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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfithrung in das Thema und Fragestellung

Osteoporose kann mittlerweile als globale Herausforderung im medizinischen und
gesundheitsokonomischen Sektor betrachtet werden. Im Rahmen des ,, WHO Scientific Group
Technical Report“ wird die Zahl der von Osteoporose Betroffenen auf 200 Millionen weltweit
geschitzt [Kanis 2007], wovon sich 49 Millionen in Industriestaaten befinden [Wade et al.
2014]. Es ist anzunehmen, dass 40% aller Frauen in ihrem Leben einmal eine Fragilitats-Fraktur
auf Grund osteoporotischer Verdnderungen erleiden werden [Chapurlat 2008]. Damit ist das
Risiko einer 50-Jdhrigen, eine Osteoporose-induzierte Fraktur zu erleiden, hdher, als das
Risiko, eine atherosklerotische kardiovaskuldre Erkrankung (4,1%- 30,7% abhéngig vom
Riskoprofil) oder Brustkrebs (etwa 11%) zu entwickeln [Bleibler et al. 2014]. Patienten sehen
sich nach einem Frakturereignis mit einer deutlichen Mobilititseinschrinkung, verminderter
gesundheitsbezogener Lebensqualitit und erhdhter Mortalitidt konfrontiert. Als Konsequenz des
progredienten demographischen Wandels in Deutschland wird auch die soziodkonomische
Belastung im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild Osteoporose steigen. Im Jahr 2010
wurde die Zahl der osteoporotischen Frakturen unter Frauen ab 50 Jahren in Deutschland auf
349.560 geschétzt. Mit einem prognostizierten Bevolkerungswachstum von 13,1 % bis 2020
ginge folglich eine Steigerung der Fraktur-Rate um 15,2 % einher [Gauthier et al. 2012]. Fiir
eine 50-jdhrige Osteoporose-Patientin sind die lebenslangen Kosten einer Frakturbehandlung
3,3-mal so hoch wie die Frakturkosten einer gesunden, gleichaltrigen Frau [Bleibler et al. 2014].
Diese Daten demonstrieren die immense Bedeutung einer effektiven Therapie Osteoposrose-
assoziierter Frakturen. Der Fokus aktueller Studien liegt allerdings vorrangig auf der Pravention
dieser Frakturereignisse. Verschiedene therapeutische Ansdtze zur Optimierung der
Frakturheilung sehen die Applikation von rekombinanten Wachstumsfaktoren wie PDGF
[Hollinger et al. 2008], oder die Gen-Therapie [Egermann et al. 2005] vor. Einige dieser
Strategien scheitern allerdings im klinischen Gebrauch an Produktions-Problemen und
mangelhafter Kosteneffektivitit. Daher gilt es, neue Methoden zur kostenwirksamen und
nachhaltigen Verbesserung der Frakturheilung von Osteoporose-Patienten zu etablieren.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Lipoxygenase-Inhibitor Baicalein als neue Therapieoption zu
evaluieren. Es wird der Effekt auf die metaphysére Frakturheilung der Tibia an ovarektomierten
Ratten untersucht. Fiir das Flavonoid Baicalein ist bereits eine anti-inflammatorische sowie

anti-kanzerogene Wirkung bestétigt [Chen et al. 2013; Gandhi 2013; Zhang et al. 2013]. Die
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Applikation von Baicalein im Rattenmodell wird als reproduzierbar und wirkungsvoll
eingestuft, da der Metabolismus des Medikaments und seiner Metabolite experimentell

detailliert untersucht wurde [Akao et al. 2013; Tong et al. 2012; Wang et al. 2012].

1.2 Knochen

Der Knochen als Stiitzgewebe des Korpers zeichnet sich durch verschiedene essenzielle
Eigenschaften aus: Druckfestigkeit, erreicht durch einen hohen Anteil an Kalzium-Phosphat-
Kristallen (Hydroxylapatit), und Elastizitdt, ermoglicht durch ein trajektionell strukturiertes
System aus Kollagenfibrillen. Als das groBte Reservoir fiir Mineralien bildet die
Knochenmatrix einen Speicher fiir nahezu das gesamte Kalzium im menschlichen Korper,
welches sich abhidngig von der Korpergrofle auf 1-2 kg belduft [Welsch 2010], 85% des
Phosphats und 50% des Magnesiums [Bartl 2011].

Die Knochensubstanz besteht zu 45% aus Mineralien, zu 30% aus organischem Material und
zu 25% aus Wasser [Liilllmann-Rauch 2012]. Die Zusammensetzung der Knochenmatrix ist
stark von hormonalen, nutritiven und metabolischen Faktoren abhéingig.

Die Makrostruktur des Knochens richtet sich nach der Zugehorigkeit zum appendikuldren
Skelett der langen Rohrenknochen in den Extremitdten beziehungsweise zum axialen Skelett
der Wirbelsdule, des proximalen Femurs, der Rippen und des Beckens. Die Rohrenknochen
setzten sich aus dem Schaft (Diaphyse), den Enden (Epiphysen) und den Abschnitten
dazwischen (Metaphysen) zusammen.

Im Allgemeinen differenziert man zwischen Lamellenknochen, welcher bei Erwachsenen
iiberwiegt und Geflechtknochen. Die AuBenschicht (Kortikalis) des Lamellenknochens wird
durch die Substantia compacta gebildet, welche einen soliden Gewebeverband darstellt. Meist
belduft sich die Kortikalisdicke auf 0,5-3 mm, sie kann aber gegebenenfalls auch 15 mm
ausmachen (Femur) [Drenckhahn und Kugler 2008]. Der so genannte spongidse Knochen
(Substantia spongiosa) beschrinkt sich auf das Knocheninnere und bildet ein gitterartiges
Trabekelgeriist mit einer mittleren Dicke von 0,2 mm [Drenckhahn und Kugler 2008]. Das
Endost kleidet die groBBe Oberfliche der Spongiosa aus, wihrend die Kortikalis von Periost
iiberzogen ist. Die Kompakta ist in Knochenlamellen organisiert.

Im Gegensatz zum Lamellenknochen wird der Geflechtknochen vor allem wéhrend der
Knochenentstehung und der Frakturheilung gebildet. Statt einer Lamellenstruktur besteht der
Geflechtknochen aus unstrukturiert verflochtenen Kollagenfasern. Im adulten Organismus
findet man diese Knochendifferenzierung nur noch im Felsenbein, in bestimmten Bereichen

der Schiadelknochen und im neu gebildeten Kallus im Falle einer sekundéren Frakturheilung

(vgl. 1.4.3.2).
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1.2.1 Knochenzellen

1.2.1.1 Osteozyten

Osteozyten sind endgiiltig ausdifferenzierte, von mineralisierter Knochenmatrix umgebene
Osteoblasten, die sich von multipotenten mesenchymalen Stammzellen des Knochenstromas
ableiten [Bartl 2011]. Die noch unvollstindig geklirte Aufgabe der Osteozyten scheint in der
Erhaltung der Knochenmatrix zu liegen. Aulerdem fungieren sie als Mechanosensoren, welche
durch mechanische Beanspruchung ausgelost werden und iiber eine Signalkaskade mit den
Osteoblasten an der Oberfliache des Knochens in Verbindung stehen [Liillmann-Rauch 2011].
Weiterhin wurde beschrieben, dass das druch Osteozyten produzierte Glykoprotein 130 fiir die
Parathormon-induzierte Osteoblasten-Differenzierung bendtigt wird [Standal et al. 2014].
Ferner konnen Osteozyten eine unterstiitzende Funktion bei der Knochenheilung einnehmen,
da sie die Rekrutierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen am Ort des Umbaus induzieren [Wu

et al. 2014].

1.2.1.2 Osteoblasten

Die mesenchymalen Osteoblasten fungieren als Knochenbildner sowohl in wachsenden als
auch in reifen Knochen. Die Zellen sezernieren aktiv Kollagen, Proteoglykane, Osteocalcin,
Osteonectin, BMP und weitere Proteine sowie Wachstumsfaktoren. Stimuliert wird die
Knochenproduktion mittels IGFs, TGF- B, FGFs, PDGF, BMPs, Prostaglandinen, Fluoriden,
Statinen, Strontium und Parathormon, wéhrend Leptin die Osteoblasten hemmt [Bartl 2011].
Die durch Osteoblasten produzierte, zundchst unverkalkte Matrix wird als Osteoid bezeichnet
und bedeckt 10-15% der Oberfliche eines adulten Knochens [Welsch 2010]. Die Anlagerung
des Osteoids erfolgt appositionell, also an die vollstindig mineralisierte Matrix, entweder im
Inneren des Knochens oder unter dem Periost. Dabei stellt die alkalische Phosphatase
anorganisches Phosphat bereit und spaltet gleichzeitig Pyrophsophat, welches hemmend auf die
Mineralisation wirken wiirde [Liillmann-Rauch 2012]. Weiterhin sind Osteoblasten
unabdingbar fiir die Aktivierung der Osteoklasten, induziert durch Parathormon, und damit des
Knochenabbaus. Im Folgenden gehen die Osteoblasten entweder apoptotisch zu Grunde oder

differenzieren sich zu Osteozyten im Ruhezustand, so genannten bone-lining cells.

1.2.1.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die sich von den Monozyten des Knochenmarks
ableiten. Es entstehen zunéchst einkernige Osteoklastenvorlduferzellen, welche unter Einfluss
von Vitamin D3, RANKL sowie IL 1 und IL 6 zu den reifen Osteoklasten fusionieren. Deren

Funktion besteht vor allem im Abbau der mineralisierten Knochenmatrix. Abschlie3end erfolgt
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die Endozytose der Matrix-Fragmente. Sé&mtliche Funktionen sowie Proliferation,
Differenzierung und Uberleben der Osteoklasten werden durch M-CSF gesteuert, welches als
essenzieller Induktor fiir RANK fungiert [Boyce 2013]. Osteoklasten weisen unterschiedliche
Aktivitdtszyklen auf und gehen zumeist nach 2-wdochiger Tatigkeit apoptotisch zugrunde

[Lillmann-Rauch 2012].

1.2.2 Knochenumbau

Das bone remodelling findet das gesamte Leben lang statt. Ausgelost wird es durch die
mechanosensitiven Osteozyten, die eine Belastungsédnderung wahrnehmen. Jahrlich findet ein
Umsatz von 18% des gesamten Skelettkalziums statt [Welsch 2010]. Der Knochenumbau lduft
in Zyklen von etwa 120 Tagen ab [Bartl 2011] und dient mehreren Zielen: der Bereitstellung
von Kalzium, Reparatur von Mikroschidden, Adaptierung der Kompakta- und Spongiosa-
Architektur an aktuelle Belastungen sowie der Vorbeugung der Materialermiidung. Den Umbau
fiihrt eine Einheit von Osteoblasten und Osteoklasten aus (basic multicellular unit), die im
Sinne eines Bohrkopfes voranschreiten. Die Zusammenkunft dieser Einheiten wird durch viele
Faktoren, wie Sphingosin-1-Phosphat, Ephrine und IL-6, gesteuert [Sims et al. 2013]. In der
Kompakta entspricht der durch die Osteoklasten gefressene Bohrkanal den zukiinftigen
Osteonen. Jahrlich werden ungefédhr 25% des spongidsen Knochens umgebaut, wihrend nur
2,5% des kortikalen Knochenanteils einem Remodelling unterliegen. Ein Knochenschwund,
der aus einer negativen Bilanz zwischen Knochenabbau und Aufbau resultiert, konzentriert sich
demnach vorerst auf Knochen mit einem hohen Spongiosaanteil, wie die Lendenwirbelsdule

und das proximale Femur [Bartl 2011].

1.2.2.1 Regulierung des Knochenumbaus

Die Koordination von Osteoblasten und Osteoklasten unterliegt einer komplexen Interaktion
verschiedener Faktoren. Eine zentrale Rolle spielt das RANKL-Osteoprotegerin-
Zytokinsystem [Bartl 2011]. Osteoprotegerin, ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie,
sezerniert durch Osteoblasten, inhibiert die Differenzierung der Osteoklasten aus
Progenitorzellen und hemmt damit die Knochenresorption. Der Receptor Activator of NF-kB-
Ligand (RANKL), ein membranstindiges Protein der Osteoblasten, stimuliert iiber seinen
zelluldren Rezeptor (RANK) die Osteoklastendifferenzierung. Osteoprotegerin fungiert als
Koder-Rezeptor fiir RANKL und verhindert damit seine Bindung an RANK. Wéhrend
Parathormon und Glukokortikoide zu einer erhohten RANKL- und einer verminderten OPG-
Produktion fiihren, bewirken TGF-B und Ostrogen eine forcierte OPG-Produktion. Auch
Vitamin D3 verstirkt die Herstellung von RANKL [Leibbrandt et al. 2008]. Im Falle eines
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Ungleichgewichtes zwischen aktivierend und inhibierend wirkenden Faktoren im RANKL-
OPG-Zytokinsystem kann es, zum Beispiel durch Ostrogenmangel, zu einer negativen Bilanz
des Knochenumsatzes und dadurch zu einer Abnahme der Knochemasse kommen [Liillmann-

Rauch 2012].
1.3 Osteoporose

1.3.1 Definition Osteoporose

Die weithin anerkannte Definition der Osteoporose wurde durch das NIH Consensus
Development Panel on Osteoporosis im Jahr 2001 formuliert: ,,Die Osteoporose ist eine
systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Knochenmasse und eine
Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes charakterisiert ist, mit der Folge
vermehrter Knochenbriichigkeit.* [Bartl 2011].

Bezieht man sich auf die WHO Kriterien ist die Osteoporose definiert als eine
Knochenmineraldichte (bone mineral density (BMD)) die 2,5 Standardabweichungen oder
mehr unter dem statistischen Mittelwert fiir junge gesunde Frauen liegt. Diese Einteilung
bezeichnet man als 7-Score. Die BMD wird dabei unter Zuhilfenahme des Dual Energy X-ray
Absorptiometry (DXA) gemessen (DXA-Methode). Die WHO empfiehlt den 7-Score sowohl
als Kriterium fiir die pharmazeutische Intervention als auch als Eintrittsbeschrinkung in

therapeutische Studien [WHO 2004].

1.3.2 Einteilung der Osteoporose

Die Osteoporose ldsst sich in zwei groBe Formenkreise differenzieren. Zur Priméren
Osteoporose zdhlen sowohl die juvenile und die postmenopausale als auch die
Altersosteoporose. Andere Auspragungen, wie die Steroid- und Inaktivititsosteoporose, und
die durch Hyperthyreose, Hypogonadismus, Thyreoidektomie, Magenresektion und
Medikamente verursachte Osteoporose werden als sekundére Osteoporose definiert.

Die postmenopausale Osteoporose stellt dabei wahrscheinlich die hdufigste Erkrankung des
skelettalen Systems dar und ist vorrangig bei Frauen jenseits des 50.-60.-Lebensjahres zu
finden. Ab dem 60. Lebensjahr ist etwa jede fiinfte Frau von der Krankheit betroffen [Moch et
al. 2008]. Wihrend die postklimakterische Osteoporose meist als 7yp I definiert wird, wird die
altersbedingte oder senile Involutionsosteoporose als Typ II bezeichnet.

Sie sekundiren Osteoporoseformen haben meist gemischte Ursachen und machen lediglich 5%

der Osteoporosefille aus [Bartl 2011].
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1.3.3 Epidemiologie

Die Einstufung der Osteoporose als eine der 10 wichtigsten Volkskrankheiten durch die WHO
verdeutlicht das globale AusmaB dieser Erkrankung [Bartl 2011]. Weltweit sind 200 Millionen
Menschen an Osteoporose erkrankt [Kanis 2007]. In Europa sind Schitzungen zufolge 22
Millionen Frauen und 5,5 Millionen Ménner von Osteoporose betroffen [Hernlund et al 2013].
Vor dem Hintergrund der WHO-Definition der Osteoporose mithilfe einer erniedrigten
Knochenmineraldichte (DXA T-Score < -2,5) liegt laut dem Entwurf der aktuellen DVO-
Leitlinien bei etwa 15% der postmenopausalen Frauen im Alter von 50-60 Jahren Osteoporose
vor. In der Altersgruppe der iiber 70-jdhrigen Frauen sind 45% von Osteoporose betroffen,
wihrend 2,4% der Ménner zwischen 50 und 60 Jahren und 17% der Ménner iiber 70 Jahren an
osteoporotischen Verdnderungen im Schenkelhals leiden [DVO 2014]. Bereits jede 2. Frau und
jeder 5. Mann erleiden im Leben eine Fraktur, die auf Osteoporose zuriickzufiihren ist
[Kampmann 2008]. Im Durchschnitt treten erste Wirbelbriiche bei Frauen 5-10 Jahre nach
Beginn der Menopause auf [Scharf et al. 2011].

In der Altersgruppe der iiber 50-Jéhrigen in Deutschland liegt die Osteoporose Inzidenz
insgesamt bei 2.1%. Die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland belduft sich laut der Bone
Evaluation Study auf 885 000 jéhrlich, wihrend 6,3 Millionen Menschen im Jahr 2009 bereits
erkrankt waren [Hadji et al. 2009].

1.3.4 Atiologie und Pathogenese der primiren Osteoporose

1.3.4.1 Postmenopausale Osteoporose (Typ 1)

Diese Form der Osteoporose ist die hdufigste und tritt bereits perimenopausal auf. Daher sind
vorrangig Frauen ab dem 50.-60. Lebensjahr betroffen [Moch et al. 2008]. Der Abbau des
kortikalen Knochens findet bei postklimakterischen Frauen mit einer Rate von 2-3% jéhrlich
statt. Dieser Abbau tritt zusétzlich zu einer ohnehin altersabhingig einsetzenden sukzessiven
Knochenreduktion von 0,3-0,5% im Jahr nach Uberschreiten des 50. Lebensjahres ein. Bereits
altersbedingt erfolgt ein Verlust der Knochenmasse von ungefdhr 50% im Vergleich zum
Knochenstatus im 3. Lebensjahrzehnt. Der 5-10 Jahre frither beginnende Abbau von
spongidosem Knochen belduft sich postmenopausal auf 4-8%. Diese Vorginge in beiden
Knochenteilen kommen aber nach 5-10 Jahren zum Ende [Niethard et al. 2009].

Der Ostrogenausfall fiihrt bei den Betroffenen zur Vermehrung von Zytokinen wie IL-6 und
infolgedessen zu gesteigerter Osteoklasten-Aktivitit und -Rekrutierung. Zusétzlich steigt die
Sensibilitdt fiir das resorptiv wirkende Parathormon [Bartl 2011]. Kommt es dann auf Grund

der Nettoresorptionserhdhung zu einer negativen Knochenbilanz, entsteht Osteoporose.
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Messungen zeigen, dass das die RANKL-RANK-OPG Achse eine libergeordnete Rolle in der
Pathogenese der Osteoporose spielt (vgl. 1.2.2.1). Sowohl die Biomarker RANKL, RANK und
Osteoprotegerin, als auch IL-6 sind bei Osteoporose Patientinnen signifikant erh6ht [Jabbar et
al. 2011]. Diese Zytokine konnen also als Indikatoren fiir eine verringerte BMD verwendet
werden.

Der konsekutive Knochenschwund macht sich vorerst als Spongiosaverlust bemerkbar, der vor
allem im spongiosareichen Wirbelkorper und im Oberschenkelknochen eine Neigung zu
Frakturen auch ohne addquates Trauma hervorruft.

Gegeniiber Médnnern kommen bei Frauen verstirkende Faktoren, wie eine generell geringere
Konzentration des aktiven Vitamin D (1,25(OH):-Vitamin-D3) durch verringerte renale
Synthese und eine reduzierte Kalziumresorption im Gastrointestinal Trakt hinzu [Enderle et al.

2003].

1.3.4.2 Senile Involutionsosteoporose (Typ 1)

Diese Art der Osteoporose ist vergleichbar mit der altersbedingten Atrophie verschiedener
Organe. Pathogenetisch kommt es zu einer verringerten Osteoblastenaktivitit. Auf Grund der
verminderten Neubildung von Knochenmasse kommt es langfristig zu einem
Knochenschwund. Ursédchlich zeigen sich bei dieser Altersosteoporose vor allem die
Immobilitdt und ein sekundédrer Hyperparathyreoidismus, als Folge der verschlechterten
Nierenfunktion und dem daraus resultierenden tubuldren Kalzium-Verlust, sowie der
verringerten enteralen Kalzium-Resorption. Diese Vorginge beruhen auf der verminderten
Vitamin-D-Hydroxylierung in der Niere [Moch et al. 2008]. Die Typ II-Osteoporose tritt bei
Frauen doppelt so hdufig auf wie bei Méinnern und beginnt ab dem 70. Lebensjahr [Bartl 2011].

1.3.5 Risikofaktoren fiir Osteoporose und osteoporotische Frakturen

1.3.5.1 Nicht modifizierbare Risikofaktoren

Der typische Risikopatient entspricht wohl einer schlanken, hellhdutigen Frau mit geringer
korperlicher Aktivitidt und wenig Sonnenexposition. Die Patientin erndhrt sich Kalzium- und
Vitamin-D-arm, raucht und hat mehrere Kinder gestillt.

Wie bereits beschrieben, spielen sowohl das Geschlecht, als auch das Alter eine entscheidende
Rolle bei der Abschitzung des Risikos einer Osteoporose (vgl. 7.3.4.1 und 1.3.4.2). Der
vorrangige Risikofaktor bei Frauen besteht im Ostrogenmangel nach den Wechseljahren. Im
Alter kommen Kalzium-Verlust in Niere und Darm sowie Immobilitét hinzu.

Abgesehen davon bestimmen genetische Faktoren das Osteoporose-Risiko in groem Ausmal.

