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1 Einleitung

1.1  Zielsetzung
Durch die demographische Entwicklung in unserer Wohlstandsgesellschaft
werden wir mit einer stetig steigenden Anzahl an altersbedingten Erkrankungen

konfrontiert.

Hochrechnungen zufolge waren im Jahr 2009 6,3 Millionen Menschen in Deutsch-
land von Osteoporose betroffen (Hadji et al. 2013). ,Die Osteoporose ist eine syste-
mische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Knochenmasse und eine Ver-
schlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes charakterisiert ist, mit ei-
nem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitdt und der Neigung zu Frakturen”
(NIH Consensus Development Panel 2001, Ubersetzung nach Pfeilschifter et al.
2014, S. 18). Am haufigsten treten Frakturen an Wirbelkdrpern, proximalem
Femur, Humerus und distalem Unterarm auf (Melton et al. 2013). Durch die osteo-
porotischen Frakturen ist sowohl eine Einschrankung der Lebensqualitit, unter
anderem durch Verringerung der Mobilitdt, als auch eine erhdhte Mortalitat der
betroffenen Patienten nachweisbar (Cauley et al. 2000; Kanis et al. 2004a). Bleibler
et al. untersuchten 2012 in einem Wirtschaftssimulationsmodell die jahrlichen
Kosten von osteoporosebedingten Frakturen. Sie zeigten in ihrem Modell einen

rasanten Kostenanstieg von 1 Milliarde Euro fiir das Jahr 2010 auf 6,1 Milliarden

fiir das Jahr 2050 auf.

Die mit Osteoporose verbundenen Folgeerkrankungen, die exorbitanten Kosten fiir
das Gesundheitssystem und nicht zuletzt der Leidensdruck fiir die betroffenen Pa-
tienten machen eine intensive Erforschung der Behandlungsméglichkeiten uner-
lasslich.

In vorangegangenen Arbeiten wurde die Auswirkung von mechanischen Einfliissen
auf die Frakturheilung erforscht und es wurden positive Ergebnisse dargelegt. Es
herrscht jedoch keine Klarheit iiber das im Einzelfall optimale Vibrationsregime.
Da sich die Osteoporose an der Metaphyse der langen Rohrenknochen am deut-
lichsten manifestiert, werden in der vorliegenden Arbeit die potenziellen Effekte -

in einem Tierversuch an osteoporotischen Ratten - an dieser Stelle untersucht.
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Ziel dieser Arbeit ist es, nach einem Vibrationsregime zu suchen, das sich am vor-
teilhaftesten auf die metaphysare Knochenbruchheilung im Rattentiermodel aus-
wirkt. Es werden die Einfliisse von jeweils 35 Hz-Therapie und 70 Hz-Therapie in

horizontaler beziehungsweise vertikaler Ausrichtung miteinander verglichen.

1.2  Histologische Grundlagen

1.2.1 Knochengewebe

Knochengewebe ist ein spezielles Bindegewebe, das hauptsachlich eine stiitzende
Funktion besitzt und durch eine mineralisierte, extrazellulare Matrix
charakterisiert ist. Es ist unerlasslich fiir den Bewegungsapparat, da es als Ansatz-
und Ursprungspunkt fiir Muskeln dient und Organen wie Gehirn oder Lunge
Schutz gewahrt. Dariiber hinaus besitzt es eine metabolische Funktion fir viele
Ionen und ist der wichtigste Kalziumspeicher des Korpers.

Essenzielle Anforderung, die das Knochengewebe erfiillen muss, ist eine hohe
Belastbarkeit mit grofdtmoglicher Stabilitdt bei gleichzeitig geringstmoglichem
Gewicht. Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das einem standigen Umbau - mit
kontinuierlichem Auf- und Abbau - unterworfen ist. Um dies gewahrleisten zu
konnen, ist eine gute Durchblutung der Knochen unerldsslich. Diese Prozesse
werden hormonell reguliert und durch die im Folgenden beschriebenen Zellen des
Knochens (Osteozyten, Osteoblasten, Osteoklasten, Osteoprogenitorzellen)
ermoglicht. Der Umbau wird durch die lokale Beanspruchung getriggert.
Knochengewebe besteht aus einem organischen Teil (95% Kollagen Typ I) und
einem anorganischen Teil (Hydroxylapatit). Diese Teile sind fest miteinander
verbunden und bilden eine extrazellulire Matrix (EZM). Makroskopisch wird
Knochengewebe in kompakten Knochen (Substantia corticalis oder Substantia
compacta) und spongidsen Knochen (Substantia spongiosa) unterteilt. Kompakter
Knochen bildet die Aufdenschicht, welche die Substantia spongiosa umgibt. Sie
bildet ein verzweigtes Netzwerk von Trabekeln, die entsprechend der Biege- und
Druckbeanspruchung, die auf die jeweiligen Knochen wirken, ausgerichtet sind
(Wolff 1892). Reifes Knochengewebe wird als Lamellenknochen bezeichnet,
welcher sich aus Knochenlamellen (2-4 pm dick) zusammensetzt. Sie sind
miteinander verbunden und enthalten in Aussparungen (Lakunen) Knochenzellen

(Welsch 2006).
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1.2.2 Knochenzellen

1.2.2.1 Osteoprogenitorzellen

Osteoprogenitorzellen sind Vorgangerzellen der Osteoblasten. Sie entspringen aus
mesenchymalen Stammzellen, sind mafdgebend am Aufbau der EZM beteiligt und
essenziell fiir die Osteogenese. Sie sind sowohl im Endost als auch im Periost
lokalisiert und werden im Falle eines Knochenbruches iiber den
Transkriptionsfaktor CBFA1 zur Ausdifferenzierung in Osteoblasten angeregt

(Welsch 2006; Ross und Pawlina 2011).

1.2.2.2  Osteoblasten

Osteoblasten sind knochenbildende Zellen, die u. a. Kollagen Typ I, Proteoglykane,
Osteonektin und Osteokalzin aktiv sezernieren. In Wachstumsphasen liegen sie
den Trabekeln, je nach Aktivitit in einer ein- bis mehrlagigen Zellschicht, auf und
bilden unverkalkte Knochenmatrix (Osteoid). Das Osteoid bildet einen Saum
zwischen den Osteoblasten und den Trabekeln. Proteoglykane, Osteokalzin und
Matrixvesikel, die sich aus den Osteoblasten abschniiren, tragen zur
Mineralisierung des Osteoids durch Hydroxylapatit bei. Ihre Aktivitat wird durch
den insulindhnlichen Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) angeregt. Osteoblasten besitzen
die alkalische Phosphatase (AP) als Oberflachenprotein, das in Abhdngigkeit zu
ihrer Aktivitit vorliegt und bei Wachstum oder Frakturheilung im Serum
nachgewiesen werden kann. Die einzelnen Zellen sind tber Nexus miteinander
verbunden.

Neben dem Aufbau sind Osteoblasten auch am Abbau des Knochens beteiligt, da
nur Osteoblasten tliber einen Parathormonrezeptor verfiigen. Dadurch werden sie
zum Osteoidabbau angeregt und aktivieren Osteoklasten liber Zytokine (Welsch

2006; Ross und Pawlina 2011; Junqueira et al. 2005).

1.2.2.3 Osteozyten

Osteozyten sind vollstandig von Matrix eingefasste, komplett ausdifferenzierte
Osteoblasten. Sie kommunizieren mit Zellen der endostalen und periostalen
Oberflache iiber ein Netzwerk aus Canaliculi. Je weiter entfernt die Osteozyten von
der Oberflache liegen, desto weniger Zellorganellen besitzen sie. Sie sind fiir die
Aufrechterhaltung der Matrix zustdndig: Wenn die Osteozyten absterben, wird die

Matrix resorbiert. Vieles deutet darauf hin, dass sie Schlisselzellen in der
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Regulation der Skelett- und Mineralhomoostase sind. Sie sind sowohl am
Phosphat- als auch am Kalziumstoffwechsel beteiligt und somit fiir die
Funktionsfahigkeit des Knochens unerldsslich. Thr Anteil an den Knochenzellen
betragt tiber 90 %, und sie konnen Jahrzehnte tberleben (Bonewald 2011).
Tatsumi et al. konnten endgiltig nachweisen, dass die Osteozyten die
»,Mechanorezeptoren“ des Knochens sind. So steuern sie den Knochenumbau
abhangig von den auf den Knochen einwirkenden Kraften, indem sie die an der
Oberflache liegenden Osteoklasten und Osteoblasten beeinflussen (Tatsumi et al.
2007).

Des Weiteren nehmen die Osteozyten Uber die Produktion von Granulozyten-
Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF) Einfluss auf die Myelopoese (Fulzele et al.

2013) und somit auf die Himatopoese.

1.2.2.4 Osteoklasten

Osteoklasten sind die Gegenspieler der Osteoblasten. Sie sind fiir die Resorption
der verkalkten Matrix verantwortlich. Diese mehrkernigen Riesenzellen entstehen
aus myeloischen Vorlauferzellen und sind in der Lage, sich amoboid
fortzubewegen (Chambers et al. 1984). Sie befinden sich ebenfalls an der
Oberflache der Trabekel in sog. Howship-Lakunen (nach John Howship, 1781-
1841, Chirurg aus London). Die Membran der Seite, die dem Knochen zugewandt
ist, bildet einen Faltensaum (engl.: ruffled border), der ihre Oberflache vergrofiert
und in deren Umgebung viele Mitochondrien und Lysosomen liegen. Am Rand des
Faltensaumes sind die Osteoklasten iliber Aktinfilamente eng mit der Matrix
verbunden. Im Bereich unterhalb des Faltensaumes befindet sich die
Resorptionszone, in der durch Sezernierung von Protonen iiber eine ATP-
abhangige Pumpe ein saures Milieu geschaffen wird, das die Matrix zunachst
demineralisiert. Proteasen, Phosphatasen und Metalloproteasen bauen
anschliefdend die organischen Bestandteile der Matrix ab (v.a. Kollagen). Die
gelosten Bestandteile werden von den Osteoklasten phagozytiert und an
Kapillaren weitergeleitet.

Ein Osteoklast ist so in der Lage, pro Zeiteinheit die gleiche Menge an Knochen zu
resorbieren, die 100 Osteoblasten aufbauen wiirden (Albrektsson et al. 1985;

Welsch 2006; Junqueira et al. 2005).
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1.2.3 Knochenumbau

Im Wachstum iibersteigt der Aufbau den Abbau. Fir das Wachstum von
besonderer Bedeutung ist das Periost, ein Bindegewebe mit drei Schichten
(Adventitia, Fibroelastica, Kambiumschicht) an der Aufdenseite aller Knochen. Es
ist fiir das Dickenwachstum der Knochen verantwortlich. Das Langenwachstum
der Rohrenknochen erfolgt in der sog. Epiphysenfuge mit drei Zonen:
Proliferationszone  (Chondrozyten  bilden  Saulenknorpel), hypertrophe
Knorpelzone (enthélt Blasenknorpel, in dem Chondrozyten absterben und
Knorpelmatrix mineralisiert) und Verkndcherungszone (Stammzellen wandern
ein, differenzieren zu Osteoblasten und bilden Knochenmatrix) (Welsch 2006;
Junqueira et al. 2005).

Ein Umbau (sog. Remodeling) des Knochens findet - nach Abschluss des
Groflenwachstums mit circa 20 Jahren - lebenslang statt. Er ist abhangig von der
Belastung, von den Muskeln, von der Bewegung, den Hormonen und
Wachstumsfaktoren zum Zweck der Reparatur, vom Kalziumstoffwechsel und von
der Anpassung an Belastungen. Entsprechend seiner Belastung wird
Knochengewebe entweder hypertrophieren oder atrophieren und seine Trabekel
nach den mechanischen Kraften ausrichten, um grofdtmogliche Stabilitit zu
erreichen (Wolffs Gesetz [Wolff 1892]).

Wird ein Knochen also nicht beansprucht, nehmen die Osteozyten dies
,mechanisch wahr und regen Osteoklasten zur Knochenresorption an. Bei
Beanspruchung wiederum werden Osteoblasten zum Knochenwachstum angeregt
(Turner et al. 2009).

Nach Abschluss des Liangenwachstums der Knochen erreicht die Knochenmasse
zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr ihren Hohepunkt (Peak Bone Mass). Wie
grof3 die maximal erreichte Knochendichte wird, hiangt mafdgeblich von der
Genetik, dem Hormonstatus, der Bewegung und der Ernahrung ab. Ab dem 30.
Lebensjahr verliert jeder Mensch pro Jahr 1% seiner Knochenmasse. Wird mit
zunehmendem Alter ein bestimmter Wert der Knochenmasse unterschritten, kann
es zu osteoporotischen Frakturen kommen (Bartl 2011). Wann diese Schwelle
erreicht wird, hangt wiederum von der individuell erlangten Peak Bone Mass und
diversen Faktoren wie Rauchen, Geschlecht, Gewicht, proximalen Femurfrakturen

bei Vater oder Mutter oder Immobilitat ab.
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1.2.4 Frakturheilung

Eine Fraktur ist definitionsgemdfs eine Kontinuitdtsunterbrechung des Knochens in
zwei oder mehr Teile durch direkte oder indirekte Gewalteinwirkung.

Es gibt traumatische, atraumatische und pathologische Frakturen. Bei der
traumatischen Form ist eine Gewalteinwirkung wursachlich, die die
Widerstandsfahigkeit des Knochens tibertrifft. Die atraumatische Form resultiert
meist aus lang andauernder Belastung, wie zum Beispiel bei langen Fufdméarschen,
sog. Marschfrakturen. Diese sich wiederholende Dauerbelastung fiihrt zu
Mikrotraumata (engl.: micro cracks), die in ihrer Summe eine Fraktur bedingen
konnen. Die pathologische Fraktur wird durch ein inaddquates, vergleichsweise
geringes Trauma hervorgerufen und ist durch eine vorherige pathologische
Veranderung des Knochengewebes bedingt, wie zum Beispiel bei Osteoporose. Die
Dimension der Schadigung der Weichteile und Gefadfde ist abhangig von der Art des
Bruches und hat grofden Einfluss auf den Heilungsverlauf. Der Weichteilschaden
und die Unfallenergie sind gute Pradiktoren fiir die Entwicklung von
Komplikationen (Karladani et al. 2001). Grundvoraussetzung fiir eine primare
Frakturheilung sind Ruhe im Frakturspalt, ausreichende Durchblutung und

Kontakt der Bruchstiicke zueinander (Adler 2005; Hirner und Weise 2008).

1.2.4.1 Primare Frakturheilung

Der Knochen heilt direkt (primér), wenn das Periost intakt geblieben oder die
Knochenenden in Kontakt geblieben sind. Bei der primaren Knochenbruchheilung
werden die Frakturenden direkt tiberbriickt. Es entsteht kein Kallus. Man
unterscheidet die Kontaktheilung von der Spaltheilung. Wenn die beiden
Knochenbruchstiicke direkt aneinander liegen und komprimiert werden, kénnen
die Havers-Kanidle von einem in das andere Fragment wachsen. Wenn die
Knochenstiicke zwar fest fixiert sind, jedoch keinen direkten Kontakt haben,
kommt es zur Spaltheilung. Es entsteht zundchst Geflechtknochen, der spater in
Lamellenknochen umgebildet wird. Primadre Frakturheilung ist das Ziel einer

Kompressionsosteosynthese (Hirner und Weise 2008; Adler 2005).

1.2.4.2 Sekundare Frakturheilung
Bei allen konservativen Behandlungsmethoden, durch iiberbriickende
Plattenosteosynthese und bei Marknagelosteosynthese ist die Voraussetzung fiir

eine primdre Knochenbruchheilung nicht gegeben, da die Knochenenden nicht
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starr miteinander verbunden sind, sondern minimale Bewegungen zugelassen
werden. Deswegen heilt der Knochen hier ilber den ,Umweg“ eines
bindegewebigen Kallus im Sinne der sogenannten indirekten (sekundaren)
Knochenbruchheilung. Diese verlduft in verschiedenen aufeinanderfolgenden
Phasen: Unmittelbar nach dem Frakturieren des Knochens fiillen sich der Spalt
und das angrenzende Gewebe mit Blut aus den Gefafien, die durch die Fraktur
eingerissen wurden. Ein Frakturhdmatom entsteht. Ab dem 2. Tag wandern
Osteoblasten und Fibroblasten ein und bilden innerhalb der ersten Wochen nach
der Fraktur einen Kallus aus fibrillairem Bindegewebe. So wird das
Frakturhdmatom durch Granulationsgewebe ersetzt. Zusatzlich werden neue
Kapillaren gebildet, an deren Enden sich Osteoidsdume bilden. Zytokine und
Wachstumsfaktoren werden freigesetzt. Pluripotente mesenchymale Stammzellen
werden dazu angeregt, sich in Osteoblasten zu differenzieren. Sie beginnen mit der
Bildung von unverkalkter Knochenmatrix, die im Anschluss durch Einlagerung von
Hydroxylapatit mineralisiert wird. Diese Art der Frakturheilung wird auch im
vorliegenden Rattentiermodell verwendet.

Im Optimalfall ist eine Fraktur beim Menschen, je nach Lokalisation, liber die
beschriebene Kallusbildung nach 4-6 Wochen iiberbriickt. Dadurch ist sie jedoch
noch nicht belastungsstabil. Es folgt die Phase der Kallushartung, die bis zu 4
Monate dauern kann. In dieser Phase entsteht aus dem weichen ein harter Kallus.
Nach 3-4 Monaten ist der Knochen wieder so belastbar wie vor der Fraktur.
Zunachst entsteht Faserknochen, der noch durch Lamellenknochen ersetzt werden
muss, um so die urspriingliche Knochenformation mit durchgehendem Markraum
wiederherzustellen. Dieses Remodeling ist erst nach bis zu 24 Monaten vollstandig
abgeschlossen - abhangig vom Patientenalter und von der Lokalisation der
Fraktur. Im Wachstumsalter verlduft die Heilung deutlich schneller als im
fortgeschrittenen Alter. Achsabweichungen und Lingendifferenzen kénnen noch

ausgeglichen werden (Adler 2005; Hirner und Weise 2008; Welsch 2006).

1.3  Osteoporose

1.3.1 Definition
Die Definition von Osteoporose des NIH Consensus of Development Panel of

Osteoporosis aus dem Jahr 2001 lautet:
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,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige
Knochenmasse und eine Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes
charakterisiert ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitdt und der
Neigung zu Frakturen“ (Ubersetzung nach Pfeilschifter et al. 2014, S. 18).

Man spricht jedoch erst von einer manifesten Osteoporose, wenn bereits
mindestens eine Fraktur aufgetreten ist. Eine weitere Definition aus dem Jahr 1994
wurde von der World Health Organisation (WHO) aufgestellt und besagt, dass eine
Knochenmineraldichte-Abweichung in der Dual-Rontgen-Absorptiometrie (DXA)
von -2,5 Standardabweichungen (SD) vom Mittelwert bei einer Messung der
Mineralisierung der Lendenwirbelsdule (LWS) oder des proximalen Femurs bei
einer 30-jahrigen Frau oder einem tiber 50-jahrigen Mann (nach Ausschluss
anderer Erkrankungen, die die Knochendichte verringern) eine Osteoporose
nachweist. Da sich die Messmethoden und Gerate unterscheiden und nicht immer
vergleichbar sind, wird die Knochendichte in Standardabweichungen vom alters-
und geschlechtsspezifischen Mittelwert der maximalen Knochendichte angegeben

(sog. T-Wert oder T-Score).

1.3.2 Einteilung

1.3.2.1 Ausdehnung

Anhand der Ausdehnung der Osteoporose unterscheidet man zwischen einer
lokalisierten, selteneren und einer generalisierten, haufigeren Art der
Osteoporose. Die lokalisierte Form tritt neben dem Complex Regional Pain
Syndrome (CRPS), der transitorischen Osteoporose bei Schwangeren und dem
Gorham-Syndrom hauptsachlich durch Inaktivitat der Extremitiaten zum Beispiel
bei Gipsbehandlung nach einer Fraktur auf. Sie betrifft nur einzelne
Skelettregionen. Die deutlich haufigere generalisierte Osteoporose hingegen ist
iber grofde Teile des Skeletts verteilt. Sie betrifft in der juvenilen und
postmenopausalen Form hauptsachlich die Wirbelsdaule und die Metaphysen der
langen Rohrenknochen. Bei der senilen Form sind zusidtzlich die Knochen der

Extremitaten und des Schadels betroffen (Bartl 2011).

1.3.2.2 Geschwindigkeit des Knochenumbaus
Diese Einteilung bezieht sich auf das im Normalfall vorherrschende Gleichgewicht

zwischen Knochenaufbau und -abbau. Man unterscheidet niedrigen
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Knochenumsatz (Low Turnover), hohen Knochenumsatz (High Turnover) und
besonders schnellen Knochenverlust (Fast Loosers). Bisphosphonate (siehe
1.3.8.7) stellen fiir jede dieser Formen die Therapie der Wahl dar. Bei

rechtzeitigem Therapiebeginn ist mit guten Erfolgen zu rechnen (Bartl 2011).

1.3.2.3  Alter und Geschlecht

Die haufigste Form ist die postmenopausale Osteoporose (primdre Osteoporose
Typ I). 50-60 Jahre alte Frauen haben zu 15% und 70 Jahre alte Frauen zu 45 %
einen DXA-T-Score von unter -2,5. Sie haben somit nach Definition der WHO eine
Osteoporose. Diese tritt infolge der erniedrigten Ostrogenproduktion auf. Bei
Maénnern betragt die Krankheitshaufigkeit in den gleichen Altersgruppen 2,4%
beziehungsweise 17 % (Pfeilschifter et al. 2014).

Bei der postmenopausalen Osteoporose werden Osteoklasten verstarkt aktiviert,
da Interleukin 6 sowie weitere Zytokine bedingt durch den Ostrogenmangel
vermindert sind. Parathormon verstarkt den Knochenabbau. Durch diese Effekte
wird die Spongiosa der Knochen stirker resorbiert. Daher sind vor allem die
Knochen mit hohem Spongiosa-Anteil (Wirbelkérper und proximale Femora)
gefahrdet zu frakturieren.

Die senile Osteoporose (primdre Osteoporose Typ II) kann fliefend aus einer
postmenopausalen Osteoporose hervorgehen. Sie tritt nach dem 70. Lebensjahr bei
Frauen doppelt so haufig auf wie bei Mdnnern. Ursachlich liegen ihr die verringerte
Anzahl an Osteoblasten, Bewegungsmangel sowie Kalzium- und Vitamin-D-Mangel
zugrunde. Sowohl der verlangsamte Knochenstoffwechsel als auch ein erhéhter
Knochenabbau spielen eine Rolle. Auch die Kortikalis wird bei dieser Form der
Osteoporose vermehrt abgebaut, infolgedessen treten deutlich haufiger Frakturen

auf.

Die idiopathische juvenile Osteoporose betrifft Kinder vor der Pubertit (zwischen
8 und 14 Jahren) und ist selbstlimitierend. Es treten Kompressionsfrakturen der
Wirbelkorper verbunden mit schweren Riickenschmerzen auf.

Vor allem bei Mannern zwischen dem 30. und dem 50. Lebensjahr tritt die
idiopathische  Osteoporose junger Erwachsener auf. Sie ist durch

Wirbelkorperfrakturen aufgrund einer erhohten Knochenresorption
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charakterisiert. Ein massiver Nikotinabusus kann hier ursachlich zugrunde liegen

(Bartl 2011).

1.3.2.4 Ursache

Als primadre Osteoporosen bezeichnet man die in Kap. 1.3.2.3 beschriebenen
Formen, denen im Gegensatz zu sekunddren Osteoporosen ursachlich keine andere
Erkrankung zugrunde liegt. Die sekunddre Form beinhaltet nur 5% der
Osteoporose-Falle, ist aber fiir 20% der Osteoporose-assoziierten Frakturen

verantwortlich (Bartl 2011). Weitere Ursachen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Krankheiten mit erh6htem Risiko, eine generalisierte Osteoporose

zu entwickeln (modifiziert nach Lindsay und Cosman 2010)

Hypogonadischer Zustand

Turner-Syndrom
Klinefelter-Syndrom
Anorexia nervosa
hypothalamische Amenorrho
Hyperprolaktindmie

Endokrinologische
Dysfunktionen

Cushing-Syndrom
Hyperparathyreoidismus
Thyreotoxikose

Diabetes mellitus Typ 1
Akromegalie
Nebenniereninsuffizienz

Erndahrungs-
und gastrointestinalbedingte
Krankheiten

Mangelerndahrung
parenterale Erndhrung
Malabsorptionssyndrom

Gastrektomie

bilidre Zirrhose

perniziose Anamie
Rheumatologische rheumatoide Arthritis
Erkrankungen Spondylitis ankylosans

Hamatologische Storungen

multiples Myelom

Lymphome und Leukdmien
Malignom-assoziierte PTH-Produktion
Mastozytose

Hamophilie

Thalassamie

Erbkrankheiten

Osteogenesis imperfecta
Marfan-Syndrom
Hamochromatose
Hypophosphatasie
Glykogenspeicherkrankheiten
Homocystinurie
Ehlers-Danlos-Syndrom
Porphyrie

Epidermolysis bullosa

Andere

Immobilisation
COPD
Schwangerschaft
Skoliose

Multiple Sklerose
Sarkoidose
Amyloidose

1.3.2.5 Schweregrad

Der Schweregrad der Osteoporose wird anhand des T-Wertes definiert. Er setzt

das Messergebnis in Beziehung zu einem Referenzwert der 30-jahrigen, gesunden
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Bevolkerung und gibt Abweichungen in Standardabweichungen (SD) an. Fir den
klinischen Alltag ist der T-Wert zum Beispiel in Bezug auf die
Behandlungsstrategie relevant. Beim gesunden Skelett weicht die Knochendichte
um weniger als 1 SD ab. Von Osteopenie spricht man bei Abweichungen von mehr
als 1 und weniger als 2,5 SD. Bei mehr als -2,5 SD und keinen vorliegenden
Frakturen spricht man von einer praklinischen Osteoporose, bei mindestens einer
vorliegenden Fraktur von einer manifesten Osteoporose.

