektomiert wurden, um anschlieRend eine
Osteoporose zu entwickeln (siene Tabelle 3: Aufteilung der Tiere und Kafige). Bei diesem
Eingriff starben zwei der Tiere, so dass ab diesem Zeitpunkt das Gesamtkollektiv nur noch
aus 88 Ratten bestand. Acht Wochen spater folgte, flir eine andere Untersuchung, mit der
Osteotomie und Osteosynthese der metyphyséaren Tibiae die zweite Operation. 65 Tage nach
SHAM- oder OVX-OP wurde mit der mechanischen Stimulation durch WBV begonnen,
wobei die Tiere taglich 15 Minuten mit der ihrer Gruppe zugeordneten Frequenz vibriert
wurden. Um nach Abschluss des Versuches Ruckschliisse auf den Knochenumbau
beziehungsweise die Aktivitat der Knochenzellen wahrend der WBV ziehen zu koénnen,
wurde in Anlehnung an Rahn eine polychrome Sequenzmarkierung durchgefiihrt (Rahn
1976). Die Tiere erhielten am 8. Tag nach Beginn der WBV 90 mg/kg KG Xylenol-Orange
(X0), am 13. Tag 10 mg/kgKG Calcein-Griin (CG), am 19. sowie am 21. Tag 30 mg/kg KG
Alizarin-Komplexon (AK) und am 30. Tag 30 mg/kg KG Tetracyclin (TC). Nach 30 Tagen
WBYV wurden die Tiere durch Dekapitation getotet.

Tabelle 3: Aufteilung der Tiere und Kafige

Tiernummer Kéfige Behandlung
1-15 1-3 SHAM
16- 30 4-6 OVX
31-45 7-9 OVX +WBV 35 Hz
46-59 10-12 OVX + WBV 50 Hz
60-73 13-15 OVX +WBV 70 Hz
74-88 16-18 OVX +WBV 90 Hz

26




2 Material und Methoden

2.1.1  Versuchstiere

Fur den Versuch wurden 88 weibliche Sprague Dawley Ratten der Firma Harlan Laboratories,
Indianapolis, verwendet. Die Ratten wurden (ber den gesamten Versuchszeitraum in der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitdtsmedizin Gottingen in
Ké&figen vom Typ Makrolon® IV gehalten, wobei sich in einem Ké&fig jeweils vier bis finf
Tiere befanden. Jeden dritten Tag erfolgte ein Austausch mit desinfizierten Kéfigen durch die
dort beschaftigten Tierpfleger. Haltungsfutter (ssniff SM R/M, 10mm-Pellets, ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest) und Wasser wurden ad libitum bereitgestellt. Die
Umgebungstemperatur betrug konstant 20°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55%, es
wurde eine Hell-Dunkel-Periodik von jeweils 12 Stunden eingehalten. Ovariektomie und
Haltung der Tiere erfolgte unter der Aufsicht von Dr. Schunck (Tierarzt ZTE) und PD Dr. E.
Stlrmer.

Die im Rahmen dieses Forschungsprojektes durchgefiihrten Tierversuche wurden von der
Bezirksregierung Braunschweig genehmigt (AZ 33.9.42502-04/011/07).

2.1.2  Ovariektomie

Am Tag der Ovariektomie betrug das Durchschnittsgewicht der Tiere 239 g (215 - 280 @)
(siehe Ergebnisse 3.1). Zur Anésthesie wurden die Ratten mit CO; narkotisiert, anschlieRend
wurde ein 5:3 Gemisch aus Ketamin (90 mg/kg KG, Hostaket®, Firma Hoechst, Bad Soden)
und Xylazin (7,5 mg/kg KG, Rompun®, Firma Bayer, Leverkusen) in einer Dosierung von
0,01 ml/g KG intraperitoneal appliziert. Es erfolgte zunéchst die Rasur und Desinfektion der
lateralen Hautpartien zwischen Rippenbogen und Hinterlaufen. Nach Inzision der Haut wurde
vorsichtig bis zum Peritoneum prapariert und anschlielend die Bauchhohle erdffnet. Nach
Darstellung der Adnexen wurden die Tubae uterinae ligiert und die Ovarien abgesetzt. Der
Wundverschluss erfolgte durch Naht der Muskulatur mit Vicryl und Klammern der Haut. Um
einen potentiellen Flussigkeitsverlust zu vermeiden wurde den Tieren postoperativ ein Depot
von 3 ml NaCl 0,9% sub cutem verabreicht, sie wurden bis zum Ende der Narkose

beaufsichtigt.

2.1.3  Osteotomie

Um den Einfluss der WBYV auch auf die Frakturheilung zu untersuchen erfolgte acht Wochen
nach der Ovariektomie die Osteotomie und Plattenosteosynthese der Tibiae der Versuchstiere.
Die Resultate dieses Versuchs wurden im Rahmen einer anderen Studie ausgewertet.
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2.1.4  Ganzkdrpervibration

Nachdem 88 Ratten innerhalb von 65 Tagen eine Osteoporose entwickelt hatten wurde mit
der vertikalen WBYV begonnen, das heilt die Tiere wurden tber einen Zeitraum von 30 Tagen
taglich jeweils zur selben Zeit 15 Minuten vibriert. Um die potentiell unterschiedlichen
Effekte verschiedener Frequenzen zu erfassen, wurden die zu vibrierenden Tiere in vier
Gruppen eingeteilt, welche bei einer Amplitude von 0,5 mm mit 35, 50, 70 oder 90 Hertz
vibriert wurden (siehe 2.1 Tabelle 3).

Fur die WBV wurden jeweils sieben bis acht Ratten in einen seitlich gepolsterten Kafig
gesetzt, welcher auf einem Vibrationstisch fixiert war (Vibriertisch VTG, Drehstrom-
Vibrationsmotor Typ HVL/HVE, Vibra Schultheis, Offenbach). Wéhrend der WBV konnten
sich die Ratten innerhalb des Kéfigs frei bewegen, wobei jedoch darauf geachtet wurde, dass
die Tiere sich nicht aufeinander legen und Ful3-Boden-Kontakt halten, so dass der Effekt der

Vibration nicht abgeschwécht wird.

2.1.5 Préaparation der Wirbelkorper

Die Ratten wurden 14 Wochen nach Beginn des Forschungsprojektes durch Dekapitation in
CO,-Narkose getotet. Im Durchschnitt lag das Korpergewicht zu diesem Zeitpunkt bei 314 ¢
(272 - 370 g) (siehe Ergebnisse 3.1). Das gewonnen Blut wurde fur die laborchemische
Bestimmung von alkalischer Phosphatase, Kreatinkinase und Osteocalcin aufbewahrt. Zur
Préparation der Wirbelsdule wurde die Haut entlang der Processus spinosi erdffnet und
paraspinale Muskulatur sowie Sehnenansatze entfernt. Das kraniale und kaudale Ende der
Lendenwirbelsaule liel sich durch digitales Aufsuchen der Rippen und des Os sacrum gut
darstellen. Im Bereich dieser begrenzenden Strukturen wurde die Wirbelsdule
beziehungsweise das Becken mithilfe einer Zange scharf durchtrennt und zur Praparation der
einzelnen Wirbelkorper entnommen (siehe Abbildung 1, die roten Markierungen umfassen
die Lendenwirbelsdule). Nachdem Muskulatur und Sehnenreste mit einem scharfen Loffel
vorsichtig entfernt worden waren, konnten die Grund- und Deckplatten der Wirbel mit dem
Skalpell von den dazwischen liegenden Disci intervertebrales getrennt werden. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Wirbelkdrper bei -20°C aufbewahrt. Neben den LWK
wurden den Tieren auch Tibiae, Femora, Muskulatur und Uterus fur weitere Untersuchungen

entnommen.
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Abbildung 1: Anatomie der Ratte, modifiziert nach Hebel und Stromberg 1986, S. 10

2.2 Mikroradiographie

2.2.1  Histologische Aufarbeitung und Erstellen der Mikroradiographien

Die LWK | der Versuchstiere wurden nach der Praparation zunéchst in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert und entfettet, das heillt sie lagerten zweimal drei Tage in
40prozentigem, zweimal funf bis sechs Tage in 70prozentigem, funf bis sechs Tage in
80prozentigem und zwei Tage in 96prozentigem Ethanol. Es folgten weitere zwei Tagen in
einem 1:1 Gemisch aus 96prozentigem Ethanol und Methylmethacrylat und zwei Tage in
reinem Methylmethacrylat. Danach wurden sie einzeln in einem Gemisch aus insgesamt 1000
ml Methylmethacrylat, 200 ml Dibutylphtalat und 29 g Benzoylperoxid eingebettet, bis die
Kunststoffblocke nach etwa 21 Tagen ausgehdartet waren.

Mit einer speziellen Innenlochsége (Leica SP 1600 Diamantsage, Leica Instruments GmbH,
Nussloch) wurden im Anschluss pro Wirbelkorper neun bis zehn 100 um (+/- 20 um) diinne
Sagittalschnitte angefertigt. Diese wurden im Faxitron Rontgengerat (Hewlett Packard, San
Diego, USA, Model-Nummer 43855A) auf langsamem Industriefilm (Kodak SR Typ 45)
gerontgt. Die Rohrenspannung betrug bei einer Belichtungszeit von sechs Minuten 40 kV, die
Stromstérke 0,3 mA. Nach Fixierung der Filme wurden diese getrocknet, beschriftet und

archiviert.
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2.2.2  Digitalisieren der Mikroradiographien

Von den angefertigten Sageschnitten wurden jeweils die drei zentralen unter dem Makroskop
(Leica Stereomakroskop MZ 7-5) analysiert. Durch vorangegangene Versuche konnten die
verschiedenen Belichtungsoptionen der Lichtquelle des Makroskopes (Kaltlichtquelle Leica
KL 1500 LCD) fir die vorliegenden Mikroradiographien optimal gewahlt werden. So wurde
fiir die mechanische Blende konstant die Schalterposition ,,B*“ gewéhlt, das entsprach einer
maRigen Helligkeit (A: geringste Helligkeit, E: maximale Helligkeit). Da jedoch die
Schnittdicke aus technischen Grunden zwischen 80 und 120 um schwankte, variierte folglich
trotz identischer Einstellung auch die Helligkeit bei Betrachtung der Bilder. Dem konnte
durch Modifikation der Temperatur der Halogenlampe entgegengewirkt werden, wobei die
Temperatur jedoch immer zwischen 2800 und 3000 K lag.

Die Bilder wurden einzeln unter dem Makroskop positioniert, so dass die dorsalen Anteile des
LWK unten, die ventralen oben, die kranialen links und die kaudalen rechts abgebildet
wurden. Im Anschluss wurden sie tber eine mit dem Computer (Intel Pentium 4, 2,6 GHz)
verbundene Kamera (Leica DC 300F) eingelesen. Dabei wurde aus Griinden der
Standardisierung stets das 1,0er Objektiv verwendet, welches die importierten Bilder in
optimaler GroRRe auf dem Monitor abbildete, und die Belichtungszeit konstant auf 766 ms
eingestellt. Der digitalisierte Sagittalschnitt konnte dann mit der dazugehdrigen Software
(Leica Quantimet QWin 2003) bearbeitet und nach einem standardisierten Algorithmus

ausgewertet werden (Sehmisch et al. 2009b).

