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1.1  Osteoporose

1.1.1 Definition

“Osteoporose ist als Skeletterkrankung definiert, die durch eine unzureichende
Knochenfestigkeit charakterisiert ist, welche zu einem erhdéhten Frakturrisiko
pradisponiert. Die Knochenfestigkeit spiegelt dabei primar das Zusammenwirken von
Knochendichte und Knochenqualitdt wider* (NIH Consensus Statement 2000,
Ubersetzung aus Pfeilschifter 2006, S. 22). Deutlich pragmatischer als die zitierte
“Consensus-Definition® ist die Osteoporose-Definition der Weltgesundheits-
organisation (WHO 1994). Nach ihr liegt eine Osteoporose dann vor, wenn die
Knochendichte mehr als 2,5 Standardabweichungen (SD) unterhalb des Mittelwerts
der Knochendichte skelettgesunder Erwachsener zwischen dem 20. und dem 40.
Lebensjahr liegt. Diese gemessene Standardabweichung wird als T-Score
bezeichnet. Grundlage der Knochendichtemessung ist dabei die duale Rontgen-

absorptiometrie (Dual Energy X-ray Absorptiometry = DXA).

1.1.2 Sozio6konomische Bedeutung

Unabhangig von der gewahlten Definition hat die Osteoporose in jedem Fall ein
erhohtes Frakturrisiko zur Folge. Die osteoporosebedingten Frakturen manifestieren
sich vor allem an der Wirbelsédule, am proximalen Femur und am distalen Radius.
Fur die Betroffenen haben sie Schmerzen, Immobilitat und nicht selten auch
Invaliditat zur Folge, auch eine frakturbedingt deutlich erhéhte Mortalitat steht aul3er
Frage (Johnell et al. 2004). Allein nach osteoporoseassoziierten Huftfrakturen liegt
die Einjahresmortalitat zwischen 20 und 24 % (Cooper et al. 1993; Leibson et al.
2002).

Von der Weltgesundheitsorganisation WHO wird die Osteoporose zu den zehn

gravierendsten Erkrankungen uberhaupt gezahlt (Bartl R und Bartl C 2008). Die
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soziobkonomische Dimension der Erkrankung wird durch Schatzungen verdeutlicht,
nach denen weltweit rund 200 Millionen Menschen an Osteoporose und ihren Folgen
leiden (Lane 2006). Man geht davon aus, dass 30-50 % aller Frauen und 15-30 %
aller Manner im Laufe ihres Lebens zumindest einen osteoporosebedingten
Knochenbruch erleiden (Randell et al. 1995). Weltweit sind im Jahr 2000 rund 9
Millionen osteoporoseassoziierte Frakturen aufgetreten, die meisten davon (34,8 %)

wurden in Europa registriert (Johnell und Kanis 2006).

Allein in Deutschland waren im Jahr 2003 7,8 Millionen Patienten von der
Osteoporose betroffen, 6,5 Millionen davon Frauen. Die hierzulande durch das
Leiden verursachten Behandlungskosten werden auf 5,4 Milliarden Euro pro Jahr
geschatzt (Haussler et al. 2007). Die steigende Lebenserwartung und verédnderte
Lebensgewohnheiten lassen flur die Zukunft eine weitere Zunahme der Inzidenz der
Erkrankung und der damit verbundenen Behandlungskosten erwarten. So geht ein
Bericht der Europaischen Kommission aus dem Jahr 1998 von einer Zunahme der
Inzidenz von Huftfrakturen in Deutschland von 117.000 im Jahr 2000 auf 240.000 im
Jahr 2040 aus (Haussler et al. 2007). Die europaweiten Folgekosten der
Osteoporose werden nach Berechnungen von Kanis und Johnell (2005) von 31,7
Milliarden Euro im Jahr 2000 auf 76,7 Milliarden Euro im Jahr 2050 ansteigen.

1.1.3 Klassifikation

Traditionell wird die Osteoporose primér als Erkrankung postmenopausaler Frauen
angesehen. Tatséchlich stellt die postmenopausale Osteoporose, die auch als Typ-1-
Osteoporose bezeichnet wird und sich 10-15 Jahre nach der Menopause
manifestiert, die haufigste Form der Erkrankung dar. Rund 30 % aller Frauen sind im
entsprechenden Alter von ihr betroffen (Melton et al. 1993; Jones et al. 1994). Der
aus der nachlassenden endokrinen Funktion der Ovarien resultierende Ostrogen-
mangel fihrt dabei zu einem vermehrten Abbau des spongiésen Knochens, wovon
insbesondere die Wirbelkérper und das proximale Femur betroffen sind. Deutlich
seltener tritt die Typ-1-Osteoporose auch bei Mannern auf, bei denen der
spongiosabetonte Knochenverlust analog auf einen Testosteronmangel zurick-
gefuhrt wird (Stépan et al. 1989).
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Mit Erreichen des 70. Lebensjahrs geht die Typ-1- oder postmenopausale Osteo-
porose definitionsgemal in die Typ-2- oder senile Osteoporose uber. Als Ursache
dieser Form der Erkrankung werden neben anderen physiologischen Alterungs-
prozessen ein Mangel an Bewegung, Calcium und Vitamin D angenommen. Der
Knochenmasseverlust ist dabei nicht mehr auf die Spongiosa beschrankt, sondern
manifestiert sich zunehmend auch in der Kortikalis und damit an den Réhrenknochen
der Extremitaten. Auch die senile Osteoporose betrifft bevorzugt Frauen im
Verhéltnis 2:1 (Bartl R und Bartl C 2008).

Im klinischen Alltag ist die Differenzierung zwischen Typ-1- und Typ-2-Osteoporose
kaum relevant, beide Formen der Erkrankung werden zusammen mit der seltenen,
idiopathischen juvenilen Osteoporose unter dem Begriff der idiopathischen oder
primaren Osteoporosen subsumiert. lhnen gegeniberzustellen sind die sekundéren
Osteoporosen, bei denen sich der Knochenmasseverlust auf eine Grunderkrankung,
auf Medikamente oder auf Immobilisation zurtckfihren lasst. Die zumeist
laborchemische Identifizierung einer sekundaren Osteoporose ist von Klinischer
Bedeutung, da sie in der Regel vordringlich eine Behandlung der Grunderkrankung
erfordert. Die sekundaren Formen machen jedoch nur 5 % aller Osteoporosefélle aus
(Bartl R und Bartl C 2008).

1.1.4 Frakturheilung bei Osteoporose
Pathognomonisch fir die Osteoporose ist nicht nur das erhohte Frakturrisiko,
sondern auch eine deutliche Verzégerung und qualitative Beeintrachtigung der

Frakturheilung. Im Tierexperiment wurde das vielfach belegt:

So konnten Lill und Mitarbeiter am Tibiaschaft eines Osteoporose-Schafsmodells
eine erhebliche Verzogerung der Frakturheilung im Vergleich zur nicht-
ovarektomierten Kontrollgruppe nachweisen (2003). Eine quantitative und qualitative
Beeintrachtigung der Kallusbildung wurde auch am osteoporotischen Rattenmodell
fur den gesamten Verlauf der Frakturheilung belegt: Fir die frihe Phase der
Frakturheilung bis zum Ablauf der 3. postoperativen Woche konnten Namkung-
Matthai und Mitarbeiter am Femurschaft der ovarektomierten Ratte gegenuber der
nichtovarektomierten Kontrollgruppe eine Verringerung von Kallusquerschnitt und
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-dichte nachweisen, aul3erdem im biomechanischen Test auch eine Beeintrachtigung
der Kallusstabilitat und -elastizitat (2001). Fur die mittlere und spéate Phase der
Frakturheilung zwischen 4. und 18. Woche zeigten Wang und Mitarbeiter am
Tibiaschaft der ovarektomierten Ratte ebenfalls eine gegeniber der Kontrollgruppe
verringerte Dichte des Kallus bei Verschlechterung seiner biomechanischen
Eigenschaften (2005). Auch neuere Untersuchungen an einem metaphysaren
Frakturmodell der ovarektomierten Ratte fanden bei den osteoporotischen Tieren
einen im Vergleich zur nichtovarektomierten Kontrollgruppe in seiner Ausdehnung
reduzierten und in seiner Belastbarkeit beeintrachtigten Kallus (Komrakova et al.
2010; Stuermer et al. 2010 b).

Die Beeintrachtigung der Frakturheilung bei Osteoporose wird unter anderem auf
eine Steigerung der Osteoklastenaktivitat und auf eine Verzogerung der Mine-
ralisationsvorgadnge zurtickgefuhrt. Das Risiko einer Pseudarthrose ist dadurch
deutlich erhoht und die Osteosynthese wird beim osteoporotischen Patienten zur

chirurgischen Herausforderung (Hobby und Lee 2013).

1.2  Allgemeine Standards der Osteoporosetherapie

1.2.1 Basistherapie

Als Basis einer medikamentésen Osteoporosetherapie empfiehlt der Dachverband
Osteologie in seiner Leitlinie (Dachverband Osteologie e.V. 2009) eine Zufuhr von
1000 mg Kalzium taglich mit der Nahrung. Wenn diese Kalziumzufuhr tber die

Ernahrung nicht erreicht werden kann, sollte eine Kalziumsupplementierung erfolgen.

Vitamin D, das die Kalziumresorption im Darm steigert, kann mit der Nahrung
aufgenommen oder unter UV-Exposition der Haut im Kérper synthetisiert werden.
Grundsatzlich empfehlenswert sind deshalb eine orale Zufuhr GUber Fisch und
Gemulse sowie eine regelmalige Sonnenlichtexposition. Zumeist ist bei der
Osteoporosetherapie zusatzlich eine orale Vitamin-D-Supplementierung mit ,Gabe

von 800-2000 IE Vitamin D pro Tag oder einer aquivalenten Menge an Vitamin D in
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groReren Einnahmeintervallen® erforderlich (Dachverband Osteologie e.V. 2009,
S. 316).

Dawson-Hughes und Mitarbeiter konnten 1997 zeigen, dass die Kombinations-
therapie aus Kalzium und Vitamin D bei Gber 65-jahrigen Mannern und Frauen den
Knochenabbau senkt und zugleich das Risiko extravertebraler Frakturen reduziert.

1.2.2 Sturzpravention

Bei alteren Menschen sollte einer Reduktion des Sturzrisikos besondere
Aufmerksamkeit gewidmet werden, da Uber 50 % aller Huftfrakturen auf ein
Sturzereignis zurickzufuhren sind (Woolf und Akesson 2003). Im Rahmen einer
Optimierung des héauslichen Umfeldes sollten Stolperfallen, soweit moglich, beseitigt
werden. Auch Hilfsmittel wie Gehhilfen und Huftprotektoren sind geeignet, das Risiko
einer sturzbedingten Fraktur zu reduzieren. Dariber hinaus sollte die Notwendigkeit
einer Therapie mit sedierenden oder die orthostatische Regulation kompro-
mittierenden Medikamenten bei &lteren Patienten kritisch hinterfragt werden. Ab

einem Alter von 70 Jahren wird eine jahrliche Sturzanamnese empfohlen.

1.2.3 Korperliches Training

Neben einer ausreichenden Kalzium- und Vitamin-D-Zufuhr bzw. Supplementierung
und gegebenenfalls spezifischen medikamentésen Therapie empfiehlt der
Dachverband Osteologie in seiner Leitlinie eine konsequente Forderung der
korperlichen Aktivitat, die bei alteren Patienten das Risiko proximaler Femurfrakturen
senkt (Pfeilschifter 2006). Ein regelmalRliges korperliches Training verbessert dabei
sowohl den Gleichgewichtssinn als auch die Effektivitat der neuromuskularen
Reaktion, wodurch die Haufigkeit von Stirzen ebenso reduziert wird wie ihre
traumatisierende Wirkung auf den Knochen (Melton und Riggs 1985). Darlber
hinaus steht ein direkter Einfluss des kdrperlichen Trainings auf den Knochen-
stoffwechsel seit langem aul3er Frage (Smith und Gilligan 1991).
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1.3 Medikamentbse Osteoporosetherapie

1.3.1 Hormonersatztherapie (HRT)

Zusatzlich zu den genannten BasismalBnahmen werden zur Behandlung der
Osteoporose seit Jahren spezielle Medikamente eingesetzt, die entweder den
erkrankungsbedingten Knochenabbau behindern (antiresorptive Substanzen) oder

aber die Knochenneubildung stimulieren (osteoanabole Substanzen):

Da der Uberwiegende Anteil der Osteoporosefdlle bei Frauen auf einen
Ostrogenmangel zuriickzufiihren ist, stellt die Hormonsubstitution einen nahe-
liegenden und frih genutzten therapeutischen Ansatz dar. Tatsachlich lindert die
Ostrogengabe nicht nur klimakterische Beschwerden, sondern hat auch einen
deutlichen osteoanabolen Effekt (Spelsberg et al. 1999; Rossouw et al. 2002). Da die
alleinige Ostrogengabe die Entstehung von Endometriumkarzinomen begiinstigt, ist
eine zusatzliche Gestagensubstitution erforderlich, die diesem Risiko entgegenwirkt
(Beral et al. 2005). Die in dieser Form etablierte Hormonersatztherapie (hormone
replacement therapy, HRT) galt bis in die spaten 90er Jahre als goldener Standard

zur Behandlung und Pravention der postmenopausalen Osteoporose.

Zwischen 1993 und 1998 wurden die Folgen dieser Hormonersatztherapie im
Rahmen einer randomisierten, placebokontrollierten Studie der “Womens Health
Initiative” WHI an 161.809 postmenopausalen Frauen systematisch untersucht.
Dabei konnte eine signifikante Senkung von Hiift- und Wirbelkdrperfrakturen um ein
Drittel durch die Ostrogen-Gestagen-Kombinationstherapie nachgewiesen werden.
Zugleich zeigte sich unter der Kombinationstherapie aber ein drastischer Anstieg des
relativen Risikos, an Mammakarzinomen, Lungenembolien und koronarer Herz-
krankheit zu erkranken (Rossouw et al. 2002). Unter der Ostrogen-Monotherapie war
dagegen ein deutlicher Anstieg von Schlaganféllen zu verzeichnen (Anderson et al.

2004), so dass beide Studienarme vorzeitig abgebrochen werden mussten.

2003 wurden die Ergebnisse einer Befragung von 1.084.110 Frauen im Alter von 50

bis 64 Jahren verdoffentlicht, von denen etwa die Halfte zum Zeitpunkt der Befragung
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oder zuvor Hormone eingenommen hatten. Wie schon die WHI-Studie belegte auch
diese “Million Women Study” ein insbesondere durch die Kombinationstherapie
erhohtes Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken oder zu versterben (Beral
2003). Auch ein unter Hormonersatztherapie gesteigertes Risiko fur das Auftreten
von Ovarialkarzinomen wurde im Rahmen der Studie nachgewiesen (Beral et al.
2007).

Die im Rahmen der WHI-Studie und der Million Women Study eindrucksvoll belegten
Risiken der Hormonersatztherapie hatten Ende der 90er Jahre eine grundsatzliche
Neubewertung dieser Therapieform zur Folge, die heute aufgrund ihres ungunstigen
Nutzen-Risikoverhaltnisses nur noch in Ausnahmeféallen zur Behandlung der Osteo-

porose eingesetzt wird (Pfeilschifter 2006).

1.3.2 Selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs)

Als naheliegende Alternative zur Hormonersatztherapie riickten Ende der 90er Jahre
die selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs) in den Fokus des
therapeutischen Interesses. Es handelt sich dabei um Substanzen, deren 6strogen-
agonistische oder -antagonistische Wirkung sich auf einzelne Organsysteme
beschrankt, indem sie z.B. einen 0Ostrogenen Effekt auf den Knochen und das
Fettgewebe haben, nicht aber auf Mamma und Uterus. Die SERMs entfalten dabei
ihre organselektive Wirkung durch direkte Interaktion mit den Ostrogenrezeptoren
(ER) a und B, die in unterschiedlichen, gewebsspezifischen Konzentrationen in den
verschiedenen Koérpergeweben anzutreffen sind, wobei zusatzliche Coregulatoren

eine Rolle spielen (Dutertre und Smith 2000).

Prototyp und einziges zur Pravention und Therapie der postmenopausalen
Osteoporose weltweit zugelassenes Praparat dieser Substanzgruppe ist das
Raloxifen (Gennari et al. 2007), das die Knochendichte postmenopausaler Frauen
innerhalb von 2 Jahren um 2-3 % verbessert, ohne dabei die Brustdriise oder das
Endometrium zu stimulieren (Ettinger et al. 1999). Unter einer Raloxifen-Behandlung
scheint sich das Mammakarzinomrisiko sogar zu reduzieren, das Thrombo-
embolierisiko entspricht allerdings dem einer Ostrogentherapie (Cummings et al.

1999). Die internationale MORE-Studie (Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation)



1 Einleitung

konnte zeigen, dass Raloxifen das Risiko fir das Erstauftreten einer
Wirbelkdrperfraktur bei postmenopausalen Frauen halbiert, ohne allerdings die
Inzidenz von extravertebralen Frakturen zu beeinflussen (Cummings et al. 1998;
Ettinger et al. 1999).

1.3.3 Bisphosphonate

Die mit Abstand wichtigste Rolle in der Behandlung der Osteoporose spielen derzeit
die seit 30 Jahren zu diesem Zweck in Deutschland zugelassenen Bisphosphonate.
Es handelt sich dabei um synthetische Analoga des natirlich vorkommenden
Pyrophosphats, die sich auf der Knochenoberflache und dort vor allem in den
Resorbtionslakunen anreichern und dabei durch Inhibition der Osteoklastenaktivitat
und Reaktivierung inaktiver Osteoblasten eine osteoprotektive Wirkung entfalten
(Bartl R und Bartl C 2008). Zur Zeit kommen aus dieser antiresorptiven Substanz-
gruppe vor allem die Aminobisphosphonate Alendronat, Risedronat und Ibandronat

zum Einsatz.

Bei postmenopausalen Frauen mit Osteoporose ist fir Alendronat und Risedronat
eine signifikante Senkung des Risikos fur vertebrale und nichtvertebrale Frakturen
um ca. 50 % vielfach belegt (Black et al. 1996; Cummings et al. 1998; Harris et al.
1999; Pols et al. 1999; McClung et al. 2001). Auch Ibandronat senkt das Risiko, eine
vertebrale Fraktur zu erleiden um tber 50 % (Chesnut et al. 2004), ein Effekt auf das
Risiko nichtvertebraler Frakturen ist fir diese Substanz derzeit aber nicht nach-

zuweisen (Grey und Reid 2006).

Die Bisphosphonate gelten als die derzeit effektivsten Medikamente in der
Behandlung aller Formen der Osteoporose, sowohl bei Frauen als auch bei Mannern
(Bartl R und Bartl C 2008).

1.3.4 Parathormon
Das in der Nebenschilddrise synthetisierte Parathormon (PTH) setzt physio-
logischerweise Kalzium aus dem Knochen frei, um so die Serumkalzium-

konzentration zu erhdhen. Bei kontinuierlicher Zufuhr fuhrt es entsprechend zu
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Knochenverlust und Osteolysen (Canalis et al. 2007; Gao et al. 2008). Wird es
dagegen unphysiologischerweise pulsatil verabreicht, so hat es einen deutlich

osteoanabolen Effekt.

Neer und Mitarbeiter konnten 2001 zeigen, dass das rekombinante humane
Parathormonfragment Teriparatid (PTH (1-34)) bei postmenopausalen Osteoporose-
patientinnen unter pulsatiler Applikation Uber 21 Monate die Knochendichte am
Schenkelhals um 3 % und an der Wirbelsédule um 9 % steigert und die Anzahl neu
aufgetretener Wirbelfrakturen um 65 % senkt.

Zurzeit sind die Parathormonfragmente PTH(1-34) und PTH(1-84) zur Behandlung
der postmenopausalen Osteoporose mit hohem bis sehr hohem Frakturrisiko

zugelassen.

1.3.5 Strontiumranelat

Ein relativ neues Praparat zur Behandlung der postmenopausalen Osteoporose ist
das seit 2004 auf dem deutschen Markt zugelassene Strontiumranelat. Es handelt
sich dabei um das knochenaffine Element Strontium aus der Gruppe der
Erdalkalimetalle, das zur Verbesserung der Resorption und Vertraglichkeit an
Ranelicsdure gebunden ist. Strontiumranelat wirkt osteoanabol durch Steigerung der
Praosteoblastenreplikation und der Kollagensynthese, zudem auch antiresorptiv
durch Hemmung der Osteoklasten und ihrer Vorlauferzellen (Reginster et al. 2005).

