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1 Einleitung

Im Jahre 1892 formulierte Julius Wolff das ,,Gesetz der Transformation der Knochen®.
Es besagt, dass sich die duRere Form und die innere Struktur des Knochens standig an
die mechanische Beanspruchung anpassen (98). Der Aachener Orthopade Friedrich
Pauwels griff in den dreiRiger Jahren diese Beobachtungen auf. Er konnte zeigen, dass
das Skelettsystem einem Leichtbauweise-Prinzip folgt und sich seiner Beanspruchung
mit geringst moglichem Materialaufwand angleicht. Als Triebkraft nannte er die der
Druckkraft tiberlagerte Biegebeanspruchung des Knochens (41). Seinen Uberlegungen
folgte Harold Frosts ,,Mechanostat-Hypothese® im Jahre 1964. Er beobachtete, dass
Knochenverformungen die durch Muskelaktivitat ausgelost werden eine entscheidende
Rolle hinsichtlich der Knochenfestigkeit spielen. Die Festigkeit wird abhangig von den
herbeigefihrten Verformungen reguliert (20). In den neunziger Jahren flihrte eine
Kdlner Arbeitsgruppe um Eckhard Schonau die Forschungen weiter fort und beschrieb
die ,,funktionelle Muskel-Knochen-Einheit*. Dabei handelt sich um eine Analyse der
Regulationsmechanismen am Skelettsystem, die zur Adaptation der Knochenfestigkeit
an die von auBen einwirkenden Bedingungen fiihren. Im Mittelpunkt dieses Modells

stehen die Interaktionsmechanismen zwischen Skelettmuskulatur und Knochen (82).

Die Architektur des Knochens steht in enger Beziehung zu seiner funktionellen
Beanspruchung bei der Muskelaktivitdt und Schwerkraft auf das Skelettsystem
einwirken.  Die  Regulation der  Knochenstruktur  erfolgt  Gber  eine
Ruckkopplungsschleife zwischen einer aus Belastung resultierenden
Knochendeformation und der sich adaptierenden Knochenfestigkeit. Schon wéhrend des
Wachstums ermdéglicht dieses homoostatische System eine kontinuierliche Anpassung
an die &uReren Krafteinflisse. Beim Heranwachsenden finden kndcherne
Adaptationsvorgange statt, die durch auf den Knochen einwirkende Muskel- und
Hebelkréfte  beeinflusst werden (77). Die muskularen und kndchernen
Anpassungsprozesse und das Zusammenspiel von Muskeln und Knochen wurden in der
Vergangenheit in klinischen Studien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
Erkrankungen, die die Muskelentwicklung beeintrachtigen auch gleichzeitig einen
Einfluss auf die Knochenstruktur haben (60). Basierend auf diesen
Forschungsergebnissen sollte eine Betrachtung und Bewertung der Knochengeometrie,
Knochenfestigkeit und der Knochenmasse nicht isoliert, sondern in Abhdngigkeit vom
funktionellen Gesamtgefiige erfolgen. Insbesondere gilt dies im Hinblick auf die

Interaktion von Muskeln und Knochen. Muskelaktivitdt und die daraus resultierenden



Knochenverformungen stellen wichtige Aspekte funktioneller Beanspruchung dar und
beeinflussen die Knochengeometrie entscheidend.

1.1  Anatomie und Physiologie der Knochen

Das Skelett bei Wirbeltieren wird aus einer Vielzahl unterschiedlicher Knochen
gebildet. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Knochenparameter an einem
Rohrenknochens (Os femoris) von M&usen untersucht. Ein Rohrenknochen besteht zu
70% aus anorganischen Materialien, zu 20% aus organischen Materialen und zu 10 %
aus Wasser. Das Knochengewebe ist histologisch aufgebaut aus Osteozyten,
Osteoblasten (knochenaufbauende Zellen), Osteoklasten (knochenabbauende Zellen),
kollagenen Fasern vom Typ 1, Knochenmatrix und anorganischen Bestandteilen
(zumeist Hydroxylapatit). Am Knochen unterscheidet man die aullen liegende
Kortikalis und die innen gelegene Spongiosa. In der Kortikalis befinden sich die
Osteone. Als Osteon wird ein Verbund aus Havers-Kanal, Knochenlamellen und
Osteozyten bezeichnet. In den langs der Kortikalis verlaufenden Havers-Kanélen liegen
Nerven und Blutgefale. Die Havers-Kandle sind durch die quer verlaufenden
Volkmann-Kanale miteinander verbunden. Zwischen den einzelnen Osteonen liegen die
Schaltlamellen. Die Trennung zum Markraum bilden die inneren Generallamellen. Die
aulleren Generallamellen stellen die Abgrenzung zum oberflachlichen Periost dar. Ein
trabekulares Maschenwerk (Trabekel = Knochenbalkchen) formt den spongifsen
Knochenanteil. Das Wachstum eines Rohrenknochens vollzieht sich einerseits auf Basis
der enchondralen Ossifikation. Hierbei entsteht aus Knorpelgewebe im Bereich der
Wachstumsfuge Knochengewebe, was ein Langenwachstum des Knochens bewirkt.
Zum anderen erfolgt das Dickenwachstum eines Réhrenknochens auf der Grundlage des
sogenannten ,,Modellings®, bei dem endokortikal lokalisierte Osteoblasten und
periosteale Osteoklasten den Knochen auf- und abbauen. Dabei Uberwiegt der
Knochenaufbau durch die Osteoblasten zumeist den Knochenabbau durch die
Osteoklasten (81). Sowohl das durch enchondrale Ossifikation entstandene, als auch das
durch Modelling gebildete Knochengewebe unterliegt einem stdndigen Umbau, dem
sogenannten ,,Remodelling”. Das Remodelling findet gleichermalRen am trabekuldren
und kortikalen Knochen statt. Eine Gruppe von Osteoklasten entfernt einen
Knochenanteil, der dann von Osteoblasten ersetzt wird. Das Remodelling findet auf
einer Seite des kortikalen oder trabekuldren Knochens statt, das Modelling vollzieht
sich hingegen auf den entgegengesetzten Seiten des kortikalen Knochenanteils. Die

Prozesse Modelling und Remodelling sind biologische Prozesse, die in



unterschiedlicher Art und Weise das Knochenwachstum und somit auch die
verschiedenen Knochenparameter, wie beispielsweise Knochenmasse, Knochendichte
und auch den endostealen/periostelaen Umfang mitbestimmen (Abb.1).
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Abb.1: Ablauf Knochenwachstum (81)

1.2 Anatomie und Physiologie der Muskeln

In der vorliegenden Arbeit wurde die Skelettmuskulatur (M.gastrocnemius) von Mausen
untersucht. Zu den verschiedenen Muskelarten bei Saugetieren zéhlen die glatte und die
quergestreifte Muskulatur. Letztere wird weiter in die Herzmuskulatur und die
Skelettmuskulatur unterteilt. Die Muskelarten unterscheiden sich in ihrem
histologischen Aufbau und in ihrer Funktion. Die Skelettmuskulatur entsteht aus
mesodermalen Stammzellen, die sich zundchst zu Vorlduferzellen entwickeln
(Pramyoblasten und Myoblasten), um spater durch Zellfusion die Muskelzellen zu
bilden. Ein Skelettmuskel besteht aus einer Anordnung vieler einzelner Muskelfasern,
die in grofRen Gruppen zusammenliegen. Abhangig vom
Muskelkontraktionsmechanismus differenziert man zwischen Slow-Twitch-Fasern (ST-
Fasern) und den Fast-Twitch-Fasern (FT-Fasern). Die ST-Fasern sind in der Lage Uber
einen langen Zeitraum eine andauernde Kraft zu entwickeln, wéhrend die FT-Fasern
eine kurzfristige, sehr hohe Kraftentfaltung ermdéglichen. Der M.gastrocnemius zahlt zu
den Muskeln, die kurzfristig eine hohe Kraft entwickeln kdnnen, jedoch nur eine
geringe Ausdauerféhigkeit besitzen (76). Umgeben wird der Muskel von einer straffen
Hulle aus Bindegewebe, der Muskelfaszie. Von dem darunter liegenden Epimysium

strahlen Bindegewebssepten in den Muskel ein und unterteilen ihn in Sekundérbindel.



Die Sekundarbiindel werden durch die Perimysiumsepten weiter in Primdrbundel
geteilt. Innerhalb dieser Priméarblindel liegen die parallel angeordneten Muskelfasern.
Die  Muskelfasern  entstenen  durch  Verschmelzung  von  einkernigen
Muskelvorlauferzellen, den Myoblasten (37). Sie zeichnen sich mikroskopisch durch
viele randstandige Kerne und durch die quergestreiften Myofibrillen aus. Die einzelnen
Fasern sind von einer Zellmembran, dem Sarkolemm, umgeben. Die Myofibrillen
bestehen aus elektronenmikroskopisch nachweisbaren Aktin- und Myosinfilamenten,
die fur die kontraktile Eigenschaft des Muskels verantwortlich sind. Aktin- und
Myosinfilamente sind so regelmalig alternierend angeordnet, dass sich daraus ein
charakteristisches  Querstreifungsmuster ergibt. Im Polarisationsmikroskop sind
verschiedene Banden innerhalb der Muskelfaser zu sehen, sowie eine Abgrenzung zu
einzelnen ca. 2,2um grofRen Sarkomeren (37). Bei der Muskelkontraktion kommt es zu
einem Ineinandergleiten der Aktinfilamente zwischen die Myosinfilamente und dadurch
zur Sarkomerverkiirzung. Durch myotendingse Verbindungen werden die resultierenden
Zugkrafte auf die Kollagenfibrillen einer Sehne und von dort aus weiter auf den
Knochen Ubertragen. Die elektromechanische Kopplung zwischen Nerv und Muskel
entstent durch die Generierung eines Aktionspotentials an der neuromuskuldren
Synapse. Das Aktionspotential gelangt von dort aus tber die motorische Endplatte zum
Muskel. Es kommt présynaptisch zur Ausschittung des Neurotransmitters Acetylcholin
in den synaptischen Spalt. An der postsynaptischen Membran des Zielmuskels befinden
sich Acetylcholinrezeptoren tber die die Reizweiterleitung zum Muskel stattfindet (36).
Die motorischen Einheiten innerhalb des Muskels bilden die Grundlage der Innervation
verschieden groRer Muskelfaserverbiinde. Als motorische Einheit bezeichnet man ein
Motoneuron und die von seinem Axon innervierten Muskelfasern (36). Abhéngig von
der Funktion eines Muskels beinhaltet eine motorische Einheit viele oder wenige
Muskelfasern. Erfillt der Muskel Prazisionsaufgaben (z.B. mimische Muskulatur)
besteht die motorische Einheit aus nur wenigen Muskelfasern. Hingegen ist die Anzahl
der von einem Motoneuron innervierten Muskelfasern bei Muskeln, die fur grébere
Bewegungsablaufe verantwortlich sind (z.B. Oberschenkelmuskulatur) weitaus groRer.
Uber die Rekrutierung unterschiedlich vieler motorischer Einheiten kann zudem die
Muskelkraft innerhalb eines Muskels dosiert werden. Die Skelettmuskulatur ist fir die

Lokomotion, Stabilisation und den Schutz des Korpers zustandig (4).



1.3 Grundlagen des Ganzkoérpervibrationstrainings

Schon seit den funfziger Jahren werden im Bereich der Arbeitsmedizin die bei Arbeiten
anfallenden Schwingungsbelastungen und die daraus resultierenden gesundheitlichen
Folgen untersucht (15, 16). Um 1970 wurde das Prinzip der oszillatorischen
Schwingungen in der Sowjetunion durch Vladimir Nazarov in Trainingsmethoden
integriert, die erst in der Raumfahrt und spater in anderen Bereichen eingesetzt wurden.
Seit Mitte der neunziger Jahre werden verschiedene Vibrationstrainingsgerdte im
Handel angeboten. Es gibt seitenalternierende Systeme (Galileo ®, Novotec Medical
GmbH, Pforzheim), vertikal vibrierende Systeme (Powerplate®, PowerPlate
Deutschland GmbH, Frankfurt) sowie Mischformen bei denen unterschiedliche
Vibrationsrichtungen erzeugt werden kdnnen (Zeptor ®, SR Therapiesysteme GmbH &
Co., Wien). Beim WBV werden auf einer seitenalternierenden Vibrations-Platte
mechanische Schwingungen generiert, die vom Patienten in verschiedenen
Ausgangstellungen kompensiert werden mussen (Abb.2). Dies fihrt zu einer
Beanspruchung agonistischer und antagonistischer Muskelgruppen. Der Korper
versucht die ihm durch das Vibrationssystem aufgezwungenen Bewegungen
auszugleichen.  Aus  mechanischer ~ Sicht wird zwischen  Ganz- und
Teilkdrperschwingungen unterschieden. Wéhrend die Teilkdrperschwingungen nur auf
einen Korperteil oder auf ein einzelnes Kaorpersystem beschrénkt sind, wird bei den

Ganzkdorperschwingungen ein hoherer Kérpergewichtsanteil erfasst.

Abb.2: Steh- und Gehtrainersystem (86)

Knochengewebe reagiert auf mechanische Vibration mit verschiedenen
morphologischen  Adaptationsmechanismen (56, 99). Es st bekannt, dass
unterschiedliche physiologische Sensorsysteme auf Vibrationsreize ansprechen, jedoch
sind die der Adaptation von Knochen und Muskulatur zu Grunde liegenden Prozesse
bislang noch nicht abschlielend geklart (99). Eklund und Hagbarth beschrieben 1966

den Tonic-Vibration-Reflex, der zu einer Steigerung des Muskeltonus fihrt (19). Die



meisten  aktuellen  Erklarungsmodelle  zum  Wirkungsmechanismus  eines
Vibrationstrainings lehnen sich an diese frihen Untersuchungen an (58). Die von den
Autoren beschriebenen Muskel-Dehn-Reflexe werden ausgeldst, wenn sich der Muskel
in Vorspannung befindet und gleichzeitig in kurzer Zeit gedehnt wird. Es kommt zu
einer schnellen Verkirzung des gedehnten Muskels, bei der die Verschaltung
unwillkirrlich auf Rickenmarksebene stattfindet. Dabei wird die Muskelspindel
stimuliert und die Umschaltung Gber das a-Motoneuron fuhrt schlieRlich zur
Muskelkontraktion. Ob ein Vibrationstraining gleichermaen (ber eine solche
Reflexauslosung zur Muskeltonussteigerung fihren kann, wird derzeit diskutiert (50).
Andere Untersuchungen deuten darauf hin, dass auch neurale Regulationsmechanismen
sowie die Erzeugung von muskuldrer Aktivitat zur Minimierung der Vibrationsimpuls-
Ubertragung auf das Weichteilgewebe (,,Muscle Tuning*) eine Rolle im Hinblick der
Muskeltonussteigerung spielen (93). Dartiber hinaus wurde beobachtet, dass auch die
durch Vibration erzeugte Stoffwechselsituation grundlegend fur die funktionellen
Anpassungen des muskuloskelettalen Systems ist (63, 65). Knochenmark-
Osteoprogenitor-Zellen kénnen auch direkt auf die Belastungsveranderungen wéhrend
der Vibration reagieren, und so die Knochenstruktur mitbestimmen (12). Die Effekte
eines Vibrationstrainings auf den Organismus sind seit den neunziger Jahren
Gegenstand der Forschung in verschiedenen Studien. So wurden am Myokard von
Kaninchen unterschiedliche  Vibrations-Anwendungen  untersucht, die die
Energiebereitstellung der Herzmuskelzellen dosisabhangig beeinflussen kénnen (92).
Ebenfalls an Kaninchen wurde ein Zusammenhang zwischen strukturellen
Verdanderungen im  Hinterwurzelganglion des Rickenmarks und einem
Vibrationstraining  nachgewiesen  (43). Auch in der muskuloskelettalen
Grundlagenforschung werden héaufig tierexperimentelle Studien durchgefiihrt. So fiihrte
ein Vibrationstraining der hinteren Extremitét bei gesunden Schafen zu einer signifikant
erhéhten Knochendichte des proximalen Femurs (71). Vergleichbare Ergebnisse findet
man auch bei anderen Tieren, die einem Vibrationstraining unterzogen wurden. Bei
immobilisierten Ratten konnte der Knochenabbau durch Vibrationsreize reduziert
werden (77, 106). Ovarektomierte Ratten, die an einem Vibrationstraining teilnahmen,
zeigten eine erhohte Knochenneubildung und einen reduzierten Knochenabbau (32, 53).
In einer Untersuchung mit heranwachsenden Mausen konnte gezeigt werden, dass
mechanische Vibrationsreize die Knochenstruktur festigen (99). An immobilisierten
Méusen wurde untersucht inwieweit ein Vibrationstraining geeignet ist die abbauenden

