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Einleitung

1. Einleitung

Es gibt verschiedene Therapiemdglichkeiten fiir die postmenopausale Osteoporose. Einige
Therapien sind zwar effektiv, aber durch Nebenwirkungen, gleichzeitige Komorbiditat und
unzureichende langfristige Compliance gekennzeichnet. Die Behandlung der Arthrose bein-
haltet bis heute nur die symptomatische Therapie. Daher besteht erheblicher Forschungsbe-
darf zur Pravention der postmenopausalen Osteoporose sowie der Arthrose. Derzeit werden
Pflanzenstoffe wie Cimicifuga racemosa (CR) intensiv untersucht. Meine Dissertation bein-
haltet tierexperimentelle Untersuchungen der antiosteoporotischen und antiarthrotischen
Wirkungen der CR BNO 1055/C001 sowie ihrer Fraktionen und Subfraktionen. Als anerkann-
tes Tiermodell diente die Ratte. Sie ist ein etabliertes, weit verbreitetes Modell fir post-

menopausalen Knochenverlust (Kalu 1991, Casari et al. 1997).

1.1. Osteoporose und Arthrose

Aufgrund der Gesundheitskosten und der epidemiologischen Faktoren hat die Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) die Osteoporose zu einer der 10 wichtigsten Erkrankungen der Ge-
genwart erklart. Erhebungen der WHO-Studiengruppe haben gezeigt, dass in den wohlha-
benden Staaten der Erde mehr als eine von vier Frauen, alter als 70 Jahre, eine osteoporoti-
sche Fraktur erleidet. Das individuelle Risiko, im Laufe des Lebens einen handgelenksnahen
Unterarmbruch, eine Schenkelhalsfraktur oder einen Wirbelbruch zu bekommen, lasst sich
mit etwa 15% errechnen und findet sich damit im Bereich des Risikos fiir koronare Herzer-

krankungen (Gotte und Dittmar 2001).

Im Zuge des demographischen Wandels nimmt der Anteil alter Menschen in den Industrie-
nationen stetig zu. Mit dem Alter kommt es zum Verlust von Knochengewebe und zum An-
stieg der Knochenfragilitdt, die zu Knochenbriichen fihrt. In den letzten Jahren ist diese
Problematik zu einer grolRen gesundheitlichen Gefahr geworden. Es leiden mehr als 200 Mil-
lionen Menschen weltweit unter Osteoporose. Sie hat die héchste Inzidenz aller Krankheiten
in der alteren Bevolkerung (Rachner et al. 2011). Osteoporose hat finanzielle, physische und

psychosoziale Folgen, die erhebliche Auswirkungen auf den Einzelnen, die Familie und auf
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die Gemeinschaft haben. Unter den 7,8 Mio. in Deutschland lebenden Osteoporosepatien-
ten (Heberlein 2011) erleiden etwa 330.000 Menschen einen Knochenbruch (Fortsch et al.
2014). In den USA hat die National Osteoporosis Foundation geschéatzt, dass derzeit 44 Mio.
Menschen (iber dem 50. Lebensjahr an Osteoporose und ihrer Vorstufe, der Osteopenie,
leiden. Nach weiteren Schatzungen wird sich diese Zahl bis zum Jahre 2020 um 1/3 auf 61

Mio. erhéhen (Dolbow et al. 2013).

Da es sich bei Ratten um Quadrupeden handelt, neigen die Versuchstiere im Gegensatz zu
einer osteoporotischen Frau nicht zu einer Frakturanfalligkeit, obwohl sich die pathophysio-
logischen Mechanismen unter Ostrogenmangel dhneln. Bei strenger Betrachtung diirfte da-
her die Ratte nicht als Modell fir die postmenopausale Osteoporose bezeichnet werden.
Stattdessen dient sie als Modell fiir postmenopausalen Knochenverlust, da nur bei einer

Frau die per Definition festgelegten klinischen Erscheinungsbilder eintreten (Feldhaus 2006).

Arthrose zahlt wie Osteoporose zu den haufigsten chronischen Erkrankungen mit einer ge-
schatzten Gesamtpravalenz in der erwachsenen Allgemeinbevdlkerung von 11 % bis 24 %
(Pereira et al. 2011). Die Pravalenz der Arthrose steigt mit zunehmendem Alter bei Mannern
und Frauen. Zudem erhoht sich die Inzidenz drastisch nach der Menopause (Sniekers et al.
2010). Die Erkrankung betrifft vor allem Gewicht tragende Gelenke wie Wirbelsaule, Hifte
und Knie (Coggon et al. 2001). Dabei kommt es zu erheblichen Schmerzen und Behinderun-
gen, was nach einer gewissen Zeit einen Hift- oder Kniegelenk-Ersatz erfordern kann (Bin-
gham et al. 2006). Bei den Ratten hat die Ovx ebenfalls schadliche Auswirkungen auf das
Knorpelgewebe, indem sie zur Ausdiinnung des Knorpels fiihrt. Daher ist die ovarektomierte
(ovx) Ratte ein gutes Modell fiir Studien der Arthrose (Kapur et al. 2010, Seidlova-Wuttke et

al. 2012b).

1.1.1. Definition und Klassifikation der Osteoporose

Der Begriff der Osteoporose wurde von der Consensus Development Conference 1993 wie
folgt definiert: Es ist eine systemische skelettale Erkrankung mit einer niedrigen Knochen-
masse, mikroarchitektonischen Verschlechterung des Knochengewebes, die zu einer erhoh-
ten Knochenbriichigkeit und einer konsequenten Erhéhung des Fraktur-Risikos fihrt (Con-

sensus Development Conference 1993).
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Es existieren verschiedene Einteilungen bzw. Klassifikationen der Osteoporose mit jeweils
unterschiedlichen Ursachen fiir die Erkrankung.

Die Osteoporose wird in eine primare und eine sekundare Form unterteilt. Die primare Os-
teoporose kann bei beiden Geschlechtern und in allen Altersgruppen auftreten. Meistens
tritt die primare Osteoporose bei Frauen im mittleren Lebensalter, namlich nach dem Abfall
der Ostrogene auf. Bei Mannern hingegen kommt sie erst im héheren Lebensalter vor. Im
Gegensatz zur primaren Form ist der sekundaren Osteoporose meistens eine prazise Ursa-
che zugeordnet. Als Ursache kommen diverse Erkrankungen in Frage, wie z. B. Cushing Syn-
drom, Hyperthyreose, primarer Hyperparathyreoidismus, Diabetes mellitus, verschiedene
maligne Erkrankungen, Medikamente, z. B. Glukokortikoide, Methotrexat und andere Ursa-

chen, z. B. Alkoholabusus, Immobilisation (NIH Consensus Development 2001).

1.1.2. Ursachen und Risikofaktoren der Osteoporose

Die groRte Knochenmasse beim Menschen wird in der dritten Lebensdekade erreicht. Da-
nach geht der Knochen in Héhe von 0,6 bis 1 % pro Jahr fiir den Rest des Lebens verloren
(Banu et al. 2012). Sowohl Frauen als auch Manner erleben einen altersbedingten Riickgang
der Bone Mineral Density (BMD). In den ersten Jahren nach der Menopause haben Frauen
einen rascheren Knochenverlust, was zu einem friiheren Frakturrisiko fihrt. Viele Studien
bestatigen, dass eine spate Menarche, ein frihes Klimakterium oder gar ein niedriger endo-
gener Ostrogenspiegel fiir einen niedrigen BMD verantwortlich sind (NIH Consensus Develo-
pment 2001). Nach der Menopause mit abruptem Abfall der Ostrogenkonzentration kommt
es zu einem beschleunigten Schwund der Knochenmasse von jahrlich bis zu 4 %. Entspre-
chend verliert die Frau in der Peri- und der friihen Postmenopause 10-20 % ihrer Gesamt-
knochenmasse (Bartl und Thaler 2007). Aufgrund des Ostrogenmangels zeigt sich bei den
Frauen eine friihe und spater langsame Phase des Knochenverlustes. Diese akzelerierte Pha-
se des Knochenverlustes tritt vor allem wahrend der ersten 3 bis 5 Jahre nach der Menopau-
se auf. Der Verlust ist vor allem an den trabekuldren Strukturen des Knochens sichtbar. Die
anschlieBende langsame Phase des Knochenverlustes betrifft sowohl den trabekuldren als
auch den kortikalen Knochen. Die Veranderungen des kortikalen Knochens sind vor allem am

distalen Radius, an der distalen Tibia sowie am Schenkelhals zu sehen. Der trabekuldare Kno-
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chenverlust beginnt zuerst an der Wirbelsaule. Von hier schreitet die Osteopenie fort und
findet sich dann auch an den anderen Regionen des Korpers (Khosla et al. 2011).
Entsprechend fiihrt die reduzierte spongiése Knochenstabilitdit zu Wirbelkorperfrakturen.
Dagegen ist die abnehmende Kortikalisschicht mit einem erhéhtem Risiko fiir Frakturen der
langen Rohrenknochen verbunden (Jordan et al. 2000, Bousson et al. 2001).

Weitere Pradiktoren fiir eine niedrige Knochenmasse sind weille Rasse, niedriger Body Mass
Index, Osteoporose in der Familienvorgeschichte, Rauchen, Alkoholkonsum, tGbermaRiger
Konsum von koffeinhaltigen Getranken oder eine vorhergehende Fraktur (NIH Consensus

Development 2001).

Die Ratte hat eine durchschnittliche Lebenserwartung von 1 — 2 Jahren. lhre Geschlechtsrei-
fe erreicht sie im Alter von ca. einem Monat (Hedrich 2000). Unter physiologischen Bedin-
gungen entwickelt sie keinen klimakterischen Hormonzustand (Bellino 2000). Durch die Ovx
wird eine kiinstliche Menopause herbeigefiihrt. Die Ovx verursacht einen Ostrogenmangel,
welcher ebenfalls zum Knochenverlust fuhrt. Dieser induzierte Prozess dhnelt sehr dem
postmenopausalen Knochenverlust bei Frauen. Es kommt zum erhéhten Knochenumsatz mit

vermehrter Resorption und verminderter Knochenneubildung (Kalu 1991).

1.1.3. Zweidimensionale Diagnostik der Knochenarchitektur

Die zunehmende Verwendung von densitometrischen Geraten fir die Beurteilung der Kno-
chenbrichigkeit hat mit der Zeit die Annahme verstarkt, dass Knochenmasse die wichtigste
Eigenschaft fiir die Bestimmung der mechanischen Kompetenz des Knochens sei. Tatsache
ist aber, dass Struktur und Mikroarchitektur auch relevante Aspekte der Knochenstarke dar-
stellen (Dalle Carbonare et al. 2005). Die strukturellen Determinanten der Knochenfestigkeit
im kortikalen Knochen sind die Breite und die Porositat. Im trabekuldren Knochen sind es die
Form, die Breite und die Konnektivitat der Trabekel. Es konnte beobachtet werden, dass die
trabekuldare Struktur durch die altersbedingte Involution in ihrer Anzahl und Konnektivitat
abnimmt, die Breite der restlichen Trabekel aber zunimmt. Im Laufe des Lebens verringert
sich insbesondere die Anzahl der horizontal ausgerichteten Trabekel. Wahrend die vertikalen
Trabekel langsamer resorbiert werden, neigen sie dazu, mit dem Alter in der Breite zu zu-
nehmen (Aktinson 1967). Diese biomechanischen Eigenschaften des Knochens sind wichtige

Informationen UGber den Status der Zerbrechlichkeit des Skeletts. Folglich gibt es ein wach-
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sendes Interesse an der quantitativen Bewertung dieses morphologischen Aspektes des

Knochens.

Es gibt mehrere Methoden fiir die Bestimmung der Knochenarchitektur, insbesondere auf
trabekuldarer Ebene, um die Organisation des Knochens im Raum zu erkennen und die Kom-

plexitat seiner Struktur quantitativ zu messen (Dalle Carbonare et al. 2005).

1. Optische Mikroskopie — basiert auf den Grundsatzen der Histomorphometrie (quanti-
tative Histologie). Hier kann die Mikroarchitektur auf zweidimensionalen Knochenab-

schnitten bestimmt werden (Parfitt 1983).

2. Neuere stereologische Methoden, die wertvolle Informationen tiber die Anbindung
von trabekuldren Knochen und liber die Komplexitat des Netzwerkes liefern kdnnen

(Garrahan et al. 1986).

3. Modernste Diagnosetechniken. Nicht-invasive Techniken wie quantitative Computer-
tomographie, besonders hochauflésende Computertomographie, volumetrische
guantitative Computertomographie und hochaufldsende Magnetresonanztomogra-
phie. Mithilfe dieser Diagnosetechniken kann die Mikroarchitektur auch beurteilt

werden (Feldkamp et al. 1989, Miiller et al. 1998, Laib et al. 2002).

