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1. EINLEITUNG

Osteoporose ist eine weit verbreitete Knochenkrankheit, deren Management auf Grund
des demografischen Wandels eine zunehmende Herausforderung fiir das
Gesundheitssystem darstellt."* Statistiken verdeutlichen, dass die Pravention,
Behandlung und Erforschung der Osteoporose aulerordentlich wichtig ist. 75 Millionen
Menschen sind schitzungsweise weltweit betroffen.” Das Risiko eine im
Zusammenhang mit Osteoporose stehende Fraktur zu erleiden, betrégt fiir Frauen circa
50% und fiir Manner 20%.* Wegen der zunechmenden Lebenserwartung ist davon
auszugehen, dass die Anzahl der Patienten weiter ansteigt. So wird weltweit ein Anstieg
der Hiiftfrakturen von 1.7 Millionen im Jahre 1990 auf 6.3 Millionen im Jahre 2050
erwartet.” Die Fraktur des systemisch erkrankten Knochens ist besonders dramatisch, da
korperliche Behinderung, der Verlust der Selbststidndigkeit und sogar eine erhdhte
Letalitat, vor allem nach Hiiftfrakturen, die Folgen sein konnen. Frakturen anderer
Knochen, wie z.B. Wirbelkorperbriiche, fiihren bei Patienten, die élter als 75 Jahre sind,
ebenfalls zu erhohter Mortalitit.® Auch wenn die Sterblichkeitsrate von anderen
Gegebenheiten wie chronischen Erkrankungen und weiteren Nebendiagnosen stark
beeinflusst wird, ist die finanzielle Belastung des Gesundheitssystems unbestreitbar.
Therapiekosten, Krankenhausaufenthalte und VersorgungsmafBnahmen der Patienten
kosten allein in den USA $20 Billionen Dollar pro Jahr.

Auf Grund der aktuellen Datenlage war die Osteoporose in den vergangenen zehn
Jahren bereits Gegenstand vieler Arbeitsgruppen und Forschungsprojekte.® Der
Schwerpunkt dieser Forschungsarbeiten bezog sich dabei in erster Linie auf
Epidemiologie, Pathophysiologie, Diagnose und medikamentdse Therapien der
Erkrankung. Weitere Arbeiten analysierten die Krankheit auf molekularer und zellulérer
Ebene. Trotzdem sind Diagnose und optimale Behandlung der Frakturen noch nicht
ausreichend erforscht.’

Die Knochenheilung im Allgemeinen und insbesondere bei Osteoporose ist ein
komplexer Prozess, der von mikrovaskuldren und biomechanischen Bedingungen sowie

9,10

individuellen Gegebenheiten abhidngt.” ™ Um die hohe Versagensrate von Schrauben

und Implantaten in osteoporotisch verdnderten Knochen senken zu kdnnen, miissen die

Besonderheiten der osteoporotischen Fraktur verstanden werden. Wissenschaftliche
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Untersuchungen von diaphysiren Frakturen und Bohrldchern geben Hinweise auf



eine gestorte, osteoporotische Frakturheilung. Pathologische Frakturen treten aber vor
allem im metaphyséren Knochenbereich auf."!” Trotzdem gibt es kaum
wissenschaftliche Untersuchungen zu diesem Frakturmuster.'® Ziel der Osteoporose
Forschung sollte es daher sein, ein Forschungsmodell zu entwickeln, dass den Knochen
auf biomechanischer, histologischer und bildgebender Ebene konsequent analysiert. Die
daraus resultierenden Ergebnisse konnen gegebenenfalls die Behandlung pathologischer
Frakturen verbessern. So konnten Mortalitit, Morbiditit und Kosten der Osteoporose

langfristig effektiv gesenkt werden.

1.1 Pathogenese der Osteoporose

Osteoporose ist die hdufigste polygenetische Erkrankung des Skelettsystems. Das
Kennzeichen dieser Krankheit ist eine gestorte Remodellierung der Knochensubstanz,
die durch ein Ungleichwicht in der Aktivitit der Osteoblasten und der Osteoklasten
verursacht wird.® Der erhohte Knochenumsatz fiihrt zu einer reduzierten
Mineralisierung des Knochens. '* Sowohl die organische als auch die anorganische
Knochenmatrix sind betroffen.” Die daraus resultierende pathologische
Mikroarchitektur fiihrt zu einer reduzierten Knochendichte mit einem massiv

gesteigerten Risiko fiir Fragilititsfrakturen als typische Komplikation.'

95% aller Patienten sind von einer primdren Osteoporose betroffen. 80% der Patienten
sind Frauen, die postmenopausal durch den vergleichsweise pldtzlichen Ostrogenabfall
einen Verlust an Knochenmasse erleiden. Da vor allem die trabekulidren
Knochenstrukturen betroffen sind, fiihrt diese Erkrankung héufig zu
Wirbelkdrperbriichen, aber auch zu Briichen anderer Knochen. So sind auch der Femur

und der distale Radius, vor allem im Bereich der Metaphyse, hiufig betroffen.®

Die senile Osteoporose tritt im héheren Lebensalter als Folge von natiirlichen
Alterungserscheinungen, Vitamin-D-Mangel, Kalziummangel und Immobilisation auf.
Sie betrifft Mdnner genauso hiufig wie Frauen und ist durch Frakturen der langen
Rohrenknochen gekennzeichnet, da hier Kortikalis und Spongiosa gleichermaf3en

betroffen sind.?



Die sekundére Osteoporose tritt mit 5% deutlich seltener auf. Diese Form der
Erkrankung ist Folge von Endokrinopathien wie zum Beispiel vom Cushing Syndrom?,

von Hyperthyreose** oder Hyperparathyreoidisums.”

1. 1.1 Knochenmasse und Knochenqualitit

Zwei Parameter, die durch viele verschiedene Risikofaktoren beeinflusst werden, sind
fiir die Pathogenese und das Ausmaf3 der Erkrankung entscheidend: Die Knochenmasse

und die Knochenqualitit.

Die Knochenmasse ist im Laufe des Lebens stindigen Verdnderungen ausgesetzt. Sie
nimmt intrauterin, im Kindes- und im Jugendalter kontinuierlich zu, bis ungefdhr um
das 30. Lebensjahr ein Maximum erreicht wird. Nach diesem sogenannten ,,Peak Bone
Mass* nimmt die osséire Masse zunichst langsam (0.3%- 0.5% jahrlich) wieder ab.® In
den ersten Jahren nach der Menopause kann die jéhrliche Abnahme der Knochendichte
bis zu sechs Prozent betragen bis sie im hohen Alter nur noch bei ungefédhr 50% der
,Peak Bone Mass* liegt.”® Die Abnahme betrifft bei Frauen vor allem das trabekulire
Knochengewebe. Der Verlust der Kompakta hingegen ist deutlich geringer.” Bei
Mainnern sind vor allem die Verdnderungen der spongidsen Knochenanteile sehr viel
geringer ausgeprigt. Das Verhéltnis von Knochenmasse im Vergleich zu Gewebemasse
(BV/TV) ist bei Frauen und Ménnern allerdings zu gleichen Teilen reduziert.”’

Die maximale Knochenmasse wird durch genetische Faktoren, Umwelteinfliisse,
Ernihrung und individuelle Beanspruchung des Bewegungsapparats beeinflusst.”

Der Abbau der Knochenmasse kann durch pathologisch erhdhte Aktivitit der
Osteoklasten z.B. postmenopausal verstirkt werden.

Da diese Verdnderungen zunichst keine Symptomatik zeigen, bleibt die Osteoporose
meist lange unerkannt, weshalb die priaventive Behandlung der Erkrankung schwierig
ist.*®

Auf weitere Risikofaktoren der Erkrankung wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit
noch eingegangen.

Osteoklasten und Osteoblasten halten sich auf molekularer Ebene im gesunden
Knochen stets die Waage zwischen Knochenabbau und Knochenauftbau. Dieses Prinzip
wird ,,Coupling® genannt. Fiir das Gleichgewicht ist der Ligand des RANK Rezeptors
(Receptor Activator of NF-«kB),), RANKL (Receptor Activator of NF-«B Ligand),



entscheidend. Der Ligand wird von Osteoblasten exprimiert und fiihrt nach Bindung an
den RANK Rezeptor zu einer gesteigerten Bildung von Osteoklasten aus
Vorléauferzellen. Gleichzeitig bilden sich Osteoblasten, moglicherweise unter dem
Einfluss von Ostrogen und Osteoprotegrin (OPG), und verhindern die Bindung
zwischen Ligand und Rezeptor.® Kommt es zu UnregelmiBigkeiten in diesem
Gleichgewicht, welche beispielsweise durch die fehlende negative Riickkopplung von
Ostrogen auf Interleukin-1 oder den Tumor-Nekrose-Faktor verursacht werden kdnnen,
steigt die Osteoklastogenese, die Rate der Remodellierungszyklen und der

Knochenumsatz. Man spricht dann von ,,Decoupling®.®

Der zweite wesentliche Parameter ist die Knochenqualitit. Die Beziehung zwischen
sinkender Knochendichte und erhdhtem Frakturrisiko ist interessanterweise nicht
linear.” Anders gesagt: Osteoporosetherapien erzielen nur einen geringen Anstieg an
Knochendichte (circa 3-8% pro Jahr), das Frakturrisiko wird aber um tiber 50% gesenkt.
Dies lasst sich nicht allein iiber die gesteigerte Knochenmasse erklren.’” *!

Der Begriff der Knochenqualitét schlie8t die Faktoren ein, die {iber die Knochendichte
hinaus zur Stabilitét eines Knochens beitragen. Darunter fallt die Makroarchitektur des
Skeletts, also Grofle und Form, sowie die Mikroarchitektur der kortikalen und
spongidsen Knochenanteile. Auch der Aufbau der Knochenmatrix, die
Knochenmineralisation und die Hohe des Knochenumsatzes spielen eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der Osteoporose.®

So ist der systemisch erkrankte Knochen nicht nur durch eine geringere Knochendichte
gekennzeichnet, sondern auch durch reduzierte Quervernetzungen und Ausdiinnung der
Trabekel. Bei Frauen kommt es durch erhohte Osteoklastenaktivitit und damit
verbundener stirkerer Resorption und Perforation der spongidsen Knochenanteile zu
einer Ausloschung ganzer Trabekel. Der Abstand der noch vorhandenen
Knochenbilkchen untereinander nimmt zu. Somit kommt es zu einem Verlust von
Knochenvolumen (siehe Abbildung 1).*

Ein weiterer Unterschied zwischen den Geschlechtern ist der Abbau der Kortikalis.
Zwar sind sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen vor allem die endokortikalen
Bereiche betroffen und im Ausmal auch vergleichbar, beim weiblichen Geschlecht ist
aber der dem Knochenabbau gegeniiberstehende subperiostale Aufbau an
Knochenmasse reduziert. Subperiostaler Knochenautbau kann z.B. im alternden

Knochen beobachtet werden (siehe Abbildung 2).



Somit kommt es zu einer verminderten kortikalen Fliche und zu einer
Trabekularisierung der kortikalen Strukturen. Dem gegeniiber nimmt die mit Spongiosa

ausgekleidete Markhohle an GroBe zu.™

Diese Entwicklung kann durch den prozentualen Gehalt der Trabekel im gesamten
Markraum (BV/TV(%)), die Angabe der Trabekel pro Flache (Tb.N(1/inin?)), die
Dicke der Strukturen (Tb.Th(mm)) und die Entfernung einzelner Trabekel voneinander
(Tb.Sp(mm)) objektiv beschrieben werden.** Diese Parameter konnten schon vor
Entwicklung der Mikro-CT histomorphologisch bestimmt werden.

Alle genannten Verdnderungen beeinflussen Biege- und Torsionseigenschaften des
Knochens und pridisponieren fiir Frakturen schon bei geringer Gewalteinwirkung und
verschlechtern die Haltbarkeit von Implantaten nach operativer Versorgung der
Knochenbriiche.” Im Ergebnis ist die Knochenstirke auch von der Trabekelstruktur
abhingig und daher bei einer gestorten Mikroarchitektur des Knochens reduziert.*
Um Therapiefortschritte in der Osteoporosetherapie und in der Pravention von
Frakturen zu erzielen, ist es essenziell, den Zusammenhang zwischen Knochenmasse,
Funktion der einzelnen Knochenabschnitte und dreidimensionaler Knochenarchitektur
zu verstehen. Dafiir sollten geeignete Tiermodelle entwickelt und die Moglichkeiten der

bildgebenden Verfahren wie die Mikro-CT genutzt bzw. ausgebaut werden.*



Abbildung 1: Vergleich normales Knochengewebe mit osteoporotischem Knochengewebe.
Auffallend ist die griofiere Masse und hohere Dichte der Trabekel des gesunden
Knochengewebes (4) verglichen mit dem osteoporotischen Knochenbefund (B)*

1. 1. 2 Risikofaktoren und Ursachen

Wie oben bereits angedeutet, sind viele verschiedene Faktoren fiir die Entwicklung
einer manifesten Osteoporose verantwortlich. Genetische Belastungen spielen eine
bedeutende Rolle. Diese sind aber noch nicht vollsténdig erforscht. Dahingegen ist der
Einfluss des Hormonhaushaltes und der Alterung auf die Entwicklung einer
Osteoporose weitgehend erschlossen worden. Auch Komorbidititen wie z.B. chronische

Erkrankungen beeinflussen den Mineralhaushalt des Knochens.



1. 1. 2. 1 Genetik

Durch verschiedene Familien- und Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass die
Genetik, also die erbliche Belastung und die familiére Vorgeschichte, einer der
Hauptrisikofaktoren ist. So sind 60-80% der Knochenmasse genetisch festgelegt.”'

Es konnte aber bis jetzt nicht gezeigt werden, dass bestimmte Gene, die z.B. fiir den
Vitamin-D-Rezeptor, fiir das Kollagen I, fiir Zytokine oder Wachstumsfaktoren
codieren, fiir sich allein genommen, einen signifikanten Einfluss auf die Erkrankung
haben.*® In Kombination mit anderen Determinanten, wie Alter, Geschlecht und
Umwelteinfliissen, steigern die ,,Polymorphismen des menschlichen Genoms in ihrer
komplexen Zusammensetzung das genetische Risiko einer verminderten
Knochenformation, erhéhten Knochenresorption oder verminderten Knochenfestigkeit™
*I aber durchaus. Kriterien, die die normale Knochenheilung beeinflussen, wurden
jedoch besser entschliisselt als Faktoren, welche die osteoporotische Knochenheilung
betreffen.'