Der Z-Wert ist ein weiterer Parameter zur Einschatzung des Schweregrades der
Osteoporose. Er bezieht sich auf die Mittelwerte der Knochendichte von
gleichaltrigen Vergleichspersonen und sinkt im Alter dementsprechend geringer

als der T-Wert (Bartl 2011).

1.3.3 Klinik

Eine Osteoporose kann lange Zeit klinisch stumm verlaufen. Oft wird sie erst nach
Auftreten von Frakturen diagnostiziert. Durch diese Frakturen ergeben sich die
Hauptprobleme, die mit einer Osteoporose verbunden sind: Die Lebensqualitat ist
durch Bewegungseinschrankung und akute und/oder chronische Schmerzen
reduziert. Die Mortalitat nach einer osteoporotischen Fraktur steigt insbesondere
im hohen Lebensalter an (Cauley et al. 2000; Kanis et al. 2004a). Schmerzen und
Verformungen der Wirbelsaule sind meist im Brust- und Lendenbereich lokalisiert.
Sie konnen entweder chronisch bestehen oder nach Uberlastung akut auftreten.
Die Deformierungen nehmen haufig eine charakteristische Form an: Scheitel in der
Mitte der Thorakalwirbel und ausgleichende Hyperlordose der Lendenwirbelsaule.
Dies geht mit einem Grofdenverlust einher. Am Riicken bilden sich dann
typischerweise Hautfalten: das sogenannte ,Tannenbaumphianomen” (Niethard et.

al. 2009).

1.3.4 Frakturheilung bei Osteoporose

Eine problemlose Frakturheilung hingt von mehreren Faktoren ab, wie z.B. der
lokalen Durchblutung und dem Vorhandensein von ausreichend Knochengewebe.
Mangel bei der Frakturheilung werden durch ein hohes Alter des Patienten, einen
schlechten Allgemeinzustand, Storungen der Durchblutung sowie durch
Osteoporose gefordert (Hirner und Weise 2008). Patienten mit Osteoporose

unterscheiden sich von gesunden Patienten in ihrer Knochenmasse, im
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Mineralgehalt der Knochen und in der Qualitait der Mikrostrukturen. Da der
Knochenstoffwechsel bei Osteoporose gestort ist, erschwert dies eine adaquate
Heilung in normaler Zeit.

Kubo et al. verglichen 1999 die Frakturheilung normaler Ratten mit der eines
osteoporotischen Rattenmodells (durch Ovarektomie [OVX] und kalziumarme Diat
induziert). Durch den OVX-bedingten Ostrogenmangel sank die Knochendichte.
Der Knochenverlust in dem OVX-Rattenmodell verstirkte sich durch die
Kalziumreduktion in der Nahrung zusatzlich (Kalu et al. 1989). Trotzdem verliefen
die ersten 6 Wochen der Frakturheilung nahezu identisch wie bei den normalen
Ratten. Erst nach 12 Wochen konnte histologisch eine osteoporotische
Veranderung an der Bruchstelle registriert werden: Die Knochendichte nahm ab,
und die Bruchfestigkeit war ebenfalls reduziert (Kubo et al. 1999). Dies steht im
Kontrast zu den Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe, bei denen eine
Verzogerung der Frakturheilung bereits nach 5 bzw. 6 Wochen im (metaphysaren)
Rattentiermodell gezeigt werden konnte (Komrakova et al. 2009; Sehmisch et al.
2009; Stuermer et al. 2010a; Stuermer et al. 2010b; Komrakova et al. 2013;
Stuermer et al. 2014). In Experimenten von Cesnjaj et al. (1991) konnte
nachgewiesen werden, dass sich die Knochenbruchheilung bei ovarektomierten
Ratten, die demineralisierte Knochenmatrix von normalen Ratten transplantiert

bekommen hatten, wie bei normalen Ratten verhielt.

OVX-Ratten wiesen eine verzogerte enchondrale Ossifikation, eine grofiere Anzahl
von Osteoklasten an den Trabekeln und unregelmafiiger angeordnete Trabekel im
Kallus auf (Xu et al. 2004). Die Knochendichte erreichte ihren Hohepunkt wahrend
der Heilung in der 6. Woche nach Fraktur (Mu et al. 2010). Die Frakturheilung
unterscheidet sich also erst im weiteren Verlauf der Heilung, nicht jedoch zu

Beginn.

1.3.5 Risikofaktoren

Bei gesunden Menschen wird durch das Remodeling bis zu einem gewissen Alter
der gleiche Anteil an Knochenmasse aufgebaut, der zuvor abgebaut wurde. Dieses
Gleichgewicht verschiebt sich mit zunehmendem Alter zugunsten des Abbaus. Bei

Frauen wird dieser Punkt nach dem 50. Lebensjahr erreicht. Das Risiko, eine
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Fraktur zu erleiden, ist also mafdgeblich vom Alter abhangig (Kanis et al. 2002).
Zwischen dem 50. und 90. Lebensjahr steigt das Risiko fiir Frauen, eine Fraktur zu
erleiden, alle 10]Jahre um den Faktor 2-4. Das Alter ist als eigenstiandiger
Risikofaktor fiir eine Fraktur zu betrachten (Albrand et al. 2003). Das weibliche
Geschlecht ist ab einem Alter iiber 60 Jahren mit einem circa um den Faktor 2
erh6hten Risiko fiir osteoporotische Wirbelkorperfraktur verbunden (Kanis et al.
2004b). Jede Fraktur nach dem 50.Lebensjahr sollte im Hinblick auf eine
Osteoporose-Assoziation untersucht werden. Bei postmenopausalen Frauen
stellen laut GLOW-Studie nicht vertebrale Frakturen einen -eigenstindigen
Risikofaktor fiir Folgefrakturen dar (Hooven et al. 2009).

Eine Kalziumaufnahme unterhalb der empfohlenen Tagesdosis von 1000-1200 mg
fiir Erwachsene flihrt zu einem relativen sekundaren Hyperparathyreoidismus, der
die Knochenresorption erhéht, um das Kalziumlevel im Serum konstant zu halten.
Ist die Kalziumaufnahme bereits wahrend der Wachstumsphase gestort, wirkt sich
dies negativ auf die erreichte Peak Bone Mass aus.

Eine niedrige Vitamin-D-Aufnahme ist in Abhdngigkeit von Alter, Rasse,
Erndhrungszustand, chronischen Leber- und Nierenerkrankungen oder wenig
Tageslicht (z.B. in der noérdlichen Hemisphdre) ebenfalls als Risikofaktor fiir
Osteoporose  einzustufen. Empfohlene Serum-Vitamin-D-Spiegel sollten
>75 nmol/l (30 ng/ml) liegen. Zu niedrige Spiegel konnen zum kompensatorischen
sekundaren Hyperparathyreoidismus fiihren. In den Wintermonaten kann so bei
Frauen die Knochenmasse saisonal sinken und der Turnover beschleunigt werden.
Die Hohe des Risikos, bei Serumspiegeln zwischen 20 und 30 ng/ml eine Fraktur
zu erleiden, ist nicht eindeutig geklart (de Koning et al. 2013).

Durch einen sinkenden Serumostrogenspiegel wird ein Ungleichgewicht des
Remodelings ausgeldst. Dadurch wird an mehr Punkten der Knochentrabekel
Remodeling betrieben.

Lange Bettruhe oder Inaktivitait nach Verletzungen fiihrt zu einem Verlust an
Knochenmasse, wohingegen hohe Aktivitat (z.B. Leistungssport, der am besten
bereits vor der Pubertit begonnen wurde) die Knochenmasse erhoht. In landlichen
Bevolkerungsschichten mit hoher korperlicher Aktivitit von der Jugend bis ins
hohe Alter ist eine geringere Frakturrate nachgewiesen worden. Wenn mit dem

korperlichen Training erst im Alter begonnen wird, ist der Effekt auf das Skelett
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moderat. Es ist allerdings davon auszugehen, dass durch die gesteigerte Fitness
weniger Stlirze und so auch weniger Knochenbriiche auftreten.

Langfristiger Zigarettenkonsum wirkt sich nachteilig auf die Knochenmasse aus.
Toxische Einfliisse wirken direkt auf die Osteoblasten und stéren somit den
Ostrogenmetabolismus (durchschnittlich 0,8-1,7 Jahre frithere Menopause laut
Midgette und Baron 1990). Die durch das Rauchen hervorgerufenen
Lungenerkrankungen (z.B. COPD) konnen eine medikamentése Therapie
erfordern (Cortison), die sich negativ auf die Knochenmasse auswirkt.

Diverse Medikamente wirken potenziell schadlich auf die Knochenmasse und
konnen eine Osteoporose induzieren. Glukokortikoide sind am weitesten
verbreitet. Cyclosporine und zytotoxische Medikamente, die zum Beispiel im
Rahmen einer Organtransplantation verordnet werden, erhohen das Risiko,
Knochenmasse zu verlieren und Frakturen zu erleiden. Organfehlfunktionen
(Leber- und Nierenversagen) treten in diesen Fallen zusatzlich gehauft auf und
beschleunigen den Knochenmasseverlust. Antikonvulsiva beeinflussen das
Cytochrom-P450-System und den Vitamin-D-Stoffwechsel. Alkoholabusus,
Aromatase-Inhibitoren, Aluminium, GnRH-Agonisten, Heparin und Lithium sind
ebenfalls mit einem erhohten Osteoporoserisiko verbunden (Lindsay und Cosman
2010). Weitere Risikofaktoren fiir osteoporotische Frakturen sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
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Tabelle 2: Risikofaktoren fiir osteoporotische Frakturen (modifiziert nach
Lindsay und Cosman 2010)

Nicht beeinflussbar Frakturanamnese als Erwachsener
Frakturanamnese Verwandter ersten Grades
weibliches Geschlecht

hohes Alter

kaukasische Rasse

Demenz

Potenziell beeinflussbar Rauchen
Korpergewicht <58 kg

Ostrogenmangel frihe Menopause (<45 Jahre) oder bilaterale
Ovarektomie

Andere geringe Kalziumaufnahme

Alkoholismus

inaddquate Bewegung

rezidivierende Stiirze

beeintrachtigte Sehkraft trotz addquater Korrektur

1.3.6 Allgemeine Diagnostik

Der Dachverband Osteologie e.V. (DVO) empfiehlt als allgemeine Diagnostik neben
Anamnese und klinischem Befund die DXA-Osteodensitometrie und ein Basislabor.
Sollten Anzeichen fiir eine osteoporosebedingte Wirbelkérperfraktur vorliegen,
wird eine zusatzliche Bildgebung angeraten.

In der Anamnese sollte neben der Erfassung von Risikofaktoren, die es zu
beseitigen oder zu behandeln gilt, gezielt nach dem Gewicht und der Kérpergrofie
gefragt werden, um einen eventuellen Groéfienverlust in den letzen Jahren zu
bemerken.

Der  klinische = Befund  gibt  Aufschluss  iiber = Schmerzen  und
Bewegungseinschrankungen - auch im Zusammenhang mit eventuellen Frakturen.
Eine Knochendichtemessung sollte durchgefiihrt werden, um zu iiberpriifen, ob
eine Osteoporose vorliegt (T-Wert<-2,5), ob ggf. bereits eingeleitete

Therapiemafdnahmen wirksam sind und um das Frakturrisiko abzuschatzen.

1.3.7 Spezielle Diagnostik

Es stehen heutzutage mehrere Moglichkeiten zur Verfligung, um die
Knochendichte und -masse zu messen und damit eine Aussage Uber das
Frakturrisiko machen zu koénnen. Diese umfassen die Dual-Rontgen-

Absorptiometrie (DXA), quantitative Computertomographie (qCT), Xtreme-CT,
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High-Resolution-CT (HR-CT), quantitative Sonographie (QUS), Trabecular Bone

Score (TBS) und biochemische Knochenabbauparameter.

1.3.7.1 Dual-Rontgen-Absorptiometrie (DXA)

In der Dual-Rontgen-Absorptiometrie werden zwei Rontgenquellen verwendet, die
sich minimal in ihrer Energie unterscheiden, um die Mineralisierung des Gewebes
zu errechnen. Anhand der Energieabsorption koénnen der Muskel- und der
Fettanteil herausgerechnet werden. Es wird keine dreidimensionale Masse
berechnet, sondern ein flichenbezogener Mineralgehalt in g/cm® Am
verbreitetsten sind Messungen der Lendenwirbelsdule und der Hiifte. Bei
Messungen der Wirbelsaule werden allerdings nicht nur der Wirbelkorper,
sondern auch die Wirbelbdgen einbezogen. Spondylophyten, Skoliosen und andere
degenerative Verdnderungen der Wirbelsdule konnen das Messergebnis
verandern.

Ein grofder Vorteil der DXA ist die sehr geringe Strahlenbelastung (10 pSv). Da sich
die Ergebnisse der Messungen je nach Hersteller des Messgerates unterscheiden,

hat sich der T-Wert etabliert (Lindsay und Cosman 2010; Bartl 2011).

1.3.7.2 Quantitative Computertomografie (qCT)

Diese Technik wird ebenfalls iiblicherweise zur Messung der Knochendichte der
Wirbelsdule sowie der Hiifte eingesetzt. Auch Ulna, Radius und Tibia kénnen
untersucht werden. Dieses Verfahren ist das einzige, das ein dreidimensionales
Ergebnis liefert. Im Vergleich zur DXA erhalt man durch das qCT einen Dichtewert,
der Knochenmasse pro Volumeneinheit in g/cm3 ausdriickt. Mit dem CT ist es
moglich, spezifisch die Knochentrabekel, gesondert von Kortikalis und Volumen, zu
analysieren. Nachteile dieses Verfahrens sind die hohen Kosten, die
Strahlenbelastung (100 uSv) und eine verminderte Reproduzierbarkeit im
Vergleich zur DXA. Fiir regelmafdige Untersuchungen bzw. Verlaufsbeurteilungen
ist die qCT somit nicht geeignet, obwohl Wang et al. 2012 nachweisen konnten,
dass die qCT der DXA in der Vorhersage des Risikos, eine Wirbelkoérperfraktur zu
erleiden, iiberlegen ist.

Als primare Diagnostik empfiehlt der DVO die qCT nur in Einzelfdllen, wenn eine
primdre DXA-Untersuchung nicht mdoglich ist oder die Ergebnisse einer DXA-

Untersuchung an Hiiften und LWS nicht verwertbar sind.
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1.3.7.3 Xtreme-CT und High-Resolution-CT (HR-CT)

Diese hochauflésenden Techniken bieten die Moglichkeit, die Mikrostruktur des
Knochens bis zu den einzelnen Verbindungen des Trabekelsystems darzustellen.
Zum Einsatz kommen diese Verfahren jedoch nur bedingt zur Verlaufskontrolle
und um Frakturrisiken abzuschitzen, da eine Uberlegenheit gegeniiber DXA und

qCT in Studien bisher nicht nachgewiesen werden konnte (Cohen et al. 2010).

1.3.7.4 Quantitativer Ultraschall (QUS)

Die gemessenen Parameter des quantitativen Ultraschalls sind die
Schallgeschwindigkeit (Sound of Speed = SOS in m/s) und die Schallabschwachung
(Broadband Ultrasound and Attenuation = BUA in db/MHz). Aus BUA und SOS lasst
sich die Knochendichte berechnen, zusammen mit der gewebespezifischen
Reflexion der Schallwellen und mithilfe eines Schallsenders und eines Empfangers,
die auf entgegengesetzten Seiten des zu untersuchenden Korperteils angelegt
werden. Die heute zur Verfiigung stehenden Gerate eignen sich nur fiir den Einsatz
an Knochen mit geringem Weichteilmantel, also an Phalangen, Calcaneus, Radius
und Tibia. Mit dem QUS ist es sicher moglich, eine erniedrigte Knochendichte in
der Peripherie zu erkennen (Schnabel et al. 2005). Die Vergleiche der
Knochendichte bei QUS-Untersuchungen der Tibia mit DXA-Untersuchungen von
Lendenwirbelsdule und proximalem Femur der gleichen Patienten korrelierten
jedoch nicht (Tuna et al. 2008). Also schlief3en normale Knochendichtewerte in der
Peripherie eine Osteoporose an Wirbelsdaule, Femur oder Hiifte nicht aus.
Patienten mit einem T-Wert von -2,5 in der QUS sollten sich einer
Osteodensitometrie unterziehen (Muftic et al. 2013). Aufgrund der
kostengiinstigen Einsatzmoéglichkeit und der fehlenden Strahlenbelastung wird
trotzdem diskutiert, ob sich die QUS moglicherweise als Screeningverfahren zur

Bewertung des Frakturrisikos eignet.

1.3.7.5 Trabecular Bone Score (TBS)

Der Trabecular Bone Score ist ein struktureller Parameter, der lokale
Abweichungen von Graustufen in DXA-Bildern analysieren kann. Der TBS bildet
den Zustand der Mikroarchitektur ab. Viele trabekuldre Verkniipfungen driicken
sich in einem hohen, wenige in einem niedrigen TBS-Wert aus. Der TBS kann somit
laut neuesten Untersuchungen zur Einschitzung des 10-Jahres-Frakturrisikos

verwendet werden - unabhdngig von der Knochendichte (Iki et al. 2014).
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1.3.7.6 Biochemische Knochenabbauparameter

Eine weitere Moglichkeit, um das Frakturrisiko im Labor zu bestimmen, sind
Knochenmarker in Urin und Blut. Mit ihrer Hilfe kann man abschatzen, wie schnell
Knochengewebe umgebildet wird, um so den Verlauf einer bereits eingeleiteten
Therapie zu verfolgen.

Alkalische Phosphatase, Osteokalzin (Szulc et al. 1993) und Osteonektin sind
spezifisch fiir den Knochenaufbau, Desoxypyridinolin und Cross-Link-
Telopeptidase spezifisch fiir den Abbau. Eine Diagnose ldsst sich anhand dieser

Parameter jedoch nicht stellen.

1.3.8 Therapie

Die Therapie der Osteoporose besteht zum einen in der Behandlung der zugrunde
liegenden Krankheit und zum anderen in der Pravention von Frakturen. Ob eine
medikamentdse Therapie sinnvoll ist, muss im Einzelfall entschieden werden: Sie
ist abhangig von Alter, Geschlecht, Wirbelkorperfrakturen, T-Score und speziellen
Risikofaktoren. Generell empfiehlt der DVO, der die Interessen aller zustandigen,
sich mit Osteologie befassenden Fachgesellschaften bilindelt, eine Therapie ab
einem Frakturrisiko von 30% und einem T-Score von weniger als -2,0 gemessen
in der DXA an LWS oder Hiifte.

Die folgenden Abschnitte beziehen sich auf die 2014 veroffentlichte Leitlinie des
Dachverband Osteologie e.V. (Pfeilschifter 2014). Tabelle 3 gibt einen Uberblick

liber die pharmakologischen Ansatzpunkte der Therapie.

Tabelle 3: Antiosteoporotische Medikamente (modifiziert nach Bartl 2011)

Antiresorptive Substanzen Osteoanabole Substanzen
- Bisphosphonate - Parathormon
- Raloxifen - Teriparatid
- Kalzitonine - Fluoride
- Kalzium - Strontium
- Ostrogene - Anabolika
- Ostrogen/Gestagen und Tibolon - Testosteron
- Denosumab
- Kathepsin K-Inhibitoren
- Vitamin D
- Vitamin-D-Metabolite
- Statine




1 Einleitung 20

Patienten sollten hinsichtlich ihrer Risikofaktoren aufgeklart und die
beeinflussbaren Faktoren moglichst ausgeschaltet werden. Eine vorbestehende
Medikation muss hinsichtlich ihrer Indikation Uberprift werden: Vor allem
Glukokortikoide und L-Thyroxin, die beide mit Knochensubstanzverlust
einhergehen konnen, aber auch Medikamente, die eine orthostatische Hypotonie
bedingen konnen, gehoren hinsichtlich der Sturzgefahr tiberpriift und moglichst
reduziert. Dartiber hinaus sollten diuretische Medikamente so eingestellt werden,
dass eine Nykturie nach Moglichkeit vermieden und dadurch die Gefahr
nachtlicher Stiirze reduziert wird. Nikotin- und Alkoholabusus sollten therapiert,
sekundare Ursachen einer Osteoporose abgeklart und gegebenenfalls behandelt

werden.

1.3.8.1 Kalzium

Die ausreichende Kalziumaufnahme in Kombination mit einem entsprechenden
Vitamin-D-Spiegel kann den Knochensubstanzverlust verlangsamen, den Bone-
Turnover aufhalten und das Osteoporoserisiko somit senken. Der Kalziumbedarf
von 1000 mg/Tag bei 19-50-Jahrigen und 1200 mg/Tag bei tiber 50-Jahrigen
sollte moglichst tiber die tagliche Nahrung (z.B. Milchprodukte) abgedeckt werden
(Hong et al. 2013). Falls dies nicht gelingt, muss Kalzium supplementiert werden.
Eine relative Kontraindikation zur Kalzium-Applikation besteht lediglich bei
Patienten mit Hyperkalzdmie, Nephrolithiasis und Niereninsuffizienz. Sie
benotigen im Einzelfall hausarztliche Kontrolle. Im Falle der Supplementation
sollte die Einzeldosis Kalzium 500 mg und die tagliche Dosis 1500 mg nicht
liberschreiten, da die Kalziumaufnahme bei gréfieren Dosen sinkt. Kalzium sollte
mit den Mahlzeiten verabreicht werden, damit geniigend Magensdure vorhanden
ist, die notwendig ist, um die Kalziumverbindungen zu spalten. Die Darmpassage
wird dadurch ebenfalls verlangsamt und die Resorption erhoht. Die alleinige
Einnahme von Kalzium ist bei einer manifesten Osteoporose nicht ausreichend,
aber antiresorptive Medikamente haben einen grofderen Effekt auf die
Knochendichte, wenn sie zusammen mit Kalzium eingenommen werden (Bruyere
und Reginster 2008; van den Bergh 2011). Aufgrund moéglicher Wechselwirkungen
mit anderen Medikamenten sollte auf eine separate Einnahme geachtet werden.
Die ausreichende tdgliche Proteinversorgung ist fiir die Wirksamkeit des Kalziums

unerlasslich (Lindsay und Cosman 2010; Bartl 2011).
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1.3.8.2 Vitamin D

Vitamin D wird entweder unter dem Einfluss von ultraviolettem Licht in der Haut
synthetisiert, oder es kann mit Nahrungsergdnzungsmitteln zugefiihrt werden.
Vitamin D ist unerlisslich fiir die Regulierung der Kalzium-Homéostase. Uber
Hydroxylierungen in Leber und Niere wird es in die biologisch aktive Form 1,25-
Dihydroxyvitamin-D3 umwandelt. 25(OH)D3 wird in der Leber gespeichert. Der
Kalziumhaushalt kann im Serum abgelesen werden. Effekte der biologisch aktiven
Form sind die erhdhte Kalziumresorption aus dem Darm, die erniedrigte
Kalziumausscheidung tiber die Niere, der vermehrte Einbau von Kalzium in den
Knochen und aktivierende Einfliisse auf die Zellen des Knochens. Durch tagliche
Sonnenlicht-Exposition von circa 30 Minuten an Unterarmen und Gesicht kann ein
Mangelzustand in den meisten Fallen vermieden werden. Grofie Teile der
Bevolkerung haben einen Serum-25(0H)Ds3-Spiegel unter dem anzustrebenden
von 20 ng/ml (= 50 nmol/l). Bei den meisten Patienten kann durch eine tagliche
Gabe von 800-2000 IE Vitamin D pro Tag ein adaquater Spiegel erreicht werden.
Durch hohere Serum-25(0OH)Ds3-Konzentrationen kann kombiniert mit der
Kalziumaufnahme eine schrittweise Verbesserung der Knochendichte erreicht
werden (Bischoff-Ferrari et al. 2009).

Eine weitere Indikation von Vitamin-D-Substitution stellen Rachitis und renale
Osteopathie dar, bei der die Hydroxylierung in den Nieren geschadigt ist. In
Tabelle 4 werden die Empfehlungen des DVO zur medikamentésen Therapie in
Abhangigkeit vom Alter und dem T-Score dargestellt, wobei der Erfolg einer

Therapie fiir T-Werte grofder als -2 nicht belegt ist.
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Tabelle 4: Empfehlung fiir spezifische medikamentdse Therapie (modifiziert
nach DVO-Leitlinie 2014)

Alter des Patienten in Jahren T-Wert
Frau Mann -2,0bis | -2,5bis | -3,0 bis | -3,5bis | <-4,0
-2,5 -3,0 -3,5 -4,0

50-60 60-70 nein nein nein nein ja
60-65 70-75 nein nein nein ja ja
65-70 75-80 nein nein ja ja ja
70-75 80-85 nein ja ja ja ja
>75 >85 ja ja ja ja ja

1.3.8.3 Parathormon-Analoga

Parathormon (PTH) ist ein 84 Aminosauren langes Peptidhormon, das fiir die
Kalzium-Homoostase ausschlaggebend ist. Teriparatid ist ein rekombinantes 1-34-
PTH-Fragment, das seit 2003 in Deutschland als Wirkstoff zur
Osteoporosetherapie zugelassen ist. Diese osteoanabole Substanz senkt die
Wirbelkorperfrakturrate, nicht jedoch die Rate von Hiiftfrakturen. Es bewirkt die
Neubildung von Knochengewebe, indem es die Osteoblasten anregt und den
Knochenabbau durch Osteoklasten hemmt. Remodeling wird angeregt, wobei der
Aufbau tiberwiegt. Die Knochenbilanz wird also positiv. Pra-Osteoblasten werden
zur Differenzierung in aktive Osteoblasten angeregt, und &ltere Osteoblasten
sterben seltener durch Apoptose. Die Trabekelverbindungen und die Dicke der
Kortikalis nehmen bei Frauen zu (Jiang et al. 2003). Neer et al. konnten 2001 eine
Verringerung der Frakturhdufigkeit der Wirbelkdrper bei Einnahme von
Teriparatid nachweisen. Auch die Knochendichte bei Mannern entwickelt sich bei
taglicher Teriparatidgabe positiv (Orwoll et al. 2003). Die Einnahme sollte 18

Monate nicht iberschreiten.