Abbildung 2: Digitalisierte Mikroradiographie

2.2.3  Histomorphometrische Auswertung der Mikroradiographien
Um eine standardisierte sowie benutzerunabhangige digitale Auswertung zu gewéhrleisten,
wurde ein Programm spezifisch fiir die Sagittalschnitte der Wirbelkorper der Ratte konzipiert.

Die Analyse wurde als Blind-Versuch durchgefihrt, das heil3t der Untersucher hatte keine
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Kenntnis davon, zu welcher Gruppe der zu untersuchende Wirbelkorperschnitt gehdrte. Die
folgenden Untersuchungsschritte wurden fiir die drei zentralen Sagittalschnitte eines jeden
Wirbelkdrpers in stets dieser Reihenfolge und stets durch denselben Untersucher
durchgefuhrt: 1. Graudetektion, 2. Messung der Gesamtflache des Wirbelkorpers, 3. Messung
der Trabekelflache, 4. Messung der ventralen und dorsalen Kortikalisdicke.

2.2.3.1 Graudetektion

Die verwendete Software féarbte alle von ihr automatisch als Knochen erkannten Bereiche der
Mikroradiographie blau an, da dabei jedoch nicht alle Anteile des Knochens als solcher
erfasst wurden, war eine manuelle Korrektur durch den Untersucher notwendig. Diese
erfolgte so lange, bis alle sichtbaren weil3en bis grauen Bereiche (= Knochen) erfasst worden
waren, im Zweifel wurde konsequent eher eine Uberdetektion toleriert. Damit war der
Software im zweiten Untersuchungsschritt die Unterscheidung von knécherner zu nicht-

kndcherner Oberflache mdglich.

Abbildung 3: Graudetektion

2.2.3.2 Messung der Gesamtflache des Wirbelkorpers

Im néchsten Schritt wurde die Gesamtflache des Wirbelkdrpers bestimmt, ohne anhangende
Strukturen wie zum Beispiel die Dornfortsédtze zu berticksichtigen. Um die Flache des
Wirbelkdrpers zu erfassen, wurde entlang des dufReren Randes der Kortikalis manuell eine
Linie gezogen, wobei ein Pixel einer Lange von 6,73 pum entsprach. Die Epiphysen an den
kaudalen und kranialen Enden wurden nicht in die Gesamtflache der LWK mit einbezogen.
Innerhalb dieser Linie konnte die Software sowohl die Gesamtflache des Wirbelkorpers, als

auch die reine Knochenflache berechnen.
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Abbildung 4: Gesamtflache

2.2.3.3 Messung der endostalen Gesamtflache

Fur die Differenzierung zwischen trabekuldrer und kortikaler Gesamtflache wurde manuell
eine weitere Linie gezogen, dieses Mal entlang des Endosts an der inneren Kortikalis. Als
kraniale und kaudale Begrenzung dienten die Epiphysenfugen, die innerhalb des Endosts
liegenden Bereiche wurden der trabekuldren Flache zugerechnet, der Bereich zwischen den

beiden eingezeichneten Linien wurde als Kortikalis bestimmt.

Abbildung 5: Endostale Gesamtflache

2.2.3.4 Messung der ventralen und dorsalen Kortikalisdicke

Um die Dicke der Kortikalis zu bestimmen wurden ventral und dorsal jeweils zehn Vektoren
manuell Gber der Kortikalis platziert. Die Vektoren waren moglichst senkrecht zur Kortikalis
und Uberragten diese mit beiden Enden. Basierend auf den im vorangegangen Arbeitsschritt
gewonnenen Informationen tber die Gesamtflache der Kortikalis war die Software in der
Lage, die Uberragenden Vektorenden so zu beschneiden, dass sie exakt mit der Grenze der
Kortikalis, dem Periost auBen und dem Endost innen, endeten. Dies konnte im Anschluss

durch den Untersucher visuell Uberpriift und gegebenenfalls korrigiert werden. Die mittlere
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Kortikalisdicke ventral und dorsal ergab sich jeweils aus dem arithmetischen Mittel der Lange
der zehn gekirzten Vektoren.

Abbildung 6: Ventrale Kortikalisdicke

Abbildung 7: Dorsale Kortikalisdicke

2.2.4  Messparameter der Mikroradiographie
Die mittels der Mikroradiographie erfassten Kenngro3en werden in der folgenden Auflistung

zusammenfassend erlautert:

Gesamtflache Wirbelkorper Gesamtflache des Wirbelkorpers, bestehend aus
kortikaler und trabekulérer Flache sowie nicht-
knoéchernen Anteilen ohne Processus spinosus,

(mm?)

Kndcherne Gesamtflache kalzifizierte, knocherne Gesamtflache des

Wirbelkérpers, (mm?)
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Endostale Gesamtflache

Trabekulare Knochenflache

Kortikale Knochenflache

Ventrale Kortikalisdicke

Dorsale Kortikalisdicke

Dichte Trabekelkreuzungen

Trabekelkreuzungen absolut

Durchschnittliche Trabekeldicke

Gesamtflache innerhalb des Endosts, beinhaltet

kndcherne sowie nicht-kndcherne Anteile, (mm?)

Endostale Gesamtflache abzuglich der nicht-

kndchernen Anteile, (mm?)

Knocherne Gesamtflache der Kortikalis, (mm?)

arithmetisches Mittel der zehn Vektoren durch
die ventrale Kortikalis ist die durchschnittliche

Dicke der ventralen Kortikalis, (mm)

arithmetisches Mittel der zehn Vektoren durch
die dorsale Kortikalis ist die durchschnittliche

Dicke der dorsalen Kortikalis, (mm)

mittlere Anzahl der Trabekelkreuzungen pro
mm?, gemessen innerhalb der trabekularen

Knochenflache, (pro mm?)

Anzahl der Trabekelkreuzungen innerhalb der
trabekularen Knochenfléche

mittlere Dicke aller Trabekel eines

Sagittalschnittes, (um)

2.2.5 Validierung des Untersuchers der Mikroradiographien

Um sicherzustellen, dass der Untersucher die Messungen jeweils auf die gleiche Weise

durchfiihrte, wurde seine individuelle Messgenauigkeit vor Beginn der eigentlichen

Auswertung evaluiert. Zu diesem Zweck bestimmte er alle Messparameter an zwei

Sagittalschnitten von drei beliebigen LWK an drei aufeinander folgenden Tagen. Die

Schwankungsbreite durfte dabei fur keinen der gemessenen Parameter 5% Uberschreiten.
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2.3  Veraschung

2.3.1  Volumen der Wirbelkdrper

Bevor der Anteil organischer und anorganischer Knochensubstanz durch Veraschung der
Knochenproben bestimmt wurde, wurden die préparierten LWK Il mit einer Schieblehre
manuell vermessen. Aus Hohe und Durchmesser der Wirbelkérper wurde deren Volumen
errechnet, um die Ergebnisse aus dieser Untersuchung und den biomechanischen
Kompressionstest in Relation zum Volumen betrachten zu kénnen (V=rhr®). Somit wurde der

Einfluss des Volumens auf diese Untersuchungen rechnerisch eliminiert.

2.3.2  Bestimmung des Anteils organischer und anorganischer Knochensubstanz

Um den Anteil organischer und anorganischer Knochensubstanz im LWK Il der Ratte zu
bestimmen, wurde durch Veraschung der Knochenproben ein Glihriickstand erzeugt. Zu
diesem Zweck wurde zunéchst ein feuerfester Porzellantiegel gewogen und sein Leergewicht
als Tara bestimmt. Dann wurde jeweils ein LWK in den Tiegel gelegt und die Gesamtmasse
erneut analytisch gewogen. Diese Gesamtmasse m abzlglich der Tara entspricht der Masse
des LWK vor der Veraschung. AnschlieBend wurde der LWK in dem Porzellantiegel Gber 30
Minuten in einem Muffelofen einer Temperatur von 750° C ausgesetzt und danach zum
Auskihlen in einen Exsikkator Uber Kieselgel gestellt, um das Entstehen von
Kondensationsfeuchtigkeit zu verhindern. Nach Abkilhlen bis auf Raumtemperatur wurde
durch erneutes analytisches Wiegen die Gesamtmasse bestimmt und durch Subtraktion der
Tara die Masse der Knochenprobe nach Veraschung errechnet.

Der prozentuale Anteil organischer Substanz an der Knochenmasse errechnet sich nach

folgender Formel:

% organische substanz = ( (M vor Veraschung — M nach Veraschung) * 100) / M yor veraschung

Die Formel fur die Berechnung der Anteile anorganischer Substanz lautet:

% anorganische Substanz — 100 - % organische Substanz

2.3.3  Bestimmung des Calcium- und Phosphatgehalts der Knochensubstanz
Fur die Bestimmung des Calcium- bzw. Phosphatgehalts der Knochenproben wird zunéchst

ein Saureaufschluss des Gluhriickstandes mittels zehnprozentiger Salpetersaure durchgefiihrt.

35



2 Material und Methoden

Fur den Saureaufschluss wird der Glihruckstand zunédchst mit einem Moérser homogenisiert
und 50 mg der Gesamtmasse analytisch abgewogen. Diese Masse wird mit 200 ml
zehnprozentiger Salpetersaure versetzt und die Losung anschliefend, mit einem
Rickflusskihler versehen, in einem Rundkolben eine halbe Stunde auf Siedetemperatur
erhitzt. Es muss eine klare Losung entstehen, welche dann in einen Messkolben tberfiihrt und
auf 1000 ml aufgefillt wird.

Vor der Bestimmung wird die Losung im Verhaltnis 1:20 verdiinnt, um eine Konzentration zu
erhalten, welche im Vertrauensbereich des Messverfahrens liegt. Aufgrund eines technischen
Fehlers besteht die SHAM-Gruppe mit den gesunden Kontrolltieren bei der Bestimmung des
Calcium und Phosphatgehalts aus flinf statt 15 Tieren.

2.3.3.1 Bestimmung des Phosphatgehalts

Die Bestimmung des Phosphatgehalts erfolgt durch Photometrie des Phosphat-Molybdanblau-
Komplexes (DIN EN ISO 6878:2004).

Das Reaktionsgemisch (Phosphatreagenz) besteht aus 25 ml Schwefelsaure, 7,5 ml
Ammoniummolybdat-L&sung, 15 ml  Ascorbinsdure-Lésung  und 25 mil
Kaliumantimonoxidtartrat. Es werden 10 ml der durch den Sédureaufschluss entstandenen
Flussigkeit in einem Messkolben mit 2 ml Phosphatreagenz versetzt. Nach zehn Minuten
Reaktionszeit wird die Extinktion in einer Kuvette der Schichtdicke 10 mm photometrisch
bestimmt und mit der einer Blindprobe mit aqua destillata verglichen. Die Messwellenlange
betrdgt 690 nm. Durch Messung der Extinktion einer Verdinnungsreihe im
Konzentrationsintervall 0,1 bis 1,5 mg/l einer Phosphat-Standardlésung wird eine
Abgleichgerade erzeugt.