Die Genetik scheint vor allem die Knochenmasse in Abhingigkeit von Alter und
Zustand des Skeletts >, sowie weitere Osteoporose EinflussgroBBen wie den ,,Body Mass
Index (BMI)“*’ oder Marker fiir den Knochenumsatz *' zu bedingen. Frakturen und der
Verlust von Knochenmasse scheinen dagegen eher in jiingeren Jahren genetisch
determiniert zu sein.*

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass es wichtig ist, die genetischen
Hintergriinde der Osteoporose weiter zu erforschen, da eine positive Familienanamnese
eine der grofiten Risikofaktoren fiir Osteoporose ist ® und ,»die Erfassung komplexer
Konstellationen des Genoms ein wichtiges Werkzeug zur Risikoerfassung werden

Wird“ 21

1. 1. 2.2 Hormonhaushalt

Des Weiteren ist natiirlich der postmenopausal abrupt abfallende Ostrogenspiegel fiir
den Grof3teil der Osteoporose-Erkrankungen bei Frauen verantwortlich. Die Ovarien
stellen ihre Titigkeit ein. Der Korper produziert nur noch kleine Mengen Ostron in der
Nebenniere— ein schwicher wirksames Ostrogen als Estradiol .** Der Ostrogenmangel
fiihrt nicht nur zu einem gesteigerten Remodeling und einer hoheren

Knochenresorption, sondern beeinflusst auch das physiologische osteoinduktive und



osteogene Potential der Knochenzellen. So reagiert gesunder Knochen auf mechanische
Belastung normalerweise mit einer erhohten Knochenformation. Ausgelost wird diese
Reaktion durch Ostrogen, dass an den ER-Alpha Rezeptor, den wichtigsten Rezeptor
fiir die Ostrogenwirkung in Knochenzellen, bindet. Bei Ostrogenmangel wird die
Rezeptordichte herunter reguliert und die Knochenstérke nimmt ab.>'*>**

Der Parathormon/Vitamin D- Regelkreislauf spielt vor allem bei élteren Menschen
wihrend der Entwicklung einer Osteoporose eine Rolle. Zwar ist der Vitamin-D
Metabolismus bei dem alten, gesunden Menschen relativ ungestort, allerdings ist die
Vitamin- D Synthese wegen niedriger UV-Strahlung, einer reduzierten Fahigkeit der
Haut zur Herstellung des Vitamins und einer niedrigen Nahrungszufuhr eingeschrinkt.*
Niedrige Kalziumspiegel fithren zu einem sekundédren Hyperparathyreoidismus, der
wiederum fiir einen erhéhten Knochenumsatz, Osteoporose und eine erhhten
Frakturinzidenz verantwortlich ist.”® Das Risiko von Fragilititsfrakturen kann durch
Calcium- und Vitamin D Substitution um bis zu 12% gesenkt werden und ist somit der
Grundstock der Osteoporosetherapie.”’

Eine ausreichende Versorgung mit den oben genannten Metaboliten ist somit auch fiir

die Frakturheilung von groBer Bedeutung.”'

1. 1. 2.3 Alterung

Als weiterer Risikofaktor fiir Osteoporose ist Alterung zu nennen. Altern ist ein
dynamischer Prozess, der abhéngig von zelluldren Alterungsprozessen und dufleren
Einfliissen wie z.B. Krankheit, Bewegungsmangel und Ernéhrung ist.

Auf molekularer Ebene fiihren zelluldre Schiden zur Ansammlung von geschidigten
und abnormalen Proteinen in der Zelle, die nicht entfernt werden kénnen, was
wiederum eine gestorte Funktion zur Folge hat.*'”* Als Schutzmechanismus vor
unkontrollierter Zellproliferation wird die Zelle entweder apoptotisch oder tritt in die
replikative Seneszenz ein. Das bedeutet, dass sie praktisch keine Funktion mehr
besitzt.! DNS Reparaturmechanismen sind ebenfalls eingeschrénkt und die
Regenerationsfahigkeit von Zellverbanden lisst nach.”' Diese Alterungsprozesse finden
im gesamten Organismus und auch im Knochengewebe statt. Diverse Organsysteme
weisen einen Funktionsverlust auf. In Bezug auf den Stiitz- und Bewegungsapparat ldsst
sich eine Reduktion der Muskelmasse, eine Abnahme der Dehnbarkeit der Sehnen und

der Beweglichkeit der Gelenke feststellen. Auflerdem nimmt der Mineralstoffgehalt der



Knochen ab. Dadurch kommt es zu einem Verlust von Knochenmasse.'® Viele durch
Alter bedingte Verdnderungen in der Knochenstruktur stellen ein Risikofaktor fiir die
verdnderte Frakturheilung im systemisch erkrankten Knochen dar (siche Abbildung
2).10

Die Zunahme des Fettgehalts des Knochenmarks im Alter durch hohere Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen in Adipozyten als in Osteoblasten zeigt dhnliche
Effekte. Fettsduren und Adipokine hemmen die Knochenformation und fordern die

. 53
Knochenresorption.

1. 1. 2. 4 Komorbidititen

Letztendlich tragen auch chronische Inflammationskrankheiten und
Stoffwechselerkrankungen wie z.B. rheumatoide Arthritis und Diabetes mellitus durch
die Produktion von osteoklastogenetisch wirkenden Interleukinen zu einer negativen
Knochenbilanz und einer reduzierten Vitamin D Aktivierung bei.”' Die Vermutung liegt
nahe, dass derartige chronische Erkrankungen nicht nur eine Osteoporose bedingen,

sondern sich auch negativ auf die Frakturheilung auswirken.*'

Endocortical bone loss
(changes in cortical thickness over time)

Disassembly of the
tensile arcade

(changes in trabecular BV/TV
and connectivity over time)

Reduced bone mass
(changes in BMD over time)

Periosteal expansion

(changes in total cross-
sectional area over time)

Proximal femur

. ' 0
Endocortical bone loss ‘ " ph:;::;;:_'?;
(changes in marrow area over time) . .
Reduced tissue toughness

(changes in mineralization, water content,
and collagen cross-linking over time)

1
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Abbildung 2: Sagitalschnitt eines menschlichen Femur, proximal. (25 Mikron Voxelgrofe,
nanotom-S, phoenix|x-ray, GE Measurement & Control; Wunstorf, Deutschland) Abgebildet
sind die strukturellen und geweblichen Verdnderungen, die im Alter aufireten."’




1. 2 Frakturheilung

Frakturheilung ist schon im gesunden Knochen ein hoch-komplexer Prozess, dessen
molekulare Details noch nicht vollstindig erforscht sind.*' Ein Phinomen dieses

3433 Die Stabilitit

Ablaufs ist die vollstindige Geweberegeneration ohne Narbenbildung.
des Frakturspalts, der Kontakt der Frakturenden und biologische Faktoren wie die
Kondition der mesenchymalen Stammzellen, die Expression von Wachstumsfaktoren
und die Blutversorgung bestimmen die Regenerationsfahigkeit des Knochens.*"*
Minimale Bewegungen im Frakturbereich fordern die Knochenheilung und stellen einen
Wachstumsreiz dar, wohingegen eine zu flexible Stabilisation zu reduzierter

54,56 .
" Die

Kallusbildung und eingeschréinkter Vaskularisation fiihrt.
Regenerationsfahigkeit des Knochens nimmt ferner mit zunehmender Grof3e des
Frakturspalts ab. Frakturtyp und Frakturlokalisation sind fiir den Heilungsvorgang
ebenfalls wichtig.” So weisen Verletzungen im Bereich der Metaphyse, eine typische
Lokalisation fiir pathologische Frakturen, eine erhohte Anzahl an Komplikationen auf.*'
Auch Alter, Infektionen, Drogenkonsum, Erndhrungszustand des Patienten und

chronische Erkrankungen wie Diabetes, spielen bei der Knochenheilung eine Rolle.””

1. 2.1 Physiologie der Frakturheilung

Knochengewebe kann sich auf zwei verschiedene Arten regenerieren. Die primére,
desmale Knochenbildung lduft direkt ohne Kallusbildung durch Differenzierung von
mesenchymalen Zellen zu Osteoblasten ab. Moglich ist dies wenn das Periost noch
erhalten ist oder die Frakturenden eng adaptiert sind, so dass Osteoklasten und
Kapillaren direkt einwachsen konnen.*' AuBerdem wandern Osteoblasten ein und es
bilden sich Kanile, die spiter Knochenbriicken bilden. Die desmale Knochenbildung ist
bei Gewebedehnungen bis zu 5% moglich. Scherkrifte bis 15% fiihren zur chondralen
Ossifikation.*"**

Letztere ist die hdufigste Variante der Frakturheilung. Diese Form der Knochenheilung
ist eine Mischung aus intramembrandser Ossifikation und indirekter
Knochenneubildung bei der zunichst Kallusgewebe entsteht.”'”” Diese Form der
Frakturheilung gliedert sich in vier Phasen.

Am Anfang steht die reaktive Phase. Als Antwort auf die Verletzung des

muskuloskeletalen Systems bildet sich ein Himatom und es kommt zu einer

Entziindungsreaktion. In diesem Bereich proliferieren bereits die ersten mesenchymalen
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Stammzellen *' unter anderem durch die Freisetzung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren von Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten. Es bilden sich
Fibroblasten, die sich zusammen lagern und so ein vaskularisiertes Granulationsgewebe
bilden.>* Die Angiogenese beginnt. Wie wichtig die inflammative Reaktion des
Organismus ist, macht die Erkenntnis deutlich, dass Cyclooxygenasechemmer die
Frakturheilung behindern.”

Die zweite Phase ist die reparative Phase. Die Frakturheilung im Frakturgebiet ist nicht
homogen: Die Zelleinheiten des interkortikalen Gebiets und des Knochenmarkkanals in
unmittelbarer Ndhe des Frakturbereichs wandeln sich in Chondroblasten um, die in
ausgereiftem Zustand zunichst hyalinen Knorpel, also weichen Kallus, bilden.”® Zellen
der weiter distal gelegenen subperiostealen Region und des umliegenden
Weichteilgewebes werden zu Osteoblasten, die durch desmale Ossifikation
Geflechtknochen bilden. ***"*

Nach circa drei bis vier Wochen sind diese Bereiche locker miteinander verbunden und
es hat sich eine Manschette aus Kallusgewebe gebildet, die der Primérstabilitit dient.”'
Danach beginnt im dritten Schritt die enchondrale Ossifikation: Das Gewebe wird durch
Mineralisation in hartes Kallusgewebe bzw. in Geflechtknochen umgewandelt.*” Das
Kallusgewebe vergroflert den Durchmesser des Knochens und reduziert
interfragmentiire Bewegungen.’® Als letztes findet das Remodeling statt. Trabekulires
Knochengewebe wird mit Hilfe von Osteoblasten und Osteoklasten, die Howship
Lakunen bilden, in Lamellenknochen umgewandelt. KallusgroBe und Vaskularisierung

werden wieder auf ein physiologisches Niveau reduziert > (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Stadien der Frakturheilung (a) Himatombildung: Nach einer Verletzung fiihrt die
Unterbrechung der Blutgefifse zu einem Hdimatom (b) Weiche Kallusbildung. Das beinhaltet:
Blutgefifie, die aus bereits bestehenden Gefifsen gebildet werden (Angiogenese), Externes
Kallusgewebe (intramembrandse Ossifikation) und internes Kallusgewebe (Faserknorpel); (c)
Harte Kallusbildung: Das Kallusgewebe wird mineralisiert, es entsteht harter Kallus aus
Geflechtknochen (d) Remodeling: Das Kallusgewebe wird von sekunddrem lamelldren Knochen
ersetzt und die Blutversorgung normalisiert sich.”

Mechanische und biologische Faktoren beeinflussen sich also gegenseitig, indem eine
Fraktur einen Reiz fiir Osteoblasten und Osteozyten darstellt, Wachstumsfaktoren und
Zytokine auszuschiitten und die Frakturheilung zu aktivieren.>

Um den Transport von Stammzellen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren in den
Frakturbereich zu gewéhrleisten und um das verletzte Gewebe vor Hypoxie und
Nekrose zu schiitzen, ist eine gute Blutversorgung zu jedem Zeitpunkt von allergrofB3ter
Wichtigkeit.”* Angiogenese, also die Entstehung neuer BlutgefiBe aus bereits
bestehenden Gefdllen durch Sprossungs- und Spaltungsvorgénge mit Hilfe von
angiogenetischen Faktoren, ist von grof3er Bedeutung fiir alle Phasen der
Frakturkonsolidation.”' Trotzdem begann man erst 1963 nachhaltig auf diesem Gebiet
zu forschen: Die Entdeckung eines ,,Vascular Stimulating Factors® (VSF) durch Trueta

ctal ®!

und weiterer angiogenetischer Faktoren und Wachstumsfaktoren wie den
Fibroblast Growth Factor (FGF), den Transforming Growth Factor (TGF-f), das Bone
Morphogenetic Protein (BMP), den Insulin-like Growth Factor (IGF- 1/2), den Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) und den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
brachten den Durchbruch in der Forschung.’® Vor allem letzterer fordert nicht nur die
Neovaskularisation, sondern stimuliert auch die Reifung und Aktivitét von
Osteoblasten. So zeigten Street et al. in ihrem Tiermodell, dass die Hemmung von

VEGF in Méusen mit Femurfraktur zu einer reduzierten Knochenformation und

Kallusmineralisation sowie einer eingeschrankten Angiogenese in der frithen
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Heilungsphase fiihrt.®> Ein Grund fiir eine schlechtere Frakturheilung im Alter scheint,

unabhingig von Osteoporose, eine beeintrichtigte Angiogenese zu sein.®

1. 2.2 Besonderheiten der osteoporotischen Frakturheilung

Osteoporose-Therapie bedeutet nicht nur die optimale medikamentdse Therapie zur
Verbesserung der Knochendichte zu finden, sondern schlie3t auch die Behandlung der
osteoporotischen Frakturen mit ein.”’ Zwar sind Hiift-, Wirbelkorper- und
Handgelenksfrakturen auf Grund der Knochenmorphologie typische Lokalisationen der
Osteoporose-assoziierten Frakturen, das Risiko einen Knochenbruch zu erleiden ist aber
bei Osteoporose fiir jeden Frakturtyp erhoht.® Sowohl atraumatische als auch
traumatische Frakturen treten im systemisch erkrankten Knochen haufiger auf.” Es ist
deshalb von groBer Wichtigkeit, dass nicht nur die Frakturpridvention erforscht wird,
sondern dass auch die Therapie von osteoporotischen Knochenbriichen optimiert wird.®
Die Tatsache, dass viele orthopddische Chirurgen die Behandlung bzw. Operation von
Fragilititsfrakturen ablehnen, bestitigt die Notwendigkeit dieses Forschungsbereichs.’
Hinzu kommt, dass sich viele Studien auf diaphysire Femur- oder Tibiafrakturen®*
beschrianken, obwohl dies keine typischen Lokalisationen von pathologischen Frakturen
sind. Osteoporotische Frakturen finden sich meist im Bereich der Metaphyse der langen
Rohrenknochen und heilen im Vergleich zu diaphyséren Frakturen mit weniger
periostaler Kallusbildung.®* Die Entwicklung passender Tiermodelle hat

dementsprechend eine gro3e Bedeutung.

Die Hauptmerkmale des systemisch erkrankten Knochens sind, wie oben bereits
genannt, die Rarefizierung der Trabekel, eine GroBenzunahme des Knochenmarkkanals
und eine Abnahme der Knochendichte und —dicke der Kortikalis.®> Zwar durchliuft
die osteoporotische Knochenheilung nach einer Fraktur die typischen Stadien der
physiologischen Knochenheilung *°, die Torsions- und Biegetoleranz des Gewebes und
die Primérstabilitét fiir Frakturen, die durch Implantate behandelt wurden, ist aber

reduziert und die Dauer der Knochenheilung dadurch méglicherweise verlangert.*

Klinische Erfahrungen und experimentelle Studien zu diesem Thema bringen allerdings

keine einheitlichen Ergebnisse und werden diskutiert.*’
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1. 3 Bildgebende Verfahren

Es gibt zahlreiche bildgebende Verfahren und neue technische Entwicklungen, die zur
Darstellung von Knochenpathologien bzw. von Frakturen geeignet sind.

