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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Muskulatur und das Knochengerst bilden das muskuloskelettale System des Korpers.
Beide Bestandteile sind maRgeblich bedeutend in der Behandlung der Osteoporose, und die
Kraft der Muskulatur sowie des Knochens sind entscheidend bei der Frakturpravention
(Kaastad et al. 2000). Eine wichtige Erkenntnis ist, dass Muskulatur und Knochen
zusammenarbeiten und sich gegenseitig beeinflussen kénnen (Novotny et al. 2015). Der
Verlust an Muskelmasse verlauft parallel mit einem Verlust an Skelettmasse. Neben
verschiedenen Ursachen wie Alter, chronischen Krankheiten, Hormonabfall (Ostrogen,
Testosteron), Medikamenteneinnahme und Inaktivitdit wird angenommen, dass eine
reduzierte muskelbedingte mechanische Belastung zu einer Knochendichteminderung

fihren kann (Aloia et al. 1991; Wolfe 2006).

Der Ostrogenabfall wihrend der Wechseljahre verursacht neben einer Verringerung der
Knochendichte (Kalu 1991) auch eine Abnahme der Muskelmasse (Aloia et al. 1991). Ahnlich
der Osteoporose ist auch die Sarkopenie weitverbreitet im hoheren Alter mit bis zu 50 %
Betroffenen der lber 80-Jahrigen (Cruz-Jentoft et al. 2010). Die Sarkopenie wird definiert als
ein altersbedingter Verlust an Muskelmasse und -kraft und ist eine der Hauptursachen fir
Funktionseinschrankung, Invaliditat und Morbiditat der alteren Bevolkerung (Roubenoff und
Hughes 2000). Als Folge der Sarkopenie nehmen die motorischen Fahigkeiten und die
dynamische Balance ab, was folglich zu einem erhohten Sturzrisiko fiihrt. Da die
Osteoporose den Knochen instabil und bruchanfillig macht und die Sarkopenie die
Sturzgefahr erhoht, kommt es zu einem gesteigerten Frakturrisiko und damit einhergehend

zu einer erhohten Mortalitat (Cruz-Jentoft et al. 2010).

Bei Arzneimitteln und Therapiemethoden, welche zur Behandlung der Osteoporose
eingesetzt werden, sollte folglich auch die Wirkung auf den Muskel erfasst werden und nicht
nur der Effekt auf die Knochendichte (Kaastad et al. 2000). Es ist nicht immer eindeutig, ob
der knochenstarkende Effekt dadurch erfolgt, dass ein Medikament direkt auf den Knochen

oder Uiber eine Starkung des Muskels indirekt auf den Knochen wirkt (Wolfe 2006).



1 Einleitung

Als Teil einer Versuchsreihe in der Osteoporoseforschung (Stuermer et al. 2010a; Komrakova
et al. 2011; Komrakova et al. 2013; Stuermer et al. 2014 u.w.) soll in dieser Studie das Ziel
verfolgt werden, die Effekte verschiedener Behandlungen auf die Skelettmuskulatur der
ovariektomierten Ratte zu erfassen. Ausgewahlte Therapien sind die vertikale
Vibrationstherapie als praklinisch erforschte passive mechanische Stimulierung des
muskuloskelettalen Systems, weiterhin das Osteoporosemedikament Alendronat, welches
eine knochendichtesteigernde Wirkung hat, sowie das Phytodstrogen 8-Prenylnaringenin
aus dem Hopfen, welches eine mogliche Alternative zur klassischen Hormonersatztherapie

darstellt und ebenfalls derzeit erforscht wird.

Die Ratte ist als Versuchsmodell fir diese Studie geeignet, da sie ein etabliertes
postmenopausales Osteoporosemodell ist (Kalu 1991; Turner et al. 2001) und schon ahnliche
Forschungsarbeiten am Muskel der Ratte durchgefihrt wurden (Kadi et al. 2002; Pette 2002;
Komrakova et al. 2013). Die Ratte wird schnell reif und die Effekte eines hormonellen
Entzugs nach Ovariektomie zeigen sich schnell. Weil die Ratte ein kleines Versuchstier ist, ist
es moglich, eine groRere Gruppenanzahl zu untersuchen und dadurch eine aussagekraftigere
Statistik zu erlangen. Dies bekraftigte den Entschluss, auch in dieser Studie die Ratte als

Versuchsmodell einzusetzen.



2 Hintergrund

2 Hintergrund

2.1 Muskulatur

2.1.1  Aufbau und Charakteristika der Muskulatur

Der Korper besteht neben dem Muskelgewebe, welches etwa 40 % des Gesamt-
korpergewichtes ausmacht, aus drei weiteren Hauptgewebetypen: dem Epithelgewebe, dem
Binde- und Stitzgewebe, dem auch das Fettgewebe zugehdrig ist, und dem Nervengewebe
(Drenckhahn 2008). Der Muskel als Organ beinhaltet neben dem Muskelgewebe auch
Nervenfasern, GefdRe sowie Bindegewebe, welches die Muskelblindel umhiillt. Die
Hauptfunktionen der Muskulatur sind sowohl die bewusst ablaufende Zielbewegung sowie
die unbewusst ablaufende Stitzhaltung, die Warmeproduktion als auch Formverdanderung
und Bewegung von Organen (Deetjen et al. 2004). Die fir diese Funktionen notwendige
Eigenschaft ist die Kontraktilitdit der Muskelfilamente (Lillmann-Rauch 2012), welche die
Umwandlung von chemischer in mechanische und thermische Energie voraussetzt (Ulfig

2005).

Muskulatur kann in drei Arten aufgeteilt werden: Skelettmuskulatur, Herzmuskulatur und
glatte Muskulatur. Die ersten beiden Formen sind quergestreift. Die nicht-quergestreifte
glatte Muskulatur ist in den Wanden innerer Organe und BlutgefdaRe zu finden (Lillmann-
Rauch 2012). Herzmuskulatur und glatte Muskulatur werden unwillkiirlich durch das
autonome Nervensystem und durch humorale Einflisse gesteuert (Klinke 2010). Unter
einem Licht- und Elektronenmikroskop kann bei der quergestreiften Muskulatur ein
charakteristisches Muster erkannt werden, welches namensgebend ist. Eine Querstreifung
der Muskelfasern erfolgt durch den geordneten Myofibrillenaufbau der hellen I-Banden (I-
Streifen), welche isotrop (einfachlichtbrechend) sind, und der dunklen A-Banden (A-
Streifen), welche anisotrop (doppellichtbrechend) sind (Welsch 2010). Glatter Muskulatur
fehlt dieser Aufbau (Welsch 2010). Tabelle 1 verdeutlicht die Unterschiede und
Eigenschaften der genannten Muskulaturarten. Im weiteren Verlauf soll nur auf die
Skelettmuskulatur eingegangen werden, da diese von zentraler Bedeutung fir das Thema

dieser Arbeit ist.
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Tabelle 1: Einteilung der Muskulaturarten

(Welsch 2010)

Muskulaturart

Eigenschaft

Skelettmuskulatur Herzmuskulatur Glatte Muskulatur
Querstreifung Ja Ja Nein
Lange <10cm 50-120 um 20 -200 pm
Durchmesser 40 - 100 pm 15-20 um 3-10 um

Lage und Form der Viele randstandige . Ein langlicher zentra-
Ein rund-ovaler zentraler Kern
Kerne abgeflachte Kerne ler Kern

Sehr groR und lang Verzweigt, mit Glanzstreifen Meist diinn, spindel-

Aufbau der Zelle (Synzytium) zwischen den Zellen formig

Im Folgenden wird der Aufbau und die Beschaffenheit des Muskels bis in die kleinste Einheit
beschrieben (LUllmann-Rauch 2012, wenn nicht anders gekennzeichnet). Abbildung 1 tragt

zum Verstandnis der Zusammensetzung des Muskels bei.

Grundsatzlich ist ein Muskel von einer straffen, schitzenden Bindegewebsfaszie umhiillt.
Direkt darunter liegt eine lockere Bindegewebsschicht, welche als Epimysium bezeichnet wird.
Dieses geht liber in das Perimysium externum und zieht septenartig in den Muskel hinein und
unterteilt die Masse der Muskelfasern in Sekundarbiindel. Weitere feinere Septen des
Perimysiums internum unterteilen diese Sekundarbiindel in Primarbilindel, welche einen
durchschnittlichen Durchmesser von 1 mm haben und aus circa 200 Muskelfasern bestehen.
Das Perimysium hilft dem Muskel bei der Zuglibertragung auf die Sehnen, indem es langs der
Sehnenrichtung verlauft. Hauptbestandteil des Perimysiums sind Kollagenfasern. In den
Bindegewebsbahnen verlaufen die muskuldaren Nervenfasern und Gefilte, welche durch die
Areae nervovasculosae eintreten (Welsch 2010). Die einzelnen Muskelfasern, welche die
Zellen der Skelettmuskulatur darstellen, werden vom Endomysium umgeben. Dieses besteht
aus retikuldren Fasern, liefert eine erhdhte ReifRfestigkeit und ergibt die kleinste
bindegewebige Struktur des Muskels. Um die Muskelfasern herum verlaufen feinste

geschlangelte Kapillaren, welche eine optimale Ndhr- und Sauerstoffversorgung und den

4
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Abtransport von metabolischen Endprodukten gewahrleisten und sich an die Linge des
Faserzustandes anpassen kdnnen. Die verschiedenen Bindegewebseinteilungen des Muskels
erlauben eine Verschiebbarkeit der einzelnen Blindel zueinander, welches sich als Vorteil bei

der Muskelkontraktion erweist (Ulfig 2005).

Sehn
'EC Muskel >—|

Befestigung am Knochen uerschnitt

_ 9N Muskelfaserbiindel ™
V& Yo\ OSE L Perimysium
—{0,Y0 Epimysium
{geht (ber in
Muskelfaszie)
f
Muskelfaser » Sarkolemm
Durchmesser:  40-80um
Lange: bis 50 cm

Myofibrille
T T

I I Sarkomer
A-Bande
: : Z-Scheibe
I S — .
. I M-Linie
— I — e MYy 0Sin
] — ] — .
I ] — Aktin

I-Bande  H-Bande

Abbildung 1: Aufbau der Muskulatur

(wikimedia 2016 - Creative-Commons-Lizenz/ Bauplan_der_Skelettmuskulatur.png: Urheber Marc Schmid., CC BY 2.5,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=12129729)

Die Muskelfaser der Skelettmuskulatur ist ein vielkerniges Synzytium aus vielen miteinander
verschmolzenen Muskelvorlduferzellen, den sogenannten Myoblasten. Letztere stammen
aus dem paraxialen Mesoderm und sind zum Zeitpunkt der Muskelentstehung unreif,

einkernig und teilungsfahig (Lillmann-Rauch 2012). Sie fusionieren an der Basalmembran

5
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(Sarkolemm) und bilden kettenartige Myotuben, in denen sich die ersten Myofibrillen
differenzieren und die Zellen durch erhéhte Produktion von myogenen Proteinen an
Mitoseaktivitdt verlieren (Welsch 2010). Die Myotuben entwickeln sich unter Aufnahme
weiterer Myoblasten zu grofRen teilungsunfahigen Skelettmuskelzellen von einer Lange bis
zu mehreren Zentimetern und einer Breite von 40 bis 100 um. Die ldnglich ovalen Kerne
wandern dabei an den Rand der Zelle an das Sarkolemm. Ein Wachstumsende wird mit dem
Protein Myostatin erreicht, welches die Muskelfaser eigenstandig sezerniert (Welsch 2010).
Die Quantitat der Muskelfasern ist dabei fast immer pradestiniert (Ebermann und Elmadfa
2011). An der Basalmembran verbleiben auch etliche ,Reservezellen”. Diese sind ruhende
Myoblasten mit Stammzellcharakter, welche Satellitenzellen genannt und bei Bedarf
aktiviert werden (Welsch 2010). Die Aktivierung geschieht beispielweise bei physiologischem
Muskelwachstum, aber auch bei Trainingshypertrophie, wobei die Satellitenzellen mit der
Basalmembran der Muskelfaser fusionieren und zu vermehrter Proteinproduktion und
Faserdickenzunahme beitragen (Lillmann-Rauch 2012). Bei Inaktivitdat der Muskulatur
kehren die Zellen in ihren Ursprungszustand zuriick, und die Muskelfaserdicke nimmt folglich

wieder ab.

Muskelfasern besitzen im Zytoplasma hauptsachlich Myofibrillen, Mitochondrien und
sarkoplasmatische Retikuli. Die Myofibrillen besitzen den kontraktilen Apparat, sind streng
aufgebaut aus Aktin- und Myosinfilamenten und fallen durch ihre typische Querstreifung im
Langsschnitt auf. Im Querschnitt sind die Myofibrillen als Plinktchen zu sehen und lagern sich
zu Bindeln zusammen, um mit dem dazwischen liegenden Zytoplasma die Cohnheimsche
Felderung zu ergeben (Ulfig 2005). Es gibt Hunderte von Myofibrillen in einer Muskelfaser.
Die eigentliche Funktionseinheit der Fibrille ist das Sarkomer (siehe Abbildung 2), welches im
Ruhezustand eine Liange von 2,2 um aufweist (Klinke et al. 2005). Aufgebaut ist die
Querstreifung der Myofibrillen wie bereits beschrieben aus alternierenden A- und I-Banden.
Elektronenmikroskopisch ist erkennbar, dass die |-Bande von einer Linie unterteilt wird,

welche nach ihrem zickzack-formigen Aussehen benannt wurde und Z-Scheibe heiRt.
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Aktin Myosin

s S 1 | A2 TN X
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Abbildung 2: Vereinfachter Aufbau eines Sarkomers

(eigene Darstellung)

Der typische Sarkomeraufbau der Muskelfaser stellt die Grundlage fir die
Muskelkontraktion dar. Die Gleitfilamenttheorie (zuerst beschrieben von Huxley 1953)
beschreibt den mikroskopischen Vorgang des Verschiebens der Myofilamente Aktin und
Myosin und soll im Folgenden eingehender erlautert werden (Deetjen et al. 2004, wenn
nicht anders gekennzeichnet). Aktin ist eine zweistrangige Doppelhelix, die zur
Zugibertragung an der Innenseite der Zellmembran befestigt ist, und Myosin ist ein
Hexamer aus zwei schweren und vier leichten Myosinketten, die sich in groBer Anzahl zu
einem Myosinfilament zusammenschlieBen. Wahrend der Muskelkontraktion werden die
Aktin- und die Myosinfilamente ineinander verschoben, die Z-Scheiben nahern sich einander
an und die Sarkomerlange verkirzt sich bis zu 40 %. Die eigentlichen Langen der Filamente
bleiben jedoch konstant. Wahrend des Vorgangs gleiten die Aktinfilamente in die
Myosinzwischenrdume und es bilden sich Briicken zwischen den Myosinkdpfchen und den
Aktinfilamenten. Der Querbriickenzyklus beschreibt diesen Vorgang modellhaft in

verschiedenen Phasen und wird in der Abbildung 3 veranschaulicht.



2 Hintergrund

]
P , .
Bindung von Myasin ’
an Aktin
’
/

ATP-H o!yw Kran
ADP und edw'cklurg

\W

ATP-Bindung == Myosinkopt
vom Aktin gelost

Abbildung 3: Der Querbriickenzyklus: die Interaktion von Aktin und Myosin wahrend der Muskelkontraktion

(mit freundlicher Genehmigung aus Speckmann et al. 2004 © Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen)

Das Myosinfilament besitzt seitlich kleine Képfchen, welche mit dem Aktinfilament wahrend
der Muskelkontraktion interagieren. Diese Myosinkdpfchen beinhalten das Enzym
myofibrillare Adenosintriphosphatase (mATPase), welches das energiereiche Molekil
Adenosintriphosphat in Adenosindiphosphat und inorganisches Phosphat spaltet, wobei
Energie freigesetzt wird:
ATP + H,O < ADP + P; + Energie

Im Ruhezustand des Muskels sind Myosin und Aktin nicht miteinander verbunden und die
mATPase-Stelle am Myosinkopfchen ist mit einem Molekil ATP belegt. Das Myosinkdpfchen

liegt in einem 90 ° - Winkel zum Myosinhebelarm. Das ATP wird hydrolysiert und ADP und P;

verbleiben an ihrer Myosinbindestelle.

Voraussetzung fiir eine Muskelkontraktion ist ein Nervenimpuls. Dieser 16st durch die

motorische Endplatte an der Muskelmembran eine elektrochemische Erregung aus, die sich
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Uber die gesamte Fasermembran ausbreitet. Ins Innere der Muskelfaser gelangt die Erregung
durch das Transversalsystem, welches eng mit dem Longitudinalsystem und dem
sarkoplasmatischen Retikulum verbunden ist. Das sarkoplasmatische Retikulum enthalt hohe
Konzentrationen von Calcium und gibt diese spannungsabhangig in das Sarkoplasma frei.
Dabei erhdht sich die Calciumkonzentration im Zytosol von 107 mol/I auf 10 mol/l (Berg et
al. 2009). Calciumionen lagern sich an isolierendes Troponin an, welches im Aktinfilament
angelagert ist und bewirken ein Zurilickziehen von diesem in die Aktinspirale hinein, sodass
die Bindungsstellen flir das Myosin freiwerden. Dies fiihrt dazu, dass sich die
Myosinkopfchen an das benachbarte Aktinfilament anlagern und eine feste Querbriicke
bilden. Durch den Aktinkontakt I6sen sich nacheinander zuerst das P; und daraufhin das ADP
von der Bindungsstelle. Dies veranlasst den sogenannten , Ruderschlag” (Keul et al. 1969):
das Myosinkdpfchen kippt auf 45 ° zum Arm ab und bewirkt ein mechanisches Ziehen des
Aktinfilaments. Die Filamente gleiten ineinander und das Sarkomer verkiirzt sich. Durch die
enorm hohe Anzahl an Myosinkdpfchen im Sarkomer und die hohe Anzahl an in Reihe
liegenden Sarkomeren im Muskel wird diese Kontraktion sichtbar. Durch eine erneute
Anlagerung von ATP an das Myosinkdpfchen und eine Verminderung der
Calciumkonzentration im Sarkoplasma durch aktiven Riicktransport in das sarkoplasmatische
Retikulum, 16st sich das Képfchen wieder vom Aktinfilament ab und die Muskelfaser kehrt in
ihren entspannten Ursprungszustand zurlick. Dieser Vorgang ist unbegrenzt wiederholbar
solange genligend ATP vorliegt. Fehlt die Wiederherstellung von ATP aus ADP kommt es zur
Rigor mortis — der Totenstarre. Der Querbrickenzyklus dauert 10 - 100 msec (Berg et al.

2009).

Die Muskelfaser verfiigt jedoch nur Uber einen ATP-Energie-Vorrat, welcher etwa 2 - 3 sec
halt (Keul et al. 1969). Essentiell ist daher die standige Resynthese von ATP, wobei
Kreatinphosphat genutzt wird. Diese chemische und energiereiche Verbindung befindet sich
in der Muskelfaser und kann jederzeit gespalten werden, um aus ADP und einem Phosphat

wieder ATP herzustellen:

ADP + Kreatinphosphat & ATP + Kreatin
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Das Kreatinphosphat liefert schnell Energie und versorgt die Muskelfaser circa 10 sec lang bis
andere Energielieferanten hinzugezogen werden miussen. Als nachste Energiequellen zur
ATP-Synthese werden die Blutglukose sowie das muskuldre und hepatische Glykogen
verwendet. Das Glykogen ist ein polysaccharider Energiespeicher, welcher bei Bedarf in
Glukoseeinheiten aufgespalten werden kann (Klinke et al. 2005). Dieser Vorrat reicht zur
Versorgung etwa fiir eine Belastungsdauer von 50 — 90 min (Keul et al. 1969). Eine mehrere
Stunden dauernde korperliche und muskuldre Belastung wird schlieBlich energetisch mit der
Oxidation von Fetten versorgt. Nur im Falle einer extremen Ausdauerbelastung werden

korpereigene Proteine zur Energieversorgung abgebaut.

2.1.2 Muskelfasertypen und Klassifikationen

Skelettmuskulatur wird in mehrere Klassen eingeteilt. Die erste Einteilung wurde von Ranvier
(1873) beschrieben. Er diskrepierte rote Muskulatur von weilRer durch die bessere
Kapillarisierung und den héheren Gehalt an Myoglobin und Mitochondrien. Des Weiteren
wurde der roten Muskulatur, im Gegensatz zur weiBen, langsam-kontrahierende und
langsam-ermiidende Eigenschaften zugeschrieben (Gauthier und Padykula 1966). Diese
Einteilung wird allerdings nur wenigen Muskeln gerecht, z.B. den duReren Augenmuskeln
(weifle Muskulatur) und den Soleus-Wadenmuskeln (rote Muskulatur) (Deetjen et al. 2004).
Andere Skelettmuskeln wie die Gastrocnemius-Wadenmuskulatur und Tibialis-anterior-
Muskulatur bestehen aus verschiedenen Anteilen roter und weiBer Muskulatur und kénnen
nicht morphologisch eindeutig zugeordnet werden (Staron et al. 1999). Edgerton und
Simpson (1969) konnten zusatzlich eine intermedidare Muskulatur erkennen, die weder der
roten noch der weillen zugeordnet werden kann und dem Konzept einer Zwei-Fasern-
Aufteilung widersprach. Daher ist eine umfassendere Einteilung notwendig. Unterschiede
beziiglich der Anteile der verschiedenen Muskulaturarten gibt es zwischen verschiedenen

Saugetierarten und auch zwischen einzelnen Individuen (Ariano et al. 1973).