In der vorliegenden Studie basieren die Untersuchungen des trabekuldaren Knochens auf der
sogenannten Strut-Analyse. Durch den Prozess der ,Skelettierung” des trabekularen Kno-
chens ist es moglich, ein Netzwerk von zweidimensionalen Komponenten (Strut) fiir eine
berechnete Analyse zu erhalten. Es wird die Anzahl der trabekuldren Verbindungen auf
zweidimensionalen Abschnitten errechnet. Die Verbindung zwischen drei oder mehr Trab-
ekel bildet einen Knoten. Wenn eine Trabekeleinheit unterbrochen wird, wird es als ,freies
Ende” (Parfitt et al. 1987, Day et al. 2004) oder ,termini“ bezeichnet. Je hoher die Inter-
konnektivitat ist, welche sich durch eine erhohte Anzahl von Knoten darstellt, desto hoher
ist die Fragmentierung des trabekularen Netzes (Le et al. 1992). Im Hinblick auf die Bezie-
hung zwischen Mikroarchitektur und Frakturen bestatigen Beobachtungen, dass mikrostruk-
turelle Anderungen wichtige Determinanten der Knochenbriichigkeit, unabhingig von der

Knochendichte, sind (Hordon et al. 2000, Legrand et al. 2000, Audran et al. 2001).

AbschlieBend kann Uber die Strut-Analyse gesagt werden, dass es durch sie moglich ist, die

Mikroarchitektur des Knochens genau zu studieren. Mikroarchitektur ist ein wichtiges Ele-
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ment der Knochenqualitat, welches die mechanische Kompetenz des Knochens unterstitzt.
Die Bewertung der Mikroarchitektur ist nitzlich fir die Abschatzung des Bruchrisikos. Ferner
ermoglicht es den Wirkmechanismus eines Therapeutikum zu bewerten (Dalle Carbonare et

al. 2005).

1.1.4. Hormonersatztherapie

Die Hormonersatztherapie (HET) als Ostrogen-Gestagen-Kombination sowie alleinige Ostro-
gene wirken gut gegen Knochenverlust, aufgrund ihrer Nebenwirkungen sind die Hormone
nicht geeignet fiir eine Osteoporosepravention (Rossouw et al. 2002). In tierexperimentellen
Studien konnte bei ovx Ratten beobachtet werden, dass die verabreichten Ostrogene voll-
standig den Knochenumsatz sowie den Knochenverlust blockieren (Thompson et al. 1995).
Ebenfalls kann die spongiése Osteopenie nach Ovx durch Ostrogenersatz verhindert werden
(Kalu et al. 1989). Daher wurde friiher eine HET zur allgemeinen Frakturprophylaxe ange-
wendet. Allerdings beinhaltet die HET viele ernstzunehmende Nebenwirkungen. In der gro-
Ren epidemiologischen WHI-Studie mit langfristiger hormoneller Ersatztherapie konnte beo-
bachtet werden, dass die HET ein deutlich erhéhtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
mit sich bringt. Unter anderem kann es auch zur Entwicklung eines invasiven Mammakarzi-

noms fuhren (Rossouw et al. 2002).

1.1.5. Risikofaktoren der Arthrose

Arthrose zeichnet sich durch fokalen, hyalinen Knorpelverlust, subchondrale Sklerose, Oste-
ophytenbildung und in einigen Fallen durch Synovitis mit Beteiligung der periartikularen
Strukturen aus (Westacott 2002, Bingham et al. 2006, Baker-LePain und Lane 2012). Die An-
derungen im Gelenkknorpel kennzeichnen sich durch den Anstieg des Wassergehaltes, den

Verlust der Proteoglycane und die Storung der Kollagenfaser (Buckwalter und Mankin 1998).

Es ist eine multifaktorielle Erkrankung, zu der mehrere Faktoren, wie z.B. Alter, Geschlecht,
Trauma und Adipositas, beitragen. Zu den einflussreichsten, aber veranderbaren Risikofakto-
ren gehort Adipositas. Es fihrt unter anderem zu einer erhéhten mechanischen Beanspru-

chung auf den Tibio-femoralen Knorpel (Bliddal et al. 2011). AuBerdem h&ufen sich in letzter
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Zeit die Beweise, dass Adipositas auch zur Fettansammlung in den Gelenken fiihrt. Die Adi-
pozyten im Fettpolster der Gelenke haben gleiche negative Merkmale wie die viszeralen
Fettzellen. Sie sezernieren pro-inflammatorische Zytokine und verursachen lokale Entziin-
dungsprozesse in den Gelenken. Die sezernierten Zytokine hemmen die Reifung der Chond-
rozyten durch entziindliche Prozesse und flihren zur erhohten Bildung der Matrix-
Metalloproteinasen (Enzyme). Diese zerstoren die Struktur des Gelenkknorpels (Rai und
Sandell 2011, Gandhi et al. 2011, Klein-Wieringa et al. 2011). Daher ist die Arthrose nicht nur
eine degenerative Erkrankung durch mechanische Kompression des Knorpels, sondern auch
beeinflusst durch entziindliche Komponenten, die genauso wichtig in der Entwicklung und
im Fortschreiten dieser Krankheit sind (Chen und Heiman 2001, Seidlova-Wuttke et al.

20033, Zoth et al. 2010, Gorres et al. 2011).

1.1.6. Knorpeldegeneration

Auch der subchondrale Knochen scheint eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Knie-
Arthrose zu spielen. Burr (2004) berichtet, dass Mikrorisse im subchondralen Knochen, die
durch mechanische Uberlastung entstehen, zur kndchernen Sklerose fithren. Bei der Entste-
hung der kndchernen Sklerose, im Sinne eines Reparaturvorganges, kommt es zur Anregung
des Knochenumsatzes. Dieser fihrt zur Verschlechterung des subchondralen Knochens mit
Rickgang der trabekuldaren Dicke und Abnahme der Knochenmineraldichte. Der Prozess
fihrt zur Progression der Arthrose (Burr 2004). Eine in vivo durchgefiihrte MRT-
Untersuchung am Kniegelenk von Arthrosepatienten zeigte im Vergleich zu gesunden Patien-
ten erhebliche Unterschiede in der trabekularen Knochenstruktur (Lindsey et al. 2004, Blu-
menkrantz et al. 2004). Die Verdiinnung der einzelnen Trabekel im Durchmesser kann auch

in den CT-Bildern gesehen werden (Chiba et al. 2011).

Uber den genauen Mechanismus zwischen Knorpeldegeneration und Degeneration des sub-
chondralen Knochens bei der Entstehung einer Arthrose lasst sich noch nicht viel sagen. Die
meisten klinischen und experimentellen Studien haben sich einzeln mit dem Fortschreiten
der Arthrose beschaftigt. Nur wenige Studien haben sich mit dem Zusammenhang der Arth-
rose und Degeneration des subchondralen Knochens befasst. In der Studie von Muraoka und

Kollegen (2007) wurde die Beziehung zwischen Knorpel und subchondralem Knochen vor
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und nach Beginn der Knorpeldegeneration ausgewertet. Im Ergebnis konnte festgestellt
werden, dass der subchondrale Knochen zerbrechlich vor dem Einbruch der Knorpeldegene-
ration wird. Dieses fuhrt zur erhéhten Knochenbildung und verursacht eine Steifigkeit des
subchondralen Knochens (Muraoka et al. 2007). Die erhohte Steifigkeit reduziert die stol3-
dampfende Fahigkeit des subchondralen Knochens, was zur Induktion der Knorpel-

Degeneration fihrt (Pugh et al. 1973).

1.1.7. Ostrogenwirkung auf den Knorpel

Frihere Studien konzentrierten sich hauptsachlich auf die sekundar entstandene Arthrose
durch ein Trauma. Das Ergebnis aus der posttraumatisch entstandenen Arthrose kann nicht
auf die primare, insbesondere im Zusammenhang mit den Wechseljahren stattgefundene
Arthrose, angewendet werden. Da hier der subchondrale Knochen eine wichtige Rolle spielt
(Baker-LePain und Lane 2012) scheinen Ostrogene nicht nur eine positive Auswirkung auf
den Knochen, sondern auch auf den Knorpel, zu haben. Bei ovx Ratten konnte beobachtet
werden, dass Ostrogenmangel eine Dickenverminderung des Knorpelgewebes im Kniegelenk
bewirkt (Seidlova-Wuttke et al. 2012b). In der Studie von Sniekers et al. (2010) wurde eben-
falls nachgewiesen, dass ein Verlust der Ostrogene nach Ovx der Ratte zu einem betrichtli-
chen Knorpelschaden an der Patella sowie zu einem subchondralen Knochenverlust fiihrt.
AnschlieRende Supplementierung der Ratten mit Ostrogenen mildert diesen Effekt bzw. ver-
hindert ihn. In anderen Studien wurde der tibiale Knorpelschaden nach Ovx alleine nicht
beeintrachtigt (Sniekers et al. 2010). Es bleibt noch ungewiss, ob und welche Beziehung zwi-

schen Osteoporose und Arthrose besteht (Zhu et al. 2013).

Einige Studien bestatigen in Tiermodellen und am Menschen, dass die systemische Osteopo-
rose eine Rolle bei der Pathogenese einer Arthrose spielt (Calvo et al. 2007, Bellido et al.
2010). Es handelt sich dabei um eine metabolische Dysfunktion des Knochens und nicht um

eine mechanische ,Verschleil-Erkrankung" des Knorpels (Mansell et al. 2007).
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1.1.8. Symptomatische Therapie der Arthrose

Die pharmakologische Therapie fiir Arthrose richtet sich derzeit nach der Symptomkontrolle.
Analgetika, nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR) und Cyclooxygenase 2- (COX-2-) Hemmer
kommen zum Einsatz. Gewichtsverlust, physikalische Therapie und sportliche Aktivitat sind
ebenfalls wichtige Bestandteile der Behandlung. Bisher gab es wenige Anhaltspunkte fiir

Therapien, die den Krankheitsprozess verlangsamen kénnen (Bingham et al., 2006).

1.2. Kortikaler Knochen vs. trabekularer Knochen

Messungen der trabekuldaren Knochendichte zwischen dem 20. und 80. Lebensjahr haben
gezeigt, dass die Knochendichte bei Frauen in diesem Zeitraum um durchschnittlich 50 %
abnimmt. Der ,physiologische” Knochenschwund beim Menschen ist offensichtlich gene-
tisch vorprogrammiert. Bereits Jahre vor der Menopause findet bei Frauen ein progredienter
Knochenverlust statt und zwar in einem Zeitraum, in dem der Ostrogenspiegel normal ist
(Bartl und Thaler 2007). Da der trabekulidre Knochen Ostrogenrezeptoren enthilt und der
Verlust der Spongiosa - zumindest voriibergehend - in der Postmenopause zunimmt, flhrte
dies zu der Erkenntnis, dass der trabekuldre Knochen durch das Hormon geregelt sein muss.
Der trabekulidre Knochen scheint einen hdheren Schwellenwert gegeniiber den Ostrogenen
zu haben, als der kortikale Knochen (Khosla et al. 2011). Anscheinend sind im Gegensatz zum
kortikalen Knochen héhere Ostrogenspiegel fiir den Erhalt des trabekuldren Knochens not-
wendig (Windahl et al. 2001).

Auch bei der Ratte ist vor allem der trabekuldre Knochen Angriffsort des beschleunigten und
intensiven Knochenverlustes (Wronski et al. 1985). Die ersten Knochenveranderungen in der
proximalen Tibiametaphyse sind bereits 14 Tage nach Ovx erkennbar. Der friihe schnelle
Knochenmasseverlust halt bis etwa 3 Monate nach Ovx an (Wronski et al. 1988). Dabei geht
die Trabekelkonnektivitat verloren, wahrend die Trabekeldicke anndahernd konstant bleibt
(Dempster et al. 1995). Auf lange Sicht kann auch der kortikale Knochen, jedoch in meist
geringer Auspragung, in entsprechende Verdnderungen involviert sein (Danielsen et al.
1993).