Typisch fiir osteoporotisch verédnderte Knochen sind die radiologisch sichtbaren,
sogenannten Rahmenwirbel, die durch eine Transparenzerh6hung der Spongiosa und
eine dadurch prominenter wirkende Kortikalis gekennzeichnet sind. Die Wirbelkorper
haben ein strihniges Aussehen, da die horizontal verlaufenden, durch axialen Druck
weniger belasteten Spongiosabdlkchen rarefizieren und die statisch wichtigeren,
senkrecht verlaufenden Trabekel sich dadurch deutlicher hervorheben. Wenn die
Wirbelkdrper dem statischen Druck nicht mehr Stand halten kénnen, kommt es zu
Sinterungsfrakturen und die Knochen werden als Keil-bzw. Fischwirbel bezeichnet.”’
Zwar ist das konventionelle Rontgen in zwei Ebenen nach wie vor der Goldstandard,
um moglichst schnell eine Verletzung des Skeletts nachzuweisen, wenn es aber um
komplexere Fragestellungen geht, reicht dieses Verfahren nicht aus.®” So kann eine
osteoporotisch bedingte Abnahme der Knochendichte erst ab circa 40% Verlust des
Mineralgehalts diagnostiziert werden.*® Statt dessen werden Verfahren wie die
quantitative Computertomographie (QCT) und die duale Rontgenabsorptionsmetrie
(DEXA) zur Osteodensitometrie in der Osteoporosediagnostik eingesetzt. Die DEXA ist
ein zweidimensionales, planares Verfahren, dass mit zwei energetisch unterschiedlichen
Rontgenquellen arbeitet. Aus dem Absorptionsgrad der emittierten Photonenstrahlen
wird die Knochendichte ermittelt und als T-Score angegeben. Ab einem T-Score von -
2.5 Standardabweichungen im Vergleich zum Mittelwert gesunder junger Frauen,

spricht man von einer Osteoporose '’ (siche Tabelle 1).

T-WERT SCHWEREGRAD
>-1SD Normale BMD
-25SD<x<-1SD Osteopenie, reduzierte BMD
<-2,5SDb Osteoporose
<-2,5SD + Fraktur Manifeste Osteoporose

Tabelle 1: Einteilung des Schweregrades bei Knochendichteverlust basierend auf dem T- Wert”
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Im Gegensatz zur DEXA ist die quantitative Computertomographie ein
dreidimensionales Messverfahren, dass osteoporotische Veranderungen schneller
erkennen ldsst und eine getrennte Analyse von Kortikalis und Spongiosa in Bezug auf
die Mineralisation erlaubt.®®

Trotzdem kdnnen Rontgenabsorptionsmethoden strukturelle Verdnderungen der
Knochenstruktur nicht ausreichend erfassen. Diese sind aber fiir die mechanische
Belastbarkeit des Gewebes und die Evaluation des Frakturrisikos von
Osteoporosepatienten von groBer Wichtigkeit.”

Genauere Analysen in Bezug auf die Darstellung von Knochenpathologien erlauben
neue Methoden wie die Mikro- und Nano- Computertomographie. Auf diese und die
Computertomographie im Allgemeinen soll deshalb im Folgenden weiter eingegangen

werden.

1.3.1 Computertomographie

Die Computertomographie gilt als eine der groBten medizinischen Entdeckungen.”
Obwohl die ersten Gerite, die Anfang der 1970er Jahre auf den Markt kamen, mit der
heutigen Technik kaum vergleichbar sind, wurden sie direkt im klinischen Alltag
akzeptiert. So wurde nun - im Gegensatz zum konventionellen Rontgen - die
iiberlagerungsfreie Darstellung der Korperstrukturen bzw. die Abbildung von
Weichteilgewebe mit geringen Kontrastunterschieden, moglich. Der amerikanischen
Physiker Allan M. Cormack und der britischen Ingenieur Godfrey N. Hounsfield
erhielten dafiir im Jahre 1979 den Nobelpreis fiir Medizin.”

Die technische Methode basiert auf einem Rontgenstrahl, der von einem
Blendensystem, dem Kollimator moduliert und von einem Detektor erfasst wird.” Es
werden Absorptionsprofile der Gewebeeinheiten aus verschieden Richtungen erstellt
und daraus die Volumenstruktur rekonstruiert. AnschlieBend findet die
Bildrekonstruktion basierend auf dem Algorithmus der gefilterten Riickprojektion bzw.

der Radontransformation am Computer statt.”"

Dieses Prinzip wurde im Laufe der Zeit immer weiter ausgebaut. So stellt die
Entwicklung der Einzelschicht-Spiral-CTs Anfang der 1990er Jahre einen Meilenstein
in der technischen Entwicklung dar. Durch die spiralférmige Abtastung des gesamten
Scanvolumens wihrend einer kontinuierlichen Réhren-Detektorrotation und
gleichzeitiger fortlaufender Tischbewegung, konnten Volumendatensétze erstellt
werden.” Die dreidimensionale Darstellung von Strukturen wurde durch
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Bildnachverarbeitungsverfahren, wie Multiplanare Rekonstruktionen (MPR),
Maximum-Intensity-Projektionen (MIP) und Volume-Rendering-Techniken (VRT),
also durch Umrechnung der Datensétze in zweidimensionale Projektionsbilder,
moglich.”>"

1998 kam der 4-Schicht Spiralscanner auf den Markt. Durch den Einbau von mehreren
Detektorreihen in die Gantry konnten vier Axialebenen gleichzeitig aufgenommen
werden.”? Heute ist die Erfassung von bis zu 320 Schichten gleichzeitig moglich, 64
Zeilen sind in der klinischen Routine iiblich (Multi-Slice-CT, MSCT).” Dadurch
konnen sehr groe Untersuchungsvolumina in guter transversaler Auflosung mit

geringen Artefaktraten und kurzen Scan-Zeiten untersucht werden.”

In der Dual-Source-CT (DSCT) befinden sich zwei um 90 Grad versetzte 64-Zeilen-
Systeme, die eine Aufldsung bis in den Mikrometerbereich garantieren.” Die High-
Resolution-CT (HRCT) ist wegen ihrer extrem hohen Ortsauflésung und diinnen

Schichtfiihrung besonders fiir Aufnahmen des Lungengewebes geeignet.”®

| y
B 2

~ | ¥ Yy =
e
Whole animal Whole organ Basic functional unit Cells Organelles
10° um 10% pm 102 um 10" pm <10%°um
(Mouse) (Liver) (Liver lobule) (Hepatocytes) (Mitochondria)
L J1 Jl J
I I |
Mini-CT Micro-CT Nano-CT

Abbildung 4: Die Gréfle von Nagetieren betrdgt ca. 10 cm. IThre Organe sind ca. 1 cm gross.
Die Gewebe- Funktionseinheiten (Tissue basic functional units, BFU) sind 100 um grof3. Zellen
sind ca. 5-10 um grof3. Zellorganellen sind <10um grofs. Die Mikro- CT bzw. Nano-CT kann
alle diese Ebenen als Volumenbild darstellen.”
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Ganzkorper-Spiral-CT

Mikro-CT

Geometrie

Maximale
Ortsauflosung
in der Schicht
Schichtdicke
Rohre
Strom
Spannung
Fokusgrolte
Detektor

Objektdurchmesser

MatrixgroBRe

Speicherbedarf

Volumenscanzeiten

Facherstrahl
(Detektor u.
Rdohre rotieren)

0,25-10mm

0,50-2,0 mm
Hochleistungs-CT-Rdhre
10 - 500 mA

80— 140 kV
0,7-15mm
Zeilendetektor

5-50 cm

5122

0,5 MB/Bild (16 bit)
160 MB/Datensatz

20 - 40 s (Thorax)

Facher- oder
Kegelstrahl
(Objekt rotiert)

5-50 um

5-50pum

Fein- oder Mikrofokusréhre
40 - 100 pA

10-150 kV

5-30pum

Zeilen- oder Flachendetektor

<5cm

5127 - 1024°

0,5 -2,1 MB/Schicht (16 bit)

270 - 2150 MB/Datensatz

Minuten bis Stunden

Tabelle 2: Vergleich der Eigenschaften der Mikro- CT mit der Spiral- CT. Modifiziert nach

Engelke et al.”®

1. 3. 2 Mikro-Computertomographie

Die Mikro-Computertomographie ist ein recht neues radiologisches Verfahren, dass die

Abbildung von Strukturen im Mikrometerbereich, vergleichbar mit der Auflosung eines

Lichtmikroskops, erméglicht.” Die Entwicklung der Mikro-Computertomographie

(Mikro-CT) revolutionierte die biomedizinische Forschung, da dieses nicht-invasive

bildgebende Verfahren die Untersuchung von Nagetiermodellen wie z.B. Ratten im

Mikrometerbereich moglich macht.*” Objekte bzw. Organe und Gewebe konnen durch

die nicht-destruktive, kontinuierliche Erstellung von Schnittbildern im Ganzen

dreidimensional visualisiert und hinsichtlich morphologischer Eigenschaften beurteilt




werden.®' Knochengewebe ist auf Grund seiner Stabilitit und wegen der hohen
Rontgendichte seiner mineralisierten Anteile als Forschungsobjekt besonders gut
geeignet. *' Um die Morphologie und Mikroarchitektur des Knochengewebes, die in der
Pathophysiologie der Osteoporoseentstehung eine groBe Rolle spielen ** zu analysieren,
ist die Anwendung heute bereits Goldstandard.*” So kénnen histomorphometrische
Parameter, wie zum Beispiel Knochenoberfldche, Knochenvolumen, Anzahl, Dicke und
Abstand der Trabekel untereinander dreidimensional bestimmt werden.** Die ersten
Mikro-CT Geridte wurden Anfang der 1980er Jahre auf den Markt gebracht. 1989
gelangen Feldkamp et al. eine erste dreidimensionale Darstellung von kndchernen
Mikrostrukturen in vitro mit einer Aufldsung von 30-50 pum isotroper Voxelgrofe.**
Heute ist die Voxelauflosung im Bereich von 1-50 pm mdglich (siehe auch Abbildung
4).”" Durch die kontinuierliche Verbesserung der bildanalytischen Verfahren und der
Erforschung neuer Kontrastmittel besteht heute auch die Mdglichkeit hochauflosende
Weichteiluntersuchungen z.B. von Blutgefdflen, Tumoren und Organen
durchzufiihren.”**” Die Mikro-CT stellt somit eine realistische Alternative zur
quantitativen Histologie dar.*®

Der technische Aufbau der Gerite dhnelt dem klinischer Computertomographen,
bestehend aus einer Strahlungsquelle, einem Schlitten auf dem die Probe angebracht
wird und einer CCD-(Charged-Coupled-Device) Detektorkamera oder einem
Flachbilddetektor (sieche Abbildung 5).

Ein entscheidender Unterschied zu klinischen CTs ist natiirlich die weitaus hohere
Ortsauflésung der Mikrotomographen. Dies ist durch den Einsatz von
Synchrotronstrahlungsquellen oder von verbesserten Fein-& Mikrofokusrontgenrohren
moglich. Wobei sich fiir erstere eine Parallelstrahlgeometrie ergibt, deren Auflosung
von der des Detektors bestimmt wird. Letztere senden Fécher- oder Kegelstrahlen aus.
Hier ist die FokusgroBe der Rontgenrohren, die durch den Einsatz von Transmissions-
oder Reflexionsanoden weiter reduziert werden kann, entscheidend. Eine Reduktion der
Fokusgrofe flihrt aber ebenfalls zu einer reduzierten Leistung der Rontgenréhre.
Dadurch ist auch die Rontgenquantenzahl limitiert. Diese muss aber fiir eine optimale
Auflosung bei sinkender Probengrof3e eigentlich steigen. Um die gewiinschte hohe
Auflésung der Mikro-CT zu realisieren, muss die ProbengroBe also auf wenige cm’

limitiert werden. AuBerdem verlidngert sich die Messzeit auf mehrere Stunden.”

Im Gegensatz zu klinischen CTs rotieren nicht Strahlungsquelle und Detektor um das
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Untersuchungsobjekt, sondern die Probe selbst kreist in definierbaren Winkelschritten
um eine vertikale Achse.*® Um die Projektion zu optimieren, kann die Probe auch lings
der Achse bewegt werden. Allerdings ist bei hoher geometrischer Vergroferung die
BrennfleckgroBe limitierend. Das Projektionsbild auf dem Detektor wird -mit anderen

Worten- unscharf, wenn das Objekt zu nah an die Strahlungsquelle gefahren wird.*

Die 12bit-CCD- Kamera ist an eine 25 Mikrometer dicke, aus Caesiumiodid und
Thallium bestehende, Szintillatorschicht gekoppelt.*” Diese generiert aus der von der
Strahlungsquelle emittierten Strahlung ein Lichtsignal, welches iiber Fiberoptik an die
Kamera weitergeleitet wird.* Ein digitaler Frame-Grabber dient der intelligenten
Digitalisierung und Weitergabe des Bildmaterials an die Computerarbeitspldtze. Die
durch Feldkamp etablierte Riickprojektionstechnik dient der Umwandlung der Daten in
isotrope, axiale Schnittbilder, die anschlieBend als dreidimensionaler Korper dargestellt
werden. Die einzelnen Bilder haben bei einer Akquisitionsmatrix von 1024x 1024
Bildpunkten eine GroBe von je IMB, der Rekonstruktionsvorgang dauert circa sechs
Stunden.®® Alternativ werden in den neusten Geriten sogenannte Flachbilddetektoren
eingesetzt. Indirekte Flachbilddetektoren bestehen ebenfalls aus einem Szintillator, der
entweder aus Gadolinium- Oxysulfid oder Casesiumiodid besteht und die
Rontgenstrahlen in Licht umwandelt. Dahinter befindet sich ein Halbleiter aus
amorphem Silizium. Um das Licht in Elektronen umzuwandeln wird eine Fotodiode
eingesetzt. Ein Kondensator speichert diese Ladung und durch einen ebenfalls
integrierten Transistor werden die Pixel dann separat ausgelesen. Die MatrixgroB3e liegt

hier zwischen 2000x 2000 und 3000x 3000 Bildelementen.

Um die Bilddatensdtze schlussendlich analysieren zu kdnnen, bietet sich der Einsatz
einer Bildanalysesoftware wie zum Beispiel ANALYZE® (Mayo Clinic College of
Medicine, Rochester, MN, USA) an.”
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Mikro-CT-Technik mit Kegelstrahlgeometrie und
CCD- Detektor. Abbildung von E.L. Ritman, Department of Physiology and Biomedical
Engineering, Mayo Clinic, Rochester, MN, US’!

1. 4 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich im Rahmen des Sonderforschungsbereiches
Transregio 79 (SFB/TR 79) mit der osteoporotischen Frakturheilung. Um Unterschiede
in der physiologischen und pathologischen Knochenheilung zu erkennen, werden
osteoporotische Femora von Ratten mit Kontrollgruppen hinsichtlich der Fléche
neugebildeten Knochengewebes und der Neovaskularisation im Frakturspalt verglichen.
AuBerdem wird evaluiert, welche Rolle die Defektgrole eines frakturierten Knochens in
der osteoporotischen Knochenheilung spielt. Diese Fragen sollen mit Hilfe
mikrotomographischer Untersuchungen so weit wie moglich beantwortet werden. Mit
Hilfe dieses bildgebenden Verfahrens soll ebenfalls herausgefunden werden, ob sich das
verwendete Tiermodell zur weiteren Osteoporoseforschung, beispielsweise in Bezug

auf den Einsatz von Knochenersatzmaterialien, eignet.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Das Projekt ist Teil des T2- Projektes des Sonderforschungsbereiches/Transregio 79
(SFB/ TRR 79) unter der Leitung von Prof. Dr. Dr. Alt (Unfall-, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie, UKGM).

