Aus der Klinik fur Unfallchirurgie, Orthopadie und Plastische Chirurgie
(Prof. Dr. med. W. Lehmann)

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Wirkung von Baicalein auf die
Lendenwirbelsidule der osteoporotischen

Ratte

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultét der

Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von

Stephan-Andre Gleitz

aus

Hannover

Gottingen 2022



Dekan: Prof. Dr. med. W. Briick
Referent: Prof. Dr. Stephan Sehmisch

Ko-Referent: Prof. Dr. Dr. Karl Gunter Wiese

Datum der mindlichen Prifung:  15.06.2022



Hiermit erkl&re ich, die Dissertation mit dem Titel "Wirkung von Baicalein auf die Len-
denwirbelsdule der osteoporotischen Ratte" eigenstdndig angefertigt und keine anderen
als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

GOMINEEN, dEN ...t e
(Unterschrift)



Die Daten, auf denen die vorliegende Arbeit basiert, wurden teilweise publiziert:

Saul D, Gleitz S, Nguyen HH, Kosinsky RL, Sehmisch S, Hoffmann DB, Wassmann
M, Menger B, Komrakova M (2017): Effect of the lipoxygenase-inhibitors baicalein
and zileuton on the vertebra in ovariectomized rats. Bone 101, 134-144



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis VI
1  Einleitung 1
1.1 Zielsetzung 1
1.2 Knochenaufbau 1
1.3 Knochenzellen 2
1.3.1 Osteoblasten 2
1.3.2 Osteozyten 3
1.3.3 Osteoklasten 3
1.4 Frakturen 4
1.5 Osteoporose 5
1.5.1 Definition 5
1.5.2  Epidemiologie 5
1.53 Die Entstehung der Osteoporose und Knochenremodelling 6
1.54 Einflussfaktoren und verschiedene Ursachen 8
1.5.4.1 Ostrogenmangel in der Peri- und Postmenopause 8
1.5.4.2 Vitamin-D- und Kalziummetabolismus 8
1.54.3 Glukokortikoide 9

1.5.5 Osteodensitometrie (Knochendichtemessung) 10
1.5.6 Privention und Therapie 11
1.5.6.1 Allgemeine Ziele 11
1.5.6.2 Vitamin-D- und Kalzium-Supplementierung 12
1.5.6.3 Korpetliche Aktivitdt 13
1.5.6.4 Medikament6se Therapiemoglichkeiten 13

1.6 Baicalein 15
2 Material und Methoden 18
21 Die Versuchstiere 18
2.2 Aufbau der Versuchsgruppen 18
2.3 Versuchsablauf 19
231 Ovariektomie 19
2.3.2 Osteotomie 20
233 Baicalein-Applikation 20
234 Versuchsende und Freipriparation der Wirbelkorper 20
2.4 Biomechanischer Kompressionstest 21
2.4.1 Validierung des Testverfahrens 21
242 Versuchsdurchfihrung 21
2.4.3 Die Messparameter 22
24.3.1 Die Maximalkraft (fmax) 22
2.4.3.2 Die Streckgrenze (Yield Load) 22
2.4.3.3 Die Steigung 22




2.5 Veraschungstest 23
2.5.1 Bestimmung der organischen und anorganischen Knochensubstanz 23
2.5.2  Bestimmung des Kalziums und des Phosphats 24

2.5.2.1 Herstellung des Sdureaufschlusses und Verdiinnung 24
2.5.2.2 Phosphatbestimmung 25
2523 Kalziumbestimmung 25

2.6 Mikro-CT-Analyse 26
2.6.1 Durchfithrung der Wirbelkorper-Scans 26
2.6.2  Die 3D-Auswertung 26

2.6.2.1 Das 3D-Bildbearbeitungsprogramm 26
2.6.2.2 Bestimmung der Messparameter der 3D-Darstellung 27

2.0.3  Die 2D-Auswertung 31
2.6.3.1 Bestimmung der Messparameter der 2D-Darstellung 31
2.6.3.2 Die Graudetektion 32
2.6.3.3 Messung der Gesamtfliche 32
2.6.3.4 Trennung von Kortikalis- und Trabekelfliche 33
2.6.3.5 Bestimmung der ventralen und dorsalen Kortikalisdicke 34
2.6.3.6 Messparameter der 2D-Auswertung 35

2.7 Die statistische Auswertung 36
3  Ergebnisse 37

3.1 Korpergewichte der Versuchstiere 37

3.2 Uterusgewichte der Versuchstiere 38

3.3 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests 39
3.3.1 Ergebnisse der Maximalkraft(fmax)-Testung 39
3.3.2  Ergebnisse der Steigung 40
333 Ergebnisse der Streckgrenze(Yield Load)-Testung 41
3.34  Zusammenfassung der Ergebnisse der biomechanischen Kompression 41

3.4 Ergebnisse des Veraschungstests 42
3.4.1 Ergebnisse der Bestimmung der organischen Knochensubstanz 42
3.42  Ergebnisse der Bestimmung der anorganischen Knochensubstanz 42
3.43 Ergebnisse der Kalziumgehaltberechnung 43
3.44  Ergebnisse der Phosphatgehaltberechnung 44
3.4.5 Verhiltnis Kalzium/Phosphat (Ca/POy) 45
3.4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Veraschung 45

3.5 Ergebnisse der Mikro-CT-3D-Analyse 46
3.5.1 Ergebnisse der Analyse der Wirbelkérpervolumina 46

3.5.1.1 Total-Volumina 46
3.5.12 Weichteil-Volumina 46
3513 Kortikalis-Volumina 47
35.14 Trabekel-Volumina 48
3.5.1.5 Bone Volume/Total Volume (BV/TV) 49
3.5.1.6 Zusammenfassung der Wirbelkérpervolumina-Analyse 50
3.5.2  Ergebnisse der Knochenmineraldichte-(BMD)-Messung 50
3.5.21 Gesamt-BMD 50




5
6
7

3522 Weichteiledichte 51
3523 Kortikalis-BMD 51
3.5.2.4 Trabekel-BMD 52
3.5.25 Zusammenfassung der Ergebnisse der Knochenmineraldichtemessung 53

3.6 Ergebnisse der Mikro-CT-2D-Analyse 53
3.0.1 Anzahl der Trabekelkreuzungen 53
3.06.2  Dichte der Trabekelkreuzungen 54
3.6.3 Kortikalisdicke dorsal 55
3.64  Kortikalisdicke ventral 56
3.6.5  Mittlere Trabekeldicke 56
3.6.6 Kortikalisfliche 57
3.6.7  Trabekelfliche 58
3.0.8  Zusammenfassung der Ergebnisse der Mikro-CT-2D-Untersuchungen 59
Diskussion 60
4.1 Ovariektomierte Ratte als Osteoporose Modell 60
4.2 Biomechanischer Kompressionstest 61
4.3 Veraschungstest 63
4.4 Mikro-CT-Analysen 65
4.5 Schlussfolgerung 67
Zusammenfassung 69
Anhang 7
Literaturverzeichnis 82




VI

Abkiirzungsverzeichnis

AP-1
ATP
BMD
BV
DMSO
DVO
DXA
FGF 23
fmax

fpVCT

IGF-1
Kl
LWK
MCSF
mn

myv
NON OVX
OPG
OR
OVX
PTH
RANK
S.C.
SERMs
TNF

Aktivator-Protein-1
Adenosintriphosphat
Knochenmineraldichte

Bone Volume

Dimethylsufoxid

Dachverband Osteologie e.V.

Dual Energy X-ray Absorptiometry
Fibroblastic Growth Factor 23
Maximalkraft

flat planel volumetric computed tomography
Internationale Einheit

Insulin Growth Factor-1
Konfidenzintervall
Lendenwirbelkdrper

Macrophage Colony Stimulating Factor
nach der Veraschung

vor der Veraschung

nicht ovariektomierte Versuchsgruppe
Osteoprotegerin

Odds Ratio

ovariektomierte Versuchsgruppe
Parathormon

Rezeptoraktivator von NF-kB

sub cutanem

selective Ostrogenrezeptormodulatoren

Tumor-Nekrose-Faktor



VII

TV Total Volume
WHO Weltgesundheitsorganisation
WNT-Signalweg Wingless und Int-1-Signalweg



1 Einleitung

11 Zielsetzung

Die postmenopausal bedingte Osteoporose ist eine Volkskrankheit, deren Folgen zu
schweren korperlichen und seelischen EinbuBen fuhren kdnnen und daruber hinaus die
Lebensqualitat der betroffenen Frauen stark einschrénkt (Breitenbach et al. 2016).

Osteoporotische Wirbelkorperfrakturen betreffen ca. 117 von 100 000 Personen welt-
weit (Melton und Kallmes 2006), was zu einem ca. zweifach héheren Mortalitétsrisiko
gegenuber Personen ohne Fraktur fuhrt (Galibert et al. 1987). Die osteoporosebedingten
Frakturkosten beliefen sich im Jahr 2009 in Deutschland auf ca. 860 Millionen Euro
(Bleiber et al. 2014). Daher sind die Pravention der Osteoporoseentwicklung und die
Minimierung von Risikofaktoren in vielerlei Hinsicht von zentraler Bedeutung und
folglich Hauptgegenstande der aktuellen Forschung.

Klein et al. (2004) entdeckten an transgenen Mausen mit besonders niedriger Knochen-
dichte eine 20-fach erhdhte Lipoxygenaseaktivitat gegentber ihren gesunden Artgenos-
sen. Eine daraufhin getestete Therapie mit einem oralen Lipoxygenaseinhibitor konnte
zu einem signifikanten Anstieg der Knochendichte und der biomechanischen Stabilitat
fihren und so aufzeigen, dass eine medikamentdse Lipoxygenaseinhibition ein vielver-
sprechender Ansatz in der Osteoporosepravention sein kann (Klein et al. 2004). Saul
et al. (2016) und Kling (2016) untersuchten als weiteren Teil dieser Studie die Wirkung
von Baicalein am Muskel der ovariektomierten Ratte mit vielversprechenden Resulta-
ten.

Ziel dieser Studie ist es nun, die Wirkung des Lipoxygenaseinhibitors Baicalein in un-
terschiedlicher Dosierung auf den Lendenwirbelkdrper der osteoporotischen Ratte zu
untersuchen und im Kontext der Literatur zu betrachten. Hierfur werden die Lenden-
wirbelkorper verschiedenen analytischen Verfahren zur Ermittlung der biomechani-
schen Stabilitdt, Knochenmineraldichte und Feinstrukturen (Trabekel- und Kortikali-
sanalyse) des Knochens unterzogen.

1.2 Knochenaufbau

Der Knochen ist ein einzigartiges Gewebe, das als spezialisiertes Bindegewebe mit sei-
nen Stutz- und Skelettfunktionen ein wichtiger Bestandteil des Bewegungsapparates ist.
AuBerdem werden diverse andere Aufgaben wie die Blutbildung und verschiedene me-
tabolische Funktionen (Speicherung von Kalzium-, Phosphor- und Natrium-lonen) vom



Knochengewebe tUbernommen. Der Knochen besitzt neben einer gewissen Elastizitat
eine hohe Zug- und Druckfestigkeit, die ihn sehr widerstandsfahig gegenuber &ulieren
Belastungen macht. Verletzungen heilen durch den hohen Stoffumsatz, die gute Durch-
blutung und den standigen Umbau schnell. Das Knochengewebe besteht neben der ver-
kalkten Knochenmatrix auch aus Knochenzellen und Mineralien (Welsch 2010).

Das kndcherne Skelett besteht aus 210 verschiedenen Knochen, die sich entsprechend
ihrer funktionellen Anforderungen unterscheiden.

Die Extremitaten bestehen aus langen Rohrenknochen. Sie bestehen aus dem Schaft
(Diaphyse), den sich verbreiternden Enden (Epiphysen) und den mit Knorpel tiberzoge-
nen Gelenkflachen. Zwischen Dia- und Epiphyse befinden sich die Metaphyse und die
Epiphysenfuge, welche aus Knorpel bestehen und erst nach Abschluss des Léngen-
wachstums verkndchern. Von aufRen wird der Knochen von der Knochenhaut (Periost)
bedeckt, die sich in eine innere zellreiche Schicht (Stratum osteogenicum) und in eine
bindegewebsreiche &ullere Schicht aufteilt. Das Periost ist durch von ihm ausgehende
Kollagenfibrillen fest mit dem Knochen verwachsen.

Die Knochenstruktur lasst sich in kompakte und spongitse Knochen einteilen, die ohne
scharfe Grenze ineinander Ubergehen. Die Kompakta ist eine solide, feste Masse, die
sich vor allem in der Peripherie der Knochen des Skeletts befindet. Die Spongiosa be-
steht aus feinen, dreidimensionalen, sich verzweigenden Knochenbalkchen, den soge-
nannten Trabekeln. Zwischen den einzelnen Trabekeln, die sich im Inneren des Kno-
chens befinden, liegen weite R&ume, die als rotes Knochenmark der Blutbildung und als
gelbes der Fettspeicherung dienen. Die Trabekel dienen auch dem Schutz vor mechani-
scher Belastung, indem sie sich parallel zur Druckbeanspruchung, wie z. B. im Wirbel-
korper, oder zur Biegebeanspruchung, wie z. B. im proximalen Femurende, ausrichten.
Die histologische Struktur ist sowohl in der Kompakta als auch in der Spongiosa gleich
(Welsch 2010).

Der Knochen ist Zeit seines Lebens standigen Umbauprozessen unterworfen. Entwick-
lungsphysiologisch entsteht zuerst der Geflechtknochen, aus dem sich dann der reife
Lamellenknochen entwickelt. Jedoch werden selbst aus dieser definitiven Form des
Knochens ca. zehn Prozent pro Jahr umgebaut (Welsch 2010).

1.3 Knochenzellen

1.3.1 Osteoblasten

Osteoblasten sind kubische bis prismatische, ca. 20 um grofRe Zellen, die wichtige Auf-
gaben beim Knochenauf- und -abbau tibernehmen.



Bei aktivem Wachstum liegen sie tiber Nexus verbunden in epitheldhnlicher Anordnung
an dem Knochen an und produzieren die zunachst noch unverkalkte und unmineralisier-
te Knochenmatrix (Osteoid). Osteoblasten sezernieren u. a. Proteoglykane, Osteokalzin,
Osteopontin, Osteonektin und andere fir den Knochenstoffwechsel wichtige Proteine.
Sie erfullen zusétzlich wichtige Aufgaben im Hormonhaushalt, indem sie para- und au-
tokrin Wachstumsfaktoren sezernieren und Rezeptoren fir Hormone und Vitamine ex-
primieren. Eines dieser Hormone ist das Parathormon, das den Blutkalziumspiegel an-
hebt, wenn dieser unter den Normalwert sinkt, und eine wichtige Rolle beim Kno-
chenabbau spielt. Nach Bindung an osteoblastare Rezeptoren bewirkt es die Bildung
osteoidabbauender Enzyme und osteoklastenstimulierender Zytokine. Letztere aktivie-
ren die Osteoklasten, welche dann die verkalkte Knochenmatrix resorbieren (Welsch
2010). Der Regulation der Osteoblastendifferenzierung kommt eine zentrale Rolle so-
wohl in der Frakturheilung als auch in der Knochenneubildung zu, worauf verschiedene
Transkriptionsfaktoren und Signalwege entscheidenden Einfluss nehmen. Neben dem
bereits 1997 von Ducy et al. fiir die Osteoblastendifferenzierung entdeckten ,,Master-
gen” RUNX2 spielt auch der WNT(Wingless und Int-1)-Signalweg eine grof3e Rolle.
Der WNT-Signalweg beinhaltet mehrere WNT-Proteine und sorgt tiber Aktivierung und
Inaktivierung verschiedener WNT-Rezeptoren flr die Regulation der osteoblastaren
Differenzierung — insbesondere wahrend der Frakturheilung. In einer experimentellen
Studie von Babij et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung eines wich-
tigen WNT-Rezeptors zur Abnahme der Knochendichte fiihrt.

1.3.2 Osteozyten

Osteozyten sind inaktive Osteoblasten und der haufigste Zelltyp des reifen Knochens.
Sie entwickeln sich aus durch Apoptose untergegangenen Osteoblasten.

Ihre Zellleiber liegen in ca. 35 x 10 um groRen Knochenlakunen, welche tber Zellfort-
satze in den Canaliculi durch Nexus verbunden sind. Diese architektonische Struktur
garantiert einen hohen Informationsaustausch zwischen den einzelnen Osteozyten (Be-
ninghoff und Drenckhahn 2008). Die Aufgabe der Osteozyten ist wohl noch nicht ab-
schlielend geklart — vermutlich sind sie am langsamen Umbau und der Signalweiterlei-
tung Uber den Zustand der Knochenmatrix beteiligt und gehen Verbindungen mit ande-
ren regulatorischen Knochenzellen ein, um die Struktur und Leistung des Knochens zu
uberwachen.

1.3.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind ca. 150 um groRe, vielkernige Zellen. Ihr Zytoplasma ist reich an
Mitochondrien und Lysosomen, und ihre Hauptaufgabe ist der Abbau der verkalkten
Knochenmatrix. Sie befinden sich an der Oberflache des Knochengewebes in Hohlun-



gen, den sogenannten Howship-Lakunen (auch subosteoklastisches Kompartiment). Die
aktive Zelloberflache, die an den Howship-Lakunen anliegt, bildet den Faltensaum, der
aus zahlreichen, dicht aneinander liegenden schmalen Falten besteht. In diesem Bereich
befinden sich besonders viele Aktinfilamente und ein besonderes Integrin (Osteopon-
tin), mit dessen Hilfe die Zelle an der verkalkten Knochenmatrix anhaftet, sodass letzt-
endlich eine gurtelformige Versiegelungszone entsteht. Sie grenzt den Raum unterhalb
des Faltensaums (subosteoklastisches Kompartiment), in dem die Matrixresorption statt-
findet, funktionell ab. Durch Absonderung von Protonen in das subosteoklastische
Kompartiment wird die Resorption der verkalkten Knochenmatrix vorangetrieben. Hier-
flr besitzen die Osteoklasten eine Carboanhydrase und eine ATP-abhangige Protonen-
pumpe in ihrer Faltenmembran. Die sezernierten Protonen bewirken eine Auflésung der
Kalziumsalze und ein saures Milieu, das die sauren Hydrolasen bendtigen um die orga-
nische Matrix abzubauen. Die Stimulation und die Regulation der Osteoklasten unter-
liegen verschiedenen Zytokinen. So entwickeln sie sich unter Beeinflussung des Macro-
phage Colony Stimulating Factor (MCSF) und des Rezeptorantagonisten des NF-kB-
Liganden (RANKL) aus Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, welche mit VVorl&ufer-
zellen der Monozyten und Makrophagen verwandt sind (Hofbauer 2006).

1.4 Frakturen

Unter einer Fraktur versteht man die Unterbrechung der Kontinuitét des Knochens mit
Bildung einer oder mehrerer Fragmente. Durch den osteoporosebedingten Verlust an
Knochenmasse und die Stérung der Mikroarchitektur des Knochens kommt es zu einem
erhdhten Risiko fir pathologische Frakturen, die ohne vorangegangenes adaguates
Trauma auftreten. Am héufigsten findet man osteoporosebedingte Frakturen an der
Wirbelsdule, gefolgt vom proximalen Femur und proximalen Humerus (Cooper 2010).

Der Grofteil der Osteoporoseerkrankungen ist altersbedingt und tritt postmenopausal
auf. Postmenopausal ist der erhéhte Ostrogenabfall der Hauptgrund fiir das erh6hte Os-
teoporose-Frakturrisiko. Fur eine ca. 50-jahrige Frau besteht ein Lebenszeitrisiko, eine
osteoporosebedingte Fraktur davonzutragen, von 40-50 % (Lippuner et al. 2009), wobei
sich ab dem flinfzigsten Lebensjahr das Risiko fir Frakturen alle sieben bis acht Jahre
verdoppelt. Der Grofteil der Frakturen tritt nach dem 75. Lebensjahr auf (Melton et al.
1992). Vertebrale Frakturen treten im Durchschnitt hierbei friiher auf als Huftfrakturen
(Melton etal. 1997). Dies zeigt, dass die Frakturprdvention mit steigendem Alter an
Bedeutung deutlich zunimmt, da es dem Organismus dann schwerer fallt, die bean-
spruchte Knochenstruktur zu heilen. Neurologische, kognitive, stoffwechselbedingte
oder auch arteriosklerotisch bedingte Erkrankungen nehmen im Alter zu und sorgen fur
einen beschleunigten Knochenabbau (Jakob et al. 2014). Die Mikroarchitektur, die er-
hohte Steifigkeit der Wirbelsaule und der generelle Knochendichteverlust im Alter be-



gunstigen die Entstehung von Wirbelfrakturen. So stellte Riem (2013) fest, dass die
Prévalenz von Wirbelkdrperfrakturen mit dem Alter ansteigt, wobei Frauen gegeniiber
Mannern ein doppelt so hohes relatives Risiko vorweisen. Dieses zeigt, dass die Kom-
bination aus hohem Alter und postmenopausalem Zustand ein groRes Risiko fur patho-
logische Frakturen nach sich zieht.