Im Rahmen der SOTI-Studie (Spinal Osteoporosis Therapeutic Intervention) konnte
2004 gezeigt werden, dass die tagliche Einnahme von 2 g Strontium-Ranelat Gber 3
Jahre bei postmenopausalen Osteoporosepatientinnen zu einem Anstieg der
Knochendichte am Schenkelhals um 8,3 % und an der Wirbelsaule um 14,4 % flhrt
und zugleich das Risiko fur des Erstauftreten einer Wirbelfraktur um 49 % reduziert
(Meunier et al. 2004).

In derselben Dosierung senkt Strontiumranelat innerhalb von 5 Jahren auch das
Risiko fur nichtvertebrale Frakturen um 15 %, wie die TROPOS-Studie (Treatment of
Peripheral Osteoporosis) 2008 belegen konnte (Reginster et al. 2008).
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1.4 Vibration

1.4.1 Wolffs Gesetz und das Utah-Paradigma
Auf der Suche nach nichtmedikamentésen Behandlungsoptionen fir die Osteo-
porose geriet in den letzen zwei Jahrzehnten die mechanische Knochenstimulation

durch Vibration in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses.

In seinem “Gesetz der Transformation der Knochen* hatte Julius Wolff schon 1892
die Anpassung des Knochengewebes an mechanische Druck- und Zugbelastungen
beschrieben. Wolff hatte erkannt, dass der Knochen durch Modifikation seiner
Trabekelstruktur mit geringstmdglicher Knochenmasse eine hdchstmdgliche
mechanische Stabilitat zu erreichen versucht. Das Wolff'sche Gesetz wurde
weiterentwickelt und maf3geblich erganzt durch die Arbeiten des amerikanischen
Orthopaden und Chirurgen Harold M. Frost, der erstmals 1960 sein “Utah Paradigm
of Skeletal Physiology* formulierte.

Frost beschreibt darin die kontinuierliche Anpassung von Knochenmasse und
-festigkeit an die auf den Knochen einwirkenden Maximalkrafte als Regelkreis, fur
den er den Begriff “Mechanostat” pragte. Als Ursache fir Knochenwachstum und
Knochenabbau erkannte er dabei insbesondere die auf den Knochen einwirkenden,
kurzzeitigen Maximalkrafte, die eine reversible Verformung des Knochens (“strain®)
bewirken. Das Mal? fur die Verformung des Knochens definierte er als puStrain, wobei
1000 pStrain einer kraftinduzierten Langenénderung von 0,1 % entsprechen. Fir die
meisten Tierarten variiert die Strainintensitdt zwischen unter 1000 uStrain beim
Gehen bis zu 3200 uStrain bei anstrengenden Aktivitaten, bei galoppierenden
Rennpferden wurden bis zu 5000 pStrain gemessen (Ehrlich und Lanyon 2002). An
der menschlichen Tibia sind Strainintensitaten zwischen 800 und 1500 pStrain fur
eine ausgeglichene Knochenbilanz erforderlich. Unterhalb dieses Bereichs ist eine
negative Knochenbilanz mit Abbau von Knochenmasse zu erwarten, bei Uber-
schreiten von 1500 pStrain dagegen eine positive Bilanz mit Zunahme der
Knochenmasse. Wird schliel3lich die Belastungsgrenze von 15000 pStrain

Uberschritten, so ist mit einer Fraktur der Tibia zu rechnen (Frost 1960; Frost 2000).

10
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Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse lag es nahe, eine mechanische Stimulation
des Knochens zum Aufbau von Knochenmasse einzusetzen. Als einfaches
Verfahren flr eine derartige mechanische Stimulation des Knochens steht seit den
neunziger Jahren die Ganzkorpervibration (Whole-Body Vibration, WBYV) zur
Verfuigung (Fritton et al. 1997; Rubin et al. 2006).

1.4.2 Ganzkdrpervibration (WBV)

Das Ganzkorpervibrationstraining war urspringlich zur Behandlung der Muskel-
atrophie russischer Kosmonauten entwickelt worden und wurde spater auch zur
Muskelkraftigung bei Sportlern eingesetzt (Nazarov und Spivak 1985). In den
neunziger Jahren wurden dann mobile Vibrationsplattformen zur vertikalen
Ganzkdorpervibration entwickelt, von denen man sich neben einer Stimulation der
Muskulatur durch vibrationsinduzierte, reflektorische Verkirzung des Muskels
(Delank und Gehlen 2006) speziell auch eine osteoanabole Wirkung durch elastische
Verformung des Knochens erwartete (Fritton et al. 1997; Rubin et al. 2006). Mit den
mobilen Geraten konnte die Wirksamkeit der Vibrationsbehandlung als nichtmedika-
mentdse, osteoanabole Therapieoption in tierexperimentellen Untersuchungen an

verschiedenen Spezies nachgewiesen werden:

Xie und Mitarbeiter (2006) untersuchten den Einfluss der Ganzkdrpervibration, indem
sie 8 Wochen alte Mause lber 3 Wochen taglich fur 45 Minuten einer Vibration von
45 Hz aussetzten. Sie konnten dabei eine im Vergleich zur Kontrollgruppe um 30 %
gesteigerte Knochenbildungsrate bei entsprechend reduzierter Osteoklastenaktivitat
nachweisen. In einer zweiten Untersuchung fuhrten sie an ausgewachsenen Mausen
Uber 6 Wochen taglich fur 15 Minuten eine Vibrationsbehandlung mit 45 Hz durch,
wodurch sich an der Tibia eine Zunahme des trabekularen Knochenvolumens um
14 % erzielen liel3 (Xie et al. 2008).

Rubinacci und Mitarbeiter (2008) vibrierten ovarektomierte Ratten Gber 8 Wochen
jeweils 5 Tage fur 20 Minuten und konnten dadurch eine signifikante Knochendichte-
zunahme erreichen. Bei der nichtovarektomierten Kontrollgruppe hatte die
Vibrationsbehandlung keinen Effekt, woraus die Autoren auf eine Sensibilisierung

des Knochens gegeniiber der Vibration durch den Ostrogenmangel schlossen.

11
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Sehmisch und Mitarbeiter (2009) beobachteten dagegen bei ovarektomierten und
nichtovarektomierten Ratten gleichermaf3en eine Zunahme der Knochendichte durch
Vibration mit 90 Hz tGber 35 Tage.

Goodship und Mitarbeiter (2009) konnten an der osteotomierten Tibia von Schafen
unter einer 10-wdchigen Vibrationsbehandlung mit jeweils 5 Behandlungen a 17
Minuten und einer Frequenz von 30 Hz einen gegeniber der nichtstimulierten
Kontrollgruppe um 29 % verstarkten Kallus und einen um 52 % erhdhten Knochen-
mineralgehalt nachweisen. Die Schafe waren allerdings nicht ovarektomiert, weshalb
der von Goodship nachgewiesene osteoanabole Effekt der Vibrationsbehandlung nur
bedingt auf die in qualitativer und quantitativer Hinsicht verschlechterte Fraktur-

heilung bei Osteoporose Ubertragen werden kann.

Beck und Mitarbeiter (2006) behandelten in einer unkontrollierten klinischen Studie 5
postmenopausale Frauen Uber 12 Monate zweimal taglich fir 10 Minuten mit einer
Vibration von 30 Hz und konnten damit am proximalen Femur der nichtdominanten
Seite eine signifikante Zunahme des Knochenmineralgehalts um 2,03+0,33 %
erreichen. Auch Verschueren und Mitarbeiter (2004) konnten in einer randomisierten
Studie an 70 postmenopausalen Frauen mit einem Vibrationstraining von 35-40 Hz
eine gegendber der Kontrollgruppe signifikant gesteigerte Knochendichte am

proximalen Femur nachweisen.

1.4.3 Fragestellung und Zielsetzung

Der derzeitige Stand der Wissenschaft lasst erwarten, dass die mechanische
Stimulation des Knochens durch vertikale Ganzkérpervibration eine aussichtsreiche,
nichtmedikamenttse Therapieoption fur die Osteoporose darstellt. Vielfaltige Unter-
schiede in den Studiendesigns hinsichtlich der eingesetzten Knochenanalyse-
methodik sowie insbesondere auch hinsichtlich Frequenz, Amplitude und Dauer der

Vibration erschweren aber einen Vergleich der Studien.

Der osteoanabole Effekt der Vibration konnte schon fur niedrige Amplituden
nachgewiesen werden (Eisman 2001) und scheint nicht primér von der Amplitude

abzuhangen (Rubin et al. 2006). Eine Abh&ngigkeit dieses Effekts von der

12
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Vibrationsfrequenz ist dagegen gut vorstellbar und naheliegend. Die vorliegende
Arbeit soll daher klaren, ob bestimmte Vibrationsfrequenzen zur mechanischen

Stimulation des osteoporotischen Knochens geeigneter sind als andere.

Insbesondere soll dabei auch die Wirksamkeit einer Vibrationsbehandlung unter-
schiedlicher Frequenzen auf die Frakturheilung bei Osteoporose untersucht werden,
die sich wie schon dargelegt (s. 1.1.4) von der normalen Frakturheilung in qualitativer
und quantitativer Hinsicht erheblich unterscheidet. Der Effekt einer Vibrations-
behandlung auf den intakten Knochen osteoporotischer Tiere ist ebenso belegt
(Rubinacci 2008; Sehmisch 2009) wie der auf die Frakturheilung nichtosteo-
porotischer Tiere (Goodship 2009). Ob die Vibrationsbehandlung auch in der Lage
ist, die verschlechterte Frakturheilung bei Osteoporose zu beeinflussen, wurde bisher
aber von anderen Arbeitsgruppen nicht untersucht. Ziel dieser Arbeit ist es daher
insbesondere auch zu klaren, ob sich die Frakturheilung bei Osteoporose durch eine
Vibrationsbehandlung verbessern lasst und welche Frequenzen dazu gegebenenfalls

besonders geeignet sind.

Um die vorangehend formulierten Fragen experimentell zu beantworten, soll mit
dieser Arbeit die Frakturheilung an einem osteoporotischen Tiermodell unter einer
vertikalen Vibrationsbehandlung mit Frequenzen von 35, 50, 70 und 90 Hz

vergleichend untersucht werden.

Die ovarektomierte Ratte gilt als etabliertes Tiermodell fir die postmenopausale
Osteoporose (Kalu 1991; Wronski und Yen 1991; Frost und Jee 1992) und wird auch
in den Richtlinien der amerikanischen Food and Drug Administration flr erste
Studien zur Pravention und Therapie der Osteoporose empfohlen (Thompson et al.
1995). Die proximale Tibiametaphyse der ovarektomierten Ratte geho6rt zu den
Skelettarealen, an denen sich der 0Ostrogenmangelinduzierte, primér spongitse
Knochensubstanzverlust vorrangig manifestiert - bereits 3 Monate nach Ovarektomie
ist hier ein Knochenmasseverlust von 50 % zu erwarten (Wronski et al. 1985) - und
gilt deshalb fur Studien zur Wirksamkeit potentieller Osteoporosetherapeutika als
besonders geeignet (Thompson et al. 1995). Trotzdem wurden Studien am
osteoporotischen Rattenmodell bisher vorwiegend an den Diaphysen der Rattentibia
(Nakajima et al 2002; Xu et al. 2004; Melhus et al. 2007) bzw. des Rattenfemurs

13
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(Kubo et al. 1999; Cao et al. 2002; Xu et al. 2003; Shi et al. 2010) durchgefihrt. In
der vorliegenden Arbeit soll die Frakturheilung der osteoporotischen Ratte dagegen
an der Tibiametaphyse untersucht werden, an der sich die Osteoporose auch

tatsachlich manifestiert.

Um die osteoanabole Potenz unterschiedlicher Vibrationsfrequenzen zu vergleichen
und um zu klaren, ob bestimmte Vibrationsfrequenzen zur Verbesserung der
Frakturheilung bei Osteoporose geeigneter sind als andere, soll in dieser Arbeit die
Frakturheilung an der proximalen Tibiametaphyse der ovarektomierten Ratte unter
einer vertikalen Vibrationsbehandlung mit Frequenzen von 35, 50, 70 und 90 Hz
untersucht werden. Die Frakturheilung soll dabei anhand eines biomechanischen
Belastungstests qualitativ bewertet werden. Eine quantitative Bewertung der
Frakturheilung soll primar mit Hilfe der Mikroradiographie erfolgen, da histologische
Untersuchungsverfahren als Goldstandard der strukturellen Knochenanalytik gelten
(Particelli et al. 2012). Erganzend soll zur quantitativen Analyse auch die Micro-
Computertomographie (Micro-CT) herangezogen werden, die als verhaltnismalig
neues Untersuchungsverfahren von unserer Arbeitsgruppe hier erstmals eingesetzt
wird. Eine polychrome Sequenzmarkierung soll schlie3lich eine chronologische
Analyse mit Aussagen zum zeitlichen Ablauf der Knochenkonsolidierung er-

maoglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

2.1.1 Zeitlicher Ablauf

Der Versuch erstreckte sich insgesamt Uber 91 Tage. Zu Beginn wurden 90
weibliche Ratten randomisiert in sechs Gruppe von je 15 Tieren aufgeteilt. Die Ratten
der Gruppen 2 bis 6 wurden ovarektomiert mit dem Ziel, die Entwicklung einer
Osteoporose zu induzieren. Die Ratten der Gruppe 1 wurden dagegen als Kontroll-
kollektiv scheinoperiert (SHAM, siehe Tab. 1). Zwei der Tier starben bei der Ovarek-
tomie, so dass das Kollektiv von diesem Zeitpunkt an aus lediglich 88 Ratten
bestand.

Nach acht Wochen wurde bei allen Tieren eine Osteotomie und Osteosynthese
beider proximaler Tibiametaphysen durchgefihrt. 61 Tage nach Ovarektomie
beziehungsweise SHAM-Operation wurde mit der mechanischen Stimulation durch
die Vibrationsbehandlung begonnen, indem die Ratten taglich Gber 15 Minuten einer
vertikalen Ganzkdrpervibration (WBV) mit der ihrer Gruppe zugeordneten Frequenz
ausgesetzt wurden. 15 der ovarektomierten Ratten wurden als OVX-Gruppe von der
Vibrationsbehandlung ausgeschlossen. Auch die Tiere der nichtovarektomierten
SHAM-Gruppe wurden nicht vibriert.

Tabelle 1: Gruppenzuordnung der Tiere

Tiernummer Kafignummer Behandlung
- 115 13 ] _ _ smav_
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

SHAM = Scheinoperation, OVX = Ovarektomie, WBYV = Ganzkdrpervibration
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Um spéatere Ruckschlisse auf den zeitlichen Ablauf des Knochenumbaus unter der
Vibrationsbehandlung zu ermoéglichen, wurde wéahrend des Vibrationszeitraumes
eine polychrome Sequenzmarkierung nach Rahn durchgefihrt (Rahn 1976). Zu
diesem Zweck wurden den Tieren am 13. Tag nach Osteotomie 90 mg/kg KG
Xylenol-Orange (XO) subkutan injiziert, am 18. Tag 10 mg/kg KG Calcein-Grun (CG),
am 24. und am 26. Tag jeweils 30 mg/kg KG Alizarin-Komplexon (AK) sowie am 35.
Tag 30 mg/kg KG Tetracyclin (TC). Am selben Tag, also 35 Tage nach Osteotomie
bzw. 91 Tage nach Versuchsbeginn, wurden die Tiere mit CO, narkotisiert und durch

Dekapitation getotet.

Ovarektomie Osteotomie u. Beginn Obduktion
bzw. SHAM-OP Osteosynthese WBV |
X0 CG AK TC

’ ] |

| H | | | | [ |
Tag Tag

0 56 61 69 74 80 82 91

Abbildung 1: Zeitlicher Versuchsablauf. WBV=Ganzkdrpervibration, XO=Xylenol-Orange,

CG=Calcein-Griin, AK=Alizarin-Komplexon, TC=Tetracyclin

2.1.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Die Versuche wurden mit 90 weiblichen Sprague-Dawley-Ratten der Firma Harlan
Laboratories, Indianapolis, durchgefiihrt. Uber den gesamten Versuchszeitraum
wurden die Ratten in der Zentalen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der
Universitdtsmedizin Goéttingen gehalten, wobei durch das dort angestellte
Fachpersonal aus Tierpflegerinnen und -pflegern unter Aufsicht von Dr. Schunck

(Tierarzt ZTE) eine artgerechte Haltung gewahrleistet wurde.
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Die Haltung der Ratten erfolgte in Kéfigen vom Typ Makrolon® IV, die mit jeweils vier
bis funf Tieren besetzt wurden. Alle drei Tage wurden die Tiere in desinfizierte
Austauschkafige umgesetzt. Die Umgebungstemperatur betrug konstant 20 °C bei
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %. Zur Imitation eines mdglichst natirlichen
Tagesrhythmus wurde eine alternierende Hell-Dunkel-Periodik von jeweils 12
Stunden eingehalten. Futter wurde in Gestalt 10 mm gro3er Pellets (ssniff SM R/M,
ssniff Spezialititen GmbH, Soest, Deutschland) ebenso wie Wasser ad libitum
bereitgestellt. Aus dem am Ende einer jeden Woche fir jede Gruppe protokollierten
Futterverbrauch wurde der durchschnittliche Tagesverbrauch der Tiere berechnet.
Am Anfang jeder Woche wurden die Ratten gewogen. Das durchschnittliche
Korpergewicht (KG) der Tiere betrug zum Zeitpunkt der Ovarektomie 239 g, wobei
die leichteste Ratte 215 g und die schwerste 280 g wog.

Die hier beschriebenen Versuche waren von der Bezirksregierung Braunschweig
unter dem Aktenzeichen AZ 33.9.42502-04/011/07 genehmigt worden.

2.1.3 Ovarektomie

Zur Durchfuihrung der Ovarektomie wurden die Ratten zunachst mit CO; sediert und
dann gewogen. Die Anasthesie erfolgte anschlieBend durch intraperitoneale
Applikation eines Gemisches aus Ketamin (Hostaket®, Hoechst, Bad Soden,
Deutschland) und Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Deutschland) im

Verhéltnis 5:3, von dem jeweils 0,01 ml/g KG verabreicht wurde.

Die Hautpartie distal des Rippenbogens wurde anschlielend beidseits rasiert und
desinfiziert. Durch einen paravertebralen Hautschnitt wurde bis zum Peritoneum in
die Tiefe prapariert und die Bauchhohle er6ffnet. Nach Darstellung der Adnexe
wurde die Tuba uterina ligiert und das Ovar abgesetzt. Der Wundverschluss erfolgte
durch Vicryl-Naht des Peritoneums (Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt,
Deutschland) und Klammern der Haut (Michel wound brackets, 12 x 3 mm, Gebrider
Martin  GmbH & Co0.KG, Tuttlingen). Im Anschluss daran wurde auf der
kontralateralen Seite in gleicher Weise verfahren.

Um eine einfache ldentifizierung der einzelnen Tiere im weiteren Versuchsablauf zu

ermoglichen, wurde jeder Ratte ein Transponder (Uno Micro-ld-System, Iso-
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Transponder 12 mm, UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar, Niederlande) mit einem
Injektor ins subkutane Nackenfettgewebe injiziert.

Zum Abschluss des Eingriffs wurden jedem Tier 3 ml isotone Kochsalzlésung
subkutan injiziert, um einem postoperativen Volumenmangel entgegenzuwirken. Die
Tiere wurden dann in einen mit Zellstoff ausgekleideten Kéfig gelegt und bis zum
Erwachen beaufsichtigt.

2.1.4 Osteotomie und Osteosynthese

Acht Wochen nach der Ovarektomie wurde eine Osteotomie und Osteosynthese
beider Tibiae durchgefuhrt. Die Anasthesie erfolgte dabei wie unter 2.1.3
beschrieben. Nach Rasieren und Desinfizieren beider Hinterlaufe wurde die Haut
Uber der ventromedialen Tibia auf einer Ldnge von 3 cm ertffnet und die
Streckmuskulatur unter Schonung des Periosts scharf abgesetzt. Mithilfe einer
Schablone wurde die Osteotomiehtéhe exakt 7 mm unterhalb des Kniegelenkspaltes
markiert. AnschlieBend wurde eine 5-Loch-T-Platte nach Leibinger aus Titan (57-
05140 XS-Titanfixationsplatte T-Form 90°, Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) tber
der medialen Tibia so ausgerichtet, dass die beiden oberen Plattenl6écher in H6he
der Epiphyse lagen. Zunachst wurden dann der proximal-cephale und der am
weitesten distal gelegene Schraubenkanal vorgebohrt und provisorisch mit je einer
Schraube besetzt. Der proximal-kaudale und der zweite distale Schraubenkanal
wurden lediglich vorgebohrt, in Hohe des verbleibenden Plattenlochs Uber der
geplanten Osteotomielinie wurde keine Bohrung durchgefihrt.