Je nach Fokus kann Skelettmuskulatur- neben der geschilderten morphologischen
Einteilung - nach metabolischen Kriterien oder nach mATPasen-Aktivitdt eingeteilt werden
(Schneider 1999). Betrachtet man die metabolischen Eigenschaften, so kann man die

Muskelfasern in fast-glycolytic (schnell glykolytisch), fast-oxidative-glycolytic (intermediar)
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und slow-oxidative (langsam oxidativ) einteilen (Dubowitz und Pearse 1960; Romanul 1964;
Barnard und Peter 1971; Peter et al. 1972). Die Nomenklatur gibt an, wie die
Kontraktionsgeschwindigkeit einer Muskelfaser ist und welche Art der Energiegewinnung sie

betreibt.

Schnelle glykolytische Fasern gewinnen Energie durch anaerobe Glykogenverbrennung,
wohingegen intermedidare Fasern durch aerobe und anaerobe Energiebereitstellung und
oxidative Fasern hauptsachlich durch aerobe Fettoxidation ihre Energie beziehen (Barnard

und Peter 1971).

Die ATPasen-Aktivitat korreliert mit der Kontraktionsgeschwindigkeit der Fasern (Bottinelli et
al. 1994), d.h. je héher die mATPasen-Aktivitat ist, desto schneller ist die Kontraktion der
Muskelfaser. Die Klassifikation nach der mATPasen-Aktivtat teilt die Muskelfasern nach
aufsteigender Geschwindigkeit in Typ |, Typ lIA und Typ lIB ein (Brooke und Kaiser 1970; Lutz
et al. 1979; Pette und Staron 1990; Pette 2002). Die Muskelfasertypen sind direkt auf ihre
schwere-Myosinketten-Isoform (MHC-Isoform) zuriickzufiihren. Das heilt entsprechend,
dass Typ | auch die Myosin-Isoform MHCI, Typ IIA demnach MHClla und Typ 1IB MHCIlIb hat
(Schneider 1999). Tatsachlich wurden noch weitere Fasertypen und sogar Hybrid-Fasertypen
erkannt (Billeter et al. 1980; Pette und Staron 1990; Schneider 1999), die in ihren
Eigenschaften, wie Energiegewinnung und mATPasen-Aktivitat, zwischen den Faser-Typen |
und 1IB anzuordnen sind. Da etwaige Zwischenformen nicht konstant im Muskel der Ratte
vorkommen und ihre Klassifizierung sehr komplex ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit auf

ihre Bestimmung verzichtet.

Unterschiedliche Nomenklaturen der verschiedenen Muskelfasern werden in der Tabelle 2
dargestellt. Fiir diese Arbeit soll als einheitliche Nomenklatur die metabolische Einteilung mit

oxidativen, intermediaren und glykolytischen Fasern dienen.
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Tabelle 2: Unterschiedliche Nomenklaturen der verschiedenen Muskelfasertypen

(modifiziert nach Barnard und Peter 1971, Schneider 1999, Deetjen et al. 2004)

Oxidativ Intermediar Glykolytisch
Typ Typ 1A Typ IIB
Slow-twitch Fast-twitch Fast-twitch
Langsamzuckend Schnellzuckend Schnellzuckend
Slow-oxidative Fast-oxidative-glycolytic Fast-glycolytic

2.1.3  Fasertypanteile in verschiedenen Muskeln

In der vorliegenden Studie wurden drei verschiedene Skelettmuskeln der Ratte fiir die Un-
tersuchungen verwendet. Die Auswahl dieser Muskeln wird im Folgenden ausfihrlich be-
griindet:

Skelettmuskulatur hat je nach Aufgabe im Koérper individuelle Fasertypanteile. Dient der
Muskel eher zur Halte- und Standarbeit, ist der Anteil an langsam-zuckenden und langsam-
ermidenden Fasern hoch. Wird der Muskel fir starke aber kurzdauernde Leistung
verwendet, ist hingegen der Anteil an schnell-zuckenden und schnell-ermiidenden Fasern

hoher.

Ariano et al. (1973), Kobori und Yamamuro (1989) und Wigston und English (1992) haben
gezeigt, dass der Anteil an oxidativen Fasern im M. soleus der Ratte am hdchsten ist. So hat
der Wadenmuskel bis zu 95 % langsamzuckende oxidative Fasern und nur vergleichsweise
wenige intermedidre Fasern (5%). Dies macht den M. soleus zu einem geeigneten
Untersuchungsmuskel, um Veranderungen der oxidativen Fasern am behandelten

Versuchstier zu erfassen.

Dem gegeniliber hat der M. gastrocnemius unterschiedliche Faseranteile. Er besitzt nur

wenige oxidative Fasern (bis zu 5 %), dafiir jedoch hauptsachlich glykolytische (bis zu 60 %)
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und intermedidre (bis zu 40 %) Fasern (Ariano et al. 1973). Bei diesem Muskel kénnen die

schnellen Fasern des Versuchstieres entsprechend gut untersucht werden.

Der M. longissimus der Ratte enthdlt ebenfalls wie der M. gastrocnemius alle drei
Muskelfasertypen und auch hauptséachlich glykolytische Fasern (Schwartz-Giblin et al. 1983;
Morales-Lopez et al. 1990). Die Rickenmuskulatur steht direkt mit der Wirbelsdule in
Verbindung und dient der Haltung und Bewegung. Da die Wirbelsdule ein bedeutender Ort
der Osteoporoseentstehung ist (Bartl 2010), hat der M. longissimus eine wichtige Funktion
als Stabilisator des Stitzapparats und kann so Wirbelkdrperfrakturen entgegenwirken. Eine
Starkung der Riickenmuskulatur ist daher sinnvoll in der Behandlung der Osteoporose. Um
die Effekte der verschiedenen Behandlungen dieser Studie auf die Rickenmuskulatur hin zu

untersuchen, wurde der M. longissimus fiir die Untersuchung ausgewahlt.

2.2 Veranderungen in der Postmenopause

Die Postmenopause markiert den Zeitraum ab einem Jahr nach der letzten Periode der Frau,
der sogenannten Menopause (Goerke et al. 2012). Ursachlich fiir die Wechseljahre ist eine
Erschopfung der Ovarialfunktion mit einem graduellen Absinken der weiblichen
Sexualhormone Ostrogen und Gestagen. Die Hypothalamus- und Hypophysenhormone
(Gonadotropin-Releasing-Hormon, Follikel-stimulierendes-Hormon und luteinisierendes
Hormon) werden weiterhin ausgeschittet, das Ovar spricht jedoch nicht mehr darauf an. Die
weiblichen Sexualhormone werden aus Cholesterin gebildet und sind lipophil (Kénigshoff
und Brandenburger 2012). Aus dem Cholesterin wird zuerst Pregnenolon geformt, daraus
dann Progesteron, welches zu Androstendion weitergebildet werden kann. Androstendion
kann sowohl zu Testosteron, dem mannlichen Sexualhormon, als auch zu Ostradiol und
Ostron durch einen Aromatase-Komplex umgewandelt werden. Die Sexualhormone der Frau
werden im Ovar und zu einem kleinen Teil auch in der Nebennierenrinde gebildet. Zusatzlich
zu den weiblichen Hormonen (Ostrogene und Progesteron) besitzt die Frau auch einen
geringen Anteil an mannlichen Sexualhormonen (Androgene) (Konigshoff und
Brandenburger 2012). Ostrogene und Gestagene haben multiple Funktionen. Neben der

Induktion der sekundaren weiblichen Geschlechtsmerkmale, der Zyklusregulation und der
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Schwangerschaftsregulation, wirken die Hormone auch anabol auf den Proteinmetabolismus

(Goerke et al. 2012) und auf den Knochenstoffwechsel (Bartl 2010).

Typische Symptome der Postmenopause sind vasomotorische Beschwerden wie
Hitzewallungen und SchweilRausbriiche, neurovegetative Beschwerden wie Kopfschmerzen,
Schwindel und Schwachegefiihl, psychomotorische Beschwerden wie Miudigkeit,
Schlaflosigkeit, Nervositdt und Depression sowie Osteoporose, Gewichtszunahme und eine
Atrophie der Vulva- und Vaginalschleimhaut. Des Weiteren hat der Abfall der
Sexualhormone einen Einfluss auf die Skelettmuskulatur. Diese ist im Besitz von
Ostrogenrezeptoren, wie es auch andere Zielorgane wie Uterus und Mammae sind (Gruber
et al. 1982) und werden in der Postmenopause nicht mehr stimuliert. Kobori und Yamamuro
(1989), Kadi et al. (2002) und McCormick et al. (2004) haben gezeigt, dass ein
Ostrogenmangel verschiedene Effekte auf den Muskel der Ratte hat. Nach Ovariektomie
nimmt der Durchmesser bei allen drei Muskelfasertypen zu (Kobori und Yamamuro 1989).
Des Weiteren zeigt der M. soleus nach Ovariektomie eine Zunahme der
Kontraktionsgeschwindigkeit (McCormick et al. 2004) und einen Shift von schnellen zu
langsamen MHC-Isoformen (Typ IIA zu I) bei Abwesenheit von Trainingseinheiten (Kadi et al.
2002). Dies bedeutet, dass ein Ostrogenmangel kontraktile Eigenschaften des Muskels

verandern kann.

2.3 Sarkopenie und Osteoporose

Es wird beschrieben, dass die altersbedingte Sarkopenie, die Abnahme an Muskelmasse,
multifaktoriell bedingt ist (Roubenoff und Hughes 2000). Neben der fehlenden anabolen
Wirkung des Ostrogens entfallen auch andere Stimuli auf die Muskulatur im Alter. Ein
Mangel an Testosteron, Wachstumshormonen, Insulin, Nahrstoffen, eine unzureichende
Proteinaufnahme und eine dezimierte Aktivitat filhren zu einer Abnahme der Muskulatur.
Roubenoff und Hughes (2000) rdumen jedoch den Sexualhormonen die groRte Bedeutung
als Stimulus ein. Die Sarkopenie, welche sich mit Kraftlosigkeit und fakultativer
Gewichtsabnahme duBern kann, wird nach der ,European Working Group on Sarcopenia in

Older People” (EWGSOP) (Cruz-Jentoft et al. 2010) wie folgt definiert:
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o Erniedrigte Muskelmasse mit mehr als zwei Standardabweichungen unter dem
Mittelwert einer gesunden jungen Referenzgruppe gleichen Geschlechts, gemessen
mit DEXA (Dual-Rontgen-Absorptiometrie) oder Bioimpendanzanalyse

e Erniedrigte Ganggeschwindigkeit mit weniger als 0,8 m/s

e Objektive Handkraftmessung mit JAMAR Dynamometer, Werte im unteren Flnftel

der Normwerttabelle

Die Sarkopenie ist eine weitverbreitete und haufige Erscheinung. Bei beiden Geschlechtern
sind 5 - 13 % aller 60- bis 70-Jahrigen und bis zu 50 % aller iber 80-Jahrigen betroffen (Cruz-
Jentoft et al. 2010). Schon ab dem 50. Lebensjahr nimmt die Muskelmasse stetigum 1 -2 %
jahrlich ab. Die Folge der Sarkopenie ist, dass die motorischen Fahigkeiten abnehmen und
dies wiederum zu einem erhohten Sturzrisiko fuhrt. Da die Osteoporose beim dlteren
Menschen ebenso eine weitverbreitete und haufige Krankheit ist und den Knochen briichig
macht, fihrt die erhohte Sturzgefahr bei der Sarkopenie folglich zu einem erhohten
Frakturrisiko und damit zu einer erhohten Mortalitdt (Cruz-Jentoft et al. 2010). Die
Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, bei der die Knochenmasse abnimmt
und die Mikroarchitektur des Knochengewebes sich verschlechtert, was mit einem
konsekutiven Anstieg des Frakturrisikos einhergeht (Bartl 2010). In 2009 waren 6,3 Mio.
Deutsche von der Osteoporose betroffen (Hadji et al. 2013). Die haufigste Fraktur bei der
postmenopausalen Osteoporose ist die Wirbelkdrperfraktur, bei der senilen Osteoporose die
distale Radius- und die Schenkelhalsfraktur (Goerke et al. 2012). Eine manifeste Osteoporose
wird dann festgestellt, wenn vom Patientenknochen der T-Score im Densitometriebefund
mehr als 2,5 Standardabweichungen unter dem Mittelwert gesunder junger Erwachsener

liegt.

Die unglinstige Kombination eines geschwachten Muskelapparats mit eingeschrankter Halte-
und Stitzfunktion und unsicherem Gang sowie einer durch Osteoporose verminderten
Knochenstabilitdt kann zu folgenreichen Knochenbriichen fiihren. Novotny et al. (2015)
beschreiben das Zusammenspiel von Muskel und Knochen, wobei sie anfiihren, dass der
Muskel den Knochen ebenso wie der Knochen den Muskel stark beeinflusst. Auch Tarantino

et al. (2015) erkladren, dass die Sarkopenie und die Osteoporose eng miteinander verbunden
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sind und zusammen zu einer verringerten Mobilitdat und einem erhdhten Frakturrisiko
fihren. Wird der Muskel trainiert, so wird der Knochen geschiitzt und gestarkt, da die
Zugkrafte, die beim Muskeltraining Uber die Sehnen auf den Knochen wirken, den
Knochenaufbau aktivieren (Bartl 2010). Diese Einsicht ist sehr wichtig in der heutigen
Osteoporosebehandlung. Neben den medikamentésen und alimentdren Behandlungs-
methoden ist die Aktivitatsforderung und das Muskeltraining unabdingbar in der Therapie

der Osteoporose (Herold 2014).

2.4 Osteoporosetherapien - Effekte auf den Muskel

2.4.1 Vertikale Ganzkorpervibrationstherapie

Dass korperliche Aktivitat und Muskelkrafttraining einen positiven Effekt auf Knochenstarke
und Muskelkraft haben und so ein Teil der Osteoporosetherapien sind, haben mehrere
Untersuchungen zeigen konnen (Verschueren et al. 2004; Bautmans et al. 2005; Bogaerts et
al. 2007; Garman et al. 2007; Xie et al. 2008). Kadi et al. (2002) konnten am Rattenmodell
beweisen, dass Muskeltraining die muskuldaren Veranderungen, die auf eine Ovariektomie
folgen und somit durch Ostrogenmangel ausgelést werden, teilweise aufhalten und in
Kombination mit Ostrogenersatztherapie sogar ganz verhindern kann. Die besagte Studie
lieR die Ratten jedoch an freiwilliger Aktivitat teilhaben (Laufrad), welches zur Folge hatte,
dass nicht alle Ratten gleichmaRig dem Training ausgesetzt waren. Kadi et al. (2002) zeigten
zudem, dass ovariektomierte Ratten weniger aktiv sind als nicht-0strogen-deprivierte Ratten
und deswegen weniger Muskeln trainierten. Daher fiel in dieser Studie der Entschluss, die
Versuchstiere einem passiven Training auszusetzten, um fir alle Tiere gleiche

Trainingsbedingungen zu gewahrleisten.

Ganzkorpervibrationstraining bedeutet, dass der Korper im Ganzen den mechanischen
Schwingungen der Vibration ausgesetzt ist. Die Vibration aktiviert Rezeptoren in der Haut, in
den Sehnen und im Muskel, und es kommt zu einem sogenannten ,tonischen
Vibrationsreflex”. Die Muskeln werden hierbei nacheinander an- und wieder entspannt, und

es kommt zu unwillkiirlichen Muskelkontraktionen, die auch den Knochen mechanisch
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beanspruchen (Stuermer et al. 2010b). Rubin et al. (2006) und Xie et al. (2008) konnten
zeigen, dass mechanische Signale mit niedriger Amplitude und hoher Frequenz anabol auf
das muskuloskelettale System wirken. Zudem zeigte Kaeding (2009), dass Vibrationstraining

einen guten Einfluss auf die Muskelkraft bei bereits bestehender Sarkopenie hat.

Der bedeutende Vorteil einer passiven Vibrationstherapie ist die Anwendbarkeit an
immobilen, gehbehinderten, kranken und sturzgefiahrdeten Menschen. Ein weiterer Vorteil
ist das Fehlen von Nebenwirkungen, die haufig ein Problem bei medikamentésen und

invasiven Behandlungstherapien sind.

Ganzkoérpervibrationstherapie kann unterschiedliche Parameter in Bezug auf Frequengz,
Amplitude, Ausrichtung und Schwingungsform aufweisen. So gibt es beispielsweise eine
vertikale und horizontale Ausrichtung mit hoher und niedriger Frequenz. Komrakova et al.
(2013) untersuchten die Effekte unterschiedlicher Vibrationsparameter auf das
muskuloskelettale System. Sie fanden heraus, dass eine vertikale Ganzkorpervibrations-
therapie bei einer Frequenz von 35 und 50 Hz die besten Ergebnisse hinsichtlich der
Knochenstarke, der Knochenmasse, der Frakturheilung und des Muskelgewichts erzielte. Als
Ergebnis der genannten Studie wurde eine Frequenz von 35 Hz in vertikaler Ausrichtung mit

einer Amplitude von 0,5 mm als Optimum bestimmt.

Zusatzlich zur Starkung des Muskels und des Knochens férdert Vibrationstraining den
Blutfluss in peripherem Gewebe und die Oxygenierung des Muskels (Games et al. 2015).
Kaneguchi et al. (2014) fanden heraus, dass Ganzkdrpervibrationstraining bei atrophiertem
murinen Muskel die Mikrozirkulation positiv beeinflusst. Angiogenese, die Neubildung von
Kapillaren, wird wahrscheinlich durch verdanderte Aktivitdt und einen erhdéhten Bedarf an
Sauerstoff und Nahrstoffen beeinflusst (Egginton 2011). Die Angiogenese ist aber je nach
Muskelfasertyp heterogen: bei glykolytischen Fasern fihrt eher schnelle und starke
Belastung und bei oxidativen Fasern eher Ausdauertraining zu einer Kapillarneubildung.
Beeinflusst wird die Angiogenese durch Scherkrafte und Muskeldehnung und konsekutiver
Ausschiittung von Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Egginton 2011). Durch die

entstehende Muskelaktivierung bei Ganzkdrpervibrationstraining erhofft man sich eine
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Erhéhung der Kapillardichte (Kapillar-zu-Faser-Verhaltnis) im zu untersuchenden Muskel mit
einer daraufhin verbesserten Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung. Die Vibrationstherapie

soll den Effekten des Ostrogenmangels am Muskel entgegenwirken.

2.4.2 Alendronat

Alendronat, die Salzform der Alendronsdure, gehort zur Medikamentengruppe der
Bisphosphonate, zu der auch Risedronat, Ibandronat und Zoledronat gehoren.
Bisphosphonate werden zur First-line-Therapie der Osteoporose genutzt und haben eine
sehr gut belegte fraktursenkende Wirkung mit Evidenzgrad A (DVO-Leitlinie 2014).
Alendronat wirkt am Knochen antiresorptiv, indem es die Osteoklasten hemmt. Osteoklasten
sind Zellen in der Knochensubstanz, die den Knochen abbauen. Dem gegeniibergestellt sind
Osteoblasten Zellen, welche die Knochensubstanz aufbauen. Diese beiden Zellgruppen
liegen normalerweise in einem balancierten Gleichgewicht mit einem stetigen
Knochenaufbau und -abbau. Beim osteoporotischen Knochen liberwiegt der abbauende
Anteil (Kalu 1991; Bartl 2010). Unter einer Bisphosphonattherapie wird die Aktivitdt der
Osteoklasten reduziert, sodass sich die Knochensubstanz durch die verbleibende
Osteoblastenaktivitdt erhoht und die Knochenmasse und -dichte zunimmt (Bartl 2010).
Alendronat wird Ublicherweise in einer Dosierung von 10 mg / d oder 1 x 70 mg / Woche

verabreicht (Ruf® 2014).

2.4.3  8-Prenylnaringenin

Heutzutage besteht ein grofles Interesse an Phyto6strogenen, die menopausale
Beschwerden, welche durch Ostrogenmangel entstehen, lindern sollen (Seidlova-Wuttke et
al. 2013). Viele Forschungsarbeiten befassen sich mit den Wirkungen und Nebenwirkungen
von pflanzlichen Ostrogenen und deren Sicherheit beim Einsatz am Menschen (Chen und Liu
2014; Durazzo et al. 2014; Girardi et al. 2014; Jaroenporn et al. 2014; Messina 2014 etc.). Da
die Hormonersatztherapie mit weiblichen Sexualhormonen wahrend der Postmenopause ein
erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse, Blutgerinnsel und ein minimal erhéhtes Risiko
fir Mammakarzinom aufweist (Writing Group for the Women’s Health Initiative
Investigators 2002), ist das Interesse an PhytoOstrogenen, die ein geringeres

Nebenwirkungsprofil aufweisen, hoch (Bedell et al. 2014). Phytodstrogene, welche eine
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Ostrogene Wirkung aufweisen, aber keine Risiken einer Hormonersatztherapie mitbringen,
sind als Alternative sehr gefragt (Velders und Diel 2013; Poluzzi et al. 2014; Wuttke et al.
2014). Historisch wurden schon lange Phytodstrogene zur Beschwerdelinderung von
vasomotorischen Beschwerden wie Hitzewallungen benutzt, vor allem Isoflavonoide aus

Sojabohnen, Rotklee, Ménchspfeffer und Cemciifuga racemosa (Goerke et al. 2012).