2.3.3.2 Bestimmung des Calciumgehalts

Der Calciumgehalt der Knochenproben wird mittels Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)
(DIN EN ISO 7980:2000) bestimmt. Nach Zugabe von Lanthanchlorid als Matrix-Modifier
zur Maskierung des Phosphats werden 5 ml der zu analysierenden LOsung in das
Autosampler-Rack des AAS-Geréts (FIAS 4100, Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland)
pipettiert. Die gel6ste Probe wird kontinuierlich durch einen Zerstauber in die Flamme des
AAS, bestehend aus einem Acetylen-Luft-Gemisch, gebracht und darin atomisiert. Durch die
Flamme wird eine monochromatische Strahlung geschickt, die von einer Hohlkathodenlampe
emittiert wird. Die Kathode der Lampe besteht aus dem jeweils zu analysierenden Element

bzw. muss fir die Bestimmung des jeweiligen Elements geeignet sein. Die Extinktion der
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durch Calcium verursachten Farbung der Flamme wird an der Calcium-Emissionsbande von

422,8 nm bestimmt und mit einer Verdiinnungsreihe kalibriert.

2.4 Biomechanischer Kompressionstest

2.4.1  Durchfihrung des biomechanischen Kompressionstests

Um die mechanische Stabilitat der Wirbelkorper zu untersuchen, wurden die LWK 1V der
Versuchstiere in toto einem standardisierten axialen Kompressionstest unterzogen (Sehmisch
et al. 2009b). Zu diesem Zweck wurden die LWK auf einer Aluminium-Basis locker fixiert,
welche der Anatomie der LWK angepasst war und somit zwar das Verrutschen wahrend der
Krafteinwirkung verhinderte, dem Wirbelkorper jedoch keine zusétzliche Widerstandskraft
verlieh. Diese Basis wurde fest in dem Kompressionsgerat (Typ 145660 Z020/TND
Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) verschraubt. Der Druck auf die Grundplatte des LWK 1V
wurde durch einen Stempel ausgelbt, dessen Flache mit einer Schriage von 45° ebenfalls der
Anatomie des Wirbelkorpers gerecht wurde. Vor Durchfihrung des Kompressionsversuchs
wurden alle Wirbelkorper gleichmaRig tber drei Stunden bei Raumtemperatur aufgetaut.
Nach Positionierung des Wirbelkdrpers wie beschrieben wurde der Kompressionstest mit der
HtestXpert“-Software gestartet. Der Stempel bewegte sich dann auf die Grundplatte des LWK
zu, bis er diese beriihrte und eine Vorkraft von 1 N erreicht war. Dann blieb dem Prufer
Gelegenheit, die Positionierung nochmals zu uberpriifen und gegebenenfalls zu optimieren.
Durch Bestétigung der korrekten Position wird der eigentliche Kompressionstest endgultig
gestartet. Die Zwick-Testmaschine senkte dann mit einer Geschwindigkeit von 50 mm/min
den Stempel weiter herab und komprimierte den Wirbelkorper in axialer Richtung. Die
Software speicherte automatisch die Kraft, die fiir jeden 0,1 mm Weg aufgewendet werden
musste, der Messbereich des Kraftaufwandes reichte dabei von 2-500 N bei einer relativen
Genauigkeit von 0,2-0,4 %. Nachdem der Wirbelkorper entweder um 3 mm komprimiert

worden oder die Kraftgrenze von 500 N erreicht war, endete der Test automatisch.
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Abbildung 8: LWK in der Zwick-Testmaschine

2.4.2  Messparameter des biomechanischen Kompressionstests

2.4.2.1 Maximalkraft

Die Maximalkraft (Fmax) ist der hochste Kraftwert, der wahrend des Kompressionsversuchs
erreicht werden konnte, bevor es zu einem Einbruch der Grundplatte in den spongitsen
Wirbelkorper kommt.

2.4.2.2  Streckgrenze

Im Kraft-Weg-Diagramm des Kompressionsversuchs bezeichnet die Streckgrenze den Punkt
des Graphen, ab dem die Steigung nicht mehr linear ist, sie entspricht dem Ubergang von der
elastischen zur plastischen Verformung des Wirbelkorpers (siehe Abbildung 9: Kraft-Weg-
Diagramm des biomechanischen Kompressionstests, der rote Pfeil markiert die Streckgrenze).
Um die Streckgrenze zu bestimmen, wurden aus den Werten des linear ansteigenden Beginns
des Graphen die Regressionsgerade und deren Standardabweichung berechnet. Der Punkt, an
welchem der Graph den Bereich der doppelten Standardabweichung der Regressionsgerade

verlésst, ist definiert als die Streckgrenze (Stuermer et al. 2006).
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Abbildung 9: Kraft-Weg-Diagramm des biomechanischen Kompressionstests

2.4.2.3 Steigung
Dieser Parameter entspricht der linearen Steigung des Graphen im Kraft-Weg-Diagramm
wahrend der elastischen  Verformung des  Wirbelkdrpers zu Beginn  des

Kompressionsversuchs. Sie entspricht der Elastizitat des Wirbelkdrpers.

2.4.3  Validierung des Untersuchers des biomechanischen Kompressionstests

Um sicherzustellen, dass der Untersucher keinen Einfluss auf den biomechanischen
Kompressionstest hat, wurde dessen Reliabilitat zuvor evaluiert. Zu diesem Zweck fiihrte der
Untersucher einen Kompressionstest an den LWK IV und V von zehn Ratten, welche in
GroRe und Gewicht den eigentlichen Versuchstieren glichen, durch. Es wurden diese beiden
benachbarten Wirbelkdérper gewahlt, da der sonst Gbliche intraindividuelle Rechts-Links-
Vergleich bei der Wirbelsdule nicht moglich ist. Wie bei der eigentlichen Untersuchung
wurden die drei Parameter Steigung, Maximalkraft und Streckgrenze bestimmt und deren
intraindividuelle Abweichungen errechnet. Abweichungen von 15% (+/- 3%) zwischen LWK
IV und LWK V eines Tieres wurden entsprechend eines Rechts-Links-Vergleiches als
physiologisch betrachtet (Budsberg et al. 1993; Fisk und Baigent 1975).
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2.5  Statistik

Die statistischen Auswertungen sowie die graphischen Darstellungen der Ergebnisse wurden
mit der Software GraphPad Prism (Version 4.00a, April 2003, GraphPad Software Inc., San
Diego, USA) durchgefihrt.

Die bei den Versuchen gewonnenen Daten wurden zunéchst mittels einer one-way ANOVA
auf signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen untersucht, im Anschluss
diente ein Tukey-Kramer post-hoc Test zur genauen Identifizierung dieser. Als
Signifikanzniveau wurde der p-Wert a. < 0,05 gewihlt.

Um Zusammenhédnge zwischen den in der Mikroradiographie erfassten morphologischen
Eigenschaften mit der, im biomechanischen Kompressionstest bestimmten, mechanischen
Stabilitat der Lendenwirbelkorper zu detektieren, wurde mit den gewonnenen Daten eine
Pearson-Korrelation  durchgefuhrt. Der Korrelationskoeffizient Pearson r ist ein
dimensionsloses MaR fur den Grad eines linearen Zusammenhangs. Er kann sowohl positiv,
als auch negativ sein, maximal +1 und minimal -1. Bei Werten > 0,4 oder < -0,4 ist von einem
starken Zusammenhang auszugehen.

Das Quadrat des Korrelationskoeffizienten, das BestimmtheitsmaB r? beschreibt den

prozentualen Anteil der angenommenen Beeinflussung einer Variablen durch die Andere.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Gewicht der Tiere und Knochenvolumen

3.1.1 Gewicht und Futteraufnahme der Tiere im Verlauf

Im Folgenden werden das Gewicht der Tiere sowie deren durchschnittliche tagliche
Futteraufnahme graphisch und tabellarisch dargestellt. Die Tabellen beinhalten jeweils das
durchschnittliche Gewicht der Tiere in einer Gruppe + Standardabweichung. Das Gewicht der
Tiere wurde jeweils zu Beginn einer Versuchswoche erfasst, wohingegen das verbrauchte
Futter am Ende einer Woche berechnet wurde. Nach der achten Woche fand die Osteotomie

der Tibiae statt.
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Abbildung 10: Gewicht der Tiere im Verlauf
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Tabelle 4: Gewicht der Tiere im Verlauf

Woche | SHAM oVX oVX oVX oVX oVX
35 Hz 50 Hz 70 Hz 90 Hz
1 232,667 | 239,133 | 232,733 | 235500 | 252,143 | 236,533
+17,09 | +1264 | #1583 +7,86 +13,35 +7,78
2 252,333 | 256,733 | 247,333 | 248,643 | 265286 | 248,333
+16,38 | +14,08 | #2051 | +1040 | 12,79 +9,04
3 260,466 | 289,067 | 278,933 | 281,786 | 296,357 | 276,600
+16,86 | *13,10 | #1823 | #1201 | +1370 | +11,26
4 268,400 | 310,467 | 302,000 | 306,143 | 324,071 | 302,800
+1506 | *1349 | £2037 | +1145 | +1672 | +12,69
5 272,266 | 319,733 | 312,333 | 315714 | 334,214 | 313,867
+1632 | +1294 | £2326 | +1153 | %1814 | #1202
6 277466 | 322,400 | 314,333 | 317,429 | 340,071 | 316,600
+1351 | +1455 | +2332 | #1191 | +1865 | +1313
7 278333 | 328,267 | 319,467 | 319,929 | 344286 | 320,333
+1433 | +1506 | +2406 | *1196 | +2066 | +1399
8 281,067 | 330,600 | 323,467 | 324,571 | 349214 | 324,267
+13,67 | *1399 | #2516 | +1286 | +2099 | +1512
9 280,400 | 325867 | 324,333 | 324,929 | 349286 | 326,800
+17,02 | +2865 | #2338 | +11,16 | 21,01 | 1519
10 282,733 | 313533 | 305071 | 306,857 | 329,357 | 309,000
+1756 | +1627 | #2725 | #1222 | 1976 | +1221
11 282,400 | 308,733 | 294,929 | 298,786 | 314571 | 296,200
+1599 | +1490 | *2554 | +1570 | +1890 | +14,14
12 283,600 | 318,600 | 301,286 | 306,571 | 328,857 | 300,133
+1678 | +17,36 | +2662 | *1557 | 2234 | 1510
13 288,200 | 319,467 | 307,214 | 310,143 | 325500 | 304,133
+1743 | +1593 | #2558 | #1590 | 2117 | %1570
14 293,000 | 325533 | 312,500 | 314,214 | 331071 | 309,067
+18,13 | +1883 | %2601 | #1478 | 2045 | +1625