2.1 Tiermodell

Das im Folgenden beschriebene osteoporotische Tiermodell mit metaphysidrem
Frakturdefekt wurde von Alt et al in der Unfallchirurgie (siche oben) entwickelt und

publiziert®. Diese Arbeit stellt eine Fortfiihrung des Modells dar.

Die Tierversuche werden, nach Genehmigung durch das Regierungsprasidium am
03.08.2010, geméB § 8 Abs. 1 des Deutschen Tierschutzgesetzes (GVbl.I S. 307,
24.05.2007), durchgefiihrt. Die Erlaubnis hat das Aktenzeichen V54-19¢20-15(1)
GI20/28 Nr. 92/20009.

Die 26 weiblichen Sprague- Dawley Ratten stammen aus der Charles River GmbH in
Sulzfeld, Deutschland.

Die Tiere werden in Gruppen von zwei bis vier Ratten in Plastikkéfigen mit Filter
gehalten und haben freien Zugang zu Nahrung und Wasser.

Nach einer vierwdchigen Adaptionsphase in der sich die Tiere an ihre neue
Lebenssituation gewohnen konnten, werden sie randomisiert in zwei Gruppen
eingeteilt. 13 Ratten werden durch die Unfallchirurgie des Universitdtsklinikum Gief3en
(siche oben) ovarektomiert und erhalten eine spezielle Diét. Die anderen 13 Ratten
bilden die Kontrollgruppe, die lediglich eine Sham Operation erhilt.

Drei Monate nach oben genannter Operation wird die Knochendichte der beiden
Gruppen mittels DXA ermittelt und miteinander verglichen.

In einer weiteren Operation wird sowohl die Gruppe der ovarektomierten Tiere, als auch
die Kontrollgruppe im Bereich des linken Femurs osteotomiert. 12 Ratten (sechs OVX-
und sechs Sham- Tiere) wird ein Knochendefekt von drei Millimetern gesetzt. Weiteren

14 Ratten wird ein flinf Millimeter groBBer Defekt zugefiigt.
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2.2 Induktion der Osteoporose

Der osteoporotische Knochenbefund wird durch eine bilaterale Ovarektomie und eine
spezielle, auf dem Modell von Heiss et al basierende Diit herbei gefiihrt’>. Die
Nahrung, die die Tiere zur Unterstiitzung der Induktion der Osteoporose erhalten, ist
eine calcium-, phospor-, vitamin D3-, soja- und phytoostrogenfreie Didt (Altromin-
C1034, Altromin Spezialfutter GmbH, Lage, Germany). Die Kontrollgruppe erhilt ein
Standardfutter.”

Die Operation wird in Vollnarkose, durch die Injektion von Ketamin (62.5 mg/Kg/KG,
Hostaket®, Hoechst), und Xylazin (7.5 mg/Kg/KG, Rompun®, Bayer), durchgefiihrt.
Die Eroffnung des Operationsgebiets erfolgt von der Riickenmittellinie aus. Die
Ovarien werden ektomiert. In der Kontrollgruppe wird eine Laparotomie ohne

Ovarektomie durchgefiihrt.

2.3 Evaluation der Knochendichte mittels DXA

Die Knochendichte wird sowohl in der OVX-Gruppe, als auch in der Sham-Gruppe
zwei Mal mittels Doppelrontgen- Absorptionsmetrie (Dual- Energy X-ray
Absorptiometry, DXA, Lunar Prodigy, GE Healthcare, Germany) bestimmt. Das erste
Mal unmittelbar nach der Operation, das zweite Mal drei Monate spéter. Beide Male
erfolgt die Knochendichtemessung in der Wirbelsdule und im rechten Femur unter
Vollnarkose und wird anschlieBend mit Hilfe der enCORE software (GE Healthcare, v.
13.40) analysiert. ***°

2.4 Femur Osteotomie

Drei Monate nach der Ovarektomie bzw. nach Sham Operation und nach der zweiten
Knochendichtemessung werden die Tierversuche zur Erstellung eines metaphyséiren
Osteotomie-Modells an der linken distalen Femurmetaphyse der Ratten unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Versuchstiere erhalten eine Vollnarkose mit Ketamin
(62.5 mg/Kg/KG, Hostaket®, Hoechst), und Xylazin (7.5 mg/Kg/KG, Rompun®,
Bayer). Nach Lagerung der Tiere auf der rechten Seite, wird der linke Femur mit
Povidon Jod (Braunol®, Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. An der

seitlichen, unteren Hélfte des linken Oberschenkels wird ein vier Zentimeter langer
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Hautschnitt gesetzt und die Muskelfaszie durchtrennt. Das Femur wird zwischen dem
M. vastus lateralis und dem lateralen Kopf des M. biceps femoris dargestellt und vom
lateralen Kondylenbereich bis zum mittleren Femurschaft freigelegt. AnschlieBend
wird eine Mini-T-Platte mit sieben Schraublochern (Leibinger® XS-miniplate,
Stryker®, Schonkirchen, Germany) auf dem mittleren und distalen
Oberschenkelknochenbereich fixiert. Mit Hilfe einer speziell angefertigten
Ségevorrichtung wird eine distale, transversale Osteotomie in der metaphyséren Region
des Femurs knapp proximal des epiphysealen Gelenkknorpels durchgefiihrt und ein drei
bzw. fiinf Millimeter grofBer, keilformiger Knochendefekt durch eine oszillierende Sige
(Piezosurgery® 3, Saw blade OT7S-3, Mectron, Germany) gesetzt (siche Abbildung 6).
Zuletzt wird der Defekt mit sterilem Wasser gereinigt, die Wunde verschlossen und die
Haut mit 4/0 Prolene- Nahtmaterial gendht. Postoperativ werden die Ratten individuell
untergebracht und haben freien Zugang zu Wasser und ihren zugeteilten, oben
beschriebenen, Didten.

Vier der entnommenen Knochenkeile werden in die Experimentelle Radiologie des
UKGM iiberfiihrt, wo die Grofie des Defekts und die trabekuldre Knochenstruktur
mittels Untersuchung im Mikrocomputertomografen bestitigt werden sollen (siche

Abbildung 7, C/D/E).

Abbildung 6: Ansicht auf A) 3-mm- Defekt C) 5-mm- Defekt mit Plattenosteosynthese am Femur
lateral B) D) CT- Aufnahme postoperativ, keilférmiger Defekt und Plattenosteosynthese gut
sichtbar
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Abbildung 7: A) Makroskopische Darstellung eines Femurs mit keilf6rmigem Defekt und
eingefiigter Plattenosteosynthese B) Mikro- CT Aufnahme des Femurs. Neben der
Plattenosteosynthese und dem Defekt, sind umliegende Gefdfe im Weichteilmantel erkennbar
C) entnommener Knochenkeil, Ansicht von anterior auf die Kortikalis D) E) Axiale
Schnittbilder des entnommenen Knochenkeils, Pfeile weisen auf die trabekuldren
Knochenstrukturen, die die metaphsydre Lokalisation beweisen

2.5 Probengewinnung

Nach sechs Wochen werden die Tiere in Vollnarkose euthanasiert. Um die Gefélle
spater bildgebend darstellen zu kénnen, wird das rontgendichte, intravasal aushértende
Kontrastmittel Microfil® (Flow Tech, Inc., Carver, Massachusetts, USA) intraarteriell
injiziert. Dazu wird das Abdomen der Ratten er6ffnet, das Peritoneum durchtrennt und
der Situs ausgelagert. Die Aorta wird oberhalb der Aa. Renales antegrad punktiert und
fixiert. Um einer Agglutination vorzubeugen, wird eine heparinisierte Kochsalzlosung
(10ml NaCl 0.9% mit 1000 IU Heparin) tiber die Aorta in das Geféllsystem infundiert
und dieses so lange gespiilt bis kein Blut mehr iiber den vendsen Ausstrom austritt.
Daraufhin wird Microfil® injiziert. Um festzustellen ob das Kontrastmittel homogen im
gesamten GefaBBsystem verteilt ist, werden die Hinterldufe der Tiere inspiziert. Diese
verfarben sich bei ordnungsgemalBer Injektion gelb. Nach circa 30 Minuten kénnen
sowohl die operierten als auch die kontralateralen Femora explantiert werden, da dann
das Microfil® ausgehértet ist. Zur Fixierung des Gewebes werden die Femora in neutral

gepufferter 4%iger Formalinldsung gelagert.
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2. 6 Bildgebende Verfahren

Die Proben werden in der Experimentellen Radiologie (Abt. fiir Diagn. Radiologie,
UKGM) in einem Mikrocomputertomografen (Skyscan 1173) der Fa. Bruker (ehemals
SkyScan), Kontich, Belgien untersucht.

2. 6. 1 Mikro- Computertomographie

Wie oben bereits erwdhnt werden vier entnommene Knochenkeile im
Mikrocomputertomografen untersucht. AuBerdem werden die 26 operierten Femora der
Versuchstiere mit implantierter Osteosynthese als Ganzes gescannt. Nach dem ersten
Scan Vorgang wird das Osteosynthesematerial entfernt und die Tiere zur Evaluation des
Gefédfvolumens erneut gescannt. Auf Grund von Plattenbriichen verringert sich die
Probenzahl auf n= 21 mit jeweils fiinf OVX- und Sham- Versuchstieren in der 3- mm-
Gruppe, fiinf OVX und sechs Sham Tieren in der 5-mm- Gruppe.

Der Mikro- Computertomograph Skyscan 1173 besteht aus einer
Mikrofokusrontgenrdhre, dessen Fokusgrofle kleiner als fiinf Mikrometer ist und mit
Kegelstrahlgeometrie arbeitet. Die maximale Rohrenspannung betrégt 130 kV und die
maximale Leistung acht Watt. Aufgrund dieser niedrigen Leistung mit der
Mikrofokusréhren nur betrieben werden konnen, resultieren sehr lange Scanzeiten von
mehreren Stunden. Vor dem Strahlenaustrittsfenster befinden sich drei Filter: ein 0.5
mm und ein 1.0 mm starker Aluminiumfilter und ein 0.25 mm starker Messingfilter. Sie
dienen der Strahlenaufhirtung und kommen wahlweise, je nach Probenbeschaffenheit
zum Einsatz.

Als Kamera fungiert ein Flichendetektor mit einer Matrix von 2240x 2240 Pixeln. Die
maximale Ortsaufldsung liegt im Bereich von vier bis fiinf Mikrometern. Zwischen der
Mikrofokusrontgenrohre und dem Flachbilddetektor befindet sich die Probenbiihne auf
welcher der Probenhalter befestigt wird. *> Dabei sind Réntgenrohre und Kamera fest
installiert. Die Probenbiihne 14sst sich, abhingig von der gewiinschten Vergroferung,
zwischen Rohre und Kamera positionieren.

Fiir die Femora werden Plastikrohrchen (Fa. Sarstedt®) mit einem maximalen
Fassungsvermdgen von 50 ml verwendet. Das Femur wird senkrecht in dem Réhrchen

positioniert (Hiiftkopf oben/ Kondiilen unten). Dann wird das Plastikréhrchen mit Hilfe
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eines Spezialwachs (Periphery wax, Surgident ®) auf dem tellerférmigen Probenhalter
angebracht.

Die Probe kreist dann im CT in Winkelschritten von 0.2 Grad um ihre vertikale Achse
bis 360 Grad erreicht sind. Bei jedem dieser definierten Rotationsschritte werden 6
Frames bzw. Aufnahmen gemacht. Wenn diese {ibereinander gelagert werden,
verbessert sich das Signal- Rausch- Verhéltnis innerhalb eines Bildes. Die
Belichtungszeit betrigt jedes Mal 700 ms. Die Aufnahmezeit pro Rotationsschritt
betrdgt dann also 4.2 Sekunden. Insgesamt benétigt ein Scan circa. sechs Stunden Zeit.
Die wihrend des Scanvorgans gemessenen Rohdatensitze werden als TIFF- Dateien mit
einer Grauwerttiefe von 16 bit abgespeichert. Nach Beendigung des gesamten
Scanvorgangs werden diese mittels Feldkamp- Flachenstrahl- Algorithmus in
zweidimensionale, axiale Schnittbilder umgewandelt. Jedes Bild setzt sich aus isotropen
Voxeln zusammen. Sie werden zu dreidimensionalen Datensétzen mit 8-bit
Grauwertskala und isotroper Voxelgréfle von 13.8 Mikrometer umgewandelt.

Auf Grund unterschiedlicher Probengréf3e und der limitierenden Matrix, betrégt die

isotrope Voxelgrofle im zweiten Scanvorgang 8.14 Mikrometer.

2. 6. 2 Quantitative Bildanalyse

Die Bildanalyse wird mit den Bildbearbeitungssoftwares DataViewer® (Version: 1.4.0
(64bit)), CT- Analyser® (Version: 1.14.4.1+ (64bit)) und Analyze® (Version: 10.0
Biomedical Imaging Resource, Mayo Clinic, Rochester, MN, USA) realisiert. Erstere
bildet die Grundlage fiir die detaillierten Bildanalysen. Mit Hilfe von CT- Analyser®
soll anschlieend die Knochenneubildung evaluiert werden. Die Vaskularisierung der

Proben wird mit Analyze® untersucht.

DataViewer®

Das Programm DataViewer® erlaubt die Bearbeitung bzw. Drehung und Ausrichtung
des Datensatzes in drei Dimensionen. So trigt das Programm dazu bei, dass
morphometrische Messungen von Knochenstrukturen akkurat und prizise durchgefiihrt
werden konnen. Die Ausrichtung der Bilddatensitze der gescannten Femora ist z.B.
meist nicht axial.

In jeder der drei Ebenen wird ein Schnittbild in der Mitte der Probe ausgewéhlt.

Zunichst wird die anteriore Kante der Femora in der transaxialen Ansicht parallel zum
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unteren Bildrand ausgerichtet. AnschlieBend wird die mediale Femur Kante in der
koronaren und sagittalen Ebene ebenfalls dem vertikalen Bildrand angeglichen. Die
Datensitze, die nun in drei Dimensionen axial ausgerichtet sind, werden als transaxialer

Datensatz gespeichert um die Bildanalyse fortzufiihren.

CT- Analyser®

Mit dem Programm CT- Analyser® (Version: 1.14.4.1+ (64bit)) soll das neugebildete
Knochengewebe in dem Frakturspalt quantifiziert werden. Um das neugebildete
Knochengewebe zu evaluieren, wird die Frakturzone jeder einzelnen Probe von Hand
festgelegt und in jedem Querschnitt vermessen.

Zunichst werden manuell Regions of Interest (ROI) bestimmt, die die Frakturzone und
somit auch Knochen, Weichteilgewebe und GefiaBe enthalten. Um die Frakturzone
festzulegen, wird jede Probe in transaxialer Ansicht untersucht. Sowohl distal als auch
proximal wird der erste Schnitt ausgewéhlt, auf dem kontinuierlich Kortikalis und
spongidses Knochengewebe erkennbar ist. Somit ist sichergestellt, dass sich die
vollstdndige Frakturzone zwischen diesen beiden Schnitten befindet. Auf Grund von
individuellen Unterschieden ist jede ROI verschieden grof.