1.5 Osteoporose

1.5.1 Definition

Die Osteoporose ist ein metabolisch-systemisch bedingtes Missverhaltnis zwischen
Knochenmatrix und Mineralsalzgehalt. Dieser Umstand fiihrt zu einer Verminderung
der Knochenfestigkeit, welche letztendlich zu einem erhdhten Frakturrisiko fuhrt. Laut
WHO-Definition besteht eine Osteoporose ab einer Knochendichte von mehr als 2,5
Standardabweichungen im T-Score unter dem Mittelwert eines Kollektivs gleichen Ge-
schlechtes und gleicher Rasse (Felsenberg und Bock 2012). Liegen zusatzlich bereits
osteoporotische Frakturen vor, spricht man von einer klinisch manifesten Osteoporose.

1.5.2 Epidemiologie

Die Osteoporose hat erhebliche medizinische und soziale Konsequenzen, da mit ihr das
Frakturrisiko steigt und so eine enorme wirtschaftliche Belastung des Gesundheitssys-
tems entsteht. In einer Studie von Bleiber et al. (2014), in der die durch Osteoporose
bedingten Krankenhauskosten von Frakturen an 16 Skelettregionen (Frakturtypen) fir
das Jahr 2009 in Deutschland berechnet wurden, ergaben sich stationdre Kosten von ca.
860 Mio. Euro. Hierbei fielen die groRten Kostenanteile auf Frauen, die das flinfund-
siebzigste Lebensjahr bereits Uberschritten haben.

Laut einer retroperspektiven Studie einer gesetzlichen Krankenkasse im Zeitraum 2006—
2009 liegt die Pravalenz der Osteoporose geschlechtsunabhangig ab dem fiinfzigsten
Lebensjahr bei ca. 19,5 % (Hadji et al. 2013); bei Frauen wird sie sogar ab dem fiinf-
zigsten Lebensjahr auf 39 % geschétzt, wobei Frauen ab dem funfundsiebzigsten Le-
bensjahr den grofiten Anteil stellen (H&ussler et al. 2007). Auffallend ist die deutliche
Zunahme der Préavalenz bei Frauen ab dem fiinfundsechzigsten Lebensjahr (siehe Ab-
bildung 1). Andere Studien belegen eine Verdopplung der Frakturinzidenz ab dem
sechszigsten Lebensjahr (Bagger et al. 2006).



Osteoporose Pravalenz Frauen in Abhdngigkeit
vom Alter

m50-
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Abbildung 1: Prévalenz der Osteoporose bei Frauen in Abhéngigkeit vom Lebensalter
in Deutschland 2003 (eigene Abbildung nach Haussler et al. 2007)

1.5.3 Die Entstehung der Osteoporose und Knochenremodelling

Elementar flr das Verstandnis der Entstehung der Osteoporose sind das altersabhangige
Knochenremodelling sowie die Kenntnis Uber die verschiedenen Einflussfaktoren auf
den Knochenstoffwechsel.

Der Anstieg der Sexualhormone in der Pubertét initiiert den Beginn der Skelettreifung.
Die grofite Knochenmasse findet man im jungen Erwachsenenalter; dieser Punkt wird
PEAK BONE MASS genannt. Frauen im fertilen Alter weisen im Verhaltnis zur Mus-
kelmasse 15-20 % mehr Knochenmasse als Manner auf und verlieren diese wieder peri-
und postmenopausal. Dieser Uberschuss vor der Menopause dient vor allem als Kalzi-
umreserve fur Schwangerschaft und Laktation.

Verschiedene Gene kontrollieren das Knochenwachstum, u. a. Vitamin-D-Rezeptoren,
Typ-1-Kollagen, Ostrogenrezeptoren, Interleukin-6 sowie Insulin-like-Growth-Faktor.
Trotz der Tatsache, dass Menschen die hinsichtlich Osteoporose eine positive Familien-
anamnese vorweisen, hdufig eine geringere Knochenmasse besitzen, gibt es bisher keine
eindeutige Assoziation zwischen den oben genannten Genen und dem vermehrten Auf-
treten von Osteoporose (Felsenberg und Bock 2012). Insbesondere die ersten Mitteilun-
gen Uber Assoziationen von Polymorphismen im Gen fir den Vitamin-D-Rezeptor, der
eine zentrale Rolle in der Kalziumhomd@ostase einnimmt, machten Hoffnung auf zu-
kinftige molekulargenetische Testungen beziiglich eines erh6éhten Osteoporoserisikos.



Allerdings ergaben sich in unterschiedlichen Publikationen teils widersprichliche Er-
gebnisse (Langenbeck 2005).

Beim Erwachsenen ist das Knochenremodelling, also der physiologische Knochenum-
bau durch Osteoblasten und Osteoklasten, der dominante Faktor bei der Entstehung der
Osteoporose. Die Hauptaufgaben des Remodellings sind die Reparatur von Schaden am
Knochen, die Anpassung an neue Belastungsanforderungen und die Bereitstellung von
Kalzium zur Aufrechterhaltung des Kalziumserumspiegels. Das Knochenremodelling
besteht aus den folgenden vier Phasen: Aktivierung von Osteoblasten, osteoblastare
Resorptionsphase, Umschaltphase und die osteoblastare Knochenneuformation (Priemel
et al. 2006). Das Remodelling benétigt fiir einen kompletten Zyklus ca. 120 Tage. Der
Knochenabbau (ber die Osteoklasten dauert lediglich drei Wochen an; die Neubildung
von Knochensubstanz kann jedoch Monate benétigen.

Das Remodelling wird tiberwiegend hormonell gesteuert, endokrin u. a. durch Ostroge-
ne, Vitamin D, Androgene sowie Parathormon und parakrin u. a. durch 1GF-1 (Insulin-
like-growth-factor-1) sowie Prostaglandine. Die Kommunikation zwischen Osteoblas-
ten, Osteoklasten und anderen Knochenzellen wird durch den RANK-Ligand (Rezep-
toraktivator von NF-kB-Ligand), RANK (Rezeptoraktivator von NF-kB) und Osteopro-
tegerin (OPG) gesteuert. Alle drei sind Mitglieder der TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)-
und TNF-Rezeptor-Superfamilie. Der RANK-Ligand aktiviert Uber einen RANK-
Rezeptor Osteoklasten, welche die Knochenmatrix resorbieren. Durch Aktivierung und
Inaktivierung dieser sogenannten Remodelling-Einheiten entsteht zeitlebens ein Gleich-
gewicht zwischen osteoblastarer Formation und osteoklastarer Resorption und somit
zwischen Knochenauf- und -abbau. Osteoprotegerin (OPG) ist ein léslicher Rezeptor,
der durch Bindung an RANKL/RANK diesen Signalweg blockieren kann. Dieses
Gleichgewicht wird bei der Osteoporose durch verschiedene Einfliisse gestort (siehe
Kapitel 1.5.4) (Felsenberg und Bock 2012). Ein Experiment an transgenen Mausen
zeigte beispielsweise, dass eine Deletion von OPG zu der Entwicklung einer Osteoporo-
se fuhrt (Bucay et al. 1998).

Im Rahmen der Osteoporose kommt es durch osteoklastare Aktivitat zu Trabekelkonti-
nuitatsunterbrechungen, den sog. Perforationen. Diese Perforationen sind im Alter der
skelettalen Reifung noch physiologisch und zwingend notwendig. Bei der Osteoporose
fehlt durch die Kontinuitatsunterbrechung die strukturelle Leitschiene fiir einen osteo-
blastaren Wiederaufbau. Dies fuhrt zu meist irreversiblen Knochenmasseverlusten und
im schlimmsten Fall zu osteoporosebedingten Frakturen (Priemel et al. 2006).



1.5.4 Einflussfaktoren und verschiedene Ursachen

1.5.4.1 Ostrogenmangel in der Peri- und Postmenopause

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHQO 1994) ist die natiirliche Menopause definiert
,»als das permanente Ausbleiben der Menstruation, resultierend aus dem Erléschen der
ovariellen Follikelaktivitat. Sie ist charakterisiert als Zeitpunkt der letzten Regelblutung,
der einer Zeitspanne von zwolf zusammenhangenden Monaten der Amenorrhé folgt und

aus diesem Grund nur retrospektiv festzustellen ist* (Oppelt und Beckmann 2001).

Durchschnittlich beginnt die Menopause bei européischen Frauen mit ca. finfzig Jah-
ren, wobei insbesondere bei Raucherinnen ein friiherer Eintritt in die Menopause beo-
bachtet wurde (Cramer und Xu 1996). Als Ursache hierfur wird neben einer verringer-
ten Estradiolproduktion durch das Rauchen auch eine erhohte hepatische Clearance
durch einen veranderten Metabolismus (Michnovicz et al. 1986) und eine verringerte
Durchblutung der A. ovarica und A. uterina vermutet.

Durch den Ostrogenverlust in der Postmenopause werden vermehrt Zytokine von éstro-
genprogressiven Makrophagen gebildet, welche den Knochenabbau beschleunigen. Es
kommt zu einer gesteigerten Apoptose von Osteozyten und einer Verkirzung der Le-
bensdauer von Osteoblasten. Durch den postmenopausalen Progesteronmangel kommt
es durch die abnehmende zentralnervise Atemstimulation zu einer respiratorischen
Azidose und folglich zu einer erhéhten Kalziumausscheidung tber die Nieren (Siggel-
kow 2015).

Das Risiko flr osteoporotische Frakturen nimmt zu, und die Heilungstendenz des Kno-
chens nimmt ab. In einer Uber neun Jahre durchgefihrten longitudinalen Beobachtungs-
studie von préa-, peri- und postmenopausalen Frauen konnte im peri- und postmenopau-
salen Kollektiv eine dreifach erhdhte Frakturinzidenz (35,5 % und 36,4 %) gegeniiber
dem pramenopausalen Kollektiv (12,5 %) bei signifikant erniedrigter trabekularer Kno-
chendichte von postmenopausalen Frauen mit begleitender Fraktur gegenuiber post-
menopausalen Frauen ohne Fraktur nachgewiesen werden (Fillenberg 2009).

1.5.4.2 Vitamin-D- und Kalziummetabolismus

Der normale Kalziumspiegel im Plasma betrdagt 2,5 mmol/l, wobei 1,25 mmol/l als Kal-
ziumionen vorliegen. Die tagliche durchschnittliche Aufnahme beim Menschen betrégt
20 mmol durch die Nahrung. Davon werden ca. zehn Prozent enteral resorbiert, und der
groRte Teil wird Uber den Stuhl wieder ausgeschieden. Sowohl eine zu geringe Kalzi-
umresorption als auch eine mangelnde Kalziumzufuhr tGber die Nahrung fiihren zu ei-
nem sekundaren Hyperparathyreoidismus, was folglich ein gesteigertes Knochenremo-
delling zur Folge hat und letztendlich Uber einen erh6hten Knochenabbau zu einer se-
kundaren Osteoporoseentwicklung fihrt. Um den Kalziumspiegel im Serum aufrechtzu-



erhalten, wird vermehrt Parathormon aus den Nebenschilddriisen sezerniert, was die
Hydroxylierung von Vitamin-D in der Niere anregt. Folglich steigt der Plasmaspiegel
von 1,25-Dihydroxyvitamin-D, und die enterale Kalziumresorption nimmt zu.

Bereits eine verminderte Kalziumzufuhr von unter 400 mg pro Tag kann das Skelett

nachhaltig schidigen. Die empfohlene Tagesdosis Kalzium betrdgt laut der ,,Deutschen
Gesellschaft fiir Erndhrung® 1000-1200 mg (Felsenbeg und Bock 2012).

Ein weiterer zentraler Baustein im Kalziumstoffwechsel ist das Vitamin-D. Der im
Korper physiologisch wichtigste Vertreter ist das Vitamin-D3 (Cholecalciferol), wel-
ches (ber die Nahrung und UV-Licht aufgenommen und in der Leber Gber die 25-
Hydroxylase in 25-OH-Vitamin-D3 (Calcifediol, Calcidiol) Uberfthrt wird. Calcidiol
wird dann im nachsten Schritt Giber das Blut zur Niere transportiert, wo die Uberfiihrung
in 1,25-(OH)2-Vitamin-D3 durch die Calcidiol-1-alpha-Hydroxylase in den proximalen
Nierentubuli stattfindet. Reguliert wird die 1-alpha-Hydroxylase durch den Kalzium-
und Phosphatspiegel, das in den Nebenschilddriisen gebildete Parathormon und den
FGF-23-Serumspiegel (fibroblast growht factor 23). Laut einem allgemein anerkannten
Expertengremium seien die Normwerte fur 25-OH-Vitamin-D zu niedrig angesetzt. Es
wird ein Spiegel von tber 75 nmol/l empfohlen (Felsenberg und Bock 2012).

Insbesondere Menschen mit Niereninsuffizienz, fortgeschrittenen Leberschaden, man-
gelnder UV-Exposition und im fortgeschrittenen Lebensalter sind starker von einem 25-
OH-Vitamin-D-Mangel bedroht. Ein geh&uftes VVorkommen von niedrigen 25-OH-
Vitamin-D-Spiegeln in Kombination mit sekundér erhohten Parathormonkonzentratio-
nen konnte Uberwiegend bei alteren Patienten mit Schenkelhals- und Wirbelkdrperfrak-
turen festgestellt werden. In anderen Studien wurden auch bei noch gesunden Patienten
im mittleren Lebensalter signifikante Assoziationen zwischen verringerten 25-OH-
Vitamin-D3- bzw. sekundér erniedrigten Parathormonspiegeln und einer verminderten
Knochenmasse festgestellt. Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass bereits ein
subklinischer Vitamin-D-Mangel einen Risikofaktor fur die Entstehung einer manifes-
ten Osteoporose darstellt (Scharla und Ziegler 1994).

1.5.4.3 Glukokortikoide

Eine groRe Anzahl von Medikamenten kann das Skelett schadigen und damit die Ent-
stehung einer Osteoporose bewirken. Am hdufigsten werden die Glukokortikoide ge-
nannt, wenn es um die Entstehung arzneimittelbedingter Osteopenien geht. Die Gluko-
kortikoid-Langzeittherapie ist die hdufigste Ursache fir eine sekundédre Osteoporose
und beim jungen Erwachsenen die haufigste Ursache einer Osteoporose Uberhaupt
(Krasselt und Baerwald 2016). Auch wenn nur 5 % aller Osteoporosefalle glukokor-
tikoid-induziert sind, verursachen sie dennoch ca. 20 % aller osteoporotisch bedingten
Frakturen. Ein Grund hierfir ist sicherlich die mangelhafte Osteoporoseprévention bei
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Patienten unter Steroidtherapie. Laut US-amerikanischen Untersuchungen bekamen nur
9-30 % der Patienten eine Kalzium- und Vitamin-D-Supplementation, und nur bei 9—
42 % der Patienten wurde anschlieBend die Knochendichte gemessen (Lange und Mil-
ler-Ladner 2007). Eine Abnahme der Knochendichte kann bereits in den ersten drei
Monaten einer Langzeittherapie beginnen und ist im ersten Jahr mit ca. 15 % am héchs-
ten (van Staa et al. 2002).

Glukokortikoide bewirken eine vermehrte Expression von RANK-Ligand in den Osteo-
blasten, was einen verminderten Knochenaufbau zur Folge hat. Gleichzeitig werden
Osteoklasten aktiviert und deren Apoptose wird gehemmt, was letztendlich zu einer
gesteigerten Knochenresorption fuhrt. Die durch Glukokortikoide gehemmte intestinale
Kalziumresorption spielt wohl eine untergeordnete Rolle (Krasselt und Baerwald 2016).

1.5.5 Osteodensitometrie (Knochendichtemessung)

Als Osteodensitometrie werden verschiedene nicht invasive, medizinisch-technische
Untersuchungsverfahren bezeichnet, die die Knochenmasse und -dichte messen.

Das bekannteste und in vielen Einrichtungen das Standarduntersuchungsverfahren ist
die Dual Energy X-ray Apsortiometry (DXA). Bei deren Durchfiihrung werden zwei
Réntgenaufnahmen mit unterschiedlicher Réntgenenergie angefertigt, sodass die Masse
des Knochenminerals bestimmt und anschlieBend durch die ermittelte Flache des mine-
ralisierten Gewebes dividiert werden kann. Abschlieend mussen die ermittelten Mess-
werte noch an die jeweilige KorpergroRe angepasst werden (Felsenberg und Bock
2012).

Die Messung wird zur Osteoporosediagnostik an der Lendenwirbelsdaule (meist LWK 1-
4) und Hufte (meist proximaler Femur) verwendet und in g/cm? angegeben. Wirbelkor-
per, deren Dichte durch Frakturen oder andere degenerative Prozesse verandert sind,
durfen nicht zur Messung herangezogen werden (Scholz et al 2010). Da die verschiede-
nen Messmethoden und apparativen Untersuchungsverfahren zur Bestimmung der Kno-
chendichte nicht ohne Weiteres untereinander vergleichbar sind und dazu noch ge-
schlechts- und altersspezifische Abweichungen existieren, missen die Messwerte auf
Normwerte bezogen und als T-Score angegeben werden. ,,.Der T-Score gibt das Vielfa-
che der Standardabweichung vom Mittelwert der Knochendichte (,bone mineral densi-
ty‘, BMD) junger Erwachsener an“ (Scholz et al 2010). Somit werden die individuellen
Messergebnisse in Relation zu einer jungen Population gleicher Rasse und gleichen
Geschlechts gesetzt.

Anhand des ermittelten T-Wertes und der Anzahl von Frakturen lasst sich die Osteopo-
rose nach WHO Kiriterien in verschiedene Stadien einteilen:
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Grad 0: Osteopenie: verminderter Knochenmineralgehalt (T-Wert -1,0 bis -2,5), ohne
Frakturen.

Grad 1: Osteoporose: stark verminderter Knochenmineralgehalt (T-Wert < -2,5), ohne
Frakturen.

Grad 2: manifeste Osteoporose: sehr stark verminderter Knochenmineralgehalt (T-Wert
<-2,5), 1-3 Wirbelkdrperfrakturen ohne vorangegangenen Unfall

Grad 3: fortgeschrittene Osteoporose: Der Knochenmineralgehalt ist stiarker vermindert
(T-Wert < -2,5), mehrfache Wirbelk6rperbriche, haufig auch Frakturen anderer Kno-
chen

Um die individuellen Messergebnisse nicht nur in Relation mit einer Population glei-
chen Geschlechts und Rasse zu setzen, muss man zusatzlich den Z-Score heranziehen.
Dadurch lasst sich das Messresultat mit einer Population gleichen Geschlechts verglei-
chen. So kann es sein, dass beispielsweise eine 58-jahrige Frau im T-Score 2,5 Stan-
dardabweichung unter dem Mittelwert einer jungen Kontrollgruppe, aber im Z-Score
lediglich 1,0 Standardabweichungen unter dem Mittelwert einer gleichaltrigen Kon-
trollgruppe liegt. Aufgrund der Strahlenbelastung wird nicht fur jeden Patienten eine
DXA (Dual Energy X-ray Absorpiometry) empfohlen.