42




3 Ergebnisse

tigliche Futteraufnahme je Tier [g]
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Abbildung 11: Futteraufnahme der Tiere im Verlauf
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Tabelle 5: Téagliche Futteraufnahme der Tiere im Verlauf

Woche | SHAM oVX oVX oVX oVX oVX
35 Hz 50 Hz 70 Hz 90 Hz

1 18,333 22,667 22,581 23,302 24,621 24,343
+1,21 +1,37 +0,68 +1,36 +0,78 +0,57

2 18,257 23,333 23,571 24,052 25,743 25,810
+0,52 +0,92 +0,76 +0,74 +0,73 +0,39

3 18,457 22,571 22,543 23,276 24,779 24,114
+1,07 +0,37 +1,16 +0,44 +0,74 +0,35

4 17,581 21,000 20,590 21,538 23,240 21,981
+0,58 +0,83 +1,16 +0,25 +0,58 +0,57

5 17,905 20,962 20,552 20,740 22,400 21,200
+0,07 +0,56 +0,82 +0,28 +0,79 +0,16

6 17,524 19,781 19,514 19,655 21,371 20,248
+0,93 +0,77 +0,72 +0,27 +0,89 +0,28

7 17,790 19,229 20,119 18,729 20,162 19,724
+0,85 +1,27 +2,58 +0,16 +0,76 +0,53

8 14,190 12,581 10,386 12,760 13,695 13,400
+1,58 +1,41 + 4,09 +0,79 +0,74 +1,37

9 17,286 14,895 13,536 14,483 14,193 13,467
+0,85 +0,31 +0,73 +0,94 +0,28 +0,17

10 17,067 16,810 15,852 16,140 16,205 15,505
+0,61 +0,18 +0,56 +0,59 +0,55 +0,68

11 17,048 16,886 16,238 16,419 17,081 16,724
+0,929 +0,35 +0,84 +0,48 +0,84 +0,63

12 21,429 22,619 21,990 21,819 24,086 24,124
+3,20 +4,32 +3,17 +4,48 +3,44 +3,48
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3.1.2 Gewicht des Uterus
Tabelle 6: Uterusgewicht
SHAM OVX OVX OVX OVX OVX
35Hz 50 Hz 70 Hz 90 Hz
Uterusgewicht | 604,000 115,333 105,000 103,571 101,427 100,000
[mg]

Das durchschnittliche Uterusgewicht der SHAM-Tiere war am Tag der Totung signifikant

erhoht im Vergleich zu dem der ovariektomierten Tiere.

3.1.3  Volumen der Wirbelkdrper
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Abbildung 12: Wirbelkdrpervolumen

Beziiglich des Wirbelkdrpervolumens finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

den untersuchten Gruppen.

3.2 Ergebnisse der Mikroradiographie

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Messparameter der Mikroradiographien

(s. 2.2.4) dargestellt. Dabei werden sowohl die absoluten, als auch die mit dem

Wirbelkdrpervolumen  korrelierten  Ergebnisse beschrieben. Es erfolgt zundchst die
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Darstellung der Ergebnisse in Sdulendiagrammen, spéter die tabellarische Zusammenfassung
der Mittelwerte und Standardabweichungen fur alle untersuchten Parameter. Folgende
Symbole dienen der Verdeutlichung wvon signifikanten Unterschieden in den
Saulendiagrammen:

Signifikant gegenuber SHAM: *

Signifikant gegenuber OVX: #

Signifikant gegentiber OVX 70 Hz: o

Signifikant gegentiber OVX 90 Hz:

Fur die mittels one-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc Test ermittelten Unterschiede

wurde ein p < 0,05 als Signifikanzniveau bestimmt.

3.21 Kortikalisdicke ventral
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Abbildung 13: Kortikalisdicke ventral
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Abbildung 14: Kortikalisdicke ventral, onne SHAM-Tiere
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Abbildung 15: Kortikalisdicke ventral, bezogen auf das Wirbelkérpervolumen
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Abbildung 16: Kortikalisdicke ventral, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdérpervolumen

Fur die ventrale Kortikalisdicke fanden sich zwischen den untersuchten Gruppen keine
signifikanten Unterschiede. Nach Bezug der Kortikalisdicke auf das Volumen der
Wirbelkorper zeigt sich die Tendenz zu einer dickeren ventralen Kortikalis in den Gruppen
SHAM und OVX 35 Hz, die jedoch nicht signifikant ist (siehe Abbildungen 13-16).
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3.2.2 Kortikalisdicke dorsal
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Abbildung 17: Kortikalisdicke dorsal
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Abbildung 18: Kortikalisdicke dorsal, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 19: Kortikalisdicke dorsal, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 20: Kortikalisdicke dorsal, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen

Wie bei der ventralen Kortikalisdicke unterscheidet sich auch die dorsale Dicke der Kortikalis
zwischen den Gruppen nicht signifikant. Ohne Bezug auf das Volumen der Wirbelkdrper
findet sich die dickste dorsale Kortikalis bei den mit 70 Hz vibrierten Tieren. Bezieht man die
Dicke der Kortikalis auf das Volumen, so verschiebt sich diese Tendenz hin zu der mit 35 Hz
vibrierten Gruppe (siehe Abbildungen 17-20).

3.2.3 Kortikalisflache
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Abbildung 21: Kortikalisflache
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Abbildung 22: Kortikalisflache, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 23: Kortikalisflache, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 24: Kortikalisflache, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
Es finden sich keine signifikanten Unterschiede fur den Messparameter der kortikalen

Knochenfldche zwischen den einzelnen Gruppen. Sowohl mit, als auch ohne rechnerischen

Bezug auf das Wirbelkorpervolumen féllt auf, dass die Kortikalisflache in den Gruppen OVX
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und OVX 35 Hz hoher ist, als in den gesunden bzw. mit hoheren Frequenzen vibrierten
Tieren (siehe Abbildungen 21-24).

3.2.4  Anzahl der Trabekelkreuzungen
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Abbildung 25: Trabekelkreuzungen absolut
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Abbildung 26: Trabekelkreuzungen absolut, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 27: Trabekelkreuzungen absolut, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 28: Trabekelkreuzungen absolut, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdérpervolumen

Betrachtet man die absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen, ohne diese auf das Volumen der
Wirbelkorper zu beziehen, so unterscheiden sich die gesunden SHAM-Tiere mit einer
signifikant hoheren Anzahl von den tbrigen Gruppen (siehe Abbildungen 25 und 26). Setzt
man die Zahl der Trabekelkreuzungen in Bezug zum Volumen der Wirbelkorper, so finden
sich weitere signifikante Unterschiede. So sind die Zahlen bei den mit 35 und 50 Hz
vibrierten Tieren signifikant erhoht im Vergleich zu der mit 90 Hz vibrierten Gruppe, wenn
auch nicht so hoch wie bei den gesunden Kontrolltieren (siehe Abbildung 27). L&sst man
diese Kontrolltiere auRen vor, so sinkt der p-Wert fur den Unterschied zwischen der OV X-

und der 90 Hz-Gruppe ebenfalls unter 0,05, und die zuvor bereits erkennbare Tendenz ist

signifikant (siehe Abbildung 28).
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3.2.5 Dichte der Trabekelkreuzungen
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Abbildung 29: Dichte der Trabekelkreuzungen

g

%12.5—

s

g 100
A

N 754

£ . J} J T
: i
E 254 | - L
-

3 o0

5 &
o

4*4*4*4*

Abbildung 30: Dichte der Trabekelkreuzungen, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 31: Dichte der Trabekelkreuzungen, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 32: Dichte der Trabekelkreuzungen, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdérpervolumen

Unabhangig vom Bezug auf das VVolumen der Wirbelkorper unterscheiden sich in der Dichte
der Trabekelkreuzungen jeweils nur die gesunden SHAM-Tiere signifikant von den Ubrigen
Gruppen. Wenn auch nicht signifikant, fallt auf, dass die Gruppen OVX 35 Hz und OVX 90
Hz deutlich weniger Trabekelkreuzungen pro Flache aufweisen. Zu beachten ist die bei
diesem Messparameter vergleichsweise hohe Standardabweichung (siehe Abbildungen 29-
32).

3.2.6  Durchschnittliche Trabekeldicke
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Abbildung 33: Trabekeldicke
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Abbildung 34: Trabekeldicke, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 35: Trabekeldicke, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 36: Trabekeldicke, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkérpervolumen

Ohne Bezug auf das Volumen der Wirbelkdrper haben die mit 90 Hz vibrierten Tiere

signifikant diinnere Trabekel, als alle anderen Gruppen. Setzt man die durchschnittliche Dicke
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der Trabekel in Relation zum Wirbelkdrpervolumen, so bleibt die Tendenz bestehen, lediglich
der Unterschied zur Gruppe OV X 70 Hz ist nicht mehr signifikant (siehe Abbildungen 33-36).

3.2.7  Zusammenfassung der Ergebnisse der Mikroradiographie

Die folgenden Tabellen fassen die Ergebnisse der Mikroradiographie zusammen. Angegeben

sind jeweils Mittelwert + Standardabweichung fur jeden Messparameter und jede Gruppe.

CtWi. v. = Kortikalisdicke wventral, Ct.Wi. d. = Kortikalisdicke dorsal, Ct.Ar. =
Kortikalisflache, Tb.N. = Trabekelkreuzungen absolut, Th.N/mm? = Dichte der
Trabekelkreuzungen, Th.Wi. = Trabekeldicke.
Tabelle 7: Ergebnisse der Mikroradiographie: Kortikalisparameter
Ct.Wi. v. CtWi.d. CtAr.
[mm] [mm] [mm?]
SHAM 0,45+ 0,09 0,52 +0,10 7,03 £2,40
OVvX 0,46 + 0,09 0,55+0,10 7,78 £ 2,63
OVX 35 Hz 0,47 +0,10 0,55 +0,09 7,85+2,30
OVX 50 Hz 0,45+0,10 0,53+0,09 7,28 £2,44
OVX 70 Hz 0,45+0,10 0,56 + 0,10 7,30 £2,73
OVX 90 Hz 0,45+ 0,08 0,53 +0,08 7,43 +219
Tabelle 8: Ergebnisse der Mikroradiographie: Kortikalisparameter, bezogen auf das
Wirbelkérpervolumen
Ct.Wi. v. CtWi.d. CtAr.
[mm/mmq] [mm/mmq] [mm?/mm3]
SHAM 0,0038 + 0,00074 0,0044 + 0,00091 0,0591 +0,01848
OVvX 0,0037 +0,00093 0,0045 + 0,00096 0,0638 + 0,02329
OVX 35 Hz 0,0040 + 0,00079 0,0047 + 0,00088 0,0671 + 0,01864
OVX 50 Hz 0,0037 + 0,00090 0,0045 + 0,00080 0,0607 + 0,02062
OVX 70 Hz 0,0036 + 0,00097 0,0045 + 0,00117 0,0589 + 0,02425
OVX 90 Hz 0,0036 + 0,00076 0,0042 + 0,00077 0,0589 + 0,01885
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Tabelle 9: Ergebnisse der Mikroradiographie: Trabekelparameter