Daher wird eine proximale Femur Fraktur in der Anamnese der Eltern als prognostisch
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relevante GroB3e fiir das Osteoporose-Risiko angesehen [Bartl 2011]. Basierend auf Zwillings-
und Familienstudien wurde die Aussage getroffen, dass die interindividuell variierende BMD
in 50-85% der Félle durch genetische Faktoren determiniert ist [Sobieszczanska et al. 2013].
Relevant sind auch die Allele fiir Gene des Ostrogenrezeptors, des Vitamin D und solche, die
den Kollagenstoffwechsel steuern [Seebach und Marzi 2011]. Die Aberrationen sind auf etwa
20 Millionen bisher bekannte Polymorphismen im menschlichen Genom zuriickzufiihren
[Ralston et al. 2010]. Tatsichliche Folge einer Mutation in einem einzigen Gen sind allerdings
nur die seltenen und schweren Formen der Osteoporose wie Osteogenesis imperfecta,
Osteopetrose, Sclerosteose und Knochenschwund ausgelost durch eine Ostrogen-Rezeptor-
Defizienz.

Als weitere nicht beeinflussbare Risikofaktoren sind Graviditdt und Stillzeit zu erwéhnen.
Wihrend der Laktationszeit verliert die Mutter circa 300-400 mg Kalzium pro Tag. Ein GroBteil
dieser Menge wird nach dem Abstillen wieder zuriickgewonnen. Wird die Stillzeit eines Kindes
iiber ein Jahr hinaus verlangert, steigt das Osteoporose-Risiko allerdings signifikant an [Okyay
et al. 2013]. Zusétzlich dazu erhoht die in der Schwangerschaft zuletzt unvermeidbare

Immobilitdt den Knochenabbau.

1.3.5.2 Modifizierbare Risikofaktoren

Zu den multiplen beeinflussbaren GrofBen, die eine Osteoporose forcieren konnen, gehort
zweifellos das Korpergewicht. Es wurde gezeigt, dass untergewichtige Frauen (BMI <20) ein
gesteigertes Risiko fiir osteoporotische Frakturen haben. Bei Patientinnen die an Anorexia
Nervosa leiden, kann eine signifikante Verinderung des Ostrogen-Spiegels und
Hypogonadismus nachgewiesen werden [Nachtigall et al. 2013]. Dies hat einen &hnlichen
Effekt auf den Knochen wie die Stoffwechselumstellung postmenopausaler Frauen. In einer
Studie wurden Frauen ab dem 40. Lebensjahr untersucht. Wéihrend 52,1% der untergewichtigen
Frauen an einem osteoporotisch verdnderten Femurhals litten, belief sich diese Zahl unter den
Normalgewichtigen nur auf 20,3% und unter den Ubergewichtigen lediglich auf 15,7%. Unter
den adipdsen Patientinnen betrug der Prozentsatz nur 9,4% [Rithirangsriroj et al. 2012].

Des Weiteren stellt chronischer Bewegungsmangel einen grofen Risikofaktor fiir Osteoporose
dar. Sportliche Aktivitét fiihrt bei prapubertiren Kindern zu einem Zuwachs an Knochenmasse
von 4-5% [Nachtigall et al. 2013]. Der knochenautbauende Osteoblastenreiz durch
Komprimierung der Trabekel fillt bei fehlender Bewegung weg und hat dadurch eine negative
Knochenbilanz zur Folge [Seebach und Marzi 2011].

Die Emidhrung nimmt ebenfalls eine groe Rolle in der Beeinflussung des

Knochenstoffwechsels ein. Sowohl der Kalzium-, als auch der Vitamin-D-Spiegel sind oft zu
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niedrig bei Frauen aller Altersgruppen. In einer Studie wurde ermittelt, dass 84% der Patienten
in Deutschland insuffiziente (20-30 ng/ml) Vitamin-D-Spiegel aufweisen. Aullerdem ist eine
Hypovitaminose D unter Patienten mit Fettleibigkeit, Bluthochdruck und Osteoporose
wahrscheinlicher [Maier et al. 2013]. Dies fiihrt zur Mobilisierung von Kalzium aus dem
Knochenspeicher mittels Parathormon und damit zu einem Abbau der Knochensubstanz.

Die DVO sieht Nikotinkonsum und COPD ebenfalls als Risiko3faktoren fiir Osteoporose an
[DVO 2014; Ogura-Tomomatsu et al. 2012]. Wéhrend das Risiko fiir eine Hiiftfraktur bei
Raucherinnen im 50. Lebensjahr noch dem der Nicht-Raucherinnen entspricht, steigt deren
Risiko gegeniiber dem der nicht-rauchenden Frauen im 60. Lebensjahr auf 17% und mit dem
80. Lebensjahr sogar auf 71% [Law et al. 1997].

Die DVO-Leitlinien von 2014 beschreiben weitere Risikofaktoren wie Homozystein-,
Folsdure- und Vitamin Bi2-Mangel, das hochsensitive C-reaktive Peptid (hs-CRP) als Marker

fiir niedrigtraumatische Frakturen, sowie eine hohe Kadmiumzufuhr [DVO 2014].

1.3.6 Klinik der Osteoporose

Das Leitsymptom der Osteoporose ist der akute Riickenschmerz, welcher sich meist im
Zusammenhang mit einer Fraktur oder Wirbelkdrpersinterung mit subperiostaler Einblutung
zeigt. Dieser akute Schmerz tritt meist auf Hohe der Wirbel Th 11-12 auf, wihrend chronische
Schmerzen sich eher auf die Lendenwirbelsdule beschrinken.

Die osteoporotisch bedingten Hauptfrakturen sind Wirbelkorperfrakturen, proximale
Femurfrakturen, distale Radiusfrakturen und Humerusfrakturen. Die Inzidenz der nicht
vertebralen Frakturen in Deutschland liegt in der Altersgruppe von 50-79 bei 1,9% fiir Frauen
und 0,7% fiir Méanner. Vertebrale Frakturen kommen mit einer Haufigkeit von 1% bei Frauen
und 0,6% bei Minnern vor [DVO 2014].

Im Zuge der Hyperkyphose und Hyperlordose, die durch die osteoporotische Deformierung der
Wirbelsdule entsteht, kann man das so genannte ,,Tannenbaumphinomen® beobachten, da
schrdg vom Riicken zu den Flanken verlaufende Hautfalten auftreten [ Grifka und Kuster 2011].
Weiterhin zeigt sich ein hervorstehender Bauch durch Ausweichen des Abdomens als Folge
der Reduktion der KorpergroBe [ Niethard et al. 2009]. Als kissing spine bzw. Baastrup-Zeichen
wird das schmerzhafte Beriihren der Processus spinosi der Wirbelkorper bezeichnet [Bartl
2011]. Mit diesen anatomischen Verdnderungen geht auch die Verschlechterung der
pulmonalen Vitalparameter einher [Dimai 2009].

Ein weiteres klinisches Zeichen fiir Osteoporose konnen Zahnschmerz und Zahnausfall bedingt

durch die degenerativen Verdnderungen des Alveolarknochens sein [Bartl 2011].
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1.3.7 Diagnostik der Osteoporose

Die grundlegende Diagnostik der Osteoporose stiitzt sich auf die folgenden fiinf Sdulen. Zu
diesen gehort vorerst die Anamnese in Begleitung mit der Risikoerfassung, weiterhin die
klinische Untersuchung und ein konventionelles Rontgen der Brust- und Lendenwirbelsdule,
eine Knochendichtemessung mittels DXA-Methode und ferner eine Laboruntersuchung.

Im Zuge der Anamnese werden Risikofaktoren wie ein fortgeschrittenes Alter und das
Erreichen der Wechseljahre sowie der Ernéhrungsstatus und das Korpergewicht, die Einnahme
Osteoporose-begiinstigender Medikamente (Glitazone, Aromatasehemmer, Protonenpumpen-
hemmer) und Grunderkrankungen (Morbus Cushing) erfasst.

In der Osteoporose-Diagnostik hat ein Werkzeug zur Abschétzung des 10-Jahres-Frakturrisikos
einen besonderen Stellenwert eingenommen, welches auf den individuellen Risikofaktoren und
den Frakturinzidenz—Daten der eigenen Bevdlkerungsgruppe basiert [Dimai 2009]. FRAX® ist
ein computergestiitzter Algorithmus, der durch die WHO eingefiihrt wurde, um die Therapie-
Entscheidung eines Osteoporose Patienten nicht alleine auf Grund der BMD treffen zu miissen
[Silverman et al. 2014].

Die Knochendichtemessung (Osteodensitometrie) wird mit Hilfe der Dual-Rontgen-
Absorptiometrie (DXA) vorgenommen, die zur klaren Abgrenzung unterschiedlicher
Gewebeformen geeignet ist und als Goldstandard gilt [Blake und Fogelman 2009].

Die Rontgenuntersuchung gibt Aufschluss iiber eine Wirbelkorperfraktur, welche mit einer
Abnahme der Vorder-, Mittel-, oder Hinterkante eines Wirbels von mindestens 20% einhergeht.
Da bei 50% der Wirbelkdrperfrakturen eine BMD vorliegt, die definitionsgeméal nicht einer
Osteoporose entspricht, ist eine konventionelle Rontgenaufnahme unabdingbar [ Dimai 2009].
Im Zuge der Laboruntersuchung sollen hauptsdchlich sekundire Ursachen der Osteoporose

ausgeschlossen werden.

1.3.8 Therapie der Osteoporose
Therapiebedarf besteht, wenn eine Osteoporose-induzierte Fraktur, ein T-Score von -2,0 oder
weniger oder mindestens ein Risikofaktor zusammen mit einem T-Score von -1,5 oder weniger

vorliegt [Scharf 2011].

1.3.8.1 Basistherapie
Grundsitzlich wird die Reduktion bzw. Vermeidung von Risikofaktoren im Rahmen einer
Osteoporosetherapie empfohlen. Dementsprechend werden Einflussfaktoren wie Nikotin,

Alkohol und koérperliche Inaktivitdt verringert und protektive GroBen, wie eine suffiziente



Einleitung 11

Kalziumzufuhr mit der Nahrung (1000-1500 mg/Tag) und die Supplementierung von Vitamin
D (800-1000 IE/Tag) unterstiitzt [DVO 2014].

Ein gutes Schmerzmanagement bei Osteoporose-Patienten ist von duflerster Wichtigkeit, da
jegliche Bewegungseinschriankung eine zusidtzliche Inaktivitdtsosteoporose beglinstigt

[Nachtigall et al. 2013].

1.3.8.2 Spezifische Therapie

Die Therapieindikation fiir eine spezielle Pharmakotherapie der Osteoporose wird durch die
DVO-Leitlinie 2014 folgendermafen definiert:

Eine Therapie sei angezeigt in Folge einer ,,[...] inaddquaten singuldren Wirbelkorperfraktur 2.
oder 3. Grades nach Genant (25-40% bzw. >40% Hohenminderung) [...] oder multiplen
Wirbelkorperfrakturen 1. bis 3. Grades [...].“ [DVO 2014, Seite 114]. AuBerdem als
Konsequenz peritrochantérer Hiiftfrakturen und Frakturen des Femurhalses bei gleichzeitigem
T-Score von -2,0 oder weniger.

Im Zuge einer prophylaktischen Therapie ohne vorangegangenes Frakturereignis, wird ,,[...]
ein geschitztes 10-Jahresfrakturrisiko von durchschnittlich ca. 30% und mehr fiir Hiiftfrakturen
und vertebrale Frakturen [...]* als Therapieindikation akzeptiert [DVO 2014, Seite 116].

Im Rahmen der Therapie postklimakterischer Patientinnen ist die fraktursenkende Wirkung
dieser Medikamente am besten belegt: Alendronat, Bazedoxifen, Denosumab, Ibandronat,
Ostrogene, Teriparatid (thPTH 1-34), Parathormon (PTH 1-84), Raloxifen, Risedronat,
Strontiumranelat sowie Zoledronat [DVO 2014].

Daher werden diese Priaparate im Folgenden kurz erldutert.

a) Osteoanabole Substanzen

Zu dieser Gruppe von Priparaten gehdren Fluoride und Parathormon.

Fluoride unterstiitzen die Synthese der Knochenmatrix und die Aktivierungsfrequenz der
BMU s [Dupuis et al 1994]. Die Belastbarkeit des entstandenen Knochengewebes ist allerdings
mangelhaft und der Einsatz von Fluoriden umstritten [Meunier et al. 1998].

Parathormon wirkt durch Stimulierung der Osteoblasten anabol und verbessert sowohl die

vertebrale, als auch die femorale BMD [Henriksen et al 2013].

b) Bisphosphonate (Alendronat, Risedronat, Zoledronat, Ibandronat)
Bisphosphonate stellen die am héufigsten verschriebene Substanzklasse in der
Osteoporosetherapie dar [Eriksen et al. 2014]. Diese Pridparate inhibieren die

Knochenresorption durch Hemmung der Aktivierung von BMUs und Osteoklasten.
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Bisphosphonate verbessern die BMD bei gleichzeitig reduziertem Risiko fiir vertebrale und
nicht-vertebrale Frakturen [Eriksen et al. 2014]. Allerdings haben sich Bisphosphonate bei der

Fraktur-Heilung als kontraproduktiv erwiesen [Savaridas et al. 2013].

¢) Sexualhormonersatztherapie

Diese Therapieoption ist gut etabliert bei der Prophylaxe Osteoporose-induzierter Frakturen, ist
aber wegen des erhohten Risikos fiir Thrombembolien und die Ausbildung eines Mamma-
Karzinoms auf das Patientenkollektiv perimenopausaler Frauen beschrinkt [Scharf 2011;

Gurney et al. 2014].

d)Selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM)

Zu dieser Stoffgruppe zdhlen Bazedoxifen und Raloxifen. Es handelt sich um
Ostrogenrezeptoragonisten am Knochen und im Lipidstoffwechsel, welche allerdings eine
antagonistische Wirkung auf Brustgewebe und Gebdrmutter haben. Damit wird die Erh6hung
des IL-6 in Folge des Wegfalls von Ostrogen nach der Menopause gestoppt und damit
einhergehend auch der konsekutive Knochenschwund [Keck 2003].

e) Kalzitonin
Kalzitonin wird, in rekombinanter Form, vor allem wegen des schnellen Ansprechens bei
Knochenschmerzen nach Wirbelkorperfrakturen eingesetzt [Binkley et al. 2012]. Das Hormon

wird aus den C-Zellen der Schilddriise sekretiert und hemmt die Osteoklastenaktivitét.

f) Strontiumranelat

Strontiumranelat hat eine sowohl knochenbildende, als auch resorptionshemmende Wirkung
[Grifka und Kuster 2011]. Untersuchungen im Zuge der Studien SOTI und TROPOS haben
eine Reduktion des Risikos fiir Hiift- und Wirbelkorperfrakturen bei postmenopausalen Frauen
bestitigt und eine langfristige Strontiumranelat-Therapie der chronischen Osteoporose als

effektiv erwiesen [Cianferotti et al. 2013; Reginster et al. 2012].

g) RANKL-Antikérper

Denosumab ist ein humaner monoklonaler IgG2-Antikorper, der den RANK-Liganden hemmt
[Grifka und Kuster 2011]. Durch die antiresorptiv wirkende Osteoklasten-Hemmung kommt es
zur Erhéhung der BMD, Verbesserung der kortikalen und trabekuldren Knochenstéirke und
einer signifikanten Reduktion des Frakturrisikos [Josse et al. 2013; Scotland et al. 2011].
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1.3.8.3. Baicalein

Die Therapie postmenopausaler Osteoporose-Patientinnen mittels Lipoxygenase-Inhibitoren
reprasentiert einen neuen Ansatz in der Osteoporose Behandlung. Lipoxygenasen sind
Bestandteil des Eikosanoidstoffwechsels und katalysieren die Umsetzung von Arachidonsdure
in Leukotriene. Diese Mediatoren wirken bronchokonstriktorisch und chemotaktisch auf
Leukozyten.

Die Lipoxyegenasen 5, 12 und 15 werden im Zuge einer Entziindungsreaktion vermehrt
exprimiert und forcieren in der Folge die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6
und TNF-a [Wen et al. 2007]. Die Konsequenz besteht in einer Abnahme der Knochendichte
(vgl. 1.3.4) [Kronke et al. 2009]. Im Verlauf kommt es zu einer gesteigerten adipozytiren
Differenzierung der mesenchymalen Osteoblasten-Vorlduferzellen und weiterhin zu einer
Induktion der Osteoklasten. Dies resultiert in einer deutlichen Reduktion der Knochenmasse
[Manolagas und Jilka 1995; Kronke et al. 2009]. Bei postmenopausalen Frauen kommt es nach
Abnahme des Ostrogenspiegels zur Erhéhung der Zytokinexpression und folglich zu einer
Verminderung der BMD [Zhao 2012]. Es wurde gezeigt, dass eine signifikante Korrelation
zwischen verschiedenen Polymorphismen der 12/15-Lipoxygenase-Allele und sowohl
postklimakterischer Osteopenie als auch dem Frakturrisiko und Adipositas besteht [Harslof et
al. 2011; Xiao et al. 2012]. Auf Grund des gesicherten Zusammenhangs zwischen den 5-
Lipoxygenasen und einer verschlechterten Frakturheilung, vermittelt durch RANKL induzierte
Osteoklasten-Formierung, ist ein osteoanaboler Einfluss von Lipoxygenase—Inhibitoren auf die
BMD anzunehmen [Lee et al. 2012].

Baicalein gehdrt zu einer Gruppe von Phytochemikalien und ist ein Flavonoid des Baikal-
Helmkrautes (Scrutellaria baicalensis). Fiir diesen selektiven 12/15-Lipoxygenase-Inhibitoren
wurde eine anti-inflammatorische sowie eine anti-kanzerogene Wirkung nachgewiesen [Chen
et al. 2013]. Weiterhin weist das Flavonoid antioxidative und neuroprotektive Eigenschaften
auf [Ghandi 2013]. Mit Hilfe des Wnt/beta-Catenin-Signalweges wird aulerdem die In-Vitro
Differenzierung von Osteoblasten induziert [Kim et al. 2012].

Der Effekt selektiver Lipoxygenase-Inhibitoren auf eine manifeste Osteoporose ist hingegen

nicht ausreichend geklart.
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1.4 Fraktur und Frakturheilung

Da die Frakturheilung unter der Therapie mit dem Lipoxygenase-Inhibitor Baicalein im
Mittelpunkt dieser Dissertation steht, werden die Grundlagen der Frakturlehre mit
Fokussierung auf die osteoporotische Fraktur im Folgenden erortert.

Eine Fraktur ist definiert als eine vollstindige Unterbrechung der Kontinuitét eines Knochens
auf Grund einer Belastung, welche die spezifische Elastizititsgrenze libersteigt. Demgegeniiber

handelt es sich bei einer Fissur lediglich um eine unvollstindige Kontinuititsunterbrechung

[Niethard et al. 2009].

1.4.1 Frakturmechanismen

Vier verschiedene Mechanismen der Frakturentstehung konnen voneinander abgegrenzt
werden.

Direkte Frakturen entstehen als Folge einer dufleren Gewalteinwirkung auf den Knochen,
welcher exakt am Ort der Krafteinwirkung frakturiert.

Indirekte Frakturen sind Konsequenz interner Hebelkréfte durch Drehung, Biegung, Stauchung
bzw. Abriss, so dass die Fraktur entfernt vom Bereich der primiren Gewalteinwirkung auftritt.
Ermiidungs- bzw. Stressfrakturen entstehen nach persistenter mechanischer Uberlastung des
Knochens zum Beispiel als Folge von sportlicher Uberbeanspruchung.

Pathologische Frakturen resultieren aus der krankhaften Verdnderung des Knochens nach
meist inaddquater dulerer Gewalteinwirkung. Diese pathologischen Verdnderungen konnen
durch lokale Knochentumoren oder —metastasen bedingt sein oder Ergebnis einer

generalisierten Skelettsystemerkrankung sein. Zu letzterer gehort auch die Osteoporose.

1.4.2 Die osteoporotische Fraktur

Die Osteoporose-induzierte Fraktur hat multiple Ursachen, die nicht auf die solitire
Verminderung der Knochendichte zu reduzieren sind. Uber die BMD hinaus sind auch die
Kontaktpunkte der Spongiosatrabekel deutlich reduziert. Weiterhin steht das Verhiltnis von
kompaktem und spongiosem Knochen im Ungleichgewicht. Auflerdem kommt es durch die
resorptive Tétigkeit der Osteoklasten zur Perforation der Trabekel und damit zu
Mikrofrakturen, die der osteoporotischen Fraktur vorausgehen. Ferner bedingt ein
insuffizienter Aufbau der Knochensubstanz durch sowohl mangelhafte Mineralisation der
Knochenmatrix als auch unzureichende Reparaturmechanismen und fehlerhafte
Kollagenproduktion ein qualitativ schlechtes Knochengewebe, was letztlich in der

osteoporotischen Fraktur miindet [Bartl 2011]. Die héufigsten von Osteoporose-induzierten
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Frakturen betroffenen Knochen sind die Wirbelkorper, das proximale Femur, der distale Radius

sowie der Humerus (vgl. 7.3.6).

1.4.3 Formen der Frakturheilung

Generell unterscheidet man zwischen einer osteonalen und nichtosteonalen Frakturheilung.
Letztere ist durch eine iiberschiefende Kallusbildung gekennzeichnet, wahrend eine priméire
Kortikalisheilung ausbleibt. Typisch ist ein langsamer Knochenumbau bei meist groflem
Frakturspalt. Dem steht die osteonale Frakturheilung gegeniiber, die primir oder sekundir

verlaufen kann.

1.4.3.1 Direkte/primiire Frakturheilung

Im Zuge dieser Frakturheilung migrieren Osteone durch den Frakturspalt direkt in das andere
Fragmentende und lassen so eine Frakturheilung ohne Kallusbildung und Knochenumbau zu.
Diese Kontaktheilung wird durch eine operative Osteosynthese angestrebt und benétigt eine
Adaptation der Frakturenden von weniger als Imm [Liilllmann-Rauch 2012]. Auerdem ist eine
vollstindige Ruhigstellung der Fragmentenden und eine genaue Reposition der
Bruchfragmente vonnodten. Der Prozess streckt sich {iber 1-1,5 Jahre hin und resultiert in einer

der wiederhergestellten Belastbarkeit des Knochens.

