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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfihrung in das Thema und Zielsetzung

Die Osteoporose ist Schatzungen zur Folge eine Erkrankung, von der weltweit
mehr als 200 Mio. Menschen betroffen sind (Lane 2006). Daher z&hlt sie laut der
WHO zu den 10 bedeutendsten Krankheiten der Welt.

Experten gehen davon aus, dass allein in der Bundesrepublik Deutschland ca.
8 Mio. Menschen zu den Osteoporose-Erkrankten gehéren. Somit handelt es sich
um ein ernstzunehmendes Volksleiden. Schon jetzt erweisen sich die jahrlichen
Folgekosten von mehr als 5 Mrd. € in Bezug auf das Gesundheitssystem als von
hoher Relevanz (Bartl und Bartl 2011, Haussler et al. 2007).

Im Hinblick auf eine steigende Lebenserwartung mit veranderten
Lebensgewohnheiten und einer sich altersstrukturell verandernden Gesellschatft ist
in der Zukunft von einer deutlichen Zunahme der Osteoporose-Patienten
auszugehen. Die Erkrankung wird aufgrund der medizinischen und sozio-
okonomischen Bedeutung stetig mehr in das Bewusstsein des o6ffentlichen
Interesses rucken und die Gesellschaft vor grof3e Herausforderungen stellen.

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine systemische Skeletterkrankung. Der
Krankheitsverlauf ist dadurch gekennzeichnet, dass es sowohl zu einer Abnahme
der Knochenmasse als auch zu einem Strukturverlust des Knochengewebes
kommt. Bedingt durch diesen quantitativen und qualitativen Knochenverlust
resultiert eine erhdhte Knochenbrichigkeit (Deuss 2005).

Zu einer der bedeutendsten Pradilektionsstellen flr osteoporoseassoziierten
Frakturen gehort das Femur, da Femurfrakturen fir die Patienten mit erheblichen
Einschrdnkungen im Alltag verbunden sind. Statistiken belegen, dass 25-30% der
Betroffenen in der Folge auf Fremdhilfe angewiesen und 15-20% standig
pflegebediirftig sind. Die 1-Jahres-Mortalitat liegt zwischen 12-20% (Kunczik und
Ringe 1994).

Derzeit werden in der Osteoporose-Therapie vor allem osteoanabole Medi-
kamente wie z. B. Parathormon oder antiresorptive Medikamente, etwa
Bisphosphonate eingesetzt. Da mit dem Einsatz von diesen Medikamenten jedoch
einige Nebenwirkungen wie kardiovaskulare und gastrointestinale Komplikationen

sowie bisphosphonatassoziierte Knochennekrosen im Kieferbereich hervorgerufen
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werden konnen, ist die Wissenschaft weiterhin auf der Suche nach besser
geeigneten Wirkstoffen, welche vor allem eine geringere Toxizitat aufweisen (Li et
al. 2015, Otto et al. 2011).

Bei Baicalein handelt es sich um ein Flavon des Baikal-Helmkrautes (Scrutellaria
baicalensis), welches seit Jahrhunderten in der traditionellen chinesischen Medizin
verwendet wird. Da unter anderem selektiv inhibitorische Eigenschaften in Bezug
auf einige Lipoxygenasen nachgewiesen werden konnten (Deschamps et al. 2006,
Mascayano et al. 2013), wird ein positiver Effekt auf den osteoporotischen
Knochen angenommen.

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, die Auswirkungen des Baicaleins,
welches in unterschiedlichen Konzentrationen appliziert wurde, auf den
osteoporotischen Knochen am Beispiel des Femurs am Tiermodell der Ratte zu
untersuchen. Neben der morphologischen und mechanischen Beschaffenheit
wurde auch der Calcium- und Phosphatgehalt analysiert.

1.2 Theoretische Grundlagen

1.2.1 Knochen

Beim Knochen handelt es sich um eine spezielle Form des Binde- und
Stutzgewebes. Im Vergleich zu anderen Geweben zeichnet er sich besonders
durch seine enorme Festigkeit aus. Die chemische Zusammensetzung besteht zu
50% aus anorganischen Materialien, zu 25% aus organischer Grundsubstanz und
zu 25% aus Wasser (Brtickle 2014, Jungueira et al. 2005).

Das Skelett des menschlichen Korpers besteht insgesamt aus 220 einzelnen
Knochen, die mit ungefahr 10 kg etwa 15% des Kdrpergewichts ausmachen. Man
kann es in das Skelett des Stamms, genauer gesagt in das Rumpf- oder
Axialskelett, und in das Skelett der Extremitaten, das sogenannte
Extremitatenskelett oder periphere Skelett, unterteilen (Bartl und Bartl 2011).

Im menschlichen Koérper erfillt der Knochen ganz unterschiedliche Funktionen.
Neben Stitz- und Fortbewegungsfunktion werden lebenswichtige Organe vor
Verletzungen geschitzt. Der Knochen bildet zudem eine Einheit mit dem
Hohlraume auskleidenden Knochenmark. Hier findet die Bildung fast aller

Blutzellarten statt. Dartber hinaus handelt es sich beim Knochen um ein groRRes
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Mineraldepot. In ihm werden 99% des gesamten Calciums, 85% des Phosphats
und 50% des Magnesiums gespeichert (Bartl und Bartl 2011, Ulfig 2005).

1.2.2 Knochenaufbau

Grundsatzlich unterscheidet man zwei unterschiedliche Typen von Knochen. Zum
einen den aus der Osteogenese primar hervorgehenden Geflechtknochen
(Faserknochen), zum anderen den sich durch spezielle Umbauvorgange
schrittweise aus Geflechtknochen bildenden Lamellenknochen (Ulfig 2005).

Bei der Bildung von Geflechtknochen entsteht zunachst eine unverkalkte
organische Extrazellularmatrix, welche als Osteoid bezeichnet wird. Diese besteht
aus 95% Kollagen und 5% Proteoglykanen. Durch Mineralisationsprozesse wird
Calciumphosphat als Hydroxylapatit eingelagert. Unter stetigem Wachstum wird
die primare Spongiosa mit ihren charakteristischen Leisten und Bélkchen
ausgebildet. Der Geflechtknochen besitzt im Vergleich zum Lamellenknochen eine
deutlich geringere mechanische Festigkeit. Dies liegt unter anderem an dem noch
ungeordneten Kollagenfaserverlauf, der reduzierten Anzahl von Osteozyten und
an dem geringeren Mineralisierungsgrad der Interzellularsubstanz (Schiinke
2014).

Die funktionelle Umwandlung von Geflechtknochen zu Lamellenknochen ist
anfangs davon gepragt, dass Uber die BlutgefaRe Osteoklasten in das
Knochengewebe eindringen. Diese bilden einen Resorptionskanal, durch den
Osteoblasten, welche sich aus Osteoprogenitorzellen differenzieren, einwandern
und sich der Kanalwand anlagern kénnen. Durch Matrixsekretion wird die erste
konzentrische Knochenlamelle gebildet. Zu Beginn entsteht jedoch erst Osteoid,
welches durch anschlieRende Mineralisierungsprozesse umgewandelt wird. Wenn
die Osteoblasten vollstandig von Osteoid umgeben sind, wandeln sie sich zu
Osteozyten um. Durch die Angliederung von weiteren konzentrischen
Knochenlamellen wird das Lumen des Resorptionskanals immer kleiner. Am Ende
kommt es zur Ausbildung eines Osteons mit zentralem Haverskanal, welcher von
perivaskularem Bindegewebe ausgekleidet wird. Im Haverskanal verlaufen ein
zentrales Gefald und mehrere Nervenfasern (Schiinke 2014).

Die einzelnen langs orientierten Haverskanale sind untereinander durch

qguerverlaufende Volkmann-Kanéle verbunden (Ulfig 2005). Ein Osteon kann aus 4
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bis 20 Knochenlamellen aufgebaut sein und einen Durchmesser von 100 - 400 um
aufweisen. Zwischen den Osteonen befinden sich Schaltlamellen, welche
Reste von abgebauten Osteonen darstellen (Deller 2014).

Bei der makroskopischen Betrachtung fallen zwei unterschiedliche Formen von
Lamellenknochen auf. Im &uf3eren Bereich ist die stabile Substantia compacta
lokalisiert, welche etwa 80% der gesamten knoéchernen Skelettmasse ausmacht.
Im Inneren werden rund 20% von der Substantia spongiosa eingenommen. Diese
bildet ein trabekulares Netzwerk aus, welches sich dreidimensional aus Balkchen,
Stdben und Platten zusammenstellt. Durch diese Bauweise wird gewahrleistet,
dass der Knochen auch bei geringem Eigengewicht grol3e mechanische
Belastungen aushalten kann. AulRer den Uberknorpelten Gelenkflachen wird die
gesamte aulRere Knochenoberflache vom Periost Uberzogen (Schinke 2014). Im
Inneren wird die Oberflache der HohlrAume vom Endost ausgekleidet. Da beide
Strukturen aus Bindegewebe und knochenbildenden Zellen bestehen, halten sie
vor allem die Ernahrung, das Wachstum und die Reparatur des Knochengewebes
aufrecht (Junqueira et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit steht der osteoporotische Oberschenkelknochen im
Mittelpunkt der verschiedenen Untersuchungen. Bei diesem Knochen handelt es
sich um einen Rohrenknochen. Dieser besteht aus einem langen Schaft
(Diaphyse) und aus zwei von Gelenkknorpel Uberzogenen Enden, welche als
proximale und distale Epiphyse bezeichnet werden. Auffallig ist der
unterschiedliche Aufbau dieser Kompartimente. Wohingegen bei der Diaphyse
aulRen eine kraftige Kompakta mit nur dinner Spongiosa im Inneren vorzufinden
ist, besteht die Epiphyse vorwiegend aus spongidsem Knochen, der nur von einer
dinnen Kompakta bedeckt wird (Schiinke 2014).

1.2.3 Knochenzellen

1.2.3.1 Osteoprogenitorzellen

Bei den Osteoprogenitorzellen handelt es sich um Vorlauferzellen der
Osteoblasten. Sie entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen und sind im
Endost und Periost lokalisiert. Erst nach Umwandlung zu Praosteoblasten
differenzieren sie zu Osteoblasten. Bei der histologischen Betrachtung fallt

besonders ihr helles, schmales Zytoplasma und ihr langlicher bis ovaler Zellkern
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auf. Bei Knochenfrakturen sorgen sie durch Proliferation und Differenzierung fur
die im Anschluss stattfindende Osteogenese (Deller 2014).

1.2.3.2 Osteoblasten

Osteoblasten sind fur die Bildung der organischen Bestandteile der Knochenmatrix
im wachsenden und ausgereiften Knochen verantwortlich. Im aktiven Zustand
besitzen sie kubische bis prismatische Form und sind auf der Matrixoberflache in
epitheldhnlicher Anordnung angesiedelt. Sie zeichnen sich durch einen grof3en,
hellen Zellkern, viele freie Ribosomen, einen grofRen Golgi-Apparat und basophiles
Zytoplasma aus (Deller 2014). Zudem verfigen sie Uber ein besonders gut
entwickeltes endoplasmatisches Retikulum, in welchem die Matrixproteine
hergestellt werden. Die Modifikation und Verpackung erfolgt im Golgi-Apparat, ehe
sie konstitutiv sezerniert werden. An der mit der Knochenmatrix in Verbindung
stehenden Zelloberflache werden sie schlie3lich freigesetzt (Junqueira et al.
2005). Es werden unter anderem Kollagen, Proteoglykane, Osteokalzin,
Osteopontin, Osteonektin, aber auch Wachstumsfaktoren sekretiert. Die
Regulation erfolgt durch verschiedene Zytokine, Vitamine und Hormone, wie
bspw. Androgene, Ostrogene, PTH oder Cacitriol an Rezeptoren. Zu Beginn ist die
von den Osteoblasten freigesetzte Matrix nicht verkalkt und wird Osteoid genannt
(Deller 2014, Jerosch et al. 2002).

In der Folge kommt es durch Einlagerung von Calciumphosphat, welches
wiederum zu Hydroxylapatitkristallen umgeformt wird, zu einer Mineralisierung.
Zusammen mit der alkalischen Phosphatase, welche sich auf der auf3eren
Oberflache der Osteoblasten befindet, wirken sich die Proteine Osteocalcin und
Osteopontin  auf diesen Umwandlungsprozess unterstitzend aus. Der
Gesamtvorgang wird als Apposition bezeichnet. Bei anhaltender Apposition
werden Osteoblasten in der Knochenmatrix eingeschlossen. Infolgedessen erfolgt
ihre Differenzierung zu Osteozyten (Junqueira et al. 2005).

Ruhende Osteoblasten sind mit 80-95% vor allem auf der Oberflache des
Knochens anzufinden. Sie werden als endosteal lining cells bezeichnet. Diese
charakteristisch sehr flachen Zellen Ubernehmen Schutz- und
Uberwachungsfunktion. Zudem beeinflussen sie die Aktivierungsphase der
Osteoklasten (Bartl und Bartl 2011).
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1.2.3.3 Osteozyten

Im verkalkten Knochen sind Osteozyten komplett von mineralisierter
Knochenmatrix umgeben. Sie befinden sich in linsenférmigen Lakunen und bilden
Fortsatze in die Canaliculi aus, welche den mineralisierten Knochen wie ein
Netzwerk durchziehen (Junqueira et al. 2005, Lullmann-Rauch 2009).
Untereinander stehen die Osteozyten durch gap junctions in Verbindung, wodurch
ein Stoffaustausch von Signalstoffen und Metaboliten gewahrleistet wird (Noble
2008). Osteozyten sind mechanosensorische Zellen, welche maRgeblich an der
funktionellen Adaption des Knochens beteiligt sind und wachen tber den Zustand
und die Reparaturbedurftigkeit der Knochenmatrix. Ferner nehmen sie das Alter
des Knochens wahr und sind aktiv am Knochenumbau und der Aufrechterhaltung
der extrazellularen Matrix beteiligt. Ein Absterben von Osteozyten fuhrt zu einer
von Osteoklasten durchgefihrten Resorption der Knochenmatrix. In der Folge
kommt es sowohl zu einer Abnahme der Osteozytenzahl als auch zu einer
Verschlechterung der Knochenmasse. Somit besteht eine direkte Korrelation
zwischen der Dichte der vorhandenen Osteozyten und der Knochendichte (Bartl
und Bartl 2011).

1.2.3.4 Osteoklasten

Osteoklasten zahlen zu dem mononukledren Phagozytensystem und entwickeln
sich aus Vorlauferzellen, den Monozyten, im Knochenmark (Deller 2014,
Roodman 1996).

Die grolR3en, mehr- bis vielkernigen Zellen (bis zu 100 Kerne) sind fir die
Resorption der verkalkten Knochenmatrix verantwortlich. Sie liegen an der
Knochenoberflache in flachen HoOhlungen, welche als Howship-Lakunen
bezeichnet werden. Im Gegensatz zu ruhenden Osteoklasten lagern sich
resorbierende Osteoklasten auf der Knochenmatrix an und bilden einen dicht
aneinander liegenden Faltensaum (ruffled border), der von der clear zone, einer
Zone mit vielen Aktinfilamenten, umgeben wird. Dadurch kommt es zur Ausbildung
einer Resorptionslakune, die eine abgedichtete Verbindung zwischen
Osteoklasten und Knochen sicherstellt. In diese Resorptionslakune werden
vermehrt Wasserstoffionen und lysosomale Enzyme freigesetzt. Dadurch werden
die Hydroxyapatitkristalle aufgel6st und es kommt zur Knochendemineralisation.
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Im Anschluss wird die organische Matrix, vor allem freiliegende Kollagenfibrillen,
von Proteasen hydrolysiert (Deller 2014, Junqueira et al. 2005, Manolagas 2000).
Die Ubrig bleibenden Abbauprodukte werden von den Osteoklasten phagozytiert.
Die Aktivitatsphasen der langlebigen Osteoklasten werden von diversen
Hormonen wie Leptin, Calcitonin, Ostrogen oder Parathormon, aber auch von
Wachstumsfaktoren kontrolliert (Bartl und Bartl 2011, Deller 2014).

1.2.4 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix setzt sich aus organischen und anorganischen Bestandteilen
sowie Wasser zusammen. Anorganische Komponenten wie Calcium und
Phosphat sind in Form von Hydroxylapatitkristallen an Kollagenfibrillen angelagert
und bilden mit mehr als 50% den Hauptanteil der Matrix. Ebenfalls vertreten sind
amorphes Calciumphosphat, Zitrat, Bikarbonat zudem Kalium-, Magnesium- und
Natriumsalze. Dadurch erhélt der Knochen vor allem eine grof3e Festigkeit
(Junqueira et al. 2005).

Der organische Bestandteil macht etwa ein Viertel der Knochenmatrix aus und
besteht zu etwa 85-90% aus Kollagen Typ | (Batge et al. 1992). Dies verleiht dem
Knochen wiederum eine hohe Elastizitdt, so dass Zugkréfte optimal aufgefangen
werden koénnen. Der restliche Teil besteht aus Proteoglykanen und
Glykoproteinen. Es wird vermutet, dass besonders die Glykoproteine eine wichtige
Rolle in Bezug auf die Bindung von Calcium spielen und sich daher forderlich auf
die Verkalkung der Knochenmatrix auswirken. Aufgrund dieser speziellen
Zusammensetzung erhalt der Knochen seine spezifische Harte und
Widerstandsfahigkeit (Junqueira et al. 2005). Die restlichen 25% der
Knochenmatrix bestehen aus Wasser (Bartl und Bartl 2011).

1.2.5 Knochenumbau

Aufgrund seiner hohen Durchblutung und Stoffwechselaktivitat befindet sich der
Knochen in einem permanenten Umbauprozess. Das Grol3enwachstum und die
damit zusammenhangende Anpassung von Knochenquerschnitt und
Knochenldnge in den ersten beiden Lebensjahrzehnten ist Ausdruck eines

vorwiegenden Knochenanbaus, welcher als modeling bezeichnet wird. Diese
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Phase ist mit dem Erreichen des 25. - 30. Lebensjahres abgeschlossen. Es ist
bekannt, dass zu dieser Zeit auch die Spitzenknochenmasse (peak bone mass)
erreicht wird (Bartl und Bartl 2011).