Tb.N. Tb.N./mm? Tb.Wi.
[n/mm?] [um]
SHAM 142,0 £ 22,76 8,72+ 4,70 5,48 £ 0,96
OVX 104,2 + 22,14 6,01 + 3,10 5,53 £0,97
OVX 35 Hz 103,5 + 26,53 5,22 +2,36 5,31+0,73
OVX 50 Hz 106,1 + 22,97 6,31 + 3,73 5,94 +0,91
OVX 70 Hz 102,8 + 21,02 6,26 + 3,06 5,30 + 0,68
OVX 90 Hz 92,08 + 21,11 5,07 £ 2,65 4,72 £ 0,54
Tabelle 10: Ergebnisse der Mikroradiographie:  Trabekelparameter, bezogen auf das
Wirbelkdrpervolumen
Tb.N. Tb.N./mm? Tb.Wi.
[n/mm?] [(n/mm?/mm?] [um/mm?)]
SHAM 1,21 +0,21 0,077 + 0,045 0,048 +0,0122
OVX 0,85+ 0,17 0,049 + 0,025 0,045 + 0,0092
OVX 35 Hz 0,88 +0,20 0,045 + 0,022 0,046 + 0,0078
OVX 50 Hz 0,89 +0,23 0,054 + 0,034 0,047 + 0,0092
OVX 70 Hz 0,81+0,15 0,049 + 0,230 0,042 + 0,0068
OVX 90 Hz 0,73+0,16 0,040 + 0,021 0,037 + 0,0055
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3.3 Ergebnisse der Veraschung

3.3.1 Knochenmineraldichte
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Abbildung 37: Knochenmineraldichte
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Abbildung 38: Knochenmineraldichte, ohne SHAM-Tiere

Vergleicht man alle untersuchten Gruppen miteinander, so findet sich bei den SHAM-Tieren
eine signifikant héhere Knochenmineraldichte, als bei den mit 50 bzw. 90 Hz vibrierten und
den nicht vibrierten Tieren. Auch die Knochenmineraldichte der Gruppen OVX 35 Hz und
OVX 70 Hz ist geringer, als die der gesunden SHAM-Tiere, dieser Unterschied ist jedoch
nicht signifikant (siehe Abbildung 37). Betrachtet man nur die ovariektomierten Tiere, SO
findet sich die geringste Knochenmineraldichte bei der Gruppe OVX 90 Hz, die sich damit
signifikant von der Gruppe OV X 35 Hz unterscheidet (siehe Abbildung 38).
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3.3.2  Phosphatgehalt
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Abbildung 39: Phosphatgehalt
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Abbildung 40: Phosphatgehalt, ohne SHAM-Tiere

Der prozentuale Phosphatgehalt der untersuchten Lendenwirbelkorper ist am hdchsten bei den
mit 35 Hz vibrierten Tieren, die sich signifikant von den Gruppen OVX 70 Hz und OVX 90
Hz abheben. Den niedrigsten Anteil an Phosphat weisen die mit 70 Hz vibrierten Tiere auf,
die sich auch von SHAM und OV X signifikant unterscheiden (siehe Abbildungen 39 und 40).
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3.3.3  Calciumgehalt
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Abbildung 41: Calciumgehalt
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Abbildung 42: Calciumgehalt, ohne SHAM-Tiere

Es finden sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Calciumgehalts zwischen den
untersuchten Gruppen (siehe Abbildungen 41 und 42).

3.3.4  Verhéltnis von Calcium zu Phosphat
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Abbildung 43: Verhaltnis Calcium/Phosphat
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Das Verhaltnis von Calcium zu Phosphat ist am hdchsten bei der Gruppe OVX 70 Hz. Der
Unterschied ist signifikant im Vergleich mit den Gruppen SHAM, OVX und OVX 35 Hz

a
e

Verhiiltnls Calclum/Phosphal

& B

(siehe Abbildungen 43 und 44).

3.35

Die Ergebnisse der Veraschung werden in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert £ Standardabweichung fiir die untersuchten Gruppen

und die bestimmten Parameter.
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Tabelle 11: Zusammenfassung der Ergebnisse der Veraschung

Abbildung 44: Verhdltnis Calcium/Phosphat, ohne SHAM-Tiere

Zusammenfassung der Ergebnisse der Veraschung

BMD [mg/mm?®] PO, [%] Ca’* [%] Ca®'/ PO

SHAM 0,00087 + 0,00009 53,74+ 0,56 | 36,38+1,84 | 158+0,11
OVX 0,00077 + 0,00008 52,38+1,88 | 3516+197 | 1,59+0,08
OVX 35 Hz 0,00081 + 0,00007 53,93+1,63 | 3588+0,70 | 1,58+0,49
OVX 50 Hz 0,00078 + 0,00008 52,01+3,39 | 3591+1,15 | 1,65+0,10
OVX 70 Hz 0,00080 + 0,00009 4991+127 | 3635+1,13 | 1,73+0,04
OVX 90 Hz 0,00073 + 0,00005 50,61+2,65 | 3519+383 | 1,65+0,16
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3.4 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

Analog zur Darstellung der Ergebnisse der Mikroradiographie werden hier die aus dem
biomechanischen Kompressionstest gewonnenen Daten dargestellt. Es erfolgt zunédchst in
Sdulendiagrammen die Darlegung der Ergebnisse fur die einzelnen Messparameter (siehe
2.4.2), sowohl mit, als auch ohne Bezug auf das Volumen der Wirbelkérper, und im

Anschluss die tabellarische Zusammenfassung der Mittelwerte + Standardabweichung.

3.4.1  Steigung
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Abbildung 45: Steigung
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Abbildung 46: Steigung, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 47: Steigung, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 48: Steigung, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdérpervolumen

Unabhangig vom Bezug auf das VVolumen der Wirbelkdrper unterscheiden sich jeweils nur die
gesunden SHAM-Tiere mit einer signifikant hoheren Steigung von den tbrigen Gruppen. VVon
den vibrierten Tieren erreicht die Gruppe OV X 35 Hz die héchsten Werte (siehe Abbildungen
45-48).
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3.4.2  Streckgrenze

300

= 1 .

ﬁ 200 -

5

§ 100

b

S & o @
s ﬁ

Abbildung 49: Streckgrenze
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Abbildung 50: Streckgrenze, ohne SHAM-Tiere

i

Streckgrenze,
bezogen auf Volumen [Nlmrﬁ]
[=] - N

il

AN ﬁ

Ly
,

Abbildung 51: Streckgrenze, bezogen auf das Wirbelkérpervolumen
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Abbildung 52: Streckgrenze, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkérpervolumen

Wie bei der Steigung unterscheiden sich auch bei der Streckgrenze nur die SHAM-Tieren
signifikant von den ibrigen Gruppen (siehe Abbildungen 49-52).

34.3 Maximalkraft
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Abbildung 54: Maximalkraft, ohne SHAM-Tiere
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Abbildung 55: Maximalkraft, bezogen auf das Wirbelkdrpervolumen
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Abbildung 56: Maximalkraft, ohne SHAM-Tiere,

bezogen auf das Wirbelkdérpervolumen

Entsprechend den beiden anderen Messparametern des biomechanischen Kompressionstests
finden sich auch bei der Maximalkraft keine signifikanten Unterschiede zwischen den
ovariektomierten Gruppen. Lediglich bei den SHAM-Tieren ist die Maximalkraft signifikant

erhoht gegenuber allen tbrigen Tieren (siehe Abbildungen 53-56).

3.4.4  Zusammenfassung der Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

Im Folgenden werden die Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests, zunéchst
ohne, dann mit Bezug auf das Wirbelkérpervolumen, tabellarisch zusammengefasst.

Aufgeflhrt sind jeweils der Mittelwert + Standardabweichung fir jeden erfassten Parameter
sowie fir jede Gruppe.
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Tabelle 12: Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

Steigung [N/mm] Streckgrenze [N] Maximalkraft [N]
SHAM 146,6 + 28,94 252,1 + 25,77 2559+ 2421
OVX 107,9 + 18,87 172,2 + 30,26 173,6 + 29,82
OVX 35Hz 117,3+ 19,84 175,5+ 21,83 176,9 + 21,92
OVX 50 Hz 1149 + 28,18 173,5 + 34,26 1745 + 34,29
OVX 70 Hz 112,1 £ 23,17 173,4 + 22,35 174,4 + 22,38
OVX 90 Hz 113,7 + 25,69 172,7+ 18,71 175,2 £ 18,17

Tabelle 13: Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests, bezogen auf das Wirbelkérpervolumen

Steigung Streckgrenze Maximalkraft
[(N/mm)/mm?®] [N/mm?] [N/mm?]

SHAM 1,27 +0,32 2,15+ 0,35 2,04 + 0,66
OVX 0,90 + 0,21 1,43 +0,35 1,45 +0,35
OVX 35 Hz 0,99 +0,14 1,50 + 0,28 1,52 0,28
OVX 50 Hz 0,95 + 0,19 1,44 +0,28 1,45 + 0,28
OVX 70 Hz 0,92 + 0,22 1,42 +0,23 1,42 0,23
OVX 90 Hz 0,89 + 0,23 1,36 + 0,21 1,38 +0,21

3.5

3.5.1
Mikroradiographie

Korrelation der Ergebnisse

Korrelation der Ergebnisse des Kompressionsversuchs mit denen der

Um den pradiktiven Wert der morphologischen Parameter fur die mechanische Stabilitét der

Lendenwirbelkdrper zu erfassen, werden im Folgenden die aus der Auswertung der

Mikroradiographien

gewonnenen

Kompressionstests korreliert.

Ergebnisse
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3 Ergebnisse

Tabelle 14 fasst die Werte des Pearson r fur die Korrelation der Ergebnisse des
Kompressionsversuchs mit denen der Mikroradiographie zusammen. Die signifikanten Werte

sind fett gedruckt.

Tabelle 14: Korrelation (Pearson r) des Kompressionsversuchs mit der Mikroradiographie

Steigung Streckgrenze Maximalkraft
Kortikalisdicke ventral -0,0386 -0,0876 -0,0907
Kortikalisdicke dorsal -0,0408 -0,2281 -0,2226
Kortikalisflache -0,1468 -0,1581 -0,1562
Anzahl Trabekelkreuzungen 0,2623 0,4710 0,4649
Dichte Trabekelkreuzungen 0,3554 0,4268 0,4175
Trabekeldicke 0,0052 -0,0007 -0,0076

Tabelle 15: Korrelation (R?) des Kompressionsversuchs mit der Mikroradiographie

Steigung Streckgrenze Maximalkraft
Kortikalisdicke ventral 0,0015 0,0077 0,0082
Kortikalisdicke dorsal 0,0017 0,0520 0,0496
Kortikalisflache 0,0215 0,0249 0,0244
Anzahl Trabekelkreuzungen 0,0693 0,2219 0,2161
Dichte Trabekelkreuzungen 0,1263 0,1822 0,1743
Trabekeldicke 0,00003 0,0000005 0,00006

Aus den gewonnenen Daten geht eindeutig hervor, dass nur die Dichte der
Trabekelkreuzungen sowie deren Gesamtzahl die biomechanische Stabilitdt des

Lendenwirbelkorpers beeinflusst.