Die Osteoporose-Basisdiagnostik besteht neben der DXA noch aus einer ausfuhrlichen
Anamnese, einer klinischen Untersuchung, einem Osteoporosebasislabor und ggf. aus
einem Rontgen der Wirbelsdule. Eine vollstdndige Osteoporose-Basisdiagnostik wird
laut DVO- (Dachverband Osteologie e.V.)-Leitlinie von 2014 empfohlen bei niedrig-
traumatischen Frakturen, bei einem Zehn-Jahres-Frakturrisiko von > 20 % fur radiogra-
fische Wirbelkorper- und proximale Femurfrakturen sowie flir Krankheiten, fir welche
die Einschatzung des Frakturrisikos unmittelbare therapeutische Konsequenzen hat.

In den DVO-Leitlinien von 2014 werden zusatzlich spezifische Risikofragebdgen be-
ricksichtigt, sodass ein patientenspezifisches Risikoprofil erstellt werden kann. Unter
Berlcksichtigung des jeweiligen Risikoprofils und der relevanten patientenspezifischen
Klinik kann auch eine Osteoporosetherapie ohne vorherige Knochendichtemessung ein-
geleitet werden (Neuerburg et al. 2015).

1.5.6 Privention und Therapie

1.5.6.1 Allgemeine Ziele

Das folgende Unterkapitel umfasst sowohl prophylaktische MalRnahmen zur Vorbeu-
gung der Entstehung einer klinisch manifesten Osteoporose als auch MaRnahmen zur
Vermeidung osteoporosebedingter Frakturen. Als Osteoporosepravention wird eine
Vorbeugung des Absinkens des T-Scores unter eine SD von 2,5 bezeichnet. Abzugren-
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zen sind hierbei die primdre, sekundére und tertidre Osteoporosepravention. Das Ziel
der Primarpréavention ist der Aufbau einer gesunden und ausreichenden Knochenmasse
im Kinder- und Jugendalter. Die Sekundérpravention dient dem Ziel der Vorbeugung
des raschen Knochenabbaus in der zweiten Lebenshélfte bzw. nach der Menopause. Die
Terti&rpravention hat das Ziel der Verhinderung von Folgeerscheinungen und Kompli-
kationen bei bereits vorliegender Osteoporose, z. B. Frakturen (Wildner 2001).

Gemeinsame Ansatzpunkte aller Praventionsmanahmen sind: Vermeidung von Alko-
hol und Nikotin, korperliche Aktivitat, Verringerung des Sturzrisikos und Aufrechter-
haltung eines gesunden Knochenstoffwechsels (Ziller 2013).

1.5.6.2 Vitamin-D- und Kalzium-Supplementierung

Kalzium- und Vitamin-D-Supplementierungen werden generell als Basistherapie zur
Osteoporoseprophylaxe empfohlen. Bereits am Anfang der 1990er-Jahre wurde von
Chapury et al. 1994 eine placebokontrollierte Studie an 3800 in Pflegeheimen wohnen-
den Frauen durchgefiihrt. Eine Gruppe bekam ein Placebopréaparat, die andere Gruppe
eine Kalzium- und Vitamin-D-Supplementierung. Bereits nach 18 und 36 Monaten
zeigte sich in der Verumgruppe eine signifikant reduzierte Anzahl von Huft- und Wir-
belkorperfrakturen (Huftfrakturen: Odds Ratio (OR)= 0,70, 95-%-Konfidenzintervall
(KI)=[0,62, 0,78]; nichtvertebrale Frakturen: OR= 0,70, 95-%-[KI 0,51-0,91]) (Chapu-
ry etal. 1994). Die tagliche Supplementierungsmenge wird allerdings sehr kontrovers
diskutiert. Sie ist aktuell malRgeblich abhéngig von der individuellen Kalziumzufuhr und
der Vitamin-D-Eigensynthese. Eine UbermaRige Supplementierung wird derzeit nicht
empfohlen, da es in den letzten Jahren einige Hinweise gab, dass es unter einer jahre-
langen Kalzium-Supplementierung zu einer kardiovaskuldren Risikoerh6hung kommen
kann. So konnte in einer neuseeldndischen Studie aus dem Jahr 2008 ein erhdhtes kar-
diovaskulédres Risiko nach Kalziumeinnahme bei gesunden Frauen beschrieben werden
(Ringe 2012), welche in einer durchgefiihrten Metaanalyse nochmal bestétigt werden
konnten (Bolland et al. 2008). Diese Studien fuhrten zum teilweise kompletten Riick-
gang der verschriebenen Kalziummengen. Allerdings existieren auch Studien, die keine
Hinweise auf ein erhohtes kardiovaskuléares Risiko unter Kalziumsubstitution zeigen. In
einer randomisierten Kontrollstudie (ber fiinf Jahre mit weiteren vier bis finf Jahren
Follow-up konnte kein erhohtes Risiko festgestellt werden — ganz im Gegenteil fanden
sich sogar Hinweise, die fiir eine generell geringere Mortalitat unter Kalziumsubstituti-
on sprechen (Young etal. 2011). Aktuell werden eine Kalziumzufuhr von 1000—
1500 mg und eine Vitamin-D-Einnahme von 800-2000 IE/Tag empfohlen (Ringe und
Windler 2015).
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1.5.6.3 Korperliche Aktivitit

Kdrperliche Inaktivitat fuhrt unweigerlich zum Abbau von Muskel- und Knochenmasse,
wahrend korperliche Aktivitat v. a. im Wachstumsalter bzw. vor dem Ende der Pubertat
zu einer erhohten Knochendichte fihrt. Kraftsportler haben eine erhohte Knochenmas-
se, wahrend Ausdauersportler im Vergleich weniger Knochenmasse vorweisen (Felsen-
berg und Bock 2012). Beim Erwachsenen ist der Stimulus auf die Knochendichte durch
korperliche Aktivitat deutlich geringer ausgeprégt als bei Jugendlichen. Dennoch konn-
te in einer sechzehn Jahre andauernden Follow-up-Studie von Kemmler et al. (2015), in
der sich 86 friih-postmenopausale Frauen mit Osteopenie regelmaRig einem kaorperli-
chen Training im Fitnessraum unterzogen haben (51 in der Kontrollgruppe), ein signifi-
kant niedrigeres Frakturrisiko fiir die Verumgruppe gegenlber der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Die Knochendichte sank zwar in beiden Gruppen ab, der Verlust
war in der Kontrollgruppe jedoch héher (Kemmler et al. 2015).

Auch in weiteren Studien konnte Bewegungsmangel als Risikofaktor fiir osteoporotisch
bedingte Frakturen herausgestellt werden. So konnte in einer prospektiv epidemiologi-
schen Studie von Gregg et al. (2000) ein um 20-40 % geringeres Huftfrakturrisiko bei
korperlich aktiven Personen gegenuber inaktiven nachgewiesen werden.

Als vielversprechende Methode zur Simulierung korperlicher Aktivitat und Stimulation
des Knochens ergab sich die Vibrationstherapie. Untersuchungen zeigten, dass mensch-
liche Knochen sehr empfindlich auf mechanische Vibrationen reagieren (Rubin et al.
2003). Auch an Tiermodellen wurde der Einfluss mechanischer Vibration auf den Kno-
chen bereits erfolgreich untersucht. So konnte First in seiner medizinischen Dissertati-
on aus dem Jahr 2014 den Nutzen der horizontalen und vertikalen Ganzkdrpervibration
als nicht-medikamentdse Therapiemdglichkeit auf den osteoporotischen Knochen am
Rattentiermodell belegen.

1.5.6.4 Medikamentose Therapiemdglichkeiten

Die Einleitung einer spezifischen medikamentGsen Therapie dient v. a. der Verminde-
rung des Frakturrisikos. Da die Osteoporose eine chronische Erkrankung ist, sind medi-
kamenttse Therapieoptionen generell Langzeittherapien, deren Erfolg mal3geblich von
der Compliance des Patienten abhéngt. Aktuellen Studien zufolge soll mindestens jede
zweite Frau ihr verordnetes Medikament wieder absetzen oder nicht regelmalig ein-
nehmen (Kyvernitakis und Hadji 2016). Der Beginn einer medikamentdsen Therapie
wird bei einem Zehn-Jahres-Frakturrisiko fur Wirbelkorper- und/oder Huftfrakturen
empfohlen. Eine individuelle Nutzen/Risiko-Abwégung ist jedoch zu bertcksichtigen
(Harbeck und Lehnert 2016).

Bisphosphonate werden weltweit zur Prophylaxe und Therapie der Osteoporose einge-
setzt. Osteoklasten nehmen Bisphosphonate im Rahmen der Knochenresorption durch
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Phagozytose auf und ihre Lebensdauer wird so verkirzt. Die Folge ist eine verringerte
Knochenresorption mit daraus folgender héherer Knochendichte. Die Wirksamkeit von
Bisphosphonaten konnte in mehreren Studien belegt werden: Bereits Liberman et al.
(1995) belegten, dass die regelmaRige Einnahme von Alendronat zu einer signifikanten
Erhéhung der Knochendichte fihrt. Die Erhohung der Knochendichte ist jedoch kein
zwingend vorauszusetzender Indikator fiir das Ansprechen auf eine Bisphosphonat-
Therapie, da auch Patientinnen, bei denen die Knochendichte unter Therapie gleich-
bleibt oder sogar abnimmt, ein geringeres Frakturrisiko gegenuber Patientinnen ohne
Bisphosphonat-Einnahme zeigen (Seeman 2007). Trotz der bewiesenen Wirksamkeit
der Bisphosphonate gibt es auch unerwiinschte Arzneimittelnebenwirkungen. In letzter
Zeit treten haufiger Mitteilungen Uber das gehdufte Aufkommen von atypischen Femur-
frakturen unter Bisphosphonat-Substitution auf. So beschrieben Ballaschk et al. (2015)
in ihrer Publikation das Auftreten atypischer Femurfrakturen unter Bisphosphonat-
Therapie bei drei in ihrer Notfallambulanz aufgenommenen Patientinnen.

Die effektivste Therapie der postmenopausalen Osteoporose ist bis heute die Hormon-
therapie mit Sexualsteroiden. Bereits zu Beginn der 1990er-Jahre analysierten Grady
et al. (1992) die damals bekannten epidemiologischen Studien zur Ostrogen- und Gest-
agentherapie. Sie schlussfolgerten letztendlich, dass eine alleinige Ostrogentherapie bei
postmenopausalen hysterektomierten Frauen und bei Patientinnen mit Herz-Gefal-
Erkrankungen die Anzahl von Huftfrakturen verringern und das Leben verldngern kann.
Jedoch wurde bereits in dieser Auswertung auf das Risiko fur die Entstehung von En-
dometriumkarzinomen bei nicht-hysterektomierten Frauen unter Hormontherapie ver-
wiesen (Grady et al. 1992). Auch Jick et al. (1993) konnten in einer Fall-Kontrollstudie
ein erhohtes relatives Risiko flr die Entstehung eines Endometriumkarzinoms unter
alleiniger Ostrogentherapie bei nicht-hysterektomierten Frauen gegeniiber einer kombi-
nierten Ostrogen-/Gestagen-Einnahme nachweisen. Daher wird ein Gestagenzusatz fiir
mindestens zehn Tage pro Behandlungsmonat empfohlen (Ortmann et al. 2010). Die
zundchst in Betracht gezogene generelle Empfehlung, Hormonersatzpraparate auch bei
symptomfreien postmenopausalen Frauen einzusetzen, wurde schnell wieder aufgege-
ben, da in mehreren Studien ein erhohtes Risiko fir Thromboembolien, Herzinfarkte,
Schlaganféalle und Brustkrebs nachgewiesen wurden (Seiffert-Klauss und Schumm-
Draeger 2003). In der aktuellen S3-Leitlinie der DVO wird eine Hormonersatztherapie
nur bei Frauen mit hohem postmenopausalen Risiko und Unvertréglichkeit oder Kontra-
indikationen gegenuber anderen fiir die Osteoporose zugelassenen Medikamenten emp-
fohlen (Pfeilschifter 2006).

Eine weitere medikamentése Therapiemdglichkeit ist der Einsatz selektiver Ostrogenre-
zeptor-modulatoren (SERMSs). Sie haben heutzutage ihren festen Platz in der Prévention
und Therapie der postmenopausalen Osteoporose. Ziel der SERMs ist es, tber die Akti-
vierung der dstrogenrezeptorspezifischen Signalkaskade eine dstrogenagonistische Wir-



15

kung, insbesondere am Knochen, hervorzurufen. Moderne, in Europa zugelassene Ost-
rogenrezeptormodulatoren (u.a. Raloxifen, Lasoxifen und Bazedoxifen) verringern
nachweislich bei postmenopausalen Frauen das Risiko flr vertebrale Frakturen (Birk-
hauser 2012). Das bereits 1998 flr die Therapie der Osteoporose zugelassene Raloxifen
senkt den postmenopausalen Knochenmasseverlust und fihrt Gber eine Hemmung der
Osteoklasten zu einer erhohten Knochenmineraldichte an Wirbelsaule und Schenkelhals
(Fedelesova et al. 2000). In der MORE-Studie von 1999 konnte eine Senkung des Risi-
kos fiir klinische Wirbelkorperfrakturen unter Raloxifen-Therapie gegentber einer Kon-
trollgruppe gezeigt werden (Siris et al. 2002).

Eine weitere medikamentdse Therapiemdglichkeit sind Peptide der Parathormonfamilie
(PTH-Peptide) und Strontiumranelat. Erstere werden taglich sub cutanem verabreicht,
besitzen einen osteoanabolen Effekt und sollen die Osteoblastenanzahl erhohen. Stron-
tiumranelat soll den osteoklastischen Knochenabbau hemmen und die Aktivitét der Os-
teoblasten fordern. Sowohl Strontiumranelat als auch Peptide der Parathormonfamilie
senken das Risiko fir vertebrale und nicht-vertebrale Frakturen signifikant. PTH-
Peptide steigern zudem die Knochenmineraldichte (Reginster et al. 2005; Neer et al.
2001). Auch die Kombinationstherapie von PTH-Peptiden und Bisphosphonaten scheint
die Knochenmineraldichte positiv zu beeinflussen. So konnten Black et al. (2005) eine
Steigerung der Knochenmineraldichte bei Patienten nachweisen, die ein Jahr mit PTH
behandelt wurden und eine anschlieRende Bisphosphonat-Substitution bekamen.

Ein Angriffspunkt fur die Entwicklung neuerer Medikamente ist die Inhibition der von
den Osteoklasten exprimierten Cysteinprotease Cathepsin K, welche nachweislich kol-
lagenolytische Wirkung besitzt (Kafienah et al. 1998) und so eine zentrale Rolle im en-
zymatischen Knochenabbau einnimmt. Die Wirkung mehrerer Cathepsin-K-Inhibitoren
(u. a. Balicatib, Relacatib, Odanacatib) wurde bereits in mehreren Forschungsstudien
untersucht (Nagase et al. 2012; Bone et al. 2010; Falgueyret et al. 2005). Odanacatib ist
der derzeit am genauesten in mehreren klinischen Forschungen untersuchte Cathepsin-
K-Inhibitor. So konnten Eisman et al. (2011) in einer dreijahrigen Studie eine nachweis-
liche Steigerung der Knochenmineraldichte bei postmenopausalen Frauen unter Oda-
nacatib-Therapie aufzeigen.

1.6 Baicalein

Baicalein gehort zu den Flavonoiden und kommt in den Wurzeln der chinesischen Heil-
pflanze Scutellaria baicalensis georgi vor. Als Baikal-Helmkraut wird es insbesondere
in asiatischen Landern als traditionelles Naturheilmittel genutzt. Das Grundgerist der
Flavonoide stellt das Flavan (2-Phenylchroman) (Abbildung 2).

Es besteht aus zwei aromatischen Ringen, die durch einen Tetrahydropyran-Ring ver-
bunden sind.
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Flavan: Baicalein:

OH O

Abbildung 2: Chemische Strukturformeln von Flavan und Baicalein, eigene Zeichnung

Dem Baicalein sind zahlreiche Wirkungen nachgewiesen, u.a. belegten Shao et al.
(2002) am Kuken-Kardiomyozyten-Modell eine antioxidative Wirkung nach und Hong
et al. (2002) konnten eine anti-entziindliche Wirkung am Méausemodell beweisen. Bai-
calein wirkt positiv auf ein gestortes Zellwachstum; so zeigten Chen et al. (2013) in
einer neueren Studie eine signifikante Wirkung auf die Proliferation und Lebensféhig-
keit von ovariellen Tumorzellen. Aussagekraftige Studien, die die Effekte von Baicalein
auf den Knochen untersuchen, gibt es bisher nur sehr wenige. Kim et al. (2008) unter-
suchten die Wirkung von Baicalein auf die Osteoblastendifferenzierung uber die Akti-
vierung von MAP-Kinasen (MAP-K) und Transkriptionsfaktoren (NF-kB und Aktivator
Protein 1 (AP-1)). Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Baicalein die Differenzierung und
Mineralisation der Osteoblasten stimuliert, die Lebensfahigkeit jedoch nicht beeinflusst.
Ferner konnen Extrakte aus der Scutellaria immobilitatsbedingtem Knochenschwund
vorbeugen. Erstmals wurde dieser Effekt 2013 in einem Rattenmodell beschrieben, in
dem die Versuchstiere einer mechanischen Inaktivitat ausgesetzt und mit Scutellaria-
Wurzelextrakt praventiv behandelt wurden (Chen et al. 2013). Durch nachgewiesene
antiinflammatorische Eigenschaften und die daraus erzielte Hemmung von Entziin-
dungsmediatoren sind auch positive Effekte auf degenerative Knochen- und Gelenker-
krankungen wie die rheumatoide Arthritis beschrieben (Chen 2011). Diese Hemmung
von Entziindungsmediatoren, welche u. a. auch den Knochenaufbau beeinflussen, stel-
len neue Therapiemdglichkeiten fur die Osteoporose dar. Eine entscheidende Eigen-
schaft des Baicaleins ist auBerdem die Inhibition der 12-Lipoxygenase, die u. a. eine
entscheidende Rolle im Arachidonsédurestoffwechsel der Sdugetiere hat, und somit eine
anti-entziindliche Wirkung besitzt. Klein et al. (2004) untersuchten in einer Studie einen
speziellen M&usestamm, der eine niedrige Knochendichte aufweist. Sie konnten bei den
Mausen auf Chromosom 11 ein spezielles Gen (Alox15-Gen) entdecken, welches fiir
eine 12/15-Lipoxygenase codiert. Die an Osteopenie leidenden Mduse produzierten ca.
20 Mal so viel von dieser Lipoxygenase wie ihre gesunden Artgenossen. Daher war
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davon auszugehen, dass mit steigender 12/15-Lipoxygenaseaktivitidt die Differenzie-
rungsfahigkeit der Osteoblasten gehemmt wird (Klein et al. 2004).

AuRerdem konnte Kling (2016) in einer experimentellen Studie an drei verschiedenen
Muskeln von osteoporotischen Ratten nachweisen, dass Baicalein einen positiven Effekt
auf die Muskulatur hat.
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2  Material und Methoden

2.1 Die Versuchstiere

Der Versuch bestand aus 60 bei Ovariektomie drei Monate alten weiblichen Sprague-
Dawley-Ratten der Firma Winkelmann (Borchen, Deutschland). Jedes Versuchstier ver-
fligte Uber einen in den Nacken implantierten Transponder, sodass jederzeit (ber eine
individuelle Kennnummer eine Identifikation moglich war. Die Ratten wurden tber die
komplette Versuchsdauer in Kafigen des Typs Makrolon 1V in der Zentralen tierexpe-
rimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitat Gottingen untergebracht. Wie schon von
Kling (2016) beschrieben, wurde bei einer stabilen Raumtemperatur von 20°C und einer
Luftfeuchtigkeit von ca. 55 % auf eine jeweils zwolfstiindige Hell-Dunkel-Rhythmik
geachtet. Einmal wochentlich wurden die Tiere gewogen. Die Futterung der Tiere er-
folgte einmal wochentlich unter Auffullung einer 1500 g sojafreien Futtermenge. Die
Menge des verbliebenen Restfutters wurde jede Woche gewogen, damit die verzehrte
Futtermenge bestimmt werden konnte. Die fiir die Kéfige vorgesehenen Trinkwasser-
spender wurden regelméfig mit demineralisiertem Wasser aufgefulit.