1.3.8.4 Kalzitonin

Kalzitonin ist ein Polypeptid, das in den C-Zellen der Schilddriise gebildet wird. Als
Gegenspieler des PTH bewirkt es eine Hemmung der Freisetzung von Kalzium aus
den Knochen durch Osteoklasten. Unter Kalzitonineinfluss koénnen die
Osteoklasten ihre ,ruffled border” nicht aufrechterhalten. Es ist zur Behandlung

von Osteoporose postmenopausaler Frauen sowie von Hyperkalzdmie und Morbus




1 Einleitung 23

Paget zugelassen. Es existieren sowohl subkutane als auch nasale und orale
Applikationsformen. Eine Reduktion des Ilumbalen Frakturrisiko konnte
nachgewiesen werden, der Einfluss auf die periphere Frakturrate ist nicht

abschlief3end bewiesen (Cranney et al. 2002).

1.3.8.5 Fluor

Fluor bewirkt eine radiologische Zunahme der Knochendichte, indem es den
Anbau von Knochensubstanz durch Osteoblasten anregt. Es wird als Fluorapatit in
die Matrix anstelle einer Hydroxy-Gruppe eingelagert. Trotz der teils deutlichen
Zunahme an Knochendichte ist eine Reduktion von Wirbelkoérper- oder nicht
vertebralen Frakturen nicht nachgewiesen (Karow und Lang-Roth 2012). Die
Elastizitat des Knochens verringert sich unter Fluor-Medikation, sodass das

Frakturrisiko bei einem Sturz sogar steigt.

1.3.8.6  Strontiumranelat

Strontiumranelat besteht aus Ranecilinsdure und Strontium. Es imitiert die
Wirkung von Kalzium auf den Kationen-Sensing-Rezeptor und wirkt hemmend auf
die Aktivitdt der Osteoklasten bzw. aktivierend auf die Kollagenproduktion der
Osteoblasten. Des Weiteren regt es zur Proliferation von Osteoprogenitorzellen an.
Das Risiko von Hiift- und Wirbelkorperfrakturen kann gesenkt werden (Karow
und Lang-Roth 2012).

Die 2014 veroéffentlichte Auswertung einer randomisierten Studie an 7500
postmenopausalen Frauen mit Osteoporose durch die Europdische Arzneimittel-
Agentur (EMA) hat ergeben, dass durch die Behandlung mit den Prdparaten
Protelos® und Osteor® ein erhohtes Risiko besteht, Myokardinfarkte,
thrombotische und embolische Ereignisse zu erleiden. Deswegen empfiehlt die
EMA die Behandlung mit Protelos® und Osteor® nur bei Patienten ohne
kardiovaskuldre Vorerkrankungen sowie bei Patienten mit schwerer Osteoporose
ohne die Moglichkeit einer anderweitigen medikamentosen Behandlung. Patienten
mit ischdamischen Herzerkrankungen, peripherer arterieller Verschlusskrankheit
und/oder zerebrovaskuldren Erkrankungen oder mit unkontrolliertem Bluthoch-

druck diirfen die Praparate nicht mehr erhalten (EMA/84749/2014).



1 Einleitung 24

1.3.8.7 Bisphosphonate

Alle Bisphosphonate wirken antiresorptiv, indem sie die Osteoklasten bzw. ihre
Apoptose hemmen. Sie werden in die Knochenmatrix eingelagert, senken die
Frakturrate vertebraler und nicht vertebraler Frakturen um bis zu 50 %, steigern
die Knochendichte und verbessern die Mikroarchitektur. Hosfield et al. konnten
2004 belegen, dass Bisphosphonate die Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase (FPPS)
hemmen. Die Mevalonatbiosynthese ist dadurch beeintrachtigt, da ein GTP-

bindendes Protein posttranslational verandert wird.

Alendronat, Risedronat und Ibandronat sind fiir die Therapie der postmeno-
pausalen Osteoporose zugelassen. Alendronat und Risedronat sind aufderdem zur

Vorbeugung von steroidinduzierter Osteoporose geeignet.

1.3.8.8 Raloxifen

Selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) beeinflussen den Stoffwechsel
der Knochen resorptionshemmend, also gleichartig wie Ostrogene. Sie verbessern
so die Mikroarchitektur der Knochen. Das Risiko fir Frakturen wird gesenkt.
Raloxifen, ein typischer SERM, wirkt auf alle 6strogensensitiven Gewebe. Es bindet
an den Ostrogenrezeptor und bildet eine spezielle Konformation. Nun kénnen
spezielle Koaktivator- oder Korepressorproteine an den Rezeptor binden. Das
Resultat ist abhangig von den weiteren Transkriptionsfaktoren des Gewebes. So

kann Raloxifen sowohl Ostrogen-antagonistisch als auch -agonistisch wirken.

Durch die Behandlung iiber 3 Jahre mit Raloxifen kann zusatzlich die Inzidenz von
Mammakarzinomen gesenkt werden (Cummings et al. 1999). Bei einer 4-jahrigen
Therapie ist dieser Effekt ebenfalls zu beobachten, jedoch ist ein Einfluss nur auf

Ostrogenrezeptor-positive Tumoren nachweisbar (Martino et al. 2004).

1.3.8.9 Denosumab

Denosumab ist ein monoklonaler Antikorper gegen Receptor Activator of NF-kB
Ligand (RANKL), der bei Bindung die Osteoklasten hemmt und so die
Knochenresorption verringern kann. Das Risiko fiir vertebrale und nicht

vertebrale Frakturen kann gesenkt werden. Bei Mannern nach Prostatakarzinom


https://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
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konnen die Wirbelkorperfrakturhaufigkeit und der Knochenschwund gesenkt

werden (Karow und Lang-Roth 2012).

1.3.8.10 Ostrogene

Ostrogene wirken antiresorptiv und kénnen die Frakturrate senken. Die ,Women's
Health Initiative Study“ hat jedoch klar aufgezeigt, dass das Risiko von Brustkrebs,
thromboembolischen Ereignissen, zerebralen Insulten und tiefen Venenthrombo-
sen gesteigert ist (Rossouw et al. 2002). Deshalb sind Ostrogene trotz ihrer Wirk-
samkeit nur bei Unvertraglichkeit anderer Praparate zur Therapie empfohlen
(Pfeilschifter 2014). Im Falle einer Ovarektomie kann eine Ostrogensubstitution

sinnvoll sein.

1.4  Ganzkorpervibration

Vibration ist definiert als mechanische Schwingung. Als Schwingung bezeichnet
man eine sich wiederholende Verdnderung der Zustandsgrofde in zeitlicher
Abhangigkeit (Dresig und Fidlin 2014). Vibration wird nach Dauer der Periode,
Frequenz, Form der Schwingung, Amplitude, Richtung der Schwingung und

Periodizitat eingeteilt.

Dass Knochengewebe in Abhdngigkeit von den darauf einwirkendenden Kraften
einem dynamischen Umbau unterliegt, wurde von ]J. Wolff (1836-1902, Chirurg
aus Berlin) bereits 1892 in ,Das Gesetz der Transformation der Knochen“
beschrieben. Der regelhafte Zusammenhang zwischen mechanischer Verformung
von Knochen und dem daraus resultierenden Einfluss auf Wachstum, Modifikation,
Zustand und Erhaltung des Skeletts sowie auf Knochendichte, -masse und
-architektonik auf zelluldrer Ebene wurde von H. Frost (1921-2004, Chirurg und
Orthopade aus den Vereinigten Staaten von Amerika) - in Erweiterung zu Wolff -
in der ,Mechanostat-Hypothese“ genau beschrieben und mehrfach aktualisiert
(Frost 1960; 1987; 2003).

Das Mechanostat-Modell beschreibt, wie kurzzeitige maximale Deformation der
Knochen durch Zug der Muskeln an den Knochen auf Modeling und Remodeling
wirkt und quantifiziert die Auswirkungen dieser Knochenverformung. Die Einheit

fir diese Verformung ist Strain (1000 pStrain entsprechen 0,1% Langen-
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dnderung). Je nach Ausmaf hat eine Verformung unterschiedliche, im Folgenden
beschriebene Konsequenzen:

e Disuse: <800 uStrain

e Adapted State: 800 bis 1500 pStrain

e Overload: >1500 pStrain

e Fracture: >15000 pStrain

Im Stadium <800 uStrain werden Knochenmasse und -dichte dezimiert. Zwischen
800 und 1500 pStrain sorgen die Umbauprozesse fiir eine Homoostase. Oberhalb
von 1500 pStrain werden Knochenmasse und -dichte vermehrt. Eine Fraktur tritt
oberhalb von 15000 pStrain auf. Dieser Wert ist jedoch abhdngig von der
Ausrichtung der Belastungsachse.

Der Zusammenhang von korperlicher Aktivitat und Knochendichte wird schon seit
Dekaden erforscht. Diverse Studien konnten positive Effekte von Sport auf die
Knochendichte nachweisen (Dalén und Olsson 1974; Stillman et al. 1986). Jedoch
ist es wichtig, dass der Sport auf das Alter und den Gesundheitszustand des
Patienten adaptiert wird (Bartl 2011). Die Ganzkorpervibration (engl.: whole body
vibration [WBV]) wird bereits in vielen Bereichen zum Zweck der Therapie, des
Trainings und der Rehabilitation eingesetzt. Sie wurde urspriinglich entwickelt,
um einer Muskelatrophie bei immobilen Patienten, denen korperliche Betatigung
unmoglich ist, entgegenzuwirken. Es werden eine Starkung der Muskelkraft (Rehn
et al. 2007) und der Koordinationsfahigkeit (Runge et al. 2000) sowie eine
Verbesserung der Knochenqualitit (Flieger et al. 1998) beschrieben. Mit der
verbesserten Koordinationsfahigkeit geht eine Verminderung von Stiirzen einher
(Gusi et al. 2006). Dies stellt also ein wirksames Mittel dar, um die Haufigkeit von
Frakturen zu reduzieren.

Diverse Studien in verschiedenen Versuchsanordnungen an Tiermodellen und an
Menschen zeigen, dass sich die WBV vorteilhaft auf den Knochenstoffwechsel
auswirken kann. Whedon et al. beobachteten bereits 1949, dass der Verlust an
Muskelmasse bei bettlagerigen Patienten reduziert werden kann, wenn diese in
einem oszillierenden Bett gelagert werden.

Da die reduzierte Muskelbeanspruchung und deren Folgen auch ein Problem in der
Schwerelosigkeit darstellen, wurde die Ganzkorpervibrationstherapie unter

anderem als Therapieoption flir Astronauten entwickelt (Rubin et al. 2001a). Bei
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gesunden Patienten, die 8 Wochen strikte Bettruhe hielten und téglich eine 5-
miniitige WBV und Widerstandsiibungen tber den gesamten Zeitraum erhielten,
war ein Knochendichteverlust nicht signifikant messbar. Der Knochendichte-
verlust bei der Kontrollgruppe ohne WBV betrug im Vergleich 3,5%. Der Einfluss
auf den Epiphysenkortex war hier grofier als auf die Spongiosa (Rittweger und
Felsenberg 2004; Rittweger et al. 2010).

In einem Versuchsaufbau bei untrainierten, postmenopausalen Frauen mit einer
vertikalen Vibrationsplatte mit 12,6 Hz und einer Amplitude von 3 cm in 60°-
Knieflexion iiber 8 Monate bei tiglich 3-maliger Anwendung konnte die
Uberlegenheit der WBV-Therapie gegeniiber einem tiglichen 55-miniitigen
Gehtraining in Bezug auf das Frakturrisiko aufgezeigt werden (Gusi et al. 2006).
Rubin et al. publizierten Ergebnisse eines Tierversuchs, in dem hohe Frequenzen
(10-100 Hz) und niedrige Amplituden (<10 pStrain) zu einer Verdopplung der
Knochenbildungsrate, zur Vermeidung einer Inaktivititsosteoporose sowie zu
einer Verbesserung der trabekuldren Strukturen um 25% fiihrten (Rubin et al.
2001a). Eine andere Studie zeigte, dass eine tagliche 30-mintitige WBV von 50 Hz
mit einer vertikalen Beschleunigung von 2 g iiber einen Zeitraum von 12 Wochen
zur erfolgreichen Beseitigung von Osteoporose im OVX-Rattenmodell fiihrte
(Flieger et al. 1998). Oxlund et al. fiihrten in einem Versuch iiber 90 Tage eine
tagliche WBV an ovarektomierten Ratten durch. Die Frequenz betrug 45 Hz und
die Amplitude 1,0 mm. In diesem Versuchsaufbau konnten ein erhohter periostaler
Knochenaufbau und eine verminderte endokortikale Knochenresorption an Femur
und Tibia nachgewiesen werden. Der Riickgang der Knochendichte durch die
Folgen der Ovarektomie konnte durch die Vibration also reduziert werden (Oxlund

etal. 2003).

In einer weiteren Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass bei 35-tagiger
WBV von ovarektomierten Ratten bei 90 Hz und einer Amplitude von 0,5 mm im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Steigerung der Knochendichte der
Wirbelkorper erreicht wird. Die biomechanischen Eigenschaften konnten ebenfalls
deutlich verbessert werden. Die grofdten Einfliisse durch die WBV waren hier auf
die spongiosen Anteile des Knochens nachweisbar (Sehmisch et al. 2009).

Ergebnisse der gleichen Versuchsgruppe zur Knochenbruchheilung der Tibia bei

ovarektomierten Ratten zeigten bei gleicher Versuchsanordnung eine
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Verbesserung der Frakturheilung. Die Uberbriickung des Frakturspalts konnte
durch die Vibration beschleunigt werden (Stuermer et al. 2010a). Ein
Versuchsaufbau mit Ganzkorpervibration bei 35, 50, 70 und 90 Hz sowohl
horizontal als auch vertikal (0,5mm, 15min/Tag iiber 30 Tage) bei
osteoporotischen Ratten mit Tibia-Osteotomie und T-Platten-Osteosynthese zeigte
die besten Ergebnisse in Bezug auf Knochenheilung bei den beiden niedrigeren

vertikalen Frequenzen.

Gegenstand von aktuellen Untersuchungen ist auch die kombinierte Wirkung von
WBV im Zusammenspiel mit medikamentdsen Therapien. So konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass sich die Wirkung von Alendronat auf die trabekulare
Architektur im Rattenmodell verbesserte, wenn die Gabe mit Vibration kombiniert
wurde (Chen et al. 2014). Auch Raloxifen und Ostrogen sind Gegenstand aktueller
Forschungen. Eine Studie, in der die Raloxifen- und die Ostrogengabe mit einer
70 Hz-Vibrationstherapie 2-mal taglich uber 6 Wochen im Rattenmodell
kombiniert wurden, konnte eine positive Beeinflussung des Knochens durch die
Agenzien in gleicher Weise wie durch die WBV belegen. In Kombination konnte
eine gesteigerte Steifigkeit, ein verbesserter endostaler Knochen sowie eine
erhohte Knochendichte erzielt werden (Stuermer et al. 2014).

Die Kombination von PTH-Gabe mit WBV in einem Versuch an BALB/c-Mausen
(8 Wochen bei 90Hz fiir 15 min/Tag an 5 Tagen/Woche) fiihrte zu keiner
Steigerung der Knochenmasse oder Verbesserung der Knochenstruktur. Die WBV

verbesserte die anabole Wirkung des PTH nicht (Lynch et al. 2011).

Im vorliegenden Werk soll einerseits der Frage nach dem optimalen
Vibrationsregime nachgegangen und andererseits untersucht werden, ob sich
vertikale oder aber horizontale Vibration vorteilhafter auf die osteoporotische
Knochenbruchheilung bei Ratten auswirkt. Im Unterschied zu vorangegangenen
Versuchen erhielten die Versuchstiere in dem Tierversuch, der dieser Arbeit

zugrunde liegt, zweimal taglich eine Ganzkorpervibrationstherapie.
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2 Material und Methoden

2.1  Versuchsanordnung

Es wurden 90 weibliche Versuchstiere im Alter von 3 Monaten in 6 Gruppen mit
jeweils 15 Tieren eingeteilt. Eine Gruppe wurden scheinovarektomiert (SHAM), die
restlichen Ratten wurden ovarektomiert (OVX). Mit Ausnahme der SHAM-Gruppe
entwickelten alle Versuchstiere in den folgenden acht Wochen eine manifeste
Osteoporose. Um die Frakturheilung beurteilen zu kénnen, folgte nun eine weitere
Operation. Die Tibiae wurden in einer standardisierten Methode an der Metaphyse
osteotomiert und mittels Plattenosteosynthese versorgt. Die beiden Eingriffe
wurden von insgesamt 84 Ratten tlberlebt. 6 Ratten verstarben direkt infolge der
Operation bzw. der Narkose. Eine weitere Ratte musste am 9. Tag nach der
Osteotomie aufgrund einer insuffizienten Osteosynthese und des damit
verbundenen schlechten Allgemeinzustands durch den zustindigen Tierarzt
getotet werden. Ab diesem Zeitpunkt bis zum Ende des Versuchs bestand das
Versuchstierkollektiv aus 83 Ratten. 5 Tage nach der Osteotomie wurde mit der
Ganzkorpervibration 2-mal taglich begonnen. Diese erfolgte auf Vibrationstischen
(VTG, Drehstrom-Vibrationsmotoren Typ HVL/HVE, Vibra Schultheis, Offenbach)
in horizontaler oder vertikaler Richtung. Die Frequenzen betrugen je nach
Versuchsgruppe 35 Hz oder 70 Hz bei einer Amplitude von 0,5 mm. Die genaue
Einteilung der Versuchstiere ist in Tabelle 5 ersichtlich. 30 Tage nach Beginn der
Ganzkorpervibration wurden die Versuchstiere durch Dekapitation nach
vorheriger tiefer CO,-Narkose getdotet, um die im Folgenden beschriebenen
Untersuchungen und deren Auswertungen durchfiihren zu kénnen.

Fiir samtliche Versuche wurde durch das Niedersiachsische Landesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit eine Genehmigung nach § 9 Abs. 1

Satz 4 Tierschutzgesetz erteilt (Aktenzeichen 33.9-42502-14).
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Tabelle 5: Einteilung der Ratten in die unterschiedlichen Versuchsgruppen

Gruppe Therapie

SHAM-OP

0OvVX

OVX und vertikale Vibration bei 35 Hz

OVX und vertikale Vibration bei 70 Hz

OVX und horizontale Vibration bei 35 Hz

(o)% RS2 I° - HOSN § (SN Fo

OVX und horizontale Vibration bei 70 Hz

2.1.1 Versuchstiere

Fir den Versuch wurden 90 weibliche, 3 Monate alte Ratten der Rasse Sprague
Dawley (Firma Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen) verwendet. Wahrend des
gesamten Versuches wurden die Ratten in der zentralen tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) des Universitatsklinikums unter fachkundiger tiermedizinischer
und tierpflegerischer Aufsicht gehalten. Die Ratten wurden in Gruppen von je vier
bis finf Tieren in Kifigen der Marke Makrolon® Typ IV gehalten. Zu Beginn des
Versuchs wogen sie durchschnittlich 234 g. Eine Tag-Nacht-Periodik der
Beleuchtung wurde im zwoélfstiindigen Wechsel iiber den gesamten Zeitraum des

Versuchs eingehalten.

2.1.2 Futter

Pro Woche bekamen die Versuchstiere 1500 g Futter (ssniff SM R/M, 10 mm-
Pellets; ssniff Spezialititen, GmbH, Soest, Deutschland) je Kifig ad libidum. Am
Ende jeder Woche wurde das Restfutter entnommen, gewogen und wieder

aufgefiillt. Die Ratten hatten stets Zugang zu Trinkwasser.

2.1.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Als Fluoreszensfarbung (Syn.: Fluorochromierung) bezeichnet man die Anfarbung
von Zell- und Gewebestrukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen zur mikroskopischen
Darstellung in UV- oder Blaulicht (Reiche 2006). In diesem Versuch sollte durch
die Fluoreszenzfarbstoffe Xylenol, Calcein, Alizarin und Tetracyclin (siehe 2.5.2),
untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt in welcher Menge neues
Knochengewebe wahrend der Frakturheilung gebildet wird. Dies wird durch die
kompetitive Bindung der Farbstoffe an die Hydroxylapatitkristalle der

neugebildeten Kallusregion ermoglicht.




2 Material und Methoden 31

2.1.4 Ovarektomie

Die Ovarektomie erfolgte bei den Versuchstieren im Alter von 3 Monaten. Zunachst
wurde eine COz-Sedierung vorgenommen. Danach wurde eine Narkose mittels 0,3
ml eines 3:1-Gemisches aus Ketamin (115 mg/kg KG) und Xylazin (8 mg/kg KG)
durch Injektion in das Peritoneum eingeleitet. Die Narkose konnte durch die
gewahlte Konzentration fiir etwa eine Stunde aufrechterhalten werden.
Anschliefdend wurden die Ratten gewogen und der Riicken rasiert. Durch einen
paravertebralen Schnitt wurde nun das Retroperitoneum eroffnet und
nacheinander die Haut, die einzelnen Muskelschichten und dann das Peritoneum
durchtrennt, um das Ovar und den Uterus darstellen zu konnen (siehe Abb. 1). Die
Tuben wurden samt zugehoriger Gefafde jeweils mit einer Klemme gefasst, scharf
durchtrennt und mit einem Faden ligiert. Nach Kontrolle auf Bluttrockenheit
wurden das Peritoneum und die Muskelschichten per Fadennaht (4.0 Vicrylfaden,
Ethicon, Johnson & Johnsen, Norderstedt, Deutschland) und die Haut per
Klammernaht (Michel wound brackets 7,5 x 1,75 mm, Gebriider Martin GmbH &
Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) verschlossen. Nach dem Wundverschluss wurde
den Ratten ein Flussigkeitsdepot von 3 ml 0,9% NaCl-Losung subkutan in den
Nacken appliziert, um einer Dehydration entgegenzuwirken. Anschliefend wurden
die Tiere zum Aufwachen auf Warmeplatten gelegt. Intraoperativ erhielt jedes
Versuchstier einen subkutanen Transponder zur Identifikation wahrend des
Versuches. Weiterhin erhielt jedes Tier eine Antibiotikum-Prophylaxe mit
Enrofloxacin (Baytril 2,5%®, Fa. Bayer, Leverkusen.), 5 mg/kg KG subkutan und
zur Analgesie 0,25 ml Rimadyl 4 mg/kg KG single shot .