1.4.3.2 Indirekte/sekundiire Frakturheilung
Zu einer sekundéren Frakturheilung kommt es bei Vorliegen eines breiteren Frakturspalts. Sie
erfolgt in mehreren Phasen und ist durch die Ausbildung eines zunichst bindegewebigen Kallus

charakterisiert, worauf eine osteonale Frakturheilung folgt.

1.4.4 Frakturheilung und Osteoporose

Die Heilung und Behandlung einer Osteoporose-induzierten Fraktur geht mit wesentlich
groBeren Herausforderungen einher, als die Wiederherstellung der Integritdt eines
grundsétzlich gesunden Knochens. Neben der verminderten Knochenqualitat erschweren auch
die Minderperfusion des Knochens und seines Weichteilmantels sowie die Fragilitdt der
Knochenfragmente die Frakturversorgung [Bartl 2011]. Weiterhin konnen insuffiziente
biomechanische Bedingungen der osteoporotischen Knochensubstanz ebenso wie systemische
Entziindungen die Frakturheilung beeintrachtigen [Claes et al. 2012]. Es wurde gezeigt, dass
die erste Phase der Knochenheilung bei Osteoporose zwar groBtenteils mit dem Beginn des
Heilungsprozesses im normalen Knochen {iibereinstimmt, der entstandene Kallus allerdings
schlechter mineralisiert ist und mangelhafte biomechanische Eigenschaften aufweist [Augat et

al. 2005]. Die BMD im Bereich des Kallus fillt bei ovarektomierten Ratten um 23% geringer
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aus, als in der Kontrollgruppe [Namkung-Matthai et al. 2001]. Im experimentellen Versuch an
ovarektomierten Schafen wurde nach der Osteotomie der Tibia eine Abnahme der
Biegesteifigkeit am Kallus von 20% nachgewiesen [Lill et al. 2003]. Weiterhin scheinen auch
Alterationen in Bezug auf Wachstumsfaktoren die Heilung des osteoporotischen Knochens zu
obstruieren. In der Umgebung der Trabekel am Frakturort wurde eine reduzierte Expression
des Faktors TGF-B (vgl. 1.2.1.2) verglichen mit dem gesunden Knochen festgestellt [Xu et al.
2004]. Die Unterschiede in der Frakturheilung kdnnen durch die signifikant verédnderten Marker
des Knochenumsatzes erkldrt werden. Es fallt auf, dass sowohl osteokatabole Marker wie die
S-Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP-5b), die eine Rolle in der Osteoklasten-
Migration spielt, als auch osteoanabole Marker, wie die knochenspezifische alkalische
Phosphatase (BAP), bei Fraktur-Patienten mit niedriger BMD deutlich abweichen. Wéhrend
der BAP-Spiegel bei Patienten mit geringerer Knochendichte konstant ansteigt, anstatt wie bei
Knochen mit normaler Dichte stetig abzufallen, liegt der TRAP-5b-Wert signifikant unter dem
der Patienten mit normaler BMD [WOolfl et al. 2014]. Aus dem offenbar verminderten
resorptiven Prozess zu Beginn der Frakturheilung ist die erschwerte Wiederherstellung der

Integritét osteoporotischer Knochen ableitbar

1.4.5 Frakturheilung im metaphysiren Osteotomie-Modell

Die ovarektomierte Ratte ist ein weithin anerkanntes Osteopenie-Modell. Im Zuge dieser Arbeit
wurde die Frakturheilung an der Metaphyse der Tibia iiberpriift, da sich bisherige Forschungen
oft auf die diaphysdre Knochenheilung beschriankt haben [Stiirmer et al. 2010a; 2010b]. Ein
Grof3teil Osteoporose-induzierter Frakturen tritt allerdings im Bereich der Metaphysen der
Rohrenknochen auf (vgl. 1.3.6). Dariiber hinaus unterscheiden sich die osteoporotischen
Verdnderungen in Diaphyse und Metaphyse stark. Die Kortikalis im Bereich der Diaphyse wird
zwar zunehmend diinner, doch eine Zunahme des Durchmessers erhilt die Stabilitdt am
Knochenschaft. Daher kann es dazu kommen, dass Messungen die Diaphyse betreffend
verfdlscht werden [Danielsen et al. 1993; Peng et al. 1994]. Im Zuge der vorgenommenen
Osteotomie 7 mm unterhalb des Knies wurde ein Osteotomie-Spalt von etwa 0,5 mm erzeugt
und die Frakturenden mit einer Titan-Platte stabilisiert. Um die Effektivitit des im Laufe des
Versuches applizierten Baicaleins untersuchen zu konnen, wurde der Frakturspalt als
definierter Bereich fiir diese Evaluation gewdhlt. AuBBerdem kann an der Metaphyse mit einer
geringeren periostalen Kallusbildung gerechnet werden, als in der Region der Diaphyse. Dieses
Modell eignet sich daher zur Beobachtung der Auswirkung von Pharmazeutika auf die

osteoporotische Frakturheilung besonders gut [Stiirmer et al. 2010a; 2010b].
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2 Material und Methoden

Die Durchfiihrung der folgenden Versuche ist durch die Bezirksregierung Braunschweig nach

§8a des Tierschutzgesetzes genehmigt (AZ 33.9-42502-04-14/1530).

2.1 Versuchsablauf

Das im Folgenden beschriebene Projekt wurde durch Fordermittel der Elsbeth-Bonhoff-
Stiftung, Berlin (Projektnummer: 114) unterstiitzt.

Der Versuchszeitraum betrug 12 Wochen ab dem Tag des ersten operativen Eingriffes bis zum
letzten Tag der Obduktion. Das Versuchskollektiv bestand aus 60 weiblichen Ratten des
Stammes Sprague-Dawley im Alter von 3 Monaten bei Ovarektomie und wurde gleichermalien
in 5 Gruppen aufgeteilt (siche Tabelle 1). Wihrend die Kontrollgruppe (Gruppe 1) vorerst
unbehandelt blieb, wurden die Gruppen 2-5 einer Ovarektomie unterzogen. Der folgende
Ostrogenmangel sollte bei den ovarektomierten Tieren eine manifeste Osteoporose induzieren.
Es ist wissenschaftlich bewiesen, dass das Modell der ovarektomierten Ratte vergleichbar ist
mit dem Ostrogenmangelzustand bei postmenopausalen Frauen [Kalu 1991]. Statistisch
signifikante Veranderungen der Knochenmasse konnen in der Metaphyse der Tibia bereits nach
14 Tagen nachgewiesen werden, wihrend sie bei lumbalen Wirbelkorpern erst nach 60 Tagen
nachweisbar sind [Lelovas et al. 2008]. Nach 8 Wochen, wiahrend derer kein Baicalein
appliziert wurde, wurden alle Versuchstiere einer Osteotomie im Bereich der Metaphyse der
Tibia und folgend einer Platten-Ostesynthese unterzogen. Die gruppenspezifische Behandlung
mit DMSO bzw. Baicalein begann ab dem Tag nach der Osteotomie. Die Grofle des
Versuchskollektivs wurde auf Grund von Unvertrdglichkeiten der Narkose bei den operativen
Eingriffen und dem folgenden Versterben der betroffenen Ratten auf 50 Tiere reduziert. Die
Kontrollgruppe wurde aufgeteilt in 2 Gruppen zu 5 Tiere, von der eine iiberhaupt keinen
Wirkstoff erhielt und die andere das als Losungsmittel verwendete DMSO. Es wirkt als
Penetrationsverstirker fiir andere Arzneimittel und wurde wegen der optimierten
Applizierbarkeit dem Wirkstoff Baicalein zugemischt. Da DMSO anti-inflammatorische
Eigenschaften aufweist [Hollebeeck et al. 2011], sollte eine Verfilschung der Ergebnisse des
Lipoxygenase-Inhibitors ausgeschlossen werden. Daher wurde die erwidhnte Kontrollgruppe
lediglich mit dem Losungsmittel DMSO (s.c.) behandelt. Innerhalb des Kollektivs
ovarektomierter Ratten blieben ebenfalls 5 Tiere unbehandelt, 5 weiteren wurde DMSO
subkutan injiziert. Unter den restlichen Versuchstieren wurden 10 mit dem Wirkstoff Baicalein
(geldst in DMSO) in einer Konzentration von 1 mg/kg Korpergewicht, eine weitere Gruppe aus

10 Tieren mit Baicalein in der Konzentration 10 mg/kg Korpergewicht und die iibrigen 10
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Ratten mit 100 mg Baicalein pro kg Korpergewicht (s.c.) behandelt. Die jeweilige Applikation
der Wirkstoffe erfolgte taglich.

Da das Voranschreiten der Umbauvorginge wihrend der Frakturheilung im Zuge der
Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden sollte, wurden den Tieren nach dem Prinzip der
polychromen Sequenzmarkierung zu spezifischen Zeitpunkten Fluorochrome subkutan
gespritzt. Auf die bereits beschriebenen Mallnahmen folgte 4 Wochen nach Osteotomie die
Obduktion der Versuchstiere (Abb. 1). Im weiteren Verlauf wurden die griindlich préparierten
Tibiae biomechanischen und morphologischen Analysen unterzogen. In der folgenden Tabelle
wurden die mit DMSO behandelten Tiere nicht von den unbehandelten abgegrenzt aufgelistet,

da keine signifikanten Unterschiede feststellbar waren, dies gilt auch fiir die Présentation im

Ergebnisteil.
Ovarektomie (Gruppen 2-5) Osteotomie + Osteosynthese Obduktion
Fluorochromapplikation
Entwicklung einer manifesten gruppenspezifische
Osteoporose bei Gruppen 2-5 Behandlung
Zeit in Wochen : : : : :
0 2 4 6 8 10 12

Abb. 1: Darstellung des Versuchsablaufes ab Zeitpunkt der Ovarektomie
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Tabelle 1: Darstellung der Gruppen und der Behandlung der Ratten, Anzahl der Versuchstiere

bezieht sich auf den Zeitpunkt nach Versuchsende

Gruppen-  Gruppebezeichnung Behandlung
nummer
1 NON OVX a) Osteotomie
b) Osteotomie + DMSO ab
Osteotomie
2 ovXx 1) Ovarektomie + Osteotomie
2) Ovarektomie + Osteotomie +
DMSO ab Osteotomie
3 OVX + Ovarektomie + Osteotomie +
1 mg Baicalein/ kg Baicaleininjektion (Konz. 1) ab
Korpergewicht Osteotomie
4 OVX + Ovarektomie + Osteotomie +
10 mg Baicalein/ kg  Baicaleininjektion (Konz. 2) ab
Korpergewicht Osteotomie
5 OVX + Ovarektomie + Osteotomie +

100 mg Baicalein/ kg Baicaleininjektion (Konz. 3) ab

Korpergewicht Osteotomie

2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Anzahl der
Versuchstiere
5

5

10

10

10

Zur Durchfiihrung der experimentellen Untersuchungen wurden 60 weibliche Ratten der Rasse

Sprague-Dawley (Zuchtanstalt Fa. Winkelmann, Borken, Deutschland) im Alter von 3 Monaten

in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung im Universititsklinikum Goéttingen gehalten.

Das Korpergewicht bei Versuchsbeginn betrug im Mittel 275,4 = 15 g. Gruppen von 3-5 Tieren

wurden in Makrolon®- Kéfigen vom Typ IV gehalten und professionell von Tierpflegern und

Veterindrmedizinern versorgt. Das sojafreie Futter (ssniff SM R/M, 10 mm-Pellets; ssniff

Spezialititen GmbH, Soest, Deutschland) wurde nach Bedarf bereitgestellt und dessen

Verbrauch zweimaleinmal pro Woche ermittelt, indem das Restfutter gewogen und auf 1500 g

wieder aufgefiillt wurde. Wasser stand ebenfalls zur freien Verfiigung. Dartiber hinaus wurde

alle drei Tage einmal pro Woche eine Reinigung der Kéfige veranlasst. Die Raumtemperatur
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lag bei 20 °C, wihrend die relative Luftfeuchtigkeit 55% betrug. Die Beleuchtungszyklen
alternierten im 12-Stunden-Takt angepasst an Tag- (beleuchtet) und Nachtverhéltnisse

(unbeleuchtet).

2.3 Ovarektomie

Die Ovarektomie wurde durchgefiihrt, um im Sinne einer Nachahmung des Hormonhaushaltes
einer postklimakterischen Patientin eine Osteoporose zu erzeugen. Es ist gesichert, dass das
Modell der ovarektomierten Ratte einen realistischen Ansatz zur Nachempfindung der
postmenopausalen Stoffwechsellage bietet [Lelovas et al. 2008]. Zu diesem Zweck wurden die
Ovarien von 50 Tieren operativ entfernt.

Wihrend der OP-Vorbereitung wurden die Tiere mit CO; sediert und mit einem Ketamin-
Medetomidinhydrochlorid-Gemisch im Verhéltnis 3:1 intraperitoneal narkotisiert. Sowohl 60
mg Ketamin (Hostaket®, Firma Hoechst, Bad Soden, Deutschland) als auch 10 mg
Medetomidinhydrochlorid (Domitor®, Firma Orion Pharma, Espoo, Finnland) pro kg
Korpergewicht wurden verabreicht. Daraufhin wurde das entsprechende Gebiet zu beiden
Seiten fiir den operativen Eingriff vorbereitet. Das folgende Vorgehen wurde kontralateral in
gleicher Weise wiederholt. Paravertebral erfolgte eine Inzisur in die zuvor rasierte und
desinfizierte Haut. Nach tieferer Priparation bis zum Peritoneum erfolgte die Eroffnung der
Bauchhohle. Nach Darstellung des Ovars und anschlieBender Ligatur der Tuba uterina folgte
die Ablosung des Ovars (Abb. 2 A). Mit Hilfe von 4.0 Vicrylfdden (Ethicon, Johnson &
Johnson, Norderstedt, Deutschland) wurden sowohl die Adaptierung des Peritoneums als auch
das Aneinandernidhen der Muskeln vorgenommen, wohingegen der Hautverschluss mit Hilfe
von Klammern erfolgte (Michel woundbrackets 7,5 x 1,75 mm, Gebriider Martin GmbH
&Co.KG, Tuttlingen, Deutschland). Weiterhin versah man die Ratten mit einem Transponder
im subkutanen Fettgewebe der Nackenfalte (Uno Micro-Id-System, Iso-Transponder (12 mm),
UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar, Niederlande) mit dem Ziel der Qualitdtssicherung und
eindeutigen Identifikation eines jeden Versuchstieres. Nach subkutaner Injektion von 3 ml
isotoner Kochsalzlosung wurden die Tiere postoperativ zur weiteren Beobachtung in beheizte

Kiéfige gelegt.
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2.4 Osteotomie und Osteosynthese

Die Osteotomie wurde nach Manifestierung der Osteoporose im Abstand von 8 Wochen zur
vorangegangenen Ovarektomie durchgefiihrt [Stiirmer et al. 2010a; 2010b]. Nach Einleitung
der Narkose, die nach dem bereits in Kapitel 2.3 beschriebenen Procedere ausgefiihrt wurde,
erfolgte die Vorbereitung des OP-Gebietes durch Rasur und Desinfektion der Hinterbeine. Auf
der kontralateralen Seite wurde ebenso verfahren, wie folgend beschrieben. Im weiteren
Verlauf setzte man einen etwa 3 cm messenden Hautschnitt auf der medio-ventralen Seite der
Tibia. Die Muskulatur wurde durchtrennt und von der Margo anterior bis zur Tuberositas tibiae
freiprépariert. Dabei wurde die Beugemuskulatur abgeldst, wihrend das Periost geschont
wurde. Der vorher festgelegte Ort der Osteotomie sollte sich 7 mm distal des Tibiaplateaus
befinden. Dort wurde die Osteotomielinie unter Zuhilfenahme einer Schablone mit einem
Skalpell markiert. Fiir die Osteosynthese kam eine 5-Loch-Leibinger-Platte aus Titan (57-
05140 XS-Titan-Fixationsplatte T-Form 90°, Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) zum Einsatz.
Diese wurde so auf den Knochen gelegt, dass die proximalen Plattenldcher auf Hohe der
Epiphysen zu Liegen kamen, und die Strecke von der Osteotomie-Linie sowohl zu den
proximalen als auch zu den distalen Bohrlochern die gleiche Entfernung hatte (Abb. 3). Um ein
Verrutschen der Platte zu unterbinden, hat man zunichst vier Bohrungen unter Auslassung des
Loches tiber der Osteotomielinie vorgenommen und ein proximales Plattenloch mit dem
Bohrkanal verschraubt. Zur Durchfiihrung der Osteotomie wurde die Leibinger-Platte
voriibergehend aus dem Bereich der Osteotomielinie entfernt und die Tibia mittels gepulstem
Ultraschall (OT 7 Piezosurgery®, Mectron Medical Technology, Carasco, Italien) durchtrennt.
Wihrenddessen blieben die Weichteile unverletzt. Es folgte die vollstindige Fixierung der
Osteosynthese-Platte, indem proximal zwei 7 mm lange und distal eine 4 mm sowie eine 5 mm
messende Schraube (Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) angebracht wurden (Abb. 2 B). Auf
Grund der vorab determinierten Bohrkandle wird bei dieser Methode gezielt ein
Osteotomiespalt von 0,5 mm erzeugt, welcher mit der standardméfigen Dicke des eingesetzten
OT 7 Piezosurgery®-Sigeblattes kongruent ist. Unter Einsatz von 4.0 Vicryl-Nahtmaterial
(Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland) wurde die Beugemuskulatur
aneinandergenéht, wihrend die Haut mittels Wundklammerung (Michel woundbrackets 7 x
1,75 mm, Gebriider Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) readaptiert wurde. Der
Eingriff wurde mit einer Wunddesinfektion (Braunovidon®, Bayer, Leverkusen) und dem
Transport der Ratten in vorgewdrmte Kaéfige beendet. Bis zum Erwachen aus der

Allgemeinanésthesie standen die Tiere unter Beobachtung.
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Postoperativ wurde singulidr Decentan (s.c.) (5 mg/kg KG, Merck, Darmstadt, Deutschland)
und 3 ml isotone Kochsalz-Losung injiziert. Im Rahmen der Schmerzmedikation wurde am Tag
der Osteotomie einmal und an den folgenden zwei postoperativen Tagen zweimal am Tag

Rimadyl (4 mg/kg KG, Pfizer, Karlsruhe, Germany) subkutan appliziert.

Abb. 2: Dokumentation der Ovarektomie und der Anbringung der Osteosyntheseplatte im Zuge
der Osteotomie; A= Pripariertes Ovar wird abgeklemmt, B= Osteosyntheseplatte wird iiber der
osteotomierten Tibia angebracht (Komrakova et al. 2010); zur Verfiigung gestellt von Marc

Zimmermann

Abb. 3: Darstellung der Lage der Osteosyntheseplatte auf der Tibia im 3D-Bild des Micro-CT
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2.5 Obduktion und Priparation

12 Wochen nach Versuchsbeginn, beziehungsweise 4 Wochen nach der Osteotomie, wurde der
Versuch im Zuge der Obduktion der Versuchstiere abgeschlossen. Vorerst wurde die Sedierung
der Tiere mittels CO> herbeigefiihrt, im Anschluss erfolgte die Dekapitation. Im Verlauf der
Obduktion wurde eine der randomisiert ausgewdhlten Tibiae zusammen mit der assoziierten
Fibula sorgfiltig herauspripariert. Dazu wurde sie im Knie- sowie im Sprunggelenk
exartikuliert und nach Entfernung der Osteosynthesematerialien oberflichlich von ihrem
Wichteilmantel befreit. Bei einigen Tibiae blieb die Osteosynthese-Platte bewusst bestehen, um
ihre Position im Zuge des spéter durchgefiihrten Mikro-CT Verfahrens tliberpriifen zu kdnnen.
Eine umfangreiche Priparation der Knochen erfolgte erst nach Beendigung des Eingriffes. Zum
Zwecke der Erhaltung der mechanischen Eigenschaften der Tibiae wurden sie bei -20 °C
aufbewahrt. Unterdessen wurde die jeweils kontralaterale Tibia bei -80 °C gelagert, um den
Kallus im Zuge der molekularbiologischen Untersuchungen einer Genanalyse unterziehen zu
konnen. Ferner wurden Teile der Muskulatur sowie der Lendenwirbelsdule und die Femora der

Ratten herausprépariert und im Verlauf anderer Arbeiten ausgewertet.
2.6 Biomechanischer Test

2.6.1 Prinzip des biomechanischen Tests

Mit Hilfe dieser durch Komrakova et al. (2015) druchgefiihrten Methode sollen die
mechanischen Parameter der Kallushdrtung und Knochenstabilitit gemessen werden.
Entscheidend sind dabei die Elastizitit und Widerstandsfahigkeit des neu entstandenen
Gewebes. Im Zuge dessen wird die Tibia 1 mm unterhalb der Osteotomielinie mit einer
orthogonal zur Langsachse verlaufenden Kraft belastet. Diese Aufgabe iibernimmt eine
Werkstoffpriifmaschine (Typ 145660 Z020/TND Zwick/Roell, Ulm, Deutschland), welche mit
Hilfe der entsprechenden Software “testXpert®*“[ | (Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) ein Kraft-
/Weg-Diagramm fiir den jeweiligen Knochen aufzeichnet. Die Fibula wurde fiir diesen Versuch

entfernt.