AnschlieBend wird das neu gebildete Knochengewebe jeweils in der Sagittal- und in der
Koronarebene im Querschnitt (1<) ausgemessen. Dabei wird zwischen enossaler und
lateraler bzw. periostaler Knochenneubildung unterschieden. Als Grenze zwischen
lateral und enossal wird die Kortikalis jeweils rechts und links optisch miteinander
verbunden. Makroskopisch lisst sich das neugebildete Knochengewebe auf Grund
seiner feinen trabekuldren Strukturen und seiner Lokalisation gut von dem urspriinglich

vorhandenen Knochen abgrenzen (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: 3-mm- Defekt, Frakturzone vergréfiert dargestellt. Die knécherne Durchbauung
ist deutlich sichtbar. Der Pfeil weist auf das neugebildete Knochengewebe. Die roten
Markierungen zeigen die Begrenzung zwischen enossalem und lateralem Bereich

Abbildung 9: Darstellung der knéchernen Durchbauung der Frakturzonen (roter Kasten)
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Analyze®

Das GefdB3system, das zusammenhéngend mit Kontrastmittel bzw. mit Mikrofil gefiillt
ist, soll nach dem zweiten Scanvorgang ohne Plattenosteosynthese untersucht werden.
Mit Hilfe von Analyze®10.0 (Biomedical Imaging Resource, Mayo Clinic, Rochester,
MN, USA) bzw. mittels unterschiedlicher Grauwerte von Knochen und Weichteilen
konnen die GefiaBBe segmentiert werden.

Um die Gefille bzw. das Weichteil- und Knochengewebe quantifizieren zu konnen, soll
das Grauwertbild in ein Bindrbild umgewandelt werden, um die jeweiligen Bereiche
segmentieren zu konnen.

Da sich der Grauwertbereich des kalzifizierten Knochengewebes und die Absorption
des kontrastierten Gefdflsystems {iberlappen, wird das Knochengewebe manuell
segmentiert und geldscht. So bleibt nur das Weichteilgewebe mit eingeschlossener
Vaskularisierung tibrig. Die Gewebefliache (1n®) und der GefdBanteil (1him®) werden
dann, durch weitere manuelle Segmentationsschritte bestimmt. Dabei wird der
Volumenanteil an Gefdllen (Vascular Volume Fraction, VVF) als Fraktion der manuell

festgesetzten Volume of interests (VOI) betrachtet.

2. 7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der im Verlauf der Untersuchungen gewonnenen Daten
erfolgt mit Hilfe der Statistik Software JMP 6.0 (SAS, CA, USA). Alle Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardabweichung (MW + SEM) angegeben. Durch die univariate
Varianzanalyse (ANOVA) werden statistische Unterschiede zwischen den Gruppen
untersucht. Das neugebildete Knochengewebe ist dabei die Zielvariable. Osteoporose
bzw. die DefektgroBe sind die Einflussvariablen, deren Wirkung auf die Zielvariable
evaluiert werden soll. In Kombination mit ANOVA wird der Tukey- Kramer Gegentest
angewendet. Die Berechnung des Signifikanzniveaus der einzelnen Gruppen wird mit
Hilfe des unpaaren Student t-Tests durchgefiihrt. Die statistische Wahrscheinlichkeit

wird in allen Berechnungen mit p<0.05 als signifikant gewertet.
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3. ERGEBNISSE

Von den 26 Versuchstieren {iberleben alle Ratten die gesamte Versuchszeit von 18
Wochen ohne Komplikationen. Somit werden die Ergebnisse von 12 Versuchstieren,
die einen Knochendefekt von drei Millimetern erhielten und von 14 Ratten, die der 5-
mm- Versuchsgruppe angehorten, ausgewertet. Zunéchst wird nur die Flache des
neugebildeten Knochengewebes evaluiert. Auf Grund von Plattenbriichen verringert
sich die Probenzahl nach Entfernung des Osteosynthesematerials auf n= 21 mit jeweils
fiinf OVX- bzw. Sham- Versuchstieren in der 3 mm Gruppe, fiinf bzw. sechs OVX bzw.
Sham Tieren in der 5 mm Gruppe. Diese Proben werden darauthin wieder gescannt und

die Vaskularisierung der Frakturzonen untersucht.

3. 1 Osteoporose

Die Induktion der Osteoporose war erfolgreich, wie in den bereits publizierten Daten
von Alt et al® nachzulesen ist: So kann mit Hilfe von DXA nachgewiesen werden, dass
sich der Ausgangswert der Knochendichte in allen Versuchstieren initial nicht
signifikant unterscheidet. Drei Monate nach Ovarektomie und Diét bzw. nach Sham-
Operation in der Kontrollgruppe, zeigt sich dann eine signifikante Differenz zwischen

beiden Gruppen. Die OVX-Tiere weisen eine deutlich niedrigere Knochendichte auf.

3.2 Mikro-CT

In der Mikro- CT wird sowohl die metaphysére Lokalisation des Knochendefekts
bestitigt, als auch die Knochenneubildung und Vaskularisierung der Frakturzonen
evaluiert. Diesbeziiglich wird die Fldche neugebildeten Knochengewebes und die
Gefédlneubildung quantifiziert und die einzelnen Gruppen untereinander verglichen. Die

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

3. 2. 1 Knochenkeil

Um festzustellen ob der gesetzte Knochendefekt von drei bzw. fiinf Millimetern

tatsdchlich metaphysér lokalisiert ist bzw. um zu bestétigen, dass es sich bei den
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entnommenen Knochenkeilen um trabekuldres Knochengewebe handelt, werden die
Proben im Mikro- CT gescannt.

Dort kann bei einer isotropen Voxelgrofle von 1.2 Mikrometern bestétigt werden, dass
die osteotomierten Knochenkeile trabekuldres Knochengewebe enthalten und die
Operation somit in der metaphysdren Region des distalen Femurs durchgefiihrt wurde.
Die lateralen Enden der Knochenkeile sind in der 3-mm- Versuchsgruppe 3+0.2 mm
lang, in der 5-mm-Versuchsgruppe werden 5+0.3 mm gemessen werden. (siche

Abbildung 7 und 10)

Abbildung 10: vergrofierte Ansicht des keilformigen Osteotomiedefektes. Axiale Schnittbilder
auf denen das Trabekelwerk (Pfeile) als Bestdtigung der metaphysdren Lokalisation der
Osteotomie sichtbar ist

3. 2. 2 Knochenneubildung

Die explantierten Femora werden zunichst mit der Plattenosteosynthese gescannt um
eine Ubersichtsaufnahme zu erhalten und die Knochenneubildung zu evaluieren bzw. zu
quantifizieren. AnschlieBend werden die Platten mit Schrauben entfernt und die Proben
erneut gescannt um detaillierte Informationen tiber die Frakturzone und die
Vaskularisierung zu erhalten. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Quantifizierung
der Flache neugebildeten Knochengewebes vorgestellt.

Die beiden unterschiedlichen DefektgroBen (drei Millimeter und fiinf Millimeter)

werden hinsichtlich kndcherner Durchbauung miteinander verglichen. Auerdem wird
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untersucht ob der osteoporotische Knochenstatus einen Einfluss auf das makroskopisch
beurteilbare neugebildete Knochengewebe in der Frakturzone hat.

In der Mikro-CT zeigt sich, dass im Frakturbereich aller Proben mit einem drei
Millimeter groBen Defekt -sowohl der OVX, als auch der Kontrollgruppe — neues
Knochengewebe mit Briickenbildung entstanden ist.

Im Gegensatz dazu ist in allen Femora mit einem flinf Millimeter Defekt der
Frakturspalt noch deutlich erkennbar und es findet sich keine Briickenbildung aus

neuem Knochengewebe zwischen den Frakturenden (siehe Abbildung 11 und 12).

3.2.2.1 Drei- Millimeter- Defekt

Der Mittelwert der Fldche neugebildeten Knochengewebes in der 3-mm- OVX- Gruppe
betrigt 4.6 + 2.9 mm~.

In der 3-mm- Kontrollgruppe betrdgt die mittlere Knochenfliache 4.0+ 4.0mm* .

3. 2. 2. 2 Finf- Millimeter- Defekt

In der 5- mm- OVX- Gruppe betrdgt die mittlere Fliche neugebildetes Knochengewebe
3.3+ 3.3 mum-. In der 5- mm- Sham- Gruppe betrégt die Fliche neugebildeten
Knochengewebes im Mittel 2.0+ 1.8 1mun<.

Der Vergleich der Fliachen des neugebildeten Knochengewebes der 3-mm- OVX-
Gruppe mit der 5-mm- OVX- Gruppe zeigte signifikante Unterschiede (p= 0.05, t-
Test).

Auch der Vergleich der beiden Kontrollgruppen miteinander zeigte signifikante
Unterschiede (p= 0.0064). Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Defektgrofle
einer Fraktur, sowohl eines osteoporotischen als auch eines gesunden Knochens, einen

Einfluss auf die maximale Knochenneubildung hat.

Die Gegentiberstellung der Messergebnisse der osteoporotischen Knochenproben mit
den Ergebnissen der Kontrollgruppe mit jeweils einem drei Millimeter groen Defekt
zeigte keine signifikanten Unterschiede (p= 0.34, t- Test).

Auch der Vergleich der 5-mm-OVX- Gruppe mit der 5-mm- Sham- Gruppe zeigte keine
signifikanten Unterschiede (p= 0.06, t- Test).

Basierend auf den Messergebnissen, die mit Hilfe der Software Analyze® aus den

Mikro- CT Schnittbildern gewonnen wurden, scheint Osteoporose keinen Einfluss auf
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die makroskopisch sichtbare und somit visuell quantifizierbare Knochenneubildung zu

haben.

Abbildung 11: A) Ubersichtsaufnahme eines Femurs im Mikro- CT mit 3-mm- Defekt
B)Frakturzone vergroffert dargestellt. Die knocherne Durchbauung ist deutlich sichtbar. Der
Pfeil weist auf das neugebildete Knochengewebe C) Ubersichtsaufnahme eins Femurs im
Mikro- CT mit 5-mm- Defekt D) Frakturzone vergroffert dargestellt. Der Frakturspalt ist nicht
durchbaut. Es zeigt sich kaum neugebildetes Knochengewebe (Pfeil).
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Abbildung 12: Boxplots des neugebildeten Knochengewebes (Area new bone formation) in
mm®’. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Fliche neugebildeten
Knochengewebes zwischen den osteoporotischen Knochenproben mit einem 3-mm-Defekt
(OVX 3 mm) und einem 5-mm- Defekt (OVX 5 mm)(p=0.05). Der Unterschied des maximal
neugebildeten Knochengewebes zwischen den Kontrollgruppen mit einem 3-mm- und einem 5-
mm-grofien Defekt (Controls 3 mm und Controls 5 mm) ist ebenfalls signifikant. Die Fldche
neugebildeten Knochengewebes innerhalb der Gruppen mit der gleichen Defektgrofie
unterscheidet sich weder in der 3-mm- noch in der 5-mm- Gruppe signifikant.

3. 2. 3 Vaskularisierung

Nach der operativen Entfernung der Plattenosteosynthese, wird die Vaskularisierung der
Frakturzone evaluiert und quantifiziert.

Im Folgenden sollen sowohl der Einfluss der Defektgrofe auf die Vaskularisierung, als
auch die Wirkung der Osteoporose auf die GefaBBneubildung bei konstanter Defektgrofle

verglichen werden.

In der Mikro- CT zeigt sich, dass in der 3- mm Defekt Gruppe, sowohl in der OVX-
Gruppe, als auch in der Kontroll- Gruppe, eine Gefilineubildung stattgefunden hat. In
der 5- mm- Kontroll- Gruppe ist die GefdBBneubildung ebenfalls ausgeprigt. Die

Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen sind nicht signifikant. Lediglich in der 5-
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mm- OVX Gruppe ist der prozentuale Anteil an GefdBlen bezogen auf das gesamte
Gewebevolumen im Frakturspalt signifikant niedriger (p= 0.04, t- Test) (siche
Abbildung 13& 14).

3.2.3.1 Drei- Millimeter- Defekt

Das mittlere Gesamtvolumen der mit Kontrastmittel gefiillten Gefdf3e innerhalb der
Frakturzone der 3-mm- OVX- Gruppe betrigt 0.6+ 0.3 mm’. Das mittlere
Gesamtvolumen des Defekts zwischen den beiden Frakturenden betrigt 10.0+4.6 mm’
‘Die Volumenfraktion der Gefdf3e innerhalb der Frakturzone (Vascular Volume
Fraction, VVF) ergab im Mittel bei Analyse der Mikro-CT Bilder einen Wert von 6.6+

4.2%.

Das mittlere Gesamtvolumen der mit Kontrastmittel gefiillten Gefdf3e innerhalb der
Frakturzone der 3-mm- Sham- Gruppe betréigt 0.8+ 0.6 mm’. Das mittlere
Gesamtvolumen des Defekts zwischen den beiden Frakturenden betragt 28.2+ 25.3
mm’. Die Volumenfraktion der GefdBe innerhalb der Frakturzone (Vascular Volume
Fraction, VVF) ergab im Mittel bei Analyse der Mikro-CT Bilder einen Wert von 5.3+
4.8%.

3. 2. 3. 2 Finf- Millimeter- Defekt

Das mittlere Gesamtvolumen der mit Kontrastmittel gefiillten Gefdf3e innerhalb der
Frakturzone der 5-mm- OVX- Gruppe betrigt 1.1+ 0.8 mm’. Das mittlere
Gesamtvolumen des Defekts zwischen den beiden Frakturenden betrdgt 36.1+ 28.3
mm’. Die Volumenfraktion der GefaBe innerhalb der Frakturzone (Vascular Volume
Fraction, VVF) ergab im Mittel bei Analyse der Mikro-CT Bilder einen Wert von 3.1 +
1.8%.

Das mittlere Gesamtvolumen der mit Kontrastmittel gefiillten Gefdf3e innerhalb der
Frakturzone der 5-mm- Sham- Gruppe betréigt 1.3+ 1.1 mm’. Das mittlere
Gesamtvolumen des Defekts zwischen den beiden Frakturenden betrdagt 25.2+ 23.0
mm’. Die Volumenfraktion der GefdBe innerhalb der Frakturzone (Vascular Volume
Fraction, VVF) ergab im Mittel bei Analyse der Mikro-CT Bilder einen Wert von 8.0+
4.4%.
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Der Vergleich der GefaBBvolumenfraktion zwischen der 3-mm- OVX- Gruppe und der
5-mm- OVX- Gruppe zeigte keine signifikante Unterschiede (p=0.17, t- Test).

Auch der Grad der Vaskularisierung der 3-mm- Kontrollgruppe und der 5-mm-
Kontrollgruppe unterschied sich nicht signifikant (p=0.25, t- Test).

Innerhalb der 3-mm-Defekt Gruppe konnte ebenfalls kein entscheidender Unterschied
zwischen den osteoporotischen Knochenproben und den Proben der Kontrollgruppe
festgestellt werden (p= 0.63, t- Test).

Innerhalb der 5- mm- Gruppe fand sich aber ein ausgepréigter Unterschied der
maximalen GefdBneubildung zwischen der OVX- und der Kontrollgruppe (p= 0.04, t-
Test).