Abbildung 1: Darstellung des Ovars vor Durchtrennung und Ligatur des Eileiters
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2.1.5 Osteotomie und Plattenosteosynthese

8 Wochen nach Ovarektomie wurde die beidseitige Tibia-Osteotomie
vorgenommen, da zu diesem Zeitraum in dem etablierten OVX-Rattenmodell (Kalu
1991) davon ausgegangen werden kann, dass sich eine manifeste Osteoporose
entwickelt hatte. Die Narkose erfolgte analog zu 2.1.4. Die Hinterbeine wurden
medial durch Rasur von Haaren befreit, das Operationsgebiet desinfiziert, die Haut
an der Tibiakante eingeschnitten und die Muskeln vorsichtig zur Seite prapariert,
um die anteromediale Tibiakante darstellen zu konnen. Die Osteosyntheseplatten
(57-05140 XS-Titan-Fixationsplatte, T-Form 90°, Stryker Trauma, Selzach,
Schweiz) wurden nun angehalten, sodass das kraniale Ende auf H6he der Epiphyse
lag (siehe Abb. 2). Nun konnte zunichst kranial und kaudal jeweils ein Bohrloch
angefertigt (siehe Abb. 3) und mit einer Schraube locker belegt werden. An den
angrenzenden Plattenlochern wurde ein Loch lediglich vorgebohrt, jedoch keine
Schraube eingebracht. Auf Hohe des mittigen Plattenloches sollte die Osteotomie
erfolgen (siehe Abb. 2). Somit wurde hier kein Bohrloch angefertigt. Durch diese
standardisierte Vorgehensweise konnte gewdahrleistet werden, dass die
Osteotomie bei den verschiedenen Versuchstieren stets auf der gleichen Hohe
angefertigt wurde. Die Tibiametaphyse wurde als Lokalisation fiir die Osteotomie
und die anschlief}enden Untersuchungen gewahlt, da sich dort die Osteoporose am
deutlichsten manifestiert. Die locker angezogene distale Schraube wurden nun
wieder gelost, um die Platte zur Seite drehen und die Osteotomie durchfiihren zu
kénnen. Damit die Osteotomieebene stets in derselben Hohe (7 mm distal des
Tibiaplateaus) definiert werden konnte, kam eine Schablone (siehe Abb. 4) zum
Einsatz. Mittels dieser Schablone war es moglich, die exakte Lage der
Osteotomieebene zu definieren. Die Osteotomie wurde mit einer Piezo-Sage (OT 7
Piezosurgery®, Metron Medical Technology, Carasco, Italien) in 90 Grad zur
Kortikalis durch die komplette metaphysare Tibia durchgefiihrt (siehe Abb. 5).
Anschliefend wurde die Platte definitiv am Knochen durch Belegung aller
angefertigten Bohrlécher mit Schrauben (siehe Abb. 6) fixiert. Die Muskeln wurden
per Faden readaptiert (siehe Abb. 7) und die Haut per Klammernaht verschlossen
(sieche Abb. 8). Zur Analgesie erhielten die Versuchstiere additiv Decentan (5
mg/kg KG) subkutan, die iibrige postoperative Versorgung erfolgte analog zu 2.1.4.
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Abbildung 2: Untere Rattenextremitit mit schematischer Darstellung der Osteotosynthese-

platte und Héhe der Osteotomieebene (modifiziert nach Popesko et al. 2002)

Abbildung 3: Bohrung eines Schraubenka- Abbildung 4: Anlegen der Schablone zur
nals Bestimmung der Osteotomieebene
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Abbildung 5: Durchfiihrung der Osteotomie Abbildung 6: Definitive Belegung der
mittels Piezo-Sige Bohrlécher mit Schrauben

Abbildung 7: Readaption der Muskeln per
Faden

Abbildung 8: Hautverschluss mittels Klam-

mernaht

2.1.6 Ganzkorpervibration (WBV)

5 Tage nach der Osteotomie wurde mit einer Applikation von horizontaler bzw.
vertikaler Ganzkorpervibration der Ratten fiir insgesamt 30 Tage zweimal taglich
begonnen. Die Gruppenaufteilung ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Morgens und abends
zu definierten Uhrzeiten wurden die Versuchstiere fiir jeweils 15 Minuten auf die
Vibrationstische gestellt (siehe Abb. 9 und 10). Je nach Gruppeneinteilung erfolgte

die WBV bei einer Amplitude von 0,5 mm in horizontaler oder vertikaler Richtung
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mit 35 Hz oder 70 Hz. Es wurde stets darauf geachtet, dass die Tiere mit den
Hinterldufen den Boden beruhrten und sich nicht auf anderen Tieren abstiitzten,
um den Effekt der Vibration bei allen Versuchstieren zu vereinheitlichen. Um dies
gewahrleisten zu konnen, erfolgte die Vibration stets in Gruppen von maximal 7-8
Tieren.

Die verwendeten Vibrationsmotoren waren in der Lage, eine Kreisschwingung zu
erzeugen. Dies war durch Anbringung zweier Gewichte an den Enden einer Welle
moglich. Diese kann dann durch Rotation die gewiinschte Kreisschwingung
erzeugen. Diese Schwingung konnte so tiber den Motorfufd an die gewiinschten
Bauteile fortgeleitet werden, in diesem Fall den Boden des Vibrationstisches. Uber
den Kontrollschalter an der Steuerungseinheit konnte jeweils die Frequenz auf
exakt 35 Hz oder 70 Hz eingestellt werden. In dem Versuchsaufbau, der der
vorliegenden Arbeit zugrunde liegt, wurden zwei verschiedene Vibrationstische
verwendet. Abhdngig von der Anbringung der Motoren erzeugte der eine

horizontale (Abb. 10) und der andere vertikale Schwingungen (Abb. 9).

Abbildung 9: Vibrationstisch fiir vertikale Abbildung 10: Vibrationstisch fiir horizonta-

Vibration inklusive Steuerungseinheit le Vibration inklusive Steuerungseinheit

2.1.7 Obduktion

Nach 30 Tagen Ganzkorpervibration wurden die Versuchstiere durch Dekapitation
in vorheriger tiefer CO2-Narkose getotet. Die Hinterlaufe wurden abgetrennt und
die Tibia durch Exartikulation im Gelenk vorsichtig vom Femur getrennt. Die Haut

und Muskeln wurden abgetragen, um die Platten und Schrauben entfernen und
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wiederverwerten zu konnen. Jeweils eine Tibia pro Versuchstier wurde fir die
vorliegende Arbeit verwendet. Die Auswahl der jeweiligen Tibia erfolgte
randomisiert. Die Tibia wurde komplett gesdubert und die Fibula entfernt.
Anschliefiend wurden die Knochen bei -20 Grad Celsius gelagert, um die im
Folgenden beschriebenen Untersuchungen durchfiihren zu konnen. Die
Wirbelkoérper (First 2014), Muskeln (Dissertation in Vorbereitung!) und die
Femora (Dissertation in Vorbereitung?) dieses Tierversuchs sind Bestandteil

weiterer Dissertationen.

2.2 Biomechanischer Test

2.2.1 Ablauf

Ziel des biomechanischen Tests ist die Untersuchung der Belastbarkeit des
entstandenen Kallus durch einen 3-Punkt-Biegeversuch, in dem die Tibia an zwei
Punkten aufliegt und durch einen Druckstempel einachsig homogen belastet wird.
Bevor die Versuchsreihe begonnen wurde, hat der Untersucher sich an 10 Tibia-
Paaren von Ratten gleichen Alters und vergleichbar in Grofde und Gewicht
validiert. Erst bei ausreichender Prazision und Richtigkeit war gewdhrleistet, dass
die durchschnittliche Messabweichung so gering zu erwarten war, dass die Effekte
der WBV und nichts anderes gemessen wurden.

Bevor die jeweiligen Knochen untersucht wurden, tauten sie fiir 3 Stunden bei
Raumtemperatur auf. Um Austrocknung entgegenzuwirken, wurden sie stets mit
0,9% NaCl-Losung feucht gehalten. Fiir die biomechanische Untersuchung wurde
ein Werkstoffpriifgerat (Firma Zwick Roell, Ulm, vom Typ 145660 Z020/TND)
verwendet, das durch einen sich 90° vertikal absenkenden Rollen-Stempel
(Stuermer et al. 2006) Kraft auf die Tibia ausiiben kann (siehe Abb. 12). Das
Werkstoffpriifgerat war mit einem Computer verbunden, auf dem die
Geratesoftware ,testXpert (Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) zum Verarbeiten der
entstandenen Daten verwendet wurde. Die Software maf3 die einwirkende Kraft in
Newton (N) und stellte sie als Spannungs-Dehnungs-Kurve (Kraft-Weg-Diagramm)
dar. Hierzu wurde die Tibia in einer von Stirmer et al. entwickelten

Haltevorrichtung (2 cm x 1,2 cm x 8 cm grofder Aluminiumblock, siehe Abb. 11)

I Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers
2 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers
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fixiert, um die Lagerung zu standardisieren und Messabweichungen zu vermeiden.
Die Tibia lag an drei Punkten, der medialen und lateralen Tibiakondyle sowie
distal auf (siehe Abb. 11). Sie konnte sich bei Krafteinwirkung frei in der
Horizontalen dehnen, jedoch wurde das Verkippen oder Verrutschen des
Knochens verhindert. Das Tibiakopfchen lag stets in einer dafiir vorgesehenen
Einkerbung in der Haltevorrichtung auf. Die Krafteinwirkung durch den Stempel
des Werkstoffpriifgerates erfolgte auf Hohe der Osteotomieebene (siehe Abb. 12).
Durch die anatomische Kriimmung der Tibia war gewahrleistet, dass der Knochen
nur an drei Punkten auflag und sich der restliche Teil in der Schwebe befand. Bei
Starten des Biegungsprozesses senkte sich der Stempel zunidchst bis zum
Erreichen einer Vorkraft von 1 N ab und es konnte noch einmal kontrolliert
werden, ob die metaphysare Tibiakante exakt unter der am Stempel dafiir
vorgesehenen Einkerbung lag. Beim Fortfiihren der Messung senkte sich der
Druckkopf weiter ab und zeichnete alle 0,1 mm die Kraft auf. Die Tibia verformte
sich nun, bis die Streckgrenze (engl.: yield load) erreicht wurde. Die Software
beendete die Krafteinwirkung nach Erreichen der Maximalkraft. Vor Erreichen
einer Frakturierung wurde der Test allerdings manuell gestoppt, um den
makroskopisch intakten Knochen in den folgenden Untersuchungen
morphologisch untersuchen zu kénnen.

Einige Knochen verformten sich durch die Krafteinwirkung so, dass sie vor
Erreichen des yield load auf der Haltevorrichtung auflagen und ein freies
Durchbiegen nicht mehr gewdahrleistet war. Des Weiteren waren einige Knochen
schon vor Beginn des biomechanischen Versuchs durch insuffiziente
Knochenbruchheilung instabil. In beiden Fallen waren die Messergebnisse
unbrauchbar. Pro Versuchsgruppe konnten jedoch stets 8 oder mehr Werte fiir die

Auswertung verwendet werden.
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Abbildung 11: Tibia in Haltevorrichtung Abbildung 12: Tibia samt Haltevorrichtung

in Zwick Werkstoffpriifmaschine

2.2.2 Auswertung

Die Auswertung des biomechanischen Tests erfolgte mit der Geratesoftware
ytestXpert” und Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmont, USA). Zunachst
wurde durch die Geratesoftware ein Kraft-Weg-Diagramm erstellt und in einem
Kurvenverlauf abgebildet, wie er bereits 2006 von Stiirmer et al. geschildert
wurde. Die relevanten Parameter sind zum einen die Steigung der Bruchkurve, die
die Elastizitit des Kallus darstellt, und zum anderen die Streckgrenze. Die
Spannung, bei der die Kraft erstmalig konstant bleibt oder abfallt, wird als
Streckgrenze bezeichnet (Bargel et al. 2012). Zu Beginn der Messung verformt sich
die Tibia elastisch durch Dehnung kollagener Fasern, die Steigung ist hier linear.
Die Streckgrenze wird an dem Punkt erreicht, an dem die elastische (reversible) in
eine plastische (irreversible) Verformung iibergeht. Die hierfiir erforderliche
Belastung ist bei jeder Tibia individuell unterschiedlich und ergibt sich durch die
Summe trabekuldrer Mikrofrakturen. Nach Erreichen der Streckgrenze kann ein
flacherer Verlauf des Graphen beobachtet werden (Abb. 13). Die Streckgrenze
wurde aus den Messergebnissen errechnet, indem die Regressionsgeraden und die
Standardabweichung aus Werten des linearen Kurvenabschnittes bestimmt
wurden. Die Streckgrenze ist der Punkt, an dem die Steigung um mehr als die
doppelte Standardabweichung der Regressionsgeraden abféllt (Stuermer et al.
2006).
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Abbildung 13: typisches Kraft-Weg-Diagramm eines Drei-Punkt-Biegeversuches an einer
Rattentibia

2.3  Mikrocomputertomographie

2.3.1 Scan

Im Anschluss an den biomechanischen Test wurden die Tibiae in einem Mikro-CT
(eXplore Locus SP-Scanner; GE Healthcare, Ontario, Kanada) weitergehend
untersucht. Zur Vorbereitung eines Scanvorganges des Mikro-CT musste das Gerat
zunachst 15 Minuten aufgewarmt und auf Betriebstemperatur gebracht werden.
Pro Messung wurden jeweils 3 Tibiae in einem Hohlzylinder, der in drei Kammern
aufgeteilt war, mit Schaumstoff fixiert. Dies erfolgte, um Bewegungen wahrend des
Scans und daraus resultierende Unscharfe in der Rekonstruktion zu vermeiden.
Die Tibiae wurden mit dem Tibiaplateau nach unten positioniert. Der Boden des
Zylinders wies eine im CT-Scan erkennbare Gravur auf, um die Knochen eindeutig
zuordnen zu konnen und beinhaltete einen festen Platz fiir ein Phantom, welches
der Kalibrierung des Scans diente und je eine Kammer mit Stoffen der Dichte von
Wasser, Luft und Knochen besafd. Es wurde stets direkt beim Beladen des
Hohlzylinders mit den Knochen schriftlich festgehalten, welche Tibia
(Versuchstier-Nummer) in welche Kammer des Zylinders gefiillt wurde, um
Verwechslungen ausschliefden zu konnen. So konnte gewdhrleistet werden, dass
die Knochen zu jeder Zeit den Versuchstieren eindeutig zugeordnet werden

konnten. Der Zylinder selbst bestand aus einem nicht rontgendichten Material. Zur
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Erstellung der Daten wurde die Geradtesoftware GEHC MicroView (v2.1.2, GE
Healthcare) verwendet. Vor Beginn des Scans wurde in der Geratesoftware der
Zielbereich, der von der Gravur im Boden des Hohlzylinders bis tiber die
Bohrlocher in den Knochen reichen musste, festgelegt. Der kaudal der Bohrungen
liegende Teil der Tibia war fiir diesen Versuch irrelevant und wurde nicht
gemessen, um den Scanvorgang so kurz wie moglich zu gestalten und das
Datenvolumen fiir die Rekonstruktionen nicht unnétig zu vergrofiern. Durch
Starten des Scanvorganges erstellte der p-Computertomograph nun einen
Rohdatensatz an Schichtbildern. Es wurde stets das folgende Scanprotokoll
verwendet:
Rohrenspannung: 72 kVp

e Stromstarke: 90 pA

e Aufnahmedauer: 1600 ms

e Rotation: 360°

e Pixel-Grofde: 0,029 mm

e Aufnahmen: 900

2.3.2 Rekonstruktion

Die dreidimensionale Rekonstruktion aus dem zweidimensionalen Schnittbild-
Rohdatensatz erfolgte mithilfe der Software GEHC MicroView (v2.1.2, GE
Healthcare). Die Software stellte die Schnittbild-Rohdaten in einer Mehrfelder-
ansicht in der transversalen, der frontalen und der sagittalen Ebene dar. So war es
moglich, dreidimensionale Messrahmen zu erzeugen. Zundchst musste eine
Kalibrierung der Dichtewerte vorgenommen werden. In dem mitgescannten
Phantom mussten die Hounsfieldwerte fiir Luft, Wasser und Knochen zugeordnet
werden. Der Rohdatensatz enthielt pro Scan drei Tibiae, die nun einzeln
rekonstruiert werden konnten. Die Zuordnung der Rekonstruktion zu einem
bestimmten Versuchstier war durch die Gravur im Hohlzylinder eindeutig moglich.
Es wurde in der Software erneut ein Messrahmen erzeugt, der die entsprechende
Tibia umschloss. Der vom Messrahmen umschlossene Bereich wurde beim Starten
des Rekonstruktionsprozesses in ein dreidimensionales Bild der jeweiligen Tibia

umgewandelt und gespeichert.
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2.3.3 Auswertung

Die Auswertung der in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen Rekonstruktionen erfolgte
mit der eigens entwickelten Software 3D-OsteoAnalyze v 1.000.4 (entwickelt von
Christian Dullin, Funktionelle und Anatomische Kleintierbildgebung, Abteilung
Diagnostische Radiologie, Universitatsmedizin Gottingen, Deutschland). Mittels
dieser Software war es moglich, Volumen und mittlere Dichte von Knochenanteilen
zu berechnen. Die in Abschnitt 2.3.2 beschriebene Zuordnung von Hounsfieldwer-
ten des Phantoms ermdglicht 3D-OsteoAnalyze anschliefdend eine Knochendich-
temessung in g/cm3. Die Genauigkeit dieser Messdaten wird durch die Grofde der
Voxel beschrankt. Zur Festlegung des Messbereiches wurde zunachst ein Mess-
rahmen auf die Hohe der Osteotomieebene zentriert, sodass er sich jeweils 2,5 mm
proximal und distal befand. Die auféerhalb des Rahmens liegenden Teile der Kno-
chenrekonstruktion wurden verworfen, um die Rechenzeit durch irrelevante Da-
ten nicht unnétig zu verlangern (siehe Abb. 14). Zur Berechnung der Volumina und
Dichtewerte war es nun notwendig, mittels eines Histogramms Grauwertbereiche
(siehe Abb. 16) fir die relevanten Flachen zu bestimmen. Dies geschah mittels vi-
sueller Abgrenzung der Strukturen des Knochens voneinander (siehe Abb. 15)
durch Verschieben zweier Messbalken innerhalb des Grauwerthistogramms (siehe
Abb. 16). Die einzelnen Peaks des Histogramms stellen die unterschiedlichen Fla-
chen, die sich in ihrer Dichte unterscheiden, dar. Die x-Achse des Grauwerthisto-
gramms reprasentiert die Schwachung der Grauwerte und die y-Achse Bildpunkte.
Auf der x-Achse des Histogramms liegen von rechts nach links in aufsteigender
Dichte Luft, Probenhalter, weicher Kallus, harter Kallus und Kortikalis (siehe Abb.
17). Die Messbalken wurden nun so verschoben, dass zunachst das gesamte kalzi-
fizierte Gewebe ohne Luft und Probenhalter markiert war. Die Schwellenwerte
wurden in der Software gespeichert. Als Nachstes mussten die Schwellenwerte fiir
die Kortikalis eingegrenzt und gespeichert werden. Im letzten Arbeitsschritt wurde
das spongiose Gewebe (Gesamtgewebe ohne Kortikalis) markiert und dessen
Schwellenwerte in der Software hinterlegt. 3D-OsteoAnalyze war nun in der Lage,
durch die definierten Markierungen innerhalb des Grauwerthistogramms die mitt-
lere Dichte und das Volumen von Gesamtgewebe, Kortikalis und des spongidsen
Gewebes zu berechnen. Das in 2.3.1 beschriebene Phantom wurde ebenfalls rekon-
struiert und diente der Software zur Umrechnung der GVal-Werte in die BMD (in

mg/cm3). Anhand der Daten fiir Kortikalis- und Spongiosavolumen und Gesamtvo-
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lumen (BV/TV) konnte der Anteil des mineralisierten Knochenanteils am Gesamt-

volumen errechnet werden. Parfitt et al. legten 1987 fest, dass dieser in % angege-

ben wird.

Abbildung 14: Messrahmen in 3D-OsteoAnalyse; Abbildung 15: Spongioses Gewebe
der Rahmen ist auf die Osteotomieebene ohne Kortikalis markiert
zentriert und beinhaltet den Bereich 2,5 mm

ober- und unterhalb der Osteotomie

Abbildung 16: Histogramm in 3D-OsteoAnalyse Abbildung 17: Peaks im Histogramm und Fla-

(die griilnen Messbalken rahmen das spongiése chenzuordnung: 1 = Luft, 2 = Probenhalter, 3 =

Gewebe ohne die Kortikalis ein) spongioses Gewebe (weicher und harter Kal-
lus), 4 = Kortikalis
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Tabelle 6: Messparameter der Mikro-CT mit Einheiten und Bedeutung

Messparameter Einheit | Bedeutung

BV/TV % Anteil des mineralisierten Knochens am
Gesamtvolumen
(Kortikalisvolumen / Gesamtvolumen x
100%)

Mittlere Dichte Gesamtge- Ll Arithmetisches Mittel der Dichtewerte

webe im Bereich 3 und 4 in Abb. 17

Volumen Gesamtgewebe mm3 Volumen im Bereich 3 und 4 in Abb. 17

Dichte Gesamtgewebe mg/cm3 | GVal in Bereich 3 und 4 in Abb. 17 umge-
rechnet in Massendichte

Mittlere Dichte Kortikalis GVal Arithmetisches Mittel der Dichtewerte
im Bereich 4 in Abb. 17

Volumen Kortikalis mm3 Volumen im Bereich 4 in Abb. 17

Dichte Kortikalis mg/cm3 | GVal in Bereich 4 in Abb. 17 umgerech-
net in Massendichte

Mittlere Dichte spongidses | GVal Arithmetisches Mittel der Dichtewerte

Qe im Bereich 3 in Abb. 17

Volumen spongioses Ge- | mm3 Volumen im Bereich 3 in Abb. 17

webe

Dichte spongidses Gewebe [ mg/cm3 [ GVal in Bereich 3 in Abb. 17 umgerech-
net in Massendichte

2.4  Mikroradiographie

2.4.1 Herstellung der Mikroradiographien

Im Anschluss an die Mikro-CT-Untersuchungen wurden die Tibiae einer
mikroradiographischen Untersuchung unterzogen. Fiir diesen Teil wurden die
Tibiae in einer aufsteigenden Alkoholreihe (40%, 70%, 80%, 96 %) dehydriert
und von Fett befreit. Jeder Schritt der Alkoholreihe dauerte eine Woche.
Anschlief3end wurden die Knochen einzeln in eine Glasform mit einem Gemisch
aus 1000 ml Methylmethacrylat (MMA), 200 ml Dibutylphtalat und 29 g
Benzoylperoxid eingelagert und fiir ca. drei Wochen bis zum vollstandigen
Verfestigen im Wasserbad gekiihlt. Aus den entstandenen Kunststoffblocken mit

eingeschlossenen Knochen wurden mit einer Leica-Innenlochsage (Typ SP 1600
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Sagemirkotom, Leica Instruments GmbH, Nussloch) ca. 10 Sagittalschnitte pro
Tibia von jeweils 150 pm Dicke hergestellt (die Schnittdicke konnte um +*20 pm
variieren). Jeweils drei zentrale benachbarte Schnitte wurden pro Tibia
ausgewahlt. Mithilfe eines Faxitron-Rontgengerates (Typ 43855A, IL 60089,
Faxitron X-ray system, Hewlett Packard, San Diego, USA) wurden auf Kodak
Professional-Film (IDUSTREX SR45 Film ISO 9002, Rochester, New York) die
Mikroradiographien angefertigt. Die Filme wurden nach der abgeschlossenen
Entwicklung etikettiert und archiviert. Nach dreiminiitiger Belichtungszeit bei 10
kV ~ Roéhrenspannung wund 0,3 mA Stromspannung entstanden die
Mikroradiographien, die auf Objekttragern mittels Eukit (Fa. Kindler, Freiburg,

Deutschland) fixiert wurden.

2.4.2 Auswertung

Ein Leica-Stereomakroskop (MZ 7-5, Bensheim, Deutschaland), das mit einer
Kaltlichtlampe (Leica KL 1500 LCD) versehen war, diente zur Auswertung. Zum
Scannen der Bilder in den Computer (Intel Pentium 4, 2,6 GHz) wurde eine Leica-
Kamera (DC 490F, Bensheim, Deutschland) genutzt. Der Computer war mit der
Software Leica Quantimet QWin 2003 (Leica, Bensheim, Deutschland) ausgestattet,
die auch der Steuerung der Kamera diente. Die bestmdgliche
Konfigurationseinstellung von Kamera und Software wurde in vorangegangenen
Versuchen festgestellt:

Zur optimalen Darstellung aller relevanten  Strukturen auf dem
Computerbildschirm wurde ein 1,0er-Objektiv verwendet. Die mechanische Blende
wurde auf ,B“ eingestellt (Moglichkeiten von minimal nach maximal: A-E). Die
Lampentemperatur wurde auf 3000 K eingestellt.

Durch geringe Variationen der Schichtdicke der einzelnen histologischen Schnitte
von *20 um ergab sich eine minimal unterschiedliche Helligkeit am
Computerbildschirm. Dies erforderte eine individuelle Adaption der

Belichtungszeit (innerhalb eines Bereichs von 345-460 ms).

2.4.3 Morphometrischer Auswertungsalgorithmus
Mittels der Software Leica Quantimet QWin 2003 wurden die angefertigten
Mikroradiographien digital ausgewertet. Vor dem Beginn der Auswertungen

validierte sich der Untersucher an 30 Schnitten von 10 Tibiae. Die Auswertung
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erfolgte verblindet, d.h. ohne Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit, um eine

Beeinflussung der Ergebnisse zu vermeiden (Bias). Die im Folgenden

beschriebenen Arbeitsabldufe waren in ihrer Reihenfolge durch einen speziell

programmierten Algorithmus vorgegeben:

L.

Einlesen der Schnitte: Die Objekttrager wurden mittels der in 2.4.2
beschriebenen Gerate digital dargestellt. Um stets eine gleiche Positionierung
der Tibiaschnitte zu gewadhrleisten, wurde die distale Osteotomielinie an
einer horizontalen Hilfslinie ausgerichtet (Abb. 18). Jede Tibia wurde auf dem
Computerbildschirm gleich ausgerichtet (ventral links, dorsal rechts,

proximal oben, distal unten).

|
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Abbildung 18: Standardisierte Ausrichtung der Osteotomieebene an der Hilfslinie

I1.

Graudetektion: Um alle sichtbaren Knochenanteile erfassen zu konnen, bietet
die Software die Moglichkeit, manuell den Grad der Detektion festzulegen
(Abb. 19). Dies erwies sich als notwendig, um Fehler in der automatischen

Detektion der Software zu vermeiden.

Abbildung 19: Standardisierte, computerassistierte Graudetektion eines Tibiaschnittes
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[11.

Definition der relevanten Flachen: Mittels eines Stiftes, der den Mauszeiger
lenkte, konnten einzelne Flachenanteile eingerahmt (siehe Abb. 20) und den
nachfolgend aufgelisteten Arealen zugeordnet werden (wobei der
Algorithmus die doppelte Zuordnung eines Bereiches verhinderte):

Gesamte Knochenfldche samt Kallus

S

Kortikalisfldche proximal ventral

Kortikalisfldche proximal dorsal

QU o

Kortikalisfldche distal ventral
Kortikalisfldche distal dorsal
Kallusfldche ventral
Kallusfldche dorsal
Kallusfldche endostal

= Q@ ™ oo

~.

Trabekelfldche proximal

J. Trabekelfldche distal
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Abbildung 20 a-j: Standardisierte, computerassistierte Detektion der Kallus-, Kortikalis- und
Trabekelflichen der metaphysaren Rattentibia wihrend der mikroradiographischen-
Untersuchung
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IV. AnschliefSend wurde durch Einzeichnung von jeweils 5 Vektoren (siehe Abb.