Nach temporarer Entfernung des Osteosynthesematerials wurde die Tibiaosteotomie
in Hohe der Markierung unter Schonung der umgebenden Weichteile mit gepulstem
Ultraschall (OT 7 Piezosurgery®, Mectron Medical Technology, Carasco, lItalien)
senkrecht zur Langsachse der Tibia durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die
Titanplatte refixiert, wobei die proximalen Bohrkanale mit zwei 7 mm 1.ler
Schrauben besetzt wurden, die distalen Kanale dagegen mit jeweils einer 5 mm und
einer 4 mm 1.1er Schraube.

Durch das Festlegen der Plattenposition und Bohren der Schraubenkanéle vor
Durchfihrung der Osteotomie entstand dabei jeweils ein standardisierter Osteo-

tomiespalt von 0,5 mm entsprechend der Dicke des verwendeten Sageblattes.
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Abbildung 2:

Osteotomierte Rattentibia im
Réntgenbild ap und seitlich
mit Osteosyntheseplatte und

Schrauben

Nach Festziehen der Schrauben wurde die Streckmuskulatur reponiert und mit 4.0
Vicryl-Naht readaptiert. Der Hautverschluss erfolgte durch Klammern. Mit dem
kontralateralen Hinterlauf wurde in gleicher Weise verfahren.

Nach Abschluss des Eingriffs wurde den Ratten zur Beruhigung einmalig Decentan®
(Merck, Darmstadt, Deutschland) in einer Dosierung von 5 mg/kg KG subkutan
verabreicht, zur Volumensubstitution auf3erdem 3 ml isotone Kochsalzlésung. Wie
schon nach der Ovarektomie wurden die Tiere dann in einen mit Zellstoff
gepolsterten Kafig gelegt und bis zum Abklingen der Narkosewirkung Gberwacht.

Zur Analgesie erhielten die Ratten am OP-Tag und den folgenden zwei Tagen je
2mal Rimadyl® (Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) in einer Dosierung von 4 mg/kg KG

subkutan.

Zur raumlichen Orientierung wird im nachfolgenden Text der Begriff ,Plattenebene”
verwendet, der sich jeweils auf die Auflageflache der 5-Loch-T-Platte auf der
ventromedialen Tibia bezieht. Der Begriff ,Schraubenebene” bezeichnet dagegen die
imaginare Ebene, die durch alle Schraubenkanale am Langsschenkel der T-Platte

verlauft. Die beiden so definierten Ebenen stehen senkrecht aufeinander.
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2.1.5 Vertikale Ganzkdrpervibration

5 Tage nach Osteotomie und Osteosynthese und damit 61 Tage nach der
Ovarektomie wurde mit der vertikalen Ganzkdrpervibration (whole-body vibration,
WBYV) begonnen. Die Tiere wurden von diesem Zeitpunkt an tber insgesamt 30 Tage
taglich jeweils nachmittags fur 15 Minuten der Vibration ausgesetzt. Zum Einsatz
kam dabei ein Vibrationstisch (Vibriertisch VTG, Drehstrom-Vibrationsmotor Typ
HVL/HVE, Vibra Schultheis, Offenbach, Deutschland), auf dem ein aus dinnem
Kunststoff-Polstermaterial bestehender Kafig befestigt war. Der Kafig wurde mit
jeweils 7 bis 8 Tieren besetzt. Um eine Abschwéachung des Vibrationseffekts zu
vermeiden, wurde darauf geachtet, dass sich die Ratten nicht Ubereinander legten
und jedes Tier stets Bodenkontakt hielt. Ansonsten konnten sich die Tiere wahrend
der Vibration frei im Kafig bewegen.

Die Ratten waren zu Versuchsbeginn randomisiert in 6 Gruppen von jeweils 14 bis
15 Tieren aufgeteilt worden. Die 4 zur Vibration vorgesehenen Gruppen wurden nun
mit der gruppenspezifischen Frequenz von 35, 50, 70 oder 90 Hertz vibriert, um so
potentiell unterschiedliche Effekte der verschiedenen Frequenzen zu erfassen (siehe
Tab. 1). Die Amplitude der Vibration betrug dabei stets 0,5 mm.

2.1.6 Praparation der Tibiae

Die Obduktion der Tiere erfolgte 14 Wochen nach der Ovarektomie und damit 6
Wochen nach der Osteosynthese, da die Frakturheilung zu diesem Zeitpunkt noch
nicht vollstandig abgeschlossen war und der zu untersuchende Kallus damit noch
keinen peripheren Resorptionsvorgangen unterworfen war. Die Ratten wurden zu
diesem Zweck mit CO, narkotisiert und durch Dekapitation getotet. Das Blut wurde
aufgefangen und fur laborchemische Analysen aufbewahrt. Das Koérpergewicht der
Tiere lag zu diesem Zeitpunkt bei durchschnittlich 314 g (272 - 370 g).

Eine der beiden randomisiert ausgewahlten Tibiae wurde im Kniegelenk und im
oberen Sprunggelenk exartikuliert und sorgfaltig freiprapariert, wobei darauf geachtet
wurde, den Verbund aus Tibia und Fibula intakt zu lassen und den Frakturkallus nicht
zu beschadigen. Nach Entfernen des Osteosythesematerials wurde das Praparat in

ein mit der entsprechenden Versuchstiernummer gekennzeichnetes Kunststoff-
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schraubgefald gelegt und in flissigem Stickstoff eingefroren, um dann bei -20 C°

gelagert zu werden.

Abbildung 3: Tibia-Fibulapraparat

Die kontralaterale Tibia wurde ebenfalls freigelegt und vom Osteosynthesematerial
befreit. Der kallustragende Knochenabschnitt wurde mit einer Zange isoliert und fir
spatere genanalytische Untersuchungen sofort in flissigem Stickstoff bei -80 C°
eingefroren.

Im Anschluss wurde der Uterus entnommen und gewogen. Schlie3lich wurden auch
die Femora, die Lendenwirbelkorper sowie Teile der Muskulatur entfernt und fir

weitere Versuche bereitgestellt.
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2.2 RoOntgenuntersuchung

2.2.1 Technische Durchfuhrung der Rontgenuntersuchung

Die Tibia-Fibulapraparate wurden anschlieend vor Durchfiihrung des biomecha-
nischen Biegetests einer Rontgenuntersuchung unterzogen. Der gesamte Tibia-
Fibula-Verbund wurde dabei in der Platten- und in der Schraubenebene und damit in
zwei aufeinander senkrecht stehenden Ebenen gerontgt. Bei einer R6hrenspannung
von 40 kV und einer Stromstarke von 0,3 mA betrug die Belichtungszeit 6 Minuten.
Die Untersuchung wurde mit einem Faxitron-Roéntgengerat (Modell-Nr. 43855A, IL
60089, Faxitron X-ray System, Hewlett-Packard, San Diego, USA) durchgefihrt unter
Verwendung eines AGFA-Films (AGFA Structurix D4 DW ETE ISO 9001, AGFA
Graphics Germany GmbH & Co. KG, Disseldorf, Deutschland).

2.2.2 Kriterien der réntgenologischen Befundung

Bei der Befundung der ROntgenaufnahmen wurde zunachst die Qualitat der
Tibiafrakturheilung begutachtet und eventuelle Pseudarthrosen wurden dokumentiert.
Anschliel3end erfolgte eine Prifung auf Integritat der Fibula, bei der eventuelle
Fibulafrakturen oder -defekte ebenfalls protokolliert wurden. Die Bilder wurden
schlie3lich auf das Vorliegen rontgenologischer Infektzeichen hin begutachtet.

Alle Praparate, bei denen eine der obenstehenden Auffalligkeiten festgestellt werden

konnte, wurden vom weiteren Versuchsablauf ausgeschlossen.
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Abbildung 4: Rontgenbild einer Rattentibia ap und seitlich

2.3 Biomechanischer Biegetest

2.3.1 Prinzip des biomechanischen Biegetests

Vor Durchftihrung weiterer bildgebender Untersuchungen wurden die Tibiapraparate
einem standardisierten Biegetest unterzogen, um ein biomechanisches Stabilitats-
profil des Frakturkallus mit Aussagen lber dessen Elastizitat und Bruchfestigkeit zu
gewinnen. Bei dieser Untersuchung wurde mit Hilfe einer Werkstoffprifmaschine
eine senkrecht zur Langsachse wirkende Kraft auf die ventrale Tibiakante ausgeubt
und die Durchbiegung des Knochens in Abhangigkeit von der auf ihn einwirkenden

Kraft gemessen.
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Dieser Test wurde vor der Micro-Computertomographie durchgefuhrt, um eine
Veréanderung der biomechanischen Eigenschaften des Knochens, zum Beispiel

durch Austrocknung wahrend der zeitaufwendigen CT-Untersuchung, zu vermeiden.

2.3.2 Versuchsaufbau des biomechanischen Biegetests

Vor Durchfihrung des Biegetests wurden die Tibiapraparate schonend aufgetaut,
indem sie zunachst tber 4 bis 6 Stunden im Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurden
und anschlieBend jeweils 10 Minuten bei Raumtemperatur. Es wurden dann
zunachst die Fibulae der vollstandig aufgetauten Praparate auf das Vorliegen von
Frakturen untersucht, wobei ein Frakturnachweis den Ausschluss von weiteren
Untersuchungen zur Folge hatte.

Um eine standardisierte, stabile Lagerung der Tibia fur den Biegetest zu
ermdglichen, wurde die Fibula anschlieBend mit einer Knochenzange behutsam
entfernt. Die Stabilitat der Tibiae wurde dann vorsichtig manuell gepruft, eventuelle
Pseudarthrosen wurden dokumentiert und die entsprechenden Knochen ebenfalls
von den weiteren Tests ausgeschlossen.

Alle anderen Tibiae wurden einzeln in einer fir diesen Versuch entwickelten
Bruchvorrichtung gelagert (Stuermer et al. 2006). Diese besteht aus einem 65 x 25 x
10 mm grofRen Aluminiumblock, der auf einer Aluminiumplatte fixiert ist (s. Abb. 5).
Eine 3 mm breite, quer in den Block gefraste Nut erméglicht eine stabile Lagerung
der dorsalen Tibiakondylen, wahrend eine mittig in Langsrichtung des Blocks
verlaufende zweite Nut von 6 mm Breite der Aufnahme des distalen Tibiaendes
dient. Vier vertikale Lagerungsbolzen in Form frei rotierender Aluminiumzylinder
ermdglichen eine seitliche Abstitzung des Praparates ohne dieses zu fixieren und

damit in seinem Biegeverhalten zu beeinflussen.
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Abbildung 5: Lagerungsblock der Bruchvorrichtung, alle Angaben in mm

Der Lagerungsblock wurde dann mitsamt der Tibia in einer Werkstoffprifmaschine
platziert (Typ 145660 Z020/TND Zwick/Roell, Ulm, Deutschland). Durch die
Werkstoffprifmaschine wurde ein Druck auf die Vorderkante der Tibia ausgeubt,
wobei die Kraftibertragung Uber einen Rollstempel mit zirkularer Nut erfolgte
(Stuermer et al. 2006). Dieser Stempel wurde 2 mm distal der Osteotomielinie
platziert und auf die Tibiavorderkante abgesenkt, bis eine Vorkraft von 1 N erreicht
war. Nach Uberprifen und erforderlichenfalls Korrigieren der korrekten Position von
Rollenstempel und Praparat wurde der Kompressionstest gestartet.

Das ,testXpert*-Programm (Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) senkte dann den
Rollenstempel mit einer Geschwindigkeit von 50 mm/min weiter hinab, wodurch die
Tibia zunehmend verbogen wurde. Die fur eine Verbiegung von 0,1 mm Wegstrecke
erforderliche Kraft wurde von der Software jeweils automatisch gemessen und als
Kraft-Weg-Diagramm aufgezeichnet. Der Messbereich lag dabei zwischen 2 und 500
N bei einer relativen Genauigkeit von 0,2-0,4 %. Bei Erreichen der Maximalkraft
wurde der Test von der Software automatisch abgebrochen, so dass eine Fraktur

des Kallus in allen Fallen vermieden werden konnte.
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Abbildung 6: Versuchsaufbau des Biegetests mit Lagerungsblock, Rollstempel und

Tibia. Zwei der vier Lagerungsbolzen wurden zur Verbesserung der Ubersicht entfernt.

2.3.3 Messparameter des biomechanischen Biegetests

2.3.3.1 Steifheit des Kallus

Die in dem beschriebenen Biegetest ermittelten Kraft-Weg-Diagramme weisen einen
charakteristischen, schon 2006 von Stuermer et al. beschriebenen Kurvenverlauf auf:
Mit zunehmender Kraft kommt es zunachst zu einem linearen Anstieg der Kurve als
Ausdruck einer elastischen Verformung des Knochens, die im Wesentlichen auf eine
reversible Dehnung kollagener Fasern zurickzufuhren ist. Wird die Belastung in
dieser Phase beendet, so nimmt er seine urspringliche Form wieder an. Die
Steigung der Kurve entspricht dabei der Steifheit bzw. Biegefestigkeit des Knochens:
Je steiler sie verlauft, desto mehr Kraft muss aufgewendet werden, um eine
definierte Verbiegung der Tibia zu bewirken.
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2.3.3.2 Maximale Belastbarkeit des Kallus

Mit weiterer Zunahme der Kraft kommt es zu Mikrofrakturen und Trabekelbriichen
und damit zu einer plastischen, irreversiblen Deformierung des Knochens. Die fir
eine definierte Verformung der Tibia erforderliche Kraft wird kleiner, der anfangs
lineare Kurvenverlauf flacht sich ab. Wie Stuermer et al. 2006 zeigen konnten, ist von
einer irreversiblen, plastischen Verformung des Knochens auszugehen, wenn der
Kurvenverlauf den Bereich der doppelten Standardabweichung der Regressions-
geraden verlasst. Dieser Punkt im Kurvenverlauf wurde als Streckgrenze definiert
(engl.: Yield Load), die damit der Kraft entspricht, die ein Knochen maximal ertragen
kann ohne strukturelle, bleibende Schaden davonzutragen.

Wird die Kraft nach Uberschreiten der Streckgrenze weiter gesteigert, so erreicht der
Kurvenverlauf ein Maximum, das einem abrupten Abfall des Graphen als Ausdruck
einer kompletten Fraktur des Knochens vorausgeht. Vor Erreichen dieser Maximal-
kraft wurde der Biegeversuch von der Software unseres Programms, wie schon oben
erwahnt, automatisch abgebrochen, so dass eine Fraktur des Kallus in allen Fallen

vermieden werden konnte.

2.3.4 Validierung des biomechanischen Biegetests

Vor Durchfuihrung des biomechanischen Biegetests war dessen Reliabilitat in einem
Vorversuch validiert worden:

Im Rahmen dieses Vorversuchs wurde der beschriebene biomechanische Biegetest
an jeweils beiden Tibiae einer Gruppe von 10 Ratten durchgefihrt, die in Gré3e und
Gewicht den Versuchstieren der Hauptuntersuchung glichen.

Nach Bestimmung von Steifheit und maximaler Belastbarkeit beider Tibiae wurden
die intraindividuellen Abweichungen beider Parameter errechnet. Die Abweichungen
lagen bei beiden Parametern im Mittel unter 15 %, was im Rahmen eines intra-
individuellen Rechts-Links-Vergleichs als physiologisch anzusehen ist (Fisk und
Baigent 1975; Budsberg et al. 1993).
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2.4 Micro-CT

2.4.1 Scan der Tibiae

Aus jeder der sechs Versuchsgruppen wurden randomisiert neun zufallig aus-

gewabhlte Tibiae einer Micro-CT-Untersuchung unterzogen.

Zu diesem Zweck wurden jeweils drei der insgesamt 54 Knochen, mit dem Tibiakopf
nach unten, in einem in drei Kompartimente unterteilten zylindrischen Probenhalter
positioniert und mit Schaumstoffkeilen fixiert (s. Abb. 7). In den Lagerungseinsatz
eingefraste Markierungen erlaubten dabei eine Identifizierung der einzelnen

Knochen.

Zur spateren Kalibrierung wurde in den Zylinder auf3erdem ein Dichtephantom

gelegt, welches ein Knochen-, ein Luft- und ein Wasseraquivalent enthielt.

‘Lagerungseinsatz
mit Tibiae

Deckel

Probenzylinder

Dichtephantom

Schaumstoffkeile zum Fixieren

Abbildung 7: Gedoffneter Probenhalter mit Tibiae und Dichtephantom
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Die Untersuchung erfolgte anschlie3end in einem eXplore Locus SP-Scanner (GE
Healthcare, London, Ontario, Canada) (McNamara et al. 2005; Johnson et al. 2006).
Das Scanprotocoll war mit 360 Grad Scan, 900 Projektionen pro Rotation, 72 kVp, 90
mA, binning 2 und 1600 ms Belichtungszeit fur alle Aufnahmen identisch.

Nach abgeschlossenem Scan wurden zur Planung der Detailrekonstruktion 3-D
Bilder der einzelnen Tibiae mit dem ,MicroView“-Programm v2.1.2 der Firma GE

Healthcare erstellt.

Die 3-D Rekonstruktion erfolgte anschlieend mit der dem System zugehoérigen
Software (evsbeam) unter Verwendung des Filtered Backprojektion Algorithm (FBP).

Die rekonstruierte Auflésung der Datensatze betrug 0,03 mm isotrop.

2.4.2 Morphometrische Auswertung der Micro-CT-Untersuchung

Nach Rekonstruktion der Daten wurden diese mit dem 2010 im Rahmen eines DFG-
Projektes (STU 478/3-1) entwickelten ,3DOsteoAnalyze”-Programm v1.00.3
zunachst hinsichtlich Knochendichte und Knochenvolumen ausgewertet, wobei die
genannten Parameter in der von Ann-Lieber 1987 beschriebenen Weise berechnet
wurden.

Das dreidimensionale Bild der Tibia wurde dazu im Raum jeweils so ausgerichtet,
dass ein definierter Messrahmen exakt von dorsal an die Tibia angelegt werden
konnte. Breite und Tiefe des Messrahmens wurden dabei mit jeweils 9 mm so
gewahlt, dass der gesamte Tibiaguerschnitt im Rahmen erfasst wurde. Die Hohe des
Messfeldes wurde auf jeweils 2,5 mm proximal und distal des Osteotomiespaltes
begrenzt. Durch Zentrierung des Rahmens auf den Frakturspalt wurde damit de facto
eine 5 mm hohe Knochenscheibe analysiert, durch deren Mitte der Spalt verlief
(s. Abb. 8).
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Abbildung 8: Rattentibia mit Messrahmen im 3DOsteoAnalyze-Programm

Mit dem Programm konnte anschlieRend von dieser Knochenscheibe ein Grauwert-
histogramm erstellt werden, das auf der x-Achse die Helligkeitsstufen der Micro-CT
und auf der y-Achse die Anzahl der zugehdrigen Bildpunkte darstellte. Aus den
unterschiedlichen Helligkeitsstufen konnte auf die Mineralisierung des Knochens
geschlossen werden, weil diese mit der Abschwéachung der Rontgenstrahlung in der
CT korreliert. Der im Wesentlichen viergipflige Kurvenverlauf des Histogramms (s.
Abb. 9a) entsprach dabei den sich Uberlappenden Grauwertbereichen von Luft,
Weichteilgewebe, nichtkortikalem Knochen und kortikalem Knochen. Nach Sub-
traktion des ersten, der Luft entsprechenden Kurvengipfels verblieben die Grauwert-
bereiche von Weichteilgewebe, nichtkortikalem und kortikalem Knochen als jetzt

dreigipfliges Histogramm (s. Abb. 9b).
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L w NK K
Abbildung 9a: Viergipfliges Histogramm mit den Grauwertbereichen
von Luft (L), Weichteilgewebe (W), nichtkortikalem Knochen (NK) und

kortikalem Knochen (K)

w NK K
Abbildung 9b: Dreigipfliges Histogramm mit den Grauwertbereichen von
Weichteilgewebe (W), nichtkortikalem (NK) und kortikalem Knochen (K)
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Der nichtkortikale Knochen ist dabei als Kallus und Trabekelgewebe anzusehen. Da
wir in unmittelbarer Frakturndhe keine grof3eren Mengen trabekularen Gewebes
erwarteten und im Micro-CT-Bild auch nicht visualisieren konnten, haben wir uns
entschlossen, den nichtkortikalen Knochen vereinfachend als Kallusgewebe zu

betrachten.

Abbildung 10: Der im Histogramm zwischen den Linien markierte Grauwertbereich des nicht-
kortikalen Knochens (NK) wird vom OsteoAnalyze-Programm im unteren Bild farbkodiert in
grin dargestellt. Es wird deutlich, dass der nichtkortikale Knochen im Wesentlichen dem

Kallusgewebe entspricht.
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Da die Abschwéachung der Rontgenstrahlung zwar mit dem Grad der Mineralisierung
des Knochens korreliert, nicht aber direkt mit dessen Massendichte, war zur
Ermittlung der Knochendichte der Einsatz eines Dichtephantoms aus knochen-

aguivalentem Material definierter Dichten erforderlich (Valencia et al. 2006).

