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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1  Thematische Einflihrung

In einer Gesellschaft, in der die Lebenserwartung und damit der Anteil der alteren Be-
volkerung stetig zunimmt, gewinnen altersbezogene Erkrankungen an sozialmedizini-
scher und soziodkonomischer Bedeutung (Dimai et al. 2012; Bleibler et al. 2013; Hadji
et al. 2013; DVO 2014; DVO 2017). Zu diesen altersbezogenen Erkrankungen zahlen
auch chronische Erkrankungen des Bewegungsapparates wie die Osteoporose.

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine Verminderung
der Knochenmasse und eine Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewe-
bes charakterisiert ist (DVO 2014; DVO 2017). Der mit der Demineralisierung einherge-
hende Strukturverlust des Knochens flihrt durch ein Missverhaltnis zwischen Belastung
und Belastbarkeit zu einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitat sowie der Frak-
turneigung (Pollahne und Minne 2001; DVO 2014).

Die Osteoporose ist keine Erkrankung der Neuzeit. Obwohl sie erst seit den friihen
1980er Jahren im medizinischen Sprachgebrauch auftaucht, existiert sie deutlich langer
(Fujita 1997). Seit dem Mittelalter wird sie im Volksmund als ,Knochenschwund* bezeich-
net. Eine beriihmte Osteoporose-Patientin, ist die Marchen-Hexe. Obwohl das Krank-
heitsbild der Osteoporose nie direkt umschrieben wurde, zeigt die Hexe auf alten Sche-
renschnitten einen gebeugten Ricken und alle charakteristischen Symptome.

Die Osteoporose ist heute ein volkswirtschaftliches Gesundheitsproblem; weltweit sind
Menschen — Uberwiegend postmenopausale Frauen — in dreistelliger Millionenhéhe
(Strom et al. 2011; Si et al. 2014) und damit etwa 10 % der Bevolkerung betroffen (Bartl
2010). Die World Health Organization (WHO) hat die Osteoporose aufgrund der Krank-
heitsfolgen sowie Diagnose- und Therapiekosten in die Liste der weltweit zehn wichtigs-
ten Volkskrankheiten aufgenommen (Bartl 2010). Laut Schatzungen erleidet global jede
dritte Frau und jeder finfte Mann ab einem Alter von 50 Jahren im weiteren Leben eine
osteoporotisch bedingte Fraktur, wobei das Risiko altersabhangig weiter ansteigt (Strom
etal. 2011). Ab einem Alter von 75 Jahren betragt das 10-Jahres-Frakturrisiko fur Schen-
kelhalsfrakturen ohne weitere Risikofaktoren tdber 20 % (Herold 2017).

In Deutschland leiden laut Hochrechnungen ca. 6,3 Millionen Menschen an Osteoporose
(Hadji et al. 2013). Die Pravalenz ist bei Frauen deutlich héher als bei Mannern (5,2 vs.
1,1 Millionen) und steigt bei beiden Geschlechtern im Alter stark an. Die Anzahl der jahr-
lichen Neuerkrankungen wird auf 885.000 geschatzt (Hadji et al. 2013).
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Die Osteoporose wird auch als die ,stille Epidemie” bezeichnet, da die Erkrankung zu-
nachst unmerklich und ohne Symptome, verlauft, bis schlieBlich bei bereits leichter
Krafteinwirkung oder spontan eine Fraktur auftritt. Die erhéhte Frakturanfalligkeit kann
das ganze Skelett betreffen, jedoch treten Frakturen gehauft am proximalen Femur, an
den Wirbelkérpern und am distalen Radius auf (Hernlund et al. 2013).

Die individuellen Folgen der Frakturen kénnen insbesondere bei alteren Menschen
nachhaltig und mit einer hohen Krankheitsbelastung verbunden sein. Ein durch Schmer-
zen gepragter Alltag bei herabgesetzter Mobilitat bis hin zur dauerhaften Immobilisierung
und Pflegebedurftigkeit flihrt zu einer deutlichen Beeintrachtigung der Lebensqualitat
und Alltagsfahigkeit der Betroffenen (Lips und van Schoor 2005). Die Konsequenz ist
der Verlust der Selbstandigkeit mit nachfolgender gesellschaftlicher Isolierung (DVO
2014). Nach einer Osteoporose-bedingten Fraktur kdnnen 76 % der Patienten schlech-
ter gehen als zuvor, etwa 25 % sind hilfsbedirftig und 22 % dauerhaft pflegebeduirftig
(North American Menopause Society 2002; Hadji et al. 2013).

Risikofaktoren wie Schmerzen, Bewegungseinschrankungen und Bettlagerigkeit fihren
zu einem weiteren Verlust der Knochen-(mineral)-dichte (engl. bone mineral density,
BMD) und erhéhen das Risiko fur erneute Frakturen. Die Wahrscheinlichkeit, nach einer
osteoporotisch bedingten Fraktur innerhalb eines Jahres eine weitere Fraktur zu erlei-
den, betragt etwa 20 %. Der entstehende Teufelskreis fuhrt nicht selten durch Folgeer-
krankungen (z. B. Lungenentziindung, Beinvenenthrombose, Lungenembolie) zu le-
bensbedrohlichen Zustanden. Daher stehen sowohl Schenkelhals- als auch Wirbelkor-
perfrakturen mit einer erhéhten Sterblichkeitsrate in Zusammenhang. Die 1-Jahres Mor-
talitatsrate nach stattgehabter Schenkelhalsfraktur betragt bis zu 20 % (Ismail et al.
1998; North American Menopause Society 2002; Kanis et al. 2003; Johnell et al. 2004;
Abrahamsen et al. 2009; loannidis et al. 2009; Haentjens et al. 2010; Hadiji et al. 2013;
Melton et al. 2013; DVO 2014; DVO 2017; Herold 2017).

Der finanzielle Aufwand fur das deutsche Gesundheitssystem inklusive Akutversorgung,
Rehabilitation und eventuelle Pflege (Heimversorgung, familiare Wiedereingliederung)
wird in dem auf das Frakturereignis folgenden Jahr auf durchschnittlich 20.000 Euro pro
Fall geschatzt, was sich in Deutschland auf jahrlich 5,4 Milliarden Euro hochrechnen
lasst (Haussler et al. 2007; Bartl 2010).

Durch die demografische Bevdlkerungsentwicklung, den Anstieg der durchschnittlichen
Lebenserwartung sowie die Veranderung der Lebensgewohnheiten wird die Inzidenz der
Osteoporose und damit der Osteoporose-bedingten Frakturen in den kommenden Jah-

ren weiter ansteigen (Gullberg et al. 1997; Cooper et al. 1992; Compston et al. 1998;
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Cooper 1999; Meier und Kraenzlin 2013; DVO 2014). Der Dachverband der deutsch-
sprachigen wissenschaftlichen Gesellschaft flir Osteologie (DVO) prognostiziert eine
Verdoppelung der Anzahl an Erkrankten in Deutschland bis 2050 (DVO 2014). Eine Stei-
gerung der Kosten um 25 % wird bereits bis 2025 erwartet (Hernlund et al. 2013).

Damit zahlt die Osteoporose zu den gesundheitlichen und volkswirtschaftlichen Heraus-
forderungen des 21. Jahrhunderts. In diesem Sinne gilt es gleichermalden unter 6kono-
mischen wie humanitaren Gesichtspunkten die Prophylaxe, Diagnostik und Therapie der

Osteoporose weiter zu verbessern.

1.2 Knochenstoffwechsel
1.2.1 Aufbau des Knochens

,Die Knochen sind das tragende Gerlst des Korpers und bilden den Hebel, an denen
die Muskulatur ansetzt.” (Grifka und Kuster 2011). Als Organ hat der Knochen drei we-
sentliche Aufgaben:

- Stutze und Schutzfunktion

- Hamatopoese

- Mineraldepot: 99 % des Kalziums, 85 % des Phosphats und 50 % des Magnesiums
des Korpers sind im Knochen gespeichert.

Das Skelett eines Erwachsenen besteht aus 220 Knochen und macht mit einem Gewicht

von ungefahr 10 kg etwa 15 % des idealen Kérpergewichtes (KG) aus. Die Architektur

des Knochens richtet sich nach der lokalen Beanspruchung. Die fur die Stutzfunktion
erforderliche hohe Belastbarkeit und Elastizitat bei minimiertem Materialaufwand und

Gewicht (Clark et al. 1975) wird durch die lamellare Struktur des Knochengewebes er-

reicht (Bocker et al. 2004). Bei der Knochenneubildung im Rahmen der Entwicklung oder

Frakturheilung entsteht primar Geflechtknochen. Die kreuz und quer miteinander ver-

flochtenen Kollagenblndel werden erst sekundar durch Ausdifferenzierung und spater

durch Remodeling (s. Kap. 1.2.2) durch stabileren und regelmafig geschichteten Lamel-
lenknochen ersetzt. Makroskopisch werden Knochen in folgende Gruppen unterteilt:

- Lange Roéhrenknochen sind typisch flr die Extremitaten (Femur, Humerus, Tibia).
Sie gliedern sich in Diaphyse (Knochenmittelteil), Metaphysen (Knochenzwischen-
teile) und Epiphysen (Knochenenden). Die Diaphyse ist charakterisiert durch eine di-
cke oberflachliche Kortikalis und eine gering ausgepragte Spongiosa. Hierdurch ent-

steht im Knocheninneren eine zusammenhangende Knochenhdhle. Die Metaphysen
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und Epiphysen sind im Wachstumsalter durch die Wachstumsfugen (Epiphy-

senfugen) voneinander getrennt und bestehen aus Spongiosa. Beim Erwachsenen

bezeichnen die Metaphysen den Ubergang zwischen Diaphyse und Epiphyse. Das

Innere der Epiphysen wird durch Knochenbalkchen ausgefiillt. lhre Kortikalis ist ver-

gleichsweise dinn. Sie sind teilweise von Knorpel Gberzogen und tragen Gelenke (s.

Abb. 1).

- Kurze Rohrenknochen (z. B. Wirbelkérper) besitzen eine dinne Kortikalis und
eine ausflllende Spongiosa.

- Plattenknochen (Skapula, Neurokranium): Bei den Plattenknochen sind beide
Schichten nur sehr gering ausgepragt.

- Lufthaltige Knochen (Kieferknochen) sind im Inneren von einer Schleimhaut aus-

gekleidet.

Articular cartilage

Proximal —
epiphysis

Metaphysis — Spongy bone

Epiphyseal line

Red bone marrow

Endosteum

Compact bone
Diphysis — # 7]

Medullary cavity

Yellow bone marrow

Periosteum

Nutrient artery

Metaphysis —

Distal
epiphysis

& |

Articular cartilage

Abbildung 1: Schematische Zeichnung des anatomischen Aufbaus eines Réhrenkno-
chens (Femur; links) (Schatz o. J) und Querschnitte eines Femurs (rechts) (Med
Library.com 2013)
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Nach der Morphologie des Knochengewebes lassen sich von aufen nach innen fol-

gende Schichten unterscheiden (s. Abb. 2):

- Periost: Der Knochen wird an seinen Aullenflachen von einer eng anliegenden Bin-
degewebshaut (Periost) umgeben. Gut durchblutet und innerviert schiitzt und ernahrt
diese Hiulle die aufiere Knochenschicht (Kortikalis).

- Kortikalis: Diese Schicht befindet sich unterhalb des Periosts im Rindenbereich des
Knochens und besteht aus der Substantia compacta, welche nach innen vom Endost
umgeben ist.

- Spongiosa oder Substantia spongiosa: Weiter innen geht die Kortikalis in ein
schwammartiges Gerust aus feinen Knochenbalkchen (Knochentrabekeln) tber. Die
Hohlraume der Spongiosa stehen in offener Verbindung mit der Markhéhle im Inneren
des Knochens.

- Markhohle (Cavum medullare): Hier befindet sich das Knochenmark, das mit zu-
nehmendem Lebensalter in den meisten Knochen durch gelbes Fettmark ersetzt wird.

Die Schichten sind je nach Knochenart verschieden stark ausgepragt. Nach dem Bau-

prinzip der ,2-Phasen-Komponente* besteht der Lamellenknochen aus einer elastischen

Knochenmatrix, in der Kollagenbindel in parallelen Schichten angeordnet sind, und dem

kristallin eingelagerten Kalzium und Phosphat. Die entstehenden Lamellen breiten sich

in der Spongiosa flachig und parallel zur Oberflache aus, wahrend sie in der Kompakta
vor allem konzentrisch als Osteone angeordnet sind.

Die kleinste Baueinheit des kortikalen Knochens sind zylindrisch geformte Osteone (s.

Abb. 2). Ein Osteon besteht aus einem zentralen Havers-Kanal, der Blutgefalte und Ner-

ven fuhrt, und konzentrisch um diesen Kanal angeordnete Knochenlamellen mit dazwi-

schenliegenden Osteozyten. Die Osteozyten kommunizieren untereinander Uber Kanali-
kuli. Querverlaufende Verbindungen (Volkmann-Kanale) verbinden die Havers-Kanéle.

Zwischen den Osteonen liegen haufig Reste alterer, umgebauter Osteone, die soge-

nannten Schaltlamellen. Zum Periost bzw. Endost hin richten sich die Lamellen zuneh-

mend parallel zur Knochenoberflache aus und bilden die auliere bzw. innere Grenzla-

melle (Grifka und Kuster 2011).


http://flexikon.doccheck.com/de/Periost
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Abbildung 2: Schematischer Querschnitt der Diaphyse eines Réhrenknochen (variiert
nach National Cancer Institute SEER Training Modules (0. J.))

1.2.2 Knochenphysiologie

Der Knochen ist ein dynamisches Organ mit hoher Durchblutung und Stoffwechselakti-
vitat. Er ist zeitlebens mechanischen und biologischen Veranderungen ausgesetzt. Die
Anpassung an wechselnde Bedurfnisse macht einen stetigen Umbau des Knochenge-
webes erforderlich. Dabei entscheidet der Aktivitdtsgrad der Knochenzellen Uber den
Zustand des lokalen Stoffwechsels und letztlich Uber die Form und Statik des menschli-
chen Korpers. Im Laufe des Lebens kommt es zunachst zu einer BMD-Zunahme, die um
das dreiBigste Lebensjahr in einem Maximum (Peak-bone-mass) gipfelt, um im zuneh-
menden Alter kontinuierlich abzufallen.

Entscheidend fiir die maximale BMD ist ein gesundes Skelettwachstum in der Kindheit
und Jugend, das von verschiedenen Faktoren abhangt. Neben einer genetischen Kom-
ponente haben eine kalziumreiche Erndhrung, regelmafiige Bewegung, eine ungestorte
Zunahme an Gewicht und Korpergrofie sowie eine normale Geschlechtsentwicklung
Einfluss auf die Knochenmasse und damit auch auf das Osteoporose-Risiko im Alter.
Der Knochen wachst wahrend der Kindheit hormonunabhangig und wird mit dem Anstieg
der Geschlechtshormone in der Pubertat zum hormonabhangigen Organ. Das Knochen-
wachstum (,Modeling“) endet in der Pubertat mit der Verknécherung der Wachstumsfu-
gen (Bartl 2010). Die Peak-bone-mass wird beim Schenkelhals vor dem 20. Lebensjahr

erreicht (Rodin et al. 1990), bei der Wirbelsadule dagegen erst zwischen dem 30. und 40.
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Lebensjahr (Rico et al. 1993). Sie bleibt Uber zwei bis drei Dekaden konstant. Im Er-

wachsenenalter findet durch standigen Abbau und Wiederaufbau (,Remodeling“) eine

regelmafige Materialerneuerung des Knochengewebes statt. Dieser Materialaustausch
dient folgenden Aufgaben:

- Kalzium-Mobilisation im Rahmen der Kalzium-Homoostase,

- Adaption an neue Belastungsanforderungen,

- Ersatz des alten Knochengewebes: Die alternde Knochensubstanz verliert durch Mi-
neralverlust und Matrixalterung an Festigkeit und Elastizitdt und bricht leichter. Die
gesamte Knochensubstanz wird daher in regelmafigen Abstanden ausgetauscht.

- Reparatur beschadigten Knochens: ,Dabei geht es nicht nur um Reparaturen und
Heilung von Bruchen ganzer Knochen, sondern auch um die vielen mikroskopisch
kleinen Perforationsbriche (Mikrofrakturen) der Knochenbalkchen, die neben der
BMD das Frakturrisiko bestimmen.” (Bartl 2010).

Beim Remodeling wird der resorbierte Knochen durch die gleiche Menge an neuem Kno-

chengewebe ersetzt. In der zweiten Lebenshalfte kommt es jedoch durch ein Ungleich-

gewicht zwischen auf- und abbauenden Prozessen zu einer negativen Knochenbilanz.

Diese hangt von der Ausgangslage (Peak-bone-mass), der Lokalisation, dem Ge-

schlecht, eventuellen Krankheiten und von Lebenswandel-bedingten Risikofaktoren

(z B. Erndhrung, Sport) ab.

Das Knochengerust bei Frauen ist im Vergleich zu Mannern genetisch bedingt im Mittel

zierlicher gestaltet. Ostrogen erzeugt einen geringeren Knochenzuwachs als Testoste-

ron, so dass die Peak-bone-mass bei Mannern durchschnittlich hoher liegt als bei

Frauen.

Physiologisch nimmt die BMD in der zweiten Lebenshalfte unabhangig vom Geschlecht

kontinuierlich um 0,5-1 % pro Jahr ab (s. Abb. 3). Dieser altersabhangige Knochen-

schwund ist genetisch vorprogrammiert. Er verlauft in allen Skelettarealen annahernd
gleich mit einer leichten Betonung im Bereich der Wirbelsdule und des proximalen Ober-
schenkels.

Die altersbedingte Abnahme der BMD ist bei Frauen gréRer als bei Mannern (Blunt et

al. 1994). Nach der Menopause steigt bei Frauen mit sinkendem Ostrogen-Spiegel der

Knochenverlust rapide auf bis zu 4 % pro Jahr an (Bartl 2010). Daher verlieren Frauen

zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr im Durchschnitt ca. 40 % ihrer maximalen Kno-

chenmasse, Manner hingegen nur etwa 12 % (Bartl 2010). Zahireiche prospektive Stu-

dien belegen, dass mit dem Abfall der BMD das Frakturrisiko exponentiell zunimmt. Eine
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BMD-Abnahme um 10-15 % verdoppelt das Frakturrisiko (Bartl 2010). Nach einem Sub-
stanzverlust von ca. 40 % der Peak-bone-mass kommt es bei mehr als der Halfte aller
Betroffenen schon nach einem inadaquaten Trauma zu Knochenbriichen (Mazess et al.
1989). ,Die maximale Knochenmasse des jungen Erwachsenen stellt daher ein Kapital

dar, das in jungen Jahren aufgebaut und spater gepflegt werden muss*. (Bartl 2010).

Altersabhangiger Verlauf der Knochenmasse

Knochenmassa

o Spitzen- Menopause
knochenmasse | | |

— verfriht | normal

HITH D04 ETH

B

Streuung

' 1 ||lII||IIIlll l1|1||||||||-
Pubertit | ‘ | ‘ ) h Fral-turn:lhn
| Jiid | [

10 20 30 a0 1] (1] 80 Alter

Abbildung 3: Altersabhangiger Verlauf der Knochenmasse (Hahn 2016)

Fur die standigen Reparaturen und Anpassungen verfigt das Knochengewebe Uber
spezialisierte Zellsysteme (Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten) mit unterschiedli-
chen Aufgaben. Dieses zelluldare Kompartiment umfasst lediglich ca. 2 % der organi-

schen Phase des Knochens (Einhorn 1996).

Osteoblasten — knochenaufbauende Zellen

Osteoblasten stammen von mesenchymalen Vorlauferzellen ab. Sie sind vergleichs-
weise kleine Zellen, die der mineralisierten Knochengrundsubstanz schichtartig auflie-
gen und untereinander durch feine Zellfortsatze in Verbindung stehen. Ihre Hauptfunk-
tion ist die Synthese der kollagenen Knochenmatrix (unmineralisiertes Osteoid), welche
die organische Grundsubstanz des Knochens darstellt, sowie deren Mineralisation. Die
Knochenmatrix besteht zu 90 % aus Kollagen Typ | und zu 10 % aus nicht-kollagenen
Proteinen. Hierzu zahlen Osteocalzin und Osteonektin, die eine hohe Affinitat zu Kalzium
besitzen, Bone Sialoprotein (BSP), Bone Morphogenic Protein (BNP), Proteoglykane so-

wie die alkalische Phosphatase, welche die Mineralisation des Knochens steuert (Woitge
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und Seibel 2000; Bartl 2010). Die Anordnung des gebildeten Kollagens ist typisch fur die
resultierende Knochenstruktur (Schenk 1978). Durch die ca. zehn Tage spater begin-
nende Einlagerung von Hydroxylapatit-Kristallen (Verkalkung) wird die Knochenmatrix
verstarkt und mechanisch stabilisiert (Komori et al. 1997; Otto et al. 1997). Bei der Kno-
chenbildung mauert sich etwa jeder zehnte auf der Knochenoberflache liegende Osteo-
blast in das neu gebildete Osteoid ein, wobei ein feines System von Kanalen (Kanalikuli)
entsteht. In diesem deutlich weniger stoffwechselaktiven Zustand werden die Osteoblas-

ten als Osteozyten bezeichnet.

Osteozyten — knocheniiberwachende Zellen

Diese in Lakunen liegenden, ruhenden Zellen stehen Gber gap junctions der Zellfortsatze
innerhalb der Knochenkanalikuli miteinander und mit der Oberflache in Kontakt und bil-
den so ein Netzwerk in dem neu gebildeten Knochen. Im Rahmen des physiologischen
Remodelings, bei krankhaftem Knochenverlust oder nach Frakturen konnen die Osteo-
zyten wieder aktiviert werden (Bord et al. 1996; Wuster und Ziegler 1999). Als mecha-
nosensorische Zellen registrieren sie das Alter der Knochensubstanz sowie den Muskel-
zug am Knochen und leiten Signale an die auf der Knochenoberflache liegenden Bau-
einheiten weiter. Osteozyten sind fur die funktionelle Adaption des Knochens, den Erhalt

der Knochenmatrix und fur die Kalzium-Homoostase unverzichtbar.

Osteoklasten — knochenabbauende Zellen

Gegenspieler der Osteoblasten sind die Osteoklasten. Diese beweglichen, mehrkerni-
gen Riesenzellen entstehen durch die Fusion von monozytaren Vorlauferzellen. Osteo-
klasten sind fur den Abbau des nicht mehr verwendbaren Knochens verantwortlich. Sie
gelangen Uber den Blutkreislauf oder durch direkte Migration aus dem Knochenmark in
die Resorptionszonen des Knochens. Osteoklasten enthalten Mitochondrien und Lyso-
somen mit Kollagenasen und sauren Phosphatasen. Charakteristisch sind zahlreiche
Einfaltungen der Zellmembran (ruffled border) an der dem Knochen zugewandten Seite,
wo wahrend der Knochenresorption Wasserstoff-lonen und proteolytische Enzyme se-
zerniert werden, die das umgebende Mineral aufldésen und die organische Matrix ab-
bauen. Die restliche organische Matrix wird phagozytiert und im Zytoplasma verdaut. Die
frei werdenden Mineralbestandteile werden in die Blutbahn abgegeben. Die durch die
Osteoklasten entstehenden Vertiefungen im Knochen werden als Howship’sche Laku-

nen bezeichnet.
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Zyklus des Knochenumbaus (Remodeling)
Jahrlich werden bei gesunden Menschen etwa 10 % des Skeletts umgebaut, so dass
innerhalb von zehn Jahren das Aquivalent der gesamten Knochenmasse einmal abge-
baut und neu synthetisiert wird. Der nur teilweise verstandene Knochenumbau lauft in
Zyklen von ungefahr 120 Tagen ab. Wahrend die Resorptionsphase lediglich zwei bis
drei Wochen in Anspruch nimmt, ist die Formationsphase (Knochenaufbau) erst drei Mo-
nate spater abgeschlossen. Beide Prozesse verlaufen parallel nebeneinander, um den
Erhalt der Masse zu gewahrleisten (s. Abb. 4).
Der Zyklus des Knochenaufbaus wird von Basic Multicellular Units (BMU) gesteuert, die
aus Gruppen von Osteoklasten und Osteoblasten bestehen. Im kortikalen Knochen
durchdringen die BMUs das Gewebe, wohingegen sie sich im trabekuldren Knochen an
der Oberflache bewegen. Die Knochensaumzellen (Bone Lining Cells) liegen als schut-
zender Belag auf der Knochenoberflache. Folgende Knochenumbauphasen werden un-
terschieden:

- Aktivierungsphase (Abb. 4A-B links; Abb. 4.1 rechts): Das durch die Kontraktion
der Bone Lining Cells freigelegte Kollagen zieht Praosteoklasten aus dem Knochen-
mark an. Die Osteoklasten bewegen sich hinter den BMUs auf der Knochenoberfla-
che mit einer Geschwindigkeit von 10 um/d voran. Osteoklasten fusionieren zu multi-
nuklearen Zellen, die durch Resorption eine Howship’sche Lakune erzeugen. Praos-
teoblasten werden zur Proliferation angeregt.

- Resorptionsphase (Abb. 4B—F links; Abb. 4.2 rechts): Die Resorption wird durch die
Osteoklasten fortgesetzt.

- Umschaltphase (Abb. 4C links; Abb. 4.3 rechts): Nach Erreichen einer definierten
Resorptionstiefe erfolgt die Glattung der Lakune. Die Osteoklasten ziehen weiter hin-
ter den BMUs her. Am Boden der Lakune formieren sich Osteoblasten.

- Anbauphase mit Osteoid-Produktion (Abb. 4C—F links; Abb. 4.4 rechts): Die Oste-
oblasten fiillen den entstandenen Defekt durch Sekretion der Knochengrundsubstanz
(Osteoid) wieder auf (Abb. 4C—F links, schwarze Linie).

- Anbauphase mit Osteoid-Mineralisation (Abb. 4D—F links; Abb. 4.5 rechts): Das
Osteoid beginnt zu mineralisieren (Abb. 4D, horizontale Streifen) und zu verkndchern.
Die Osteoblasten flachen ab (Abb. 4E) und differenzieren an der Oberflache zu Bone
Lining Cells. Alle Zellen verringern ihre Syntheseleistung.