21) die Dicke von folgenden Bereichen bestimmt:

a. Kortikalis distal ventral

b. Kortikalis distal dorsal

c. Gesamter Knochen proximal
d. Gesamter Knochen distal

e. Kallus ventral

f- Kallus dorsal

e f

Abbildung 21: Die Bilder a-f zeigen die standadisierte, computerassistierte Bestimmung der

Knochenflachen von Kortikalis, gesamtem Knochen und Kallus
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Tabelle 7: Messparameter der Mikroradiographie mit Einheit und Bedeutung

Messparameter Einheit | Bedeutung
Kortikalisdicke distal mm Mittelwert der fiinf Vektoren aus Abb. 21 a
ventral ergibt die durchschnittliche Dicke des dista-

len, ventralen Kortikalisanteils

Kortikalisdicke distal mm Mittelwert der fiinf Vektoren aus Abb. 21 b
dorsal ergibt die durchschnittliche Dicke des dista-
len, dorsalen Kortikalisanteils

Knochendurchmesser mm Mittelwert der in Arbeitsschritt Abb. 21 ¢
proximal ermittelten Vektorenbetrage
Knochendurchmesser mm Mittelwert der in Arbeitsschritt Abb. 21 d
distal ermittelten Vektorenbetrage
Kallusdicke ventral mm Mittelwert der in Arbeitsschritt Abb. 21 e

ermittelten Vektorenbetrage

Kallusdicke dorsal mm Mittelwert der in Arbeitsschritt Abb. 21 f
ermittelten Vektorenbetrage

Knochenflachedichte % Prozentualer Anteil des Knochens der als
Kortikalis Kortikalis distal ventral definierten Flache
distal ventral

Knochenflachedichte % Prozentualer Anteil des Knochens der als
Kortikalis Kortikalis distal dorsal definierten Flache
distal dorsal

Knochenflichendichte % Prozentualer Knochenanteil der als Kallus
Kortikalis ventral ventral definierten Flache
Knochenflachendichte % Prozentualer Knochenanteil der als Kallus
Kortikalis dorsal dorsal definierten Flache
Knochenflichendichte % Prozentualer Knochenanteil der als Kallus
Kallus endostal endostal definierten Flache
Knochenflachendichte % Prozentualer Knochenanteil der als Trab-
Trabekel distal ekel distal definierten Flache

Anzahl Trabekel absolut absolut | Absolute Anzahl an Trabekelkreuzungen im
Bereich der distalen Trabekelflache

Dichte 1/ mm? | Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mm?
Trabekelkreuzungen im Bereich der distalen Trabekelfldache
Mittlere um Mittelwert der Trabekeldurchmesser im

Trabekelkreuzungen Bereich der distalen Trabekelflache
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2.5 Polychrome Sequenzmarkierung

2.5.1 Prinzip

Auf die Mikroradiographischen Untersuchungen der Tibiae folgte eine
histologische Untersuchung der Praparate. Die polychrome Sequenzmarkierung
(PSM) ist eine Messtechnik zur zeitlichen und rdaumlichen Darstellung von
Knochenneubildung (Povacz 2007) und deren Umfang. Somit stellt sie eine
Moéglichkeit dar, dynamische Prozesse im Verlauf der Frakturheilung abzubilden,
im Vergleich zu anderen radiologischen Methoden, die nur eine Momentaufnahme
zeigen. Unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe, die in einer definierten zeitlichen
Reihenfolge verabreicht wurden, bildeten Chelatkomplexe mit Kalzium, die in das
neugebildete Knochengewebe eingebettet wurden. Es bildeten sich nun in
unterschiedlichen Farben fluoreszierende Banden aus. Eine Fixation und
Herstellung der Praparate erfolgte analog zu 2.4.1. Per Fluoreszenzmikroskop
konnten nun die Banden einem exakten Zeitraum innerhalb der Frakturheilung

zugeordnet und hinsichtlich ihrer Grofde untersucht werden.

2.5.2 Fluorochrome

Nach der Osteotomie wurden zum Zweck der PSM Xylenolorange (XO), Calcein-
Griin (CG), zweimal Alizarinkomplexon (AK) und Tetracyclinhydrochloride (TC)
(alle Merck, Darmstadt, Deutschland) als Bolus subkutan appliziert. TC wurde in
0,9% NaCl-Losung gelost, die tibrigen in Aqua PH5. In der Kallusregion wurden die
Substanzen nach Applikation nun in das bis zur Applikation gebildete neue
Knochengewebe eingebettet.

Das Applikationsvolumen der verabreichten Fluorochrome und der

Verabreichungszeitpunkt ist aus Tabelle 8 ersichtlich.
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Tabelle 8: Injizierte Fluorochrome in ihrer zeitlichen Abfolge

Fluorochrom | Applikations- | Applikationstag | Markierungs- | Farbe in
volumen zeitraum Blau-
fluoreszenz
X0 90 mg/kg KG | 13. Tag 0-13 orange
CG 10 mg/kg KG | 18. Tag 14-18 grun
AK 30 mg/kg KG | 24. & 26.Tag 19-26 rot
TC 25 mg/kg KG [ 35. Tag 27-35 gelb

2.5.3 Auswertung

Per Auflicht-Fluoreszenz-Stereomakroskop (Leica Stereomakroskop MZ 7-5 mit
FluoCombi III, Bensheim, Deutschland) wurden die Prdparate in
Blaulichtfluoreszenz ausgewertet. Eine Quecksilberhdchstdrucklampe (Leica KL
1500 LCD, Bensheim, Deutschland) mit 50 Watt Leistung wurde als Lichtquelle
verwendet. Ein Anregungsfilter (Wellenlangenbereich 450-490 nm) wurde zur
Anregung der Fluorochrome mit blauem Licht gebraucht. Die Software Quantimet
QWin 2003 (Leica, Bensheim, Deutschland) ermoglichte die Steuerung einer
Kamera (Leica DC 300F, Bensheim, Deutschland), mit deren Hilfe digitalisiert
werden konnte. Die Software diente ebenfalls zur Analyse der Bilder. Die
bestmogliche Konfigurationseinstellung von Kamera und Software wurde in
vorangegangenen Versuchen festgestellt:

Zur optimalen Darstellung aller relevanten  Strukturen auf dem
Computerbildschirm wurde ein 1,6er-Objektiv verwendet. Durch die geringen
Variationen der Schichtdicke der einzelnen Schnitte von +20 pum ergab sich eine
minimal unterschiedliche Helligkeit am Computerbildschirm. Dies erforderte eine
individuelle Adaption der Belichtungszeit (innerhalb eines Bereichs von 9,7-12,9
s). Ein in der Software enthaltener Gain-Regler verstarkte die Helligkeit der Bilder

um das Dreifache.

2.5.4 Morphometrischer Auswertungsalgorithmus

Mittels der Software Leica Quantimet QWin 2003 wurden die angefertigten PSM
digital ausgewertet. Vor dem Beginn der Auswertungen validierte sich der
Untersucher an 30 Schnitten von 10 Tibiae. Die Auswertung erfolgte verblindet,
um eine Beeinflussung der Ergebnisse zu vermeiden. Die im Folgenden
beschriebenen Arbeitsabldufe waren in ihrer Reihenfolge durch einen speziell

programmierten Algorithmus vorgegeben:
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II.

IL

Einlesen der Schnitte: Die Objekttrager wurden mittels der in 2.5.3
beschriebenen Gerdate digital dargestellt. Um stets eine gleiche
Positionierung der Tibiaschnitte zu gewahrleisten, wurde die distale
Osteotomielinie an einer horizontalen Hilfslinie ausgerichtet (siehe Abb.
22). Jede Tibia wurde auf dem Computerbildschirm gleich ausgerichtet

(ventral links, dorsal rechts, proximal oben, distal unten).

Abbildung 22: Standardisierte Ausrichtung der Osteotomieebene an der Hilfslinie

Nach dem Einlesen wurde die Kaltlichtlampe ausgeschaltet. Die
Fluorochrome wurden nun zur Fluoreszenz angeregt. Nach ca. 100 s
Belichtungszeit fertigte die Software bei Dunkelheit ein Bild des
fluoreszierenden Schnittes an (siehe Abb. 23). Die einzelnen Flachen wiesen

verschiedenen Farben, abhdngig vom Farbstoff, auf.

Abbildung 23: Bild eines zur Fluoreszenz angeregten Schnittes nach 100 s Belich-
tungszeit

Definition der relevanten Flachen: Mittels eines Stiftes, der den Mauszeiger

lenkte, konnten einzelne Flachenanteile eingerahmt (siehe Abb. 24) und
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den nachfolgend aufgelisteten Arealen zugeordnet werden (wobei der

Algorithmus eine doppelte Zuordnung eines Bereiches verhinderte):

IS

QU o

= Q@ oo

~.

Gesamte Knochenfidche Kallus
Kortikalisfldche proximal ventral
Kortikalisfldche proximal dorsal
Kortikalisfldche distal ventral
Kortikalisfldche distal dorsal
Kallusfldche ventral

Kallusfldche dorsal

Kallusfldche endostal
Trabekelfldche proximal

Trabekelfldche distal
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Abbildung 24 a-j: Standardisierte, computerassistierte Detektion der Kallus-, Kortikalis- und
Trabekelflichen der metaphysiren Rattentibia wahrend der polychromen Sequenzmarkie-
rung

IV.  Flachen-Zuordnung in Abhdngigkeit vom Fluorochrom: Es wurden die

endostalen, ventralen und dorsalen Kallusanteile bestimmt, wobei nur die
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fluoreszierenden Anteile einbezogen wurden. Die Gebiete wurden den
jeweiligen Fluorochromen zugeordnet (siehe Abb. 25-27). XO konnte
aufgrund seines geringen Anteils, welcher von CG iiberdeckt wurde, nicht
gemessen werden. Die Reihenfolge (XO - CG - AK - TC) wurde durch
den Algorithmus festgelegt:

a. CG markierter Anteil

b. AK markierter Anteil

¢. TC markierter Anteil

Abbildung 25: CG mar- Abbildung 26: AK mar- Abbildung 27: TC mar-
Kierter Anteil Kierter Anteil Kierter Anteil
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Tabelle 9: Messparameter der polychromen Sequenzmarkierung mit Einheit

und Bedeutung

Messparameter Einheit | Bedeutung

Gesamtflache Kallus mm? Absolute Flache des gesamten ventralen Kal-

ventral lus

CG-Flache Kallus ventral mm? Absolute Fliche des CG-markierten ventra-
len Kallus

AK-Flache Kallus ventral mm? Absolute Flache des AK-markierten ventra-
len Kallus

TC-Flache Kallus ventral mm? Absolute Flache des TC-markierten ventra-
len Kallus

Gesamtflache Kallus mm? Absolute Flache des gesamten dorsalen Kal-

dorsal lus

CG-Flache Kallus dorsal mm? Absolute Fliche des CG-markierten dorsalen
Kallus

AK-Flache Kallus dorsal mm? Absolute Fliche des AK-markierten dorsalen
Kallus

TC-Flache Kallus dorsal mm? Absolute Flache des TC-markierten dorsalen
Kallus

Gesamtflache Kallus mm? Absolute Flache des gesamten endostalen

endostal Kallus

CG-Flache Kallus endostal | mm?2 Absolute Flache des CG-markierten endosta-
len Kallus

AK-Flache Kallus endostal | mm? Absolute Fliche des AK-markierten endosta-
len Kallus

TC-Flache Kallus endostal | mm? Absolute Flache des TC-markierten endosta-
len Kallus

Additivkallus mm? Summe der ventralen, dorsalen und endos-

talen Kallusflachen

2.5.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten und deren graphische Darstellung erfolgte

mittels GraphPad Prism (Version 4.00a, April 2003, GraphPad Software Inc., San

Diego, USA). Eine einfaktorielle Varianzanalyse wurde als Verallgemeinerung des t-
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Tests duchgefithrt, da von unabhdngigen Stichproben auszugehen ist. Als
Verfahren wurde eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) gewdhlt. Dieses
Verfahren verschaffte jedoch noch keine Klarheit iiber signifikante Unterschiede
der Mittelwerte der einzelnen Testgruppen zueinander. Dies konnte mittels einer
multiplen Vergleichstechnik untersucht werden. Es wurde ein Tukey-Kramer-post-
hoc-Test angewandt (Muche et al. 2011). Als Signifikanzniveau wurde ein a < 0,05

festgelegt. Das heif3t, ein p-Wert < a wird als signifikanter p-Wert angesehen.
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3 Ergebnisse
Nachfolgend werden die Messparameter der einzelnen Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit graphisch als Balken- und Liniendiagramme dargestellt. Eine
Tabelle fasst am Ende jedes Abschnittes die Ergebnisse zusammnen. In den
Tabellen sind sowohl die Mittelwerte der Messparameter der einzelnen
Testgruppen aufgefiihrt als auch die entsprechenden Standardabweichung und
etwaige Signifikanzen.
Die unterschiedlichen Signifikanzniveaus werden durch Symbole folgendermafien
dargestellt:

*=p < 0,05 = signifikant
Zur weiteren Unterscheidung werden folgende Symbole verwendet:

1= signifikant gegentiiber SHAM-Kontrollgruppe

2 = signifikant gegeniiber OVX-Testgruppe

3 = signifikant gegeniiber 35Hz-vert-Testgruppe

4= signifikant gegeniiber 70Hz-vert-Testgruppe

5 = signifikant gegeniiber 35Hz-horiz-Testgruppe

6 = signifikant gegeniiber allen anderen Testgruppen
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3.1 Gewicht der Versuchstiere im Verlauf
380 -
360 -
340 A
320 - —+— SHAM
o0 —=— OVX
300 A
35-Hz-vert
280 A —x— 70-Hz-vert
260 - —x— 35-Hz-horiz
I 70-Hz-horiz
240 4 1
220 T T T T T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Wochen

Abbildung 28: Darstellung des mittleren Kérpergewichts der Versuchstiere der einzelnen
Gruppen pro Versuchswoche iiber den gesamten Verlauf des Versuchs; ¢ = signifikant gegen-

iiber allen anderen Testgruppen, *=p < 0,05 = signifikant

Aus Abb. 28 ist ersichtlich, dass alle Versuchstiere im Verlauf an Kérpergewicht
zunahmen. Zu Beginn des Versuchs wogen die Tiere der verschiedenen Testgrup-
pen annahrend gleich viel. Nach der Osteotomie war eine kurzzeitige Abnahme des
Korpergewichtes in allen Testgruppen zu verzeichnen, ab der 11. Woche war wie-
der eine Zunahme zu beobachten. Ab der zweiten Versuchswoche ist ein signifi-
kanter Unterschied von allen Testgruppen mit Ovarektomie zur SHAM-Gruppe in
Bezug auf das Korpergewicht auffillig. Die SHAM-Kontrollgruppe nahm im Verlauf
am wenigsten an Korpergewicht zu. Die in Abbildung 28 und Tabelle 10 verwende-
ten Daten sind identisch mit denen in weiteren Arbeiten aus dieser Forschungs-
gruppe, dort werden die Einfliisse der WBV auf die Wirbelkorper (Fiirst 2014), die
Muskeln (Dissertation in Vorbereitung?) und die Femora (Dissertation in Vorberei-

tung*) der Ratten desselben Tierversuchs untersucht.

3 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers

4 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers



3 Ergebnisse

Tabelle 10: Darstellung der mittleren Koérpergewichte *+ Standardabwei-

chung der Versuchstiere im Verlauf in Gramm [g]

Woche SHAM (017, 4 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
vert vert horiz horiz
1 250+13 247+14 249+12 246+11 243+13 244+10
2 253+8 262+12 263+8 25749 257+9 256+5
3 258+10 296+12 299+10 291+11 292+10 284+9
(*9)
4 264+11 323+13 326+13 317+12 322+11 313+13
(*)
5 265+14 334+16 334+14 329+15 334+14 329+14
(*9)
6 262+10 339+14 342+12 333+16 340+15 334+12
(*)
7 271+13 347+16 350+15 342+19 345+17 340+14
(*¢)
8 273+10 353+17 355+16 345+19 354+17 345+15
(*9)
9 275+11 352+19 354 +16 347+18 352+16 343+14
(*9)
10 267+18 336+17 337+23 326+14 336+16 326+16
(*9)
11 265+12 326+18 3245+20 | 309+13 321+17 312+15
(*9)
12 273+12 321+30 330+21 311+19 326+19 313+16
(*9)
13 27849 336+22 335+20 321+17 338+22 319+18
(*9)
14 279+9 341+23 341+20 328+17 338+223 | 327+20

(*°)
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3.2 Futteraufnahme im Verlauf
24 -~
22 -
20 -
—<— SHAM
oo 18 - —s— QVX
16 - 35-Hz-vert
—»—70-Hz-vert
141 ~» 35-Hz-horiz
70-Hz-horiz
12 A
10 T T T T T T T T T T T 1

8 9 10 11 12 13 14
Woche

Abbildung 29: Darstellung der mittleren tiglichen Futteraufnahme jedes Versuchstieres im

Verlauf pro Woche; ¢ = signifikant gegeniiber allen anderen Testgruppen, *= p < 0,05 = signifikant

Es war zu beobachten, dass alle Testgruppen bis zur Osteotomie in der 8. Woche

eine leicht sinkende Futteraufnahme aufwiesen (Abb. 29). Bis zum Zeitpunkt der

Osteotomie nahm die SHAM-Kontrollgruppe deutlich weniger Futter auf. Nach der

Osteotomie sank die Futteraufnahme deutlich in allen Gruppen und stieg langsam

bis zum Versuchsende wieder an. Berechnet wurde die Futteraufnahme pro Tier

pro Tag. Die in Abbildung 29 und Tabelle 11 verwendeten Daten sind identisch mit

denen in weiteren Arbeiten aus dieser Forschungsgruppe, dort werden die Einfliis-

se der WBV auf die Wirbelkorper (Fiirst 2014), die Muskeln (Dissertation in Vor-

bereitung®) und die Femora (Dissertation in Vorbereitung¢) der Ratten desselben

Tierversuchs untersucht.

5> Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers
¢ Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers
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Tabelle 11: Darstellung der mittleren taglichen Futteraufnahme *+ Stan-
dardabweichung jedes Versuchstieres im Verlauf pro Woche in Gramm

Woche SHAM | OVX 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
vert vert horiz horiz

3 16+0,4 [(21+0,9 (22+0,8 22+0,7 22+0,3 21+2,6
(*9)

4 16+0,8 | 22+1,9 | 23+1,4 23+0,8 23+0,2 23+0,4
(*9)

5 15+1,1 | 23+1,0 | 22+0,6 22+0,9 23+0,7 23+0,8
(*9)

6 16+0,9 | 22+0,8 | 22+1,3 21+0,4 22+0,4 22+0,9
(*9)

7 17+0,7 | 21+0,9 | 21+0,8 21+0,9 22+0,5 22+0,8
(*¢)

8 16+0,5 | 20+1,1 | 20+0,9 20+1,0 21+0,9 21+0,6
(*9)

9 16+0,5 | 19+1,1 | 21+2,2 20+2,7 19+0,6 21+2,9

10 12+2,2 | 13+1,3 | 13+2,7 13+1,5 14+0,7 14+0,7

11 16+2,1 | 15+1,3 | 14+0,9 16+4,0 15+1,4 14+2,1

12 16+0,9 | 16+1,7 | 16%1,0 15+1,3 16+0,3 15+0,4

13 17+0,1 | 18+2,0 | 16%3,3 15+2,0 16+£2,9 17+0,4

14 16+0,8 | 18+2,0 | 18+0,4 17+0,6 18+0,5 18+0,2
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3.3 Uterusgewicht am Tag der Obduktion
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Abbildung 30: Darstellung des Messparameters Uterusgewicht am Tag der Obduktion (g); 1 =
signifikant gegeniiber SHAM, *=p < 0,05 = signifikant

Alle Testgruppen weisen nach OVX signifikant niedrigere Uterusgewichte zum
Zeitpunkt der Obduktion als die SHAM-Kontrollgruppe auf (Abb. 30, Tab. 12). Die
in Abbildung 30 und Tabelle 12 verwendeten Daten sind identisch mit denen in
weiteren Arbeiten aus dieser Forschungsgruppe, dort werden die Einfliisse der
WBV auf die Wirbelkoérper (Fiirst 2014), die Muskeln (Dissertation in Vorberei-
tung’) und die Femora (Dissertation in Vorbereitungs) der Ratten des selben Tier-

versuchs untersucht.

Tabelle 12: Darstellung des Messparameters Uterusgewicht am Tag der Ob-
duktion * Standardabweichung in Gramm [g]

Mess- SHAM ovx 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
grofde vert vert horiz horiz
Uterus- 0,62+0,16 | 0,12+0,01 | 0,13+0,05 | 0,12+0,04 | 0,12+0,02 | 0,12+0,02
geWiCht *1 *1 *1 *1 *1

e @ @ @ @ @

7 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers

8 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers
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3.4 Biomechanischer Test

Im Folgenden werden die Ergebnisse des biomechanischen Tests in Form von
Balkendiagrammen dargestellt (Abb. 31-32). In Tabelle 13 erfolgt eine

Zusammenfassung der Ergebnisse.

3.4.1 Elastizitat

N/mm
F
brd
_|
—

Abbildung 31: Darstellung des Messparameters Elastizitit

Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Testgruppen in Bezug auf
die Elastizitiat erkennbar (Abb. 54, Tab. 13). Es ist jedoch eine Tendenz zu erken-
nen, dass alle Testgruppen mit Ganzkoérpervibration eine hohere Elastizitat auf-

weisen. Es sind hohe Standardabweichungen zu beobachten.
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3.4.2 Streckgrenze

100+

80+
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Abbildung 32: Darstellung des Messparameters Streckgrenze

Es sind ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Testgruppen in
Bezug auf die Streckgrenze erkennbar (Abb. 32, Tab. 13). Mit Ausnahme der 35Hz-
vert-Testgruppe zeigen die Testgruppen mit Ganzkoérpervibration eine Tendenz zu
hoheren Streckgrenzen. Es sind wiederum hohe Standardabweichungen zu be-

obachten.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Mittelwerte + Standardabweichung der
Messergebnisse des biomechanischen Tests

Messgrofde | SHAM ovX 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
vert vert horiz horiz

Steigung | 34,333 | 33,0¢4,2 |39,8+4,8 |44,0+6,6 |46,0¢55 |44,6:87
(N/mm)

Yield Load | 33,7+6,7 | 34,5£10,6 | 31,4+6,8 |47,7+15,4 | 46,4+8,6 | 39,5+8,2
)

3.5 Mikro-CT

Anschliefend werden die einzenen Ergebnisse der Mikrocomputertomographie-
Untersuchung mittels Balkendiagrammen dargestellt (Abb. 33-42). Im Anschluss

werden alle Ergebnisse tabellarisch zusammengefasst (Tab. 14).
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3.5.1 Messparameter des Gesamtgewebes
Als Gesamtgewebe wird die Kortikalis inklusive Kallus bezeichnet. Es wurde nur

der Bereich 2,5 mm ober- und unterhalb der Osteotomieebene gemessen.

3.5.1.1 BV/TV (Anteil des 3.5.1.2 Mittlere Dichte Gesamtgewebe
mineralisierten Knochens am
Gesamtvolumen)
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-|_ 15009 T xl x1 sl *1
- * 1
40 _|_ _ —I— _ T T T —_ T
]
° > 10004
'|' o
20+
500+
3 L L] L) L] L) L) (; L] L) L] L) L)
~ N X . . . X . .
%QS§\ 0:‘. l‘)ié $Aé vo‘\$ ‘\e‘\w ézﬁ‘\ 04‘? ‘)Aé V\é‘ \\0‘0 ,Qo‘&
V
R I £ S

Abbildung 33: Darstellung des Messpara- Abbildung 34: Darstellung des Messparame-
meters BV/TV (Anteil des mineralisierten ters mittlere Dichte Gesamtgewebe; ! = signifi-
Knochens am Gesamtvolumen); ! = signifi- kant gegeniiber SHAM, * = p < 0,05 = signifikant
kant gegeniiber SHAM, * = p < 0,05 = signifi-

kant
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3.5.1.3 Volumen Gesamtgewebe 3.5.1.4 Dichte Gesamtgewebe
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Abbildung 35: Darstellung des Messparame-  Abbildung 36: Darstellung des Messparame-
ters Volumen Gesamtgewebe ters Dichte Gesamtgewebe; ! = signifikant

gegeniiber SHAM, *=p < 0,05

Betrachtet man den Anteil des mineralisierten Knochens am Gesamtvolumen,
weist die 35Hz-horiz-Testgruppe einen signifikanten Unterschied zur SHAM-

Kontrollgruppe auf (Abb. 33, Tab. 14).

Bei der mittleren Dichte des Gesamtgewebes zeigen sowohl die OVX- Testgruppe,
als auch die 35Hz-vert-, die 70Hz-vert- und die 35Hz-horiz-Testgruppe signifikant
schlechtere Werte als die SHAM-Kontrollgruppe (Abb. 34, Tab. 14).

Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Testgruppen in Bezug auf
das Volumen des Gesamtgewebes erkennbar (Abb. 35, Tab. 14), obwohl die 35Hz-
vert-, die 70Hz-vert- und die 35Hz-horiz-Testgruppe eine Tendenz in Richtung
eines hoheren Volumens des Gesamtgewebes aufzeigen. Es sind hohe Standardab-

weichungen zu finden.