2.2 Aufbau der Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden in finf Gruppen zu je zwolf Ratten aufgeteilt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Versuchsgruppenaufteilung praoperativ:

Versuchsgruppe Kafiganzahl Tieranzahl/Kéfig
NON OVX 3 4
OvVX 3 4
1mg 3 4
10 mg 3 4
100 mg 3 4

Durch OP (Ovariektomie und Osteotomie) und Narkosekomplikation starben zehn Ver-
suchstiere, sodass fur die Wirbelauswertung 50 Tiere tbrigblieben (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Versuchsgruppenaufteilung nach der Osteotomie:

Versuchsgruppe Kafiganzahl Tieranzahl/Kafig
NON OVX 2 5
OVX 2 5
1mg 3 2 Kafigea 3
1 Kafiga 4
10 mg 3 2 Kafigea 3
1 Kifiga 4
100 mg 3 2 Kafigea 3
1 Kifiga 4

2.3 Versuchsablauf

Nach Aufteilung der Versuchstiere in die 0. g. Versuchsgruppen (siehe Tabelle 1) wur-
den die Gruppen 2-5 eine Woche nach Ankunft beidseitig ovariektomiert (siehe 2.3.1),
damit sie eine Osteoporose entwickeln. Acht Wochen spéater wurde eine Osteotomie mit
Plattenosteosynthese der metaphysédren Tibia durchgefuhrt (siehe 2.3.2). Wéhrend der
Operationen starben zehn Versuchstiere, sodass 50 Ratten tbrigblieben, die in die in der
Tabelle 2 gezeigten Gruppen eingeteilt wurden. Acht Wochen nach der Ovariektomie —
bzw. am ersten Tag nach der Osteotomie — wurde mit der taglichen Baicalein-s.c.-
Applikation begonnen (die jeweiligen Verabreichungsmengen sind unter 2.3.3 be-
schrieben). AulRerdem bekamen die Versuchstiere zu bestimmten Zeiten unterschiedli-
che Farbstoffe verabreicht, damit die Knochenheilung nach Versuchsende besser beur-
teilt werden konnte. Am 15. Tag nach der Osteotomie wurde den Ratten 90 mg/kg vom
Farbstoff Xylenol Orange (XO) gespritzt, am 20. Tag 10 mg/kg Calcein Grin (CG) und
am 29. Tag der Farbstoff Alizarin Komplexon (AK) in einer Dosis von 30 mg/kg Kor-
pergewicht.

Am 28. Tag nach der Osteotomie wurden die Tiere mittels Dekapitation getotet und die
flr diesen Versuch bendtigten Wirbelkorper freiprapariert (siehe Kapitel 2.2.4). AulRer-
dem wurden fir weitere Studien Muskeln, die Tibia und der Femur entnommen (Kling
2016).

2.3.1 Ovariektomie

48 der 60 Versuchstiere (Versuchsgruppen OV X, Baicalein 1 mg, Baicalein 10 mg und
Baicalein 100 mg) wurden in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Uni-
versitatsmedizin Gottingen beidseitig ovariektomiert.
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Die Andsthesie der zu operierenden Tiere erfolgte nach vorangegangener Rasur des OP-
Gebietes durch COz-Inhalation und anschlielender intraperitonealer Injektion von Ke-
tamin-Dormitor 0,1 ml/100 g Kdorpergewicht in einem Mischverhéltnis von 3:1. Die
Bauchhohle und das Peritoneum wurden mit dem Skalpell er6ffnet. Die Adnexe wurden
aufgesucht und die Ovarien beidseits abgetrennt. Die Tuba uterina wurde legiert. An-
schliefend wurden das Peritoneum und die Bauchhohle mittels Vicrylnaht und Klam-
merung wieder verschlossen. Um eine mogliche Dehydratation zu verhindern, wurde
den Versuchstieren ein Depot von 3 ml NaCl s.c. verabreicht. Fir die anschlielende
Analgesierung der Versuchstiere wurde Rimadyl 4 mg/kg verabreicht. Die Tiere wurden
bis zum Ende der Narkose tiberwacht (Kling 2016).

2.3.2 Osteotomie

Im Rahmen einer anderen Studie wurden die Auswirkungen des Baicaleins auf die
Frakturheilung untersucht und ausgewertet. Hierfir wurden alle Ratten acht Wochen
nach der Ovariektomie einer beidseitigen Osteotomie mit plattenosteosynthetischer
Versorgung der metaphysédren Tibia unterzogen. Dieses Versuchsmodel wurde bereits
von Stuermer et al. (2010) beschrieben.

2.3.3 Baicalein-Applikation

Mit der Baicalein-(Firma Sigma-Aldrich, Bornem, Belgien)-Applikation der Versuchs-
gruppen 3-5 wurde am nachsten Tag nach der Osteotomie begonnen. Die Substanz
wurde in 100 % Dimethylsufoxid (DMSQ) gelost und mit 1 ml-Spritzen Omnifix® und
Sterican®-Kanule 0,45 mm x 25 mm in die Glutealregion s.c. gespritzt. Pro Ratte ent-
sprach die Konzentration bezogen auf das Koérpergewicht einem Volumen von 0,6 ml
Baicaleinlosung (Kling 2016). Die Durchfiihrung erfolgte zu zweit: Eine Person nahm
das Versuchstier aus dem Kéfig und fixierte es, und die andere injizierte den Wirkstoff.
Die bereits versorgten Ratten wurden in einen weiteren Kéfig platziert, bis alle Ver-
suchstiere eines Kafigs behandelt worden waren. Die anderen Kéafige wurden mit einem
Tuch abgedeckt, um so unndétigen Stress fur die Tiere zu vermeiden. Um den vermute-
ten Effekt des Baicaleins auf den Knochen zu untersuchen, erhielten VVersuchsgruppe 3
1 mg/kg Korpergewicht, Versuchsgruppe 4 10 mg/kg Korpergewicht und Versuchs-
gruppe 5 100 mg/kg Kdorpergewicht Baicalein s.c. fir eine Dauer von vier Wochen. Bei
den Versuchsgruppen 1 und 2 erfolgte eine alleinige DMSO-Applikation.

2.3.4 Versuchsende und Freipriparation der Wirbelkorper

Nach Durchfuhrung der Baicalein-Applikation Uber vier Wochen wurden die Tiere un-
ter CO2-Narkose durch Dekapitation mittels einer Guillotine getotet. Nach der Tétung
wurden die Lendenwirbelkdrper herausprapariert und fir weitere Untersuchungen ver-
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wendet. Die Freipraparation der Lendenwirbelkorper wurde bereits in vorangegangenen
Studie beschrieben (D6ll 2010; Furst 2014). Dazu wurden zunéchst mit einer scharfen
Schere die Haut und die paravertebrale Rickenmuskulatur entlang der Processi spinosi
durchtrennt. Nach Freilegung der Lendenwirbelsaule wurde ein Ende durch Aufsuchen
des Os sacrum und das andere durch Aufsuchen des Rippenbogens ertastet.

Durch Abzahlen konnten die ersten bis sechsten Lendenwirbelkorper identifiziert und
mittels einer Zange von der restlichen Wirbelsaule abgetrennt werden. Im Anschluss
wurden die einzelnen Lendenwirbelkorper mittels Skalpell auf Hohe der Bandscheiben
voneinander getrennt. Die Wirbelkdrper wurden zur genauen Darstellung mittels eines
scharfen Loffels von Uberschiissigen Weichteilresten befreit. Im Anschluss wurden die
Lendenwirbelkorper in beschrifteten Laborréhrchen gelagert und bei -20 °C aufbewahrt.
In dieser Studie wurden die zweiten, dritten und vierten Lendenwirbelkorper verwendet.

2.4 Biomechanischer Kompressionstest

Fur diesen Versuch wurde der vierte Lendenwirbelkdrper verwendet. Durch den biome-
chanischen Kompressionstest soll die Stabilitat der Wirbelkdrper hinsichtlich einer axia-
len Krafteinwirkung getestet werden. Diese Testart wurde bereits in mehreren Studien
beschrieben (D6ll 2010; First 2014; Zimmermann 2017).

2.4.1 Validierung des Testverfahrens

Da die Ergebnisse im unter 2.4.2 beschriebenen Testverfahren stark untersucherabhan-
gig sind, wurde das Verfahren vor dem eigentlichen Versuch einer Validierung unterzo-
gen. Hierflir wurden die Lendenwirbelkorper vier und funf von zehn vergleichbar gro-
Ren Ratten verwendet. Abweichungen von 15 % (+/- 3 %) zwischen Wirbelkorper vier
und finf werden als physiologisch gewertet (Fisk und Baigent 1975; Budsberg
et al. 1993; D6ll 2010; First 2014).

2.4.2 Versuchsdurchfithrung

Zum Zeitpunkt des Versuches wurden die vierten Lendenwirbelkdrper unter Beigabe
von 0,9 %iger Kochsalzlésung bei Raumluft aufgetaut. Der Wirbelk6rper wurde, wie
schon in einer &hnlichen Studie von Sehmisch et al. (2009a) beschrieben, in ein Kom-
pressionsgerat (Typ 145660 Z020/TND Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) eingebracht.
Der Wirbelkdrper wurde mit nach oben zeigender Bodenplatte auf eine extra fir ihn
entwickelte Aluminiumplatte eingespannt, welche ein Abrutschen wéahrend der Kom-
pression verhindern soll. Nach Einspannen des Wirbelkorpers wurde ein Metallstempel
mit einer um 45° abgeflachten Flache zur Simulation der axialen Kraft auf das kaudale
Ende des Wirbelkorpers in vertikaler Richtung aufgebracht. Zunéchst wurde mit einer
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Kraft von 1 N vorgegangen, sodass eine exakte Positionierung des Test-Wirbelkorpers
vorgenommen werden konnte. Nach exakter Positionierung des Wirbelkorpers wurde
der Stempel automatisch mit einer Kraft von 2 bis 500 N und einer Geschwindigkeit
von 50 mm/min abgesenkt. Die testXpert-Maschine zeichnete die erzielten Werte konti-
nuierlich auf. Der Vorgang stoppte automatisch, wenn die maximale Kraft von 500
N erreicht wurde oder bei Einbrechen des Wirbelkdrpers von 5 mm. Die relative Mess-
genauigkeit betrug 0,2-0,4 %. Die Messung der auf den Wirbelkdrper ausgelbten Kraft
erfolgte pro 0,1 mm zurlickgelegter Wegstrecke.

2.4.3 Die Messparameter

Die Messwerte des biomechanischen Kompressionstests wurden in ein Kraft-Weg-
Diagramm (bertragen (Abbildung 3) und die Maximalkraft (fmax), die Steigung und
das Yield Load gemessen.

2.4.3.1 Die Maximalkraft (fmax)

Die Maximalkraft beschreibt den Wert, der zum Zeitpunkt des Einbrechens der Grund-
platte in den spongidsen Wirbelkdrper erreicht wurde.

2.4.3.2 Die Streckgrenze (Yield Load)

Im Kraft-Weg-Diagramm verlauft die Steigung bis zu einem bestimmten Punkt linear.
Hier entsteht der Ubergang von der reversiblen, elastischen zur irreversiblen, plasti-
schen Verformung des Wirbelkorpers. Dieser Punkt wird als Streckgrenze (Yield Load)
bezeichnet. (Sehmisch et al. 2009a). Zur Berechnung der Streckgrenze wurden aus dem
linear ansteigenden Bereich des Graphen die Regressionsgrade und deren Standardab-
weichung berechnet.

2.4.3.3 Die Steigung

Die Steigung entspricht der Elastizitat des Wirbelkdrpers. Sie wird im linear verlaufen-
den Bereich des Graphen wahrend der elastischen Verformung gemessen.



23

120

100

80

40

20

0.00
0.01
0.08
0.14
0.22
0.28
0.35
0.42
0.49
0.55
0.63
0.69
0.76
0.84
091
0.99
1.05
1.13
119
1.26
1.33
1.39

mm

Abbildung 3: Kraft-Weg-Diagramm des biomechanischen Kompressionstests

2.5 Veraschungstest

Die Veraschung der Wirbelkdrper fand in den Laboren der Abteilung fur Medizinische
Mikrobiologie, Akkreditiertes Trinkwasser- und Hygienelabor der Universitat Gottin-
gen statt.

Ziele des Versuches waren die Bestimmung des organischen und anorganischen Kno-
chenanteils sowie die Messung des Kalzium- und Phosphatanteils. Hierzu wurde der
zweite Lendenwirbelkdrper verwendet, welcher ca. 30 Minuten bei Raumluft aufgetaut
wurde. Der Veraschungsversuch wurde bereits von First (2014) und D6ll (2010) be-
schrieben.

2.5.1 Bestimmung der organischen und anorganischen Knochensubstanz

Um die organische und die anorganische Knochensubstanz zu bestimmen, wurden klei-
ne Porzellantiegel mit Nummern beschriftet, auf einer Waage analytisch gewogen und
das Gewicht in g als Tara verwendet. Hierbei war wichtig, dass die Fenster und Ttiren
im Raum verschlossen waren, da bereits der kleinste Luftzug die sensible Gewichtsmes-
sung beeinflussen konnte. Jeder einzelne Wirbelk6rper wurde anschlieBend in den Por-
zellantiegel gegeben und zusammen mit ihm gewogen. Das exakte Gewicht wurde je-
weils notiert. Die Masse des Wirbelkorpers vor der Veraschung (mv) ergab sich dann
folgendermal3en:

mv = Gesamtmasse - tara

Zur Erzeugung eines Gluhriickstandes wurde der Porzellantiegel mit dem Wirbelkdorper
nach vorangegangener einstiindiger Aufheizphase tber ein Zeitintervall von ca. zwei
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Stunden in einem Muffelofen einer Temperatur von 750 °C ausgesetzt. Insgesamt hatten
sechs Tiegel im Ofen Platz.

AnschlieBend wurde der Gluhriickstand im Exsikkator tiber Kieselgel auf Raumtempe-
ratur heruntergekuhlt. Durch erneutes analytisches Wiegen erfolgte dann die Bestim-
mung der Gesamtmasse nach Veraschung (mn) wie folgt:

mn = Gesamtmasse - tara

Anhand mv und mn wurden nun die organische und die anorganische Substanz wie
folgt berechnet:

Berechnung des Anteils organischer Substanz:
% organische Substanz = ((mv-mn) * 100) / mv
Berechnung des Anteils anorganischer Substanz:

% anorganische Substanz = 100-% organische Substanz

2.5.2 Bestimmung des Kalziums und des Phosphats

Fur die folgenden Bestimmungsmethoden zur Ermittlung des Kalzium- und Phosphat-
gehaltes wurde der Gluhrickstand, der durch die Veraschung entstand, verwendet. Zu-
nachst musste dieser jedoch in eine wasserldsliche Substanz tberfiihrt werden.

2.5.2.1 Herstellung des Siureaufschlusses und Verdiinnung

Unter einem Sdureaufschluss versteht man einen Vorgang in der anorganisch-
chemischen Analytik, in dem eine nur schwer wasserldsliche Substanz in eine wasser-
oder sdureltsliche uberfiihrt wird. In diesem Versuch wurde der Sdureaufschluss des
Ruckstandes mit 10%iger Salpetersaure (NHs) hergestellt. Zur Herstellung des Séure-
aufschlusses wurde der Glihriickstand der Knochenproben zunéchst in einem Méorser
mit einem Pistill fein homogenisiert, wovon 50 mg analytisch genau unter Protokollie-
rung des Messwertes ausgewogen wurden. Anschliefend wurde diese Menge in einen
250-ml-Rundkolben gefillt und mit 100 ml 10%iger Salpetersdure versetzt. Nach Auf-
setzen eines Ruckflusskihlers wurde die Losung im Kolben durch eine Heizhaube zum
Sieden erhitzt und unter Ruckfluss 30 Minuten sieden gelassen. Die Ldsung musste
nach dem Aufschluss klar sein und durfte keine Opaleszenz zeigen. Die nun hergestellte
Aufschlusslosung wurde nun in einen 1000-ml-Messkolben gefillt. AnschlieBend wur-
de der 250-ml-Rundkolben dreimal mit 100 ml destilliertem Wasser nachgespult und
der Messkolben auf 1000 ml aufgefullt. Diese Losung konnte nun bei 4°C aufbewahrt
werden. Anschliel3end erfolgte eine Verdinnung um den Faktor 20, sodass die erwartete
Konzentration im Vertrauensbereich des Messverfahrens lag. Hierzu wurden 5 ml der
Aufschlussldsung aus dem 1000-ml-Messkolben in einen 100-ml-Messkolben tberfihrt
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und anschlieBend auf 100 ml aufgefillt. Die verdinnte Losung konnte nun direkt zur
Kalzium- und Phosphatbestimmung eingesetzt werden.

2.5.2.2 Phosphatbestimmung

Die Phosphatbestimmung erfolgte durch Photometrie des Phosphat-Molybdénblau-
Komplexes. Zuerst erfolgte die Pipettierung von 10 ml der 1:20 verdiinnten, wéssrigen
Probe nach Sdureaufschluss in ein Kunststoffrohrchen. Nach Hinzugabe von 2 ml Phos-
phatreagenz (Zusammensetzung siehe Tabelle 3) erfolgte nach einer Reaktionszeit von
etwa 10 Minuten die photometrische Messung der Extinktion in einer Kivette der
Schichtdicke 10 mm gegen eine Blindprobe, die anstelle der Probe destilliertes Wasser
enthielt. Die Messwellenlange betrug 690 nm. AnschlieBend wurde, dhnlich wie bereits
von Doll (2010) und First (2014) beschrieben, eine Abgleichgerade durch Untersu-
chung und Feststellung der Extinktion einer Verdinnungsreihe im Konzentrationsinter-
vall 0,1-4 mg/l unter Bezug auf eine Phosphat-Standardlésung erzeugt. Der Phosphat-
gehalt wurde anschliel}end in mg/l notiert.

Tabelle 3: Reaktionsgemisch (Phosphat-Reagenz)

Menge in ml | Substanz

25,0 | Schwefelsdure (w =25 %)

7,5 | Ammoniummolybdat-Losung (w =4 %)

15,0 | Ascorbinsdure-Losung (w=0,17 %)

2,5 | Kaliumantimonoxidtartrat-Lésung (w = 0,27 %)

2.5.2.3 Kalziumbestimmung

Die Kalziumbestimmung erfolgte durch Flammatomabsorptionsspektroskopie der L6-
sung nach Zugabe von Lanthanchlorid als Matrix-Modifier zur Maskierung des in der
Losung vorhandenen Phosphats mit Luft-Acetylen-Flamme. Zunédchst wurden 5 ml der
unter 2.5.2.1 hergestellten Probenlésung in das Autosampler-Rack des AAS-Gerétes
(Atomabsorptionsspektroskop FIAS Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland) gegeben.

Das Gemisch wurde nun stetig tber einen Zerstauber in eine aus einem Acetylen-Luft-
Gemisch bestehende Flamme eingebracht, sodass sich das in der Probe befindliche Kal-
zium in der Flamme verféarbte. Zuvor wurde eine monochromatische Strahlung durch
die Flamme geschickt, welche durch das in ihr eingebrachte Kalzium abgeschwécht
wurde. Die Messung der Extinktion erfolgte an einer Kalziumemissionsbande und wur-
de zuvor gegen eine Verdinnungsreihe im Konzentrationsintervall von 0,1 bis 5 mg/l
nach Vorgaben des akkreditierten Verfahrensprozesses kalibriert. Zur Beurteilung wur-




26

de zusatzlich eine nicht durch die Flamme abgeschwéchte Strahlung erzeugt und die
dort entstandene Extinktion mit der durch das Kalzium der Flamme abgeschwéchten
Extinktion verglichen. AnschlieRend wurde der Kalziumgehalt in mg/l und der Quotient
aus Kalzium/Phosphat notiert.

2.6 Mikro-CT-Analyse

Fur die Mikro-CT-Analyse wurde der dritte Lendenwirbelkdrper verwendet. Die er-
zeugten Schnittbilder wurden anschliel3end, wie bereits von Zimmermann (2017) am
osteoporotischen Femur der Ratte beschrieben, in einem Bildbearbeitungsprogramm
ausgewertet und die Messparameter berechnet.

2.6.1 Durchfithrung der Wirbelkérper-Scans

Die Wirbelkdrperscans wurden mit dem Quantum FX Micro-CT (Caliper Scienes, Hop-
kinton, MA, USA) angefertigt.