- Ruhephase (Abb. 4F links): Lokal ist der Remodeling-Zyklus nun abgeschlossen
(Abb. 4F, linker Rand), die BMU zieht jedoch weiter voran (Abb. 4F, rechter Rand).
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Abbildung 4: Mechanismus des Knochenab- und -aufbaus (links, Ott 1996), und sche-
matische Darstellung der Umbauphasen am trabekularen Knochen (rechts, Bartl 2010)

Regulation des Knochenumbaus

Das Zusammenspiel der Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten sichert die Belast-
barkeit der Knochenstruktur. Als stimulierende und hemmende Regulatoren wirken Zy-
tokine (z. B. Tumornekrosefaktor-(TNF)-alpha, Interferon-(IFN)-gamma, Interleukin-(IL)-
1 und -6), Hormone (z. B. Parathormon (PTH), PTH related Protein (PTHrP), 1,25(0H)2-
Vitamin-D3, Ostrogene, Androgene) und Wachstumsfaktoren (z. B. Fibroblast-growth-
factor (FGF), Plateled-derived-growth-factor (PDGF), Insulin-like-growth-factor (IGF),
Transforming-growth-factor-(TGF)-beta). Die Uber- oder Unterproduktion dieser Sub-
stanzen flhrt zu klinisch sichtbaren sowie laborchemisch und radiologisch messbaren
Veranderungen am Kochen.

Die Osteoklasten- und Osteoblasten-Aktivitat bildet ein sensibles Gleichgewicht, das
durch einen Signalweg bestehend aus dem Liganden ,Receptor activator of nuclear fac-
tor-kB ligand“ (RANKL) (Lacey et al. 1998), seinem Rezeptor ,Receptor activator of nu-
clear factor-kB* (RANK) und dem I6slichen Rezeptorantagonisten Osteoprotegerin
(OPG) kontrolliert wird (Simonet et al. 1997), Der RANKL/RANK/OPG-Signalweg (s.
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Abb. 5) spielt eine Schlisselrolle bei der Steuerung der Knochenumbauvorgénge
(Takahashi et al. 1988; Simonet et al. 1997; Bucay et al. 1998; Suda et al. 1999; Koste-
nuik et al. 2001; Flick et al. 2003).

Hormonelle Kontrolle des Knochenabbaus[A]
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Abbildung 5: A: Knochen-abbauende (resorptive) und -aufbauende (calzitrope) Fak-
toren; B: Knochen-aufbauende (anabole) und antiosteoklastische (Knochenabbau-hem-
mende) Faktoren (Boyle et al. 2003)

CFU-GM = Colony-forming unit granulocyte/macrophage, M-CSF = Macrophage-colony
stimulating-factor, RANKL=Receptor activator of nuclear factor-kB; PTH = Parathormon;
PTHrP = Parathormon related Protein, PGE2 = Prostaglandin E2; TNF = Tumornekrose-
faktor; LIF = Leukemia inhibitory factor; TPO = Thrombospondin; PDGF = Platelet-de-
rived growth factor; OPG-L = Osteoprotegerin-ligand; IL= Interleukin; TGF = Transform-
ing growth factor)

RANKL (s. Abb. 5A) férdert die Knochenresorption durch die Steigerung der Anzahl, der
Aktivitdt und der Lebensdauer funktionsfahiger Osteoklasten. Die Expression von

RANKL wird von Osteoblasten, aktivierten T-Lymphozyten, synovialen Fibroblasten und
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Knochenmark-Zellen Uber knochenresorptiv wirkende Faktoren (z. B. PTH) induziert.
Durch Bindung aktiviert RANKL den RANK auf der Oberflache der Osteoklasten (Li et
al. 2000) und Praosteoklasten und leitet die Knochenresorption ein. OPG bindet an
RANKL, so dass dieser nicht mehr an RANK auf der Oberflache der Praosteoklasten (s.
Abb. 5B) binden kann (Simonet et al. 1997). Dadurch wird die Osteoklastogenese ge-
hemmt und die Lebensdauer und Aktivitat vorhandener Osteoklasten vermindert. Die
OPG-Expression wird von Faktoren geférdert, die den Knochenabbau hemmen und da-
mit die aufbauenden (anabolen) Effekte unterstiitzen. Dazu zahlt Ostradiol, auf dessen
besondere Stellung in diesem Zusammenhang im Folgenden speziell eingegangen wird
(s. Kap. 1.3.2). Weitere OPG-sezernierende Gewebe sind Haut, Leber, Magen, Lunge,

Niere und Plazenta.

1.3 Krankheitskomplex Osteoporose
1.3.1 Definition

Die Internationale Consensus Development Conference on Osteoporosis erarbeitete
1993 in Hongkong die heute gultige Definition der Osteoporose:
,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, charakterisiert durch
eine Verminderung der Knochenmasse und Umbau der Mikroarchitektur des Kno-
chengewebes mit reduzierter Festigkeit und erhdhter Frakturanfalligkeit® (Consen-
sus development conference 1993; Kanis 1994).
Der Zusammenhang von BMD und Frakturrisiko wurde durch zahlreiche prospektive
Studien belegt (Marshall et al. 1996; Schuit et al. 2004; Johnell und Kanis 2005). Die
Deutsche Gesellschaft fur Endokrinologie erganzte diese Definition durch die Unterglie-
derung in Osteoporose-Formen mit hohem bzw. niedrigem Knochenumsatz (high / low
turnover; s. Kap. 1.3.2).
Auf der Grundlage dieser Definition erstellte die WHO 1994 eine Klassifizierung des
Schweregrades der Osteoporose, die auf der BMD bzw. dem Knochenmineralgehalt
(Bone Mineral Content, BMC) und dem Frakturstatus basiert. Die Werte werden hierbei
durch die Dual-Energy X-ray-Absorptiometry (DEXA) erhoben (s. Kap. 1.3.3).
Die individuelle BMD einer Person wird verglichen mit dem Mittelwert eines Normalkol-
lektives, bestehend aus gesunden Erwachsenen des gleichen Geschlechts im Alter zwi-
schen 20 und 40 Jahren, dem Zeitpunkt der Peak-bone-mass. Die Abweichung der BMD

vom statistischen Mittelwert (Normwert) wird in Standardabweichungen (SD) zu diesem
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angegeben und als T-Score bezeichnet. Dieser Wert hat sich zur Beschreibung der
BMD, der Auspragung des Knochenschwundes und der vermuteten Knochenqualitat
etabliert.
Eine Osteoporose liegt vor, wenn die gemessene BMD um mehr als 2,5 SD unter dem
Normwert liegt. Eine Fraktur ohne adaquates Trauma belegt ebenfalls unabhangig von
der BMD-Messung eine schwere bzw. klinisch manifeste Osteoporose. Basierend auf
den T-Scores wird die Osteoporose in folgende Schweregrade eingeteilt:
- Normalbefund:

Die BMD oder der BMC weicht um weniger als eine SD vom Mittelwert der maximalen

BMD (Normwert) ab, T-Score < 1 SD
- Schweregrad 0: Osteopenie:

T-Score von -1,0 bis -2,5 SD
- Schweregrad 1: praklinische (latente) Osteoporose (ohne Frakturen):

BMC: T-Score < -2,5 SD; ,messtechnische Osteoporose®, noch keine Frakturen
- Schweregrad 2: manifeste Osteoporose (mit Fraktur(en)):

T-Score < -2,5 SD und Fraktur(en) der Wirbelkérper ohne adaquates Trauma
- Schweregrad 3: schwere manifeste Osteoporose (mit Frakturen):

T-Score < -2,5 SD und Frakturen der Wirbelkoérper ohne adaquates Trauma und zu-

satzlich extravertebrale Frakturen (z. B. Oberschenkelhals, Unterarm)
Um diese Einteilung dem alterstypischen Zustand des Skelettsystems anzupassen — al-
tere Menschen haben physiologischerweise eine niedrigere BMD — wurde der Z-Score
eingeflhrt. Dieser bezieht sich anders als der T-Score auf den statistischen BMD-Mittel-
wert einer alters- und geschlechtsgleichen, knochengesunden Vergleichspopulation.
Die Einteilung in die Osteoporose-Schweregrade gilt derzeit als Richtlinie fur die Diag-
nosestellung einer Osteoporose. Das Vorgehen, den T- und Z-Score zur alleinigen Di-
agnosestellung und zur Therapieentscheidung heranzuziehen, wird kontrovers disku-
tiert. Der Nutzen fur epidemiologische Studien ist unbestritten, jedoch wird durch syste-
matische Fehler der DXA-Messung die Zuverlassigkeit im Individualfall in Frage gestellt
(Schneider und Reiners 1998; Dequeker und Luyten 2001; Schneider 2009). Die Diag-
nosestellung einer Osteoporose sollte somit unter Berticksichtigung des klinischen Kon-

texts erfolgen.
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1.3.2 Ursache und Einteilung

Die Osteoporose ist eine multifaktorielle Erkrankung, wodurch eine Klassifizierung nach
verschiedenen Gesichtspunkten mdglich wird. Bewahrt hat sich aber eine fur den klini-
schen Alltag praktikable Einteilung (Franke et al. 1996). Nach dem Befallsmuster des
Skeletts lassen sich lokalisierte und generalisierte (systemische) Osteoporosen unter-
scheiden. Ursachen fir lokalen Osteoporosen sind beispielsweise die Immobilisation
(Schienung) einer Extremitat oder eine rheumatische Arthritis. Die haufigere generali-
sierte Osteoporose betrifft trotz ihres Namens nur selten homogen das gesamte Skelett,
weist jedoch stets ein symmetrisches Muster auf. Die generalisierte Osteoporose lasst
sich hinsichtlich ihrer Ursachen in primare und sekundare Osteoporosen einteilen (s.
Tab. 1).

Primére Osteoporosen (95 %)

Bei primaren Osteoporosen sind weder auslésende Erkrankungen noch verursachende

Mechanismen vorhanden. Als Ursachen gelten bestimmte Lebensumstande der Be-

troffenen, die in engem Zusammenhang mit dem Alter, der hormonellen Regulation und

dem Kalzium-Stoffwechsel stehen. Dabei spielt der postmenopausale Ostrogen-Abfall
eine entscheidende Rolle (Bocker et al. 2004) (s. Kap. 1.2.2). Bei der primaren Osteo-

porose werden folgende Formen unterschieden (Schmolke 2001):

- Idiopathische Osteoporose: Diese seltene Form tritt bei Kindern und jungen Er-
wachsenen beiderlei Geschlechts mit normaler Gonadenfunktion auf.

- Primére Osteoporose Typ | (postmenopausale Osteoporose): Diese haufigste
Form tritt bei Frauen nach der Menopause zwischen dem 51. und 75. Lebensjahr oder
nach beidseitiger Ovarektomie auf (Bartl 2010). Als Folge des Ostrogen-Defizits
kommt es zu einem beschleunigten Verlust Gberwiegend des spongidsen (trabekula-
ren) Knochens. Haufige Komplikationen sind Frakturen der Wirbelkérper, des distalen
Radius und des Femurs nach Bagatelltraumata. Auch bei Mannern kann infolge eines
Testosteron-Mangels ein vergleichbarer Knochenschwund auftreten (Bartl 2010). Die
postmenopausale Osteoporose geht stufenlos in die senile Osteoporose lber.

- Primére Osteoporose Typ Il (senile Osteoporose): Von dieser Form sind meist
Frauen und Manner jenseits des 70. Lebensjahres betroffen. Ursache sind Alterungs-
prozesse, die mit der Abnahme der Osteoblasten verbunden sind und sowohl den

spongidsen (trabekularen) als auch den kortikalen Knochen betreffen. Die Folgen
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sind Frakturen des Schenkelhalses, des proximalen Humerus, der proximalen Tibia

und des Beckens.

Sekundare Osteoporosen (5 %)

Sekundare Osteoporose-Formen treten als Folge anderer Grunderkrankungen bzw. als
unerwunschte Wirkung bestimmter Arzneimittel auf. Sie umfassen nur 5 % aller Osteo-
porosen, verursachen aber 20 % der Osteoporose-bedingten Frakturen (Bartl 2010). Die
haufigste Ursache fir sekundare Osteoporosen ist eine langfristige Glukokortikoid-Me-
dikation (Nordin 1987; Toth und Tulassay 2000), gefolgt von endokrinologischen Erkran-
kungen (s. Tab. 1). Aber auch andere mit der Stérungen des Kalzium- und Knochen-
stoffwechsels einhergehende Erkrankungen flihren zur Abnahme der Knochensubstanz.
Im fortgeschrittenen Alter sind haufig Kombinationen aus verschiedenen Grunderkran-

kungen, Risikofaktoren und Medikamenten ursachlich.

Tabelle 1: Formen und Ursachen der generalisierten Osteoporose (variiert nach Sei-
bel und Kraenzlin 1995)

Primare - Idiopathische Osteoporose: juvenil, adult, pramenopausal, pra-
Osteo-po- senil
rosen - Postmenopausale Osteoporose: Typ |

- Senile Osteoporose: Typ ||

Sekundare - Endokrin/metabolisch:
Osteo-po- Cushing Syndrom, Hyperthyreose, Hypogonadismus, Hyperpa-
rosen rathyreodismus, Akromegalie, Diabetes mellitus

- latrogen/medikamentos:
Glukokortikoide, Heparine, Schilddrisenhormone, LH-RH-Analoga,
Tamoxifen, Laxantien, Colestyramin, Zytostatika

- Myelogen/onkologisch:
lymphoproliferative Erkrankungen, Multiples Myelom, diffuse Kno-
chenmarkkarzinose

- Parainfektios/immunogen: chronische Polyarthritis, Morbus Crohn

- Immobilisation/Inaktivitat: Bettruhe, Paraplegie, Hemiplegie,
Raumfahrt

- komplexe Osteopathien: renale / intestinale Osteopathie
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Weitere Einteilungen werden im Folgenden kurz erlautert:

Einteilung nach dem Knochenumsatz:

- low-turnover-Osteoporose mit geringer Knochenabbaurate (slow-loser-Situation)

- high-turnover-Osteoporose mit schnellem Knochenabbau (fast-loser-Situation)

- very-high-turnover Osteoporosen mit besonders raschem Knochenverlust

- (fast-loser-Situation)

Diese Einteilung orientiert sich an dem Ausmalf} (Geschwindigkeit/Dynamik) des Kno-
chenumbaus im Rahmen des Remodelings. Halten sich Knochenaufbau und -abbau die
Waage, befindet sich das Remodeling im Gleichgewicht. Der high-turnover-Osteoporose
liegt eine exzessiv erhdhte Aktivitat der Osteoklasten (Knochenabbau) bei normaler Os-
teoblasten-Aktivitat (Knochenaufbau) zugrunde, wahrend bei der low-turnover-Osteopo-
rose die Knochenneubildung durch die Osteoblasten bei normaler Osteoklasten-Aktivitat
vermindert ist (s. Kap. 1.2.2; Nilas und Christiansen 1987; Pietschmann und Peterlik
1999). Aus beiden Situationen resultiert ein erhdhter Verlust der Knochenmasse. Treffen
beide Faktoren — hohe Abbaurate und niedrige Aufbaurate — zusammen liegt eine ,fast-
loser-Situation® vor.

Diese Unterscheidung der Osteoporose berlcksichtigt die zugrundeliegende Pathophy-
siologie und hat daher auch Implikationen fir die Wahl der Behandlungsstrategie. Anti-
resorptiv wirkende Medikamente minimieren eine erhdhte Knochenabbaurate. Durch os-
teoproduktive Medikamente Iasst sich die Knochenaufbaurate zusatzlich stimulieren (s.
Kap. 1.3.4).

Zur Unterscheidung der Stoffwechsellage dienen biochemische Knochenmarker (Kno-
chenabbauprodukte wie Beta-Crosslaps im Blut oder Desoxypyridinolin im Urin) und sel-

tener die Knochenbiopsie.

Einteilung nach dem Schweregrad (s. Kap. 1.3.1):
- normaler Knochen

- Osteopenie

- praklinische (latente) Osteoporose

- manifeste Osteoporose

Einteilung nach dem Auftreten von Folgen, bzw. osteoporotischer Frakturen:
- praklinische (latente) Osteoporose

- manifeste Osteoporose


http://www.osteoporosezentrum.de/erteilung-der-osteporose-postmenopausale-osteoporose-und-altersosteoporose-typ-1-osteoporose-typ-2.html#einteilung_manifeste_praeklinische_osteoporose
http://www.osteoporosezentrum.de/erteilung-der-osteporose-postmenopausale-osteoporose-und-altersosteoporose-typ-1-osteoporose-typ-2.html#einteilung_manifeste_praeklinische_osteoporose
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Wird eine Osteoporose nur aufgrund einer erniedrigten BMD definiert (gema WHO-
Definition), ohne dass bereits eine osteoporotisch bedingte Fraktur aufgetreten ist,
spricht man von einer praklinischen Osteoporose. Diese Diagnose bezeichnet damit le-
diglich ein erhdhtes Frakturrisiko. Die Behandlungsbedurftigkeit der praklinischen Oste-
oporose hangt vor allem davon ab, ob eine erhdéhte Knochenabbaurate vorliegt. Die Di-
agnose einer manifesten Osteoporose bezeichnet ein Krankheitsbild, das unabhangig
von der BMD bereits zu osteoporotischen Frakturen geflihrt hat und somit in jedem Fall

einer Behandlung bedarf (Daichendt o. J.).

1.3.3 Diagnostik

Bei der Diagnostik der Osteoporose wurden in den vergangenen Jahren erhebliche Fort-
schritte erzielt, wodurch Osteoporose-gefahrdete Patienten besser erfasst werden kon-
nen (Genant et al. 1998). Eine friihe Diagnosestellung ist neben dem Erkennen und Ver-
hiten von Risikofaktoren entscheidend flir die erfolgreiche Behandlung der Osteopo-
rose. Die Diagnostik basiert auf einer Kombination aus Anamnese, korperlicher Untersu-
chung, Labor- und Roéntgendiagnostik, ggf. einer internistischen Zusatzdiagnostik zur
Detektion einer sekundaren Osteoporose-Form sowie der meist am Ende der diagnosti-
schen Kette stehenden BMD-Bestimmung. Im Folgenden werden die eingesetzten bild-

gebenden Verfahren beschrieben

Rontgendiagnostik

Konventionelle Rontgenaufnahmen des Skeletts sind zur Frihdiagnose einer Osteopo-
rose nur unzureichend geeignet, da Knochensubstanzverluste erst ab 25-30 % zuver-
lassig erkannt werden (Andreassen et al. 1997; Bartl 2010). Einer radiologisch erkenn-
baren Osteoporose ist somit bereits ein substantieller Knochenverlust vorausgegangen
(Haberkamp und Allolio 1992). Die Réntgendiagnostik ist jedoch bei der Abklarung von
Differentialdiagnosen, sekundaren Osteoporosen sowie unklarer Rickenschmerzen un-
entbehrlich und hilft stumme Frakturen oder Einbriiche zu lokalisieren. Zudem kann bei
erschwerter BMD-Messung an der Wirbels3ule (z. B. bei Uberlagerungen durch Aorten-
kalk) anhand der Réntgenmorphologie am proximalen Femur der Schweregrad einer
Osteoporose mittels Singh-Index bestimmt werden. Eine verlassliche BMD-Messung ist
jedoch mit einem Roéntgenbild nicht mdglich. Daher wurden verschiedene Verfahren zur

Erfassung der Knochenmasse entwickelt.
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Osteodensitometrie

Die BMD-Messung spielt nicht nur in der (Differential)-Diagnose der Osteoporose eine
entscheidende Rolle, sondern auch bei therapeutischen Entscheidungen, der individuel-
len Frakturrisikoabschatzung und der Verlaufskontrolle. Fir die Abschatzung des Frak-
turrisikos ist die BMD die wichtigste Determinante (Marshall et al. 1996; Schuit et al.
2004; Johnell und Kanis 2005). Eine BMD-Abnahme um 10-15 % geht mit einer Ver-
dopplung des Frakturrisikos im Bereich der Wirbelsaule und einer Verdreifachung im
Bereich des Oberschenkelhalses einher (Wuster et al. 1994; Marshall et al. 1996; Bartl
2010).

Mit Hilfe der Osteodensitometrie wird der BMD in g/cm, bzw. die BMC in g/cm? oder
g/cm?in verschiedenen Arealen des Skeletts gemessen. Hierzu stehen mehrere nichtin-
vasive Methoden zur Verfligung, wobei der DEXA eine zentrale Rolle zukommt.

Bei allen osteodensitometrischen Verfahren werden die Messergebnisse eines Individu-
ums mit einer alters-, geschlechts- und rassenspezifischen Kontrollgruppe verglichen (s.
Kap. 1.3.1) und die BMD als T- oder Z-Scores angegeben. Der T-Score bildet den Ist-
Zustand. bzw. das momentane Osteoporose-Risiko eines Patienten ab und dient zudem
der Beurteilung der Frage, ob eine Fraktur Osteoporose-assoziiert ist oder nicht. Mit Hilfe

des Z-Scores lasst sich das prospektive Frakturrisiko vorhersagen (Wuster et al. 1998).

Dual-Energy X-ray-Absorptiometry (DEXA)

Die in den 1980er Jahren entwickelte DEXA-Methode hat sich weltweit als Goldstandard
der BMD-Bestimmung etabliert (Delmas 1995; Andreassen et al. 1997; Kanis 1997;
Minne et al. 2002). Die Methode wird von der WHO und dem DVO zur Diagnosestellung
der Osteoporose und zur Stellung der Therapieindikation empfohlen (s. Kap. 1.3.1)
(WHO Study Group 1994, Bartl 2010).

Die DEXA-Methode verwendet einen Ganzkdrperscanner, der durch einen beweglichen
Detektor mittels zwei energetisch unterschiedlicher (40 und 80 Elektronenvolt (keV)
Roéntgenstrahlen den Koérper geradlinig scannt. Die verschiedenen Gewebedichten wei-
sen je nach Energiestufe der Rontgenstrahlen unterschiedliche Schwachungscharakte-
ristika auf (Kalender 2005). Wahrend die Hochenergiekomponente kaum Unterschiede
in der Abschwachung zeigt, wird die Niedrigenergiekomponente an Knochen stark und
in Weichteilgewebe wenig abgeschwacht. Auf der Basis dieser Messwerte wird der
weichteilbedingte Absorptionsanteil rechnerisch eliminiert sowie der BMC bzw. BMD be-
stimmt (Broll und Dambacher 1996).
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Da es sich bei der DEXA-Methode um ein planares, zweidimensionales Verfahren han-
delt, ist der Begriff der BMD-Messung streng genommen nicht korrekt. Das Verfahren
misst keine BMD in g/cm?®, sondern eine Knochenmasse pro Langen- (BMC in g/cm)
bzw. Flacheneinheit (BMD in g/cm?) (Broll und Dambacher 1996).

Standardisierte Messorte sind mit der Lendenwirbelsdule (L1-L4) und dem Hiftgelenk
(bzw. dem proximalen Femur) die beiden Osteoporose-bedingt frakturgefahrdetsten
Skelettareale. Die International Society of Clinical Densitometry (ISCD) empfiehlt fir eine
ausreichende Messgenauigkeit und zur Vorbeugung von Messfehlern die Analyse von
mindestens zwei Skelettarealen (Schneider und Reiners 1998; DVO 2014). Die DEXA-
Methode misst mit einer Richtigkeit von 2—6 % und einer Prazision von 1-3 % (Variati-
onskoeffizient) sehr genau und eignet sich daher ideal fir Kontrollmessungen (Watts
2004; Bartl 2010; DVO 2014). Die Strahlenbelastung ist gering und liegt je nach Gerat,
Kdrperteil und Dauer der Messung unter 5—-30 uSv/Areal. Dies entspricht 1/10 bis 1/100
einer normalen Rontgenaufnahme und ist mit der natirlichen Hintergrundstrahlung ver-
gleichbar (UNSCEAR 2001; Pandey et al. 2011; Sato 2016).

Weitere Vorteile der DEXA-Methode sind der geringe Zeitbedarf (Sekunden bis wenige
Minuten) sowie die relativ geringen Kosten (40-50 Euro). Paradoxerweise wird in
Deutschland eine BMD-Bestimmung von den gesetzlichen Krankenkassen erst beim
Auftreten einer Fraktur bezahlt. Dies ist nicht nur aus soziodkonomischer Sicht, vor dem
Hintergrund der hohen Behandlungskosten fur Osteoporose-induzierte Frakturen, son-
dern auch aus medizinischer Sicht als fragwuirdig zu erachten.

Der Nachteil der DEXA ist, dass aufgrund der integralen Messung des zu untersuchen-
den Skelettareals mittels posterior-anteriorem Strahlengang an der Lendenwirbelsaule
kalkhaltige Strukturen oder andere absorbierende Substanzen erfasst werden. Daher
kénnen degenerative Kalzifikationen an Wirbeln, Gelenken und Bandern, ebenso wie
eine verkalkte Aorta, verkalkte mesenteriale Lymphknoten, Metallverschlisse oder Kno-
chenzement, zu falsch erhéhten BMD-Werten fuhren (Seeman und Martin 1989; Grampp
et al. 1997; Grampp et al. 1999; Bartl 2010). Zudem kénnen Skoliosen und Distorsionen
der skelettalen Architektur, Wirbelkérperfrakturen sowie metallische Osteosynthesen die
Genauigkeit der Wirbelkérpermessungen beeintrachtigen. Eine vorausgehende Roént-
genaufnahme der Lendenwirbelsaule kann hier helfen. Neue Gerate messen in seitlicher
Projektion und stellen durch eine héhere Bildauflésung die Struktur der Wirbelkérper und
der Hufte detailliert dar (Bartl 2010). Am Femur stellen Prothesen und Bewegungsein-

schrankungen (Innenrotation des Beins um 25°) weitere Ursachen fir Messfehler dar.
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Quantitative Computertomografie (QCT / periphere QCT (pQCT))

Die QCT ist eine Rontgenschichtaufnahme, die eine Uberlagerungsfreie, dreidimensio-
nale (3D) BMD-Bestimmung erméglicht. Sie ist neben der DEXA ein etabliertes Verfah-
ren der Osteodensitometrie.

Die QCT wird an zentralen und peripheren Messorten durchgefuhrt. Gemessen wird
meist zentral am 1.- 3. Lendenwirbelkérper und am proximalen Femur. Zu den periphe-
ren Messorten gehort der distale Radius und seltener die Tibia oder die Ferse. Wahrend
QCT-Systeme als Ganzkoérperscanner ausgelegt sind, kommen fiir pQCT-Messungen
kompakte und preisglnstigere Scanner zur Anwendung. Je nach Messort dauert die
QCT/pQCT-Messung bis zu 20 min. Mit Hilfe eines Ubersichtsscans werden an standar-
disierten Positionen die darzustellenden Spongiosa-Bereiche ausgewahlt. Nach der Auf-
nahme des CT-Scans werden automatisch ,Regions of interest” (ROI) in die trabekula-
ren und kortikalen Anteile des zu untersuchenden Knochens gelegt. Die gemessenen
Schwachungskoeffizienten des Gewebes (Dichtewerte) werden mit dem von Wasser in
Beziehung gesetzt und als Hounsfield Einheiten (HU) angegeben (Wasser = 0 HU). Bei
jeder Messung wird ein BMD-Phantom aus Hydroxylapatit-Aquivalenten zur internen Ka-
librierung mitgescannt (Cann und Genant 1989; Kalender und Suess 1987; Krestan und
Gruber 2013). Darlber wird bei der Berechnung der Dichtewerte eine mogliche gerate-
abhangige Drift korrigiert (Kalender 2005). Die Messwerte werden mit den Referenzwer-
ten des Phantoms verglichen und in BMD-Werte umgerechnet. Durch die Bildung eines
Mittelwerts werden extraossare Verkalkungen aus dem Messbereich eliminiert. Das Er-
gebnis wird in einer Grafik mit vorgegebener oberer und unterer Normgrenze eingezeich-
net. Diese echte physikalische Dichtemessung wird in mg/cm?® (Masse pro Volumen)
ausgedruckt (Sievanen et al. 1998).