Bei Betrachtung der Dichte des Gesamtgewebes zeigt die Testgruppe OVX eine sig-
nifikant niedrigere Dichte im Gegensatz zur SHAM-Kontrollgruppe. Die 35Hz-vert-
und die 70Hz-vert- sowie die 35Hz-horiz-Testgruppe weisen ebenfalls signifikante
Unterschiede zur SHAM-Kontrollgruppe in Bezug auf die Dichte des Gesamtgewe-
bes auf (Abb. 36, Tab. 14).
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3.5.2 Messparameter der Kortikalis

3.5.2.1 Mittlere Dichte Kortikalis
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Abbildung 37: Darstellung des
Messparameters mittlere Dichte Kortikalis;
1= signifikant gegeniiber SHAM, 5 = signifikant
gegeniiber 35Hz-horiz, *= p < 0,05 = signifikant

3.5.2.2 Volumen Kortikalis
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Abbildung 38: Darstellung des
Messparameters Volumen Kortikalis; 1 =
signifikant gegeniiber SHAM, * = p < 0,05 =
signifikant

Bei den die Kortikalis betreffenden Messparametern féllt bei der mittleren Dichte

ein signifikanter Unterschied zwischen der 35Hz-horiz-Testgruppe und der SHAM-

Kontrollgruppe auf. Die 70Hz-horiz-Testgruppe unterscheidet sich ebenfalls signi-

fikant von der 35Hz-horiz-Testgruppe in Bezug auf die mittlere Dichte der Kortika-

lis (Abb. 37, Tab. 14).

Das Volumen der Kortikalis weist bei der 35Hz-horiz-Testgruppe signifikant nied-

rigere Ergebnisse als bei der SHAM-Kontrollgruppe auf (Abb. 38, Tab. 14). Die tib-

rigen Testgruppen haben ebenfalls niedrigere Werte als die SHAM-Kontrollgruppe.
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3.5.2.3 Dichte Kortikalis
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Abbildung 39: Darstellung des Messparame-
ters Dichte Kortikalis; ! = signifikant gegeniiber
SHAM, 5 = signifikant gegentiber 35Hz-horiz, *=p <
0,05 = signifikant

Die Kortikalisdichte ist bei der 35Hz-horiz-Testgruppe signifikant niedriger als bei
der SHAM-Kontrollgruppe. Die 70Hz-horiz-Testgruppe unterscheidet sich zusatz-
lich signifikant von der 35Hz-horiz-Testgruppe (Abb. 39, Tab. 14).
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3.5.3 Messparameter des spongiosen Gewebes

Als spongioses Gewebe wird das Gesamtgewebe ohne Kortikalis bezeichnet. Der

Kallus ist darin enthalten.

3.5.3.1 Mittlere Dichte spongioses 3.5.3.2 Volumen spongioses Gewebe
Gewebe
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Abbildung 40: Darstellung des Messparame-  Abbildung 41: Darstellung des Messparame-

ters mittlere Dichte spongidses Gewebe; 1 = ters Volumen spongi6ses Gewebe
signifikant gegeniiber SHAM, * = p < 0,05 = signi-
fikant

3.5.3.3 Dichte spongioses Gewebe
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Abbildung 42: Darstellung des Messparameters
Dichte spongidses Gewebe; ! = signifikant gegen-
tiber SHAM, * = p < 0,05 = signifikant
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Bei Betrachtung der mittleren Dichte des spongiosen Gewebes fallen zwischen der
OVX-Testgruppe und der SHAM-Kontrollgruppe signifikant niedrigere Messergeb-
nisse auf. Die 70Hz-vert- und die 35Hz-horiz-Testgruppe weisen ebenfalls signifi-

kante Unterschiede zur SHAM-Kontrollgruppe auf (Abb. 40, Tab. 14).

In Bezug auf das Volumen des spongiosen Gewebes sind keine signifikanten Unter-
schiede erkennbar. Jedoch tendieren die 35Hz-vert-, 70Hz-vert- und 35Hz-horiz-

Testgruppe zu hoheren Volumina (Abb. 41, Tab 14).

Die Dichte des spongitsen Gewebes ist bei der OVX-Testgruppe gegeniiber der
SHAM-Kontrollgruppe signifikant vermindert. Die Dichten des spongidsen Gewe-
bes der OVX-, der 70Hz-vert- und der 35Hz-horiz-Versuchsgruppe sind signifikant
gegeniiber der SHAM-Kontrollgruppe verringert (Abb. 42, Tab. 14).
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Tabelle 14: Zusammenfassung der Mittelwerte + Standardabweichung der

Messergebnisse der MikroCT-Untersuchung

[mg/cm?]

Messpara- SHAM ovX 35Hz vert | 70Hz vert | 35Hz 70Hz

meter horiz horiz

BV/TV [%] 39,05+13,8 | 28,32+9,84 | 29,24+19,9 | 25,00+10,9 | 20,03+9,17 | 29,70£10,0
3 1 8 (*1) 1

Mittlere 1393+119, | 1182+111, | 1215+135, | 1170+£120, | 1186+69,6 | 1269+122,

Dichte Ge- 40 40 30 50 8 10

samtgewebe 1 *1 *1 *1

GVl (1) (1) (1) 1)

Volumen 74,12+23,5 | 79,01+21,1 | 87,26+28,6 | 91,97+25,4 | 100,10+22, | 78,46+22,1

Gesamtge- 1 7 8 2 80 4

webe [mm3]

Dichte Ge- 338,40+31, | 282,60+29, | 291,30+35, | 279,30+31, | 283,70+18, | 305,60+32,

samtgewebe | 58 47 79 89 44 31

[mg/cm3] (*1) (*1) (1) (*1)

Mittlere 3563+64,1 | 3456+142, | 3441+162, | 3451+125, | 3330+125, | 3478103,

Dichte Kor- | 2 30 00 30 90 80

tikalis 1 X5

[GVal] M *)

Volumen 26,10+4,61 | 20,79+3,55 | 22,24+7,62 | 20,82+3,21 | 18,70+5,56 | 21,72+4,83

Kortikalis (1)

[mm?3]

Dichte Kor- | 912,60+16, | 884,20+37, | 880,40+42, | 882,90+33, | 850,90+33, | 890,20+27,

tikalis 97 64 85 16 31 46

[mg/cm3] (*1) (*5)

Mittlere 19884209, | 1662+239, | 1714317, | 1614234, | 1540+179, | 1764+221,

Dichte 50 40 40 50 20 80

spongioses - *1 *1

Gewebe Y Y M

[GVal]

Volumen 100,20+21, | 99,83+20,5 | 109,70+23, | 112,80+24, | 118,80+22, | 100,20+22,

spongidses 13 5 75 62 90 66

Gewebe

[mm?3]

Dichte 495,70+55, | 409,50+63, | 423,30483, | 396,90+62, | 377,20+47, | 436,50+58,

spongioses 44 34 98 04 42 70

Gewebe (1) (1) (*1)
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3.6 Mikroradiographie

In diesem Abschnitt werden die einzelnen Ergebnisse der Mikroradiographie-
Untersuchung zunachst in Sdulendiagrammen (Abb. 43-53) und im Anschluss in

einer zusammenfassenden Tabelle (Tab. 15) dargestellt.

3.6.1 Messparameter der Kortikalis

3.6.1.1 Kortikalisdicke distal ventral 3.6.1.2 Kortikalisdicke distal dorsal

i 2.01
) *2 1
1.5- : '
*1 %1 *1 1.54 _|_ T
| g 0] T T -|_ )
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Abbildung 43: Darstellung des Messpara- Abbildung 44: Darstellung des Messparame-
meters Kortikalisdicke distal ventral; 1 = ters Kortikalisdicke distal dorsal

signifikant gegeniiber SHAM, 2 = signifikant
gegeniiber OVX, * = p < 0,05 = signifikant
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3.6.1.3 Knochendichte Kortikalis 3.6.1.4 Knochendichte Kortikalis distal
distal ventral dorsal
*5
| — |
x4
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150~ . s ,
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Abbildung 45: Darstellung des Messpara- Abbildung 46: Darstellung des Messpara-
meters Knochendichte Kortikalis distal meters Knochendichte Kortikalis distal
ventral; ! = signifikant gegentiiber SHAM, 2= dorsal

signifikant gegeniiber OVX, 3 = signifikant
gegeniiber 35Hz-vert, 4= signifikant gegen-
iiber 70Hz-vert, 5 = signifikant gegeniiber
35Hz-horiz * = p < 0,05 = signifikant

In Bezug auf die distale ventrale Kortikalisdicke zeigen die 70Hz-vert-, die 70Hz-
horiz- und die 35Hz-horiz-Testgruppe signifikant hohere Werte als die SHAM-
Kontrollgruppe. Die 70Hz-vert-Versuchsgruppe weist eine signifikant dickere Kor-
tikalis als die OVX-Testgruppe auf. Ebenso verhalt es sich bei der 70Hz-horiz-
Testgruppe (Abb. 43, Tab. 15).

Betrachtet man die distale dorsale Kortikalisdicke, sind keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den einzelnen Testgruppen erkennbar.
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Die Knochendichte der distalen ventralen Kortikalis ist bei der 70Hz-horiz-
Testgruppe mit einem Mittelwert von 97,49 % signifikant niedriger als bei allen
anderen Testgruppen (Abb. 45, Tab. 15).

Die Knochendiche der distalen dorsalen Kortikalis weist wiederum keine

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Testgruppen auf.

3.6.2 Messparameter der Knochendurchmesser

3.6.2.1 Knochendurchmesser 3.6.2.2 Knochendurchmesser distal
proximal
*5 8-
8+ ’ %2 '_"
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Abbildung 47: Darstellung des Messparame- Abbildung 48: Darstellung des Messparame-
ters Knochendurchmesser proximal; 2=sig-  ters Knochendurchmesser distal

nifikant gegeniiber OVX, 5 = signifikant gegen-

iiber 35Hz-horiz, *= p < 0,01 = signifikant

Bei den Messparametern, die den Knochendurchmesser betreffen, sind nur auf der
proximalen Seite Signifikanzen erkennbar. Die 70Hz-horiz-Testgruppe weist ge-
geniiber der OVX-Testgruppe und gegeniiber der 35Hz-horiz-Testgruppe einen

signifikant grofderen proximalen Knochendurchmesser auf (Abb. 47, Tab. 15).

In Bezug auf den distalen Knochendurchmesser sind keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den einzelnen Testgruppen erkennbar, jedoch ergeben sich dhn-
liche Tendenzen wie bei dem proximalen: Die 35Hz-vert- und die 70Hz-horiz-
Testgruppe weisen eine Tendenz in Richtung eines hoheren Durchmessers auf

(Abb. 48, Tab. 15). Die hohen Standardabweichungen sind zu beachten.
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3.6.3 Messparameter des Kallus
3.6.3.1 Kallusdicke ventral
2.0

*2
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Abbildung 49: Darstellung des Messparame-
ters Kallusdicke ventral; 2 = signifikant gegen-
iiber OVX, * = p < 0,05 = signifikant

3.6.3.2 Kallusdicke dorsal

2.5+

7417

1.0+

0.5+
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Abbildung 50: Darstellung des Messparame-
ters Kallusdicke dorsal

Die Kallusdicke zeigt sich ventral bei der 70Hz-horiz Versuchsgruppe mit 1,0 mm

signifikant gegeniiber der OVX-Testgruppe erhoht (Abb. 49, Tab. 15). In Bezug auf

die dorsale Kallusdicke sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Testgruppen erkennbar (Abb. 50, Tab. 15).



3 Ergebnisse

77

3.6.3.3 Knochendichte Kallus ventral
100- * xl %! %l
T
80 '|' T T T 1
604
2
404
20
S & & &
v. Q)
c}b ) QS

Q‘ 4ﬁp ¥ N
Nog & » v
RN 4

Abbildung 51: Darstellung des Messparame-
ters Knochendichte Kallus ventral; ! = signi-
fikant gegeniiber SHAM, * = p < 0,05 = signifi-
kant

3.6.3.5 Knochendichte Kallus endostal
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Abbildung 53: Darstellung des Messparame-
ters Knochendichte Kallus endostal; ! = signifi-
kant gegeniiber SHAM, 2 = signifikant gegeniiber
OVX, 3 = signifikant gegeniiber 35Hz-vert, *=p <
0,05 = signifikant

3.6.3.4 Knochendichte Kallus dorsal
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Abbildung 52: Darstellung des Messpara-
meters Knochendichte Kallus dorsal; 1 =
signifikant gegeniiber SHAM - 2 = signifikant
gegeniiber OVX, * = p < 0,05 = signifikant

Alle Testgruppen mit Ganzkorpervibration weisen signifikante hohere Knochen-

dichtewerte des ventralen Kallus im Vergleich zur SHAM-Kontrollgruppe auf (Abb.
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51, Tab. 15). Die beiden horizontalen WBV-Versuchsgruppen zeigen einen Trend

zur Zunahme der Kallusdichte auch gegentiber OVX.

Bei Betrachtung des dorsalen Kallus zeigt die 70Hz-horiz-Testgruppe gegeniiber
der SHAM-Kontrollgruppe und der OVX-Testgruppe einen signifikant héheren
Knochendichtewert (Abb. 52, Tab 15).

Die Knochendichtewerte des endostalen Kallus sind bei der 70Hz-vert-, der 35Hz-
horiz- und der 70Hz-horiz-Testgruppe signifikant hoher als bei der SHAM-
Kontrollgruppe. Zusatzlich unterscheidet sich der Knochendichtewert des endosta-
len Kallus der 70Hz-vert-Testgruppe signifikant von dem der 35Hz-vert-
Testgruppe. Die 70Hz-horiz-Testgruppe weist aufderdem signifikant héhere Kno-
chendichtewerte des endostalen Kallus als die OVX und die 35Hz-vert-Testgruppe
auf (Abb. 53, Tab. 15).

3.6.4 Messparameter des trabekulidren Netzwerkes

3.6.4.1 Knochendichte der Trabekel  3.6.4.2 Anzahl Trabekelkreuzungen

distal absolut
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Abbildung 54: Darstellung des Messpara- Abbildung 55: Darstellung des Messparame-

meters Knochendichte der Trabekel distal ters Anzahl Trabekelkreuzungen absolut
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3.6.4.3 Dichte der 3.6.4.4 Mittlere Trabekeldichte
Trabekelkreuzungen
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Abbildung 56: Darstellung des Messpara- Abbildung 57: Darstellung des Messparame-
meters Dichte der Trabekelkreuzungen; %= ters mittlere Trabekeldichte

signifikant gegeniiber OVX, 3 = signifikant
gegeniiber 35Hz-vert, 5 = signifikant gegen-
iiber 35Hz-horiz, * = p < 0,05 = signifikant

Bedingt durch die doch sehr hohen Standardabweichungen finden sich
vergleichsweise wenig signifikante Unterschiede, obwohl deutliche Trends zu
identifizieren sind. Die 70Hz-vert-Testgruppe weist bei allen trabekuldren
Messwerten die hochsten Mittelwerte auf (Abb. 54, 55 und 57, Tab. 15).
Tendenziell ist die 70Hz-vert-Testgruppe in Bezug auf die Knochendichte der
Trabekel gegentiiber der SHAM-Kontrollgruppe mit hoheren Messwerten auffallig.
Die Trabekelkreuzungen sind tendenziell bei allen Testgruppen aufer der 70Hz-
vert Gruppe niedriger als die der SHAM-Gruppe.

Betrachtet man die Dichte der Trabekelkreuzungen, fallt eine signifikant hohere
Dichte der 70Hz-vert-Testgruppe im Vergleich zu der OVX-Testgruppe, der 35Hz-
vert- sowie der 35Hz-horiz-Testgruppe auf (Abb. 56, Tab. 15).
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Mittelwerte + Standardabweichung der

Messergebnisse der Mikoradiographie

Messparameter SHAM ovX 35Hzvert | 70Hzvert | 35Hz 70Hz
horiz horiz
Kortikalisdicke 0,73+0,12 | 0,74+0,15 | 0,90+0,29 | 0,99+0,28 | 0,89+0,13 | 0,99+0,29
distal ventral [mm] (*1); (*2) (*1) (*1); ()
Kortikalisdicke 0,97+0,23 | 1,01+x0.36 | 1,09+0,36 | 1,05+0,38 | 1,04+0,29 | 1,15+0,24
distal dorsal [mm]
Knochendichte 99,25+0,8 | 99,43+1,1 | 99,53+0,7 | 99,50+0,7 | 98,81+1,2 | 97,49+2,5
Kortikalis distal 7 2 3 8 3 1
ventral [%] (*1); (%2);
(=) ¢4
**)
Knochendichte 99,40+1,4 | 99,69+0,6 | 99,62+0,8 | 99,92+0,1 | 99,58+1,0 | 99,41+1,2
Kortikalis distal 3 3 8 3 8 2
dorsal [%]
Knochendurch- 4,79+1,11 | 3,93+#1,15 | 4,82+1,52 | 4,69+1,58 | 3,92+1,41 | 5,05+1,33
messer proximal
[mm] ’ ) ()
Knochendurch- 3,79+1,06 | 3,68+1,11 | 4,62+1,08 | 3,87+1,38 | 3,71+£1,20 | 4,65%1,22
messer distal [mm]
Kallusdicke ven- 0,87+0,36 | 0,69+0,22 | 0,89+0,40 | 0,98+0,47 | 0,98+0,50 | 1,0+0,59
tral [mm] (*2)
Kallusdicke dorsal 1,54+0,53 1,32+0,63 1,30+0,47 1,65+0,53 1,49+0,77 1,44+0,47
[mm]
Knochendichte 68,12+15, | 74,5615, | 78,93+16, | 83,85+9,5 | 81,76+12, | 83,05%9,7
Kallus ventral [%] 48 42 29 7 71 8
(*1) (*1) (*1) (*1)
Knochendichte 69,30+13, | 69,6118, | 76,14+14, | 71,5715, | 78.68+13, | 81,29+9,4
Kallus dorsal [%)] 36 68 87 08 03 7
()
Knochendichte 62,70+15, | 66,96+18, | 63,76+24, | 77,97+19, | 77,13+ 82,43+13,
Kallus endostal [%] | 98 99 87 86 18,54 31
9; () Y 1; (%)
*)
Knochendichte der | 16,19+10, | 16,31+11, | 13,17+10, | 20,48+11, | 16,40+9,9 | 16,62+11,
Trabekel distal [%] | 03 43 53 14 1 26
Anzahl Trabekel- 8,18+8,80 | 580+5,87 | 7,40+6,37 | 8,74+8,38 | 6,61+5,30 | 7,11+ 7,93
kreuzungen abso-
lut
Dichte der Trabe- 1,19+ 1,19 | 094+0,86 | 0,76+0,77 | 1,81+1,84 | 0,92+0,69 | 1,01+1,18
kelkreuzungen R
[mm?] (*2); (*3);
**)
Mittlere Trabekel- | 3,78+0,94 | 3,89+1,19 | 3,99+1,38 | 4,20+1,15 | 3,66+0,98 | 3,88+ 1,06

dichte [um]
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3.7 Polychrome Sequenzmarkierung

Im Folgenden sind die Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung in Form
von Balkendiagrammen dargestellt (Abb. 58-69). Tabelle 16 und Abbildung 70 im

Anschluss fassen die Ergebnisse zusammen.

3.7.1 Ventrale Messparameter

3.7.1.1 Gesamte Kallusflaiche ventral 3.7.1.2 CG-Kallusflache ventral
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Abbildung 58: Darstellung des Messpara- Abbildung 59: Darstellung des Messparame-

meters gesamte Kallusfliche ventral ters CG-Kallusfldche ventral



3 Ergebnisse 82

3.7.1.3 AK-Kallusflache ventral 3.7.1.4 TC-Kallusflache ventral
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Abbildung 60: Darstellung des Messparame- Abbildung 61: Darstellung des Messpa-

ters AK-Kallusfliche ventral rameters TC-Kallusfliche ventral; 1 =
signifikant gegentiiber SHAM, 2 = signifikant
gegeniiber OVX, 3 = signifikant gegeniiber
35Hz-vert, * = p < 0,05 = signifikant

Ventral weist lediglich die Tetracyclin-markierte, spate Kallusbildung signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Die OVX-Testgruppe zeigt hier eine signi-
fikant geringere Kallusneubildung im Vergleich zur SHAM-Kontrollgruppe. Die
35Hz-horiz-Testgruppe unterscheidet sich ebenfalls signifikant von der OVX-
Testgruppe und der 35Hz-vert-Testgruppe (Abb. 61, Tab. 16). Die hohe Stan-
dardabweichung der 35Hz-horiz-Testgruppe ist dabei zu beachten.

Betrachtet man die gesamte ventrale Kallusflache (Abb. 58), so ist sie am grofiten
bei der SHAM-Kontrollgruppe und der 35Hz-horiz-Testgruppe und bei der OVX-
Gruppe erwartungsgemafd am geringsten. Die ventrale AK-Kallusflache, die CG-
Kallusflache sowie die gesamte Kallusflache weisen keinerlei signifikante Unter-

schiede zwischen den jeweiligen Versuchsgruppen auf (Abb. 58-60, Tab. 16).
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3.7.2 Dorsale Messparameter

3.7.2.1 Gesamte Kallusflache dorsal

*3

Lrs11]

Abbildung 62: Darstellung des Messparame-
ters gesamte Kallusfldche dorsal; ! = signifi-
kant gegeniiber SHAM, 3 = signifikant gegentiber
35Hz-vert, * = p < 0,05 = signifikant

3.7.2.3 AK-Kallusflache dorsal
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Abbildung 64: Darstellung des Messparame-
ters AK-Kallusflache dorsal; 2 = signifikant
gegeniiber OVX, 3 = signifikant gegeniiber 35Hz-
vert, 5 = signifikant gegentiber 35Hz-horiz, *=p
< 0,05 = signifikant
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Abbildung 63: Darstellung des Messparame-

ters CG-Kallusflidche dorsal; ! = signifikant ge-
geniiber SHAM, * = p < 0,05 = signifikant

3.7.2.4 TC-Kallusflache dorsal
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Abbildung 65: Darstellung des Messparame-

ters TC-Kallusfldche dorsal; 3 = signifikant

gegentliber 35Hz-vert, * = p < 0,05 = signifikant

Die gesamte dorsale Kallusfliche weist bei der 35Hz-vert-Testgruppe eine signifi-

kant Kkleinere Flache als die SHAM-Kontrollgruppe auf. Die Testgruppe 35Hz-vert
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unterscheidet sich zudem signifikant von der 70Hz-horiz-Testgruppe (Abb. 62,
Tab. 16).

Die dorsale CG-Kallusflache weist bei der 70Hz-vert- und bei der 70Hz-horiz-
Testgruppe eine signifikant kleinere Flache als die SHAM-Kontrollgruppe auf (Abb.
63, Tab. 16). Insgesamt ist die dorsale Kallusneubildung in dieser frithen Phase am

stiarksten.

Betrachtet man die dorsale AK-Kallusflache, so fillt eine signifikant grofdere Kal-
lusneubildung der 70Hz-horiz- als bei der OVX-Testgruppe auf. Die 35Hz-vert- un-
terscheidet sich signifikant von der 70Hz-horiz-Testgruppe. Die 35Hz-horiz- sowie
die 70Hz-horiz-Testgruppe unterscheiden sich ebenfalls signifikant voneinander
(Abb. 64, Tab 16).

Bei Betrachtung der dorsalen TC-Kallusflaiche weisen die 35Hz-horiz- und 70Hz-
horiz- eine signifikant grofdere Flache als die 35Hz-vert-Testgruppe auf (Abb. 65,
Tab. 16).

3.7.3 Endostale Messparameter

3.7.3.1 Gesamte endostale 3.7.3.2 CG-Kallusflache endostal
Kallusflache
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Abbildung 66: Darstellung des Messparame- Abbildung 67: Darstellung des Messparame-

ters gesamte endostale Kallusfliche ters CG-Kallusfliche endostal; ! = signifikant
gegeniiber SHAM, 2 = signifikant gegeniiber OVX,
* = p < 0,05 = signifikant
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3.7.3.3 AK-Kallusflache endostal
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Abbildung 68: Darstellung des Messparame-
ters AK-Kallusflache endostal

3.7.3.4 TC-Kallusflache endostal
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Abbildung 69: Darstellung des Messparame-
ters TC-Kallusflache endostal

Endostal weist lediglich die CG-Kallusflache signifikante Unterschiede zwischen

den Gruppen auf. Die OVX-Testgruppe zeigt hier eine signifikant hohere Kallus-

neubildung im Vergleich zur 70Hz-vert-Testgruppe. Alle Versuchsgruppen, die ei-

ne Ganzkorpervibration erhielten,

Kallusflache (Abb. 67, Tab. 16) gegeniiber der SHAM-Gruppe.

zeigen eine signifikant niedrigere CG-

Die endostale gesamte Kallusflache, die AK-Kallusflache sowie die TC-Kallusflache

weisen keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Versuchs-

gruppen auf (Abb. 66, 68 und 69, Tab. 16). Die endostale Kallusbildung ist in dieser

spaten Phase am starksten.
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Tabelle 16: Zusammenfassung der Mittelwerte + Standardabweichung der

Messergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung

Messparameter SHAM ovX 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
vert vert horiz horiz
gesamte Kallusfla- 1,25+0,75 | 0,79+0,51 | 0,86+0,80 | 1,08+0,82 | 1,29+1,06 | 1,05+0,99
che ventral [mm?]
CG-Kallusfliache 0,30+0,31 | 0,27+0,24 | 0,23+£0,29 | 0,27+0,35 | 0,27+0,26 | 0,21+0,30
ventral [mm?2]
AK-Kallusfliache 0,35+0,28 | 0,24+0,23 | 0,29+0,33 | 0,35+0,31 | 0,36+0,31 | 0,38+0,40
ventral [mm?2]
TC-Kallusflache 0,57+0,47 | 0,25+0,21 | 0,32+0,36 | 0,43+0,36 | 0,64+0,66 | 0,44+0,39
ventral [mm?] (*1) (2); (*9)
gesamte Kallusfla- 3,04+1,52 | 2,42+1,13 | 2,03+£1,09 | 2,39+1,21 | 2,68+1,50 | 3,02+1,16
che dorsal [mm?] () (9
CG-Kallus-fliche 1,26+0,50 | 1,02+0,76 | 0,89+0,52 | 0,77+0,55 | 0,97+0,58 | 0,84+0,55
dorsal [mm?] ) (1)
AK-Kallusfliche 0,82+0,54 | 0,67+0,38 | 0,63+0,45 | 0,83+0,47 | 0,76+0,44 | 1,11+0,50
dorsal [mm?] (%42); (*3);
(*3)
TC-Kallusflache dor- | 0,83+0,67 | 0,76+0,56 | 0,46+0,40 | 0,73+0,45 | 0,92+0,72 | 0,95%0,72
sal [mmz] (*3) (*3)
Gesamte endostale 3,70+1,54 | 3,16+0,96 | 3,32+1,64 | 2,87+1,52 | 3,29+1,36 | 3,26%1,36
Kallusfliche [mm?]
CG-Kallus-flache 1,42+0,81 | 1,01+0,69 | 0,76+0,52 | 0,60+0,52 | 0,70£0,56 | 0,72+0,53
endostal [mm?2] 1) (*1); (*2) (*1 &)
AK-Kallusfliche 1,05+0,67 | 0,82+0,52 | 0,90+0,57 | 0,75+0,51 | 1,04+0,59 | 1,11+0,74
endostal [mm?]
TC-Kallus-fliche 1,14+0,69 | 1,30+0,50 | 1,51+0,90 | 1,44+1,00 | 1,51+0,64 | 1,42+0,84

endostal [mm?]