3.5.2  Kaorrelation der morphologischen Parameter

Bei der Untersuchung der Abhéngigkeit der mechanischen Stabilitdt von der
Knochenmorphologie fiel die konstant negative Korrelation der Kortikalisparameter auf,

wenn diese auch nicht signifikant war. Um einen potentiellen Zusammenhang zwischen

68
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Kortikalis- und Trabekelparametern zu erfassen, werden diese im Folgenden zuné&chst fur alle
Tiere, im Anschluss fir die einzelnen Gruppen, miteinander korreliert. Die signifikanten
Werte sind fett gedruckt.

Tabelle 16: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern

Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. -0,637 -0,109 0,082
CtAr. -0,754 0,057 0,157

Tabelle 17: Korrelation (R?) von Kortikalis- und Trabekelparametern
Tr.N./mm’ Tr.N. Tr.Wi.
CtWi. d. 0,406 0,012 0,007
CtAr. 0,569 0,003 0,025

Die Trabekeldichte Kkorreliert stark negativ mit der dorsalen Kortikalisdicke und der

Kortikalisflache.

Tabelle 18: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern, nur SHAM

SHAM Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. -0,735 0,450 -0,289
Ct.Ar. -0,791 0,207 -0,181

Tabelle 19: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern, nur OVX

OVX Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. 0,735 -0,043 0,246
Ct.Ar. -0,857 0,207 0,426

Tabelle 20: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern, nur OVX 35 Hz

OVX 35 Hz Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. -0,284 0,601 0,697
Ct.Ar. -0,651 0,574 0,517
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Tabelle 21: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern, nur OVX 50 Hz

OVX 50 Hz Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. -0,880 -0,600 -0,401
Ct.Ar. 0,721 -0,119 0,218

Tabelle 22: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern, nur OVX 70 Hz

OVX 70 Hz Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. -0,885 -0,364 -0,151
Ct.Ar. -0,936 -0,115 -0,063

Tabelle 23: Korrelation (Pearson r) von Kortikalis- und Trabekelparametern, nur OVX 90 Hz

OVX 90 Hz Tr.N./mm? Tr.N. Tr.Wi.
Ct.Wi. d. -0,655 0,016 -0,088
Ct.Ar. -0,793 0,100 -0,004

Bei der Betrachtung der einzelnen Gruppen korreliert weiterhin die Trabekeldichte stark

negativ mit der dorsalen Dicke der Kortikalis und der Kortikalisflache. Einzige Ausnahme

bildet die Gruppe OVX 35 Hz, innerhalb derer die dorsale Kortikalisdicke nicht signifikant

mit der Trabekeldichte korreliert,

Trabekelkreuzungen und der Trabekeldicke.

dafir
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Die ovariektomierte Ratte als Osteoporosemodell

Die beschriebenen Untersuchungen wurden an ovariektomierten Ratten durchgefiihrt. Diese
sind ein etabliertes Tiermodell fur die durch postmenopausalen Knochenverlust bedingte
Osteoporose. Der durch die Ovariektomie induzierte Verlust von Knochensubstanz der Ratte
gleicht dem der postmenopausalen Frauen in wesentlichen Gesichtspunkten. So fiihrt die
Ovariektomie bei Ratten innerhalb von acht bis zehn Wochen zu einer signifikanten
Reduktion der Knochenmineraldichte in der Lendenwirbelséule, wobei in erster Linie die
spongiosen Anteile der Wirbelkorper betroffen sind, indem das trabekuldre Netzwerk
ausgedunnt wird (Miller und Wronski 1993; Omi und Ezawa 1995). Bereits drei Tage nach
der Ovariektomie steigt die Zahl der Osteoklasten im trabekuldren Knochen deutlich an,
innerhalb von 42 Tagen findet sich eine signifikant reduzierte Trabekeldicke (YYamaura et al.
1996). Mit dem Verlust der Knochenmasse sinkt gleichzeitig auch die mechanische Stabilitat
des Knochens (Mosekilde et al. 1993).

Ein weiterer wesentlicher Aspekt ist das Ansprechen auf therapeutische MaRRnahmen. Der
durch die Ovariektomie induzierte Verlust von Knochensubstanz bei der Ratte I4sst sich durch
die selben Pharmaka beeinflussen, wie die postmenopausale Osteoporose der Frau (Kalu
1991).

Obwohl die Ovariektomie-induzierte Osteoporose der Ratte der postmenopausalen
Osteoporose in vielen Punkten gleicht, ist nicht bekannt, dass bei Ratten osteoporotische
Frakturen, zum Beispiel der Lendenwirbelkorper, auftreten. So fand sich in einer
Untersuchung tber den Zeitraum von 540 Tagen bei zwolf ovariektomierten Ratten, trotz
deutlich reduzierter trabekuldrer Knochensubstanz, keine gesteigerte Inzidenz spontaner

Frakturen im Vergleich zur SHAM-operierten Kontrollgruppe (Miller und Wronski 1993).

Es wurden in der Vergangenheit verschiedene Tiermodelle fur die Osteoporose verwendet,
darunter ovariektomierte Hunde, Schafe, Schweine und Affen. Aufgrund der grolien

Ahnlichkeiten des Ostrogendefizienten Knochenmetabolismus von Ratten und Menschen
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sowie der guten Verfugbarkeit der Ratte ist dieses Modell jedoch das etablierteste (Barlet et
al. 1994).

4.2  Analyse der Ergebnisse der Mikroradiographie

Die mikroradiographische Auswertung erlaubt Rickschlisse tber den Einfluss der WBV auf
die Morphologie der Lendenwirbelkorper. Die Eigenschaften des trabekuldren Netzwerks
sowie der Kkortikalen Hulle wurden in vorangegangenen Studien bereits vielfach untersucht,
die Mikroradiographie ist hierfiir eine etablierte Methode, die jedoch nur zweidimensionale
Bilder liefert und somit nicht in der Lage ist, die ganze Komplexitat der Knochenmorphologie
abzubilden. Neuere Studien (Christiansen und Silva 2006; Lynch et al. 2010) verwenden
teilweise anstelle der Mikroradiographie die Mikrocomputertomographie, wobei den
Untersuchern keine vergleichenden Daten Uber Qualitatsunterschiede zwischen den beiden
Verfahren vorliegen.

Ein Versuch mit Schafen, deren Hinterbeine Uber den Zeitraum eines Jahres an fiunf Tagen
pro Woche mit einer Frequenz von 30 Hz 20 Minuten lang vibriert wurden, zeigte den
osteoanabolen Effekt der Vibration. In der Histomorphometrie fanden sich bei den Femora
der vibrierten Tiere eine Zunahme des trabekuldren Knochenvolumens um 32% und der
Trabekelanzahl um 45% im Vergleich zu den nicht-vibrierten Kontrollschafen (Rubin et al.
2002a). Diese Ergebnisse wurden in einer Studie mit ovariektomierten und SHAM-operierten
Ratten bestétigt. Die Tiere wurden fur 28 Tage der WBV mit 45 oder 90 Hz unterzogen, zehn
Minuten taglich. In der Histomorphometrie der Tibiae zeigte sich ein signifikant erhdhtes
trabekuléres Knochenvolumen bei den mit 90 Hz vibrierten Tieren im Vergleich zu den
anderen Gruppen (Judex et al. 2007). Auch bei Méausen hatte die WBV einen positiven
Einfluss auf das Knochengewebe. Nachdem die Tiere tber finf Wochen téglich 15 Minuten
mit 45 Hz vibriert worden waren, zeigte sich in der Mikrocomputertomographie des LWK V
eine signifikante Zunahme des Knochenvolumens und der Trabekeldicke (Christiansen und
Silva 2006). Ein weiterer Versuch untersuchte den Effekt der WBV auf den osteoporotischen
Lendenwirbelkérper der Ratte. Zu diesem Zweck wurden ovariektomierte und SHAM-
operierte Tiere Uber einen Zeitraum von 35 Tagen zweimal taglich mit einer Frequenz von 90
Hz vertikal vibriert und im Anschluss mit nicht-vibrierten Kontrollgruppen verglichen. In der
Mikroradiographie zeigte sich bei den WBV-Tieren ein Anstieg der Trabekelzahl und deren
Dicke im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Sehmisch et al. 2009a).

72



4 Diskussion

Trotz Kkleiner Unterschiede bei genauerer Betrachtung, beschreiben alle bisherigen Studien
einen osteoanabolen Einfluss der WBYV, besonders auf die trabekuléren Bereiche des
Knochens.

Diese Tendenz kann die hier vorliegende Untersuchung nur teilweise bestatigen. Die mit
Abstand hdchsten Werte fiir die absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen fanden sich bei den
SHAM-Tieren. Betrachtete man jedoch die Zahl der Trabekelkreuzungen in Relation zum
Volumen der untersuchten Wirbelkdrper, so zeigte sich, dass die Gruppen OVX 35 Hz und
OVX 50 Hz signifikant mehr Trabekelkreuzungen pro mm?® aufwiesen, als die mit 90 Hz
vibrierten Tiere, und, wenn auch nicht signifikant, so doch tendenziell mehr als die Gruppe
OVX. Die Zahl der Trabekelkreuzungen bei der Gruppe OVX 90 Hz sank nach Bezug auf das
Wirbelkdrpervolumen und Ausschluss der SHAM-Tiere sogar signifikant unter den Wert der
ovariektomierten und nicht-vibrierten Tiere, so dass die Mdglichkeit in Betracht gezogen
werden muss, dass die WBV mit 90 Hz einen eher negativen Effekt auf das trabekuldre
Netzwerk des Wirbelkorpers hat. Dieser Verdacht wird weiter erhartet bei Betrachtung der
Parameter Trabekeldicke und Dichte der Trabekelkreuzungen, bei beiden zeigt die Gruppe
OVX 90 Hz die niedrigsten Werte, die durchschnittliche Trabekeldicke der mit 90 Hz
vibrierten Tiere ist signifikant geringer als die aller anderen Gruppen. Die tbrigen Gruppen
unterscheiden sich bezuglich der Trabekeldicke nicht signifikant voneinander.

Auf die Kortikalis hatte die WBV im vorliegenden Versuch keinen wesentlichen Einfluss.
Analog zu den meisten der bisherigen Veroffentlichungen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den sechs Gruppen fur die Parameter ventrale Kortikalisdicke, dorsale
Kortikalisdicke und Kortikalisflache. Mdglicherweise hatte das haufigere Vibrieren, zum
Beispiel zweimal taglich, einen Effekt auf die Kortikalis. Dies legen Ergebnisse der eigenen
Arbeitsgruppe nahe, bei der die zweimal tégliche Vibration mit 90 Hz fur 15 Minuten auch zu

einer Zunahme des kortikalen Knochenanteils gefiihrt hatte (Sehmisch et al. 2009a).