Das Prinzip des T- und Z-Scores (s. Kap. 1.3.1) wird auch fur die QCT verwendet. Aller-
dings sind die T-Werte der QCT-Messung nicht mit denen der DEXA-Messung vergleich-
bar und werden daher nicht bei der WHO-Definition der Osteoporose verwendet (Kanis
1994; Faulkner et al 1999). Unterschiedliche Scantechniken (DEXA, QCT) und Messorte
fuhren zwangslaufig zu unterschiedlichen Ergebnissen. Es wurden BMD-Absolutwerte
fur die QCT eingefiuihrt, angegeben als Masse an Hydroxylapatit pro Volumeneinheit
(Felsenberg und Gowin 1999; Bartl 2010):

Osteopenie Normal Osteoporose
80-120 mg/cm? > 120 mg/cm? < 80 mg/cm?
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Der Vorteil des QCT/pQCT-Verfahrens besteht darin, dass der BMC der Kortikalis und
Spongiosa separat analysiert wird, wodurch pathologische Veranderungen in der stoff-
wechselaktiveren Spongiosa friher und praziser dargestellt werden als mit dem DEXA-
Verfahren (Schneider et al. 1992; Takada et al. 1996). Eine Osteoporose kann folglich
zu einem friheren Zeitpunkt erkannt werden. Neben der BMD wird bei dem QCT/pQCT-
Verfahren zudem die Knochengeometrie im Querschnitt erfasst, wodurch Aussagen zur
Knochenstruktur und -qualitdt moglich sind. Aus der Kombination von Materialeigen-
schaften (z. B. Dichte), Materialverteilung (Struktureigenschaften) und Richtung der
Krafteinwirkung Uber den Querschnitt lassen sich mechanische Parameter (z. B. Kno-
chenfestigkeit, Biegefestigkeit (Stress-Strain-Index (SSI)) berechnen (Schiel3l und Will-
necker 1997; Jamsa et al. 1998; Schiel3l et al. 1998; Lang et al. 1999; Flohr et al. 2002;
Guglielmi und Lang 2002; Bousson et al. 2006; Krestan und Gruber 2013).

Die Methode ist auRerdem weniger anfallig gegentber Messfehlern, die beispielsweise
durch degenerative Veranderungen des Knochens bzw. Uberlagerungen (z. B. Aor-
tensklerose) hervorgerufen werden. Sie ist auch bei Metallimplantaten anwendbar (Yu
et al. 1995b; Flohr et al. 2002; Guglielmi und Lang 2002; Guglielmi et al. 2006; Krestan
und Gruber 2013). Der Fettfehler durch die Steigerung des Fettgehalts im Knochen mit
zunehmendem Alter kann analog zur DEXA durch die Doppelenergietechnik (Dual-
Energy-QCT) um den Faktor 4 reduziert und durch pQCT-Verfahren nahezu eliminiert
werden (Genant und Boyd 1977; Goodsitt et al. 1991; Link et al. 1993; Engelke 2002;
Krestan und Gruber 2013).

Die QCT geht aber mit einer héheren Strahlenbelastung einher, ist technisch aufwandi-
ger und wesentlich teurer als die DEXA (effektive Strahlendosis — DEXA: ca. 20 uSy;
2D-QCT: 50-60 pSv; 3D-Volumen-QCT: 2 mSv (Njeh et al. 1999; Brenner und Elliston
2004; Krestan und Gruber 2013). Die Genauigkeit fur die QCT liegt bei 5-15 % (Gluer
und Genant 1989; Krestan und Gruber 2013; Novotec Medical GmbH 2016). Die Repro-
duzierbarkeit bzw. die Prazision der QCT hangt von der Ausbildung und der Motivation
des technischen Personals ab (Boutroy et al. 2005; Krestan und Gruber 2013), was die
Messvarianz von 1-5 % erklart.

Die pQCT weist hingegen nur eine Strahlenbelastung von 1 pSv auf (Braun et al. 1998).
Die Untersuchungsprazision ist mit 0,3—0,7 % groRer als die flr zentrale Messorte, was
fur Verlaufskontrollen relevant ist (Glier et al. 1995; Braun et al. 1998; Engelke et al.
2009; Bartl 2010; Novotec Medical GmbH 2016). Die pQCT ist praziser als die DEXA,


https://de.wikipedia.org/wiki/Stress-Strain-Index
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kann jedoch nicht die BMD des gesamten Kdrpers erfassen. Lokale, durch pQCT ge-
wonnene Messergebnisse dirfen nicht unkritisch auf das Gesamtskelett Gbertragen wer-
den.

Weitere Grinde, weshalb sich das QCT-Verfahren bislang nicht gegenuber der DEXA
durchsetzen konnte, sind die limitierte Anzahl an longitudinalen QCT-Studien zur Ana-
lyse der Vorhersagekraft von osteoporotischen Frakturen, die geringe Erfahrung mit der
therapeutischen Nutzung der Messwerte und nicht zuletzt die WHO-Definition, die aus-
schlief3lich auf DEXA-Messungen beruht. Die pQCT wird derzeit vorwiegend in der klini-
schen Forschung eingesetzt und ist eine vielversprechender Methode zur Analyse der
Genese und des Verlaufs metabolischer Osteopathien (Krestan und Gruber 2013).

Um einzelne Trabekel der GréRendimension 50—-200 um darzustellen, bedarf es jedoch
der Mikro-Computertomografie (UCT) (s. Kap. 1.3.3). Hochaufldsende CTs mit einer ma-
ximalen Ortsauflésung von ca. 230 pym und einer Schichtdicke von 500 um liefern ledig-
lich ein Summationsbild der Trabekelstruktur. Dennoch konnten hohe Korrelationen der
mittels CT in vitro erhobenen Daten mit den wahren Strukturparametern gezeigt werden
(Link et al. 2003).

Mikro-Computertomografie (uCT)

Durch die hohe Ortsauflésung von bis zu 5 pym ist die uCT in der Lage, die 3D-Struktur
des Trabekelnetzwerkes adaquat darzustellen und isotrope 3D-Datensatze zu erzeugen
(Ito et al. 1998; Engelke et al. 1999). Art und Ausmal} krankheitsbedingter Spongiosa-
Veranderungen kdnnen hierdurch erfasst werden. Die meisten uyCT kdnnen jedoch nur
in vitro fur kleine Gewebeproben angewendet werden.

Gegenuber der Histomorphometrie, die sehr zeitaufwendig eine 3D-Rekonstruktion aus
histologischen Schnitten entwickelt, kommt die yCT auch fir Routineuntersuchungen
der Knochenstruktur in Knochenbiopsien in Betracht. Die Probe wird hierbei nicht zer-
stort und es entstehen keine Schnittartefakte (Delling et al. 1995). Bei einer zu erzielen-
den Auflésung von 10 um ist die maximale ProbengréRe auf etwa 1 cm begrenzt. Die
Scanzeiten variieren je nach Auflésung und liegen im Bereich von Minuten bis Stunden
(Engelke et al. 1999). Die vergleichsweise langen Messzeiten ergeben sich daraus, dass
die Bildqualitat durch die Auflésung des Detektors begrenz wird. Bei kleinen Proben wer-
den die besten Ergebnisse erzielt, indem sie mdglichst nah an der Strahlungsquelle po-
sitioniert werden (Feldkamp et al. 1989). Die hieraus entstehende Fokusverkleinerung
fuhrt zu einer Reduzierung der Strahlungsintensitat und folglich zu einer Verlangerung

der Messzeiten (Engelke et al. 1999).
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Bei der uCT dient ein Synchrotronstrahler, oder eine Mikrofokusrontgenrdhre als Strah-
lungsquelle. Diese ist im Gegensatz zum Ganzkorpertomografen fixiert und scannt ein
rotierendes Objekt. Fir die adaquate Umsetzung der erhaltenen Daten, wird der Uber-
gang vom Knochen zur Luft / zum Mark durch mindestens einen festgelegten Schwel-
lenwert dargestellt (Feldkamp et al. 1989). Die wenigen bisher existierenden Studien zur
Reproduzierbarkeit des Verfahrens belegen eine hohe Prazision fur die uCT (Balto et al.
2000; Nagele et al. 2004).

1.3.4 Frakturversorgung bei Osteoporose

Der optimale Zeitpunkt der Frakturversorgung wird in der Alterstraumatologie kontrovers
diskutiert. Letztlich sollte eine Frakturversorgung in Abhangigkeit vom Allgemeinzustand
des Patienten, der betroffenen anatomischen Region und dem Einfluss der Fraktur auf
die Mobilitat so friih wie moglich erfolgen. Eine operative Versorgung einer proximalen
Femurfraktur innerhalb von 24 Stunden senkt die hohe Ein-Jahres-Mortalitatsrate (20—
25 %).

Das Ziel einer Frakturversorgung ist durch das rasche Erreichen einer Belastungs- bzw.
Ubungsstabilitat die Mobilitat und Lebensqualitat des Patienten wiederherzustellen und
Komorbiditaten zu verhindern. Grundvoraussetzung hierfir ist ein schneller Heilungspro-
zess. Voraussetzungen fur die Frakturheilung sind genltigend reaktionsfahige knécherne
Substanz im Frakturbereich, eine gute Durchblutung und biomechanische Kriterien (z.
B. Adaptation der Frakturenden). Fur die Frakturversorgung am osteoporotischen Kno-
chen stellen diese Bedingungen jedoch eine Herausforderung dar. Die reduzierte Kno-
chenmasse und -qualitat erhoht nicht nur das Frakturrisiko, sondern beeintrachtigt mog-
licherweise auch die Frakturheilung. Ein weiteres Problem bei der Reposition und Stabi-
lisierung osteoporotischer Knochenfragmente ist die knécherne Verankerung der Oste-
osynthesen, die nicht selten unkonventionelle Metallanordnungen (z. B. Doppelplatte-
nosteosynthesen) oder prothetische Sondermodelle erfordert. Die erhéhte Komplikati-
onsrate bei der operativen Versorgung osteoporotischer Frakturen gilt es bei der Thera-
pieplanung zu bericksichtigen.

Aufgrund dieser Problematik gewinnt die technische Weiterentwicklung stabilisierender
Verfahren und der Einsatz von Medikamenten in der osteoporotischen Frakturbehand-
lung zunehmend an Bedeutung. Intramedulldre Krafttrager, winkelstabile Platten-

/Schraubensysteme, Knochenzementaugmentation (z. B. Vertebroplastie/Kyphoplastie)
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sowie minimalinvasive Zugange erhohen die Stabilitdt, schonen das Periost, die Blutver-
sorgung und das umliegende Gewebe und fiihren folglich zu einer verbesserten Kno-
chenheilung (Bartl 2010). Experimentelle und erste klinischen Studien belegen das Po-
tenzial der zusatzlichen Applikation von Praparaten zur Férderung der Knochenheilung
(z. B. Kalzium, Vitamin D, Bisphosphonate, Kalzitonin, Hormonersatz-Praparate) (Bartl
2010).

Der regulierende Einfluss des RANK/RANKL/OPG-Systems auf die postmenopausare
Osteoporose wurde bereits nachgewiesen (Takahashi et al. 1988; Simonet et al. 1997;
Bucay et al. 1998; Kostenuik et al. 2001; Flick et al. 2003; s. Kap. 1.2.2). Das von den
Osteoblasten sezernierte OPG hemmt durch Bindung an RANKL dessen Interaktion mit
RANK und damit die Knochenresorption. Systemisch mit OPG behandelte Tiere zeigten
einen erhohten trabekularen Knochenanteil (Kostenuik et al. 2001). Fur den klinischen
Gebrauch wurde ein humaner monoklonale RANKL-Antikorper AMG-162 (Denosumab)
entwickelt, der mit hoher Affinitdt an RANKL bindet und so die Knochenresorption
hemmt. In einer Phase-IlI-Studie zeigten osteoporotische Patientinnen (n=7868) unter
systemischer Applikation von Denosumab einen hohen BMD-Zuwachs, sowie eine sta-
tistisch hochsignifikante Risikosenkung fur Frakturen in der gesamten Studienpopulation
(Cummings et al. 2009). Weitere Studien bestatigten diese Ergebnisse (Bekker et al.
2004; Takahashi und Ozawa 2005; McClung et al. 2006) und demonstrierten zudem eine
Uberlegenheit von Denosumab gegeniiber Alendronat beziiglich dem BMD-Zuwachs
nach 12 Monaten (Brown et al. 2009; Kendler et al. 2010; Reid et al. 2010). Der signifi-
kant hohere Anstieg der BMD korrelierte dabei mit der schnelleren und starkeren Hem-
mung des Knochenumbaus. Der Grund hierflr kdnnte auf den unterschiedlichen Wirk-
mechanismus von Denosumab und Alendronat zurlickzufiihren sein. Wahrend Alendro-
nat zuerst von aktiven Osteoklasten aufgenommen werden muss, inhibiert Denosumab
direkt durch Blockierung von RANKL die Ausreifung, die Aktivierung und das Uberleben
der Osteoklasten (Brown et al. 2009; Kendler et al. 2010). Seit 2010 ist der RANKL-
Antikérper Denosumab unter dem Handelsnamen Prolia® als 60 mg Injektionslésung in
einer Fertigspritze zugelassen. Er muss alle sechs Monate subkutan injiziert werden.
Denosumab findet Anwendung in der Behandlung der postmenopausalen Osteoporose,
in der Begleitbehandlung bei Frauen mit Mammakarzinom unter adjuvanter Behandlung
mit Aromatasehemmern sowie bei der Behandlung von Knochenschwund in Zusammen-
hang mit einer Hormonablation bei Mannern mit Prostatakarzinom mit erhéhtem Frak-
turrisiko (Ignatoski et al. 2008).
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2 Zielsetzung

Die systemische Wirksamkeit von OPG wurde in Tierversuchen (Kostenuik et al. 2001)

und an osteoporotischen Patientinnen (Bekker et al. 2004; McClung et al. 2006) nach-

gewiesen. Bislang fehlen jedoch Studien mit einer lokalen OPG-Applikation in den Frak-

turspalt. In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig der Effekt einer lokalen OPG-Applika-

tion auf den Knochen im Frakturgebiet und auf die Frakturheilung analysiert. Die Unter-

suchungen erfolgen an dem etablierten Frakturmodell der osteoporotischen Ratte. Drei

Versuchstiergruppen werden verglichen:

¢ ovarektomierte Ratten ohne OPG (OV-OPG)

¢ ovarektomierte Ratten mit OPG (OV+OPG)

¢ nicht ovarektomierte Ratten ohne OPG (Kontrollgruppe)

Die Frakturbereiche werden post mortem mittels osteodensitometrischer (pQCT), mor-

phologisch bildgebender (Nativ-Réntgen, yCT) und histologischer (Toluidinblau-, Mas-

son-Goldner-Trichrom-Farbung) Verfahren analysiert. Im Rahmen des Projektes werden

folgende Aspekte untersucht:

Eignung der Methodik

- Durchfiihrbarkeit der korrekten Platzierung des Spongostans® in den Osteotomiespalt

- Stabilitat der verwendeten Osteosynthese + Folgen eventueller Instabilitaten

- Abbildung der Wachstums-/Heilungsprozesse des Knochens mit den angewandten
Untersuchungstechniken

Einfluss von OPG auf das Knochenwachstum und die Heilungsprozesse

- Einfluss des lokal applizierten OPG auf das Knochengerist bzw. die Trabekelstruktur

- Einfluss des lokal applizierten OPG auf die BMD / Knochenflache / Knochenmasse

- Nachweis von Kalzifizierungen (und Zellen)

- Charakteristika des Einwachsverhaltens

- Charakteristika der Gewebsreaktionen

- Auftreten von Gefal3proliferationen und zentralen Nekrosen
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsbeschreibung

Fur die vorliegende Versuchsreihe wurden 30 weibliche Wistar-Hannover-Ratten ver-
wendet, von denen 20 Tiere zur Osteoporose-Induktion ovarektomiert waren. Weitere
zehn Tiere dienten als Kontrollgruppe. Die Ratten wurden in drei Gruppen aufgeteilt (s.
Tab. 2).

Tabelle 2: Anzahl der Versuchstiere und Gruppeneinteilung

Versuchsgruppe Anzahl der Tiere
ovarektomierte Tiere ohne OPG-Gabe (OV-OPG) n=10
ovarektomierte Tiere mit OPG-Gabe (OV+OPG) n=10
nicht ovarektomierte Tiere ohne OPG-Gabe (Kontrolle) n=10

OPG = Osteoprotegerin

Das Alter der Tiere betrug zum Operations-(OP)-Zeitpunkt 8 Wochen. Die Tiere wurden

praoperativ gewogen (s. Tab. 3).

Tabelle 3: Praoperatives Gewicht (g) der Tiere in den Versuchsgruppen

Versuchsgruppe
OV-OPG OV+OPG Kontrollgruppe
Tier Gewicht Tier Gewicht Tier Gewicht
Nummer praoperativ Nummer praopertiv Nummer praoperativ
1 398 11 382 21 266
2 409 12 359 22 297
3 388 13 411 23 311
4 400 14 344 24 312
5 398 15 382 25 257
6 395 16 365 26 264
7 397 17 383 27 286
8 366 18 402 28 286
9 363 19 366 29 274
10 394 20 413 30 299

OPG = Osteoprotegerin, OV-OPG = ovarektomierte Tiere ohne OPG; OV+OPG = ova-
rektomierte Tiere mit OPG; Kontrollgruppe = nicht-ovarektomierte Tiere ohne OPG
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Die Unterbringung der Tiere erfolgte in Einzelkafigen (Macrolon Typ Ill, Bodenflache ca.
900 cm?) im Tierstall des Universitatsklinikums. Gemaf den europaischen Richtlinien zur
Haltung von Versuchstieren wurden die Tiere in einem zwdlf Stunden Hell-Dunkel-
Rhythmus bei einer Raumtemperatur von 21°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50 % ge-
halten. Nahrung und Wasser standen ad libitum zur Verfligung. Der OP-Zeitpunkt lag
vier Wochen nach der Ovarektomie der OV-OPG- und OV+OPG-Gruppe. Nach der Ova-
rektomie wurden die Tiere unter den beschriebenen Bedingungen untergebracht, um
eine Eingewdhnung zu gewahrleisten.

Bei der standardisierten Osteotomie wurde im mittleren Drittel des rechten Femurs ein
Osteotomiespalt von 1 mm Grolie gesetzt. Die Stabilisierung des Femurs erfolgte durch
einen speziell angefertigten Fixateur externe mittels vier Gewindedrahten (s. Kap. 3.3.1).
Das OPG wurde Uber eine Tragermatrix (Spongostan®) in den Frakturspalt eingebracht.
Die Tiere wurden innerhalb einer Woche operiert und nach einer Versuchsdauer von 30
Tagen gemal Tierethikantrag euthanasiert.

Die operierten Femura wurden fir die radiologischen Messungen und die histologische
Aufarbeitung mitsamt Fixateur externe in kalkhaltigem Kunststoff (Technivit 9100 New)
eingebettet. Die radiologische Analyse der Praparate wurde mittels Réntgengerat, pQCT
und PCT durchgeflihrt. AnschlieRend erfolgte die histologische Aufarbeitung und Aus-

wertung.

3.2 Tierversuchsgenehmigung

GemalR §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde durch den Regierungsprasidenten der
Stadt Gieflen am 21. Oktober 2009 eine Tierversuchsgenehmigung zur Durchfihrung
von wissenschaftlichen Versuchen erteilt. Sie tragt das Aktenzeichen MR 20/17 Nr.
56/2009.
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3.3 Versuchsvorbereitung

3.3.1 Fixateur externe

Zur Osteosynthese wurde eine Modifikation der etablierten Fixateur externe Konstruktion

der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. L. Claes des Instituts fur Unfallchirurgische For-

schung und Biomechanik der Universitat Uim (HelmholtzstralRe 14, 89081 Ulm) verwen-

det. Die operative Einarbeitung (Claes et al. 1979; 1980; 2009; Willie et al. 2009) erfolgte

mit freundlicher Unterstitzung der Mitarbeiter der Arbeitsgruppe. Der Fixateur externe

wurde durch die Medizintechnik der Philipps Universitat Marburg nachgebaut (s. Abb. 6

+7).

Die Grundkonfiguration des unilateralen / eindimensionalen Fixateur externe bestand

aus:

- vier Titan-Pins mit einem apikalen Gewinde,

- zwei Klemmbacken aus jeweils einem Edelstahl- und einem Aluminium-Balken mit
Aussparungen zum Einspannen der Pins,

- vier Schrauben zum Zusammenziehen der Klemmbacken und der Fixierung der
Pins.

Der Fixateur externe war 28 mm lang, 5 mm breit und ca. 19,5 mm (durch individuelle

Pin-Lange minimal abweichend) hoch. Die H6he ab Hautniveau betrug ca. 13,5 mm.

15mm

6mm

Abbildung 6: Fixateur externe mit Abmessungen (angelehnt an Claes et al. 2009)
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Abbildung 7: Grafische Darstellung des Fixateurs mit Abmessungen (Willie et al.
2009)

links: Klemmbacke bestehend aus 2 Balken (UP-upper plate: oberer Balken; LP-lower
plate: unterer Balken) und zwei Schrauben; Mitte oben: Aufsicht auf UP, unten: Front-
sicht auf UP; rechts oben: Aufsicht auf LP, unten: Frontsicht auf UP; GroRenverhaltnisse
des Fixateurdesigns f3 in mm als Buchstaben A—F; offset: Anlage der Klemmbacken,
Abstande (mm) zwischen der lateralen Oberflache des Femurs und der Innenseite der
Klemmbacke; AL: Aluminium; SS: Edelstahl; Ti: Titan

Als Pins wurden vier 10 cm lange Titan-K-Drahte mit 1,2 mm Auf3en- und 0,65 mm In-
nendurchmesser verwendet. Das apikale Ende der Pins wies ein 10 mm langes Gewinde
zur besseren Fixierung im Knochen auf (Fa. M. Jagel, Bad Blankenburg, Germany). Die
beiden Klemmbacken des Fixateurs setzten sich aus jeweils zwei Balken zusammen.
Die vorderen Balken mit einer Starke von 3 mm bestanden aus Aluminium-Edelstahl, die
2 mm dicken hinteren Komponenten aus Edelstahl. Zur Aufnahme der Pins enthielt der
vordere Balken vier Bohrungen im Abstand von 8 mm. Die Kontaktflachen der beiden
Backen lagen plan aufeinander und wurden mit zwei Senkkopfschrauben (M 2,5 x 10
mm, Sechskant) zusammengezogen, wodurch ein festes Einspannen der Pins mdglich
war. Hierzu enthielten die beiden Schraubenlécher der hinteren Backe ein Gewinde. Die
vordere Backe nahm die Schraubenkdpfe auf.

Die vier Gewinde-Pins wurden nach Vorbohrung unter Verwendung einer Bohrschab-
lone in Abstanden von 8 mm in den linken Femur des Versuchstieres eingebracht und
mittels Klemmbacken des Fixateurs gesichert. Anschlieend wurde eine Osteotomie
durchgefuhrt. Durch die definierte Anlage der Klemmbacken in Abstadnden von 6 mm und
15 mm, gemessen zwischen der lateralen Oberflache des Femurs und der Innenseite
der Klemmbacke, entstand ein 1 mm groRRer Spalt (s. Kap. 3.4.3). Diese starre Fixie-
rungs-Konstruktion mit zwei Langselementen gewahrleistete eine axiale Steifigkeit von
74 N/mm bei einem Gesamtgewicht von ca. 5,4 g (Claes et al. 1979; 1980; 2009).
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3.3.2 Tragermatrix Spongostan®

Zur Applikation von OPG in den Frakturspalt wurde als Tragermatrix Spongostan® (Fa.
Johnson & Johnson MEDICAL GmbH) verwendet (s. Abb. 8). Spongostan® ist ein lokal
anwendbares steriles Hamostyptikum, das seit Jahrzehnten klinische Anwendung findet
und sich besonders in den chirurgischen Disziplinen bewahrt hat (Light und Prentice
1945). Spongostan® wird aus gereinigter porciner Gelatine hergestellt. Die schwammar-
tige Struktur mit gleichmaRiger Porositat erlaubt eine Flussigkeitsaufnahme bis zum 45-

Fachen des Eigengewichts (Johnson & Johnson Medical o. J.; Pinkernell 2010).

Abbildung 8: Zugeschnittenes Sbongostan® (eigenes Bild)

3.4 Operation

Die OPs wurden in einem Tierstall der Universitat Marburg durchgefihrt, in dem ein
Raum funktionell zum OP-Saal umgebaut wurde. Alle OPs wurden am rechten

Femurknochen der Tiere vorgenommen.

3.4.1 Vorbereitung und Narkoseverfahren

Vor dem operativen Eingriff wurden die Tiere gewogen. Hierzu erhielten sie eine kurze
Inhalationsnarkose mittels Isofluran® (1,5-3 %). Das Gewicht, das Alter, die Erken-
nungsnummer und der Operateur wurden im OP-Protokoll dokumentiert. Die Tiere wur-
den anhand der Erkennungsnummer identifiziert.

AnschlieRend erfolgte zur Narkoseeinleitung gewichtsadaptiert die intramuskulare (i. m.)
Gabe von Ketanest® und Rompun® in die Nackenmuskulatur. Intraoperativ wurde bei

Bedarf vorwiegend mit Ketanest® nachdosiert (s. Tab. 4).
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Zur Vermeidung von Wundinfektionen erhielten die Tiere praoperativ eine einmalige sub-
kutane Injektion von 50 mg Ampicillin/kg KG. Nach Eintritt der Narkose wurde zum
Schutz der Augen vor Austrocknung eine Augensalbe aufgetragen. AnschlieRend wurde
das OP-Feld enthaart und mit der antiseptischen Losung (Kodan® Tinktur forte, Schilke)

desinfiziert.