Dieses Phdanomen kann durch die Gabe von Ostradiol verhindert werden (Seidlova-Wuttke et

al. 2003a, Kapur et al. 2010)
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1.3. Epiphysenfuge

Das Langenwachstum der Rohrenknochen findet nahezu ausschlieBlich im Bereich ihrer En-
den, an der sogenannten Epiphysenfuge, statt. Diese befindet sich zwischen der Epiphyse
und der Metaphyse. Von einem gelenknahen Zellreservoir aus proliferieren Chondrozyten
und ordnen sich in Zellsaulen, dem sog. Saulenknorpel an. Zur Metaphyse hin werden die
Zellen groRer. Die verbliebenen longitudinalen Knorpelmatrixleisten verkalken und werden
schlieBlich durch Knochenlamellen ersetzt (Milz et al. 2002, Hefti 2006). Im histologischen

Bild zeigt sich eine charakteristische Gliederung der Epiphysenfuge in 3 Zonen:

- Zone der ruhenden Zellen / Reservezone
- Zone des Saulenknorpels / Proliferative Zone

- Zone des Blasenknorpels / Hypertrophe Zone (Nilsson et al. 2005)

Bei Menschen beider Geschlechter ist die Epiphysenfuge fir das Wachstum in der Pubertat
verantwortlich. Die wichtigste Rolle aus der Hormonreihe spielen dabei die Ostrogene. Diese
stimulieren die Chondrogenese in der Epiphysenfuge und induzieren die Einsprossung von
GefalRen und Osteoblasten (Grumbach 2000). Der pubertdare Wachstumsschub wird jedoch
durch niedrige Ostrogenlevel verursacht. Bei wieder ansteigenden Ostrogenwerten erfolgt
die langsame Verkndcherung der Fuge. Dieser Prozess wird also ausschlieRlich durch Ostro-
gene gesteuert. Bei Stérungen der lokalen Ostrogenrezeptoren kommt es deswegen zu
GroBwuchs und zu Osteoporose (Van der Eerden et al. 2003). Mannliche Jugendliche euro-
paischer Herkunft haben den Fugenschluss friihestens mit 16 Jahren. Bei weiblichen Jugend-
lichen, unabhangig ihrer Herkunft, sind diese mit spatestens 16 Jahren geschlossen (Crowder

und Austin 2005).

Die Ratte als haufig verwendetes Tiermodell fiir das Studium der Wachstumsfuge reprasen-
tiert die menschliche Epiphysenfuge schlecht. Einer der offensichtlichsten Unterschiede ist,
dass bei Nagetieren kein Epiphysenfugenschluss am Ende der sexuellen Reife stattfindet
(Nilsson et al. 2003). Bei weiblichen Ratten hort das Wachstum an der proximalen Tibia mit
15 Monaten auf (Erben 1996, Jee und Yao 2001). Bei einer durchschnittlichen Lebenserwar-

tung von 12 — 24 Monaten (Hedrich 2000) zeigt das Rattenskelett also ein fast anhaltendes

Langenwachstum (Lelovas et al. 2008).
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1.4. Ostrogenmangel

Ostrogenmangel gehort zu den haufigsten Ursachen der Osteoporose bei Frauen. Erstmalig
wurde die postmenopausale Osteoporose aufgrund des Ostrogenmangels von Albright und
Kollegen (1941) erkannt (Albright et al. 1941). Die wichtigsten natiirlichen Ostrogene fallen
nach der Menopause um 10 - 15 % ihrer pramenopausalen Konzentration im Serum ab (Kho-

sla et al. 1997).

Ostrogene sind wichtige Regulatoren des Knochenstoffwechsels. Sie gewéahrleisten ein aus-
geglichenes Verhaltnis zwischen Knochenresorption und —synthese, indem sie die Knochen-
resorption durch Reduktion der Osteoklastenanzahl sowie durch die Osteoklastenaktivitat
hemmen. Dadurch beeinflussen sie die Osteoblastenfunktion flir die Knochensynthese posi-
tiv (Manolagas 2000, Compston 2001). Durch den Ostrogenmangel gerit das Gleichgewicht
auf zelluldrer Ebene auRer Balance. Es kommt zum Knochenverlust (Sambrook und Cooper
2006). Der daran beteiligte Mechanismus ist noch nicht vollstandig geklart. Es ist unter ande-
rem bekannt, dass Ostrogenmangel zu einer Zunahme der Immunfunktion fiihrt. Die daran
beteiligten Faktoren sind T-Zellen, Antigen prasentierende Zellen, Zytokine wie Tumornekro-

sefaktor, Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-7 und Transforming Growth Factor-p (Pacifici 2007).

1.5. Mein Modell: Die ovarektomierte Ratte

Die ovx weibliche Ratte gilt seit Jahren aufgrund ihrer Angemessenheit, Bequemlichkeit und
Relevanz als etabliertes Tiermodell des postmenopausalen Knochenverlustes. Durch Ovx der
Ratte wird die kodrpereigene Ostrogensynthese iiberwiegend unterbunden. Dies entspricht
dem Zustand der Frau nach der Menopause. Sowohl die ovx Ratte als auch die Frau in der
Postmenopause zeigen nach Verlust der ovariellen Funktion dhnliche Reaktionen auf den
Knochenstoffwechsel (Wronski et al. 1991, Frost und Jee 1992, Turner et al. 2001, Seidlova-
Wuttke et al. 2003a). Ebenfalls weisen ovx Ratten dhnliche Reaktionen auf therapeutisch
wirksame Substanzen auf wie Frauen in ihrer postmenopausalen bzw. osteoporotischen
Phase (Lindsay 1988). Im Jahre 1994 hat die amerikanische Food and Drug Administration
die ovx Ratte als Modell fiir die Medikamentenforschung fiir die Behandlung und die Pro-

phylaxe der Osteoporose zugelassen (US FDA 1994).
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Kalu hat 1991 hat zwei verschiedene Modelle fiir die Standardisierung des Versuchsmodells
der ovx Ratte vorgestellt, namlich das mature rat model, bei dem drei Monate alte Ratten,
und das aged rat model, bei dem 12 Monate alte Ratten, verwendet werden. Die post-
menopausale Osteoporose ist eine Erkrankung der erwachsenen Frau. Das spricht fir den
Einsatz der alteren Tiere mit abgeschlossenem Knochenwachstum. Allerdings kann bei alte-
ren Ratten ein durch Ovx ausgel6ster Knochenschwund zusatzlich durch alters- und krank-
heitsbedingte Ursachen Uberlagert werden. Auch die wesentlich langere Zeitdauer, bis der
histologisch nachweisbare Knochenverlust der alteren Tiere in Erscheinung tritt und die da-
mit verbundenen hoéheren Anschaffungskosten sowie die Verfligbarkeit sprechen fiir die
Verwendung jingerer Tiere (Kalu 1991). Die ersten Knochenveranderungen in der proxima-
len Tibiametaphyse sind bereits 14 Tage nach Ovx erkennbar (Wronski et al. 1988). Dabei
entsprechen die Knochenverhaltnisse in etwa denen der postmenopausalen Frau. Es resul-
tiert ein erh6hter Knochenumsatz mit einem negativen Knochengleichgewicht, was letztend-
lich zum Knochenverlust fuhrt (Wronski et al. 1989). Vor allem beim trabekuldren Knochen
kann der beschleunigte und intensive Knochenverlust beobachtet werden (Wronski et al.
1985). Entsprechend dem bei der postmenopausalen Frau beobachteten zweiphasigen Kno-
chenmassenverlust - mit dem schnellen und anschlieBenden langsamen Riickgang - konnte

dies bei ovx Tieren ebenfalls beobachtet werden (Wronski et al. 1989).

Ovx Tiere zeigen ebenfalls schadliche Auswirkungen auf das Knorpelgewebe mit Ausdiinnung
der Knorpelschicht. Fiir die Studie der Arthrose scheint die ovx Ratte ein gutes Tiermodell zu
sein (Kapur et al. 2010), da Ovx bei Ratten sowohl die Osteoporose als auch die Arthrose

induzieren kann (Zhu et al. 2013).

Eine Einschrankung in der Forschung und keinen Vergleich zum Menschen stellt die ovx Rat-
te mit ausbleibenden Epiphysenfugenschluss dar. Folglich zeigt das Rattenskelett ein anhal-

tendes Langenwachstum (Lelovas et al. 2008).
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1.6. Cimicifuga racemosa
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Abb. 1.1 Cimicifuga racemosa

Der Abdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Firma Bionorica® SE, Neumarkt, Deutschland

Cimicifuga racemosa (Actaea Racemosa, Traubensilberkerze, black cohosh) ist eine mehrjah-
rige Heilpflanze aus Nordamerika, die seit Jahrhunderten in der indigenen Medizin zur Be-
handlung verschiedener Beschwerden wie Erkaltung, Rheuma oder Hitzewallungen in den
Wechseljahren angewendet wird. Heute zdhlen zu den akzeptierten Behandlungen mit CR
Wechseljahrbeschwerden sowie neurovegetative und emotionale Symptome. Fir die Thera-
pie werden Ausziige aus dem Wurzelstock verwendet. CR-Extrakt wurde im Jahr 2003 von
der Europaischen wissenschaftlichen Genossenschaft fiir Phytotherapie (ESCOP) als pharma-
kologisch wirksame Therapie klimakterischer Symptome anerkannt. (McKenna et al. 2001).
Im Jahr 2010 hat der CR-Extrakt von der Europdischen Arzneimittel-Agentur einen allgemei-

nen Verwendungsstatus erhalten (Schellenberg et al. 2012)

In vielen Studien wurde ein positiver Effekt des CR-Extraktes beobachtet und nachgewiesen.
Eine Ubereinstimmung in mehreren Studien besteht darin, dass CR-Extrakt signifikant die
Haufigkeit und Intensitat von Hitzewallungen, sogenannte hot flashes, bei postmenopausa-
len Frauen verringert (Wuttke et al. 2003, Frei-Kleiner et al. 2005, Osmers et al. 2005). Eben-
falls fiihrt er zur Reduktion einer Depression in einem Mausmodell und schiitzt den Knochen

vor Ubermafiger Resorption bei Ratten und Mensch nach Ovx bzw. wahrend der Peri-
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menopause (Winterhoff et al. 2003, Seidlova-Wuttke et al. 2003a, Wuttke et al. 2003). Die
Uberpriifung nach Nebenwirkungen der Traubensilberkerze ergab in klinischen Studien mil-
de und reversible Magen-Darm-, Muskel- und Bindegewebebeschwerden. In vereinzelten
Fallen traten Hepatitis, Leberversagen, Odembildung und Vaskulitis auf. Es gibt jedoch nicht
genligend Beweise fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen diesen Nebenwirkungen
und CR (Borrelli und Ernst 2008). Auch bei den Ratten konnte keine Veranderung der Lebe-

renzyme und Koagulation-Marker im Blut beobachtet werden. (Wuttke et al. 2006).

Die Auswirkungen des CR-Extraktes sind im Zusammenhang mit klimakterischen Beschwer-
den und der Entwicklung einer Osteoporose an ovx Ratten in vielen Experimenten von Wutt-
ke et al. (2003, 2006) und Seidlova-Wuttke et al. (2003, 2005) untersucht worden. In den

Studien wurde CR BNO 1055 in seiner Wirkung mit Ostrogenen und Placebo verglichen.

Zuerst wurde angenommen, dass CR mit selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM-
Aktivitat) verglichen werden kann. Ein idealer SERM wirkt wie Ostrogene auf Knochen und
Gehirn und agiert nicht wie Ostrogene auf das Brust- und Gebirmuttergewebe. Das heiRt,
man erwartete Effekte im Gehirn/Hypothalamus, im Knochen und in der Scheide, aber keine
negativen Auswirkungen auf Uterus und Mammae (Wuttke et al. 2003, Seidlova-Wuttke et
al. 2003b, Seidlova-Wuttke et al. 2003a, Nisslein und Freudenstein 2003, Seidlova-Wuttke et
al. 2005, Viereck et al. 2005). Anhand dieser Berichte zeigt sich der CR-Extrakt konsistent in
seiner Auswirkung auf selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren. Diese Erkenntnisse hitten
moglicherweise zu einer Alternative zur HET geflihrt (Liske et al. 2002, Seidlova-Wuttke et al.
2003b). Allerdings wurde in spateren Experimenten eindeutig belegt, dass CR-Extrakt seine
Wirkung im Knochen nicht iiber Ostrogenrezeptoren vermittelt. Es scheint, dass die Pflanze
auf eine andere Art und Weise ihre Wirkung entfaltet als die Ostrogene. CR stimuliert die
Osteoblastenaktivitit, Ostrogene hemmen die Osteoklastenaktivitit. Ostrogene zeigen eine
stark proliferierende Wirkung auf die vaginale Mukosa, wahrend CR eine viel schwachere
Wirkung auslibt. Es wurde auch eindeutig bewiesen, dass CR-Extrakt keine Auswirkung so-
wohl auf die endometriale Dicke als auch auf das Brustgewebe hat. Ostrogene weisen hin-
gegen einen uterotrophen Effekt auf und wirken proliferationsfordernd auf die Mammae

(Wuttke et al. 2006).

In klinischen Studien konnte beobachtet werden, dass Traubensilberkerze-Praparate vaso-

motorische Symptome, Schlafstérungen und starke Stimmungsschwankungen in den Wech-
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seljahren reduzieren (Uebelhack et al. 2006). Der fir diesen Zweck verwendete CR-Extrakt
wurde effektiv und mit einer guten Vertraglichkeit bis zu drei Monaten in klinischen Studien

getestet.