Nach Abschluss des Knochenwachstums findet eine Verlagerung von
Knochenanbau hin zu Knochenumbau (remodeling) statt (Siegrist et al. 2008).
Durch Adaptation an neue Belastungsanforderungen, sowie dem Austausch von
alten und beschadigten Knochen durch neuen, wird eine Anpassung der
Knochenverhaltnisse zur Aufrechterhaltung der Funktion gewdahrleistet. Ebenfalls
stellt dies die Verfugbarkeit von Calcium sicher (Bartl und Bartl 2011, Minne et al.
2002). Laut Lullmann-Rauch werden jahrlich insgesamt 28% der Spongiosa und
4% der Kompakta umgebaut, wodurch sich ein jahrlicher Umbau des Skeletts von
insgesamt 10% ergibt (Lullmann-Rauch 2009).

Ausgangspunkt des Knochenumbaus in der Kompakta ist die Knochenoberflache.
Hier sorgt ein Zusammenspiel von Osteoklasten, Osteozyten und Osteoblasten fir
einen zeitlich und rdumlich koordinierten Ab- und Aufbau des Knochens. Dieser
Zellverbund wird als Basic Multicellular Unit (BMU) bezeichnet. Zu Beginn eines
Umbauprozesses werden die Osteoklasten aktiviert, welche oberflachliche
Knochenzellen (bone lining cells) und darunter liegende Knochenmatrix
resorbieren, so dass ein Bohrkanal entsteht. In diesen wachsen Bindegewebe,
marklose Nervenfasern und Gefalle ein. Den Osteoklasten zuvor gefolgte
Osteoblasten flllen die entstandenen Hohlrdume durch Osteoid-Lamellen rasch
wieder auf und bleiben bei vollstandiger Einmauerung als Osteozyten, wie unter
Punkt 1.2.3.2 beschrieben, zuriick. Eine vollstandige Mineralisierung der
Knochenmatrix findet erst nach einigen Monaten statt (Lullmann-Rauch 2009).

In der Spongiosa lauft der Knochenumbauprozess &hnlich ab, jedoch entstehen
hier vor allem flachige Lakunen, welche in der Folge mit neuen Lamellen von
Osteoblasten ersetzt werden.

Fur die Regulierung des Knochenumbaus ist die mechanische Beanspruchung
des Knochens von enormer Wichtigkeit. Es wird vermutet, dass Osteozyten die
Rolle von "Mechanosensoren"” einnehmen und Signale an Osteoblasten
weiterleiten, die wiederum Osteoklasten aktivieren (Lullmann-Rauch 2009).

Trotz vorhandener Regulationsmechanismen ist der Prozess des Knochenumbaus

spatestens ab dem 30. Lebensjahr gestért. Durch einen erhdhten Knochenabbau
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kommt es zu einer negativen Bilanz, wodurch ein geschlechtsunabhéngiger
Knochenverlust von durchschnittlich 1% pro Jahr resultiert (Bartl und Bartl 2011).

Beim Vergleich der Geschlechter fallt auf, dass bei postmenopausalen Frauen
sogar ein Knochenverlust von bis zu 4% pro Jahr festzustellen ist. Laut Bartl
bedeutet dies, dass die Frau vom 40. bis zum 70. Lebensjahr im Durchschnitt
etwa 40% ihrer Knochenmasse verliert, wohingegen der Mann im gleichen
Zeitraum nur etwa 12% verliert. Aus diesem Grund ist eine hohe
Spitzenknochenmasse (peak bone mass) vor beginnendem Knochenverlust,
sowie die Aufrechterhaltung dieser bspw. durch eine gesunde Ernahrung
entscheidend, um das Osteoporose-Risiko zu minimieren (Bartl und Bartl 2011).

1.3 Osteoporose

1.3.1 Definition

Es gibt eine Vielzahl von unterschiedlichen Definitionen fur die Osteoporose.
Einen allgemeinen Uberblick tiber das Krankheitshild der Osteoporose liefert die
Definition des NIH Consensus Development Planel on Osteoporosis aus dem Jahr
2001. Demnach handelt es sich bei der Osteoporose um eine systemische
Skeletterkrankung, die durch eine unzureichende Knochenfestigkeit charakterisiert
ist. Daraus geht wiederum ein erhohtes Frakturrisiko hervor. Die Knochenfestigkeit
spiegelt dabei primdr das Zusammenwirken von Knochendichte und
Knochenqualitat wieder (Hofbauer et al. 2014).

Die Weltgesundheitsorganisation hat bereits im Jahre 1994 eine in Bezug auf die
Diagnostik deutlich préazisere Definition festgelegt. Demnach liegt eine
Osteoporose vor, wenn die Knochenmineraldichte (DXA-Methode) an der
Lendenwirbelsdule (L2 - L4) und/ oder an der Hufte (Gesamtareal oder
Schenkelhals) um mehr als 2,5 Standardabweichungen (SD) vom statistischen
Mittelwert einer gesunden pramenopausalen Frau abweicht (= T-Score) (WHO
Study Group 1994).

Da die Einordnung sowie die Definition der Osteoporose auf den
diagnostizierbaren T-Scores beruht (siehe Tabelle 1), ist es wichtig andere
Erkrankungen, welche ebenfalls mit einer Verminderung des Knochen-

mineralgehaltes einhergehen kénnen, auszuschlieBen. Wie bereits erwéahnt, gilt
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die WHO-Definition nur fur die Diagnose von postmenopausalen Frauen,
zusatzlich jedoch auch fur Manner ab dem 50. Lebensjahr.

Fur Kinder, pramenopausale Frauen und Manner unter dem 50. Lebensjahr
empfiehlt sich in der Diagnose die Anwendung des Z-Scores, welcher ein weiterer
Parameter fur die Knochendichtemessung darstellt. Hierbei wird die ermittelte
Knochendichte mit knochengesunden Referenzwerten der entsprechenden
Altersgruppe und des gleichen Geschlechts verglichen (Bartl und Bartl 2011,
Hernlund et al. 2013).

Tab. 1: Osteoporose - Stadieneinteilung (modifiziert nach WHO, 1994)

Stadium DXA-Messung Klinische Symptome
Osteopenie - verminderter Knochenmineralgehalt
T-Score: -1 bis -2,5 SD
(Grad 0) - keine Frakturen
Osteoporose - verminderter Knochenmineralgehalt
T-Score*: <-2,5 SD
(Grad 1) - keine Frakturen
Manifeste _ :
- verminderter Knochenmineralgehalt
Osteoporose T-Score: <-2,5SD
- bis zu 3 Wirbelkdrperfrakturen
(Grad 2)

Fortgeschrittene _ _
- verminderter Knochenmineralgehalt

Osteoporose T-Score: <-2,5SD

- mehr als 3 Wirbelkdrperfrakturen
(Grad 3)

1.3.2 Epidemiologie

Die Osteoporose, von der weltweit mehr als 200 Millionen Menschen betroffen
sind, zahlt laut der WHO zu den zehn bedeutendsten Volkskrankheiten (Lane
2006).

Es gibt mehrere Studien, in denen die Osteoporose-Pravalenz fur Deutschland

geschatzt wird, allerdings basieren sie auf unterschiedlichen Erhebungsmethoden,
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Daten, Altersgruppen und Populationen. Deswegen gibt es keine einheitlichen
Angaben.

Bei einer Umfrage des Robert Koch-Instituts (RKI) stellte sich heraus, dass nur bei
11,9% (5,2% Manner, 17,6% Frauen) der Befragten ab 50 Jahren ein Arzt
Osteoporose festgestellt hat (Robert Koch-Institut 2011). Laut H&aussler waren
2003 in Deutschland 7,8 Millionen Menschen im Alter von tber 50 Jahren von
Osteoporose betroffen. Die Pravalenz lag bei 26%, welche sich zu 39% bei den
Frauen und zu 9,7% bei den Mannern zusammensetzte (Haussler et al. 2007).

Im Jahr 2009 wurde die Pravalenz auf 14% mit 6,3 Millionen Erkrankten in
Deutschland in dieser Altersgruppe geschatzt (Hadji et al. 2013). Auffallig ist die
Pravalenz der Frau in Bezug auf die verschiedenen Altersgruppen. Wahrend sie
zwischen 50 bis 54 Jahren noch bei 12% liegt, fallt sie mit 32% bei den 65- bis 74-
Jahrigen deutlich hoher aus. Bei der Altersgruppe Uber 74 Jahre liegt die
Pravalenz sogar bei 48%. So fallt der Anteil der erkrankten Frauen mit
5,2 Millionen auch deutlich héher aus als der Anteil der erkrankten Manner mit
1,1 Millionen. Laut Schatzungen (Bone Evaluation Study) fir das Jahr 2009 geht
man bei den Uber 50-Jahrigen von jahrlich rund 885.000 Neuerkrankungen aus
(Hadiji et al. 2013).

Auf Grundlage dieser Entwicklungen ist auch mit einem Anstieg osteoporotischer
Frakturen zu rechnen. In Deutschland geht man z. B. in Bezug auf Huftfrakturen
von einem Anstieg von 117.000 Frakturen im Jahr 2000 auf tber 240.000 im Jahr
2040 aus. Bedingt durch diese Entwicklungen werden sich hohere Kosten fur das
Gesundheitssystem ergeben. Laut Haussler betrugen die Osteoporose-bedingten
Folgekosten in Deutschland bereits im Jahr 2003 ungefahr 5,4 Mrd. € (Haussler et
al. 2007).

Trotz der belegten Entwicklungen gilt Osteoporose unter vielen Experten noch
immer als unterdiagnostizierte und untertherapierte Krankheit. Laut Schatzungen
werden von ca. 7 Millionen Osteoporose-Patienten nur etwa 1,2 Millionen
behandelt (Bartl und Bartl 2011).

1.3.3 Einteilung
Fur Osteoporose gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Einteilungen. Die unter

Punkt 1.3.1 von der WHO aufgestellte Einteilung nach Schweregrad ist nur ein
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Beispiel dafur. Im Folgenden werden weitere Einteilungen nach Atiologie,
Ausdehnung sowie Alter und Geschlecht vorgenommen (Bartl und Bartl 2011).

Einteilung nach der Atiologie:

In Bezug auf die Krankheitsentstehung differenziert man zwischen den primaren
und sekundéaren Osteoporosen. Der Grof3teil wird hierbei von den primaren oder
idiopathischen  Osteoporosen gebildet, welche sich vorwiegend aus
postmenopausalen (Typ 1) und senilen Osteoporosen (Typ 1) zusammensetzen.
Bei dieser Form der Erkrankung liegen keine anderen Grunderkrankungen vor,
und die Pathogenese ist im Knochenstoffwechsel selbst vorzufinden. Der weitaus
geringere Teil wird von den sekundaren Osteoporosen eingenommen. Als
Ursache werden hier bspw. endokrinologische, onkologische, hamatologische,
kardiologische oder genetische Faktoren aufgefuihrt (Bartl und Bartl 2011, Lin und
Lane 2004, Minne et al. 2002).

Einteilung nach der Ausdehnung:

Bei dieser Einteilung wird anhand des Skeletts zwischen lokalisierten
Osteoporosen und der generalisierten Osteoporose unterschieden. Lokalisierte
Osteoporosen treten ortlich beschrankt auf. Ein klassisches Beispiel hierfir sind
Frakturen. Da Frakturen in der Regel mit einer Schienungstherapie behandelt und
ruhiggestellt werden, ist in der Region der Fraktur ein deutlicher Knochenabbau zu
verzeichnen. Dies ist besonders bei Aalteren Patienten mit ohnehin
eingeschranktem Knochenstoffwechsel ein grof3es Problem (Bartl und Bartl 2011).
Andere Ursachen fir das Auftreten von lokalisierter Osteoporose sind z. B.
spezielle Syndrome wie das Gorham-Syndrom. Bei dieser Erkrankung findet eine
vollstandige osteoklastare Resorption eines einzelnen Knochens statt. In der
Folge werden auch benachbarte Skelettregionen resorbiert. Deutlich haufiger
kommt es jedoch zu generalisierten (systemischen) Osteoporosen in Form von
metabolischen Osteopathien. Auffallig ist, dass sie zunachst lokal, aber mit einem
symmetrischen Skelettbefall auftritt (Bartl und Bartl 2011).

Einteilung nach Alter und Geschlecht:
Schon bei jungen Kindern zwischen dem 8. und 14. Lebensjahr kann es zum

Auftreten einer Osteoporose kommen. Diese wird als idiopathische juvenile
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Osteoporose bezeichnet. Mogliche Folgen kénnen schwere Rickenschmerzen
und sogar Kompressionsfrakturen der Wirbelkorper sein. Zwischen dem 30. und
50. Lebensjahr spricht man von der idiopathischen Osteoporose junger
Erwachsener. Auffallig ist, dass besonders Manner von dieser Erkrankung
betroffen sind und es durch einen erhdohten Knochenabbau sehr oft u. a. zu
Wirbelfrakturen am Achsenskelett kommt (Bartl und Bartl 2011, Fitzpatrick 2002).
Die postmenopausale Osteoporose, welche als Typ | bezeichnet wird, ist die
haufigste Form der Erkrankung. Aufgrund des Ausfalls der Ovarfunktion und dem
daraus resultierenden Ostrogenabfall tritt sie zwischen dem 51. und 75.
Lebensjahr auf. Hierbei ist besonders der spongiose Anteil des Knochens von
Resorptionsvorgangen betroffen, wodurch es vor allem zu Oberschenkel- und
Wirbelkdrperfrakturen kommen kann. Die postmenopausale Osteoporose bezieht
sich nur auf Frauen, jedoch fuhrt ein vergleichbarer Hormonmangel (Testosteron)
bei Mannern, wenn auch in einer deutlich spateren Lebensphase, auch zu einer
gesteigerten Knochenresorption (Bartl und Bartl 2011).

Ab dem 70. Lebensjahr geht die postmenopausale (Typ |) Osteoporose in die
senile (Typ Il) Osteoporose uber. Frauen sind von dieser Erkrankung rund 2- mal
haufiger betroffen als Manner. Im Rahmen des Alterungsprozesses kommt es zu
einer Abnahme der Osteoblasten, oft auch in Kombination mit einem gesteigerten
Knochenabbau. Neben Oberschenkeln und Wirbelkérpern sind auch Becken- und
Rohrenknochen betroffen. Weitere Ursachen kdnnen z. B. auch ein gestoérter
Vitamin D-Stoffwechsel, ungenigende Calciumzufuhr oder Immobilitdt sein.
Besonders  problematisch ist;, dass zu diesem  Zeitpunkt auch
Resorptionsvorgdnge am kortikalen Knochen stattfinden. Aufgrund dieser
Umsténde treten in diesem Altersabschnitt mit ungefahr 80% auch die meisten
Osteoporose-bedingten Frakturen auf. Eine klare Trennung zwischen der
postmenopausalen und senilen Osteoporose im Alter ist jedoch nur von geringer
praktischer Relevanz (Bartl und Bartl 2011, Marcus 1996).

1.3.4 Risikofaktoren
Neben der genetischen Pradisposition, welche Auswirkungen z. B. auf die
maximale Knochendichte und die spatere Knochenverlustrate hat, gibt es eine

Vielzahl von beeinflussbaren Risikofaktoren, die fur die Entstehung einer
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Osteoporose in Frage kommen oder den Krankheitsverlauf einer bereits
existierenden Erkrankung negativ beeinflussen konnen.

Einer der wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung einer Osteoporose stellt
die Abnahme der korperlichen Aktivitat dar (Hoidrup et al. 2001). Die
Immobilisation z. B. einer Unterarmfraktur mit einem Gipsverband tber 3 Wochen
bedeutet fir den Patienten einen Knochenverlust von ca. 6% in der betroffenen
Region. Auch bei Astronauten kann man aufgrund der fehlenden Gravitationskraft
im Weltall einen Knochenmasseverlust von etwa 1% pro Monat feststellen. Andere
Beispiele von Immobilitdt mit stark einhergehendem Knochenverlust sind z. B.
Querschnittslahmung nach einem Halswirbelsaulen-Trauma, Paraplegie der
unteren Korperhalfte oder mehrwdchige Bettruhe in der Schwangerschaft (Bartl
und Bartl 2011). Den durch die Immobilitat hervorgerufenen Knochenverlust kann
man nur sehr schwer wieder kompensieren. Studien belegen, dass die
Wiederherstellung der vorherigen Knochenverhéltnisse etwa 3 - 4 mal so lange
dauert (Ohshima 2010). Von daher ist eine schnelle Mobilisierung der Patienten
anzustreben, um weiteren Knochenverlust und sich daraus ergebende
Folgeschaden, wie z. B. Frakturen mdglichst zu verhindern. Eine Ubertriebene
sportliche Aktivitat, gerade bei Frauen, ist jedoch auch als Osteoporose-
beglnstigend einzustufen, da sich hierbei das Risiko, eine Stressfraktur zu
erleiden, erhoht (Bartl und Bartl 2011).

Ein weiterer Risikofaktor stellt ein zu geringes Kérpergewicht dar. Laut der Global
Longitudinal Study of Osteoporosis in Women-Studie, in der die Daten von mehr
als 60.000 Frauen im Alter Uber 50 Jahren ausgewertet wurden, besteht ein
direkter Zusammenhang zwischen niedrigem BMI und dem Risiko von Frakturen.
Unter anderem findet in den Fettzellen eine verminderte Ostrogenproduktion statt
und auch die Knochendichte ist vermindert. Ferner werden die Knochen durch
fehlendes Fettgewebe weniger gut geschutzt (Hooven et al. 2009).

Auf der anderen Seite ist ein Ubergewicht in Bezug auf den
Knochenmetabolismus ebenfalls als kontraproduktiv anzusehen, da sich ein
erhohter Fettanteil im Knochenmark negativ auf die Osteoblastogenese auswirkt
(Cao 2011).

Der Konsum von Zigaretten stellt einen zuséatzlichen Risikofaktor dar. Weil Nikotin
z. B. die Ostrogenproduktion und Osteoblasten hemmt und zugleich den

Ostrogenabbau in der Leber fordert, verdoppelt sich das Osteoporose-Risiko.
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Auch eine Fehlerndhrung, bei der bspw. nicht genigend Calcium Uber die
Nahrung zugefuhrt wird, erhoht das Risiko fur die Entstehung einer Osteoporose.
Als Konsequenz wird das im Knochen gespeicherte Calcium Uber das Parat-
hormon freigesetzt, und es kommt zu einem negativen Knochenmetabolismus.
Ebenso spielen Depressionen, Alkoholismus und die Einnahme von bestimmten
Medikamenten eine nicht unerhebliche Rolle an Osteoporose zu erkranken. Hier
ist vor allem die besonders schadigende Wirkung von Kortison und seiner
Derivate, welche als Glukokortikoide bezeichnet werden, zu nennen (Bartl und
Bartl 2011, Tella und Gallagher 2014).