2.6.2 Validierung

Der Durchfiihrung des eigentlichen Versuches vorangestellt wurde eine Uberpriifung der
fachgerechten Bedienung der Werkstoffpriifmaschine sowie der gewissenhaften Auswertung
der Messparameter. Dies sollte die Validitdt des Tests sichern. Im Rahmen der Validierung
erfolgte eine Einweisung in die Untersuchungsmethode anhand von 20 Knochen aus 10 dhnlich
gewichtigen Ratten. Die Durchfiihrung des Versuches erfolgte wie nachfolgend beschrieben,

allerdings mit beiden Tibiae eines Versuchstieres. Unter den einzelnen Ratten sowie unter den
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Knochen eines Tieres durfte keine Deviation der Messwerte von mehr als 10% bestehen. Dies
wurde von einer qualifizierten Fachkraft der Arbeitsgruppe iberpriift. Sobald diese
Voraussetzung erfiillt war, wurde der Test mit den tatsdchlich zu untersuchenden Knochen

durchgefiihrt.

2.6.3 Versuchsdurchfiithrung

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach der Methodik von Komrakova et al. (2015).

Diese Methodik basiert auf der Befestigung der Tibia in einer speziellen Metallhalterung,
welche ein Verrutschen verhindern und die Reproduzierbarkeit der Knochenposition
gewihrleisten soll. Der Knochen sollte sowohl am Ort der ehemaligen distalen Synostose
zwischen Fibula und Tibia als auch auf den Kondylen auf dem Trédger aufliegen. Die
Kraftausiibung erfolgte durch einen metallenen Stempel, an dessen Ende sich ein zylindrisches
Metallstiick befand, welches langsam iiber der Osteotomieline positioniert wurde (Abb. 4). Im
Anschluss an diese Vorbereitungen wurde der Stempel der Werkstoffpriifmaschine mit 50
mm/Minute heruntergefahren. Es folgte der Start der Krafteinwirkung, die stetig zunahm,
indem der Stempel konstant auf die Frakturstelle an der Tibia driickte. Die Kraft wurde von der
Software in Newton registriert und jeweils nach einer Strecke von 0,1 mm im Kraft-/'Weg-
Diagramm dargestellt. Mit einer Aberration der Kurvenlinearitit von iiber 2 mm oder einem
Absinken der Kraft um mehr als 2 N erfolgte die sofortige Beendigung des Versuchs. In gleicher

Weise wurde mit allen Tibiae verfahren.

it

Abb. 4: Positionierung der Tibia auf der Trigerplatte in der Werkstoffpriifmaschine
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2.6.4 Auswertung der Kraft-Weg-Diagramme

Das wihrend des biomechanischen Tests entstandene Diagramm ist in drei charakteristische
Phasen differenzierbar, die bereits von Stiirmer et al. im Jahr 2006 dargestellt wurden. Im
Anfangsteil folgt die Kurve einem linearen Verlauf, was der elastischen, reversiblen
Deformierung des Knochens entspricht. Wéhrend der zweiten Phase verringert sich die
Steigung, bis Fmax und damit der hochste Punkt des Graphen erreicht ist. Sobald diese Phase
der plastischen Deformation endet, treten Mikrofrakturierungen im trabekuléren Knochenanteil
auf, sodass die Kurvenlinearitit nicht mehr gegeben ist [Komrakova et al. 2014]. Der Bereich
vor dem Maximum der Krafteinwirkung, in welchem die Mikrofrakturen auftreten, wird als
vield load bezeichnet. Wahrend der finalen Phase kommt es zu multiplen Frakturen, bis auch
der kortikale Knochenanteil nachgibt [Komrakova et al. 2015; Stiirmer et al. 2014]. In diesem
Bereich fillt die Kurve, bis die Maschine den Test selbstidndig beendet, da eine vollstandige

Fraktur unerwiinscht war.
2.6.5 Messparameter

2.6.5.1 Elastizitit

Dieser Parameter ist wahrend der Phase der elastischen Deformation im linearen Kurventeil
messbar, indem der Quotient aus der Differenz zweier Werte auf der Kraftachse (F2-F1) und der
Differenz assoziierter Werte auf der Wegachse (s2-s1) berechnet wird. Dieser Steigungswert

wird in N/mm angegeben.

2.6.5.2 Streckgrenze (Yield Load)

Dieser Messwert markiert die Grenze zwischen reversibler und irreversibler Verformung des
Knochens. Dementsprechend befindet sich an dieser Stelle gleichsam der Ubergang von
elastischer zu plastischer Deformation. Die yield load steht am Ende des linearen Kurventeils
und représentiert den maximalen Dehnungswert der Kollagenfasern. Kommt es zu einem
Steigungsabfall um mehr als zwei Standardabweichungen, stellt der erreichte Wert die
Streckgrenze dar, welche die Einheit N trigt. Die Standardabweichung wird anhand der

Regressionsgeraden des linearen Kurvenabschnittes definiert [Stiirmer et al. 2006].

2.6.5.3 Maximalkraft (Funax)
Fmax ist am hdchsten Punkt des Graphen erreicht und wird in N gemessen. Sie ist das Aquivalent
der grofiten Belastung, bei welcher der Knochen bestehen kann, ohne eine Fraktur zu erleiden.

Auf den Punkt der Maximalkraft folgt der Abfall der Kurve [Stiirmer et al. 2006].
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2.7 Mikro-Computertomographie

Im Zuge der computertomographischen Untersuchung wurde ein Low Dose In-Vivo-Mikro-CT
des Herstellers Rigaku Micro CT Technology verwendet. Das verwendete Modell Quantum FX
wird durch PerkinElmer Health Sciences Inc. vertrieben und benotigt nur geringe Strahlendosen
von durchschnittlich 15 mGy pro Scan. Das Gerét arbeitet mit einem Bildverstirkersystem,
welches auf der Verwendung einer Bildkette mit entsprechender Optik, Kamera und Monitor
basiert. Dabei wird Rontgenstrahlung mittels einer Szintillatorschicht in sichtbares Licht
umgewandelt und nach einer Verstdarkung durch Elektronenoptik auf einem Monitor in Echtzeit
mit Hilfe einer Digitalkamera abgebildet.

Die Untersuchung wurde mit jedem der Knochen anhand definierter Scanparameter (Tab. 2)
durchgefiihrt und anschlieBend mit der dafiir entwickelten Software 3D Osteoanalyze v 1.000.4

ausgewertet.

Tabelle 2: Scanparameter des Scanprotokolls

Scanparameter Wert + Einheit
Rohrenspannung 70 kVp
Rohrenstrom 200 pA

Anzahl der Projektionen (360° Scan) 3600

Scanzeit 2 Minuten
Scanmode Vollrotation 360°
FOV (Field of View) 20 x 20 mm?
Effektive ,,Voxel“- GroBe 40 x 40 x 40 um?
Detektor Frame Rate 30 Hz
Bildmatrix 512x 512
Datenrepréisentation 16 bit

2.7.1 Durchfiihrung des Scans

Die Durchfiihrung erfolgte in mehreren Arbeitsschritten.

Arbeitsschritt 1: Vorbereitung der Probe auf den Scan

Die Tibiae wurden mit Hilfe einer angepassten Schaumstoffvorrichtung auf einem
Plastikeinsatz fixiert. Dies sollte ein Verrutschen und eine exakte, reproduzierbare

Positionierung ermdglichen. Der Knochen wurde, wenn moglich, auf die Kondylen und die
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distale tibiofibulare Synostose aufgelegt. Vor die proximale Seite der Tibia wurde ein
Kalibrierungsphantom platziert, welches 5 Hydroxylapatit-Einschliisse verschiedener Dichte
enthilt. Anhand dieser normierten Dichte-Werte sollte die Ubertragbarkeit der Grauwerte des
angefertigten Scans in Bone Mineral Density (g/cm?) ermdglicht werden. AbschlieBend wurde
der Plastikeinsatz so ausgerichtet, dass sowohl das Phantom als auch die metaphysale Tibia

optimal dargestellt werden konnten. Dies wurde am Bildschirm iiberpriift.

Arbeitsschritt 2: Scannen

Wihrend der Messung wird die Probe anders als im konventionellen Computertomographen
nicht vorwértsbewegt. Mit Hilfe der Langsausdrehung des Detektors kann die dritte Dimension
dargestellt werden, sodass letztlich das gesamte Volumen in transversaler, sagittaler und
frontaler Ebene aus Schnittbildern rekonstruiert werden kann. Wahrend eines einzelnen Scans

wurden 3600 Aufnahmen getétigt.

Arbeitsschritt 3: Rekonstruktion

Fiir die 3D Rekonstruktion wurde ein klassischer ,,filtered back projection* (FBP)-Algorithmus
eingesetzt, welcher in die zugehorige Software des Systems integriert ist.
Nach Erfassung der Grauwerte des Phantoms konnten die Tibiae im zwei- und

dreidimensionalen Bild rekonstruiert werden.

2.7.2 Auswertung

Unter Verwendung der Software 3D Osteoanalyze v 1.000.4 konnten die Volumina der
Bereiche Weichteil, Kallus, Kortikalis und des gesamten Knochengewebes erfasst werden.
Dariiber hinaus wurde die jeweilige Gewebedichte in BMD ermittelt. Auflerdem war es
moglich, die Positionierung einiger Osteosynthese-Platten im dreidimensionalen Bild
darzustellen. Diese wurden zur Determinierung der Knochendichte allerdings vor dem erneuten

Scan entfernt, da die Metall-Platten Bildartefakte hervorrufen.

Arbeitsschritte der Auswertung

Arbeitsschritt 1: Anpassung der Transparenz und des Kontrasts

Zuerst wurde der ausgewéhlte Knochen in zwei-, sowie in dreidimensionaler Ansicht
abgebildet. Es folgte die Adjustierung der Bilddarstellung, um sicherzustellen, dass jeder
Knochen mit dem gleichen Modus Operandi angezeigt und ausgewertet wird. Dazu wurde die
so genannte opacity function (Abb. 7, Abb. 8) angewihlt, um den optimalen Transparenzwert

zu adaptieren. Dies sichert die homogene und vergleichbare Bilddarstellung der einzelnen
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Tibiae und folglich eine standardisierte Auswertung. Unterdessen wurde die Kontrastierung der

zweidimensionalen Aufnahmen wie in Abbildung 5 und 6 beschrieben justiert, bis eine

bestmogliche Visualisierung der Weichteile erreicht war.

Abb. 5: optimal adaptierter Kontrastim  Abb. 6: entsprechendes Grauwert-
2D-Bild; Versuchsgruppe 1 mg Baicalein histogramm mit optimal adaptiertem
Kontrast: Pfeil markiert verschiebbare

Linie; Versuchsgruppe 1 mg Baicalein

Abb. 7: optimal adaptierte Transparenz Abb. 8: entsprechendes Grauwert-
mittels Opacity Function im 3D-Bild; histogramm mit optimal adaptierter
Versuchsgruppe 1 mg Baicalein Transparenz: Pfeil markiert

verschiebbaren Punkt; Versuchsgruppe 1

mg Baicalein
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Arbeitsschritt 2: Auswertung des Phantoms

Das Registrieren der Phantom-Dichte ermdglicht die Erfassung der BMD der Tibiae. Vor der
eigentlichen Knochenanalyse wurden die 5 Dichte-Werte des Phantoms in Hounsfield-
Einheiten umgerechnet. Zu diesem Zweck wurde die Funktion cut outside gewdhlt, um den
Bereich auBlerhalb des Phantoms temporér zu entfernen. Nachfolgend konnten im Histogramm
die Dichte-Werte der Phantom-Einschliisse als 5 ,,Peaks” angezeigt werden (Abb. 9 A).
Anschlieffend erfolgte eine Kalibrierung, wihrend derer die Hounsfield-Werte aus dem
Histogramm abgelesen und in einer Tabelle eingetragen wurden. Mit Hilfe des sogenannten
Density Mapping wurden die Grauwerte und analoge Hounsfield-Einheiten sowie die
entsprechende BMD gespeichert (Abb. 9 B). AbschlieBend wurde das gesamte Bild

wiederhergestellt und mit der Auswertung des Knochens begonnen.

[ vensiy Coibration SR

]}I Densitymapping ™ create mapping from phantom I

HU BMD {gfqcm)

2253
2744
3235
3721
4212 1.0

= - N NN

¥ load I |4 save I " create from table |

Abb. 9: Darstellung der Phantom-Dichtewerte im Grauwerthistogramm und Density Mapping;
A= Phantom-Dichte dargestellt als 5 Peaks im Histogramm, B= Tabellarische Darstellung der
Hounsfield-Einheiten (HU) mit entsprechender Knochendichte (BMD)

Arbeitsschritt 3: Erstellung des Messrahmens

Da im Zuge dieser Arbeit nur die Volumen- und Knochendichtebestimmungen im Bereich des
Frakturspaltes der Tibiae von Interesse waren, wurde ein Messrahmen um das relevante Gebiet
erstellt. Vorab wurden die Cursor innerhalb der zweidimensionalen Aufnahmen so positioniert,
dass die Achsen unmittelbar durch den Frakturspalt verliefen. Der jeweils 3 mm oberhalb und
unterhalb der Mittellinie und 10 mm in der Lange messende Quader wurde an die Position der
Cursor dirigiert, um proximal und distal der Osteotomielinie das gleiche Volumen in die

Messung einzubeziehen. Abschlieend wurden die restlichen Knochenteile entfernt (Abb. 10).
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Abb. 10: Positionierung des Messrahmens

iiber der Osteotomielinie; Versuchsgruppe

1 mg Baicalein

Arbeitsschritt 4: Erstellen eines Grauwerthistogramms

Anders als die herkdmmliche CT-Untersuchung zeigt der Mikro-CT Scan keine direkten
Hounsfield-Werte an, sondern Grauwerte, welche keine unmittelbaren Riickschliisse auf die
Knochenqualitdt zulassen. Da Hounsfield-Einheiten allerdings ein standardisiertes Schema
bieten, Rontgen-Schwichungswerte zu skalieren, ist es obligatorisch, die Grauwerte in Bezug
zu den linearen Schwichungskoeffizienten der Phantom-Einschliisse zu setzen. Das
Grauwerthistogramm wurde selbstindig durch 3D-Osteoanalyze v 1.000.4 erstellt. Dieses
Histogramm stellt die Hiufigkeitsverteilung der Grauwerte eines Bildes und damit die Anzahl
der Pixel, die den entsprechenden Grauwert tragen dar. Dabei werden die linearen
Rontgenschwichungswerte und dementsprechend Helligkeitswerte auf der x-Achse gegen die
Anzahl der Bildpunkte des zugehorigen Grauwertbereiches auf der y-Achse aufgetragen. Es ist
eine lineare Beziehung erkennbar. Zu beachten ist, dass die Rontgenschwichungswerte nicht
in direkten Bezug zur Massendichte eines Gewebes gesetzt werden konnen, da sie lediglich ein
Mab fiir die relative Elektronendichte eines Materials darstellen. Doch durch die Bestimmung
der Hounsfield-Einheiten fiir die bereits bekannte Dichte der Referenzmaterialien im Phantom
(siehe 2.7.2, Arbeitschritt 2) konnte auf Grundlage eines Vergleiches mit den GValues des
Knochens eine Messung der BMD erfolgen. Das Grauwerthistogramm stellte vier
charakteristische Peaks fiir die jeweilige Dichte von Luft, Weichteil, Kallus und Kortikalis dar.
Nach dem AusschlieBen der Wertekurve fiir Luft konnte die Auswertung der restlichen
Gewebeteile beginnen (Abb. 11).
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Abb. 11: Eingrenzung eines Grauwert-

bereiches am Beispiel des Weichteilbereiches;
1= Weichteil, 2= Kallus, 3= Kortikalis;

Versuchsgruppe 1 mg Baicalein

Arbeitsschritt 5: Auswertung der Knochenanteile

Die im Grauwerthistogramm angezeigten Peaks konnten den einzelnen Knochenanteilen
zugeordnet und entsprechend eingegrenzt werden (siehe 2.7.2. Arbeitsschritt 4). Mit der
Determinierung eines bestimmten Bereiches war es mdglich, die Volumen- und
Knochendichtegréfen zu speichern, und dariiber hinaus in eine Excel-Tabelle zu transferieren.
Im Rahmen dieser Methode wurde die maximale Dichte des Weichteils in
Knochendichtewerten zugleich als Minimalwert fiir die Abgrenzung des Kallus verwendet
(Abb. 13). Analog entsprach das Maximum der BMD des Kallus der unteren Begrenzung des
Kortikalisbereiches. Die Datenkurve ergab letztlich Werte der mittleren Knochendichte und des
Volumens der Weichteil-, Kallus- und Kortikalisregion, sowie fiir den gesamten Knochen und
das vollstindige Gewebe. Wihrend der manuellen Festlegung der Schwellenwerte wurden die
individuell ausfallenden Peaks der Knochenanteile als Orientierungshilfe genutzt und der
entsprechende Bereich im zweidimensionalen Bild als griine Markierung visualisiert (Abb. 12).
Somit erfolgte fiir jeden Knochen eine spezifische Uberpriifung der Schwellenwerte einer

jeweils einzugrenzenden Region.
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max = 4143
std = 1,096e+07
peak = 6447

v

190/511

Abb. 12: Visualisierung des Kallus- Abb. 13: Eingrenzung eines Grauwert-

bereiches im 2D-Bild; bereiches am Beispiel des Kallus-

Versuchsgruppe 1 mg Baicalein bereiches; linker Pfeil= minimaler
Schwellenwert, rechter Pfeil= maximaler
Schwellenwert; Versuchsgruppe 1 mg

Baicalein

2.7.3 Messparameter

Tabelle 3: Darstellung der Messparameter der Auswertung mit Einheit und Bedeutung

Messparameter Einheit Bedeutung

Mittlere Kortikalisdichte ~ g/cm? Mittelwert der kalkulierten Dichtewerte im ermittelten
Kortikalisbereich

Kortikalisvolumen mm Volumen im ermittelten Kortikalisbereich

Mittlere Dichte gesamter g/cm? Mittelwert der kalkulierten Dichtewerte ermittelten im

Kallus Kallusbereich
Volumen gesamter Kallus = mm? Volumen im ermittelten Kallusbereich
Mittlere Dichte total g/cm? Mittelwert der kalkulierten Dichtewerte fiir alle

ermittelten Bereiche

Volumen total mm Volumen aller ermittelten Bereiche
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2.8 Mikroradiographie

2.8.1 Anfertigung der histologischen Schnitte und der Mikroradiographien

Nach der computertomographischen Analyse der Tibiae erfolgte die histologische
Aufarbeitung und Herstellung der Gewebeschnitte. Vorerst wurden die Tibiae mit Hilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwédssert und entfettet. Darauf folgte die Einbettung in reinem
Methylmethacrylat fiir weitere 3 Tage. In einem Gemisch aus 29 g Benzoylperoxid, 200 ml
Dibutylphtalat und 1000 ml Methylmethacrylat wurden die Tibiae in einzelnen Geféflen iiber 3
Wochen ausgehirtet. An die Aushdrtungsphase schloss sich die Herstellung der 150 um dicken
Gewebeschnitte an. Dabei diente die ehemalige Schraubenebene als Orientierungshilfe fiir die
sagittalen Schnitte, welche aus der Mitte der Knochen gefertigt wurden. Die Bildgebung von je
drei Schnitten pro Tibia wurde mit Hilfe eines Fraxitron Rontgengerites (Modell-Nr. 43855A,
Faxitron X-ray system, Hewlett-Packard, San Diego, USA) auf einem Kodak Professional Film
festgehalten (INDUSTREX SR45 Film ISO 9002, Rochester, New York).

2.8.2 Auswertung der Mikroradiographien

2.8.2.1 Software und Geriite

Die morphometrische Beurteilung wurde nach der bereits durch Weidemann (2013)
durchgefiihrten Methodik an einem Stereomakroskop (Leica MZ 7-5, Bensheim, Deutschland)
vorgenommen. Unter Verwendung einer im Makroskop integrierten Kamera (Leica DFC 490,
Bensheim; Deutschland) und der MetaMorph Basic Acquisition Software (Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH; Wetzlar; Deutschland) wurden die Bilder in Verbindung mit einem Computer
(Intel Pentium 4, 2.6 GHz) digitalisiert und anschlieBend mittels eines standardisierten
Algorithmus ausgewertet. Die Vergroflerung des Bildes wurde durch ein 1,0er Objektiv am
Stereomakroskop erzielt. Die Lichtquelle des Makroskops (Kaltlichtquelle Leica KL 1500
LCD, Bensheim, Deutschland) konnte durch eine mechanische Blendeneinstellung so

modifiziert werden, dass ein miBiger Lichteinfall ermdglich wurde.

2.8.2.2 Arbeitsschritte der histomorphometrischen Auswertung

Arbeitsschritt I: Feststellung der Auswertbarkeit und Positionierung der Mikroradiographien

Es wurde zunichst eine Selektion der Schnitte vorgenommen, da einige Knochen durch
suboptimale Heilung sowie die Beschddigung durch den vorangegangenen biomechanischen
Test morphologisch deutlich von anderen Tibiae abwichen, was zu einer Verzerrung der
Ergebnisse gefiihrt hdtte. Die vorrangigen Kriterien waren hierbei die Abgrenzung der

Kortikalis vom Kallus und den Trabekeln sowie ein nicht zu breiter Bruchspalt.
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Bei der Positionierung der drei Schnitte unter dem Makroskop sollten der proximale Teil oben,
der distale Teil unten und die ventrale plattennahe Seite links, sowie die dorsale, Kallus reichere
Tibiaseite rechts platziert werden (Abb. 12). Nach der korrekten Platzierung wurde eine
Aufnahme des Bildes gemacht und am Bildschirm des Computers im Bearbeitungsprogramm
der bereits erwdhnten Software angezeigt. Die distale Osteotomielinie wurde dann auf eine
angezeigte Linie verschoben, sodass der Bruchspalt im vorgesehenen Messrahmen von 4 mm

(vertikal) mal 5 mm (horizontal) lag.

proximal

plattennah
uyuanerd

Abb. 14: Position des histologischen
Schnittes unter dem Mikroradioskop;

Versuchsgruppe NON OVX

Arbeitsschritt II: Graudetektion

Im néchsten Schritt erfolgte eine computergesteuerte Detektion, sodass die sichtbaren

Knochenanteile durch die Software erfasst werden konnten.
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Arbeitsschritt I1I: Flachendefinition

Durch manuelles Umfahren der jeweiligen Flachen mit der Maus, konnten die entsprechenden
Areale abgegrenzt werden. Die Flichen wurden in nachstehender Abfolge, der Methode von
Weidemann (2013) entsprechend, definiert:

1) gesamter Knochen inklusive Kallus;

2) proximale, plattennahe Kortikalis;

3) proximale, plattenferne Kortikalis;

4) distale, plattennahe Kortikalis;

5) distale, plattenferne Kortikalis;

6) plattennaher Kallus;

7) plattenferner Kallus;

8) endostaler Kallus.