Der Wirkmechanismus des CR-Extraktes beruht auf der Bindungsfahigkeit mit Neurotrans-
mitter-Rezeptoren. Viele Wechseljahrbeschwerden wie Hitzewallungen, Schlaflosigkeit,
Stimmungsschwankungen und Angst werden durch das Zentralnervensystem vermittelt.
Burdette und Kollegen (2002) haben in ihrer Studie eine starke Bindungsfahigkeit der CR an
Serotoninrezeptoren bei ovx Ratten nachgewiesen. CR entfaltet seine Wirkung moglicher-
weise dhnlich wie selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI), das fihrt dazu, dass
Serotonin langer im synaptischen Spalt verbleibt und seine Wirkung langer entfalten kann
(Burdette et al. 2002). In der Studie von Cicek et al. (2010) wurde eine Modulation der GA-
BA-Rezeptoren durch Traubensilberkerze-Extrakte festgestellt. Es wird angenommen, dass
die Modulation zu vorteilhaften Wirkungen bei der Behandlung von klimakterischen Be-

schwerden beitragt (Cicek et al. 2010).

Auch Knochenzellen exprimieren eine Reihe von Neurotransmitter-Rezeptoren, z.B. fir Glu-
tamat, y-Aminobuttersaure, 5-Hydroxytryptamin, Katecholamine (Dopamin, Adrenalin und
Noradrenalin) und Neuropeptide (vasointestinales Peptid, Substanz P und Calcitonin Gene-

Related Peptid) (Spencer et al. 2004).

Ein weiterer Aspekt konnte eindeutig belegt werden, ndmlich dass CR wie Ostrogene die
OPG-Sekretion aus menschlichen Osteoblasten (Osteoprotegerin, ein potenter Inhibitor der
Knochenresorption) verbessert und erhdht. Das geschieht (iber einen 6strogenrezeptorab-
hangigen Mechanismus. Diese Effekte zahlen zu den positiven Auswirkungen des CR-

Extraktes auf das Skelett (Viereck et al. 2005, Kolios et al. 2010).

1.7. Weitere Hypothesen zum Wirkmechanismus der Cimicifuga racemosa

In der experimentellen Studie von Seidlova-Wuttke et al. (2003) wurde beobachtet, dass CR-
Extrakt BNO 1055 einerseits eine Reduktion des Koérpergewichtes herbeifiihrt, andererseits
den Verlust der Knochenmineraldichte (BMD) bei ovx Ratten reduziert. Es wurde eine Korre-

lation zwischen diesen beiden Parametern festgestellt. Die Dichte des Fettgewebes im Kno-
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chen und Knochenmark verhalt sich umgekehrt zur mineralischen Dichte und Mikroarchitek-
tur der Trabekel in der Metaphyse der Tibia (Seidlova-Wuttke et al. 2003a). Auch andere
experimentelle, epidemiologische und klinische Studien haben festgestellt, dass Fettan-
sammlungen die Knochenmasse beeintrachtigen. Die pathophysiologische Beziehung zwi-
schen Adipositas und Knochen ist komplex und ist weiterhin ein Bereich der aktiven For-

schung. Moglicherweise wird sie durch mehrere Mechanismen beeinflusst (Cao 2011).

Bei Adipositas kommt es wie bei einer chronischen Entziindung zur Erhéhung der, sowohl
zirkulierenden, als auch ins Gewebe einwandernden pro-inflammatorischen Zytokine (Wel-
len und Hotamisligil 2003). Dies fuhrt zur Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion (Mundy
2007). Es gibt auch Beweise, dass Adipozyten im Knochenmark pro-inflammatorische Zytoki-
ne sezernieren, die knochenbildende Osteoblasten hemmen und die Osteoklastenaktivitat
fordern (Yang et al. 2009). Adipozyten und Osteoblasten werden von einer gemeinsamen
multipotenten mesenchymalen Stammzelle abgeleitet (Gregoire et al. 1998). Diese Tatsache
lasst vermuten, dass es zur Abnahme der Osteoblastendifferenzierung und der Knochenbil-
dung kommt. Das Ubergewicht fiihrt zur erhéhten Differenzierung der Adipozyten und Fett-
anhaufung (Cao 2011). Die positive Wirkung der Saponin-Subfraktion beruht hochstwahr-
scheinlich darauf, dass die Triterpene aus Saponinen die Fettbelastung im Knochenmark
nach Ovx der Ratten reduzieren und somit zu einer verringerten Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine fihren (Seidlova-Wuttke et al. 2012c). Eine andere Hypothese
ist, dass Acteine aus Saponinen sogar in der Lage sind, pro-inflammatorische Zytokine direkt
zu hemmen (Schmid et al. 2009). Es ist nicht auszuschlieRen, dass die Wirkung von CR auf

entzindungshemmender Eigenschaft basiert (Yang et al. 2009).

Es gibt auch Indizien, dass eine Ostrogenminderung in den Wechseljahren eine Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine anregt. Diese verursachen durch eine erhéhte Aktivitat der
Osteoklasten den charakteristischen Verlust der Knochendichte und fiihren zur Entwicklung
von Fettleibigkeit (Mundy 2007). Um diesen entziindungsaktiven und -fortschreitenden Weg
zu durchbrechen, haben sich bioaktive Bestandteile aus dem Rhizom der CR als wirkungsvoll
gezeigt, indem sie in der Lage sind, eine Lipopolysaccharid - induzierte TNFa — Produktion zu

unterdriicken (Yang et al. 2009).
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1.8. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die antiosteoporotische und antiarthrotische Wirkung
der Fraktionen und Subfraktionen aus CR BNO 1055/C001 an Sprague-Dawley-Ratten zu un-

tersuchen. Dies erfolgte anhand histologischer Auswertungen.

Die Studie fand am gut etablierten Osteoporose- und Arthrose-Modell der ovx Ratte statt.
Durch Ovx wird die kérpereigene Ostrogensynthese iiberwiegend unterbunden. Dies ent-
spricht dem Zustand der postmenopausalen Frau. Sowohl die ovx Ratte als auch die Frau in
der Postmenopause zeigen nach Verlust der ovariellen Funktion dhnliche Reaktionen auf den
Knochen- und Knorpelstoffwechsel (Wronski et al. 1991, Frost und Jee 1992, Turner et al.
2001, Seidlova-Wuttke et al. 2003a). Ebenfalls weisen ovx Ratten dhnliche Reaktionen auf
therapeutisch wirksame Substanzen auf wie Frauen in ihrer postmenopausalen Phase (Lind-

say 1988).

Sprague-Dawley-Ratten wurden ovx und ein Monat lang mit sojafreier Nahrung mit oder
ohne jeweilige Beimengung von E2, Fraktionen und Subfraktionen des CR-Extraktes gefit-
tert. AnschlieRend erfolgte die Herstellung und histologische Auswertung der Tibiaprapara-
te, die mit ovx Kontrolltieren verglichen wurde. In den Voruntersuchungen konnte nachge-
wiesen werden, dass CR-Extrakt einen positiven Effekt auf Knochen, Knorpel sowie auf die
postmenopausale Symptomatik austibt. Durch die Unterteilung des Gesamtextraktes in sei-
ne Fraktionen und Subfraktionen bestand zum ersten Mal die Moéglichkeit, die Wirkung der
einzelnen Bestandteile zu beobachten. Moéglicherweise kénnen die untersuchten Wirkstoffe

gezielt Osteoporose und Arthrose verhindern bzw. ein weiteres Fortschreiten aufhalten.
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2. Material und Methoden

2.1. Allgemeines zum Tierversuch

Die Durchflihrung dieses Tierversuches stand unter der Aufsicht von Priv.-Doz. Dr. med. Da-
na Seidlova-Wuttke. Die Tierversuchsgenehmigung erfolgte von der Bezirksregierung Braun-
schweig unter folgender Nummer: 33.11.42504-04-043/08. Die Finanzierung dieses Projek-
tes geschah aus Mitteln des bayerischen Forschungsférderungsprogramms — Osteoporo-
seprophylaxe mit pflanzlichen Wirkstoffen (AZ-838-08). Die Arbeitsgemeinschaft setzt sich
aus der Abteilung Endokrinologie der Universitatsmedizin Gottingen (Prof. W. Wuttke), der
muskuloskelettalen Forschungsgruppe der orthopadischen Klinik der Universitat Wirzburg
(Prof. F. Jakob) und der Firma Bionorica® SE mit Hauptsitz in Neumarkt zusammen. Die Firma

Bionorica® SE stellte die CR-Extrakt sowie Saponin- und Restfraktion her.

2.1.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Der Versuch wurde an 100 3 Monate alten weiblichen Sprague-Dawley-Ratten vorgenom-
men. Diese stammen von der Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen. Die Tiere wurden am
25.8.2010 an die Tierstalle des Universitatsklinikums Gottingen geliefert. Die Ratten wurden
auf 20 Kafige (Makrolon®-Kafig Typ IV, Firma Tecniplast GmbH, HohenpeiRenberg) zu jeweils
5 Tieren aufgeteilt. Sie befanden sich in einem fensterlosen, vollklimatisierten Raum bei ei-
ner Temperatur von 22-26 °C. Der Tierstall wurde mit kiinstlichem Licht taglich von 6.00 bis
18.00 Uhr beleuchtet. Den Tieren stand Futter und Wasser zur freien Verfligung. Zur Einge-
wohnung, bis zum Versuchsstart, bekamen die Tiere sojafreies Futter (V 1354-000 ssniff R-Z,
10 mm Phytoestrogenarm, Maus/Ratte, Soest). Jedem Tier wurde im Nackenbereich sub-

kutan ein Transponder (Emsicon Jung GmbH, Forstenning) zur Wiedererkennung implantiert.
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2.1.2. Versuchsablauf und Testsubstanzen

Dieser Versuch verlief in der Zeit vom 25.8 - 4.10.2010. Ich habe an dem Versuch selbst nicht
teilgenommen. Darum werde ich mich bei dem Versuchsangaben auf die wichtigsten Punkte

beschranken.

Es handelt sich um einen einmonatigen Versuch an dem Modell der ovx Ratte zur Erfor-
schung neuer pflanzlicher Alternativen zur Therapie der klimakterischen Beschwerden und

zur Bekampfung der postmenopausalen Osteoporose.

Die pflanzlichen Stoffe stammen von der Firma Bionorica® SE (Neumarkt, Deutschland) und
wurden in unser Ostrogenfreies Futter durch die Firma ssniff Spezialdidten GmbH einge-
mischt und zwar in bestimmten Mengen. Diese beruhen auf jahrelange Erfahrungen mit der
wirksamen Konzentration des Gesamtextraktes von CR. Die einzelnen Konzentrationsmen-
gen der Subfraktionen wurden von der Firma Bionorica® SE bestimmt. Siehe Tabelle 1 im
Anhang. Die wichtigsten Inhaltsstoffe der Gesamtsaponin- und Gesamtrestfraktion sind in

der Abbildung 6.1 im Anhang aufgelistet.

Um die durchschnittliche Nahrungs- und Wasseraufnahme der Tiere festzustellen, wurde
wochentlich die Futter- und Flissigkeitsmenge gemessen. Eine ovx Ratte nimmt durch-
schnittlich 18,41 g Futter pro Tag auf. Ausgenommen die Ratten, die mit Estradiolbenzoat
angereichertes Futter bekamen. Bei diesen lag die durchschnittliche Nahrungsmenge bei
10,81 g taglich. Die Aufnahme der Testsubstanzmenge konnte lber den Futterverbrauch

errechnet werden.

Zum Versuchsende erfolgte unter einer CO, - Betaubung die Enthauptung der Ratten. An-
schliefend wurden die Organe entnommen und bearbeitet. Gleichzeitig haben wir durch die
Obduktion Blut entnommen, um die Hormonparameter aus dem Serum bestimmen zu kon-

nen.
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Material und Methoden

2.2. Herstellung der Tibiapraparate fir die histologische Auswertung

Es wurden zwei Schnitte pro Tier hergestellt. Histologisch wurden zwei Ausschnitte in jedem

Schnitt untersucht.

2.2.1. Fixierung, Dehydrierung und Einbettung in Acryl

Die proximale Tibia wurde zuerst zur Fixierung fur 36 Std. in einer 4% neutral gepufferten
Formalinlésung (0,1 M Phosphatpuffer) eingelagert. Diese Arbeit wurde von Frau H. Briige-
mann-Meyer, MTA, durchgefiihrt. Dann mussten die Praparate in einer aufsteigenden Alko-
holreihe bei Raumtemperatur dehydriert werden. Nach der Dehydration wurden die Kno-
chensticke fir jeweils 24 Stunden in zwei Intermedien aus Xylol gegeben. Als letzter Schritt
folgte die Einbettung, die sich aus den Prainfiltrationen und der Infiltration zusammensetzte.
Tabelle 2 im Anhang stellt das Entwasserungsprotokoll und die nachsten Verarbeitungs-

schritte fir die Einbettung der Tibia dar.