Prozesse am muskuloskelettalen System aufzuhalten. Durch die an einer



immobilisierten Extremitat applizierten Vibrationsreize kam es zu einer erhdhten
trabekuldaren Knochenfestigkeit (54). Einige tierexperimentelle Untersuchungen
deuteten zudem darauf hin, dass Vibrationsreize nicht nur eine lokale Wirkung haben.
So sind in der Literatur auch Effekte an den Korperanteilen beschrieben, die nicht
unmittelbar der Vibration ausgesetzt waren (22, 54). Bei Mdusen kam es an den nicht
vibrierten angrenzenden Korperteilen zu einer Strukturverbesserung (100). Neben der
Forschung in tierexperimentellen Studien wurde das Vibrationstraining an gesunden
und kranken humanen Probanden untersucht. Bei jungen und gesunden Sportlern lief}
sich durch ein regelméRiges Vibrationstraining mittelfristig die Sprunghdhe steigern
(58). Bei alten und gesunden Patienten wurde nach einem Vibrationstraining ein akuter
Anstieg des IGF-1-Spiegels und der Cortisolkonzentration beobachtet. Auflerdem
konnte eine Steigerung der Muskelkraft festgestellt werden (9, 73). Neuerdings wird ein
Vibrationstraining auch in der Rehabilitation neurologischer Erkrankungen wie Morbus
Parkinson, Multiple Sklerose und Apoplex eingesetzt, wo es zu einer besseren
Balanceféhigkeit der Patienten beitragen kann (58). Vergleichbar mit den
tierexperimentellen Immobilisationsstudien wurde auch beim Menschen untersucht, ob
sich knochenabbauende Effekte wéhrend einer Inaktivitatsphase durch ein
Vibrationstraining aufhalten lassen. Hierfur beobachtete man 20 gesunde Manner im
Rahmen einer Bed-Rest-Studie. Die Probanden hielten sich wéhrend einem 56-tagigen
Untersuchungszeitraum ausschliel3lich in einer horizontal liegenden Position (,,Bed-
Rest”) auf. Wihrend dieser Immobilisationsphase filhrten einige der Probanden ein
Vibrationstraining durch. Das Training wirkte einem Knochenabbau, wie er bei den
Probanden ohne ein Vibrationstraining stattfand, entgegen (62). In neueren
Untersuchungen im Zusammenhang mit krankheitsbedingten Immobilisationsfolgen
konnten positive Effekte eines Vibrationstrainings im Hinblick auf die Mobilitat und die
Knochenstruktur bei den Patienten aufgezeigt werden (86, 94). Die bisher
durchgefuhrten tierexperimentellen und humanen Studien unterscheiden sich allerdings
haufig in den angewandten Vibrationsparametern. An den Vibrationssystemen lassen
sich verschiedene Parameter einstellen, die die Effekte des Trainings mitbestimmen.
Hierzu zahlen Amplitude, Frequenz und Beschleunigung der Vibrationsplatte. Bei den
in der Literatur beschriebenen Untersuchungen variiert die Frequenz in Langzeitstudien
von 12 bis 45 Hz (61), im Zusammenhang mit Knochenuntersuchungen sogar von 17Hz
bis 90Hz (56). Im Hinblick auf die optimale Amplitude und die Dauer der einzelnen
Vibrationszyklen fir unterschiedliche Gewebetypen ist die derzeitige Studienlage

ebenfalls nicht eindeutig (56). In tierexperimentellen Arbeiten konnte gezeigt werden,



dass Frequenzen in einem Bereich von 30 Hz eine anabole Wirkung auf den Knochen
haben (71). Zudem liegen die im Alltag stattfindenden dynamischen Muskelaktionen
beim Menschen bei langer andauernden Tatigkeiten in einem Bereich von 20 bis 50 Hz
(70). Die Kontraktionszeit einer menschlichen Muskelfaser hangt von ihrer Typisierung
ab und liegt im Mittel zwischen 0,01 und 0,1 Sekunden, was 600 — 6000 Kontraktionen
pro Minute entspricht. Da eine Frequenz von 25 Hz insgesamt maximal 1500
Muskelkontraktion ~ pro  Minute  herbeifuhrt, wird die  physiologische
Leistungsmdglichkeit des Muskels in diesem Frequenzbereich nicht Uberschritten. Man
weil} auBBerdem, dass ein a-Motoneuron bei Reizfrequenzen von 25 Hz unterhalb seiner
Fusionsfrequenz arbeitet, und somit keine tetanische Muskelkontraktion zu Stande
kommt (28). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde in der vorliegenden Untersuchung
eine Frequenz von 25 Hz gewahlt.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Auswahl der optimalen
Vibrationsparameter in der Literatur diskutiert wird. Hingegen sind positive Effekte
eines Vibrationstrainings fur das muskuloskelettale System gut dokumentiert. Nicht-
pharmakologische Therapiemdglichkeiten sind eine wichtige Ergédnzung flr Patienten
bei denen eine medikamentdse Therapie auf Grund von Kontraindikationen nicht
moglich ist. Auch fiur Menschen, deren Mobilitat soweit reduziert ist, dass ein
korperliches Training mit der Intensitat von Alltagsbelastungen nicht durchfuhrbar ist,
scheint ein Training mit Vibrationsreizen eine effektive Mdglichkeit zu sein, um dem

Abbau von Muskel und Knochen entgegenzuwirken.

1.4  Funktionelle Muskel-Knochen-Einheit

Fur das Wachstum und die Verknécherung des Skeletts ist die mechanische Belastung
von groBer Bedeutung. So finden beim Heranwachsenden kndcherne
Adaptationsprozesse statt, die mafRgeblich durch die auf den Knochen einwirkenden
Muskel- und Hebelkréfte mit beeinflusst werden. Wahrend der Wachstumsphase steigt
die Muskelkraft und damit auch die einwirkende Kraft auf das Skelett an (79). Durch
den Anstieg der Muskelkraft und die Veranderung der Hebelarme werden auch der
Druck und die Biegebeanspruchung auf den Knochen gréfer und es kommt zur
Anpassung der Knochengeometrie. Der kortikale Knochenanteil wird erhoht (21). Der
modulierende Einfluss von Muskelkraft und korperlicher Aktivitat ist gut dokumentiert
(57, 80). Auch der Zusammenhang zwischen Muskel- und Knochenentwicklung wurde
in der Vergangenheit in klinischen Studien untersucht. Im Rahmen der DONALD-

Studie (Dortmund Nutritional and Anthropometric Longitudinal Designed Study)
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konnte eine lineare Korrelation des BMC und des BSI zur Muskelentwicklung bei
Kindern und Jugendlichen aufgezeigt werden (47). Der enge funktionelle
Zusammenhang zwischen Muskel und Knochen wird deshalb auch als ,,funktionelle
Muskel-Knocheneinheit“ (fMKE) bezeichnet (77, 80). Die fMKE stellt den
Zusammenhang der Muskel- und Skelettentwicklung beim Menschen dar (82). Es
besteht eine stdndige Adaptation des Skelettsystems als Reaktion auf die von aulRen
einwirkenden Muskelkrafte. Die grofiten auf den Knochen wirkenden Krafte entstehen
durch Muskelkraft bei korperlicher Aktivitat (60). Dabei kommt es durch die
Muskelkontraktionen zu Knochenverformungen, die zur Adaptation des Knochens
fuhren. Die Anpassung des gesunden Knochens auf vermehrte mechanische
Beanspruchung vollzient sich durch die Erh6hung von Knochenmasse und
Knochenfestigkeit. Zusétzlich modifizieren nicht-mechanische Faktoren wie Hormone
und Erndhrung die Anpassung (79). Die Stabilitdt des Knochens wird neben seinen
Materialeigenschaften auch durch Knochendichte, Kortikalisdicke, metaphysére
Trabekeldichte und bei RoOhrenknochen zusétzlich durch die diaphyséare
Querschnittsflache bestimmt. Die positive Beeinflussung dieser Merkmale durch
korperliche Aktivitdt wurde beschrieben (13, 41). Umgekehrt flihrt eine chronische
Immobilisation und verminderte korperliche Aktivitat zu einem vermehrten Abbau von
Muskel- und Knochenmasse (66). Die fMKE stellte einen Paradigmenwechsel in der
Diagnostik von Skeletterkrankungen dar und ermdglichte die Unterscheidung zwischen
priméren und sekundaren Knochenerkrankungen (78). Primare Knochenerkrankungen
sind gekennzeichnet durch Mineralisationsstérungen und
Knochenzellfunktionsstérungen. Sie werden verursacht durch genetische, metabolische,
hormonelle, erndhrungsbedingte oder andere Stoérungen. Die Muskelfunktion und
Muskelkraft sind dabei nicht gestort. Im Unterschied dazu ist bei sekundéren
Knochenerkrankungen ursachlich die Muskelfunktion und damit die einwirkende
Muskelkraft verringert. Die Knochenstruktur reagiert auf die verminderte muskuléare
Stimulation mit einer reduzierten Knochenfestigkeit. In der Vergangenheit wurden die
in klinischen Arbeiten erfassten Knochenparameter in Bezug auf Alter und in einem
Vergleich zum Altersmittelwert einer Population bewertet (79). Die Untersuchung der
fMKE basiert hingegen auf einem Zwei-Stufen-Konzept (Abb.3). Zunachst wird der
Muskelstatus des Patienten im Bezug zu seiner Korpergrofe erfasst. Im zweiten Schritt
wird dieser dann im Zusammenhang mit der individuellen Skelettadaptation gewertet.
Hintergrund fiir diese Vorgehensweise ist die Uberlegung, dass die Knochenfestigkeit

abhangig von der Muskulatur und nicht vom Alter ist. Wird die Knochenmasse und



Knochenfestigkeit auf die Muskulatur bezogen, lasst sich unabhéngig vom Alter eine
lineare Beziehung nachweisen (79). Im Zwei-Stufen-Konzept der fMKE findet daher
zunichst eine Uberpriifung der Muskelmasse und der Muskelkraft statt. Zeigt sich eine
normale Muskelentwicklung bei einer unzureichenden Knochenanpassung spricht man
von einer primaren Skeletterkrankung, wie bei der Osteogenesis imperfecta. Einer
sekundéren Skeletterkrankung entspricht beispielsweise eine vermehrte korperliche
Inaktivitat. Diese fuhrt zundchst zum Muskelabbau und dadurch erst sekundar zum

Abbau des Knochens.

Schritt 1 Muskelmasse entspricht
der Kérpergréfe ?

I

Knochenmasse entspricht
der Kérpergréfe Muskelmasse ?

! !

[ 1
] [
| |

Primare Sekundare Gemischte
Osteoporose Osteoporose Knochenerkrankungen

Schritt 2

gesund

Abb.3: Schematische Darstellung fur ein diagnostisches Stufenprogramm (78)

Fehlen mechanische Belastungsreize, so kommt es in der Folge zum Substanzabbau. So
beobachteten Rittweger et al. nach einer 24tdgige Immobilisationsphase der unteren
Extremitét bei gesunden Probanden eine Abnahme der Knochenmasse (66). Bekannt ist
auch, dass Training und die damit verbundenen Muskelaktivitaten einen Knochenabbau

verhindern kénnen (10).

Die Beobachtungen der Vergangenheit zeigen, dass neben Erkrankungen die direkt die
Muskel- oder Knochenentwicklung beeintrachtigen, auch eine verminderte korperliche
Aktivitdt zu einer Reduktion von Muskel- und Knochenmasse fihrt. Bei vielen
chronischen Erkrankungen liegt eine Storung der Muskelentwicklung und damit
sekundar eine Stérung des Skelettsystems vor. Somit kommt einem optimalen Aufbau
von Muskelmasse und Muskelfunktion ein hoher Stellenwert in der Therapie zu. Auch
die Erkenntnis, dass ein Spitzenwert fur Knochenmasse im Jugendalter keinen
dauerhaften Schutz vor Osteoporose im hoheren Lebensalter bedeutet, zeigt die

Notwendigkeit der muskuldren Aktivitat zur Stimulation des Knochenwachstums (79).
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Demnach folgt aus dem Verstandnis der funktionellen Muskel-Knochen-Einheit, dass
korperliche Aktivitat in jedem Lebensalter eine wichtige Grundvoraussetzung fur eine
lang anhaltende Mobilitat bildet.

1.5 Botulinumtoxin

In der vorliegenden Arbeit wurde Clostridium botulinum Toxin Typ A = Dysport®
(Ipsen Pharma GmbH, Ettlingen, Deutschland) zur Immobilisation der Tiere verwendet.
In der Medizin ist Botulinumtoxin ein zugelassenes Arzneimittel. Die frihe
therapeutische Anwendung begann um 1960 zur Behandlung des kindlichen Strabismus
(29). Gegenwartig wird es therapeutisch in verschiedenen medizinischen
Fachrichtungen, etwa zur Behandlung zervikaler Dystonien und Blepharospasmus,
eingesetzt (17). Botulinumtoxin wird zudem angewendet bei padiatrischen Patienten mit
spastischen Syndromen bei Cerebralparese sowie bei Patienten mit Hyperhidrosis oder
exzessivem Speichelfluss (35). Auch in der Kinderklinik der Universitat zu Kdln wird
Botulinumtoxin  im  Rahmen  spastischer ~ Syndrome  bei  Kindern  zur

Muskeltonussenkung verwendet.

Die therapeutischen Botolinumtoxin-Préparationen bestehen aus Botulinumtoxin und
pharmazeutischen Hilfsstoffen, wie humanem Serumalbumin und Puffersystemen zur
pH-Wert-Einstellung  (18). Der Botulinumtoxinanteil setzt sich aus dem
Botulinumneurotoxin sowie nichttoxischen Proteinen zusammen (Abb.4). Die
therapeutischen Praparate werden durch Kultivierung spezieller Zuchtstdmme von
Clostridium Botulinum auf biologischem Wege hergestellt. Das Botulinumneurotoxin
bindet selektiv an Glykoproteine der Nerven-Terminalen und spaltet, nach erfolgter
intrazellularer Aufnahme, verschiedene Proteine der Acetylcholin-Transportprotein-
Kaskade, sogenannte SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimidesensitive fusion
attachment protein receptor). Diese Proteine vermitteln den Transport der
Acetylcholinvesikel vom Intrazellularraum zum synaptischen Spalt (18). Man vermutet,
dass die Synapse und die Erregungsibertragung auf die motorische Endplatte so
blockiert und die Muskelfunktion gehemmt wird. Botulinumtoxin wirkt primar lokal am
quergestreiften Muskel (69). Zentralnervdse und systemische Effekte sind bisher nicht
beschrieben (14, 66). Im Tierversuch flhrte eine intramuskuldre Injektion von
Botulinumtoxin zu einem Verlust der Muskelmasse am Injektionsort (95). Direkte
Wirkungen von Botulinumtoxin am Knochen sind in der Literatur nicht beschrieben,
wohl aber indirekte Effekte in Folge der Muskelinaktivierung. Durch die Blockierung

der Erregungsubertragung an der motorischen Endplatte der Muskulatur, kam es so in
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tierexperimentellen Untersuchungen zu einem Bewegungsverlust und infolge auch zu
einem Knochenabbau (60, 95). Die Wirkdauer des Botulinumtoxin héngt von der
Injektionsmenge ab. In geringeren Dosierungen erlangen die betroffenen Motorneurone
ihre Funktion teilweise zuriick, hingegen fihrt bei hoheren Dosen erst die Entstehung
von neuen Nerventerminalen, das sogenannte ,,.Sprouting*, zum Funktionsruckgewinn.
Bei i.m. Injektionen beginnt die Wirkung nach etwa zwei bis drei Tagen, erreicht nach
zwei Wochen ein Maximum und klingt nach zweieinhalb Monaten langsam wieder ab
(18).