Der Hopfen (Humulus lupulus L.), aus dem auch Bier hergestellt wird, beinhaltet
verschiedene Flavonoide - eine Gruppe der sekundaren Pflanzenstoffe. Darunter enthilt es
das Xanthohumol, welches im Bierbrauungsprozess zu Isoxanthohumol durch Ringbildung
verwertet wird (Stevens und Page 2004). Isoxanthohumol wird nach Konsumierung im
Verdauungstrakt durch Bakterien, sowie nach Aufnahme in die Blutbahn in der Leber durch
CYP450-Enzyme zu 8-Prenylnaringenin (8-PN) demethyliert (Guo et al. 2006; Bolca et al.

2007). Die folgende Abbildung zeigt die drei Strukturformen der genannten Substanzen.

Abbildung 4: chemische Strukturformeln von Xanthohumol (A), Isoxanthohumol (B) und 8-Prenylnaringenin (C)

(aus Guo et al. 2006, mit freundlicher Genehmigung des Mitautors von Richard B. van Breemen)

8-PN kann also im Sinne eines Pro-Drugs als Isoxanthohumol aufgenommen werden oder als
prenylierte Endwirkform. 8-PN ist das starkste Phytodstrogen, welches bis dato bekannt ist
(Chen et al. 2014b; Luo et al. 2014; Zotnierczyk et al. 2015). Es wirkt effektiver auf den
Knochen als die klassischen Phyto6strogene Genistein und Daidzein, hat jedoch eine
geringere Wirkung als das Hormon Ostrogen (Luo et al. 2014). 8-PN stimuliert eher den ER-a-
als den ER-B-Rezeptor (Luo et al. 2014). Dem 8-PN konnen verschiedene positive Effekte

zugeschrieben werden. Es wirkt antiproliferativ gegen einige Krebszelllinien (Prostatakrebs,

19



2 Hintergrund

Nierenzellkarzinom) (Busch et al. 2015), es lindert Hitzewallungen der Postmenopause
besser als ein Placebomedikament (Erkkola et al. 2010), es stimuliert die Angiogenese in der
Wundheilung (Negrdo et al. 2010) und es hat eine bedeutende Wirkung bei der Drosselung
der Inaktivitatsmuskelatrophie (Mukai et al. 2012). Mukai et al. (2012) zeigten, dass sich 8-
PN intramuskuldr anreichert, und an einem Mausmodell zeigte sich, dass sich die
Muskelatrophie am denervierten M. gastrocnemius durch die orale Einnahme von 8-PN
verringern lieB. Die Muskelmasse unterschied sich signifikant zwischen der Gruppe ohne 8-
PN-Einnahme und der mit 8-PN-Einnahme. Zudem reduziert 8-PN den Verlust an
Knochenmasse nach Ovariektomie an Ratten in dhnlicher Weise wie 17B-Estradiol, hat
dementsprechend eine positive Wirkung auf den osteoporotischen Knochen in der
Postmenopause, jedoch im Vergleich eine geringere trophische Wirkung auf Uterus und
Endometrium (Himpel et al. 2005). Einen weiteren Vorteil gegenliber 17B-Estradiol zeigte
eine Studie von Helle et al. (2014). Hierbei hatte 8-PN eine weniger starke proliferative
Wirkung auf die Milchdriisen und -génge als das Ostrogen, woraus gefolgert werden kann,

dass es wahrscheinlich weniger brustkrebserregend ist.

2.5 Die Ratte als Versuchsmodell

Bevor Therapiemethoden am Menschen getestet werden koénnen, bedarf es einer
vorgeschalteten Studie an Versuchstieren, welche die Sicherheit und die Effektivitat einer
Testsubstanz beziehungsweise Therapie feststellen (Thompson et al. 1995). Kalu (1991) und
Turner et al. (2001) haben gezeigt, dass die Ratte (Rattus rattus) als Versuchstier zur
Osteoporoseforschung sehr gut geeignet ist. Als Tiermodell hat sie nach Ovariektomie sehr
dhnliche Eigenschaften im Knochenumsatz und in der Knochenstruktur wie
postmenopausale Frauen. Sehmisch et al. (2015) konnten zeigen, dass Ratten acht Wochen
nach Ovarienentfernung substanzielle Osteoporose unter Ostrogenmangel entwickelten.
Osteoporosetherapien wie Ostrogene, Parathormon, Tamoxifen, Bisphosphonate, Calcitonin
und Muskeltraining kénnen erfolgreich an Ratten getestet werden und auf den Menschen
Ubertragen werden. Auch werden Forschungen am Muskel hdufig an der Ratte durchgefiihrt
(Kadi et al. 2002; Pette 2002; Komrakova et al. 2013). Daher ist die Ratte auch in dieser
Studie ein geeignetes Versuchstier fir die Analysen der Effekte der ausgewahlten

TherapiemaBnahmen.
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2.6 Ziele und Fragestellung

In dieser Studie gilt es herauszufinden, welchen Einfluss die ausgewahlten Osteoporose-
behandlungen - vertikale Ganzkoérpervibration, Alendronat und 8-Prenylnaringenin - und
deren Kombinationen (Vibration und Alendronat beziehungsweise Vibration und 8-PN) auf
die Skelettmuskulatur der ovariektomierten Ratte haben. Dabei wurden folgende Parameter
untersucht: Korper- und Muskelgewicht, Faserflaiche und -durchmesser der verschiedenen

Fasertypen und die Kapillardichte der Muskeln.

Die Ganzkorpervibration als Osteoporosetherapie zur Knochen- und Muskelstarkung wurde
schon in mehreren Studien am Rattenmodell untersucht, doch jeweils mit unterschiedlichen
Frequenzen und kiirzeren Behandlungszeitrdumen (Flieger et al. 1998; Stuermer et al.
2010b; Komrakova et al. 2013; Chen et al. 2014a). In dieser Studie soll ein intensiviertes
Vibrationsregime mit einem Behandlungsintervall von 10 Wochen bei einer Frequenz von 35
Hz angewandt werden. Dabei soll der Effekt der Vibration auf den Muskel der

ovariektomierten Ratte untersucht werden.

Als oft eingesetztes Osteoporosemedikament ist die Wirkung von Alendronat auf den
Knochen gut erforscht. Interessant fiir diese Studie ist jedoch, welche Effekte Alendronat auf
den Muskel hat. Widrick et al. (2007) konnten keine verdnderte Muskelkontraktilitdit am
Rattenmodell nach Alendronatgabe erkennen. Es bleibt jedoch offen, ob Alendronat auf
andere Muskelparameter einen Effekt austibt. Hat es einen synergistisch starkenden Einfluss
auf die Muskulatur wie es auf den Knochen hat, verandert es die Muskelmasse, die
Muskelfaserflachen und -durchmesser, die Kapillardichte im Muskel oder hat es keinen
beziehungsweise einen negativen Effekt auf diese Parameter? Dies soll in dieser Studie
untersucht werden. Zudem soll auch erforscht werden, inwieweit die Kombination aus

Alendronat und Ganzkorpervibrationstherapie einen Effekt auf den Muskel auslibt.

Hinsichtlich der Vorteile des 8-PNs gegeniiber der klassischen Hormonersatztherapie und der
guten Wirksamkeit auf verschiedene Organe im Korper rickt das Phytoostrogen in den

Vordergrund zur Therapie von postmenopausalen Beschwerden. Allerdings bleiben noch
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offene Fragen bestehen. So muss geklart werden, welche Effekte 8-PN auf die Muskulatur
ebenfalls im Sinne der Muskelfaserflachen und -durchmesser, der Kapillardichte und des
Muskelgewichts ausibt. Es gilt auch herauszufinden, welchen Einfluss 8-PN in Kombination

mit Ganzkdrpervibration auf die Skelettmuskulatur der Ratte hat.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsablauf
Die Bezirksregierung Braunschweig erteilte die Genehmigung fir die Tierversuche in dieser

Forschungsarbeit (Aktenzeichen G854.12).

Es wurden flir den Versuch 90 Sprague-Dawley-Ratten (Rattus norvegicus) in sieben Gruppen
aufgeteilt (siehe Tabelle 3). Nachdem die Versuchstiere nach ihrer Anlieferung fiinf Tage Zeit
zur Akklimatisierung hatten, wurden sechs Gruppen, die Gruppe NON-OVX wurde intakt
gelassen, bei einem Alter von 12 Wochen ovariektomiert (OVX). Wahrend dieses Eingriffs
verstarben drei der Ratten aufgrund von Narkose- und Operationskomplikationen,
woraufhin das Gesamtkollektiv nur noch aus 87 Versuchstieren bestand. Fiinf Wochen nach
der Ovariektomie wurden die Tiere in Behandlungsgruppen aufgeteilt und mit Vibration
(VIB), Alendronat oder 8-Prenylnaringenin (8-PN) allein oder in Kombination fiir insgesamt

zehn Wochen behandelt (siehe Kapitel 2.4 flr eine genaue Beschreibung der Behandlungen).

Tabelle 3: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen mit endgiiltiger Anzahl

Versuchsgruppe (Abkiirzung) Versuchsgruppe Anzahl Ratten
NON-0OVX intakt/ nicht ovariektomiert 11
OVX ovariektomiert 11
OVX +VIB ovariektomiert + Vibration 11
Alendronat ovariektomiert + Alendronat 13
Alendronat + VIB ovariektomiert + Alendronat + Vibration 11
8-PN ovariektomiert + 8-Prenylnaringenin 11
8-PN + VIB ovariektomiert + 8-Prenylnaringenin + Vibration 12

Nach den ersten vier Wochen Behandlung wurden die Ratten einer Osteotomie innerhalb

der Tibiametaphyse und einer darauf folgenden Osteosynthese unterzogen. Bei diesem
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Eingriff verstarben weitere sieben Ratten als Folge der unmittelbaren perioperativen

Komplikationen, wodurch das Gesamtkollektiv auf 80 Tiere fiel.

Zusatzlich wurden den Tieren, um den Knochenumbauprozess nachvollziehen zu kdnnen,
wahrend der Versuchszeit verschiedene Farbstoffe in unterschiedlichen Phasen der
Frakturheilung injiziert, welche in die Knochensubstanz mit eingebaut wurden. Bei diesem
Vorgehen handelt es sich um das Prinzip der polychromen Sequenzmarkierung in Anlehnung

an Rahn (1976) und wird im Kapitel 3.6 weiter aufgefiihrt.

Nach weiteren sechs Wochen der Behandlung wurden die Ratten getotet, obduziert und zur
weiteren Untersuchung verschiedener Knochen und Muskeln freigegeben. Die Muskeln

wurden prapariert, geschnitten, gefarbt, mikroskopiert und ausgewertet.

Abbildung 5 verdeutlicht den Aufbau des Versuchs und gibt einen Uberblick iiber die

durchgefiihrten Behandlungen.

Beginn der Obduktion,
Ovariektomie Behandlungen Osteotomie Ende des Versuchs
& l v ¥

NON-0OVX

OovX
OVX +VIB
Alendronat Alendronat
Alendronat Alendronat

+VIB

8-PN 8-PN
8-PN + VIB &F

VIB VIB
5d Sw 4w 5d bw

Abbildung 5: Versuchsablauf mit Darstellung der Behandlungseinheiten

Vibrationsbehandlung (griin), Alendronatzugabe (gelb), 8-Prenylnaringenin s.c. (orange), Kontrollgruppe ohne Behandlung
(keine Farbe), (d: Tage, w: Wochen)
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3.2 Versuchstiere

Eigens fiir den Versuch ausgewdhlt wurde die Sprague-Dawley-Albinoratte (Rattus
norvegicus) von der Firma Harlan-Winkelmann (Borchen, Deutschland), welche fiir ihr
ruhiges Wesen und ihre leichte Handhabung bekannt ist (Harlan Laboratories, Inc. 2013) und
somit eine geeignete Rattenart ist. Die 90 gelieferten Ratten waren weiblich und zu
Versuchsbeginn drei Monate alt und im Durchschnitt 260 g schwer (234 g - 292 g). Gewogen
wurden die Tiere wochentlich. Gehalten wurden die Versuchstiere in der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Goéttingen zu jeweils vier oder
finf Tieren in einem Kafig vom Typ Makrolon® IV (Techniplast Deutschland GmbH,
Hohenpreilenberg, Deutschland) mit ssniff® Bedding Einstreu (ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Deutschland) (s. Abbildung 6).

Die Haltungsbedingungen wurden konstant gehalten, um &duRere Einflisse auf den
Experimentaufbau auszuschlieRBen: Die Versuchstiere wurden zusammen in einem Raum bei
einer Luftfeuchtigkeit von 55 %, einer Raumtemperatur von 22 °C und einem Tag-Nacht-
Rhythmus im 12-Stunden-Modus mit artifizieller Beleuchtung gehalten. Ernahrt wurden die
Tiere mit phytodstrogenarmem, soja- und luzernefreiem Pellet-Trockenfutter der Marke
ssniff® (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland), welches fiir den angestrebten
Versuch mit induziertem Ostrogenmangel geeignet war. Leitungswasser wurde ad libitum
gestellt. Wochentlich wurde den Ratten 1500 g Futter zur freien Verfligung gestellt und die
Restmenge gewogen und notiert. Eine artgerechte Tierhaltung wurde von Veterindren und

Tierpflegern wahrend der gesamten Forschungszeit sichergestellt.
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Abbildung 6: Haltungskafige vom Typ Makrolon® IV

3.3 Ovariektomie

76 Ratten des Gesamtkollektivs, die Gruppe NON-OVX war ausgeschlossen, wurden beide
Ovarien entfernt, um den Zustand einer Postmenopause kiinstlich zu erzeugen. Die Tiere
wurden randomisiert auf die Operationstage verteilt und dieselbe Zuordnung auch fiir die
spateren Versuchsschritte der Osteotomie und der Obduktion beibehalten. Die

Versuchstiere wurden fiir den operativen Eingriff mit folgenden MaBnahmen vorbereitet:

Fir die Narkose wurde eine 3:1-Kombinations-Mischung von zehnprozentigem Ketamin
(Medistar®; Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg, Deutschland) und Xylazin (Xylariem®;
Riemser Arzneimittel AG, Greifswald, Deutschland), in einer Dosierung von 0,1 ml/ 100 g
Koérpergewicht (KG), intraperitoneal injiziert. Die Tiere atmeten wahrend der Narkose
eigenstandig. Als nachstes wurden die Tiere mit einer Kern® Prazisionswaage Modell 440-
53 N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland) gewogen, wobei sie anschlieRend nach
Gewicht randomisiert in die Versuchsgruppen eingeteilt wurden. Sie wurden subkutan mit
einem Iso-Transponder (UNO MICRO-ID Transponder System 0,21 x 12 mm; Uno Roestast-
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staal BV, Zevenaar, Niederlande) versehen, welcher mit einem Lesegerat (MiniMax II;
Datamars SA, Bedano, Schweiz) zur Kontrolle entziffert werden konnte, um eine
Verwechslung unter den Tieren zu vermeiden. Des Weiteren bekamen alle Versuchstiere ein
Langzeitantibiotikum (0,25 ml Veracin®-Compositum; Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutsch-
land) sowie ein Langzeitanalgetikum (0,25 ml 1:10-Verdinnung Rimadyl®; Pfizer GmbH,
Berlin, Deutschland) injiziert. Um eine Schadigung der Augen durch Austrocknung wahrend
der Narkose zu vermeiden, wurde Corneregel® Augengel (Bausch & Lomb, Berlin,
Deutschland) appliziert. Die zu operierenden Areale am Abdomen der Ratte wurden mittels
elektrischen Rasierers rasiert und mit Octenisept® Desinfektionsspray (Schiillke und Mayr
GmbH, Norderstedt, Deutschland) eingespriiht. Nach abgeschlossener Vorbereitung wurden
die Ratten behutsam auf dem Operationstisch auf der Seite liegend positioniert. Der
Hautschnitt wurde scharf, etwa einen Zentimeter unterhalb des Rippenbogens, lateral der
Wirbelsdule, gesetzt und stumpf prapariert. Anschlieend wurden vorsichtig Bindegewebs-,
Faszien- und Muskelschicht durchtrennt und aufgespalten sowie das Peritoneum eroffnet.
Nach Darstellung der Adnexe und ihrer angrenzenden Strukturen wurde mit Hilfe einer
Ligaturklemme das Ovar abgeklemmt und mit Nahtfaden die Gefdlle und die Tuba uterina
ligiert (siehe Abbildung 7). AnschlieBend wurden diese mit dem Skalpell abgetrennt und

entfernt.

Abbildung 7: Ligatur des murinen Ovars wahrend der Ovariektomie
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Der Uterus und das umliegende Bindegewebe wurden behutsam wieder in die Bauchhdhle
reponiert. Die Muskelschicht wurde mit Vicryl® 4.0 Faden (Ethicon; Johnson & Johnson
Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) und die Haut mit Michel-Klammern (1,2 x 3 mm;
Gebriider Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) chirurgisch verschlossen und
anschlieBend mit Braunol® Losung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

desinfiziert. Auf der kontralateralen Seite wurde ebenso verfahren.

Postoperativ wurden die Versuchstiere zum Aufwachen auf eine Warmematte (Astopad®
OPT 130; Stihler Electronic GmbH, Stuttgart, Deutschland) platziert und mit 3 ml 0,9 %-NaCl-
Losung (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) als subkutane Injektion in den
Nackenbereich behandelt, um einen eventuellen Flissigkeitsverlust zu kompensieren. Die

Ratten wurden nach dem Eingriff bis zum kompletten Aufwachen beaufsichtigt.

3.4 Behandlung

3.4.1 Vertikale Ganzkorpervibration

Die drei Gruppen OVX + VIB, Alendronat + VIB und 8-PN + VIB wurden mittels Ganzkorper-
vibration behandelt. Das hierflir verwendete Gerat, der Vibriertisch VTG mit Drehstrom-
Vibrationsmotoren und Frequenzumrichter Commander SE (EP Antriebstechnik GmbH,
Bruchkobel, Deutschland) mit dazugehoriger Vibrationsschale (siehe Abbildung 8), wurde auf
eine Frequenz von 35Hz mit vertikaler Vibration und einer Amplitude von 0,5 mm
eingestellt. Maximal sieben Ratten pro Vibrationsvorgang wurden dabei direkt aus den
Haltungskafigen in die Vibrationsschale versetzt und zu jeweils 15 Minuten, zweimal taglich
bei Tageslicht, an finf Tagen in der Woche in einem Mindestabstand von acht Stunden
vibriert. Die Zeit wurde dabei mittels einer Stoppuhr kontrolliert. Wahrend der Vibration war
darauf zu achten, dass die Ratten sich nicht Gberlagerten. Dies hatte zum Ziel, bei allen
Versuchstieren eine gleichmaRige Vibration sicherzustellen. Start der Behandlung war fiinf
Wochen nach der Ovariektomie der Ratten. Die Tiere erhielten diese Vibrationsbehandlung
vier Wochen lang und wurden daraufhin osteotomiert. Nach diesem operativen Eingriff

wurde eine Pause von funf Tagen zur Erholung und Wundheilung eingelegt. Im Anschluss an
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die Osteotomie wurden die Tiere weitere sechs Wochen bis zum Behandlungsende

ganzkorpervibriert.

Abbildung 8: Ganzkoérpervibration der Versuchstiere in der Vibrationsschale

Abbildung 9: Frequenzumrichter Commander SE, eingestellt auf eine Frequenz von 35 Hz

3.4.2 Alendronat

Zwei Versuchsgruppen (Alendronat und Alendronat + VIB) wurden mit dem Arzneistoff

Alendronat (Alendronsaure-ratiopharm®; ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) behandelt.
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Das Alendronat wurde als pulverisierter Zusatzstoff mit einer Konzentration von 10 mg / kg
Futter dem sojafreien Futter beigemengt, welches zur Erkennung blau gefarbt wurde, um
eine Verwechslung mit dem alendronatfreien Futter zu vermeiden. Die Versuchstiere der
beiden Gruppen wurden im selben 10-wdéchigen Zeitraum mit Alendronat behandelt, wie die
beiden Gruppen 8-PN und 8-PN + VIB mit 8-Prenylnaringenin behandelt wurden. Zu Anfang
jeder Woche bekamen die Ratten pro Kafig 1500 g alendronathaltiges Futter. Am Ende der
Woche wurde das Restfutter gewogen und notiert und so die oral aufgenommene

Alendronatmenge pro Ratte ermittelt.