2.2.2. Schneiden der Tibiapraparate und Aufziehen der Schnitte auf Objekttra-

ger

Die ausgeharteten Kunststoffblocke wurden mit Hilfe eines Rotations-Tischmikrotom (Leica
2065 Supercut, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) zu 3 uM dicken Praparate im longitudina-
lem Knochenverlauf geschnitten. Die Schnitte wurden in 40%iges Ethanol getaucht und dann
auf die Objekttrager (SuperFrost Ultra Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig) aufgezo-
gen. Anschlieend wurden die Praparate mit einer Schutzfolie (Kisol-Folie, Firma Kettenbach,
Eschenburg-Wissenbach) abgedeckt und fiir 24 Stunden in einer Presse bei 37°C in den Tro-

ckenschrank gestellt.
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2.2.3. Entplastung und Goldner-Farbung

Vor dem Farben der Diinnschnittpraparate erfolgte das Entfernen des Einbettungsmaterials.
Tabelle 3 im Anhang zeigt die Entplastungsschritte durch Eintauchen der Schnitte in die Rea-

genzien.

Nach der Entplastung wurden die Diinnschnitte mittels Goldner-Farbung (habe ich zusam-
men mit Frau H. Briigemann-Meyer, MTA gemacht) fir die histologische Auswertung vorbe-
reitet. Daflir wurden die Prdparate in vorgegebener Reihenfolge und Zeitdauer in die ent-

sprechenden Reagenzien eingetaucht. Der Ablauf wird in Tabelle 4 im Anhang vorgestellt.

Zum Abschluss wurden die gefarbten Praparate mit Hilfe eines Tropfen Eukitt® auf dem Ob-

jekttrager mit einem Deckglas versehen.

2.3. Histologische Auswertung der Tibia

2.3.1. Mikroskop und Computersoftware

Die histologische Auswertung der Tibiapraparate wurde von mir durchgefiihrt. Ich habe die
Praparate unter einem Zeiss Axiophot Mikroskop (Carl Zeiss AG, Jena) betrachtet. Uber eine
Kamera (Olympus ColorView, Soft Imaging System GmbH, Minster) wurden die Bilder auf-
genommen und diese mit Hilfe der analySIS® 3,0 Computersoftware (Soft Imaging System

GmbH, Miinster) ausgewertet.

2.3.2. Auswertung der Trabekelarchitektur im Metaphysenbereich

Die Bestimmung des trabekuldren Vernetzungsgrades habe ich mit Hilfe der Strut-Analyse
nach der Methode von Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan et al. (1986) durchge-
flhrt. Fur die Analyse habe ich, bei einer VergroRerung von 4,0 (2,5 x 1,6), immer zwei Tra-
bekelbilder in einem Praparat aufgenommen. Das eine Bild - medial der lateralen Tibiaseite
und distal der Epiphysenfuge, das andere Bild - lateral der medialen Tibiaseite und distal der
Epiphysenfuge. Bei der Analyse habe ich die Trabekelknoten mit roten Punkten markiert.

Knoten sind die Stellen im Trabekel, von denen drei oder mehr Achsen eingezeichnet wer-
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Material und Methoden

den kénnen. Freie Enden mit griinen Punkten sind die Unterbrechungen im trabekularen
Netzwerk. Verbindungsstiicke mit schwarzen Punkten sind die Stellen, von denen genau

zwei Achsen eingezeichnet werden kénnen.

Zum Schluss habe ich die roten, schwarzen und griinen Punkte gezahlt und in einer Excel-
Tabelle gespeichert. Danach wurde das Verhaltnis der Knoten zu den freien Enden errechnet

und der Mittelwert der Punkte bestimmt.

Abb. 2.1 Trabekelarchitektur nach dem Einsetzen

der roten, schwarzen und griinen Punkte
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2.3.3. Messung der Knorpeldicke am proximalen Tibiaende

Die Knorpeldicke habe ich am proximalen Ende der Tibia gemessen. Es ist das gleiche Vorge-
hen wie bei der Messung der Kortikalis, mit der Ausnahme, dass ich statt zehn Einzelmes-

sungen zwanzig Messungen durchgefiihrt habe.

Abb. 2.2 Knorpel in der proximalen Tibia mit

zwanzig Einzelmessungen
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2.3.4. Messung der drei Epiphysenfugenzonen - Zone des ruhenden Knorpels,

Saulenknorpelzone und Blasenknorpelzone

Fiir die Epiphysenfuge habe ich eine andere VergrofRerung 12,5 (10 x 1,25) gewahlt. Nach-
dem das Bild mit der Kamera fixiert wurde und der Messbalken im Bild eingezeichnet war,
habe ich mit Hilfe des Computerprogramms Trennlinien zwischen die einzelnen Zonen ein-
gezeichnet. Danach habe ich mit jeweils zehn Einzelmessungen die Dicke der drei Zonen be-
stimmt. Die Messergebnisse wurden in einer Excel-Tabelle gespeichert, und fiir jede Zone
wurde der Mittelwert berechnet. Um auch die Dicke der gesamten Epiphysenfuge zu haben,
habe ich anschlieBend die Summe der einzelnen Zonenmessungen im Excel-Programm be-

stimmt und auch dafir den Mittelwert berechnet.

Abb. 2.3 Epiphysenfuge mit Trennlinien und

dreilig Einzelmessungen
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2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der ermittelten Werte erfolgte mit der Computersoftware
GraphPadPrism 5.01 (GraphPad Software, Inc., USA). Die Ergebnisse sind in Form von Sau-
lendiagrammen dargestellt. Standardfehler des Mittelwerts (SEM) bzw. das StreuungsmaR
wurde durch Fehlerbalken gekennzeichnet. Die Auswertung erfolgte durch Anwendung der
Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA) und durch einen Vergleichstest nach Dunnett.
Alle Gruppen wurden mit der Kontrollgruppe verglichen. Die signifikanten Auswirkungen

sind mit p<0,05 festgelegt und in den Graphen durch * kenntlich gemacht.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Korpergewicht der Tiere
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Abb. 3.1

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR (28 Tage per Futter) auf das

Gewicht der ovx Ratten vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs. Ko

Abbildung 3.1 zeigt die Gewichtszunahme bzw. -abnahme der Ratten zum Ende des Versu-

ches. Die Ratten wurden nach der ovx und vor der CO, - Betaubung gewogen. Die Differenz

ergibt sich aus dem Endgewicht minus dem Gewicht nach der ovx. Alle Tiere, bis auf die E2-

Gruppe, haben an Gewicht zugenommen (knapp 100 g). Die E2-Tiergruppe hat ca. 20 g an

Gewicht verloren. Nur die E2-Gruppe zeigt ein signifikantes Ergebnis im Vergleich zu ovx

Kontrollgruppe ohne Ostrogen Beimengung.
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3.2. Auswertung der Trabekelarchitektur im Metaphysenbereich

Die folgenden Ergebnisse zeigen den trabekuldaren Vernetzungsgrad. Die Trabekelarchitektur
wurde nach einer bestimmten Methode von Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan et
al. (1986) gemessen. Es handelt sich hier um Trabekelknoten (nodes), freie Enden der Trab-
ekel (termini), das Verhaltnis zwischen den Knoten und freien Enden sowie der Anzahl der
schwarzen Punkte. Die zuletzt genannten Punkte stellen Verbindungsstlicke zwischen den
nodes und den termini dar. Die Trabekelknoten sind die Stellen im Trabekel, von denen drei
oder mehr Achsen in verschiedene Richtungen ausgehen kdnnen. Das heildt, je mehr Knoten
vorhanden sind, umso verzweigter ist die Trabekelarchitektur. Freie Enden der Trabekel sind
genau das Gegenteil. Diese stellen die Unterbrechungen im trabekuldaren Netzwerk dar. Hier
ist nur eine Achsenrichtung vorhanden. Aus den schwarzen Punkten gehen genau zwei Ach-

senrichtungen hervor.
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3.2.1. Knotenanzahl
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Abb. 3.2

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Anzahl der Knoten
in den Trabekeln der Metaphyse der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe
mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs. Ko

In der Abbildung 3.2 ist die Anzahl der Knoten graphisch dargestellt. Der Mittelwert der Kno-
ten zeigt wie verzweigt die Trabekelarchitektur in der Metaphyse der Tibia unter Substituti-
on von E2 und den Fraktionen sowie Subfraktionen der CR ist. Anhand der graphischen Dar-
stellung ist ersichtlich, dass alle Gruppen einen hoheren Verzweigungsgrad der Trabekel im
Vergleich zur Ko-Gruppe haben. Aber nur die C001/S3-Gruppe zeigt mit einem Mittelwert
von 48,33 Knoten eine signifikant héhere Anzahl der Knoten. Im Vergleich dazu betragt der
Mittelwert der Ko-Gruppe 26 Knoten, der E2-Gruppe 37,39 Knoten und die C001/S-Gruppe

wird dicht gefolgt von der Ko-Gruppe mit einem Mittelwert von 27,57 Knoten.
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3.2.2. Anzahl der freien Enden
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Abb. 3.3

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Anzahl der freien Enden
der Trabekel in der Metaphyse der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe

mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs. Ko

In der Abbildung 3.3 ist die Anzahl der freien Enden der Trabekel graphisch dargestellt. An-
hand des Mittelwertes der freien Enden kann eine Einschatzung gemacht werden, wie viele
Unterbrechungen im trabekuldaren Netzwerk vorhanden sind. Im Vergleich zur Ko-Gruppe
mit einem Mittelwert von 91,89 zeigt die C0O01/R2-Gruppe mit einem Mittelwert von 56,5
eine signifikant niedrigere Anzahl der freien Enden. Weniger als die Ko-Gruppe zeigen auch
die C001/S-, C001/S1-, CO01/R- und CO001/R1-Gruppe, jedoch ohne signifikanten Unter-
schied. Die meisten freien Enden sind in der C001/S2- und C001/S3-Gruppe gewesen, nam-
lich mit einem Mittelwert von 109,33 und 107,33. Auch hier zeigt sich keine Signifikanz. Die

E2-Gruppe hat vergleichbar viele freie Enden wie die Ko-Gruppe.
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3.2.3. Verhaltnis Knoten/freie Enden
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Abb. 3.4

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf das Verhéltnis zwischen

Knoten und freien Enden in den Trabekeln der Metaphyse der Tibia bei ovx Ratten

vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs. Ko

Abbildung 3.4 zeigt ein graphisch dargestelltes Verhaltnis zwischen Knoten und freien Enden

der Trabekel. Vor der graphischen Darstellung wurde der Mittelwert der Knoten durch den

Mittelwert der freien Enden in jeder Gruppe geteilt. Das heillt, je mehr Knoten vorhanden

sind, umso groBer ist der Mittelwert des Verhaltnisses. Das Ergebnis zeigt, dass alle Gruppen

eine hohere Anzahl von Knoten im Vergleich zur Ko-Gruppe erzielt haben. Vor allem die E2-,

C001/S1-, C0O01/S3-, C001/R-, CO01/R1-, und CO01/R2-Gruppen zeigen einen signifikant ho-

heren Wert. Die C001/S-, C001/S2-, sowie C001/R3-Gruppe haben auch ein hoheres Verhalt-

nis zwischen den Knoten und freien Enden der Trabekel, jedoch ohne einen signifikanten

Unterschied.
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3.2.4. Anzahl der Verbindungsstiicke
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Abb. 3.5

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Anzahl der
Verbindungsstticke der Trabekel in der Metaphyse der Tibia bei ovx Ratten vs.
Kontrollgrupe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

In der Abbildung 3.5 ist die Anzahl der Verbindungsstiicke zwischen Knoten und freien Enden
graphisch dargestellt. Das Ergebnis zeigt zwar unterschiedliche Werte in den Gruppen, je-

doch ist in keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied zu sehen.
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3.3. Knorpeldicke am proximalen Tibiaende

Knorpeldicke (um)

Abb. 3.6

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Knorpeldicke

am proximalen Ende der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe mit (E2)
und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs. Ko

Signifikante Veranderungen, im Vergleich zur Ko-Gruppe mit einer mittleren Knorpeldicke
von 125,35 um, zeigen sich in der E2-, C001/S-, C001/S1-, C001/S3- und C001/R1-Gruppe. Zu
beachten ist, dass die Knorpeldicke der E2-Gruppe signifikant kleiner ist. Die der anderen
Gruppen ist signifikant groRRer. In der E2-Gruppe betradgt die mittlere Knorpeldicke 90,13 pum.
Alle anderen, mit CR gefiitterte Tiere, zeigen eine groBere Knorpeldicke im Vergleich zur ovx
Tieren. Gleiches gilt fur die C001/S2-, C001/R-, C001/R2- und C001/R3-Gruppe, jedoch ohne
signifikanten Unterschied. Die groRte Knorpeldicke von 157,56 um hat sich bei der C001/S3-

Gruppe ergeben.
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3.4. Epiphysenfuge

Die Epiphysenfuge lasst sich in drei Zonen aufteilen: Zone des ruhenden Knorpels, Saulen-

knorpelzone und Blasenknorpelzone. Alle Zonen wurden gesondert untersucht.