Botulinumtoxin

/—Iﬁ

Hilfsstoffe
,

f—lﬁ

Botulinum Nicht-toxische
Neurotoxin Proteine

| 1 | |
Hamag- Nicht-hamag-
Schwere Kette Leichte Kette glutinierendes glutinierendes
Protein Protein

Abb.4: Zusammensetzung therapeutischer Botulinumtoxin-Préaparationen (18)

Botulinumtoxin

1.6 Muskel- und Skeletterkrankungen im Kindes- und Jugendalter

Die Entstehung von Osteopenien im Kindes- und Jungendalter spielt bei vielen
Erkrankungen eine Rolle. Chronische Krankheitsbilder wie Mukoviszidose,
Nierenerkrankungen oder rheumatische Erkrankungen fiihren ebenso zu Stérungen der
Muskel- und Skelettentwicklung, wie auch Bewegungsmangel bei Kindern und
Jugendlichen. Dies hat einen nachhaltigen Einfluss auf die Muskel- und
Knochenentwicklung (31). In Folge kommt es zu verminderter Knochenstabilitat und
Muskelschwéche. Dartber hinaus sind eine Vielzahl anderer muskuloskelettaler
Erkrankungen bekannt, die zu einem Verlust der Mobilitat und so zu Veranderungen an

Knochen- und Muskelgewebe fiihren.
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1.7  Problemstellung

Viele Muskel- und Skeletterkrankungen im Kindes- und Jugendalter fiihren zu
Inaktivitdt und konnen mit einer sekundaren Inaktivitatsosteoporose verbunden sein.
Die im Krankheitsverlauf haufig zunehmende Immobilitat fiihrt auch zu einem Verlust
der Lebensqualitat der Patienten, da Alltagsaktivitdten gar nicht mehr oder nur noch
sehr eingeschrankt moglich sind. Zur Simulation muskuloskelettaler Erkrankungen bei
Kindern, zur Erforschung neuer Therapieansdtze und zum besseren Verstandnis der
Auswirkungen von muskuloskelettalen Erkrankungen, wurde in der vorliegenden Arbeit
ein Tiermodell gewéhlt. Das Modell ermdglichte die Durchfiihrung eines WBV-
Trainings wahrend einer Inaktivitdtsphase. Es ist hinreichend belegt, dass der
Nichtgebrauch von Muskulatur zur sekundéren Inaktivitatsosteoporose fuhren kann. Es
sind zudem Krankheiten bekannt, bei denen eine solche Inaktivitatsosteoporose auftritt.
Es ist davon auszugehen, dass bei diesen Erkrankungen durch Muskelstimulation
Therapieerfolge erzielt werden konnen. Dieser Ansatz hat sich noch nicht genligend
durchgesetzt und ist noch nicht ausreichend erforscht. Das ,,Kélner Konzept® ist ein
Beispiel fur einen multidisziplindren Therapieansatz, bei dem WBV einen festen
Bestandteil der Therapie darstellt. Oftmals stellt WBV die einzige Mdglichkeit zur
Muskelstimulation bei schwerwiegendem Krankheitsverlauf dar (z.B. bei schwerer
Form der Osteogenesis imperfecta). Es ist allerdings noch zu wenig (ber den
Wirkmechanismus von WBV bekannt. Zur weiteren Erforschung des WBV wurde in
der vorliegenden Arbeit ein Tiermodell gewahlt, bei dem die rechte hintere Extremitat

immobilisiert wurde und die Tiere zugleich einem WBYV unterzogen wurden.
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2 Ziele der Arbeit

In einem Tierversuchsmodell sollen die Effekte von WBV auf Knochen und Muskeln
bei durch BTX immobilisierten Mdusen untersucht werden. Es soll aufgezeigt werden,
dass eine Immobilisation zur Degeneration von Knochen fiihrt. Das Ziel dieser

Tierversuchsstudie ist es, zu zeigen, dass:

1. WBV den durch Immobilisation verursachten Knochenabbau bei Mausen

verhindern kann

2. Immobilisation und WBYV zu strukturellen Veranderungen am Knochen und an

der Skelettmuskulatur bei Méausen fihren

3 Studienprotokoll

Es wurde eine tierexperimentelle Untersuchung gewahlt, da die Analyse der
funktionellen Adaptationsprozesse beim Menschen auf Grund der eingeschrénkten
diagnostischen Methoden nur bedingt méglich ist. Zudem konnten durch das Tiermodell
homogene Gruppen unter streng standardisierten Bedingungen untersucht werden. Die
vorliegende Studie ist eine Longitudinalstudie, die mit insgesamt 60 Tieren
durchgefuhrt wurde. Die Studie wurde auf zwei Teilstudien mit jeweils 30 Tieren
aufgeteilt. Im Rahmen einer Vorstudie wurden der Versuchsaufbau und die
Interventionen auf Tauglichkeit geprift. Die Vorstudie gliederte sich in eine neuntdgige
Akklimatisationsphase (Versuchstag -8 bis 0) und eine, sich unmittelbar daran
anschlieRende, 28-tdgige Versuchsphase (Versuchstag +1 bis +28). Zehn Tiere wurden
in zwei Gruppen (KG, IM+WBV) mit jeweils flnf Tieren randomisiert (Abb.5). Alle
geplanten Interventionen und der Versuchsaufbau erwiesen sich als praktikabel zur

Durchfiihrung der Hauptstudie.
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[ Randomisierte Zuordnung (n = 5 Tiere pro Gruppe) }

IM +
KG
WBV
Kontrolle Immobilisation
+ Vibration

Abb.5: Gruppenzuordnung fur die Vorstudie (n =5 Tiere pro Gruppe)

Da nur eine begrenzte Menge an Tierkafigen und Raumlichkeiten zur Verfigung
standen, wurde die Hauptstudie in zwei Teilstudien aufgeteilt. Jede der beiden
Teilstudien erstreckte sich Uber einen Versuchszeitraum von 34 Tagen. In den
Teilstudien wurden jeweils 30 Tiere in sechs verschiedene Gruppen eingeteilt. Die
Gruppenzuteilung der Tiere erfolgte randomisiert (Abb.6). Jede Teilstudie gliederte sich
in eine siebentdgige Akklimatisationsphase (Versuchstag -6 bis 0) und eine sich
unmittelbar daran anschlieBende 28-tdgige Versuchsphase (Versuchstag +1 bis +28)
(Abb.37).

[ Randomisierte Zuordnung (N = 5 Tiere pro Gruppe) J

IM +
IM + IM +

BK KG IM WBV +

WBV IGF-1 IGF-1
Basis- Kontrolle Immobili- Immobili- Immobili- Immobili-
kontrolle sation sation + sation sation +
Vibration + IGF-1 Vibration

+ IGF-1

Abb.6: Gruppeneinteilung fur die 1./2. Teilstudie (n=5 Tiere pro Gruppe)

In der Auswertung wurden die Tiere der BK, KG, IM und der IM+WBV der
1.Teilstudie bertcksichtigt (Abb.7). Die Ergebnisse der IM+IGF-1, der IM+WBV+IGF-
1 sowie die Ergebnisse der Vorstudie und der 2.Teilstudie sind nicht Inhalt der

vorliegenden Arbeit (Tab.1).
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[ Randomisierte Zuordnung (n = 5 Tiere pro Gruppe) ]

M +
BK KG IM
WBV
Basiskontrolle Kontrolle Immobilisation Immobilisation
+ Vibration

Abb.7: Gruppeneinteilung fir die 1. Teilstudie (n=5 Tiere pro Gruppe)

Tab.1: Ubersicht Tieranzahl, Gruppenanzahl und ausgewertete Tiere/Gruppen in Vor-
und Hauptstudie

Vorstudie Hauptstudie Hauptstudie
(1.Teilstudie) (2. Teilstudie)
Anzahl Tiere 10 30 30
Anzahl Gruppen 2 6 6
Gruppen/Tiere ausgewertet
in vorliegender Arbeit - 4/20 -
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4 Versuchstiere und Methodik

4.1 Versuchstiere

Die Studie wurde mit weiblichen C57BL/6 Mausen durchgefihrt. Alle Tiere waren zu
Beginn der Untersuchung 16 Wochen alt und hatten ein durchschnittliches
Korpergewicht von 20g. Der C57BL/6 Maus-Typ ist einer der am h&ufigsten
verwendeten Zuchtstamme in der biomedizinischen Forschung (13) und wird in der
Muskel-Knochen-Forschung eingesetzt (27, 74, 75, 89, 95). Es wurde ein Antrag auf die
Genehmigung des Versuchsvorhabens geméal 8§ 8 Absatz 1 Tierschutzgesetz gestellt und
durch die Tierschutzbehtrde genehmigt. Die Tiere wurden mit einem
Gesundheitszertifikat durch Charles River Laboratories, Niederlassung Deutschland,
Sulzfeld geliefert.

Um die Auswirkungen von Wachstumseffekten auf die Ergebnisse zu minimieren,
wurde die Untersuchung an jungen, adulten Mausen durchgefuhrt. Von diesen Tieren
wird angenommen, dass physiologische Wachstumsprozesse nur noch wenig Einfluss
auf Knochen- und Muskelparameter ausiiben (44). Es wurde ein Mausmodell gewéhlt,
da Ahnlichkeiten zwischen dem murinen und humanen Genom bestehen (27). Es gibt
Hinweise, dass die Adaptationsprozesse von Muskeln, Knochen und Sehnen auf duRere

Belastungsreize mit denen beim Menschen vergleichbar sind (32, 100).

4.1.1 Haltung

Die Tiere waren mit Genehmigung und unter Aufsicht des zustandigen
Tierstallbeauftragten im Tierstall der Deutschen Sporthochschule Koéln untergebracht.
Sie lebten in einem kontrollierten 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus (von 7 Uhr bis 19
Uhr beleuchtet). Die GroRe der Kéfige (14cmx20cmx26cm) und deren Ausstattung
entsprach den gesetzlichen Bestimmungen. Jeder Gruppe wurden zwei Stélle
zugeordnet, mit jeweils zwei oder drei Mausen pro Kafig (Abb.8). Alle Tierkéfige
wurden mit den Studiendaten gekennzeichnet. Die einzelnen Tiere wurden mit

Ohrmarken aus Aluminium markiert.
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IM +
WBYV
5 Tiere

Stall 1: Stall 2: Stall 3: Stall 4: Stall 5: Stall 6: Stall 7: Stall 8:
3 Tiere 2 Tiere 3 Tiere 2 Tiere 3 Tiere 2 Tiere 3 Tiere 2 Tiere

Abb.8: Aufteilung der Tiere in Tierk&fige

BK KG IM
5 Tiere 5 Tiere 5 Tiere

Zur Ausstattung der Tierkafige gehorte ein Standardstreu (Rehofix, ssniff GmbH, Soest,
Deutschland) das den Boden des Kafigs vollstandig bedeckte (Abb.9). In jedem Kaéfig
befand sich ein Kunststoffhaus, in das sich die Tiere zurlickziehen konnten sowie Watte,
die von den Mé&usen zum Nestbau verwendet wurde. Einmal pro Tag wurden die Tiere
hinsichtlich ihres Gesundheitszustandes kontrolliert und der Ké&figzustand inspiziert.
Die Reinigung der Tierkafige wurde zweimal pro Woche durchgefiihrt. Dabei wurden
Wasser, Futter, Streu und Watte erneuert. Die Tiere waren mit einem Standardfutter
(RM-H phytoarm, ssniff GmbH, Soest, Deutschland) und Trinkwasser in ausreichenden
Mengen ad libitum versorgt.
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Abb.9: Regal mit Tierkafigen
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4.1.2 Gruppen

Dieser Arbeit liegen die Daten von 20 weiblichen C57BL/6 Mé&usen zu Grunde. Die
Tiere wurden zu Versuchsbeginn zufallig in die BK, KG, IM oder die IM+WBV
eingeteilt. Jeder dieser vier Gruppen wurden funf Tiere zugeordnet (Abb.10).

20 Tiere

BK KG IM IM + WBV

5 Tiere 5 Tiere 5 Tiere 5 Tiere

Abb.10: Gruppenzuordnung der Tiere

e Basiskontrollgruppe

Die funf Tiere der BK wurden vor Beginn der Versuchsreihe getétet (Versuchstag 0).
Knochen und Muskelgewebe wurden post mortem histologischen und

histomorphometrischen Untersuchungen zugefiihrt.
e Kontrollgruppe

Am Versuchstag +1 wurden die fiinf Tiere der KG betdubt. Wahrend der Andsthesie
wurde NaCl in die rechte hintere Extremitét injiziert. Die Méause dieser Gruppe wurden
nicht immobilisiert und erhielten im Versuchsverlauf keine weitere Intervention. Die
Tiere wurden am Versuchstag +28 getdtet. Knochen und Muskelgewebe wurden post

mortem histologischen und histomorphometrischen Untersuchungen zugeftihrt.
e Immobilisations-Gruppe

Am Versuchstag +1 wurden die finf Tiere der IM betaubt. Wahrend der Andsthesie
wurde BTX in die rechte hintere Extremitat injiziert, mit dem Ziel eine Immobilisierung
dieser Extremitat zu initiieren. Die Tiere wurden am Versuchstag +28 getdtet. Knochen
und Muskelgewebe wurden post mortem histologischen und histomorphometrischen

Untersuchungen zugefuhrt.
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e Immobilisation+Whole-Body-Vibration-Gruppe

Am Versuchstag +1 wurden die funf Tiere der IM+WBV betdubt. Wahrend der
Anasthesie wurde BTX in die rechte hintere Extremitat injiziert, mit dem Ziel eine
Immobilisierung dieser Extremitat zu initiieren. Die Tiere wurden dann im weiteren
Versuchsverlauf einem WBYV unterzogen und am Versuchstag +28 getotet. Knochen
und Muskelgewebe wurden post mortem histologischen und histomorphometrischen

Untersuchungen zugefiihrt.

In Tabelle 2 sind alle Versuchsgruppen und die verschiedenen Interventionen

dargestellt.

Tab.2: Ubersicht der Gruppeneinteilung und Interventionen

Gruppe: BK KG M IM+WBYV

Intervention

Betdubung: v v v v

Immobilisation: - - v v

WBV: - - - v

Totung: Tag 0 Tag +28 Tag +28 Tag +28
4.2 Methodik

4.2.1 Betdubung der Tiere

Am Versuchstag +1 wurden alle Mause nacheinander mit einer i.p. Injektion
Xylazin/Ketamin  (Rompun®/Ketanest®) betdubt. Die Zusammensetzung des
Betdubungsmittels bestand aus 0,25ml Xylazin (Rompun® 2%) + 0,5ml Ketamin
(Ketanest® 10%) + 4,25ml NaCl 0,9%. Zur Injektion des Betdaubungsmittels wurden die
Tiere im Nacken und am Schwanz fixiert (Abb.11). AnschlieBend wurden 0,1ml/10g
KG i.p. lateral der Mittelbauchlinie in den unteren Quadranten des Abdomens injiziert.
Waéhrend der Betaubung wurde dann die Immobilisation mit BTX oder eine dquivalente
Injektion mit NaCl durchgefiihrt. Der Wirkmechanismus von Ketamin (Ketanest®)
besteht in einem nicht kompetetiven-Antagonismus am NMDA-Rezeptor, einem Subtyp
des Glutamatrezeptors. Zudem wirkt Ketamin agonistisch an Opiatrezeptoren und hat
einen Einfluss auf die zentrale und periphere monoaminerge, cholinerge
Signallibertragung (35). Ketamin fuhrt zu einer Analgesie und Andsthesie und wird in
der Medizin als Kurznarkotikum eingesetzt. Bei Xylazin (Rompun®) handelt es sich um

ein a2-Adrenorezeptor-Agonist, der als Sedativum und Muskelrelaxans wirkt (35).
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Abb.11: Intraperitoneale Injektion des Betaubungsmittels (27)

Um Nebenwirkungen der Betdubung zu Giberwachen, wurden die Tiere anschlief3end bis
zu ihrer vollstdndigen Regeneration in ihren Kafigen beobachtet. Wahrend der
Betdubung atmeten alle Tiere spontan und es traten keine Nebenwirkungen auf. Zur
Vermeidung einer Hypothermie waren die Mause wéhrend dieser Zeit zwischen mit
warmem Wasser geflllten Endstiicken eines Einweghandschuhs gelagert (Abb.12). Die
Augen wurden nach der Narkose mit einer Augencreme (Bepanten®) bestrichen, um
einer Austrocknung entgegenzuwirken. Nach einem Zeitraum von 90 Minuten (10

Minuten) bewegten sich alle Tiere wieder aktiv im Kafig.

Abb.12: Lagerung der Tiere nach Betaubung zur Vermeidung einer Hypothermie

21



4.2.2 Immobilisation und NaCl-Injektionen

Insgesamt zehn Madusen wurde am Versuchstag 0 unter Narkose BTX (Dysport®, 1
Einheit in 0,1ml; 2 Einheiten/Tier) i.m. in die rechte hintere Extremitat injiziert. Die
funf Tiere der KG erhielten &quivalente i.m. Injektionen von NaCl 0,9% (0,1ml

NaCl/Injektion) in die rechte hintere Extremitét:

= 1 Einheit BTX bzw. NaCl-L6sung: rechter Quadriceps (M. rectus femoris, M. vastus
lateralis, M. vastus intermedius, M. vastus medialis), 4mm proximal des

Patellasehnenursprungs

= 1 Einheit BTX bzw. NaCl-L6sung: rechtes, posteriores Kompartiment des M.triceps
surae (M. gastrocnemius, M. soleus, M. plantaris, M. extensor digitorum longus)

In der Literatur sind unterschiedliche Dosierungen mit unterschiedlichen Préparaten von
Botulinumtoxin zur lokalen Immobilisation bei Tieren beschrieben. Sie variieren
zwischen 2 Einheiten Botox®/100g Korpergewicht (26) und 3 Einheiten Botox®
beziehungsweise Neuronox®/kg Korpergewicht (87). In einer Studie mit 16 Wochen
alten weiblichen C57BL/6 Mdausen wurde zur Immobilisation des rechten Hinterbeins
eine Dosis von 2 Einheiten Botox®/100g Korpergewicht verwendet (100). Zum
wirksamen Anteil des Botulinumtoxin bezogen auf 1 Einheit findet man keine Angaben.
Die Dosierung in der vorliegenden Arbeit lag bei 2 x 1 Einheit BTX in jeweils 0,1ml

Losung. In einer Ampulle des Medikaments waren 500 Einheiten enthalten (Abb.13).