3.4.3  8-Prenylnaringenin

Die Gruppe 8-PN und die Gruppe 8-PN + VIB bekamen in dem 10-wdchigen Behandlungs-
zeitraum bis zur Tétungswoche den Wirkstoff 8-Prenylnaringenin sieben Mal pro Woche
injiziert. Dieses Phytodstrogen wurde von der Firma Orgentis Chemicals GmbH (Gatersleben,
Deutschland) geliefert und wurde bei einer Temperatur von ca. -20 °C im Gefrierfach in 5 ml-
Aliquots gelagert. Zur Behandlung wurde die 8-PN-LOsung bei Raumtemperatur aufgetaut
und 0,3ml der Loésung, in 30 %-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin geldost, mit einer
Gesamtkonzentration von 0,6 mg des Wirkstoffes auf eine Kunststoffspritze mit Kanile
aufgezogen. Die Dosis wurde auf 1,77 mg / kg Kérpergewicht berechnet. Die Ratten wurden
zur Behandlung einzeln aus ihren Haltungskafigen entnommen und unter einem Tuch durch
eine weitere Hilfsperson gehalten, wahrend das 8-PN subkutan in eine dorsale Hautfalte
gespritzt wurde. Nach Beendigung der Behandlung wurde das Versuchstier- zur Vermeidung
einer Verwechslung mit einem unbehandelten Individuum- voribergehend in einen

separaten Kafig gesetzt.

3.5 Osteotomie und Osteosynthese

Neun Wochen nach der Ovariektomie wurden bei den Ratten aus allen sieben Gruppen die
beiden Tibiae innerhalb der Metaphyse osteotomiert und mit einer Plattenosteosynthese
versehen (nach dem etablierten Prinzip von Stuermer et al. 2010a), um spéater Aufschluss

Uber die Frakturheilung unter den verschiedenen Behandlungen zu geben. Hier wurde pra-,
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intra- und postoperativ analog der Ovariektomie vorgegangen. Zusatzlich bekamen die
Versuchstiere in den zwei auf den Eingriff folgenden Tagen 4 mg/kg KG von dem
Analgetikum Rimadyl® (Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland) sowie 5 mg/kg KG des
Neuroleptikums Decentan® (Merk, KgaA, Darmstadt, Deutschland) gespritzt. Die Ergebnisse
dieses Versuchsschrittes sind Gegenstand einer anderen Studie und sollen in der

vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt werden.

3.6 Polychrome Sequenzmarkierung

Vier verschiedene Fluorochrome wurden dem Versuchstier zur polychromen
Sequenzmarkierung (Rahn 1976) der heilenden Knochenfraktur subkutan gespritzt, um die
Knochenumbauprozesse nach der erfolgten Osteotomie darzustellen. Die Sequenz-
markierung wurde nach einem bestimmten Schema durchgefiihrt:

Zwolf Tage postoperativ wurde allen Ratten 90 mg/kg KG XO (Xylenolorange-Tetra-
natriumsalz), 22 Tage postoperativ 10 mg/kg KG CG (Calzein-Gruin), 32 Tage postoperativ
30 mg/kg KG AK (Alizarin-Komplexon) und 42 Tage postoperativ, welches gleichzeitig auch
der Tag der Totung der Versuchstiere war, 25 mg/kg KG TC (Tetrazyklin-Hydrochlorid)
gespritzt. Alle Produkte wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die
Ergebnisse dieser Behandlung sind jedoch Teil einer anderen Studie und werden daher in der

vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt.

3.7 Obduktion und Muskelpraparation

Zum Behandlungsende und genau 15 Wochen nach der Ovariektomie wurden alle
Versuchstiere unter Kohlenstoffdioxidnarkose durch Dekapitation mittels Guillotine getotet.
Nach der Enthauptung wurde sogleich austretendes Blut fiir Serumuntersuchungen
aufgefangen. Der Koérper des Versuchstieres wurde auf dem Operationstisch positioniert und
relativ zligig wurden die Muskelprdparationen vorgenommen, um postmortale biochemische
Gewebeveranderungen durch Zeitverzug zu vermeiden. Die Haut der Hinterbeine und des
mittleren Riickens wurde er6ffnet, um so Zugang zu den Waden- bzw. Rickenmuskeln zu
gewahrleisten. Die Musculi gastrocnemici, solei und longissimi (vgl. Abbildung 10 und
Abbildung 11) wurden dargestellt und scharf herausgetrennt. Die beiden Wadenmuskeln (M.

gastrocnemius und M. soleus) wurden in ihrer ganzen Form gewogen und die Messdaten fir
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spatere Rechnungen notiert. Der M. longissimus wurde nicht gewogen, da nur ein kleiner
Anteil aus der Rickenmuskulatur herausgetrennt wurde. Randomisiert wurde die eine Halfte
der Muskeln zum Zweck enzymatischer Untersuchungen als Teil einer anderen Arbeit in
Réhrchen verpackt und mittels flissigem Stickstoff eingefroren, die drei Muskeln der
kontralateralen Seite der Ratte in gepulvertem Talkum (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) gewendet und ebenso in fllissigem Stickstoff eingefroren. Das Talkum diente
zur OberflachenvergréRBerung, sodass das Einfrieren des einzelnen Muskels gleichmaRiger
und schneller vonstatten ging, um so einem moglichen Zellschaden in Form eines
Gefrierbrandes mit Eiskristallartefakten, der das spatere histologische Auswerten
verkomplizieren wirde, entgegenzuwirken (Moline und Glenner 1964). Sobald der Muskel
gefroren war, wurde er in vorher vorbereitete Alufolienquadrate verpackt und diese
beschriftet, um anschlieend bei -70°C in einer Tiefkihltruhe gelagert zu werden. Neben
den genannten Muskeln wurden ferner auch Wirbelsaule, Uterus, Tibiae und Femora des

Versuchstieres prapariert und fiir weitere Untersuchungen verwendet.

M. gastrocnemius
. W M. soleus

\\ \\
N\

Abbildung 10: M. gastrocnemius und M. soleus gekennzeichnet am Hinterbein des Versuchstieres (Rattus norvegicus)

(eigene Darstellung)
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M. longissimus

{

Abbildung 11: Schematische Darstellung des M. longissimus beim Versuchstier (Rattus norvegicus)

(eigene Darstellung)

3.8 Auswertungsmethoden

3.8.1 Serumanalyse

Das bei der Obduktion gewonnene Blut der Ratten wurde analysiert. Dabei wurde die
Serumkonzentration fir die Kreatinkinase, ein Muskelmarker, erhoben. Die Kreatinkinase
befindet sich in verschiedenen Organen im Korper, zum gréBten Teil jedoch in der
Skelettmuskulatur. Erhohte Werte dieses Enzyms wiirden fir eine starke und langfristige
Muskelbeanspruchung sprechen, da hierbei Kreatinkinasemengen ins Blut gelangen.
Normale Werte deuten daraufhin, dass es zu keiner tGbermaRigen Belastung, Verletzung
oder anderen Stérung der Muskulatur kam. Die Serumanalyse wurde in der Abteilung fir
Klinische Chemie in der Universitatsmedizin Gottingen mit Hilfe des Gerdtes Architect

c16000 Analyzer (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) durchgefiihrt.

3.8.2  Muskelschnitte

Fiir die histologischen Schnitte wurde das Kryostat-Mikrotom Leica CM 1900 (Leica
Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) verwendet. Die bei -70 °C gelagerten
Muskelpraparate wurden dafir aus der Tiefkihltruhe entnommen und auf -20°C im

Kryostat-Mikrotom aufgewdrmt. Die einzelne Muskelprobe wurde mit destilliertem Wasser
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auf eine Objektplatte aufgefroren und mit dem Kryo-Messer quer zum Muskelfaserverlauf in
12 um breite Scheiben geschnitten. Diese wurden daraufhin auf einen Objekttrager (Thermo
Scientific, Superfrost Ultra Plus®, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland)
aufgenommen und mindesten 45 Minuten an Raumluft und -temperatur getrocknet. Fir
jede Muskelprobe wurden zwei Objekttrager mit jeweils mehreren Schnitten hergestellt: ein
Objekttrager fur die mATPase-Farbung und ein weiterer fiir die Amylase-PAS-Farbung. Die
getrockneten Proben wurden abschlieRend bis zur histologischen Farbung in beschrifteten

Objekttragerkasten bei -20 °C gelagert.

3.8.3  Histologische Firbungen

Die histologischen Farbungen wurden jeweils nach den modifizierten Methoden von Horak

(1983) bzw. Andersen (1975) durchgefiihrt:

a) Myofibrillare-ATPase-Farbung kombiniert mit Diaphorase, um die verschiedenen
Fasertypen zu markieren

b) Amylase-PAS-Farbung, um die Kapillaren farbig hervorzuheben.

Die beiden Farbeprotokolle und die Rezepturen fiir die verwendeten Lésungen sind im

Anhang 11.1 -11.4) einsehbar.

3.8.3.1 Myofibrillire-ATPase-Fiarbung in Kombination mit Diaphorase

Um die drei Muskelfasertypen oxidativ (slow-oxidative), intermediar (fast-oxidative-
glycolytic) und  glykolytisch  (fast-glycolytic) zu  unterscheiden, wurde eine
Kombinationsfarbung, modifiziert nach Horak (1983), durchgefiihrt. Myofibrilldire ATPasen
(mATPasen) reagieren unterschiedlich auf saures oder alkalisches Milieu (Brooke und Kaiser
1970). So lasst sich beispielsweise die mATPase der schnellen Muskelfaser (fast-glycolytic)
bei einer Prdinkubation mit einem sauren pH-Wert von 4,2 hemmen. Dies fiihrt dazu, dass
die schnelle ATPase folglich nicht mehr anfarbbar ist. Einzig die langsamen oxidativen Typ-I-

Fasern werden weiterhin dunkel angefarbt.

Dariber hinaus wurde die Oxidationskapazitdit der Muskelzellen mittels des
Redoxfarbstoffes Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland) erfasst. Der Trivialname Diaphorase steht fiir die NAD(P)H-Dehydrogenase
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(Petzold 2006), ein Enzym, welches die folgende Redoxreaktion der mitochondrialen

Atmungskette katalysiert (Rassow et al. 2012):

NAD(P)H + H* + Akzeptor <> NAD(P)" + reduzierter Akzeptor

Hierbei fungiert das farblose Nitroblau-Tetrazoliumchlorid als artifizieller Akzeptor von zwei
Elektronen und zwei Protonen und wird in reduziertem Zustand zu blauem
wasserunloslichen Di-Formazanfarbstoff umgewandelt (Leeuw und Pette 1994). Die
Farbintensitat ist ein MaR fir die Oxidationskapazitat der Zelle, da eine grofere Menge von
dem Akzeptor reduziert wird (Petzold 2006). Folglich besitzen die stark dunkelblau
angefarbten oxidativen Fasern die hochste Oxidationskapazitat. Die intermedidren Fasern
besitzen weniger Mitochondrien (Sanchez et al. 2014) und ein niedrigeres MalR an
Oxidationskapazitat und sind daher weniger intensiv farblich markiert. Die intermedidren
Fasern sind lichtmikroskopisch mit einem blauen Rand angefarbt (siehe Abbildung 12). Dies
passt zu der Annahme, dass die Mitochondrien mit ihren oxidativen Enzymen randstandig
sind (Novikoff et al. 1961, Hoppeler et al. 1981). Die glykolytischen Fasern sind
mitochondrienarm (Sanchez et al. 2014) und daher nur blassblau angefarbt. Durch die
Kombinationsfarbung kdnnen folglich die drei Fasertypen gut unterschieden werden, da die
oxidativen Fasern durch beide Farbungen markiert werden, die intermedidaren Fasern nur
durch die Diaphorasefarbung und die glykolytischen Fasern eigentlich gar nicht angefarbt

werden.

3.8.3.2 Amylase-PAS-Farbung

Eine haufig verwendete Darstellung der Kapillaren erfolgt durch die Amylase-PAS-Farbung
nach Andersen (1975). Dabei werden die Muskelschnitte nach stattgefundener Fixierung
zuerst durch Amylase, ein Kohlehydrat-spaltendes Enzym, angedaut. Dies schafft den Vorteil,
dass das muskuldre Glykogen depolimerisiert und damit ausgeschaltet wird. Durch die
folgende PAS-Farbung wird es demnach nicht mehr dargestellt und {berschattet
dementsprechend die Kapillarmarkierung nicht (Junqueira und Carneiro 2013). Die PAS-
Reaktion (Periodic acid-Schiff reaction) farbt weitere Kohlehydrate wie Mukopolysaccharide,

Kollagen, Glyko- und Mukoproteine etc. neben Glykogen an und stellt unter anderem
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Basalmembranen und Kapillaren dar, welche kollagenreich sind (Cottier 2013). Das
angewandte Schiff’'sche Reagenz enthalt farblose Fuchsinschweflige Saure und wird durch
Bindung an Aldehydgruppen, welche im Farbeschritt vorher durch Perjodsdure oxidiert
worden sind, farblich pink bzw. magenta-rot (Mulisch und Welsch 2010). Dies markiert die
vorhandenen Kapillaren und Basalmembranen (s. Abbildung 14). Uberschiissige Farbe wird

mit Schwefeldioxidwasser fortgespllt. Das Zytoplasma ist hellrosa erkennbar.

3.8.4 Histologische Auswertung

Zur Auswertung der Muskelschnitte wurden die Objekttrager mit dem Mikroskop Nikon
Eclipse E600 (Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland) unter zehnfacher VergroRerung
betrachtet. Daraufhin wurde eine geeignete Muskelschnittstelle ausgesucht, auf der die zu
untersuchenden Fasern optimal erkennbar waren. Diese wurden mit der eingebauten
Kamera Nikon DS-Fi2 (High Definition Color Camera Head; Nikon GmbH, Disseldorf,
Deutschland) fotografiert und in das Softwareprogramm NIS — Elements AR (Advanced
Research; Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland) als digitale .tif-Datei importiert. Mit Hilfe
des NIS-Elements AR - Programms konnten so zum Einen die Muskelfasereigenschaften wie
Querschnittsflache und -durchmesser und zum Anderen die Kapillarenanzahl im Verhaltnis

zur Faseranzahl im Muskel erfasst werden.

Fiir die Auswertung der Muskelschnitte mit ATPase-Farbung wurden pro Schnitt jeweils drei
Ausschnitte an unterschiedlichen Stellen fotografiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass es
keinerlei Uberschneidungen der Ausschnitte gab und dass die Fasern optimal
quergeschnitten und somit die Zellgrenzen gut zu erkennen waren. Nun wurden pro

Ausschnitt und pro Fasertyp 30 Zellen ausgewertet.

Beim M. longissimus gibt es drei verschiedene Fasertypen: glykolytisch, intermediar und
oxidativ. Dies bedeutet, dass pro Ausschnitt 30 glykolytische, 30 intermedidare und 30
oxidative Zellen ausgewertet wurden und insgesamt alle drei Ausschnitte 270 Zellen
ergaben. Die drei verschiedenen Fasertypen wurden folgendermaBen unterschieden (vgl.

Abbildung 12):
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e glykolytische Fasern vom Typ IIB: sehr hell angefarbte, groRflachige Zellen
e intermediare Fasern vom Typ IIA: etwas kleinere blduliche Zellen mit dunkelblauem
Rand

e oxidative Fasern vom Typ |: schwarze kleine Zellen

Angeordnet sind sie bei der Ratte und auch beim Menschen im sogenannten
Schachbrettmuster (Brooke und Kaiser 1970), im Gegensatz zum Schweinemuskel
beispielsweise, wo sie nestartig angeordnet sind (Nielsen und Wegener 1997). Beim M.
gastrocnemius sind die drei Fasertypen sehr inhomogen vorhanden (Stark 2008). Beim
Auswerten der Fasern fiel auf, dass von den oxidativen Fasern zu wenige vertreten waren (<
10 pro Muskelschnitt), als dass ein reprasentatives Auswerten moglich gewesen ware. Viele
Muskelschnitte hatten keine einzige oxidative Faser vorzuweisen. Dies fihrte zu dem
Entschluss, bei allen Ausschnitten des M. gastrocnemius in dieser Arbeit 30 glykolytische und
30 intermediare Zellen pro Ausschnitt auszuwerten und weiter zu analysieren und die

oxidativen Zellen auszuschlieRRen.

Abbildung 12 zeigt einen Ausschnitt vom M. longissimus mit allen drei beschriebenen

Fasertypen.

Abbildung 12: Verschiedene Muskelfasertypen im M. longissimus der Ratte (Rattus norvegicus) (a — glykolytisch, b —
intermediar, c — oxidativ)
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Beim M. soleus gibt es hauptsachlich einen vorliegenden Muskelfasertyp, den oxidativen Typ
(Ariano et al. 1973). Bei diesem Muskel wurden ebenfalls drei Ausschnitte fotografiert (vgl.
Abbildung 13) und pro Bild 30 oxidative Fasern, dementsprechend insgesamt 90 Fasern,

ausgewertet.

Abbildung 13: Oxidative Muskelfasern im M. soleus der Ratte (Rattus norvegicus)

Die verwendete Software ermoglichte eine manuelle farbige Umrandung der einzelnen
Fasern und daraufhin eine automatische Errechnung der Faserquerschnittfliche und des

Faserdurchmessers.

Bei der Auswertung der Muskelschnitte mit Kapillarfarbung wurden pro Muskelschnitt
jeweils zwei geeignete Stellen mit optimal erkennbaren Faserquerschnitten und
angrenzenden quergeschnittenen Kapillaren fotografiert. Ein Beispielausschnitt findet sich in
der Abbildung 14, in welchem Basalmembranen und pinkfarbene punktférmige Kapillaren zu
erkennen sind. Zunachst wurde ein Rahmen von 0,5 mm x 1 mm, entsprechend einer Flache
von 0,5 mm?, auf den Ausschnitt gelegt. Innerhalb des Rahmens galt es, die Anzahl der
Kapillaren und die Anzahl aller Fasern zu erfassen. Durch die festgelegte RahmengroRe,
welche auf alle Muskelschnitte angewandt wurde, war es moglich einen einheitlichen
Vergleich der Verhaltnisse der Kapillaren zu den Muskelfasern zu erfassen. Die Entscheidung,

zwei Ausschnitte auszuwerten, die zusammen 1 mm? ergaben, lieferte ein genaueres
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Vergleichsergebnis. Das Programm ermdglichte ein manuelles Auszdhlen und speicherte die

jeweiligen Daten.

/

Basalmembran

™~ Kapillare

Abbildung 14: Amylase-PAS-Farbung des M. gastrocnemius der Ratte (Rattus norvegicus) mit Darstellung der Kapillaren
und Basalmembranen

Samtliche  Ergebnisse  der  Auswertungen  beider  Farbungen  wurden im
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel (Version 14.0.0, Microsoft Corporation,
Redmond, USA) aufgenommen und weiter verarbeitet. Mit den Daten der Kapillarfarbung
wurde pro Muskelschnitt das Verhéltnis von Kapillaren zu Muskelfasern, also die
Kapillardichte, nach folgender Formel (Formel 1) errechnet und ebenfalls in der Tabelle
notiert:

Nk

Mk/F = . (1)

nke: Anzahl Kapillaren pro Faser (auf 0,5 mm?)

N Anzahl Kapillaren pro 0,5 mm? -Ausschnitt

NEg: Anzahl Fasern pro 0,5 mm? -Ausschnitt
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Dies ergab dann jeweils ein Kapillar-Faser-Verhiltnis pro Ausschnitt (0,5 mm?), jedoch zwei
Ergebnisse pro Muskel. Mit diesen wurde daraufhin ein Mittelwert der beiden
Kapillardichten der Ausschnitte errechnet und sprach daher fiir eine Fliche von 1 mm?