4.3  Analyse der Ergebnisse der Veraschung

Die Veraschung der Knochen zeigte die Wirkung der WBYV auf die Knochenmineraldichte.
Laut WHO-Definition liegt eine Osteoporose vor, wenn die Knochendichte 2,5
Standardabweichungen unter den Mittelwert der Knochendichte skelettgesunder Erwachsener
zwischen dem zwanzigsten und vierzigsten Lebensjahr (T-Score), bzw. den Mittelwert
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Skelettgesunder der gleichen Altersgruppe (Z-Score), fallt. Friihere Studien belegten den
Einfluss der WBV auf die Knochendichte. So konnte gezeigt werden, dass der Verlust von
Knochensubstanz in ovariektomierten Ratten durch die WBV mit 50 Hz fir 30 Minuten an
finf Tagen der Woche uber einen Zeitraum von drei Monaten den Verlust von Knochenmasse
reduziert. Die Knochenmineraldichte in den Femora und Tibiae der vibrierten Tiere war
sowohl in der SHAM-, als auch in der OVX-Gruppe signifikant hoher, als bei den nicht-
vibrierten Tieren (Flieger et al. 1998). Eine ahnliche Untersuchung an Schafen lieferte
vergleichbare Ergebnisse. Die Hinterbeine der Tiere wurden fir ein Jahr an funf Tagen der
Woche fur 20 Minuten mit einer Frequenz von 30 Hz vibriert. Das fuhrte zu einer Zunahme
des Knochenmineralgehalts der Femora um 10,6% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Rubin et
al. 2002b). Das Prinzip wurde weiter in einer Kklinischen Studie an 70 postmenopausalen
Frauen getestet. Diese wurden in zwei Gruppen eingeteilt, von denen eine keine WBV erfuhr,
wéhrend die Probandinnen der anderen Gruppe ber den Zeitraum von einem Jahr taglich 10
Minuten auf einer mit 30 Hz vibrierenden Plattform standen. Die Knochendichte wurde
mittels DXA zu Beginn sowie nach sechs und zwolf Monaten gemessen. Wahrend die
Kontrollgruppe innerhalb dieses Jahres einen Verlust der Knochendichte im proximalen
Femur von 2,13% verzeichnen musste, stieg die BMD der vibrierten Gruppe um 0,04%, was
einem relativen Gewinn von 2,17% entspricht. Die Ergebnisse waren mit einem p=0,06 knapp
nicht signifikant (Rubin et al. 2004). Eine Meta-Analyse uber die Wirkung der WBYV auf die
Knochenmineraldichte bestatigte diese Ergebnisse. Diese beschreibt die Zunahme der
Knochenmineraldichte im Bereich des proximalen Femurs, jedoch nicht in der Wirbelséule
oder der Tibia postmenopausaler Frauen. Bei Kindern und jungen Erwachsenen zwischen vier
und 20 Jahren hatte die WBV auch eine Zunahme des trabekuldren Knochenvolumens in
Wirbelsdule und Tibia zur Folge. Kein Effekt zeigte sich dagegen bei jungen Erwachsenen
zwischen 19 und 38 Jahren (Slatkovska et al. 2010), was moglicherweise damit zu begriinden
ist, dass diese Altersgruppe auch unbehandelt die maximale Knochenmineraldichte aufweist.
Eine der vorliegenden Untersuchung &hnliche Studie betrachtete den Einfluss der WBV auf
den osteoporotischen Lendenwirbelkdrper der Ratte. Nachdem die Tiere ovariektomiert oder
SHAM-operiert worden waren, wurde jeweils die Halfte der beiden Gruppen Uber 35 Tage
zweimal taglich mit einer Frequenz von 90 Hz vertikal vibriert. Die Knochenmineraldichte
wurde mittels Veraschung bestimmt. Es zeigte sich bei den vibrierten Tieren eine signifikant
h6here Knochenmineraldichte, als in den nicht-vibrierten Ratten. Dabei lagen die Werte fur
die ovariektomierten Ratten jedoch immer unter denen der SHAM-Tiere (Sehmisch et al.
2009a).
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Bei der Bestimmung der Knochenmineraldichte der hier untersuchten Tiere wiesen die
SHAM-Tiere die hochsten Werte auf, auf gleichem Signifikanzniveau waren die vibrierten
Gruppen OVX 35 Hz und OVX 70 Hz. Die geringste Knochenmineraldichte fand sich in der
Gruppe OVX 90 Hz, deren Werte sogar die der nicht-vibrierten Gruppe OV X unterschritten.
Diese Erkenntnis nahrt die unter 4.2 geduRerte Vermutung, dass die WBV mit einer Frequenz
von 90 Hz eher negativen Einfluss auf den Knochen hat und steht im Gegensatz zu den oben
beschriebenen Ergebnissen der Arbeit von Sehmisch et al. 2009a, wobei die Tiere bei dieser
Untersuchung zweimal taglich vibriert worden waren. Die WBV mit 35 und 70 Hz dagegen
scheint einen sehr positiven Effekt auf die Knochenmineraldichte zu haben, nachdem die mit
diesen Frequenzen vibrierten Tiere sich von den gesunden SHAM-Tieren nicht signifikant
unterschieden. Trotz der verschiedenen Messmethoden fir die Bestimmung der
Knochenmineraldichte und damit eingeschrankter Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien
besteht Konsens dariiber, dass die WBYV einen positiven Effekt auf die Knochenmineraldichte
hat. Dies konnte in der hier vorliegenden Studie flir verschiedene Frequenzen bestatigt
werden.

Zur genaueren Analyse der Knochen wurden auBerdem der Calcium- und Phosphatgehalt der
Lendenwirbelkdrper bestimmt. Dieser neue Ansatz ist in bisherigen Studien nicht
beschrieben, so dass die gewonnenen Ergebnisse nicht mit denen anderer Untersuchungen
verglichen werden kdnnen. Auffallig war der relativ hohe prozentuale Phosphatgehalt in der
Gruppe OVX 35 Hz, die Gruppe, die auch bei den anderen Messungen tendenziell die besten
Werte erzielte. Der Calciumgehalt dagegen unterschied sich nicht signifikant innerhalb der
Gruppen, so dass davon auszugehen ist, dass das vermehrt enthaltene Phosphat nicht als
Hydroxylapatit, sondern in Form von Di- oder Triphosphat in den Knochen eingebaut worden
ist. Welchen Einfluss dies auf die biomechanische Festigkeit oder die Knochenmikrostruktur
hat, bleibt abzuwarten. Entsprechend den Daten der vorliegenden Studie scheint die Di- oder
Triphosphateinlagerung in einer verbesserten Festigkeit zu resultieren. Dieses Ergebnis deckt
sich mit bisher nicht vertffentlichten Daten der Arbeitsgruppe. Nach Therapie mit
Alendronsédure, dem Mittel der Wahl zur Behandlung der Osteoporose, zeigte sich an intakten
Knochen eine verbesserte biomechanische Festigkeit und héhere mineralische Dichte. Die
chemische Elementanalyse zeigte auch hier eine verstarkte Phosphatanreicherung im
Knochen, was zu negativen Effekten in der computertomographischen Knochendichteanalyse
flhrte.
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4.4  Analyse der Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

Mit dem biomechanischen Kompressionstest wurde der Effekt der WBYV auf die mechanische
Stabilitdt der Lendenwirbelkérper untersucht. Sinterungsfrakturen der Lendenwirbelsdule
aufgrund reduzierter mechanischer Stabilitdt sind ein klassisches Ph&nomen bei der
postmenopausalen Osteoporose (Gardner et al. 2006). Ein Tierversuch, welcher die
Lendenwirbelkorper von drei verschiedenen Mausestdmmen verglich, konnte zeigen, dass
eine hohere Knochenmineraldichte nicht gleichbedeutend mit einer héheren mechanischen
Belastbarkeit ist (Akhter et al. 2004). Um die biomechanische Stabilitat eines Knochens zu
messen geniigt es also nicht, dessen Knochenmineraldichte zu bestimmen, sondern er muss
einem mechanischen Kompressionstest unterzogen werden, was in Humanstudien jedoch
nicht mdoglich ist. Diese Messung der biomechanischen Knochenstabilitat ist in
vorangegangenen Studien bereits vielfach durchgefiihrt worden, wobei héufig nicht
Wirbelkdrper, sondern andere Knochen wie Tibiae und Femora untersucht wurden (Flieger et
al. 1998; Hao et al. 2007; Leung et al. 2009; Stuermer et al. 2006).

Andere Untersucher verwendeten zwar Wirbelkdrper, komprimierten diese jedoch nicht in
toto, sondern nur Teile davon. Mit dem Ziel einer reproduzierbaren Untersuchung entfernten
sie vor der Messung entweder die Grund- und Deckplatten bzw. die gesamte Kortikalis, oder
sie verwendeten nur Knochenzylinder (Breitman et al. 2005; Dai et al. 2004; Ikeda et al.
2001).

Es ist davon auszugehen, dass die mechanische Stabilitdt eines Wirbelkorpers nur dann
beurteilt werden kann, wenn der intakte Wirbelkdrper einem Kompressionstest unterzogen
wird, da das komplexe Zusammenspiel von trabekuldrem Netzwerk, kortikaler Hille sowie
den Quer- und Dornfortsidtzen als Ganzes erfasst werden muss. Zu diesem Zweck
entwickelten Sehmisch et al. einen biomechanische Kompressionstest, bei dem die Stabilitat
des intakten Lendenwirbelkdrpers gemessen werden kann (Sehmisch et al. 2009b). Dieser
wurde auch in der hier beschriebenen Studie angewendet.

Da die biomechanische Stabilitat eines Korpers mit dessen Volumen steigt (Ruyssen-Witrand
et al. 2007), wurde dieser Einfluss rechnerisch eliminiert, indem die fir Steigung,
Streckgrenze und Maximalkraft gemessenen Werte bei der statistischen Auswertung in
Relation zum Wirbelkdrpervolumen betrachtet wurden. Fur alle drei erfassten Parameter
fanden sich nur signifikante Unterschiede zwischen den SHAM-Tieren und allen anderen
Gruppen, unabhéngig ob mit oder ohne Bezug auf das Volumen. Die ovariektomierten Tiere
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unterschieden sich nicht signifikant untereinander, wobei sich bei der Gruppe OVX 35 Hz
konstant die hochsten Werte nach den SHAM-Tieren fanden.