Es wurden 3600 Bilder bei einem 360°-Projektionsbild pro Wirbelkorper mit einer iso-
tropen Auflésung von 40 um pro Voxel durchgefuhrt. Bei einer Réhrenspannung von
70 kVp und einer Stromstarke von 200 HA betrug die Belichtungszeit zwei Minuten
(Saul et al. 2017); das Gesichtsfeld maB 20 x 20 mm?. Der Wirbelkdrper wurde mit ei-
nem Knochendichte-Phantom in einer Kunststoffréhre platziert, um so ein Verrutschen
durch eine Schaumstoffsicherung zu verhindern. Das Phantom bestand aus funf Hydro-
xilapatit-Elementen unterschiedlicher Dichte und wurde zur Dichtebestimmung mit je-
dem Wirbelkdrper gescannt. AnschlieBend wurde der Scanvorgang gestartet, und die
Daten wurden auf einen angeschlossenen Computer tbertragen.

2.6.2 Die 3D-Auswertung

Die Auswertung und Bestimmung der Messparameter (siehe 2.6.2.2) der Wirbelkorper-
Scans erfolgte mit dem in 2.6.2.1 beschriebenen Bildbearbeitungsprogramm

2.6.2.1 Das 3D-Bildbearbeitungsprogramm

Die Bildbearbeitung erfolgte mit dem Programm 3D OsteoAnalyze. Zuerst wurde das
im Wirbelkorperscan erzeugte Bild in das Programm geladen. Die Darstellung der Wir-
belkorper erfolgte durch das Programm sowohl als 2D- als auch als 3D-Modell. Da die
Daten zuné&chst in gray values vorlagen, wurden diese zunédchst durch nachtragliche
Kalibrierung des unter 2.6.1 erwahnten Dichtephantoms in Hounsfield-Einheiten (HU)
umgerechnet. Hierflir musste das Knochendichte-Phantom zundchst ausgeschnitten
werden (Abbildungen 4 und 5). Nach der Kalibrierung konnte die Bestimmung der
Messparameter beginnen.
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Abbildung 4: Ausschneiden des Phantoms

Abbildung 5: Ausgeschnittenes Phantom

2.6.2.2 Bestimmung der Messparameter der 3D-Darstellung

Folgende Parameter wurden bestimmt:

Tabelle 4. Messparameter der 3D-Darstellung

Messparameter

Erklarung

Total-Volume (TV) inmm?® (bestehend
aus Bone Volume + Weichteilvolumen)

beinhaltet den mineralisierten Knochen,
das Osteoid, das Knochenmark und das
Weichteilgewebe

Bone-Volume (BV) inmm?® (bestehend
aus Kortikalis- und Trabekelvolumen)

beinhaltet das Osteoid und den minerali-
sierten Knochen
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Messparameter Erklarung

Bone-Volume/Total-Volume (BVITV) | entspricht dem Anteil von Osteoid und

in % mineralisiertem Knochen am Gesamtvo-
lume

Gesamt-BMD in g/mm?® bestehend aus Bone-BMD und Weichteil-
dichte

Bone-BMD in g/mm?® bestehend aus Trabekel- und Kortikalis-
BMD

Da zur Bestimmung der o. g. Messparameter nur der Corpus vertebrae verwendet wur-
de, musste bei jedem Scan der Processus spinosi entfernt werden (Abbildung 6). Zur
anschlieBenden Dichte- und Voluminamessung wurde nun das Gesamtdichtevertei-
lungshistogramm betrachtet. Durch Einstellen eines minimalen und eines maximalen
Schwellenwertes konnte der zu betrachtende Bereich flr jeden zu messenden Parameter
eingestellt werden. Diese Schwellenwerte wurden vor dem eigentlichen Versuch fir die
zu bestimmenden Messbereiche (Weichteile, Kortikalis und Trabekel) durch Auswerten
von drei intakten und drei osteoporotischen Lendenwirbelkdrpern nach Optik und an-
schlielender Berechnung der jeweiligen Mittelwerte bestimmt. Es ergaben sich folgen-
de Mittelwerte: Weichteile: -0,1 g/mm?, Trabekel: 0,28 g/mm?, Kortikalis: 0,86 g/mm?

Zur Bestimmung der Gesamt-BMD wurden die Schwellenwerte im Dichteverteilungs-
histogramm so eingestellt, dass der Minimalwert dem Schwellenwert der Weichteile
und der Maximalwert dem maximal méglichen Schwellenwert des Scans entsprach. Der
Wirbelkdrper war in der 2D-Betrachtung vollstandig grin gefarbt (siehe Abbildung 7).
Dieser Bereich entsprach dem Total-Volume (TV). In den nédchsten Schritten wurden
die Minimal- und die Maximalwerte so eingestellt, dass sich der jeweils zu betrachtende
Messbereich darstellen liel3. Fir das Bone Volume (BV) und die Bone- BMD wurde der
Minimalwert auf den Schwellenwert der Trabekel gesetzt und der Maximalwert kom-
plett nach rechts gesetzt (= maximal moglicher Schwellenwert). Das entsprechende 2D-
Bild ist auf Abbildung 8 zu sehen. Die 2D-Bilder fiir die Weichteile, Trabekel und Kor-
tikalis sind auf den Abbildungen 9-11 zu sehen. Die jeweiligen Dichten (Gesamt-BMD,
Kortikalis-BMD, Trabekel-BMD und Weichteildichte) und Volumina (Total-Volume,
Kortikalis-, Trabekel- und Weichteilvolumen) errechnete das Programm anschlieRend
uber einen bestimmten Algorithmus. Abschliefend wurde noch der prozentuale Anteil
vom Bone-Volume (BV) am Total-Volume (TV) berechnet.
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Abbildung 7: Total Volume in der 2D-Darstellung
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Abbildung 10: Trabekelvolumen in der 2D-Darstellung
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Abbildung 11: Kortikalisvolumen in der 2D-Darstellung

2.6.3 Die 2D-Auswertung

2.6.3.1 Bestimmung der Messparameter der 2D-Darstellung

Die 2D-Darstellung der Wirbelkorper erfolgte mit der MetaMorph Basic Acquisition
Software (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany).

Zuvor wurde im o. g. 3D-Bildbearbeitungsprogramm mittels eines sagittalen Schnitts
durch den Corpus vertebrae ein zweidimensionales Bild erstellt und anschliefend in die
MetaMorph Basic Acquisition Software geladen. Die Abbildung 12 zeigt die zweidi-
mensionale Darstellung eines Wirbelkorpers. Der Dornfortsatz wurde zur Berechnung
der 0. g. Parameter nicht benutzt. Zur Bestimmung der Messparameter waren analog zu
einer friheren Studie von Do6ll (2010) folgende Schritte notwendig: Graudetektion,
Messung der Gesamtflache, Differenzierung zwischen Kortikalis- und Trabekelflache
und Bestimmung der ventralen und dorsalen Kortikalisdicke.
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Abbildung 12: 2D-Bild eines Wirbelkorpers

2.6.3.2 Die Graudetektion

Die verwendete Software markierte nun alle von ihr erkannten knéchernen Strukturen
blau. Da es jedoch kleinere Bereiche gab, die nicht erkannt wurden, mussten diese
durch den Untersucher manuell nachjustiert werden, sodass letztendlich alle knéchernen
Strukturen blau angeférbt waren.

2.6.3.3 Messung der Gesamtfliche

Die Berechnung der Gesamtflache erfolgte ohne Miteinbeziehung der Dornfortsétze.
Zur Messung wurde eine Linie unter Aussparung der Epiphysenfugen am AuRenrand
der Kortikalis einmal um den Knochen herumgezogen (Abbildung 13). Die Software
konnte nun sowohl die Wirbelkdrpergesamtflache als auch die knécherne Gesamtflache
ermitteln.
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Abbildung 13: Eingerahmte Gesamtknochenflache des Wirbelkorpers

2.6.3.4 Trennung von Kortikalis- und Trabekelfliche

Zur Differenzierung zwischen trabekularer und kortikaler Flache wurde eine weitere
Linie an der Innenseite der Kortikalis gezogen (griine Linie in Abbildung 14). Das kra-
niale und das kaudale Ende bildeten die ausgesparten Epiphysenfugen. Die Flache zwi-
schen den beiden Innenseiten der Kortikalis bildet nun das Endost und wird der trabeku-
laren Flache zugeschrieben. Die Kortikalisflache entsprach dem Bereich zwischen In-
nen- und AulRenseite der Kortikalis.
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Abbildung 14: Trennung zwischen kortikaler und trabekuldrer Knochenfléche

2.6.3.5 Bestimmung der ventralen und dorsalen Kortikalisdicke

Zur Bestimmung der Kortikalisdicke wurden dorsal (orangefarbene Pfeile in Abbildung
15) und ventral (orangefarbene Pfeile in Abbildung 16) zehn Vektoren senkrecht tber
die Kortikalisflache gezogen. Die Enden der Vektoren Uberragten diese hierbei. Das
Programm konnte nun mithilfe der zuvor berechneten Kortikalisflache die Vektoren so
zurechtschneiden, dass sie genau mit den jeweiligen Kortikalisenden abschlieen. Die
ventrale und die dorsale Kortikalisdicke wurden nachfolgend aus dem arithmetischen
Mittel der L&nge der gekdirzten zehn Vektoren ermittelt.

Abbildung 15: Vektoren zur Berechnung der dorsalen Kortikalisdicke
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Abbildung 16: Vektoren zur Berechnung der ventralen Kortikalisdicke

2.6.3.6 Messparameter der 2D-Auswertung

Folgende Messparameter wurden bestimmt:

Tabelle 5: Messparameter der 2D-Auswertung

Messparameter

Erklarung

Gesamtflache in mm?

beinhaltet die kortikale und die trabekulare Fla-
che sowie nichtkndcherne Anteile

Gesamt Knochenflache in mm?

beinhaltet die kortikale und die trabekulare Fla-
che ohne nichtkndcherne Anteile

Endostale Gesamtflache in mm?

beinhaltet die Gesamtflache innerhalb des En-
dosts sowie enthaltener nicht kndcherner Anteile

Kortikale Knochenflache in mm?

beinhaltet die kortikale Gesamtflache

Trabekulare Knochenflache in mm?

beinhaltet die trabekulare Gesamtflache

Ventrale Kortikalisdicke in mm

berechnet aus dem arithmetischen Mittel der ge-
kirzten Lange der zehn Vektoren durch die vent-
rale Kortikalis

Dorsale Kortikalisdicke in mm

berechnet aus dem arithmetischen Mittel der ge-
kirzten Lange der zehn Vektoren durch die dor-
sale Kortikalis
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Messparameter Erklarung

Mittlere Trabekeldicke in mm beinhaltet die mittlere Dicke aller Trabekel eines
Sagittalschnitts

Anzahl der Trabekelkreuzungen Anzahl der Trabekelkreuzungen innerhalb der
Trabekelflache

Dichte der Trabekelkreuzungen in | beinhaltet die Anzahl der Trabekelkreuzungen

n/mm? pro mm? innerhalb der trabekuldren Knochenfla-
che

2.7 Die statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism (Version
4.00, Graph Pad Software Inc., San Diego, USA), wobei die Werte sowohl als S&ulen-
diagramm als auch in tabellarischer Form erfasst wurden.

Auf Grundlage der Ergebnisse der jeweiligen Versuche wurden fir jede Versuchsgrup-
pe das Minimum und das Maximum, der Mittelwert, die Standardabweichung und der
Standardfehler berechnet. Anschlieend wurde, um signifikante Unterschiede festzustel-
len, eine Varianzanalyse (one-way-Anova) und ein Turkey-Kramer-post-hoc-Test
durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau lag jeweils bei p < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewichte der Versuchstiere

Die Kdrpergewichte der Versuchstiere wurden wdchentlich gemessen und notiert (siehe
Tabelle A1 mit den Mittelwerten der Korpergewichte in Gramm zu drei Zeitpunkten des
Versuches mit jeweiliger Standardabweichung). Die Auswertung der Korpergewichte,
so wie sie fur diese Studie angewendet wurde, wurde bereits in weiteren Publikationen
beschrieben (Saul et al. 2016; Kling 2016; Saul et al. 2017).

Die statistische Auswertung zeigt zu Versuchsbeginn keine signifikanten Unterschiede
zwischen OVX- vs. NON-OVX-Gruppe (Abbildung 17). Zum Zeitpunkt der Osteoto-
mie bestand ein signifikanter Unterschied zwischen NON OV X und den ovariektomier-
ten Versuchsgruppen, wobei die NON OV X die niedrigsten Korpergewichte aufwiesen.
(Abbildung 18). Zu Versuchsende, also vor der Totung der Tiere, bestand ein signifi-
kanter Unterschied zwischen NON OV X und OV X. Gegenilber den Baicalein-Gruppen
zeigte die NON-OVX-Gruppe zwar weiterhin niedrigere Korpergewichte, jedoch keine
signifikanten Unterschiede mehr (Abbildung 19).
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Abbildung 17: Korpergewichte in g zu Versuchsbeginn
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Abbildung 18: Korpergewichte in g bei Osteotomie
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Abbildung 19: Kérpergewichte in g zu Versuchsende

3.2 Uterusgewichte der Versuchstiere

Die Uteri der Versuchstiere wurden nach der Tétung gewogen. Die jeweiligen Gewichte
sind in Tabelle A2 im Tabellenteil zu sehen. In der statistischen Analyse zeigte sich ein
signifikant hoheres Uterusgewicht der NON-OVX- gegeniiber den OV X-Gruppen (Ab-
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bildung 20). Das genaue VVorgehen zur Auswertung der Uterusgewichte flr diese Studie
wurde bereits von Saul et al. (2016), Kling (2016) und Saul et al. (2017) beschrieben.

#
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# signifikant vs. alle brigen Gruppen

Abbildung 20: Uterusgewichte in g nach Tétung

3.3 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

3.3.1 Ergebnisse der Maximalkraft(fmax)-Testung

Die gemessene Maximalkraft (fmax) in N (Tabelle A3 und Abbildung 21) ist in der
NON-OVX-Gruppe mit 152,7 N signifikant hoher als in der OVX-Gruppe (118 N), 1-
mg-Baicalein-Gruppe (120,6 N) und 100-mg-Baicalein-Gruppe (108,3 N). Gegeniiber
der 10-mg-Baicalein-Gruppe ergibt sich zwar auch ein héherer Wert, dieser Unterschied
ist jedoch nicht signifikant. Der Unterschied zwischen der NON-OVX- und der 100-
mg-Baicalein-Gruppe ist am gréRten. Die hochste Maximalkraft zeigt die NON-OVX-
Gruppe, wahrend die 100-mg-Baicalein-Gruppe den geringsten Wert aufweist. Keine
Signifikanz ergibt sich unter den ovariektomierten Gruppen.
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Abbildung 21: Maximalkraft (fmax) in N

3.3.2 Ergebnisse der Steigung

Die ermittelte Steigung in N/mm (Tabelle A4 und Abbildung 22) zeigt in der NON-
OVX- gegentber der OVX-Gruppe zwar einen hoheren Wert, dieser ist jedoch nicht
signifikant. Gegentlber den Baicalein-Gruppen ergibt sich in der NON-OVX-Gruppe
eine signifikant hohere durchschnittliche Steigung. Innerhalb der ovariektomierten
Gruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.
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# signifikant vs. 1 mg, 10 mg und 100 mg
Abbildung 22: Steigung in N/mm
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3.3.3 Ergebnisse der Streckgrenze(Yield Load)-Testung

Die ermittelte Streckgrenze (Yield Load) in N (Tabelle A5 und Abbildung 23) zeigt
einen signifikant hoheren Wert in der NON-OVX-Gruppe (151,4 N) gegenuber den
Gruppen OVX (116,8 N), 1 mg (119,1) und 100 mg (107,2 N). Gegenuber der 10-mg-
Gruppe (134 N) besteht zwar auch ein hoherer Wert, jedoch keine Signifikanz. Den
hochsten Yield Load weist die NON-OVX-Gruppe vor, wéhrend die 100 mg den ge-
ringsten Wert misst. Innerhalb der ovariektomierten Gruppen ergeben sich keine Signi-
fikanzen. Hier zeigt die 10-mg-Gruppe den héchsten Wert.
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# signifikant vs. OVX, 1 mg und 100 mg
Abbildung 23: Streckgrenze (Yield Load) in N

3.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der biomechanischen Kompression

Zusammenfassend zeigen sich bei allen drei gemessenen Parametern hohere Werte in
der NON-OVX-Gruppe gegeniiber den vier ovariektomierten Gruppen. Innerhalb der
ovariektomierten Gruppen zeigen sich bei keinem der gemessenen Parameter Signifi-
kanzen, wobei die 100-mg-Baicalein-Gruppe regelmaBig den kleinsten gemessenen
Wert zeigt. Bei der Maximalkraft und der Streckgrenze innerhalb der ovariektomierten
Ratten zeigt die 10-mg-Baicalein-Gruppe die héchsten Werte, wahrend die grote Stei-
gung in der Gruppe ohne Baicalein-Substitution vorliegt.
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3.4 Ergebnisse des Veraschungstests

3.41 Ergebnisse der Bestimmung der organischen Knochensubstanz

Beziiglich des Anteils der organischen Knochensubstanz an der Gesamtmasse zeigt die
NON-OVX-Gruppe signifikant niedrigere Werte gegeniber den ovariektomierten Ver-
suchsgruppen (Tabelle A6 und Abbildung 24). Innerhalb der ovariektomierten Ver-
suchsgruppen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Hier hat die 100-mg-
Gruppe mit 66,11 % den hochsten Anteil und die 1-mg-Gruppe mit 64,71 % den nied-
rigsten.
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Abbildung 24: Organische Knochensubstanz in %

3.4.2 Ergebnisse der Bestimmung der anorganischen Knochensubstanz

Die NON-OVX-Gruppe weist gegeniiber allen ovariektomierten Versuchsgruppen sig-
nifikant hohere Werte auf (Tabelle A7 und Abbildung 25). Innerhalb der ovariektomier-
ten Versuchsgruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Hier hat die 10-mg-
Gruppe mit 35,29 % den hochsten Wert und die 100-mg-Gruppe mit 33,89 % den nied-
rigsten Wert.
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# signifikant vs. alle tbrigen Gruppen

Abbildung 25: Anorganische Knochensubstanz in %

3.4.3 Ergebnisse der Kalziumgehaltberechnung

Es ergeben sich weder zwischen OVX- und NON-OVX-Gruppe noch innerhalb der
ovariektomierten Versuchsgruppen signifikante Unterschiede beziiglich des Kalzium-
gehaltes des Knochens (Tabelle A8 und Abbildung 26). Die OV X-Gruppe ohne Baical-
ein-Substitution (0,5114 mg/l) weist gegeniber der NON-OVX-Gruppe (0,5089 mg/l)
geringfugig hohere Werte auf. Die 100-mg-Baicalein-Gruppe hat mit 0,5464 mg/l den
hdchsten Wert und die 1-mg-Gruppe (0,5020 mg/l) den niedrigsten.
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Abbildung 26: Kalziumgehalt in mg/I

3.4.4 Ergebnisse der Phosphatgehaltberechnung

Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Phosphatgehaltes des
Knochens (Tabelle A9 und Abbildung 27). Die OVX-Gruppe (1,332 mg/l) hat gegen-
uber der NON-OVX-Gruppe (1,345 mg/l) geringfligig niedrigere Werte. Die NON-
OVX-Gruppe weist mit 1,345 mg/l die dritthéchste Phosphatmenge auf, wahrend die
100-mg-Baicalein-Gruppe mit 1,412 mg/l den hdchsten und die 1-mg-Baicalein-Gruppe
(1,317 mg/l) den niedrigsten Wert hat.
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Abbildung 27: Phosphatgehalt in mg/I
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3.4.5 Verhiltnis Kalzium/Phosphat (Ca/POy)

Bezlglich des Verhaltnisses von Kalzium- zu Phosphatanteil ergeben sich weder zwi-
schen ovariektomierten und nicht-ovariektomierten Ratten noch innerhalb der ova-
riektomierten Versuchsgruppen Signifikanzen (Tabelle A10 und Abbildung 28). Die
NON-OVX-Versuchsgruppe (0,898) weist den vierthochsten Wert auf, wahrend die
100-mg-Gruppe mit 0,916 den hdchsten Wert aufweist. Die 10-mg-Baicalein-Gruppe
(0,8963) hat den niedrigsten Wert.
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Abbildung 28: Kalzium/Phosphat (Ca/PQOa)

3.4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Veraschung

Beziiglich des Kalzium- und Phosphatgehaltes der Wirbelkorper ergeben sich zwischen
keinen Versuchsgruppen signifikante Unterschiede. Die 100-mg-Baicalein-Gruppe hat
sowohl beim Kalzium als auch beim Phosphat und bei der Verhaltnisberechnung von
Kalzium- zu Phosphatanteil die hochsten Werte. Beziiglich der prozentualen Verteilung
zwischen organischer vs. anorganischer Knochensubstanz zeigen sich signifikante Un-
terschiede zwischen ovariektomierten und nicht-ovariektomierten Ratten, jedoch nicht
innerhalb der Baicalein-Gruppen.
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3.5 Ergebnisse der Mikro-CT-3D-Analyse

3.5.1 Ergebnisse der Analyse der Wirbelkérpervolumina

3.5.1.1 Total-Volumina

Bezliglich der Total-Volumina der Wirbelkorper ergeben sich weder zwischen ova-
riektomierten und nicht-ovariektomierten Ratten noch innerhalb der Baicalein-
Versuchsgruppen signifikante Unterschiede (Tabelle A1l und Abbildung 29). Die
NON-OV X-Versuchsgruppe hat mit 217,6 mm?® das niedrigste Gesamtvolumen. Inner-
halb der ovariektomierten Ratten hat die OVX-Gruppe mit 244 mm? das groRte Ge-
samtvolumen. Innerhalb der Baicalein-Gruppen hat die 1-mg-Gruppe das hoéchste Vo-
lumen, wahrend die 10-mg-Gruppe das geringste hat.
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Abbildung 29: Total-Volumina in mm?