2.4.3 Messparameter der Micro-CT-Untersuchung

Von Kallusgewebe, Kortikalis und Gesamtknochen als Summe der beiden
erstgenannten Bereiche wurden schlie3lich jeweils Knochendichte und Volumen
bestimmt. Dazu wurde der Mittelwert des jeweils zugehdrigen Histogrammbereichs
mit Hilfe des Phantoms in Knochendichtewerte (BMD) umgerechnet und das
Volumen als Produkt von Voxelanzahl und Voxelvolumen angegeben.

Zusatzlich wurde auch das Volumen des Gesamtgewebes (Gesamtknochen +
Weichteilgewebe) ermittelt, das als Rechengréf3e flr den nachsten Parameter diente:
Der Knochenanteil am Gesamtgewebevolumen konnte damit anschlielend als
Quotient aus Gesamtknochenvolumen und Gesamtgewebevolumen berechnet und

als ,bone volume fraction“ (BV/TV) in Prozent angegeben werden.
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Tabelle 2: Messparameter der Micro-CT-Untersuchung

Messparameter [Einheit] Berechnungsgrundlage
- —— — — — ——— —— — —— — — |
Gesamtknochendichte [g/cm?] arithmetisches Mittel aus Kortikalisdichte

und Kallusdichte

Kortikalisdichte [g/cm?] Knochendichte des kortikalen

Knochenanteils

Kallusdichte [g/cm®] Knochendichte des nichtkortikalen

Knochenanteils

Gesamtknochenvolumen [mm°] Summe von Kortikalisvolumen und

Kallusvolumen

Kortikalisvolumen [mm?] Volumen des kortikalen Knochenanteils

Kallusvolumen [mm?] Volumen des nichtkortikalen

Knochenanteils

Gesamtgewebevolumen [mm?] Summe von Gesamtknochenvolumen

und Weichteilgewebevolumen

bone volume fraction (BV/TV) [%)] Quotient aus Gesamtknochenvolumen

und Gesamtgewebevolumen
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2.5 Mikroradiographie

2.5.1 Histologische Aufarbeitung und Anfertigung der Mikroradiographien
Nach Abschluss der Micro-CT-Untersuchung wurden dieselben Tibiae in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und entfettet, indem sie zweimal 3 Tage in
40%-, zweimal 5 Tage in 70%-, 5 Tage in 80%- und 2 Tage in 96%igem Ethanol
gelagert wurden. Die folgenden 2 Tage wurden die Tibiae einem 1:1 Gemisch aus
96%igem Ethanol und Methylmethacrylat (MMA) ausgesetzt, 2 weitere Tage
schlief3lich reinem Methylmethacrylat. Abschliel3end wurden die Tibiae einzeln in ein
Gemisch aus 1000 ml Methylmethacrylat, 200 ml Dibutylphthalat und 29 g
Benzoylperoxid eingebettet, wobei fir jede Tibia eine 80 x 30 mm groR3e
Rollrandflasche mit einem Volumen von 40 ml verwendet wurde. Nach dem mehrere
Wochen in Anspruch nehmenden Ausharten der MMA-Blocke wurden diese aus den
Flaschen geldst und mit einer Innenlochsége (Leica SP 1600 Sagemikrotom, Leica
Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) in 8 bis 12 jeweils 150 um dicke Schnitte
zertrennt. Die Schnitte wurden dabei als Langsschnitte der Tibia im rechten Winkel
zur Plattenebene ausgeftihrt und verliefen damit parallel zur unter 2.1.4 definierten
Schraubenebene.

Aus den so erstellten sagittalen Schnitten jeder Tibia wurden jeweils 3 zentrale,
aufeinander folgende histologische Praparate ausgewahlt und mit einem Faxitron-
Rontgengerat (Model-Nr. 43855A, Faxitron X-ray system, Hewlett Packard, San
Diego, USA) auf Kodak Professional Film gerontgt (Kodak Industrex SR 45, 1SO
9002, Rochester, New York, USA). Bei einer R6hrenspannung von 10 kV und einer
Stromstarke von 0,3 mA betrug die Belichtungszeit dabei 3 Minuten (Stuermer et al.
2010 b). Die Filme wurden nach abgeschlossener Fixierung getrocknet, beschriftet

und archiviert.
Fur die spatere Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung (siehe 2.6, S. 43)

wurden die radiographierten Praparate dann mit Eukitt® (Kindler, Freiburg,
Deutschland) auf 76 x 52 mm grol3en Objekttragern fixiert und archiviert.
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2.5.2 Digitalisierung der Mikroradiographien

Die Mikroradiographien wurden anschlieBend mit einem Leica Stereomakroskop
(Leica MZ 7-5, Bensheim, Deutschland) analysiert, wobei eine Kaltlichtlampe als
Lichtquelle diente (Leica KL 1500 LCD, Bensheim, Deutschland). Mithilfe einer
Kamera (Leica DC 300F, Bensheim, Deutschland) konnten die Bilder dann in den
Computer (Intel Pentium 4, 2.6 GHz) eingelesen werden. In Vorversuchen waren die
dafir moglichen Einstellungen von Makroskop, Kamera und Software ausgetestet

worden, wobei sich die folgende Konfiguration als ideal erwiesen hatte:

Am Makroskop wurde stets ein 1,0er Objektiv verwendet, welches bei guter
Ausnutzung der Monitorgréf3e eine vollstandige Abbildung der auszuwertenden
Strukturen gestattete.

Die Temperatur der Halogenlampe betrug konstant 3000 K.

Fur die mechanische Blende der Kaltlichttampe wurde die Schalterposition B
gewahlt, wodurch eine maRige Helligkeit erreicht wurde (A: minimale Blendenweite,
E: maximale Blendenweite).

Die Belichtungszeit wurde fir jedes Bild individuell angepasst, um so die
unterschiedliche Helligkeit der Mikroradiographien auszugleichen, die auf minimale
Unterschiede in der Schnittdicke der histologischen Praparate zurtckzufiihren war.
Dabei wurde der Bereich zwischen 345 und 460 ms nicht verlassen.

Alle Bilder wurden bei der Digitalisierung so positioniert, dass die proximale Tibia am
Monitor oben, die distale Tibia unten, die ventromediale Tibiaseite links und die
dorsale Tibiaseite rechts abgebildet wurde (s. Abb. 11). Ein standardisierter, 5 mm
hoher Messrahmen mit einer genau mittig verlaufenden, horizontalen Ziellinie wurde
so Uber dem Bild ausgerichtet, dass die horizontale Ziellinie exakt auf der Kortikalis
des distalen Tibiasegmentes zu liegen kam.

Die digitalisierten Bilder konnten anschlieend mit der Software Leica Quantimet
QWin 2003 (Leica, Bensheim, Deutschland) bearbeitet und nach einem
standardisierten, eigens fir diese Aufgabe programmierten Algorithmus histo-

morphometrisch ausgewertet werden.
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proximal

ventro-medial

i 4%
Abbildung 11: Digitalisierte Mikroradiographie mit Kenn-

zeichnung der rdumlichen Ausrichtung

2.5.3 Morphometrische Auswertung der Mikroradiographien
2.5.3.1 Graudetektion

Die histomorphometrische Auswertung erfolgte in zuféalliger Reihenfolge verblindet,
so dass dem Untersucher die Gruppenzugehorigkeit der jeweils analysierten
Mikroradiographie nicht bekannt war.

Vor ldentifizierung aller zu vermessenden Knochenanteile wurde zunachst eine
automatische Graudetektion durchgefihrt, bei der die verwendete Software alle von
ihr als Knochen erkannten Bereiche blau anfarbte. Die Detektionsempfindlichkeit
wurde anschlielBend durch den Untersucher manuell so lange korrigiert, bis alle
knéchernen Strukturen blau dargestellt waren und damit von der Software als
Knochen erfasst wurden. Eine Fehlinterpretation durch Uber- oder Unterdetektion

des Programms konnte so vermieden werden.
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Abbildung 12: Graudetektion vor und nach manueller Korrektur. Nach automatischer Grau-

detektion erscheinen die als Knochen erkannten Bereiche blau, nicht detektierter Knochen
wird grau dargestellt (linkes Bild). Nach manueller Korrektur sind alle knéchernen Stukturen
blau markiert (rechtes Bild).

2.5.3.2 Flachendefinition

Im néachsten Arbeitsschritt wurden die im mikroradiographischen Bild differen-
zierbaren Knochenanteile definiert, indem sie mit dem Cursor manuell umfahren
wurden. Die gewahlte Flachenbegrenzung wurde dabei als Linie dargestellt, so dass
bedarfsweise eine spatere Korrektur des Linienverlaufs stets vorgenommen werden
konnte. Eine Mehrfachzuordnung desselben Areals zu verschiedenen Knochen-

flachen wurde dabei durch das Programm verhindert.

Auf diese Weise wurde zunachst die gesamte Knochenflache einschliel3lich des
Kallus Gber den Messrahmen hinaus mit dem Cursor umfahren und damit detektiert,
wobei abgesprengte und dislozierte Knochenanteile von der Messung ausge-

schlossen wurden.

AnschlieRend wurde die Kortikalis, die durch ihre hohe Dichte leicht vom restlichen
Knochen abgegrenzt werden kann, mit dem Cursor umrandet. Dabei wurden

proximale ventromediale Kortikalisflache, proximale dorsale Kortikalisflache, distale
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ventromediale Kortikalisflache und distale dorsale Kortikalisflache jeweils getrennt

voneinander umfahren und damit definiert.

Im nachsten Schritt wurde die Kallusflache definiert, wobei ventromediale, dorsale
und endostale Kallusfliche wieder einzeln erfasst wurden (s. Abb. 13). Die
Abgrenzung des periostalen Kallus war dabei schon in den vorausgehenden
Arbeitsschritten bei Festlegung der Knochengesamtflache und der Kortikalisflache
erfolgt. Auch der endostale Kallus war bereits durch die innere Kortikalisbegrenzung
partiell eingegrenzt. Durch seine hohere Knochendichte und kompaktere Struktur war
er leicht von der proximal und distal an ihn angrenzenden spongidsen Trabekelflache
abzugrenzen. Die Trennung zwischen periostalem und endostalem Kallus erfolgte

durch eine mittige Verbindungslinie zwischen proximaler und distaler Kortikalis.

Abbildung 13: Flachendefinition im mikroradiographischen Bild. 1=Kortikalisflache proximal
ventromedial, 2=Kortikalisflache distal ventromedial, 3=Kortikalisflache proximal dorsal,
4=Kortikalisflache distal dorsal, 5=Kallusflache ventromedial, 6=Kallusflache dorsal, 7=
Kallusflache endostal, 8=Trabekelflache distal

Die Definition der Trabekelflache ergab sich schliel3lich aus den schon festgelegten
Abgrenzungen zur Kortikalis und zum endostalen Kallus hin. Soweit sich innerhalb
der Trabekelflache abgesprengte oder dislozierte Knochenanteile befanden, wurden

diese von der Detektion ausgeschlossen.
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2.5.3.3 Vektorgestitzte Knochendickemessung

Nach Differenzierung der einzelnen Knochenanteile wurde die Dicke von Kortikalis
und Kallus in den verschiedenen Bildregionen ermittelt. Zu diesem Zweck wurden
vom Untersucher zunéchst jeweils 5 Vektoren manuell so Uber die osteotomienahe
Kortikalis gelegt, dass sie senkrecht zur Knochenlangsachse ausgerichtet waren und
die Kortikalis beidseits tberragten (s. Abb. 14 links). Die Lange der Vektoren wurde
dann von der eingesetzten Software auf die zuvor definierte Kortikalisflache
begrenzt, wobei die computergesteuerte Einklirzung der Vektoren vom Untersucher
visuell Gberpriuft- und bei Bedarf korrigiert wurde. Auf diese Weise wurde die Dicke
der distalen ventromedialen- und der distalen dorsalen Kortikalis exakt bestimmt.

Anschlielend wurden 10 Vektoren orthogonal zur Knochenlangsachse durch den
ventromedialen periostalen Kallus beidseits der Osteotomie gelegt, deren Lange
dann von der Software auf die zuvor ermittelte Kallusdicke eingekirzt wurde (s. Abb.
14 rechts). Nach Messung der ventromedialen Kallusdicke wurde die dorsale

Kallusdicke in gleicher Weise ermittelt.

Abbildung 14: Vektorgestitzte Knochendickemessung. Kortikalisdicke distal ventromedial
(linkes Bild), Kallusdicke ventromedial (rechtes Bild)
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2.5.3.4 Validierung der Auswertung

Die morphometrische Auswertung der Mikroradiographien umfasst zahlreiche
Arbeitsschritte, die vom Untersucher manuell durchgefuhrt oder visuell Uberprift
werden und wird dadurch in hohem Maf3e durch den Untersucher beeinflusst. Um
untersucherbedingte Messschwankungen soweit wie mdglich zu reduzieren, wurden

alle Mikroradiographien durch denselben Untersucher ausgewertet.

Vor der Untersuchung wurde die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zudem
evaluiert, indem die Auswertung von funf Mikroradiographien an funf aufeinander
folgenden Tagen jeweils wiederholt wurde. Die Messergebnisse durften dabei um
nicht mehr als £10 % vom jeweiligen Mittelwert abweichen, was fur alle Mess-

parameter erreicht werden konnte.

2.5.4 Messparameter der Mikroradiographie

Aus den im Rahmen der morphometrischen Auswertung gewonnenen Daten
berechnete die Software unseres Programms flr jeden einzelnen Tibiaschnitt die
durchschnittliche Dicke von Kortikalis und Kallus. Aul3erdem wurde die Dichte von
Kortikalis, Kallus und Trabekelflache ermittelt, indem fur jede der entsprechend
definierten Flachen der prozentuale Knochenanteil berechnet wurde. Schlie3lich
bestimmte die Software die Anzahl der Trabekelkreuzungen absolut und pro mm?
sowie die mittlere Trabekeldicke. Von den die Trabekelflachen und die Kortikalis
betreffenden Parametern, die proximal und distal der Frakturebene erfasst werden
konnten, wurden zur Vereinfachung jeweils nur die distal gemessenen Werte
ausgewertet. Die einzelnen Messparameter und ihre Berechnung sind in Tabelle 3

aufgefuhrt.
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Tabelle 3:

Mikroradiographisch ermittelte Messparameter und ihre Berechnung

Messparameter [Einheit]

Kortikalisdicke ventromedial [mm]

Berechnungsgrundlage

arithmetisches Mittel der 5 durch die distale
ventromediale Kortikalis gelegten Vektoren

Kortikalisdicke dorsal [mm]

arithmetisches Mittel der 5 durch die distale
dorsale Kortikalis gelegten Vektoren

Kallusdicke ventromedial [mm]

arithmetisches Mittel der 5 durch den ventro-
medialen Kallus gelegten Vektoren

Kallusdicke dorsal [mm]

arithmetisches Mittel der 5 durch den dorsalen
Kallus gelegten Vektoren

Kortikalisdichte ventromedial [%]

prozentualer Knochenanteil der als “Kortikalis

distal ventromedial“ definierten Flache

Kortikalisdichte dorsal [%]

prozentualer Knochenanteil der als “Kortikalis

distal dorsal” definierten Flache

Kallusdichte ventromedial [%]

prozentualer Knochenanteil der als “Kallus

ventromedial” definierten Flache

Kallusdichte dorsal [%]

prozentualer Knochenanteil der als “Kallus

dorsal” definierten Flache

Kallusdichte endostal [%]

prozentualer Knochenanteil der als “Kallus

endostal” definierten Flache

Trabekelflachendichte [%]

prozentualer Knochenanteil der als “Trabekel-

flache distal“ definierten Flache

Anzahl Trabekelkreuzungen absolut

absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen im
Bereich der distalen Trabekelflache

Anzahl Trabekelkreuzungen pro mm? [1/mm?]

Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mmz2im

Bereich der distalen Trabekelflache

Mittlere Trabekeldicke [um]

arithmetisches Mittel der Trabekeldurchmesser

im Bereich der distalen Trabekelflache
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2.6  Polychrome Sequenzmarkierung

2.6.1 Prinzip der polychromen Sequenzmarkierung

Wahrend die unter 2.2, 2.4 und 2.5 beschriebenen radiologischen Verfahren lediglich
statische Momentaufnahmen des Knochenpréparates liefern, ermdglicht die poly-
chrome Sequenzmarkierung eine Darstellung der Dynamik des Knochenumbaus
wahrend der Frakturheilung. Mit ihrer Hilfe lassen sich Informationen Uber den

zeitlichen Ablauf der Knochenneubildung unter der Vibrationsbehandlung gewinnen.

Zu diesem Zweck waren den Tieren zu definierten Zeitpunkten der Frakturheilung
verschiedenfarbige Fluorochrome wie unter 2.1.1 beschrieben injiziert worden. Diese
Farbstoffe verbinden sich mit Kalzium zu fluoreszierenden Chelatkomplexen, die in
den aktuell mineralisierten Knochen eingelagert werden, im vorliegenden Fall vor
allem in den Frakturkallus. Durch die zeitlich versetzte Applikation der verschieden-
farbigen Fluoreszenzfarbstoffe bilden sich im Kallus farblich entsprechend markierte
Banden aus. Nach der unter 2.5.1 beschriebenen Aufarbeitung und Fixierung der
Tibiae koénnen diese Banden dann im Rahmen einer quantitativen fluoreszenz-
mikroskopischen Analyse identifiziert und einer definierten Zeitspanne der Fraktur-
heilung zugeordnet werden (Benneteau-Pelissero et al. 2000).

2.6.2 Fluorochrome

In Anlehnung an Rahn (1976) wurden fir die polychrome Sequenzmarkierung die
Fluorochrome Xylenolorange-Tetranatriumsalz (XO), Calcein-Grin (CG), Alizarin-
komplexon (AK) und Tetracyclinhydrochlorid (TC) eingesetzt (alle: Merck, Darmstadt,
Deutschland).

Die Fluorochrome wurden in destilliertem Wasser (XO, CG, AK) bzw. isotoner
Kochsalzlosung (TC) gelost und den Tieren dann zu definierten Zeitpunkten
subkutan injiziert. Die jeweiligen Dosierungen und Applikationstage der ver-
schiedenen Farbstoffe sind Tabelle 4 zu entnehmen. Tabelle 4 gibt auch Auskunft
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Uber die zu erwartende Farbe der einzelnen Fluorochrome und uber die Zeitspanne
der Frakturheilung, die durch jede der Farben reprasentiert wird. Diese Zeitspanne
entspricht jeweils dem Zeitraum zwischen zwei aufeinander folgenden Fluorochrom-
applikationen, da der Farbstoff immer nur in den Knochenanteil eingelagert werden
kann, der sich zum Zeitpunkt der Injektion neu gebildet hat und der noch nicht durch

einen anderen Fluoreszenzfarbstoff besetzt ist.

Tabelle 4: Dosierung, Applikationszeitpunkt, markierte Zeitspanne und
Farbe der einzelnen Fluorochrome
Fluoro- Dosierung Applikationstag Markierte Zeitspanne | Fluoreszenz-
chrom (mg/kg KG) | nach Osteotomie | (Tag nach Osteotomie) farbe
XO 90 13 0-13 Orange
CG 10 18 14 - 18 Griun
AK 30 24, 26 19 - 26 Rot
TC 25 35 27-35 Gelb

XO = Xylenolorange-Tetranatriumsalz, CG = Calcein-Grin, AK= Alizarinkomplexon,

TC = Tetracyclinhydrochlorid

2.6.3 Digitalisierung der polychromen Sequenzmarkierung

Die wie unter 2.5.1 beschrieben praparierten und fixierten Knochenschnitte wurden
mit einem Auflicht-Fluoreszenz-Stereomakroskop (Leica Stereomakroskop, MZ 7-5
mit FluoCombi Ill, Bensheim, Deutschland) unter Blaulicht betrachtet und aus-
gewertet, wobei eine Quecksilberhdchstdrucklampe mit einer Leistung von 50 Watt
(Leica KL 1500 LCD, Bensheim, Deutschland) als Lichtquelle diente. Um die
erforderliche Fluorochromanregung durch das Blaulicht zu gewéhrleisten, wurde
zusatzlich ein Anregungsfilter fur den Wellenlangenbereich von 450-490 nm
eingesetzt. Mithilfe der schon zuvor verwendeten Kamera (Leica DC 300F,

Bensheim, Deutschland) konnten die Bilder dann wieder in den Computer (Intel
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Pentium 4, 2.6 GHz) eingelesen werden. In Vorversuchen hatte sich die folgende

Konfiguration von Makroskop, Kamera und Software als ideal erwiesen:

Am Makroskop wurde wieder ein 1,0er Objektiv verwendet, das eine vollstandige

Darstellung der Praparate bei guter Ausnutzung der Monitorgréf3e ermaoglicht.