Tabelle 4: Narkosemedikamente

Medikament Wirkstoff Dosierung Dosierungs-Art
Isofluran® Isofluran titriert inhalativ
Ketanest® Ketaminhydrochlorid 100 mg/kg KG intramuskular/intra-

peritoneal
Rompun® Xylazinhydrochlorid 5 mg/kg KG intramuskular/intra-

peritoneal
Ampicillin® Ampicillin 50 mg/kg KG intramuskular

KG = Kdrpergewicht

3.4.2 Intraperitoneale (i. p.) Injektion

Aufgrund der bei der i. m. Injektion aufgetretenen Komplikationen, wurde die Applikation
der Narkosemedikamente auf eine i. p. Injektion umgestellt (s. Kap. 4.1). Die i. p. Injek-
tion wurde durch zwei Personen durchgefiihrt. Das Tier erhielt eine kurze Inhalations-
narkose (Isofluran®), bevor es kopfiiber in eine Hand genommen wurde. Die Organe der
Ratte verlagerten sich dadurch der Schwerkraft folgend nach kranial Richtung Kopf. Die
Injektion erfolgte schrag (von dextra kranial nach sinistra kaudal) in das Peritoneum des
linken unteren Quadranten des Abdomens (Schulz 2010). Dabei wurde auf eine ange-
passte Eindringtiefe der Kanile geachtet, um eine Perforation der Harnblase zu vermei-

den. Appliziert wurde ein maximales Injektionsvolumen von 20 ml’kg KG (s. Tab. 4).

3.4.3 Operationsverfahren

Die Ratte wurde in Linksseitenlage auf dem OP-Tisch gelagert, so dass das rechte
Femur gut zuganglich war. Das OP-Gebiet wurde grof3zligig mit antiseptischer Lésung
(Kodan® Tinktur forte, Schiilke) desinfiziert und die angrenzenden Regionen mit sterilen

OP-Tuchern abgedeckt. Alle OP-Materialien, inklusive OP-Besteck und Osteosynthese-
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Materialien, wurden nach jedem Eingriff im Universitatsklinikum industriell gereinigt und
sterilisiert.

Der Zugang zum rechten Femur erfolgte von lateral durch einen 30 mm langen Haut-
schnitt auf einer Verbindungslinie zwischen Kniegelenk und dem Trochanter major (s.
Abb. 9). Nach scharfer Eréffnung der Fascia lata folgte die stumpfe, schichtgerechte
Praparation entlang der ventralen und dorsalen Muskelgruppe bis zum Periost. Das
Femur wurde mit einer chirurgischen Pinzette von dorsal gefasst und durch eine Dre-
hung um 30° leicht abduziert, wodurch er sich aus dem umgebenden Weichteilgewebe
absetzte.

Nach Anlage des externen Fixateurs unter Einbringung von vier Pins erfolgte die Oste-
otomie. Hierzu wurde mittels Schablone der Verankerungspunkt des ersten Gewinde-
drahtes proximal zum Trochanter major gewahlt und mittels einer Bohrhilse senkrecht
zum Femur und in einem Winkel von 45° zur Sagittalebene vorgebohrt. Nach Befesti-
gung des ersten Gewindedrahtes wurde der Fixateur aufgesteckt und tber das distale
Schraubenfutter das zweite Loch oberhalb des Kniegelenkes vorgebohrt. Nach der Ver-
ankerung des Fixateurs an dieser Stelle wurden die mittleren Gewindedrahte ange-
bracht. Nach der sicheren Befestigung des Fixateurs und Einbringung eines gegenuber-
liegenden Hakens zur Weichteilprotektion wurde im mittleren Drittel des Femurs, zwi-
schen den Gewindedrahten zwei und drei, eine Osteotomie gesetzt. Das Sagen des Os-
teotomie-Spaltes erfolgte mit zwei Trennscheiben, die auf einer Bohrmaschine in einem
Abstand von 1 mm angebracht waren. Um ein Uberhitzen des S&geblattes und damit
Verbrennungsnekrosen zu vermeiden, erfolgte der Sagevorgang unter standiger Kiuh-
lung mit steriler isotonischer NaCl-Lésung. Das knécherne Segment wurde aus dem OP-
Gebiet entfernt und mit Formaldehyd (4 %) in einem beschrifteten Tube fixiert. Anschlie-
Rend wurde das OP-Gebiet mehrmals mit physiologischer Kochsalzlésung gesplilt.

Zur Applikation von OPG wurde das schwammartige Tragermaterial Spongostan® zuge-
schnitten und in steriler OPG-NaCl-Losung getrankt. Die zehn Tiere der OV-OPG-
Gruppe bzw. Kontrollgruppe erhielten in NaCl getranktes Spongostan®. Die Muskelfas-
zien (Fascia lata) und das subkutane Gewebe wurden mit resorbierbarem Nahtmaterial
(Vigryl 3.0) vernaht. Die Adaption der Haut erfolgte mit Seralone 4.0 durch Einzelknopf-

nahte. Abschliefend wurde die Wunde mit einem Sprihverband versorgt.
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Abbildung 9: Darstellung des Operationsverfahrens

Obere Reihe: Entharrung des Femurs (links); freigelegtes Femur von lateral (Mitte); Ein-
bringung der Gewindepins unter Verwendung der Bohrschablone (rechts)

Mittlere Reihe: eingebrachte Gewindepins mit entfernter Bohrschablone (links); vorlau-
fige Anlage der Klemmbacken des Fixateurs zur Stabilisierung vor Setzen der Osteoto-
mie (Mitte), Osteotomiespalt 1 mm stabilisiert durch Fixateur (rechts);

Untere Reihe: entferntes kndchernes Segment und zugeschnittenes Spongostan® zum
GroRenvergleich neben einer Klemmbacke und einem Skalpell (links); eingebrachtes
Spongostan® in den Osteotomiespalt (links), definierte Anlage der Klemmbacken des
externen Fixateurs; Adaption der Haut mit Einzelknopfnéahten (rechts)

Die Ratte stammte aus einer anderen Versuchsreihe des Tierstalls und wurde zu
Ubungszwecken zur Verfligung gestellt. Auf eine sterile Abdeckung wurde verzichtet, da
das Tier bereits tot war.
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3.5 Postoperative Versorgung

Zur postoperativen Analgesie wurde den Tieren 20 mg/kg Tramal als Depot subkutan in
die Nackenfalte injiziert. Weiter erhielten die Tiere Uber das Trinkwasser 25 mg/l Tramal
bis zum Ende des Versuches. Zur Uberwachung wurden regelmaRige Temperatur und

Gewichtskontrollen durchgefuhrt. Die OP-Wunde jeder Ratte wurde taglich kontrolliert.

3.6 Euthanasie der Versuchstiere

In der vierten Woche post operationem wurden die Tiere durch eine durch CO; (80 %)
ausgeloste Asphyxie aus dem Versuch genommen. Zuvor erhielten die Tiere eine
Mischnarkose mit Ketanest® und Rompun®.

Unmittelbar nach Eintritt des Todes wurden beide Femora des Tieres freiprapariert. Da-
bei wurde darauf geachtet, dass zum Schutz des neugebildeten Kallus gentigend Mus-
kelgewebe am operierten Femur verblieb. Um die Stabilitat des Rattenfemurs und damit
des Frakturspaltes auch nach der Entnahme zu gewahrleisten, wurde das Femur inclu-
sive Fixateur externe explantiert. Nach einer Inkubation in Formaldehydl6sung (4 %)
wurde das Femur durch eine Kunststoffeinbettung in Technovit 9100 New® dauerhaft
fixiert. Beim Zuschneiden des Praparates (Kunststoffklotzes) wurde der Fixateur externe
entfernt (s. Kap. 3.8).

3.7 Nativ-Rontgenuntersuchungen

Die geplante postoperative Rontgendiagnostik konnte aufgrund der rdumlichen Gege-
benheiten des Tierstalls sowie aufgrund von Kapazitatsproblemen nicht durchgefiihrt
werden. Die postmortal explantierten Femura wurden in Petrischalen verpackt und in der
Abteilung fur Strahlendiagnostik des Universitatsklinikums Marburg nativ in anterior-
posterior-Projektion gerontgt. In Abb. 13 ist aus jeder Versuchsgruppe ein Rontgenbild
exemplarisch dargestellt. Anschlieliend wurden die Femura der Vorbereitung fir die

Kunststoffeinbettung in Technovit 9100 New® zugefiihrt.
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3.8 Aufarbeitung der Femurknochen

3.8.1 Entwasserung und Entfettung des Knochens

Zunachst wurden die Praparate zwolf Stunden unter flieRendem Wasser gespilt, um das
zur vorubergehenden Fixation verwendete Formaldehyd auszuwaschen. Danach folgte
die Entwasserung der Knochen mittels aufsteigender Alkoholverdiinnungsreihe (jeweils
24 Stunden: Ethanol 70 %, Ethanol 80 %, Ethanol 90 %, 2 x Ethanol 100 %) und die
Entfettung in Xylol (2 x 24 Stunden). Zur Vorbereitung auf die Einbettung wurden die
Knochen weitere 2 x 24 Stunden in eine Xylol/Technovit®-Mischung eingelegt.

Da eine sorgfaltige Entwasserung und Entfettung die Grundvoraussetzung fir eine gute
Durchtrankung und Polymerisation darstellt, wurden alle Lésungen in regelmafigen Ab-

standen neu angesetzt und unter Agitation auf einem Schiittler verwendet.

3.8.2 Kunststoffeinbettung

Nach Entwasserung und Entfettung erfolgte die Einbettung der zu untersuchenden Kno-
chen in Technovit 9100 New® (Firma Kulzer). Hierbei handelt es sich um einen transpa-
renten thermoplastischen Kunststoff aus Polymethylmethacrylat (PMMA). Der erste
Schritt bestand darin, die Technovit 9100 New® Basislosung, die aus stabilisiertem Me-
thylmethacrylat besteht, zu entstabilisieren, indem ihre Hydrophilie verbessert wurde.
Dazu wurden 3—4 Liter Technovit 9100 New® Basislosung Uber eine mit 50 g Alumini-
umoxid geflllte Chromatografie-Saule gegeben. Diese Lésung wurde bei -4 °C aufbe-
wahrt oder bei -15 bis -20 °C im TiefkUhlschrank gelagert. Aus der entstabilisierten Ba-

sislésung wurden alle Gebrauchslésungen hergestellt (s. Tab 5).
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Tabelle 5: Zusammensetzung verschiedener Gebrauchslésungen aus Technovit
9100 New®

Bezeichnung Basisl6- PMMA- Harter 1 Harter 2 Regler
der Gebrauchs- sung Pulver
Iésungen
Prainfiltration 200 ml 19
Infiltration ad 250 ml 20g 19/2g*

Stammlésung A | ad 500 ml 39/4g*

Stammlésung B ad 50 ml 4 ml 2ml

*Bei Verwendung von stabilisierter Basislosung, PMMA = Polymethylmethacrylat

Vor der Einbettung wurden die Knochen jeweils 2 x 24 Stunden bei 4°C in Prainfiltrations-
und Infiltrationsmedium inkubiert. Die Polymerisationsldésung zur Einbettung wurde aus
neun Teilen der Stammlésung A und einem Teil der Stammlésung B hergestellt. Die
Lésung wurde mit einem Magnetrihrer vermischt, bis sie schlierenfrei war. Die fertige
Polymerisationslésung wurde Uber die Knochen in verschlieRbare Kunststoff-Petrischa-
len gegossen. Zur Entfernung von Luftblasen aus dem Gemisch wurden die Proben fir
10 min im Exsikkator einem leichten Vakuum ausgesetzt. Danach wurden die Gefalie
mit Polyethylen-Folie und dem Deckel luftdicht verschlossen und fur die weiter Polymeri-

sation bei -20°C fur mehrere Tage gelagert.

3.8.3 Zuschneiden der Praparate

Fur die radiologischen Messungen mussten die Praparate von Metallteilen befreit wer-
den, um Artefakte zu vermeiden. Fir die Herstellung histologischer Praparate ist es von
Vorteil den Uberschussigen Kunststoff abzutragen. Dadurch wird die zu schneidende
Flache und folglich die Abnutzung der Hartstahimesser minimiert. Weiter erhéht sich die
Prazision vor allem der durch die uCT-Messung gewonnenen Daten durch die Verklei-
nerung der Probe.

Daher wurden die in Technovit 9100 New® eingebetteten Knochen in mehreren Schritten
unter Verwendung einer Diamantrotations-Sage (Fa. Exakt, Norderstedt) auf eine ak-
zeptable GroRRe zugeschnitten (s. Abb. 10). Die Sdge wurde wahrend des Schneidevor-

ganges mit Wasser vor Uberhitzung geschiitzt. Zu Beginn wurde der externe Fixateur
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entfernt, so dass nur die vier Schrauben im Knochen verblieben. Danach wurden die
proximalen und distalen Teile des Femurs abgetrennt. Hierzu wurde die Sage direkt hin-
ter dem zweiten und kurz vor dem dritten Gewindedraht angesetzt, so dass nur der
diaphysare Teil um den Osteotomiespalt in dem Praparat vorlag. Eventuell verbliebene
Metallspane wurden mit einem Skalpell entfernt. Die resultierenden Knochenblécke hat-

ten eine Grofe von ca. 0,5 x 0,7 x 0,8 cm3.

f:-.-;

Abbildung 10: Femurknochen mit externem Fixateur fixiert in Technovit 9100 New®;
Zuschnitt mittels Diamantrotations-Sage

3.9 Radiologische Auswertungen
3.9.1 Auswertung mit dem pQCT

Bei dem verwendeten pQCT handelte es sich um ein vollautomatisches Gerat mit der
Typenbezeichnung XCT Research SA+ der Firma STRATEC Medizintechnik GmbH
(Pforzheim, Deutschland, s. Abb. 11). Die Messeinheit besteht aus dem pQCT und ei-
nem Computer, der Uber eine Schnittstelle die Messdaten erhalt, mathematisch bearbei-
tet und auswertet. Das Prinzip des Messverfahrens beruht auf der gefilterten Rickre-
sorption. Aus einer Rontgenréhre emittierte Photonen wurden nach Transmission des
Rattenfemurs von zwdlf Detektoren registriert, wobei Absorptionsprofile entstanden. Je-
dem Bildpunkt dieser Absorptionsprofile wurde ein Schwachungskoeffizient zugeordnet,
um den Mineralanteil (BMD) des Knochens herauszufiltern. Hierzu wurde der Schwa-
chungskoeffizient zuvor mit einem Hydroxylapatit-Phantom mit bekannter Konzentration
kalibriert und mit Hilfe des speziellen Softwareprogramms in einen Dichtewert umge-
rechnet. Aus den gefilterten Absorptionsprofilen konnte durch mathematische Faltung
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ein Querschnittsbild generiert werden (s. Kap. 1.3.3). Die zwolf Detektoren waren in ei-
nem Winkelabstand von 1° zur Quelle angeordnet, wodurch 180 Winkelschnitt-Projekti-
onen erzeugt wurden. Die Fokusgrofie betrug 50 p. Die Rontgenrdhre arbeitete mit einer
Spannung von 50,5 KV, einer Stromstarke von 0,272 mA und einer Leistung von 13,7
W. Bei einer Expositionszeit der Rattenfemur-Blocke von 620 s entsprach die effektive
Dosis 3,28 uSv. Laut Hersteller ist die Strahlenexposition fir Aulenstehende vernach-
lassigbar. Die pQCT-Messeinheit wurde alle 24 Stunden nach der letzten Messung so-
wie arbeitstaglich vor Beginn der Messungen einer Quality-Assurance (QA) unterzogen,
indem ein Standard QA-Phantom vermessen wurde. Eine Sollwert-Messwert-Differenz
unter 1 % wurde als Fehlermeldung registriert.

Als Objekthalter flr die zugeschnittenen Knochenbldcke (s. Kap. 3.8.3) dienten Falcon-
Tubes, die in das pQCT-Gerat eingespannt wurden. Die Femurblécke wurden von distal
nach proximal gescannt mit einem Vorschub von 0,3 mm Scan-Schritten. In einem initi-
alen Ubersichtsscan wurde zunéchst ein Referenzpunkt festgelegt. Dieser wurde von
der Mitte des Osteotomiespalts ausgehend 2,5 mm distal mit einer Cursorlinie markiert
und diente als Bezugspunkt fir den Messbereich im nachfolgenden Scan. Hierbei wur-
den drei ROI definiert:

- ROl 2,5 mm distal von der Mitte des Osteotomiespaltes
- ROl Mitte des Osteotomiespaltes
- ROl 2,5 mm proximal von der Mitte des Osteotomiespaltes

Der Scanbereich wurde in ein virtuelles, 3D-Gitter eingeteilt, wodurch Gitterpunkte (Vo-
xel) entstanden. Jedes Voxel wurde wahrend des Messverfahrens ausgemessen. Die
VoxelgrofRe betrug 0,07 mm (= 70 ym). Zur Zuordnung der virtuellen Voxel zu realem
Gewebe verwendete die Auswertungssoftware Schwellenwerte. Die Berechnungen wur-
den mit dem CONTOUR-MODE und dem PEEL MODE durchgefihrt. Der CONTOUR-
MODE ermoglichte die Unterscheidung von Weichteilen und Knochen, wodurch die Ge-
samtknochenflache (in mm?) berechnet werden konnte. Alle Voxel mit einer durchschnitt-
lichen Dichte oberhalb dieses Schwellenwerts identifizierte das pQCT-Gerat als kortikale
Knochenstrukturen, alle Voxel niedrigerer Dichte wurden als Weichteilgewebe definiert.
Der PEEL-MODE dient zur Unterscheidung von Kortikalis und Spongiosa. Per definitio-
nem wurden von der berechneten Gesamtknochenflache konzentrisch die aulReren 55
% als Kortikalis und Subkortikalis definiert und die verbleibenden inneren 45 % als Spon-

giosa. Nach Festlegung dieser fiktiven Flachenverhaltnisse erfolgte die reale Trennung
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in Kortikalis und Spongiosa anhand des inneren Schwellenwertes. In dieser Studie lag
der innere Schwellenwert des Rattenfemurs bei 500 mg/cm3. Voxel mit Werten dartber
(> 500 mg/ cm?®) wurden als kortikale Knochenstruktur deklariert. Trabekulare Knochen-
strukturen (Spongiosa) entsprachen Werten von 280-500 mg/cm3. Fur Weichteilgewebe
lag der obere Schwellenwert bei 280 mg/cm?. Kortikale und trabekulare Strukturen bil-
deten zusammen die Grundlage fir die Knochenmasse (in g).

In dieser Arbeit wurden in den drei Schnittebenen (ROI I, ROI Il, ROI 1ll) die Knochen-

statusparameter BMD (in mg/cm?), Knochenflache (in mm?) und Knochenmasse (in g)

jeweils kortikal, trabekular und gesamt gemessen.

Abbildung 11: XCT Research SA+ der NOVOTEC Medical GmbH/ STRATEC Medizin-
technik GmbH, Pforzheim

3.9.2 Auswertung mit dem pCT

Es wurden exemplarisch fir jede Versuchsgruppe uCT-Aufnahmen von drei Knochen,
angefertigt. Hierzu wurde das ,Skyscan-1172 High-resolution 3D X-ray Microscopy®
(Firma Bruker) der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. L. Claes des Instituts fur Unfallchi-
rurgische Forschung und Biomechanik der Universitat Uim (Helmholtzstral’e 14, 89081
Ulm) genutzt. Das Gerat arbeitete mit einer Spannung der Réntgenrdhre von 50 kV und
einer Stromstarke von 200 mA. Die isotrope Voxelauflésung betrug 8 um.
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3.10 Herstellung und Auswertung der histologischen Praparate

Dank geeigneter Einbettungs-Kunststoffe ist es moglich, histologische Praparate aus
kalkhaltigem Knochen herzustellen. Wie beschrieben (s. Kap. 3.8.3) wurde der tber-
schissige Kunststoff der Praparate abgetragen, um die zu schneidende Flache zu mini-
mieren. Nach Durchfiihrung der radiologischen Analysen (s. Kap. 3.9) wurden mit dem
Hartstahlmesser eines Mikrotoms Schnitte in frontaler Schnittebene mit einer Schichtdi-
cke von 5 ym angefertigt. Zur Beurteilung des Knocheneinwachsverhaltens wurden die
Schnitte mit Toluidinblau und der Masson-Goldner-Trichrom-Methode gefarbt. Die ge-
wonnenen histologischen Praparate wurden mit einem Leica DMRX-Mikroskop DC 300
(Heerburg) ausgewertet. Dabei wurden die Schnitte unter Auflicht, Durchlicht und pola-

risiertem Licht betrachtet.

3.10.1 Toluidinblau-Farbung

Die Toluidinblau-Farbung ist einfach und schnell durchfihrbar. Obwohl nur ein Farbstoff
verwendet wird, zeigt die Farbung aufgrund metachromatischer Farbeffekte eine gute
Gewebsdifferenzierung (Revell 1983). Mineralisiertes Hartgewebe stellt sich blassblau
bis ungefarbt dar. Weichgewebe (z. B. Zellen, Zellkerne, Osteoidsdaume, Kollagenfasern)
erscheint in verschiedenen Blautdnen. Unverkalkte Knorpelmatrix, Mastzellengranula
und Wundheilungsareale farben sich metachromatisch rot-violett und verkalkte Kno-

chenmatrix dunkelblau. Die Farbelésung wurde als Stammldésung angesetzt.

Toluidinblau-Stammlosung

e 19 Toluidinblau

e 254¢ Natriumhydrogencarbonat
e 100 mi Aqua dest.

Fir die Gebrauchslésung wurde die Stammlésung im Verhaltnis 1:4 mit Aqua dest. ver-
dinnt. Bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss gelagert ist die Gebrauchsldsung

mehrere Jahre haltbar.
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Farbevorgang
1. 1 min baden in Toluidin-Gebrauchslésung
2. spulen unterflieRendem Leitungswasser, bis keine Farbauswaschung mehr sichtbar
ist
Differenzierung in 70 % und absolutem Ethanol-Bad
trocknen der Praparate bei 30 °C im Brutschrank (Cave: bei héheren Temperaturen
entstehen Trocknungsartefakte)
3 x jeweils 2 min in Xylol baden
Beschichtung der Praparate mit Tissue-Tek® Coverslipping-Film (Art.-Nr. 4790, Fa.
Miles, Naperville, Irland)
Die Beschichtung der Praparate erfolgte mit dem automatischen Eindeckgerat Coveraid
(Fa. Vogel GmbH & Co KG, Gielden). Die gefarbten und eingedeckten Praparate wurden
fur zwei Stunden bei 30°C im Trockenschrank gelagert, wobei das restliche Xylol ver-
dampfte. AnschlieRend wurden stérende Farbriickstdnde mittels 2 %iger Natronlauge

entfernt.

3.10.2 Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

Die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung ist in der Knochenhistologie von gro3er Bedeu-
tung. Durch ihren deutlichen Farbkontrast ist sie fur morphometrische Untersuchungen
gut geeignet. Durch die variable Mischung der Farbstoffe — Eisenhamatoxylin, Sau-
refuchsin-Ponceau-Azophloxin und Lichtgriin — lassen sich Zellen unterschiedlich anfar-
ben. Die Farbung lasst sich folglich in Abhangigkeit von der Fragestellung zielorientiert
einsetzen.

Mit dieser Methode wurden Zellen und zelluldre Strukturen folgendermallen angefarbt:

- Zellkerne braun-schwarz
- Zytoplasma rot

- Erythrozyten, Muskeln, Osteoid leuchtend rot

- mineralisierter Knochen, Bindegewebe (Kollagenfasern) blau bis grin

- elastische Fasern tiefviolett



Material und Methoden 43

Weigerts-Eisenhamatoxylin-Kernfarbungslésung

Lésung A:

e 19 Hamatoxylin

e 100 mi 96 %igen Ethanol
Lésung B:

e 1169 Eisen(lI)Chlorid

e 98 ml Aqua dest.

e 1mi 25 %ige Salzsaure

Zur Herstellung der Gebrauchslosung wurden beide Stammldsungen zu gleichen Antei-
len gemischt. Wahrend beide Stammldsungen bei Raumtemperatur lange haltbar sind,
muss die Gebrauchslésung nach acht Tagen verworfen werden.

Masson-Lésung

e 1g Ponceau de Xylidine

e 0,59 Saurefuchsin

e 100 mi Aqua dest.

e 0,2ml Eisessig

Phosphorwolframsaure-Orange G

e 29 Phosphorwolframsaure
e 19 Orange G

e 200 mi Aqua dest.

Lichtgriin

e 0,2¢ Lichtgrin

e 100 mi Aqua dest.

e 0,2ml Eisessig
Farbevorgang

1. 10 min baden in Weigerts-Eisenhamatoxylin

2. spulen unterflieRendem Leitungswasser, bis keine Farbauswaschung mehr sichtbar
ist

7—10 min baden in Masson-L&sung

abspulen in 1 %iger Essigsaure

7 min Differenzierung in Phosphorwolframsaure-Orange G

abspulen in 1 %iger Essigsaure

N o g bk~ w

spllen mit Aqua dest.
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8. 15 min baden in Lichtgrin

9. abspulen in 1 %iger Essigsaure

10. spulen mit Aqua dest.

11. eintauchen in aufsteigender Alkoholreihe (50 %, 70 %, absoluter Ethanol)

12. (Cave: Da der Alkohol das Lichtgriin wieder auswascht, diirfen die Praparate nur 2—
3 x in die Ethanol-Bader eingetaucht werden.)

13. 3 x 2 min baden in Xylol

14. sofortige Beschichtung der Praparate mit Tissue-Tek® Coverslipping-Film (Art.-Nr.
4790, Fa. Miles, Naperville, Irland)

Das Eindecken sowie die anschlielende Trocknung der fertigen Praparate und deren

Reinigung in Natronlauge erfolgte analog zur Toluidinblau-Farbung (siehe oben).

3.11 Statistische Analysen

Die statistische Analyse wurde mit der Statistiksoftware IBM SPSS Statistics in enger
Zusammenarbeit mit einem Statistiker durchgefiihrt. Verglichen wurden das Gewicht der
Ratten, die Mortalitat, die BMD, die Knochenmasse und die Knochenflache.

Bei der Mortalitat handelt es sich um eine dichotome Variable, also um ein Merkmal, bei
dem nur zwei Auspragungen maoglich sind, alle anderen Variablen weisen ein metrisches
Messniveau auf. Flr die BMD, Knochenmasse und -flache lagen jeweils neun Werte vor,
die sich aus der Kombination der drei Schnittebenen (ROI I, ROI Il, ROI Ill) und der drei
Messungen (kortikal, trabekuldr und gesamt) ergaben. Zunachst wurde der Mittelwert
und die SD der zu untersuchenden Variablen in den drei Versuchsgruppen ermittelt.
Zur Signifikanztestung potentieller Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wur-
den der Kruskal-Wallis-Test sowie der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Bei dem Ge-
wicht handelte es sich um eine metrisch skalierte Zielvariable. Zum Gruppenvergleich
dreier unabhangiger Stichproben kam somit eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
oder der Kruskal-Wallis-Test in Frage. Fur die untersuchten Daten wurde groftenteils
eine fehlende Normalverteilung festgestellt. Fir den Kruskal-Wallis-Test ist als nicht-pa-
rametrischer Test keine Normalverteilung erforderlich. Weiter waren die Stichprobenum-
fange der Gruppen (n = 7-8) gering, was ebenfalls fir den Kruskal-Wallis-Test spricht,
da bei kleinen Stichproben die Anwendung nicht-parametrischer Methoden empfohlen

wird. Da der Kruskal-Wallis-Test nur eine Aussage dariber machte, ob sich die drei
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Gruppen signifikant unterschieden, nicht jedoch zwischen welchen Gruppen der Unter-
schied bestand, wurden die drei Gruppen zusatzlich paarweise mittels Mann-Whitney-
U-Test verglichen.