1.4 Diagnostik osteoporotischer Veranderungen

Fur die erfolgreiche Behandlung einer Osteoporose ist nicht nur das Erkennen und
Vermeiden von Risikofaktoren von besonderer Relevanz, sondern auch eine
frihzeitige Diagnosestellung entscheidend. Laut Empfehlung des Dachverbands
Osteologie (DVO) besteht die Basisdiagnostik der Osteoporose aus Anamnese,
klinischem Befund, einer DXA-Knochendichtemessung, einem Basislabor sowie
ggf. einer bildgebenden Diagnostik (DVO-Leitlinie 2014).

1.4.1 Anamnese und klinischer Befund

Die Anamnese und der klinische Befund dienen fir die Bestimmung des
Osteoporose-Risikos und bilden die Grundlage fur alle weiterfihrenden
Behandlungen. Zugleich kann eine Differenzialdiagnose hinsichtlich einer
primaren oder sekundaren Osteoporose oder ob es sich um eine andere
Knochenerkrankung handelt, vorgenommen werden. Somit ist es wichtig, schon
bei der Anamnese alle Frakturrisikofaktoren zu erfassen und diese individuell nach
Nutzen und Risiko abzuwagen (DVO-Leitlinie 2014).

Neben einer ausfuhrlichen Anamnese ist auch eine kérperliche Untersuchung
durchzufiihren. Gerade bei Patienten mit bereits eingetretenen Frakturen ist es
zudem wichtig, eine genaue Anamnese in Bezug auf die Intensitdt und
Lokalisation des Schmerzes sowie funktionellen Einschrankungen, welche durch

die Fraktur ausgelost werden, vorzunehmen. Im Anschluss daran sollten eine
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Schmerztherapie, aber auch rehabilitative Malinahmen in Erwdgung gezogen
werden (Bartl und Bartl 2011).

Bestehen bei den Patienten anamnestische oder klinische Hinweise fur eine
Beeintrachtigung von Koordination oder Muskelkraft, sollte zusatzlich eine

Erfassung des Sturzrisikos durchgefihrt werden (DVO-Leitlinie 2014).

1.4.2 Osteodensitometrie

Die Knochendichtemessung ist neben der konventionellen Rontgendiagnostik ein
wichtiger Bestandteil bildgebender Untersuchungsmethoden in der Frihdiagnostik
und Verlaufskontrolle osteoporotischer Veranderungen. Sie dient der Erfassung
der Knochenmineraldichte (Bone Mineral Density, BMD) in g/cm? oder g/cm® und
des Knochenmineralgehaltes (Bone Mineral Content, BMC) in g.

Grundsatzlich sind bei der Knochendichtemessung zwei methodische Ansatze zu
differenzieren. Es besteht entweder die Mdglichkeit die Messung mit energie-
reicher Strahlung mittels Réntgenenergie oder mit akustischen Messverfahren in
Form von Ultraschall durchzufuhren. Auf Grundlage der ermittelten Knochendichte
konnen Erkenntnisse in Bezug auf das individuelle Frakturrisiko gewonnen
werden. Laut Kann ermdglicht es dem Patienten zudem eine nutzliche und mit
Konsequenzen flr sein zukinftiges Leben und seine Lebensqualitdt behaftete

Therapieentscheidung zu treffen (Kann 2001).

DXA/ DEXA-Methode (Dual Energy X-Ray Absorptiometry)

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Messverfahren zur Knochendichte-
bestimmung. Derzeit wird jedoch nur die DXA-Methode von der Weltgesundheits-
organisation, der International Osteoporosis Foundation und auch von dem
Dachverband Osteologie als anerkanntes Messverfahren zur Diagnostik der
Osteoporose anerkannt (Issever und Link 2011).

Die DXA-Messung basiert auf dem Prinzip, dass zwei unterschiedliche
Rontgenstrahlungsenergieniveaus, welche héher- und niedrigenergetisch sind, an
der zu untersuchenden Korperregion erfasst werden. Die Messung erfolgt dabei
auf Grundlage der energieabhéngig, unterschiedlich starken Schwéchung der
Rontgenstrahlung durch Weichteilgewebe und Knochen. Als Resultat beider

Energieniveaus erhalt man ein Differenzbild, welches in seinen verbleibenden
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Werten aus den kalkdichten Knochenstrukturen der untersuchten Region besteht
und somit Auskunft Uber den Mineralgehalt des Knochens gibt (Issever und Link
2011).

Zur Knochendichtemessung ist diese Methode weltweit am meisten verbreitet und
erweist sich u. a. aufgrund der internationalen Standardisierung, Erfahrung in
Therapiestudien, kurzen Messdauer, geringen Strahlenbelastung und
schmerzlosen Messung als besonders vorteilhaft (Hadji et al. 2002, Wster et al.
2001). Limitiert wird die DXA-Methode durch die integrale Messung der zu
untersuchenden Skelettregion, welche zu erhéhten Knochenmineraldichtewerten
fuhren kann (Bartl und Gradinger 2009, Grampp et al. 1999).

Quantitative Computertomographie (QCT)

Bei der quantitativen Computertomographie handelt es sich um ein
Volumenmessverfahren zur dreidimensionalen Darstellung des Messfelds und
Ermittlung der physikalischen Dichte in mg/cm3. Es ermdglicht die selektive
Messung von Spongiosa und Kortikalis an Wirbesaule, Unterarm und Tibia
(Wuster et al. 2001).

Das QCT ist verglichen mit der DXA-Methode weniger anfallig fur
Falschmessungen, welche durch Uberlagerungen, z. B. von Aortenkalk entstehen
kénnen, da es sich um ein tomographisches Verfahren handelt (Issever und Link
2011). Auch kénnen Veranderungen im Bereich der Spongiosa praziser dargestellt
werden, jedoch ist die Messvarianz grol3er. Ferner kdnnen Untersuchungen in der
Skelettperipherie, welche als periphere quantitative Computertomographie
bezeichnet werden, bei der Registrierung isolierter Schaden im Bereich der
Oberschenkelhalsregion versagen (Minne et al. 2002).

Daruiber hinaus sind die im Vergleich zur DXA hohe Strahlenbelastung (100 vs. 1 -
10 pSv) und Reproduktion als nachteilig anzusehen und nicht fur regelmalige
Kontrolluntersuchungen geeignet (Hadji et al. 2002, Peters und Friebe 2005,
Wister et al. 2001).

Quantitative Ultraschallmessung (QUS)
Eine weitere Untersuchungsmethode zur Knochendichtemessung stellt die

guantitative Ultraschallmessung (Quantitative Ultrasound) dar.
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Hierbei wird eine Messung der Ultraschallgeschwindigkeit (Speed of Sound, SOS,
m/s) bzw. der Ultraschallabschwachung (Broadband Ultrasound and Attenuation,
BUA, dB/MHz) oder Kombination aus beiden an Tibia, Kalkaneus und Phalangen
vorgenommen. Als vorteilhaft sind die Strahlenfreiheit und die geringe Belastung
fur die Patienten sowie die geringen Kosten anzusehen. Da die Messung bei
diesem Verfahren nur an peripheren Orten stattfinden kann und sich die
Standardisierbarkeit von unterschiedlichen Geraten und Messstellen als schwierig
erweist, sollte die QUS in der Diagnostik der Osteoporose, Indikation zur Therapie
und zur Verlaufskontrolle nur erganzend zu den konventionellen Verfahren

eingesetzt werden (Wdster et al. 2001).

1.4.3 Réntgendiagnostik

Die konventionellen Roéntgenuntersuchungen der Brust- (BWS) und
Lendenwirbelsaule (LWS) in 2 Ebenen nehmen bei Verdacht auf Osteoporose
eine wichtige Rolle ein. Zudem koénnen, bezogen auf die Differentialdiagnose, in
Frage kommende Erkrankungen und sekundare Osteoporose-Formen
ausgeschlossen werden. Wirbelkérperdeformierungen, wie Keil-, Fisch- oder
Plattwirbel, sind hierbei typische Anzeichen einer Osteoporose (Peters und Friebe
2005).

Auch hinsichtlich der Abschéatzung des Frakturrisikos bei Osteoporose ist die
Erfassung von pravalenten Wirbelkorperfrakturen mithilfe der konventionellen
Rontgenuntersuchungen sehr hilfreich. So stellen Wirbelkdrpersinterungen je nach
Grad der Verformung und Zahl der Deformitdten unabhangig von der
Knochendichtemessung ein hohes Risiko flr weitere osteoporotische Frakturen
dar (Braun und Pfeilschifter 2010).

1.4.4 Basislabor

Neben der Anamnese und dem klinischen Befund gehort die Durchfihrung eines
Basislabors zum wesentlichen Bestandteil der Basisdiagnostik. Es dient dem
Ausschluss  wichtiger sekundarer  Osteoporose-Formen und  anderer

differentialdiagnostisch in Frage kommender Osteopathien (Lange et al. 2011).



Einleitung 19

Zusatzlich ermdglicht es Kontraindikationen fir eine medikamentdse Therapie zu
Uberprufen (DVO-Leitlinie 2014).

Neben dem Blutbild, welches Hinweise auf entzindliche und maligne
Erkrankungen geben kann, werden auch Serumcalcium und Serumphosphat
analysiert. Des Weiteren werden die Parameter alkalische Phosphatase, Gamma-
GT, Serumkreatinin, BSG/C-reaktives Protein, Serumeiweil3elektrophorese und
TSH untersucht.

1.5 Pravention und Therapie der Osteoporose

Fur die Behandlung einer Osteoporose gibt es unterschiedliche
Therapiestrategien. Diese kann man in allgemeine Basis- bzw. Prophylaxe-
mafl3nahmen und medikamentdse Therapieansatze differenzieren. Dabei steht
sowohl die Verbesserung der Knochenqualitat als auch die Optimierung des
Knochenumbaus hinsichtlich einer Steigerung der Knochenmasse im
Vordergrund. Ziel ist die Verhinderung der Krankheitsentstehung, sowie das Risiko

von Frakturen zu reduzieren (Bartl und Gradinger 2009).

1.5.1 Allgemeine Basis- und PraventionsmalRinahmen

Neben nicht beeinflussbaren Risikofaktoren, wie die genetische Pradisposition und
das Alter, gibt es eine Vielzahl an beeinflussbaren Risikofaktoren, an denen die
allgemeinen Basis- bzw. PraventionsmaRnahmen anknipfen. Sie stellen
nichtmedikamentdse Mdoglichkeiten (Basistherapie) dar, um die Knochenfestigkeit
zu verbessern und Knochenbriiche zu vermeiden (Kurth und Pfeilschifter 2007).
Als beeinflussbarer Risikofaktor nimmt besonders die kdrperliche Inaktivitat eine
schwerwiegende Bedeutung fur Knochenschwund ein. So konnte man bspw. bei
bettlagerigen Patienten innerhalb einer Woche mehr Knochenmasseverlust
beobachten als bei mobilen Personen in einem ganzen Jahr. Im Rahmen der
Basis- bzw. Praventionsmalinahmen oder aber auch in der Rehabilitationsphase
nach einer Fraktur kann durch korperliche Aktivitat die Knochenmasse nicht nur
erhoht werden, zudem starkt es die Muskulatur und die Koordinationsfahigkeit.
Daraus resultiert auf der einen Seite eine Reduktion der Sturzgefahr, auf der
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anderen Seite kommt es zu einer Verbesserung des Allgemeinzustands der
Patienten (Bartl und Gradinger 2009).

Da Sturzereignisse im Alter eine der zentralen Hauptursachen fur Frakturen sind,
empfiehlt sich besonders bei Patienten ab dem 70. Lebensjahr die Durchfihrung
einer jahrlich stattfindenden Sturzanamnese zur Abklarung der Ursachen und
Therapiemoglichkeiten (Kurth und Pfeilschifter 2007).

Um eine weitere Praventionsmalinahme handelt es sich bei der Supplementierung
von mindestens 1000 mg/Tag Calcium und 1 g/kg Kdrpergewicht Protein, sofern
eine adaquate Aufnahme uUber die Nahrung nicht gewdahrleistet wird. Falls der
Patient keine ausreichende Sonnenlichtexposition durchfiihren kann, ist ebenfalls
die erganzende Gabe von Vitamin D 3 (1000 - 2000 IE/Tag) mdoglich (Bartl und
Bartl 2015, Neuerburg et al. 2015). In Bezug auf eine adaquate Pravention ist
auch die kalorisch ausreichende Erndhrung sicherzustellen. Ein Untergewicht
(BMI < 20 kg/ m?) wirkt sich kontraproduktiv aus und begunstigt osteoporotische
Frakturen (Joakimsen et al. 1998). Im Hinblick auf die Schaffung von
knochenstoffwechselgesunden  Verhaltnissen sollte den Patienten  ein
Nikotinverzicht empfohlen werden. Es ist bewiesen, dass sich das Rauchen nicht
nur negativ auf den Knochenmineralgehalt auswirkt, sondern ebenfalls fur
Durchblutungsstérungen und ein allgemein vorzeitiges Altern verantwortlich ist.
Neben den bisher genannten Aspekten ist es zudem ratsam, eine regelméaRige
Kontrolle der vom Patienten einzunehmenden Medikamente durchzufiihren, da
z.B. Sedativa, Antiepileptika oder Antidepressiva das Osteoporose- und

Sturzrisiko erhéhen kénnen (Minne et al. 2002).

1.5.2 Indikationen fur eine medikamentdse Behandlung

Die DVO empfiehlt die medikamentdse Behandlung einer Osteoporose, wenn trotz
Umsetzung der Basismaflinahmen in den kommenden 10 Jahren mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit (30% und mehr) einer Wirbelkdrperfraktur oder einer
proximalen Femurfraktur zu rechnen ist. Unabhangig von der Fraktur-
wahrscheinlichkeit kann eine Therapieentscheidung auch auf Grundlage des in
der Knochendichtemessung ermittelten T-Werts, welcher in Relation zum
Lebensalter, Geschlecht und bereits aufgetretener Frakturen unter Berlck-

sichtigung von Risikofaktoren und klinischer Gesamtsituation gesetzt wird,
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getroffen werden. Studien zur Therapie der Osteoporose belegen eine
medikamentose Wirkung bei einer erniedrigten DXA-Knochendichte mit einem T-
Score von unter -2,0 (DVO-Leitlinie 2014).

1.5.3 Medikamentdse Behandlung

Unter Berlcksichtigung der aktuellen Studienlage erzielt eine individuell auf den
Patienten abgestimmte medikamentdse Behandlung der Osteoporose positive
Wirkung, so dass in der Folge bspw. auch eine Senkung der Frakturrate
feststellbar ist (Braun und Pfeilschifter 2010). Bei gegebener Indikation sprechen
sich demnach auch die entsprechenden Fachgesellschaften, wie z. B. die DVO, in
Konsensus-Leitlinien fur spezielle medikamentdse Therapien aus.

Neben der Basistherapie lassen sich die antiosteoporotischen Medikamente
grundsatzlich in zwei Gruppen, die sich in Bezug auf ihren Wirkmechanismus
differenzieren, einteilen. Auf der einen Seite gibt es Medikamente, welche den
Prozess des Knochenumbaus stoppen und als Antiresorptiva bezeichnet werden.
Zu diesen zahlen z. B. Bisphosphonate, selektive Ostrogen-Rezeptor-
Modulatoren, Calcitonin, Calcium und Vitamin D. Auf der anderen Seite gibt es
osteoanabole Medikamente wie z. B. Parathormon, Fluoride, oder Strontium, die
durch Stimulation von knochenbildenden Zellen den Knochenaufbau férdern (Bartl
und Bartl 2011).

1.5.3.1 Bisphosphonate

Bei den Bisphosphonaten handelt es sich um antiresorptive Medikamente, welche
bei der Behandlung von Osteoporose eine bedeutende Rolle einnehmen. Sie sind
stabile Analoga der Pyrophosphate und werden seit Ende der 1960er Jahre
eingesetzt.

Nach der Bindung an der mineralisierten Knochenoberflache werden sie in der
Folge von den Osteoklasten resorbiert, wodurch deren Formation und
Rekrutierung inhibiert werden. AufRRerdem findet eine Herabsetzung der
Stoffwechselaktivitat statt. Dartber hinaus sind Bisphosphonate in der Lage, die
Apoptose der Osteoklasten einzuleiten. Neben der Reduzierung der
Knochenresorption wird durch unterschiedliche Wirkmechanismen zudem die

Knochenneubildung gefordert. Dies bewirkt, dass der normalerweise im
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Gleichgewicht stehende Knochenumbauprozess zu Gunsten einer Knochen-
formation verandert wird und sich die Knochendichte erhdht (Reinsdorf et al.
2007).

Zu den derzeit verwendeten Bisphosphonaten gehdren Alendronat, Risedronat,
Ibandronat und Zoledronat. Diese konnen von den Patienten taglich, wochentlich
oder monatlich per os eingenommen werden. Ferner besteht die Mdglichkeit einer
monatlichen oder jahrlich stattfindenden intravenésen Applikation (Braun und
Pfeilschifter 2010).

Die aktuelle Studienlage (Horizon-Studie) demonstriert die hohe Effektivitat der
Bisphosphonattherapie (Black et al. 2007). Die Einnahme von Bisphosphonaten ist
dennoch mit einer Reihe von Nebenwirkungen verbunden. Neben gastro-
intestinalen Beschwerden weisen Studien auf bisphosphonatassoziierte
Knochennekrosen im Kieferbereich hin, welche besonders bei intraventser Gabe
von hochdosierten Bisphosphonaten auftreten (Lee et al. 2014, Mouri et al. 2009).

1.5.3.2 Parathormon

Parathormon (PTH) ist ein aus 84 Aminosauren zusammengesetztes Polypeptid.
Dieses wird in den Hauptzellen der Nebenschilddrisen produziert und dient
hauptsachlich der Regulierung der Calcium-Homobostase im Blutplasma
(Deutzmann 2008).

In den Nieren stimuliert es die Calcium-Resorption und die Hydroxylierung von 25-
Hydroxycholecalciferol zu 1,25-Dihydroxycholecalciferol (Vitamin D), welches eine
verstarkte Aufnahme von Calcium im Dunndarm bewirkt (Grodsky 2013, Jerosch
et al. 2002). Bei intermittierender Gabe wirkt sich PTH anabol auf den
Knochenstoffwechsel aus. Wird es kontinuierlich gegeben, wirkt es katabol, da die
Osteoklastenaktivitat erhoht wird (Hock und Gera 1992).