Die Belichtungszeit wurde wieder individuell angepasst, um so die unterschiedliche
Helligkeit der auf dem Monitor dargestellten Bilder auszugleichen, die auf minimale
Unterschiede in der Schnittdicke der Praparate zuriickzufihren war. Dabei wurden

stets Zeiten zwischen 9,7 und 12,9 s gewabhilt.

Mit Hilfe eines in der Software enthaltenen Gain-Reglers wurde die Bildhelligkeit um

den Faktor 3 verstarkt.

Alle Praparate wurden bei der Digitalisierung wieder so positioniert, dass die
proximale Tibia am Monitor oben, die distale Tibia unten, die ventromediale Tibia-
seite links und die dorsale Tibiaseite rechts abgebildet wurde. Ein standardisierter,
5 mm hoher Messrahmen mit einer genau mittig verlaufenden, horizontalen Ziellinie
wurde so Uber dem Bild ausgerichtet, dass die horizontale Ziellinie exakt auf der

Kortikalis des distalen Tibiasegmentes zu liegen kam.

Die digitalisierten Bilder konnten anschlieend mit der Software Leica Quantimet
QWin 2003 (Leica, Bensheim, Deutschland) bearbeitet und nach einem
standardisierten, eigens fur diese Aufgabe programmierten Algorithmus morpho-

metrisch ausgewertet werden.

2.6.4 Morphometrische Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung
2.6.4.1 Flachendefinition

Die morphometrische Auswertung erfolgte wieder in zufélliger Reihenfolge verblindet,
so dass dem Untersucher die Gruppenzugehdorigkeit des jeweils analysierten Bildes

nicht bekannt watr.

Dabei wurden auch im fluoreszenzmikroskopischen Bild die differenzierbaren

Knochenanteile wie unter 2.5.3.2 beschrieben definiert:
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Zunachst wurde wieder die gesamte Knochenflache einschlie3lich des Kallus Uber
den Messrahmen hinaus mit dem Cursor umfahren und damit detektiert, wobei

abgesprengte Knochenstiicke von der Detektion ausgeschlossen blieben.

Anschlieliend wurden proximale ventromediale Kortikalisflache, proximale dorsale
Kortikalisflache, distale ventromediale Kortikalisflache und distale dorsale Kortikalis-
flache jeweils getrennt voneinander umfahren und damit definiert. Da in der Kortikalis
kaum Umbauvorgange stattfinden, zeigt sie im Gegensatz zum Kallus eine nur

geringe Fluoreszenz.

Im nachsten Schritt wurde die fur die polychrome Sequenzmarkierung letztlich
relevante Kallusflache definiert, wobei ventromediale, dorsale und endostale
Kallusflache wieder einzeln erfasst wurden. Die Abgrenzung des periostalen Kallus
ergab sich dabei wieder schon aus den vorausgehenden Arbeitsschritten, auch der
endostale Kallus war bereits durch die innere Kortikalisbegrenzung partiell
eingegrenzt, durch seine héhere Knochendichte und vermehrte Fluoreszenz war er
leicht von der proximal und distal an ihn angrenzenden spongidosen Trabekelflache
abzugrenzen. Die Abgrenzung zwischen periostalem und endostalem Kallus erfolgte
wieder durch eine mittig zwischen proximaler und distaler Kortikalis gezogene

Grenzlinie.

2.6.4.2 Flachen-Fluorochrom-Zuordnung

Nach Definition des ventromedialen, des dorsalen und des endostalen Kallus wurden
in diesem Gewebe mit Hilfe der unter 2.6.3 beschriebenen Apparatur die Areale mit
identischen Fluoreszenzeigenschaften markiert und dem jeweiligen Fluorochrom
zugeordnet. Die Zuordnung erfolgte dabei stets in der gleichen, von der Software
vorgegebenen Reihenfolge (XO — CG — AK — TC). Soweit sich nicht
fluoreszierende Bereiche innerhalb des Kallus fanden, wurden diese nicht
bertcksichtigt.

Bei der Auswertung der Praparate fanden sich nur kleine XO-markierte Areale, die
zumeist von stark fluoreszierendem, CG-markiertem Knochen eingeschlossen
waren. Diese XO-Areale konnten zwar bei hoher mikroskopischer Auflésung sichtbar

gemacht werden, fir eine Detektion und quantitative Analyse durch die eingesetzte
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Software war ihre Fluoreszenz aber zu schwach. Die quantitative, fluoreszenz-
mikroskopische Analyse konnte deshalb nur fir CG-, AK- und TC-Areale durch-

gefuhrt werden.

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopisches Bild. CG-markierter

Knochen wird griin-, AK-markierter Knochen rot- und TC-markierter

Knochen gelb dargestellt.

2.6.4.3 Validierung der Auswertung

Die morphometrische Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung beinhaltet
zahlreiche Arbeitsschritte, die vom Untersucher manuell durchgefiihrt und damit
durch ihn beeinflusst werden. Um untersucherbedingte Messschwankungen so weit
wie moglich zu vermeiden, wurden alle Auswertungen durch denselben Untersucher

durchgefuhrt.

Wie schon unter 2.5.3.4 beschriecben wurde die Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse zudem evaluiert, indem die Auswertung von funf Praparaten an funf
aufeinander folgenden Tagen jeweils wiederholt wurde. Die Messergebnisse durften
dabei um nicht mehr als £10 % vom jeweiligen Mittelwert abweichen, was fir alle

Messparameter erreicht werden konnte.
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2.6.5 Messparameter der polychromen Sequenzmarkierung

Aus den im Rahmen der morphometrischen Auswertung gewonnenen Daten
berechnete die Software unseres Programms flr jeden einzelnen Tibiaschnitt die
Gesamtkallusflache und die verschiedenen fluorochrommarkierten Kallusflachen,
jeweils in den Lokalisationen ventromedial, dorsal und endostal. Die einzelnen Mess-

parameter und ihre Berechnung sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.

Tabelle 5: Messparameter der polychromen Sequenzmarkierung

Messparameter [Einheit] Berechnungsgrundlage

Gesamtflache Kallus ventromedial [mmZ] absolute Flache des gesamten
ventromedialen Kallus

CG-Flache Kallus ventromedial [mm?2] absolute Flache des CG-markierten
ventromedialen Kallus

AK-Flache Kallus ventromedial [mmZ] absolute Flache des AK-markierten
ventromedialen Kallus

TC-Flache Kallus ventromedial [mmZ] absolute Flache des TC-markierten
ventromedialen Kallus

Gesamtflache Kallus dorsal [mm?] absolute Flache des gesamten
dorsalen Kallus

CG-Flache Kallus dorsal [mmZ] absolute Flache des CG-markierten
dorsalen Kallus

AK-Flache Kallus dorsal [mm?] absolute Flache des AK-markierten
dorsalen Kallus

TC-Flache Kallus dorsal [mm?] absolute Flache des TC-markierten

dorsalen Kallus

Gesamtflache Kallus endostal [mmZ] absolute Flache des gesamten
endostalen Kallus

CG-Flache Kallus endostal [mm?] absolute Flache des CG-markierten
endostalen Kallus

AK-Flache Kallus endostal [mmZ] absolute Flache des AK-markierten
endostalen Kallus

TC-Flache Kallus endostal [mmZ] absolute Flache des TC-markierten
endostalen Kallus

Additivkallus [mm?] Summe der gesamten ventromedialen,
dorsalen und endostalen Kallusflachen

48



2 Material und Methoden

2.7 Statistik

Alle Messergebnisse wurden einer statistischen Auswertung mit Hilfe des GraphPad
Prism-Programms unterzogen (Version 4.00c, April 2003, GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA).

Nach Testgruppen getrennt wurden dabei alle fur die Messparameter des
biomechanischen Biegetests (2.3.3), der Micro-CT-Untersuchung (2.4.3), der
mikroradiographischen Analyse (2.5.4) und der polychromen Sequenzmarkierung
(2.6.5) ermittelten Ergebnisse zunadchst auf Gauld"sche Normalverteilung geprift, die
fur alle Daten nachgewiesen werden konnte.

Zusatzlich wurden fur alle Ergebnisse Mittelwert und Standardabweichung
berechnet. Um die Unterschiede zwischen den ermittelten Daten der einzelnen
Testgruppen auf Signifikanz zu Uberprifen, wurden zunadchst eine univariate
Varianzanalyse (one-way-ANOVA) und anschlielend ein Tukey-Kramer post-hoc-
Test durchgefuhrt. Fur alle Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 als

signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Futteraufnahme, Korpergewicht und Uterusgewicht der Tiere

Nachfolgend sind zunachst die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme und das
Gewicht der Tiere wahrend des Versuchsablaufs graphisch dargestellt, eine
numerische Auflistung der einzelnen Werte findet sich zusatzlich in den Tabellen 7
und 8 im tabellarischen Anhang.

Zur Ermittlung der Werte war am Anfang jeder Versuchswoche zunachst das
Gewicht der Ratten gemessen und am Ende der Woche der tagliche Futterverbrauch
berechnet worden. Die Osteotomie der Rattentibiae war jeweils nach der achten

Woche erfolgt.

3.1.1 Futteraufnahme
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Abbildung 16: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme der Tiere im Versuchsverlauf
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3 Ergebnisse

Deutlich sichtbar ist die signifikant héhere Futteraufnahme der ovarektomierten
Ratten im Vergleich zu den scheinoperierten, gesunden Tieren vor der Osteotomie.
Nach dem Eingriff sinkt die Futteraufnahme der Ratten in allen Versuchsgruppen in
ahnlicher Weise, um dann im Verlauf der nadchsten 4 Wochen wieder anzusteigen,
unabhangig davon, ob eine Vibrationsbehandlung durchgefuhrt wird oder nicht. Der
schnellste Anstieg der Futteraufnahme auf &hnliche Werte wie vor der Osteotomie
findet sich bei den SHAM-Tieren.

Die Futteraufnahme der vibrierten Ratten und die der nichtvibrierten Tiere der OVX-

Gruppe unterscheiden sich nicht erkennbar.

3.1.2 Korpergewicht
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Abbildung 17: Durchschnittliches Kérpergewicht der Tiere im Versuchsverlauf

Zu Beginn des Versuches bestehen keine signifikanten Unterschiede im
durchschnittlichen Korpergewicht der Ratten der verschiedenen Versuchsgruppen.
Wahrend der ersten acht Versuchswochen steigt das Gewicht aller ovarektomierten
Ratten deutlich starker an als das der scheinoperierten, gesunden Tiere und erreicht
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3 Ergebnisse

schnell signifikant hohere Werte. Die unterschiedlichen Frequenzen bei der
Vibrationsbehandlung haben dagegen keinen signifikanten Einfluss auf das
Korpergewicht der Tiere, auch das Gewicht der vibrierten Ratten und das der nicht-
vibrierten Tiere der OVX-Gruppe unterscheidet sich nicht nennenswert. Nach der
Osteotomie fallt das Korpergewicht der ovarektomierten Ratten zundchst auf
signifikant niedrigere Werte, um sich gegen Ende des Versuches wieder dem
Gewicht vor der Osteotomie anzunahern. Das Korpergewicht der SHAM-Tiere &ndert

sich nach der Osteotomie nicht signifikant bis zum Ende des Versuches.

Weder die Futteraufnahme noch das Korpergewicht der Tiere werden in der
vorliegenden Untersuchung durch die Vibration beeinflusst, was als Indiz fir eine

gute Vertraglichkeit der Vibrationsbehandlung gewertet werden kann.

3.1.3 Uterusgewicht

Tabelle 6: Uterusgewicht [mg] der scheinoperierten (SHAM), ovarektomierten (OVX)
sowie ovarektomierten und mit verschiedenen Frequenzen vibrierten Tiere am Tag der

Obduktion als Mittelwerte + Standardabweichungen

SHAM OVX OVvX OoVX OoVvX OVvX
+ 35Hz + 50Hz + 70Hz + 90Hz
Uterusgewicht | 604,000 115,333 105,000 103,571 101,427 100,000
[mg] + 192,27 + 15,98 + 19,51 + 14,99 +17,03 +11,09

Tabelle 6 zeigt das durchschnittliche Uterusgewicht der Tiere zum Zeitpunkt der
Obduktion. Wesentliche Unterschiede zwischen den ovarektomierten Versuchs-
gruppen finden sich nicht. Es wird aber deutlich, dass das Uterusgewicht aller
ovarektomierten Ratten in etwa um den Faktor 6 und damit signifikant unter dem der

hormonell intakten SHAM-Tiere liegt.
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3.2 RoOntgenbefunde

3.2.1 Tibiapseudarthrosen

Bei der Réntgenbefundung anhand der unter 2.2.2 genannten Kriterien war zunachst
die Qualitdt der Tibiaosteotomieheilung Uberprift worden: Die Begutachtung der
Rontgenaufnahmen in 2 Ebenen ergab dabei in 5 Fallen einen nicht vollstandig
kalzifizierten Frakturkallus im Sinne einer Pseudarthrose.

Anlasslich der anschlieRend im Rahmen des biomechanischen Biegetests
durchgefuhrten Stabilitatsprifung der Praparate (s. 2.3.2) konnten diese Pseud-
arthrosen bestétigt werden. Es fand sich aul3erdem in 6 weiteren Fallen ein manuell
noch elastischer Frakturkallus, sodass sich die Gesamtzahl der nicht auswertbaren
Tibiae auf 11 erhohte.

Da ohne Konsolidierung der Osteotomie eine graphische Darstellung oder bio-
mechanische Prifung des kndchernen Kallus nicht sinnvoll erscheint, wurden diese

11 Praparate von allen weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

3.2.2 Fibulafrakturen

Als weiteres rontgenologisches Kriterium war die Integritdt der Fibula begutachtet
worden, wobei sich 16 Fibulafrakturen fanden. Da von einer vermehrten Instabilitat
und damit biomechanischen Beeinflussung der Osteotomieheilung durch diese
zusatzlichen Frakturen auszugehen ist, wurden auch diese Praparate nicht weiter
untersucht.

In 4 Fallen war eine Koinzidenz von Fibulafraktur und Tibiapseudarthrose zu
beobachten, sodass insgesamt 23 Praparate von den weiteren Untersuchungen

ausgeschlossen werden mussten.

Im Einzelnen wurden dadurch aus der SHAM-Gruppe 2, aus der OVX-Gruppe 5, aus
der 35Hz- sowie der 50Hz-Gruppe jeweils 4, aus der 70Hz-Gruppe 3 und aus der

90Hz-Gruppe 5 Praparate nicht in die Auswertung einbezogen.

3.2.3 Infektzeichen
Hinweise auf Infektionen fanden sich bei der réntgenologischen Befundung nicht.
Auch im Rahmen der manuellen Untersuchung nach 2.3.2 waren keine Infektzeichen

festzustellen.
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3 Ergebnisse

3.3 Ergebnisse des biomechanischen Biegetests

Mittelwerte und Standardabweichungen der im biomechanischen Biegetest
ermittelten Ergebnisse fir Steifheit und maximale Belastbarkeit des Kallus sind
nachfolgend als S&aulendiagramme dargestellt. Eine numerische Auflistung der

einzelnen Werte findet sich zusatzlich in Tabelle 9 im tabellarischen Anhang.

3.3.1 Steifheit des Kallus

N/mm

SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 18: Steifheit des Tibiakallus représentiert durch die Steigung des
Kurvenverlaufs im biomechanischen Biegetest

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Abbildung 18 stellt die Steigungen der im Biegetest ermittelten Kraft-Weg-
Diagramme als Mal3 fur die Steifheit bzw. Biegefestigkeit des Tibiakallus in den
verschiedenen Versuchsgruppen dar. Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen finden sich nicht. Die Steifheit des Kallus ist aber bei der ovarektomierten
OVX-Gruppe erkennbar geringer als bei der hormonell intakten SHAM-Gruppe. Unter
allen Versuchsgruppen lassen die 50Hz- und die 35Hz-Gruppe die tendenziell

hdchsten Werte fur Steifheit bzw. Biegefestigkeit des Kallus erkennen.
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3.3.2 Maximale Belastbarkeit des Kallus

A1 71T l .
Z o % \
B % §
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Abbildung 19: Maximale Belastbarkeit des Tibiakallus reprasentiert durch die
im Kurvenverlauf des biomechanischen Biegetests ermittelte Streckgrenze

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Die im Kurvenverlauf des biomechanischen Biegetests ermittelten Streckgrenzen
(Yield Load) als Mal} fur die maximale Belastbarkeit des Tibiakallus zeigen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Die Werte der
ovarektomierten OVX-Gruppe sind dabei etwas geringer als die der hormonell
intakten SHAM-Gruppe. Die maximale Belastbarkeit des Kallus ist bei der 70Hz-
Gruppe deutlich groRRer als bei allen anderen Untersuchungsgruppen und damit auch

grol3er als bei der nichtovarektomierten SHAM-Gruppe.
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3.4 Ergebnisse der Micro-CT-Untersuchung

Im Folgenden sind Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Micro-CT-
Ergebnisse in Form von Saulendiagrammen dargestellt. Soweit sich signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (p < 0,05) finden, werden diese durch
unterschiedliche Buchstaben tGber den Saulen kenntlich gemacht. Die numerischen
Werte der Messparameter sind wieder zusatzlich in Tabelle 10 im tabellarischen

Anhang aufgefuhrt.

3.4.1 Gesamtknochendichte

g/ccm

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 20: Micro-CT-Messparameter , Gesamtknochendichte*

Dargestellt sind MW * SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Die Gesamtknochendichte der OVX-Gruppe liegt nur geringfigig unter der der
SHAM-Gruppe. Durch die Vibrationsbehandlung lasst sich keine Dichtezunahme
gegenuber der OVX-Gruppe erreichen. Die Gesamtknochendichte der 50Hz-Gruppe
liegt geringfuigig Uber der der anderen Vibrationsgruppen, wesentliche oder gar
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen finden sich nicht.
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3.4.2 Kortikalisdichte

g/ccm
n

SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 21: Micro-CT-Messparameter , Kortikalisdichte*

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Die Kortikalisdichte der hormonell intakten SHAM-Gruppe und die der
ovarektomierten OVX-Gruppe unterscheiden sich nicht nennenswert. Die
Kortikalisdichte der 50Hz-Gruppe Ubertrifft die der anderen Vibrationsgruppen
geringfugig. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen finden sich

nicht.
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3.4.3 Kallusdichte
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Abbildung 22: Micro-CT-Messparameter , Kallusdichte”

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Auch die Kallusdichte unterscheidet sich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
nicht wesentlich. Die Kallusdichte der 50Hz-Gruppe Uubertrifft die der anderen

Vibrationsgruppen geringftigig.
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3.44 Gesamtknochenvolumen

75=

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 23: Micro-CT-Messparameter , Gesamtknochenvolumen®

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Das Gesamtknochenvolumen der ovarektomierten OVX-Gruppe liegt geringflgig
unter dem der hormonell intakten SHAM-Gruppe. Die 70Hz-Vibration hat als einzige
Vibrationsfrequenz eine deutliche Zunahme des Gesamtknochenvolumens zur Folge.
Das Gesamtknochenvolumen der 70Hz-Gruppe Ubertrifft das aller anderen Versuchs-
gruppen, die Differenz ist aber nur gegeniber der 90Hz-Gruppe signifikant, die das

kleinste Gesamtknochenvolumen aller Gruppen aufweist.
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3.45 Kortikalisvolumen
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Abbildung 24: Micro-CT-Messparameter , Kortikalisvolumen*

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Das Kortikalisvolumen der SHAM-Gruppe liegt signifikant iber dem der OVX-Gruppe
und dem der 35Hz- und der 50Hz-Gruppe. Im Vergleich zur nichtvibrierten OVX-
Gruppe hat die Vibrationsbehandlung mit allen Frequenzen eine Zunahme des
Kortikalisvolumens zur Folge. Das grof3te Kortikalisvolumen aller ovarektomierten

Gruppen wird unter der Vibrationsfrequenz von 70Hz erreicht.
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3.4.6 Kallusvolumen

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 25: Micro-CT-Messparameter , Kallusvolumen*

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Das Kallusvolumen der hormonell intakten SHAM-Gruppe ist etwas kleiner als das
der ovarektomierten OVX-Gruppe und auch kleiner als das der 35Hz-, der 50Hz- und
der 70Hz-Gruppe, es wird nur vom Wert der 90Hz-Gruppe unterschritten. Das
Kallusvolumen der 70Hz-Gruppe ist deutlich gré3er als das aller anderen Gruppen,

die Differenz ist aber nicht signifikant.
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3.4.7 Bone volume fraction

SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 26: Micro-CT-Messparameter ,bone volume fraction”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die ,bone volume fraction“ bzw. der Knochenanteil am Gesamtgewebevolumen ist
bei der OVX-Gruppe infolge der Ovarektomie signifikant kleiner als bei der hormonell
intakten SHAM-Gruppe. Durch alle Vibrationsfrequenzen kann die ,bone volume
fraction” gegentber der nichtvibrierten OVX-Gruppe tendenziell, aber nicht signifikant
gesteigert werden. Die relativ hochsten Messwerte aller Vibrationsgruppen werden

unter der Frequenz von 50Hz erreicht.
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3.5 Ergebnisse der Mikroradiographie

Nachfolgend sind Mittelwerte und Standardabweichungen der mikroradiographisch
ermittelten Messparameter in Form von Saulendiagrammen dargestellt, wobei
signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den einzelnen Gruppen wieder durch
unterschiedliche Buchstaben lber den Saulen hervorgehoben werden. Alle Werte
finden sich zusatzlich als Zahlen in Tabelle 11 im tabellarischen Anhang.