Abbildung 70 fasst noch einmal die zeitlichen Zusammenhange, die durch die poly-

chrome Sequenzmarkierung ermittelt wurden, unabhangig von der Lokalisation

des Kalluswachstums zusammen (Abb. 70). Es wurden jeweils die betreffenden

CG-, AK- und TC-Messwerte addiert.
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Abbildung 70: Darstellung der Messergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung unab-
hingig von der Lokalisation in mm?

3.8 Zusammenfassung aller Ergebnisse

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse aller Untersuchungen (Kap. 3.4-3.7) der
vorliegenden Arbeit als Tendenzen in Bezug auf die gesunde SHAM-
Kontrollgruppe und in Tabelle 18 bezogen auf die osteoporotische Testgruppe OVX
dargestellt. Sie soll die positive wie auch negative Wirkung der WBV auf die
osteoporotische Tibiafrakturheilung herausstellen:

Der biomechanische Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. In der Zusammenschau aller untersuchten Messparameter der
Mikrocomputertomographie zeigten sich ausschlieRlich signifikant niedrigere
Ergebnisse im Vergleich zur SHAM-Kontrollgruppe. In der mikroradiographischen
Untersuchung fanden sich ventral bei den Kortikalis- und Kallus-Messparametern
und beim endostalen Kallus signifikant hohere Messwerte. Die polychrome
Sequenzmarkierung zeigte ein Mischbild der beiden vorhergehenden
Untersuchungen. So ist die endostale CG-Kallusflache signifikant niedriger, ebenso
teilweise die dorsalen TC-Kallusfliche und die gesamte Kallusflache. Die CG-
Kallusflache ist dorsal hingegen wieder signifikant hoher als die der SHAM-
Kontrollgruppe.
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In Tabelle 17 und 18 wurden zur Verdeutlichung der Ergebnisse folgende Symbole
verwendet:

< = keine signifikanten Unterschiede

W = signifikant niedriger

A = signifikant hoher

Tabelle 17: Zusammenfassung aller signifikanten Unterschiede zur SHAM-
Gruppe

Messparameter SHAM | OVX | 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
vert vert horiz horiz

Gewicht der Versuchstiere im Verlauf

Futteraufuahme im Verlaut _-----

Uterusgewicht & v 7 7 7 7
Steigung (N/mm) & & & & & &
Yield Load (N) & & & & & &
BV/TV <:> < v o = =
Mittlere Dichte Gesamtgewebe N4 v v v Vv Vv
Volumen Gesamtgewebe & & & & & &
Dichte Gesamtgewebe o v v 7 Vv &
Mittlere Dichte Kortikalis & & & & v &
Volumen Kortikalis & & & & 7 &
Dichte Kortikalis 3 < 2 < 7 v
Mittlere Dichte spongitses Gewebe N4 v & v 7 &
Volumen spongidses Gewebe & & & & & &
Dichte sponﬁibses Gewebe & Vv & 7 v &
Kortikalisdicke distal ventral & & & A A A
Kortikalisdicke distal dorsal Nl & & & & &
Knochendichte Kortikalis dist. & & & & Ao A
ventral

Knochendichte Kortikalis dist. 354 & & & & &
dorsal

Knochendurchmesser proximal N4 & & & & &
Knochendurchmesser distal N4 & & & & &
Kallusdicke ventral & & & & & &
Kallusdicke dorsal & & & & & &
Knochendichte Kallus ventral & & A () N N
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Knochendichte Kallus dorsal N4 & & & & &
Knochendichte Kallus endostal & & & [ A A
Knochendichte der Trabekel distal N4 & & & & &
Anzahl Trabekelkreuzungen & & & & & &
abs.

Dichte der Trabekelkreuzungen & & & & & &
Mittlere Trabekeldichte & & & & & &
gesamte Kallusflache ventral N4 & & & & &
CG-Kallusfldche ventral < & & & & &
AK-Kallusfliche ventral & & & & & &
TC-Kallusfldche ventral & v & & & =2
gesamte Kallusflache dorsal & & 7 & & &
CG-Kallusfliche dorsal 3 S o 7 =3 v
AK-Kallusflache dorsal N4 & & & & &
TC-Kallusfldche dorsal & & & & & &
gesamte endostale Kallusflache N4 & & & & &
CG-Kallusfliche endostal < s v 2 v Vv
AK-Kallusflache endostal & & & & & &
TC-Kallusfldche endostal N & & & & &
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Tabelle 18: Zusammenfassung aller signifikanten Unterschiede zur OVX-

Gruppe

Messparameter SHAM | OVX | 35Hz 70Hz 35Hz 70Hz
vert vert horiz horiz

Gewicht der Versuchstiere im Verlauf

Futteraufuahme im Verlaut m--mmm

Uterusgewicht S I P P P P

Steigung (N/mm) & & & & & &
Yield Load lNl & & & & & &
BV/TV & & & & & &
Mittlere Dichte Gesamtgewebe N4 N4 N4 & & &
Volumen Gesamtgewebe & & & & & &
Dichte Gesamtgewebe N4 N4 & & & &
Mittlere Dichte Kortikalis & & & & & &
Volumen Kortikalis & & & & & &
Dichte Kortikalis & & & & & &
Mittlere Dichte spongidses Gewebe N4 N4 N4 & & &
Volumen spongitses Gewebe & & & & & &
Dichte sgonﬁiéses Gewebe N4 Nd & & & &
Kortikalisdicke distal ventral & & & A < 0
Kortikalisdicke distal dorsal & N4 & & & &
Knochendichte Kortikalis dist. & & & & & ()
ventral

Knochendichte Kortikalis dist. 354 & & & & &
dorsal

Knochendurchmesser proximal & & & & & A
Knochendurchmesser distal N4 N4 & & & &
Kallusdicke ventral & & & & & N
Kallusdicke dorsal & & & & & &
Knochendichte Kallus ventral & & & & & &
Knochendichte Kallus dorsal & & & i & A
Knochendichte Kallus endostal & & & & & )
Knochendichte der Trabekel distal N4 N4 N4 & & &
Anzahl Trabekelkreuzungen & & & & & &
abs.

Dichte der Trabekelkreuzungen & & & A & &
Mittlere Trabekeldichte & & & & & &
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gesamte Kallusflache ventral

CG-Kallusflache ventral

AK-Kallusflache ventral

TC-Kallusflache ventral

gesamte Kallusflache dorsal

CG-Kallusflache dorsal

AK-Kallusflache dorsal

TC-Kallusflache dorsal

gesamte endostale Kallusflache

CG-Kallusflache endostal

AK-Kallusflache endostal
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4 Diskussion

4.1 Modell fiir die osteoporotische Frakturheilung

Neben weiteren Tiermodellen hat sich die weibliche ovarektomierte Ratte seit
Jahrzehnten als das Modell zur Untersuchung der postmenopausalen Osteoporose
etabliert (Wronski et al. 1985; Kalu 1991). Die Ovarektomie fiihrt nach wenigen
Wochen zur einem signifikanten Verlust an Knochendichte. Der BMD-Verlust in
diesem Modell entspricht in den relevanten Parametern dem verstiarkten
Knochenumbau und Spongiosa-Verlust der postmenopausalen Osteoporose der
Frau. Die Osteoporose der ovarektomierten Ratte reagiert sehr ahnlich auf
medikamentése Therapie, zum Beispiel mit Parathormon, Ostrogen oder
Bisphosphonaten (Kalu 1991). Die Skelettabschnitte mit der groften Ahnlichkeit
zur postmenopausalen Frau stellen in diesem Rattenmodell die proximale Tibia,
das distale Femur und die Lendenwirbelsdule dar (Thompson et al. 1995). Einen
wesentlichen Unterschied beschrieben Miller und Wronski 1993. Sie untersuchten
in einem Versuch an zwolf osteoporotischen Ratten tiber 540 Tage das Auftreten
von Spontanfrakturen. Es konnte jedoch keine erhohte Inzidenz im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werden, wiahrend Spontanfrakturen, zum Beispiel an
Wirbelkorpern, einen wesentlichen Faktor in der Klinik der postmenopausalen
Osteoporose der Frau darstellen. Die verminderten trabekuldren Verbindungen bei
Rattenknochen des OVX-Modells wurden bereits frither im spongiésen Knochen
bei dlteren Menschen beschrieben (Arnold et al. 1966; Compston et al. 1987).

Die Osteoporose manifestiert sich bei OVX-Ratten innerhalb von acht bis zehn Wo-
chen und fiihrt zu einem signifikanten BMD-Verlust (Jee und Yao 2001), nach 6
Monaten kann dieser sogar bis zu 50 % betragen (Wronski et al. 1985; Thompson
et al. 1995). Yamaura et al. beschrieben 1996, dass es bereits wenige Tage nach der
Ovarektomie zu einer steigenden Anzahl an Osteoklasten kommt, was im weiteren
Verlauf zu einer geringeren Dicke der Trabekel fiihrt. Der Verlust an Spongiosa
manifestiert sich in den langen Réhrenknochen wie Femur und Tibia, besonders
stark an der Metaphyse (Wronski et al. 1985; Yoshida et al. 1991). Dies ist dartiiber
hinaus von klinischer Relevanz, da ein grofser Prozentsatz der osteoporosebeding-

ten Frakturen an der Metaphyse entsteht. Aus diesem Grund wurde im vorliegen-



4 Diskussion 93

den Versuch die Fraktur mittels standardisierter Osteotomie und anschliefRender
Plattenosteosynthese metaphysar platziert. Viele vorhergehende Versuche zur os-
teoporotischen Frakturheilung beschaftigten sich hingegen mit der Diaphyse, die
Manifestation der Osteoporose fallt dort jedoch deutlich geringer aus (Wolf et al.
1998; Kubo et al. 1999). Von Bedeutung ist auch, dass metaphysare Frakturen mit-
tels endostaler Uberbriickung des Frakturspaltes heilen (Stuermer et al. 2010b),
wohingegen Frakturen der Diaphyse in der Mehrzahl der Fille iiber eine periostale
Kallusbildung heilen. Die ventro-laterale Osteosynthese ermdglicht Mikrobewe-
gungen im Frakturspalt, was zusadtzlich zur endostalen Frakturheilung zur Ausbil-

dung eines geringen periostalen Kallus fiihrt (Daub 2010; Stuermer et al. 2010b).

Den Erfolg der Ovarektomie belegen die in Abschnitt 3.3 dargestellten Ergebnisse
zu den Uterusgewichten. Im Vergleich mit der SHAM-Kontrollgruppe zeigen alle
Versuchsgruppen signifikant niedrigere Uterusgewichte, was dem Ostrogenmangel

geschuldet ist.

4.2  Gewicht und Futteraufnahme

Das Gewicht der Versuchstiere stieg iiber den Verlauf des Tierversuches deutlich
an. Ab der zweiten Versuchswoche wogen die Tiere der scheinoperierten
Kontrollgruppe signifikant weniger als die der lbrigen Versuchsgruppen. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Publikationen (Fukushima et al. 2000,
Stuermer et al. 2010a, Komrakova et al. 2009, 2013, 2014). Da die Tiere zu Beginn
des Tierversuchs mit einem Alter von 3 Monaten nicht ausgewachsen waren, war
die Gewichtszunahme zum Teil durch das Wachstum bedingt (Komrakova et al.
2009). Ein zusatzlicher Grund fiir die starkere Gewichtszunahme der
ovarektomierten gegeniiber den scheinoperierten Tieren war eine durch
Ostrogenmangel bedingte vermehrte Fetteinlagerung (Notomi et al. 2003).

Zudem nahmen die ovarektomierten Versuchstiere bis zur Osteotomie deutlich
mehr Futter zu sich. Im Anschluss an die Osteotomie war bei allen Versuchstieren
eine erniedrigte Futteraufnahme zu beobachten, aufgrund derer es zu einem
voriibergehenden Abfall der Gewichtszunahme kam. Dieser Sachverhalt wurde
bereits bei vorangegangenen Tierversuchen aus dieser Arbeitsgruppe beschrieben
und im Zusammenhang mit der Narkose und postoperativen Schmerzen gesehen,

die trotz Schmerzmedikation aufgetreten sein konnen (Komrakova et al. 2009).
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Zum anderen wurde in &lteren Veroffentlichungen beschrieben, dass die
niedrigere Aktivitdt mit Atrophie der Muskeln (Machida und Booth 2004) sowie
Knochensubstanzverlust (Smith und Gilligan 1991) und damit verbundenem
Gewichtsverlust einherging. In Bezug auf das Korpergewicht der Versuchstiere
(Abb. 28), die Uterusgewichte (Abb. 30) und die Futtermenge (Abb. 29) wird auch
auf die Ergebnisse der weiteren Dissertationen zu Wirbelkorpern (Filirst 2014),
Muskeln (Dissertation in Vorbereitung®) und Femora (Dissertation in

Vorbereitung!?) verwiesen.

4.3  Analyse des biomechanischen Tests

Der biomechanische Test stellt zum einen eine Uberpriifung der Qualitit der Frak-
turheilung dar und untersucht zum anderen den Einfluss der Vibration auf die Sta-
bilitdt des Knochens. Bei osteoporotischen Knochen wird eine niedrigere Elastizi-
tat aufgrund eines fritheren Eintretens von Mikrofrakturen im Vergleich zu gesun-
den Knochen erwartet (Stuermer et al. 2006). Der biomechanische Test wurde
durch die Software jedoch unterbrochen, bevor Frakturen entstanden, da ansons-
ten irreversible Verformungen der Knochen verursacht worden waren. Dies hatte
die weiterfiihrenden Untersuchungen beeinflusst. Eine gesteigerte Steifigkeit des

Knochens (engl.: stiffness) ware vorteilhaft fiir die Stabilitdat des Knochens.

Es konnte in diversen Studien ein positiver Einfluss durch die WBV auf den Kno-
chen aufgezeigt werden. Zum Beispiel zeigten Flieger et al. 1998, dass eine tagliche
30-mintitige WBV von 50 Hz mit einer vertikalen Beschleunigung von 2 g bei
zwolfwochiger Versuchsdauer die Osteoporose bei OVX-Ratten nahezu aufheben
konnte. Die durch Osteoporose bedingte Verschlechterung der Knochendichte
konnte auch in einem weiteren Versuch bei ovarektomierten Ratten durch WBV
tiber 90 Tage verbessert werden. Die Ratten erhielten hierzu taglich eine WBV bei
45 Hz und 1,0 mm Amplitude (Oxlund et al. 2003). In diesem Versuch zeigte die
ovarektomierte Testgruppe, die keine WBYV erhielt, signifikant niedrigere Messpa-
rameter als die SHAM-Kontrollgruppe in der biomechanischen Untersuchung. Die
osteoporotische Gruppe, die zusatzlich eine Ganzkoérpervibration erhielt, verbes-

serte sich signifikant sowohl gegeniiber der SHAM- als auch der OVX-Gruppe.

9 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers

10 Mit freundlicher Genehmigung des Verfassers
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Leung et al. konnten 2009 durch Vibrationstherapie bei 35 Hz fiir 20 Minuten pro
Tag an fiinf Tagen in der Woche die biomechanische Stabilitdt des Kallus einer
standardisierten Femurschaftfraktur signifikant verbessern (Leung et al. 2009).
Allerdings wurden in dieser Versuchsanordnung die Ratten nicht ovarektomiert
und waren somit nicht osteoporotisch. Die Osteosynthese unterschied sich eben-
falls von der in unserem Versuch. Es wurde eine intramedullare Marknagelung
mittels Kirschner-Drahten und keine Plattenosteosynthese verwendet. Somit lag
wahrend der Frakturheilung eine andere biomechanische Situation mit mehr Be-
wegungen im Frakturspalt vor als in dem Versuch, der dieser Arbeit zugrunde
liegt. Im Jahr 2010 konnte dieselbe Forschungsgruppe mit dem gleichen Versuchs-
aufbau und zusatzlicher Ovarektomie einen signifikanten Vorteil zwischen osteo-
porotischen Versuchsgruppen mit und ohne Vibrationstherapie in Bezug auf die
Bruchkraft des Knochens im biomechanischem Test nachweisen (Shi et al. 2010).
Die anderen Ergebnisse fielen allerdings weniger deutlich, d.h. signifikant aus, da
hier die Osteoporose an der Diaphyse, die bekanntermafden erheblich geringer

ausgepragt ist als die an der Metaphyse, fokussiert wurde.

In unserem Versuch konnten alle WBV-Versuchsgruppen durch die Vibrationsthe-
rapie hohere Messergebnisse in Bezug auf die Steifigkeit des Knochens als die bei-
den Kontrollgruppen erzielen. Das Signifikanzniveau wurde jedoch bei keiner
Gruppe erreicht. Die osteoporotische Kontrollgruppe hatte erwartungsgemaf} die
niedrigsten Messwerte. Die Streckgrenze (yield load) stellt die maximale Belast-
barkeit des Knochens dar; sie ist der Endpunkt der elastischen Verformung, bevor
erste (Mikro-)Frakturen als Zeichen plastischer Verformung auftreten. Die Gruppe
mit vertikaler WBV bei 35 Hz zeigte eine verringerte Streckgrenze; die tibrigen
Testgruppen mit WBV zeigten eine grofdere Belastbarkeit als die SHAM- und die
OVX-Gruppe. Allerdings waren die Unterschiede auch in Bezug auf die Streckgren-
ze aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht signifikant. Es konnte somit
in der vorliegenden Arbeit durch den biomechanischen Test keine signifikante
Verbesserung hinsichtlich der Qualitat des Kallus durch horizontale oder vertikale
Vibration bewiesen werden. Sollte eine Wertung vorgenommen werden, so zeigt
sich allenfalls eine tendenzartige Verbesserung der biomechanischen Eigenschaf-
ten bei 70 Hz. In weiteren Versuchen dieser Arbeitsgruppe konnten ebenfalls keine

signifikanten Einfliisse der Vibration auf die biomechanische Stabilitiat des Kallus
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nachgewiesen werden (Komrakova et al. 2013). Eine signifikante Verschlechterung
der biomechanischen Eigenschaften durch die Osteoporose, wie zu erwarten ge-
wesen ware, konnte jedoch ebenfalls bei dieser Versuchsdauer nicht identifiziert
werden. Auch dies ist auf die hohen Standardabweichungen zuriickzufiihren, die
bereits in fritheren Arbeiten beschrieben wurden und als Problem des biomecha-
nischen Tests sowohl im Ratten- als auch im analogen Mausemodell gesehen wer-
den (Manigrasso und O’Connor 2004). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, wei-

terfiihrende Untersuchungen mit anderen Methoden durchzufiihren.

4.4  Analyse der Ergebnisse der Mikrocomputertomographie
(nCT) und der Mikroradiographie

Die pCT ist eine relativ neue Methode zur Untersuchung der Knochenheilung im
Kleintiermodell und wurde in Publikationen dieser Arbeitsgruppe bereits
mehrfach verwendet (Stuermer et al. 2013; Komrakova et al. 2013). Es handelt
sich um eine Untersuchungsmethode, die quantitative Aussagen iber die
Mikrostruktur des Knochens sowie tber die Beziehung zwischen kortikalen und
trabekularen Strukturen ermdglicht (Graichen et a. 1999). Man kann die Knochen-,
Kallus- und Kortikalisdichte sowie das Knochenvolumen und den Anteil des
mineralisierten Knochens am Gesamtvolumen (BV/TV) messen. Die
Dichtebestimmung ist mit dieser Methode deutlich differenzierter maglich, die
Durchfiihrung der Scanvorgange ist jedoch sehr zeitintensiv. Die Abgrenzung von
Trabekelstrukturen und Kallus ist mit dieser Methode allerdings schlechter
moglich als mit ldnger etablierten Untersuchungsmethoden wie der
Mikroradiographie oder der polychromen Sequenzmakierung in der
Histomorphometrie. Die Mikroradiographie liefert Erkenntnisse iiber die
kortikalen Strukturen sowie iiber die feinen trabekuldren Strukturen des
Knochens. Die Trabekelanalyse ist deutlich genauer moglich, allerdings erfordert
diese Methode einen hohen Personal- und Arbeitsaufwand zur Anfertigung der
Mikroradiographien. Es handelt sich um ein etabliertes Untersuchungsverfahren,
das bereits in diversen Studien mit Miusen, Ratten und Schafen zum Einsatz kam.
Jedoch ist diese Untersuchungsmethode nur zweidimensional. Aus diesem Grund
wurden in der vorliegenden Analyse beide Untersuchungsmethoden durchgefiihrt,

um die gesamte Komplexitit der untersuchten Strukturen dreidimensional
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darstellen zu konnen. Die beiden Verfahren sind zwar kompetitiv, in Bezug auf die

Trabekel jedoch additiv.

Durch die standardisierte Osteotomie, die stets einen Frakturspalt gleicher Breite
erzeugt, und die ebenfalls standardisierte Plattenosteosynthese (vgl. Kap. 2.1.5)
konnte die Uberbriickung des Frakturspaltes genau analysiert werden. In der uCT-
Untersuchung, der Mikroradiographie und der polychromen Sequenzmarkierung
wurde stets nur der relevante Abschnitt des Knochens bis 2,5 mm ober- und un-

terhalb der Osteotomie (vgl. Kap. 2.3.3, Kap. 2.4.3, Kap. 2.5.4) analysiert.

Die osteoporotische Kontrollgruppe erzielte im Vergleich zur gesunden Kontroll-
gruppe SHAM signifikant niedrigere Messergebnisse in Bezug auf die Dichte des
Gesamtgewebes und des spongiosen Gewebes, das den weichen und den harten
Kallus beinhaltet. Dies bestatigt die zu erwartende Abnahme der Knochenqualitat
durch die Ovarektomie-induzierte Osteoporose. Die Dichte des Gesamtgewebes
sank erwartungsgemaf? bei allen osteoporotischen Testgruppen mit und ohne Vib-
rationstherapie im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Die Gruppe mit hori-
zontaler 70 Hz-Therapie war die einzige, bei der diese Dichteabnahme nicht signi-
fikant war. Die Gruppe mit vertikaler 35 Hz-Therapie und die beiden Gruppen mit
horizontaler Vibration erreichten hohere Messwerte als die osteoporotische Kon-

trollgruppe. Dies kann bereits als Teilerfolg angesehen werden.

Es ware in der mikroradiographischen Untersuchung ebenfalls zu erwarten gewe-
sen, dass die Messparameter der osteoporotischen Kontrollgruppe signifikant un-
ter denen der gesunden Kontrollgruppe liegen. Dies ist jedoch nicht der Fall, was
unter anderem der Standardabweichung geschuldet ist, die bei den Messparame-
tern Knochendichte des ventralen, des dorsalen und des endostalen Kallus beson-

ders hoch ausfiel.

Die vertikale Vibration bei 35 Hz beeinflusste diverse Parameter im Vergleich zur
osteoporotischen Kontrollgruppe positiv: den Anteil des mineralisierten Knochens
am Gesamtvolumen (BV/TV), das Volumen des Gesamtgewebes, die Dichte des
Gesamtgewebes, das Volumen der Kortikalis und des spongidésen Gewebes sowie

die Dichte des spongiosen Gewebes. Interessanterweise war die Dichte des Ge-
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samtgewebes signifikant niedriger als bei der gesunden Kontrollgruppe. Das deut-
lich erhohte Volumen des Gesamtgewebes in Verbindung mit den signifikant nied-
rigeren Dichtewerten der Kortikalis im Vergleich zur nicht osteoporotischen Kon-
trollgruppe lasst den Schluss zu, dass das Wachstum hier zwar angeregt wird, die
Qualitat des entstandenen Gewebes jedoch geringer als die von gesundem Gewebe
ist. Die Dichte des spongiosen Gewebes nahm allerdings im Vergleich zur osteo-
porotischen Kontrollgruppe zu, die signifikant niedrigere Messwerte als die ge-
sunde Kontrollgruppe aufwies. Dies zeigt eine positive Beeinflussung durch verti-

kale 35 Hz-Therapie.