(Formel 2):

Ny sk _nsry* sy (2)
2

Nkse: Mittlere Anzahl Kapillaren pro Faser (auf 1 mm?) = Kapillardichte (auf 1 mm?)
nke1:  Anzahl Kapillaren pro Faser (auf 0,5 mm?) (Ausschnitt 1)

nks2:  Anzahl Kapillaren pro Faser (auf 0,5 mm?) (Ausschnitt 2)

3.8.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Muskelschnitte der beiden Farbungen wurden mittels GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, California, USA) statistisch analysiert. Fir jede
Versuchsgruppe wurden der Mittelwert sowie die Standardabweichung errechnet und die
Ergebnisse in einem Sdulendiagramm oder einer Tabelle zur Veranschaulichung dargestellt.
Um den Effekt der unterschiedlichen Behandlungen zu priifen, wurde eine Varianzanalyse
durchgefihrt (One-Way ANOVA). Voraussetzungen fir die Anwendbarkeit der
Varianzanalyse als Signifikanztest sind die Normalverteilung der Residuen innerhalb der
Versuchsgruppen sowie die Varianzhomogenitat zwischen den Gruppen (Keller 2014). Diese
Voraussetzungen wurden in der vorliegenden Arbeit mittels D’Agostino & Pearson Omnibus
Normality-Test (Normalverteilung) und des Bartlett-Tests (Varianzhomogenitat) gepriift.
Ausfuhrlichere Vergleiche der einzelnen Versuchsgruppen miteinander konnten mit dem
Tukey-HSD-post-hoc-Test erreicht werden. Fiir die Uberpriifung des Effektes von Gruppen,
deren Messdaten die beschriebenen Voraussetzungen der ANOVA nicht erfllten, wurde der
Kruskal-Wallis-Test fiir nicht-parametrische Daten sowie der Dunns-post-hoc-Test zur
weiteren Analyse verwendet. Fir alle verwendeten Signifikanztests wurde ein

Signifikanzniveau von a = 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der in Kapitel 3 beschriebenen Untersuchungen
dargelegt werden. Dazu gehoren die Korpergewichtskurven der Versuchstiere, die
Futteraufnahmedaten (iber den Versuchszeitraum, die Uterus- und Muskelgewichte, die
Serum-Kreatinkinase-Konzentration der Ratten am  Versuchsende sowie die
Auswertungsergebnisse der beiden Farbungen in Bezug auf Muskel, Fasertyp, Flache,
Durchmesser und Kapillardichte. Letztere auch in Bezug zum Korpergewicht der Ratte. Zur
Veranschaulichung sollen Saulen- oder Liniendiagramme dienen. Tabellen werden
verwendet, um die Ergebnisse der deskriptiven und schlieRenden Statistik darzustellen. Bei
dem verwendeten Signifikanzniveau von a = 0,05 werden samtliche Ergebnisse mit einem p-
Wert < 0,05 werden als signifikant (*), p < 0,01 als hochsignifikant (**) und p < 0,001 als
hochstsignifikant (***) gewertet. Folgende Abkirzungen werden zur Markierung der

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen benutzt.

a — unterscheidet sich signifikant von allen anderen Gruppen

b — unterscheidet sich signifikant von NON-OVX

¢ — unterscheidet sich signifikant von OVX

d — unterscheidet sich signifikant von OVX + VIB

e — unterscheidet sich signifikant von Alendronat

f — unterscheidet sich signifikant von Alendronat + VIB
g — unterscheidet sich signifikant von 8-PN

h — unterscheidet sich signifikant von 8-PN + VIB
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4.1 Korpergewichtsverlauf und Futteraufnahme der Versuchstiere liber
den gesamten Versuchszeitraum

Abbildung 15 verdeutlicht anschaulich den Verlauf der Korpergewichtskurven der
Versuchstiere unter den unterschiedlichen Behandlungen (iber einen Zeitraum von 15
Wochen. Eine detaillierte Auflistung einzelner Messwerte sowie grundlegende statistische
Kennzahlen der deskriptiven und schlieRenden Statistik sind der Tabelle 4 im Anhang 11.5

entnehmen.

Zum Zeitpunkt der Ovariektomie gibt es keine signifikanten Unterschiede der
Korpergewichte zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. In der vierten Woche ist die
Kurve der NON-OVX-Gruppe jedoch nicht so steil angestiegen wie die der anderen und der
Mittelwert unterscheidet sich héchstsignifikant von allen anderen Gruppen. Zum Zeitpunkt
der Osteotomie fallt auf, dass die Gruppe NON-OVX sich von den Gruppen OVX und
Alendronat hochstsignifikant, von den Gruppen OVX + VIB und Alendronat + VIB hoch-
signifikant, von der Gruppe 8-PN signifikant und von der Gruppe 8-PN + VIB nicht signifikant
unterscheidet. Die Gruppe 8-PN + VIB unterscheidet sich jedoch von der Gruppe Alendronat
signifikant. Ebenfalls fallt auf, dass das Korpergewicht aller Ratten nach dem Eingriff der
Osteotomie sinkt (ab Woche 9), zum Versuchsende hin jedoch wieder ansteigt. Die
Unterschiede und Signifikanzen unter den Gruppen sind zum Versuchsende analog zu denen
zum Zeitpunkt der Osteotomie. Das zum Zeitpunkt der Obduktion durchschnittliche

Versuchstiergewicht lag bei 385 g (308 g - 494 g).

Die Futteraufnahmemenge wurde ab der Woche 1 des Versuches berechnet und ist in ihrem
Verlauf aus der Abbildung 16 zu entnehmen. Es ist zu erkennen, dass zu Anfang des
Versuches, nach der durchgefiihrten Ovariektomie, sich die Futteraufnahme zwischen den
Versuchsgruppen nur leicht unterscheidet. Erst im Verlauf werden groBere Differenzen
offensichtlich. Zum Zeitpunkt der zweiten und vierten Woche unterscheiden sich alle
Gruppen signifikant von der Gruppe NON-OVX (s. Tabelle 5 im Anhang 11.5). Insgesamt
steigen die Futteraufnahmekurven Uber die erste Versuchswoche an. In der Woche 9,

postoperativ der Osteotomie folgend, fallen die Kurven der Futteraufnahme zur
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Versuchswoche 10 hin stark ab und steigen gleichmaRig zur Woche 11 nach der Erholung der

Ratten wieder an, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 15: Korpergewichtskurven mit Darstellung der Mittelwerte iiber den Versuchszeitraum von der Ovariektomie

(Woche 0) bis zum Versuchsende (Woche 15)
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Abbildung 16: Futteraufnahmekurven mit Darstellung der Mittelwerte pro Versuchstier und pro Tag uber den

Versuchszeitraum Woche 1 bis 15
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4.2  Alendronat-Dosisaufnahme

Die Versuchsgruppen Alendronat und Alendronat+VIB nahmen ab der 5. Versuchswoche
taglich mit dem Futter Alendronat auf. Die errechnete Menge pro Tier und pro Tag
unterschied sich nicht signifikant zwischen den beiden genannten Versuchsgruppen. Die
errechnete Aufnahme bestand zu Anfang des Behandlungszeitraums (Woche 5) bei beiden
Gruppen pro Tier 0,26 mg / d. Die aufgenommene Alendronatmenge sank nach der 9.
Woche hin ab, genau wie die Futteraufnahme auch und war auf die Osteotomie und ihre
Folgen zurlickzufiihren. Die Kurven stiegen ab der 10. Woche wieder an. Die Abbildung 17
zeigt die genannten Alendronataufnahmekurven, im Anhang 11.6 Tabelle 6 finden sich die

genauen Werte.

0.50 ~
0.45 -
0.40 -
0.35 -
0.30 -
0.25 -
0.20 -
0.15 -
0.10 -
0.05 -
0.00

Alendronataufnahme pro Tier pro Tag (mg)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Zeit (Wochen)

—@—Alendronat —#—Alendronat + VIB

Abbildung 17: Alendronataufnahmekurven mit Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen pro Versuchstier
und pro Tag liber den Behandlungszeitraum Woche 5 bis 15

Die mittlere Dosisaufnahme des Wirkstoffes im Verhaltnis zum Korpergewicht der Ratten
wurde folgendermalien berechnet:

_ AM
" KG

(1)
D: mittlere Alendronat-Dosisaufnahme der Ratten (mg / kg)

AM:  mittlere Alendronataufnahme der Ratten (mg)
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KG:  mittleres Kérpergewicht der Ratten (kg)

Die Berechnung der taglichen mittleren Alendronat-Dosisaufnahme ergab fir die Gruppe

Alendronat 0,59 mg / kg KG und fiir die Gruppe Alendronat+VIB 0,57 mg / kg KG.

4.3 Uterusgewichte zum Versuchsende

Am Ende des Versuches zur Obduktion wurden alle Rattenuteri gewogen und die
Mittelwerte der verschiedenen Gruppen miteinander verglichen (s. Abbildung 18 und
Tabelle 7 im Anhang 11.7). Alle post-ovariektomierten Ratten besalRen hochstsignifikant
kleinere Uteri als die Versuchstiergruppe NON-OVX, welche noch hormonproduzierende

Ovarien hatte.
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Abbildung 18: Uterusgewichte der Versuchstiere in Gramm (g) bei Versuchsende (Woche 15)

(a: unterscheidet sich signifikant von allen anderen Gruppen; ***: héchstsignifikant (Tukey HSD-Test))

4.4 Gewichte des M. gastrocnemius und M. soleus zum Versuchsende

Die nach der Totung entnommenen Gastrocnemici-Muskeln wurden gewogen und die Mittelwerte miteinander
verglichen (s. Abbildung 19). Die Gruppe NON-OVX hat signifikant kleinere Muskeln als die Gruppen OVX, OVX + VIB,
Alendronat und Alendronat + VIB. Zu den Gruppen 8-PN und 8-PN + VIB gibt es keinen signifikanten Unterschied, diese
haben jedoch insgesamt auch kleinere Muskeln als die Gruppen OVX, OVX + VIB, Alendronat und Alendronat + VIB. In
Relation zum Mittelwert des Kérpergewichts der jeweiligen Versuchsgruppe gibt es keine signifikanten Unterschiede des
Muskel-Korpergewicht-Verhiltnisses zwischen den Versuchsgruppen (s. Abbildung 20). Die ausfiihrliche Tabelle mit
Mittelwerten, Standardabweichungen sowie den Ergebnissen der Varianzanalyse befindet sich im Anhang 11.8 (s.
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Tabelle 8).
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Abbildung 19: Gewichte des M. gastrocnemius in Gramm (g) zum Versuchsende

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX; *: signifikant ,**: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 20: Verhdltnis des Gewichts des M. gastrocnemius in Gramm (g) zum Korpergewicht des Versuchstieres in
Gramm (g) zum Versuchsende

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))

Wie mit den Mm. gastrocnemici wurde ebenso mit den Mm. solei verfahren. Nach dem
Wiegen wurden die Mittelwerte der Muskelgewichte der verschiedenen Versuchsgruppen,
bzw. die Mittelwerte geteilt durch das Korpergewicht der Versuchstiere, miteinander

verglichen (s. Abbildung 21 und Abbildung 22). Dies lasst erkennen, dass es weder im
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Vergleich der absoluten Werte der Muskelgewichte innerhalb der Gruppen noch im

Verhaltnis zum Korpergewicht der Tiere signifikante Unterschiede gibt. Im Anhang 11.8 sind

die genauen Mittelwerte und Standardabweichungen einzusehen (s. Tabelle 9).
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Abbildung 21: Gewicht des M. soleus in Gramm (g) zum Versuchsende

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 22: Verhiltnis des Gewichts des M. soleus in Gramm (g) zum Korpergewicht des Tieres in Gramm (g) zum

Versuchsende

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))
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4.5 Korrelation zwischen Koérpergewicht und Muskelgewicht der
Versuchstiere

Die Mittelwerte des Korpergewichts der Versuchstiere in Gramm (g) wurden mit den
Mittelwerten der Muskelgewichte (M. gastrocnemius und M. soleus), ebenfalls in Gramm
(g), aller Versuchsgruppen verglichen, um herauszufinden, ob diese signifikant miteinander
korrelieren (s. Abbildung 23 und Abbildung 24). Die Auswertung zeigt, dass das
Korpergewicht des Versuchstieres positiv mit dem Gewicht des M. gastrocnemius (r =0,7; p
< 0,0001) bzw. des M. soleus (r = 0,5; p < 0,0001) korreliert: je groRer das Kérpergewicht des
Versuchstieres ist, desto groRer ist auch das Muskelgewicht. Die beiden Regressionsgeraden
(s. Abbildung 23 und Abbildung 24) stellen jeweils die Beziehung zwischen dem

Koérpergewicht und dem Muskelgewicht dar.

3.59
Regressionsgerade:

3.0 f(x) = 0,0052x + 0,3560

M. gastrocnemius g
N
al
[l

1.5 T T T T

LJ L}
250 300 350 400 450 500 550
Korpergewicht g
Abbildung 23: Korrelation zwischen Korpergewicht der Versuchstiere in Gramm (g) und M. gastrocnemius in Gramm (g).

Pearsonr=0,70; p <0,0001; R?= 0,49

0.251 i
Regressionsgerade:

0.204 f(x) = 0,0004x + 0,0201
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Abbildung 24: Korrelation zwischen Korpergewicht der Versuchstiere in Gramm (g) und M. soleus in Gramm (g).
Pearson r=0,54; p < 0,0001; R’= 0,29
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4.6 Kreatinkinase-Konzentrationen im Serum zum Versuchsende

Nach der Totung wurde das Serum der Versuchstiere auf das Enzym Kreatinkinase hin
analysiert. Die Auswertung ergibt, dass sich die Konzentrationen der Serum-Kreatinkinase in
den unterschiedlichen Versuchsgruppen nicht signifikant voneinander unterscheiden (s.

Abbildung 25 und Tabelle 10 im Anhang).
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Abbildung 25: Kreatinkinase-Konzentrationen (U / I) im Serum der Versuchstiere zum Versuchsende.

(U: Unit, I: Liter) (keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))

4.7 Ergebnisse zur mATPase-Farbung in Kombination mit Diaphorase:
Flache, Verhiltnis von Flache zu Korpergewicht, Durchmesser und Verhaltnis
von Durchmesser zu Korpergewicht

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Untersuchungen zur mATPase-Farbung nach Horak
(1983) dargestellt werden. Es werden der Reihe nach zuerst die Auswertungen des M.
longissimus, darauffolgend des M. gastrocnemius und schliefllich des M. soleus dargestellt.
Zu jedem Muskel werden die Ergebnisse der Flachen und der Durchmesser der
verschiedenen Muskelfasertypen aufgezeichnet, auRerdem die Verhaltnisse, in die diese
Messwerte zum Korpergewicht der Ratten bei Versuchsende gesetzt werden. Des Weiteren
werden die verschiedenen Messwerte innerhalb der Versuchsgruppen miteinander
verglichen, um signifikante Unterschiede darzustellen. Eine ausflihrliche Tabelle mit
samtlichen Kennwerten zur deskriptiven und schlieBenden Statistik findet sich im Anhang

11.10 (Tabelle 11).
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4.7.1  Ergebnisse zum M. longissimus

4.7.1.1 Ergebnisse der glykolytischen Fasern

Nach der farblichen Darstellung der Muskelfasern des M. longissimus wurden die Flachen
und Durchmesser der glykolytischen Fasern (fast-twitch-glycolytic) erfasst. Die jeweiligen
Mittelwerte der verschiedenen Versuchsgruppen wurden daraufhin graphisch dargestellt
und miteinander verglichen (s. Abbildung 26 und Abbildung 28). Zusatzlich wurden die
MessgroRen der Flachen und Durchmesser in Relation zum Korpergewicht der Versuchstiere
gesetzt und die errechneten Werte der verschiedenen Gruppen ebenfalls untereinander

verglichen (s. Abbildung 27 und Abbildung 29).

Die Auswertung der glykolytischen Fasern des M. longissimus in Hinsicht auf die Flache und
den Durchmesser der Fasern zeigt, dass keine der Behandlungen eine signifikante
Veranderung der Parameter erbringt. Wird die Flache durch das Korpergewicht der
Versuchstiere geteilt, zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied. Die Auswertung
stellt jedoch dar, dass bei dem Verhaltnis von Durchmesser zu Koérpergewicht die Gruppe
Alendronat signifikant kleinere Werte besitzt als die beiden Gruppen NON-OVX und 8-
PN+VIB.
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Abbildung 26: Flachen der glykolytischen Fasern des M. longissimus in me

(keine signifikanten Unterschiede (Dunns-Test))
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Abbildung 27: Verhiltnis der Flachen der glykolytischen Fasern des M. longissimus in pm? zum Korpergewicht der

Versuchstiere in g

(keine signifikanten Unterschiede (Dunns-Test))
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Abbildung 28: Durchmesser der glykolytischen Fasern des M. longissimus in um

(keine signifikanten Unterschiede (Dunns-Test))
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Abbildung 29: Verhaltnis der Durchmesser der glykolytischen Fasern des M. longissimus in pm zum Korpergewicht der
Ratteing

(e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant (Tukey HSD-Test))

4.7.1.2 Ergebnisse der intermediaren Fasern

Vom M. longissimus des Versuchstieres wurden die intermedidaren Fasern (fast-twitch-
oxidative-glycolytic) erfasst und die Flache und der Durchmesser der jeweiligen
Versuchsgruppe errechnet. Der Vergleich dieser Mittelwerte innerhalb der Gruppen zeigt
keinen signifikanten Unterschied zueinander (s. Abbildung 30 und Abbildung 32). Die
verschiedenen Behandlungen der Tiere erbringen keinen signifikanten Unterschied der
Messdaten zueinander. Das Verhiltnis von Flache zu Korpergewicht der Ratten zeigt
ebenfalls, dass es zwischen den Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede gibt (s.
Abbildung 31). Das Verhaltnis von Durchmesser zu Kérpergewicht gibt jedoch an, dass die
beiden Versuchsgruppen, welche mit Alendronat behandelt wurden, signifikant kleinere
Durchmesser besitzen als die Gruppe NON-OVX (s. Abbildung 33). Die Gruppe Alendronat ist
hochstsignifikant und die Gruppe Alendronat+VIB ist hochsignifikant verschieden von der
Gruppe NON-OVX. Zusatzlich ist die Gruppe Alendronat neben der Gruppe NON-OVX auch

von der Gruppe 8-PN+VIB signifikant verschieden.
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Abbildung 30: Flachen der intermedidren Fasern des M. longissimus in p.mz

(keine signifikanten Unterschiede (Dunns-Test))
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Abbildung 31: Verhdltnis der Flachen der intermedidren Fasern des M. longissimus in pm? zum Korpergewicht der Ratte

ing

(keine signifikanten Unterschiede (Dunns-Test))
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Abbildung 32: Durchmesser der intermedidren Fasern des M. longissimus in um

(keine signifikanten Unterschiede (Dunns-Test))
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Abbildung 33: Verhdltnis der Durchmesser der intermedidaren Fasern des M. longissimus in um zum Korpergewicht der
Ratteing

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX; e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant; **:
hochsignifikant; ***: hochstsignifikant (Dunns-Test))

4.7.1.3 Ergebnisse der oxidativen Fasern

Die errechneten Mittelwerte der Flachen und Durchmesser der oxidativen Fasern (slow-
twitch-oxidative) des M. longissimus zeigen folgende Ergebnisse: die Gruppe OVX+VIB hat
hochsignifikant groRere Muskelfaserflaichen als die Vergleichsgruppe Alendronat (s.
Abbildung 34). Zusatzlich ergeben sich weitere signifikante Differenzen bei dem ,Flache zu
KorpergrolRe“-Verhaltnis (s. Abbildung 35). Hier zeigt sich die Gruppe Alendronat mit einem
kleineren Wert hochsignifikant verschieden von den zwei Gruppen NON-OVX, OVX+VIB und
signifikant verschieden von der Gruppe 8-PN+VIB.