Schema der Verdinnung

500 Einheiten in 2,5ml Dysport®

+47,5ml NaCl 0,9%

500 Einheiten (50ml)

l

1 Einheit (0,1ml)

Abb.13: Schema der Verdiinnung von Dysport®

22



4.2.3 Whole-Body-Vibration

Die Mduse der IM+WBYV wurden wéhrend der vierwdchigen Versuchsdauer, in jeder
Woche an drei bis funf Tagen einem 30-min(tigen WBYV unterzogen. In der ersten Serie
wurde das WBYV der Tiere an drei hintereinander folgenden Tagen (Versuchstag +2 bis
+4) durchgefhrt, gefolgt von einer zweitdgigen Pause (Versuchstag +5 und +6). Im
Anschluss daran wurden die Tiere dann immer an funf aufeinander folgenden Tagen
vibriert (Versuchstag +7 bis +11; Versuchstag +14 bis +18; Versuchstag +21 bis +25).
Nach jeweils finf Tagen WBYV schloss sich eine zweitdgige Pause an, bevor die nachste
Serie WBV startete. Das WBV wurde wahrend der Versuchsdauer insgesamt 18mal
durchgefiihrt (Abb.14).

WBYV WBV WBV WBV
Tag: -5 +2 bis +4 +7 bis +11 +14 bis +18 +21 bis +25
| Lhbare Ll eareld ) grel )LL)
Akklimatisation Versuchsphase

Abb.14: Ubersicht WBV und Vibrationspausen im Versuchsverlauf

Am jeweiligen Trainingstag wurden die Tiere aus ihren Tierkédfigen herausgenommen
und in einen eigens fur dieses Trainingsprogramm entwickelten Kéfig auf der
Vibrationsplatte gesetzt (Abb.15). Die Facher, in denen die Tiere sich wéhrend der
WBYV befanden, waren in drei Einzelbereiche unterteilt, so dass jedes Tier wahrend der
Vibration einen festen Platz hatte. Der Ké&fig war auf einer Vibrationsplattform
installiert (Galileo2000, Novotec, Pforzheim, Germany). Der Plastikkafig und die
unterteilten Facher stellten sicher, dass sich die Tiere wéhrend dem WBYV an derselben
Stelle auf der Vibrationsplatte befanden. Es wurden flinf Tiere zeitgleich in insgesamt
zehn Vibrationszyklen mit jeweils drei Minuten Dauer vibriert. Die Plattform vibrierte
im Bereich des Faches, in dem sich die Mdause befanden mit einer vertikalen
Akzeleration von a=2,09g, einer Amplitude von A=0,83mm und einer Frequenz von
f=25 Hz. Eine Vibrationsdauer von drei Minuten, die Frequenz (25Hz) und die
Amplitude (0,83mm) waren im Gerat vorprogrammiert. Nachdem das Gerat von seiner
Arbeitsfrequenz von 25Hz auf OHz heruntergefahren war, wurde unmittelbar der
néchste Vibrationszyklus gestartet. Hatten die Tiere insgesamt zehn Vibrationszyklen

absolviert, wurden sie zuriick in ihre K&fige gesetzt.
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Abb.15: WBV-Trainingsgerat (Galileo2000, Novotec, Pforzheim)

4.2.4 Analyse der Mobilitat und Gewichtsmessung

Analyse der Mobilitat

In Anlehnung an einen in der Literatur beschriebenen Mobilitats-Score wurde die
Mobilitat der Tiere im Versuchsverlauf bewertet (100). Der in der Literatur
beschriebene Score beinhaltet fiinf Beobachtungskriterien. Diese wurden zunéchst in
der Vorstudie getestet und zu insgesamt acht Beobachtungskriterien ergénzt. Von diesen
acht Kriterien stellten sich funf als besonders geeignet heraus, den Mobilitatszustand
der Tiere abzubilden. Anhand folgender finf Beobachtungskriterien wurde dann die

Mobilitat, der Tiere in der vorliegenden Untersuchung bewertet:

" Abduktion der rechten hinteren Extremit&t wahrend des Anhebens des
Kdorperhinterteils

" Benutzen der rechten hinteren Extremit&t wahrend dem Lauf

" Benutzen der rechten hinteren Extremit&t wahrend dem Klettern

. Abgang vom Klettergerust (Kafigdeckel)

. Haltung im Stand auf den Hinterlaufen

An Hand dieser funf Kriterien wurde die Aktivitat der Tiere im Studienverlauf von drei
verschiedenen Untersuchern bewertet. Die Beurteilung der Mobilitéat erfolgte durch ein

Punktesystem fir jedes der fiinf Beobachtungskriterien. Dabei entsprachen:
0 Punkte = komplette Immobilitat
1 Punkt = partielle Mobilitat pro Ubung / Untersucher

2 Punkte = volle Mobilitét
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Die durch die Untersucher vergebenen Einzelpunktwerte wurden im Anschluss zu
einem Gesamtpunktwert addiert, so dass sich fiir jedes Tier eine Gesamtpunktzahl
zwischen 0 Punkten (komplette Immobilitat) und 30 Punkten (volle Mobilitat) ergab.
Der Score wurde an den Versuchstagen -5, +2, +7, +14, +21 und +27 von denselben
Untersuchern  durchgefuhrt (Abb.16). Die Punktwerte wurden in einem
Dokumentationsbogen festgehalten (Abb.38).

1. Score 2. Score 3. Score 4. Score 5. Score 6. Score

A

Tag -5 Tag +2 Tag +7 Tag +14 Tag +21 Tag +27
Akklimatisation Versuchsphase
(Tag -5 bis 0) (Tag O bis +28)

AbDb.16: Zeitpunkte der Durchfiihrung des Mobilitats-Scores im Versuchsverlauf

Wéhrend der Durchfiihrung des Mobilitats-Scores wurden die Tiere einzeln in einen
leeren Tierkéfig und auf die Hand des jeweiligen Untersuchers gesetzt. Die

Beobachtungskriterien wurden dann wie folgt bewertet:

=  Abduktion der rechten hinteren Extremitdt wahrend des Anhebens des

Kdorperhinterteils

Der hintere Rumpfteil wurde am Schwanz angehoben und die willkirliche Aktivitat der
immobilisierten Extremitat durch Widerstand mit einem Finger von lateral gegen die
Extremitét gepriift. Die Hinterbeine hatten wahrend der Untersuchung keinen Kontakt
zur Unterflache. Einer vollen Mobilitat (2 Punkte) entsprach, wenn die Maus die
Extremitét beliebig tber den Finger hinweg anheben oder mit Kraft dagegen abduzieren
oder flektieren konnte. War vorher schon ohne Widerstandsgabe keine willkirliche
Aktivitat erkennbar wurde das Kriterium mit O Punkten gewertet. Eine partielle
Aktivitat in Form von Bewegungsansatzen oder sich im Seitenvergleich zeigenden

abgeschwachten Muskelaktionen wurden mit 1 Punkt bewertet.
= Benutzen der rechten hinteren Extremitat wahrend dem Lauf

Es wurde beurteilt, inwieweit alle Extremitaten beim Laufen eingesetzt werden konnten.

Das Hinterherschleifen eines Beines beim Laufen wurde mit O Punkten bewertet. Zeigte
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sich eine eingeschrankte Aktivitat, ohne vollstandigen Abdruck durch die Extremitét
mit einem eingeschrankten Funktionsgewinn fiir die eigentliche Laufaktion, erfolgte die
Bewertung mit 1 Punkt. Ein seitengleiches Abdruckverhalten und normales

Laufverhalten wurde mit 2 Punkten bewertet.
=  Benutzen der rechten hinteren Extremitat wahrend dem Klettern

Es wurde die Kletteraktivitat der Tiere am Gitter eines geschlossenen Kéfigdachs
bewertet. Hinsichtlich der Kletteraktivitat wurde unterschieden, ob alle Extremitaten mit
Greif- und Halteaktivitaten wéhrend dem Klettern eingesetzt werden konnten. Bei
vollstandiger Immobilitat einer Extremitét, fanden alle Kletteraktionen mit Ausweichen
auf die nicht immobilisierte Extremitat statt (O Punkte). Versuchte die Maus alle
Extremitdten einzusetzen, rutschte dann aber beim Greifen ab oder konnte ihr Gewicht
nicht vollstandig tbernehmen, erfolgte die Bewertung mit 1 Punkt. Das normale

Klettern mit dem Einsatz aller Extremitéten entsprach einer Bewertung mit 2 Punkten.
= Abgang vom Klettergerust

Es wurde das Kletterverhalten der Tiere am Gitter eines geschlossenen Kéfigdachs
bewertet. Es wurde beurteilt, ob die Maus sich beim Abgang vom Kafigdeckel mit allen
Extremitédten gleichermalien herunterlassen konnte. War dies uneingeschréankt maglich,
entsprach dies einer Bewertung mit 2 Punkten. Wurde beobachtet, dass ein Abgang
zwar mit Beteiligung aller Extremitdten, aber beim Einsatz der rechten hinteren
Extremitdt immer die Unterstitzung durch eine zweite Extremitat notwendig war,
erfolgte die Bewertung mit 1 Punkt. Konnte die Maus sich nur mit der linken hinteren
Extremitdt oder den beiden vorderen Extremitdten herunterlassen, wurde dies mit O

Punkten bewertet.
= Haltung im Stand auf den Hinterlaufen

War es der Maus nicht mdglich ihr Gewicht gleichermaRen auf beide Hinterbeine
wahrend dem Stand zu verteilen, sondern setzte sie ausschlieBlich die linke hintere
Extremitét ein, wurde das Beobachtungskriterium mit O Punkten bewertet. Konnte sie
auch mit der rechten hinteren Extremitat ihr Kdrpergewicht Gbernehmen, war aber
trotzdem nicht in der Lage sich auf den Hinterbeinen Uber ihren Kérperschwerpunkt
nach vorne, zur Seite oder nach Hinten zu verlagern, entsprach dies einer Bewertung

mit 1 Punkt. Bei uneingeschrankter Ubernahme des Korpergewichts mit beiden hinteren
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Extremitaten und der Moglichkeit sich Uber den Korperschwerpunkt hinaus in alle

Richtungen zu verlagern, wurden 2 Punkte vergeben.

Gewichtsmessung

Das Korpergewicht der Tiere wurde im Versuchsverlauf an den Tagen -5, +1, +3, +7,
+14, +21, +27 und + 28 gemessen (Abb.17).

Tag: -5 +1 +3 +7 +14 +21 +27 +28
| 1 | l | iy
Akklimatisation Versuchsphase

Abb.17: Messzeitpunkte fir das Kérpergewicht im Versuchsverlauf

Die Tiere wurden flr die Messung einzeln in einen leeren Kafig gesetzt und dann
gewogen. Die Waage war vorher mit dem Leergewicht des Tierkéafigs kalibriert worden.
Die Angabe und Dokumentation des gemessenen Korpergewichts erfolgte auf eine
Nachkommastelle (Tab.11).

4.2.5 Entnahme der Knochen

Im Anschluss an die Totung wurden die Femura der rechten und linken hinteren
Extremitdten entnommen. Die Knochen wurden direkt nach der Entnahme in Gaze mit
0,9% NaCl gewickelt und bei -20 Grad eingefroren. VVor der pQCT-Analyse wurden sie

in NaCl bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieRend gemessen.

4.2.6 Skelettparameter gemessen mit peripherer quantitativer
Computertomographie

Die pQCT ist ein gangiges Verfahren zur Knochenanalyse (5). Die Technik beruht auf
einem Scanner mit hohem Auflésungsvermdgen. Als Strahlenquelle wird eine
Rdntgenrdhre benutzt. Die Messungen wurden mit einem Computertomographen XCT
Research SA durchgefihrt (Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim, Germany). Am
Femur wurden vier Transversalschnitte mittels pQCT gescannt, um morphologische und
strukturelle Parameter zu bestimmen. Die Dicke der Schnitte betrug 500um bei einer
Pixelgrofie von 70x70um. Die Schnitte wurden mit der vom Hersteller zur Verfligung
gestellten Software ausgewertet (Version 5.50). Zur Durchfiihrung der pQCT-Analyse
wurden die Femora bei Raumtemperatur in 0,9% NaCl-Lésung aufgetaut und
anschliefend in einer 2ml-Kunststoffspritze gelagert. Die Spritze wurde nach

Einlagerung der Knochen mit 0,9% NaCl aufgefullt und longitudinal im pQCT auf den
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Kondylen positioniert. Die identische Ausrichtung der Knochen wurde durch eine eine
graphische Darstellung der Knochenquerschnitte nach den einzelnen Messung nochmals
gepriift. Im Anschluss an die Lagerung wurde zunachst ein transversaler Ubersichtsscan
des Knochens angefertigt auf dessen Basis die Knochenlédnge bestimmt wurde. Fr die
anschlieende Messung wurden ausgehend von der Knochenldange und der distalen
Knochengelenklinie der Femora Messpunkte bei 15%, 17,5%, 20% und 50% bestimmt
(ADbb.18). An diesen Messpunkten wurde Querschnitte jedes Knochens gemessen auf
deren Grundlage die computertomographische Knochendichtemessung erfolgte. Durch
Mittelung der drei Messungen in Kniegelenknahe wurde ein representativer Wert fur die
Metaphyse bestimmt. Die Diaphyse wurde durch die Messung bei 50% abgebildet. An
der Metaphyse wurden folgende Knochenparameter gemessen:

= Bone Mineral Density

= Bone Mineral Content

= Bone Cross Sectional Area

= Trabecular Bone Mineral Density

= Trabecular Bone Cross Sectional Area

=  Trabecular Bone Mineral Content

An der Diaphyse wurden folgende Knochenparameter gemessen:

= Cortical Bone Mineral Content

= Cortical Bone Mineral Density

= Cortical Bone Cross Sectional Area
= Cortical Thickness

= Periosteal Circumference

= Endosteal Circumference

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Knochenparameter BMC, BMCcor, BMCtrab,
BMDcor, BMDtrab, BCSA, Cortical Thickness, Periosteal Circumference und

Endosteal Circumference ausgewertet (Tab.3).
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Diaphyse (50%)
(BMDyor, BMC, Cortical Thickness, Periosteal Circumference,
Endosteal Circumference, BCSAg)

'\ «—— Metaphyse (15%, 17,5%, 20%)
(BMD, BMDyzp, BMCra, BMC, BCSA, BCSAya)

AbDb.18: Messorte pQCT am rechten und linken Femur
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Tab.3: Gemessene und ausgewertete Knochenparameter der vorliegenden Arbeit.
Maleinheit und biologische Bedeutung (81)

Parameter

Maleinheit

Bedeutung

BMC

mg

Biologischer Prozess: Remodelling, Modelling

Abhéngig von: Knochengrolie, Dicke/Flache der
Kortikalis/Spongiosa, Anzahl Knochentrabekel,
Mineralisation

BMCeor

mg

Biologischer Prozess: Remodelling, Modelling

Abhéngig von: Knochengrolie, Dicke/Flache der Kortikalis,
Anzahl Knochentrabekel, Mineralisation

BM Ctrab

mg

Biologischer Prozess: Remodelling, Modelling

Abhéngig von: KnochengréRe, Dicke/Flache der Spongiosa
Anzahl Knochentrabekel, Mineralisation

BMDcor

g/cm

Biologischer Prozess: Remodelling

Abhéngig von: KnochengréRe, Anzahl Knochentrabekel,
kortikale Knochenflache, Mineralisation

BM Dtrab

g/cm

Biologischer Prozess: Remodelling, Modelling

Abhéngig von: Knochengrée, Anzahl Knochentrabekel,
trabekuldre Knochenflache, Mineralisation

BCSA

mm

Biologischer Prozess: Modelling periosteal, Remodelling
endosteal

Abhéngig von: Durchmesser Kortikalis/Spongiosa,
Knochenan-/abbau

Cortical Thickness

mm

Biologischer Prozess: Modelling periosteal, Remodelling
endosteal

Abhéngig von: periostealer Knochenanbau, endostealer
Knochenabbau

Periosteal
Circumference

mm

Biologischer Prozess: Modelling

Abhé&ngig von: periostealer Knochenanbau

Endosteal
Circumference

mm

Biologischer Prozess: Remodelling, Modelling

Abhéngig von: endostealer Knochenanbau
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4.2.7 Muskelvorbereitung und Analyse der Muskelkapillarisierung und des
Muskelzellguerschnitts

Nach der Totung wurde allen Tieren der M. vastus lateralis, M. gastrocnemius,
M.soleus und M. plantaris entnommen und fir die Analyse eingefroren. Die
Aufbereitung der entnommenen Muskeln, zur Elektronenmikroskopie, wurde nach
standardisierten Schritten durchgefiihrt. Zunéchst fand eine Fixierung in PFA 4% uber
einen Zeitraum von 8h statt. Daran schloss sich eine OsO4-Fixierung mit 2%igem OsO4
an. Die Blockkontrastierung wurde mit Uranylacetat durchgefiihrt und nach dem
Auswaschen der Proben eine Entwasserungsreihe eingeleitet. Im Anschluss wurden die
Proben zundchst in Propylenoxid, dann in Araldit und zuletzt in reines Araldit
uberfuhrt. SchlieRlich erfolgte Uber einen Zeitraum von zwei Stunden eine
Polymerisation bei 40 Grad. Die angefertigten Blocke mit den Muskelpraparaten
wurden danach drei Tage abgekuhlt. Im Anschluss wurden 500nm-Schnitte angefertigt
und diese gefarbt. Hierfur wurden die Schnitte auf Glasobjekttragern getrocknet und
dann mit 0,5%-1% Toluidinblau gefarbt. Nach mehrmaligem Uberspiilen mit Aqua dest.
wurden die Schnitte getrocknet und abgedeckt. Nach der Trocknung wurden
elektronenmikroskopische ~ Aufnahmen der Muskelpréparate bei 40.000facher
VergrélRerung gemacht und mit einer Kamera digitalisiert. Fir die vorliegende Arbeit
wurden jeweils 50 Muskelzellen des M. gastrocnemius der linken und rechten hinteren
Extremitét jeder Gruppe analysiert. Es wurden der Querschnitt (Durchmesser) der
Muskelzellen gemessen (in um) sowie die Anzahl der an eine Muskelzelle
angrenzenden Kapillaren ermittelt (in Kapillaren/Zelle) (Abb.19). Es wurden die
Mittelwerte fur den Muskelzellquerschnitt und die Muskelkapillarisierung fur jede

Gruppe bestimmt.