Arbeitsschritt IV: Definition der Kortikalis-, Knochen- und Kallusdicke

Dieser Arbeitsschritt beinhaltete die Festlegung von orthogonal zur Lingsachse gelegenen
Vektoren, welche etwas iiber die jeweilige Fliche hinausreichen sollten.
Die tatséchliche Kallus- bzw. Kortikalisdicke wurde dann durch die oben genannte Software
berechnet. Die folgenden Parameter wurden auf diese Weise ermittelt:

1) distale, plattennahe Kortikalisdicke;

2) distale, plattenferne Kortikalisdicke;

3) proximale Knochendicke;

4) distale Knochendicke;

5) plattennahe Kallusdicke;

6) plattenferne Kallusdicke.

2.8.3 Messparameter

2.8.3.1 Gesamter Knochen

Tabelle 4: Messparameter gesamter Knochen, Einheit und Berechnung

Messparameter Einheit Berechnung

Knochendicke proximal mm Arithmetisches Mittel der in Arbeitsschritt IV.3
vorgenommenen Vektorenmessungen

Knochendicke distal mm Arithmetisches Mittel der in Arbeitsschritt IV .4

vorgenommenen Vektorenmessungen
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2.8.3.2 Kortikalis

Tabelle 5: Messparameter Kortikalis, Einheit und Berechnung

Messparameter
Kortikalisdicke distal
plattennah
Kortikalisdicke distal

plattenfern
Kortikalisdichte distal

plattennah

Kortikalisdichte distal

plattenfern

2.8.3.3 Kallus

Einheit Berechnung

mm

%

%

Arithmetisches Mittel der in Arbeitsschritt IV.1
vorgenommenen 5 Vektorenmessungen
Arithmetisches Mittel der in Arbeitsschritt [V.2
vorgenommenen 5 Vektorenmessungen
Prozentualer Anteil der in Schritt II1.4
festgelegten  Fliche an  mineralisierter
Knochenmatrix

Prozentualer Anteil der in Schritt IIL.5
festgelegten  Fliche an  mineralisierter

Knochenmatrix

Tabelle 6: Messparameter Kallus, Einheit und Berechnung

Messparameter

Kallusdicke plattennah

Kallusdicke plattenfern

Kallusdichte plattennah

Kallusdichte plattenfern

Kallusdichte endostal

Einheit Berechnung

mm

%

%

%

Arithmetisches Mittel der in Arbeitsschritt V.5
vorgenommenen Vektorenmessungen
Arithmetisches Mittel der in Arbeitsschritt IV.6
vorgenommenen Vektorenmessungen
Prozentualer Anteil der in Schritt II1.6
festgelegten  Fliche an  mineralisierter
Knochenmatrix

Prozentualer Anteil der in Schritt II1.7
festgelegten  Fliche an  mineralisierter
Knochenmatrix

Prozentualer Anteil der in Schritt IIL.8
festgelegten  Fliche an  mineralisierter

Knochenmatrix

36
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2.9 Prinzip der polychromen Sequenzmarkierung

Die polychrome Sequenzmarkierung ist ein Verfahren zur Markierung des neu gelbildeten
Knochengewebes, sodass eine Darstellung der dynamischen Verdnderungen wihrend der
Frakturheilung erfolgt. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Momentaufnahmen der
bildgebenden Verfahren kann diese Methode das zeitliche und rdumliche Ausmall der
Kallusbildung protokollieren. Vorab wurden den Tieren intravital drei Fluorochrome mit
verschiedener Farbe appliziert. Dies erfolgte zu bestimmten, zuvor festgelegten Zeitpunkten.
Die Substanzen werden in den Knochen inkorporiert und bilden Komplexe mit den
Mineralsalzen des biologisch aktiven Knochens aus. Die Chelatkomplexe aus Kalzium und dem
jeweiligen Fluorochrom lagern sich entlang der Mineralisationsfronten ein. So entsteht in der
folgenden quantitativen fluoreszenzmikroskopischen Darstellung eine farbliche Kodierung des
Mineralisationszeitraumes durch die entsprechend fluoreszierende Bande. Auffillig ist dabei
die verstarkte Markierung des Frakturkallus, der durch eine signifikant hohere Umbauaktivitit

gekennzeichnet ist.

2.9.1 Fluorochrome

Die polychrome Sequenzmarkierung wurde unter Verwendung der Fluorochrome
Xylenolorange-Tetranatriumsalz (XO), Calcein-Griin (CG) und Alizarinkomplexon (AK) (alle:
Merck, Darmstadt, Deutschland), wie durch B. Rahn 1976 etabliert, nach der Methodik von
Komrakova et al. (2010) durchgefiihrt. Die subkutane Injektion erfolgte, nach Losung der
Fluorochrome in destilliertem Wasser (Tab. 7). Zu beachten ist, dass einerseits lediglich die bis
zum Injektionszeitpunkt vorangeschrittene Knochenmineralisation und andererseits nur die
bisher durch andere Flourochrome ungeférbte Substanz markiert wird. Die farbliche Kodierung

in der Blaufloureszenz ist in Tabelle 7 unter dem spezifischen Fluorochrom aufgefiihrt.

Tabelle 7: Darstellung der Applikationszeitpunkte, Anfarbungszeitraume und Dosierungen der

verschiedenen Fluorochrome

Fluorochrom Applikations- Markierungszeit- Dosierung in Dosie-

und Farbe zeitpunkt raum [Tag nach mg/kg Korper- rung in
[Tag nach Osteotomie] Osteotomie] gewicht ml

XO; orange 15 0-15 90 0,5

CG; griin 20 16-20 10 0,3

AK; rot 28 21-28 30 0,5



Material und Methoden 38

2.9.2 Auswertung

2.9.2.1 Apparaturen und Software

Die histologischen Schnitte wurden nach dem bereits unter 2.8./ beschriebenen Prinzip
angefertigt und zur Auswertung auf Objekttragern (52 x 76 mm) mit Eukitt® (Fa. Kindler,
Freiburg, Deutschland) eingedeckt.

Durch das Auflicht-Fluoreszenz-Stereomakroskop (Leica Stereomakroskop MZ 7-5 mit
FluoCombi III, Bensheim, Deutschland) erfolgte die Beurteilung der histologischen Priparate
in Blaufluoreszenz. Unter Einsatz eines Anregungsfilters fiir den Wellenldngenbereich von
450-490 nm, wurde die durch blaues Licht erzeugte Fluorochromanregung erreicht. Die
Lichtquelle des Makroskops bestand aus einer Quecksilberhochstdrucklampe mit einer
Leistung von 100 Watt. Durch die integrierte Kamera (Leica DC 300F, Bensheim, Deutschland)
und die bereits fiir die Mikroradiographie verwendete Software (MetaMorph Basic Acquisition
Software; Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH; Wetzlar; Deutschland) wurden die Bilder auf
den Computer iibertragen.

Die Untersuchungseinstellungen wurden entsprechend der optimierten Konfigurationen
vorangegangener Versuche gewidhlt. Mit Hilfe eines 1,6er Objektivs am Makroskop wurde eine
16-fache VergroBerung erzielt. Durch die Software konnte die Belichtungszeit auf 111
Sekunden festgelegt werden. Zur Verbesserung der Lichtverhiltnisse wurde der Raum

zusitzlich abgedunkelt.

2.9.2.2 Arbeitsschritte

Arbeitsschritt I: Feststellung der Auswertbarkeit und Positionierung der Priaparate

Analog zur unter 2.8.2.2 (S.39, Arbeitsschritt I) erlduterten Vorgehensweise bei den
Mikroradiographien wurde auch bei der Evaluierung wund Positionierung der

fluoreszenzmikroskopischen Schnitte verfahren.

Arbeitsschritt I1: Flachendefinition

Auch die im Folgenden aufgefiihrten Flichen wurden nach dem unter 2.8.2.2 (S. 40,
Arbeitsschritt IIT) angewendeten Prinzip festgelegt:
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bl

1) gesamter Knochen inklusive Kallus;
2) proximale, plattennahe Kortikalis;
3) proximale, plattenferne Kortikalis;
4) distale, plattennahe Kortikalis;

5) distale, plattenferne Kortikalis;

6) plattennaher Kallus;

7) plattenferner Kallus;

8) endostaler Kallus. Abb. 15: Flichendefinition
unter dem Fluoreszenz-
mikroskop; Versuchsgruppe

100 mg Baicalein

Die Abbildung 15 verdeutlicht die obenstehenden Flichenabgrenzungen am Beispiel eines

fluoreszenzmikroskopischen Bildes.

Arbeitsschritt III: Zuordnung der Knochenfldchen und Fluorochrome

Unter Beachtung lediglich dreier der bereits genannten Flidchen konnten die in gleicher Weise
fluoreszierenden Areale umfahren und dem jeweiligen Fluorochrom zugeordnet werden. Nur

die plattennahen, plattenfernen und endostalen Kallusbereiche wurden hierbei beriicksichtigt.

1) XO-Fléche:

Diese Knochenfldchen stellten sich orange dar. Da die durch das zuerst applizierte
Xylenolorange-Tetranatriumsalz markierten Bereiche so klein waren, dass sie nur unter
hoher Auflésung zu sehen waren, stellte sich ihre Abgrenzung als problematisch heraus.

Daher erfolgte ihre Auswertung gemeinsam mit den umliegenden CG-Flichen.

2) CG-Flache:
In unmittelbarer Umgebung der Trabekel war eine griine Knochenfldche entsprechend der

Calcein-Griin-Einfarbung zu erkennen.

3) AK-Fliche:

Die rot eingefarbte Alizarinkomplexon-Fldche konnte als ein dem Osteotomiespalt am
nichsten liegender Bereich identifiziert werden. Da die Applikation dieses Fluorochroms
zu einem spiteren Zeitpunkt stattgefunden hatte, wurde das markierte Areal durch das

frither verabreichte CG von den Trabekeln abgegrenzt.
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2.9.3 Zeitpunkt der friihesten Uberbriickung des Frakturspalts

Im Rahmen der Frakturheilung wurde der zeitliche Verlauf der knéchernen Zusammenfiigung
der Osteotomieenden innerhalb der Versuchsgruppen untersucht und verglichen. Der friiheste
Zeitpunkt der Frakturiiberbriickung konnte anhand von Markierungen der zu bestimmten
Zeitpunkten applizierten Fluorochrome determiniert werden. Die Anreicherung der
verschiedenen Farben sowie deren Lokalisation ermoglichte unter Betrachtung von 11
verschiedenen Schnitten eines Knochens die Beurteilung der zuerst entstandenen Kallusbriicke.
Es fluoreszierte dabei immer der Gewebeteil in der entsprechenden Farbe, der sich bis zum
Zeitpunkt der Applikation gebildet hatte. Die Fluorochrome reicherten sich allerdings nur in
bisher nicht markierten Bereichen an. Unter Beurteilung der Farbe der Kallusbriicke (eine rote
Briicke entspricht der Frakturiiberbriickung im Zeitraum der AK-Anreicherung (Tag 21-28))
und deren Dicke (eine groBere Fluorochrom Ausdehnung ist konform mit einer friiheren
Uberbriickung, wihrend eine schmale Briicke fiir eine spitere Frakturheilung spricht), wurden

die Uberbriickungszeitpunkte und deren Mittelwerte erhoben.
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Frakturiiberbriickung nach Osteotomie in Tagen

Abb. 16: Schematische Darstellung der Frakturiiberbriickung durch die Fluorochrom-

Markierung
2.9.4 Messparameter

2.9.4.1 Kallus plattennah

Tabelle 8: Messparameter Kallus plattennah, Einheit und Berechnung

Kallusfléiche plattennah Einheit Bedeutung

Gesamtfliache plattennaher mm? absolute  Fliche des  gesamten
Kallus plattennahen Kallus

CG- Fliche mm? absolute Fliache des CG-markierten

plattennahen Kallus
AK- Fliache mm? absolute Fldche des AK-markierten

plattennahen Kallus
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2.9.4.2 Kallus plattenfern

Tabelle 9: Messparameter Kallus plattenfern, Einheit und Berechnung

Kallusfléiche plattenfern
Gesamtfliche plattenferner
Kallus

CG- Fléache

AK- Fliache

2.9.4.3 Kallus endostal

Einheit

Bedeutung

absolute  Fliche des  gesamten
plattenfernen Kallus

absolute Fliache des CG-markierten
plattenfernen Kallus

absolute Fliche des AK-markierten

plattenfernen Kallus

Tabelle 10: Messparameter Kallus endostal, Einheit und Berechnung

Kallus endostal

Gesamtflache endostaler
Kallus
CG- Fliche

AK- Flédche

2.9.4.4 Kompletter Kallus

Einheit

Bedeutung

absolute  Fliche des  gesamten
endostalen Kallus

absolute Fliache des CG-markierten
endostalen Kallus

absolute Fliche des AK-markierten

endostalen Kallus

Tabelle 11: Messparameter Kallus komplett, Einheit und Berechnung

Kompletter Kallus
Gesamtfliche kompletter

Kallus

Einheit

1’1’11’1’12

Bedeutung
Summe aus der Gesamtfliche des
plattennahen, plattenfernen und

endostalen Kallus

41
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2.10 Statistik

Fiir alle Versuchsgruppen und Methoden wurde die statistische Auswertung mit Hilfe des
Programms GraphPad Prism (Version 5.0, GraphPad Software, San Diego, USA)
vorgenommen. Unter Feststellung der Normalverteilung wurden im Rahmen der
Ergebnisevaluation Mittelwert und Standardabweichung der jeweils erhobenen Daten ermittelt.
Signifikante Unterschiede unter den Versuchstiergruppen konnten durch den gekoppelten
Einsatz der Varianzanalyse one-way ANOVA und den Tukey-Kramer post-hoc-Test analysiert

werden. Alle Ergebnisse p<0,05 wurden als signifikant definiert.



Ergebnisse 43

3 Ergebnisse

Die nachstehend prasentierten Resultate der Ermittlung von Korpergewicht und
Futteraufnahme der Versuchstiere, des biomechanischen Tests, der Mikro-
Computertomographie, sowie der Mikroradiographie und der polychromen
Sequenzmarkierung werden nach einem identischen Schema veranschaulicht. Die
Ergebnisse werden zunichst mit Hilfe von Diagrammen graphisch visualisiert und nach
schriftlicher Darlegung tabellarisch zusammengefasst. Dabei erfolgt eine Darstellung
der jeweiligen Mittelwerte mit zugehoriger Standardabweichung und Signifikanzen.
Wihrend das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt ist, werden bei der
Ergebnisprisentation p < 0,05 als signifikant, p < 0,01 als hoch signifikant und p <
0,001 als hochst signifikant definiert. Die Signifikanzen werden mit Hilfe dieser
Symbole gekennzeichnet:

* =p<0,05

** =p<0,01

Rk =p <0,001

o = signifikant zu allen anderen Gruppen

B = signifikant zu NON OVX

v= signifikant zu OVX

0 = signifikant zu 1 mg Baicalein /kg Korpergewicht
e= signifikant zu 10 mg Baicalein /kg Korpergewicht

A = signifikant zu 100 mg Baicalein /kg Korpergewicht
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3.1 Korpergewicht der Tiere im Verlauf
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Versuchswoche

Abb. 17: Darstellung des mittleren Korpergewichts der Tiere jeder Gruppe pro
Versuchswoche vom Beginn (Versuchswoche 0) bis zum Ende (Versuchswoche 12) des
Versuchs; o = signifikant zu allen anderen Gruppen, y = signifikant zu OVX, & = signifikant

zu 1 mg Baicalein, A = signifikant zu 100 mg Baicalein, * = p < 0,05

(Analyse durch One-way ANOV A und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Zunichst ist bei der Auswertung der Korpergewichte augenscheinlich, dass sich die
Ausgangsgewichte in den Gruppen nur unwesentlich unterscheiden. Weiterhin ist
auffillig, dass das gesamte Versuchskollektiv iliber den Versuchszeitraum eine
kontinuierliche Gewichtszunahme aufweist (Abb. 17). Dabei ist zu beachten, dass das
Korpergewicht der ovarektomierten Ratten signifikant schneller steigt, als das Gewicht
nicht operierter Tiere. Diese Differenz blieb bis zum Versuchsende bestehen. Wihrend
alle ovarektomierten Gruppen auch in der Woche der Osteotomie (Woche 8) signifikant
mehr wogen als die Gruppe NON OVX, nahm das Gewicht in der folgenden Woche
bei den mit Baicalein behandelten Tieren ab. Die starke Gewichtszunahme blieb nur in
der ovarektomierten, nicht mit Baicalein behandelten Versuchsgruppe bestehen. In der

letzten Versuchswoche waren die Korpergewichte innerhalb des ovarektomierten
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Kollektivs teilweise sogar riickldufig, so dass lediglich die ovarektomierten Tiere, bei
denen kein Baicalein appliziert wurde, ein signifikant hoheres Gewicht aufwiesen, als

die nicht ovarektomierte Gruppe.

3.2 Uterusgewicht

Uterusgewicht (g)

Abb. 18: Darstellung des mittleren Uterusgewichtes der Tiere jeder Versuchsgruppe am

Tag der Obduktion; f=signifikant zu NON OVX, *** =p < 0,001
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc Test)

Alle Tiere, die einer Ovarektomie unterzogen wurden, weisen mit hochster Signifikanz

geringere Uterusgewichte auf, als die nicht ovarektomierten Ratten (Abb. 18).
3.3 Ergebnisse des biomechanischen Tests

3.3.1 Elastizitit

Trotz einer deutlichen Tendenz der Knochen in der nicht ovarektomierten
Kontrollgruppe zu hoherer Elastizitit war kein signifikanter Unterschied zu den
anderen Versuchsgruppen nachweisbar (Abb. 19). Ebenfalls ohne Signifikanz zeigt
sich eine gesteigerte Elastizitit der Knochen der mit 100 mg Baicalein pro Kilogramm

Korpergewicht behandelten Tiere gegeniiber dem restlichen ovarektomierten Kollektiv.
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Elastizitat (N/mm)

Abb. 19: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie Elastizit:it

3.3.2 Streckgrenze und Maximalkraft

100+

Streckgrenze (N)
Maximalkraft (N)

Abb. 20: Darstellung der Ergebnisse der Abb. 21: Darstellung der Ergebnisse der

Messgrofie Streckgrenze Messgrofle Maximalkraft

Sowohl die Messung der Streckgrenze (Yield Load) als auch der Maximalkraft zeigten
in keiner Gruppe eine signifikante Differenz (Abb. 20 und 21). Vor allem in den
Gruppen NON OVX und OVX ist allerdings auf die hohen Standardabweichungen bei
beiden Parametern zu verweisen. Auffillig ist eine nicht signifikante Erhohung der
Streckgrenze sowie Maximalkraft bei den nicht mit Baicalein behandelten Tieren (NON

OVX, OVX), verglichen mit den behandelten Gruppen.
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3.4 Ergebnisse der Mikrocomputertomographie

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Mikro-Computertomographie-Untersuchung
zundchst graphisch und anschlieend tabellarisch zusammengefasst dargestellt. Die
Erorterung erfolgt getrennt fiir die gemessenen Parameter (Knochen-)dichte und
Volumen fiir die Bereiche Weichteil, Kortikalis, Kallus, gesamter Knochen und das
gesamte Gewebe. Dariliber hinaus wird die Messung des Knochenvolumens (Bone

Volume) im Verhéltnis zum Gewebevolumen (7issue Volume) prasentiert und erldutert.
3.4.1 Weichteilparameter

3.4.1.1 Weichteil-Dichte

0.15+

0.104

0.05+4

Weichteil Dichte (g/cm?)

Abb. 22: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Weichteil-Dichte

In Bezug auf die Weichteildichte zeigten sich bei der Untersuchung keine signifikanten
Differenzen unter den Versuchsgruppen (Abb. 22). Es bleibt darauf hinzuweisen, dass

die mit Baicalein behandelten Tiere eine Tendenz zu héherer Weichteil-Dichte zeigen.
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3.4.1.2 Weichteil-Volumen
200-
150

100+

3]
o
L

Weichteil Volumen (mm?)

Abb. 23: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Weichteil-Volumen

Auch das Weichteil-Volumen unterscheidet sich nicht signifikant im Gruppen-
Vergleich. Zu beachten sind bei dieser Messung die hohen Standardabweichungen

(Abb. 23).
3.4.2 Kortikalisparameter

3.4.2.1 Kortikalis-BMD

1.5+

Kortikalis BMD (g/cm?)

Abb. 24: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kortikalis-BMD

Die Bone Mineral Density der Kortikalis ist innerhalb des gesamten Versuchskollektivs

vergleichbar und weist keine signifikanten Differenzen auf (Abb. 24).
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3.4.2.2 Kortikalis-Volumen
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Abb. 25: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kortikalis-Volumen

Das Kortikalis-Volumen weicht unter den Versuchsgruppen leicht voneinander ab.
Eine Signifikanz ist dennoch nicht erkennbar (Abb. 25). Unter den ovarektomierten
Ratten zeigt sich ein hoheres Kortikalisvolumen der Baicalein-Behandlungsgruppe,

gegeniiber den unbehandelten Tieren.
3.4.3 Kallusparameter

3.4.3.1 Kallus-BMD

0.8+

0.6

0.4+

0.2+

Kallus BMD (g/cm®)

Abb. 26: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-BMD; 3= signifikant zu

NON OVX, **=p<0,01
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)
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Beziiglich der Kallus-Dichte ist auf eine hoch signifkante Verminderung bei den
ovarektomierten, nicht mit Baicalein behandelten Tieren, verglichen mit der Gruppe
NON OVX hinzuweisen (Abb. 26). Wihrenddessen sind die Dichtewerte der anderen

Gruppen vergleichbar und weisen keine signifikanten Abweichungen auf.