Studien belegen, dass die Applikation von PTH sowohl eine Zunahme der
Knochenmineraldichte als auch eine Verbesserung der trabekularen
Mikroarchitektur bewirkt, wodurch die Knochenstabilitat und biomechanische
Belastbarkeit gesteigert wird (Sehmisch et al. 2009, Tezval et al. 2010). Als
Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Riickenschmerzen, orthostatische Hypotonie und

Kopfschmerzen bekannt (Bartl und Bartl 2011).
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1.6 Baicalein

Bei Baicalein handelt es sich um ein Flavon des Baikal-Helmkrautes (Scrutellaria
baicalensis), welches zu der Familie der Lippenblutler (Lamiaceae) gehdrt. Die
Pflanze weist einen allgemein erhdhten Anteil von Flavonoiden auf. Neben
Baicalein lassen sich z. B. auch Luteolin, Berberin, Wogonin, Oroxylin A und die
Neurohormone Serotonin und Melatonin in Blattern und Stangeln nachweisen
(HUubner 2012).

Die Heimat des Krautes liegt urspringlich in Sibirien, allerdings reicht die
Verbreitung bis nach China. Dort wird es als Bestandteil der traditionellen
chinesischen Medizin z. B. fur Herzkreislauferkrankungen, Bluthochdruck und
verschiedene Knochenerkrankungen verwendet (Li-Weber 2009). Auch seine anti-
kanzerogene und anti-inflammatorische Wirkung ist bekannt (Chen et al. 2013,
Cheng et al. 2012, Gandhi 2013, Motoo und Sawabu 1994). So zeigen z. B. In-
vitro-Untersuchungen, dass Baicalein bei unterschiedlichen Tumorzelllinien nicht
nur zu einer Inhibition der Proliferation sowie zu einem Stillstand des Zellzyklus
fuhren kann, sondern auch die Apoptose verschiedener Tumorarten auslost
(Hubner 2012). Dabei zeigen Flavone wie Baicalein fast keine oder nur geringe
Toxizitat gegenuber normalen peripheren Blut, gewdhnlichen Epithel- und
Knochenmarkzellen (Li-Weber 2009). Ferner belegen Untersuchungen, dass sich
der oxidative Zellstress unter Applikation von Baicalein vermindern lasst (Gandhi
2013, Jin et al. 2007). AuRRerdem wird die Induktion der In-vitro-Differenzierung
von Osteoblasten Uber den Wnt/beta-Catenin Signalweg ausgeldst (Kim et al.
2008).

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass es sich beim Baicalein um
einen selektiven Inhibitor der 12/15-Lipoxygenase handelt (Deschamps et al.
2006, Mascayano et al. 2013). Bei erhohter Expression dieser Lipoxygenase ist
bekannt, dass ein Anstieg des pro-inflammatorischen Interleukin-6/TNF-a-
Spiegels resultiert (Wen et al. 2007). Daraus geht in der Folge eine Interleukin-
vermittelte Induktion der Osteoklasten (Kronke et al. 2009, Manolagas und Jilka
1995) und eine vermehrte adipozytare Differenzierung aus mesenchymalen
Vorlauferzellen der Osteoblasten hervor (Danks und Takayanagi 2013, Mori et al.

2013), wodurch eine verringerte Knochendichte resultiert (Kronke et al. 2009).
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Auf Grundlage der oben aufgefiihrten Effekte auf den Knochen stellt Baicalein in
der Osteoporoseforschung méglicherweise eine Alternative gegentber etablierter
Therapieansatze dar. Als Gegenstand der vorliegenden Arbeit soll die Wirksamkeit
der Substanz auf den Knochen am Beispiel des Femurs unter Verwendung des

osteoporotischen Tiermodells naher untersucht werden.

HO O

HO
OH O

Abb. 1: Grundgerist des Baicaleins
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2 Material und Methoden

Fur die nachfolgend aufgefiihrten Tierversuche wurde durch die Bezirksregierung
Braunschweig eine Genehmigung erteilt (AZ 14/1530). Das Projekt wurde durch
die Elsbeth Bonhoff Stiftung mit der Projektnummer 114 geftrdert.

2.1 Versuchsablauf

Die Gesamtdauer des Versuchs betrug 12 Wochen. Zu Versuchsbeginn wurden
61 weibliche Ratten in 5 Versuchsgruppen, je 10 - 13 Tiere pro Gruppe, eingeteilt
(Tab. 2).

Nach einwochiger Eingewdhnung der Tiere erfolgte bei den Versuchsgruppen 2 -
5 eine bilaterale Ovariektomie, wodurch ein Ostrogenmangel und daraus
hervorgehend eine Osteoporose induziert werden sollte. Die Tiere der Gruppe 1
wurden nicht ovariektomiert, da sie als Kontrollgruppe keine Osteoporose

entwickeln sollten.

Tab. 2: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen zu Beginn des Versuchs

Gruppennummer Gruppenbezeichnung Anzahl der Tiere
1 NON OVX 10
2-5 OVvX 51

Nach der Ovariektomie wurde eine Standzeit von 8 Wochen eingehalten.
Daraufhin wurde bei allen Versuchstieren (Gruppe 1 - 5) eine metaphyséare
Osteotomie der Tibiae mit anschliel3ender Plattenosteosynthese durchgefiihrt. Im
Rahmen der Operationen verstarben insgesamt 11 Ratten, so dass fur die
medikamentbse Therapie insgesamt 50 Tiere, je 10 pro Gruppe, Ubrig blieben
(Tab. 3).

Postoperativ wurde bei den Gruppen 3 - 5 eine medikamentése Therapie mit
Baicalein, welches in Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst war, Uber einen Zeitraum
von 28 Tagen durchgefihrt (Tab. 3).
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Tab. 3: Einteilung und Behandlungsart der Versuchstiere nach Ovariektomie und

Osteotomie

Gruppennummer | Gruppenbezeichnung | Behandlungsart Tieranzahl

a) Osteotomie ab

1 NON OVX
ON© b) Osteotomie, DMSO b) 5

a) Ovariektomie, ab
Osteotomie
b) Ovariektomie, b) 5
Osteotomie, DMSO

2 OVX

Ovariektomie,

. . Osteotomie, 1x tagl.
3 OVX Baicalein Konz. 1 . _ 10
Baicalein (1 mg/ kg/

KG), DMSO

Ovariektomie,

_ _ Osteotomie, 1x tagl.
4 OVX Baicalein Konz. 2 _ _ 10
Baicalein (10 mg/ kg/

KG), DMSO

Ovariektomie,

_ _ Osteotomie, 1x tagl.
5 OVX Baicalein Konz. 3 ) ) 10
Baicalein (100 mg/ kg/

KG), DMSO

Bei DMSO handelt es sich um ein organisches Losungsmittel, welches zur Gruppe
der Sulfoxide gehort. Es wirkt als Penetrationsverstarker, so dass in diesem Mittel
geléste Substanzen vom Organismus besser aufgenommen werden kdnnen.
Dartiber hinaus wirkt es analgetisch und antiphlogistisch (Kopp und Herschel
1985). Die tagliche Applikation des Medikaments erfolgte subkutan und in
gruppenspezifischer Konzentration (Tab. 3).

Zur Validitat der Versuchsergebnisse wurden Kontrollgruppen, bestehend aus den
Tieren der Gruppen 1 wund 2, eingeteilt. Wahrend des gesamten
Versuchszeitraums erhielt die Héalfte dieser Tiere keine Medikation, der andere
Teil von ihnen wurde mit DMSO behandelt (Tab. 3). Zu unterschiedlichen
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Zeitpunkten der Versuchsdurchfihrung wurde eine fluorchrome Polysequenz-
markierung mit Xylenol-Orange, Calcein-Griin und Alizarin-Komplexon bei allen
Tieren vorgenommen. Dadurch wird die Darstellung und Auswertung der im
Rahmen der Frakturheilung stattfindenden Knochenumbauprozesse im Anschluss
des Experiments ermdglicht.

Nach Abschluss der medikamentdsen Therapie wurden die Versuchstiere in CO,-
Sedierung durch Dekapitation getotet. Anschlielend erfolgte eine Obduktion und

es wurden verschiedene Proben flir weitere Untersuchungen gewonnen.

2.2 Versuchstiere und Haltung

Die Durchfiihrung des Experiments erfolgte mit 61 weiblichen Ratten des
Stammes Sprague Dawley (Zuchtanstalt Fa. Winkelmann, Borken, Deutschland),
die bei Versuchsbeginn drei Monate alt waren und ein Durchschnittsgewicht von
267,5 =+ 15,4 g hatten.

Wahrend des gesamten Experiments wurden die Versuchstiere in der zentralen
tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen gehalten.
Sie waren in Gruppen von drei bis funf Tieren in Makrolon®-Kafigen vom Typ IV
untergebracht. Die fachgerechte Betreuung der Ratten wurde in Form von
taglichen Kontrollen auf regelrechtes Verhalten und korperliche Integritéat durch
Tierpfleger und veterindrmedizinische Kontrollen gewahrleistet.

Aus hygienischen Grinden wurden die Tiere einmal die Woche in neue Kéfige
umgesetzt, so dass eine Reinigung und Desinfektion der gebrauchten Kafige
erfolgen konnte. Neben demineralisiertem Wasser stand auch sojafreies Futter
(ssniff SM R/M, 10 mm Pellets, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland)
zur freien Verfigung. Das Futter wurde einmal pro Woche auf 1500 g pro Kafig
wieder aufgefillt, nachdem das Restfutter gewogen wurde. Ferner wurde auch
das Koérpergewicht der Ratten einmal wochentlich erfasst.

Die Haltung erfolgte bei einer Raumtemperatur von 20°C + 1°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55%. Mithilfe der Raumbeleuchtung wurde ein Tag-Nacht-
Zyklus von 12 Stunden simuliert.
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2.3 Ovariektomie

Bei der Ovariektomie handelt es sich um ein validiertes Experiment zur Induktion
einer postmenopausalen Osteoporose. Es ist nachgewiesen, dass sie sich bei den
Tieren bereits wenige Monate nach dem Eingriff entwickelt (Ishihara et al. 1999).
Vor dem chirurgischen Eingriff wurden die Versuchstiere zunachst mit CO, sediert.
Anschliel3end erhielten sie eine intraperitoneale Anésthesie (0,1 ml/ 100 ¢
Korpergewicht), welche sich aus Ketamin (Hostaket®, Firma Hoechst, Bad Soden,
Deutschland) und Medetomidinhydrochlorid (Domitor®, Firma Orion Pharma,
Espoo, Finnland) im 3:1 Gemisch zusammensetzte.

Nachdem das Operationsgebiet zwischen unterem Rippenbogen und Hinterlaufen
auf beiden Seiten rasiert und desinfiziert worden war, erfolgte ein paravertebraler
Hautschnitt und die Praparation auf das Peritoneum (Abb. 2). Nach Er6ffnung des
Peritoneums konnten das Ovar und seine Nachbarstrukturen mithilfe einer
Pinzette vorgelagert und dargestellt werden (Abb. 3).

Daraufhin wurde die Tuba uterina ligiert, so dass das Ovar mit einem Skalpell
scharf abgetrennt werden konnte (Abb. 4). Nach der Ruckverlagerung der
Strukturen in den Bauchraum erfolgte der Peritoneal- und Bauchmuskulatur-
verschluss mit Vicrylfaden (Ethicon®, Johnson & Johnson, Norderstedt,
Deutschland) der Starke 4.0. Die Wundrander der Haut wurden mit Klammern
(Michel wound brackets 12 x 3 mm, Gebruder Martin GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland) verschlossen und mit einem Wundantiseptikum (Braunol®, Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) abgetupft (Abb. 5). Das beschriebene
Operationsverfahren wurde zur Ektomie beider Ovarien angewendet. Um die Tiere
postoperativ besser unterscheiden zu kénnen, wurde nach der Ovariektomie jeder
Ratte ein Transponder (UNO MICRO-ID-System, ISO-Transponder 12 mm, UNO-
Roestvaststaal BV, Zevenaar, Niederlande) subkutan im Nacken injiziert.
Zusatzlich erfolgte die Applikation von einer 3 ml isotonischen Kochsalzlésung zur
Verhinderung einer Hypovolamie.

Wahrend der Aufwachphase wurden die Versuchstiere in einem mit Warmeplatten
ausgestatteten Kafig Uberwacht. Zum Schluss wurden sie in die festgelegten
Gruppen eingeteilt und in die vorgesehenen Kafige verlegt. Da sichergestellt
werden sollte, dass die Versuchstiere eine Osteoporose entwickeln, wurde nach

der Ovariektomie eine Standzeit von 8 Wochen eingehalten (Ishihara et al. 1999).
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Abb. 2: Er6ffnung des Peritoneums Abb. 3: Vorverlagerung des Ovars

Abb. 4: Abtrennung des linken Ovars Abb. 5: Wundverschluss mit Klammern
nach Ligatur der Tuba uterina und Wunddesinfektion

2.4 Osteotomie, Osteosynthese und medikamentdse Behandlung

Neben der vorliegenden Studie sollte im Rahmen einer weiteren Untersuchung die
Auswirkung der Applikation von Baicalein auf die Frakturheilung untersucht
werden. Dazu erfolgte bei allen Versuchstieren eine beidseitige Osteotomie der
Tibia, welche mithilfe einer Osteosyntheseplatte versorgt wurde (Stirmer et al.
2010). Postoperativ wurden die Ratten analog zu Punkt 2.3 Gberwacht und erhiel-
ten zusatzlich eine zweitagige Schmerzprophylaxe mit Carprofen 5 mg/kg/KG
(Rimadyl®, Zoetis Schweiz GmbH, Zirich, Schweiz), welches intramuskular
appliziert wurde.

Ab dem ersten Tag nach der Operation erfolgte bei den Versuchstieren der
Gruppen 3 - 5 die medikamentése Behandlung mit Baicalein (Sigma-Aldrich,
Minchen) in gruppenspezifischer Konzentration (Tab. 3). Zur Applikation war der

Wirkstoff in DMSO gelost worden. Beim Ansatz der Wirkstofflosung wurde darauf
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geachtet, dass bei einem Spritzenvolumen von 0,6 ml die entsprechenden
Baicalein-Konzentrationen von 1 mg/kg/KG, 10 mg/kg/KG und 100 mg/kg/KG
eingehalten werden konnten. Um moégliche Effekte des DMSO zu erkennen, wurde
die Halfte der Tiere der Kontrollgruppen 1 und 2 mit 0,6 ml reinem DMSO
behandelt (Tab. 3).

Im Rahmen der medikamentbésen Behandlung wurden die Versuchstiere aus
ihrem Haltungsraum in einem separaten Raum des ZTE gebracht. Um Stress
wahrend des Behandlungsablaufs zu vermeiden wurden die Kaéfige stets
abgedeckt. Fur die Applikation des Wirkstoffs wurde immer nur ein Tier aus dem
Kafig entnommen und von einer Assistenz mit beiden Handen auf einer weichen
Unterlage fixiert. Eine weitere Person fihrte mit einer 1 ml Omnifix® Spritze
(Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und Kantle des Typs Sterican®
0,45 mm x 25 mm (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) die Injektion
durch. Zur besseren Unterscheidung der Tiere wurden die gespritzten Ratten
vorubergehend in einen anderen bereitgestellten Kafig des gleichen Typs gesetzt.
Sobald alle Tiere eines Kafigs behandelt worden waren wurden sie wieder in ihren
ursprunglichen Kafig umgesetzt. Um einen immer gleichen Tagesrhythmus zu
gewabhrleisten, erfolgte die Behandlung taglich zur gleichen Uhrzeit.

2.5 Probenentnahme

Nach einem Zeitraum von 28 Tagen wurden die Versuchstiere mit CO, sediert und
durch Dekapitation getotet. Anschliel3end erfolgte die Enthahme beider Femora
nach Exartikulation aus Hift- und Kniegelenk. Im Rahmen anderer Studien
wurden den Ratten auch der Lendenwirbelkorper, die Tibiae mit ortstandiger

Muskulatur (M. gastrocnemius, M. soleus, M. longissimus) und Blut entnommen.

2.6 Praparation und Lagerung der Femora

Fur die Durchfihrung der nachfolgenden Versuche wurden die entnommenen
Femoraproben, jeweils zwei (linke und rechte Seite) pro Ratte, von dem restlichen
Sehnengewebe und der Muskulatur freiprapariert.

Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung der Femoraproben bei -20°C,
um die Knochenqualitat zu erhalten.
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2.7 Biomechanischer Kompressionstest

Im Rahmen des biomechanischen Kompressionstests wurde eine zunehmend
einwirkende Kraft orthogonal zur Langsachse des Femurs ausgeulbt, bis es zu
einer Fraktur des Schenkelhalses kam. Wahrend des Versuchs wurden die
einwirkenden Krafte und Verformungen des Knochens in einem Kraft-Weg-
Diagramm aufgezeichnet.

Dieser Test ermdglichte die Uberpriifung der mechanischen Belastbarkeit der von
den Versuchstieren gewonnenen Femora. AulRerdem konnten durch den
Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen Rickschliisse hinsichtlich der
unterschiedlichen medikamentésen Therapie auf den osteoporotisch veranderten

Knochen gezogen werden (Tezval et al. 2010).

2.7.1 Validierung des Untersuchers

Zur Validierung des Untersuchers wurde der komplette Ablauf des
Kompressionstests wie in der Hauptuntersuchung an 20 Probeknochen, jeweils
linker und rechter Femur von 10 Ratten, durchgefuhrt. Anhand dieser
Voruntersuchungen wurden die Parameter Steigung und die Maximalkraft
analysiert. Da eine anndhernd gleiche Knochenbeschaffenheit beider Femora
vorausgesetzt werden konnte, sprach eine intraindividuelle Abweichung von

maximal 10% fur einen durch den Prufer korrekt durchgefiihrten Versuchsablauf.

2.7.2 Aufbau und Ablauf

Vor der Durchfihrung des Versuchs wurden die entsprechenden Knochenproben
(linke Femora) etwa 15 - 20 min lang bei Raumtemperatur aufgetaut.