3.5.1 Kortikalisdicke ventromedial

0.7+

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 27: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
» Kortikalisdicke ventromedial“

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Die ventromediale Kortikalis ist bei den Tieren aller Versuchsgruppen annahernd
gleich dick, signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen bestehen
nicht. Die ventromediale Kortikalis der hormonell intakten SHAM-Ratten ist gering-

flugig dinner als die der ovarektomierten Tiere.
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3.5.2 Kortikalisdicke dorsal
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Abbildung 28: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
, Kortikalisdicke dorsal”

Dargestellt sind MW * SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Auch bei der dorsalen Kortikalisdicke zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen.
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3.5.3 Kallusdicke ventromedial

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 29: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
, Kallusdicke ventromedial”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Bei Betrachtung der ventromedialen Kallusdicke fallt auf, dass diese bei allen
ovarektomierten Versuchsgruppen gréRRer ist als bei den hormonell intakten SHAM-
Tieren. Ein signifikanter Unterschied besteht allerdings nur zwischen SHAM-Gruppe
und 70Hz- bzw. 90Hz-Gruppe, die den dicksten ventromedialen Kallus aller

Versuchsgruppen aufweisen.
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3.5.4 Kallusdicke dorsal
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Abbildung 30: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
,Kallusdicke dorsal*

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die dorsale Kallusdicke aller ovarektomierten Gruppen ubertrifft die der nicht-
ovarektomierten SHAM-Gruppe zumindest geringfligig. Die hochsten Werte erreicht
die dorsale Kallusdicke bei der 70Hz-Gruppe mit signifikantem Unterschied zur

SHAM-Gruppe, aber auch zur OVX- und zur 35Hz-Gruppe.
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3.5.,5 Kortikalisdichte ventromedial
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Abbildung 31: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
, Kortikalisdichte ventromedial*

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die ventromediale Kortikalisdichte ist bei der OVX-Gruppe signifikant kleiner als bei
der hormonell intakten SHAM-Gruppe. Auch alle Vibrationsgruppen erreichen eine

signifikant hohere ventromediale Kortikalisdichte als die nichtvibrierte OVX-Gruppe.
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3.5.6 Kortikalisdichte dorsal
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Abbildung 32: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
» Kortikalisdichte dorsal®

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die dorsale Kortikalisdichte ist bei allen ovarektomierten Gruppen signifikant kleiner
als bei der hormonell intakten SHAM-Gruppe. Im Vergleich zur nichtvibrierten OVX-
Gruppe hat die Vibration bei allen Gruppen eine Zunahme der dorsalen Kortikalis-
dichte zur Folge. Diese Zunahme ist fur die 35Hz-, die 50Hz- und die 70Hz-Gruppe
signifikant, nicht dagegen fir die 90Hz-Gruppe, die von allen Vibrationsgruppen die
geringste dorsale Kortikalisdichte erreicht. Die Werte der 90Hz-Gruppe sind

signifikant kleiner als die der 50Hz-Gruppe.
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3.5.7 Kallusdichte ventromedial
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Abbildung 33: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
,Kallusdichte ventromedial®

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die ventromediale Kallusdichte der SHAM-Gruppe ist signifikant gro3er als die der
anderen, ovarektomierten Versuchsgruppen. Weitere signifikante Differenzen finden
sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht. Die ventromediale Kallusdichte ist unter
der 70Hz-Vibration aber tendenziell grél3er als unter der Vibration mit anderen

Frequenzen und auch groR3er als bei der nichtvibrierten OVX-Gruppe.
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3.5.8 Kallusdichte dorsal
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Abbildung 34: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
,Kallusdichte dorsal”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Auch die dorsale Kallusdichte der hormonell intakten SHAM-Gruppe liegt signifikant
Uber der aller udbrigen, ovarektomierten Versuchsgruppen. Im Vergleich zur
nichtvibrierten OVX-Gruppe hat die Vibrationsbehandlung bei allen Gruppen eine
Zunahme der dorsalen Kallusdichte zur Folge. Diese Dichtezunahme ist fur die
50Hz- und die 70Hz-Gruppe auch signifikant.
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3.5.9 Kallusdichte endostal
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Abbildung 35: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
, Kallusdichte endostal”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die endostale Kallusdichte der SHAM-Gruppe ist signifikant hoher als die aller
anderen, ovarektomierten Versuchsgruppen. Beim Vergleich der Vibrationsgruppen
mit der OVX-Gruppe fallen die 70Hz- und die 90Hz-Gruppe durch signifikant gréf3ere
Messwerte auf. Die anderen Vibrationsgruppen weisen ebenfalls eine hdhere
endostale Kallusdichte als die OVX-Gruppe auf, die Differenz ist hier allerdings nicht
signifikant. Die 70Hz-Gruppe, als die Vibrationsgruppe mit der hdochsten endostalen
Kallusdichte, erreicht auch signifikant grof3ere Dichtewerte als alle Ubrigen

Vibrationsgruppen.
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3.5.10 Trabekelflachendichte

P

SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 36: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
, Trabekelflachendichte”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Die SHAM-Gruppe weist eine signifikant hohere Trabekelflachendichte auf als alle
anderen, ovarektomierten Versuchsgruppen. Im Vergleich zur nichtvibrierten OVX-
Gruppe lassen alle Vibrationsgruppen eine Tendenz zur Verbesserung der Trabekel-
struktur erkennen. Die 70Hz-Gruppe erreicht unter allen Vibrationsgruppen die

hdchsten Werte.
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3.5.11 Anzahl Trabekelkreuzungen absolut
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Abbildung 37: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
»Anzahl Trabekelkreuzungen absolut®

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Auch die absolute Anzahl an Trabekelkreuzungen ist bei allen ovarektomierten
Versuchsgruppen signifikant kleiner als bei der hormonell intakten SHAM-Gruppe.
Unter den Vibrationsgruppen hat nur die 70Hz-Vibration eine deutliche Zunahme der
Trabekelkreuzungszahl zur Folge. Die Differenz ist gegeniber den anderen

Vibrationsgruppen deutlich, aber nicht signifikant.
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3.5.12 Anzahl Trabekelkreuzungen pro mm?
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Abbildung 38: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
,Anzahl Trabekelkreuzungen pro mm?

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Bei der hormonell intakten SHAM-Gruppe finden sich pro mm?2 signifikant mehr
Trabekelkreuzungen als bei allen anderen, ovarektomierten Versuchsgruppen. Unter
allen ovarektomierten Gruppen ist die Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mmz2 bei

der 70Hz- und der 90Hz-Gruppe tendenziell am grofi3ten.
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3.5.13 Mittlere Trabekeldicke

SH:AM OVvX 35Hz 50Hz 7OIHZ 90IHZ

Abbildung 39: Mikroradiographisch ermittelter Messparameter
» Mittlere Trabekeldicke*

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

Wie bei den anderen Trabekelparametern ist auch die mittlere Trabekeldicke der
hormonell intakten SHAM-Gruppe signifikant groRer als die aller Ubrigen,
ovarektomierten Versuchsgruppen. Ansonsten variiert die mittlere Trabekeldicke der

einzelnen Gruppen nur gering.
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3.6 Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung

Im Folgenden sind die verschiedenen fluoreszenzmikroskopisch definierten
Kallusregionen (ventromedial, dorsal und endostal) unter dem Einfluss der
unterschiedlichen Fluorochrome in Form von Saulendiagrammen dargestellt. Die
durch Summation der einzelnen fluorochrommarkierten Areale ermittelte Gesamt-
kallusflache einer jeden Region wird den Fluorochromdiagrammen jeweils

vorangestellt.

In den Diagrammen dargestellt sind wieder Mittelwerte und Standardabweichungen,
signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den einzelnen Gruppen werden durch
verschiedene Buchstaben Uber den Saulen hervorgehoben. Alle Werte sind

zusatzlich als Zahlen in Tabelle 12 im tabellarischen Anhang aufgefthrt.

3.6.1 Kallusflache ventromedial
3.6.1.1 Gesamtflache Kallus ventromedial

2.5+

2.0+

|
o
. mm

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 40: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
, Gesamtflache Kallus ventromedial®

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)
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3.6.1.2 CG-Flache Kallus ventromedial

pe—

35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

SHAM

Abbildung 41: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
, CG-Flache Kallus ventromedial®

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

3.6.1.3 AK-Flache Kallus ventromedial

0.7=
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SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz
Abbildung 42: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
+AK-Flache Kallus ventromedial“

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)
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3.6.1.4 TC-Flache Kallus ventromedial
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Abbildung 43: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
» 1C-Flache Kallus ventromedial”

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Bei Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder fand sich erwartungsgemaf
in allen Fallen eine knochernde Uberbriickung des Osteotomiespalts. Der Umstand,
dass sich bei allen Gruppen nur kleinste XO-markierte Areale erkennen lie3en (s.
2.6.4.2), lasst dabei auf eine im Wesentlichen nach dem 13.Tag nach Osteotomie

erfolgende messbare Kalzifizierung schlieRen.

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der ventromedialen Kallusflachen lasst
aufgrund der hohen Standardabweichungen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Therapiegruppen erkennen. Ventromediale Gesamt-
kallusflache und ventromediale Kallusflache im CG- und AK-Intervall sind aber bei

der 50Hz-Therapiegruppe tendenziell gréf3er als bei allen anderen Gruppen.
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3.6.2 Kallusflache dorsal
3.6.2.1 Gesamtflache Kallus dorsal

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 44: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter

,Gesamtflache Kallus dorsal“

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

3.6.2.2 CG-Flache Kallus dorsal

SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 45: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
» CG-Flache Kallus dorsal”

Dargestellt sind MW * SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)
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3.6.2.3 AK-Flache Kallus dorsal
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Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
»AK-Flache Kallus dorsal®

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

3.6.2.4 TC-Flache Kallus dorsal
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Abbildung 47: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
» TC-Flache Kallus dorsal*

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)
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Bei fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung der dorsalen Kallusflachen finden sich
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen ebenfalls keine signifikanten Unter-
schiede. Die dorsale Gesamtkallusflache ist bei der 35Hz-Gruppe tendenziell etwas
groer als bei den anderen Vibrationsgruppen, auch im die frihe Frakturheilung
reprasentierenden CG-Intervall sind die hinteren Kallusflachen bei der 35Hz-Gruppe
und bei der 70Hz-Gruppe tendenziell gré3er als bei den anderen Vibrationsgruppen.
Bei der 50Hz-Gruppe ist die dorsale Gesamtkallusflache dagegen tendenziell am
kleinsten, auch im frihen CG-Intervall ist die hintere Kallusflache bei der 50Hz-

Gruppe und der 90Hz-Gruppe tendenziell kleiner als bei den anderen Vibrations-

gruppen.

3.6.3 Kallusflache endostal
3.6.3.1 Gesamtflache Kallus endostal

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 48: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
,Gesamtflache Kallus endostal”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)
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3.6.3.2 CG-Flache Kallus endostal

ab ab a b ab ab

SHAM OVX 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
, CG-Flache Kallus endostal”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

3.6.3.3 AK-Flache Kallus endostal

ab ab ab a ab b

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 50: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
- AK-Flache Kallus endostal”

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)
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3.6.3.4 TC-Flache Kallus endostal
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0.0

SHAM 35Hz 50Hz 70Hz 90Hz

Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
» TC-Flache Kallus endostal”

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Bei fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung der endostalen Kallusflachen fallt auf,
dass diese im die frihe Frakturheilung reprasentierenden CG-Intervall bei der 35Hz-
und der 70Hz-Gruppe deutlich gré3er sind als bei der 50Hz-Gruppe. Fir die 35Hz-

Gruppe ist diese Differenz auch signifikant.

Die endostale Gesamtkallusflache der 50Hz-Gruppe ist signifikant kleiner als die der
OVX-Gruppe und auch deutlich Kkleiner als die aller anderen Gruppen, die sich
ansonsten nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Die endostale CG-Flache der
50Hz-Gruppe ist von allen Gruppen ebenfalls am kleinsten, im Vergleich zur 35Hz-
Gruppe ist die Differenz wie schon erwahnt signifikant. Auch die endostale AK-Flache
der 50Hz-Gruppe ist die kleinste aller Versuchsgruppen mit signifikanter Differenz zur
90Hz-Gruppe. Zwischen den TC-markierten endostalen Kallusflachen sind keine

signifikanten Unterschiede erkennbar.
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3.6.4 Additivkallus
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Abbildung 52: Fluoreszenzmikroskopisch ermittelter Messparameter
»Additivkallus”

Dargestellt sind MW + SD, signifikante Unterschiede finden sich nicht (p < 0,05, Tukey-Test)

Der Additivkallus als Summe der gesamten ventromedialen, dorsalen und endostalen
Kallusflachen lasst keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen erkennen. Die Additivkallusflache der 50Hz-Gruppe ist aber

tendenziell etwas kleiner als die der anderen Gruppen.

Bei Vergleich des Gesamtkallus der verschiedenen untersuchten Regionen fallt auf,
dass die Kallusflache aller Versuchsgruppen von ventromedial Uber dorsal nach

endostal deutlich zunimmt.
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3.7 Tabellarischer Anhang

Tabelle 7: Tagliche Futteraufnahme [g] der scheinoperierten (SHAM), ovarektomierten

(OVX) sowie ovarektomierten und mit verschiedenen Frequenzen vibrierten Tiere im

zeitlichen Verlauf als Mittelwerte = Standardabweichungen

OoVX OvVX OVX OVX
Woche SHAM 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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Tabelle 8: Korpergewicht [g] der scheinoperierten (SHAM), ovarektomierten (OVX)

sowie ovarektomierten und mit verschiedenen Frequenzen vibrierten Tiere im

zeitlichen Verlauf als Mittelwerte = Standardabweichungen

ovX ovX ovX OovX
Woche SHAM OovX
+35Hz + 50 Hz + 70 Hz +90 Hz
1 232,667 239,133 232,733 235,500 252,143 236,533
+17,09 + 12,64 + 15,83 +7,86 +13,35 +7,78
2 252,333 256,733 247,333 248,643 265,286 248,333
+ 16,38 + 14,08 +20,51 +10,40 +12,79 +9,04
3 260,466 289,067 278,933 281,786 296,357 276,600
+ 16,86 +13,10 + 18,23 +12,01 +13,70 +11,26
4 268,400 310,467 302,000 306,143 324,071 302,800
+ 15,06 + 13,49 + 20,37 +11,45 + 16,72 +12,69
5 272,266 319,733 312,333 315,714 334,214 313,867
+ 16,32 +12,94 *+ 23,26 + 11,53 + 18,14 +12,02
6 277,466 322,400 314,333 317,429 340,071 316,600
+13,51 *+ 14,55 + 23,32 +11,91 + 18,65 +13,13
7 278,333 328,267 319,467 319,929 344,286 320,333
+ 14,33 + 15,06 + 24,06 +11,96 + 20,66 + 13,99
8 281,067 330,600 323,467 324,571 349,214 324,267
+ 13,67 + 13,99 + 25,16 +12,86 + 20,99 +15,12
9 280,400 325,867 324,333 324,929 349,286 326,800
+17,02 + 28,65 + 23,38 + 11,16 +21,01 + 15,19
10 282,733 313,533 305,071 306,857 329,357 309,000
+ 17,56 *+ 16,27 + 27,25 +12,22 +19,76 +12,21
11 282,400 308,733 294,929 298,786 314,571 296,200
+ 15,99 + 14,90 + 25,54 + 15,70 +18,90 +14,14
12 283,600 318,600 301,286 306,571 328,857 300,133
+ 16,78 +17,36 + 26,62 + 15,57 22,34 + 15,10
13 288,200 319,467 307,214 310,143 325,500 304,133
+17,43 + 15,93 + 25,58 + 15,90 +21,17 + 15,70
14 293,000 325,533 312,500 314,214 331,071 309,067
+ 18,13 + 18,83 + 26,01 +14,78 + 20,45 + 16,25
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Tabelle 9: Ergebnisse der im biomechanischen Biegetest ermittelten qualitativen

Parameter Steifheit [N/mm] und maximale Belastbarkeit [N] des Frakturkallus der

scheinoperierten (SHAM), ovarektomierten (OVX) sowie ovarektomierten und mit ver-
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

schiedenen Frequenzen vibrierten Tiere.

Gruppe Steifheit [N/mm)] Maximale Belastbarkeit [N]
MW SD MW SD
SHAM 49,32 22,52 26,80 14,82
OovX 41,52 16,88 24,47 11,92
OVX+WBYV 35Hz 57,40 27,55 26,83 11,35
OVX+WBYV 50Hz 58,12 24,29 24,70 11,21
OVX+WBYV 70Hz 41,11 21,62 30,66 14,15
OVX+WBYV 90Hz 42,45 19,16 22,69 08,46
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Tabelle 10: Ergebnisse der quantitativen Analyse der Frakturheilung mittels Micro-CT
fur scheinoperierte (SHAM), ovarektomierte (OVX) sowie ovarektomierte und mit

verschiedenen Frequenzen vibrierte Tiere

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

OVX OVX OVX OVX
Messparameter SHAM OvVX

+ 35Hz + 50Hz + 70Hz + 90Hz

Gesamtknochendichte 1,50 1,45 1,37 1,45 1,36 1,38
[g/em’] +0,11 +0,17 +0,06 +0,11 +0,04 +0,07

Kortikalisdichte 1,69 1,71 1,60 1,68 1,58 1,59
[g/cm?] +0,14 +0,22 +0,06 +0,13 +0,04 +0,07

Kallusdichte 1,36 1,35 1,27 1,34 1,27 1,27
[g/cm’] +0,12 +0,14 +0,04 +0,10 +0,04 +0,05
Gesamtknochenvolumen | 58,85% 55,82%° 55,90%° 53,24% 64,47 52,39"
[mm?] +10,94 +5,36 +10,61 +6,51 +9,09 +5,84
Kortikalisvolumen 23,94° 16,08° 16,85° 17,56° 19,19% 18,10%
[mm?] +6,78 +274 +5,78 +4,13 +3,38 +2,64
Kallusvolumen 34,91 39,74 39,05 35,68 45,28 34,29
[mm?] +8,34 +4,91 +11,74 +551 + 8,64 +6,85
Gesamtgewebevolumen 103,30 120,40 108,40 98,79 128,70 104,00
[mm?] +2355 | +1518 | +1846 | +1851 | +17,49 | +14.48
bone volume fraction 58,44° 46,78" 51,78% 54,78% 50,44% 50,78%
(BVITV) [%] +11,81 +5,12 +6,02 +7,82 +5,88 + 5,45
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Tabelle 11: Ergebnisse der quantitativen Analyse der Frakturheilung mittels
Mikroradiographie fur scheinoperierte (SHAM), ovarektomierte (OVX) sowie

ovarektomierte und mit verschiedenen Frequenzen vibrierte Tiere

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

ovX ovX oVX OoVX
Messparameter SHAM OVX

+ 35Hz + 50Hz + 70Hz + 90Hz

Kortikalisdicke 0,47 0,51 0,50 0,51 0,51 0,53
ventromedial [mm] +0,11 +0,13 +0,10 +0,09 +0,08 +0,11

Kortikalisdicke dorsal 0,77 0,76 0,68 0,74 0,77 0,80
[mm] +0,20 +0,20 +0,14 +0,14 +0,16 +0,23

Kallusdicke 0,45 0,57% 0,52% 0,56 0,64° 0,62°
ventromedial [mm] +0,15 +0,21 +0,21 +0,14 +0,20 +0,16
Kallusdicke 0,712 0,74 0,76% 0,89% 0,94° 0,79%
dorsal [mm] +0,21 +0,16 +0,26 +0,24 +0,26 +0,21
Kortikalisdichte 99,98° 95,21" 97,32° 97,77° 98,19° 97,29°
ventromedial [%] +0,09 +2,92 +1,69 +1,42 +1,23 +1,58
Kortikalisdichte dorsal 99,99° 96,55" 97,98 98,54° 98,15 97,24™
(%] +0,02 +2,04 +1,77 +0,88 +1,00 +2,01
Kallusdichte 85,88° 71,79° 66,36° 65,15° 71,88° 68,76°
ventromedial [%] + 8,50 +9,39 +12,18 +15,95 +14,44 +13,90
Kallusdichte 91,83 71,00 77,40 80,12° 80,57° 75,92
dorsal [%] +6,87 +10,83 +9,25 +10,14 +8,19 +9,33
Kallusdichte 89,91° 65,18° 66,78 70,88™ 81,67° 73,23°
endostal [%] + 8,07 +7,94 +13,16 +12,99 +6,60 +8,15
Trabekelflachendichte 12,64 2,00° 3,06 312" 3,61° 2,92°
(%] +10,64 +1,88 +3,77 +3,44 +1,82 +4,86

Anzahl 5,19° 0,33° 0,46 0,46 1,19 0,40°

Trabekelkreuzungen
absolut +6,29 +0,62 +1,24 +1,02 +1,94 +0,91
Anzahl 1,88° 0,10° 0,20° 0,18° 0,30° 0,30°
Trabekelkreuzungen

o1 mm? [Lmm’] +2,25 +1.18 +0,55 +0,40 +0,49 +0,49
Mittlere Trabekeldicke 4,49 2,49" 2,46° 2,21° 2,25° 2,47°
[hm] +1,13 +0,95 +1,24 +0,85 +0,51 +1,01
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Tabelle 12: Ergebnisse der chronologischen Analyse der Frakturheilung mittels
polychromer Sequenzmarkierung fur scheinoperierte (SHAM), ovarektomierte (OVX)

sowie ovarektomierte und mit verschiedenen Frequenzen vibrierte Tiere

Dargestellt sind MW + SD, MW mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, Tukey-Test)

OVX OVX OVX OVX
Messparameter SHAM OovX
+ 35 Hz + 50 Hz + 70 Hz + 90 Hz
Gesamtfliche 0.88 1,03 1,08 1,26 0,91 0,93
Kallus ventromedial
) +0,66 +0,80 +1,03 +0,88 +0,58 +0,49
[mm?]