3.4.3.2 Kallus-Volumen

1501

100+

Kallus Volumen (mm?)

Abb. 27: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-Volumen; f=signifikant

zu NON OVX,* =p < 0,05
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Hinsichtlich  des  Parameters  Kallus-Volumen  féllt eine  signifikante
Volumenverminderung bei den Tieren auf, bei denen die hochste Konzentration
Baicalein appliziert wurde, verglichen mit dem nicht ovarektomierten
Versuchskollektiv (Abb. 27). Dariiber hinaus ist ein Trend der Gruppe NON OVX zu
mehr Kallusvolumen bei Gegeniiberstellung mit anderen Gruppen erkennbar. Dieser

bleibt allerdings ohne Signifikanz.
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3.4.4 Parameter, die den gesamten Knochen betreffen

3.4.4.1 Knochen-BMD
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Abb. 28: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Knochen-BMD

Betreffend der Bone Mineral Density konnte kein signifikanter Unterschied unter den
Versuchsgruppen ermittelt werden (Abb. 28).
3.4.4.2 Knochen-Volumen
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Abb. 29: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Knochen-Volumen; =

signifikant zu NON OVX, *=p < 0,05
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Im Hinblick auf das Knochen-Volumen stellen sich signifikante Unterschiede im
Kollektiv der Baicalein-Behandlungsgruppe zu den nicht ovarektomierten Tieren dar
(Abb. 29). Sowohl die mit 10 mg als auch die mit 100 mg Baicalein pro Kilogramm

Korpergewicht behandelten Tiere weisen ein niedrigeres Knochenvolumen auf.
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Wiederum ist ein Trend der Gruppe NON OVX zu mehr Volumen erkennbar. Dieser

ist weist indessen keine Signifikanz auf.
3.4.5 Parameter, die das gesamte Gewebe betreffen

3.4.5.1 Gesamtes Gewebe Dichte
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Abb. 30: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters gesamtes Gewebe Dichte

Die Dichte des gesamten Gewebes variiert zwischen allen Gruppen, unterscheidet sich

dennoch in keinem Fall signifikant (Abb. 30).

3.4.5.2 Gesamtes Gewebe Volumen
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Abb. 31: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters gesamtes Gewebe Volumen

Beziiglich des gesamten Volumens sind keine Signifikanzen erkennbar (Abb. 31).
Lediglich eine geringe Tendenz der nicht ovarektomierten Gruppe zu einem hoheren

Gesamtvolumen deutet sich an.
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34.6 BV/TV

Abb. 32: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Bone Volume/ Tissue Volume

Hinsichtlich der Messgroen des Knochenvolumens (BV) im Verhiltnis zum
Gewebevolumen (TV) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede unter den

Versuchsgruppen (Abb. 32).

3.5 Ergebnisse der Mikroradiographie

In den Abbildungen 33 bis 37 werden zunichst reprisentative mikroradiographische
Aufnahmen jeder Versuchsgruppe dargestellt und im Folgenden die jeweiligen
Ergebnisse, zundchst in Form von Diagrammen und abschlieBend in einer
tabellarischen Ubersicht, dargestellt.

Wihrend der ndheren Begutachtung der Mikroradiographien war allgemein erkennbar,
dass bei einem iiberwiegenden Teil jeder Testgruppe eine deutliche Kallusbildung
stattgefunden hatte. Ein augenscheinlicher Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen war nicht auszumachen, da es in jeder Gruppe Tiere gab, bei denen deutliche
Kortikalisdefekte sowie ein iiberméBiges oder gar fehlendes Kalluswachstum vorlagen.
Allerdings fiel bei jeder Versuchsgruppe auf, dass es am hinteren plattenfernen Bereich
der Tibiae zu offensichtlich ausgepragterem Kalluswachstum kam als an der ventralen
Lokalisation der Osteosynthese Platte. In der Gruppe NON OVX war der endostale
Kallus im Vergleich zu den behandelten Tieren vermehrt ausgebildet (Abb. 33). Eine
vollstindige Uberbriickung des Frakturspalts lag dennoch in keiner Gruppe bei allen

Tieren vor.
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3.5.1 Reprisentative Mikroradiographien

Abb. 33: NON OVX; Abb. 34: OVX; Abb. 35: 1 mg Baicalein;
reprasentative reprasentative reprasentative
Mikroradiographie Mikroradiographie Mikroradiographie

Abb. 36: 10 mg Abb. 37: 100 mg

Baicalein; reprisentative Baicalein; reprisentative

Mikroradiographie Mikroradiographie
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3.5.2 Kortikalis
3.5.2.1 Kortikalis-Dicke distal plattennah
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Abb. 38: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kortikalis-Dicke distal

plattennah; = signifikant zu NON OVX, y= signifikant zu OVX, *=p < 0,05
(Analyse durch One-way ANOV A und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Die plattennahe Korikalis-Dicke erwies sich bei den nicht ovarektomierten Tieren als
signifikant geringer gegeniiber den mit 1 mg und 10 mg Baicalein behandelten Ratten
(Abb. 38). Ebenso konnte auch fiir die Gruppe OVX eine signifikant geringere
Kortikalis-Dicke im Vergleich zu den oben genannten mit Baicalein behandelten
Versuchstieren gemessen werden. Die mit 100 mg Baicalein behandelte Fraktion

dagegen weilit keine Signifikanzen in Relation zum restlichen Versuchskollektiv auf.

3.5.2.2 Kortikalis-Dicke distal plattenfern

0.8+

Abb. 39: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kortikalis-Dicke distal

plattenfern
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Die Kortikalis-Dicke auf der gegeniiberliegenden Seite der Osteotomieplatte
unterschied sich unter keiner der Gruppen signifikant voneinander. Zwar wurden fiir
die geringste und die hochste Konzentration Baicalein die grofite Dicke gemessen, doch
die Werte weichen nur leicht von den anderen ab (Abb. 39). Allgemein liegen die

Messergebnisse aller Gruppen in einem dhnlichen Bereich.

3.5.2.3 Kortikalis-Dichte distal plattennah

150+

Abb. 40: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kortikalis-Dichte distal
plattennah

Die Dichte der Kortikalis unterschied sich unter den jeweiligen Versuchstieren nur

minimal und belduft sich in jeder Behandlungsgruppe auf fast 100 % (Abb. 40).

3.5.2.4 Kortikalis-Dichte distal plattenfern
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Abb. 41: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kortikalis-Dichte distal

plattenfern
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Die Ergebnisse beziiglich der plattenfernen Kortikalis-d
Dichte befinden sich auf einem anndhernd identischen Niveau wie die Resultate der

plattennahen Kortikalis-Dichte (Abb. 41) (vgl. 3.5.2.3).
3.5.3 Kallus

3.5.3.1 Kallus-Dicke plattennah

1.54

Abb. 42: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-Dicke plattennah

Die Werte in Bezug auf die plattennahe Kallus-Dicke zeigen keine signifikanten
Unterschiede. Die nicht mit Baicalein behandelten Gruppen NON OVX und OVX
weisen mit 0,79 mm und 0,85 mm die grofte Kallusdicke auf (Abb. 42).

3.5.3.2 Kallus-Dicke plattenfern
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Abb. 43: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-Dicke plattenfern
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Die Dicke des plattenfern gelegenen Kallusanteils weicht bei keinem Kollektiv
signifikant von den anderen Versuchsgruppen ab (Abb. 43). Die grofite Kallus-Dicke

von 0,97 mm konnte allerdings bei den mit 10 mg behandelten Tieren ermittelt werden.

3.5.3.3 Kallus-Dichte plattennah

1004

Abb. 44: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-Dichte plattennah; y=
signifikant zu OVX, *=p < 0,05
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Die Dichte des plattennahen Kallus betreffend konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den ovarektomierten, unbehandelten Tieren und der 10-mg-Baicalein-Gruppe
festgestellt werden. Die Kallus-Dichte der mit 10 mg Baicalein behandelten Tiere lag
im Mittel bei 68 %, wihrend sie in der Gruppe OVX nur 48 % betrug (Abb. 44). Die

anderen Messwerte unterschieden sich nicht signifikant.
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3.5.3.4 Kallus-Dichte plattenfern
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Abb. 45: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-Dichte plattenfern; y=
signifikant zu OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01

(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Ein hoch signifikanter Unterschied der plattenfernen Kallus-Dichte konnte fiir die
Gruppen OVX und 1 mg Baicalein nachgewiesen werden. Die mit Baicalein behandelte
Versuchsgruppe zeigte eine im Mittel 20 % hohere Kallus-Dichte als die lediglich
ovarektomierten Tiere (Abb. 45). Auch die nicht ovarektomierten Ratten wiesen eine

signifikant hohere Kallus-Dichte auf als die OVX Gruppe.

3.5.3.5 Kallus-Dichte endostal
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Abb. 46: Darstellung der Ergebnisse des Messparameters Kallus-Dichte endostal; =
signifikant zu NON OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01, ***=p < 0,001
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)
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Hinsichtlich der Dichte des endostalen Kallus fielen signifikante Unterschiede jeder
Gruppe im Vergleich zum nicht ovarektomierten Versuchskollektiv auf, welches die
hochste Kallus-Dichte aufwies (Abb. 46). Wahrend die ovarektomierten Ratten eine
hoch signifikant geringere Kallus-Dichte zeigten, wich die Dichte der mit 1 mg
Baicalein behandelten Tiere sogar hochst signifikant von der NON OVX Gruppe ab.
Die Versuchstiere, denen héhere Baicalein Konzentrationen verbreicht wurden, hatten

jeweils eine signifikant geringere Kallus-Dichte.

3.6 Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung

Vorerst werden die ermittelten Zeitpunkte der Uberbriickung des Frakturspalts
tabellarisch veranschaulicht. Folgend werden reprasentativ fluoreszenzmikroskopische
Bilder der jeweiligen Versuchsgruppe dargestellt. Nachstehend erfolgt die statistische

Ergebnisprisentation in Form von Siulendiagrammen und als tabellarische Ubersicht.

3.6.1 Zeitpunkt der friihesten Uberbriickung des Frakturspalts

Tabelle 12: Darstellung der Zeitpunkte der frithesten Frakturiiberbriickung in Tagen;

= es hat keine Frakturiiberbriickung stattgefunden

Ratte NON OVX OVX 1 mg 10 mg 100 mg
Baicalein Baicalein Baicalein

1 28 %) (0] 28 0]

2 20 1) 29 27 (0]

3 %) %) 28 25 %)

4 %) 26 0] 20 26

5 10 29 19 (0] 28

6 %) 0 0] 28 19

7 26 29 23 28 (0]

8 21 %] 26

9 20 27 0]

10 0]
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert
NON OVX OVX 1 mg 10 mg 100 mg

Baicalein Baicalein Beicalein
21 28 25 26 25
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Die Uberbriickung des Frakturspalts fand bei den nicht ovarektomierten Ratten im
Mittel 21 Tage nach der Osteotomie und dementsprechend mindestens 4 Tage vor den
mit Baicalein behandelten Tieren statt (Tab. 12). Allerdings erfolgte die
Frakturiiberbriickung in der Versuchsgruppe OVX im Mittel erst an Tag 28 der
Frakturheilung und damit mindestens 2 Tage verspétet in Relation zu den Gruppen,
denen Baicalein gespritzt wurde. Aulerdem kam es bei einigen Tieren zu keiner
Frakturiiberbriickung. In der Gruppe der nicht ovarektomierten Ratten wurde der
Frakturspalt in 67% der Fille tiberbriickt. Beziiglich der OVX Tiere fand lediglich bei
44% eine Uberbriickung statt. Dagegen erfolgte die Frakturiiberbriickung bei 57% der
mit 1 mg Baicalein behandelten Versuchstiere, bei 86% der 10-mg-Baicalein-Gruppe,

sowie bei 60% der Ratten, denen 100 mg Baicalein appliziert wurden.

3.6.2 Reprisentative Bilder der polychromen Sequenzmarkierung

Abb. 47: NON OVX; Abb. 48: OVX; Abb. 49: 1 mg Baicalein;
reprasentative  polychrome représentative polychrome reprasentative polychrome
Sequenzmarkierung Sequenzmarkierung Sequenzmarkierung

Abb. 50: 10 mg Baicalein;  Abb. 51: 100 mg Baicalein;

reprasentative  polychrome  reprédsentative polychrome

Sequenzmarkierung Sequenzmarkierung
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Die reprasentativen Darstellungen der polychromen Sequenzmarkierung untermauern
die ausgewerteten Daten. Die Gruppe NON OVX zeigte fluoreszenzmikroskopisch
sowohl eine deutlich vorangeschrittenere Uberbriickung des Frakturspaltes, als auch
eine vermehrte Calcein-Griin Anreicherung im endostalen Kallusbereich (Abb. 47).
Auffallig ist auch die offensichtlich schwichere Fluorochrommarkierung der Tibia aus

der Gruppe OVX, sowie die weiter auseinanderstehenden Frakturenden (Abb. 48).
3.6.3 Kallus plattennah

3.6.3.1 Gesamtfliche Kallus plattennah
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Abb. 52: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie Gesamtfliche Kallus plattennah

Die gesamte plattennahe Kallus-Fliche unterschied sich hinsichtlich keiner der
Gruppen signifikant (Abb. 52). Es fiel lediglich auf, dass die Versuchstiere der 1-mg-
Baicalein-Gruppe die geringste Flache aufwiesen, wihrend die Ratten der hochsten

Baicalein-Konzentration die grof3te Gesamtkallus-Flache zeigten.
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3.6.3.2 CG-Fliche

Abb. 53: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie CG-Kallus-Fliche plattennah

In Bezug auf die CG-markierte Fliche des plattennahen Kallusanteils wichen die
Ergebnisse der Versuchsgruppen nicht signifikant voneinander ab (Abb. 53). Die grofite
Kallus-Flache wurde fiir die Tiere ermittelt, denen die hochste Baicalein-Konzentration

appliziert worden war. Auffillig waren dahingegen hohe Standardabweichungen.

3.6.3.3 AK-Fliche

1.54

Abb. 54: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie AK-Kallusfléiche plattennah

Beziiglich der plattennahen AK-Kallus-Fliche konnten keine signifikanten
Unterschiede ermittelt werden (Abb. 54).
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3.6.4 Kallus plattenfern

3.6.4.1 Gesamtfliche Kallus plattenfern
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Abb. 55: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie Gesamt-Kallus-Fléiche plattenfern;
= signifikant zu NON OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Fiir die Versuchsgruppe NON OVX konnten signifikant hdhere Werte im Vergleich zur
Gruppe 1 mg Baicalein, sowie eine hoch signifikant grofere Kallus-Flache als bei der

Gruppe 100 mg Baicalein festgestellt werden (Abb. 55).

3.6.4.2 CG-Fliche

Abb. 56: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie CG-Kallus-Fliche plattenfern; =
signifikant zu NON OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01, ***=p < 0,001
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)
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Auch hinsichtlich der CG-markierten plattenfernen Kallus-Fliche konnten signifikant
groflere Flachen der nicht ovarektomierten Tiere erhoben werden (Abb. 56). In Bezug
auf die Versuchsgruppen OVX, 1 mg und 100 mg Baicalein wurde eine hochst
signifikant und im Vergleich mit der 10 mg Baicalein eine hoch signifikant grof3ere

Kallus-Flache erfasst.

3.6.4.3 AK- Fliche

2.5
2.0

1.5 _

£
1.0+

0.5

0.0-

Abb. 57: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie AK-Kallus-Fléiche plattenfern

Im Hinblick auf den durch AK markierten plattenfernen Kallusanteil wurden keine

Signifikanzen ermittelt (Abb. 57).
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3.6.5 Kallus endostal

3.6.5.1 Gesamtfliiche Kallus endostal

Abb. 58: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofle Gesamtfliche Kallus endostal; f=

signifikant zu NON OVX, **=p < (,01
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)

Bei Auswertung der gesamten endostalen Kallus-Fliache konnte in Relation zur nicht
ovarektomierten Gruppe eine hoch signifikant geringere Kallus-Fléache fiir die mit 1 mg

Baicalein beahndelten Tiere festgestellt werden (Abb. 58).

3.6.5.2 CG-Fliche

B***

Abb. 59: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofle CG-Kallus-Fliche endostal; =

signifikant zu NON OVX, y= signifikant zu OVX, *=p < 0,05, ***=p < (0,001
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)
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Beziiglich der durch CG markierten endostalen Kallus-Flache fielen hochst signifikant
geringere Werte der Versuchsgruppen OVX, 1 mg und 100 mg Baicalein im Vergleich
zum nicht ovarektomierten Versuchskollektiv auf (Abb. 59). Allerdings konnte fiir die
mit 10 mg Baicalein behandelten Tiere eine signifikant grolere Flidche in Bezug auf die

Gruppe OVX ermittelt werden.

3.6.5.3 AK-Fliche
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Abb. 60: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie AK-Kallus-Fliche endostal

Fir die AK-markierte endostale Kallus-Fliche konnten keine signifikanten

Unterschiede gefunden werden (Abb. 60).

3.6.6 Gesamtfliche kompletter Kallus

151

Abb. 61: Darstellung der Ergebnisse der Messgrofie Gesamtflache kompletter Kallus; f=

signifikant zu NON OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01
(Analyse durch One-way ANOVA und Tukey-Kramer post-hoc-Test)



Ergebnisse 68

Auch fiir den kompletten Kallus zeigte sich die groBte Gesamtfliche in der
Versuchsgruppe NON OVX (Abb. 61). Unterdessen wiesen sowohl die Ratten der 1-
mg-Baicalein-Gruppe eine hoch signifikant als auch die Tiere der 100-mg-Baicalein-

Gruppe eine signifikant geringere Gesamtkallus-Fliche auf.
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4 Diskussion

Im Zentrum dieser wissenschaftlichen Arbeit steht die Verbesserung der verminderten
Knochenqualitét osteoporotischer Knochen durch die pflanzliche Substanz Baicalein
vor dem Hintergrund der problematischen Heilung Osteoporose-induzierter Frakturen.
Grundlage der unverkennbar erschwerten Frakturheilung sind die signifikant
verschlechterten Parameter der Knocheneigenschaften [Tarantino et al. 2013]. So ist
ein osteoporotischer Knochen minderperfundiert und der bei einer Fraktur gebildete
Kallus weist eine mangelhafte Mineralisation auf [Augat et al. 2005]. Dariiber hinaus
stellt sich der Knochenumsatz nach einer Fraktur als deutlich eingeschrédnkt dar, sodass
der initial verringerte resorptive Prozess zu einer erschwerten Wiederherstellung der
Integritit eines osteoporotisch verdnderten Knochens fiihrt [WoIf et al. 2014]. Es
resultieren Schwierigkeiten in der medizinischen Versorgung, da es sich oft um
Splitterbriiche handelt und iibliche Implantate auf Grund der geringen Stabilitdt nicht
in den Knochen eingebracht werden konnen [Kammerlander et al. 2013]. Die
beschriebene Problematik bildet den Ansatzpunkt fiir das im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Prédparat Baicalein. Das Flavonoid des Baikal-Helmkrautes (Scutellaria
baicalensis), welches seit geraumer Zeit in der traditionellen asiatischen Medizin
eingesetzt wird, hat bereits einige biologische Effekte gezeigt. Berichtet wurde sowohl
von seiner anti-viralen, anti-inflammatorischen und anti-hepatotoxischen als auch von
seiner anti-kanzerogenen Wirkung [Wang et al. 2015; Jang et al. 2014]. Baicalein ist
ein selektiver Inhibitor verschiedener Lipoxygenasen, die im Zuge einer
Entziindungsreaktion vermehrt exprimiert werden [Deschamps et al. 2006] und mittels
Osteoklasten-Stimulation zu einem katabolen Knochestoffwechsel fithren [Lee et al.
2012]. Folglich wurde die Hypothese aufgestellt, dass Baicalein durch einen
osteoanabolen Effekt, welcher bereits an intakten M&useknochen gezeigt werden
konnte [Kim et al. 2008], zu einer verbesserten Frakturheilung fiihren wiirde. Ungeklért
sind bisher die Auswirkungen von Baicalein auf den Knochenstoffwechsel und die
Frakturheilung bei manifester Osteoporose, so dass diese Fragestellung im Rahmen

dieser Studie untersucht wurde.
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4.1 Die ovarektomierte Ratte als Osteoporosemodell und das metaphysiire
Frakturmodell

Das dieser Arbeit zu Grunde liegende Osteoporosemodell der ovarektomierten Ratte
war bereits Gegenstand einer groflen Anzahl wissenschaftlicher Studien, so dass
sowohl der Effekt des Lebensalters als auch der Nahrung auf den Knochenstoffwechsel
der Tiere hinlinglich dokumentiert sind [Thorndike und Turner 1998]. Uberdies
reagieren Rattenknochen auf mechanische Einfliisse, Hormone und Medikamente
analog zur menschlichen Knochenstruktur [Frost und Jee 1992]. Die Ovarektomie der
Ratten hat innerhalb von 8 bis 10 Wochen einen signifikanten Riickgang der spongidsen
Knochenmasse zur Folge [Miller und Wronski 1993]. Unterdessen ist die
Knochenmineraldichte der Tibia schon nach 14 Tagen nachweislich beeintrichtigt
[Lelovas et al. 2008]. Zwar zeigte sich der Kalzium-Verlust ovarektomierter Ratten
geringer, als der Kalzium-Verlust postmenopausaler Frauen [Kalu 1991], und der
basale multizelluldre Knochenumbau scheint im Fall von Rattenknochen limitiert zu
sein [Thorndike und Turner 1998], doch stimmen wesentliche Charakteristika, wie der
initial erhohte Knochenstoffwechsel, der stirkere Verlust von spongidsem gegeniiber
kortikalem Knochen und die Reaktion auf verschiedene Therapieformen iiberein [Kalu
1991]. So kdnnen die zentralen Aspekte des Knochenmasseverlustes postmenopausaler
Frauen durch das Rattenmodell reproduziert werden.