Da die Femora fur die verschiedenen Versuche im Vorfeld prapariert werden
mussten, fihrte dies bei einzelnen Knochen zur Beschadigung oder zum vdlligen
Verlust des Kniegelenks. Um die Ergebnisse des biomechanischen
Kompressionstests spater besser auswerten und untereinander vergleichen zu
konnen, entschied man sich vor Versuchsbeginn dafir, alle Kniegelenke von den
Femura zu Iosen. Ferner gewahrleistet diese MalBhahme, dass ohne
Beeinflussung des Kniegelenks nur die mechanische Stabilitat des Knochens

untersucht wird.
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Zu Versuchsbeginn wurde der zu prufende Knochen zunachst auf einer speziell
fur diesen Versuch entwickelten Tragerplatte aus Aluminium positioniert, so dass
ein Dreipunktkontakt Gber den Trochanter major, welcher in eine kugelférmige
Senke gelegt wurde, und den beiden Kondylen zustande kam. Zusatzlich erfolgte
eine Fixierung des Corpus femoris mit verstellbaren Schrauben. Dies sollte eine
Positionsveranderung und daraus resultierende Falschmessung wahrend des
Versuchs verhindern (Abb. 6).

Im Anschluss konnte die Tragerplatte mit dem korrekt positionierten Knochen in
die Werkstoffprifmaschine (Typ 145660 Z020/ TND Zwick/ Roell, Ulm,
Deutschland) eingespannt werden. Danach wurde Uber eine Software (testXpert®,
Zwick/ Roell, Ulm, Deutschland) der zur Prifmaschine gehdrende Rollenstempel
etwa mittig Uber dem Femurschaft positioniert. Anschlie3end wurde der Stempel
auf den eingespannten Femur heruntergefahren (Abb. 7).

Erst wenn die ventrale Kante des Femurs genau mittig in der Nut des Stempels
lag, wurde ein Knochenkontakt mit einer Vorkraft von 1 N hergestellt. Nach
wiederholter Prifung der Femur- und Stempelposition erfolgte die Durchfiihrung
des Kompressionstests. Durch das permanente Absenken (50 mm/min) des
Stempels wurde ein zunehmender Druck auf den Knochen ausgeibt, bis daraus
eine Fraktur des Schenkelhalses hervorging. Wéahrend des Versuchs fiihrte die
Software eine Messung durch und wandelte die erfassten Daten unmittelbar in ein

Kraft-Weg-Diagramm um (Tezval et al. 2010, Stuermer et al. 2006).

|

Abb. 6: Korrekte Lage des Femurs auf der
Tragerplatte mit heruntergefahrenem Rollenstempel
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Abb. 7: Korrekte Position der Tragerplatte (inkl. darauf gelagertem

Femur) in der Werkstoffprifmaschine

2.7.3 Messparameter

2.7.3.1 Steigung

Die Steigung, welche in N/mm angegeben wird, ist MaR fir den linearen
Kurvenverlauf im Kraft-Weg-Diagramm. Sie ist Ausdruck fur die elastische

Verformbarkeit des zu prifenden Knochens wahrend des Kompressionstests.

2.7.3.2 Maximalkraft (Fmax)

Bei der Maximalkraft handelt es sich um die gro3tmdogliche Kraft, welche auf den
Femur einwirken kann, bis eine Schenkelhalsfraktur hervorgerufen wird. Im
Kurvenverlauf des Kraft-Weg-Diagramms ist diese Kraft als Scheitelwert
erkennbar. Sie wird in N angegeben.
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2.8 Veraschung

2.8.1 Bestimmung der organischen und anorganischen

Knochensubstanz

Zur Bestimmung des Anteils der organischen und anorganischen
Knochensubstanz wurde nach dem biomechanischen Kompressionstest durch
Veraschung der linken Femora ein Gluhruckstand erzeugt.

Zu Beginn des Versuchs wurde zunéachst ein feuerfester Porzellantiegel analytisch
gewogen, um ein Tara-Gewicht zu erhalten. Daraufhin wurde der zu prifende
Femur in diesen Tiegel gelegt und die Gesamtmasse analytisch gewogen. Mithilfe
der Gesamtmasse abziglich des Tara-Gewichts konnte die Masse des Femurs
vor der Veraschung bestimmt werden (Gesamtmasse - Tara = m yor veraschung). 1M
Anschluss wurde der Porzellantiegel mit dem Knochen Uber einen Zeitraum von

45 Minuten in einem Muffelofen einer Temperatur von 750°C ausgesetzt (Abb. 8).

Abb. 8: Veraschung der Knochenproben in

einem Muffelofen

Danach wurde der Gluhrickstand in einem Exsikkator Uber Kieselgel aufbewahrt,
um eine AbklUhlung auf Raumtemperatur ohne Bildung von Kondensations-
feuchtigkeit zu gewahrleisten. Daraufhin erfolgte die Berechnung der Masse des

Femurs nach der Veraschung, indem die analytisch gewogene Gesamtmasse
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wiederholt von dem Tara-Gewicht subtrahiert wurde (Gesamtmasse - Tara = m
nach Veraschung)-
Die Formel fur die Berechnung des prozentualen Anteils der organischen

Substanz an der Gesamtmasse des Knochens lautet:

% organische Substanz — ( (m vor Veraschung ~ M nach Veraschung) * 100) /' m vor Veraschung

Fur die Berechnung des Anteils der anorganischen Substanz gilt folgende Formel:

% anorganische Substanz = 100 - % organische Substanz

2.8.2 Bestimmung des Calcium- und Phosphatgehaltes

Im Rahmen der Bestimmung des Calciumgehaltes der Knochensubstanz wurde
eine Flamm-Atomabsorptionsspektroskopie (DIN EN ISO 7980:2000) angewendet.
Ferner erfolgte die Phosphatbestimmung durch Photometrie des Phosphat-
Molybdanblau-Komplexes (DIN EN ISO 6878:2004). Beide Verfahren wurden
jeweils nach Saureaufschluss des Gluhrickstandes mithilfe von 10%-
Salpetersdure (HNO3) durchgeftihrt. Im Anschluss wurden die Ldsungen
entsprechend verdiinnt, da die erwarteten Konzentrationen im Vertrauensbereich
des Messverfahrens liegen sollten.

Fir den Saureaufschluss wurde der Gluhriickstand der zu priufenden
Knochenprobe in einem Mérser mit dem Pistill zunachst fein homogenisiert und
davon 50 mg analytisch genau ausgewogen (m). Danach wurde diese Masse in
einen Kolben tUberfihrt und mit 200 ml 10%-Salpetersaure versetzt. In der Folge
wurde diese Losung erhitzt und 45 min lang auf Siedetemperatur gehalten. Der
Aufschluss der erhitzten Losung erfolgte tGber einen Rickflusskihler. Dann wurde
die klare Aufschluss-LOosung in einen 1000-mI-Messkolben mit Wasser aufgefillt.
Anschliel3end erfolgte eine Probenentnahme (5 ml), welche um den Faktor 1:20
verdinnt wurde, fur die Herstellung einer Analysematrix zur Durchfihrung der
Calcium- und Phosphatbestimmung.

Fur die Bestimmung des Calciumgehaltes wurde der Atomabsorptions-

spektrometer (FIAS 4100, Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland) zunachst gegen
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eine Verdunnungsreihe im Konzentrationsintervall zwischen 0,1 und 5 mg/l nach
Vorgaben des akkreditierten Verfahrensprozesses kalibriert. Dann erfolgte die
eigentliche Flamm-Atomabsorptionsspektrometrie, indem eine Probe (5 ml) der
Analysematrix in das Autosampler-Rack pipettiert und Lanthanchlorid (LaCl3) als
Matrix-Modifier zugegeben wurde. Dieses Gemisch wurde durch einen Zerstauber
permanent in die Luft-Acetylen-Flamme des Atomabsorptionsspektrometers
befordert und darin aufgeldst. Dabei wurde die Extinktion der durch Calcium
verursachten Flammenfarbung an der Calcium-Emissionsbande von 422,8 nm
bestimmt.

Fur die Phosphatbestimmung wurde 20 ml der Analysematrix in einen 25 ml
Messkolben pipettiert und mit 4 ml Phosphatreagenz (25 ml Schwefelsaure, 7,5 ml
Ammoniummolybdat, 15 ml Ascorbinsaure, 2,5 ml Kaliumantimonoxidtartrat)
versetzt. Nach dem Auffillen des Messkolbens (25 ml) wurde eine Reaktionszeit
von 10 min eingehalten. Anschlie3end erfolgte die photometrische Messung der
Extinktion in einer Kivette der Schichtstarke 10 mm bei einer Messwellenlange
von 830 nm gegen eine Blindprobe mit destilliertem Wasser. Mithilfe einer
Verdinnungsreihe im Konzentrationsverhdaltnis 0,1 bis 1,5 mg/l einer Phosphat-
Standardlésung wurde durch Messung der Extinktion eine Abgleichgerade erstellt.

Tab. 4: Einheiten und Messparameter der Calcium- und Phosphatbestimmung

Abkurzung Definition
m Masse der Knochenprobe (mg)
c Stoffmengenkonzentration (mol/m)
mol Stoffmenge

Calcium-Gehalt % | Prozentualer Anteil von Ca*" an der Knochenprobe (m)

Phosphat-Gehalt % | Prozentualer Anteil von PO4% an der Knochenprobe (m)

Verhaltnis der Stoffmengenkonzentration (c)
c (Ca™)/ ¢ (PO4®)
von Ca?*und PO4* an der Knochenprobe (m)
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2.9 Mikro-Computertomographie

Fur die computertomographische Untersuchung der Femora (rechte Seite) wurde
ein Quantum FX microCT des Herstellers Caliper Sciences (Hopkinton,
Massachusetts, USA) verwendet. Dieses Gerat zeichnet sich besonders durch
seine geringe Strahlenbelastung aus, welche pro Scan im Durchschnitt bei etwa
15 mGy liegt. Basierend auf einem Bildverstarkersystem, welche sich aus den
Bestandteilen Optik, Kamera und Bildschirm zusammensetzt, werden die
Prufkorper in hochaufgeldste dreidimensionale Bilder dargestellt.

Wahrend eines Scanvorgangs durchdringt die emittierte Rontgenstrahlung das
Untersuchungsobjekt und trifft dabei auf eine Szintillatorschicht. Diese registriert
die eintreffende Energie und wandelt sie in sichtbares Licht um. In der Folge
werden die Lichtphotonen von einer Sensormatrix erfasst, dessen Elektronen das
registrierte Strahlenprofil zur Bildverarbeitung weiterleiten.

Der gesamte Scanvorgang kann direkt Uber einen Bildschirm, welcher mit einer
Digitalkamera verbunden ist, verfolgt werden. Die Durchfiihrung der Scans erfolgte

mithilfe von definierten Scanparametern, welche in Tabelle 5 aufgefuhrt sind.

Tab. 5: Scanparameter des Scanprotokolls

Scan Parameter

Wert + Einheit

Anzahl der Projektionen (360° Scan) 3600
Rohrenspannung 70 kVp
R6hrenstrom 200 pA
FOV (Field of View) 20 x 20 mm?
Scanzeit 2 min
Scanmode Vollrotation (360°)

Effektive ,Voxel“-GroRRe

40 x 40 x 40 pm?

Detektor Frame Rate 30 Hz
Bildmatrix 512 x 512
Datenprasentation 16 bit
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2.9.1 Durchfuhrung der Scans

Um wahrend des Scanvorgangs eine gleichmalig intensive Rontgenstrahlung zu
garantieren und die RoOhre durch plotzliches An- und Ausschalten nicht zu
beschadigen, wurde vor der Durchfiihrung der Scans eine Aufwarmphase von ca.
15 min eingehalten.

Im Anschluss wurde der zu prifende Knochen auf ein rdntgentransparentes
Schaumstoffstick positioniert, um wéhrend des Scanvorgangs eine sichere Lage
zu gewahrleisten. Fur die bessere Vergleichbarkeit und Auswertung der einzelnen
Aufnahmen wurde neben jedem Knochen zusatzlich ein Kalibrierungsphantom
platziert.

Dieses Phantom beinhaltet insgesamt funf verschiedene Hydroxylapatit-
Festkorper. Jeder dieser einzelnen Festkorper weist eine dem System bekannte
spezifische Mineraldichte auf. Dadurch dient es als Referenz fir die durch den
Prufkorper abgeschwéchten Rontgenstrahlen. Dadurch kénnen die ermittelten
Dichtewerte (Hounsfield-Skala) sehr detailgetreu in ein  Graustufenbild
umgewandelt werden.

Nach der stabilen Positionierung des Knochens konnte dieser in die
Prufkorperkammer des u-CT gelegt und der Fokus auf den Caput femoris inklusive
des Phantoms ausgerichtet werden. Darauf erfolgte immer erst ein Testscan
in niedriger Auflésung zur Uberprifung der Rekonstruktion am Bildschirm. Nur
wenn die oberen Anteile des Knochens (Caput femoris, Collum femoris,
Trochanter major, Trochanter minor) und das Phantom vollstandig dargestellt
wurden, erfolgte ein Scan in hoher Auflésung.

Der daraus resultierende Datensatz wurde mithilfe eines Filtered Back Projection
(FBP)-Algorithmus und einer Kalibrierung durch Auswertung der Grauwerte der
Referenzmaterialien  (Kalibrierungsphantom) in  eine  3-D-Rekonstruktion

umgewandelt.
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2.9.2 Auswertung der Scans

Fur die Auswertung wurde die Software 3D Osteoanalyze v 1.000.4 benutzt.
Mithilfe dieses Programms wurden Dichte, Volumen und Struktur der einzelnen
Knochenbestandteile des Caput femoris analysiert und eine Kortikalismessung

des Collum femoris vorgenommen.

Arbeitsschritte

1. Transparenz- und Kontrasteinstellung

Im Rahmen der Auswertung wurde bei jedem Knochen zunéchst eine Anpassung
der Einstellungen des 2-D- und 3-D-Sichtfensters vorgenommen, um eine
detailgetreue Darstellung zu erhalten. Dieses Vorgehen sollte ebenfalls die
bessere Vergleichbarkeit und Auswertung der einzelnen Femora sicherstellen.

Fur die optimale 3-D-Darstellung der gesamten Knochenstruktur (Abb. 9) wurde
das entsprechende Grauwerthistogramm in Bezug auf seine Transparenzfunktion,
wie in Abb. 10 beschrieben, immer individuell angepasst.

Die 2-D-Darstellung (Abb. 11) wurde mithilfe der ebenfalls im dazugehérigen
Grauwerthistogramm vorhandenen Kontrastfunktion (Abb. 12) angepasst, wodurch
sowohl die Substantia compacta als auch das feine Trabekelwerk der Substantia

spongiosa sichtbar und voneinander unterschieden werden konnten.
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Abb. 9: 3-D-Darstellung eines Abb. 10: Grauwerthistogramm der 3-D-
Femurs mit optimal angepasster Darstellung (Abb. 9) flur die optimale
Transparenz Anpassung der Transparenz; Pfeil (weil)

bezeichnet den Punkt, welcher verandert werden

muss

L d

291/511

Abb. 11: 2-D-Darstellung eines Abb. 12: Grauwerthistogramm der 2-D-
Femurs mit optimal angepasstem Darstellung (Abb. 11) fur die optimale
Kontrast Anpassung des Kontrasts; Pfeil (weil3)

bezeichnet die Linie, welche verschoben werden

muss
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2. Auswertung des Kalibrierungsphantoms

Zur Validitatssicherung wurde vor der Analyse jedes einzelnen Knochens immer
erst eine Dichte-Kalibrierung vorgenommen. Dazu wurde das Kalibrierungs-
phantom mithilfe der Software zunachst ausgeschnitten, um es separat vom
Knochen darzustellen (Abb. 13).

Im Anschluss konnte die Erstellung eines Grauwerthistogramms erfolgen, wobei
die Werte der x-Achse Ausdruck fir die Rontgenschwachung (ansteigende

Helligkeit) sind und die dazugehotrigen Werte der y-Achse die Anzahl der

Bildpunkte, die in den entsprechenden Grauwertbereich fallen, wiedergeben
(Abb. 14).

Abb. 13: 3-D-Darstellung des Abb. 14: Histogramm des Kalibrierungs-

Kalibrierungsphantoms phantoms

Da das Kalibrierungsphantom aus funf verschiedenen Festkdrpern mit jeweils
unterschiedlichen Mineraldichte-Werten besteht, gehen daraus charakteristischer-
weise funf Peaks im Histogramm hervor. Durch Kenntnis der einzelnen
Materialzusammensetzungen, bzw. der spezifischen Elektronendichte, ergab sich
ein Rontgenschwachungswert, woraus die Massendichte abgeleitet werden
konnte. Dieses Vorgehen war von besonderer Bedeutung, da nur aus diesem
Grund Ruckschlisse auf den Mineralisierungsgrad der verschiedenen

Knochenkompartimente gezogen werden konnten.
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Zur Kalibrierung der Dichte wurden die Maximalwerte der Peaks erfasst und durch
lineare Regression in eine Ausgleichsgerade, welche als Referenz fur die spatere

Knochenanalyse diente, umgewandelt.

3. Dichte- und Volumenbestimmung

Fur die Dichte- und Volumenbestimmung der einzelnen Knochenbestandteile des
Caput femoris wurde dieser zunachst so markiert und vom restlichen Knochen
getrennt, dass ein gerader Schnitt im Bereich des Collum femoris am Ubergang
zum Trochanter major erzielt wurde (Abb. 15, Abb. 16).

Im Anschluss wurde die Luft in dem ausgeschnittenen Bereich entfernt, dass ein
bereinigtes Histogramm nur in Bezug auf das Knochengewebe erstellt werden
konnte. Dieses setzte sich aus Kortikalis, Trabekel und Weichgewebe zusammen.
Da die Peaks dieser Knochenbestandteile im Histogramm nicht immer klar
voneinander abgegrenzt werden konnten, jedoch eine segmentspezifische und
einheitliche Auswertung aller Knochen sichergestellt werden sollte, wurden vor der
Analyse definierte untere Schwellenwerte festgelegt.