Die GefdBBneubildung scheint also nicht allein durch die Defektgrofe beeinflusst zu
werden. Auch ein osteoporotischer Knochenstatus scheint bei kleiner Defektgrof3e
keinen Einfluss auf die Neovaskularisierung zu haben. Die Kombination aus
Osteoporose und geringer kndcherner Durchbauung bei relativ groem Frakturspalt
scheint aber, soweit makroskopisch beurteilbar, einen Einfluss auf die Gefédlneubildung
zu haben. Denn diese war wie oben beschrieben in der 5-mm- OVX- Gruppe signifikant

erniedrigt.
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Abbildung 13: Boxplots der Gefifsvolumenfraktionen (Vascular Volume Fration (%), VVF). Es
zeigt sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die VVF zwischen der 3-mm-Kontroll-,
der 3-mm-OVX- und der 5-mm-Kontroll- Gruppe. Es zeigt sich allerdings ein signifikanter
Unterschied der Gefdfineubildung zwischen der 5-mm- Kontroll und der 5-mm- OVX- Gruppe

(p=0.04).

Abbildung 14: Quantifizierung der Durchbauung der Frakturzonen und der Vaskularisierung
der Proben, reprdsentative A) D)Ubersichtsaufnahme Femur, B)E) Durchbaute Frakturzone
(roter Kasten C,F), C) F) Vergroferung der Defektzone, Pfeil: neugebildetes Knochengewebe
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4. DISKUSSION

Trotz intensiver Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der Osteoporose ist die
pathologische Fraktur als Komplikation dieser Erkrankung noch immer nicht
zufriedenstellend therapierbar. Aufgrund der Inzidenz der Frakturen, sind Fortschritte
und Ergebnisse in diesem Bereich von allergroBter Wichtigkeit. Es gilt heraus zu finden
wie sich die osteoporotische Frakturheilung am besten untersuchen ldsst und wie sie

sich von der physiologischen Knochenheilung unterscheidet.

4.1 Tiermodell

Ein klinisch relevantes Tiermodell muss bestimmte Voraussetzungen erfiillen.
Zunichst muss gesichert sein, dass das gewihlte Versuchstier dem Menschen in Bezug
auf die Charakteristika der zu untersuchenden Pathologien dhnlich ist.”*

In unseren Versuchen setzten wir Sprague- Dawley- Ratten ein.

Kleine Nagetiere weisen allgemein den Vorteil kiirzerer Ziichtungs-und
Beobachtungszeiten auf und benétigen geringere Mengen von Implantaten oder

64,95 v1:
> Hinzu kommt,

Medikamenten. Diese Tiermodelle erzeugen daher weniger Kosten.
dass das Genom der kleinen Nagetiere besser erforscht ist als von anderen
Versuchstieren.”’

Fiir die Osteoporoseforschung ist es wichtig, dass das Knochengewebe der
Versuchstiere mit dem des Menschen vergleichbar ist. In verschiedenen
Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass Ratten dieses Kriterium erfiillen. *® °7”
So weisen ovarektomierte Ratten nach einiger Zeit ebenfalls einen erhohten
Knochenumsatz und eine gesteigerte Knochenresorptionrate auf. ** Der
Knochendichteverlust der Ratte verlduft wie beim Menschen biphasisch mit einem
initialen Knochenmasseverlust und einer anschlieBenden Stabilisierungsphase auf
einem osteopenischen Niveau. °° Wie bei von Osteoporose betroffenen Patienten sind
vor allem die trabekuldren Knochenanteile und weniger die kortikalen Bereiche
betroffen. *® Des Weiteren sprechen die Versuchstiere ebenfalls auf eine Therapie mit
z.B. Tamoxifen, Ostrogenen oder Bisphosphonaten an und reagieren auf eine dem
Menschen vergleichbare Art und Weise.”®

Der Knochenzustand der Versuchstiere unterscheidet sich jedoch von dem

osteoporotischen Knochenstatus einer postmenopausalen Frau. Durch das

kontinuierliche Wachstum der Tiere ist zundchst nicht eindeutig zwischen
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Knochendichteverlust und beeintréichtigtem Knochenwachstum zu unterscheiden. **
Dieses Problem tritt aber vor allem bei jungen Tieren auf. Unsere Versuchstiere waren
bei Studienbeginn bereits 42 Wochen, also ungefihr 294 Tage, alt. Berg et al konnten
zeigen, dass das Langenwachstum der Tibiae von weiblichen Sprague- Dawley Ratten
zwischen dem 108 und 801. Lebenstag nur 7 Prozent betrigt.'"

Eine weiterer Unterschied besteht darin, dass die Osteoblastenfunktion der
osteoporotischen Ratten, im Gegensatz zum Menschen, in der spédten Phase der

99,101 1+ . .
*7 Die Knochen von Ratten weisen keine

Ostrogendefizienz nicht eingeschriinkt ist.
Havers- Systeme auf und Remodeling findet nur eingeschrinkt statt. ®* Nunamaker et al
konnten allerdings zeigen, dass es bei Ratten Resorptionshéhlen gibt, die mit dem
Havers- System groBerer Tiere vergleichbar sind. '® Im Ubrigen scheinen die
eingeschriankten mechanischen Eigenschaften des Skeletts der ovarektomierten Ratte
dem postmenopausalen, osteoporotischen Knochenstatus der Frau sehr dhnlich zu sein.
% Dieser Aspekt ist vor allem fiir die Erforschung osteoporotischer Frakturen wichtig.
Der Knochenstoffwechsel von Schafen ist zwar dem des Menschen noch dhnlicher '*,
Tierversuche mit Schafen sind jedoch deutlich teurer und erfordern mehr Aufwand in
der Versuchsumsetzung. **

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass ovarektomierte Ratten sich gut fiir die
Osteoporoseforschung eignen, auch wenn sie den osteoporotischen Knochenstatus des
Menschen nicht hundertprozentig abbilden. Dieses Tiermodell hat sich in der

Osteoporoseforschung bewéhrt, da die Knochenstrukturen der Ratte nach Ovarektomie

dem postmenopausalen, trabekuldren Knochenverlust eines Osteoporosepatienten

dhnlich sind.'®

Abgesehen von den notwendigen, oben genannten Vergleichsmoglichkeiten zwischen
den Versuchstieren und dem Menschen, war es fiir unsere Studie natiirlich wichtig, dass
der osteoporotische Knochenzustand der Versuchsgruppe gesichert ist. Die Induktion
der Osteoporose erfolgte durch Didt und Ovarektomie und war in unserem Tiermodell
h64,90

erfolgreic

Material und Methoden).

Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten eine Sham-Operation (siche

Um anschlieend die osteoporotische Frakturheilung zu evaluieren, war aullerdem
wesentlich, dass der gesetzte Knochendefekt eine spontan auftretende pathologische
Fraktur moglichst realistisch simuliert. Osteoporotische Frakturen sind hauptsédchlich

95,96,103

metaphysir lokalisiert. Dabher treten solche Knochenverletzungen oft am distalen
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Radius, am proximalen Humerus oder Femur, in den Wirbelkorpern®' und eher selten
im diaphysdren Bereich der langen Réhrenknochen auf. Ferner unterscheidet sich die
Frakturheilung in diaphysiren und metaphysédren Knochenanteilen. So entsteht in der

17,95,103

Metaphyse z.B. periostal weniger Kallusgewebe. Die meisten Forschungsarbeiten

haben sich in der Vergangenheit aber vor allem mit diaphyséiren Frakturmustern

11,103-106

beschaftigt. Die wenigen Verdffentlichungen, die sich mit metaphyséren
Verletzungen beschéftigen, sind fiir die Osteoporoseforschung ebenfalls nur bedingt
geeignet. So etablierten Stuermer EK et al ein Tiermodell, das aus Méusen besteht,
denen im Bereich der Tibiae ein metaphysérer Frakturdefekt zugefiigt wurde. Dieser
war allerdings nur 0.5 mm groB. ' Diese GroBe reicht zwar aus, um die Wirkung
antiosteoporotischer Medikamenten zu testen, aber nicht um neue heilungsférdernde
Biomaterialien zu erforschen. ® Andere Forschungsprojekte, die sich mit der
metaphysidren Frakturheilung beschiftigen, untersuchten nur teilweise osteotomierte

Knochen '° oder durch Bohrlcher hervorgerufene Knochendefekte'?”'%®

, welche fur die
oben genannten Forschungszwecke ebenfalls zu klein sind. Unsere Versuchstiere
erhielten einen kontinuierlichen, keilférmigen drei bzw. fiinf Millimeter grof3en
Knochendefekt, der metaphysir lokalisiert war.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die 5 mm grof3e Frakturzone der osteoporotischen
Versuchsgruppe keine vollstindige Durchbauung aufwies (siche Ergebnisse). Das
bedeutet, dass sich unser Tiermodell als Critical- Size-Defektmodell eignet. Der Defekt
ist grof genug, um Knochenersatzmaterialien in die Frakturzone ein zu bringen. Wenn
nach einer solchen Implantation Knochenneubildung im osteoporotischen Knochen
beobachtet wird, kann davon ausgegangen werden, dass das eingebrachte Material
heilungsfordernd wirkt.®*

Unsere Arbeit beschreibt somit das erste Tiermodell mit einem ausreichend grof3en,
metaphysér lokalisiertem Knochendefekt, welches im Rahmen weiterer

Forschungsarbeiten fiir die Verbesserung der osteoporotischen Frakturheilung genutzt

werden kann. %

Unsere zweite osteoporotische Versuchsgruppe, wies einen kleineren Frakturspalt von
drei Millimetern auf, der nach sechs Wochen fast vollstindig knéchern durchbaut war.
Dieses Tiermodell eignet sich daher nicht zur Evaluation von kritischen
Knochendefekten, es kann aber zur weiteren Erforschung der osteoporotischen

Frakturheilung genutzt werden. Dies ist im Rahmen unseres Projektes zum Teil bereits
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erfolgt.”® Vorliegende Arbeit beschiftigt sich ebenfalls mit den Details der
osteoporotischen Frakturheilung und deren Analyse in der Mikro-

Computertomographie (siche unten).

4.2 Mikro- Computertomographie

Die Radiologie ist ein Teilgebiet der Medizin, das in kurzer Zeit eine grof3e
Entwicklung durchlaufen hat. Die Errungenschaften in diesem Gebiet der Technik sind
beeindruckend. Die erste computertomographische Aufnahme einer Maus dauerte im
Jahre 1967 noch 9 Tage. Die Bildrekonstruktion am Computer benétigte allein 2.5
Stunden Zeit.”” Heute ist es moglich, einzelne Organe oder den ganzen Korper eines
Menschen in 5-20 Sekunden zu scannen und Bilder mit einer Auflosung im
Submillimeter Bereich zu rekonstruieren.'”

In vielen bildgebenden Verfahren wurden in den letzten Jahren grof3e Fortschritte
gemacht, wie z.B. in der MR-Angiographie, in der Mehrzeilen-Computertomographie,
im intravasalen Ultraschall oder in der digitalen Subtraktions-Angiographie.*®

Um zu verstehen, wie Leben auf kleinster, molekularer Ebene abliuft, reichen jedoch
auch die neuesten Fortschritte in diesen bildgebenden Verfahren nicht aus. So kdnnen
mit diesen Verfahren meist keine Auflésungen unter 500 Mikrometer erreicht
werden.''” Auch die Histologie und die Elektronenmikroskopie konnen, trotz allen
Fortschritten, nicht alle Fragen in der morphologischen Diagnostik von Gewebeproben
befriedigend beantworten. So handelt es sich um zweidimensionale Darstellungen von
eigentlich dreidimensionalen Strukturen. Dadurch ist der Informationsgehalt der
Bildanalyse eingeschrankt. Der im Mikroskop sichtbare Probenschnitt ist ein nur kleiner
Ausschnitt aus dem gesamten Prédparat. Die Préparation ist aulerdem personal-und
zeitaufwandig.'' ' %

Die Mikro- Computertomographie kann die meisten dieser Probleme zu 16sen. Durch
dieses bildgebende Verfahren ist die nicht-destruktive und dreidimensionale Darstellung
von Gewebeproben im Mikrometer Bereich sowie die korrekte Reproduktion und
Weiterverarbeitung von Untersuchungsergebnissen moglich. ''? Dieses Verfahren wird
deshalb nicht zu Unrecht als dreidimensionale Rontgen-Mikroskopie bezeichnet.
7112114 1 Bereich der Untersuchung von Knochenmorphologien ist die Mikro- CT auf
Grund ihres hohen Aufldsungsvermdgens von mineralisierten Gewebestrukturen bereits

Goldstandard. ''* Fiir die Osteoporoseforschung und insbesondere fiir die Entwicklung
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neuer Therapieansitze, ist die Erkennung der Zusammenhénge zwischen
Knochenmasse, dreidimensionaler Knochenarchitektur und der Knochenfunktion
besonders wichtig. Dafiir sind die Mikro-CT und auch die Mikro- MRT unverzichtbare
Werkzeuge. *° So kénnen Remodelierungsprozesse' ', Knochenresorption und
Knochenaufbau'"°, Strukturparameter wie z.B. die Trabekeldichte, die Integration von
Knochenersatzmaterialien''® und von Implantaten''” erforscht werden. Die
Heilungsvorgénge in frakturierten Knochen konnen mittels Mikro- CT ebenfalls gut

115
untersucht werden.

Patel et al bestétigen durch ihre Untersuchungen ebenfalls, dass
die Mikro-CT zur qualitativen und quantitativen Untersuchung der Mikroarchitektur des
Knochens geeignet ist.''® Die relativ geringen Kosten der Mikro-CT stellen einen
weiteren Vorteil dieses Verfahrens dar.'"* In der vorliegenden Arbeit wurde die
Frakturheilung im osteoporotischen Knochen mittels Mikro-CT evaluiert, da die Mikro-
CT das fiir diesen Zweck am besten geeignete bildgebende Verfahren ist.

Die Beurteilung der Frakturheilung erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter
anderem durch die Evaluation der Vaskularisierung der Defektzone. Dank der Mikro-
CT konnen GefaBe vollstindig verfolgt und dreidimensional dargestellt werden. Die
rdumliche Darstellung der BlutgeféB3e ist bis in den kapillaren Bereich moglich. In der

vorliegenden Arbeit konnte die Anwendung der Mikro-CT zur sinnvollen und

sensitiven Erfassung und Quantifizierung der Gefédfneubildung bestdtigt werden.

Trotz aller positiven Aspekte, weist die Mikro-CT auch einige Nachteile auf. Ein
Defizit dieser innovativen Technik und ein Grund, warum sich frithere
Forschungsansitze hauptsidchlich mit Knochen als starkem Kontrastobjekt beschéftigt
haben, ist der niedrige Weichteilkontrast.''® Dieser technischen Einschrinkung konnte
aber durch gesteigerte Untersuchungsgeschwindigkeiten, neue Kontrastmittel und
erhohte Empfindlichkeit der Detektoren entgegen gewirkt werden. ''* AuBerdem ist die
Probengrof3e auf einige mm* bis wenige ctn® begrenzt. Dies hangt von der
gewiinschten Auflosung ab, die unter anderem durch die Anzahl der Pixel der
Bilddetektoren in den Mikro- CT— Geréten limitiert wird. Bis vor einigen Jahren war
die Anwendung der Mikro- CT ausschlieBlich auf ex- vivo Untersuchungen beschrénkt.
Dies bedeutete eine immense Einschrinkung der Untersuchungsmdglichkeiten. Heute
gibt es auch in-vivo-Mikro-CT-Scanner zur Untersuchung kleiner Labortiere. Dadurch
konnen Krankheitsverldufe fortlaufend dokumentiert bzw. visualisiert werden.