Die erfolgreiche Ovarektomie wurde in diesem Versuch durch die Entwicklung der
Korper- und Uterusgewichte der Versuchstiere untermauert. Bereits in der zweiten
postoperativen Woche kam es zu einem signifikanten Anstieg des Korpergewichts aller
ovarektomierten Ratten im Vergleich zur NON OVX-Gruppe (vgl. 3.1, S. 51). Dariiber
hinaus sprachen auch, entsprechend dem abfallenden Ostrogenspiegel und
Uterusgewicht in der Postmenopause, die hochst signifikant geringeren Uterusgewichte
aller ovarektomierten Tiere (vgl. 3.2, S.52) fiir verringerte Ostrogenwerte.

Ein Grofiteil der Osteoporose-induzierten Frakturen tritt im Bereich der Metaphysen
der Rohrenknochen auf, was durch die deutliche Reduktion der spongidsen
Knochendichte begriindet ist, die sich im Bereich der proximalen Tibia auf bis zu 50%
innerhalb von 3 Monaten belaufen kann [Jee und Yao 2001]. Ungeachtet dieser
Erkenntnisse behandelt eine Vielzahl von Studien lediglich die Frakturheilung der
Diaphyse [Cao et al. 2002; Hatano et al. 2004; Kubo et al. 1999; Li et al 2001; Nakajima

et al. 2002]. Doch osteoporotische Verdnderungen treten in deutlich geringerem Malle
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am diaphysdren Knochen auf, und biomechanische Eigenschaften divergieren vom
eigentlichen Grad der Osteoporose, da durch die Zunahme des Durchmessers der
Knochenmarkshohle die Stabilitét trotz diinnerer Kortikalis aufrechterhalten werden
kann [Aerssens et al. 1996; Peng et al. 1994]. Diese Verzerrung wurde im Zuge dieser
Arbeit durch die Wahl des etablierten metaphysaren Frakturmodells nach Stiirmer et al.

[2010a; 2010b] vermieden.

4.2 Biomechanischer Kompressionstest

Um Unterschiede beziiglich der mechanischen Eigenschaften wie der Stirke des
Frakturkallus und der Elastizitit der Tibiae zu dokumentieren, wurde ein von Stiirmer
et al. [2006] entwickelter Drei-Punkt-Biegetest durchgefiihrt. Diese Methode hat sich
bereits in einigen anderen Studien bewihrt [Ibrahim et al. 2014; Chen et al. 2014;
Kaczmarczyk-Sedlak 2013; Komrakova et al. 2013] und wurde daher zur Revision der
Frakturheilung eingesetzt. Bekannt ist bereits, dass sich die osteoporotischen
Verianderungen im biomechanischen Test im Bereich der Metaphyse als verminderte
Elastizitit und reduzierte maximale Belastung niederschlagen, wihrend keine
statistisch signifikanten Abweichungen an der diaphysalen Tibia nachweisbar sind
[Chen et al. 2008]. Tatséchlich beeinflusst Osteoporose unverkennbar vor allem die
friihe Phase der Frakturheilung, was in deutlich verminderter Kallus- und
Knochenstabilitdt resultiert und sich sowohl durch die reduzierte BMD, als auch die
begrenzte Ausbildung reifen Knochengewebes ausdriickt [Namkung-Matthai et al.
2001]. Weiterhin wird auch die spite Phase der Frakturheilung beeinflusst, verursacht
durch eine prolongierte Kalzifikation des endochondralen Knochens, gesteigerte
Osteoklasteaktivitidt und irreguldres sowie verstreutes Trabekelwachstum [Xu et al.
2004, Wang et al. 2005].

Unbekannt war bisher allerdings der Effekt von Lipoxygenasehemmern wie Baicalein
auf die biomechanischen Eigenschaften und die Frakturheilung osteoporotischer
Knochen. Fiir diverse Phytohormone konnte bereits ein positiver Effekt auf die
Kallusqualitédt und die trabekuldre Knochenformation nachgewiesen werden [Kolios et
al. 2010; Sehmisch et al. 2010]. Im Kontrast dazu konnen die Ergebnisse des
biomechanischen Tests dieser Arbeit keine Verbesserung der Kallusfestigkeit
und -elastizitdt fiir die mit Baicalein behandelten Gruppen erkennen lassen. Die
Knochen der mit 100 mg Baicalein pro Kilogramm Kd&rpergewicht behandelten Tiere

zeigen lediglich eine nicht signifikant gesteigerte Elastizitdt gegeniiber dem restlichen
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ovarektomierten Kollektiv. Dennoch wére eine Verbesserung der Knochenstabilitét
durch die optimierte Verteilung des Lipoxygenasehemmers im Gewebe in Folge der
Darreichung mit dem Futter denkbar. Die Mdglichkeit der oralen Metabolisierung des
Lipoxygenaseinhibitors wurde bereits im Rattenmodell untersucht und bestitigt [Akao
et al. 2013]. Der schnellere Entziindungsriickgang und die verbesserte Defektheilung

konnten so in einem stabileren Frakturkallus resultieren.

4.3 Mikro-Computertomographie

Entwicklungen im Bereich der Mikro-Computertomographie lassen mittlerweile eine
In-vivo-Bildgebung bei Kleintiermodellen mit hoher rdumlicher Auflosung zu, so dass
eine Beurteilung der quantitativen und qualitativen Knochenarchitektur ohne
Schadigung des Tieres erfolgen kann [ Waarsing et al. 2004]. Dariiber hinaus kann eine
Quantifizierung des subchondralen Knochengewebes im Zeitverlauf an demselben Tier
erfolgen und innerhalb eines longitudinalen Studiendesigns analysiert werden [Boyd et
al. 2006; Perilli et al. 2010]. Das in dieser Studie verwendete Quantum GX microCT
der Firma PerkinElmer® ist ein jlingst entwickeltes System, das mit Hilfe einer grof3en
Anzahl an Schnittbildern eine 3D-Rekonstruktion von Geweben oder gesamten
Organismen erlaubt. Die dreidimensionale Darstellung ist der zweidimensionalen
Histomorphometrie von Diinnschnitten insofern iiberlegen, als dass topologische
Parameter wie die Vernetzung der Knochenstruktur evaluiert werden knnen [Engelke
et al. 1999]. Zwar wurden in dieser Arbeit keine lebenden Tiere, sondern lediglich die
entnommenen Tibiae einer Bildgebung unterzogen, doch kamen hier das hohe
Auflosungsvermogen (4,5 pum Voxel Grofe) sowie die niedrige Strahlendosis
(durchschnittlich 15mGy pro Scan) wihrend einer duferst kurzen Scan-Zeit (ldngste
Scan-Zeit: 2 Minuten) zum Tragen. Damit wurden ein zentraler Nachteil der bisherigen
Mikro-CT Technologien, die langen Scan-Zeiten von bis zu mehreren Stunden,
behoben [Engelke et al. 1999; Yajima 2007]. Essenziell ist bei dieser neu etablierten
Methode, dass die niedrige Strahlendosis die Gefahr der Schidigung der
osteoporotischen Rattenknochen minimiert, welche bei fritheren In-vivo-Mikro-CT
Analysen zu einer Reduktion des Trabekelvolumens gefiihrt hat [Klinck et al. 2008].
Die hohe rdumliche Aufldsung ermdglichte eine genaue Evaluierung der kortikalen
Mikrostruktur, welche als fundamental fiir die Interpretation der biomechanischen

Eigenschaften eines osteoporotischen Knochens gilt [Genant et al. 2007; Ito 2011].
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Die Annahme, dass Baicalein, welches durch Inhibiton von Lipoxygenasen
[Deschamps et al. 2006], die durch Osteoklasten-Stimulation einen katabolen
Knochenstoffwechsel bedingen [Lee et al. 2012], einen osteoanabolen Effekt haben
konnte, wurde durch diesen Versuch nicht vollstindig bestitigt. Trotz des bereits
nachgewiesenen osteoanabolen Effektes bei intakten Mauseknochen [Kim et al. 2008],
konnten weder beim Kortikalisvolumen, noch der BMD der Kortikalis signifikante
Differenzen nachgewiesen werden. Das Kortikalisvolumen der mit Baicalein
behandelten Gruppen lag allerdings leicht iiber dem der ovarektomierten,
unbehandelten Gruppe (NON OVX: 22,51+7,95 mm?; OVX: 18,45+6,31 mm?>; 1 mg
Baicalein: 20,74+8,89 mm?®; 10 mg Baicalein: 20,01+4,01 mm?; 100 mg Baicalein:
23,26+4,23 mm?®). In Bezug auf die Kallusdichte ist eine hoch signifkante
Verminderung bei den ovarektomierten, nicht mit Baicalein behandelten Tieren,
verglichen mit der Gruppe NON OVX zu verzeichnen, wihrend die Werte aller anderen
Versuchsgruppen auf nahezu gleichem Niveau sind. Dies spricht zumindest fiir eine
Anndherung der Kallusdichte der mit Baicalein behandelten Gruppen an die nicht
ovarektomierten und damit nicht von Osteoporose betroffenen Tiere. Dem gegeniiber
steht allerdings, dass das Kallusvolumen der Ratten, bei denen die hdchste
Konzentration Baicalein appliziert wurde (100 mg pro Kilogramm Korpergewicht),
signifikant unter dem der Gruppe NON OVX liegt. Dieses Ergebnis ist womoglich auf
die Osteoklasten-Inhibition durch Baicalein zuriickzufiihren. Osteoklasten stellen
jedoch einen obligaten Faktor beziiglich der Kallusresorption und nicht zuletzt der
Knochenheilung dar [Marsell et al. 2011]. Hinsichtlich des Knochenvolumens stellen
sich signifikante Unterschiede im Kollektiv der Baicalein-Behandlungsgruppe
gegeniiber den nicht ovarektomierten Tieren dar. Sowohl die mit 10 mg, als auch die
mit 100 mg Baicalein behandelten Tiere wiesen ein signifikant niedrigeres

Knochenvolumen auf.
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4.4 Mikroradiographie

Im Rahmen einer mikroradiographischen  Untersuchung werden  die
Knochenbinnenstrukturen durch Erfassung der Unterschiede im Mineralgehalt der
Gewebeanteile mit Hilfe von Rontgenstrahlung als zweidimensionales Bild dargestellt.
Dieser Ansatz unterscheidet sich von der Mikro-Computertomographie insofern, als die
dreidimensionale Visualisierung und Registrierung der Knochenvernetzung nicht
moglich ist. Die Mikroradiographie ist dennoch eine lange etablierte und oft genutzte
Methode, um Verdnderungen der Knochenmineralisierung und Gewebeumbau
feststellen zu konnen [Jowsey und Riggs 1972; Engstrom et al. 1955; Clemmons 1955].
Im Zuge der mikroradiographischen Analyse konnten beziiglich der distalen
plattennahen Kortikalisdicke fiir die mit 1 mg und 10 mg Baicalein behandelten
Versuchstiere signifikant groBere Werte im Vergleich zu den Gruppen NON OVX und
OVX ermittelt werden. Plattenfern wurden allerdings keine signifikante Abweichung
der Kortikalis gefunden (vgl. Abb. 38 und 39, S. 55; Anh. Tab. 9, S. 86). Dieser
Divergenz zwischen plattennaher und plattenferner Kortikalisdicke bedingt unter
Umstidnden das Ergebnis der Mikro-Computertomographie. Hier konnten in Bezug auf
die Knochenmineraldichte und das Volumen der Kortikalis keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (vgl. Abb. 24 und 25, S. 48/49; Anh. Tab. 5, S. 84).
Die gute Korrelation zwischen den Methoden der zweidimensionalen und
dreidimensionalen Bildgebung, welche durch Guggenbuhl et al. (2006) proklamiert
wurde, ist daher aus diesen Ergebnissen nicht eindeutig ableitbar. Der alleinige Einsatz
der Mikroradiographie konnte defizitér sein. Es scheint vielmehr zu einer Verbesserung
der Validitdt zu kommen, wenn beide Untersuchungsmethoden kombiniert und kritisch
gegeneinander abgewogen werden. Zu diesem Resultat kommen auch Gielkens et al.
(2008) in ihrer Studie zum Vergleich der Mikro-CT, Mikroradiographie und
Histomorphometrie, da hier sogar eine Uberschiitzung des Knochenaufbaus durch die
Mikroradiographie detektiert werden konnte. Vor allem jedoch die Mdglichkeit der
BMD-Messung begriindet in der Osteoporoseforschung die Uberlegenheit der Mikro-
Computertomographie, da die Knochenmineraldichte schon seit Jahren als starker
Priadiktor fiir das Frakturrisiko postmenopausaler Frauen gilt [Garnero und Delmas
2004]. Die BMD- Ermittlung ist also ein entscheidender Schritt in der Ubertragung
dieser Studienergebnisse auf den klinischen Alltag. Gleichwohl kann die individuelle

Differenzierung zwischen den plattennahen, plattenfernen und endostalen
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Kallusanteilen wiederum als deutlicher Vorteil der mikroradiographischen Auswertung
betrachtet werden. Diese ermdglicht unter anderem, den Stellenwert der mechanischen
Einfliisse durch die Osteosyntheseplatte auf die Kallusbildung einzuschéitzen.
Hinsichtlich der Kallusparameter konnte mikroradiographisch eine signifikant
verstéarkte endostale Kallusbildung der nicht ovarektomierten Ratten festgestellt werden
(NON OVX: 56,50£16,51 %; OVX: 33,96+ 5,10 %; 1 mg Baicalein: 31,32+ 10,95 %;
10 mg Baicalein: 40,08+ 11,23 %; 100 mg Baicalein: 41,99+ 17,63 %). Diese
Ergebnisse decken sich mit der Mikro-CT Analyse, welche eine hoch signifikant hohere
Kallus-BMD fiir NON OVX im Vergleich zu OVX sowie ein signifikant groB3eres
Kallusvolumen des NON OVX-Kollektivs in Relation zur 100-mg-Baicalein-Gruppe
ergab (vgl. Abb. 26 und 27, S. 49/50; Anh. Tab. 6, S. 84). Diese Resultate
demonstrieren die iiberlegene Frakturheilung der nicht osteoporotischen Knochen,
welche offenbar nur ansatzweise durch den Lipoxygenaseinhibitor Baicalein
auszugleichen ist. Diese Ergebnisse stehen nicht vollstindig im Einklang mit denen
vergangener Studien, welche die deutliche osteoanabole und antiosteoporotische
Wirkung des Baicaleins untermauern [Kim et al. 2008; Li et al. 2015]. Dies konnte in
Zusammenhang mit dem Fazit von Somjen et al. (2008) stehen, welches
Lipoxygenasemetabolite als Mediatoren des Parathormon-abhéngigen
Osteoblastenwachstums propagiert. PTH wird trotz seiner osteokatabolen Wirkung bei
kontinuierlicher Gabe wiederum als eine Perspektive fiir die Osteoporosetherapie
gesehen, da es bei intermittierender Applikation einen gegenteiligen Effekt erzielt
[Esbrit und Alcaraz 2013; Morley et al. 2001]. Zu iiberpriifen wére demnach, ob
Lipoxygenaseinhibitoren moglicherweise vielmehr die Osteoblastenformation
behindern als sie zu unterstiitzen. Auch die unter 4.3 erwihnte Behinderung des
Osteoklastenwachstums durch Baicalein stellt ein Hindernis in der Frakturheilung dar.
Die Osteoklastenhemmung, wenngleich sie sich positiv auf den gesunden Knochen
auswirkt, ist bei der Knochenneuformation ein Nachteil.

Die in der Mikroradiographie signifikant niedrigere plattenferne Kallusdichte der
ovarektomierten unbehandelten Ratten im Vergleich zu NON OV X und der niedrigsten
Baicalein-Konzentration (vgl. Abb. 45, S. 59; Anh. Tab. 10, S. 87) lassen allerdings die
gelungene Ovarektomie und nachfolgende Osteoporose sowie eine anndhernde
Heilungsverbessung durch die Baicalein-Applikation erkennen. Im Hinblick auf die
Kallusdicke konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (vgl.

Abb. 42 und 43, S. 57; Anh. Tab. 10, S. 87). Dies konnte wiederum mit der
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Osteoklasten-Inhibition durch Baicalein zusammenhingen, da von diesen Zellen die

Formation des harten Kallus abhingt [Schindeler et al. 2008].

4.5 Polychrome Sequenzmarkierung

Die Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung weisen deutlich darauf hin, dass
die Frakturheilung der nicht ovarektomierten Versuchstiere derjenigen der restlichen
Gruppen iiberlegen ist. Im Hinblick auf den plattenfernen Kallusbereich konnte eine
signifikant groBere Fliche der NON OVX-Tiere im Vergleich zur 1-mg-Baicalein-
Gruppe und eine hoch signifikant gréBere Flache in Bezug auf die 100-mg-Baicalein-
Gruppe ermittelt werden (vgl. Abb. 55, S. 64; Anh. Tab. 12, S. 88). Dieses mithilfe der
Calcein-Griin-Markierung visualisierte Endergebnis, hatte sich bereits bis Tag 20 des
Versuches herauskristallisiert. Zu diesem Zeitpunkt konnten fiir NON OV X schon hoch
signifikant grofBere Werte als bei der 10 mg Baicalein Gruppe und eine hdchst
signifikant groBere Fliche im Vergleich zu den restlichen Tieren gemessen werden
(vgl. Abb. 56, S. 64; Anh. Tab. 12, S. 88).

Des Weiteren verdeutlicht die Analyse der friihesten Uberbriickung des Frakturspalts,
dass im Falle der nicht osteoporotischen Tibiae der NON OV X-Ratten eine schnellere
Wiederangliederung der Frakturenden stattfand. Bemerkenswert ist diesbeziiglich
gleichwohl die zwei bis drei Tage friihere Uberbriickung der Frakturenden bei allen
Baicalein-Gruppen im Vergleich zu den ovarektomierten, unbehandelten Tieren. Hier
konnte die den Flavonoiden, also auch Baicalein, inhdrente Wirkung als Phytoostrogen
eine Rolle spielen [Choi et al. 2013]. Es wurde jedoch gezeigt, dass Baicalein die
Osteoblasten-Differenzierung weniger durch seine Ostrogen-dhnliche Wirkung,
sondern iiber den Wnt-Signalweg initiiert [Guo et al. 2011]. Letzterer fiihrt {iber
Aktivierung des Strukturproteins beta-Catenin zur Transkription von Osteogenese-
Genen und schlieBlich auch zu einer verbesserten Knochenmineralisierung. Dieser
osteoanabole Effekt hat sich womdglich positiv auf die Frakturiiberbriickung
ausgewirkt.

Die schlechteren Resultate der ovarektomierten Ratten sind hdchstwahrscheinlich auch
auf die durch Osteoporose beeintrichtigte Angiogenese und Differenzierung
mesenchymaler Zellen zuriickfiihrbar [Cheung et al. 2016; Chen et al. 2016; Pang et al.
2015].

Beziiglich des plattennahen Kallus konnten allerdings fiir keinen Versuchszeitraum

signifikante Unterschiede festgestellt werden (vgl. Abb. 52, S. 62; Anh. Tab. 11, S. 87).
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Auffillig ist unterdessen die in der Fluoreszenzmikroskopie gemessene endostale
Kallusgesamtfliche in Relation zur in der Mikroradiographie erfassten endostalen
Kallusdichte. Die Auswertung beider Parameter in der Versuchsgruppe NON OVX
ergab, verglichen mit den anderen Versuchsgruppen, sowohl eine signifikant groBere
Flache als auch eine deutlich hohere Dichte. Der endostale Kallus ist besonders wichtig
fiir die Stabilisierung der Fraktur, wahrend der periostal gebildete Spindel- oder
Kugelkallus dabei eine untergeordnete Rolle spielt. Bereits innerhalb der ersten 20 Tage
der Frakturheilung zeichnete sich ein deutlich gesteigertes endostales Kalluswachstum
der nicht ovarektomierten Tiere ab (NON OVX hochst signifikant zu OVX, 1 mg
Baicalein und 100 mg Baicalein). Von Tag 21 bis 29 ist diese Entwicklung allerdings
rickldufig und es kam bei den Gruppen OVX, 10 mg Baicalein und 100 mg Baicalein
zu einer groferen Kallusentwicklung als bei den unbehandelten NON OVX-Tieren
(vgl. Abb. 58 und 59, S. 66; Anh. Tab. 13, S. 88). Dieser Trend wird auch im Falle des
plattenfernen Kalluswachstums deutlich. Wéhrend in der spdten Phase der
Frakturheilung bei NON OVX nur 30% des vorher manifestierten Kallus entstanden,
bildeten sich bei OVX 133 %, bei 1 mg Baicalein 50 %, bei 10 mg Baicalein 64 % und
bei 100 mg Baicalein 103 % der zuvor entwickelten Kallusfldche (vgl. Abb. 55 und 56,
S. 64; Anh. Tab. 12, S. 88).