Tab.4: Gemessene Muskelparameter. Mal3einheit und biologische Bedeutung

Parameter Malieinheit Bedeutung
Muskelzellquerschnitt pm Biologischer Prozess: Hypertrophie/Atrophie
(Durchmesser)

Abhéngig von: Training (25, 67, 68),
Wachstumsfaktoren (3) , Innervation (24)

Muskelzellkapillarisierung Kapillaren/Zelle Biologischer Prozess: Vaskuléres
Remodelling

Abhéngig von: metabolische Beanspruchung
des Muskels (7, 91), Wachstumsfaktoren (52,
91), Muskelkontraktion/Relaxation (7)
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Abb.19: Muskelzelle mit Muskelzellquerschnitt und Muskelkapillare

4.2.8 Statistische Verfahren

Fur die statistische Analyse wurde das Programm SPSS fir Windows (SPSS Inc.
Headquarters, Chicago, Illinois) Version 17.0, fir Windows benutzt. Mit Methoden der
deskriptiven Statistik wurden fir jede untersuchte Extremitat der Tiere Mittelwert und
Standardabweichung fur die pQCT-Parameter berechnet. Vergleiche der rechten und
linken Beinseite innerhalb der Gruppen wurden mit dem Wilcoxon-Test und Vergleiche
der rechten Beinseite zwischen den Gruppen mit dem Mann-Whitney U-Test flr
unverbundene  Stichproben auf  signifikante  Unterschiede gepruft. Das
Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgelegt.
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5  Ergebnisse

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen von
Knochen und Muskel, sowie der Gewichts- und Mobilitatsverlauf der Tiere dargestellt.

5.1 Ergebnisse des Mobilitats- und Gewichtsverlaufs

Das Korpergewicht der Tiere wurde an insgesamt acht Tagen im Versuchsverlauf
gemessen. Die erhobenen Messwerte sind in Tabelle 11 aufgefuhrt. Die Mittelwerte

sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

Tab.6: Mittelwerte Korpergewicht der BK, KG, IM und IM+WBYV im Versuchsverlauf

Versuchstag BK KG IM IM+WBV
Tag -5 22,89 22,79 23,59 22,19
Tag +1 22,79 22,39 24,69 22,69
Tag +3 - 229 22,99 21,69
Tag +7 - 22,29 22,59 21,49
Tag +14 - 22,39 22,49 219
Tag +21 - 22,59 22,89 22,19
Tag +27 - 22,69 24 22,59
Tag +28 - 22,79 23,99 22,89

Zu Beginn der Untersuchung (Versuchstag +1) lag das Gewicht der Tiere zwischen
21,0g und 26,2g. Am Versuchsende (Tag +27) wurde ein Gewicht zwischen 20,89 und

24,69 gemessen.

In Abbildung 20 ist das Kérpergewicht der IM, KG und IM+WBYV im Versuchsverlauf
gegenubergestellt. Die Tiere der IM verloren zunéchst bis zum Versuchstag +14 -4,89%
ihres Ausgangsgewichts. Danach stieg das mittlere Korpergewicht bis zum
Versuchende wieder an, so dass die Méuse bis zum Versuchende annaherungsweise ihr
Ausgangsgewicht erreicht hatten. Ein ahnlicher Verlauf zeigte sich in der IM+WBV.
Die Tiere hatten bis zum Versuchstag +14 zunachst -5,11% ihres Ausgangsgewichts
verloren. Danach erhdhte sich ihr Kérpergewicht wieder, so dass sie am Versuchsende
wieder ein Gewicht vergleichbar mit ihrem Ausgangsgewicht erreicht hatten. Das

Gewicht der Tiere in der KG blieb im Versuchsverlauf weitestgehend konstant.
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AbDb.20: Mittleres Korpergewicht aller Gruppen im Versuchsverlauf

Die Mobilitat der Tiere wurde an insgesamt sechs Score-Untersuchungsterminen
bestimmt. In Tabelle 7 sind die MW der erreichten Punkte der KG, IM und IM+WBV

an den sechs Score-Untersuchungsterminen dargestellt.

Tab.7: Mittelwerte der erreichten Punkte der KG, IM und IM+WBY im Rahmen der
sechs Score-Untersuchungen

Gruppe Tag -5 Tag +2 Tag +7 Tag +14 Tag +21 Tag +27
KG 30 Pkt. 30 Pkt. 30 Pkt. 30 Pkt. 30 Pkt. 30 Pkt.
IM 30 Pkt. 2 Pkt. 3 Pkt. 9 Pkt. 22 Pkt. 29 Pkt.
IM+WBV 30 Pkt. 7 Pkt. 5 Pkt. 8 Pkt. 26 Pkt. 30 Pkt.

In Abbildung 21 ist die Mobilitdt der Tiere der IM und der IM+WBV im
Versuchsverlauf gegentbergestellt. Abgebildet sind die mittleren Werte der Mobilitat an
den sechs Score-Untersuchungsterminen. Zu Versuchsbeginn waren die Tiere beider
Gruppen vollstandig mobil (30 Punkte). Nach der Immobilisation sank die Mobilitat in
beiden Gruppen und stieg dann im weiteren Versuchsverlauf wieder an. In der
IM+WBYV war der Mobilitatsverlust am Versuchstag +2, +7, +21 und + 27 weniger
stark ausgepragt, als in der IM. Am Ende hatte die IM eine Mobilitdt von 29 Punkten
und die IM+WBYV von 30 Punkten.
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Abb.21: Mobilitat der IM- und IM+WBYV im Versuchsverlauf

Die Mobilitat der Tiere in den einzelnen Gruppen stellte sich wie folgt dar:

e Kontrollgruppe
Die Tiere der KG waren im gesamten Versuchsverlauf vollstdéndig mobil und erreichten

bei allen sechs Score-Untersuchungen 30 Punkte.

e Immobilisationsgruppe

Zu Beginn der Versuchsreihe waren die Tiere der IM vollstandig mobil (30 Punkte;
100% Ausgangsmobilitét). Sie wurden am Versuchstag 0 mit BTX immobilisiert. In der
Score-Untersuchung am Versuchstag +2 hatte sich die Mobilitadt auf einen mittleren
Punktwert von 2 Punkten verringert (7% der Ausgangsmobilitdt). Bis zum Versuchstag
+7 war die Mobilitat auf 3 Punkte (10% der Ausgangsmobilitdt) angestiegen. Am
Versuchstag +14 wurde die Mobilitat der Tiere wieder mit 9 Punkten (30% der
Ausgangsmobilitdt) gemessen. Bis um Versuchstag +21 war sie weiter bis auf 22
Punkte angestiegen (73% der Ausgangsmobilitat). Am Versuchstag + 27 hatte die IM
eine Mobilitat von 29 Punkten wiedererlangt (97% der Ausgangsmobilitat).

In Abbildung 22 sind die Mobilitdat und das Gewicht der IM im Versuchsverlauf
gegenubergestellt. Wahrend die Mobilitat bis zum Versuchstag +2 von 30 Punkten auf 2
Punkte abfiel, stieg das Korpergewicht der Tiere bis zum Versuchstag +1, zunachst von
23,59 auf 24,6g an. Im weiteren Verlauf gewannen die Tiere wieder an Mobilitat
zurlick, hingegen reduzierte sich das Koéperwicht zwischen dem Versuchstag + 1 von
24,99 bis auf 22,49 am Versuchstag +14. Erst danach stieg auch das Gewicht der Tiere

wieder parallel zum Anstieg der Mobilitat an.
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Abb.22: Mobilitat und Gewicht der IM im Versuchsverlauf

e Immobilisation+Whole-Body-Vibration-Gruppe

Die Tiere der IM+WBV waren zu Beginn der Versuchsreihe vollstdandig mobil (30
Punkte). Im Mittel erreichten sie am Versuchstag +2, 7 Punkte (23% der
Ausgangsmobilitdt). Bis zum Versuchstag +7 verringerte sich die Mobilitat bis auf 5
Punkte (17% der Ausgangsmobilitdat). Am Versuchstag +14 erreichten die Tiere 8
Punkte (27% der Ausgangsmobilitdt) und bis zum Versuchstag +21 wieder 26 Punkte
(88% der Ausgangsmobilitdt). Am Versuchstag +27 hatte die IM+WBYV eine Mobilitét
von 30 Punkten (100% der Ausgangsmobilitéat) zuriickerlangt.

In Abbildung 23 sind die Mobilitat und das Gewicht, der IM+WBYV im Versuchsverlauf
gegenubergestellt. Zusétzlich sind die Tage, an denen das WBYV durchgefihrt wurde
markiert. Die Mobilitat der Tiere war initial von 30 Punkten (Versuchstag -6) bis auf 7
Punkte (Versuchstag +2) abgefallen. Hingegen stieg das Koérpergewicht von 22,1g
(Versuchstag -5) auf 22,6g (Versuchstag +1) an. Bis zum Versuchstag +7 war die
Mobilitat weiter bis auf 5 Punkte gesunken und auch das Gewicht sank bis auf 22,5¢.
Im Zeitraum von Versuchstag +2 bis zum Versuchstag +4 wurden die Tiere erstmalig
dem WBV unterzogen. Zwischen dem Versuchstag +7 und +14 stieg die Mobilitat
wieder von 5 auf 8 Punkte an. Das Gewicht reduzierte sich im gleichen Zeitraum von
22,59 auf 22,4g. Vom Versuchstag +7 bis +11 fand das zweite WBYV statt. Ab dem
Versuchstag +14 bis zum Versuchende stiegen dann Gewicht und Mobilitat der Tiere

kontinuierlich bis zum Versuchende an.
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Abb.23: Mobilitdt und Gewicht und WBV der IM+WBY im Versuchsverlauf
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5.2  Ergebnisse der Untersuchung mittels peripherer quantitativer
Computertomographie

In Abbildung 24‘32 Werden BMC, BMDtrab, BMDcor, BMCCor, BMCtrab, COFtICa|
Thickness, Periosteal Circumference, Endosteal Circumference und BCSA der BK, KG,
IM und der IM+WBYV gegenubergestellt. Abgebildet sind die MW+SD beider Seiten,

die dazugehdrigen Zahlenwerte sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tab.8: Dargestellt sind BMC, BMCyap, BMCgor, BMDyan, BMDgor, BCSA, Cortical
Thickness, Periosteal Circumference und Endosteal Circumference des linken und

rechten Femurs der BK, KG, IM, IM+WBYV; gerundete Werte, MW+SD
* Statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) zur KG
° Statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) zur BK
+ Statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen linker und rechter Extremitat

BK KG IM IM+WBYV
Metaphyse
BMC (mg) links 1,7 +0,05 1,6 +0,04 16+0,1 1,7+0,13
rechts 1,7 %0,09 1,6 0,09 15+0,11%+° 1,6+0,11
BMCtrab (mg) links  0,2+0,02 0,1+0,01 0,1+0,02 0,1+0,02
rechts  0,2+0,03 0,1+0,02° 0,1+0,02° 0,1+0,01°
BMDtrab (mg/cm®) links 142,7 £ 14,99 108,2 + 8,35 112,8 +£13,29 126,7 £19,34
rechts 1504 + 19,16 1154 +13,51° 96,2+11,21*+°  107,4+10,75°
BCSA (mm?) links 3,8+0,07 3,8+0,18 3,8+0,18 3,7+0,13
rechts 3,9+0,15 38+0,1 3,9+0,15 39+0,14
Diaphyse
BMDcor (mg/cm?) links  1117,8 +15,72 1144.4 + 28,97 11354 + 20,26 1165,7 + 8,76
rechts ~ 1126,7 + 15,04 1156,2 + 9,84° 1121,4+20,26*  1137,7+31,95
BMCcor (mg) links 0,9 £0,04 1+0,06 1+0,06 1,1+£0,03
rechts 1+0,04 1+0,05 0,9 +0,08+ 1+0,05
Cortical Thickness (mm) links 0,2+0,01 0,2+0,01 0,2 £ 0,005 0,2 £ 0,005
rechts 0,2 £0,005 0,2+0,01 0,2 + 0,005+ 0,2 £ 0,005
Periosteal Circumference (mm) links 5,1+0,06 5+0,09 5+0,12 540,08
rechts 5,1+0,11 540,10 51+0,14 5+0,09
Endosteal Circumference (mm) links 3,9+0,08 3,8+0,09 38+0,11 3,7+0,11
rechts  3,9+0,08 3,8+0,11 39+0,11+ 3,8+0,09
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Abb.24: BMC der BK, KG, IM, IM+WBV; Dargestellt sind MW+SD des linken und
rechten Femurs

* Statistisch signifikanter Unterschied zur KG (p=0,047)

+ Statistisch signifikanter Unterschied zwischen linker und rechter Extremitat
(p=0,042)

° Statistisch signifikanter Unterschied zur BK (p=0,009)

Der BMC der IM war auf der rechten Seite im Vergleich zur KG, zur BK und zur linken
Extremitét signifikant erniedrigt. Auf der linken Seite der IM+WBV war der BMC

gegenuber der IM erhéht. Dieser Unterschied war nicht signifikant.
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Abb.25: BMC,,, der BK, KG, IM, IM+WBV; Dargestellt sind MW+SD des linken und
rechten Femurs

° Statistisch signifikanter Unterschied zur BK (p=0,023)

* Statistisch signifikanter Unterschied zur BK (p=0,008)

« Statistisch signifikanter Unterschied zur BK (p=0,012)

Der BMCyap war auf der rechten Seite der Gruppen KG, IM und IM+WBV im
Vergleich zur BK signifikant erniedrigt. Auf beiden Seiten war der BMCyap in der
IM+WBV grofier als in der IM sowie auf der linken Seite in der IM+WBV grofRer als

auf der linken Seite in der KG. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abb.26: BMC,, BK, KG, IM, IM+WBYV; Dargestellt sind die MWxSD des linken und
rechten Femurs

+ Statistisch signifikanter Unterschied zwischen linker und rechter Extremitat
(p=0,041)

Der BMC (o der linken und rechten Extremitat fiel in der BK am niedrigsten aus. Die
hochsten Werte zeigten sich auf der linken Seite der IM+WBYV. Diese Unterschiede
waren nicht signifikant. Der geringste BMC, wurde auf der rechten Seite der IM

gemessen. Im Vergleich zur linken Extremitat war er signifikant ernidriegt.
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Abb.27: BMDyap der BK, KG, IM, IM+WBYV; Dargestellt sind die MW+SD des linken
und rechten Femurs

* Statistisch signifikanter Unterschied zur KG (p=0,047)

+ Statistisch signifikanter Unterschied zwischen linker und rechter Extremitat
(p=0,043)

° Statistisch signifikanter Unterschied zur BK (p=0,009)

Die BMDy,p der linken und rechten Extremitat war in der BK am gréf3ten. In der IM war

die BMDy4p auf der rechten Seite im Vergleich zur rechten Seite der KG signifikant
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erniedrigt. Auf beiden Seiten der IM+WBV war die BMDyq, im Vergleich zur 1M
groRer. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abb.28: BMD, der BK, KG, IM, IM+WBV; Dargestellt sind die MW£SD des linken
und rechten Femurs

* Statistisch signifikanter Unterschied zur KG (p=0,047)

° Statistisch signifikanter Unterschied zur BK (p=0,009)

In der IM war die BMD,, auf der rechten Seite gegeniiber der rechten Seite der KG
signifikant erniedrigt (p<0,05). In der KG war die BMD., auf der rechten Seite
gegenuber der rechten Seite der BK signifikant erniedrigt (p<0,05). Auf der rechten
Seite war die BMD¢, in der IM+WBYV im Vergleich zur rechten Seite der KG kleiner.
Die hoéchste BMD¢, wurde auf der linken Seite in der IM+WBV gemessen. Diese

Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abb.29: BCSA der BK, KG, IM und IM+WBV; Dargestellt sind die MW+SD des linken
und rechten Femurs

Die BCSA der linken und rechten Extremitat war in der BK am groften und auf der
linken Seite der IM+WBYV am kleinsten. In der IM war die BCSA auf beiden Seiten
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groer als in der KG und als in der IM+WBYV. Diese Unterschiede waren nicht

signifikant.
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Abb.30: Cortical Thickness der BK, KG, IM und IM+WBV; Dargestellt sind die
MW=SD des linken und rechten Femurs
+ Statistisch signifikanter Unterschied zwischen linker und rechter Extremitat

(p=0,038)

Die kortikale Dicke war auf der rechten Seite im Vergleich zur linken Seite in der IM

signifikant verringert (p<0,05). In der IM+WBYV war die kortikale Dicke auf der rechten

Seite groflRer als auf der rechten Seite der IM sowie auf der linken Seite im Vergleich zu

allen Gruppen am groften. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abb.31: Periosteal Circumference der BK, KG, IM und IM+WBV; Dargestellt sind die
MW=SD des linken und rechten Femurs

Der periosteale Umfang der IM war auf beiden Seiten groRer als in der KG und der

IM+WBV. Bei allen Gruppen war sie auf beiden Seiten im Vergleich zur BK erniedrigt.