3.5.1.2 Weichteil-Volumina

Die NON-OVX-Versuchsgruppe weist signifikant niedrigere Werte gegenuber der ova-
riektomierten Gruppe ohne Substitution, gegenuber der 1-mg-Baicalein-Gruppe und
gegenuber der 100-mg-Baicalein-Gruppe auf (Tabelle A12 und Abbildung 30). Gegen-
uber der 10-mg-Baicalein-Gruppe besteht zwar auch ein niedrigeres Weichteilvolumen,
jedoch keine Signifikanz. Bei den ovariektomierten Ratten ergeben sich keine signifi-
kanten Unterschiede, hier hat die nicht Baicalein-substituierte Gruppe hdhere Weich-
teilvolumina als die substituierten Gruppen. Bei den substituierten Ratten hat die 100-
mg-Gruppe die hochsten Werte, gefolgt von der 1-mg- und der 10-mg-Gruppe.
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Abbildung 30: Weichteil-Volumina in mm?®

3.5.1.3 Kortikalis-Volumina

Beziiglich der Kortikalis-VVolumina ergeben sich signifikant hohere Werte in der NON-
OV X-Gruppe (56,58 mm?®) gegeniiber der ovariektomierten ohne Baicalein-Substitution
(42,18 mm?®) und der 100-mg-Baicalein-Gruppe (43,9 mm?3) (Tabelle A13 und Abbil-
dung 31). Gegeniiber der 1-mg- (47,89 mm?®) und 10-mg-Gruppe (45,70 mm?®) ergeben
sich zwar hohere Kortikalis-Volumina, jedoch keine Signifikanzen. Innerhalb der ova-
riektomierten Versuchsgruppen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Die
1-mg-Baicalein-Gruppe hat das hochste Kortikalis-Volumen, wéhrend die Gruppe ohne
Substitution den niedrigsten Wert hat.
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Abbildung 31: Kortikalis-Volumina in mm?®

3.5.1.4 Trabekel-Volumina

Bezlglich der Trabekel-Volumina ergeben sich zwischen ovariektomierten und NON-
OVX-Tieren keine signifikanten Unterschiede (Tabelle A14 und Abbildung 32), auch
nicht innerhalb der ovariektomierten Versuchsgruppen. Das hdchste Trabekelvolumen
weist die OV X-Gruppe ohne Baicalein-Substitution mit 83,14 mm? auf, gefolgt von der
1-mg- (82,97 mm?®) und der 100-mg-Baicalein-Gruppe (79,87 mm®). Die NON-OVX-
Gruppe (78,55 mm?®) liegt vor der 10-mg-Baicalein-Gruppe (75,94 mm?q) an vierter Stel-
le.
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Abbildung 32: Trabekel-Volumina in mm?3

3.5.1.5 Bone Volume/Total Volume (BV/TV)

Bezlglich des prozentualen Anteils des Knochenvolumens am Gesamtvolumen zeigt
die  NON-OVX-Versuchsgruppe signifikant hohere Werte gegeniiber den OVX-
Gruppen (siehe Tabelle A15 und Abbildung 33). Innerhalb der ovariektomierten Tiere
ergeben sich keine Signifikanzen. Auch die Baicalein-Gruppen untereinander zeigen
keine signifikanten Unterschiede. Innerhalb der ovariektomierten Ratten hat die 1-mg-
Baicalein-Gruppe (54,88 %) den hochsten prozentualen Knochenanteil am Gesamtvo-
lumen, gefolgt von der 10-mg- (54,41 %) und der 100-mg-Gruppe (52,25 %). Den nied-
rigsten Knochenanteil hat mit 51,49 % die ovariektomierte Gruppe ohne Substitution.
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Abbildung 33: Bone Volume/Total Volume in %
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3.5.1.6 Zusammenfassung der Wirbelkérpervolumina-Analyse

Bezlglich des Gesamtvolumens der Wirbelkorper weist die NON-OVX-
Versuchsgruppe gegenuber den ovariektomierten Versuchsgruppen niedrigere Werte
auf und beziglich des Kortikalisvolumens héhere. Signifikante Unterschiede liegen
jedoch nur beziiglich des Kortikalisvolumens vor.

Der prozentuale Knochenanteil am Gesamtvolumen ist in der NON-OVX-
Versuchsgruppe signifikant hoher bei den ovariektomierten Tieren. Bezlglich der
Weichteilvolumina ergeben sich signifikant niedrigere Werte der NON-OVX-Gruppe
gegenuiber den ovariektomierten Ratten. Innerhalb der ovariektomierten Tiere bestehen
bei keinem der ermittelten Parameter signifikante Unterschiede. Die nicht-baicalein-
substituierte Versuchsgruppe weist das groRte Gesamtvolumen auf, hat aber den ge-
ringsten prozentualen Knochenanteil am Gesamtvolumen. Innerhalb der Baicalein-
Gruppen hat die 1-mg-Gruppe das hochste Gesamt-, Kortikalis- und Trabekelvolumen.
Auch der prozentuale Knochenanteil am Gesamtvolumen ist in der 1-mg-Gruppe am
hochsten.

3.5.2 Ergebnisse der Knochenmineraldichte-(BMD)-Messung

3.5.2.1 Gesamt-BMD

Bezlglich der Gesamt-Knochenmineraldichte zeigen sich signifikant héhere Werte in
der NON-OVX-Versuchsgruppe (0,5150 g/mm?®) gegeniiber allen anderen Gruppen.
(siehe Tabelle A16 und Abbildung 34). Sowohl innerhalb der ovariektomierten als auch
innerhalb der Baicalein-Gruppen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Die 1-
mg-Baicalein-Gruppe (0,4381 g/mm?®) hat hier im Durchschnitt die héchste Mineral-
dichte, wéhrend die nicht Baicalein-substituierte Gruppe den niedrigsten Wert hat
(0,4069 g/mm?d).

0.61
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# signifikant vs. alle Gbrigen Gruppe

Abbildung 34: Gesamt-BMD in g/mm?®

3.5.2.2 Weichteiledichte

Die OVX-Gruppe ohne Baicalein-Substitution (0,06914 g/mm?) zeigt signifikant hohere
Werte gegeniiber den NON-OVX-Tieren (0,05358 g/mm?®). Gegeniiber den Baicalein-
Gruppen zeigt die NON-OVX-Versuchsgruppe zwar auch niedrigere Werte, jedoch kei-
ne Signifikanzen (siehe Tabelle A17 und Abbildung 35). Innerhalb der ovariektomierten
Ratten zeigt die Gruppe ohne Substitution signifikant héhere Werte gegenuiber den 10-
mg- (0,05397 g/mm?) und 100-mg-(0,05895 g/mm?)-Versuchsgruppen. Gegeniiber der
1-mg-Gruppe (0,06047 g/mm?3) liegt keine signifikante Erhéhung vor. Die Baicalein-
Gruppen untereinander zeigen keine signifikanten Unterschiede.

# signifikant vs. OVX
## signifikant vs. 10 mg und 100 mg
Abbildung 35: Weichteiledichte in g/mm?3

3.5.2.3 Kortikalis-BMD

Die  NON-OVX-Versuchsgruppe besitzt eine signifikant hohere Kortikalis-
Knochenmineraldichte (1,092 g/mm?3) als die ovariektomierte Gruppe ohne Substitution
(1,061 g/mm?3). Gegeniiber den Baicalein-Gruppen bestehen keine signifikanten Unter-
schiede (siehe Tabelle A18 und Abbildung 36). Jedoch besitzen die 10-mg- und die
100-mg-Gruppe (jeweils 1,1 g/mm?) eine hohere Kortikalis-BMD als die OVX-Gruppe.
Die ovariektomierte Versuchsgruppe ohne Baicalein-Substitution zeigt gegenuber den
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Baicalein-Gruppen signifikant niedrigere Werte. Innerhalb der Baicalein-Gruppen gibt
es keine Signifikanzen. Hier hat die 1-mg-Gruppe (1,061 g/mm?) den niedrigsten Wert.

15+ # #HH

g/mm3

# signifikant vs. OVX
## signifikant vs. 1 mg, 10 mg und 100 mg
Abbildung 36: Kortikalis-BMD in g/mm?

3.5.2.4 Trabekel-BMD

Die NON-OVX-Versuchsgruppe hat signifikant hohere Werte als alle (ibrigen Gruppen.
Innerhalb der ovariektomierten Gruppen zeigen die Gruppe ohne Baicalein-Substitution
(0,5539 g/mm?®) und die 1-mg-Baicalein-Gruppe (0,5545 g/mmq) gegeniiber der 100-
mg-Gruppe (0,5407 g/mm?) signifikant hohere Werte (Tabelle A19 und Abbildung 37).
Die 10-mg-Baicalein-Gruppe (0,5518 g/mm?®) weist zwar auch eine hohere Trabekel-
BMD gegentber der 100-mg-Gruppe auf, jedoch keine Signifikanz.
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# signifikant vs. alle tbrigen Gruppen
## signifikant vs. OVX und 1 mg
Abbildung 37: Trabekel-BMD in g/mm?®

3.5.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Knochenmineraldichtemessung

Zusammenfassend zeigt sich sowohl eine signifikant hhere Gesamt- als auch Trabekel-
Knochenmineraldichte in der NON-OVX- gegenulber den ovariektomierten Versuchs-
gruppen. Bezuglich der Weichteil- und Kortikalis-BMD zeigt die NON-OVX-Gruppe
lediglich gegenuber der OVX-Versuchsgruppe signifikante Unterschiede. Gegeniiber
den Baicalein-Gruppen bestehen keine signifikanten Unterschiede. Innerhalb der ova-
riektomierten Versuchsgruppen liegen beziglich der Gesamt-BMD keine Signifikanzen
vor. Sowohl bei der Kortikalis- als auch der Weichteil-BMD-Messung zeigt die OVX-
Gruppe signifikante Unterschiede zu den Baicalein-Gruppen (Ausnahme OVX vs.
1-mg-Baicalein-Gruppe bei der Weichteil-BMD). Innerhalb der Baicalein-Gruppen zei-
gen sich lediglich bei der Trabekel-BMD signifikante Unterschiede zwischen der 1-mg-
und 100-mg-Gruppe.

3.6 Ergebnisse der Mikro-CT-2D-Analyse

3.6.1 Anzahl der Trabekelkreuzungen

Bezuglich der Anzahl der Trabekelkreuzungen zeigt die NON-OVX-Gruppe eine signi-
fikant hohere Anzahl gegeniiber den nicht-ovariektomierten Versuchsgruppen (Abbil-
dung 38). Die genauen Werte sind im Tabellenverzeichnis in Tabelle A20 aufgefihrt.
Innerhalb der ovariektomierten Tiere ergeben sich keine signifikanten Unterschiede:
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Hier hat die 10-mg-Gruppe die hochsten Werte, wéhrend die 100-mg-Gruppe die nied-
rigsten aufweist.

# signifikant vs. alle brigen Gruppen

Abbildung 38: Anzahl der Trabekelkreuzungen in n

3.6.2 Dichte der Trabekelkreuzungen

Die NON-OVX-Gruppe besitzt eine signifikant hdhere Dichte an Trabekelkreuzungen
gegenuiber den restlichen Versuchsgruppen. Unter den ovariektomierten Ratten weist
die OVX-Gruppe ohne Baicalein-Substitution die hochsten Werte auf. Sowohl die
OVX-Gruppe ohne Substitution als auch die 10-mg-Baicalein-Gruppe weisen signifi-
kant hohere Werte gegenuiber der 100-mg-Gruppe vor (siehe Abbildung 39). Die 10-
mg-Gruppe besitzt zwar auch eine héhere Dichte als die 100-mg-Gruppe, jedoch beste-
hen hier keine signifikanten Unterschiede. Die genauen Werte sind im Tabellenteil in
Tabelle A21 aufgefiihrt.
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154 # i

# signifikant vs. alle brigen Gruppen
## signifikant vs. OVX und 10 mg
Abbildung 39: Dichte der Trabekelkreuzungen in n/mm?

3.6.3 Kortikalisdicke dorsal

Beziiglich der Kortikalisdicke dorsal ergeben sich zwischen den Versuchsgruppen keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 40). Die NON-OVX-Gruppe hat die geringste
Dicke (0,1626 mm). Innerhalb der ovariektomierten Tiere haben die Baicaleingruppen
héhere Dicken als die nicht substituierte Gruppe. Hier hat die 10-mg-Gruppe den hochs-
ten Wert und die 1-mg-Gruppe den niedrigsten (Tabelle A22).

0.20-

0.154 E

£

0.05+

Abbildung 40: Kortikalisdicke dorsal in mm
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3.6.4 XKortikalisdicke ventral

Die NON-OVX-Versuchsgruppe zeigt eine signifikant hohere Kortikalisdicke ventral
gegenuiber den restlichen Versuchsgruppen (Abbildung 41). Innerhalb der ovariekto-
mierten Versuchsgruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Hier weist die
10-mg-Gruppe die hochsten Werte, wahrend die 1-mg-Gruppe die niedrigste Kortika-
lisdicke ventral besitzt. Die genauen Werte sind in Tabelle A23 aufgelistet.

#

) O
< N
N

# signifikant vs. alle tibrigen Gruppen

Abbildung 41: Kortikalisdicke ventral in mm

3.6.5 Mittlere Trabekeldicke

Die NON-OVX-Gruppe besitzt eine signifikant hohere mittlere Trabekeldicke gegen-
uber den restlichen Versuchsgruppen (Abbildung 42). Innerhalb der ovariektomierten
Versuchsgruppen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Hier besitzt die
10-mg-Baicalein-Gruppe die hochsten Werte, wahrend die 100-mg-Gruppe die niedrigs-
te mittlere Trabekeldicke besitzt. Die OVX-Gruppe besitzt die zweithochste mittlere
Trabekeldicke unter den ovariektomierten Ratten. Die genauen Werte mit Standardab-
weichung befinden sich in Tabelle A24.
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# signifikant vs. alle brigen Gruppen

Abbildung 42: Mittlere Trabekeldicke in mm

3.6.6 Kortikalisfliche

Die NON-OVX-Gruppe besitzt die hochste Kortikalisflache. Gegentiber der OV X-, der
1-mg- und der 100-mg-Gruppe zeigen sich signifikant héhere Werte, wéhrend sich ge-
genuber der 10-mg-Gruppe keine signifikanten Unterschiede zeigen (Abbildung 43).
Innerhalb der ovariektomierten Tiere zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Hier
besitzt die 10-mg-Gruppe die hochste Flache, gefolgt von der 100-mg-Gruppe. Die
OVX-Gruppe besitzt die niedrigste Kortikalisflache. Die genauen Werte mit Stan-
dardabweichungen befinden sich in Tabelle A25.
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# signifikant vs. OVX, 1 mg und 100 mg
Abbildung 43: Kortikalisflache in mm?

3.6.7 Trabekelfliche

Die NON-OVX-Gruppe zeigt eine signifikant hohere Trabekelflache gegentiber den
restlichen Versuchsgruppen (Abbildung 44). Innerhalb der ovariektomierten Gruppen
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Hier besitzt die 10-mg-Gruppe die
hdchste Flache, wahrend die nicht substituierten Ratten die niedrigsten Werte zeigen.
Die genauen Werte mit Standardabweichungen befinden sich in Tabelle A26.

#
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# signifikant vs. alle Gbrigen Gruppen

Abbildung 44: Trabekelfliche in mm?

3.6.8 Zusammenfassung der Ergebnisse der Mikro-CT-2D-Untersuchungen

Beziiglich der Mikro-CT-2D-Untersuchungen zeigten sich bei allen oben angefiihrten
Messparametern signifikante Unterschiede zwischen der NON-OVX-Gruppe und allen
ubrigen Gruppen. Einzig bei der Messung der Kortikalisdicke dorsal konnten keine sig-
nifikanten Unterschiede erzielt werden. Bezliglich der Dichte der Trabekelkreuzungen
zeigten sich neben signifikanten Unterschieden zwischen OVX- und NON-OVX-
Gruppen auch signifikante Unterschiede innerhalb der ovariektomierten Versuchsgrup-
pen. Bei allen oben genannten Messparametern weist die 10-mg-Baicalein-Gruppe in-
nerhalb der ovariektomierten Gruppen die hochsten Werte auf.
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4  Diskussion

4.1 Opvariektomierte Ratte als Osteoporose Modell

Das Modell der ovariektomierten Ratte ist in der Osteoporose-Forschung etabliert und
wurde bereits in vielen Studien angewendet (Flrst 2014; lkeda et al. 2001; Ke et al.
1998). Durch eine bilaterale Ovariektomie kommt es bei weiblichen Ratten aufgrund
des Ostrogenmangels zu einem progedienten Verlust an trabekularer und Kortikaler
Knochendichte (Kalu 1991), was sich simultan bei an Osteoporose erkrankten Men-
schen in einer erhéhten Wirbelkorperfrakturrate durch verstarkte Knochenumbaupro-
zesse mit gesteigerter Osteoklastenaktivitdt widerspiegelt (Xu et al. 2011). Die Verwen-
dung weiblicher, ausgewachsener Ratten wurde bereits in mehreren Osteoporose-
Studien sehr erfolgreich angewendet (Mosekilde et al. 1993). Es zeigten sich osteoporo-
tische Verdnderungen durch gesteigerte Knochenumbauprozesse in Ratten wesentlich
schneller als bei groReren Tieren (Frost und Jee 1992). Bei Hunden oder Primaten kon-
nen ovariektomie-induzierte osteoporotische Knochenumbauprozesse bis zu zwei Jahre
dauern (Kimmel und Jee 1982). Im vorliegenden Versuch konnten osteoporosebedingte
Knochenstrukturveranderungen bereits zwolf Wochen nach Ovariektomie beobachtet
werden, was den Vorteil hat, dass die Studiendauer relativ kurzgehalten werden konnte
und so héhere Kosten vermieden werden konnten. Die Ratten waren zum Zeitpunkt der
Ovariektomie drei Monate alt. Dieses als ,,mature rat model* bekannte Modell bietet
unterschiedliche Vorteile gegentiber dem ebenfalls bekannten ,,aged rat model* (zwolf
Monate alte Ratten) (Mosekilde et al. 1993). Zum einen scheint der durch die bilaterale
Ovariektomie bedingte Ostrogenmangel bei drei Monate alten Ratten ein hoheres An-
sprechen hinsichtlich einer Osteoporose-Entwicklung zu haben (Thompson et al. 1995);
zum anderen sind jingere Ratten kostengunstiger, verfligbarer und gestinder als altere
(Kalu 1991).