3.4.1. Epiphysenfuge gesamt
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Abb. 3.7

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der gesamten
Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne
Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs. Ko

Im Vergleich zur Ko-Gruppe mit einem Mittelwert von 359,54 um zeigen sich die Ergebnisse

in der C001/S-, C001/S1-, C001/S2- und C001/R3-Gruppe signifikant groBer. Die grofRte E-

piphysenfuge wurde in der C001/S-Gruppe mit 518,27 um gemessen. Signifikant kleiner zeigt

sich die Epiphysenfuge in den C001/R1- sowie in der C001/R2-Gruppe, namlich mit einer

vergleichbaren GroRe von 290 um (C001/R1) und 301,81 um (C001/R2). Die E2-Gruppe, so-

wie C001/S3- und C001/R-Gruppe zeigen keine Signifikanz.
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3.4.2. Zone des ruhenden Knorpels

Dicke der ruhenden Knorpelzone (um)
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Abb. 3.8

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der ruhenden
Knorpelzone der Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe
mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs Ko

Bei dieser Auswertung ergeben sich in allen Gruppen signifikante Veranderungen. Alle Tiere,

einschlieRlich Tiere der E2-Gruppe, haben im Vergleich zur Ko-Gruppe eine diinnere Zone

des ruhenden Knorpels entwickelt. Der Mittelwert der Ko-Gruppe liegt bei 64,85 um. Im

Vergleich zu dieser Gruppe betragt die Zonendicke des ruhenden Knorpels in der E2-Gruppe

50,17 um. Die diinnste Zone ist bei der C001/R1-Gruppe mit einem Mittelwert von 29,75 um

festzustellen.
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3.4.3. Saulenknorpelzone

w

(=4

o
]

N

(=4

o
1

100}

Dicke der Saulenknorpelzone (pm)

Abb. 3.9

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der
Saulenknorpelzone der Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten vs.
Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs Ko

Die Gruppen, die einen signifikanten Unterschied zu der Ko-Gruppe zeigen, haben eine gro-
Bere Sdulenknorpelzone entwickelt. Den groBRten Wert zeigt die C001/S-Gruppe, namlich mit
einem Mittelwert von 239,57 um. Die kleinste Sdulenknorpelzone hat die E2-Gruppe mit

einem Mittelwert von 134,68 um.
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3.4.4. Blasenknorpelzone
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Abb. 3.10

Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der
Blasenknorpelzone der Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten vs.
Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

*p<0,05 vs Ko

Diese Ergebnisse sind fast identisch mit den Ergebnissen der Saulenknorpelzone. Es zeigen

die gleichen Gruppen, namlich die C001/S-, C001/S1-, C001/S2-, CO01/R- sowie CO01/R3-

Gruppe eine signifikant grofSere Zone zur Ko-Gruppe auf. Dementsprechend hat den groRten

Mittelwert von 227,35 um die C001/S-Gruppe. Die kleinste Zone mit einem Mittelwert von

116,16 um hat hier allerdings die C001/R1-Gruppe entwickelt. Die E2-Gruppe hat eine ver-

gleichbare GroRRe der Blasenknorpelzone wie die der Ko-Gruppe.
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4, Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zeigen, welchen Effekt die Fraktionen und Subfraktionen
aus CR BNO 1055/C001 auf den Knochen sowie auf den Knorpel unter Ostrogenmangel
austben. In friheren tierexperimentellen Studien konnte eindeutig nachgewiesen werden,
dass der Gesamtextrakt von CR unter anderem zur Reduzierung des Kérpergewichts sowie
zum reduzierten Verlust der Knochenmineraldichte (BMD) bei ovx Ratten fihrt (Seidlova-
Wuttke et al. 2003a). Es entstand die Frage nach einer genauen Zusammensetzung der
Pflanze, um moglichst die effektiven Substanzen aus CR zu extrahieren und damit den
prophylaktischen Effekt auf den Knochen zu erhéhen. Im Jahr 2010 gelang es der Firma
Bionorica®, aus dem Rhizom der Pflanze zwei Hauptgruppen zu trennen - die
Saponinfraktion und die Restfraktion. Daran anschlieBend sind Subfraktionen aus
Saponinfraktion (C001/S1, C001/S2, C001/S3) und Restfraktion (C001/R1, C001/R2, C001/R3)
Uber Hochleistungsflissigkeitschromatographen identifiziert worden. Die genaue
Zusammensetzung der Gesamtsaponin- sowie Gesamtrestfraktion ist in der Abb. 6.1 im
Anhang dargestellt.

Ein groRer Vorteil der Pflanze ist, im Gegensatz zu Ostrogenen, dass es weder Auswirkungen
auf die endometriale Dicke noch auf das Brustgewebe zeigt (Wuttke et. al. 2003).

Fir die Simulation einer beginnenden Osteoporose diente die weibliche ovx Sprague-
Dawley-Ratte. Diese zeigt nach dem Verlust der ovariellen Funktion und des daraus
folgenden Ostrogenmangels dhnliche Reaktionen auf den Knochen und Knorpel wie Frauen
in der Postmenopause (Wronski et al. 1991, Frost und Jee 1992, Turner et al. 2001, Seidlova-
Wuttke et al. 2003a). Die Versuchsdauer betrug 4 Wochen. Als Basis des taglichen Futters
diente sojafreies Grundfutter mit Beimengung der Fraktionen bzw. Subfraktionen. Somit
konnte sichergestellt werden, dass nur Fraktionen und Subfraktionen als prophylaktische
Malnahme auf den Knochen und Knorpel eine Auswirkung hatten. Zum Vergleich gab es
eine Kontrollgruppe, die nur sojafreies Futter bekam (Ko) und eine, die Estradiolbenzoat
angereichertes Futter bekam (E2). Nach 4-wochiger Substitution erfolgte im Anschluss die
Herstellung der Tibiapraparate und die histomorphometrische Untersuchung.

Untersucht und ausgewertet sind in der vorliegenden Arbeit der spongidse Knochen in der
proximalen Tibiametaphyse, der Knorpel am proximalen Ende der Tibia und die

Epiphysenfuge an der proximalen Tibia.
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4.1. Trabekelarchitektur

Besondere Aufmerksamkeit wurde der Spongiosa geschenkt. Der Verlust des spongidsen
Knochens aufgrund von Ostrogenmangel entspricht der ersten schnellen Phase des
Knochenmasseverlustes (Wronski et al. 1989). In unserem Versuch betrug die Zeit des
Ostrogenmangels durch Ovx der Sprague-Dawley-Ratte 4 Wochen. Die ersten
Knochenveranderungen in der proximalen Tibiametaphyse sind bereits 14 Tage nach Ovx
erkennbar. Der frihe schnelle Knochenmasseverlust halt bis etwa 3 Monate nach Ovx an
(Wronski et al. 1988).

Bei Frauen mit einem abrupten Abfall der Ostrogenkonzentration nach der Menopause
kommt es zum akzelerierten Schwund von jahrlich bis zu 4 % der Knochenmasse (Bartl und
Thaler 2007). Das Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und Knochensynthese gerat
auBer Balance (Manolagas 2000, Compston 2001). Folglich Giberwiegt die Knochenresorption
gegeniber der Knochensynthese (Gilbert et. al. 2000). Die spezifischen Veranderungen im
Knochenumbau lassen sich in zwei Phasen einteilen (Wronski et al. 1991). Die erste Phase
umfasst in etwa die ersten 3 bis 5 Jahre nach der Menopause. Im Vergleich zum Verlust der
Kompakta ist sie durch einen Uberproportionalen Verlust an spongiésem Knochen
gekennzeichnet. Die anschlieRende langsame Phase des Knochenverlustes betrifft sowohl
den trabekuldren als auch den kortikalen Knochen (Khosla et al. 2011).

Es gibt mehrere Methoden fiir die Bestimmung der Knochenarchitektur, insbesondere auf
trabekuldarer Ebene. Die Organisation des Knochens im Raum wird gekennzeichnet und die
Komplexitat dieser Struktur quantitativ gemessen (Dalle Carbonare et al. 2005). In der
vorliegenden Arbeit basiert die Untersuchung der Mikroarchitektur auf der Bestimmung der
Anzahl von Knoten, freien Enden, Verbindungstrabekeln sowie auf der Bestimmung des
Quotienten dieser Werte, also dem Verhaltnis zwischen Knoten und freien Enden der
Trabekel. Knoten stellen eine Struktureinheit dar, die einen Zusammenfluss von drei oder
mehr Trabekeln aufweisen. Aus qualitativer Sicht ist die Konnektivitat der trabekularen
Struktur ein Index fiir die Gesamtanzahl der Verbindungen innerhalb des trabekuldren
Netzwerkes (DeHoff et al. 1972) und damit die Stabilitdt des Knochens. Wenn einseitig kein
Knoten hinzugefligt werden kann, bezeichnet man es als ,freies Ende”. Das ,freie Ende”
stellt die Unterbrechung im trabekularen Netzwerk dar (Parfitt et al. 1987, Day et al. 2004).
Das Verhaltnis zwischen nodes und termini in einem Knochenabschnitt ist also ein Index der
raumlichen Anbindung (Le et al. 1992). Je héher der Index ist, desto groRere Verzweigungen

herrschen im trabekularen Netzwerk.
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Vor der Bestimmung der Knotenanzahl, der Anzahl der freien Enden und der
Verbindungstrabekel habe ich jedes Trabekelstiick ,skelettiert”. Durch diesen Prozess der
»Skelettierung”  ist es insbesondere moglich ein Netzwerk von zweidimensionalen
Komponenten (Strut) zu erhalten. Das stellt die Messung des trabekuldren Profils sowie die
Anzahl ihrer Verbindungen auf zweidimensionalen Knochenabschnitten durch eine
berechnete Analyse, die sogenannte Strut-Analyse, dar. Die Strut-Analyse reproduziert die
trabekuldre Verteilung im Raum, das trabekuldare Netzwerk (Garrahan et al. 1986). Die
Bewertung der Mikroarchitektur ist natzlich fir die Abschatzung des Bruchrisikos. Ferner

ermoglicht es die Wirkung eines Therapeutikum zu bewerten (Dalle Carbonare et al. 2005).

Nun kommen wir zu der Analyse der Ergebnisse. Alle Versuchstiere zeigen nach Ovx und
vierwochigem Experiment mit Fraktionen und Subfraktionen der CR eine hdhere
Knotenanzahl als die ovx Ko-Gruppe ohne Ostrogene. Die Knotenanzahl bei ovx
Kontrolltieren war, wie erwartet, am niedrigsten, sie haben also die geringste trabekulare
Vernetzung in der proximalen Tibiametaphyse. In friiheren Experimenten konnte festgestellt
werden, dass die Tibiametaphyse von ovx Ratten ein ideales Modell fiir das Testen der
Osteoporose-Pravention ist (Lelovas et al. 2008). Besonders rapide verschlechtert hat sich
nach Ovx die Trabekelarchitektur in der Metaphyse der langen Réhrenknochen. Dies kann
mit der Gabe von E2 verhindert werden (Wuttke et al. 2002, Seidlova-Wuttke et al. 20033,
Kapur et al. 2010). Auch in unserer Studie war eine Gruppe (E2), die ovx und
Estradiolbenzoat angereichertes Futter bekam. Die E2-Gruppe hat zwar eine hohere Anzahl
von Knoten erreicht, aber dieses Ergebnis war nicht signifikant. Die Untersuchung der
Wirkung von Subfraktionen auf den Knochen ist ein Novum. Ein (berraschendes Ergebnis
mit signifikant hoherer Knotenanzahl lieferte die Versuchsgruppe C001/S3. Die C001/S3
enthalt als Hauptbestandteil lipophile Saponine. Dieser Wirkstoff ist in der Lage, eine groRe
Vernetzung des trabekularen Systems zu schaffen. Bei Betrachtung der restlichen
Versuchsgruppen bezlglich ihres trabekuldaren Netzwerkes, ergibt sich im Vergleich zur Ko-
Gruppe bei allen Tieren eine hohere Knotenanzahl, jedoch ohne Signifikanz.

Bezlglich der Anzahl der freien Enden zeigen alle Tiere ein vergleichbares Ergebnis. Die
positiv hervorstechende Anzahl der Knoten der C001/S3-Versuchsgruppe zeigt auch eine
hohere Anzahl an freien Enden als die Ko-Gruppe. Jedoch war diese ebenfalls nicht
signifikant. Eine signifikant niedrigere Anzahl der freien Enden zeigt die C0O01/R2-Gruppe. Die

Hauptbestandteile im Futter sind hier Zimtsaurederivate. Daraus lasst sich ableiten, dass es
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im Vergleich zur Ko-Gruppe signifikant weniger Unterbrechungen im trabekuldren Netzwerk
gibt. Betrachtet man die Ergebnisse der restlichen Gruppen zeigt sich ein gemischtes Bild der
freien Enden in der Trabekelarchitektur.