Diese Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abb.32: Endosteal Circumference der BK, KG, IM und IM+WBV; Dargestellt sind die
MW=+SD des linken und rechten Femurs

+ Statistisch signifikanter Unterschied zwischen linker und rechter Extremitat
(p=0,042)

Der endosteale Umfang war auf der linken Seite in der KG, IM und IM+WBYV im
Vergleich zur BK Kleiner. Auf der rechten Seite war der endosteale Umfang in der IM
groRer als in der IM+WBYV und der KG. Diese Unterschiede waren nicht signifikant. Im
Vergleich zur linken Seite war der endosteale Umfang auf der rechten Seite in der IM
signifikant erhoht.Die Abbildung 33 zeigt pQCT-Aufnahmen von Transversalschnitten
(distale 17,5% Knochenlinie) des rechten Femurs der KG der IM und der IM+WBV.
Die Aufnahmen geben einen Hinweis darauf, dass sich die Dicke der Kortikalis in der
IM im Vergleich zur KG und zur IM+WBYV verringert hatte.

Kortikalis

KG M IM+WBV

Abb.33: Transversalschnitte des rechten Femurs der hinteren Extremitét der KG, IM
und IM+WBYV:; distale Femur 17,5%-Linie
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5.3  Ergebnisse der Muskeluntersuchungen

In Abbildung 34 und 35 sind die aus den digitalisierten mikroskopierten Bildern
ermittelten Querschnitte der Muskelzellen und die Kapillarisierung pro Muskelzelle der
BK, KG, IM und der IM+WBYV gegenubergestellt. Abgebildet sind die MW von jeweils
50 Muskelzellen des linken und des rechten M. gastrocnemius. Die dazugehdrigen
Zahlenwerte sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Tab.9: MW der Muskelzellquerschnitte und der Muskelkapillarisierung von 50
Muskelzellen des linken und rechten M. gastrocnemius aller Gruppen

BK KG IM IM+WBV
Muskelkapillarisierung links 2,5 2,4 2,9 3,2
(Kapillaren/Zelle) rechts 2,5 3,2 2,9 4,0
Muskelzellquerschnitt links 32,8 32,6 32,6 35,2
(um) rechts 32,8 32,5 30,6 30,9
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Abb.34: Muskelzellguerschnitte der BK, KG, IM, IM+WBYV; Dargestellt sind die MW
von 50 Muskelzellen des linken und rechten M. gastrocnemius

Die Muskelzellquerschnitte der IM und der IM+WBYV hatten im Vergleich zur KG und
BK auf der rechten Seite abgenommen. Der gréfite Muskelzellquerschnitt aller Gruppen

wurde in der IM+WBY auf der linken Seite gemessen.
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Abb.35: Muskelkapillarisierung des M. gastrocnemius der BK, KG, IM, IM+WBV;
Dargestellt sind die MW der Kapillaranzahl von 50 Muskelzellen des linken und rechten
M. gastrocnemius

Die Muskelkapillarisierung war in der IM+WBV auf der linken und der rechten Seite,
im Vergleich zu den anderen Gruppen am grofiten. Die Kapillarisierung der IM war auf
der linken Seite im Vergleich zur KG gréRRer und auf der rechten Seite kleiner. In der
IM und der BK entsprach die Muskelkapillarisierung der rechten Seite der
Muskelkapillarisierung der gruppeneigenen linken Seite. In der KG und IM+WBYV war
jeweils die  Muskelkapillarisierung der rechten Seite groRer, als die
Muskelkapillarisierung der gruppeneigenen linken Seite. In Tabelle 10 sind die
prozentualen Veranderungen von Kapillarisierung und der Muskelzellguerschnitte der
rechten Seite der IM und der IM+WBV im Vergleich zur KG dargestellt. Die
Kapillarisierung in der IM war um -9,4% geringer als in der KG, hingegen hatte sich die
Kapillarisierung in der IM+WBV um +25% im Vergleich zur KG erhoht. Die
Muskelzellquerschnitte waren in der IM um -5,8% und in der IM+WBV um -4,9%

Kleiner als in der KG. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.

Tab.10: Muskelkapillarisierung und Muskelzellquerschnitt der IM und IM+WBV im
Vergleich zur KG (rechte hintere Extremitat)

Gruppe Muskkelkapillarisierung | Muskelzellquerschnitt
IM - 9,4% - 5,8%
IM+WBV + 25% - 4,9%
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie ihrer Art, in der in einem Mausmodell die
Zusammenhadnge von Immobilisation, WBV sowie Knochen- und Muskelparametern
untersucht wurden. Die Darstellung der Effekte eines WBV auf Knochen und Muskel

bei durch BTX immobilisierten M&usen erfolgt erstmalig.

In der Vergangenheit sind in der tierexperimentellen Erforschung des
muskuloskelettalen Systems Immobilisationsmodelle wie Hindlimb-Suspension, neurale
Dissektion und Tenotomie eingesetzt worden. Ein neueres und bislang weniger
untersuchtes Verfahren ist die Immobilisation mit Botulinumtoxin. Aufgrund der
Tierschutzbestimmungen und der besseren Durchfiihrbarkeit wurde ein Modell mit
BTX gewdhlt.

Hinsichtlich der Diskussion der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, sind verschiedene
Limitationen zu beachten. Es handelt sich um eine Studie mit einer nur geringen Anzahl
von untersuchten Tieren, so dass die Ergebnisse in erster Linie als Hinweise fur
potentielle Verédnderungen zu verstehen sind. Zwar sind Untersuchungen mit Mausen
ein gangiges Verfahren in der muskuloskelettalen Forschung, dennoch ist nicht klar ob
die Ergebnisse aufgrund von Strukturunterschieden gegeniiber dem menschlichen
Organismus Ubertragbar sind. So nimmt beispielsweise die Differenzierung und die
Komplexitat von Knochengewebe erst mit zunehmender Korpergrofle und
Lebensspanne bei Saugetieren zu (33). Daher ist zu berilcksichtigen, dass sich die
histologische Knochenstruktur von Mausen mit der Struktur von menschlichen
Réhrenknochen aufgrund der kiirzeren Lebensspanne und der geringeren KdrpergroRRe
der Tiere nur bedingt miteinander vergleichen lasst, und somit auch die Ergebnisse der
Untersuchung nur anndherungsweise auf den Menschen Ubertragbar sind. Auch
berticksichtigt werden muss als technische Einschrankung der pQCT-Untersuchung der
partielle Volumeneffekt (64). Voxel die bei der pQCT-Analyse nicht vollstandig mit
demselben Knochengewebe ausgefullt sind, beeinflussen die Auswertung eines
Knochenanteils. Der partielle Volumeneffekt betrifft vor allem die Untersuchung an
kleine Knochenflachen (48).

6.1 Gewichtsverlauf

Es wird vermutet, dass das Korpergewicht von Tieren in einem unmittelbaren
Zusammenhang mit ihrem Gesundheitszustand steht. Reduziert sich das Gewicht

innerhalb eines Zeitraumes von 24 Stunden um mehr als 10%, so kdnnte dies Zeichen

46



einer gesundheitlichen Beeintrachtigung sein (45). Weder in der hier vorliegenden
Arbeit, noch in den bisher in der Literatur beschriebenen Studien, in denen eine
Immobilisierung von Tieren mit Botulinumtoxin erfolgte, wurde ein Verlust des
Korpergewichts in einer solchen GroRenordnung beobachtet. Im Rahmen einer
Untersuchung mit Botulinumtoxin A immobilisierten Mé&usen kam es zu einem
signifikanten Gewichtsverlust in der Interventionsgruppe. Die Tiere verloren bis zum
14. Versuchstag -5,5% ihres Ausgangsgewichts. Bis zum 21. Versuchstag hatten sie
aber wieder ihr urspriingliches Korpergewicht erreicht (100). Auch in einer
Untersuchung mit Hasen, die mit Botulinumtoxin A immobilisiert worden waren, zeigte
sich nach anfanglichem Gewichtsverlust im weiteren Verlauf eine vergleichbare
Gewichtszunahme in der Interventions- und Kontrollgruppe (60). Manske et al.
untersuchten das Kaorpergewicht von Botulinumtoxin immobilisierten Mausen und
stellten ebenfalls fest, dass die Tiere der Botulinumtoxin-Gruppe zundchst an Gewicht
verloren. Der weitere Gewichtsverlauf der Tiere entsprach dann wieder dem der
Kontrollgruppe (40). Die Ergebnisse dieser Studie bestdtigen die Ergebnisse in der
Literatur. Auch die Tiere der IM und der IM+WBV verloren nach der BTX-
Immobilisation zunédchst geringfugig an Gewicht (IM: -4,89% ihres Ausgangsgewichts,
IM+WBYV: -5,11% ihres Ausgangsgewichts). Ab dem 14. Versuchstag erhdhte sich das
Gewicht wieder. Am Versuchsende hatten alle Tiere ihr Ausgangsgewicht nahezu
wieder erreicht. Eine Immobilisation fiihrt zum Verlust von Muskelmasse bei Mé&usen
und Menschen (42, 97). Demnach ist es moglich, dass der Grund flr die Reduzierung
des Kdrpergewichts der Tiere in den Interventionsgruppen ein immobilisationsbedingter
Muskelmassenverlust war. Da das Kérpergewicht in der KG im Versuchsverlauf nahezu
konstant blieb, scheinen Wachstumseffekte fir die Gewichtsschwankungen in den
Interventionsgruppen nicht verantwortlich gewesen zu sein. Auch Uber direkte Effekte
von Botulinumtoxin auf das Kdrpergewicht ist bislang nichts bekannt. Der Hersteller
des in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Medikaments gibt keine Beeinflussung des
Kdrpergewichts bei einer i.m. Anwendung an. Allerdings beziehen sich diese Angaben
auf die Verwendung einer vergleichsweise geringeren Dosierung beim Menschen, die
nicht auf die Immobilisation einer Extremitat ausgerichtet ist. Ein weiterer Faktor, der
im Bezug auf den Gewichtsverlauf der Tiere berticksichtigt werden muss, ist das WBV.
Zum Zusammenhang von korperlicher Aktivitit und der Verdnderung des
Korpergewichts bei Tieren finden sich in der Literatur widerspruchliche Aussagen. Es
sind Reduzierungen, Erhéhungen oder keine Verdnderungen des Gewichts beschrieben.

Diese Unterschiede beruhen jedoch h&ufig auf dem unterschiedlichen Geschlecht und
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dem Alter der Tiere, oder in Variationen der Belastungsparameter (49). Ob ein WBV
das Korpergewicht beeinflussen kann, ist derzeit noch unklar. Zwar moduliert WBV
den Energieverbrauch, inwieweit eine l&ngerfristige Anwendung auch das
Korpergewicht beeinflussen kann, ist nicht geklart (56). In einer Studie mit Ratten
zeigte sich, dass WBV zu einer Reduzierung des Korperfettanteils und des
Korpergewichts beitragt (39). Hingegen wurde bei untrainierten Frauen, die 24 Monate
regelmaRig an einem WBV teilnahmen, weder die Abnahme des Kdrpergewichts noch
des Korperfettanteils beobachtet (67). Es bleibt daher nicht auszuschlie3en, dass WBV
in dieser Arbeit auch zum anfanglichen Gewichtsverlust der Tiere in der IM+WBV
beigetragen hat. Da die Tiere der IM+WBYV aber trotz Training ab dem 14.Versuchstag
wieder an Gewicht zunahmen, l&sst sich vermuten, dass WBYV nicht ausschliel3lich
hierfur verantwortlich gewesen ist. Auflerdem zeigten auch die Tiere der nicht-
vibrierten IM einen vergleichbaren Gewichtsverlauf wie die vibrierten Tiere, was darauf
hinweist, dass vor allem die Immobilisation den Gewichtsverlauf beeinflusst hat. Es ist
zudem bekannt, dass stressbedingte Gewichtsverluste in tierexperimentellen
Untersuchungen auftreten konnen. Insbesondere dann, wenn den Tieren vor
Versuchsbeginn nicht genigend Zeit zur Akklimatisation gelassen wird (51). Die
Akklimatisationszeit wurde flr die vorliegende Studie deshalb in einer VVorstudie unter
Beobachtung des Kérpergewichts getestet und angepasst. Die Tiere hatten ausreichend
Zeit, um sich an die Versuchsbedingungen zu gewdhnen. Trotzdem kann auch die
Immobilisation selbst zur Stresserzeugung bei den Tieren beitragen. In einer Studie mit
Hindlimb-Suspension immobilisierten Ratten wurde die Menge von Stresshormonen im
Urin der Tiere untersucht. In den ersten drei Tagen nach der Immobilisation wurde eine
signifikant erhéhte Ausscheidung von Corticosteroiden und Katecholaminen gemessen,
was darauf hindeutet, dass es durch die Immobilisation zu einer Stressreaktion der Tiere
gekommen war (34). Ob die Immobilisation mit Botulinumtoxin einen vergleichbaren
Stresseffekt hat, wurde bislang noch nicht untersucht. In den téglichen
Routinekontrollen wahrend dieser Studie zeigten die Tiere keine Auffalligkeiten in
ihrem Verhalten. Die Grinde fir den Gewichtsverlauf in den Interventionsgruppen
lassen sich demzufolge nicht eindeutig benennen. So kdénnten Muskelmassenverlust,
BTX, WBV oder Stressfaktoren zur anfanglichen Reduzierung des Kdorpergewichts

beigetragen haben.
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6.2 Mobilitatsverlauf