Das bedeutet zum Beispiel, dass Verdanderungen in der Knochenstruktur und
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Knochenmineralisation bei lebenden Versuchstieren wihrend des

Knochenheilungsvorgangs zeitversetzt und kontinuierlich beobachtet werden
kénnen, 19120
Ein weiterer Nachteil ist die hohe Strahlenbelastung, die eine Mikro- CT Untersuchung
bedeutet. Das ist einer der Griinde, warum der Einsatz beim Menschen in vivo bis heute

noch nicht moglich ist. Fiir Labortiere ist allerdings eine relativ hohe Strahlendosis

120 121

erlaubt. "~ Die letale Dosis betrédgt fiir Ratten 5-7.6 Gy “. Es ist eine Herausforderung,
radiografische Techniken zu finden, die fiir Kleintiermodelle geeignet sind''', da deren
GroBe eine hohe raumliche und zeitliche Auslésung erfordert.'”® Um die gewiinschten
Forschungsergebnisse und Untersuchungen der Krankheitsverldufe der Versuchstiere
zu dokumentieren bzw. zu visualisieren, sind bildgebende Verfahren aber unverzichtbar

und die Mikro- CT ist hierfiir eine geeignete Technik.

Die Einsatzmoglichkeiten der Mikro- Computertomographie iibersteigen ldngst die
Darstellung von Knochenpathologien. Bei der Untersuchung der Lunge ist es trotz der
hohen Respirationsfrequenz und geringen Grofe der Kleintiere moglich, Emphyseme
und fibrotische Verdanderungen des Respirationstraktes von Ratten zu untersuchen. Zum
Beispiel wurde durch die Induktion von Bleomycin eine Lungenfibrose bei Ratten
induziert und durch Mikro-CT Untersuchungen erforscht.''*'** Auch im Bereich der
Erforschung kardiologischer Erkrankungen im Kleintiermodell scheinen die
Einsatzmdglichkeiten der Mikro- CT nahezu unbegrenzt und mit den
Untersuchungstechniken am menschlichen Herz vergleichbar.''* GefiBe kénnen durch
Segmentation und Extraktionsalgorithmen kontinuierlich dargestellt und quantifiziert
werden und es ist moglich, kleinste Alterationen, wie z.B. atherosklerotische Plaque
Verénderungen'”, aufzuzeigen.*

Eine weitere interessante Einsatzmdglichkeit der Mikro-CT ist der Bereich der Tumor

Forschung. So konnten z.B. in der Lunge von K — rastai Mausen Raumforderungen

i . : 124
von 0.63 mm* Grofe nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass durch die Mikro- Computertomographie
die Darstellung nahezu aller Organe und der zugehorigen GefaB3versorgung und
Gewebeeigenschaften sowohl beim Tier als auch bei menschlichen Gewebeproben und
Organen mdglich ist. Fiir die Erforschung von Knochenpathologien im Speziellen ist

diese Technik auf Grund der hohen Kontrastunterschiede besonders gut geeignet. Der
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klinische Einsatz ist allerdings unter Anderem auf Grund der hohen Strahlenbelastung

noch nicht moglich.

4.3 Frakturheilung

Die osteoporotische Frakturheilung ist genau wie die physiologische Knochenheilung
ein vielschichtiger Prozess, der noch immer nicht vollsténdig erforscht ist.*' Durch die
verdnderte Gewebestruktur osteoporotischer Knochen kommt es zu einer hohen
Versagensrate von Implantaten und Schrauben.'* Damit verbunden sind lingere
Liegezeiten von den Patienten, Komplikationen und eine erhebliche finanzielle
Belastung. Die Datenlage zu klinischen Studien ist trotzdem schlecht und der
Forschungsbedarf auch im Bereich der Grundlagenforschung sehr hoch®*'. Die
Intention vorliegender Arbeit ist es, die Forschungslage zu verbessern und einen Beitrag

zur Exploration oben genannter Funktionszusammenhénge zu leisten.

Zwar zeigen Tiermodelle und klinische Erfahrungen, dass Knochenheilung bei
Patienten, die von Osteoporose betroffen sind, verlangsamt abléiuftZI, aber die
Forschungsergebnisse sind nicht eindeutig. Es ist bereits unklar, welche klinischen oder
pathologischen Konsequenzen die verzogerte Rekonvaleszenzzeit tatsichlich hat.*' Die

publizierten Tierstudien liefern keine klaren Antworten.

S. Larsson stellt fest, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Frakturheilung im gesunden bzw. im osteoporotischen Knochen bestehen.'*® Sowohl
Blythe und Buchsbaum als auch Langeland untersuchten die Zugfestigkeit von
heilenden Frakturen von ovarektomierten Ratten und konnten auch hier keine
signifikanten Differenzen zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe

feststellen.'?"1?8

Dies konnte aber durch den Versuchsaufbau bedingt sein. Die
Versuchstiere von Blythe und Buchsbaum waren beispielsweise erst sechs Wochen alt
und erhielten auch keine kalzium- phosphor- vitamin D3- soja und phytodstrogenfreie
Didt. Somit ist unklar, ob der osteoporotische Knochenstatus der Tiere in den
Versuchen der Forschungsgruppe wirklich reprasentativ war.

Namkung-Matthail et al hingegen konnten zeigen, dass das Kallusgewebe im Bereich
einer osteoporotischen Femurfraktur bei der Ratte drei Wochen nach dem Trauma im

Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert war. Die Knochendichte und mechanische
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Stabilitdt war zu dem Zeitpunkt ebenfalls um 23% vermindert. AuBBerdem war die Phase
der enchondralen Knochenbildung verlédngert und die Rate des Knochenumsatzes
erhoht.'? Lill et al fanden in ihrem osteoporotischen GroBtiermodell ebenfalls eine um
zweil Wochen verzogerte Biegesteifigkeit gegeniiber der Kontrollgruppe und eine
erniedrigte Torsionssteifigkeit der osteoporotischen, frakturieren Schafstibiae
gegeniiber den intakten Knochen um 33%.'* Langfristig gesehen fand sich aber kein
Unterschied zwischen der Knochenfestigkeit bzw. in der kndchernen Verbindung der
Frakturenden. Dies ldsst sich womdglich auf die besondere Regenerationsfahigkeit des
Gewebes von Schafen zuriickfiihren. *'

Meyer et al konstatierten ebenfalls, dass Ostrogenmangel bzw. Ovarektomie zu
signifikant reduzierter Festigkeit und Bruchkraft in frakturierten Femura bei Ratten dlter
als 31 Wochen fiihrt. Interessant ist, dass bei alten Versuchstieren (ca. 50 Wochen alt)
die Frakturheilung sowohl in der Kontroll- als auch in der Versuchsgruppe
eingeschriinkt war. °° Somit lisst sich jedoch ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht
mehr genau zwischen dem Einfluss des Alters und dem der Osteoporose auf die
Knochenfestigkeit differenzieren. Alter ist also moglicherweise generell ein

unabhingiger Risikofaktor fiir eine schlechtere Knochenheilung. *'*°

Wihrend diese Studien Unterschiede zwischen osteoporotischen und gesunden
Knochen eher in der frithen Phase der Frakturheilung feststellen, stellten Kubo et al
histologische Unterschiede und Differenzen in der Knochendichte im neugebildeten
Knochen ausschlieBlich 12 Wochen nach der Fraktur fest. '' Diverse andere
Forschungsgruppen konnten die oben genannten Forschungsergebnisse nachvollziehen
und bestdtigen, dass die osteoporotische Frakturheilung UnregelmifBigkeiten

14,131,132

aufweist. Nicolaou et al konnten sogar im Rahmen einer klinischen Studie

zeigen, dass eine durch Osteoporose verzogerte Frakturheilung auch beim Menschen

auftritt.!>

Auch wenn viele Studien bestétigen, dass die osteoporotische Frakturheilung
UnregelmiBigkeiten aufweist, ist die Sachlage auf Grund von unterschiedlichen
Versuchsaufbauten nicht ganz eindeutig.

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse unserer Untersuchungen diskutiert.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels Mikro-CT durchgefiihrten

vergleichenden Untersuchungen zwischen osteoporotischen und gesunden Femora
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zeigten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Flache des neugebildeten
Knochens. Dieses Ergebnis wurde sowohl in der 3-mm- als auch in der 5-mm- Gruppe
erhalten. Wir konnten aber zeigen, dass die GroB3e des Knochendefektes einen
wesentlichen Einfluss auf die Knochenheilung hat. So ist die Gesamtfliche
neugebildeten Knochengewebes in der 3-mm-Gruppe signifikant hoher als in der 5-mm-
Gruppe. Dies gilt sowohl fiir die OVX- als auch fiir die Sham-Gruppe.

Dieses Ergebnis stiitzt die These, dass sich die physiologische und pathologische
Frakturheilung nicht voneinander unterscheiden und lediglich die Defektgrof3e einen
Einfluss auf die Heilung hat. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass im Mikro-CT
ausschlieBlich kalzifiziertes Gewebe evaluiert und quantifiziert werden kann. Das
bedeutet, dass keine Aussage iiber die Knochenqualitét getroffen werden kann, obwohl
diese fiir das Frakturrisiko und das Outcome der Osteoporosepatienten wesentlich ist
(siehe Einleitung). Histologische und biomechanische Untersuchungen an denselben
Proben, konnten deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen
aufzeigen. Thormann et al. fanden heraus, dass die mechanische Belastbarkeit der
osteoporotischen Frakturzonen im Dreipunkt-Biegetest in der 3-mm-Gruppe deutlich
geringer war als in der Kontrollgruppe. Andere biomechanische Untersuchungen
zeigten wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen der 3-mm- OVX und der
3-mm- Shamgruppe. *° Die Untersuchungsergebnisse aus der Histologie kénnten dies
erklidren: Dort zeigten sich Knorpelreste im Frakturbereich der OVX- Gruppe. Das
Gewebe war weniger mineralisiert. Aulerdem waren die Chondrozyten der
Kontrollgruppe alle hypertroph und gut organisiert. Schlielich hatte das Remodeling
des kortikalen Knochenbereichs bereits eingesetzt'>*. Somit scheint die knécherne
Briickenbildung im Frakturbereich, die in der Mikro- CT sichtbar ist, eine gewisse
Primérstabilitit zu ermoglichen, die Frakturheilung scheint allerdings verlangsamt zu

sein und die Knochenqualitét wirkt reduziert.

In vorliegender Arbeit wurde neben der Flache neugebildeten Knochengewebes auch
die GefdBneubildung quantifiziert. Auch hier zeigte sich, dass sich der Anteil an
Gefdflen im Frakturbereich bei OVX- Tieren mit einem 3-mm- Defekt nicht signifikant
von der Kontrollgruppe unterschied. Der GefaBvolumenanteil der OVX- Tiere mit
einem 5-mm- groflen Defekt war allerdings signifikant niedriger als der entsprechende
GefdBanteil der Kontrollgruppe. Dies zeigt, dass die GroB3e des Defektes sowohl die

Knochenneubildung als auch die Neovaskularisation beeinflusst. Untersuchungen von
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Claes et al untermauern diese These. Claes et al konnten zeigen, dass Instabilitét einer

135,136 1~ . . .
>° Dies wiederum fiihrt zu einer

Fraktur zu einem reduzierten GefédBwachstum fiihrt.
schlechteren Frakturheilung, da eine ausreichende Durchblutung essenziell fiir die
Frakturheilung und Wiederherstellung des urspriinglichen Zustandes ist (siche
Einleitung)®

Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Liu et al iiberein. Liu et al
etablierten ein dhnliches Tiermodell wie jenes, welches in unserer Arbeit vorgestellt
wird. Die Defektgrofe betrug bei Liu et al ebenfalls 3 mm. Es konnte gezeigt werden,
dass sich die Zusammensetzung des Knochengewebes der OVX- Gruppe nach einiger
Beobachtungszeit dnderte, die Volumenfraktion der Gefd3e jedoch nicht. Wie oben
bereits besprochen, weist ein Frakturspalt von 3-mm Gré8e durchaus neugebildetes
Knochengewebe auf, ist relativ stabil und schrinkt die Neovaskularisation daher nicht
ein. Die 5-mm grofen Defektzonen zeigten sich nicht durchbaut und kdnnen als instabil
gelten. Im gesunden Knochen konnten zunichst trotzdem Gefédlle entstehen, wie unsere

Untersuchungen verdeutlichen. Wenn aber ein osteoporotischer Knochen eine instabile

Fraktur aufweist, scheint die Gefdneubildung stark beeintrichtigt zu sein.

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass unsere Ergebnisse zeigen, dass eine
Frakturheilung im osteoporotischen Knochen moglich ist und stattfindet. Die Flache des
neugebildeten Knochengewebes wird offenbar nicht beeinflusst. Osteoporose reduziert
aber moglicherweise die Kallusqualitit und damit die Tragelast und Steifigkeit der
Knochen. Die osteoporotische Frakturheilung unterscheidet sich also geringfiigig von
der physiologischen Knochenheilung. Ungeklért ist warum nicht alle

Forschungsgruppen das gleiche Ergebnis erzielen.

4. 4 Limitationen

Eine Limitation vorliegender Arbeit ist die Tatsache, dass die durchgefiihrten
Messungen nicht absolut standardisiert ablaufen konnten, da beispielsweise die
Festlegung der ROIs von der Person, die die Untersuchung durchfiihrt, abhéngt.

Des Weiteren sind die Plattenbriiche zu nennen, die bei einzelnen Versuchstieren
aufgetreten sind. Dieses Ereignis spiegelt aber die Realitét wieder. So treten bei
tatsdchlichen Patienten sehr hdufig Komplikationen nach Implantat-Operationen auf.

AuBlerdem schien der allgemeine Gesundheitszustand der betroffenen Tiere durch die
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Plattenbriiche nicht beeintrichtigt. Trotzdem ldsst sich nicht mit absoluter Sicherheit
ausschlieBen, dass der Vorfall Konsequenzen fiir die Ratten hatte. Deshalb ist es
besonders wichtig, Tierhaltung und -pflege weiter zu verbessern. Hinzu kommt die
geringe Probenzahl, die fiir die Versuchsdurchfithrung verwendet wurde. Hohere
Probenzahlen sind aber aufgrund des Aufwandes den eine Mikro- CT Untersuchung,
bereits wegen der langen Scanzeiten verursacht, sehr kompliziert in der Umsetzung. Die
Tatsache, dass ein Tiermodell niemals die Situation des Menschen zu hundert Prozent
wiederspiegeln kann, ist bekannt. Der Einsatz des Modells ist aber oft das einzige
Mittel, um in der Forschung Fortschritte zu erzielen und die Ratte ist als Versuchstier
dafiir gut geeignet. Bei der Quantifizierung der Gefd3formationen, stellte sich das
Problem, dass sich die Grauwerte der kontrastierten Geféfle und des Knochengewebes
iiberschnitten. Dies Problem ist allgemein bekannt und macht die Schwellenwert-
basierte Segmentation der verschiedenen Strukturen schwierig. Wir entschieden uns die
Knochenstrukturen manuell in jedem Schnittbild zu 16schen. Eine Alternative um
standardisiertere Ergebnisse zu erhalten, ist die Dekalzifizierung des Knochengewebes.
Bei diesem Verfahren gibt es die Moglichkeit der Quantifzierung des neugebildeten
Knochengewebes dann allerdings nicht mehr."’