Bei Betrachtung der trabekuldren Verbindungsstiicke in ihrer Anzahl stellt sich bei keinem

der applizierten Wirkstoffe eine signifikante Beeinflussung heraus.

In der Darstellung der zweidimensional ermittelten Trabekelarchitektur zeigt sich ein
positives Ergebnis im Verhaltnis zwischen Knoten und freien Enden in Bezug auf Fraktionen
und Subfraktionen der CR. Und zwar die C001/S1-Gruppe, welche als Hauptbestandteile im
Futter polare Saponine, Actein, Deoxyactein und Isoferulasdure beinhalten, die C001/S3-
Gruppe, die lipophile Saponine enthélt, die CO01/R-Gruppe, die hauptsachlich Kaffeesaure,
Zimtsaurederivate und Methylserotonin enthalt, die C001/R1-Gruppe mit Hauptbestandteil
Kaffeesaure, die CO01/R2-Gruppe mit Zimtsaurederivate und die E2-Gruppe, haben im
Vergleich zu den ovx Kontrolltieren einen signifikant héheren Quotienten erzielt. Die
Fraktionen und Subfraktionen, die signifikante Ergebnisse zeigen, haben sogar héhere Werte
als die E2-Gruppe erreicht. Die restlichen drei Versuchsgruppen C001/S, C001/S2, C001/R3
zeigen keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Ko-Gruppe. Fir die genaue
Zusammensetzung der Fraktionen und Subfraktionen siehe Abb. 6.1.

Dieses Ergebnis bestatigt die positive Wirkung der CR an der trabekuldren
Knochenarchitektur. In der Anfangsphase der Experimente an Traubensilberkerze wurde
eine deutlich hohere trabekuldare Knochenmineraldichte in der proximalen Metaphyse der
Tibia bei Ratten mittels qCT nachgewiesen (Wuttke et al. 2002).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Strut-Analyse, dass das trabekuldre Netzwerk bei den
ovx Tieren stark gestort war. Die Anzahl der Knoten war reduziert und die der freien Enden
erhoht. Das flhrte zu einer Verminderung des Quotienten zwischen Knoten und freien
Enden. Dieses Ergebnis spricht fiir einen Stabilitdtsverlust des Knochens, was mit erhdhter
Knochenbriichigkeit einhergehen kann. In der Studie von Seidlova-Wuttke et al. (2012)
wurde nachgewiesen, dass bei ovx Ratten der Fettgewebsanteil im Knochenmark steigt. Das
Fettgewebe im Knochen bzw. im Knochenmark korreliert umgekehrt mit seiner
mineralischen Dichte und Mikroarchitektur der trabekuldren Infrastruktur in der Metaphyse
der Tibia (Seidlova-Wuttke et al. 2012c). Adipozyten im Knochenmark sezernieren pro-
inflammatorische Zytokine, die Osteoblasten hemmen und Osteoklasten stimulieren (Yang

et al. 2009). Im Gegensatz zur Ko-Gruppe haben die E2-Gruppe, die Fraktionen und die
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Subfraktionen eine positive Wirkung auf die Trabekelarchitektur aufgezeigt.
Hochstwahrscheinlich kdnnen die Fraktionen und Subfraktionen die
Osteoporoseentwicklung aufhalten, indem sie die Fettbelastung im Knochenmark
reduzieren. Folglich reduziert sich die Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine. Auch in
einer friheren Studie von Seidlova-Wuttke et al. (2012) konnte nachgewiesen werden, dass
die Fettbelastung im Knochenmark bei den CR behandelten ovx Ratten im Vergleich zu E2
behandelten Tieren deutlich reduzierter war. Auch die Saponin- und die Restfraktion
reduzieren das Fettgewebe effizienter als E2 (Seidlova-Wuttke et al. 2012c). Das heift, die
Wirkung von CR basiert vermutlich auf einer entziindungshemmenden Eigenschaft (Yang et
al. 2009) durch Hemmung der Fettzellen. Nach Ovx und anschlieBender Verschlechterung
der Trabekelkonnektivitat konnten die Wirkstoffe der CR die Konnektivitat des trabekuldaren
Knochens signifikant erhohen. Diese Ergebnisse sprechen mit den Ergebnissen der friiheren
Experimenten an CR sowie Saponin- und Restfraktion iberein (Seidlova-Wuttke et al. 2006,
Seidlova-Wuttke et al. 2012a, Seidlova-Wuttke et al. 2012b). Mittlerweile ist bekannt, dass
CR alle bedeutenden klimakterischen Beschwerden genauso effektiv reduziert wie
konjugierte Ostrogene (Wuttke et al. 2014). Es konnte bestitigt werden, dass CR einen
schutzenden Effekt auf den trabekuldren Knochen nach Ovx der Tiere ausiibt und somit eine
antiosteoporotische Wirkung aufweist. Da in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal die
Subfraktionen untersucht wurden, wissen wir jetzt, welche Wirkstoffe der Pflanze im
Einzelnen besonders positiv auf die Trabekelarchitektur wirken. Den signifikant positiven
Effekt haben wir in der C001/S1- und C001/S3-Gruppe beobachten kdnnen. Gleiches gilt fiir
die C001/R-, C001/R1- und C001/R2-Gruppe. In der Studie von Trzeciakiewicz et al. (2009)
wurde auch der antiosteoporotische Effekt der Polyphenole nachgewiesen (Trzeciakiewicz et
al. 2009). Actein, Hauptbestandteil der Subfraktion C001/S2, hat einen schiitzenden Effekt
auf den Knochen (Einbond et al. 2006, Cicek et al. 2010). Es zeigt eine hemmende Wirkung

auf pro-inflammatorische Zytokine (Schmid et al. 2009).

4.2. Knorpel

Neben Osteoporose zahlt auch Arthrose zu den groRen gesundheitlichen Problemen in der
zunehmend alter werdenden Bevdlkerung, vor allem bei postmenopausalen Frauen. Eine
Beziehung zwischen Arthrose und Osteoporose ist noch nicht eindeutig geklart (Zhu et al.

2013). Einige Studien haben in Tiermodellen und beim Menschen nachgewiesen, dass
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systemische Osteoporose eine Rolle bei der Pathogenese der Arthrose spielt (Calvo et al.
2007, Bellido et al. 2010). Es handelt sich dabei um eine metabolische Dysfunktion des
Knochens und nicht um eine mechanische ,VerschleiBerkrankung" (Mansell et al. 2007).
Arthrose ist eine komplexe Erkrankung des gesamten Gelenks, die Knochen- und
Knorpeldegeneration verursacht (Karsdal et al. 2008). Die trabekuldre Knochenstruktur
korreliert mit dem Gelenkknorpel. Dies deutet darauf hin, dass Verlust des mineralisierten
Knochens mit Knorpeldegeneration verbunden ist (Bolbos et al. 2008). Arthrose zeichnet sich
durch einen schrittweisen und ungleichmaBigen Verlust des hyalinen Gelenkknorpels, mit
Osteophytenbildung, subchondraler Sklerose und Degeneration der periartikuldren
Strukturen aus (Baker-LePain und Lane 2012). Eine optimale Behandlung der Arthrose sollte
daher eine positive Auswirkung sowohl auf den Knorpel als auch auf den ausdinnenden
Knochen beinhalten.

In unserem Versuch wird die Knorpeldicke am proximalen Tibiaende der ovx Sprague-
Dawley-Ratten beurteilt. Bis auf die Ko-Gruppe und E2-Gruppe wurde bei allen anderen
Versuchstieren eine hohere Knorpeldicke gemessen. Ein signifikantes Ergebnis kann bei der
C001/S-, C001/S1-, CO01/S3- sowie bei der CO001/R1-Gruppe beobachtet werden. Die
C001/S2-, C001/R-, CO01/R2- und C001/R3-Gruppe zeigen keine signifikante Erhéhung der
Knorpeldicke. In der Studie von Einbond und Kollegen (2006) wurde auch eine
chondroprotektive Wirkung durch Saponinanteil beobachtet, wahrend der polare
Restwirkstoff sich als unwirksam gezeigt hat (Einbond et al. 2006). In unserer Studie wird
dieses Ergebnis bestatigt. Auch bei uns zeigt die Saponingruppe einen signifikant hoheren
Knorpelanteil am proximalen Tibiaende der Ratten. Die in unserem Versuch zum ersten Mal
untersuchten  Subfraktionen C001/S1 sowie C001/S3 zeigen ebenfalls eine
chondroprotektive Wirkung. Die E2-Gruppe hat eine signifikant kleinere Knorpeldicke im
Vergleich zur Ko-Gruppe erzielt. Zu erklaren ist dieses Ergebnis durch eine unterschiedliche
KorpergroRBe der Ratten, siehe Abb 3.1 Die mit Ostrogenen behandelte Tiere fallen viel
kleiner aus als die, die sojafreies Futter sowie Fraktionen und Subfraktionen in ihr Futter
beigemischt bekommen haben. Dementsprechend fallt auch die Knorpeldicke bei E2-
behandelten Tieren kleiner aus. Es ist bekannt, dass Ostrogene den Knorpel vor VerschleiR
schiitzen kénnen. Ostrogene haben eine positive Auswirkung sowohl auf den Knochen als
auch auf den Knorpel (Sniekers et al. 2010). In friiheren Versuchen wurde eine deutliche
Erhohung der Gelenkknorpeldicke bei den E2 substituierten Tieren nachgewiesen (Kapur et

al. 2010).
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Eine Studie von Seidlova-Wuttke und Kollegen (2012) fand heraus, dass die Knorpeldicke am
tibialen Ende des Kniegelenks am niedrigsten bei ovx Tieren war und deutlich groRRer bei den
mit CR-Extrakt sowie mit Saponin- und Restfraktion behandelten Tieren. Es wurde
nachgewiesen, dass Saponinfraktion die Fettmasse im Kniegelenk reduziert, was von einer
deutlich héheren Knorpeldicke begleitet wurde. Es zeigte sich eine umgekehrte Korrelation
zwischen Knorpeldicke und der Fettbelastung im Kniegelenk. Trotzdem beweist diese
signifikante Korrelation nicht, dass die hohe Fettlast im Kniegelenk der auslésende Faktor fir
die verminderte Knorpeldicke ist, aber es macht diese Beziehung wahrscheinlich (Seidlova-
Wouttke et al. 2012b). Es ist bekannt, dass Adipozyten im Fettpolster der Gelenke die gleichen
negativen Merkmale wie die viszeralen Fettzellen aufweisen. Sie sezernieren pro-
inflammatorische Zytokine und verursachen dadurch lokale Entziindungsprozesse im Gelenk.
Dieses wirkt sich negativ auf die Chondrozytenreifung aus. Die sezernierten Zytokine flihren
aulBerdem zur erh6hten Bildung der Matrix-Metalloproteinasen. Diese Enzyme zerstéren die
Struktur des Gelenkknorpels. Daher ist die Ursache fiir Arthrose nicht nur das Ubergewicht,
sondern auch eine lokale Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen durch Fettzellen
(Gandhi et al. 2011, Klein-Wieringa et al. 2011, Rai und Sandell 2011).

Unser Versuch sowie Versuche aus anderen Studien haben bewiesen, dass CR sowie im
Einzelnen deren Fraktionen und Subfraktionen in der Lage sind Arthrose nach der
Menopause zu verhindern bzw. die Knorpeldegeneration aufzuhalten und eine positive

Wirkung in den Gelenken zu vollbringen.

4.3. Epiphysenfuge

An der Grenze zur Epiphyse befindet sich eine Zone hyalinen Knorpels, auch Reservezone
genannt. (Wasmer und Pférringer 1987). In dieser Zone des ruhenden Knorpels erfolgt kein
Wachstum. Sie dient dazu, das Knorpelgewebe der Fuge an der knéchernen Epiphyse zu
verankern (Welsch 2003).

Bei der Zellvermehrung in der Proliferationszone kommt es zur Ausbildung isogener
Zellgruppen, die sich in typischen Zellsdulen, dem sogenannten Saulenknorpel anordnen. Bei
weiterer Reifung verlieren die Zellen ihre Teilungsfahigkeit und nehmen an GréRe zu. Diese
GroRenzunahme kommt durch Flissigkeitsaufnahme der Zelle zustande. Der Bereich dieser
hypertrophierten Zellen wird auch als Blasenknorpelzone bezeichnet und dient

hauptsachlich dem Langenwachstum (Schiinke 2000).
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Die Reifung und das Wachstum der Knochen unterliegen hormonellen Einflissen. Obwohl
die Ratte das am haufigsten verwendete Tiermodell zum Studium der Osteoporose ist, kann
sie keinen Vergleich in der Entwicklung der Epiphysenfuge darbieten. Osteoporose ist eine
Krankheit, die meistens bei Menschen lange nach dem Epiphysenfugenschluss auftritt bzw.
nach langst eingestelltem Knochenwachstum (Martin et al. 2003). Dieses stellt bei den
Ratten einen erheblichen Unterschied dar, da sie ein anhaltendes Langenwachstum zeigen
(Lelovas et al. 2008) und sie keinen Epiphysenfugenschluss am Ende ihrer sexuellen Reifung
haben (Nilsson et al. 2003). Trotzdem kommt in der vorliegenden Arbeit die Frage auf: Wie
verindert sich die Epiphysenfuge bei Ostrogenmangel der ovx Ratten, bei
Ostrogenverabreichung nach Ovx sowie nach der Verabreichung der Fraktionen und
Subfraktionen des CR-Extraktes?