In der mikroradiographischen Untersuchung erzielte die Gruppe mit vertikaler
WBYV bei 35 Hz zwar bereits in einem Grof3teil der Messparameter hohere Werte
als die osteoporotische Kontrollgruppe, jedoch weniger als die tibrigen Versuchs-
gruppen mit WBV. In Bezug auf die Knochendichte des ventralen Kallus konnte,
wie bei allen WBV-Testgruppen, ein signifikant hdherer Messwert im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe erzielt werden. Diese Versuchsgruppe erzielte die zweit-
besten Ergebnisse in der pCT. In der mikroradiographischen Untersuchung konnte
dieser Trend nicht bestatigt werden, die vertikale Vibration bei 35 Hz zeigte sich

den anderen WBV-Versuchsgruppen sogar teils signifikant unterlegen.

Die vertikale Vibration bei 70 Hz beeinflusste in der pCT-Untersuchung das Volu-
men des Gesamtgewebes, das Volumen der Kortikalis und das Volumen des spon-
giosen Gewebes positiv im Vergleich zur osteoporotischen Kontrollgruppe. Die
Dichte des Gesamtgewebes und des spongiésen Gewebes waren wiederum signifi-

kant niedriger als bei der gesunden Kontrollgruppe.

In der mikroradiographischen Untersuchung wies diese Gruppe in ausnahmslos
allen Messparametern eine positive Tendenz im Vergleich zur osteoporotischen
Kontrollgruppe auf. Die ventrale distale Kortikalisdicke und die Dichte der Trabe-
kelkreuzungen nahmen sogar signifikant gegeniiber der osteoporotischen Kon-
trollgruppe zu. Die Dichte der Trabekelkreuzungen zeigte sich auch der Gruppe mit
vertikaler 35 Hz-Therapie und der Gruppe mit horizontaler WBV bei 35 Hz signifi-
kant Uberlegen. Der endostale Kallus erreichte Signifikanzniveau gegentiber der

gesunden Kontrollgruppe und der Gruppe mit vertikaler 35 Hz-Therapie.
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Vergleicht man den Einfluss der beiden Testgruppen mit vertikaler Vibration, so
scheint sich ein geringer Vorteil fiir 70 Hz zu ergeben. Dies steht im Einklang mit

den Ergebnissen von Flieger und Oxlund (Flieger et al. 1998; Oxlund et al. 2003).

Die Vibration bei 35 Hz in horizontaler Richtung ergab in der pCT-Untersuchung
im Vergleich zur osteoporotischen Kontrollgruppe eine positive Beeinflussung des
Volumens des Gesamtgewebes, der Dichte des Gesamtgewebes und des spongiosen
Gewebevolumens. Die Dichte des Gesamtgewebes und des spongiésen Gewebes

war jedoch abermals signifikant niedriger als bei der gesunden Kontrollgruppe.

In der mikroradiographischen Untersuchung zeigte diese Versuchsgruppe zwar die
wenigsten positiven Tendenzen im Vergleich zur osteoporotischen Kontrollgrup-
pe, das Signifikanzniveau wurde jedoch gegeniiber der gesunden Gruppe in drei
Messparametern erreicht. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen der anderen
WBV-Versuchsgruppen, so sind die der Gruppe, die eine horizontale 35 Hz-
Therapie erhielt bis auf wenige Ausnahmen niedriger. Diese Frequenz scheint sich

also im Vergleich der Vibrationsregime am wenigsten zu eignen.

Die horizontale Vibration bei 70 Hz ergab die mit Abstand positivste Beeinflussung
der Messparameter der pCT-Untersuchung im Vergleich zur ovarektomierten Kon-
trollgruppe. Der Anteil des mineralisierten Knochens am Gesamtvolumen (BV/TV),
die Dichte des Gesamtgewebes, das Volumen der Kortikalis, die Dichte der Kortika-
lis, das Volumen des spongiésen Gewebes sowie die Dichte des spongiosen Gewe-
bes waren hoher als bei der osteoporotischen Kontrollgruppe. Besonders vorteil-
haft im Vergleich zu den anderen WBV-Versuchsgruppen, wenn auch nicht signifi-
kant, beeinflusste dieses Vibrationsregime die Dichte des Gesamtgewebes. Die ho-
rizontale Vibration bei 70 Hz induzierte hier als einzige Frequenz eine hohere
Dichte als die osteoporotische Kontrollgruppe. Die Dichte der Kortikalis manifes-
tierte sich zusatzlich noch signifikant grofier als bei der Gruppe mit horizontaler

35 Hz-Therapie.

Auch in der mikroradiographischen Untersuchung verbesserte diese Versuchs-

gruppe diverse Parameter signifikant gegeniiber der osteoporotischen Kontroll-
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gruppe. Die Knochendichte des Kallus (ventral, dorsal und endostal) erzielte hier

die hochsten Messwerte aller Versuchsgruppen.

Es konnten durch die horizontale Vibration bei 70 Hz sogar signifikante Steigerun-
gen Uber das Niveau der gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen werden: Die dis-
tale ventrale Kortikalisdicke, die Knochendichte des Kallus ventral und die Kno-
chendichte des Kallus endostal zeigten Signifikanzniveau im Vergleich zur gesun-

den Kontrollgruppe.

Der Knochendurchmesser proximal zeigte sich zusatzlich noch signifikant gegen-
iiber der Gruppe mit horizontaler 35 Hz-Therapie gesteigert. Der endostale Kallus
zeigte gegeniliber der Gruppe mit vertikaler WBV bei 35Hz eine gesteigerte Kno-
chendichte.

Es konnte kein Parameter durch die pCT-Untersuchung identifiziert werden, der
eine signifikante Steigerung der Messwerte gegeniiber der osteoporotischen Kon-
trollgruppe aufzeigte. Die Gruppe mit horizontaler 70 Hz-Therapie und die Gruppe
mit vertikaler 35 Hz-Therapie zeigten hier am haufigsten positive Tendenzen. Die
horizontale Vibration bei 70 Hz zeigte sich in einem Messparameter, der Dichte der

Kortikalis, signifikant der Gruppe mit horizontaler Vibration bei 35 Hz iiberlegen.

Komrakova et al. publizierten 2013 eine Arbeit an osteoporotischen und osteoto-
mierten Ratten mit vertikaler WBV (35, 50, 75 und 90 Hz) im Vergleich zu horizon-
taler WBV (35, 50, 75 und 90 Hz), in der nach dem giinstigsten Vibrationsregime
gesucht wurde. Der Vergleich konnte einen positiven Einfluss der vertikalen Ganz-
korpervibrationstherapie bei 35 und 50 Hz in Bezug auf das BV/TV darstellen. Bei
diesen Frequenzen konnte das BV/TV-Niveau auf das der gesunden Kontrollgrup-

pe angehoben werden.

In der mikroradiographischen Untersuchung fallt auf, dass die Gruppe mit horizon-
taler 70 Hz-Therapie gegeniiber der osteoporotischen Kontrollgruppe in vielen
Messparametern signifikant bessere Ergebnisse zeigt. Andere Autoren berichten
hingegen von einem eher nachteiligen Einfluss der horizontalen Vibration (Kom-
rakova et al. 2013) und einem vorteilhaften der vertikalen Vibration (Sarmiento et

al. 1977; Goodship und Kenwright 1985). Die vertikale Vibration entspricht der
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Belastung der Rattentibia in vivo beim Laufen oder Springen, was mit den Ergeb-
nissen dieses Versuches zu vereinen ist, da die Gruppe mit vertikaler WBV bei 70
Hz in Bezug auf alle Messparameter positiv beeinflusst wurde. Zusatzlich steht dies
mit den weiteren Ergebnissen dieser Forschungsgruppe in Einklang (Komrakova
et al. 2013; Trautmann 2014): Bei vertikaler Vibration mit verschiedenen vertika-
len Frequenzen (35, 50, 70, 90 Hz) resultieren die besten Ergebnisse bei osteo-

porotischer Frakturheilung nach WBV mit hoher Frequenz.

Auch die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen den positiven Einfluss der WBV auf

die Knochenbruchheilung durch hohe horizontale und vertikale Frequenzen.

Die Ergebnisse der mikroradiographischen Untersuchung korrelieren nicht mit
den Ergebnissen der pCT-Untersuchungen und sind sogar teilweise kontrar. In den
uCT-Untersuchungen stellt sich die vertikale 35 Hz-Therapie gut dar und erzielt
gegeniiber der osteoporotischen Kontrollgruppe Verbesserungen, ebenso gut
scheint die horizontale 70 Hz-Therapie. In der Mikroradiographie zeigt sich eine
deutliche Tendenz zu den beiden hoheren Frequenzen. Die vertikale 35 Hz-
Therapie kann hier die positiven Ergebnisse nicht bestatigen. Dartiber hinaus kdn-
nen die unterschiedlichen Ergebnisse auch dadurch bedingt sein, dass in der
Mikroradiographie nur eine Flachendichte und keine Volumendichte wie beim pCT

berechnet werden kann.

4.5 Analyse der polychromen Sequenzmarkierung

Die polychrome Sequenzmarkierung wurde zum Zweck der zeitlichen Beurteilung
der Frakturheilung vorgenommen. Durch die unterschiedlichen Fluorochrome war
es moglich, genau zu bestimmen, zu welchem Zeitpunkt welches Gewebe neu
gebildet wurde. Frithere Untersuchungen zeigten bereits, dass die frithe Phase der
osteoporotischen Frakturheilung qualitativ negativ beeintrachtigt ist und zeitlich
in Riickstand gerat (Namkung-Matthai et al. 2001). Auch die spate Phase der
Frakturheilung unterscheidet sich bei Osteoporose negativ von der im Gesunden
(Kubo et al. 1999).

Die gesamte Kallusfliche zeigte eine Zunahme von ventral iiber dorsal nach
endostal. Die Kallusflichen der WBV-behandelten Versuchsgruppen und der
osteoporotischen Kontrollgruppe lagen ventral, dorsal und endostal samtlich unter

dem Niveau der gesunden Kontrollgruppe. Die WBV-behandelten Versuchs-
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gruppen konnten ventral jedoch alle eine gegeniiber der osteoporotischen
Kontrollgruppe erhohte Gesamtkallusfliche erzielen, die osteoporotische
Kontrollgruppe selbst erzielte deutlich niedrigere Werte als die gesunde
Kontrollgruppe. Dorsal wurde die Gesamtkallusflache durch die vertikale Vibration
bei 35 Hz und 70 Hz allerdings eher negativ beeinflusst: Hier war die Kallusflache
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erniedrigt und sogar
geringer als die der osteoporotischen Kontrollgruppe. Die Versuchsgruppen mit
horizontaler WBV erzielten dorsal eine grofiere Fliche als die osteoporotische
Kontrollgruppe. Die Gruppe mit horizontaler 70 Hz-Therapie erzielte hier
signifikant hohere Werte als die Gruppe mit vertikaler 35 Hz-Therapie. Endostal
erreichten alle WBV Versuchsgruppen grofiere Gesamtkallusflachen als die OVX-
Gruppe, die wiederum selbst deutlich niedrigere Werte als die gesunde
Kontrollgruppe erzielte, die Ausnahme bildete die Gruppe mit vertikaler 70 Hz-
Therapie.

Abbildung 70 verdeutlicht fiir die einzelnen Versuchsgruppen die addierte
Kallusflache (ventral + dorsal + endostal), die in dem entsprechenden Zeitraum

(CG, AK oder TC) entstanden ist (vgl. Abb. 70).

Diese Arbeit zeigte in der polychromen Sequenzmarkierung, dass in der frithen
Phase des Frakturheilungsprozesses, also innerhalb der ersten 18 Tage, gekenn-
zeichnet durch das Fluorochrom ,CG“ in allen Testgruppen mit WBYV signifikant
weniger Kallus endostal gebildet wurde als bei der gesunden Kontrollgruppe. Die
Gruppe mit vertikaler 35 Hz-Therapie erzielte im ersten Messzeitraum an allen
gemessenen Flachen niedrigere Werte als die osteoporotische Kontrollgruppe. Die
beiden Gruppen mit horizontaler Vibration konnten lediglich dorsal bessere Er-
gebnisse als die osteoporotische Kontrollgruppe erzielen. Die frithe Phase der
Frakturheilung konnte also durch die Ganzkoérpervibration nicht vorteilhaft beein-
flusst werden. Dies ist dadurch bedingt, dass die Phase der enchondralen Ossifika-
tion bei der osteoporotischen Frakturheilung verlangert ist, was zu einer verzoger-
ten Kallusbildung fiihrt (Islam et al. 2005). In ihr werden mehr Osteoklasten und
Osteoblasten rekrutiert (Hao et al. 2007). Zusatzlich zu der verzogerten enchond-
ralen Ossifikation wiesen Xu et al. 2004 eine gréfiere Anzahl von Osteoklasten an

den Trabekeln und unregelmafdiger angeordnete Trabekel im Kallus nach.
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Im Markierungszeitraum fiir das Fluorochrom ,AK“ wurde der Zeitraum zwischen
dem 19. und dem 26. Tag nach der Osteotomie untersucht. Die Gruppe mit vertika-
ler 35 Hz-Therapie erzielte im zweiten Messzeitraum ventral und endostal hohere
Werte als die osteoporotische Kontrollgruppe, dorsal niedrigere. Die Gruppe mit
vertikaler WBV bei 70 Hz erreichte ventral und dorsal bessere Ergebnisse als die
osteoporotische Kontrollgruppe, endostal wiederum schlechtere. Die beiden Grup-
pen mit horizontaler Vibration wiesen an allen Messpunkten signifikante oder
deutlich bessere Ergebnisse als die osteoporotische Kontrollgruppe auf, wobei hier
70 Hz noch der 35 Hz iiberlegen war. In Summe bildeten alle Gruppen mit WBV-
Therapie in dieser Phase mehr Kallus als die osteoporotische Kontrollgruppe (vgl.

Abb. 70).

Das Ende des Untersuchungszeitraumes zwischen dem 27. und 35. Tag wurde
durch das Fluorochrom , TC“ markiert. In diesem Zeitraum stellten sich die beiden
vertikalen Vibrationsfrequenzen wiederum schlechter dar als die beiden horizon-
talen. Die Gruppen mit vertikaler Therapie zeigten ventral und endostal eine gro-
3ere Flache als die osteoporotische Kontrollgruppe, jedoch dorsal eine niedrigere.
Sie Ubertrafen zwar das Niveau der osteoporotischen Kontrollgruppe, lagen aber
deutlich hinter der Kallusneubildung der WBV-Versuchsgruppen mit horizontaler
Vibration. Diese erzielten iiberall deutlich hohere Werte als die osteoporotische
Kontrollgruppe und iibertrafen sogar das Niveau der gesunden Kontrollgruppe
(vgl. Abb. 70). In dieser spaten Phase der Kallusbildung war allerdings die horizon-
tale 35 Hz- der 70 Hz-Therapie liberlegen. Ventral zeigte sich diese Frequenz der
osteoporotischen Kontrollgruppe und der vertikalen Vibration bei 35 Hz signifi-
kant tberlegen. Dorsal konnte in beiden horizontalen WBV-Versuchsgruppen sig-
nifikant mehr Wachstum als in der Gruppe mit vertikaler 35 Hz-Therapie induziert

werden.

Komrakova et al. verglichen 2013 ebenfalls den Einfluss von horizontaler und ver-
tikaler WBV auf die Frakturheilung im osteoporotischen Rattenmodell. Auch sie
fanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kallusflichen. Allerdings
konnte ein gegeniiber der osteoporotischen Kontrollgruppe vergréfierter endosta-
ler Kallus durch horizontale Vibration identifiziert werden. Hier war das Kallus-
wachstum in der dritten Woche am starksten (Komrakova et al. 2013). Stiirmer et

al. zeigten 2014 einen negativen Effekt auf die endostale Frakturheilung in der frii-
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hen Phase sowie einen positiven auf die spatere. Dies deckt sich mit den Ergebnis-
sen der vorliegenden Arbeit in Bezug auf alle Frequenzen. Samtliche untersuchte
Frequenzen zeigten endostal im CG-Intervall niedrigere Messwerte als die osteo-
porotische Kontrollgruppe und signifikant niedrigere gegeniiber der gesunden
Kontrollgruppe. Im TC-Intervall (26.-35. Tag) zeigten samtliche Messparameter,
mit Ausnahme des dorsalen Kallus bei vertikalen Frequenzen, gesteigerte Werte
gegeniiber der osteoporotischen Kontrollgruppe. Die Gesamtkallusflachen wurden
durch die horizontalen Frequenzen tendenziell positiv gegeniiber der osteoporoti-
schen Kontrollgruppe beeinflusst, wobei 70 Hz 35 Hz iiberlegen waren. Die verti-
kalen Frequenzen wirkten sich nur punktuell positiv aus, endostal zeigte nur die
Testgruppe mit vertikaler WBV bei 35 Hz eine positive Tendenz gegeniiber der

osteoporotischen Kontrollgruppe.

4.6 Fazit

Insgesamt zeigten die hohen Frequenzen eine starker positive Beeinflussung der
osteoporotischen Frakturheilung an der Tibiametaphyse der Ratte als die niedri-
gen Frequenzen - unabhangig von der Ausrichtung. Die horizontale Vibration bei
70 Hz erzeugte die positivsten Tendenzen und zeigte in mehreren Messparame-
tern sogar signifikante Steigerungen gegenitiber der osteoporotischen und auch der
gesunden Kontrollgruppe. Zu bemerken ist jedoch, dass die pCT-Untersuchung
haufiger negative Tendenzen und sogar teilweise signifikante Abnahmen des Kno-
chenvolumens gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe ergab. Die polychrome
Sequenzmarkierung zur zeitlichen Analyse des Heilungsverlaufes bestitigte dies
nochmals: Auch hier zeigte sich ein deutlicher Vorteil durch horizontale WBYV, ins-
besondere bei 70 Hz, und zwar mit signifikanten Steigerungen gegeniiber der os-
teoporotischen Kontrollgruppe sowie auch gegeniiber den beiden Versuchsgrup-
pen, die eine 35 Hz-Therapie erhielten. In Bezug auf die teilweise vorteilhafte Be-
einflussung durch hohe vertikale Frequenzen stehen die Ergebnisse dieser Arbeit
in Einklang mit denen von Trautmann (Komrakova et al. 2013; Trautmann 2014).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in dem gewahlten Versuchs-

aufbau die horizontale Vibration bei 70 Hz der vertikalen bei 70 Hz tiberlegen ist.

Ubereinstimmend mit diversen vorangegangenen Untersuchungen (Rubin et al.

2001b; Flieger et al. 1998; Oxlund et al. 2003; Sehmisch et al. 2009; Stuermer et al.
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2010a; Stuermer et al. 2010b), zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Forschungs-
ergebnisse, dass eine WBV unter anderem in der Osteoporose-Therapie sinnvoll
sein kann. Im Einzelfall kann sie auch bei Kontraindikationen einer medikamento-
sen Therapie oder zu deren Ergdnzung eingesetzt werden. Dies belegten Stiirmer
et al. in einem Tierversuch an ovarektomierten Ratten, die zusatzlich zu einer
zweimal tiglichen WBV bei 70 Hz entweder Raloxifen oder Ostrogen erhielten. Aus
den Ergebnissen wurde der Schluss gezogen, dass zu den positiven Einfllissen der
WBV-Therapie eine zusatzliche Verbesserung der Knochenbruchheilung durch
Raloxifen oder Ostrogen erreicht werden kann (Stuermer et al. 2014). Die Unter-
suchungen der Lendenwirbelkoérper derselben Versuchstiere ergab - in voélligem
Kontrast zu den Ergebnissen fiir die Frakturheilung - die besten Resultate durch
vertikale Vibration bei 35 Hz (Komrakova 2014, Fiirst 2014). Daraus ergibt sich,
dass der Einsatz der WBV gezielt im Hinblick auf das Krankheitsbild variiert wer-
den muss: Der intakte (osteoporotische) Knochen bedarf einer anderen Therapie
hinsichtlich Frequenz, Amplitude, Ausrichtung und Haufigkeit des Einsatzes als die
Fraktur. Somit besteht weiterer Forschungsbedarf damit die einzelnen Parameter
einer Ganzkorpervibrationstherapie auf jeden Patienten und sein Krankheitsbild
angepasst werden konnen. Da dieser Arbeit ein Tierversuch am osteoporotischen
Rattenmodell zugrunde liegt, besteht die Notwendigkeit, in weiteren Studien zu-
nachst an grofderen Tiermodellen und spdter auch an Menschen eindeutige Er-

kenntnisse iiber den Nutzen zu erlangen.
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5 Zusammenfassung

Osteoporose ist eine Krankheit, die weltweit Millionen Menschen betrifft und in
Anbetracht der tUberalternden Gesellschaft in Zukunft weiter an Relevanz
gewinnen wird. Dass sich eine Ganzkdrpervibration vorteilhaft auf Osteoporose
auswirken kann, wurde schon in vorausgegangenen Studien belegt (Rubin et al.
2001b; Flieger et al. 1998; Oxlund et al. 2003; Sehmisch et al. 2009; Stuermer et al.
2010a; Stuermer et al. 2010b). Jedoch konnte bisher keine Klarheit tiber die
optimale Anwendung (Dauer, Haufigkeit, Frequenz, Ausrichtung, Amplitude)
gewonnen werden. Die bisherigen Versuche unterschieden sich lediglich in den
verwendeten Frequenzen und der Therapiedauer.

Um die unterschiedlichen Einfliisse von vertikaler und horizontaler Vibration auf
die osteoporotische Frakturheilung zu untersuchen, wurde in der vorliegenden
Arbeit ein Tierversuch mit 90 weiblichen Ratten durchgefiihrt. 15 wurden
scheinoperiert und 75 wurden ovarektomiert. Innerhalb einer Latenzzeit von 8
Wochen entwickelten die ovarektomierten Versuchstiere eine Osteoporose. Im
Folgenden wurden alle Tiere an der Tibiametaphyse standardisiert osteotomiert
und mittels Plattenosteosynthese versorgt. Es wurden sechs Versuchsgruppen
gebildet: Vier Gruppen wurden einer horizontalen bzw. vertikalen
Ganzkorpervibration mit 35 Hz oder 70 Hz ausgesetzt (35Hz vert, 70Hz vert, 35Hz
horiz und 70Hz horiz). Die 1ibrigen zwei Gruppen erhielten keine
Ganzkorpervibration, wobei eine Gruppe aus nicht ovarektomierten (SHAM) und
die andere Gruppe aus Tieren nach Ovarektomie bestand (OVX). Die
Ganzkorpervibration wurde zweimal taglich tUber einen Zeitraum von vier Wochen
mit einer Amplitude von 0,5 mm durchgefiihrt. Nach Beendigung dieses
Zeitraumes wurden die Tiere per Dekapitation getotet und die Tibiae entnommen.
Anschliefend wurden ein biomechanischer Test, eine pCT-Untersuchung, eine
mikroradiographische Untersuchung sowie eine polychrome Sequenzmarkierung
durchgefiihrt. Die ersten beiden Untersuchungen konnten am praparierten
Knochen vorgenommen werden. Die letzteren erfolgten nach Einbettung der
Knochen in Methylmetacrylat und der Anfertigung von ca. 120 pm dicken

histologischen Schnitten.
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Der biomechanische Test zeigte keine signifikante Veranderung der Elastizitat
oder der Streckgrenze in allen Gruppen zueinander. Die biomechanischen
Eigenschaften des Kallus konnten nur tendenziell bei den hohen Frequenzen von
70 Hz vertikal und 70 Hz horizontal verbessert werden.

In der pCT-Untersuchung konnte weder durch horizontale noch durch vertikale
Ganzkorpervibration ein signifikanter positiver Einfluss auf die Frakturheilung im
Vergleich zur osteoporotischen Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Es zeigten
sich jedoch positive Tendenzen durch die horizontale Vibration bei 70 Hz. Die
mikroradiographische Untersuchung ergab einen positiven Einfluss der vertikalen
und der horizontalen WBV bei 70 Hz. Die horizontale Vibration bei 70 Hz konnte
im Vergleich zur osteoporotischen Kontrollgruppe die Kortikalisdicke distal
ventral, den Knochendurchmesser proximal, die Kallusdicke ventral, die
Knochendichte des ventralen und die des endostalen Kallus verbessern.

In der polychromen Sequenzmarkierung konnte insgesamt durch die WBV eine
Verschlechterung der frithen und eine Verbesserung der mittleren und spaten os-
teoporotischen Frakturheilung gezeigt werden. In der frithen Phase wirkten sich
ventral sowie endostal alle Frequenzen nachteilig aus. In der mittleren Phase war
die horizontale Vibration bei 70 Hz in Bezug auf die dorsale Kallusflache signifi-
kant vorteilhaft gegeniiber der osteoporotischen Kontrollgruppe. In der spiten
Phase erreichte die Gruppe mit horizontaler 35 Hz-Therapie in Bezug auf die vent-
rale Kallusflache gegeniiber der osteoporotischen Gruppe und der Gruppe mit ver-
tikaler 35 Hz-Therapie signifikante Steigerungen. Dorsal zeigten beide horizonta-
len Frequenzen signifikant grofiere Kallusflachen als die Gruppe mit vertikaler

35 Hz-Therapie.

In der Zusammenschau aller durchgefiihrten Untersuchungen dieser Arbeit
kristallisierte sich die horizontale Ganzkorpervibration bei 70 Hz als die
vorteilhafteste Frequenz heraus, um die osteoporotische Frakturheilung an der

Tibiametaphyse positiv zu beeinflussen.
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