Eine Mobilitdtsbeobachtung im Zusammenhang mit einer BTX-Immobilisation und
WBYV, ist in der Literatur bislang noch nicht beschrieben worden. Auch wahrend
tierexperimentellen Untersuchungen mit anderen Immobilisationsverfahren wie
Hindlimb-Suspension, Tenotomie oder neuraler Dissektion wurde die Mobilitat der
Tiere noch nicht untersucht. Dies begriindet sich zum Teil in der Invasivitat dieser
Verfahren, durch die ein Wiedererlangen der Mobilitat weitestgehend ausgeschlossen ist
(30). Die Tiere der KG waren im gesamten Versuchsverlauf vollstandig mobil. Bei den
Tieren der IM und der IM+WBYV war die Mobilitat unmittelbar im Anschluss an die
Immobilisation deutlich reduziert. Bis zum Versuchende hatten beide Gruppen
anndherungsweise wieder ihr urspriingliches Mobilitatsniveau erreicht (IM: erreichten
wieder 97% ihrer  Ausgangsmobilitdt, IM+WBV: erreichten 100% ihrer
Ausgangsmobilitat). Dieser Verlauf entspricht nur zum Teil den bisher in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen, bei denen die Tiere allerdings keinem WBV unterzogen
wurden. Bei immobilisierten Tieren zeigte sich ebenfalls ein Verlust der Mobilitét
unmittelbar nach der Anwendung von Botulinumtoxin. Ab dem 14.Versuchstag nach
der Immobilisation stieg die Mobilitat dieser Tiere langsam wieder an. Im Gegensatz zu
den Tieren, die in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurden, erreichten sie nur wieder
anndherungsweise 60% ihrer Ausgangsmobilitat (95). Eine mdgliche Erklarung fir
diese unterschiedlichen Beobachtungen liegt in den variierenden Dosierungen des
Botulinumtoxins, sowie in Unterschieden im Versuchsaufbau. So wurden in dieser
Studie auch einige Kriterien des Mobilitatsscores modifiziert. Es zeigte sich als Trend,
dass die Mobilitat der IM+WBV am Versuchsanfang weniger stark abfiel und der
Funktionsverlust dieser Tiere geringer war als in der IM. Ab dem Versuchstag +14
wiesen die Tiere in der IM+WBV zudem einen schnelleren Zuwachs an Mobilitét bis
zum Versuchsende auf, wo dann aber beide Gruppen wieder ein vergleichbares Niveau
erreicht hatten. Es kann daher vermutet werden, dass das WBV einen positiven Effekt
auf den Mobilitatsverlauf hatte. Das WBV die Mobilitdt bei bestimmten
Patientengruppen positiv beeinflussen kann, wurde in der Vergangenheit bereits gezeigt
(1, 8). Es ist auch bekannt, dass durch WBYV die Propriozeption und die neuromuskulare
Effizienz verbessert werden kann (6). Neben dem WBV kdénnten physiologische
Regenerationsprozesse der Muskulatur und Nebenwirkungen des BTX als weitere
Faktoren den Verlauf der Mobilitdt der Tiere beeinflusst haben. Bei einer
Botulinumtoxin-Anwendung wird angenommen, dass es zu einer Blockade der

Erregungslbertragung an der motorischen Endplatte der Muskulatur kommt. In der
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Literatur ist beschrieben, dass es in Abhédngigkeit der Dosis zur Regeneration und
Neubildung von Synapsen kommen kann (18). Dadurch erlangt die zuvor inhibierte
Muskulatur ihre Funktion zurlck. Diese Regenerationsprozesse konnen dann wiederum
schon fruhzeitig einen Einfluss auf die Mobilitdt haben. Vergleichbar mit den
Ergebnissen dieser Studie kam es auch in den in der Literatur beschriebenen
Untersuchungen bereits zwei Wochen nach der Immobilisation wieder zu einer
Steigerung der Mobilitdt. Nach vier Wochen hatten die Tiere wieder einen Groliteil
ihrer Ausgangsmobilitat zurickerlangt (26, 95). So lasst sich vermuten, dass auch
physiologische Regenerationsprozesse neben dem WBV den Mobilitatsverlauf
mitbeeinflusst haben.

6.3 Verdnderung der Knochenparameter durch Immobilisation und
Whole-Body-Vibration

6.3.1 Vergleich der Kontrollgruppe mit der Basiskontrollgruppe und der
Immobilisationsgruppe

Abgesehen von der kortikalen Dicke, BMC¢, und BMD¢, waren die Ubrigen
Knochenparameter erwartungsgemaf in der BK am grofiten. Da sich diese kortikalen
Parameter nicht nur gegeniiber den Interventionsgruppen sondern auch im Vergleich zur
KG kleiner darstellten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass physiologische
Wachstumsprozesse der Tiere in der KG, IM und IM+WBY hierfiir die Ursache waren.
So kommt es im Rahmen der Knochenlangenentwicklung zu einer VergroRerung der
Hebelkréafte (77). In Folge nimmt im weiteren Entwicklungsverlauf auch die auf den
Knochen einwirkende Muskelkraft zu wodurch wiederum die Knochenfestigkeit steigt
(59). Mit Ausnahme der BCSA fielen in der IM alle anderen Knochenparameter
niedriger aus, als in der KG. Der BMC sowie die BMDy4p, und die BMD¢,, waren dabei
in der IM signifikant kleiner, als in der KG. Diese Ergebnisse zeigen, dass es durch eine
Immobilisation mit BTX zum Knochenabbau kommt. Die Beobachtungen entsprachen
denen, wie man sie auch bei osteoporotischen Knochenverdnderungen findet. Ein
gesteigerter periostealer Anbau fiihrt zu einer Zunahme der Knochenquerschnittsflache.
Gleichzeitig ist das endosteale Remodelling derart verandert, dass der Abbau tberwiegt
und es kommt so zu einer Negativbilanz hisichtlich des Knochenan-/abbaus - die
endosteale Knochenstruktur ist reduziert (85). Durch einen gesteigerten periostealen
Knochenanbau und die VergréRRerung der BCSA versucht der Knochen seine Festigkeit
und seine Stabilitat, die durch den endostealen Abbau abnehmen, zu erhalten (84).

Dieselben Veranderungen wurden bei den Tieren der IM beobachtet. Auf der rechten
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Seite kam es durch die Immobilisierung zur Abnahme von BMC, BMCyap, BMCeo und
BMDyq,. Das Modelling und Remodelling des Knochens waren durch die
Immobilisierung gestort. Hingegen waren die Periosteal Circumference und die BCSA,
als Ausdruck der Kompensation des endostealen Knochenabbaus, durch einen
periostealen Knochenanbau auf der rechten Seite groRer als in der KG und der
IM+WBYV. Die Cortical Thickness war verringert, was ebenfalls hdufig im Rahmen von
osteoporotischen Knochenverédnderungen vorkommt (85). Der Zusammenhang einer
Botulinumtoxin-Immobilisation, dem Knochenmineralgehalt und dem
Knochendichteverlust wurde bislang bei M&usen und Hasen untersucht (29, 66, 100).
Auch in der vorliegenden Untersuchung wurden durch die BTX-Immobilisation, die auf
den Knochen einwirkenden Muskelkrafte inhibiert und so die funktionelle
Beanspruchung des Knochens reduziert. Die Mobilitat der Tiere fiel unmittelbar nach
der Injektion von BTX deutlich ab. Das Alltagsverhalten der Tiere war stark
beeintréchtigt. Aktivitaten wie Klettern, Laufen und Stehen waren nicht mehr moglich,
oder sie fielen den Tieren sehr schwer. Die Rickkoppelungsschleife zwischen
mechanischer Verformung des Knochens durch die einwirkende Muskelkraft und die
daraus resultierende Adaptation der Knochenfestigkeit war bei den Tieren in den
Interventionsgruppen gestort. Der Knochenmineralgehalt und die Knochendichte
verringerten sich. Andere tierexperimentelle Studien konnten den WVerlust der
Knochenfestigkeit durch eine Immobilisation bereits nachweisen (14, 30, 74).
Allerdings wurden in diesen Arbeiten Immobilisationsmodelle wie Hindlimb-
Suspension, Tenotomie oder neurale Dissektion eingesetzt. Bei dem haufig
durchgefuhrten Hindlimb-Suspension-Immobilisationsmodell wird das Hinterteil der
Tiere so angehoben, dass der vordere Korperanteil in eine 30° Kopftief-Position
gelangt. Das Tier wird in dieser Position dauerhaft fixiert, so dass eine
Gewichtsbelastung der hinteren Extremitdt nicht mehr moglich ist (45). Dieses
Immobilisationsverfahren unterscheidet sich im Aufbau zu dem in dieser Studie
angewandten BTX-Modell, bei dem sich die Tiere trotz der Immobilisation weiterhin
frei in ihrem Stall bewegen konnten. Die Immobilisation mit BTX im Tiermodell ist
eine Methode zur Untersuchung von Inaktivitatsprozessen an Knochen und Muskulatur.
Obwohl die Tiere, in der vorliegenden Arbeit, im Versuchsverlauf nicht durchgehend
vollstandig immobil waren, sondern wieder an Mobilitat hinzugewannen, zeigten sich in
der IM deutliche Unterschiede in der Knochenstruktur im Vergleich zu den Tieren der
KG. Dies spricht daftr, dass die gewahlte Dosierung des BTX ausreichend war, um eine

das muskuloskelettale System beeinflussende Inaktivitdt zu simulieren ohne die Tiere
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der Gefahr einer systemischen Uberdosierung auszusetzen. Die Tiere beider
Interventionsgruppen wurden im Versuchsverlauf wieder zunehmend mobiler und ihre
Muskelfunktion wurde besser. Es wird vermutet, dass es dosisabhangig zu einer
Regeneration des Muskels nach einer Botulinumtoxin-Injektion kommen kann (18). So
stellte sich im Tiermodell die Muskelgrofie 8 bis 18 Wochen nach Botulinumtoxin-
Injektion wieder als normal dar (21, 30). Besteht eine langere Immobilisierung durch
Hindlimb-Suspension und wird diese dann aufgehoben, regenerieren der Knochen und
die Muskulatur ~ der  Tiere  ebenfalls  wieder (2). Physiologische
Regenerationsmechanismen scheinen somit auch bei den Tieren der IM und IM+WBV
in der vorliegenden Untersuchung eine Rolle gespielt zu haben. Auch in den in der
Literatur beschriebenen Untersuchungen wurden die Tiere im Versuchsverlauf wieder
zunehmend mobiler (95). Im Gegensatz zur Steigerung der Mobilitat beanspruchen die
regenerativen Prozesse von Muskeln und Knochen nach einer Botulinumtoxin-
Immobilisation allerdings weitaus mehr Zeit (26). Uber die Hintergriinde dieser
Regenerationsvorgange im Zusammenhang mit einer Botulinumtoxin-Immobilisation

ist bislang noch wenig bekannt.

6.3.2 Vergleich der Kontrollgruppe mit der Immobilisations+Whole-Body-
Vibration-Gruppe

Die Analyse der Knochenparameter der IM+WBYV zeigte, dass es in dieser Gruppe
keine signifikanten Verdnderungen im Vergleich zur KG gab. Weder der
Knochenmineralgehalt noch die Knochendichte waren in der IM+WBV signifikant
verringert. Die IM+WBV wurde, anders als die IM, einem regelmaRigen WBV
unterzogen. In der IM+WBV wurde durch das WBV ein wie in der IM zu
beobachtender Knochenabbau kompensiert. In  der Vergangenheit wurden
tierexperimentelle Studien zur Untersuchung der Effekte eines WBV und einer
Immobilisation vor allem im Hindlimb-Suspension Tiermodell durchgefiihrt. So wurde
an adulten Mausen untersucht, ob Vibrationsreize dem Knochenabbau wahrend einer
Hindlimb-Suspension entgegenwirken kdénnen (54). Im Vergleich zur immobilisierten
und nicht-vibrierten Kontrollseite war die Knochenfestigkeit auf der vibrierten Seite der
Tiere groBer. Gegenuber einer nicht-immobilisierten und  nicht-vibrierten
Kontrollgruppe zeigte sich, dass insbesondere der trabekuldre Knochenanteil durch die
Vibrationsreize stabiler wurde. Rubin et al. untersuchten Hindlimb-Suspension-
immobilisierte Ratten, die ein Vibrationstraining durchfuhrten und stellten fest, dass die
Knochenmineralisationsrate durch die Vibrationsreize erhéht werden konnte (72).
Allerdings deuten einige Untersuchungen darauf hin, dass Vibrationsreize bei nicht-
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immobilisierten Tieren keinen Effekt auf die Knochenfestigkeit haben. Gesunde Tiere,
die auBer einer Vibration keiner anderen Intervention ausgesetzt waren, zeigten nach
einer finfwochigen Versuchsdauer keine Veranderungen am Knochen (11, 38). Diese
Ergebnisse entsprechen auch den Untersuchungen mit humanen Probanden. So ist in der
Literatur beschrieben, dass nur bestimmte Gruppen, wie beispielsweise altere Menschen
oder aktivitatseingeschrankte Patienten von einem Vibrationstraining profitieren (56,
58). Das Tiermodell in der vorliegenden Arbeit sollte einen Inaktivitatszustand
simulieren, um zu untersuchen, ob WBV dem Knochenabbau bei krankheitsbedingter
Inaktivitat entgegenwirken kann, wie man ihn beispielsweise auch bei Kindern mit
Osteogenesis imperfecta oder Cerebralparesen findet. Bei den immobilisierten Tieren in
der vorliegenden Arbeit spielte dabei WBV zur Verbesserung der Knochenstruktur eine
entscheidende Rolle. Die genaue Wirkungsweise der Vibrationsreize wird derzeit weiter
diskutiert (56). Es ist bekannt, dass die durch Muskelaktivitdt ausgeldsten
Verformungen einen wichtigen Stimulus zur Adaptation des Knochens darstellen (79).
In der IM+WBYV war der Mobilitatsverlust der Tiere bis zum Versuchstag +14 weniger
stark ausgepragt, als in der IM, so dass weiterhin eine Stimulation des Knochens durch
Bewegung stattfinden konnte. Durch Botulinumtoxin wird die Erregungstbertragung an
der motorischen Endplatte unterbrochen und die Muskelfunktion gehemmt (18). Die
funktionelle Belastung des Knochens war reduziert und so kam es bei den Tieren der
IM, die keinem WBV ausgesetzt wurden, zum Knochenabbau. Das WBYV hatte trotz der
Hemmung der Muskelfunktion einen positiven Einfluss auf die Mobilitdt und die
Knochengeometrie der Tiere der IM+WBV. Auch die Schwerkraft, die trotz der BTX-
Immobilisation weiterhin auf die Tiere einwirkte, kann eine Rolle bei der
Knochenadaptation und der Verhinderung des Knochenverlustes gespielt haben. Da
aber beide Interventionsgruppen dieser gleichermalien ausgesetzt waren und der
Knochenabbau nur bei den Tieren in der IM+WBYV gemindert werden konnte, scheint
WBV der wichtigere Faktor fiir den Knochenerhalt gewesen zu sein. Ware die
Schwerkraft alleinige Ursache, dann ware zu erwarten gewesen, dass sich die IM und

die IM+WBYV gleichermaBen im Hinblick auf die Knochenstruktur entwickelt hatten.

Es lasst sich sagen, dass der immobilisationsbedingte Knochenverlust durch WBV in
der IM+WBV gemindert werden konnte. Bei krankheitsbedingten Mobilitatsverlusten
im Erwachsenen-, Kindes- und Jugendalter scheint ein Training mit WBV demnach
eine sinnvolle Therapieergdnzung zu sein, um einem inaktivitatsbedingten

Knochenabbau entgegenzuwirken.
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6.3.3 Vergleich der Immobilisationsgruppe mit der
Immobilisation+Whole-Body-Vibration-Gruppe

Die Tiere der IM hatten mit Ausnahme der BCSA, im Vergleich zur IM+WBYV,
niedrigere Werte in allen lbrigen Knochenparametern. Am deutlichsten waren die
Unterschiede von BMC, BMCya, und BMDya,. Die Verringerung der trabekuldren
Knochenparameter dulerte sich in der Reduzierung des BMC. Auch der BMCq, und die
BMDc, waren in der IM verringert, allerdings fielen diese Unterschiede kleiner aus. Die
BCSA war in beiden Gruppen ahnlich und gréRer als in der KG. Durch den Vergleich
der beiden Gruppen wird einerseits die Auswirkung von Inaktivitadt auf den Knochen
und andererseits die Kompensationsmoglichkeit der Inaktivitatsfolgen durch WBV
deutlich. Bei den in der Literatur beschriebenen Immobilisationsmodellen sind die
Prozesse, die zu einem Knochenverlust fuhren nicht in jedem Modell gleich. So kommt
es beispielsweise bei der Hindlimb-Suspension zu einer Kombination aus einer
verminderten Osteoblasten- und einer erhohten Osteoklasten-Aktivitdt am Knochen.
Hingegen fuhrt eine Immobilisation durch Neurotomie in erster Linie zu einer
gesteigerten  Osteoklastenaktivitait und einem  weitaus  schwerwiegenderem
Knochenabbau (55). Die Literaturergebnisse beziglich einer Botulinumtoxin-
Immobilisation und den Verdnderungen am Knochen sind unterschiedlich. So ist
beschrieben, dass es zur Reduzierung endostaler Knochenflachen und der trabekuléren
Knochenstruktur kommt, wahrend der kortikale Knochen nur wenig beeinflusst wird
(95). Rauch et al. beobachteten hingegen, dass der Knochenverlust primdr aus einer
Abnahme der periostalen Knochenanlagerung resultiert (60). Poliachik et al. stellten
nach einer Botulinumtoxin A Immobilisation von M&usen sowohl einen kortikalen als
auch einen trabekuldaren Knochenverlust fest. Der trabekulare Knochenverlust vollzog
sich schneller und war am 12. Tag nach Injektion am groRten (55). Bedingt durch
Unterschiede in der Botulinumtoxin-Dosierung, dem Studiendesign oder anderer
Faktoren variiert das Ausmal des Knochenabbaus in den in der Literatur beschrieben
Arbeiten. In der vorliegenden Arbeit betraf der Knochenabbau bei den Tieren der IM
insbesondere den trabekuldaren Knochenanteil, wenngleich auch die Kkortikale
Knochendichte, der kortikale Knochenmineralgehalt und die Cortical Thickness des
Knochens reduziert waren. Die IM+WBV hatte im Gegensatz zur IM deutlich héhere
trabekulare Knochenwerte sowie einen groReren BMC und eine groRere kortikale
Dicke. Diese Ergebnisse entsprechen den in der Literatur beschrieben Untersuchungen.
So konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Knochen auf die Stimulation mit