Die negative Auswirkung der Osteoporose auf die frithe Periode der Frakturheilung ist
bereits seit einigen Jahren bekannt [Xu et al. 2003]. Es wird mittlerweile angenommen,
dass die protrahierte Kallusbildung der Ovarektomie-induzierten osteoporotischen
Fraktur in Zusammenhang mit der verzogerten Expression der Ostrogenrezeptoren
alpha und beta steht [Chow et al. 2014]. Dies wiirde den Riickstand der
Kallusentwicklung wahrend der primédren Heilungsphase erkldaren. Zweifelsohne stieg
die Rate des Kalluswachstums spéter im Vergleich zu NON OVX, da in letzterer
Gruppe bereits die Kallushédrtung und die Entstehung von Geflechtknochen und somit
kein Kalluswachstum mehr erfolgte. Dem gegeniiber stehen jedoch Studien, welche
groflere Unterschiede der Frakturheilung zwischen ovarektomierten und nicht
ovarektomierten Ratten nach 4 bis 6 Wochen beziehungsweise in der mittleren und
spiten Heilungsphase sehen [Oliver et al. 2013; Hao et al. 2007]. Auf Grund der
frithzeitigen Beendigung des Versuches vor dem Hintergrund der ausgeprigten
Nebenwirkungen des Baicaleins konnte der Heilungsverlauf leider nicht iiber eine
Dauer von 4 Wochen hinaus beobachtet werden. Es bleibt also fraglich, wie das

Kalluswachstum und die Kalllushédrtung beziiglich der ovarektomierten Tiere verlaufen
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wire. Tatsdchlich konnten diese das Kalluswachstum der nicht ovarektomierten Ratten
weder beziiglich der endostalen noch der plattenfernen Gesamtkallusfliche einholen.
Somit ist auch die absolute Gesamtfliche des kompletten Kallus bei NON OVX
signifikant groBer als bei den mit Baicalein behandelten Versuchstieren (vgl. Abb. 61,
S. 67; Anh. Tab. 14, S. 89). Dennoch scheint die mittlere Konzentration des Baicaleins
einen vorteilhaften Einfluss auf die Kallusentwicklung gehabt zu haben. Die Tiere
bildeten innerhalb der ersten 20 Tage eine signifikant gro3ere endostale Kallusfldche
im Verlgeich zu OVX sowie eine groflere Gesamtfliche des kompletten Kallus aus (vgl.
Abb. 59, S. 66; Anh. Tab. 13, S. 88). Es ist demnach denkbar, dass die niedrigere Dosis
Baicalein im subtherapeutischen Bereich lag, wihrend die hochste Konzentration zu
einer UbermiBigen subkutanen Baicalein-Ausfillung gefilhrt und damit die
Entziindungsreaktion provoziert hat. Auch wihrend des durch Li et al. (2015)
durchgefiihrten Versuches, der die Induktion der Osteoblasten-Differenzierung durch
Baicalein nachwies, wurde eine tigliche Dosierung von 10 mg/kg Korpergewicht
gewihlt. Hervorzuheben ist, dass der Heilungsmechanismus metaphysaler Knochen
von dem der Diaphysen abweicht. Der schnellere Heilungsprozess, welcher vermutlich
mit der grolen Anzahl mesenchymaler Stammzellen im metaphysalen Knochenmark
zusammenhdngt, und die Entstehung des endostalen Kallus wéhrend der
Trabekelheilung unterscheiden sich von der langsameren Regeneration diaphysaler
Frakturen. Diese heilen unter Ausbildung eines externen periostalen Kallus mit
Knorpelenstehung [Sandberg et al. 2016]. Baicalein konnte also die Fahigkeit besitzen,
genau diesen Mechanismus der endostalen Kallusbildung und Frakturstabilisierung zu

fordern.

4.6 Schlussfolgerungen

Ein positiver Einfluss des Lipoxygenasehemmers Baicalein auf die metaphysire
Frakturheilung osteoporotischer Knochen konnte vor allem fiir die endostale
Kallusbildung, sowie die Frakturiiberbriickung gezeigt werden.

Aus den Ergebnissen des biomechanischen Belastungstests liel sich jedoch keine
Verbesserung der Kallusfestigkeit und —elastizitit ableiten.

Auch das mit Hilfe der Mikro-Computertomographie ermittelte Kortikalisvolumen und
deren BMD wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Dennoch hat sich wahrend
dieser Untersuchung herauskristallisiert, dass die ovarektomierten unbehandelten Tiere

eine signifikant geringere Kallusdichte gegeniiber den nicht ovarektomierten Ratten
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aufwiesen, wihrend fiir die Baicalein-Gruppen und NON OVX é&hnliche Werte
ermittelt wurden. Das Kallusvolumen der mit der hochsten Baicalein-Konzentration
behandelten Tiere lag allerdings signifikant unter dem der nichtovarektomierten. Dieses
Resultat konnte fiir eine bessere Wirksamkeit der niedrigeren Baicalein-
Konzentrationen sprechen.

Die Annahme deckt sich mit der mikroradiographischen Analyse, die beziiglich der
distalen plattennahen Kortikalisdicke fiir die mit 1 mg und 10 mg Baicalein behandelten
Versuchstiere signifikant groBere Werte im Vergleich zu den Gruppen NON OVX und
OVX demonstrierte. Obwohl die Frakturheilung der nicht osteoporotischen Knochen
iiberlegen war, kann eine Heilungsverbesserung durch Baicalein gegeniiber einer
unbehandelten osteoporotischen Fraktur angenommen werden.

Auch die im Zuge der polychromen Sequenzmarkierung untersuchte Uberbriickung des
Frakturspalts fand bei den mit Bacalein behandelten Versuchstieren zwei bis drei Tage
frither statt als bei der unbehandelten ovarektomierten Gruppe. Dennoch wurden im
Hinblick auf die nicht ovarektomierten Ratten in der frithen Phase der Frakturheilung
ein signifikant grofere plattenferne Kallusfliche und letztlich eine groBere
Gesamtfliche des endostalen Kallus ermittelt. Da die mit 10 mg Baicalein behandelten
Ratten indessen innerhalb der ersten 20 Tage eine signifikant groBere endostale
Kallusfliche im Vergleich zu OVX ausbildeten, manifestiert sich in dieser
Untersuchung erneut der Vorteil der Applikation der mittleren Baicalein-Konzentration
in Relation zum lediglich ovarektomierten Kollektiv.

Unter Beriicksichtigung, dass besonders der endostale Kallus zur Frakturstabilisierung
beitragt, konnte hier ein Ansatzpunkt fiir weitergehende Forschungsprojekte bestehen.
Dabei wire die Wahl einer verdnderten Applikationsform des Baicaleins sinnvoll, um

Spritzabszesse zu vermeiden und eine bessere Wirkstoffverteilung zu erzielen.
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5 Zusammenfassung

Die systemische Skeletterkrankung Osteoporose zeichnet sich durch eine reduzierte
Knochenmineraldichte und eine Schiadigung der Mikroarchitektur des
Knochengewebes aus. Die globale Rolle der Osteoporose bedingt ihre Einstufung durch
die WHO als eine der 10 wichtigsten Volkskrankheiten [Bartl 2011]. Auch die Heilung
der osteoporotischen Fraktur ist vor allem in der frithen Phase durch Minderperfusion
sowie reduzierte Kallusformation und —qualitidt erschwert [Xu et al. 2003]. Die
Therapie der metaphysdren Fraktur des osteoporitschen Knochens durch
Lipoxygenase-Hemmer stellt einen neuen Ansatz in der Osteoporose Behandlung dar.
Schon lidnger wird, wegen der Auswirkung der S5-Lipoxygenasen auf die
Frakturheilung, ein osteoanaboler Einfluss der Lipoxygenase-Inhibitoren angenommen
[Lee et al 2012]. Der Effekt des selektiven 12/15-Lipoxygenase-Inhibitors Baicalein
auf die manifeste Osteoporose wurde jedoch kaum untersucht. Fiir das Flavonoid des
Baikal-Helmkrautes  (Scrutellaria  baicalensis) wurde bereits eine anti-
inflammatorische sowie eine anti-kanzerogene Wirkung nachgewiesen [Chen et al
2013].

60 weibliche Sprague-Dawley-Ratten (drei Monate alt, im Durchschnitt 275,4 + 15 g
schwer) wurden randomisiert zu gleichen Teilen in 5 Gruppen zu jeweils 12 Tieren
aufgeteilt. Die Gruppe NON OVX blieb ohne jegliche Behandlung, wéhrend die
anderen Tiere einer Ovarektomie unterzogen wurden. Bis zur 8 Wochen spiter
vorgenommenen bilateralen Osteotomie der Tibiae hatten die ovarektomierten Ratten
eine manifeste Osteoporose entwickelt. Dabei wurde an jeder Tibia-Metaphyse ein
transversaler Frakturspalt von 0,5 cm erzeugt und durch eine 5-Loch-Leibinger-Platte
aus Titan und je vier Schrauben osteosynthetisch versorgt. Die Baicalein-Applikation
erfolgte ab dem Tag nach der Osteotomie bei dreien der ovarektomierten Gruppen in
den Konzentrationen 1 mg/kg Korpergewicht, 10 mg/kg Korpergewicht und 100 mg/kg
Korpergewicht. An Tag 15, 20 und 28 nach Osteotomie wurden allen Tieren subkutan
drei Fluorochrome gespritzt, um die Ergebnisse im Zuge der polychromen
Sequenzmarkierung evaluieren zu konnen. Der Versuch wurde 4 Wochen nach
Osteotomie mit der Obduktion der Ratten beendet. Die Tibiae wurden einem

biomechanischen Belastungstest, einer Mikro-Computertomographie-Analyse sowie
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einer mikroradiographischen und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
unterzogen. Die Ergebnisse wurden durch den gekoppelten Einsatz der Varianzanalyse
one-way ANOVA und den Tukey-Kramer post-hoc-Test analysiert und das
Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt.

Der Einsatz des Lipoxygenasechemmers Baicalein zeigte positive Effekte auf die
Frakturheilung im Vergleich zu den unbehandelten osteoporotischen Kochen. Die
niedrigste und mittlere Baicalein-Konzentration resultierten in einer dickeren
plattennahen Kortikalis als OVX und NON OVX. Weiterhin konnte fiir die mit 10 mg
Baicalein behandelten Tiere eine groflere endostale Kallusfliche in Relation zu OVX
festgestellt werden. Hinzu kommt, dass die Frakturiiberbriickung der OVX-Ratten bis
zu drei Tage spiter stattfand als bei den Baicalein-Gruppen. Dennoch fielen die Werte
der nicht osteoporotischen Knochen vor allem in Bezug auf die endostale Kallusdichte
und —fliche sowie die gesamte Kallusfliche auch gegeniiber den mit Baicalein
behandelten Versuchsgruppen signifikant besser aus.

Abschlielend sind die besseren Ergebnisse der niedrigeren Baicalein Konzentrationen
herauszustellen. Die schlechte Loslichkeit des Wirkstoffes und die nachfolgende
Abszess-Bildung dominierten besonders bei den Tieren, die mit der hdchsten
Konzentration Baicalein behandelt wurden. Die Baicalein-Applikation hat jedoch das
Potential, die Heilung der metaphysidren Fraktur bei manifester Osteoporose zu
unterstiitzen und sowohl eine frithere Frakturiiberbriickung als auch bessere
biomechanische Ergebnisse zu erzielen. Wahrend die weit verbreiteten Bisphosphonate
und der RANK-L-Inhibitior Denosumab die Kallusreifung aufhalten [Hegde et al.
2016], scheint diese durch Baicalein beschleunigt zu werden. Allerdings bleiben die
hier gelieferten Ansétze weiter zu untersuchen. Vor allem auch die phytodstrogenen
Eigenschaften und deren Relevanz fiir den antiosteoporotischen Einfluss des
Flavonoids sind zu priifen. Eine verdnderte Darreichungsform konnte dariiber hinaus
die anti-inflammatorische und osteoanabole Wirkung des Lipoxygenasehemmers
verstiarken und genauere Erkenntnisse liber den Effekt der Osteoklasteninhibition auf
die Frakturheilung erbringen. SchlieBlich wiirde auch die Prizipitation des Baicaleins
im Gewebe und damit die Abszessbildung vermieden werden, wenn die Darreichung

beispielsweise mit dem Futter erfolgen wiirde.
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6.1 Korpergewicht der Tiere im Verlauf
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Tabelle 1: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Korpergewichte der

Tiere iiber die Versuchswochen in Gramm

Versuchs-
wochen

0

10

11

12

B=signifikant zu NON OVX; *** =p < 0,001, ** =p < 0,01, * =p < 0,05

NON
OvX
266+ 17

278 £ 13

277+ 12

290+ 11

296 £ 10

304+ 11

304 £13

307 £25

307 £25

297+ 10

3037

30610

311+ 10

OvX

278 £ 16
292 + 14

324 +£21
(B*)
355+26
(B*)
367 £28
(B*)
371 +32
(B*)
372 £33
(B*)
381 +35
(B*)
378 + 39
(B*)
346 + 39
(B*)
350 + 39
(B*)
356 £40
(B*)
350 £ 48
(B*)

1 mg
Baicalein

282+ 16

298 + 15
(B*)
334+20
(B*)
364 +26
(B*)
371 +£29
(B*)
377 +31
(B*)
379 +32
(B*)
390 + 34
(B*)
383 +20
(B*)
343+ 15
(B*)
346 + 17
(B*)
349 £ 16
(B*)
345+ 17

10 mg
Baicalein

274 £ 16
289 £ 15

315+ 17
(B*)
341+ 19
(B*)
35122
(B*)
356 + 24
(B*)
358 £27
(B*)
366 + 28
(B*)
367 +29
(B
334+30
(B*)
331+30

341 £27
(B*)
341 £ 30

100 mg
Baicalein

277+ 11
291 £13

316 £ 13
(B*)
344 £ 18
(B*)
351 £25
(B*)
361 +£25
(B*)
357 +23
(B*)
361 +£23
(B*)
365+24
(B*)
338 £22
(B*)
344 £22
(B*)
345+£22
(B*)
336+ 22
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6.2 Uterusgewicht
Tabelle 2: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Uterusgewichte jeder
Versuchsgruppe am Tag der Obduktion

Messgrole  NON OVX 1mg 10 mg 100 mg
OvVX Baicalein Baicalein Baicalein
Uterus- 0,64 £ 0,11+ 0,13+0,09 0,14 £ 0,04 0,15+0,03
gewicht 0,17 0,02 (B**%*) (B*%*%*) (B***)
)

B=signifikant zu NON OVX, ***=p < 0,001

6.3 Ergebnisse des biomechanischen Tests
Tabelle 3: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Messgrofien des

biomechanischen Tests

Parameter NON OVX OVX 1 mg 10 mg 100 mg
Baicalein Baicalein Baicalein
Elastizitit 2797 £ 16,46 + 14,99 + 15,35+ 20,36 £
(N/mm) 8,69 7,76 7,79 5,89 7,95
Streckgrenze 43,09 + 38,13 + 14,03 + 7,76 13,90 +
(N) 31,78 31,46 11,36 1,34 3,91
Maximalkraft 51,15+ 48,00 £ 2597 £ 13,92 + 19,54 +

(N) 31,32 33,09 16,07 2,26 4,79
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6.4 Ergebnisse der Mikrocomputertomographie

Tabelle 4: Darstellung der Mittelwerte = Standardabweichung der Messgroflen der
Weichteile

Weichteil- NON OovX 1 mg 10 mg 100 mg
parameter OvVX Baicalein Baicalein Baicalein
Mittlere 0,093 0,096 0,115+£0,023 0,106 £0,025 0,118 +0,014
Dichte + 0,024 +0,019

(g/em’)

Volumen 92,10 97,49 58,03+20,95 90,07+31,42 71,05+31,07
(mm?) + 56,10 +36,20

Tabelle 5: Darstellung der Mittelwerte = Standardabweichung der Messgrofien der

Kortikalis

Kortikalis- NON ovX 1 mg 10 mg 100 mg
parameter ovXx Baicalein Baicalein Baicalein
Mittlere BMD 1,18 1,14 1,20 + 0,04 1,19 +0,02 1,20 £ 0,03
(g/em’) £ +

0,035 0,13
Volumen 22,51+ 18,45+ 20,74+8,89 20,01 £4,01 23,26 +£4,23
(mm?) 7,95 6,31

Tabelle 6: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Messgrofien des
Kallus

Kallus- NON ovX 1 mg 10 mg 100 mg
parameter ovX Baicalein Baicalein Baicalein
Mittlere 0,61+ 0,55+ 0,60+0,04 0,57 £0,03 0,58 £0,03
Dichte (g/cm®) 0,04 0,04

(B**)
Volumen 77,70 £ 56,44 53,84 £26,03 51,70+ 17,41 47,75+15,77
(mm?) 30,75  + (B*)

17,24

= signifikant zu ;¥ =p<0,05, **=p <0,
B = signifik NON OVX; * = p < 0,05, **=p < 0,01
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Tabelle 7: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Messgrofien des

gesamten Knochens

Parameter

Mittlere BMD
(g/ cm’ )

Volumen
(mm”)

NON
OovX

0,75

+

0,10
100,73
+

24,76

OovX

0,70
+
0,08
74,92
+
21,33

1 mg

Baicalein

0,78 £0,10

74,31
24,28

= signifikant zu NON OVX; * =p < 0,05
g p

10 mg

Baicalein

0,75 £ 0,06

= 71,71 £ 18,80

(B*)

100 mg

Baicalein

0,79 £0,08

71,0 + 15,77
(B

Tabelle 8: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Messgrofien des

gesamten Gewebes

Parameter

Mittlere BMD
(g/em’)

Volumen
(mm”)

BV/TV (%)

NON

OvX

0,47

0,14

208,40

72,13

56,25 +
13,97

OvX

0,37
+
0,07

143,60
+

10,83

44,17 £
6,74

1 mg

Baicalein

0,47 +
0,09

134,30 +
40,06

55,07 £
8,55

10 mg

Baicalein

0,40 +
0,08

161,70 +
38,55

4547 £
10,44

100 mg

Baicalein

0,43 +
0,13

142,00 +
45,10

51,87 £+
7,95
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Tabelle 9: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Kortikalismessgrofien

Kortikalis- NON OvVX 1 mg
Parameter ovX Baicalein
Kortikalisdicke 0,31+0,16  0,27+0,15 0,46%0,11
distal plattennah  (y*) (B*)
(ot (r*)
Kortikalisdicke 0,37+0,20  0,42+0,15  0,44+0,12
distal plattenfern

(mm)

Kortikalisdichte 99,07+ 99,58+ 99,36+
distal plattennah 0,97 0,60 0,74

(o)

Kortikalisdichte 08,45+ 98,59+ 99,30+
distal plattenfern (%) 3,58 2,32 0,92

= signifikant zu NON OVX, y= signifikant zu OVX, *=p < 0,05

10 mg

Baicalein

0,47£0,15
(B
*)
0,36%0,15

99,37+

0,72

99,40+
0,68

100 mg

Baicalein

0,38+0,1
8

0,49+0,1
9

98,73+
1,96

99,39+
1,18
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Tabelle 10: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Kallusmessgrofien

Kallus-Parameter NON OvVX 1 mg 10 mg 100 mg
OovX Baicalein Baicalein Baicalein
Kallusdicke 0,79+£0,58 0,85+0,33  0,74+0,51 0,57£0,44 0,68+0,37
plattennah (mm)
Kallusdicke 0,87+0,75  0,69+0,37 0,58+0,39  0,97+0,39  0,59+0,37
plattenfern (mm)
Kallusdichte 64,50+ 47,93+ 65,33+ 64,57+ 55,82+
plattennah (%) 13,08 10,68 13,94 18,42 13,52
Kallusdichte 65,09+ 45,97+ 66,31+ 55,01+ 52,98+
plattenfern (%) 15,44 15,49 14,46 11,69 17,04
() (r**)
Kallusdichte 56,50+ 33,96+ 31,32+ 40,08+ 41,99+
endostal (%) 16,51 5,10 10,95 11,23 17,63
(B**) (B***) (B*) (B*)

= signifikant zu NON OVX, y=signifikant zu OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01, ***=p < (0,001
g ¥=sig p P Y

6.6 Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung

Tabelle 11: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Messgrofien des

plattennahen Kallus

(mm?)

Kallusfliche NON OVX OVX 1 mg 10 mg 100 mg
plattennah Baicalein Baicalein Baicalein
Gesamtfliche 0,76+1,41 1,08+0,96 0,64+0,64 1,00+0,88 1,09+1,04
(mm?)

CG- Fliache 0,44+1,02 0,43 £0,50  0,34+0,33 0,52+0,61 0,54+0,58
(mm?)

AK- Flache 0,26+0,37 0,58+0,44 0,26+0,34 0,44+0,39 0,50+0,56
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Tabelle 12: Darstellung der Mittelwerte = Standardabweichung der Messgroflen des

plattenfernen Kallus

Kallusflache

plattenfern

Gesamtfliche = 3,20+1,05
(mm?)
CG- Flache 2,38+0,71
(mm?)
AK- Fliche 0,72+0,58

(mm?)

NON OVX OVX

2,46+1,04

1,02+0,81

1,36%£1,02

1 mg

Baicalein

1,98+1,43
(B*)
1,24+0,73

0,62+0,71

10 mg

Baicalein

2,59+1,23

1,45%0,76

(B**)
0,93+0,56

B= signifikant zu NON OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01, ***=p < 0,001

100 mg

Baicalein

1,65+1,02
(B**)
0,74%0,47

0,76+0,68

Tabelle 13: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Messgroflen des

endostalen Kallus

Kallusflache

endostal

Gesamtflache 3,02+1,30
(mm?)
CG- Flache 2,23+0,99
(mm?)
AK- Fliche 0,63+0,56

(mm?)

NON OVX OVX

1,66+1,24

0,28+0,38

1,26+0,98

1 mg

Baicalein

1,42+1,13
(B**)
0,74+0,62

0,57+0.,53

10 mg

Baicalein

2,51£1,32

1,37+1,36
)
0,96%0,57

100 mg

Baicalein

2,04+£1,15

1,04+0,62

0,87+0,71

= signifikant zu NON OV X, y= signifikant zu OVX, *=p < 0,05, **=p < 0,01, ***=p < 0,001
g y=sig p Y Y
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Tabelle 14: Darstellung der Mittelwerte = Standardabweichung der Messgrofle fiir den

gesamten Kallus

Kallusfliche NON OVX OVX 1 mg

komplett Baicalein

Gesamtfliche 7,12+2,93 5,20+£2.28 4,04+1,90
kompletter (B**)
Kallus

B= signifikant zu NON OVX, *=p

10 mg

Baicalein

6,10£2,58

100 mg

Baicalein

4,78+2,48
(B
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