Potenzielle Unterschiede bei der postoperativen Letalitat zwischen den drei Gruppen
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht, da hier zwei Gruppen (tberlebende
und postoperativ verstorbene Ratten) hinsichtlich einer metrischen Variablen (Gewicht)
verglichen wurden.

Die potenziell unterschiedliche Auspragung der Variablen BMD, Knochenmasse und -
flache in den drei Gruppen wurde fir jede der neun Varianten mit dem Kruskal-Wallis-
Test analysiert und mittels Boxplots dargestellt. Mit den Boxplots wurden die Kennwerte
der Verteilung (Median, Interquartilbereich, Spannweite) visualisiert, so dass die drei
Gruppen miteinander verglichen werden konnten. Bei allen statistischen Tests wurde ein

Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Verlauf des Versuchs — Komplikationen

Die Tiere zeigten Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg ausnahmslos gute
Wundverhaltnisse und konnten bereits kurz nach Beendigung der Narkose das operierte
Bein bei voller Beweglichkeit wieder belasten. Der Fixateur externe und die Einzelknopf-
naht wurden gut toleriert und in die Fellpflege der Tiere miteinbezogen (s. Abb. 12).
Wahrend des laufenden Versuches auftretende Komplikationen beschrankten sich auf

das Narkoseverfahren.

Abbildung 12: Ratte mit externem Fixateur

Aufgrund der Unterschiede im Gewicht der Tiere (264—413 g) wurde, wie im Tierethika-
ntrag (Aktenzeichen MR 20/17, Nr. 56/2009) beschrieben, eine gewichtsadaptierte Nar-
kose durchgefuhrt. Auf diese Weise sollte jedes Tier eine individuell angepasste Anal-
gesie erhalten und eine Uber- oder Unterdosierung der Narkotika verhindert werden.
Dennoch verstarben sieben von 30 operierten Ratten nur wenige Stunden nach der OP
(s. Tab. 6). Von diesen Tieren hatten funf intraoperativ unter der Narkose eine schlechte
Relaxation und Analgesie gezeigt und mussten mit geringen Dosen Ketanest® (0,15-0,3
mg/KG) und Rompun® (0,05-0,3 mg/KG) nachdosiert werden. Zwei weitere Ratten ver-
starben wenige Tage vor dem Versuchsende. Eine Ursache hierflr konnte nicht festge-

stellt werden.
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Tabelle 6: Komplikationen des Narkoseverfahrens

Tiernummer Narkose- Gewicht
Komplikationen

Ovarektomiert 4 Ja 400 g
ohne OPG 5 398 g
(OV-OPG-Gruppe) 6 Ja 395 ¢g
8 Ja 366 g

Ovarektomiert 13 Ja 4119

. 16 Ja 365 ¢

mit OPG 18 402 g
(OV+OPG-Gruppe) 20 413 g
nicht ovarektomiert 23 311 g

ohne OPG (Kontroligruppe)
OPG = Osteoprotegerin

Noch wahrend des laufenden Versuches, nach dem Exitus der dritten Ratte, wurde der
zustandige Veterinar der Tierversuchs-Ethik-Kommission flir die Beaufsichtigung der
Tierversuche an der Universitat Marburg Herr Dr. med. vet. Schulz kontaktiert. Er fuhrte
Obduktionen an drei verstorbenen ovarektomierten Ratten durch. Auffallig war, dass die
ovarektomierten Ratten im Vergleich zu den nicht-ovarektomierten Tieren eine deutliche
Adipositas aufwiesen und dehydriert zu sein schienen. Eine Unterkiihlung und Dehydra-
tation konnte jedoch aufgrund der getroffenen Vorkehrungen (Lagerung der Tiere unter
Warmezufuhr bis zum Narkoseende und subkutane Applikation angewarmter Flussigkeit
mit NaCl) ausgeschlossen werden.

Nach ausflhrlicher Literaturrecherche wurde als mdgliche Ursache die Applikationsart
der Narkose (i. m. Gabe von Ketanest® und Rompun® in die Nackenmuskulatur) identifi-
ziert (Wixson et al. 1987; Smiler et al. 1990; Flecknell 1993; Smith 1993; Arras et al.
2001; Flecknell et al. 2007; Longley 2008; Flecknell 2009; Henke und Erhardt 2012).
Diese Uberlegungen fiihrten letztlich zur Umstellung der Applikationsart der Narkose-
medikamente. Die folgenden Narkoseeinleitungen wurden unter i. p. Injektion (s. Kap.

3.4.2) der Medikamente durchgefihrt und verliefen ohne Komplikationen.
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4.2 Radiologische Ergebnisse

4.2.1 Ergebnisse der Nativ-Rontgenuntersuchung

Die direkt nach der Explantation der Femura erhobenen nativ-radiologischen Befunde
zeigen die regelrechte Lage der externen Fixateure in einer Ebene (s. Abb. 13). Die Pins
reichten mit ihrem apikalen Gewinde maximal zwei Windungen Uber die distale Kortikalis
hinaus. Der Frakturspalt mit der unterbrochenen Kortikalis-Linie war deutlich erkennbar.
Das Weichteilgewebe prasentierte sich als eine das Femur umgebende Verschattung.

Die Petrischale zeichnete sich als kreisrunde Aufhellung ab.

Abbildung 13: Native Rontgenbilder der drei Versuchsgruppen (exemplarisch)

links: ovarektomierte Ratten ohne Osteoprotegerin (OPG, OV-OPG-Gruppe), Mitte: ova-
rektomierte Ratten mit OPG (OV+OPG-Gruppe), rechts: Kontrollgruppe, nicht ovarekto-
mierte Tiere ohne OPG-Gabe (rechts)

GroRenvergleich: Querbalken Fixateur-externe 28 mm (s. Kap. 3.3.1)

4.2.2 Ergebnisse der yCT-Untersuchungen

Die fur jede Untersuchungsgruppe exemplarisch dargestellten drei uCT-Aufnahmen zei-
gen die drei definierten ROIs (Querschnitt 2,5 mm proximal/distal des Frakturspalts,
Langsschnitt mit der Schnittebene ventral der Pins, Langsschnitt auf Héhe der Pins, s.
Abb. 14-16). Die Zentralisierungslinien im Langs- und Querschnitt sind farblich hervor-
gehoben und ermdglichen eine Zuordnung der drei Schnittbilder zueinander. Die mittle-
ren Gewindepins des externen Fixateurs befinden sich in regelrechter Lage. Die Pins
reichen mit ihrem apikalen Gewinde maximal zwei Windungen uber die distale Kortikalis
hinaus. Die Ausnahme bildet der Pin im Bereich der distalen Kortikalis (s. Abb. 15). In

den beiden Langsschnitten erzeugen die Pins Metall-Artefakte.
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Bei den in Abbildung 14 dargestellten yCT-Aufnahmen eines Tieres der Kontrollgruppe
ist der Frakturspalt noch nicht durchbaut. Es lasst sich jedoch réntgendichtes Material
mit der Tendenz zur weiteren Verknécherung an den Frakturenden erkennen. Zudem ist
die Bildung einer Knochenspange im Bereich der proximalen Kortikalis des oberen Pins
sowie der distalen Kortikalis des unteren Pins sichtbar. Das obere Bild zeigt trotz regel-
rechter Lage der Pins einen deutlichen Versatz der Kortikalis-Linien im Frakturspalt (s.
Kap. 5.1.4).

Abbildung 14: Mikro-Computertomografie-(uCT)-Aufnahmen eines Rattenfemurs mit
Fixateur externe aus der Kontrollgruppe (nicht ovarektomierte Tiere ohne Osteoprotege-
rin-(OPG)-Gabe)

Langsschnitt mit Schnittebene ventral der Pins (oben), Querschnitt 2 mm proximal des
Frakturspalts (unten links), Langsschnitt mit Schnittebene auf Hohe der Pins (unten
rechts)
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In den pCT-Aufnahmen eines Tieres der OV-OPG-Gruppe (s. Abb. 15) ist der Fraktur-
spalt mit den unterbrochenen Kortikalis-Linien deutlich zu erkennen. Die Frakturenden
stehen gut Gbereinander. Im Bereich der proximalen Kortikalis des oberen Pins hat sich
eine Knochenspange gebildet und im Bereich der distalen Kortikalis des unteren Pins
ein einseitiger Pseudokanal. Dieser Pin reicht mit seinem apikalen Gewinde finf Win-
dungen und folglich fir eine korrekte Lage der Pins drei Windungen zu viel Uber die

distale Kortikalis hinaus.

Abbildung 15: Mikro-Computertomografie-(WCT)-Aufnahmen eines Rattenfemurs mit
Fixateur externe aus der OV-OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte ohne Osteoprotegerin-
(OPG)-Gabe)

Langsschnitt mit Schnittebene ventral der Pins (oben), Querschnitt 2 mm distal des Frak-
turspalts (unten links), Langsschnitt mit Schnittebene auf Héhe der Pins (unten rechts)
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Die in Abbildung 16 dargestellten uCT-Aufnahmen eines ovarektomierten Tieres zeigen
eine beginnende Durchbauung des mit OPG getrankten Spongostans® im Frakturspalt.
Das Spongostan® ist korrekt im Frakturspalt positioniert und die Stellung der Frakturlinie
ist regelrecht. Auffallend ist die Ausbildung von Knochenspangen im Bereich der proxi-
malen und distalen Kortikalis des oberen Pins sowie einer Knochenspange, die die Frak-

turlinie der distalen Kortikalis Gberspannt.

Abbildung 16: Mikro-Computertomografie-(WCT)-Aufnahmen eines Rattenfemurs mit
Fixateur externe aus der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte mit Osteoprotegerin-
(OPG)-Gabe)

Langsschnitt mit Schnittebene ventral der Pins (oben), Querschnitt 2 mm proximal des
Frakturspalts (unten links), Langsschnitt mit Schnittebene auf Héhe der Pins (unten
rechts)

Die in den Abbildungen 14-16 dargestellten pCT-Aufnahmen stehen exemplarisch fur
die drei Versuchsgruppen. Die Befunde der anderen Tiere der drei Gruppen waren je-

weils vergleichbar.
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4.2.3 Ergebnisse der pQCT-Untersuchungen

Die Analyse wurde anhand der Daten von 23 Ratten vorgenommen. In die Datenaus-
wertung gingen auch zwei Ratten mit ein, die nur wenige Tage vor Beendigung des Ver-
suchszeitraumes aus unerklarlichen Griinden gestorben sind. Von den 23 Ratten gehor-
ten sieben Ratten (30,4 %) zur OV-OPG-Gruppe, acht Ratten (34,8 %) zur OV+OPG-
Gruppe und weitere acht (34,8 %) zur Kontrollgruppe. Fur die Analyse relevant waren
das Gewicht der Ratten, die Mortalitat, die BMD, die Knochenmasse und die Knochen-
flache.

Die ovarektomierten Ratten (OV-OPG-Gruppe; OV+OPG-Gruppe) wiesen ein erhéhtes
Gewicht auf (s. Tab. 7).

Tabelle 7: Gewicht (g) der Ratten der drei Versuchsgruppen (Mittelwerte + SD)

OV-OPG- OV+OPG-
Gruppe Gruppe Kontrollgruppe p*
Gewicht (g) 384,29 + 14,48 385,25+ 23,46 281,75+ 19,42 0,001

OPG = Osteoprotegerin, p* Kruskal-Wallis-Test; OV-OPG = ovarektomierte Tiere ohne
OPG; OV+OPG = ovarektomierte Tiere mit OPG; Kontrollgruppe = nicht-ovarektomierte
Tiere ohne OPG

Die potenzielle Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mittels
Kruskal-Wallis-Test geprift. Bei einem p = 0,001 ist von einem signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen auszugehen. Der Mann-Whitney-U-Test ergab jeweils einen sig-
nifikanten Unterschied zwischen der OV-OPG-Gruppe und OV+OPG-Gruppe bzw. Kon-
troligruppe (p < 0,001, bzw. p = 0,002), nicht jedoch zwischen der OV-OPG-Gruppe und
OV+OPG-Gruppe (p = 1,000). Somit lag das Gewicht in den beiden Osteoporose-Grup-
pen signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Das Gewicht der Tiere in den beiden
Osteoporose-Gruppen unterschied sich dagegen nicht signifikant voneinander.

Die ovarektomierten Ratten (OV-OPG, OV+OPG) mit dem hdheren praoperativen Aus-
gangsgewicht wiesen eine erhdhte postoperative Letalitat auf. Fur die Uberlebenden Rat-
ten lag das durchschnittliche Gewicht bei 377,50 £+ 16,16 g und bei den verstorbenen
Ratten bei 393,14 £ 19,88 g, d. h. die verstorbenen Ratten waren im Durchschnitt schwe-
rer. Dieser Unterschied war jedoch mit einem p = 0,073 (Mann-Whitney-U-Test) statis-
tisch nicht signifikant.

Ratten der OV+OPG-Gruppe wiesen im Vergleich zu Ratten der OV-OPG-Gruppe keine
signifikanten Unterschiede in der BMD auf (s. Tab. 8).
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Tabelle 8: Knochendichte (BMD — TOT: mg/mm, CRTSUB: mg/cm?, TRAB: mg/cm?3,
CRT: mg/cm?) der Ratten der drei Versuchsgruppen (Mittelwerte £ SD)
Variable OV-OPG-Gruppe OV+OPG-Gruppe Kontrollgruppe p*

TOT —ROI | 582,50 + 27,04 576,62 + 76,41 627,17 £ 54,52 0,143
TOT —-ROI 1l 610,97 + 38,78 600,80 + 84,93 652,59+72,84 0,362
TOT — ROl 1lI 629,46 + 43,35 592,70 + 86,63 646,86 + 61,57 0,337
CTRSUB-ROII 578,46 + 53,85 564,93 + 98,44 621,56 +56,49 0,272
CTRSUB -ROIIl 615,21 £59,83 572,64 £+ 110,48 664,71 £51,50 0,146
CTRSUB - ROl Il 628,53 + 69,55 582,70 + 94,49 646,39+ 53,77 0,434
TRAB - ROI | 587,64 + 52,79 591,19+ 70,45 634,11+78,19 0,364
TRAB - ROl Il 605,80 + 101,38 635,54 + 80,07 637,90 £ 129,54 0,781
TRAB - ROl 1lI 630,57 £ 92,54 604,99 £ 103,22 647,38+ 111,04 0,626

ROI = Region of Interest, TOT = gesamt, CTRSUB = kortikal und subkortikal, TRAB =
trabekular, *Kruskal-Wallis-Test; OV-OPG = ovarektomierte Tiere ohne OPG; OV+OPG
= ovarektomierte Tiere mit OPG; Kontrollgruppe = nicht-ovarektomierte Tiere ohne OPG

Die mittels Kruskal-Wallis-Test erhobenen p-Werte waren fir alle BMD-Variablen gréf3er

als 0,05, d. h. es bestanden bei der BMD keine signifikanten Unterschiede zwischen den

drei Gruppen. Die BMD-Variablen zeigten in der Kontrollgruppe die hdchsten Werte. Zu-

dem waren die Werte fiir die BMD-Variablen in der OV-OPG-Gruppe meist héher als in
OV+OPG-Gruppe. Nur die trabekulare BMD in den ROIs | und Il lag in OV+OPG-Gruppe

hoher.

Ratten der OV+OPG-Gruppe wiesen im Vergleich zu den Ratten der OV-OPG-Gruppe

eine groRere Knochenflache auf (s. Tab. 9).
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Tabelle 9: Knochenflache (TOT: mm?, CRTSUB: mm?, TRAB: mm, CRT: mm) der Rat-
ten der drei Versuchsgruppen (Mittelwerte + SD)

Variable OV-OPG-Gruppe OV+OPG-Gruppe Kontrollgruppe p*

TOT - ROI | 12,38 + 3,97 13,45 + 5.01 17,02 £ 3,77 0,081
TOT - ROl I 12,66 + 4,10 13,04 £ 4,85 17,23 + 3,61 0,098
TOT - ROl I 12,52 + 3,52 13,46 + 4,66 17,19 £ 3,65 0,066
CTRSUB-ROIIl 6,83+2,19 7,42 + 2,75 9,38 + 2,08 0,081
CTRSUB - ROl Il 6,98 + 2,26 7,19 + 2,67 9,49 + 1,99 0,098
CTRSUB - ROl lll 6,90 = 1,94 7,42 £ 2,56 9,48 + 2,01 0,066
TRAB — ROI | 555+1,78 6,04 £ 2,26 7,64 + 1,69 0,081
TRAB - ROl Il 5,67 + 1,84 5,85+2,18 7,73+1,63 0,097
TRAB — ROl I 5,62 £ 1,58 6,04 £ 2,09 7,71+ 1,64 0,066

ROI = Region of Interest, TOT = gesamt, CTRSUB = kortikal und subkortikal, TRAB =
trabekular, *Kruskal-Wallis-Test; OV-OPG = ovarektomierte Tiere ohne OPG; OV+OPG
= ovarektomierte Tiere mit OPG; Kontrollgruppe = nicht-ovarektomierte Tiere ohne OPG

Die mittels Kruskal-Wallis-Test erhobenen p-Werte waren flr alle Knochenflache-Vari-
ablen groRRer als 0,05, d. h. es bestanden bei der Knochenflache keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den drei Gruppen. Allerdings lagen die p-Werte alle nur knapp Gber
0,05, was fur einen Gruppeneffekt sprechen kénnte (s. Kap. 5.1.4). Die Werte der Kno-
chenflache-Variablen waren im Durchschnitt bei den Kontrollen deutlich gréRer. Zudem
lagen die Werte in der OV+OPG-Gruppe im Durchschnitt etwas hoher als in der OV-
OPG-Gruppe.

Ratten der OV+OPG-Gruppe wiesen im Vergleich zu Ratten der OV-OPG-Gruppe eine

héhere Knochenmasse auf (s. Tab. 10).

Tabelle 10: Knochenmasse (TOT: mg/mm, CRTSUB: mg/cm?®, TRAB: mg/cm?, CRT:

mg/cm?) der Ratten der drei Versuchsgruppen (Mittelwerte £ SD)

Variable OV-OPG-Gruppe OV+OPG-Gruppe Kontrollgruppe p*

TOT —ROI | 7,26 £ 2,50 7,93 £ 3,56 10,64 + 2,35 0,063
TOT - ROl I 7,76 + 2,56 8,07 + 3,69 11,22 + 2,54 0,086
TOT - ROl I 7,91+2,32 8,18 £ 3,50 11,13 £ 2,65 0,059
CTRSUB - ROl | 4,03 + 1,56 4,33 +2,03 5,83 £1,37 0,106
CTRSUB - ROl Il 4,38 £ 1,69 4,31+2,13 6,31+ 1,36 0,058
CTRSUB - ROl 11l 4,40 £ 1,47 4,47 £ 1,98 6,16 + 1,55 0,132
TRAB - ROI | 3,24 + 0,98 3,61+1,55 4,81+ 1,06 0,054
TRAB - ROl Il 3,38+ 0,98 3,77 £ 1,58 4,91+1,32 0,104
TRAB - ROl llI 3,51+ 0,96 3,71+ 1,56 4,96 + 1,22 0,062

ROI = Region of Interest, TOT = gesamt, CTRSUB = kortikal und subkortikal, TRAB =
trabekular, *Kruskal-Wallis-Test; OV-OPG = ovarektomierte Tiere ohne OPG; OV+OPG
= ovarektomierte Tiere mit OPG; Kontrollgruppe = nicht-ovarektomierte Tiere ohne OPG
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Die mittels Kruskal-Wallis-Test erhobenen p-Werte waren fir alle Knochenmasse-Vari-
ablen grofRer als 0,05, d. h. es bestanden bei der Knochenmasse keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Allerdings lagen die p-Werte alle nur knapp
uber 0,05. Die Werte der Knochenmasse-Variablen waren bei den Kontrollen am hochs-
ten. Tiere der OV+OPG-Gruppe zeigten bei den meisten Knochenmasse-Variablen ho-
here Werte als Tiere der OV+OPG-Gruppe. Eine Ausnahme bildete die kortikale Kno-
chenmasse im ROI Il

Die Unterschiede hinsichtlich der BMD, Knochenflache und -masse (Gesamtwerte flr
ROI II) werden in Abbildung 17 mittels Boxplots visualisiert. Erkennbar ist der grof3e Un-
terschied zwischen den Kontrolltieren und Tieren der OV-OPG- bzw. OV+OPG-Gruppe.
Der Unterschied zwischen den ovarektomierten Tieren mit und ohne OPG ist merklich
kleiner, wobei die Werte in der OV+OPG-Gruppe tendenziell etwas hoher liegen als in

der OV-OPG-Gruppe. Die OV+OPG-Gruppe zeigt zudem eine gréRere Streuung.



Ergebnisse

56

o
o — -
~ i
i
B3 =
- O
E -
= 1
o ]
$8- ‘
B *
o :
- 1
o O [ i
8 n — — P
G wn '
'_
o 8
- 3
o
D -
g 1
T T \
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
i
i
i
& -
- |
Q
S —_
{0 1
=
g ©
L
o
o T
c |
4 i
= .
(o]
F o |
=
L -
\ \ T
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
1 -
~ i
(]
b o
© - -
£
f=
[0}
S |
g © - ‘
e ‘
S _
o
= 9
< 4 —
\ T \
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 17: Knochendichte (BMD) (oben), -flache (Mitte) und -masse (unten) in den
drei Versuchsgruppen (Gesamtwerte fiir ROI Il)
Box-Plot mit Median (Strich in der Mitte der Box), Interquartilbereich (Box) und Spann-
weite der Werte (Whisker); Gruppe 1 = ovarektomierte Tiere ohne OPG; Gruppe 2 =
ovarektomierte Tiere mit OPG; Gruppe 3 = Kontrollgruppe = nicht-ovarektomierte Tiere

ohne OPG
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4.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Die vorliegende Arbeit dient als Pilotstudie der Grundlagenforschung und soll zur Me-
thodenverbesserung beitragen. Nachfolgend sind exemplarisch fur die OV-OPG- und
OV+OPG-Gruppe Ubersichtsaufnahmen und Detailansichten von Schnittbildern darge-

stellt.

4.3.1 Histologische Praparate der OV-OPG-Gruppe (Toluidinblau)

Abbildung 18 zeigt einen mit Toluidinblau gefarbten Langsschnitt in frontaler Ebene
durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe)
vier Wochen nach der OP. In dieser Ubersichtsaufnahme sind verschiedene Strukturen
zu erkennen. Die Muskulatur am linken und rechten Bildrand ist kraftig blau eingefarbt.
Daran anschlief3end sind Anschnitte der Hinterwand des Rdhrenknochens sowie einer
kndchernen Spange zu erkennen. Zurlckzufuhren ist dies auf eine schrage Schnittfuh-
rung. Der Frakturspalt wird in seinem Verlauf durch farbige Umrandungen (gelb, grun,

pink) markiert.

Abbildung 18: Ubersichtsaufnahme (Durchlicht) — mit Toluidinblau gefarbter Langs-
schnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe (ovarektomierte
Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP
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VergroRerung: Lineal (unterer Bildrand), ein Kastchen entspricht 1 mm; farbige Recht-
ecke: Bereiche der folgenden Detailaufnahmen; *Anschnitte der Hinterwand des Ro6h-
renknochens

Die VergrofRerung des Frakturspaltes im Bereich der knéchernen Spange (s. Abb. 19)
zeigt dunkel lila eingefarbte Knorpelmatrix. Das mineralisierte Knochengewebe mit den
perlschnurartig aneinander gereihten Osteoblasten stellt sich weil dar. Die Aktivitat der

Osteoblasten lasst sich an dem hellblau eingefarbten Osteoid erkennen.

Abbildung 19: Frakturspalt im Bereich der knéchernen Spange



Ergebnisse 59

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 18 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

oben: VergréRRerung 20 x; unten: Vergroferung 40 x)

In Abbildung 20 ist die Mitte des Frakturspaltes vergroRert dargestellt. Deutlich zu sehen
sind das mineralisierte Knochengewebe (ungefarbt weil3) und die perlschnurartig anei-
nander gereihten Osteoblasten (blau). Das Osteoid (hellblau ) um die Osteoblasten
kennzeichnet die Aktivitat der Zellen. Auch Bone lining cells (blau) sind erkennbar. Ne-
ben aktiven Osteozyten (blau, mit Zellkernen) lassen sich Markraum-spezifische Vorlau-

ferzellen (dunkel blau) erkennen.

Abbildung 20: Mitte des Frakturspaltes

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 18 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergroferung 20 x
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In der vergroRerten Aufnahme des Frakturspaltes in Abbildung 21 wiederholt sich das
histologische Bild der Abbildung 20. Weiter lassen sich dunkel lila eingefarbte Knorpel-
zellen erkennen (vgl. Abb. 19).

Abbildung 21: Frakturspalt

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 18 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergroflerung 20 x
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In Abbildung 22 sind u.a. abgeflachte und in Osteoid eingebettete Bone lining cells er-
kennbar (vgl. Abb. 20). Darlber liegen kubische Vorlauferzellen. In dem mineralisierten

Knochengewebe (ungefarbt weil}) sind Osteozyten zu sehen.

"7_.:5
oy

Abbildung 22: Bone lining cells und mineralisiertes Knochengewebe

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 18 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergroflerung 80 x
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Zusatzlich zu den in Abbildung 19 gezeigten Strukturen zeigt Abbildung 23 einen Mark-
raum-Ausschnitt mit Markraum-spezifischen Vorlauferzellen (hamatopoetische Stamm-
zellen, dunkelblau) und Erythrozyten (blau). Auffallend sind die vielen Entziindungszel-
len (hellblau).

Abbildung 23: Markraum

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 18 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergrdlerung 20 x
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Abbildung 24 zeigt ebenfalls einen Markraum (vgl. Abb. 18). Im rechten oberen und lin-
ken unteren Bildrand sind Knochengewebe (ungefarbt, weil3) sowie Bone lining cells und
Osteoid erkennbar. Am rechten oberen Bildrand liegen ein grofter Granulozyt und Fett-

zellen.

Abbildung 24: Markraum

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 18 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV-OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte ohne OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergrdflerung 80 x
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4.3.2 Histologische Praparate der OV+OPG-Gruppe (Toluidinblau)

Abbildung 25 zeigt einen mit Toluidinblau gefarbten Langsschnitt in frontaler Ebene
durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe),
4 Wochen nach der OP. In dieser Ubersichtsaufnahme sind verschiedene Strukturen zu
erkennen. Die Muskulatur am linken und rechten Bildrand ist kraftig blau eingefarbt. Da-
ran anschlieBend sind Anschnitte einer kndchernen Spange zu sehen. Der Frakturspalt

wird in seinem Verlauf durch farbigen Umrandungen (gelb, pink, griin) dargestellt.