Bei den Werten der Durchmesser der oxidativen Muskelfasern verhalt es sich dhnlich (s.
Abbildung 36) wie bei der Flache der oxidativen Fasern. Die Gruppe OVX+VIB hat einen
hochsignifikant grofReren Durchmesser als die Gruppe Alendronat. Wird der Durchmesser
durch die KorpergroRRe geteilt, gibt es noch weitere signifikante Unterschiede innerhalb der
Versuchsgruppen (s. Abbildung 37). Die Gruppe NON-OVX hat einen groReren Verhéltniswert
als die Gruppe OVX (hochsignifikant), Alendronat (hochstsignifikant), Alendronat+VIB
(signifikant) und 8-PN (hochsignifikant). Die Gruppe Alendronat hat einen hochstsignifikant
kleineren Wert im Vergleich zu den Gruppen NON-OVX, OVX+VIB und 8-PN+VIB.
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Abbildung 34: Flachen der oxidativen Fasern des M. longissimus in p.mZ

(e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; **: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 35: Verhiltnis der Flichen der oxidativen Fasern des M. longissimus in um?2 zum Kérpergewicht der Ratte in g

(e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant; **: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 36: Durchmesser der oxidativen Fasern des M. longissimus in pm

(e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; **: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 37: Verhaltnis der Durchmesser der oxidativen Fasern des M. longissimus in um zum Korpergewicht der Ratte
ing

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX, e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant; **:
hochsignifikant; ***: hochstsignifikant (Dunns-Test))

4.7.2  Ergebnisse zum M. gastrocnemius

4.7.2.1 Ergebnisse der glykolytischen Fasern

Beim M. gastrocnemius wurden die Flachen und die Durchmesser der glykolytischen
Muskelfasern erfasst. Die Auswertung der Mittelwerte dieser Daten zeigt folgende
Ergebnisse: die Gruppe 8-PN hat beim Vergleich der Flachen einen signifikant kleineren Wert
als die Gruppen OVX, OVX+VIB und Alendronat+VIB. Zudem besitzt die Gruppe 8-PN+VIB
einen signifikant kleineren Wert als die Gruppen OVX, OVX+VIB, Alendronat und
Alendronat+VIB (s. Abbildung 38). Bei der Teilung der Flache durch das Korpergewicht wird
ersichtlich, dass die Gruppe 8-PN sich signifikant bis hochstsignifikant von den Gruppen
NON-OVX, OVX, OVX+VIB, Alendronat und Alendronat+VIB - also zu allen Gruppen mit
Ausnahme von 8-PN+VIB- unterscheidet. Zusatzlich hat die Gruppe NON-OVX einen
signifikant groBeren Wert als die Gruppe 8-PN+VIB (s. Abbildung 39). Beim
Durchmesservergleich verhilt es sich dhnlich (s. Abbildung 40). Die Gruppe 8-PN ist mit
einem kleineren Wert signifikant bzw. hochsignifikant verschieden von den Gruppen OVX,
OVX+VIB und Alendronat+VIB, sowie die Gruppe 8-PN+VIB ebenfalls mit einem kleineren
Wert signifikant bzw. hochsignifikant verschieden von den Gruppen OVX, OVX+VIB,

Alendronat und Alendronat+VIB ist. Im Verhaltnis zum Kérpergewicht zeigt sich, dass sich die
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Gruppe NON-OVX hochsignifikant bzw. héchstsignifikant von den Gruppen Alendronat, 8-PN

und 8-PN+VIB unterscheidet, indem sie einen groReren Wert aufweist (s. Abbildung 41).
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Abbildung 38: Flachen der glykolytischen Fasern des M. gastrocnemius in p.mZ

(g: unterscheidet sich signifikant von 8-PN; h: unterscheidet sich signifikant von 8-PN+VIB; *:

hochsignifikant (Dunns-Test))
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Abbildung 39: Verhidltnis der Flachen der glykolytischen Fasern des M. gastrocnemius in p.m2 zum Koérpergewicht der

Ratteing

(g: unterscheidet sich signifikant von 8-PN; h: unterscheidet sich signifikant von 8-PN+VIB; *:

hochsignifikant, ***: hochstsignifikant (Tukey HSD-Test))

signifikant; **:
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Abbildung 40: Durchmesser der glykolytischen Fasern des M. gastrocnemius in um

(g: unterscheidet sich signifikant von 8-PN, h: unterscheidet sich signifikant von 8-PN+VIB; *: signifikant; **:
hochsignifikant (Dunns-Test))
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Abbildung 41: Verhdltnis der Durchmesser der glykolytischen Fasern des M. gastrocnemius in pum zum Koérpergewicht der
Ratteing

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX; **: hochsignifikant; ***: hochstsignifikant (Dunns-Test))

4.7.2.2 Ergebnisse der intermedidren Fasern

Beim Vergleich der Flachenmittelwerte der intermedidaren Fasern des M. gastrocnemius
zwischen den Gruppen wird ersichtlich, dass die Gruppe OVX+VIB signifikant verschieden
von der Gruppe 8-PN und hochsignifikant verschieden von der Gruppe 8-PN+VIB ist sowie
die Gruppe Alendronat+VIB signifikant verschieden von den Gruppen 8-PN und 8-PN+VIB ist

(s. Abbildung 42). Beide genannten Gruppen haben hohere Messwerte als die
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Vergleichsgruppen. In Relation zum Korpergewicht des Versuchstieres ist die Flache bei der
Gruppe NON-OVX hochsignifikant groRer als die Gruppe 8-PN sowie signifikant groRRer als die
Gruppe 8-PN+VIB (s. Abbildung 43). Beim Durchmesservergleich erkennt man die
signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe OVX+VIB bzw. Alendronat+VIB zu der
Vergleichsgruppe 8-PN+VIB. Die beiden Gruppen haben signifikant groRere Werte (s.
Abbildung 44) als die Gruppe 8-PN+VIB. Die Teilung der Durchmesser durch die
Korpergewichte der Ratten hat folgendes Ergebnis: die Gruppe NON-OVX hat einen
hochsignifikant hoheren Wert als die Gruppe OVX sowie einen hdchstsignifikant hoheren

Wert als die Gruppen Alendronat, 8-PN und 8-PN+VIB (s. Abbildung 45).
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Abbildung 42: Flachen der intermedidren Fasern des M. gastrocnemius in p.m2

(g: unterscheidet sich signifikant von 8-PN, h: unterscheidet sich signifikant von 8-PN+VIB; *: signifikant; **:
hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 43: Verhiltnis der Flachen der intermedidren Fasern des M. gastrocnemius in umz zum Korpergewicht der
Ratteing

(g: unterscheidet sich signifikant von 8-PN, h: unterscheidet sich signifikant von 8-PN+VIB; *: signifikant; **:
hochsignifikant (Dunns-Test))
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Abbildung 44: Durchmesser der intermediaren Fasern des M. gastrocnemius in um
(h: unterscheidet sich signifikant von 8-PN+VIB; *: signifikant (Dunns-Test))
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Abbildung 45: Verhdltnis der Durchmesser der intermedidren Fasern des M. gastrocnemius in pm zum Korpergewicht der
Ratteing

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX; **:hochsignifikant; ***: hochstsignifikant (Dunns-Test))
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4.7.3  Ergebnisse zum M. soleus

4.7.3.1 Ergebnisse der oxidativen Fasern

Der M. soleus enthalt fast ausschlieBlich oxidative Fasern (Ariano et al. 1973). Daher wurden
nur diese ausgewertet. Die Flachen und Durchmesser der Muskelfasern wurden erfasst (s.
Abbildung 46 bzw. Abbildung 48), sowie diese in Relation zum Korpergewicht der
Versuchstiere gesetzt (s. Abbildung 47 bzw. Abbildung 49). Der Vergleich dieser Daten
zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen offenbart, dass es keinerlei signifikante

Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungsregimes gibt.
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Abbildung 46: Flachen der oxidativen Fasern des M. soleus in pm?

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 47: Verhaltnis der Flachen der oxidativen Fasern des M. soleus in p.m2 zum Koérpergewicht der Ratte in g

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 48: Durchmesser der oxidativen Fasern des M. soleus in um

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 49: Verhaltnis der Durchmesser der oxidativen Fasern des M. soleus in um zum Korpergewicht der Ratte in g

(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))

4.8 Ergebnisse zur Amylase-PAS-Kapillarfirbung: Kapillardichte und
Verhaltnis von Kapillardichte zum Koérpergewicht

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Untersuchungen zur Amylase-PAS-Kapillarfarbung
nach Andersen (1975) dargestellt werden. Die Auswertungen des M. longissimus, des M.
gastrocnemius und des M. soleus werden der Reihe nach aufgezeichnet. Zu jedem Muskel
wird das Ergebnis der Kapillardichte sowie das Verhdltnis der Kapillardichte zum
Kérpergewicht der Ratten bei Versuchsende dargestellt. Die Messdaten werden innerhalb
der Versuchsgruppen miteinander verglichen, um signifikante Unterschiede zu erkennen.
Eine ausfiihrliche Tabelle der Kennwerte zur Statistik findet sich im Anhang 11.11 (Tabelle

12).

4.8.1 Ergebnisse zum M. longissimus

Es wurden die Mittelwerte der Kapillardichten fir die verschiedenen Versuchsgruppen fiir
den M. longissimus ausgewertet (s. Abbildung 50). Dabei wird ersichtlich, dass sich die
Gruppen NON-OVX und 8-PN+VIB signifikant bzw. hochstsignifikant von der Gruppe
Alendronat unterscheiden. Sie haben eine geringere Kapillardichte als die Vergleichsgruppe.
Wird die Kapillardichte im Verhaltnis zum Korpergewicht des Versuchstieres gesetzt, gibt es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (s. Abbildung 51).
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Abbildung 50: Die Kapillardichte in einem 1 mm?-Ausschnitt des M. longissimus

(e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant; **: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 51: Verhaltnis der Kapillardichte des M. longissimus zum Kérpergewicht der Ratte in Gramm (g)

4.8.2 Ergebnisse zum M. gastrocnemius

Im Gruppenvergleich ergab die Auswertung der Kapillardichte (s. Abbildung 52) und der

Kapillardichte im Verhaltnis zum Korpergewicht (s. Abbildung 53) des M. gastrocnemius

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
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Abbildung 52: Die Kapillardichte in einem 1 mm?-Ausschnitt des M. gastrocnemius

(e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant; **: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 53: Verhaltnis der Kapillardichte des M. gastrocnemius zum Korpergewicht der Ratte in Gramm (g)

4.8.3  Ergebnisse zum M. soleus

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Kapillardichte vom M. soleus fallt Folgendes auf (s.
Abbildung 54): die Gruppen Alendronat, Alendronat+VIB, 8-PN und 8-PN+VIB sind jeweils
hochstsignifikant verschieden von allen drei Gruppen NON-OVX, OVX sowie OVX+VIB und
besitzen entsprechend eine grolRere Kapillardichte mit mehr Kapillaren pro Muskelfaser.
Wird die Kapillardichte durch das mittlere Korpergewicht jeder Gruppe geteilt, werden
nachstehende Ergebnisse offenbar (s. Abbildung 55): die Gruppe Alendronat ist signifikant
verschieden von der Gruppe OVX mit einer groBeren Kapillardichte im Verhéltnis zum
Korpergewicht. Die Gruppe Alendronat+VIB unterscheidet sich mit einem groReren Wert
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hochsignifikant von den Gruppen NON-OVX und OVX+VIB sowie hdchstsignifikant von der
Gruppe OVX. Die Gruppe 8-PN unterscheidet sich ebenfalls mit einem grolReren Wert von
NON-OVX (hochsignifikant), OVX (hochstsignifikant) und OVX+VIB (hochstsignifikant).
Weiterhin unterscheidet sich die Gruppe 8-PN+VIB ebenso mit einem groReren Verhaltnis

von Kapillardichte zum Korpergewicht hochstsignifikant von NON-OVX, OVX und OVX+VIB.
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Abbildung 54: Die Kapillardichte in einem 1 mm?-Ausschnitt des M. soleus

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX, c: unterscheidet sich signifikant von OVX, d: unterscheidet sich
signifikant von OVX+VIB; ***: hochstsignifikant (Tukey HSD-Test))
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Abbildung 55: Verhiltnis der Kapillardichte des M. soleus zum Kérpergewicht der Ratte in Gramm (g)

(b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX, c: unterscheidet sich signifikant von OVX, d: unterscheidet sich
signifikant von OVX+VIB; *: signifikant, **: hochsignifikant, ***: h6chstsignifikant (Tukey HSD-Test))
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5 Diskussion

5.1 Korpergewicht und Futteraufnahme der Versuchstiere

Da 12 Monate alte Sprague-Dawley-Ratten noch nicht ausgewachsen sind, ist es normal,
dass die Gewichtskurven im Verlauf des Versuchszeitraums stetig ansteigen (Berg und
Harmison 1957). Ein Ostrogenmangel durch Ovariektomie kann jedoch zusatzlich zu einer
gesteigerten Gewichtszunahme fiihren (Kobori und Yamamuro 1989), welche auf eine
erhohte Nahrungsaufnahme und gedrosselte Bewegungsaktivitat zurtickzufiihren ist (Wade
1972; Kadi et al. 2002; Cavalcanti-de-Albuquerque et al. 2014). Dies ist vereinbar mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie, da die ovariektomierten Ratten nach dem Eingriff eine
im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéhte Futteraufnahme zeigten und auch eine deutliche
Gewichtszunahme aufwiesen. Die groRte Gewichtszunahme zeigten die beiden Gruppen
OVX und Alendronat. Die Vibrationsbehandlung milderte diesen Effekt ab, und die Tiere,
welche vibriert wurden (OVX+VIB, Alendronat+VIB und 8-PN+VIB), nahmen nicht so stark an
Gewicht zu wie die jeweilige nicht-vibrierte Vergleichsgruppe. Diesen Effekt zeigten schon
Maddalozzo et al. (2008) in einem Versuch, bei dem ovariektomierte Ratten nach

Vibrationsbehandlung ca. 10 % weniger wogen als nicht-vibrierte ovariektomierte Ratten.

Auch die Injektion von 8-PN hemmte die Gewichtszunahme, sodass die Gewichtskurve der
Gruppe 8-PN sogar unter den Kurven der Gruppen OVX+VIB und Alendronat+VIB lag. Die
Kombination aus Vibration und 8-PN (8-PN+VIB) hemmte noch starker die Gewichts-
zunahme, sodass sich nahezu eine gleiche Gewichtskurve wie bei der Kontrollgruppe (NON-
OVX) ergab und kein signifikanter Unterschied zu dieser erkennbar war. Dies kdnnte
bedeuten, dass die Therapien Vibration und 8-PN einzeln und vor allem als Kombination den

Gewichtszunahmeeffekt der Ovariektomie der Ratten hemmen.

Vibrationstraining flihrt zu einem stetigen An- und Entspannen der Muskulatur. Jede Art von

Muskelarbeit verbraucht Energie und kann daher bei den Ratten zu einer Kérperfett- und
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Korpergewichtsreduzierung fiihren. 8-PN hat mit seinem Ostrogenen Charakter mutmaRlich
eine vergleichbare Wirkung wie Estradiol, dadurch dass es den Stoffwechsel und die Lipolyse
steigert (Luglio 2014). Bottner et al. (2008) konnten in ihrer Studie zeigen, dass beide
Wirkstoffe gleiche Ergebnisse erzielen: eine dreimonatige Gabe von 8-PN verringerte ebenso
wie die Gabe von 17-R-Estradiol signifikant das Korpergewicht der behandelten

ovariektomierten Ratten.

In der vorliegenden Studie unterschied sich die Futteraufnahme der Ratten signifikant
zwischen der Kontrollgruppe und den ovariektomierten Gruppen. Dies kann durch den
appetithemmenden Effekt des Ostrogens, welcher nach der Ovariektomie entfillt, erklart
werden (Wade 1972). Die gesteigerte Futteraufnahme erklart entsprechend die gesteigerte

Gewichtszunahme.

Direkt nach der Osteotomie der Tibiae (Woche 9) fielen die Gewichts- und die Futterkurven
stark ab und normalisierten sich zum Ende des Versuchs hin wieder auf ihre Ursprungswerte.
Trotz geeigneter Analgetikagabe ist dieses Phanomen durch postoperative Schmerzen,
Inaktivitat und den Heilungsprozess zu erklaren und wurde in vorigen Arbeiten bereits
beschrieben (Komrakova et al. 2013; Stuermer et al. 2014). Es ist davon auszugehen, dass
dieser Effekt weitere Auswirkungen auf die Ergebnisse bezliglich Muskulaturwachstum und
Kapillardichte haben koénnte. Inaktivitat, Entzindungsreaktionen und Wundheilung sind
Bestandteil einer Frakturheilung und kénnen einen Effekt auf die Muskulatur haben.
Patienten erleben haufig einen Verlust an Muskelmasse und -kraft im Rahmen einer
Frakturheilung (Visser et al. 2000; Cohen et al. 2015). In der vorliegenden Studie wurde die
Muskulatur wahrend einer Knochenbruchheilungsphase untersucht und dabei wurde

erforscht, welche Effekte die angewandten Therapiemalnahmen haben.

5.2 Uterusgewichte

Alle post-ovariektomierten Ratten besalen zum Versuchsende hochstsignifikant kleinere
Uteri als die Kontrollgruppe NON-OVX, welche noch in Besitz ihrer Ovarien war. Dies ist als
Kontrollzeichen einer korrekt durchgefiihrten Eierstockentfernung anzusehen und folglich

ein adaquat erfolgter Hormonentzug, wie er in der Postmenopause beobachtet werden kann
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(Jiang et al. 2008). Diese Daten beweisen einen Ostrogenmangel, der fiir eine induzierte

Osteoporose der Ratten voraussetzend ist.

Die Ergebnisse der Uterusgewichte sind hinsichtlich der &strogenen Wirkung des 8-
Prenylnaringenins bedeutend. Die Gruppen 8-PN und 8-PN+VIB haben keine signifikant
groReren Uteri als die Vergleichsgruppen, die auch ovariektomiert wurden (OVX, OVX+VIB,
Alendronat, Alendronat+VIB). Auch Diel et al. (2004) und Zierau et al. (2008) konnten zeigen,
dass die Gabe von 8-PN einen schwacheren trophischen Effekt auf den Uterus der
ovariektomierten Ratte hat, als die Gabe von 17-B-Estradiol, obgleich 8-PN durchaus einen
Effekt auf den Uterus hat. Overk et al. (2008) konnten nach hoher 8-PN-Dosierung (4 und 40
mg / kg KG pro Tag) eine Uterusgewichtssteigerung an ovariektomierten Ratten in ihrem
Versuch nachweisen, nach einer geringen Dosierung (0,4 mg / kg KG pro Tag) jedoch nicht. In
der vorliegenden Arbeit wurde eine tagliche 8-PN-Dosierung von 1,77 mg / kg KG verwendet
und fiihrte zu keiner Uterusgewichtszunahme. Dies lasst folgern, dass die uterotrophische

Wirkung von 8-PN dosisabhangig ist.

Durch die Erkenntnis, dass 8-PN nicht in dem Male proliferierend auf den Uterus der Ratte
wirkt wie 17-B-Estradiol, kbnnte man vermuten, dass 8-PN daher ein geringeres Krebsrisiko
in sich birgt als eine klassische Hormonersatztherapie. Als zusatzliche potenzielle Alternative
zu 8-PN koénnte in weiteren Forschungen 6-Prenylnaringenin sein, welches in bisherigen
Versuchen keine uterotrophische Wirkung erkennen lieR (Zierau et al. 2008; Keiler et al.

2015).

5.3 Gewichte des M. gastrocnemius und des M. soleus zum Versuchsende
Die Gewichte des M. gastrocnemius der Gruppen OVX, OVX+VIB, Alendronat und
Alendronat+VIB waren signifikant hoher als die Gewichte der Gruppen NON-OVX, 8-PN und
8-PN+VIB. Generell fihrt eine Ovariektomie dazu, dass Ratten an Gesamtkorpergewicht
zunehmen (Kobori und Yamamuro 1989; Shinoda et al. 2002), so auch in der vorliegenden
Studie. Toth et al. (2001) konnten zudem zeigen, dass sich die fettfreie Masse bei

ovariektomierten Ratten trotz eingeschriankter Nahrungsaufnahme erhoht sowie die
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Muskelproteinsynthese gesteigert wird. Booth und Tipton (1969), Fisher et al. (2000) und
Sasa et al. (2004) beobachteten in ihren Studien eine Muskelmassezunahme bei
ovariektomierten Ratten. Diese Erkenntnisse erkldren die gesteigerten Muskelgewichte der
ovariektomierten Versuchsgruppen dieser Studie. Bedeutend ist jedoch, dass das
Phytoostrogen 8-PN diese Gewichtszunahme des M. gastrocnemius der Versuchstiere
hemmt. Die Muskelgewichte der beiden mit 8-PN behandelten Gruppen unterschieden sich
daher nicht signifikant zur Kontrollgruppe NON-OVX wie die Muskelgewichte der anderen

ovariektomierten Gruppen.

Die Zunahme der Muskelmasse geht einher mit einer Korpergewichtszunahme der Ratten
(Fisher et al. 2000). Die in der vorliegenden Studie vorgefundenen Korrelationen bestatigen
diesen Effekt. Sollte es signifikante Unterschiede zwischen den absoluten Werten der
Gewichte des M. gastrocnemius der verschiedenen Versuchsgruppen geben, so entfallen
diese Unterschiede, wenn die Muskelgewichte zum Koérpergewicht der Versuchstiere ins
Verhaltnis gesetzt werden. Das heillt, dass das Verhaltnis von Muskelgewicht zu
Korpergewicht der verschiedenen Gruppen konstant bleibt. Fisher et al. (2002) zeigten, dass
es keine signifikanten Unterschiede zwischen der ovariektomierten Versuchsgruppe und der
Kontrollgruppe gibt, wenn der Muskel zum Koérpergewicht ins Verhaltnis gesetzt wird. Die

Ergebnisse dieser Studie bestatigen diese Erkenntnis.

Die Muskelgewichte des M. soleus der ovariektomierten Gruppen sind groRer als die der
Kontrollgruppe NON-OVX, jedoch nicht signifikant. Weiterhin gibt es auch keine signifikanten
Unterschiede der Muskelgewichte im Verhéltnis zum Korpergewicht der Tiere zwischen den
Versuchsgruppen. Diese Feststellung deckt sich ebenfalls mit der genannten Aussage von

Fisher et al. (2002).

5.4 Kreatinkinase-Konzentrationen im Serum zum Versuchsende

Die Kreatinkinase-Werte im Serum der Versuchstiere unterschieden sich zwischen den
Versuchsgruppen nicht signifikant von einander. Die Kreatinkinase ist ein Muskelmarker, der

bei Gewebeschaden erhohte Werte zeigt (Noh et al. 2015). Normale Werte in dieser Studie
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deuten daraufhin, dass es zu keiner ibermadRigen mechanischen Belastung, Verletzung oder

anderen Storung der Muskulatur der Ratten wahrend des Versuches kam.

5.5 Flache und Durchmesser der Muskelfasern

Die Analyse der Muskelfaserparameter der drei ausgewahlten Muskeln (longissimus,
gastrocnemius und soleus) diente dazu, den Einfluss der Ovariektomie und der drei
TherapiemaRBnahmen (Ganzkorpervibration, Alendronat und 8-Prenylnaringenin) auf den
Muskel zu erfassen. Es stellte sich die Frage, inwieweit die Faserflichen beziehungsweise die
Faserdurchmesser sich von denen der Kontrollgruppe NON-OVX unterschieden. Weiterhin
sollte untersucht werden, ob sich Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ergaben,
wenn die Parameter Flache und Durchmesser ins Verhaltnis zum Korpergewicht der
Versuchstiere gesetzt wurde. Interessant erschien in diesem Zusammenhang die Frage, ob
die TherapiemaRnahmen den Effekt eines induzierten Ostrogenmangels revidieren kénnten
(Vergleich zur Gruppe OVX). Dies wirde bedeuten, dass die Hormonmangeleffekte

aufgehalten oder sogar wieder riickgangig gemacht werden kénnten.