CG-Flache Kallus 0,26 0,29 0,20 0,38 0,23 0,31
ventromedial [mm’] +0,30 +0,33 +0,28 +0,38 +0,22 +0,32
AK-Flache Kallus 0,25 0,22 0,26 0,32 0,23 0,27
ventromedial [mm?] +0,23 +0,21 +0,26 +0,29 +0,23 +0,26
TC-Flache Kallus 0,50 0,52 0,35 0,46 0,32 0,30
ventromedial [mm’] +0,45 +0,34 +0,28 +0,24 +0,27 +0,27

Gesamtflache 2,54 2,14 2,41 1,87 2,15 2,12
Kallus dorsal [mm’] +1,18 +0,81 +1,21 +0,80 +1,31 +1,11
CG-Flache Kallus 0,95 0,71 1,10 0,80 1,02 0,70
2
dorsal [mm°] +0,55 +0,45 +0,51 +0,48 +0,66 + 0,46
AK-Flache Kallus 0,65 0,54 0,62 0,46 0,45 0,66
2-
dorsal [mm°] +0,36 +0,33 +0,41 +0,33 +0,37 +0,57
TC-Flache Kallus 0,61 0,70 0,55 0,52 0,56 0,66
2
dorsal [mm°] +0,46 +0,28 + 0,44 +0,27 +0,42 + 0,44
Gesamtflache
3,45% 3,59% 3,53% 2,71° 3,37% 3,44%
Kallus endostal
) +1,17 +1,11 + 0,89 +0,98 +1,08 +1,04
[mm?]
CG-Flache Kallus 0,61%° 0,94% 1,03 0,53° 0,94 0,63%
endostal [mm?] +0,48 +0,55 + 0,67 +0,44 +0,79 +0,58
AK-Flache Kallus 0,96 1,15% 1,08 0,77% 0,81%° 1,19°
endostal [mm’] +0,34 +0,44 +0,48 +0,45 +0,54 +0,80
TC-Flache Kallus 1,38 1,16 1,17 1,31 1,53 1,46
2:
endostal [mm’] +0,57 +0,55 +0,41 +0,72 + 0,44 +0,35
, 6,88 6,76 7,02 5,85 6,44 6,49
Additivkallus [mm?]
+1,72 +1,63 +1,92 +1,45 +1,38 +1,36
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Die ovarektomierte Ratte als Osteoporosemodell

Wie schon unter 1.4.3 dargelegt, gilt die ovarektomierte Ratte als etabliertes
Tiermodell fur die postmenopausale Osteoporose (Kalu 1991; Wronski und Yen
1991; Frost und Jee 1992) und wird in den Richtlinien der amerikanischen Food and
Drug Administration fur erste Studien zur Therapie der Osteoporose ausdrticklich

empfohlen (Thompson et al. 1995).

Der ovarektomiebedingte Mangel an Sexualhormonen hat in der vorliegenden
Untersuchung eine gegenuber der nichtovarektomierten SHAM-Gruppe signifikant
vermehrte Futteraufnahme (s. 3.1.1) und eine ebenfalls signifikante Zunahme des
Korpergewichts (s. 3.1.2) der Tiere zur Folge, wie sie fur ovarektomierte Ratten
charakteristisch ist (Komrakova et al. 2009). Auch das im Vergleich zu den gesunden
Ratten der SHAM-Gruppe bei allen ovarektomierten Versuchsgruppen um den
Faktor 6 verringerte Uterusgewicht (s. 3.1.3) ist ein deutlicher Beleg fur den als Folge

der Ovarektomie eingetretenen Hormonmangel.

4.1.2 Das metaphysare Frakturmodell der ovarektomierten Ratte

Die meisten Untersuchungen zur Frakturheilung am Osteoporosemodell der Ratte
wurden bisher an den Diaphysen des Rattenfemurs (Kubo et al. 1999; Cao et al.
2002; Xu et al. 2003; Shi et al. 2010) bzw. der Rattentibia (Nakajima et al. 2002; Xu
et al. 2004; Melhus et al. 2007) durchgefuhrt, obwohl sich der 6strogenmangel-
induzierte Knochensubstanzverlust bei der Ratte bevorzugt an der proximalen
Tibiametaphyse manifestiert (Wronski et al. 1985) und auch beim Menschen ganz
Uberwiegend die metaphyséaren Skelettabschnitte vom osteoporotischen Knochen-

abbau und den in seiner Folge auftretenden Frakturen betroffen sind.
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Die metaphysare Frakturheilung, die Ublicherweise direkt durch endostale
Frakturspaltiberbriickung ohne wesentliche periostale Kallusbildung erfolgt,
unterscheidet sich grundsatzlich von der diaphyséaren Knochenheilung, die sich
zumeist unter erheblicher periostaler Kallusbildung indirekt vollzieht (Stuermer et al.
2010 b). Dieser grundséatzliche Unterschied im Frakturheilungsmechanismus schien
uns ein starkes Argument, unsere Untersuchung an einem metaphysaren Fraktur-
modell durchzufihren und damit an dem Skelettabschnitt, an dem sich osteo-
porotische Frakturen auch tatsadchlich manifestieren. Es war deshalb naheliegend,
das von Stuermer und Mitarbeitern in Gottingen entwickelte und etablierte
Frakturmodell an der Rattentibiametaphyse (2010 b) einzusetzen. Die vorliegende
Untersuchung ist damit unseres Wissens die erste Arbeit, die den Einfluss
unterschiedlicher Vibrationsfrequenzen auf die Knochenheilung bei Osteoporose an
einem metaphysaren Frakturmodell untersucht.

Aus dem fir diese Untersuchung gewdahlten Vorgehen (siehe 2.1.4) resultiert eine
stabile Plattenosteosynthese mit einem definierten Osteotomiespalt von 0,5 mm
Breite, der einerseits eine standardisierte Evaluation der endostalen Kallusbildung
erlaubt und der andererseits genug Mikrobewegungen zulasst, um auch eine
moderate periostale Kallusbildung an der dorsalen Seite zu generieren (Stuermer et
al. 2010 b; Daub 2010). Es ist bekannt, dass derart schmale Osteotomiespalten die
Frakturheilung tendenziell verbessern, wéhrend gréf3ere Distanzen die Heilung des

Knochens erwartungsgemal beeintrachtigen (Claes et al. 1997).

Fur die Stabilitdt der Osteosynthese ist die Integritdt der Fibula von wesentlicher
Bedeutung. Wie Stuermer und Mitarbeiter beobachteten, beeinflusst eine Fibula-
fraktur durch Induktion einer biomechanischen Instabilitdt den knéchernen Durchbau
der Osteotomie ganz erheblich (2010 b), wodurch der Effekt der Vibrations-
behandlung unzweifelhaft Gberlagert wirde. Wir haben deshalb alle 16 Praparate mit
frakturierter Fibula von der Untersuchung ausgeschlossen, unabhangig davon, ob
eine Konsolidierung der Osteosynthese erfolgt war oder nicht.
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4.2  Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Qualitative Analyse der Frakturheilung unter vertikaler Ganzkorper-

vibration

Leung und Mitarbeiter hatten hormonell intakte Ratten mit geschlossener Femur-
fraktur einer 35Hz-Vibrationsbehandlung unterzogen und dabei eine signifikante
Verbesserung der Belastbarkeit des Kallus beobachtet (2009). Tezval und Mitarbeiter
konnten bei ovarektomierten Ratten ohne Fraktur die Biegefestigkeit und die
Belastbarkeit des proximalen Femurs durch eine 90Hz-Vibration signifikant
verbessern, wobei die entsprechenden Werte der behandelten Ratten das Niveau
der hormonell intakten Kontrollgruppe erreichten (2011). Oxlund und Mitarbeiter
hatten ovarektomierte Ratten ohne Fraktur mit verschiedenen Frequenzen vibriert
und die Tibiadiaphysen dann einem Biegetest unterzogen. Sie konnten dabei die
infolge der Ovarektomie verringerte Belastbarkeit der Tibiae durch die Vibrations-
frequenzen 17 Hz und 45 Hz signifikant verbessern, nicht aber durch die Frequenz
von 30 Hz (2003).

In der vorliegenden Untersuchung lassen die Streckgrenzen der Kurvenverlaufe als
Mafld fir den Beginn der plastischen Verformung des Kallus durch Mikrofrakturen
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keine signifikanten Verédnderungen
erkennen. Die im Vergleich zur SHAM-Gruppe tendenziell erniedrigte Streckgrenze
der OVX-Gruppe verdeutlicht aber die infolge der Osteoporose verminderte
Belastbarkeit des Kallus. Bei der 70Hz-Gruppe erreicht die maximale Belastbarkeit
des Kallus deutlich hohere Werte als bei allen anderen Versuchsgruppen
einschlie3lich der hormonell intakten SHAM-Gruppe. Die Vibrationsfrequenz von
70 Hz ist damit offenbar tendenziell am ehesten geeignet, die Belastbarkeit des

Kallus zu verbessern.

Auch die Steigungen der im biomechanischen Biegetest ermittelten Kraft-Weg-
Diagramme als Mal3 fur die Steifheit bzw. Biegefestigkeit des Tibiakallus

unterscheiden sich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen nicht signifikant. Die
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Ovarektomie hat aber eine tendenzielle Verschlechterung der Biegefestigkeit des
Kallus zur Folge, wie der im Vergleich zur SHAM-Gruppe flachere Kurvenverlauf der
OVX-Gruppe verdeutlicht. Die 50Hz- und die 35Hz-Gruppe zeigen dagegen
tendenziell steilere Kurvenverlaufe als alle anderen Versuchsgruppen. Die Steifheit
bzw. Biegefestigkeit des Kallus verbessert sich also offenbar am ehesten unter einer
vertikalen Vibrationsbehandlung mit 50 Hz bzw. 35 Hz.

Zusammenfassend liefert unser biomechanischer Biegetest deutliche Anhaltspunkte
dafur, dass die Kallusbildung bei Osteoporose von der Vibrationsbehandlung in
qualitativer Hinsicht profitiert: Die Steifheit bzw. Biegefestigkeit des Kallus wird dabei
tendenziell am ehesten durch die Vibrationsfrequenzen von 50 Hz bzw. 35 Hz
verbessert, die maximale Belastbarkeit des Kallus dagegen durch die Vibrations-

frequenz von 70 Hz.

4.2.2 Quantitative Analyse der Frakturheilung unter vertikaler Ganzkdrper-
vibration

Usui und Mitarbeiter hatten hormonell intakte Kaninchen mit bilateraler Fibulafraktur
einer 25Hz-Vibrationsbehandlung unterzogen und dabei einen gegeniber der
nichtvibrierten Kontrollgruppe signifikant verbreiterten Kallus beobachtet (1989).
Sehmisch und Mitarbeiter konnten bei ovarektomierten Ratten durch eine 90Hz-
Vibration alle untersuchten morphologischen Parameter am ersten Lenden-
wirbelkorper signifikant verbessern (2009). Judex und Mitarbeiter hatten ovarek-
tomierte Ratten ohne Fraktur alternativ mit 45 Hz und mit 90 Hz vibriert. Unter der
90Hz-Vibration beobachteten sie dabei an der proximalen Tibiametaphyse eine
signifikante Steigerung der trabekularen Knochenneubildungsrate sowohl gegentiber

der 45Hz-Gruppe als auch gegentber der hormonell intakten Kontrollgruppe (2006).

In der vorliegenden Untersuchung war die quantitative Analyse der Frakturheilung
unter vertikaler Ganzkdrpervibration sowohl anhand der Mikroradiographie als auch
anhand einer Micro-CT-Untersuchung erfolgt. Die mikroradiographische Unter-
suchung zeigt dabei fur die ovarektomierte OVX-Gruppe eine gegeniber der
hormonell intakten SHAM-Gruppe signifikante Verringerung der endostalen, dorsalen

und ventromedialen Kallusdichte, der dorsalen und ventromedialen Kortikalisdichte
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sowie samtlicher Trabekelparameter. Die ovarektomiebedingte Osteoporose hat
demnach erwartungsgemal eine signifikante Verschlechterung der Kallusdichte, der
Kortikalisdichte und der trabekuldren Knochenstruktur zur Folge. Im Unterschied
dazu findet sich bei der SHAM-Gruppe ein deutlich dinnerer ventromedialer und
dorsaler Kallus als bei allen ovarektomierten Gruppen mit signifikanter Dickedifferenz
gegeniber der 70Hz- und der 90Hz-Gruppe ventral sowie gegenuber der 70Hz-
Gruppe dorsal. Der tberraschend dinne, aber besonders dichte Kallus der SHAM-
Gruppe ist offenbar Ausdruck einer direkten, d.h. physiologisch endostalen
Frakturspaltiberbriickung ohne wesentliche periostale Kallusbildung bei intakter

Ovarienfunktion.

Auch die Micro-CT-Untersuchung zeigt fur die OVX-Gruppe eine signifikante
Verringerung der Parameter Kortikalisvolumen und ,bone-volume-fraction® und eine
tendenzielle Verringerung des Gesamtknochenvolumens im Vergleich zur hormonell
intakten SHAM-Gruppe. Es bestatigt sich hier, dass die Ovarektomie durch Induktion
einer Osteoporose eine strukturelle Schwachung des Knochens bewirkt. Im
Unterschied dazu ist das Kallusvolumen der SHAM-Gruppe etwas kleiner als das der
ovarektomierten OVX-Gruppe und auch kleiner als das der meisten Vibrations-
gruppen. Das Uberraschend geringe Kallusvolumen der SHAM-Gruppe kann
wiederum als Ausdruck einer direkten Frakturspaltiberbriickung ohne wesentliche
periostale Kallusbildung bei intakter Ovarienfunktion gewertet werden. Dass das
Kallusvolumen in qualitativer Hinsicht nicht unbedingt ausschlaggebend sein muss,
wird auch durch die im Vergleich zur OVX-Gruppe Uberlegenen biomechanischen

Eigenschaften der SHAM-Gruppe in unserem Biegetest verdeutlicht.

Unsere quantitative Analyse bestétigt damit die zu erwartende Verschlechterung der
Knochenstruktur infolge der ovarektomiebedingten Osteoporose. Im Folgenden soll
nun geprift werden, ob die osteoporotische Knochenstruktur durch die Vibrations-
behandlung verbessert werden kann. Die untersuchten Vibrationsfrequenzen werden
nacheinander einzeln diskutiert. Die Vielzahl der zu prifenden Parameter erschwert
dabei die Ubersicht. Der Effekt einer jeden Vibrationsfrequenz wird deshalb zunachst
mit der nichtvibrierten OVX-Gruppe verglichen und anschlieRend mit den anderen

untersuchten Frequenzen. Auf diese Weise kann fir jede Vibrationsfrequenz
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festgestellt werden, ob sie den osteoporotischen Knochen strukturell verbessern
kann und ob sie dabei ggf. effektiver ist als die anderen Frequenzen.

Die 35Hz-Vibration verbessert einige morphologische Parameter, wie im Vergleich
zur unbehandelten OVX-Gruppe deutlich wird: Im Einzelnen hat sie in der Micro-CT
eine Zunahme von Kortikalisvolumen und Gesamtknochenvolumen zur Folge, in der
Mikroradiographie eine Erhdhung von Kallusdichte (endostal u. dorsal) und -dicke
(dorsal) sowie Kortikalisdichte, Trabekelflachendichte und Trabekelkreuzungsanzahl.
Fiur die dorsale Kallusdicke werden dabei sogar die Werte der hormonell intakten
SHAM-Gruppe geringfiigig tbertroffen.

Wahrend sie im Vergleich zur nichtvibrierten OVX-Gruppe Uberlegen erscheint,
erweist sich die 35Hz-Vibration im Vergleich mit den anderen Vibrationsfrequenzen
als fur keinen der in unserer quantitativen Analyse untersuchten Parameter ideal:
Endostale Kallusdichte, Kallusdicke und Kortikalisdicke (jeweils ventromedial und
dorsal) in der Mikroradiographie sowie Kortikalisvolumen in der Micro-CT erreichen
unter dieser Frequenz sogar die schlechtesten Werte aller vibrierten Gruppen. Die
Vibrationsfrequenz von 35 Hz, die sich zur Verbesserung der Steifheit des Kallus im
biomechanischen Test als verhaltnismallig gunstig erwiesen hatte, ist damit fir eine

Verbesserung der quantitativen Frakturheilungsparameter weniger gut geeignet.

Die 50Hz-Vibration kann den Micro-CT-Parameter Kortikalisvolumen und die
Mikroradiographie-Parameter Kallusdichte (endostal u. dorsal) und -dicke (dorsal),
Kortikalisdichte (ventromedial u. dorsal), Trabekelflachendichte und Trabekel-
kreuzungsanzahl gegenuber der nichtvibrierten OVX-Gruppe verbessern; fur die
dorsale Kortikalisdichte ist diese Verbesserung signifikant. Die entsprechenden
Werte der hormonell intakten SHAM-Gruppe werden dabei wieder nur fir die dorsale
Kallusdicke ubertroffen.

Im Vergleich mit den anderen Vibrationsfrequenzen hat die 50Hz-Vibration in der
Mikroradiographie die starkste Zunahme der dorsalen Kortikalisdichte zur Folge; die
Zunahme ist gegentber der 90Hz-Gruppe signifikant. Auch die Micro-CT-Parameter
Kallusdichte, Kortikalisdichte, Gesamtknochendichte und ,bone-volume-fraction®
kann die 50Hz-Vibration geringfligig starker steigern als die anderen Vibrations-
frequenzen. Nur fur die ,bone-volume-fraction* wird dabei allerdings das Niveau der

nichtvibrierten OVX-Gruppe Ubertroffen. Die Vibrationsfrequenz von 50 Hz, die auch
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im biomechanischen Test die Steifheit des Kallus tendenziell am meisten verbessert
hatte, steigert damit einzelne morphologische Parameter mehr als die anderen
Frequenzen und ist insofern zur quantitativen Stimulation der Frakturheilung

zumindest besser geeignet als die Frequenz von 35 Hz.

Die 70Hz-Vibration verbessert im Vergleich zur unbehandelten OVX-Gruppe alle
Volumenparameter in der Micro-CT und nahezu alle untersuchten Mikroradiographie-
Parameter tendenziell (Ausnahmen: Kortikalisdicke ventromedial und mittlere
Trabekeldicke). Die strukturelle Verbesserung ist dabei fir die Kallusdichte und
-dicke (endostal u. dorsal bzw. dorsal) ebenso signifikant wie fir die Kortikalisdichte
(ventromedial u. dorsal). Durch die 70Hz-Vibration werden sogar die Werte der
hormonell intakten SHAM-Gruppe fur die Kallusdicke (ventromedial u. dorsal) in der
Mikroradiographie signifikant Utbertroffen und fur das Kallusvolumen und das
Gesamtknochenvolumen in der Micro-CT zumindest tendenziell. Dabei spielt wieder
die geringe periostale Kallusbildung bei intakter Ovarienfunktion eine Rolle, auf die
oben schon eingegangen wurde.