Als letztes ist es wichtig zu erwdhnen, dass statistische Auswertungen lediglich
Zusammenhidnge bzw. Korrelationen aufweisen kdnnen. So kdénnen wir auf Grund
unserer Ergebnisse davon ausgehen, dass die GroBe des Frakturspalts mit der
maximalen Flache neugebildeten Knochengewebes korreliert und ein Zusammenhang
zwischen Defekt, Vaskularisierung und Osteoporose besteht. Ein
Kausalititszusammenhang kann aber nicht bewiesen werden. Die Informationen, die
aus den anderen Untersuchungen der Proben im Rahmen weiterer Teilprojekte des T2
Projektes (biomechanische Untersuchungen, Histologie etc. ) gewonnen wurden,

scheinen die statistischen Ergebnisse jedoch zu bestitigen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Forschungsbedarf im Bereich der Osteoporose ist grof. Besonderes Augenmerk
muss auf die Evaluation der pathologischen Fraktur gelegt werden. Das Ziel unserer
Arbeiten war es, Grundlagen zu schaffen um dieses Gebiet weiter zu erforschen. Dies
bedeutet zundchst die Etablierung eines reprasentativen Tiermodells und dazu
passenden Untersuchungsverfahren.

Um ein solches Modell zu entwickeln, wurde bei 13 Sprague- Dawley- Ratten eine
Osteoporose durch Ovarektomie und eine kalzium- phosphor- vitamin D3- soja und
phytodstrogenfreie Didt induziert (OVX). Der osteoporotische Knochenstatus wurde
mittels DXA bestitigt. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich eine Sham- Operation.
Anschliefend wurde den Versuchstieren ein 3-mm bzw. 5-mm- grofler, keilformiger
Knochendefekt im metaphyséren Bereich des distalen Femurs gesetzt und mit Hilfe von
Plattenosteosynthesen versorgt. Diese Situation spiegelt die Versorgung einer
osteoporotischen Fraktur beim Menschen wieder. Sechs Wochen spéter wurden die
Tiere euthanisiert und anschlieend die frakturierten Femura im Mikro- CT gescannt.
Die so entstandenen axialen Schnittbilder dienten der Analyse der Frakturzone
hinsichtlich Durchbauung und Vaskularisierung. Unsere Untersuchungen zeigten, dass
sich in der 3-mm-Gruppe deutlich mehr neues Knochengewebe gebildet hatte als in der
5-mm-Gruppe. Dies bedeutet, dass sich ein 5-mm-grof3er Defekt auf Grund der
geringen Durchbauung als critical-size-Modell zur Erforschung von osteoinduktiven
Knochenersatzmaterialien oder Implantaten eignet. Die Flache neugebildeten
Knochengewebes und zum Teil auch die Vaskularisierung der osteoporotischen
Frakturzonen innerhalb der 3 mm bzw. der 5 mm Gruppe unterschied sich nicht
signifikant von den Kontrolltieren. Die Ergebnisse der histologischen und
biomechanischen Untersuchungen der Knochenqualitdt der OVX- Tiere zeigten jedoch
Zeichen einer verlangsamten bzw. unvollstdndigen Frakturheilung. So dass davon
ausgegangen werden kann, dass sich die metaphysire, osteoporotische Frakturheilung
von der nicht-osteoporotischen Knochenheilung geringfiigig unterscheidet. So konnten
die von uns entwickelten Tiermodelle bereits einen Beitrag zu der Erforschung der
Osteoporose leisten, sollen und koénnen aber auch in Zukunft im Rahmen anderer

Forschungsprojekte helfen die noch offenen Fragen auf diesem Gebiet zu beantworten.
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6. SUMMARY

There is a great need for research in the field of osteoporosis. Especially osteoporotic
fracture repair needs further evaluation. The goal of our work was to establish a basis
that makes it possible to further explore this area. This means the creation of a
representative animal model and suitable examination methods.

In order to do so 13 Sprague- Dawley- rats received ovarectomy and a calcium-,
phosphorus- and vitamin D3-, soy- and phytoestrogen-free diet. The control group
underwent sham operation. Subsequently a 3 mm respectively 5 mm wedge-shaped
defect was created in the metaphyseal area of the left distal femur of the animals. It was
stabilised with a mini T-shaped mini-plate. The situation represents the management of
an osteoporotic fracture in a human being. Six weeks later the animals were euthanized
and scanned in the micro- CT. The resulting axial sectional images were used to
examine the fracture zone regarding bony bridging and vascularisation. The 3 mm
defect group showed significantly more new bone tissue than the 5 mm group. This
means that a defect that is 5 mm big works as a critical size model to explore
osteoinductive bone grafts or implants. Whereas the area of new bone formation and the
vascularisation within the 3 mm osteoporotic and the 3 mm control group did not differ
significantly from each other. However, biomechanical testing and histology
demonstrated healing discrepancies. So osteoporotic fracture repair can be assumed to
be slightly different from non- osteoporotic bone healing.

In conclusion it can be said that the animal model we developed could already impact
on osteoporotic fracture research. In future it can be used in connection with other

research projects to answer outstanding issues on osteoporosis.
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8. ANHANG

8. 1 Material

Bildanalyseprogramme:  DataViewer" (Version: 1.4.0 (64bit)), SkyScan®,
Kontich, Belgien
CT-Analyser” (Version: 1.14.4.1+ (64bit), SkyScan®,
Kontich, Belgien)
Analyze®(Version: 10.0, Biomedical Imaging Resource,
Mayo Clinic, Rochester, MN, USA)

pCT-Scanner: SkyScan 1173 X-Ray Microscope-Microtomograph,
SkyScan® Kontich, Belgien
Statistikprogramm: JMP® 8.0, SAS® Institute, Cary, NC, USA

8. 2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Vergleich normales Knochengewebe mit osteoporotischem Knochengewebe.
Auffallend ist die grofere Masse und hohere Dichte der Trabekel des gesunden
Knochengewebes (A) verglichen mit dem osteoporotischen Knochenbefund (B)*’

Abbildung 2:

Sagitalschnitt eines menschlichen Femur, proximal. (25 Mikron Voxelgroe, nanotom-
S, phoenix|x-ray, GE Measurement & Control; Wunstorf, Deutschland) Abgebildet sind
die strukturellen und geweblichen Verdnderungen, die im Alter auftreten. Abbildung
iibernommen aus Jepsen KJ, Schlecht SH, Kozloff KM. Are we taking full advantage of
the growing number of pharmacological treatment options for osteoporosis? Current

opinion in pharmacology. Apr 15 2014;16¢:64-71."

Abbildung 3:

Stadien der Frakturheilung (a) Hamatombildung: Nach einer Verletzung fiihrt die
Unterbrechung der Blutgefile zu einem Hédmatom (b) Weiche Kallusbildung. Das
beinhaltet: Neue Blutgefile werden aus bereits bestehenden Gefdllen gebildet
(Angiogenese), Externes Kallusgewebe (intramembrandse Ossifikation) und internes
Kallusgewebe (Faserknorpel); (¢) Harte Kallusbildung: Das Kallusgewebe wird
mineralisiert, es entsteht harter Kallus aus Geflechtknochen (d) Remodeling: Das

Kallusgewebe wird von sekundidrem lamelliren Knochen ersetzt und die
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Blutversorgung ist wieder normal. Abbildung iibernommen aus Carano RA, Filvaroff

EH. Angiogenesis and bone repair. Drug discovery today. Nov 1 2003;8(21):980-989.>

Abbildung 4:

Die Grofle von Nagetieren betrdgt ca. 10 cm. Thre Organe sind ca. 1 cm gross. Die
Gewebe- Funktionseinheiten (Tissue basic functional units, BFU) sind 100 ym im
Durchmesser. Zellen sind ca. 5-10 pum im Durchmesser. Zellorganellen sind <10 pm.
Die Mikro- CT bzw. Nano-CT kann alle diese Ebenen als Volumenbild darstellen.
Abbildung iibernommen aus Ritman EL. Current status of developments and

applications of micro-CT. Annual review of biomedical engineering. Aug 15

2011;13:531-552."7

Abbildung 5:
Schematische Darstellung der Mikro-CT-Technik mit Kegelstrahlgeometrie Abbildung
ibernommen von  E.L. Ritman, Department of Physiology and Biomedical

Engineering, Mayo Clinic, Rochester, MN, US”'

Abbildung 6:

Ansicht auf A) 3-mm- Defekt C) 5-mm- Defekt mit Plattenosteosynthese am Femur
lateral B) D) CT- Aufnahme postoperativ, keilformiger Defekt und Plattenosteosynthese
gut sichtbar

Abbildung 7:

A)Makroskopische Darstellung eines Femurs mit keilformigem Defekt und eingefiigter
Plattenosteosynthese B) Mikro- CT Aufnahme des Femurs. Neben der
Plattenosteosynthese und dem Defekt, sind umliegende Gefdle im Weichteilmantel
erkennbar C) entnommener Knochenkeil, Ansicht von anterior auf die Kortikalis D) E)
Axiale Schnittbilder des entnommenen  Knochenkeils, Pfeile weisen auf die

trabekuldren Knochenstrukturen, die metaphsyére Lokalisation beweisen

Abbildung 8:
3-mm- Defekt, Frakturzone vergroBert dargestellt. Die kndcherne Durchbauung ist
deutlich sichtbar. Der Pfeil weist auf das neugebildete Knochengewebe. Die roten

Markierungen zeigen die Begrenzung zwischen enossalem und lateraleralem Bereich
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Abbildung 9:

Darstellung der kndchernen Durchbauung der Frakturzonen (roter Kasten)

Abbildung 10:
VergroBerte Ansicht des keilformigen Osteotomiedefektes. Axiale Schnittbilder auf
denen das Trabekelwerk (Pfeile) als Bestdtigung der metaphysdren Lokalisation der

Osteotomie sichtbar ist

Abbildung 11:

A) Ubersichtsaufnahme eines Femurs im Mikro- CT mit 3-mm- Defekt B)Frakturzone
vergroBert dargestellt. Die kncherne Durchbauung ist deutlich sichtbar. Der Pfeil weist
auf das neugebildete Knochengewebe C) Ubersichtsaufnahme eins Femurs im Mikro-
CT mit 5-mm- Defekt D) Frakturzone vergroBert dargestellt. Der Frakturspalt ist nicht
durchbaut. Es zeigt sich kaum neugebildetes Knochengewebe (Pfeil).

Abbildung 12:

Boxplots des neugebildeten Knochengewebes (Area new bone formation) in mm2. Es
zeigt sich ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Fliche neugebildeten
Knochengewebes zwischen den osteoporotischen Knochenproben mit einem 3-mm-
Defekt (OVX 3 mm) und einem 5-mm- Defekt (OVX 5 mm)(p=0.05). Der Unterschied
des maximal neugebildeten Knochengewebes zwischen den Kontrollgruppen mit einem
3-mm- und einem 5-mm-groBen Defekt (Controls 3 mm und Controls 5 mm) ist
ebenfalls signifikant. Die Fliche neugebildeten Knochengewebes innerhalb der
Gruppen mit der gleichen Defektgrofle unterscheidet sich weder in der 3-mm- noch in

der 5-mm- Gruppe signifikant.

Abbildung 13:

Boxplots der Gefillvolumenfraktionen (Vascular Volume Fration (%), VVF). Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die VVF zwischen der 3-mm-Kontroll-
der 3-mm-OVX- und der 5-mm-Kontroll- Gruppe. Es zeigt sich allerdings ein
signifikanter Unterschied der Gefdlneubildung zwischen der 5-mm- Kontroll und der 5-

mm- OVX- Gruppe (p=0.04).
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Abbildung 14:

Quantifizierung der Durchbauung der Frakturzonen und der Vaskularisierung der
Proben, reprisentative A) D)Ubersichtsaufnahme Femur, B)E) Durchbaute Frakturzone
(roter Kasten C,F), C) F) Vergroerung der Defektzone, Pfeil: neugebildetes
Knochengewebe

8. 3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Einteilung des Schweregrades bei Knochendichteverlust basierend auf dem T- Wert,
Tabelle itibernommen aus Faulenbach M. Evaluation der Knochenarchitektur im
Steroid- Induzierten Osteoporosemodell der Ratte mittels Mikro- CT, GieBen: Medizin,
mediznisches Zentrum fiir Radiologie, Abteilung fiir diagnostische Radiologie, Justus-

Liebig- Universitit; 2013, URL: http://geb.uni-giessen.de/geb/volltexte/2014/11031/°

Tabelle 2:

Vergleich der Eigenschaften der Mikro- CT mit der Spiral- CT. Modifiziert nach
Engelke et al., Tabelle iibernommen aus Engelke K, Karolczak M, Lutz A, Seibert U,
Schaller S, Kalender W. [Micro-CT. Technology and application for assessing bone
structure]. Der Radiologe. Mar 1999;39(3):203-212"°
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8. 4 Abkiirzungsverzeichnis

Aa.
Abs.
Anova
3D
BGB
bit
BMD
BMI
BMP
BV/TV
bzw.
BV

ca.
CCD
cm

CT
DNS
DSCT

DXA/DEXA

ER- Alpha- Rez.
FGF

GmbH

GVbl

Gy

HRCT

Arteriae

Absatz

Analysis of Variance
dreidimensional
Bundesgesetzbuch

binary digit

bone mineral density

Body Mass Index

Bone morphogenetic protein
Bone Volume/Tissue Volume
beziehungsweise

Bone Volume

circa

charge-coupled device (ladungstragergekoppelte Schaltung)

Zentimeter

Computertomographie
Desoxyribonukleinsiure

Dual Source Computed Tomography

Dual-Energy X-ray Absorptiometry, Doppelrontgen-
Absorptiometrie

Estrogen Alpha Rezeptor

Fibroblast Growth Factor
Gesellschaft mit beschrinkter Haftung
Gesetz- und Verordnungsblatt

gray (unit)

High resolution computed tomography
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IGF-1/2

U

JLU GieBen
Kg

KG

kV

M.

MB
Mikro-CT/uCT
MIP

MPR

pm

MSCT
MW
NaCl
n.s.
OPG
OvVX
PDGF
QCT
RANKL
ROI
SD
SEM

SFB/TR 79

Insuline-like Growth Factor 1/2
International Units
Justus-Liebig-Universitit GieBBen
Kilogramm

Korpergewicht

Kilovolt

Musculus

Megabyte
Mikro-Computertomograph
Maximum intensity projection
Multiplanar reconstruction
Mikrometer

Millimeter

Milisekunden

Multislice- Computertomographie
Mittelwert

Natriumchlorid

nicht signifikant

Osteoprotegerin

Ovarektomie

Platelet Derived Growth Factor
quantitative Computertomographie
Rezeptoraktivator des nukledren Faktors NFxB Ligand
Region of Interest
Standardabweichung

Standard Error of the Mean
Sonderforschungsbereich/Transregio 79
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Tb.N
Tb.Sp
Tb.Th
TGF-p
TIFF
UV-Strahlung
VOI
Vs.
VSF
VEGF
VRT
VVF

z.B.

Trabecular Number
Trabecular Separation
Trabecular Thickness
Transforming Growth Factor
Tagged Image File Format
Ultraviolettstrahlung

Volume of Interest

Versus

Vascular Stimulating Factor
Vascular Endothelial Growth Factor
Volume Rendering Techniken
Vascular Volume Fraction

zum Beispiel
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