Vibrationsreizen mit einer Zunahme der trabekuldren Dichte und des trabekuléren
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Volumens adaptiert. Dabei spielen individuelle Faktoren wie Alter, Geschlecht und
Gesundheitszustand eine wichtige Rolle hinsichtlich der Effektivitat des
Vibrationstrainings (63, 65, 76). Man weil}, dass eine verringerte Knochendichte zu
einem erniedrigten Knochenmineralgehalt fiihrt und das die Knochenfestigkeit abhéngig
von der Knochendichte, dem Knochenmineralgehalt und von der Knochengeometrie ist
(79). Bezogen auf die Ergebnisse dieser Arbeit ist dies ein Hinweis darauf, dass die
Knochenfestigkeit der Tiere in der IM insgesamt geringer war, als die der Tiere in der
IM+WBYV. Die Stabilitdt eines Knochens erhoht sich bekanntermalen durch einen
groReren Knochenquerschnitt (79). Die BCSA war in der IM auf der rechten Seite
minimal groRer als in der IM+WBYV und deutlich groRer als in der KG. Da gleichzeitig
aber die kortikale Dicke Kkleiner und der peri-/endosteale Umfang grof3er waren als in
der IM+WBYV, ist dies ein Hinweis darauf, dass die erhohte BCSA der IM Ausdruck
eines periostelaen Knochenanbaus war, um die Knochenstabilitdt durch eine
VergrélRerung des Knochenquerschnitts zu erhalten. Korperliches Training und
Vibrationstraining kdnnen ebenfalls dazu beitragen den Knochenquerschnitt zu erhéhen
(34, 105). In der IM+WBYV war die BCSA auf der rechten Seite groRer als in der KG.
Auch die kortikale Dicke war im Vergleich zur IM groRer. Ein Training mit
Vibrationsreizen kann zu einer VegroRerung der kortikalen Dicke flihren (23). Der
endosteale Umfang war in der IM+WBYV Kleiner als in der IM. In der Literatur ist
beschrieben, dass es durch ein Training zu einer Erhéhung der kortikalen Dicke mit
gleichzeitiger Abnahme des endostealen Umfangs kommen kann (96). Neben dem
groReren BMC, BMCyq, und BMC,r sowie der grofieren BMDya, und BMDgor Sind
auch eine erhohte kortikale Dicke, bei gleichzeitiger Abnahme des endostealen
Umfangs, als ein wichtiger Hinweis auf die vermehrte Knochenfestigkeit in der

IM+WBY gegenuber der IM zu werten.

6.4 Muskelparameter

Vergleicht man den Muskelzellquerschnitt der IM und der IM+WBYV mit dem der KG,
so stellt man fest, dass der Querschnitt auf der mit BTX behandelten Seite der
Interventionsgruppen kleiner war. Die Ergebnisse zeigen, dass die Immobilisation zu
einer Verringerung des Muskelzellquerschnitts gefiihrt hat. Das WBV konnte den
Muskelzellquerschnitt auf der nicht immobilisierten Seite steigern, jedoch auf der
immobilisierten Seite die Abnahme nicht verhindern. Bekannt ist, dass die
Muskelzellenquerschnittsfliche und die Muskelkraft durch WBV und Training

vergrofRert werden kdnnen (28, 72, 73). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
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bestatigen die bisher in der Literatur beschriebenen Untersuchungen, bei denen das
Vibrationstraining einen positiven Effekt auf gesunde Muskulatur hatte. So reagiert die
Muskulatur der Tiere in der IM+WBYV auf der nicht-immobilisierten Seite mit einer
Zunahme des Muskelzellquerschnitts. Da es durch die Anwendung von BTX zu einer
Storung der neuronalen Erregungsibertragung am Muskel kommt, ist zu vermuten, dass
es dadurch bedingt, trotz eines Trainings mit WBV nicht zu einer VergréRerung des
Muskelzellguerschnitts kommen konnte. Auf der nicht-immobilisierten Seite hingegen
wurde in der IM+WBV der groRte Muskelzellguerschnitt festgestellt. Hier war die
Erregungsuibertragung an der Muskulatur ungestort und das WBV konnte so eine
VergrolRerung des Muskelzellquerschnitts erwirken. Mdoglicherweise hat die
Immobilisation mit BTX auch noch einen direkten abbauenden Effekt auf die
Muskulatur. So ist beschrieben, dass es infolge einer i.m. Botulinumtoxin-Injektion bei
Mdusen und bei gesunden  Erwachsenen zu einer  Abnahme  der
Muskelquerschnittsfliche kommen kann (40, 83). Die Kapillarisierung der Muskulatur
hatte in der IM+WBYV im Vergleich zur KG und IM auf beiden Seiten zugenommen.
Korperliches Training erhdht die Kapillarisierung an einem aktiven Muskel. Bedingt
durch eine vaskulare Adaptation kommt es zur Zunahme des Blutflusses und durch die
Erhohung der Sauerstoffaustauschkapazitat kann die Leistungsfahigkeit der Muskulatur
gesteigert werden (62). Uber den Zusammenhang vom Vibrationstraining und
Muskelkapillarisierung lassen sich in der Literatur nur wenige Untersuchungen finden,
und die Ergebnisse sind unterschiedlich. So werden sowohl eine Zunahme als auch eine
Abnahme der Kapillarisierung beschrieben (46, 88). Entgegen den Beobachtungen von
Murfee et al., die eine signifikante Abnahme der Muskelkapillarisierung nach einem
Vibrationstraining feststellten (46), fihrte das WBV in der vorliegenden Studie zu einer
Steigerung der Kapillarisierung auf der immobilisierten und auf der nicht-
immobilisierten Seite. Es wird diskutiert, ob die gesteigerte Kapillarisierung der durch
WBV beanspruchten Muskeln, gleichermallen eine Adaptation auf die vermehrte
Beanspruchung darstellt (88). Inwieweit eine i.m. Injektion von Botulinumtoxin einen
direkten Einfluss auf die Kapillarisierung der Muskulatur hat, wurde bislang noch nicht
untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten darauf hin, dass die
Kapillarisierung durch BTX nicht beeinflusst wird, denn sie bleibt bei den Tieren der
IM auf beiden Seiten gleich und entspricht der Kapillarisierung der KG. Denkbar wére
zudem, dass es durch physiologische Regenerationsmechanismen in Folge der BTX-
Immobilisation zu einem erhdhten Sauerstoff- und Perfusionsbedarf der Muskulatur

kommt, mit daraus resultierender gesteigerter Kapillarisierung. In dieser Hinsicht ware
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dann aber auch eine erhdhte Kapillarisierung in der IM zu erwarten gewesen, was

jedoch nicht der Fall war.

6.5 Muskel-Knochen Interaktion

Das WBV konnte in dieser Studie trotz der inhibierten Muskelfunktion einen
immobilisationsbedingten Knochenabbau verhindern. Judex et al. untersuchten Mé&use,
die lokalen Vibrationsreizen unterzogen wurden. Die Tiere wurden dafir in eine
spezielle Vorrichtung eingespannt und mit 45 Hz (bei einer Akzeleration von 0,3g oder
0,69) jeweils zehn Minuten pro Tag vibriert. Wahrend der Durchfiihrung des WBV
wurden die M&use anasthesiert, so dass keine Muskelaktivitdt moglich war. Nach einem
Zeitraum von drei Wochen war die trabekuldre Knochenneuformation auf der vibrierten
Seite 88% groRer als auf der nicht vibrierten Seite (32). Die Autoren folgerten daraus,
dass Vibrationsreize unabhangig von der muskuldren Knochenstimulation auch direkt
auf den Knochen wirken konnen. Christiansen et al. untersuchten in einem dhnlichen
Versuchsaufbau die Effekte von Vibrationsreizen auf das muskuloskelettale System von
Mausen. Sie konnten aber im Gegensatz zu Judex et al. keine anabole Wirkung der
Vibration auf den Knochen bei den anasthesierten Tieren feststellen (11). Osteozyten
kdnnen auf Vibrationsreize direkt reagieren (90). In erster Linie filhren Vibrationsreize
mit Akzelerationen von mehr als 1g zu Knochenverformungen und begtinstigen damit
die Adaptation des Knochens. Im Gegensatz dazu lassen sich durch geringer dosierte
Vibrationsreize (<1g) keine Knochenverformungen auslésen (32). Es lasst sich
demnach vermuten, dass die Vibration nicht nur durch die Knochenverformung zur
Knochenadaptation beitragen kann, sondern auch durch andere bislang noch ungeklarte
Mechanismen. Wirde die Muskulatur keine Rolle bei der Adaptation des Knochens auf
die Vibrationsreize spielen, ware zu erwarten gewesen, dass in dieser Studie zwischen
linker und rechter Seite der IM+WBYV keine Unterschiede bei den Knochenparametern
bestehen, was jedoch nicht der Fall war. Es zeigten sich auf der nicht-immobilisierten
Seite ein groRerer BMC, BMC,r und BMCyrap. Auch die BMDyap und BMDor Waren
auf der nicht-immobilisierten Seite groRer als auf immobilisierten Seite, wo die
Muskelfunktion gehemmt war. Ein direkt hemmender Effekt von Botulinumtoxin auf
Osteozyten ist nicht bekannt. Mdglicherweise kommt es infolge der Vibrationsreize
deshalb durch die ungestorte Muskel-Knochen-Interaktion auf der nicht-immobilisierten
Seite der IM+WBYV zu den groBten Veradnderungen von BMC, BMCo, BMCyrap und der
kortikalen Dicke im Vergleich zur IM und KG. Es ist zudem ein Trainingsphdnomen

beschrieben - das sogenannte ,,Overflow“-Phdanomen. Im Rahmen eines Trainings
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lassen sich hierbei Trainingseffekte auch an der Muskulatur anderer, nicht unmittelbar
trainierter Extremitaten und Korperteile, feststellen. Dies wird als Overflow bezeichnet
(43, 51). Bezogen auf die Tiere der IM+WBV bedeutet dies, dass ein WBV
moglicherweise durch Overflow auch auf der immobilisierten Seite einen
Trainingseffekt induziert hat, der dazu beigetragen hat den Abbau von Knochen und
Muskulatur zu mindern. Falls es eine direkte und muskelunabhdngige Reaktion der
Osteozyten auf die Vibrationsreize geben sollte, so scheint diese durch eine intakte
Muskelfunktion zusétzlich verstérkt zu werden. Die nicht-immobilisierte, vibrierte Seite
der IM+WBV zeigte, ausgenommen vom BCSA, die hochsten Werte bei den
Knochenparametern im Vergleich zur IM und zur KG. In der Vergangenheit wurde
beobachtet, dass es nach Botulinumtoxin-Immobilisation wieder zur Regeneration von
Muskulatur und Knochen kommen kann. Dabei regenerieren Knochen und Muskulatur
von Beginn an parallel. Das heilt, es bedarf nicht zundchst einer muskuldren
Regeneration, damit auch der Knochen wieder regenerieren kann (40). Die Autoren
vermuten, dass einige Muskelanteile (Low-Twitch Fasern) schneller regenerieren und
diese Partialfunktion der Muskulatur bereits ausreicht, um den Knochen zu stimulieren.
Auch bei den Tieren in der vorliegenden Arbeit, die mit BTX immobilisiert wurden,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass ahnliche muskulare Mechanismen als Folge der
Regeneration dazu beigetragen haben den Knochenabbau zu vermindern.
Maglicherweise wurden diese physiologischen Regenerationsprozesse durch das WBV
noch zusatzlich begunstigt. Dass die Muskulatur durch WBYV beeinflusst wurde, zeigte
die erhohte Kapillarisierung in der IM+WBYV. Auf der immobilisierten Seite war die
Kapillarisierung am  grofRten. Dies koénnte zum einen  Ausdruck der
Regenerationsmechanismen in Folge der BTX-Immobilisation sein. Zum anderen
reagierte auch die nicht immobilisierte, vibrierte Muskulatur mit einer Zunahme der

Kapillarisierung, so dass dies ein WBV-bedingter Effekt zu sein scheint.
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7 Zusammenfassung

In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass die Muskelfunktion und die
Knochengeometrie in einer engen Beziehung zueinander stehen. Funktionelle
Belastungen des Bewegungsapparates stellen einen wichtigen Stimulus fir Wachstum
und Entwicklung des muskuloskelettalen Systems dar. Verschiedene Erkrankungen im
Kindes- und Jugendalter gehen mit einer eingeschrankten Mobilitdt und einem
sekundéren Knochen- und Muskelabbau einher. Ziel der Arbeit war es
Adaptationsmechanismen von Knochen, Muskulatur und Mobilitdt in einem Tier-
Immobilisationsmodell wahrend eines Trainings mit Whole-Body-Vibration zu
untersuchen. Hierfur wurden die morphologischen und strukturellen Verdnderungen
verschiedener Knochenparameter des Femurs bei Clostridium botulinum Toxin Typ A-
immobilisierten Mausen mittels peripherer quantitativer Computertomographie
analysiert sowie der Muskelzellquerschnitt und die Muskelzellapillarisierung des
M.gastrocnemius bestimmt. Die Mobilitat der Tiere, die mit Hilfe eines Scores beurteilt
wurde, war bei den Tieren in den Interventionsgruppen nach der Immobilisation stark
vermindert. Bei den Tieren, die dem Whole-Body-Vibration-Training unterzogen
wurden, zeigte sich im Versuchsverlauf ein weniger stark ausgepragter Mobilitatsverlust
als bei den Tieren in der immobilisierten aber nicht-vibrierten Gruppe. Die
Immobilisierung  flhrte in der nicht-vibrierten Immobilisationsgruppe zum
Knochenabbau, zu einer VergroRerung der Knochenquerschnittsflache, zur
Verringerung der Mobilitat und zur Reduzierung des Muskelzellquerschnitts. In der
Immobilisations+Whole-Body-Vibration-Gruppe waren Knochendichte und
Knochenmineralgehalt gegentiber der Immobilisationsgruppe gréfRer und im Vergleich
zur Kontrollgruppe fand kein signifikanter Knochenabbau statt. Das Whole-Body-
Vibration-Training flihrte dartiberhinaus zu einer gesteigerten Kapillarisierung der
Muskulatur auf beiden Seiten sowie zu einer Zunahme des Muskelzellquerschnitts auf
der nicht-immobilisierten Seite. Die grofiten Effekte durch Whole-Body-Vibration auf

Muskel und Knochen wurden auf der nicht-immobilisierten Seite erzielt.

Mit dieser Arbeit konnte das Adaptationspotential des muskuloskelettalen Systems auf
mechanische Vibrationsreize bestétigt werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
in der Pravention von sekundaren Knochenerkrankungen bei Kindern und Jugendlichen
ein  Whole-Body-Vibration-Training eine  sinnvolle  Therapieergdnzung  zur
Verbesserung von Mobilitdt und Knochengeometrie sowie zur Verhinderung eines

sekundaren Knochenabbaus darstellen kann.
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Immobilitats-/Mobilitdts-Score
Gruppe 2 (KG)
Untersucher (Name) Gesamtpunkizahl
Datum: Kafignr. Tiernr. 0 Punkie 1 Punkt 2 Punkte
Ubung 1: M102
3| M152
Abd. d. hinteren Beine wéhrend M154
des Anhebens des Korperhinterteils 4] M105
M199
Ubung 2: M102
3] M152
Zehenextension wéahrend M154
des Sitzens 4] M105
M199
Ubung 3: M102
3| M152
Benutzen re. Hinterbein M154
wahrend Lauf 4| M105
M199
Ubung 4: M102
3| __M152
Benutzen re. Hinterbein M154
wahrend beids. Stand 4| M105
M199
Ubung 5: M102
3| M152
Benutzen re. Hinterbein M154
wahrend Klettern 4| M105
M199
Ubung 6: M102
3| M152
Abgang vom Klettergeriist M154
4  M105
M199
Ubung 7: M102
3| M152
Pfétchenstellung M154
(Vergl. hinten li / hinten re) 4| M105
M199
Ubung 8 M102
3| M152
Haltung im Stand auf den M154
Hinterldufen 4|  M105
M199
16 Punkte: uneingeschrénkte Mobilitat
0 Punkte: komplette Immobilitat

Abb.37: Dokumentationsbogen Immobilitats-/Mobilitats-Score (Beispiel KG fur einen
Beobachter; ausgewertet wurden in der vorliegenden Arbeit die Ubungen 1,3,4,5 und 6)
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