Eine durch einen Ostrogenmangel bedingte signifikante Gewichtszunahme gegeniiber
der NON-OVX-Gruppe konnte sogar bereits zum Zeitpunkt der Osteotomie (acht Wo-
chen nach Ovariektomie) ermittelt werden, was zum einen fir eine erfolgreiche Ova-
riektomie (Thompson et al. 1995) und zum anderem fir den Einsatz des ,,mature rat
model* als erfolgsversprechendes Osteoporosemodell spricht (Kalu 1991). Allerdings
sollte eine alleinige Betrachtung der Gewichtszunahme als Indiz fur die zu bevorzugen-
de Verwendung des , mature rat model“ vermieden werden (Kalu 1991). Die post-
menopausale Gewichtszunahme ist Giberwiegend durch Zunahme des Gesamtkorperfet-
tes begriindet, wie sie flr ovariektomierte Ratten und postmenopausale Frauen hinlang-
lich bekannt ist (Jung et al. 2014). Wie bereits in der Literatur von Li et al. (2011) be-
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schrieben, sorgte auch in diesem Versuch der postmenopausale Ostrogenmangel fiir
eine signifikante Abnahme der Feuchtgewichte der Uteri der ovariektomierten Ratten
gegenuber denen der Kontrollgruppe. Hegele-Hartung et al. (2004) beschrieben in ihrer
Studie an hypophysektomierten und GnRH-antagonisierten Ratten eine stimulierende
Wirkung von Ostradiol auf das Uterusgewicht. Dies geht einher mit der auch in dieser
Studie beobachteten postmenopausalen, atrophiebedingten Uterus-Gewichtsabnahme.
Eine etwaige Baicalein-Wirkung konnte in diesem Versuch beziiglich der Betrachtung
der Uterusfeuchtgewichte nicht gezeigt werden. Die 1-mg-Baicalein-Gruppe lag knapp
unter der OV X-Gruppe; die beiden anderen Dosierungen lagen knapp uber der nur ova-
riektomierten Gruppe.

Als schwieriger erwies sich die Betrachtung und Beurteilung der Baicalein-Wirkung auf
die Korpergewichte der ovariektomierten Ratten. Beziiglich der Entwicklung der Kor-
pergewichte zeigen alle drei Baicalein-Gruppen am Ende des Versuches niedrigere
Werte gegeniiber der OVX-Gruppe, was vermuten lasst, dass Baicalein eine Wirkung
auf den postmenopausal bedingten Anstieg der Korperfettmasse hat. Auch eine Wir-
kung auf die bereits in einer weiteren Studie bewiesene hemmende Wirkung auf die
Adipozyten Differenzierung ist denkbar (Cha et al. 2006).

Sowohl Baicalein als auch DMSO wurden in dieser Studie sub cutanem gespritzt, was,
wie schon in der Publikation von Saul et al. (2017) erwéhnt wurde, zu lokalen Nekrosen
an den Einspritzstellen der Ratten flhrte. Auffallig war hierbei, dass die nekrotischen
Veranderungen bei den Ratten, welche mit Baicalein und DMSO behandelt wurden,
groler waren als bei den Tieren, welche nur mit DMSO gespritzt wurden. Diese Tatsa-
che l&sst vermuten, dass die Kombination aus Baicalein und DMSO zu lokalen Unver-
traglichkeiten flhrt, was jedoch zuvor in der Literatur nicht beschrieben wurde (Saul
et al. 2017).

Insgesamt lésst sich sagen, dass ein wie in der Literatur beschriebener Mangel an Ost-
rogen, wie es nach Ovariektomie der Versuchstiere der Fall war, sich auf die Uterus-
feuchtgewichte und Korpergewichte der Ratten signifikant auswirkt. Eine Baicalein-
Substitution fuhrte zu keinen signifikanten Ergebnissen. Das Modell der ovariektomier-
ten Ratte als Osteoporosemodell zeigte sich wie bereits in einigen anderen Studien als
vielversprechendes Verfahren zur Untersuchung therapeutischer Ansétze in der Osteo-
poroseforschung.

4.2 Biomechanischer Kompressionstest

Aufgrund alters- und osteoporosebedingter Knochenumbauprozesse kommt es zur Ab-
nahme der kortikalen und trabekuldren Knochenmasse (Antonacci et al. 1997), was sich
in einer abnehmenden biomechanischen Belastbarkeit und letztendlich in einer erhdhten
Frakturrisikorate widerspiegelt (Wolschendorf et al. 1994). Dieser Prozess betrifft groR-
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tenteils analog zum Rattenmodel auch beim Menschen die Wirbelkorper der Lenden-
wirbelséule (Kalu 1991). Die biomechanische Belastbarkeit der Wirbelsaule nimmt mit
verringertem Volumen ab, und die daraus resultierende verringerte Kraftaufnahme fihrt
zu Sinterungsfrakturen (Josten und Buhren 2013). Ob die osteoporotisch bedingte Kno-
chenvolumenabnahme allein ausschlaggebender Faktor flr eine abnehmende biomecha-
nische Belastbarkeit der Wirbelséule ist, wird teilweise kontrovers diskutiert. In einer
MR-Studie an dreizehn menschlichen Lendenwirbelkoérpern wurde festgestellt, dass der
Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen (BV/TV) ein starker Faktor flr die
biomechanische Belastbarkeit ist (Pothuaud et al. 2002). In mehreren Studien konnte
jedoch auch belegt werden, dass nicht nur die alleinige Knochenmasse ausschlaggebend
flr die biomechanische Belastbarkeit der Wirbelkorper ist, sondern auch Parameter wie
Knochengrofle, Knochenmineralisation und Trabekel-Architektur eine entscheidende
Rolle spielen (Duan et al. 1999; Bell et al. 1967).

Ein erfolgversprechendes Verfahren zur Analyse der biomechanischen Stabilitat der
Wirbelkdrper hinsichtlich einer axialen Krafteinwirkung stellt der biomechanische
Kompressionstest dar (Wang et al. 2007; Sehmisch et al. 2009a). Altere Tests (wie der
three-point bending oder four-point bending test) konnten nur fur lange Réhrenknochen
angewendet werden. Da aber osteoporotische Prozesse auch in den Wirbelkdrpern und
insbesondere an den Randern dieser lokalisiert sind, mussten neue Testverfahren einge-
setzt werden (Lelovas et al. 2008). Hierfur wurde von Sehmisch et al. (2009a) ein spezi-
ell fur die Kompression der Wirbelkorper weiterentwickelter und den strukturellen und
biomechanischen Eigenschaften des Wirbelkorpers angepasster Test eingesetzt.

Ein osteoporotischer Wirbelkdrper besitzt eine geringere elastische Verformbarkeit als
ein gesunder und kann daher axialen Krafteinwirkungen weniger standhalten (Turner
2002), was auch in dieser Studie dargestellt werden sollte.

Die gemessene Maximalkraft (fmax) war in der NON-OVX-Gruppe hoher als in den
ovariektomierten Versuchsgruppen; signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen
NON-OVX- und OVX-, Baicalein-1-mg und 100-mg-Gruppen, jedoch nicht gegeniiber
der 10-mg-Gruppe, die innerhalb der OV X-Gruppen die héchste Maximalkraft aufwies
und so am widerstandsfahigsten gegenuber axialen Krafteinwirkungen war. Ein Signifi-
kanzniveau konnte jedoch innerhalb der ovariektomierten Gruppen nicht erreicht wer-
den. Der Ubergang im Kraft-Weg-Diagramm zwischen reversibler elastischer und irre-
versibler plastischer Verformung bezeichnet das Yield Load (Sehmisch et al. 2009a).
Die erzielten Werte beziiglich des Yield Loads verhielten sich analog zur gemessenen
Maximalkraft, was den in der Literatur beschriebenen Zusammenhang zwischen Wider-
standsfahigkeit gegenuber axialen Krafteinwirkungen und verringerter elastischer Ver-
formbarkeit in osteoporotischen, porésen Wirbelkdrpern wiedergibt (Turner 2002).
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Die signifikant hthere Maximalkraft (fmax) und Yield Load der Kontrollgruppe gegen-
uber den ovariektomierten Ratten deckt sich mit den Ergebnissen in friiheren Studien
(Furst 2014; Doll 2011; Comelekoglu et al. 2007; Mosekilde et al. 1993). Klein et al.
(2004) konnten an transgenen M&usen, die eine vermehrte Expression eines Gens
(Alox15) besitzen, das fir eine Lipoxygenase codiert, durch eine gezielte orale medi-
kamentdse Inhibition der 12/15 Lipoxygenase eine signifikante Reduktion des Kno-
chenmasseverlustes und damit eine Steigerung der biomechanischen Widerstandsfahig-
keit gegeniiber axialen Krafteinflissen erreichen. Dieser Effekt eines Lipoxygenase-
inhibitors konnte in dieser Studie nicht ganzlich bestatigt werden. Zwar zeigte die 10-
mg-Gruppe insgesamt hohere Werte als die OVX-Gruppe — ein Signifikanzniveau wur-
de jedoch nicht erreicht. Dieses kann einerseits daran liegen, dass die an dieser Studie
beteiligten Ratten keine erhohte Expression des Alox15-Gens hatten und andererseits an
der in dieser Studie erstmals verwendeten Applikationsform sub cutanem. Die aus dem
Kraft-Weg-Diagramm errechnete Steigung entspricht der elastischen Verformbarkeit
des Wirbelkorpers und ist bei einem osteoporotisch verdnderten Wirbelkérper niedriger
als bei einem gesunden (Turner 2002). ErwartungsgemaR weist daher die NON-OVX-
Gruppe hohere Werte gegenuber den ovariektomierten VVersuchsgruppen auf. Ein Signi-
fikanzniveau wurde bei den Baicalein-Gruppen erreicht, gegentiber der OVX-Gruppe
jedoch nicht. Dies lasst vermuten, dass die Baicalein-Applikation einen negativen Ein-
fluss der OV X auf die elastische Verformbarkeit der pordsen Wirbelkérper erhoht hatte.

Letztendlich konnte mittels des in dieser Studie angewendeten biomechanischen Kom-
pressionstests zwischen ovariektomierten und nicht-ovariektomierten Ratten unter-
schieden werden. Eine positive Wirkung des Baicaleins in der 10-mg-Dosierung auf die
biomechanischen Eigenschaften Maximalkraft und Yield Load des osteoporotischen
Wirbelkdrpers konnte dargestellt werden, wéhrend die elastische Verformbarkeit (Stei-
gung) des Wirbelkdrpers durch eine Baicalein-Substitution nicht positiv beeinflusst
werden konnte. Biomechanische Tests sind ohne Frage ein adaquates Mittel zur Detek-
tion biomechanischer Eigenschaften, insbesondere der osteoporotischen Wirbelkorper.
Sie sollten jedoch nie als alleinige Indikatoren fur die Beurteilung der Knochenqualitét
herangezogen, sondern durch weitere Untersuchungen erganzt werden (Mosekilde
1995).

4.3 Veraschungstest

Der Veraschungsversuch diente der analytischen Untersuchung der Knochenmatrix der
Lendenwirbelkorper und sollte Hinweise auf osteoporotisch bedingte Umbauvorgénge
liefern. Die Knochenmatrix besteht aus einem festen anorganischen und einem organi-
schen Anteil. Das Verhéltnis dieser beiden Matrizen zueinander bestimmt die Festigkeit
des Knochens (Schmolke 2001). Der anorganische Anteil besteht zum groften Teil aus
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kristallisiertem Hydroxylapatit, welches aus der Zusammenlagerung von Kalzium und
Phosphat entsteht und bezogen auf das gemessene Volumen der Wirbelkdrper die Kno-
chenmineraldichte ergibt (First 2014). Der organische Anteil besteht zu 90 % aus Typ-
I-Kollagen. Die restlichen 10 % sind Proteoglykane und andere nicht kollagene Proteine
wie Osteopontin, Osteonectin und Osteocalcin (Schmolke 2001). Der Einfluss der Oste-
oporose auf Umbauvorgénge in der Knochenmatrix ist in der Literatur haufig beschrie-
ben (Delmas 1993; Watts 1999). Es kommt zu einem gestérten Verhéltnis zwischen
Knochenauf- und -abbau, was durch gesteigerte osteoklastare Aktivitat zur Abnahme
anorganischer Anteile der Knochenmatrix fuhrt und damit zur Abnahme der Knochen-
mineraldichte (Boivin und Meunier 2003). Kanis et al. (2000) beschrieben einen direk-
ten Zusammenhang zwischen der Abnahme der Knochenmasse, der Knochenmineral-
dichte und der daraus folgenden erhdhten Gefahr, osteoporotisch bedingte Frakturen zu
erleiden.

In dieser Studie wiesen sowohl die OVX- als auch alle Baicalein-Gruppen eine signifi-
kant niedrigere anorganische bzw. eine héhere organische Knochensubstanz gegeniber
ihren nicht operierten Artgenossen auf. Die Ergebnisse spiegeln den Einfluss der Osteo-
porose auf die Knochenmatrix wider. Doll (2010) wies in ihrer Studie Uber den Einfluss
von Ganzkdrpervibrationen an ovariektomierten Ratten ebenfalls einen signifikant ho-
heren Anteil an anorganischer und einen signifikant niedrigeren Anteil an organischer
Knochensubstanz bei den nicht ovariektomierten Ratten gegenuber den operierten Tie-
ren nach. Sehmisch et al. (2009b) zeigten an ovariektomierten Ratten eine signifikant
niedrigere anorganische Knochensubstanz gegeniiber dem gesunden Kollektiv. Eine
Baicalein-Wirkung auf die Knochenmatrix konnte in dieser Studie nicht belegt werden.
Innerhalb der ovariektomierten Versuchsgruppen ergaben sich nur sehr geringe Unter-
schiede, die Baicalein-1-mg-Gruppe zeigte hier mit 35,29 % den héchsten Anteil. Ein-
deutige Unterschiede zwischen OV X- und NON-OVX-Gruppe beziglich des Verhalt-
nisses von Kalzium zu Phosphat (Ca/POs) konnten in dieser Studie &hnlich wie bei
Komrakova et al. (2017) nicht belegt werden.

Die Knochenmineraldichte wurde in dieser Studie nicht wie bei Furst (2014) und Ddll
(2010) aus der gemessenen anorganischen Knochensubstanz ermittelt, sondern Gber die
Auswertung der Wirbelkorperscans im Mikro CT berechnet. Ein Vergleich der Ergeb-
nisse des Veraschungstests mit anderen Studien ist daher schwierig, aber immerhin be-
dingt moglich, da sich die Knochenmineraldichte aus der anorganischen Knochensub-
stanz auf das Volumen bezogen ergibt. Eine Diskussion der Ergebnisse der Knochen-
mineraldichtemessung folgt in Kapitel 4.4.
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4.4 Mikro-CT-Analysen

Die Osteoporose wird ber die Messung der Knochenmineraldichte (BMD) diagnosti-
ziert und Klassifiziert (Richards et al. 2008). Die Knochendichte ist definiert als das
Verhaltnis von mineralisierter Knochensubstanz zu einem bestimmten Knochenvolu-
men und nimmt infolge der osteoporosebedingten Knochenumbauprozesse ab. Die Ge-
fahr von Frakturen nimmt mit sinkender Knochenmineraldichte signifikant zu (Kanis
et al. 1994).

Durch die im Mikro CT ermdglichten dreidimensionalen Betrachtungen der Wirbelkor-
per lassen sich der Einfluss von osteoporotischen Umbauprozessen und die Wirkung des
Baicaleins auf das Knochenvolumen, die Knochenmineraldichte und die Trabekel ana-
lysieren (Bagi et al. 2006). Insbesondere Messungen der Knochenmineraldichte (BMD)
ricken zunehmend in den Bereich der Mikro-CT-3D-Analyse. So konnten bereits
Sehmisch et al. 2009b in einer Studie den Einfluss einer Estradiol-Substitution an ova-
riektomierten Ratten auf die BMD mittels flat planel volumetric computed tomography
(fpVCT) darstellen. Ferner stellten sie eine hohere Korrelation zwischen den Ergebnis-
sen der BMD-Messung im fpVVCT und den Ergebnissen der biomechanischen Testun-
gen im Vergleich zu den Messungen des Veraschungsversuches und denen der biome-
chanischen Testungen fest. Eine hohe Korrelation zwischen den erhobenen Daten in der
Mikro-CT-Untersuchung und den Ergebnissen der biomechanischen Testungen konnte
bereits in einer friheren Studie festgestellt werden (Bagi et al. 2006), was schlussfol-
gern lasst, dass die im Mikro-CT erhobenen Daten ein hoher Pradiktor fir die Knochen-
starke und -stabilitat sind.

In dieser Studie wurden neben der Gesamt-Knochenmineraldichte (BMD) auch die
Weichteil-, Kortikalis- und Trabekelmineraldichte mittels Mikro-CT gemessen, welche
in der herkdmmlichen DXA-Messung nicht moglich sind und neben der besseren raum-
lichen Strukturanalyse einen weiteren Vorteil gegeniiber 2D-Knochenbetrachtungen
liefert (Issever und Link 2010). Die ermittelte BMD zeigte analog zur Bestimmung der
anorganischen Knochensubstanz im Veraschungsversuch signifikant hthere Werte in
der NON-OVX-Gruppe gegeniuber den ovariektomierten Gruppen, was den in der Lite-
ratur beschriebenen osteoporotisch bedingten Abnahmeprozess der mineralisierten
Knochensubstanz wiedergibt (Kanis 2002). Innerhalb der Baicalein-Gruppen zeigte die
1-mg-Dosierung hohere BMD-Werte als die 10-mg- und die 100-mg-Gruppen. Alle drei
Gruppen haben eine hohere BMD als die nicht-substituierte Gruppe. Ein Signifikanzni-
veau wie in &hnlichen Studien (Klein et al. 2004) wurde zwar nicht erreicht, aber ein
positiver Effekt des Baicaleins auf die Knochenmineraldichte ist dennoch erkennbar.
Durch osteoporotische Umbauprozesse kommt es zur Abnahme der trabekuldren und
kortikalen BMD (Kanis 2002). Eine hohere trabekuldre und kortikale BMD in der
NON-OVX-Gruppen gegentiber der OVX-Gruppe konnte auch in dieser Studie gezeigt
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werden. Ein signifikanter Unterschied gegenuber allen restlichen Gruppen zeigte sich
bei der Messung der Trabekel-BMD. Bezuglich der kortikalen BMD zeigten alle Bai-
calein-Gruppen signifikant hohere Werte gegenuber der OVX-Gruppe, was einen star-
ken Effekt des Baicaleins auf die kortikale BMD zeigt. Klein et al. (2004) beschrieben
zwar bereits einen positiven Effekt eines Lipoxygenaseinhibitors auf die Knochenmine-
raldichte von ovariektomierten Méausen; eine spezielle Wirkung auf die kortikale Kno-
chenmineraldichte ist bisher aber in der Literatur nicht beschrieben. Insgesamt zeigten
sich postmenopausal bedingte Dichteverluste stérker an spongidsen (trabekuldren) Kno-
chenstrukturen (NON-OVX-Gruppe signifikant vs. alle tbrigen Gruppen) als an kom-
pakten (kortikalen) Strukturen. Woggan et al. (1994) beschrieben ebenfalls einen starke-
ren postmenopausalen spongidsen als kompakten Knochendichteverlust gegentber an-
deren Osteopathien.

Der in dieser Studie gemessene Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen
(BV/TV) ist mit durchschnittlich 62,23 % erwartungsgemald signifikant héher in der
NON-OVX-Gruppe gegeniiber den ovariektomierten Versuchsgruppen. Damit konnte
ein Einfluss der Osteoporose auf das Knochenvolumen belegt werden. Innerhalb der
ovariektomierten Versuchsgruppen wiesen alle Baicalein-Gruppen eine prozentual ho-
here BV/TV auf als die NON-OVX-Gruppe, was auf einen positiven Effekt der Baical-
ein-Applikation auf das Knochenvolumen schlielRen lasst. Die 1-mg-Gruppe zeigt hier
analog zur Knochenmineraldichtemessung mit 54,88 % den hdochsten Wert und die 100-
mg-Gruppe den niedrigsten, was vermuten lasst, dass niedrigere Baicaleindosierungen
wirksamer bezuglich Knochenvolumen- und -mineraldichte sind und auBerdem eine
hohe Korrelation zwischen den Ergebnissen der Volumenmessung und denen der Dich-
temessung belegen.