Dazu wurden aus jeder der funf Versuchsgruppen (Tab. 3) zwei Femora
untersucht, bei denen im Histogramm drei deutliche Grauwertbereiche,
stellvertretend fur die entsprechenden Knochenbestandteile (Kortikalis, Trabekel,
Weichgewebe), mit ausgepragten Peaks vorhanden waren. In der Folge wurden
fur jedes dieser 10 Histogramme der untere Schwellenwert des kortikalen
Knochens (Ubergang von Kortikalis zu Trabekel), sowie der untere Schwellenwert
des trabekularen Knochens (Ubergang von Trabekel zu Weichgewebe) festgelegt.
Zur Festlegung des kortikalen Knochenanteils wurde dessen unterer
Schwellenwert genau zwischen dem Kortikalispeak und den Peak des
trabekularen Knochens verschoben. Parallel dazu wurde der untere
Schwellenwert des trabekularen Knochens genau zwischen dem Trabekelpeak
und den Peak des Weichgewebes verschoben. Auf diese Weise erhielt man
insgesamt 10 untere Schwellenwerte, sowohl fiir den kortikalen als auch fir den
trabekularen Knochen. AnschlieBend wurden aus diesen Schwellenwerten
Mittelwerte gebildet, welche in Tabelle 6 als definierte untere Schwellenwerte

dargestellt sind.
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Abb. 15: 3-D-Darstellung von Abb. 16: Caput femoris in der 3-D-
Kalibrierungsphantom und Femur Darstellung vor der Bestimmung
(gelbe Markierung zeigt den Bereich der Knochendichte

um das Caput femoris an, welcher
ausgeschnitten werden soll); Pfeil
(weil3) zeigt auf den Trochanter

major

Da der obere Schwellenwert eines Grauwertbereichs immer dem unteren
Schwellenwert des angrenzenden Grauwertbereichs entsprach, musste dieser
nicht zusatzlich definiert werden. Der untere Schwellenwert des Weichgewebes
war durch den Beginn des Histogramms vorgegeben. Ebenso markierte das Ende
des Histogramms den oberen Schwellenwert fur den kortikalen Knochen.

Dadurch  konnte bei jedem Knochen zwischen funf verschiedenen
Knochensegmenten, welche sich aus Gesamtknochen, Kortikalis, Kortikalis und
Trabekel, Trabekel sowie Weichteilgewebe zusammensetzten, differenziert
werden.

In der Folge wurde auf Grundlage der vorherigen Auswertung des
Kalibrierungsphantoms (siehe Arbeitsschritt 2) bei jedem Knochen eine
einheitliche Dichte- (g/cm?®) und Volumenbestimmung (mm3) der verschiedenen
Messbereiche durchgefihrt (Tab. 7).
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Tab. 6: Darstellung der ermittelten definierten unteren Schwellenwerte

Unterer Schwellenwert fir die | Unterer Schwellenwert fir den trabekuléren
Kortikalis (Range) Knochen (Range)

0.8 g/lcm® 0.45 g/cm®

Tab. 7: Messparameter der Dichte- und Volumenbestimmung

Parameter Einheit
Gesamtdichte g/cm3
Gesamtvolumen mm3
Kortikalisdichte g/cm3
Kortikalisvolumen mm?3
Trabekeldichte g/cm3
Trabekelvolumen mm3
Kortikalis- und Trabekeldichte (Knochendichte) g/cm3
Kortikalis- und Trabekelvolumen (Knochenvolumen) mm3
Kortikalis- und Trabekelvolumen (Knochenvolumen)/ %
Gesamtvolumen
Weichteilgewebedichte g/cm 3
Weichteilgewebevolumen mm3

4. Bestimmung der Kortikalis-Oberflache
Fir die Bestimmung der Kortikalis-Oberflache (mm?2) wurde das Caput femoris in
der 3-D-Darstellung zunéchst so gedreht, dass eine Ansicht von unten auf den
Querschnitt des Collum femoris méglich war.
Im Anschluss erfolgte eine Berechnung der gesamten Knochenoberflache dieses

Querschnitts. Dazu wurde der aufere Rand des Knochens mithilfe der Software
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markiert (Abb. 17). Daraufhin wurde in gleicher Weise nur die Oberflache des
Trabekelwerks der Substantia spongiosa markiert und berechnet (Abb. 18).
Durch Subtraktion der Flache der Substantia spongiosa von der Gesamt-

oberflache des Knochens konnte die Oberflache der Kortikalis ermittelt werden.

Abb. 17: 3-D-Darstellung von Abb. 18: 3-D-Darstellung von
unten auf den Querschnitt des unten auf den Querschnitt des
Collum femoris und Markierung Collum femoris und Markierung
der Knochenoberflache der Substantia spongiosa

5. Analyse der Substantia spongiosa

Der letzte Arbeitsschritt der Auswertung sah eine Analyse des Caput femoris im
Hinblick auf die Zusammensetzung des trabekularen Knochens vor.

Da mit der Software nur ein Teilbereich der Knochenstruktur ausgewertet werden
konnte, wurde mithilfe eines Messrahmens (10 mm x 0,2 mm) zunachst ein
moglichst zentraler und damit aussagekréftiger Untersuchungsabschnitt des
Knochens ausgewahlt (Abb. 19).

Um die zentrale Anpassung des Messrahmens an den Caput femoris zu
gewahrleisten, wurde er in der 3-D-Darstellung mehrmals in allen r&dumlichen
Ebenen Uberprift und gegebenenfalls angepasst (Abb. 20). Nach der Berechnung
des ausgewéhlten Untersuchungsabschnitts konnte dieser in der 3-D-Darstellung
betrachtet werden (Abb. 21).
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Abb. 19: 3-D-Ansicht von unten
auf den Querschnitt des Collum
femoris und zentrale Anpassung

des Messrahmens

Abb. 21: 3-D-Ansicht von lateral
auf den Untersuchungsabschnitt,
welcher  zuvor durch den
Messrahmen ausgewahlt wurde;
Markierung der Substantia spon-

giosa

Abb. 20: 3-D-Ansicht von lateral
zur Uberprifung und Anpassung
des Messrahmens

Abb. 22: 3-D-Ansicht von lateral
auf die in Abb. 21 markierte
trabekulare Struktur der Sub-

stantia spongiosa

Fur die Analyse der Substantia spongiosa wurde der gesamte trabekulére

Knochen unterhalb der Epiphysenfuge und oberhalb des Collum femoris markiert
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und ausgeschnitten (Abb. 21, Abb. 22). AnschlieRend konnte der ausgewahlte
Knochenbereich mit den Parametern, welche in Tabelle 8 dargestellt sind,

untersucht werden.

Tab. 8: Messparameter fur die Analyse der Substantia spongiosa

Parameter Einheit
Gesamtvolumen (Trabekel + Weichteilgewebe) mm3
Trabekelvolumen mm3
Trabekelvolumen/ Gesamtvolumen %
Mittlere Trabekeldicke mm
Mittlerer Trabekelabstand mm

2.10 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mithilfe des
Programms GraphPad Prism (Version 4.00, Graph Pad Software Inc., San Diego,
USA). Es diente auch zur Erstellung der graphischen Abbildungen, welche im
Ergebnisteil aufgefuhrt sind.

Basierend auf den Ergebnissen der einzelnen Versuche konnte fur jeden
Messparameter (2.7.3, 2.8.2, 2.9.2) eine gruppenspezifische Berechnung von
Minimum und Maximum, Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler
durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse wurden zusatzlich einer Varianzanalyse
(one-way-ANOVA) und einem Tukey-Kramer-post-hoc-Test unterzogen, um
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen feststellen zu
konnen. Dabei wurde die maximale Irrtumswahrscheinlichkeit mit dem
Signifikanzniveau a = < 0,05 festgelegt. Diesbezlglich ging aus einem p-Wert
(Ergebnis eines statistischen Signifikanztests), welcher kleiner als das festgelegte
Signifikanzniveau war, eine statistische Signifikanz zum Niveau a hervor (Bender
und Lange 2007). P-Werte von < 0,05 wurden als signifikant, p-Werte von < 0,01

als hoch signifikant und p-Werte von < 0,001 als hochst signifikant bezeichnet.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Korpergewichtsbestimmung, der
Futteraufnahme, der Uterusgewichte, des biomechanischen Kompressionstests,

der Veraschung und der Mikrocomputertomographie prasentiert.

3.1 Korpergewicht der Tiere im Verlauf

430 Osteotomie

420 1
410
400
390
380
370
360
350
340
330
320
310
300
290 F
280
270
260 -

NON OVX

= 0VX

1 mg
Baicalein

10 mg
Baicalein

Korpergewicht (g)

=¢=100 mg
Baicalein

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Woche

Abb. 23: Verlauf der wéchentlich ermittelten Kérpergewichte als Mittelwert jeder

einzelnen Versuchsgruppe; a = signifikant zu allen anderen Gruppen, b = signifikant zu
NON OVX; *=p<0,05

Die Auswertung der Ergebnisse in Bezug auf den Verlauf des Koérpergewichts
zeigte, dass zu Beginn des Versuchs keine deutlichen Gewichtsunterschiede
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen feststellbar waren.

Bei der Gesamtbetrachtung des Versuchs war jedoch das Korpergewicht der NON
OVX-Gruppe auffallig, da es permanent unter denen der ovariektomierten
Gruppen (OVX, 1 mg Baicalein, 10 mg Baicalein, 100 mg Baicalein) blieb.
Dennoch war Uber die gesamte Versuchsdauer bei allen Versuchsgruppen eine

deutliche Gewichtszunahme zu erkennen. Hierbei ist anzumerken, dass bei den
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ovariektomierten Gruppen im Vergleich zu der NON OVX-Gruppe ein signifikant
hoherer Anstieg des Korpergewichts zu erkennen war. So lag bereits ab der
zweiten Woche bei allen ovariektomierten Gruppen eine Signifikanz gegentiber
der NON OVX-Gruppe vor.

Nach der Osteotomie in der 8. Woche konnte in der darauffolgenden Woche bei
allen Versuchsgruppen ein Gewichtsverlust festgestellt werden. Bis zum
Versuchsende wurde lediglich bei der NON OVX-Gruppe eine kontinuierliche
Gewichtszunahme beobachtet. Die Kérpergewichte der ovariektomierten Gruppen
nahmen nach einer voriibergehenden Zunahme gegen Ende des Versuchs wieder
ab oder blieben gleich (Abb. 23).

3.2 Futteraufnahme der Tiere im Verlauf

Die Erfassung der taglichen Futteraufnahme wurde ab der 2. Versuchswoche
durchgefuhrt (Tab. 9). Bis zur Osteotomie in der 8. Woche nahm die
Futteraufnahme ausschliel3lich bei der NON OVX-Gruppe kontinuierlich zu. Bei
den ovariektomierten Gruppen konnte nur in den Anfangswochen ein Anstieg
nachgewiesen werden, bereits nach der 4. Woche kam es bei ihnen zu einer
Abnahme der Futteraufnahme.

Beim Vergleich der einzelnen Gruppen sind Gber den gesamten Versuchszeitraum
nur in der 3. Woche signifikant hohere Werte bei den ovariektomierten Tieren der
Gruppen 10 mg Baicalein und 100 mg Baicalein gegenuber der NON OVX-
Gruppe erkennbar.

Unmittelbar nach der Osteotomie wurden die ovariektomierten Gruppen neu
zusammengesetzt, daher fand in der 9. Woche keine Erhebung der taglichen
Futteraufnahme statt. Diese erfolgte erst wieder ab der 10. Woche, in der es bei
allen Tieren zu einer deutlichen Abnahme kam. Dartber hinaus erreichten zu
diesem Zeitpunkt alle Tiere ihren niedrigsten Wert. In den letzten beiden
Versuchswochen konnte gruppentbergreifend erneut eine Zunahme der

Futteraufnahme festgestellt werden.
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Tab. 9: Verlauf der taglichen Futteraufnahme als Mittelwert + Standardabweichung

pro Tier jeder einzelnen Versuchsgruppe; alle Werte in Gramm

Versuchs- NON OVX 1 mg 10 mg 100 mg
woche OVX Baicalein Baicalein Baicalein
2 12’,52381 246,7998 * | 2385+1,97 | 2507252 | 22,35+3,99
3 153_,%4:131 Zi,’%gi 23794222 24,43 £ 2,26 24,33 £1,87
(b*) (b*)
4 23’,%ii 22”5852i 27,49+109 | 26,81+227 26,83+ 1,94
5 2?_’,85?_1 Zi”gzi 26,18+ 1,59 | 25,12+ 2,03 25,37+ 1,89
6 2%’,86961 21,2971 25,46 +1,64 | 24,59+ 1,59 23,96 + 1,49
7 2%’;2131 Zi”]é%i 24,02+234 | 23,20+£2,24 | 23,11+1,29
8 2%’;2‘;1 21’23;i 2295+195 | 21,42+1,78 21,62 + 1,48
10 li’;ii 1?)’,61521 16,89+2,06 | 17,06 +1,91 16,98 + 1,77
11 22’,3;‘21’ 12’21 18,37+ 1,61 | 17,64+1,65 | 17,08 + 0,61
12 222’21%1 l%’ggi 18,78 +1,74 | 19,89 + 2,87 18,22 + 1,07

b = signifikant zu NON OVX; * = p < 0,05
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3.3 Uterusgewicht

0.8
Z 0.6
c
S
Z 04
[@)]
a prx  pr*
T 0.2- prex R
” %_@ |
0.0-
\a Q& Q& Q&
&g ¢ ¢
é R Y Y
O > > >
S > > Q>
O O O

Abb. 24: Gruppenspezifische Darstellung des mittleren Uterusgewichtes =+
Standardabweichungen nach der Tétung; b = signifikant zu NON OVX; *** = p < 0,001

Beim Vergleich der gruppenspezifischen Uterusgewichte fiel auf, dass alle
ovariektomierten Versuchsgruppen gegentber der NON OVX-Gruppe ein
niedrigeres Gewicht von hochster Signifikanz aufwiesen. Die Gewichte der 10-mg-
Baicalein- und 100-mg-Baicalein-Gruppen waren minimal hoéher als die der OVX-
und 1-mg-Baicalein-Gruppen. Dennoch konnten bei diesem und allen anderen

Vergleichen keine weiteren Signifikanzen ermittelt werden (Abb. 24).
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3.4 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

3.4.1 Elastizitat
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Abb. 25: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der MessgrofRe Elastizitat; b = signifikant zu NON OVX, ¢ = signifikant zu OVX; *** = p <
0,001

Die Auswertung der Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests zeigte,
dass die Knochen der NON OVX-Gruppe mit 297,1 N/mm die mit Abstand gréf3te
Elastizitat aufwiesen. Dahinter lagen die Versuchstiere der OVX-Gruppe mit
256,0 N/mm. Die Werte der medikamentds behandelten Gruppen lagen deutlich
unter den beiden erstgenannten Gruppen (Abb. 25).

Mithilfe der Detailanalyse konnten zwischen den Gruppen 1 mg Baicalein, 10 mg
Baicalein und 100 mg Baicalein gegeniber der NON OVX-Gruppe und der OVX-
Gruppe niedrigere Werte von hochster Signifikanz nachgewiesen werden. Weitere
Gruppenvergleiche zeigten keine statistische Signifikanz.

Zu beachten waren die hoheren Standardabweichungen bei der NON OVX- und
OVX-Gruppe. Ferner konnte beobachtet werden, dass die elastische Verformung
des Knochens umso niedriger ausfiel, je hoher konzentriert die medikamentdse
Therapie durchgefuhrt wurde (Abb. 25).
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3.4.2 Maximalkraft
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Abb. 26: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der MessgrofRe Maximalkraft; b = signifikant zu NON OVX; * = p < 0,05, ** = p < 0,01,
***=p<0,001

Auch in Bezug auf die Maximalkraft konnte mit 163,1 N der hdchste Wert bei der
NON OVX-Gruppe nachgewiesen werden (Abb. 26).

Beim Gruppenvergleich zeigten sich signifikant niedrigere Mittelwerte bei den 1-
mg-Baicalein- und 10-mg-Baicalein-Gruppen gegentber der NON OVX-Gruppe.
Die Maximalkraft der OVX-Gruppe war sogar hoch signifikant, die der 100-mg-
Baicalein-Gruppe sogar hochst signifikant niedriger im Vergleich zu der NON
OVX-Gruppe.

Die medikamentds behandelten Gruppen zeigten untereinander keine Signifi-
kanzen. Beim Versuchskollektiv waren insgesamt hohe Standardabweichungen
erkennbar (Abb. 26).
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3.5 Ergebnisse der Veraschung

3.5.1 Organische und anorganische Masse
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Abb. 27: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der organischen Masse; b = signifikant zu NON OVX; *** = p < 0,001
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Abb. 28: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte = Standardabweichungen
der anorganischen Masse; b = signifikant zu NON OVX; *** = p < 0,001
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Bei der Auswertung der Ergebnisse der organischen Masse fiel auf, dass alle
ovariektomierten Versuchsgruppen gegenuber der NON OVX-Kontrollgruppe
hohere Werte von hdchster Signifikanz aufwiesen. Alle anderen Vergleiche
blieben ohne statistische Signifikanz (Abb. 27).

Auch in Bezug auf die anorganische Masse konnten Unterschiede von hochster
Signifikanz nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur organischen Masse waren
die Werte der ovariektomierten Versuchsgruppen im Vergleich zu der OVX-
Kontrollgruppe jedoch niedriger (Abb. 28). Alle anderen Vergleiche blieben
ebenfalls ohne statistische Signifikanz.

3.5.2 Calcium- und Phosphatgehalt
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Abb. 29: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

des Calcium-Gehaltes nach der Veraschung

Die Ergebnisse der Analyse des Calcium- und Phosphat-Gehaltes, sowie deren
Verhdltnis zueinander, zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen (Abb. 29, Abb. 30, Abb. 31).
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Abb. 30: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte £ Standardabweichungen

des Phosphat-Gehaltes nach der Veraschung
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Abb. 31: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

des Verhaltnis von Calcium und Phosphat nach der Veraschung
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3.6 Ergebnisse der Mikro-Computertomographie

3.6.1 Dichte und Volumen des Gesamtknochens

1.01
0.8+
*
_bl_ b**
ozo 0:21
KN
O .\@Q’ <
Q° Q°
N
~ N

Abb. 32: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der Dichtebestimmung des Gesamtknochens; b = signifikant zu NON OVX; * = p <
0,05, **=p< 0,01
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Abb. 33: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

der Volumenbestimmung des Gesamtknochens
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Bei der Detailanalyse des Gesamtknochens konnten signifikante Unterschiede in
Bezug auf die Dichte festgestellt werden. Sowohl bei der OVX-Gruppe als auch
bei den mit Baicalein therapierten Versuchsgruppen lagen niedrigere Werte von
unterschiedlicher Qualitat im Vergleich zu der NON OVX-Gruppe vor (Abb. 32).

In Bezug auf die Ergebnisse der Volumenbestimmung konnten keine signifikanten
Unterschiede ermittelt werden, jedoch wiesen alle medikamentds therapierten
Versuchsgruppen einen hoheren Wert als die NON OVX- und OVX-
Kontrollgruppen auf (Abb. 33).

3.6.2 Dichte und Volumen des kortikalen Knochens
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Abb. 34: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

der Dichtebestimmung des kortikalen Knochens

Das Gesamtkollektiv zeigte in Bezug auf die Dichte des kortikalen Knochens nah
beieinander liegende Werte ohne signifikante Unterschiede (Abb. 34).