Flieger et al. verglichen die mechanische Stabilitat der Femora ovariektomierter und gesunder
Ratten, welche ber einen Zeitraum von zwolf Wochen an je funf Tagen fur 30 Minuten mit
einer Frequenz von 50 Hz der WBYV unterzogen worden waren. Dabei fanden sich eine, wenn
auch nicht signifikant, erhohte Stabilitdt bei den WBV-Tieren (Flieger et al. 1998). Ebenso
fand sich eine hohere mechanische Belastbarkeit fiir Femora und Tibiae vibrierter Ratten in
Vergleich zur nicht-vibrierten Kontrollgruppe in einem weiteren Tierversuch. Die
ovariektomierten oder SHAM-operierten Tiere waren tber den Zeitraum von 90 Tagen mit 17
oder 45 Hz taglich 30 Minuten vibriert worden. Die Maximalkraft fir die mechanische
Belastung der Tibiae war bei den mit 17 Hz vibrierten Tieren 12 %, bei den mit 45 Hz
vibrierten Tieren 8% hdoher als bei den ovariektomierten und nicht-vibrierten Tieren. Die
maximale Belastbarkeit der Femora erhohte sich durch die WBV um 15% (17 Hz) bzw. 19%
(45 Hz) (Oxlund et al. 2003).

In einer anderen Studie, welche den Einfluss der WBV auf den osteoporotischen
Lendenwirbelkorper der Ratte untersuchte, waren die Tiere Uber einen Zeitraum von 35
Tagen zweimal taglich mit einer Frequenz von 90 Hz vertikal vibriert worden. Dies flihrte zu
einer signifikant verbesserten mechanischen Stabilitdt im Vergleich zur nicht-vibrierten
Kontrollgruppe, die ovariektomierten Tiere erreichten &hnliche Werte wie die nicht-
osteoporotischen SHAM-Tiere (Sehmisch et al. 2009a).

Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Untersuchung nicht reproduziert werden, zwei
wesentliche Aspekte sind als Ursache dafiir in Betracht zu ziehen. Aufgrund der noch relativ
neuen Herangehensweise, den biomechanischen Kompressionstest am intakten Wirbelkorper
durchzufuhren, ist die Vergleichbarkeit mit anderen Studien, welche nur Teile des LWK
einem Kompressionstest unterzogen haben, nur bedingt gegeben. Dieses Verfahren wurde
zuvor nur von Sehmisch et al. 2009a durchgefuhrt, in deren Studie waren die Tiere zweimal
taglich der WBYV unterzogen worden. Die Vermutung liegt also nahe, dass es, unabhéngig von
der Frequenz, nicht ausreicht, die WBV nur einmal taglich fiir 15 Minuten durchzufiihren, um
eine signifikante Verbesserung der biomechanischen Knochenstabilitdt zu erreichen. Eine
langere Versuchsdauer oder das mehrmals tagliche Durchfuhren der WBV konnte den
Einfluss auf den osteoporotischen Knochen verstarken. Weiter gibt es bisher keine
Veroffentlichungen, welche den Einfluss der WBV bei Tetrapoden auf die Wirbelséule mit
dem Einfluss auf die Extremitaten vergleicht.
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4.5  Analyse der korrelierten Ergebnisse

Die Korrelation der Ergebnisse der Mikroradiographie und des biomechanischen
Kompressionstests erfolgte, um zu analysieren, inwiefern die Kenntnis eines dieser Parameter
Rickschlisse auf den Anderen erlaubt. Wéhrend die absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen
sowie deren Dichte stark positiv mit den biomechanischen Parametern Steigung, Streckgrenze
und Maximalkraft korrelierten, schien die durchschnittliche Dicke der Trabekel die
mechanischen Eigenschaften des Wirbelkorpers nicht zu beeinflussen. Bei der Analyse der
Zusammenhange biomechanischer und morphologischer Ergebnisse fiel die negative
Korrelation der Kortikalisparameter mit der Steigung, der Streckgrenze und der Maximalkraft
auf, wenn diese auch nicht signifikant war. Daraufhin wurden die morphologischen Parameter
auf Abhéangigkeiten untereinander untersucht. Dabei zeigte sich eine stark negative
Korrelation zwischen der Dichte der Trabekelkreuzungen und der dorsalen Kortikalisdicke
bzw. der Kortikalisfliche. Um dies genauer zu ergriinden wurden die gleiche Korrelationen
flr alle untersuchten Gruppen einzeln berechnet, wobei das Ergebnis flr die Gruppen SHAM,
OVX, OVX 50 Hz, OVX 70 Hz und OVX 90 Hz reproduzierbar war. Lediglich die Gruppe
OVX 35 Hz zeigte ganzlich unterschiedliche Ergebnisse fir die dorsal Kortikalisdicke, diese
korrelierte hier zwar auch leicht mit der Dichte der Trabekelkreuzungen, stand aber
gleichzeitig in stark positivem Zusammenhang mit der absoluten Zahl der
Trabekelkreuzungen und der durchschnittlichen Trabekeldicke. Abhéngigkeiten wie diese
sind den Untersuchern aus der Literatur nicht bekannt. Man konnte vermuten, dass der
negativen Korrelation von Kortikalisdicke und Trabekeldichte ein
Kompensationsmechanismus zugrunde liegt, klarer dagegen die stark positive Korrelation von
Trabekeldichte und deren absoluter Anzahl mit der mechanischen Stabilitat der Wirbelkorper.
Nachdem Julius Wolff bereits im 19. Jahrhundert den Einfluss mechanischer Zug- und
Druckbelastung auf die Trabekelstruktur im proximalen Femur beschrieben hatte, ist dieser
Zusammenhang Bestéatigung eines altbekannten Fakts und fur die Untersucher eine

Affirmation des Testverfahrens.
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4.6  Schlussfolgerungen

Die vorliegende Untersuchung konnte belegen, dass die mechanische Stimulation mittels
vertikaler WBV den osteoporotischen Lendenwirbelkorper der Ratte beeinflusst. So hatte die
WBYV mit 35 Hz tendenziell eine Verbesserung aller gemessenen Parameter im Vergleich zu
den anderen osteoporotischen Gruppen zur Folge, wenn diese auch nicht immer signifikant
war. Die Vibration mit einer Frequenz von 90 Hz hatte dagegen in der vorliegenden
Untersuchung eher negative Effekte, sowohl auf die morphologischen Parameter, als auch auf
Stabilitdt und Knochenmineraldichte. Diese Daten stehen im Gegensatz zu den Erkenntnissen
von Sehmisch et al. 2009, in deren Studie fand sich ein deutlich positiver Einfluss der WBV
mit 90 Hz, wobei die Tiere bei diesem Versuch zweimal taglich vibriert worden waren. Die
WBYV mit 90 Hz scheint nur bei zweimal taglicher Anwendung den gewiinschten Effekt zu
erzielen und wirkt bei einmal taglicher Durchfiihrung eher entgegengesetzt. Bei den Gruppen
OVX 50 Hz und OVX 70 Hz zeigten sich keine klaren Tendenzen in eine Richtung.
Weiterhin konnte eindeutig die Abh&ngigkeit der mechanischen Stabilitat der Wirbelkorper
von der Trabekelmorphologie belegt werden.

Im Hinblick auf vorangegangene Studien ist davon auszugehen, dass es nicht ausreicht, die
WBYV (iber einen Zeitraum von nur 30 Tagen einmal taglich fur 15 Minuten durchzufihren,
weitere Untersuchungen missen sich damit befassen, wie hédufig die WBV angewendet
werden muss, um hoher signifikante Effekte zu erzielen. Der Zusammenhang des
Phosphatgehalts mit den mechanischen Eigenschaften des Knochens bedarf ebenfalls weiterer

Betrachtung.
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Um den Einfluss der vertikalen Ganzkorpervibration mit verschiedenen Frequenzen auf den
osteoporotischen Lendenwirbelkdrper der Ratte zu untersuchen, wurden zu Beginn des
Versuches 75 Ratten ovariektomiert und 15 Ratten SHAM-operiert. Nach 65 Tagen, in denen
die Versuchstiere eine Osteoporose entwickelten, wurde mit der mechanischen Stimulation
durch vertikale Vibration begonnen. Dabei wurden die Tiere in sechs Gruppen aufgeteilt, zum
einen die nicht-osteoporotischen Tiere (SHAM) und eine ovariektomierte Kontrollgruppe
(OVX), welche nicht vibriert wurden, zum anderen vier Gruppen ovariektomierter Tiere,
welche mit den Frequenzen 35, 50, 70 und 90 Hz vibriert wurden (OVX 35 Hz, OVX 50 Hz,
OVX 70 Hz und OVX 90 Hz). Uber einen Zeitraum von 30 Tagen wurden die Tiere taglich
15 Minuten mit der ihnen zugeordneten Frequenz vibriert. Nach Dekapitation der Tiere
wurden die Wirbelkdrper prapariert und den einzelnen Untersuchungen zugefihrt. Flr das
Erstellen der Mikroradiographien wurden die LWK | in Methylmethacrylat eingebettet, nach
Aushértung konnten 100 um (£ 20 pm) dinne Sagittalschnitte angefertigt werden, welche
gerontgt und fixiert wurden und im Anschluss fir die mikroradiographische Auswertung zur
Verfligung standen. Die LWK Il wurden verascht und deren Knochenmineraldichte sowie der
Calcium- und Phosphatgehalt bestimmt. Um die mechanische Belastbarkeit der Wirbelkérper
zu erfassen, wurden die LWK IV in toto einem standardisierten biomechanischen

Kompressionstest unterzogen.

Die Auswertung zeigte tendenziell einen positiven Einfluss der WBV auf den
osteoporotischen Knochen, besonders die Gruppe OVX 35 Hz profitierte von der
mechanischen Stimulation, wohingegen die Vibrationsfrequenz von 90 Hz eher negative
Auswirkungen auf morphologische Parameter, Knochenmineraldichte und Stabilitat der
Wirbelkdrper im Kompressionstest hatte. Es zeigte sich bei der Korrelation der Ergebnisse
eine starke Abhangigkeit der mechanischen Knochenstabilitit von der Menge der
Trabekelkreuzungen. Erstmalig wurde in der vorliegenden Studie auch der Calcium- und
Phosphatgehalt in diesem Zusammenhang bestimmt. Der Calciumgehalt der Wirbelkorper
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht, der Phosphatgehalt dagegen verhielt sich
weitestgehend analog zu den anderen erfassten Parametern, war also vergleichsweise hoch bei
OVX 35 Hz und niedrig bei OVX 90 Hz. Weitere Versuche sind nétig, um den
Zusammenhang zwischen einem hohen Phosphatgehalt und mechanischer Knochenstabilitét
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genauer zu betrachten. Diese Studie zeigte, dass die vertikale WBV mit einer Frequenz von
35 Hz, 50 Hz oder 70 Hz die Knochenstruktur des osteoporotischen Lendenwirbelkorpers der
Ratte im Experiment tendenziell positiv beeinflusst. Ob dieses Ergebnis durch taglich
mehrmalige oder Uber einen langeren Zeitraum durchgefiihrte WBV weiter intensiviert

werden kann, bleibt weiteren Untersuchungen tberlassen.
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