Im Vergleich mit den anderen Vibrationsfrequenzen bewirkt die 70Hz-Vibration die
hochste Zunahme aller in der Micro-CT gemessenen Volumina und auch fast aller
mikroradiographischen Parameter einschlieBlich Kallusdichte und -dicke in
samtlichen Lokalisationen (Ausnahmen: Kortikalisdicke ventromedial u. dorsal,
mittlere Trabekeldicke). Die besonders relevante endostale Kallusdichte Ubertrifft
dabei die Dichtewerte aller anderen Vibrationsgruppen und der nichtvibrierten OVX-
Gruppe signifikant. Die Vibrationsfrequenz von 70 Hz ist damit zur strukturellen
Verbesserung der Frakturheilung des osteoporotischen Knochens am effektivsten.
Ihr Effekt auf die qualitativen Frakturheilungsparameter ist allerdings uneinheitlich:
Wahrend die maximale Belastbarkeit des Kallus die zumindest tendenziell besten
Werte erreicht, ist seine Steifheit bzw. Biegefestigkeit unter dieser Frequenz
vergleichsweise niedrig. Eine Erklarung dafir mag die hohe Kortikalisdichte sein, die

dem angrenzenden Kallus Elastizitat nimmit.

Auch die 90Hz-Vibration verbessert im Vergleich zur unbehandelten OVX-Gruppe
tendenziell das Kortikalisvolumen und die ,bone volume fraction” in der Micro-CT
ebenso wie die meisten mikroradiographischen Parameter (Ausnahmen: Kallusdichte

ventromedial, mittlere Trabekeldichte). Fur die endostale Kallusdichte ist diese
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strukturelle Verbesserung - wie schon unter der 70Hz-Vibration - signifikant.
Kallusdicke und Kortikalisdicke (jeweils ventromedial u. dorsal) werden dabei durch
die 90Hz-Vibration sogar Uber das Niveau der hormonell intakten SHAM-Gruppe
hinaus gesteigert, wobei die Zunahme nur fir die ventromediale Kallusdicke
signifikant ist.

Im Vergleich mit den anderen Vibrationsfrequenzen ist die 90Hz-Vibration aber nur
fur die Kortikalisdicke (ventromedial u. dorsal) und die mittlere Tabekeldicke
tendenziell effektiver. Fur alle anderen Mikroradiographie-Parameter und fir alle
Volumenparameter in der Micro-CT ist sie dagegen weniger effektiv als die 70Hz-
Vibration; fur das Gesamtknochenvolumen ist diese Differenz signifikant. Einige
Parameter erreichen unter 90 Hz sogar die schlechtesten Werte aller untersuchten
Frequenzen (Kallusvolumen und Gesamtknochenvolumen in der Micro-CT; dorsale
Kallusdichte, ventromediale und dorsale Kortikalisdichte, Trabekelflachendichte und
absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen in der Mikroradiographie). Im bio-
mechanischen Test hatte die 90Hz-Vibration unter allen Frequenzen die schlechteste
Belastbarkeit und die zweitschlechteste Biegefestigkeit des Kallus bewirkt. Der
ungunstige Einfluss auf die quantitativen Kallusparameter spiegelt sich damit in der
schlechtesten Kallusqualitat dieser Vibrationsfrequenz wieder. Offenbar hat die zu
intensive biomechanische Stimulation eine Stérung der Kalluskalzifikation zur Folge,

wie es schon Stuermer und Mitarbeiter beobachtet hatten (2010 a).

Zusammenfassend zeigt auch unsere quantitative Analyse, dass die Frakturheilung
bei Osteoporose von der Vibrationsbehandlung in Abhangigkeit von der Frequenz
profitiert. Sie liefert deutliche Anhaltspunkte fiir eine Uberlegenheit der Vibrations-
frequenz von 70 Hz, die sich in der unter dieser Frequenz mit Abstand deutlichsten
Steigerung von kallésen, kortikalen und auch trabekuléren Parametern sowohl in der
Micro-CT als auch in der Mikroradiographie manifestiert. Diese strukturellen
Verbesserungen spiegeln sich auch in der biomechanischen Qualitat wider: Unter
allen Frequenzen hatte die 70Hz-Vibration die hochste Streckgrenze und damit die
hdchste Belastbarkeit des Kallus gezeigt, auch wenn dabei das Signifikanzniveau

nicht erreicht wurde.
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4.2.3 Chronologische Analyse der Frakturheilung unter vertikaler

Ganzkorpervibration

Bei Vergleich der im Rahmen der polychromen Sequenzmarkierung ermittelten
Gesamtkallusflachen fallt auf, dass die Gesamtkallusflache von endostal (mit Werten
um 3 mm?2) Uber dorsal (um 2 mm?) nach ventral (um 1 mm2) deutlich abnimmt. Dies
kann als Indiz fur eine physiologisch metaphyséare Frakturheilung gewertet werden,
die ja in erster Linie endostal stattfindet.

Die in quantitativer Hinsicht im Vordergrund stehende endostale Kallusflache ist im
die frhe Frakturheilung reprasentierenden CG-Intervall bei der 35Hz- und der 70Hz-
Gruppe deutlich gré3er als bei der 50Hz- und der 90Hz-Gruppe; zwischen 35Hz- und
50Hz-Gruppe ist diese Differenz signifikant. Auch die hintere Kallusflache, die in
quantitativer Hinsicht die zweitgréf3te Ausdehnung erreicht, ist im frihen CG-Intervall
bei der 35Hz- und der 70Hz-Gruppe tendenziell groRer als bei den anderen
Vibrationsgruppen. Vibrationsfrequenzen von 35 Hz und von 70 Hz sind somit
offenbar am ehesten in der Lage, die frihe Frakturheilung zwischen dem 14. und
dem 18. Tag (CG-Intervall) zu stimulieren, zumindest in den Kallusregionen endostal
und dorsal, die zusammen rund 5/6 der Gesamtkallusflachen ausmachen (s. Abb. 52
»Additivkallus").

Im spaten TC-Intervall erreicht die quantitativ besonders bedeutende endostale
Kallusflache unter 70 Hz die tendenziell hGchsten Werte. Es wird damit deutlich, dass
besonders diese Frequenz die Kallusbildung auch in der spéaten Phase der Fraktur-
heilung (27. - 35. Tag) noch weiter anregt.

Die endostale Gesamtkallusflache der 50Hz-Gruppe ist deutlich kleiner als die der
anderen Versuchsgruppen, die sich ansonsten nicht wesentlich voneinander
unterscheiden; im Vergleich zur OVX-Gruppe ist die Differenz signifikant. Im CG-
Intervall zwischen 14. und 18. Tag der Frakturheilung ist die endostale Kallusflache
der 50Hz-Gruppe ebenfalls die kleinste aller Gruppen mit signifikanter Differenz zur
35Hz-Gruppe (s.0.). Auch im AK-Intervall zwischen 19. und 26. Tag ist die endostale
Kallusflache der 50Hz-Gruppe von allen Gruppen am kleinsten; im Vergleich zur
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90Hz-Gruppe ist die Differenz signifikant. Die hintere Gesamtkallusflache ist
ebenfalls bei der 50Hz-Gruppe tendenziell am kleinsten, ebenso wie der Additivkallus
als Summe der endostalen, der hinteren und der vorderen Gesamtkallusflachen. Im
Gegensatz dazu sind vordere Gesamtkallusflache und vordere Kallusflache im CG-
und im AK-Intervall bei der 50Hz-Gruppe tendenziell am grol3ten, was aber weniger
ins Gewicht fallt, da die vordere Kallusregion nur 1/6 der Gesamtkallusflache

ausmacht.

Zusammenfassend ergibt die mit Hilfe der polychromen Sequenzmarkierung
durchgeftihrte histomorphometrische Analyse kein einheitliches Bild. Sie lasst aber
erkennen, dass Vibrationsfrequenzen von 35 Hz und 70 Hz am ehesten geeignet
sind, die frhe Frakturheilung zu stimulieren. Durch eine 50Hz-Vibration scheint
dagegen die quantitativ im Vordergrund stehende endostale Kallusbildung eher
beeintrachtigt zu werden, wahrend sich unter 70Hz-Vibration gerade in der spaten

Phase der Frakturheilung noch weiter Kallus bildet.

4.2.4 Vergleichende Analyse der Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe des Biegetests durchgefiihrte qualitative
Analyse der Frakturheilung lasst eine Verschlechterung der biomechanischen
Eigenschaften des Kallus als Folge der Osteoporose erkennen. Biegefestigkeit und
maximale Belastbarkeit des Frakturkallus lassen sich tendenziell durch die
Vibrationsbehandlung verbessern, allerdings ergibt sich fiir die beiden Parameter ein
uneinheitliches Bild: Wahrend die Steifheit des Kallus tendenziell von einer Vibration
mit 50 Hz bzw. mit 35 Hz profitiert, ist die maximale Belastbarkeit des Tibiakallus
unter einer Vibrationsbehandlung von 70 Hz deutlich grof3er als bei anderen
Frequenzen und sogar grol3er als bei der hormonell intakten SHAM-Gruppe. Da die
Belastbarkeit als der klinisch relevante Parameter gilt, sollte aus biomechanischer

Sicht sicherlich 70 Hz praferiert werden.

Auch die chronologische Analyse der Frakturheilung spricht fur die 70Hz-
Vibrationstherapie: Die polychrome Sequenzmarkierung zeigt, dass Vibrations-

frequenzen von 35 Hz und 70 Hz die frihe Frakturheilung am besten stimulieren,
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wéahrend eine 50Hz-Vibration gerade die physiologisch endostale Kallusbildung eher
verzogert. Die spateren Phasen der Frakturheilung scheinen - nach Erlangen einer
Grundstabilitdt der Kallusformation - eher von héheren Frequenzen, wie 70 Hz oder

90 Hz, zu profitieren.

Die im Rahmen dieser Untersuchung mittels Mikroradiographie und Micro-CT
durchgeflihrte quantitative Analyse der Frakturheilung lasst eine signifikante
Verschlechterung der Kallus- und Kortikalisdichte, des Knochenvolumens und der
trabekularen Knochenstruktur infolge der Osteoporose erkennen. Die osteoporose-
bedingte Schwachung der Knochenstruktur kann durch die Vibrationsbehandlung
signifikant verbessert werden. Am effektivsten ist diese strukturelle Verbesserung
unter der Vibrationsfrequenz von 70 Hz, die in der Micro-CT unter allen untersuchten
Frequenzen die bei weitem positivsten Effekte auf Kallus-, Kortikalis- und
Gesamtknochenvolumen hat. Die Mikroradiographie zeigt unter 70 Hz den mit
Abstand dichtesten Kallus und den dichtesten kortikalen und trabekularen Knochen,
sie bestatigt ansonsten die Ergebnisse der Micro-CT, wobei das Signifikanzniveau
insgesamt haufiger erreicht wird. Fur kinftige Untersuchungen wird man sich auf
eine der beiden morphologischen Methoden beschranken kénnen, da sich die durch
sie gewonnenen Erkenntnisse nicht wesentlich unterscheiden. Die Micro-CT bietet
den Vorteil eines geringeren zeitlichen und personellen Aufwandes. Die mikroradio-
graphische Untersuchung ist jedoch in der Lage den Knochen feiner zu detektieren,
sodass die gemessenen Differenzen haufiger das Signifikanzniveau erreichen.

Als Synthese der mit den verschiedenen Untersuchungsverfahren dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse kann eine Uberlegene osteoanabole Potenz der Vibrations-

frequenz von 70 Hz festgestellt werden.

Die Hohe dieser Frequenz erstaunt zunachst insofern, als sie deutlich oberhalb des
Frequenzbereichs von 10 - 50 Hz liegt, der bei vibrierenden Muskeln nattrlicher-
weise gemessen werden kann (Wakeling und Nigg 2001). Es gibt aber in der
Literatur zahlreiche Hinweise auf eine Uberlegene osteogene Potenz héherer

Vibrationsfrequenzen:
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Rubin und Lanyon hatten 1984 (a) eine funktionell isolierte Truthahnulna zunachst
mit Dricken stimuliert, die eine Verformung von 2000 pStrain zur Folge hatten, wie
sie bei verschiedenen Spezies unter vermehrter kérperlicher Belastung auftritt (Rubin
und Lanyon 1984 b). Sie wéhlten dabei zunachst eine Frequenz von nur 0,5 Hz und
konnten so mit einer Behandlungsdauer von taglich 8 Sekunden die Entwicklung
einer Inaktivitdtsosteoporose verhindern. Nach Erhdhen der Frequenz auf 1 Hz und
der Behandlungsdauer auf 100 s war eine Strainintensitat von 1000 uStrain aus-
reichend, um einen Knochenabbau zu vermeiden (Rubin und Lanyon 1987). Bei
weiterer Steigerung der Frequenz auf 3 Hz und der Behandlungsdauer auf 600 s
gentgten 800 pStrain, bei 30 Hz tber unverandert 600 s waren nur noch 200 pStrain
erforderlich, um einem inaktivitatsbedingten Knochenabbau entgegenzuwirken (Qin
et al. 1998). Rubin und Mitarbeiter schlossen aus diesen Beobachtungen, dass die
Sensitivitat des Knochens gegentber mechanischer Belastung mit der Frequenz
steigt und dass insofern vor allem hochfrequente Vibrationen zur Osteoporose-

prophylaxe geeignet sind (2006).

Oxlund und Mitarbeiter vibrierten 2003 ovarektomierte Ratten ohne Fraktur Uber 90
Tage jeweils 30 Minuten mit Frequenzen von 17 Hz, 30 Hz und 45 Hz. Sie
beobachteten dabei die starkste Knochenneubildung und die héchste Belastbarkeit
von Femur und Tibia bei der 45Hz-Gruppe als Ausdruck einer deutlichen
Uberlegenheit der héchsten von ihnen untersuchten Vibrationsfrequenz. Judex und
Mitarbeiter behandelten 2007 ovarektomierte Ratten ohne Fraktur 28 Tage lang fur
jeweils 10 min mit Frequenzen von 45 Hz und 90 Hz und stellten dabei eine
Uberlegenheit der 90Hz-Frequenz fest, unter der eine signifikant hohere trabekuléare

und kortikale Knochenneubildung in der proximalen Tibia festzustellen war.

In einer aktuellen Untersuchung setzten Pasqualini und Mitarbeiter (2013) adulte,
mannliche Ratten ohne Fraktur tUber 28 Tage jeweils 5 x 10 min pro Woche einer
Vibration mit Frequenzen von 8 Hz, 52 Hz und 90 Hz aus. Die 90Hz-Vibration hatte
dabei auch bei diesen hormonell intakten Tieren die relativ hochste kortikale und
trabekulare Knochenneubildung an Femur und proximaler Tibia zur Folge und war
insofern den anderen Frequenzen klar Uberlegen, wahrend sich Knochen-

neubildungsrate und Knochendichte unter der 8Hz-Vibration sogar verschlechterten.
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4 Diskussion

Diese an hormonell gesunden, mannlichen Ratten durchgefiuhrte Untersuchung
erlaubt allerdings nur bedingt Riickschlisse auf die Frakturheilung bei Osteoporose,
zumal zumindest bei weiblichen Tieren erst die Ovarektomie den Knochen fur die
osteoanabole Wirkung der Vibrationsbehandlung zu sensibilisieren scheint
(Rubinacci 2008).

In einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe Uber die metaphysare Frakturheilung an
ovarektomierten Ratten hatten Stuermer und Mitarbeiter 2010 (a) dagegen eher
ungunstige Effekte einer 90Hz-Vibration festgestellt: Die Uber 30 Tage jeweils
zweimal taglich fir 15 Minuten durchgefluihrte 90Hz-Vibration hatte zwar eine
Verbesserung der tibialen Kallus- und Kortikalisdichte zur Folge, aber zugleich auch
eine deutliche Verschlechterung der biomechanischen Eigenschaften. Die Autoren
schlossen daraus auf eine Storung der Kalluskalzifikation durch die zu intensive

biomechanische Stimulation.

Eine zusammenfassende Betrachtung der zum Thema vorliegenden Literatur legt
den Schluss nahe, dass die zur Stimulation der Knochenneubildung ideale Frequenz
im hoheren Frequenzbereich bei 90 Hz oder gering darunter liegt. Die in den
vorliegenden Ergebnissen festgestellte Uberlegenheit der Vibrationsfrequenz von
70 Hz lasst sich insofern sehr gut mit den Daten der anderen Autoren in Einklang
bringen. Bisher liegen unseres Wissens keine weiteren Untersuchungen Uber den

Effekt einer 70Hz-Vibration auf die Frakturheilung vor.

Die im Rahmen der Zielsetzung dieser Arbeit formulierte Frage, ob sich die
Frakturheilung bei Osteoporose durch eine Vibrationsbehandlung verbessern lasst,
kann abschlielBend mit ja beantwortet werden. Die Frage, welche Vibrationsfrequenz
dazu in besonderer Weise geeignet ist, kann zugunsten der Frequenz von 70 Hz
beantwortet werden. Die Uberlegenheit der 70Hz-Vibration ist allerdings nur in
unserer mikroradiographischen Analyse signifikant, wahrend Micro-CT, polychrome
Sequenzmarkierung und biomechanische Analyse in unserer Untersuchung zwar
stabile, aber lediglich tendenzielle Vorteile der 70Hz-Vibration belegen. Die in unserer
Arbeit belegte Uberlegene osteoanabole Potenz der 70Hz-Vibration sollte deshalb in

Untersuchungen am Grol3tiermodell verifiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Um experimentell zu klaren, ob bestimmte Vibrationsfrequenzen zur osteoanabolen
Stimulation des Knochens und speziell zur Verbesserung der Frakturheilung bei
Osteoporose geeigneter sind als andere, wurde in dieser Arbeit die Frakturheilung an
der proximalen Tibiametaphyse der ovarektomierten Ratte unter einer vertikalen
Vibrationsbehandlung mit Frequenzen von 35, 50, 70 und 90 Hz vergleichend
untersucht. Die Tiere wurden daftr nach Tibiaosteotomie und Plattenosteosynthese
Uber 30 Tage fur jeweils 15 Minuten der fur ihre Gruppe spezifischen
Vibrationsfrequenz ausgesetzt. Die Amplitude der Vibration betrug dabei stets

0,5 mm.

Die quantitative Analyse des Frakturkallus mittels Mikroradiographie und Micro-CT
ergab deutliche Anhaltspunkte fur eine Uberlegene osteoanabole Potenz der 70Hz-
Vibration in Gestalt einer gegenuber allen anderen Vibrationsgruppen signifikant
erhohten endostalen Kallusdichte sowie einer gegentber der nichtvibrierten OVX-
Gruppe signifikant erhéhten periostalen Kallusdichte und -dicke. Auch kortikaler und
trabekularer Knochen profitierten von der 70Hz-Vibration, was sich in der unter dieser
Frequenz - zumindest hinsichtlich der Belastbarkeit - besten Kallusqualitat
widerspiegelte.

Die 35Hz-Vibration kann die Kallusbildung ebenfalls anregen und damit auch die
biomechanischen Eigenschaften des Kallus (Steifheit) verbessern. Kallus und
kortikaler Knochen werden durch 35 Hz aber schlechter stimuliert als durch alle
anderen untersuchten Frequenzen. Die 50Hz-Vibration verbessert die bio-
mechanischen Eigenschaften in &hnlicher Weise, sie stimuliert Kallus und Kortikalis
dabei etwas besser als 35 Hz, aber deutlich schlechter als 70 Hz. Auch die 90Hz-
Vibration hat einen stimulierenden Effekt auf Kallus, Kortikalis und trabekularen
Knochen, insbesondere die Kallusstimulation ist aber wieder deutlich schlechter als
unter der Frequenz von 70 Hz. Die 90Hz-Vibration hat zudem eine Ubermalige
Reizung des Kallus zur Folge, die sich in den schlechtesten biomechanischen

Eigenschaften aller untersuchten Frequenzen manifestiert.

Als Synthese der mit den verschiedenen Untersuchungsverfahren dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse kann eine Uberlegenheit der Vibrationsfrequenz von 70 Hz
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5 Zusammenfassung

fur die Stimulation der Frakturheilung bei Osteoporose festgestellt werden. Diese
Ergebnisse am Rattentiermodell sollten - vor Beginn einer klinischen Studie - am

Groftiermodell verifiziert werden.
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