Abbildung 25: Ubersichtsaufnahme (Durchlicht) — mit Toluidinblau gefarbter Langs-
schnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe (ovarekto-
mierte Ratte mit OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

VergrofRerung: Lineal (unterer Bildrand), ein Kastchen entspricht 1 mm; farbige Recht-
ecke: Bereiche der folgenden Detailaufnahmen
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Die VergrofRerung des Frakturspaltes im Bereich der knéchernen Spange (s. Abb. 26)
zeigt dunkel lila eingefarbte Knorpelmatrix. Ungefarbt weild stellt sich das mineralisierte
Knochengewebe dar mit den perlschnurartig aneinander gereihten Osteoblasten. Die

Aktivitat dieser Zellen Iasst sich an dem hellblau eingefarbten Osteoid erkennen.

Abbildung 26: Frakturspalt im Bereich der knéchernen Spange

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 25 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergrdlerung 20 x
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In Abbildung 27 ist die Mitte des Frakturspaltes vergroRert dargestellt. Im oberen Teil der
Abbildung sind das mineralisierte Knochengewebe (ungefarbt weil3), die perlschnurartig
aneinander gereihten Osteoblasten (blau), das umgebende Osteoid (hellblau ) als Zei-
chen fir die Aktivitat der Osteoblasten und Bone lining cells (blau) erkennbar. Neben
aktiven Osteozyten (blau, mit Zellkernen) lassen sich auch Markraum-spezifische Vor-
lauferzellen (dunkel blau) erkennen. Im unteren Teil der Abbildung liegen am rechten
Bildrand dunkel lila eingefarbte Chondrozyten. Das verkndcherte Knorpelgewebe stellt

sich weil} bis hell lila dar.

Abbildung 27: Mitte des Frakturspalts im Bereich der knéchernen Spange
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Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 25 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

a (oben), b (unten): VergréRerung 40 x

Das histologische Bild in Abbildung 28 gleicht den Strukturen in Abbildung 26 und 27.
Auffallend ist die Vielzahl an Zellen (Leukozyten, Mastzellen und Makrophagen) beson-
ders im unteren Bereich der Abbildung bei geringerer Ausbildung von Knochengewebe.

Im linken Bildrand ist der Anschnitt eines Blutgefal’es mit Erythrozyten erkennbar.

.‘

Abbildung 28: Markraum

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 25 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergrdlerung 20 x
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Die histologischen Charakteristika in Abbildung 29 sind mit denen in Abbildung 28 ver-
gleichbar. Im linken oberen Bildrand ist ein Gefal3-Anschnitt mit Erythrozyten erkennbar.

Die braune Farbung ist am ehesten auf den Metall-Abrieb der zur Osteosynthese ver-

wandten Pins zurtickzuflhren (vgl. Abb. 28 oberer Bildrand).
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Abbildung 29: Markraum

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 25 — mit Toluidinblau
gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe
(ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) vier Wochen nach der OP

Vergrdlerung 40 x
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4.3.3 Histologische Praparate der OV+OPG-Gruppe (Masson-Gold-

ner-Trichom-Farbung)

Beispiel 1

Abbildung 30 zeigt einen in Masson-Goldner-Trichom-Technik gefarbten Langsschnitt in
frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte
mit OPG-Gabe), drei Wochen nach der OP. In dieser Ubersichtsaufnahme ist die Mus-
kulatur am linken und rechten Bildrand leuchtend rot eingefarbt. Der Frakturspalt wird in

seinem Verlauf durch farbige Umrandungen (gelb, pink) dargestellt.

Abbildung 30: Ubersichtsaufnahme (Durchlicht) — mit Masson-Goldner-Trichom-Tech-
nik gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-
Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) drei Wochen nach der OP
VergrofRerung: Lineal (unterer Bildrand), ein Kastchen entspricht 1 mm; farbige Recht-
ecke: Bereiche der folgenden Detailaufnahmen

In Abbildung 31 ist die Mitte des Frakturspaltes vergrofRert dargestellt. Im oberen Bild ist
das mineralisierte Knochengewebe (blau bis griin) zu sehen, das den Faserknorpel, der
sich zentral im Frakturspalt gebildet hat, umgibt. Bei grofRerer VergroRerung (unten) las-
sen sich die faserige Struktur der Osteoidbalkchen und die in ihnen eingemauerten Os-
teozyten erkennen. Vereinzelt liegen Osteoklasten (mehrkernige Riesenzellen) den

frisch gebildeten Knochenbalkchen auf. Zwischen den primaren Knochenbalkchen liegt
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das gefallreiche Mesenchym, aus dem sich das blutbildende Knochenmark entwickelt.
Weiter sind Gefalkanschnitte (rot) und mesenchymale Stammzellen zu sehen. In der un-
teren Bildhalfte liegen Osteochondroblasten und eingemauerte blasige Osteochondro-
zyten mit kleinen blau-violette gefarbten Zellkernen und auffallig hellem Zytoplasma in

der von ihnen sezernierten, grin gefarbte Knorpelgrundsubstanz.

130 microns. "
—

Abbildung 31: Mitte des Frakturspaltes
Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 30 — in Masson-Gold-
ner-Trichom-Technik geférbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur
der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) drei Wochen nach der OP
Vergroerung 20 x, (oben), 40 x, (unten)
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In Abbildung 32 ist am linken Bildrand deutlich das mineralisierte Knochengewebe eines
Roéhrenknochens (blau bis griin) mit den typischen, konzentrisch geschichteten Spezial-
lamellen, den zentralen Kanalisierungen (Osteone), dem Gefallsystem und den Schalt-
lamellen sowie den eingemauerten Osteozyten zu erkennen. Vereinzelt treten Osteo-
klasten (mehrkernige Riesenzellen) auf. Daran schliel3en sich nach rechts perlschnurar-
tig aneinander gereihte Osteoblasten (grau-lila), Osteoide (blau bis griin; Anzeichen fir
die Aktivitat der Osteoblasten) und Bone lining cells (grau-lila) an. Die schwarz-braune
Farbung ist am ehesten auf den Metall-Abrieb der zur Osteosynthese verwandten Pins
zurtckzufihren (vgl. Abb. 28 und 29). Weiter rechts liegen GefaRanschnitte mit Erythro-
zyten. Diese kommen auch vereinzelt in den anderen Schichten vor. Die anschlieRende
Bindegewebs-Schicht weist zahlreiche mesenchymale Zellen und Fettzellen auf. Am
rechten Bildrand ist deutlich das typische Muster der quergestreiften Muskulatur zu er-

kennen.

Abbildung 32: Bereich distal lateral des Frakturspaltes

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 30 — in Masson-Gold-
ner-Trichom-Technik gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur
der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) drei Wochen nach der OP
Vergrolerung 40 x

Abbildung 33 zeigt die in Abbildung 32 beschriebene Histologie des mineralisierten Kno-
chengewebes eines Réhrenknochens (blau bis griin). In dem Anschnitt des Markraums
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lassen sich eine Vielzahl von Erythrozyten, hamatopoetischen Stammzellen und Fettzel-
len erkennen. Weiter prasentieren sind am unteren Bildrand Bone lining cells (grau-lila)
und zwei Osteoklasten (mehrkernige Riesenzellen, dunkles Zytoplasma) mit Resorpti-

ons-Lakunen.

Abbildung 33: Anschnitt eines Réhrenknochens mit Markraum

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 30 — in Masson-Gold-
ner-Trichom-Technik gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur
der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) drei Wochen nach der OP
Vergroferung 40 x

Abbildung 34 zeigt wie Abbildung 32 und 33 mineralisiertes Knochengewebe des Rdh-
renknochens (blau bis griin), eine Bindegewebsschicht (rechter Bildrand) sowie einen
grol¥flachigen Anschnitt des Markraums. Im roten Knochenmark sind eine Vielzahl an
hamatopoetischen Stammzellen, Erythrozyten und Fettzellen sowie Anschnitte grof3er

Blutgefale zu erkennen.
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Abbildung 34: Anschnitt eines Réhrenknochens mit Markraum

Detailaufnahme (Durchlicht) der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 30 — in Masson-Gold-
ner-Trichom-Technik gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur
der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) drei Wochen nach der OP
Vergroferung 40 x

Beispiel 2

Abbildung 35 zeigt einen in Masson-Goldner-Trichom-Technik gefarbten Langsschnitt in
frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe (ovarektomierte Ratte
mit OPG-Gabe), wenige Stunden bis Tage nach der OP (VergréRerung (130 um /1 cm).
In der Ubersichtsaufnahme mit einem Ausschnitt des Frakturspaltes (Abb. 35 oben) lasst
sich am oberen linken Bildrand die typische Histologie eines Réhrenknochens (blau bis
grun) erkennen (vgl. Abb. 33 und 34). Am rechten oberen Bildrand (Abb. 35 oben und
Mitte) liegt rotes Knochenmark mit einer Vielzahl an hadmatopoetischen Stammzellen,
Erythrozyten und Fettzellen sowie Anschnitten von Blutgefalten. Daran anschliefiend
sind am rechten Bildrand zahlreiche Erythrozyten zu erkennen, die auf ein Hdmatom
hinweisen. In der unteren Halfte des Bildes ist deutlich die Struktur des Spongostans®
dargestellt. In der schwammartigen Struktur lassen sich verschiedene Blutzellen wie

Erythrozyten und Monozyten erkennen (Abb. 35 oben und unten).
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Abbildung 35: Ubersichtsaufnahme (Durchlicht) — mit Masson-Goldner-Trichom-Tech-
nik gefarbter Langsschnitt in frontaler Ebene durch einen Rattenfemur der OV+OPG-
Gruppe (ovarektomierte Ratte mit OPG-Gabe) wenige Stunden bis Tage nach der OP

Oben: Ubersichtsaufnahme (Durchlicht) VergréRerung 20 x, Mitte und unten: VergroRe-
rungen (Durchlicht) 40 x
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die Wirksamkeit einer lokalen Applikation von OPG in
den Frakturspalt an dem etablierten Frakturmodell der osteoporotischen Ratte tiberpruft.
Dazu wurden drei Versuchstiergruppen miteinander verglichen:

o ovarektomierte Ratten ohne OPG (OV-OPG-Gruppe)

e ovarektomierte Ratten mit OPG (OV+OPG-Gruppe)

¢ nicht ovarektomierte Ratten ohne OPG (Kontrollgruppe)
Die Frakturbereiche wurden mittels osteodensitometrischer (pQCT), morphologisch bild-
gebender (Nativ-Rontgen, uCT) und histologischer (Toluidinblau- und Masson-Goldner-

Trichrom-Farbung) Verfahren analysiert.

5.1 Diskussion der Methodik
5.1.1 Tiermodell

In der orthopadischen und traumatologischen Forschung werden haufig in vivo Tiermo-
delle eingesetzt. Aus ethischen Grinden wird versucht, Tiermodelle durch in vitro Sys-
teme (Organ- und Gewebekulturen) zu ersetzen. Limitiert werden diese Bestrebungen
dadurch, dass in vitro Systeme kaum dynamische Zelleigenschaften und -interaktionen
bei physiologischer Belastung abbilden konnen. Daher sind Tiermodelle fur die Untersu-
chung der Gewebsreaktion, der Biokompatibilitdt und mechanischer Eigenschaften von
Implantatmaterialien unerlasslich (Pearce et al. 2007; Sommer et al. 2019).

Bei der Auswahl eines geeigneten Versuchstiers sind grundlegende Anforderungen zu
berlicksichtigten. Dazu zahlen neben der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Men-
schen, die Durchfuhrbarkeit und Reproduzierbarkeit der Analysen. Ebenso wichtig ist die
Datenlage bezuglich der Anatomie, Mikroarchitektur, Physiologie, Biomechanik und der
Wundheilung des Knochens bei dem Versuchstier. Zudem werden die Verfugbarkeit und
die Kosten des Tiermodells berticksichtigt. Laut Sommer et al. (2019) erflllt keines der
fur die orthopadische und traumatologische Forschung verwendeten Tiermodelle (Maus,
Ratte, Schaf, Hund) der Osteoporose alle Anforderungen. Das fir den Einzelfall am bes-

ten geeignete Tiermodell hangt von der Forschungsfrage und dem Studiendesign ab.
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In den vorliegenden Versuchen wurden fir die Lokalapplikation von OPG am osteoporo-
tischen Femurknochen weibliche Wistar-Hannover-Ratten gewanhlt. Dieses Frakturmo-
dell hat sich bei ahnlichen Fragestellungen aufgrund geringer Kosten, einfacher Hand-
habbarkeit und Gemeinsamkeiten mit der menschlichen Knochenbiologie etabliert
(Claes et al. 1979; 1980; Yamazaki und Yamaguchi 1989; Dempster et al. 1995; Bagi et
al. 1996; Hofbauer et al. 2004; Claes et al. 2008; Sommer et al. 2019). In der Osteopo-
rose-Forschung wird das Rattenmodell vor allem zur Analyse der postmenopausalen
Osteoporose eingesetzt (Sommer et al. 2019). Die kndchernen Strukturen der Ratten-
hifte, die Histologie des Gelenkknorpels, der Muskulatur und der Kapselanhaftungen
sind den entsprechenden Parametern des Menschen ahnlich (Bagi et al. 1996). Ratten-
knochen besitzen jedoch eine aktive Wachstumsfuge, die sich wenn Gberhaupt, erst zum
Lebensende hin schlielt (Bagi et al. 1996; Wolfensohn und Lloyd 2013). Das gut vasku-
larisierte Periost, das den intrakapsularen Teil des Oberschenkelhalses abdeckt, unter-
scheidet sich zudem von dem des erwachsenen Menschen (Bagi et al. 1996).

Bagi et al. (1996) und Dempster et al. (1995) bestatigten die Reaktion des proximalen
Oberschenkelknochens bei Ratten auf einen durch Ovarektomie induzierten Hormon-
mangel. Die Veranderungen des Rattenskeletts, insbesondere an der endokortischen
Oberflache und im trabekuldren Knochen, weisen eine hohe Ahnlichkeit mit den Veran-
derungen am proximalen Femurknochen osteoporotischer Frauen auf. Darlber hinaus
sind die Beeintrachtigungen der biomechanischen Eigenschaften am Oberschenkelhals

der Ratte mit denen bei postmenopausalen Frauen vergleichbar.

5.1.2 Operation und Osteosynthese

Narkoseverfahren

Als Allgemeinanadsthesie (Narkose) wird ein medikamentds induzierter reversibler
Schlafzustand des Organismus bezeichnet, in dem chirurgische, diagnostische oder the-
rapeutische Eingriffe ohne Schmerzempfindung oder Abwehrreaktion durchflhrbar sind.
In der Forschung missen gemal} Tierschutzgesetz Versuchstiere flr viele Verfahren in
leichte Sedation oder in Narkose versetzt werden, um Schmerzen, Belastungen und
Schaden zu minimieren. Bei schmerzhaften Prozessen ist zudem die Gabe von Analge-
tika vorgeschrieben. Neben dem ethischen Aspekt erhdht dies auch die Reproduzierbar-

keit der Ergebnisse, da die Eingriffe bei allen Tieren einer Untersuchungsreihe standar-
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disiert durchfuihrbar sind und individuelle Stressoren (z. B. beim Handling) minimiert wer-
den (Sharp und Villano 2012; Wolfensohn und Lloyd 2013). Die Auswahl des Narkoti-
kums richtet sich nach der Tierart, dem geplanten Eingriff und der Testmethodik. Haufig
wird fur die Sedation, Muskelrelaxation und Analgesie eine Kombination verschiedener
Narkotika eingesetzt. Diese sollen zuverlassig und reproduzierbar wirksam sein, ohne
die Physiologie des Tieres zu beeintrachtigen oder mit dem Forschungsziel zu interfe-
rieren. Laut Wolfensohn und Lloyd (2013) ist zudem ein schnelles Einschlafen und Auf-
wachen der Tiere wiinschenswert, um das Exzitationsstadium —gekennzeichnet durch
motorische Unruhe und erhéhten Muskeltonus — schnellstméglich zu durchlaufen und
Stress zu vermindern.

Eine Allgemeinanasthesie kann als Injektions-, oder als Inhalationsnarkose durchgefuhrt
werden. Die Inhalationsanasthesie hat bei Ratten den Vorteil der besseren Steuerbarkeit
der Narkosetiefe. Bei hoher Effektivitat zeigen sich kaum Interaktionen mit den Stoff-
wechselprozessen der Tiere, woraus eine kilirzere Regenerationszeit und eine fehlende
Beeintrachtigung der Experimente resultieren. Die Ausfallrate durch Narkosezwischen-
falle ist laut Sharp and Villano (2012) deutlich geringer. Daher wird die Inhalationsanas-
thesie von vielen Autoren als bevorzugte Narkosemethode empfohlen (Wixson und Smi-
ler 1997; Flecknell 2009; Henke und Erhardt 2012; Sharp und Villano 2012; Wolfensohn
und Lloyd 2013).

Nach Deckardt et al. (2007) ist kein volatiles Anasthetikum frei von Nachteilen. Zu diesen
zahlen Vasodilatation, starke Hypotension, Depression der Herzkraft, Atemdepression,
Ubelkeit, Erbrechen, lleus und Arrhythmien (Lukasik und Gillies 2003). Ein weiterer
Nachteil ist die mangelhafte analgetische Potenz. Laut Henke et al. (2012) soll das
Schmerzmittel idealerweise 30 min vor Setzen des ersten Schmerzreizes verabreicht
werden. Weiter besteht ein potentielles Gesundheitsrisiko fir den Untersucher durch
Einatmung volatiler Anasthetika. Aufgrund der hohen Spontanabortrate bei Schwange-
ren (Hoerauf et al. 1999; Karibiyik et al. 2001; Zou et al. 2011; Wronska-Nofer 2012)
spricht sich Flecknell (2009) fur die Verwendung von speziellen Narkosegas-Absaugvor-
richtungen aus. Folglich wird im Vergleich zur Injektionsanasthesie mehr Equipment
(Narkosegasverdampfer, Sauerstoffzufuhr, Induktionskammer) benétigt.

Bei Ratten und anderen Kleinsaugern wird ublicherweise Isofluran® mit Sauerstoff als
Tragergas verwendet (Henke und Erhard 2012). Dieses Inhaltationsanasthetikum wird
auch bei wiederholter Anwendung gut vertragen (Henke und Erhardt 2012). Isofluran®
ist ein nicht brennbares, schnell an-und abflutendes Gas mit hoher Wirkpotenz und ge-

ringer Toxizitat (Soma 1983; Loscher 2010), wirkt aber nur schwach analgetisch (Schulte



Diskussion 78

am Esch et al. 2000), so dass je nach Eingriff an eine zuséatzliche Analgesie notwendig
wird (Longley 2008). Bei wenig schmerzhaften Prozessen flihrt es aber zu einer akzep-
tablen Analgesie, Relaxation und Narkosetiefe.

Injektionsanasthetika wie Barbiturate, Ketamin und Propofol werden parenteral, also in-
travenos (i. v.), i. p. oder i. m., appliziert und wirken mit steigender Dosis sedativ, hypno-
tisch bis narkotisch (Léscher 2010). Aufgrund des geringen finanziellen und apparativen
Aufwands (Henke und Erhardt 2012) ist die Injektionsanasthesie flir wissenschaftliche
Forschungen interessant (Jang et al. 2009; Stokes et al. 2009). Die Venenpunktion mit
Anlage einer Venenverweilkanile ist bei Nagern aufgrund ihrer geringen GréfRe mit
Schwierigkeiten verbunden und bedarf einer gewissen Erfahrung. I. m. Injektionen sind
schmerzhaft (Flecknell 2009) und fiihren nach Smiler et al. (1990) haufig zu einer Myo-
sitis. Dennoch wird sie von Henke und Erhardt (2012) fur Ratten empfohlen. Allgemein
wird bei Ratten die i. p. Applikation bevorzugt (Flecknell 1993; Flecknell et al. 2007;
Longley 2008), obgleich vor Fehlinjektionen gewarnt wird, die Organverletzungen (GV-
SOLAS 2017) oder einen verzogerten Wirkeintritt zur Folge haben kdnnen (Flecknell
2009). Laut Hu et al. (1992) zeichnet sich die i. p. Applikation durch einen geringen Dis-
tress fur die Ratten sowie durch eine schnelle Resorption der Medikamente aufgrund
des gut durchbluteten Bauchfells aus.

Laut Wolfensohn und Lloyd (2013) kann es bei der Narkoseaufrechterhaltung im Rah-
men einer Injektionsanasthesie ohne Perfusor oder Spritzenpumpe zu einer ungleich-
maRigen Narkosetiefe kommen. Wahrend eine i. v. Injektionsnarkose schrittweise nach
Wirkung appliziert wird und mit einem raschen Wirkeintritt mit sofortiger Bewusstseins-
ausschaltung des Tieres verbunden ist, wird die berechnete Dosis bei i. m. oder i. p.
Injektionsnarkosen einmal vollstandig als Bolus injiziert (Flecknell 2009). Dieses Vorge-
hen fuhrt vom Stoffwechsel des Tieres abhangig zu individuellen Schwankungen beim
Wirkeintritt und bei der Wirkdauer (Wolfensohn und Lloyd 2013). Die meisten Injektions-
anasthetika werden nach der Metabolisierung in der Leber Uber die Niere ausgeschie-
den, wodurch es zu individuell verlangerten Aufwachzeiten kommen kann (Smith 1993),
wahrend denen das Tier fur eine Hypothermie, respiratorische Depression und Exzik-
kose anfallig bleibt (Flecknell 1993). Hier ist eine Antagonisierung des Anasthetikums
vorteilhaft. Diese Antagonisten werden bei Notfallsituationen durch Uberdosierung oder
zur gezielten Beendigung der Anasthesie eingesetzt. Trotz Gabe eines Antagonisten
lasst sich eine applizierte Dosis aber nicht vollstadndig eliminieren. Um dieser Gefahr vor-
zubeugen, sollten bei Kleinsduger Injektionsanasthetika mit einer groRen therapeuti-

schen Breite gewahlt werden (Sharp und Villano 2012). Die exakte Dosierung sollte nach
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Erfassung des aktuellen Gewichts erfolgen (Wixson und Smiler 1997). Weiter sollten bei
allen Applikationsformen (i. v., i. m., i. p.) die empfohlenen Maximalvolumina per Injekti-
onsstelle beachtet werden (Longley 2008).

Die Frage, ob eine Kombination oder die Einzelgabe von Anasthetika bei einer Injekti-
onsnarkose die besten Erfolge erzielt, wird kontrovers diskutiert. Henke et al. (2012) und
Wolfensohn und Lloyd (2013) empfehlen eine Kombination, da kein Injektionsanastheti-
kum flr alle gewlnschten Wirkungen (Bewusstlosigkeit, Relaxation/Immobilisation,
Analgesie) optimal geeignet ist. Kombinationen erbringen in der Summe die erwiinsch-
ten Wirkungen, potenzieren sich gegenseitig in ihrer Wirkstarke und kompensieren
wechselseitig negative Nebenwirkungen (Henke und Erhardt 2012). Nach Henke und
Erhardt (2012) und Wolfensohn und Lloyd (2013) soll eine Aufrechterhaltung der Nar-
kose mittels Inhalationsanasthesie als balancierte Anasthesie erfolgen. Dagegen sind
Antognini et al. (2005) und Flecknell (2009) der Ansicht, dass ein Anasthetikum allein in
ausreichend hoher Dosis alle essentiellen Bestandteile der Allgemeinanasthesie abde-
cken kann, obgleich auch die nachteiligen Effekte zunehmen. Laut Shafer und Stanski
(2008) ist eine ausreichend tiefe Anasthesie mit Ausbleiben hdmodynamischer Reaktio-
nen nur bei Verwendung eines Hypnotikums in Kombination mit einem Analgetikum (Opi-
oid oder Stickoxydul) méglich. Aufgrund der bei parenteral verabreichten Anasthetika
erschwerten Steuerbarkeit (Henke und Erhardt 2012) sollten Kombinationen mit einer
grofRen Sicherheitsbreite verwendet werden (Flecknell et al. 2007; Flecknell 2009). Ke-
tamin-Xylazin-Narkosen werden aktuell am haufigsten eingesetzt. Ohne starkere Beein-
trachtigung des Atem- und Kreislaufsystems wird aber nur das Hypnosestadium (l11/1)
erreicht. Ein tieferes Anasthesiestadium flihrt zu einer massiven Depression des Herz-
Kreislauf- und Atemsystems (Henke und Erhardt 2012). Wixson et al. (1987) beschrei-
ben Mortalitatsraten von bis 33 % unter dieser etablierten Kombinationsnarkose. Auf-
grund der extrem langen Nachschlafdauer (2—4 h) wird diese Narkose nur bedingt emp-
fohlen.

Nach Arras et al. (2001) sind Injektionsanasthesien in Tiermodellen nie vollstandig sicher
und effektiv. Inhalationsanasthesien werden laut Jang et al. (2009) wegen der geringen
Mortalitat auch bei Labornagern immer popularer, sind jedoch aktuell nicht universell
durchflihrbar, da in vielen Laboratorien die technischen Voraussetzungen fehlen. Zudem
sind Inhalationsnarkosen flr bestimmte Eingriffe wie stereotaktische OPs nur bedingt
anwendbar (Ullmann 2012).

Aufgrund der technischen Gegebenheiten wurden in der vorliegenden Arbeit Inhalati-

onsnarkosen mit Isofluran® nur fir die Gewichtsmessungen sowie zur Sedierung der
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Ratten unmittelbar vor dem Eingriff bzw. vor der i. m. / i. p. Injektion des Narkotikums
durchgefliihrt. Ein negativer Effekt der Herz- und Lungenfunktion mit nachfolgendem
Blutdruckabfall wurde bei keinem Tier festgestellt. Als Injektionsnarkotika fir den chirur-
gischen Eingriff dienten Ketanest® und Rompun®. Das praoperativ applizierte Ampicil-
lin® wirkte Wundheilungsstérungen, aber auch Myositiden entgegen.

In der vorliegenden Studie verstarben sieben von 30 operierten Ratten nur wenige Stun-
den nach der OP (s. Tab. 6). Von diesen Tieren hatten finf intraoperativ unter der Nar-
kose eine schlechte Relaxation und Analgesie gezeigt. Nach ausfihrlicher Literatur-
recherche wurde als mdgliche Ursache die Applikationsart der Narkose (i. m. Gabe von
Ketanest® und Rompun® in die Nackenmuskulatur) identifiziert (Wixson et al. 1987; Smi-
ler et al. 1990; Flecknell 1993; Smith 1993; Arras et al. 2001; Flecknell et al. 2007;
Longley 2008; Flecknell 2009; Henke und Erhardt 2012). Da hauptsachlich ovarekto-
mierte Tiere (Tiere der OV+OPG-Gruppe oder OV-OPG-Gruppe) verstarben (sieben von
neun Tieren), lag die Vermutung nahe, dass die Problematik in der Verstoffwechselung
der Narkosemedikamente bestand. Mdglicherweise wurden die i. m. verabreichten Me-
dikamente aufgrund des hoheren Korperfettanteils von ovarektomierten Ratten langsa-
mer verstoffwechselt als von den nicht-ovarektomierten Ratten. Diese Hypothese kdnnte
auch erklaren, weshalb bei den ovarektomierten Tieren wahrend der OP oftmals Keta-
nest® und Rompun® nachdosiert werden musste. Vermutlich starben die Tiere an einer
Atemdepression aufgrund eines Uberhanges an Narkosemedikamenten.