Beim gruppenspezifischen Vergleich des kortikalen Knochenvolumens konnte mit
13,98 mm? der hichste Wert bei der NON OVX-Gruppe nachgewiesen werden.
Die Werte der 1-mg-Baicalein- und 100-mg-Baicalein-Gruppen waren hoch
signifikant niedriger und die der OVX- und 10-mg-Baicalein-Gruppen sogar héchst
signifikant niedriger im Vergleich zu der NON OVX-Gruppe. Dariiber hinaus fiel bei

den ovariektomierten Gruppen auf, dass die medikamentds behandelten Tiere im



Ergebnisse 59

Vergleich zu den unbehandelten Tieren ein héheres Kortikalisvolumen aufwiesen
(Abb. 35).
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Abb. 35: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der Volumenbestimmung des kortikalen Knochens; b = signifikant zu NON OVX; ** =
p <0,01, ***= p<0,001

3.6.3 Dichte und Volumen des trabekularen Knochens
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Abb. 36: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der Dichtebestimmung des trabekularen Knochens; b = signifikant zu NON OVX; *** =
p < 0,001
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15+

Abb. 37: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

der Volumenbestimmung des trabekuldren Knochens

Die Auswertung der Dichtebestimmung des trabekuldren Knochens zeigte, dass
bei allen ovariektomierten Versuchsgruppen niedrigere Werte von hodchster
Signifikanz im Vergleich zu der NON OVX-Gruppe vorlagen (Abb. 36).

In Bezug auf das Volumen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (Abb. 37).
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3.6.4 Dichte und Volumen von kortikalem und trabekularem
Knochen

Abb. 38: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

der Dichtebestimmung von Kortikalis und trabekuldarem Knochen

Abb. 39: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der Volumenbestimmung von Kortikalis und trabekuldrem Knochen; b = signifikant
zuNON OVX; *=p<0,05,*=p=< 0,01
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In Bezug auf die Ergebnisse der Dichtebestimmung lag bei keiner Versuchsgruppe
eine signifikante Differenz vor (Abb. 38).

Hinsichtlich des Volumens konnten allerdings bei allen medikamentds
behandelten Versuchsgruppen signifikant niedrigere Werte gegentber der NON
OVX-Gruppe nachgewiesen werden. Die rein ovariektomierte Versuchsgruppe
zeigte im Vergleich zu der NON OVX-Gruppe sogar einen niedrigeren Wert von
hoher Signifikanz (Abb. 39).

3.6.5 Dichte und Volumen des Weichteilgewebes

Abb. 40: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen

der Dichtebestimmung des Weichteilgewebes

Die Detailanalyse der Dichtewerte des Weichteilgewebes zeigte keine
signifikanten Unterschiede. Man beachte jedoch die hohen Standard-
abweichungen, vor allem bei der NON OVX- und der OVX-Kontrollgruppe. Die
Dichte der medikamentds behandelten Versuchsgruppen variierte deutlich. Mit
0,15 g/cm?® lag der héchste Wert bei der 10-mg-Baicalein-Gruppe vor (Abb. 40).
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Abb. 41: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der Volumenbestimmung des Weichteilgewebes; b = signifikant zu NON OVX; ** =p <
0,01, ***= p <0,001

In Bezug auf das Volumen zeigten sich bei allen ovariektomierten
Versuchsgruppen erhdhte Werte von hoher (OVX, 1 mg Baicalein) und hdchster
(10 mg Baicalein, 100 mg Baicalein) Signifikanz gegeniber der NON OVX-
Gruppe (Abb. 41).
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3.6.6 Flache des kortikalen Knochens

Abb. 42: Darstellung der gruppenspezifischen Mittelwerte + Standardabweichungen
der Flachenbestimmung des kortikalen Knochens; b = signifikant zu NON OVX; * = p
<0,05

Bei der Analyse der kortikalen Knochenoberflache waren bei allen medikamentds
behandelten Versuchsgruppen im Vergleich zu den NON OVX- und OVX-
Kontrollgruppen hohere Mittelwerte erkennbar. Mit 3,18 mm? lag der héchste Wert
bei der 100-mg-Baicalein-Gruppe vor. Aullerdem konnte bei dieser
Versuchsgruppe eine signifikante Differenz im Vergleich zu der NON OVX-
Gruppe festgestellt werden (Abb. 42).
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Ergebnisse

3.6.7 Substantia spongiosa

Tab. 10: Ergebnisse der Analyse der Substantia spongiosa
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es herauszufinden, inwiefern sich die
Applikation von Baicalein auf den osteoporotischen Knochen am Tiermodell der
ovariektomierten Ratte auswirkt.

Da es sich bei Baicalein um einen selektiven Inhibitor der 12/15-Lipoxygenase
handelt, wurde bislang ein positiver Effekt auf den osteoporotischen Knochen
angenommen. Weil diesbeziglich jedoch keine experimentellen Untersuchungs-
ergebnisse vorliegen, sollte die Studie neue Erkenntnisse liefern, moglicherweise
auch in Bezug auf die Therapie der Osteoporose.

Fir die Durchfihrung der einzelnen Experimente wurden insgesamt flnf
unterschiedliche Versuchsgruppen gebildet. Davon wurden drei Gruppen
ovariektomiert und Uber einen Zeitraum von 28 Tagen taglich mit Baicalein,
welches in einer gruppenspezifischen Konzentration von 1 mg/kg/KG (1 mg
Baicalein), 10 mg/kg/KG (10 mg Baicalein) und 100 mg/kg/KG (100 mg Baicalein)
verabreicht wurde, therapiert. Zusatzlich fungierten eine nicht ovariektomierte
Versuchsgruppe (NON OVX) sowie eine ovariektomierte Versuchsgruppe (OVX),

welche jedoch beide nicht medikamentds therapiert wurden, als Kontrollgruppen.

4.1 Die ovariektomierte Ratte als Tiermodell fur die

postmenopausale Osteoporose der Frau

In der Wissenschaft werden verschiedene Tierarten wie Hund, Schwein, Schaf,
Maus, Ratte und der nichtmenschliche Primat zur Osteoporose-Forschung
eingesetzt. Da bei diesen Tieren allerdings keine nattrliche Menopause stattfindet,
werden verschiedene Methoden, wie z. B. die Ovariektomie, durchgefihrt, um
einen Ostrogenabfall zu induzieren. Dies fihrt in der Folge zu einem osteo-
porotischen Knochenverlust, welcher in seinen charakteristischen Eigenschaften
mit dem der postmenopausalen Frau verglichen werden kann (Kalu 1991).

Fur die Versuche der vorliegenden Studie wurde das Tiermodell der
ovariektomierten Ratte gewahlt, da es weltweit als etabliert und anerkannt gilt und
am haufigsten fur Studien zur postmenopausalen Osteoporose verwendet wird
(Cortet 2011, Lelovas et al. 2008).
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Im Vergleich zu anderen Tiermodellen ist die Haltung von Ratten als vorteilhaft
anzusehen. Sie ist nicht nur leichter und kostengtinstiger, sondern geniefl3t auch
eine groRere ethische Akzeptanz gegeniber der Verwendung von grof3en Tieren
(Lelovas et al. 2008, Oheim et al. 2016).

Studien belegen, dass sowohl bei der Ratte als auch beim Menschen &ahnliche
pathophysiologische Veranderungen des Knochenstoffwechsels vorliegen (Frost
und Jee 1992). Diese sind besonders durch eine erhdhte Knochenumsatzrate in
Verbindung mit einer gesteigerten Resorption und dem damit einhergehendem
Knochenverlust, vor allem im Bereich der Spongiosa, gekennzeichnet (Wronski et
al. 1989a, Kalu et al. 1989, Yamazaki und Yamaguchi 1989).

Kritiker gingen bei der Ratte lange Zeit von einem nicht vorhandenen remodeling
und einem lebenslangen Skelettwachstum aus, was das Tiermodell zur
Osteoporose-Forschung unbrauchbar machte. In der Spongiosa und der Kortikalis
der Ratte konnte allerdings, wie auch beim Menschen, ein altersabhangiger und
sukzessiv fortschreitender Prozess hin zum remodeling nachgewiesen werden
(Dennison et al. 2005). Ferner konnte Erben sogar einen Stopp des Langen-
wachstums im Lendenwirbelkérper von 12 Monate alten Ratten nachweisen
(Erben 1996).

Andere Studien verdeutlichen zudem, dass Ratten auf etablierte Therapieformen,
welche bei der Behandlung einer Osteoporose beim Menschen angewendet
werden, in dhnlicher Weise ansprechen. Dies ist z. B. bei Ostrogen (Aitken et al.
1972), Bisphosphonaten (Storm et al. 1990, Wronski et al. 1989b) und
Parathormon (Kalu et al. 1989, Liu und Kalu 1990) der Fall. Dies unterstreicht die
Aussagekraft von Erkenntnissen, welche bei der Anwendung von neuen
Medikamenten an diesem Tiermodell gewonnen werden.

Mithilfe der im Anschluss des Versuchs ermittelten Uterusgewichte konnte belegt
werden, dass bei allen ovariektomierten Versuchsgruppen im Vergleich zu der
NON OVX-Gruppe hoéchst signifikant niedrigere Werte und somit unterentwickelte
Uteri vorlagen (Abb. 24). Dies bestatigt die Ovariektomie als eine erfolgreiche
Methode zur Induktion eines Ostrogenmangels und Simulation einer Osteoporose
bei Ratten.

Auch wenn es kein Tiermodell gibt, welches ganzlich auf den Menschen
Ubertragen werden kann, liegen unter Berlcksichtigung der oben aufgefiihrten

Belege sehr viele Gemeinsamkeiten in Bezug auf den Knochenverlust der
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ovariektomierten Ratte und der postmenopausalen Frau vor. Das Modell der Ratte
ermoglicht nicht nur die Zusammenhange des postmenopausalen Knochen-
verlusts zu analysieren, sondern ist auch dazu geeignet neue Behandlungs-

methoden fur die Osteoporose-Therapie zu erforschen.

4.2 Korpergewicht und tagliche Futteraufnahme

Wie auch schon in vorherigen Studien (Komrakova et al. 2009, Komrakova et al.
2010, Komrakova et al. 2015) beobachtet werden konnte, nahmen wahrend des
Versuchszeitraums alle Tiere an Korpergewicht zu. Da die Ratten zu
Versuchsbeginn 3 Monate alt waren, konnte dies unter anderem mit einem
generellen Wachstum begriindet werden.

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Gruppen fiel auf, dass alle
ovariektomierten Tiere gegentber der NON OVX-Gruppe zu Beginn des Versuchs
deutlich schneller an Gewicht zunahmen (Abb. 23). Dies konnte mit einer héheren
Futteraufnahme bis zur Osteotomie in der 8. Woche erklart werden (Tab. 9).
Darlber hinaus wiesen alle ovariektomierten Versuchsgruppen im Vergleich zu
der NON OVX-Gruppe ein hoheres Korpergewicht am Ende des Versuchs auf
(Abb. 23). Dieses Ergebnis konnte neben der anfangs erhdhten Futteraufnahme
auf die Auswirkungen der Ovariektomie zurickgefihrt werden. Es ist namlich
bekannt, dass durch den Abfall des Ostrogenspiegels eine Abnahme der
korperlichen Aktivitat resultiert (Izumo et al. 2012) bzw. umgekehrt die Gabe von
Ostrogenen eine Zunahme der korperlichen Aktivitat bewirkt (Diaz-Veliz et al.
1991, Thomas et al. 1986). Ein weiterer Grund fUr das erhéhte Korpergewicht der
ovariektomierten Tiere war vermutlich auch ein Anstieg der Fettmasse, der haufig
bei postmenopausalen Frauen beobachtet werden kann und ebenfalls zu einem
Abfall des Ostrogenspiegels fiihrt (Lovejoy 2003, Kim et al. 2014).

Nach der Osteotomie konnte bei allen Versuchsgruppen eine Abnahme der
Futteraufnahme und des Korpergewichts festgestellt werden. Dieser
Zusammenhang wurde auch schon in anderen Studien beschrieben (Komrakova
et al. 2009, Komrakova et al. 2010). Moéglicherweise kénnten daflir postoperative
Schmerzen, die durch die Schmerzprophylaxe moglichst verhindert werden
sollten, oder Nachwirkungen der Narkose verantwortlich gewesen sein. Nach der

10. Versuchswoche nahm die Futteraufnahme bei allen Gruppen bis zum Ende
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des Versuchs kontinuierlich zu. Ebenfalls wurde eine gruppenibergreifende
Zunahme des Korpergewichts beobachtet. Lediglich bei der OVX-, 1-mg- und 100-
mg-Baicalein-Gruppe stellte sich am Versuchsende eine erneute Abnahme des
Korpergewichts ein. Moglicherweise stand dies im Zusammenhang mit der
taglichen Applikation des Medikaments, genauer gesagt an den unerwinschten
Nebenwirkungen des Penetrationsverstarkers DMSO. So konnten wir bei den
Tieren dieser Gruppen im entsprechenden Applikationsareal der Haut die Bildung
von Entzindungen beobachten.

In Bezug auf die unmittelbaren Auswirkungen der medikamentdésen Gabe von
Baicalein auf die tagliche Futteraufnahme und das Koérpergewicht waren keine

Aussagen maoglich.

4.3 Biomechanischer Kompressionstest

Die Belastbarkeit von Knochen hangt von verschiedenen Faktoren wie z. B. der
Grolle, der Masse, der Geometrie, der Mikroarchitektur oder der Matrix-
zusammensetzung ab. Um die mechanische Belastbarkeit bzw. das individuelle
Frakturrisiko von osteoporotischen Knochen zu bestimmen, wird in der Regel die
Uberprifung der Knochenmineraldichte vorgenommen. Ein haufig verwendetes
Verfahren stellt die DEXA-Methode dar. Da hierbei allerdings wichtige Faktoren
wie z. B. die Geometrie oder die trabekulare Mikroarchitektur des Knochens in der
Analyse nicht bericksichtigt werden, eignet sich dieses Verfahren leider nur
begrenzt, um die mechanische Belastbarkeit von osteoporotischen Knochen zu
bestimmen (Ammann und Rizzoli 2003). So wurde bereits nachgewiesen, dass ein
hoher Wert fur die Knochenmineraldichte nicht zwangslaufig mit einer
verbesserten mechanischen Belastbarkeit des Knochens korreliert, weshalb die
Einschatzung des realen individuellen Frakturrisikos auch nur bedingt mdglich ist
(Sturmer et al. 2006).

Da mithilfe des biomechanischen Kompressionstests eine Fraktur hervorgerufen
wird, die malRgeblich u. a. von den oben genannten Faktoren abhangt, gilt der
Versuch im Rahmen von Tiermodellen als besonders geeignet, um die
mechanische Belastbarkeit von Knochen zu uberprifen bzw. therapeutische

Auswirkungen zu erfassen.
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Weil die proximale Femurfraktur eine der haufigsten Frakturen des
osteoporotischen Skeletts beim Menschen darstellt und von grol3er sozio-
okonomischer Bedeutung ist, wurde bei den Ratten genau dieser Bereich des
Knochens als Ansatzpunkt fir den biomechanischen Kompressionstest gewahlt.
Daruiber hinaus ist es als vorteilhaft anzusehen, dass beim proximalen Femur von
Mensch und Ratte einige Gemeinsamkeiten vorliegen. Neben ahnlichen Zellen
und Stoffwechselvorgangen setzt sich der Knochen in dieser Region bei beiden
Individuen sowohl aus trabekularen als auch aus kortikalen Bestandteilen
zusammen (Tezval et al. 2010). Dies gewdhrleistet eine Analyse der gesamten
Knochenstruktur hinsichtlich maoglicher Auswirkungen der medikamentdsen
Therapie mit Baicalein.

Zur Uberprufung der mechanischen Belastbarkeit werden in biomechanischen
Kompressionstests vor allem axiale Kréafte ausgeubt (Shimano und Volpon 2007,
Zhang et al. 2005). In dieser Arbeit sollte jedoch der klinische Aspekt, dass
Femurfrakturen in der Regel durch laterale Stirze hervorgerufen werden, im
Vordergrund stehen. Deswegen wurde ein Test, welcher auf einer lateralen
Kraftaustbung basiert und bereits in einer vorherigen Studie (Tezval et al. 2010)
etabliert wurde, gewahlt. Ferner zeigt die Studie von Zhang et al., dass der laterale
Belastungstest fiir die durch Ostrogenmangel herabgesetzte mechanische
Belastbarkeit eine hdhere Sensitivitat aufweist als der axiale Belastungstest
(Zhang et al. 2005).

Es ist hinlanglich bekannt, dass osteoporotische Knochenverdnderungen zu einer
verringerten Stabilitdt und somit zu einer erhéhten Frakturgefahr fihren. Dieser
Zusammenhang kann im biomechanischen Kompressionstest in Form von
erniedrigten Werten fur die Parameter Elastizitdt und Maximalkraft nachgewiesen
werden.

Bislang liegen noch keine wissenschaftlichen Studien zu den Auswirkungen von
Baicalein, speziell in Bezug auf die Belastbarkeit des osteoporotischen Knochens,
vor. Die von uns ermittelten Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests
machten allerdings deutlich, dass in Bezug auf die Elastizitat bei den
medikamentés behandelten Versuchstieren gegenuber der OVX-Kontrollgruppe
keine positiven Auswirkungen erkennbar waren. Wahrend bei der OVX-Gruppe ein
um 13,83% verringerter Durchschnittswert gegeniber der NON OVX-Gruppe

festgestellt werden konnte, lagen die Werte der 1-mg-Baicalein-Gruppe um
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52,19%, der 10-mg-Baicalein-Gruppe um 54,02% und der 100-mg-Baicalein-
Gruppe sogar um 65,37% unter dem Durchschnittswert der OVX-Kontrollgruppe
(Abb. 25). Demnach nahm die elastische Verformbarkeit des Knochens umso
starker ab, je héher die Konzentration des Baicaleins war.

In Bezug auf die Ergebnisse der Maximalkraft konnte bei der OVX-Gruppe ein um
30,17% verringerter Durchschnittswert gegentiber der NON OVX-Gruppe ermittelt
werden, wohingegen die Werte der 1-mg-Baicalein-Gruppe um 7,46% und der 10-
mg-Baicalein-Gruppe um 3,34% hoher ausfielen als der Durchschnittswert der
OVX-Kontrollgruppe. Nur die Maximalkraft der 100-mg-Baicalein-Gruppe lag
22,17% unter der der OVX-Gruppe (Abb. 26). Da die Werte der Maximalkraft aller
Baicalein-Gruppen jedoch deutlich unter dem Durchschnittswert der NON OVX-
Kontrollgruppe lagen, konnte insgesamt nicht nachgewiesen werden, dass die
medikamentdse Behandlung mit Baicalein zu einer Verbesserung der
biomechanischen Eigenschaften von osteoporotischen Knochen fihrt.