In unserer Tierversuchsstudie hat sich eine signifikante Zunahme der gesamten
Epiphysenfugendicke in der C001/S-, C001/S1-, C001/S2- sowie in der CO01/R3-Gruppe
ergeben. Allerdings zeigt sich in der C001/R1- und C001/R2-Gruppe eine signifikante
Reduktion der Epiphysenfugendicke im Vergleich zur Ko-Gruppe. In der E2-Gruppe kam es
ebenfalls zur Reduktion der Epiphysenfugendicke im Vergleich zur Ko-Gruppe, aber ohne
Signifikanz. In der Zone, in der kein Wachstum erfolgt, Zone des ruhenden Knorpels hat sich
eine signifikante Abnahme der Dicke in allen Gruppen gezeigt, auch in der E2-Gruppe.
Interessanterweise zeigen die Saulenknorpelzone sowie die Blasenknorpelzone fast
identische Ergebnisse in den einzelnen Gruppen. Man sieht eine signifikante Zunahme der
Zonen in der C001/S-, C001/S1-, C001/S2- sowie in der CO01/R und C001/R3-Gruppe.
Insgesamt zeigt sich an der Epiphysenfuge unter der Fraktion C001/S, Subfraktion C001/S1
und CO001/S2, sowie Fraktion CO01/R und Subfraktion CO001/R3 eine verbreitete
Epiphysenfuge und somit Laingenwachstum der Ratten, da die entscheidenden Zonen fiir das
Langenwachstum (Sdulenknorpelzone und Blasenknorpelzone) vergréRert sind.

Die Tiere in der E2-Gruppe haben eine geringere Dicke in der Saulenknorpel- und
Blasenknorpelzone, allerdings ohne Signifikanz.

In allen untersuchten Zonen der Epiphysenfuge zeigt sich eine Reduktion der Dicke bei ovx
und anschlieBend mit Ostrogen behandelten Tieren, da das Hormon fiir die Verkndcherung
der Fuge verantwortlich ist. Demensprechend sind die Ratten in der E2-Gruppe kleiner.
Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Studien lberein (Lindberg et al. 2001, Kapur et al.
2010). Die Auswirkung des CR-Extraktes auf die Epiphysenfugendicke der ovx Ratten ist ein

Novum. Ein Vergleich mit internationaler Literatur ist daher nicht moglich.
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5. Zusammenfassung

Der Anteil alter Menschen nimmt in den Industrienationen stetig zu. Mit dem Alter kommt
es zum Verlust von Knochengewebe und einem Anstieg der Knochenfragilitat, was das Risiko
von Knochenbriichen erhoht. Vor allem Frauen nach der Menopause sind betroffen. Auch
die Arthrose zahlt zu den haufigsten chronischen Erkrankungen. Die Pravalenz der Arthrose
steigt mit zunehmendem Alter. Die Erkrankung betrifft vor allem Gewicht tragende Gelenke
wie die Wirbelsaule, die HUft- und Kniegelenke. Dabei kommt es zu erheblichen Schmerzen
und Behinderungen, die bei Progredienz der Erkrankung nach einer gewissen Zeit einen

Huift- oder Knie-Eingriff erfordern kénnten.

Es gibt mehrere verschiedene Praventionsmoglichkeiten fiir eine beginnende postmenopau-
sale Osteoporose. Einige sind effektiv, aber durch Nebenwirkungen, gleichzeitige Komorbidi-
tat und unzureichende langfristige Compliance gekennzeichnet. Fiir die Behandlung einer
Arthrose existiert bis heute nur eine symptomatische Therapie. Daher besteht ein grolRer
Bedarf an weiterer Forschung zur Pravention einer postmenopausalen Osteoporose und
Arthrose. Derzeit werden Pflanzenstoffe wie CR intensiv untersucht. Auch die vorliegende
Dissertation beinhaltet tierexperimentelle Untersuchungen der antiosteoporotischen und
antiarthrotischen Wirkungen der CR BNO 1055/C001 sowie ihrer Fraktionen und Subfraktio-
nen. Daflir wurden 100 Sprague-Dawley-Ratten ovarektomiert und in 10 Gruppen aufgeteilt.
AnschlieBend wurden Fraktionen und Subfraktionen aus CR, mit Ausnahme der Kontrolltiere,
4 Wochen lang mit dem Futter verabreicht. Zum Vergleich hat eine weitere Gruppe Estradi-
olbenzoat angereichertes Futter bekommen. Anhand der histologischen Auswertung der
proximalen Tibiaprdparate konnten die Auswirkungen der Fraktionen und Subfraktionen aus

CR BNO 1055/C001 untersucht werden.

Die Ergebnisse der Strut-Analyse zeigen, dass Wirkstoffe der CR, im Vergleich zur Ko-Gruppe,
die Konnektivitat des trabekuldaren Knochens signifikant erhéht haben. Einen signifikant po-
sitiven Effekt haben wir in der C001/S1- und C001/S3-Gruppe sowie in der CO001/R-,
C001/R1- und C001/R2-Gruppe beobachten kdnnen. Mit diesen Ergebnissen konnten wir in

unserer Studie bestadtigen, dass Fraktionen und Subfraktionen der CR einen schiitzenden
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Effekt auf den trabekuldaren Knochen ausiiben und somit einen antiosteoporotischen Effekt

beinhalten.

Auch bei der Messung und Beurteilung der Knorpeldicke am proximalen Tibiaende zeigte
sich in einigen Tiergruppen eine signifikante Zunahme des Knorpels. Diese Ergebnisse konn-
ten in der C001/S-, C001/S1-, C001/S3- und in der C001/R1-Gruppe beobachtet werden.
Letztendlich beweisen die Ergebnisse, dass Fraktionen und Subfraktionen des CR-Extraktes in

der Lage sind, Knorpeldegeneration aufzuhalten.

Bei der Untersuchung der drei Epiphysenfugenzonen kam es zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen. Zum einen hat die gesamte Epiphysenfugendicke in einigen Gruppen eine signifikante
Zunahme gezeigt. Zum anderen ist in einigen Gruppen eine signifikante Abnahme im Ver-

gleich zu den ovx Kontrolltieren festgestellt worden.

In unserem Versuch konnten wir die positiven Auswirkungen der CR auf den Knochen- und
Knorpelstoffwechsel nachweisen. Somit bestatigen sich die Ergebnisse friiher durchgefihrter
Studien (Seidlova-Wuttke et al. 2003b, Wuttke et al. 2003, Einbond et al. 2006). Zusatzlich
konnten wir beschreiben, welche Fraktionen und Subfraktionen der CR sich besonders kno-

chen- und knorpelprotektiv auswirkten.
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6. Anhang

6.1. Tabellen

Tab. 1 Futterart und Futteraufnahme der Tiere

Futterart
Ko, EF R/M
Estradiolbenzoat
Saponinfraktion
Restfraktion
Saponinsubfraktion 1
Saponinsubfraktion 2
Saponinsubfraktion 3
Restsubfraktion 1
Restsubfraktion 2

Restsubfraktion 3

Name der
Gruppe

Ko
EB
C0o01/s
C001/R
C001/s1
C001/S2
C001/S3
C001/R1
C001/R2

C001/R3

Nr. der
Tiere

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Dosis in mg/kg
Futter

keine
10
117,6
382,35
31,2
46,06
46,04
276,81
75,37

35,979

Futteraufnahme
(g/Tier/Tag)

17,95
10,81 *
17,17
19,03
18,37
17,63
19,56
18,75
18,71

18,52

Substanzeinnahme

(mg)
Keine
0,108
2,019
7,26
0,573
0,802
0,900
5,190
1,410

0,666

*p<0,05 vs. Ko
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Tab. 2 Einbettung der Knochen mit Hilfe von Technovit 9100 NEU (Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG,

Wehrheim)
4% neutral gepufferte Formalinlo-
Fixation sung 36h RT 20° C
mit 0,1 M Phosphatpuffer
Dehydratation
1 Ethanol 70% 24 h RT 20° C
Dehydratation
2 Ethanol 80% 24 h RT 20° C
Dehydratation
3 Ethanol 96% 24 h RT 20° C
Dehydratation
4 Ethanol 96% 24 h RT 20° C
Dehydratation
5 Ethanol 100% 24 h RT 20° C
Dehydratation
6 Ethanol 100% 24 h RT 20° C
Dehydratation
7 Ethanol 100% 24 h RT 20° C
Intermedium
1 Xylol 24 h RT 20° C
Intermedium
2 Xylol 24 h RT 20° C
Prainfiltration
1 Xylol/MMA Basis (stab.) 1:1 24 h 10°C
Prainfiltration
2 MMA Basis (entstab.) 24 h 4°C
Prainfiltration
3 MMA Basis (entstab.) + Harter 1 24 h 4°C
MMA Basis (entstab.) + Harter 1 +
Infiltration PMMA 3d 4°C

MMA = Methylmethacrylat, Harter = Peroxidverbindung, PMMA = Fiillstoff
stab. = stabilisiert, entspr. MMA, entstab. = entstabilisierte Basislosung durch Zugabe

von Chromatographiesaule
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Tab. 3 Entplastung der Praparate

1. 3x Behandlung mit Xylol jeweils 20 Minuten
2. 2x Behandlung mit 2-Methoxyethylacetat jeweils 15 Minuten
3. 2x Behandlung mit Aceton jeweils 5 Minuten
4. 2x Behandlung mit Aqua dest. jeweils 2 Minuten

Tab. 4 Ablauf der Goldner-Farbung

Schitt-Nr. | Prozedur Zeit

1. Weigerts Hamatoxylin 10 min
2. Spilen unter Leitungswasser 10 min
3. 2 g Ponceau de Xylidine + 1 g Sdurefuchsin + 0,4 ml 1-prozentige Essigsdure 45 min

+ 200 ml Aqua dest.

4. Spilen in 1-prozentiger Essigsdure 1 min
5. Kurzes Abspilen mit Aqua dest. <1 min
6. 2 g Phosphorwolframsaure + 1 g Orange G + 200 ml Aqua dest. 7 min
7. Spilen in 1-prozentiger Essigsdure 1 min
8. 0,4 g Lichtgriin + 0,4 ml Essigsdure + 200 ml Aqua dest. 10 min
9. Auswaschen mit 1-prozentiger Essigsaure 1 min
Entwéassern mit 1 x 96-prozentigem Ethanol und 3x mit 100-prozentigem
10. Ethanol 10 min

danach in Xylol
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6.2. Abbildung 6.1

Abb. 6.1 Komplementierende Analytik zu C001/S/1-3 und C001/R/1-3

BNO 1055
Ccoo1

I

[ Gesamtrestfraktion

Gesamtsaponinfraktion ]

Abbildung zur Verfiigung gestellt von Bionorica® SE 2013
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6.3. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1  Cimicifuga racemosa 13

Abb. 2.1 Trabekelarchitektur nach dem Einsetzen der roten, schwarzen 22
und grinen Punkte

Abb. 2.2  Knorpel in der proximalen Tibia mit zwanzig Einzelmessungen 23
Abb. 2.3 Epiphysenfuge mit Trennlinien und dreiBig Einzelmessungen 24
Abb. 3.1 Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR (28 Tage per Futter) 26

auf das Gewicht der ovx Ratten vs. Kontrollgruppe mit (E2) und
ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.2  Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Anzahl der 28
Knoten in den Trabekel der Metaphyse der Tibia bei ovx Ratten
vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.3  Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Anzahl der 29
freien Enden der Trabekel in der Metaphyse der Tibia bei ovx Ratten
vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.4  Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf das Verhaltnis 30
zwischen Knoten und freien Enden in den Trabekel der Metaphyse
der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne
Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.5 Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Anzahl der 31
Verbindungsstiicke der Trabekel in der Metaphyse der Tibia bei ovx
Ratten vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.6  Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Knorpeldicke 32
am proximalen Ende der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe
mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.7  Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der 33
gesamten Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten vs. Kontrollgruppe
mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.8 Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der 34
ruhenden Knorpelzone der Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten
vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)

Abb. 3.9 Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der 35

Saulenknorpelzone der Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten
vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)
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Abb. 3.10 Effekt der Fraktionen und Subfraktionen aus CR auf die Dicke der 36
Blasenknorpelzone der Epiphysenfuge in der Tibia bei ovx Ratten
vs. Kontrollgruppe mit (E2) und ohne Ostrogen-Futter (Ko)
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