5.5.1 Effekte der Ovariektomie

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Ovariektomie bei allen drei Muskelfasertypen
der unterschiedlichen Muskeln zu keiner signifikanten Veranderung der Faserflache und des
-durchmessers fiihrt. Es ist allerdings eine Tendenz zu einer VergroRerung der
Muskelfaserflichen nach Abwesenheit von Ostrogen erkennbar. Kobori und Yamamuro
(1989) konnten zeigen, dass eine Ovarienentfernung zu einer Zunahme der Flache aller drei
Fasertypen im Rattenmodell fiihrt und sich am starksten auf die Typ IIA-Fasern (intermediar)
auswirkt. Dem gegeniiber gestellt haben McCormick et al. (2004) und Stuermer et al.
(2010b) diesen Effekt nicht wiederholen kénnen und fanden heraus, dass eine Ovariektomie
in ihren Studien am Rattenmodell keinen Effekt auf die MuskelfasergroRe hatte. McClung et
al. (2006) konnten zwar eine Ostrogensensitivitit des Muskels zeigen, aber auch sie konnten
keine signifikante FasergrofRenveranderung nach Ovariektomie feststellen. Die genannten
Studien wurden ebenfalls an Sprague-Dawley-Ratten und am M. soleus durchgefiihrt und

sind dementsprechend mit den Ergebnissen dieser Studie gut vergleichbar.
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Die Muskelfaserfliche und der -durchmesser sind in Bezug auf das Korpergewicht der
Ostrogendeprivierten Versuchstiere gegeniber NON-OVX in der vorliegenden Studie
ebenfalls nicht gesteigert. Im Gegenteil- es gibt eine Abnahme des Faser-Kérper-gewicht-
Verhaltnisses der OVX-Gruppe mit signifikanten Minderungen der Durchmesser-Verhaltnisse
der oxidativen Fasern des M. longissimus und der intermedidren Fasern des M.
gastrocnemius. Dies konnte daran liegen, dass ein durch die Ovariektomie veranderter
Stoffwechsel zu einer erhohten Korpermasse fihrt (Kadi et al. 2002; Cavalcanti-de-

Albuquerque et al. 2014) und dadurch das Faser zu Kérpergewicht Verhéltnis verringert ist.

5.5.2  Effekte der vertikalen Ganzkorpervibration

Xie et al. (2008) und Stuermer et al. (2010b) konnten zeigen, dass die Ganzkdrpervibration zu
einer signifikanten MuskelfasergroBenzunahme fiihrt. Komrakova et al. (2013) konnten dem
gegeniber jedoch keine signifikanten Unterschiede der Fasergroflen zwischen vibrierten und
nicht-vibrierten Versuchstieren feststellen. Die Ergebnisse dieser Studie stimmen mit denen
von Komrakova et al. (2013) Uberein und zeigen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.
Dennoch ist ein Trend erkennbar, dass die vertikale Ganzkorpervibration im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe zu einer Steigerung der Muskelfaserflache und des -durchmessers
fuhrt. Das heiRt, dass im Vergleich zur Gruppe OVX die Gruppe OVX+VIB eine Steigerung der
Flache und des Durchmessers aufweist. Ebenfalls haben die Therapiekombinationen
Alendronat+VIB beziehungsweise 8-PN+VIB eine grofRere Flache und einen gréReren
Durchmesser als die Gruppe Alendronat beziehungsweise 8-PN. Besonders von diesem
Effekt betroffen sind die Flachen und Durchmesser bei den Fasern des M. longissimus und

des M. soleus.

Beim M. gastrocnemius hingegen reduzierte die Vibrationstherapie in Kombination mit 8-PN
den Faserdurchmesser der intermedidren Fasern im Vergleich zur Gruppe 8-PN, welche
keine Vibrationstherapie erhielt. In diesem Fall gibt es keinen anabolen Effekt der
Vibrationstherapie auf den Faserdurchmesser. Dadurch, dass die Mm. solei und longissimi
flachenmaRig beeinflusst werden und der M. gastrocnemius nicht, kdnnte man vermuten,
dass die Vibrationstherapie eher einen anabolen Effekt auf ausdauernde Stitz- und

Haltemuskulatur hat. Der M. gastrocnemius ist ein Muskel mit hauptsachlich glykolytischen
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und intermedidren Fasern (s. Kapitel 2.1.3.) und dient hauptsachlich zur schnellen und
kraftvollen Bewegung und scheint weniger von der Vibrationstherapie beeintrachtigt zu sein.
Es ist zu vermuten, dass die Kontraktionsarbeit, die bei der Vibrationstherapie entsteht, zu

einer groReren Veranderung am ausdauernden und langsam-ermidenden Muskel hat.

Ein moglicher Hinweis auf die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studie im Vergleich zu der
von Stuermer et al. (2010b) liegt in der Methodik und der Behandlungsdauer. Stuermer et al.
(2010b) verwendeten eine Frequenz von 90 Hz bei der 30-tagigen Vibrationstherapie der
Ratten, wobei in der vorliegenden Studie eine Frequenz von 35 Hz mit einer Behandlungs-
dauer von 10 Wochen gewahlt wurde. Es ist moglich, dass eine Erh6hung der angewandten
Frequenz in einem kirzeren und intensiveren Behandlungszeitraum zu einer weiteren
Steigerung der Muskelfaserfliche filihren konnte. Weitere Untersuchungen waren

erforderlich, um diesen Aspekt tiefgriindiger zu untersuchen.

Wehrle et al. (2015) diskutieren, dass eine hochfrequente Vibrationstherapie mit niedriger
Amplitude ihren osteoanabolen Effekt durch Stimulierung des Ostrogenrezeptors a (ER a)
erreicht. Die Stimulierung von ER B soll einen gegenteiligen Effekt auf den Knochenbau und
die Frakturheilung haben (Wehrle et al. 2015). ER a sowie ER 1 sind sowohl im Knochen als
auch in der Skelettmuskulatur vorhanden (Wiik 2008). Es kann vermutet werden, dass die
Ganzkoérpervibrationstherapie der vorliegenden Arbeit ebenfalls ihren anabolen Effekt Gber
die Stimulation der Ostrogenrezeptoren der Skelettmuskulatur der Ratte ausiibt. Zusatzlich
kénnten die durch die Vibration ausgeldsten kontinuierlichen Muskelkontraktionen ebenfalls
zu einer adaptiven MuskelfaservergroBerung durch Mitochondrienvermehrung und

Muskelproteinzunahme fihren.

5.5.3 Effekte des Alendronats

Die Tiere der Versuchsgruppen Alendronat und Alendronat+VIB erhielten 10 Wochen lang
das Bisphosphonat im Futter. Die mittlere taglich aufgenommene Menge an Alendronat der
beiden Gruppen war 0,23 mg (Alendronat) beziehungsweise 0,21 mg (Alendronat+VIB) pro
Ratte und die mittlere tagliche Dosisaufnahme war 0,59 mg / kg (Alendronat) beziehungs-

weise 0,57 mg/kg (Alendronat+VIB). Die Werte unterschieden sich nicht signifikant
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zwischen den beiden Gruppen. Dies erfiillte die Bedingung, dass beide Gruppen
uneingeschrankt miteinander verglichen werden konnten. Mit der angewandten Alendronat-
dosierung war mit einer ausreichenden Wirkung auf das muskuloskelettale System der

Ratten zur rechnen (Kolios et al. 2010).

Es gibt keine vorausgehenden Studien, die den Einfluss von Alendronat auf die
MuskelfasergrofRe beschreiben. Die Ergebnisse dieser Studie lassen bei Betrachtung der
Faserflachen erkennen, dass die Gabe von Alendronat grundsatzlich einen Effekt auf diese
hat. Der Effekt zeigt sich jedoch als gegenteilig zu dem der Ganzkérpervibration hinsichtlich
der Flachen- und DurchmessergroRe. Besonders bei den Fasern des M. longissimus und des
M. gastrocnemius ist der hemmende Einfluss von Alendronat auf die FasergroRen zu
erkennen. Alle Fasertypen der zwei genannten Muskeln der Alendronat Gruppe haben im
Faserdurchmesser-Korpergewicht-Verhaltnis signifikant geringere Werte als die Gruppe
NON-OVX und zusatzlich bei allen drei Fasertypen des M. longissimus signifikant geringere
Werte als die Gruppe 8-PN+VIB. Des Weiteren zeigen auch die Ergebnisse der oxidativen
Fasern des M. longissimus signifikant reduzierte Werte im Flache-Kérpergewicht-Verhaltnis

nach Alendronatgabe.

Insgesamt betrachtet hat das Bisphosphonat Alendronat einen reduzieren Einfluss auf die
Flache und den Durchmesser der Muskelfasern. Dies bedeutet, dass Alendronat zwar eine
bewiesene Knochenstarke- und -masse- fordernde Wirkung besitzt (Widrick et al. 2007), auf
den Muskel jedoch einen hemmenden Effekt auslibt. Dieser hemmende Effekt kann
teilweise durch die in diesem Versuch verwendete Ganzkorpervibrationstherapie
aufgehoben werden und resultiert darin, dass die Gruppe Alendronat+VIB groRere

Flachewerte als die Gruppe Alendronat besitzt.

Alakangas et al. (2002) konnten zeigen, dass Stickstoff-enthaltendes Alendronat die
Knochenresorption bei Ratten durch eine Inhibierung des Mevalonatweges aufhalt. Die
Osteoklasten, welche fiir die Knochenresorption zustandig sind, werden dabei gehemmt. Der
Mevalonatweg ist bei der Zellproliferation beteiligt (Raiteri et al. 1997). Alakangas et al.

(2002) fanden unter anderem heraus, dass der intrazelluldare Vesikeltransport bei
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alendronatbehandelten murinen Osteoklasten gestort ist. Moglicherweise ist auch bei
Muskelzellen dieser Transport nach Alendronatbehandlung gestért. Es konnte dadurch zu
einer verminderten Proliferation und Ausreifung der Fasern kommen, da Substrate und
Produkte innerhalb der Zelle nicht zum Zielort beférdert werden kénnen. Dies kdnnte eine
mogliche Erklarung der reduzierten Faserflaichen und -durchmesser sein. Ob dabei die
Muskelkraft reduziert wird, musste in weiteren Studien geklart werden. Genauso misste
auch geklart werden, welche Verdanderungen es durch Alendronat hinsichtlich der

Proteinsynthese und -zusammenstellung sowie auf der Genebene gibt.

5.5.4 Effekte des 8-Prenylnaringenins

Zur Wirkung von 8-PN auf MuskelfasergréRe und -durchmesser der ovariektomierten Ratten
liegen bis dato keine Studien vor. 8-PN soll eine Wirkung auf den Skelettmuskel haben, da es
an die Ostrogenrezeptoren (vor allem ER a) andockt (Luo et al. 2014) und sich intramuskular
anreichert (Mukai et al. 2012). Am Mausmodell zeigte sich, dass sich die Muskelatrophie an
denerviertem M. gastrocnemius durch die orale Einnahme von 8-PN verringern liel} (Mukai

et al. 2012).

Die vorliegende Studie zeigt, dass 8-PN einen sehr unterschiedlichen Effekt auf die
verschiedenen Muskeln hat. Beim M. longissimus hat 8-PN mit einer Ausnahme keinen
signifikanten Effekt auf die MuskelfasergrofSen der drei Fasertypen. Einzig beim Verhaltnis
von Durchmesser zu Kérpergewicht der oxidativen Fasern des M. longissimus hat die Gruppe
8-PN hochsignifikant kleinere Werte als die Gruppe NON-OVX. Die Gruppe OVX hat ebenfalls
hochsignifikant kleinere Werte als NON-OVX sowie keine signifikant verschiedenen Werte zu
8-PN. Somit besitzen die beiden Gruppen OVX und 8-PN dhnliche Werte. Dies bedeutet, dass
der Ostrogenmangeleffekt durch die Ovariektomie auf den Muskel durch 8-PN hierbei nicht
signifikant aufgehoben werden kann. Es kann daher gefolgert werden, dass 8-PN auf den M.

longissimus keinen bedeutenden Effekt auslibt.

Beim M. gastrocnemius verhdlt es sich anders als beim M. longissimus. Bei den
glykolytischen Fasern haben die Ratten nach 8-PN Gabe signifikant kleinere Fasern als die

Gruppe OVX und im Flache-zu-Korpergewicht-Verhaltnis haben sie hdchstsignifikant kleinere
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Werte als die Gruppe NON-OVX und hochsignifikant kleinere Werte als die Gruppe OVX. Bei
den Werten der Durchmesser verhdlt es sich dhnlich: die mit 8-PN behandelten Ratten
haben signifikant kleinere Werte als die ovariektomierten Ratten und im Verhaltnis zum
Korpergewicht hochstsignifikant kleinere Werte zur Kontrollgruppe NON-OVX. Diese
Ergebnisse bedeuten, dass 8-PN einen stark reduzierenden Effekt auf die glykolytischen
Muskelfasern des M. gastrocnemius hat. Dies kann mit einer dstrogenen Wirkung assoziiert
werden, da vorige Studien mit Ostrogenersatz an ovariektomierten Ratten &hnliche
Ergebnisse erzielten. Kobori und Yamamuro (1989) und Piccone et al. (2005) zeigten, dass
die Gabe von 17-R-Estradiol an ovariektomierten Ratten eine FasergrofSenabnahme bewirkt.
Der Unterschied zwischen der vorliegenden Studie und der von Kobori und Yamamuro
(1989) ist jedoch der betroffene Muskel. Kobori und Yamamuro (1989) erkannten eine
FasergroRenabnahme am M. soleus, in der vorliegenden Studie gibt es eine
Fasergroflenabnahme des M. gastrocnemius. Die Studie von Piccone et al. (2005) ist auch
nicht ganzlich mit der vorliegenden zu vergleichen, da sie die Fasern des M. plantaris
untersuchten, einen Hinterlaufmuskel, welchen wir nicht in unseren Versuch aufgenommen
hatten. Trotzdem besteht die Assoziation zwischen den Effekten von 8-PN und

Ostrogenersatz.

Bei den Verhaltnissen von Faserflache und -durchmesser zu Kérpergewicht besteht auch bei
den intermediaren Fasern des M. gastrocnemius ein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe NON-OVX. Dies unterstiitzt weiterhin die Aussage, dass 8-PN eine

reduzierende Wirkung auf die Muskelfaserparameter austibt.

Beim M. soleus gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe 8-PN und den
Vergleichsgruppen hinsichtlich der FasergrofRen. 8-PN scheint auf den ausdauernden und
langsam-ermiidenden M. soleus daher keinen Einfluss zu haben. Moglicherweise affektiert
8-PN hauptsachlich kraftvolle und schnell-ermidende Muskulatur wie den M.
gastrocnemius. Es wdre moglich, dass der M. gastrocnemius eine hohere Anzahl an
Ostrogenrezeptoren besitzt als die Mm. solei und longissimi und dadurch stirker duch 8-PN

beeinflusst wird. Diese Vermutung misste jedoch weiter untersucht werden.
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Wird die Ganzkorpervibrationstherapie mit der Behandlung von 8-PN kombiniert, hat dies
keinen bedeutenden Vorteil den einzelnen Therapien gegeniber. Die Fasergroflen der
Gruppe 8-PN+VIB sind teilweise etwas groBer als die der Gruppe 8-PN, jedoch nicht
signifikant. Das bedeutet, dass eine zusatzliche Vibrationstherapie zur 8-PN-Gabe die

FasergrofRen nicht bedeutend beeinflusst.

Letztlich miissen weitere Forschungen angestellt werden, um die richtige Dosierung und die
optimale Behandlungsdauer von 8-PN zu ermitteln. Da in der vorliegenden Studie die 8-PN-
Behandlung mit einer niedrigen Dosierung schon sehr kostspielig war, muss vorerst die
finanzielle Unterstitzung fir die Forschung an hoéheren Dosierungen erlangt werden.
Wichtig ist auBerdem die Sicherheit bei der Anwendung am Menschen hinsichtlich der
proliferierenden Wirkung auf die Reproduktionsorgane zu gewdhrleisten. In niedriger
Dosierung findet 8-PN bereits Anwendung bei klimakterischen Beschwerden in Kapselform
als MenoHop® (Metagenics; Ostend, Belgien) und als Vaginalgel Gynomunal® (Taurus

Pharma GmbH; Bad Homburg, Deutschland).

5.6 Kapillardichte

Die Analyse der Kapillardichte diente der Erkennung, ob die Ovariektomie und die drei
TherapiemaRBnahmen (Ganzkorpervibration, Alendronat, 8-Prenylnaringenin) einen Einfluss
auf die Blutversorgung des Skelettmuskels haben. Eine erhdhte Kapillardichte wiirde zu einer
verbesserten Oxygenierung und Nahrstoffversorgung der Muskelfasern fithren. Es galt
herauszufinden, ob die verschiedenen Therapiemallnahmen dieser Studie einen Einfluss auf

die Kapillardichte und somit die Blutversorgung des Muskels haben.

Beim M. gastrocnemius gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen hinsichtlich der Kapillardichte. Weder die Ovariektomie noch die
verschiedenen Behandlungen der Tiere hatten einen Einfluss auf die Anzahl der Kapillaren

pro Muskelfaser.

Beim M. longissimus war die Kapillardichte der Gruppe Alendronat signifikant zur Gruppe

NON-OVX sowie 8-PN+VIB gesteigert. Weitere signifikante Unterschiede gab es nicht.
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Die Kapillardichte des M. soleus, einem ausdauernden und langsam-ermidenden
Hinterlaufmuskel mit oxidativen Fasern, wies grofle Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen auf. Die vier Gruppen Alendronat, Alendronat+VIB, 8-PN
und 8-PN+VIB waren alle mit einer erhohten Kapillardichte hdochstsignifikant verschieden
von den drei Gruppen NON-OVX, OVX und OVX+VIB. Die Ovariektomie und die
Vibrationstherapie hatten keine bedeutende Wirkung auf die Kapillardichte des
Skelettmuskels. Die Behandlungen Alendronat und 8-PN hatten dem gegenibergestellt
jedoch einen steigernden Einfluss auf die Kapillardichte des M. soleus.

Stuermer et al. (2010b) fanden heraus, dass eine Ganzkdrpervibrationstherapie die
Kapillardichte des M. longissimus signifikant gegenilber intakten und ovariektomierten
Ratten steigert. Auch Games et al. (2015) konnten zeigen, dass eine
Ganzkoérpervibrationstherapie den Blutfluss im peripheren Gewebe und Muskel steigern
kann. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen hingegen keine erhohte Kapillardichte nach
erfolgter Vibrationstherapie. Maoglicherweise liegt es an der Frequenz der
Vibrationstherapie, ob es zu einer Kapillardichtesteigerung kommt oder nicht. Stuermer et
al. (2010b) nutzten in ihrem Versuch eine Frequenz von 90 Hz, in der vorliegenden Arbeit
wurde hingegen eine Frequenz von 35 Hz verwendet. Komrakova et al. (2013) konnten
ebenfalls keinen signifikanten Effekt einer vertikalen Ganzkorpervibration auf die
Kapillardichte der murinen Skelettmuskulatur bei 35 Hz erkennen, erzielten aber gesteigerte
Kapillardichtewerte bei einer horizontalen Vibration von héheren Frequenzen (70 Hz und 90
Hz). Dies lasst schlussfolgern, dass eine héhere Frequenz bendtigt wird, um die Blutzufuhr im

Muskel durch einen Anstieg an Kapillaren durch Angiogenese zu erzielen.

Es gibt zur Wirkungsweise von Alendronat als Osteoporosemedikament nur Kenntnisse
hinsichtlich des Knochens: Alendronat hemmt die Osteoklasten und férdert dabei den
Knochenaufbau (Chen et al. 2014a). Wie Alendronat jedoch auf die Muskulatur und die
Kapillaren wirkt und welche zelluldren Vorgéange sich dabei abspielen, ist bis dato unbekannt.
Interessant ist jedoch, dass es bei Alendronateinnahme zu Muskelschmerzen als
Nebenwirkung kommen kann (Tienboon und Jaruwangsanti 2014). Dies lasst unter anderem,

neben den Ergebnissen dieser Studie, erkennen, dass das Alendronat eine Wirkung auf die
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Muskulatur hat. Die Frage, wie es genau wirkt, auch im Zusammenhang der

Kapillardichtesteigerung, bleibt dabei leider offen und erfordert weitere Forschung.