4.4 Veraschung

Die Veraschung stellt eine geeignete Ex-vivo-Methode dar, um die Knochen
gezielt in Bezug auf ihre organische und anorganische Zusammensetzung zu
untersuchen, da durch die hohen Temperaturen bei der Verbrennung alle
organischen Bestandteile aufgelést werden. Leider resultiert daraus auch ein
struktureller Zusammenbruch des Knochens, weshalb in der Analyse keine
Differenzierung zwischen den beiden Knochenkompartimenten Kortikalis und
trabekularem Netzwerk erfolgen kann.

Die Auswertung der Ergebnisse der organischen und anorganischen Masse
zeigte, dass die Applikation von Baicalein keine Auswirkungen hatte. Da die Werte
der OVX-Kontrollgruppe und der medikamentés behandelten Gruppen sehr nah
beieinander lagen, konnten weder statistische Signifikanzen ermittelt, noch
Tendenzen abgeleitet werden. Leider konnten unsere Ergebnisse nicht mit
anderen Studien verglichen werden, da es bisher keine Veroffentlichungen zu
diesem Thema gibt.

Verglichen mit der NON OVX-Kontrollgruppe waren bei allen ovariektomierten
Gruppen hochst signifikant niedrigere Werte fir den prozentualen Anteil der

anorganischen Masse und hohere Werte von hochster Signifikanz fur den
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prozentualen Anteil der organischen Masse erkennbar (Abb. 27, Abb. 28).
Vorherige Studien der Arbeitsgruppe konnten bereits &hnliche Veranderungen im
osteoporotischen Knochen prasentieren (Neuerburg 2015).

Die ermittelten Signifikanzen zwischen der NON OVX- und den ovariektomierten
Gruppen standen wahrscheinlich im Zusammenhang mit der Ovariektomie. Es ist
bekannt, dass die Umsatzgeschwindigkeit des remodelings den Grad der
Knochenmineralisierung bestimmt. Bedingt durch die Ovariektomie kommt es zu
einer erhbhten Aktivitatsrate der Knochenumbaueinheiten (BMUs), wodurch die
sekundare Mineralisation der neu gebildeten Knochenmatrix (BSU) verkirzt wird
(Boivin und Meunier 2003). In der Folge wird immer mehr, nicht mineralisierte
organische Masse aufgebaut, so dass der Anteil der anorganischen
Knochenmasse abnimmt.

Zur Uberprufung der genauen Zusammensetzung der anorganischen Masse
wurde der Calcium- und Phosphatgehalt ermittelt. In vorherigen Studien der
Arbeitsgruppe konnte bereits nachgewiesen werden, dass ein osteoporotischer
Knochenmetabolismus nicht zwangslaufig mit einer Veranderung des Calcium-
und Phosphatgehaltes einhergeht (Doll 2010, Eimer 2014). Dies wurde mit
unseren Ergebnissen bestatigt, da in Bezug auf den Calciumgehalt die NON OVX-
Gruppe mit 31,11% und die OVX-Gruppe mit 29,89% relativ nah beieinander
lagen (Abb. 29). Auch im Hinblick auf den Phosphatgehalt waren die ermittelten
Werte anndhernd gleich (Abb. 30). Die Therapie mit Baicalein zeigte ebenfalls
keine Auswirkungen auf die mineralische Zusammensetzung des Kochens, da
beim Vergleich mit den Kontrollgruppen keine signifikanten Unterschiede oder

Tendenzen des Calcium- und Phosphatgehaltes festgestellt werden konnten.

4.5 Mikro-Computertomographie

Da die mechanischen Eigenschaften des Knochens wesentlich von seiner
mikrostrukturellen Architektur abhangen, nimmt die Erfassung der knochernen
Strukturen in der Osteoporose Forschung einen zentralen Bestandteil ein. Daher
wurde in der vorliegenden Studie neben dem biomechanischen Kompressionstest
und der Veraschung eine mikro-computertomographische Analyse der
Knochenproben durchgefihrt.
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Auch wenn die Histomorphometrie des Knochens seit Jahrzehnten als etablierte
Methode zur quantitativen Untersuchung des trabekularen Netzwerks eingesetzt
wird (Merz und Schenk 1970, Thomsen et al. 2005) und mit ihr eine hohe
Ortsauflésung von 1 um maoglich ist, besitzt sie den grof3en Nachteil, dass nur ein
zweidimensionaler Datensatz erhoben werden kann. Die Umrechnung dieser
Daten in ein dreidimensionales Modell beruht lediglich auf Annahmen. Ferner ist
die invasive Gewinnung, die aufwendige Praparation und die Destruktion der
Proben als nachteilig anzusehen (Engelke et al. 1999). Basierend auf diesen
Erkenntnissen eignet sich die Histomorphometrie nur begrenzt, um die moéglichen
strukturellen Veranderungen des Knochens zu untersuchen.

Seit den frihen 70er- Jahren konnte die Bildgebung durch die Einfihrung der
Computertomographie (Hounsfield 1973) und deren Weiterentwicklung in den
80er- Jahren als Mikro-Computertomographie (UCT) (Kujoory et al. 1980, Sato et
al. 1981) deutlich verbessert werden. Das computertomographische
Messverfahren besitzt gegentber der Histomorphometrie den bedeutenden
Vorteil, dass die dreidimensionale Knochenstruktur analysiert werden kann und
die Erfassung der mikrostrukturellen Parameter nicht auf Modellannahmen beruht.
Daruiber hinaus handelt es sich um eine nicht invasive Methode, so dass sogar In-
vivo-Messungen von kleinen Labortieren erfolgen kénnen. Zudem gilt die
Versuchsdurchfihrung als einfach und setzt im Vorfeld keine aufwendige
Praparation der Proben voraus. Da bei kleinen Labortieren wie z. B. der Ratte
hohe Auflosungen fir die Erfassung der Knochenstruktur aufgebracht werden
missen, sind Mikro-CT-Anlagen mit 5 - 50 um Auflosung besser geeignet im
Vergleich zu klinischen Spiral-CT-Scannern, welche nur eine isotrope Orts-
auflésung von 0,25 - 1,00 mm ermdglichen. Auch wenn die Auflésung der Mikro-
CT nicht so gut ist wie bei der Histomorphometrie, kann sie dennoch als geeignet
angesehen werden, um z. B. bei Ratten die trabekulare Dicke (ca. 100 - 150 pm)
oder den trabekuldren Abstand (ca. 100 - 1000 um) zu ermitteln. Als nachteilig
erweisen sich die langen Scanzeiten, welche bislang im Bereich von Minuten bis
Stunden liegen und die relativ hohe Strahlenexposition. Ferner ist das Messfeld
auf kleine ProbengréRen von nur wenigen Zentimetern begrenzt. Aus diesen
Grinden eignet sich das Mikro-CT bislang nicht zur klinischen Diagnostik (Engelke
et al. 1999).
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Aufgrund der Tatsache, dass mithilfe von Baicalein eine selektive Inhibition von
Lipoxygenasen nachgewiesen werden konnte (Deshamps et al. 2006, Mascayano
et al. 2013), wurde bislang ein anaboler Effekt auf den Knochenstoffwechsel
angenommen. Dies konnte bereits mit der Studie von Kim et al., welche einen
stimulierenden Effekt von Baicalein auf die Osteoblastendifferenzierung von
Mauseknochen festgestellt haben, bestatigt werden (Kim et al. 2008). Die
Auswertung der Ergebnisse unserer mikro-computertomographischen Analyse
zeigte fur Baicalein, insgesamt betrachtet, allerdings einen inhomogenen Effekt
auf den osteoporotischen Femur der Versuchstiere.

In Bezug auf die Dichte des Gesamtknochens konnten bei allen Baicalein-
Gruppen im Vergleich mit der OVX-Kontrollgruppe geringfligig niedrigere Werte
ermittelt werden, auch wenn deren Knochenvolumina etwas héher ausfielen (Abb.
32, Abb. 33). Beim Vergleich mit der NON OVX-Kontrollgruppe fiel zunachst der
signifikant niedrigere Wert der OVX-Kontrollgruppe auf. Bei der 10-mg-Baicalein-
Gruppe lag ebenfalls ein signifikant niedrigerer Wert vor, die Werte der 1-mg- und
100-mg-Baicalein-Gruppen waren gegeniber der NON OVX-Kontrollgruppe sogar
hoch signifikant niedriger.

Die Analyse des kortikalen Knochens ergab gruppenubergreifend sehr nah
beieinander liegende Werte fur die Dichte, so dass keine statistischen
Unterschiede ermittelt werden konnten (Abb. 34). Die Volumina der medikamentts
behandelten Gruppen waren hoher als das Volumen der ovariektomierten
Kontrollgruppe, dennoch wurden keine statistischen Signifikanzen ermittelt. Im
Vergleich mit der NON OVX-Kontrollgruppe lagen bei den Baicalein-Gruppen hoch
und hoéchst signifikant niedrigere Werte vor (Abb. 35). Interessant war die
Tatsache, dass die Flache des kortikalen Knochens im Bereich des Collum
femoris bei allen medikamentés behandelten Versuchsgruppen zunahm. Am
deutlichsten wurde dies bei der 100-mg-Baicalein-Gruppe, da hier sogar ein
signifikant hoherer Wert im Vergleich mit der NON OV X-Kontrollgruppe festgestellt
werden konnte (Abb. 42).

In einer von Li et al. vertffentlichten Studie wurden die Auswirkungen einer 3-
monatigen Therapie mit Baicalein auf die Knochenbildung von ovariektomierten
Mausen untersucht. Verglichen mit einer rein ovariektomierten Kontrollgruppe
konnte bei den mit Baicalein behandelten M&usen eine signifikant hdhere

trabekuldare Knochendichte gemessen werden (Li et al. 2015). Diese
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Beobachtungen konnten anhand von unseren Ergebnissen nicht bestatigt werden,
da bei der Untersuchung des trabekularen Knochens bei den Parametern Dichte
und Volumen keine signifikanten Unterschiede zwischen der OVX-Kontrollgruppe
und den Baicalein-Gruppen vorlagen (Abb. 36, Abb. 37). Dartber hinaus wurde
bei allen ovariektomierten Versuchsgruppen im Vergleich mit der NON OVX-
Kontrollgruppe ein hoéchst signifikant niedrigerer Wert fur die Dichte des
trabekularen Knochens festgestellt (Abb. 36).

Die Ergebnisse der mikro-computertomographischen Untersuchung der
Substantia spongiosa machten deutlich, dass fur die medikamentése Gabe von
Baicalein in Bezug auf das Trabekelvolumen keine positiven Auswirkungen
nachgewiesen werden konnten. Wahrend sich die Werte der 1-mg- und 10-mg-
Baicalein-Gruppen nicht nennenswert von der OVX-Kontrollgruppe unterschieden,
lag ein verringertes Trabekelvolumen bei der 100-mg-Baicalein-Gruppe vor.
Zusatzlich ergab sich fur diese Versuchsgruppe ein erniedrigter Wert von
statistischer Signifikanz gegeniber der NON OVX-Kontrollgruppe. Unter
Berlcksichtigung des Gesamtvolumens wurde deutlich, dass je hoher die
Konzentration des Baicaleins war, desto geringer fiel der prozentuale Anteil des
Trabekelvolumens aus (Tab. 10).

In der oben aufgefuihrten Studie von Li et al. wurde ebenfalls nachgewiesen, dass
eine Therapie mit Baicalein zu einer erhéhten mittleren Trabekeldicke fuhrte (Li et
al. 2015). Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Studie keine
Verbesserung hinsichtlich der mittleren Trabekeldicke durch die medikamenttse
Therapie mit Baicalein erzielt werden. Zwischen der ovariektomierten
Kontrollgruppe und den medikamentds behandelten Gruppen lagen keine
Unterschiede vor. Zusatzlich konnten bei diesen Versuchsgruppen gegenuber der
NON OVX-Kontrollgruppe insgesamt niedrigere Werte von hdchster Signifikanz
gemessen werden (Tab. 10).

Ein ahnliches Ergebnis lag auch bei dem Parameter mittlerer Trabekelabstand vor,
da hier zwischen den medikamentds behandelten Versuchsgruppen und der OVX-
Kontrollgruppe keine Unterschiede beobachtet werden konnten. Gleichzeitig
wiesen alle ovariektomierten Gruppen gegentber der NON OVX-Gruppe

niedrigere Werte von statistischer Signifikanz auf (Tab. 10).
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4.6 Schlussfolgerung

Bisherige Studienergebnisse belegen, dass Baicalein zu einer positiven
Beeinflussung des Knochens fuhrt. Im Gegensatz dazu konnten in der
vorliegenden Studie durch die medikamentdse Therapie mit Baicalein leider keine
Verbesserungen auf den osteoporotischen Knochenmetabolismus nachgewiesen
werden. Interessant war allerdings die Tatsache, dass die im Rahmen einer
weiteren Studie durchgefuhrte Untersuchung an der Skelettmuskulatur der Ratten
ergab, dass Baicalein die Angiogenese in der Skelettmuskulatur stimuliert und
folglich der durch Ostrogenmangel induzierten Atrophie entgegenwirkt (Kling 2016,
Saul et al. 2016).

Unter Berucksichtigung unserer Untersuchungsergebnisse gilt es, in weiteren
Studien  herauszufinden, ob  gegebenenfalls eine langer gewahlte
Applikationsdauer zu Auswirkungen auf den osteoporotischen Knochen fihrt.
Aufgrund der im Zusammenhang mit der gewahlten Applikationsform
aufgetretenen Komplikationen sollten eventuell alternative Mdglichkeiten, wie

beispielsweise die enterale Gabe, gewéhlt werden.
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5 Zusammenfassung

Bei der Osteoporose handelt es sich schon jetzt um eine ernstzunehmende
Volkskrankheit in Deutschland. Vor dem Hintergrund einer immer alter werdenden
Bevdlkerung und stetig zunehmender Kosten fur das Gesundheitssystem stellt die
Therapie der Osteoporose in der Zukunft eine grof3e sozio-6konomische
Herausforderung fur die Gesellschaft dar. Etablierte Behandlungsmethoden, wie
beispielsweise die Gabe von Bisphosphonaten, fihren im klinischen Alltag zu nicht
unerheblichen Nebenwirkungen. Aufgrund dessen besteht Forschungsbedarf nach
alternativen Losungen.

Als Bestandteil der traditionellen chinesischen Medizin wird Baicalein seit
Jahrhunderten fir verschiedene Herz-, Kreislauf- und Knochenerkrankungen
eingesetzt. Besonders die bereits nachgewiesene geringe Toxizitdt gegentber
korpereigenem Gewebe macht Baicalein fur die Osteoporose-Forschung
interessant.

In der vorliegenden Studie wurden die Auswirkungen der medikamentdsen
Behandlung mit Baicalein in unterschiedlichen Konzentrationen auf den
osteoporotisch veranderten Knochen am Beispiel des Femurs untersucht. Hierfur
wurden 61 weibliche Ratten, welche zu Versuchsbeginn 3 Monate alt waren, in 5
Versuchsgruppen eingeteilt. Zur Induktion einer Osteoporose wurde bei den
Gruppen 2 - 5 eine bilaterale Ovariektomie durchgefihrt. Die nicht operierten Tiere
der Gruppe 1 dienten als Kontrollgruppe. Nach Einhaltung einer 8-wochigen
Standzeit und Entwicklung einer manifesten Osteoporose erfolgte bei allen
Versuchsgruppen eine  metaphysédre  Osteotomie mit  anschlieRender
Osteosynthese beider Tibiae. Die entsprechenden Untersuchungen zur
Frakturheilung waren Bestandteil einer anderen Studie.

Im Anschluss wurde die medikamentdse Behandlung mit Baicalein bei der Gruppe
3 (1 mg/kg/KG), der Gruppe 4 (10 mg/kg/KG) und der Gruppe 5 (100 mg/kg/KG)
durchgefuhrt. Nach 28 Tagen wurden alle Versuchstiere durch Dekapitation
getdtet. Die nicht medikamentdés behandelte Gruppe 2 fungierte als
ovariektomierte Kontrollgruppe. Nach der Biopsie wurden die zu untersuchenden
Femora einem biomechanischen Kompressionstest unterzogen, um ihre
mechanische Belastbarkeit zu Gberprufen. Auerdem wurden die Knochenproben

nach Veraschung hinsichtlich ihrer organischen und anorganischen
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Zusammensetzung sowie deren Calcium- und Phosphatgehalt untersucht. Zuletzt
erfolgte eine mikro-computertomographische Analyse zur Uberpriifung des
trabekularen Netzwerks im Bereich des Caput femoris.

Die Auswertung der Ergebnisse ergab in Bezug auf den biomechanischen
Kompressionstest eine signifikante Abnahme fir den Parameter Elastizitat bei den
mit Baicalein behandelten Versuchsgruppen. Ferner konnte eine geringfligige
Verbesserung der Maximalkraft bei der 1-mg- und 10-mg-Baicalein-Gruppe
beobachtet werden, auch wenn keine statistische Signifikanz gemessen werden
konnte.

Nach der Veraschung zeigten sich zwischen der OVX-Kontrollgruppe und den
Baicalein-Gruppen sowohl bei der organischen als auch bei der anorganischen
Masse keine Unterschiede. Zudem lagen die Werte des Calcium- und
Phosphatgehaltes gruppenibergreifend sehr nah beieinander.

Bezogen auf die Ergebnisse der mikro-computertomographischen Analyse lagen
bei den medikamentds behandelten Versuchsgruppen inhomogene Ergebnisse
vor. Wahrend keine Verbesserung im Hinblick auf die Dichte der einzelnen
Knochenkompartimente registriert werden konnte, lag eine Zunahme der
kortikalen Flache im Bereich des Collum femoris, besonders bei der 100-mg-
Baicalein-Gruppe vor. Im Bereich der Substantia spongiosa ergab die
medikamentdse Therapie mit Baicalein keinen Vorteil gegenuber der OVX-
Kontrollgruppe.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die medikamentose
Behandlung mit Baicalein kaum messbaren Einfluss auf den osteoporotischen
Knochen zur Folge hatte. Aufgrund inhomogener Effekte sind weitere

Untersuchungen mit modifiziertem Versuchsaufbau erforderlich.
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