Bestimmend fur die Wirkdauer eines Anasthetikums sind durchblutungsabhangige Um-
verteilungsvorgange. Nach der Applikation flutet das Medikament rasch in das gut durch-
blutete Gehirn an. Die anschlielende Umverteilung in die peripheren Kompartimente
(innere Organe, Muskulatur, Fettgewebe) beendet die analgetische Wirkung. Die
Plasma-Halbwertszeit ist jedoch viel langer als die analgetische Wirkzeit, da der Aus-
strom aus den gesattigten peripheren Kompartimenten zurlck ins Blut sehr langsam
verlauft. Von dort flutet das Medikament wieder im Gehirn an, erreicht allerdings nicht
mehr den initialen Wirkspiegel. Bei wiederholten Injektionen ist Folgendes zu beachten:
Nach der ersten Gabe des Anasthetikums lasst dessen Wirkung relativ schnell nach
(Abstrom aus dem Gehirn), obwohl die Konzentration im Korper noch hoch ist (Umver-
teilung in die peripheren Kompartimente). Bei einer Nachinjektion werden die peripheren
Speicher relativ stark aufgesattigt, folglich verlangert sich die Wirkzeit des Anastheti-
kums, da es einerseits nicht mehr so schnell aus dem Gehirn abfluten kann (geringeres

Diffusionsgefalle) und andererseits verstarkt aus dem gesattigten Speichern ins Blut und
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damit ins Gehirn rtickverteilt wird. Dadurch ist die Gefahr einer Atemdepression aufgrund
eines Uberhanges an Narkosemedikamenten gegeben.

Die Umverteilungsvorgange bei Ratten mit hdherem Kaorperfettanteil sind eine unbere-
chenbare Grofle. Um damit einhergehende Komplikation in zuklinftigen Versuchen zu
vermeiden, empfiehlt es sich, wie in den vorliegenden Versuchen, das Narkoseverfahren
auf eine i. p. Injektion umzustellen.

Eine weitere Uberlegung ist die Durchfiihrung der OP in Intubationsnarkose. Aufgrund
des schmalen und schwer zuganglichen Larynx bei Nagern ist laut Flecknell (2009) eine
Intubation jedoch nur schwer durchfihrbar, bei Ratten aber tendenziell einfacher als bei
Mausen und Hamstern. Dem Vorteil einer langeren postoperativen Atemwegssicherung
steht aber eine fragliche Toleranz der Tiere ohne zusatzliche Gabe eines Sedativums
gegenuber.

Osteosynthese

Laut klinischen und experimentellen Studien nehmen die Blutzufuhr, die Grol3e des Frak-
turspaltes und mechanische Faktoren Einfluss auf den Frakturheilungsprozess (Aro und
Chao 1993; Claes et al. 1997; Augat et al. 1998; Claes et al. 2003; Willie et al. 2009).
Claes et al. (1997) wiesen nach, dass die Versteifung einer Fraktur tGber finf Wochen zu
einer besseren Knochenheilung fuhrt als deren frihe Dynamisierung durch eine redu-
zierte Versteifung des Fixateurs. Eine gute Durchblutung, ein schmaler Frakturspalt und
eine stabile Fixierung der Knochenenden zueinander férdern den Heilungsprozess (Mar-
kel et al. 1994; Claes et al. 1997; Harrison et al. 2003).

Die wichtigsten mechanischen Faktoren sind axiale Bewegungen (Claes et al. 1997;
Augat et al. 1998) und Scherbewegungen (Augat et al. 1998; Schell et al. 2005) innerhalb
des Frakturspaltes (interfragmentare Bewegung = interfragmentary movements, IFMs).
Scher-IFMs stéren die Frakturheilung starker als axiale-IFMs. Diese Bewegungen wer-
den durch die auf den Fixateur externe einwirkende Belastung sowie durch dessen Sta-
bilitat und Tragkraft beeinflusst (Wu et al. 1984; Williams at al. 1987; Goodship et al.
1993; Claes et al. 1997; Duda et al. 2002). Mit Fixateur externe Konstruktionen mit be-
kannter Mechanik lassen sich nach Kalkulation der Stabilitat und der Frakturfixierung in
vivo Studien zum Frakturheilungsprozess durchfuhren (Willie et al. 2009). Durch kontrol-
lierte Manipulationen der Achsen im Frakturspalt ist eine flexible bzw. rigide Fixierung
moglich. Flexiblere Fixateure stimulieren die Kallus-Bildung sowie die endochondrale
Ossifikation, wahrend stabilere Fixateure mit limitierten IFMs zu einer eher maRigen Kal-
lus-Formation fuhren (McKibbin 1978; Goodship und Kenwright 1985; Goodship et al.
1993; Claes et al. 1997; Schell et al. 2005).
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Willie et al. (2009) verglichen drei externe Fixateurmodelle fur die Anwendung am frak-
turierten Rattenfemur. Der Abstand, der Durchmesser und das Material der verwendeten
Pins hatte einen maf3geblichen Anteil an der Festigkeit des Fixateur externe. Die Stabi-
litdt des Fixateurs erhdhte sich mit der Abnahme des Abstands und der Zunahme des
Durchmessers der Pins. Zugleich kam es seltener zu Ermidungsbriichen des Materials
(Mark et al. 2003). Weiter wiesen Edelstahl-Pins verglichen mit Titan-Pins der gleichen
Bauart eine signifikant hdhere axiale Stabilitat auf. In in vitro Kompressionstests erzielte
ein starres Fixierungsdesign mit zwei Langselementen eine axiale Steifigkeit von 74
N/mm, die flexiblere Variante mit einem Langselement dagegen lediglich einen Wert von
10 N/mm. Der Kérper und die Lange des Fixateurs spielten eine untergeordnete Rolle
fur die Festigkeit des Konstrukts.

Nach Schoen et al. (2008) und Willie et al. (2009) zeigen externe Fixateure eine wesent-
lich héhere axiale und Torsions-Stabilitdt als das Osteosyntheseverfahren der in-
tramedullaren Knochennagelung.

Fir die vorliegende Studie kam eine intramedullare Knochennagelung zur Stabilisierung
der Femurfraktur nicht in Frage, weil bei diesem Verfahren eine Einbringung von Spon-
gostan® in den Frakturspalt nicht durchfiinrbar gewesen wére. Der externe Fixateur sollte
die Beweglichkeit innerhalb des Frakturspaltes minimieren, um bestmdgliche Vorausset-
zungen flr eine dauerhafte korrekte Platzierung des Spongostans® und dessen Durch-
bauung zu gewahrleisten. Aufgrund der positiven mechanischen Eigenschaften wurde
das externe Fixateurmodell f3 von Claes et al. (2009) verwendet (s. Kap. 3.3.1). Zur
Reduzierung des Gesamtgewichts des Fixateur externe bei gleichzeitigem Erhalt der
Stabilitat wurde eine Aluminium- mit einer Edelstahl-Backe kombiniert.

Die intraoperative Anlage des externen Fixateurs und die Platzierung des Spongostans®
in den Osteotomiespalt verlief problemlos. Die Ratten zeigten gegentber der Osteosyn-
these eine bemerkenswerte Akzeptanz. Postoperativ wurde die Konstruktion durch das
Gewicht des Tieres — im Vierbein- und Zweibeinstand — sowie durch Manipulationen im
Rahmen der Fellpflege belastet. Von 30 Ratten zeigten lediglich drei (Ratte Nr. 10, 13,
30) einen Versatz der Kortikalis aufgrund einer Verschiebung der Frakturenden bei un-
genugender Fixierung. Ob diese Verschiebungen intraoperativ oder postoperativ ent-
standen sind, liel sich nicht eindeutig klaren. Auf die negativen Folgen einer Osteosyn-
these-Instabilitat wird ausfuhrlich in Kapitel 5.1.5 eingegangen. Zur Detektion des Zeit-
punktes der Verschiebung waren regelmafige Kontroll-Réntgenuntersuchungen erfor-

derlich gewesen (s. Kap. 5.1.4).
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5.1.3 Verwendung von Spongostan®

Spongostan® findet seit Jahrzehnten klinische Anwendung und hat sich in den chirurgi-
schen Disziplinen bewahrt (Light und Prentice 1945). Da es zu einer schnellen und ef-
fektiven Hamostase fuhrt, wird es zur Versorgung von vendsen und sickernden Blutun-
gen ( z. B. aus Spongiosa und Gewebe) eingesetzt. Spongostan® besitzt auch geeignete
Eigenschaften fir die Funktion als Tragermatrix. Es ist bei geringen Kosten in steriler
Form kommerziell erhaltlich, einfach in der klinischen Anwendung, individuell zuschneid-
bar, vollstandig in drei bis funf Wochen resorbierbar sowie biokompatibel und 16st keine
Fremdkorperreaktion aus (Langnickel et al. 1978; Paganelli et al. 2006; Johnson & John-
son Medical o. J.). Die schwammartige Struktur des Spongostans® ermdglicht eine hohe
Flissigkeitsaufnahme um bis zum 45-Fachen des Eigengewichts (Pinkernell 2010;
Johnson & Johnson Medical o. J.). Da Knochendefekte in der modernen Unfall- und Tu-
morchirurgie nach wie vor ein gro3es Problem darstellen, besitzt die Etablierung alter-
nativer Knochenersatzmaterialien einen zentralen Stellenwert. Als Alternative fir den
autologen Knochenersatz hat sich Spongostan® in mehreren Studien sowohl als geeig-
nete Tragermatrix als auch als Ersatzmaterial zur Auffillung von kleineren Knochende-
fekten bewahrt (Schneider et al. 1998; Ponticiello et al. 2000; Kos et al. 2003; Paganelli
et al. 2006; Charlesworth et al. 2012).

Neben dem Spongostan®der Firma Johnson & Johnson Medical existieren weitere Ge-
latine-Schwamme mit ahnlichen Eigenschaften. Aufgrund der guten Studienlage und
den positiven Eigenschaften wurde in der vorliegenden Studie Spongostan® als OPG-
Tragermatrix gewahlt.

Paganelli et al. (2006) fanden wahrend eines Versuchszeitraumes von vier Wochen eine
sichtbare Schrumpfung der verwendeten Gelatine-Schwamme bis hin zur vollstandigen
Durchbauung mit einem parallelen Verschwinden ihrer typischen Struktur. Die Autoren
erklaren diese Befunde mit einem Abbau / Zerfall des Gelatine-Gerusts durch die Auf-
nahme des verwendeten Mediums. Riegels-Nielsen et al. (1986) beschreiben in einer
Studie an Ratten die vollstéandige Resorption von Spongostan® bereits nach 14 Tagen.
Diese Beobachtungen werden durch die Befunde der vorliegenden Studie bestatigt.
Nach dem Versuchszeitraum von vier Wochen war das Spongostan® nicht mehr histolo-
gisch darstellbar.

Neben der Stabilisierung der Fraktur mittels eines Fixateur externe und Spongostan® als

OPG-Tragermatrix ware alternativ auch eine intermedullare Osteosynthese mit be-
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schichtetem Tragerstoff denkbar gewesen. Die Vorteile der vorliegenden Methodik lie-
gen darin, dass von einer geringeren Anzahl an Komplikationen sowie von einer kosten-
gunstigeren Umsetzung auszugehen ist. Der Fixateur externe ermdglicht die komplette
Durchbauung des Spongostans® im Frakturspalt ohne dem Einliegen von Osteosynthe-
sematerialien. Nach erfolgter Knochenheilung und Entfernung des Fixateur externe ver-
bleiben durch die Pins lediglich geringfligige Knochendefekte zurlick, die schnell durch-
baut werden kénnen. Der nach Entfernung einer intermedullaren Osteosynthese verblei-
bende Knochendefekt ist deutlich groer und erstreckt sich tGber den gesamten Fraktur-

spalt.

5.1.4 Eignung der radiologischen Methoden zur Analyse der Wachs-

tums-/Heilungsprozesse des Knochens

Nativ-Rontgen

In der Orthopadie und Unfallchirurgie gehéren Réntgenuntersuchungen zu den diagnos-
tischen Standardverfahren. Bei konservativer und chirurgischer Versorgung von Fraktu-
ren sind Kontrolluntersuchungen zur Beurteilung des Heilungsprozesses (z. B. Stellung
der Frakturenden zueinander, Fortschreiten der knéchernen Durchbauung des Fraktur-
spaltes) in Intervallen von meist einer, drei und sechs Wochen nach Entstehung der
Fraktur bzw. nach der Osteosynthese-Anlage ublich. Im OP-Saal werden zudem Nativ-
Réntgen-Ubersichtsaufnahmen der Fraktur mittels eines C-Bogen-Réntgengeréts pré-,
intra- und postoperativ durchgefihrt.

In der vorliegenden Studie wurden exemplarisch fir jede Versuchsgruppe Nativ-Ront-
genaufnahmen der frakturierten und mit Fixateur externe osteosynthetisch versorgten
Femora nach der Explantation angefertigt. Die Aufnahmen zeigen die regelrechte Lage
der externen Fixateure in einer Ebene (s. Abb. 13). Die Pins reichten mit ihrem apikalen
Gewinde maximal zwei Windungen Uber die distale Kortikalis hinaus. Der deutlich er-
kennbare Frakturspalt mit den unterbrochenen Kortikalis-Linien belegt, dass der ge-
wahlte Versuchszeitraum von vier Wochen nicht fur eine komplette Frakturheilung mit
kndchernem Verschluss der Kortikalis ausgereicht hat. Die auftretende Unscharfe im
Bereich des Frakturspaltes spricht fur das Vorhandensein von Granulationsgewebe. Ge-

nauere Aussagen zum Heilungsprozess innerhalb des Frakturspaltes waren jedoch mit-
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tels dieser Technik nicht moglich und erforderten weiterfuhrende radiologische Verfah-
ren (z. B. yCT, pQCT) oder histologische Untersuchungen. Das Weichteilgewebe pra-
sentierte sich als eine den Femur umgebende Verschattung.

Eine fehlerhafte Anlage der Osteosynthese (z. B. durch eine zu tiefe Anlage der Pins
und eine damit einhergehende Weichteilverletzung) und / oder Instabilitat beeintrachtigt
den Heilungsprozess (s. Kap. 5.1.5). Durch regelmalige intra- und postoperative Kon-
troll-Réntgenuntersuchungen zur Uberpriifung der regelrechten Lage des Fixateur ex-
terne hatte eine Fehlstellung friher detektiert und ggf. korrigiert werden kénnen. Eine
Fehlstellung, wie in der yCT in Abbildung 15 erkennbar, ware so vermeidbar gewesen
(s. Kap. 4.2.2). Aufgrund der ortlichen Gegebenheiten des Tierstalls war dies jedoch
nicht méglich. Zur Durchfuhrung radiologischer Kontrolluntersuchungen hatten die Tiere
zu einer Rontgeneinrichtung gebracht werden mussen. Der Transport sowie die Unter-
suchung in Inhalationsnarkose hatte zu einem zuséatzlichen Distress der Tiere geflhrt.
Mit einem portablen Réntgengerat hatten die Untersuchungswege und die Belastung der
Tiere verkirzt werden kdnnen.

Das Spektrum bildgebender Verfahren zur Diagnostik osteologischer Fragestellungen
wurde in den vergangenen Jahren durch die yCT und pQCT erheblich erweitert. Diese
Verfahren ermoglichen neben der nicht-destruktiven 3D-Darstellung der BMD auch die
Beurteilung der qualitativen und quantitativen Knochenmikroarchitektur mit einer Auflo-
sung im Mikromolaren-Bereich. Die Untersuchungsergebnisse sind reproduzierbar und
kénnen mit einer Spezial-Software weiterverarbeitet werden (s. Kap. 1.3.3; Patel et al.
2003; Barbe et al. 2014).

Mikro-Computertomografie (UCT)

Die uCT wird auch als 3D-Rdéntgen-Mikroskopie bezeichnet (Flannery et al. 1987; Bonse
und Busch 1996; Clark und Badea 2014). Aufgrund ihres hohen Auflésungsvermdgens
von mineralisierten Gewebestrukturen gilt sie als Goldstandard zur Untersuchung der
Knochenmorphologie. Nach Borah et al. (2001) ist sie ein geeignetes Werkzeug zur Ent-
wicklung neuer Therapieansatze fur die Osteoporose, da sie die Zusammenhange zwi-
schen Knochenmasse, 3D-Knochenarchitektur und Knochenfunktion darstellt. Daher
kénnen Remodelierungsprozesse (Bonse und Busch 1996), die Knochenresorption, der
Knochenaufbau sowie Strukturparameter (z. B. Trabekeldichte) ebenso untersucht wer-
den wie Heilungsprozesse im frakturierten Knochen (Freeman et al. 2009). Weiter lasst
sich die Integration von Knochenersatzmaterialien (Tsukimura et al. 2009) und Implan-
taten (Gao et al. 2009) beurteilen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Frakturheilung im osteoporotischen exemplarisch
fur jede Versuchsgruppe an einem Tier mittels uCT evaluiert. Die Befunde waren jeweils
reprasentativ fur die Gruppe.

Im Gegensatz zu den nativ-radiologischen Aufnahmen stellten die hochauflésenden
MCT-Aufnahmen das Gewebe im Frakturspalt detaillierter dar. Wie erwartet, zeigte das
Rattenfemur der OV+OPG-Gruppe (s. Abb. 16) im Vergleich zu dem Rattenfemur der
OV-OPG-Gruppe (s. Abb. 15) eine bessere Knochenwundheilung. So ist in Abbildung
16 deutlich eine beginnende Durchbauung des mit OPG getrankten Spongostans® im
Frakturspalt zu erkennen, die aufgrund der Kalzifizierung radiologisch darstellbar war.
Die uCT-Befunde entsprachen der vier Wochen nach der Fraktur zu erwartenden Gra-
nulationsphase (dritte Phase der sekundaren Frakturheilung) (Einhorn 1991). Der pri-
mare Bluterguss im Frakturspalt wird dabei durch Granulationsgewebe ersetzt. Dieser
,weichen Kallus“ dient der ersten Uberbriickung der Frakturenden (Ashhurst et al. 1982;
Yasui et al. 1997; Utvag und Reikeras 1998; Schmidmaier et al. 2004). In der sich an-
schlieenden ,primaren Kallusreaktion“ beginnt die Knochenneubildung im Bereich der
Knochenhaut (Hadjiargyrou et al. 2002; s. Kap. 5.1.5), erkennbar an der Unscharfe und
Verschattung in und um den Frakturspalt sowie an der Ausbildung von Knochenspan-
gen, die die Frakturlinie der distalen Kortikalis Uberspannen. In Abbildung 15 sind diese
Merkmale ebenfalls zu erkennen, jedoch weniger stark ausgepragt. Hadjiargyrou et al.
(2002) und Schmidmaier et al. (2004) beschreiben die Abfolge der Heilungsphasen im
Rattenmodell und ein fast abgeschlossenes Kallusremodeling 21 Wochen nach dem
Frakturereignis. Die Phasen der Heilung sind bei Mensch und Ratte vergleichbar, jedoch
erfolgt der Heilungsverlauf bei der Ratte schneller. Beim Menschen wird die volle Stabi-
litat des Knochens erst nach mehreren Monaten erreicht und die Umbauprozesse sind
teilweise erst nach Jahren abgeschlossen (Konrads und Giebel 2012; Oryan et al. 2015).
Im Vergleich zur OV-OPG-Gruppe (s. Abb. 15) zeigten die Tiere der nicht ovarektomier-
ten Kontrollgruppe (s. Abb. 14) einen besseren Heilungsprozess, ahnlich dem der Tiere
aus der OV+OPG-Gruppe. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da ohne Indu-
zierung einer Osteoporose ein physiologischer Verlauf der Knochenheilung erfolgt.
Uberraschenderweise wiesen die Tiere der OV+OPG-Gruppe bei einer vergleichbaren
Durchbauung des Frakturspaltes (s. Abb. 16) wie bei den Tieren der Kontrollgruppe zu-
satzlich eine deutliche Ausbildung von Knochenspangen uber die Frakturlinie auf. Die
Ursache flir das Fehlen solcher Spangen in Abbildung 14 kdnnte der Versatz der Frak-

turenden darstellen. Der am ehesten durch die mangelnde Fixierung der Osteosynthese



Diskussion 87

entstandene horizontale Versatz fihrte zu einer gréReren Entfernung zwischen der Kor-
tikalis der Frakturenden. Dies kann eine Verlangerung des Heilungsprozesses zur Folge
haben und zu einem schlechteren Heilungsergebnis flihren (Hock et al. 1990; Court-
Brown und Penning 1997; Littenberg et al. 1998; Bhandari et al. 2000; s. Kap. 5.1.5).
Zur Spezifizierung des Gewebes im Frakturspalt erfolgte eine histologische Aufarbeitung
(s. Kap. 5.1.5) sowie die Analyse des Knochenmaterials durch die pQCT-Messungen.
Das uCT hat sich in diesem Versuch als Methode zur Visualisierung der kndchernen
Durchbauung des Frakturspaltes und als Parameter zur Beurteilung der Knochenheilung
bewahrt. Eine umfangreichere Erhebung der Daten aller 30 Ratten war aus Kapazitats-
grinden durch die hohe Auslastung des verwendeten Gerates mit weiteren Forschungs-
gruppen nicht méglich.

Fur zukinftige Forschungsvorhaben ware die Analyse nicht-ovarektomierter Ratten mit
OPG-Gabe interessant, um den Einfluss einer lokalen OPG-Applikation in den Fraktur-

spalt im nicht-osteoporotischen Knochen auf die Knochenheilung zu untersuchen.

Periphere quantitative Computertomografie (pQCT)

Der grof3e Vorteil des pQCT gegenlber anderen Messmethoden liegt darin, dass sie
zwischen kortikalem und trabekularem Knochen unterscheiden kann. Der trabekulare
Knochen reagiert aufgrund seiner groeren Flache schneller auf Anderungen des Kno-
chenstoffwechsels als der kortikale Knochen. Folglich kann mit der pQCT friiher und mit
einer héheren Sensitivitat ein Knochenabbau oder der Erfolg einer Therapie nachgewie-
sen werden (Schneider et al. 1992; Takada et al. 1996). Mit der Methode lassen sich
sowohl Patienten mit einem erhohten Frakturrisiko (Burghardt et al. 2010a; 2010b) als
auch Patienten mit stattgehabten Frakturen detektieren (Yu et al. 1995a; Bergot et al.
2001; Boutroy et al 2005; Diederichs et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Knochenstatusparameter BMD (in mg/cm?), Kno-
chenflache (in mm?) und Knochenmasse (in g) in den Versuchsgruppen mittels pQCT
evaluiert und in Bezug auf die Frakturheilung diskutiert. Die Messungen erfolgten korti-
kal, trabekular und gesamt in den drei Schnittebenen (ROI |, ROl I, ROl 111).

Die BMD (s. Tab. 8) zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Ver-
suchsgruppen, obgleich Tiere der nicht ovarektomierten Kontrollgruppe die héchsten
Werte aufwiesen. Ein Unterschied zugunsten der Kontrollgruppe war zu erwarten, da
ohne Induzierung einer Osteoporose ein physiologischer Verlauf der Knochenheilung

erfolgt, der schneller zu einer hdheren BMD fuhrt. Die fehlende Signifikanz der Unter-
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schiede der BMD zwischen den drei Versuchsgruppen sprechen fir eine gute Wundhei-
lung bei allen Tieren sowie fir eine ausreichende Lange des Versuchszeitraumes. Ge-
genuber der OV-OPG-Gruppe zeigte die OV+OPG-Gruppe lediglich in der ROI | und |l
der trabekularen BMD hohere Werte. Aufgrund der OPG-Gabe waren héhere Werte in
allen BMD-Variablen zu erwarten gewesen. Die hoheren Werte der trabekuldaren BMD
insbesondere in der ROI Il (Frakturspalt) kbnnten jedoch fir eine OPG-Wirkung spre-
chen, da der trabekulare Knochen schneller auf Anderungen des Knochenstoffwechsels
reagiert und diese folglich dort als erstes zu detektieren sind. Moglicherweise hatte eine
Verlangerung des Versuchszeitraums Uber vier Wochen hinaus zu einem deutlicheren
Ergebnis zugunsten der OV+OPG-Gruppe geflhrt.

Bei der Beurteilung der Knochenflache (s. Tab. 9) zeigte die nicht ovarektomierte Kon-
trollgruppe wie erwartet deutlich hdhere Werte im Vergleich zu den osteoporotischen
Tieren der OV-OPG-Gruppe und OV+OPG-Gruppe. Zudem lagen die Knochenflache-
Werte in der OV+OPG-Gruppe im Durchschnitt etwas héher als in der OV-OPG-Gruppe
was fur eine positive OPG-Wirkung auf die Wundheilung mit Erh6hung der Knochenfla-
che spricht. Jedoch erreichten auch diese Unterschiede zwischen den drei Versuchs-
gruppen keine Signifikanz, wobei die p-Werte nur knapp Uber 0,05 lagen. Der fehlende
Gruppeneffekt kdnnte daher auf der geringen Stichprobengrdf3e beruhen. Es ist zu er-
warten, dass bei héherer Stichprobengrofie (z. B. 10 pro Gruppe) signifikante Unter-
schiede detektiert worden waren.

Bei der Evaluierung der Knochenmasse wies die OV+OPG-Gruppe im Vergleich zur OV-
OPG-Gruppe hoéhere Werte auf (s. Tab. 10). Eine Ausnahme bildete die kortikale Kno-
chenmasse im ROI Il, die in der OV-OPG-Gruppe geringfiigig hdher lag. Dies bestatigt
die Annahme der positiven OPG-Wirkung auf die Wundheilung mit Erhéhung der Kno-
chenmasse. Die nicht-ovarektomierte Kontrollgruppe zeigte, wie erwartet, bei der Kno-
chenmasse deutlich héhere Werte im Verglich zu den osteoporotischen Tieren der OV-
OPG-Gruppe und OV+OPG-Gruppe. Dennoch bestanden bei der Knochenmasse keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Die p-Werte lagen auch hier nur
knapp Uber 0,05, was ein Indiz flr das Vorliegen eines Gruppeneffekts sein kdnnte, der
aufgrund der geringen Subgruppenbesetzung nicht als signifikant klassifiziert werden
konnte.