Die Messung der BMD und des Knochenvolumens ist ohne Frage ein etabliertes Ver-
fahren zur Klassifizierung der Osteoporose. Und obwohl es dltere Studien gibt, die eine
signifikante Frakturrisiko-Zunahme mit sinkenden BMD belegen (Kanis et al. 1994),
haben neuere Studien gezeigt, dass eine alleinige BMD-Bestimmung nicht ausreicht,
um Patienten mit Fraktur von denen ohne Fraktur zu unterscheiden (Schuit et al. 2004).
Da aulRerdem der postmenopausal bedingte Dichteverlust in der Spongiosa groRer ist als
in der Kompakta (Doren und Schneider 1996), riickt die Trabekelstrukturanalyse als
bildgebendes Verfahren zunehmend in den Vordergrund. Die Bruchfestigkeit und Stabi-
litdt des Knochens ist stark von der Anordnung und Struktur seines Trabekel- und Kor-
tikalisaufbaus abhangig (Engelke et al. 1999). Obwohl 3D-Datensétze die Struktur und
die Veranderungen im Trabekelnetzwerk allgemein besser wiedergeben (Engelke et al.
1999), konnten in dieser Studie nur unbefriedigende Ergebnisse in der 3D-Analyse ge-
liefert werden. Daher wurde die Trabekel- und Kortikalisanalyse Uber eine 2D-
Darstellung vorgenommen. Dies mag evtl. an der dhnlich wie in einer Studie von
Sehmisch et al. (2009b) zu hohen Auflosung der in dieser Studie verwendeten Mikro-
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CT Scans gelegen haben. Engelke et al. (1999) empfahlen eine Auflésung im Bereich
von 20-30 um pro Voxel. Das hier verwendete Quantum FX Micro-CT kam jedoch auf
eine Auflésung von 40 um pro Voxel und Ubertraf damit die empfohlene Auflésung
leicht.

In der 2D-Auswertung wurden die Anzahl und die Dichte der Trabekelkreuzungen, die
Kortikalis- und Trabekelflache und die Kortikalis- und Trabekeldicke gemessen.

Die wie bereits oben beschriebene Tatsache, dass vor allem spongitse Knochenstruktu-
ren von osteoporotischen Umbauprozessen betroffen sind, zeigte sich auch in der Korti-
kalis- und Trabekelanalyse. Die Trabekeldicke zeigte in der NON-OVX-Gruppe signi-
fikant hohere Werte als in den Ubrigen Versuchsgruppen, wéhrend die dorsale Kortika-
lisdicke wie schon in einer Studie von Komrakova et al. (2013) an den Tibiae ova-
riektomierter Ratten keine signifikanten Verdnderungen zeigten. Ein Einfluss des Bai-
caleins auf die Trabekeldicke konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden, denn alle
ovariektomierten Gruppen zeigten nur geringe Unterschiede. Bezuglich der Anzahl und
Dichte der Trabekelkreuzungen zeigte die NON-OVX-Gruppe signifikant hohere Werte
gegeniiber den nicht ovariektomierten Versuchsgruppen. Ahnlich wie bei den Ergebnis-
sen der Trabekeldickemessung konnten bei der Anzahl der Trabekelkreuzungen keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der ovariektomierten Gruppen erzielt werden. Die
10-mg-Gruppe zeigt hier die hdchste Anzahl, wahrend die 100-mg-Gruppe die niedrigs-
te hat. Beziglich der Dichte der Trabekelkreuzungen hatten die OVX- und 10-mg-
Baicalein-Gruppen signifikant hohere Werte gegeniiber der 100-mg-Gruppe. Da auch
beziiglich der Trabekel-BMD und der Anzahl der Trabekelkreuzungen die 100-mg-
Gruppe die niedrigsten Werte hatte, lasst sich vermuten, dass eine zu hohe Baicalein-
Dosierung eher einen negativen Effekt auf die Trabekelstruktur hat. Der Effekt des Bai-
caleins auf Trabekeldicke und Trabekelkreuzungen ist in der Literatur leider noch nicht
beschrieben und wurde in Studien Uber ahnliche Lipoxygenaseinhibitoren nicht gemes-
sen. In dieser Studie ergab sich kein belegbarer Effekt auf die Trabekelstruktur der Wir-
belkorper. Da osteoporotische Prozesse vor allem spongidse Knochenstrukturen betref-
fen, ist jedoch nach einer Studie von Klein et al. (2004), die eine positive Wirkung einer
oralen Lipoxygenaseinhibition an Mausen mit hoher Lipoxygenaseaktivitat auf die bio-
mechanische Stabilitdt und Knochenmineraldichte erzielten, davon auszugehen, dass
eine Therapie mit Lipoxygenaseinhibitoren prinzipiell positive Auswirkungen auf die
Trabekelstruktur osteoporotischer Knochen hat.

4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass durch BMD-Messung, Volumenbestimmung
und Trabekelstrukturanalyse mittels Mikro-CT-Scans die ovariektomierten Ratten in
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dieser Studie von den nicht-ovariektomierten Tieren unterschieden werden konnten.
Osteoporotische Veranderungen fiihrten analog zu den biomechanischen Testungen
(Maximalkraft, Steigung) und zur Bestimmung der anorganischen bzw. organischen
Knochenmasse im Veraschungsversuch zu signifikanten Unterschieden zwischen NON-
OVX- und ovariektomierten Ratten. Letztlich gibt dies die schlechtere bzw. geringere
Knochenqualitét der ovariektomierten Ratten wieder. Auch die bereits in der Studie von
Komrakova et al. (2013) festgestellte Tatsache, dass osteoporotische Umbauprozesse
mehr die spongidsen als die kortikalen Knochenanteile betreffen, konnte mittels 2D-
Trabekelanalyse bestatigt werden. Eine etwaige Baicalein-Wirkung auf den osteoporoti-
schen Wirbelkdrper der Ratten konnte in dieser Studie nicht génzlich belegt werden.
Interessanterweise zeigte sich in einer weiteren Studie, dass Baicalein insbesondere in
der maximalen Dosierung von 100 mg einen deutlich positiven Effekt auf die Angioge-
nese im Muskel der ovariektomierten Ratte besitzt und so die in der Literatur haufig
beschriebene, durch 6strogenmangel-induzierte Dekapillarisierung und Atrophie der
Muskelfasern signifikant zu hemmen scheint (Kling 2016, Saul et al. 2016). Einen deut-
lich positiven Effekt scheint Baicalein auf die kortikale BMD zu haben: Alle Baicalein-
Gruppen wiesen signifikant hohere Werte gegenuber der OV X-Gruppe auf. Die 1-mg-
und 10-mg-Baicalein-Gruppen konnten zwar gleich in mehreren Parametern (fmax, An-
teil anorganischer Knochensubstanz und BV/TV) hohere Werte vorweisen als die OV X-
Gruppe — ein Signifikanzniveau konnte in diesen Parametern im Gegensatz zur Studie
von Klein etal. (2004) mit einem oralen Lipoxygenaseinhibitor, aber nicht erreicht
werden. Dies mag einerseits an der begrenzten Studiendauer und andererseits an der
Applikationsform sub cutanem gelegen haben. In einer Studie, in welcher Ratten so-
wohl intravends als auch oral Baicalein verabreicht wurde, konnte gezeigt werden, dass
bereits kurz nach intravendser Applikation 75 % des Baicaleins in seiner konjugierten
Form vorlag (Lai et al. 2003). Aktuell arbeitet die Arbeitsgruppe Sehmisch et al. an ei-
ner vielversprechenden Studie mit dem Lipoxygenase-Inhibitor Zileuton, welcher den
Ratten tber das Futter verabreicht wird. Die 100-mg-Baicalein-Gruppe zeigte sowohl in
den biomechanischen Tests als auch bei der Messung der Knochenmineraldichte die
niedrigsten Werte innerhalb der ovariektomierten Gruppen. Auch in der Trabekelstruk-
turanalyse erzielte die 100-mg-Gruppe beziiglich Trabekeldicke und Anzahl und Dichte
der Trabekelkreuzungen niedrigere Werte gegentber den tbrigen ovariektomierten Rat-
ten. Bezlglich der Dichte der Trabekelkreuzungen zeigte die 100-mg-Gruppe sogar
signifikant niedrigere Werte gegeniiber der OVX- und der 10-mg-Gruppe. Dieses lasst
schlussfolgern, dass eine Baicalein-Dosierung von 100 mg im Gegensatz zu der von
Kling (2016) und Saul et al. (2016) beschriebenen Wirkung auf den Muskel der ova-
riektomierten Ratte einen eher negativen Effekt auf die osteoporotischen Wirbelkdrper
hat, wohingegen eine Dosierung von 1 bis 10 mg sich durchaus positiv auf die biome-
chanische Stabilitat, Knochenmineraldichte und Knochenvolumen der Wirbelkorper
auswirken kann.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss unterschiedlicher Dosierungen von Baicalein auf
die Lendenwirbelsdule der ovariektomierten Ratte zu untersuchen. Hierfur wurden 60
bei Ovariektomie drei Monate alte Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Am Ende des
Versuches blieben 50 Ratten Ubrig. Von diesen bildeten jeweils zehn Ratten die nicht-
ovariektomierte NON-OVX-Gruppe, die ovariektomierte Versuchsgruppe OVX ohne
Baicalein-Substitution, die 1-mg-Baicalein-Gruppe, die 10-mg-Baicalein-Gruppe und
die 100-mg-Baicalein-Gruppe. Acht Wochen nach der Ovariektomie wurde mit der Bai-
calein-Applikation sub cutanem fir einen Zeitraum von vier Wochen begonnen. Nach
dieser Zeit wurden die Tiere durch Dekapitation getttet und die zu untersuchenden
Lendenwirbelkorper freipréapariert.

Die biomechanischen Eigenschaften (fmax, Yield Load und Steigung) des vierten Len-
denwirbelkdrpers wurden in einem biomechanischen Kompressionstest ermittelt. Die
organische und die anorganische Knochensubstanz wurden durch Veraschung der zwei-
ten Lendenwirbelkorper bestimmt. Die Bestimmung der Kalzium- und Phosphatmenge
erfolgte tUber eine Flammenabsorptionsspektroskopie. Das Knochenvolumen, die Kno-
chenmineraldichte sowie das Verhaltnis von Knochen- zu Gesamtvolumen des dritten
Lendenwirbelkorpers wurde in einer 3D-Mikro-CT-Analyse ermittelt. Die Trabekel-
und Kortikalisstruktur wurde mittels 2D-Mikro-CT-Analyse untersucht.

In dieser Studie flihrte der negative Einfluss des durch die Ovariektomie induzierten
Ostrogenmangels zu signifikant niedrigeren Werten beziiglich der Korpergewichte, Ute-
rusfeuchtgewichte, biomechanischen Stabilitat, anorganischen Knochensubstanz, Kno-
chenmineraldichte, Knochenvolumen und Anzahl und Dichte der Trabekel in der OV X-
Versuchsgruppen gegeniiber der NON-OVX-Versuchsgruppe. Damit konnte gezeigt
werden, dass das Osteoporose-Modell der ovariektomierten Ratte ein erfolgverspre-
chendes Modell zur Untersuchung und Analyse osteoporoseinduzierter Knochenverén-
derungen ist.

Eine positive Baicalein-Wirkung auf den osteoporotischen Lendenwirbelkorper der Rat-
te konnte beziglich der kortikalen BMD belegt werden. Alle Baicalein-Gruppen zeigten
hier signifikant hohere Werte gegenlber der OVX-Gruppe. Die 1-mg- und 10-mg-
Baicalein-Gruppen zeigten beziiglich Maximalkraft, Anteil anorganischer Knochensub-
stanz und BV/TV zwar hohere Werte gegeniiber der OVX-Gruppe, ein Signifikanzni-
veau konnte jedoch nicht erreicht werden. Eine positive Wirkung der Baicalein-
Applikation auf die Trabekelstruktur konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden. Die
100-mg-Dosierung zeigte insgesamt die schlechtesten Werte und lag bei den biomecha-
nischen Tests, der Knochenmineraldichtemessung und der Trabekelstrukturanalyse so-
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gar unter der OVX-Gruppe. Bezuglich der Dichte der Trabekelkreuzungen wurde sogar
das Signifikanzniveau erreicht.

Insgesamt zeigte sich, dass eine Baicalein-Dosierung von 1 bis 10 mg einen positiven
Effekt auf den osteoporotischen Lendenwirbelkdrper haben kann, wohingegen eine Do-
sierung von 100 mg eher negative Effekte zeigte.

Die vielversprechenden Ergebnisse von Kling (2016) und Saul et al. (2016) beziglich
der Baicalein-Wirkung auf den Muskel der ovariektomierten Ratte und der in dieser
Studie beschriebenen positiven Baicalein-Wirkung auf die kortikale BMD geben neue
Ansatzpunkte fir Folgestudien. So kénnte die Kombination von Baicalein mit einem
Anti-Osteoporose-Medikament wie Bisphosphonaten zu vielversprechenden Ergebnis-
sen fuhren. Weitere Variationen in der Dosierung oder eine veranderte Applikations-
form koénnten weitere neue Ansatzpunkte sein.
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6 Anhang
Tabellenteil
Tabelle Al: Korpergewichte zu Versuchsbeginn, bei Osteotomie und Tétung in g
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Versuchs- 265,1 273,9 272,5 261,2 265,2
beginn
SD 16,5 18,6 11,1 13,7 14,6
Osteotomie | 306,5# 383,5 387,1 370,0 355,0
SD 25,4 36,5 34,1 28,7 19,4
Totung 311,1 349, 7## 344,6 340,9 336,4
SD 10,4 47,8 17,0 30,0 22,3
# signifikant vs. alle brigen Gruppen
## signifikant vs. NON OV X
Tabelle A2: Uterusfeuchtgewichte in g
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Uterus- 0,64# 0,11 0,10 0,14 0,15
gewicht
SD 0,16 0,02 0,01 0,04 0,03
# signifikant vs. alle tibrigen Gruppen
Tabelle A3: Maximalkraft (fmax) in N
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Maximal- 152, 7# 118,0 120,6 134,8 108,3
kraft
SD 40,30 26,53 17,57 16,52 13,24

# signifikant vs. OV X, Baicalein 1 und Baicalein 100
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Tabelle A4: Steigung in N/mm

NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Steigung 133,5# 113,5 102,0 109,5 100,7
SD 14,94 12,81 17,84 20,23 18,72
# signifikant vs. Baicalein 1, Baicalein 10 und Baicalein 100
Tabelle A5: Yield Load in N
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Yield Load | 151,4# 116,8 1191 134,0 107,2
SD 39,90 26,26 15,92 16,49 13,68
# signifikant vs. OV X, Baicalein 1 und Baicalein 100
Tabelle A6: Organische Knochensubstanz in %
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Organische | 57,89# 65,74 64,71 65,04 66,11
Substanz
SD 2,223 1,705 1,808 2,089 2,327
# signifikant vs. alle Gbrige Gruppen
Tabelle A7: Anorganische Knochensubstanz in %
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Anorganische | 42,11# 34,26 35,29 34,96 33,89
Substanz
SD 2,223 1,705 1,808 2,089 2,327
# signifikant vs. alle tbrigen Gruppen
Tabelle A8: Kalzium in mg/I
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Kalzium 0,5089 0,5114 0,5020 0,5331 0,5464
SD 0,03710 0,07835 0,04448 0,02884 0,04078
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Tabelle A9: Phosphat in mg/I

NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Phosphat 1,345 1,332 1,317 1,411 1,412
SD 0,1175 0,1391 0,1233 0,08168 0,04096
Tabelle A10: Kalzium/Phosphat
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Kalzium/ 0,8980 0,9078 0,9040 0,8963 0,9160
Phosphat
SD 0,04590 0,06815 0,02989 0,04658 0,06753
Tabelle A11: Total-Volumina in mm?
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Total- 217,6 2440 238,5 224.1 237,0
Volumina
SD 25,03 43,83 22,12 32,80 22,68
Tabelle A12: Weichteil-Volumina in mm?
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Weichteil- 82,6# 118,8 1075 102,5 113,6
Volumina
SD 14,24 24,63 13,51 18,15 12,38
# signifikant vs. OV X, Baicalein 1 und Baicalein 100
Tabelle A13: Kortikalis-Volumina in mm?
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Kortikalis- | 56,58# 42 18 47,89 4570 43,90
Volumina
SD 13,56 7,906 9,236 8,082 4874

# signifikant vs. OV X und Baicalein 100
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Tabelle A14: Trabekel-Volumina in mm?®

NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Trabekel- 78,55 83,14 82,97 75,94 79,87
Volumina
SD 11,76 14,74 7,344 9,238 8,546
Tabelle A15: BV/TV in %
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
BVITV 62,23# 51,49 54,88 54,41 52,25
SD 3,757 2,834 3,722 2,478 1,761
# signifikant vs. alle tibrigen Gruppen
Tabelle A16: Gesamt-BMD in g/mm?3
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Gesamt- 0,5150# 0,4069 0,4381 0,4364 0,4143
BMD
SD 0,05398 0,02875 0,03782 0,02505 0,01994
# signifikant vs. alle tbrigen Gruppen
Tabelle A17: Weichteiledichte in g/mm?3
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Weichteile- | 0,05358# 0,06914#+# 0,06047 0,05397 0,05895
Dichte
SD 0,005904 0,004564 0,009899 0,004704 0,006684

# signifikant vs. OVX
## signifikant vs. Baicalein 10 und Baicalein 100
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Tabelle A18: Kortikalis-BMD in g/mm?

NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Kortikalis- 1,092# 1,0614#4# 1,085 1,100 1,100
BMD
SD 0,02024 0,01394 0,01786 0,01068 0,008478
# signifikant vs. OVX
## signifikant vs. alle Baicalein-Gruppen
Tabelle A19: Trabekel-BMD in g/mm?®
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Trabekel- 0,5795# 0,5539 0,5545 0,5518 0,5407##
BMD
SD 0,01414 0,009253 0,01178 0,002785 0,004157
# signifikant vs. alle brigen Gruppen
## signifikant vs. OV X und Baicalein 1
Tabelle A20: Anzahl der Trabekelkreuzungen in n
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Trabekel- 33,10# 14,00 12,75 15,04 10,23
kreuzungen
9,155 10,20 7,098 4 457 5,148
SD
# signifikant vs. alle tibrigen Gruppen
Tabelle A21: Dichte der Trabekelkreuzungen in n/mm?
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Dichte 9,378# 7,690 6,731 7,397 5,812#+#
Trabekelkr.
SD 1,843 2,457 2,446 1,377 1,790

# signifikant vs. alle Gbrigen Gruppen

## signifikant vs. OV X und Baicalein 10
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Tabelle A22: Kortikalisdicke dorsal in mm

NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Kortikalisdicke | 0,1626 0,1750 0,1757 0,1780 0,1761
dorsal
SD 0,02880 0,02066 0,01807 0,02704 0,02251
Tabelle A23: Kortikalisdicke ventral in mm
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein | Baicalein
1 10 100
Kortikalisdicke | 0,2797# 0,2007 0,1944 0,2224 0,2079
ventral
SD 0,04384 0,04074 0,03490 0,04089 0,04134
# signifikant vs. alle tibrigen Gruppen
Tabelle A24: Mittlere Trabekeldicke in mm
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Mittlere 0,1216# 0,07198 0,06665 0,07369 0,06306
Trabekeldicke
SD 0,04227 0,02407 0,01275 0,01406 0,007954
# signifikant vs. alle tbrigen Gruppen
Tabelle A25: Kortikalisflache in mm?
NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Kortikalis- | 2,375# 2,031 2,061 2,238 2,097
Flache
SD 0,3230 0,2326 0,1895 0,3227 0,2573

# signifikant vs. OV X, Baicalein 1 und Baicalein 100
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Tabelle A26: Trabekelflache in mm?

NON OVX | OVX Baicalein Baicalein Baicalein
1 10 100
Trabekel- 3,517# 1,669 1,740 2,025 1,713
Flache
SD 0,5979 0,8591 0,7500 0,3823 0,4873

# signifikant vs. alle tbrigen Gruppen
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