Zusammenfassend sprechen die pQCT-Ergebnisse daflir, dass OPG bei Osteoporose
die Knochenflache und die Knochenmasse, nicht jedoch die BMD erhéhen kann. In wei-
teren Versuchen ware eine BMD-Bestimmung vor Versuchsbeginn sinnvoll, um die os-

teoporotische Induktion des Knochens durch den Hormonmangel zu belegen. Zudem
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kénnte der postoperative Zuwachs mit dem Ausgangswert der Aus pQCT-Parameter
verglichen werden.

Eine Renaissance der CT-BMD-Messung kénnte sich durch die Auswertung klinischer
Routine-CT-Untersuchungen — als Nebenprodukt von Abdomen- bzw. Becken-CTs — er-
geben, die in ihrer Haufigkeit weiterhin zunehmen werden (Ito et al. 1997; Budoff et al.
2010; Pickhardt et al. 2011; Krestan und Gruber 2013).

5.1.5 Eignung der histologischen Methoden zur Analyse der Wachstums-

und Heilungsprozesse des Knochens

Die Histologie ist, seitdem die histologische Aufbereitung von nicht-entkalktem Knochen
technisch maoglich ist, ein unverzichtbarer Bestandteil der qualitativen Auswertung von
Knochendefektmodellen. Einzig durch die histologische Untersuchung kénnen Gewebe
und zellulare Strukturen sicher identifiziert und differenziert werden. Aus dem Vorkom-
men spezifischer Zellpopulationen im histologischen Schnitt lassen sich Rickschlisse
auf die biologische Aktivitat im Frakturspalt sowie auf die Reaktion des Organismus auf
das implantierte Fremdmaterial (z. B. Spongostan®) ziehen. Leukozyten, Makrophagen,
oder Lymphozyten deuten auf eine Entziindungsreaktion hin. Das Auftreten von Chond-
rozyten kann als Beginn einer enchondralen Ossifikation gewertet werden, Osteoblasten
und Osteoklasten kennzeichnen einen aktiven Knochenstoffwechsel. Gefallanschnitte
und Erythrozyten im Defektbereich bilden die Vaskularisierung ab.

In der vorliegenden Studie wurde anhand der histologischen Schnitte das Entstehen
neuer GefaRe im Osteotomiespalt, der Abbau des Spongostan®-Gertists und der Ersatz
von Knorpelgewebe durch Knochengewebe im Rahmen der sekundaren Frakturheilung
nachgewiesen.

Der Nachteil der histologischen Untersuchung besteht darin, dass die Proben flur die
Analyse eingebettet und zerschnitten werden missen, wonach weitere Untersuchungen
am gleichen Material kaum mdglich sind. Laut Donath (1988) geht bei Verwendung der
Trenn-Dinnschliff-Methode ein erheblicher Anteil der Probe als Abschliff verloren. Wei-
ter ist die Methode technisch anspruchsvoll und inklusive der Probenaufbereitung zeit-
aufwandig. Die alternative Schnitt-Technik ist bei hartem Knochenmaterial mit hohen
Verlustraten und Artefakten behaftet. Ein weiterer Nachteil der Histologie ist, dass die

Schnitte die Verhaltnisse lediglich zweidimensional erfassen. Um einen 3D-Eindruck der
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Frakturheilung zu gewinnen, mussen viele Schnitte angefertigt werden. Die Histomor-
phometrie ist nur an einzelnen Schnitten mdéglich, eine histologische Auswertung der
gesamten Knochenprobe ist kaum durchfiihrbar. Erganzend sollten deshalb 3D-bildge-
bende Verfahren (in der vorliegenden Studie die uCT; s. Kap. 5.1.4) zur Anwendung
kommen. Eine Erweiterung der histologischen Untersuchung, beispielsweise durch im-
munhistochemische Methoden zur Hervorhebung spezifischer Strukturen, ist jedoch
modglich. Insgesamt gilt die Histologie als das Standardverfahren zur Evaluation zellula-
rer Reaktionen des Gewebes auf Frakturen und auf das Einbringen von Fremdmateria-
lien wie Spongostan® (An und Friedman 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frakturheilung am osteoporotischen Knochen
exemplarisch fur ein Tier der OV-OPG-Gruppe und der OV+OPG-Gruppe mittels histo-
logischer Verfahren (Toluidinblau-Farbung und Masson-Goldner-Trichrom-Farbung)
dargestellt. Diese Analyse hatte einen rein explorativen Charakter und diente der ersten
Sichtung des Heilungsprozesses. Eine Osteosynthese-Instabilitat geht, wie in Kap. 5.1.2
beschrieben, mit einem schlechteren Heilungsprozess der Fraktur einher. Weit ausei-
nanderstehende, nicht-parallele Knochenenden und / eine Minderperfusion durch feh-
lende oder unzureichende Einsprossung von Kapillaren kénnen zur Ausbildung eines
minderwertigen Gewebes mit geringerer Festigkeit fuhren. Im schlechtesten Fall bildet
sich eine zentrale Nekrose im Markraum.

Die Verwendung unterschiedlicher Farbstoffe bei der histologischen Farbung erlaubt die
Anfarbung unterschiedlicher Gewebestrukturen und Details (Wiesner und Ribbeck
2000).

Die Toluidinblau-Farbung bietet einen Uberblick Giber das gesamte Gewebe, dessen
Strukturen, die Zellverteilung sowie die Kern-Plasma-Relationen (Lang 2006). An dem
Langsschnitt in frontaler Ebene eines Rattenfemurs der OV-OSG-Gruppe (s. Abb. 18)
I&sst sich die Bedeutung einer geraden Ausrichtung des Knochens bei der Einbettung in
Technovit®, bzw. beim Schneiden der Knochenbldcke erkennen. Eine Verkippung des
Knochens flhrt zu schragen Anschnitten mit dem Trenn-Dunnschliff-Tomografen und
folglich zur Darstellung verschiedener Schnittebenen und einem verfalschten raumlichen
Eindruck. Das ist in der Abbildung am Anschnitt der Hinterwand des Réhrenknochens
erkennbar. Abgesehen von diesem Artefakt sind die Langsschnitte in frontaler Ebene
des Rattenfemurs in der OV-OPG- und OV+OPG-Gruppe vergleichbar (s. Abb. 18 und

25). Nach dem histologischen Bild befanden sich beide Femura in der Granulations-
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phase (3. Phase der sekundaren Frakturheilung), was dem zeitlichen Ablauf der physi-
ologischen Knochenheilung der Ratte vier Wochen nach dem Frakturereignis entspricht
(Einhorn 1991; Hadjiargyrou et al. 2002).

Die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung gilt als Standardfarbung zur Darstellung der
Knochenmorphometrie, da neben der Darstellung einzelner Zellen die mineralisierte und
nicht-mineralisierte Knochenmatrix farblich klar gegen Kollagenfibrillen, Epithelgewebe
und Muskelgewebe abgegrenzt werden kann (Romeis 1989; Lang 2006). In der vorlie-
genden Studie wurden zwei Schnitten der OV+OPG-Gruppe analysiert. Die Langs-
schnitte in frontaler Ebene der Rattenfemura zeigen die Frihphase der Granulations-
phase (s. Abb. 30 und 35). In Abb. 30 ist noch der Faserknorpel zu sehen, der wahrend
der Knochenheilung durch die Einwanderung von aktivierten Osteoblasten allmahlich
verkndchert.

Fir ein weiteres Versuchsvorhaben ist die histologische Untersuchung aller Knochen-
blécke zur Evaluation der Gewebeheilung auf zellularer Ebene dringend anzuraten, um
Uber den Vergleich der Untersuchungsgruppen die Aussagekraft der Befunde zu erho-

hen.

5.1.6 Limitationen des Versuchsaufbaus

Der bedeutendste imitierende Faktor dieser experimentellen Studie ist die geringe An-
zahl an Versuchstieren. Von urspriinglich 30 Tieren (n = 10 pro Versuchsgruppe) ver-
starben neun Tiere im Versuchszeitraums. Die verbleibende Versuchsgruppengrofie von
sieben Ratten in der OV-OPG-Gruppe und jeweils acht Ratten in der OV+OPG-Gruppe
und Kontrollgruppe macht eine valide statistische Erhebung kaum maéglich. Da es sich
bei dieser Studie um eine Pilotstudie handelte, sollen Analysen mit einer héheren Grup-
penbesetzung (mindestens 40 Ratten pro Versuchsgruppe) folgen, um die Aussagekraft
der Befunde hinsichtlich der OPG-Wirksamkeit zu erhéhen. Weiter war der Versuchs-
zeitraum von vier Wochen eng bemessen, da bei der physiologischen Knochenheilung
der Ratte zu diesem Zeitpunkt erst die Granulationsphase beendet ist (Einhorn 1991).
Die Frakturenden sind in diesem Stadium teils durch Bindegewebe teils durch Knochen
miteinander verbunden. Dieser weiche Kallus wird durch Mineralisation ausgehartet und
der entstandene Geflechtknochen nach und nach durch Lamellenknochen ersetzt (Ash-
hurst et al. 1982; Yasui et al. 1997; Utvag und Reikeras 1998; Schmidmaier et al. 2004).

Nach ca. 84 Tagen gilt die Frakturheilung mit dem Kallusremodeling als abgeschlossen



Diskussion 92

(Hadjiargyrou et al. 2002; Schmidmaier et al. 2004). Eine langere Laufzeit, idealerweise
von zwolf Wochen, wirde die Aussagekraft der Befunde zusatzlich starken.

Wie in Kap. 5.1.4 beschrieben, sollten zukiinftige Forschungsvorhaben weitere Ver-
suchsgruppen inkludieren. Ein Vergleich von nicht-ovarektomierte Ratten mit und ohne
OPG-Gabe konnte die Fragestellung adressieren, ob die lokale OPG-Gabe in den Frak-
turspalt im nicht-osteoporotischen Knochen die Knochenheilung fordert.

Zudem ware in zukinftigen Studien die Durchfiihrung einer BMD-Bestimmung vor Ver-
suchsbeginn sinnvoll, um die osteoporotische Induktion des Knochens durch Hormon-
mangel zu belegen. Mithilfe von Ausgangsdaten der pQCT-Parameter liele sich der
postoperative Zuwachs zudem besser beurteilen.

Die regelmaliige Durchfihrung von intra- und postoperative Kontroll-Réntgenuntersu-
chungen zur Uberpriifung der regelrechten Lage des Fixateur externe und Vermeidung

von Fehlstellungen, waren durch die értlichen Gegebenheiten des Tierstalls limitiert.

5.2 Einfluss von OPG auf das Knochenwachstum und den Hei-

lungsprozess

Der regulierende Einfluss des RANK/RANKL/OPG-Systems auf die postmenopausare
Osteoporose wurde durch zahlreiche Studien belegt (Takahashi et al. 1988; Simonet et
al. 1997; Bucay et al. 1998; Kostenuik et al. 2001; Flick et al. 2003; s. Kap. 1.2.2). Der
humane monoklonale RANKL-Antikdrper AMG-162 Denosumab (Handelsname Prolia®)
bindet mit hoher Affinitdt an RANKL und hemmt so die Ausreifung, die Aktivierung und
das Uberleben der Osteoklasten und folglich die Knochenresorption (s. Kap. 1.3.4;
Brown et al. 2009; Kendler et al. 2010). In der vorliegenden Studie wurde die Wirksam-
keit einer lokalen OPG-Applikation in den Frakturspalt untersucht. OPG bindet ebenfalls
an RANKL und unterbindet so dessen Effekt auf Osteoklasten.

Anhand der vorliegenden pQCT-Befunde entsteht der Eindruck, dass OPG bei einer Os-
teoporose die Knochenflache und die Knochenmasse, nicht jedoch die BMD erhdhen
kann (s. Kap. 5.1.4). Nach OPG-Gabe waren héhere Werte bei allen pQCT-Variablen zu
erwarten gewesen. Die hdheren Werte in der trabekuldaren BMD insbesondere im Frak-
turspalt (ROI 1) in der OV+OPG-Gruppe kdnnten jedoch fur eine OPG-Wirkung spre-
chen, da der trabekuldre Knochen schneller auf Anderungen des Knochenstoffwechsels

reagiert, die moglicherweise bereits nach vier Wochen nachweisbar sind. Es ist davon



Diskussion 93

auszugehen, dass durch eine Erhéhung der Anzahl an Versuchstieren sowie einer Ver-
langerung des Versuchszeitraums mit den angewandten Methoden die OPG-Wirksam-
keit besser zu beurteilen ist.

Die in der radiologischen Auswertung beobachteten Wachstumsprozesse liefien sich in
der Histologie unter Beriicksichtigung der Limitierung dieser Studie (s. Kap. 5.1.6) be-
statigen. Die histologische Analyse der Frakturheilung im osteoporotischen Knochen
hatte aber einen rein explorativen Charakter und bildete den Heilungsprozess nur grob
ab.

In einem frontalen Langsschnitt eines Rattenfemurs der OV+OPG-Gruppe (Abb. 35, we-
nige Stunden bis Tage nach der OP) war das Spongostan® mit seiner wabigen Struktur
noch gut erhalten. Es lieBen sich eine Vielzahl an hamatopoetischen Stammzellen,
Erythrozyten und Monozyten sowie Gefallanschnitte erkennen, die ein postoperatives
Frakturhdmatom kennzeichnen. Das Hamatom wird wahrend der Entzindungsphase (2.
Phase der Frakturheilung) durch Zellinfiltration, Zelldifferenzierung und Angiogenese
zersetzt und umgebaut. In den Schnittbildern der anderen drei Tiere, die drei Wochen
bzw. vier Wochen Uberlebt hatten, war das Spongostan® sichtbar abgebaut (s. Abb. 18,
25 und 30). Beim Einwachsverhalten des Spongostans® bestanden zwischen der OV-
OPG- und OV+OPG-Gruppe keine Unterschiede.

In einem frontalen Langsschnitt eines Rattenfemurs der OV+OPG-Gruppe (Abb. 30, 3
Wochen nach der OP) war der Faserknorpel im Frakturspalt deutlich zu sehen. Seine
Entstehung liel3 sich zeitlich in die Frihphase der Granulationsphase (3. Phase der Frak-
turheilung) einordnen. Neben knorpelbildenden Zellen der Chondrogenese (Osteo-
chondroblasten, Osteochondrozyten) waren einsprossende Kapillaren und Osteoblasten
zu erkennen. Diese fuhren allmahlich zur Durchbauung des Faserknorpels mit primarem
Knochengewebe und zu dessen Aushartung durch Mineralisierung.

In den frontalen Langsschnitten von Rattenfemura der OV-OPG- und OV+OPG-Gruppe
(Abb. 18 und 25) war das Stadium des Heilungsprozesses vergleichbar. In beiden Fallen
zeigte der histologische Befund die spate Granulationsphase (3. Phase der sekundaren
Frakturheilung), was sich mit dem physiologischen Ablauf bei der Knochenheilung der
Ratte nach vier Wochen deckt (Einhorn 1991; Hadjiargyrou et al. 2002). Erkennbar wa-
ren eine ausgepragte Zellmigration von Zellen der Osteogenese (Osteoblasten, Osteo-
zyten, Osteoklasten) sowie zahlreiche Blutgefalie. Die Durchbauung des Faserknorpels
war deutlich vorangeschritten; Knorpelinseln kamen nur noch vereinzelt vor. Durch die

Farbemethoden konnten aktive Osteoblasten mit dem sezernierten Osteoid ebenso dar-
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gestellt werden wie bereits kalzifiziertes mineralisiertes Knochengewebe. Die Durchbau-
ung des Faserknorpels mit Osteoid hin zum Geflechtknochen beginnt diaphysar ausge-
hend vom Periost. Bei der ,primaren Kallusreaktion“ kommt es zur Ausbildung von Kno-
chenspangen, die die Frakturenden miteinander verbinden. Die Spangen traten in bei-
den Versuchsgruppen gleichermalien auf, waren jedoch dem Versuchszeitraum ent-
sprechend noch nicht voll ausgebildet und mineralisiert. Das Vorhandensein von Osteo-
klasten lief® auf den Abbau toter, nicht durchbluteter Knochensubstanz schliefRen. In den
beiden Versuchsgruppen (OV-OPG- und OV+OPG-Gruppe) traten vier Wochen posto-
perativ gleichermalien Gefalibildungen auf. Zudem waren bei keinem Tier Nekrosen im

Frakturspalt oder im einwachsenden Knochen erkennbar.

5.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Studie wurde erstmalig die Wirksamkeit einer lokalen OPG-Applika-
tion auf die Frakturheilung untersucht. Die Studie diente zusatzlich als Pilotstudie zur
Uberprifung der Eignung der Methodik fiir nachfolgende Versuche.

Zusammenfassend haben sich die verwendeten Methoden und Modelle bewahrt. Dies
galt sowohl fUr die eingesetzten Ratten (Wistar-Hannover) als auch fur das Frakturmo-
dell (Femurfraktur mit intraoperative Anlage des externen Fixateurs) und fir die Platzie-
rung des Spongostans® in den Osteotomiespalt. Die Ratten zeigten gegeniiber der Os-
teosynthese eine gute Akzeptanz. Eine Verschiebung der Frakturenden aufgrund unge-
nidgender Fixierung trat in lediglich 10 % der Falle auf. Mit den angewandten radiologi-
schen Untersuchungstechniken (Nativ-Rdntgen, yCT, pQCT) sowie den histologischen
Untersuchungstechniken (Trenn-Dinnschliff-Methode sowie Toluidinblau und Masson-
Goldner-Trichrom-Farbung) konnten post mortem die Wachstums-/Heilungsprozesse in
den Frakturbereichen umfassend analysiert werden. Die sich gegenseitig erganzenden
Verfahren ermdglichten eine Analyse auf mehreren Ebenen. Mittels der Nativ-Rontgen-
untersuchung konnte eine fehlerhafte Anlage der Osteosynthese (z. B. Pin-Fehlsteh-
lunge), die Uber Weichteilverletzungen und / oder Instabilitdten den Heilungsprozess po-
tentiell beeintrachtigen, detektiert werden. Durch regelmaRige intra- und postoperative
Kontroll-Réntgenuntersuchungen lief3e sich eine Fehlstellung des Fixateur externe fru-
her detektieren und ggf. korrigieren. Die hochauflésenden pyCT-Aufnahmen stellten das

Gewebe im Frakturspalt detaillierter dar. Zur Spezifizierung des Gewebes im Fraktur-
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spalt erfolgte eine histologische Analyse sowie eine Analyse des Knochenmaterials mit-
tels pQCT-Messungen. Die pQCT kann zwischen kortikalem und trabekuldarem Knochen
unterscheiden. Da der trabekulare Knochen aufgrund seiner grof3eren Flache schneller
auf Anderungen des Knochenstoffwechsels reagiert als der kortikale Knochen, kann die
pQCT fruher und mit einer hdheren Sensitivitat einen Knochenabbau oder -neubildung
nachweisen. Die vorliegenden pQCT-Befunde vermitteln den Eindruck, dass OPG bei
Osteoporose die Knochenflache und die Knochenmasse, nicht jedoch die BMD erhdhen
kann. Bei der Interpretation der Befunde ist jedoch die geringe Subgruppenbesetzung
sowie der enge Versuchszeitraum von vier Wochen zu bertcksichtigen. Die in der radi-
ologischen Auswertung beobachteten Wachstumsprozesse lieen sich in der Histologie
bestatigen. Die histologischen Befunde bildeten die zeitliche Abfolge einer physiologi-
schen Frakturheilung ab. Die Eignung des Spongostans® als Tragermatrix war an der
Zellinfiltration, Zelldifferenzierung und Angiogenese im Frakturspalt mit einer Durchbau-
ung und einem Abbau des Tragermaterials erkennbar. Eine vom Periost ausgehende
Bildung von Knochengewebe war an der Kallusbildung in Form von Knochenspangen,
die die Frakturenden Uberbricken erkennbar. Nekrosen traten nicht auf.

Die vorliegende Studie bildet die Grundlage flr weitere Analysen im Rahmen der Alter-
straumatologie. Eine schnelle Frakturheilung durch knochenschonende Stabilisierungs-
verfahren (z. B. Fixateur externe) und die Knochenheilung fordernde Medikamente (z.
B. OPG) tragen zu einer schnelleren Remobilisierung und damit zu einer reduzierten
postoperativen Mortalitat bei. In dem Hauptversuch, der dieser Pilotstudie nachfolgen
soll, ist eine hdhere Anzahl an Versuchstieren mit einer gréReren Subgruppenbesetzung
geplant.

Fir valide Aussagen bezuglich der OPG-Wirksamkeit waren zudem Studien mit erwei-
terten Beobachtungszeitraumen sinnvoll. Zudem ist die Freisetzungskinetik und die Ver-
fugbarkeit von OPG bei lokaler Gabe im Frakturspalt sowie die Auswirkung unterschied-
licher Dosen von OPG bisher kaum untersucht. Weiter ware in zukunftigen Forschungs-
vorhaben der Vergleich von nicht-ovarektomierten Ratten mit und ohne OPG-Gabe sinn-
voll, um die Effekte einer lokalen OPG-Gabe im nicht-osteoporotischen Knochen zu ana-

lysieren.
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6 Zusammenfassung

Die Osteoporose gehort aufgrund ihrer Haufigkeit weltweit zu den Volkskrankheiten.
Durch den Anstieg der Lebenserwartung wird die Inzidenz der Osteoporose und damit
der Osteoporose-bedingten Frakturen in den kommenden Jahren weiter ansteigen. Da-
her zahlt die Verbesserung der Prophylaxe, Diagnostik und Therapie der Osteoporose
zu den medizinischen Herausforderungen des 21. Jahrhunderts.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Effekt einer lokalen Applikation von Os-
teoprotegerin (OPG) in den Knochenspalt bei der Frakturheilung im Modell der osteo-
porotischen Ratte (Wistar-Hannover) untersucht. Die Studie diente zusatzlich als Pilot-
studie zur Uberpriifung der Eignung der Methodik fir den nachfolgenden Hauptversuch.
Eingeschlossen wurden drei Versuchsgruppen (ovarektomierte Ratten ohne OPG (OV-
OPG), ovarektomierte Ratten mit OPG (OV+OPG), nicht-ovarektomierte Ratten ohne
OPG (Kontrollgruppe), jeweils n = 10). Den Ratten wurde im rechten Femur ein Osteo-
tomiespalt (1 mm) gesetzt, in den das OPG (ber eine Tragermatrix (Spongostan®) im-
plantiert wurde. Als Osteosynthese diente ein Fixateur externe. Nach vier Wochen wur-
den die Tiere euthanasiert. Die Frakturbereiche wurden post mortem mittels peripherer
quantitativer Computertomografie (pQCT), bildgebenden Verfahren (Nativ-Rdntgen,
Mikro-Computertomografie (WCT) und histologischer (Toluidinblau-, Masson-Goldner-
Trichrom-Farbung) Verfahren analysiert.

Die Anlage des Fixateur externe und die Platzierung des Spongostans® in den Osteoto-
miespalt verlief problemlos. Die mehrheitlich bei ovarektomierten Rattten auftretenden
Narkoseprobleme lief3en sich am ehesten auf eine langsamere Verstoffwechselung der
i. m. applizierten Narkoemedikamente bei hoherem Korperfettanteil zurtickflihren. Ein
bei 10 % der Tiere auftretender Versatz der Femurenden unterstreicht die Wichtigkeit
von regelmafigen Rontgenkontrollen der regelrechten Lage des Fixateur externe. Die
hochauflésenden 3D uCT-Aufnahmen stellten das Gewebe im Frakturspalt detailliert
dar. Eine deutlichere Durchbauung des Spongostans® und eine Ausbildung von Kno-
chenspangen kennzeichneten die bessere Knochenwundheilung in der OV+OPG-
Gruppe. Die pQCT-Befunde deuten an, dass OPG bei der Osteoporose die Knochenfla-
che und Knochenmasse, nicht jedoch die Knochendichte erhdht. Die histologische Ana-
lyse bestatigte die uCT-Befunde und erlaubte einen detaillierten Einblick in die Gescheh-
nisse im Knochenspalt (Zellinfiltration, Angiogenese, Durchbau des Spongostans®, Bil-

dung von Knochengewebe und Knochenspangen, fehlende Nekrosen).
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Die geringe Subgruppenbesetzung sowie der enge Versuchszeitraum von vier Wochen
limitierte die Aussagekraft der Pilotstudie. Vermutlich lassen sich die Aussagen zur Wirk-
samkeit des OPG in der geplanten Hauptstudie durch eine Erhéhung der Versuchstier-

zahl sowie einer Verlangerung des Versuchszeitraums validieren.

6.1 Summary

Osteoporosis belongs to the worldwide endemic diseases caused by the sheer number
of incidences. Due to the increase of life expectancy, the occurrence of Osteoporosis
and therefore the osteoporosis induced fractures will increase within the following years.
Consequently, the improvement of the prophylaxis, diagnostic and therapy of Osteopo-
rosis belongs to the medical challenges of the 21st century.

The outlined study examines for the first time the effect of a local application of Osteo-
protegerin (OPG) into the fracture gap during fracture healing using the model of osteo-
porotic rats (Wistar-Hannover). Supplementary, the experiment serves as a pilot study
to verify the suitability of the method being used of the following main attempt. Three
attempt groups had been included (ovariectomized rats without OPG (OV-OPG), ovari-
ectomized rats with OPG (OV+OPG), non-ovariectomized rats without OPG (control-
group), each n = 10). The rats had been given an osteotomic gap within the right femur
(1Tmm), in which the OPG was implanted using a carrier matrix (Spongostan®). An ex-
ternal fixator was used as osteosynthesis. After four weeks the rats had been euthanized.
Post mortem the fracture areas had been analyzed by using quantitative computerized
tomography (pQCT), imaging procedures (native x-rays, micro-computertomographie
(MCT) as well as histological procedures (Toluidinblue-, Masson-Goldner-Trichrom-col-
oration).

The plantation of the external fixator and the placing of the Spongostan® within the os-
teotomic gap were easily installed and conducted without problems. The anaesthesia
problems which appeared predominantly by ovariectomized rats, could most likely be
traced back to a more slowly metabolism of the i.m. applicated anesthetic drugs referring
to higher body fat percentage. An offset of the femoral ends that were found by 10% of
the animals underlines the importance of regular x-ray examinations in order to supervise
the proper positioning of the external fixator. The highly defined 3D uCT pictures en-
hances a detailed view on the fracture gap. A more resilient infiltration of the Spon-
gostan® and a conformation of bone braces caused a better bone healing within the

OV+0OPG group. The pQCT results imply that OPG by osteoporosis increases the bone
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surface and bone mass rather than the bone density. The histological analysis certified
the uCT results and allowed an insight view on the proceeding within the bone fracture
(cell infiltration, angiogenesis, infiltration of the Spongostan® , formation of bone tissue
and bone braces, missing necrosis).The low occupation of sub-groups as well as the
short test period of only four weeks limited the validity of the pilot study. Most likely, an
increase in the test animal laboratory number as well as the duration of the main exper-

iment will increase the efficiency of the OPG.
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