Zur Wirkweise des Phytodstrogens 8-PN auf die Skelettmuskulatur gibt es derzeit noch keine
ausreichenden Kenntnisse. Wiik et al. (2005) fanden heraus, dass Ostrogenrezeptoren
sowohl im Muskel als auch im Endothel der Kapillaren zu finden sind und Luo et al. (2014)
zeigten, dass 8-PN diese Ostrogenrezeptoren stimuliert. Welchen zelluliren Effekt dies auf
die Muskulatur beziehungsweise auf die Kapillaren hat, ist jedoch noch nicht bekannt. Es
konnte lediglich gezeigt werden, dass 8-PN die Angiogenese in der Wundheilung stimuliert
(Negrdo et al. 2010). Da 8-PN einen 6strogenen Charakter hat, kdnnte man seinen Einfluss
mit denen anderer Phytodstrogene und Estradiol vergleichen. Kyriakides et al. (2001)
injizierten in ihrer Studie am ischamischen Hinterlauf des Kaninchens 17-B-Estradiol
intramuskular und erreichten damit eine signifikant gesteigerte Kapillardichte gegentber der
Gruppe nicht-behandelter Tiere. Leider erwdhnten die Autoren nicht, welchen
Hinterlaufmuskel sie dabei untersuchten. Ostrogen hat den Ergebnissen der genannten
Studie zufolge eine stimulierende Wirkung auf die Angiogenese. Dem gegeniiber konnten
Komrakova et al. (2009) keinen bedeutenden Einfluss von Isoflavonen (Daidzein) und 17-i-
Estradiol auf die Kapillardichte des M. gastrocnemius in ihrer Studie an ovariektomierten
Ratten erkennen. Dieses Ergebnis kann mit dem vorliegenden verglichen werden, da in
dieser Studie ebenfalls kein Effekt von 8-PN am M. gastrocnemius erfasst werden konnte.
Komrakova et al. (2009) untersuchten in ihrer Studie jedoch nicht den Einfluss der
Substanzen auf den M. soleus, sodass es infolgedessen keinen Vergleich zu unserer Studie
gibt. 8-PN erzielte in der vorliegenden Studie am M. soleus eine signifikante Steigerung der
Kapillardichte. Dieser Effekt passt zu den Ergebnissen von Kyriakides et al. (2001),

vorausgesetzt es wurde der M. soleus untersucht.

Faktoren, welche die Angiogenese der Muskulatur foérdern, sind ein erhohter
Sauerstoffbedarf bei Wachstum, Kalteeinfluss und erhdhtem oxidativen Metabolismus
beispielsweise nach Aktivitdtssteigerung (Hudlicka 1985). Der M. soleus besitzt hauptsachlich

oxidative Fasern, welche durch ihre aerobe Energiegewinnung einen hohen Sauerstoffbedarf
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haben (Ariano et al. 1973). Bei einer Stimulierung oder Proliferation dieser Fasern steigt
somit auch der Bedarf an Sauerstoff und dies fordert wieder die Angiogenese, um eine
ausreichende Blutzufuhr zu gewahrleisten. Es konnte gefolgert werden, dass die gesteigerte
Kapillardichte des M. soleus unter den Behandlungen Alendronat und 8-PN durch einen
erhohten oxidativen Metabolismus beziehungsweise durch einen erhéhten Sauerstoffbedarf
zustande kommt. Andererseits ist eine Kapillarproliferation auch ohne oxidative
Veranderungen moglich. Es wird diskutiert, ob dabei mechanische (Scher-)Krafte im
Zusammenhang mit einem erhohten Blutfluss eine Rolle spielen (Hudlicka 1985). Ebenfalls
muss die Moglichkeit einer gesteigerten Kapillarisierung des Wadenmuskels durch die
postoperative Entziindungsphase nach der Osteotomie bedacht werden. Wundflissigkeit,
Prostaglandine und andere Mediatoren kdnnen zu einer Steigerung der Angiogenese fiihren
(Folkman und Klagsbrun 1987). Die Problematik von Uberlagerungseffekten durch die

Frakturheilung nach Osteotomie miuisste in zuklinftigen Studien berticksichtigt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ovariektomie und die Ganzkdrpervibration
keinen signifikanten Einfluss auf die Kapillardichte im Skelettmuskel der Ratte haben. Die
beiden Therapiesubstanzen Alendronat und 8-PN besitzen jedoch einen férdernden Einfluss
auf die Blutzufuhr des Muskels, indem sie die Kapillardichte erhéhen. Dies gilt im

Besonderen flir den M. soleus.

5.7 Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Studie war es herauszufinden, welche Effekte die verschiedenen
TherapiemalRnahmen - vertikale Ganzkorpervibrationstherapie, Alendronat und 8-
Prenylnaringenin - auf die Skelettmuskulatur der ovariektomierten Ratte haben. Die Analyse
der Ergebnisse brachte folgende Erkenntnisse. Die vertikale Ganzkoérpervibrationstherapie
mit 35 Hz erzielte eine tendenzielle VergréBerung der Faserflache und des Durchmessers
aller Fasertypen der drei untersuchten Muskeln. Dieser Effekt war sowohl bei alleiniger
Vibrationstherapie als auch in Kombination mit Alendronat- und 8-PN-Gabe zu den
jeweiligen Vergleichsgruppen erkennbar. Folglich kann die Vibrationstherapie als eine

unterstitzende MaRnahme zur Muskelstarkung und -erhaltung bei Inaktivitat, zum Beispiel
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nach Knochenfraktur, bei bettlagerigen Patienten oder zur Erhaltung des Gleichgewichts bei

dlteren Patienten mit Sarkopenie und Osteoporose angesehen werden.

Die Behandlung der ovariektomierten Ratten mit Alendronat hatte im Vergleich zur intakten
Gruppe NON-OVX eine Reduktion der Faserflachen und -durchmesser des Muskels zur Folge.
Dies war vor allem an den intermediaren und oxidativen Fasern des M. longissimus und
geringfligig an den Fasern des M. gastrocnemius zu beobachten. Obwohl es noch
unzureichende Informationen beziiglich der Wirkung von Alendronat auf die Muskulatur
gibt, kann geschlussfolgert werden, dass das Medikament einen eher hemmenden Effekt auf
die Muskulatur hat. Allerdings steigert Alendronat die Kapillardichte und die Blutversorgung
des Muskels, sodass weitere Studien zeigen missen, ob Alendronat zur Muskelstarkung zu

empfehlen ist.

Die post-ovariektorielle Gewichtszunahme der Ratten durch Ostrogenmangel wurde durch
die Behandlung mit 8-Prenylnaringenin verhindert. Dieser Effekt war am aussagekraftigsten
in Kombination mit der Vibrationstherapie. Ebenfalls konnte die Gabe von 8-PN die
Muskelzunahme des M. gastrocnemius nach Ovariektomie aufhalten. Die Muskelgewichte
der Versuchsgruppen 8-PN und 8-PN+VIB waren adhnlich denen der nicht-ovariektomierten
Tiere. Des Weiteren reduzierte 8-PN die Faserflache und den Durchmesser der glykolytischen
und intermedidren Fasern des M. gastrocnemius. Aullerdem erhéhte das Phytodstrogen die
Kapillardichte des M. soleus und verbesserte dementsprechend die Sauer- und
Nahrstoffversorgung des Muskels. Diese Erkenntnisse weisen daraufhin, dass 8-PN eine
vielversprechende Substanz zur menopausalen Muskelunterstiitzung sein kdnnte und

Gegenstand weiterer Forschungen sein soll.
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6 Zusammenfassung

Als weitverbreitete Erkrankungen in der alteren Bevolkerungsschicht sind die Osteoporose
mit einer reduzierten Knochendichte und die Sarkopenie mit einer verminderten
Muskelkraft fir ein gesteigertes Sturz- und Frakturrisiko verantwortlich (Roubenoff und
Hughes 2000). Frakturen im Alter sind folgenreich und kénnen zu erhdhter Morbiditat,

Invaliditat, Mortalitdt und zu hohen monetadren Ausgaben fiihren (Cruz-Jentoft et al. 2010).

Das muskuloskelettale System, bestehend aus Muskulatur und Knochen, spielt eine wichtige
Rolle in der Therapie der Osteoporose und der Sarkopenie. Das Ziel dieser Arbeit war es
herauszufinden, welchen Effekt verschiedene Osteoporosetherapien auf den Skelettmuskel
haben. Dabei wurde der Einfluss der vertikalen Ganzkorpervibrationstherapie mit einer
Frequenz von 35 Hz untersucht sowie der Einfluss des Bisphosphonats Alendronat. Zusatzlich
sollte als mogliche Alternative zur herkdmmlichen Hormonersatztherapie der Einfluss des
Phytodstrogens 8-Prenylnaringenin (8-PN) aus dem Hopfen untersucht werden. Als
Versuchsmodell wurde die ovariektomierte Ratte genutzt, um so den Zustand einer

Postmenopause mit induzierter Osteoporose nachzustellen.

Drei Monate alte Sprague-Dawley-Ratten wurden ovariektomiert (n = 69) oder intakt
gelassen (n = 11). Nach fiinf Wochen wurden die ovariektomierten Ratten in eine Kontroll-
gruppe (OVX), eine Vibrationsgruppe (VIB), eine Alendronatgruppe (Alendronat), eine
Kombinationsgruppe aus Alendronat und Vibration (Alendronat+VIB), eine 8-PN-Gruppe (8-
PN) sowie eine Kombinationsgruppe aus 8-PN und Vibration (8-PN+VIB) aufgeteilt. Die
Vibration wurde fiinfmal pro Woche - zweimal taglich fir 15 Minuten - angewendet. Das
Alendronat wurde kontinuierlich dem Soja-freien Futter beigemengt und in einer
berechneten Dosis von 0,59 mg / kg KG (Alendronat) und 0,57 mg / kg KG (Alendronat + VIB)
aufgenommen. 8-PN wurde subkutan in einer Dosierung von 1,77 mg / kg KG sieben Mal pro
Woche verabreicht. Die Behandlungen erfolgten fiir 10 Wochen. Nach der fiinften Woche

erfolgte eine Osteotomie und -synthese beider Tibiae der Tiere, um in einer anderen Studie
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die Frakturheilung zu erforschen. Nach der Obduktion wurden randomisiert entweder der
rechte oder der linke M. longissimus, der M. gastrocnemius sowie der M. soleus aller
Versuchstiere entnommen, gewogen, pradpariert und histologisch ausgewertet. Die

Faserflache, der Faserdurchmesser sowie die Kapillardichte wurden dabei analysiert.

Obwohl es keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe gab, war die Tendenz zur
FaserflachenvergroBerung durch die vertikale Ganzkorpervibrationstherapie bedeutend. Alle
drei Fasertypen der untersuchten Muskeln hatten sowohl bei alleiniger Vibrationstherapie
als auch in Kombination mit Alendronat beziehungsweise 8-PN eine VergroRerung der
Faserflaiche und des Durchmessers zur Folge. Eine hohere Frequenz kdnnte vermutlich
deutlichere Ergebnisse erzielen. Die Vibrationstherapie hatte auf die Kapillardichte des

Muskels der Ratte keinen signifikanten Effekt.

Die Alendronatbehandlung hatte eine Reduktion der Faserflaichen und -durchmesser zur
Folge. Dies war vor allem an den intermedidaren und oxidativen Fasern des M. longissimus
und geringfligig an den Fasern des M. gastrocnemius zu beobachten. Des Weiteren erhdhte
Alendronat signifikant die Kapillardichte am M. longissimus sowie am M. soleus und hat

daher einen positiven Einfluss auf die Blutzufuhr des murinen Muskels.

Die Gewichtszunahme der Ratten durch die Ovariektomie wurde durch die Behandlung mit
8-Prenylnaringenin verhindert. Dieser Effekt war am auffalligsten in Kombination mit der
Vibrationstherapie. Ebenfalls konnte die Gabe von 8-PN die Muskelzunahme des M.
gastrocnemius nach Ovariektomie aufhalten. Weiterhin reduzierte 8-PN signifikant die
Faserflaiche und den Durchmesser der glykolytischen und intermediaren Fasern des M.
gastrocnemius und erhohte signifikant die Kapillardichte des M. soleus, wobei es
dementsprechend die Sauer- und Nahrstoffversorgung des Wadenmuskels verbesserte. Als
mogliche Alternative zur klassischen Hormonersatztherapie ist der Einfluss von 8-PN
vielversprechend, sollte jedoch zur optimalen Dosis- und Behandlungsdauerfindung und zur

Sicherheit bei der Anwendung am Menschen weiter erforscht werden.
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Osteoporosis with reduced bone density and sarcopenia with loss of muscle strength are the
most prevalent diseases in the older segment of the population and are responsible for an

increased risk of falls and fractures (Roubenoff and Hughes 2000).

Fractures in old age are known to have far-reaching consequences leading to increased

morbidity, disability, mortality and high monetary expenditures (Cruz-Jentoft et al. 2010).

The musculoskeletal system as the combination of muscle and bone plays a vital role in the
treatment of osteoporosis and sarcopenia. The aim of this study was to find out what effects
certain osteoporosis therapies have on skeletal muscle. The influence of vertical whole-body
vibration therapy with a frequency of 35 Hz and of the bisphosphonate alendronate was
studied. Additionally, as an alternative to conventional hormone replacement therapy, the
influence of the phytoestrogen 8-prenylnaringenin (8-PN) extracted from the common hop
was examined. Ovariectomized rats were used as experimental models to recreate the state

of postmenopause with induced osteoporosis.

Three-month-old Sprague-Dawley-rats were ovariectomized (n = 69) or left intact (n = 11).
After five weeks the ovariectomized rats were divided into a control group (OVX), a vibration
group (VIB), an alendronate group (alendronate), a combination group of alendronate and
vibration (alendronate + VIB), an 8-PN group (8-PN), and a combination group of 8-PN and
vibration (8-PN + VIB). The vibration was applied five times per week, twice a day for 15
minutes. The alendronate was given along continuously with the soy-free food in a
calculated dosage of 0,59 milligram (alendronate) and 0,57 milligram (alendronate + VIB) per
kilogram bodyweight. 8-PN was administered subcutaneously in a dosage of 1,77 milligram
per kilogram bodyweight seven times a week. All treatments were applied for 10 weeks.
After five weeks an osteotomy was done on both tibiae in all rats to examine fracture

healing as part of another research study. After the autopsy, either the left or right
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longissimus, gastrocnemius and soleus muscles of all animals were extracted, weighed,
dissected and histologically evaluated. The fibre surface area and diameter as well as the

capillary density were analysed.

Although there was no significant difference between the control group and the VIB group,
the tendency to fibre area enlargement due to vertical whole-body vibration therapy was
notable. All three types of fibres of the examined muscles showed an increase in fibre
surface area and diameter following vibration therapy on its own or following the
combination of vibration therapy and alendronate or 8-PN. A higher vibration frequency
could probably achieve more evident results. The vibration therapy had no effect on the

capillary density of the rat muscle.

Treatment with alendronate resulted in a slight reduction of fibre surface area and diameter.
This was observed especially in the intermediate and oxidative fibres of the longissimus
muscle and in the fibres of the gastrocnemius muscle. Furthermore, alendronate
significantly increased the capillary density in the longissimus and the soleus muscles and

thus had a positive impact on the blood supply of the rat muscle.

The weight gain of the rats due to the hormonal changes following ovariectomy was
prevented by the treatment with 8-PN. This effect was most prominent when 8-PN-
treatment was combined with vibration therapy. Furthermore, administration of 8-PN
inhibited muscle growth in the gastrocnemius muscle following ovariectomy. Additionally, 8-
PN significantly reduced the fibre surface area and the diameter of the glycolytic and partly
of the intermediate fibres of the gastrocnemius muscle and significantly increased the
capillary density of the soleus, which accordingly improves oxygen and nutrient supply to the
calf muscle. As a possible alternative to traditional hormone replacement therapy, 8-PN is
promising. However, the treatment needs to be further studied with regard to optimal

dosage, duration of administration and safety in human use.
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11.1 Rezepturen fiir die mATPase-Farbung

Folgende Losungen wurden frisch angesetzt. Die Nummerierung entspricht der
Stationsbezeichnung im Farbeverlauf. Eine Kivette entspricht hier allgemein einem
Farbebehaltnis fiir 14 Objekttrager mit einem Fassungsvermogen von 60 ml. Je nachdem wie
viele Objekttrager man gleichzeitig farben wollte, entschied man sich fiir eine, zwei oder drei

Klvetten mit entsprechender Mengenangabe.

1.) Fixierungslosung nach Meijer (1970)

1 Kivette 2 Kuvetten 3 Kivetten

Paraformaldehyd (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) 0,6g 12¢g 18¢g

CaCl2-2-hydrat (Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, Deutschland) 0,588 ¢ 1,176 g 1,764 g

Saccharose (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) 36g 7,28 10,8 g

Aqua dest. 60 ml 120 ml 180 ml

Agua dest. wurde als letztes Agens dazugegeben. Der pH-Wert von 6,3 - 6,6 wurde kurz vor
der Benutzung mittels Titrierung eingestellt. Es geniigten nur wenige ul NaOH (Natronlauge)
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) bzw. HCL (Salzsdure) (Merck, KgaA,

Darmstadt, Deutschland) zur pH-Wertveranderung der Losung.
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4.) Diaphorase-lnkubationslosung

1 Kivette
NADH-Dinatriumsalz (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) 13 mg
Phosphatpuffer (0.1 M, pH 7.4) 2.08 ml
Nitro-BT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 2.6ml
Aqua dest. 3.12 ml

2 Kuvetten

26 mg

4.16 ml

5.2 ml

6.24 ml

Die Inkubationsldésung wurde bis zur Benutzung im Kiihlschrank aufbewahrt.

500 ul der Losung genligten fiir einen Objekttrager in der feuchten Kammer.

6.) Saure Vorinkubation

1 Kiivette
CaCl2-Stammlésung 6.67 ml
Eisessig (Merck, KgaA, Darmstadt, Deutschland) 0.27 ml
Aqua dest. 60 ml

Der pH-Wert von 4.2 wurde kurz vor der Benutzung eingestellt.

7.) Tris-CaCl2-Lésung

1 Kivette
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) (Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 074 ¢g
CaCl2-Stammlésung 6.1 ml
Aqua dest. 55 ml

2 Kuvetten
12.2 ml
0.49 ml

110 ml

2 Kuvetten

148¢g
12.2 ml

110 ml

3 Kuvetten

35mg

5.6 ml

7.0 ml

8.4 ml

3 Kivetten
18 ml
0.72 ml

162 ml

3 Kuvetten

2.18¢g
18 ml

162 ml
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8.) ATPase Inkubationslésung

1 Kivette 2 Kuvetten 3 Klvetten

KCl (Kaliumchlorid, M=75 g / mol) (Merck, KgaA,
Darmstadt, Deutschland) 226 mg 452 mg 666 mg

ATP (Adenosin-5'-triphosphat, M=551,2 g / mol)

(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 93 mg 186 mg 274 mg
Glycinpuffer 55 ml 110 ml 162 ml

CaCl2-Stamml6sung (wurde zuletzt dazugegeben,

da sonst eine ATP-Blockade entstehen wiirde) 6.1 ml 12.2 ml 18 ml

Die Losung wurde bei 37 °C aufbewahrt und kurz vor der Verwendung der pH-Wert von 9.4

eingestellt.

12.) Kobaltchlorid-L6sung

1 Kivette 2 Kuvetten 3 Klvetten

Kobaltchlorid (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) (CoCl2.6H20) 1.2g 24¢ 36¢g

Aqua dest. 60 ml 120 ml 180 ml

16.) Ammoniumsulfid-Losung

1 Kivette 2 Kivetten 3 Klvetten

Ammoniumsulfid (Merck, KgaA, Darmstadt,

Deutschland) 0.08 ml 0.16 ml 0.24 ml
Aqua dest. 60 ml 120 ml 180 ml

Gearbeitet wurden unter dem Abzug wegen des unangenehmen Geruchs.
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Folgende Losungen waren langer haltbar und wurden nur bei Bedarf hergestellt:

1.) Phosphatpuffer (0.1 M, pH 7,4)

Losung 1:
0.1 M prim. Natriumphosphat (Merck, KgaA,
Darmstadt, Deutschland) (NaH2P0O4.H20) 18.8¢g
Aqua dest. 11
LOsung 2: 0.1 M sek. Natriumphosphat (Merck, KgaA,
Darmstadt, Deutschland) (Na2HPO4.2H20) 17.8¢g
Aqgua dest. 11
Ansatz: 15.9 ml Lésung 1 + 84.1 ml Lésung 2 = 100 ml Phosphatpuffer

Die pH-Werteinstellung (7,4) erfolgte mit Losung 1 zum sauren Bereich bzw. mit Losung 2

zum alkalischen.

2.) Nitro-BT-Stammldsung

Nitro-blaues Tetrazoliumchlorid (Carl Roth GmbH +

Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 40 mg
Aqua dest. 40 ml

Die Losung wurde im Kihlschrank aufbewahren.

3.) CaCl2-Stamml6sung

CaCl2-2hydrat (M=147.02g/mol) (Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) 6.62¢g

Aqua dest. 250 ml
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4.) CaCl2-Waschlésung

CaCl2-2hydrat (M=147.02 g / mol) (Sigma-Aldrich

Aqua dest.

Aqua dest.

6.) Glycinpuffer

11.2

Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) 10g
11
5.) Glycin-Stammlésung
Glycin (M=75.07 g / mol) (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) 7.51¢g
250 ml
Der pH-Wert wurde auf 9.4 eingestellt.
Glycin-Stammldsung 125 ml
NaOH (0.4M) (8 g / 500 ml) 42 ml
(wurde mit Aqua dest. aufgefullt auf 500 ml)
Der pH-Wert wurde auf 9.4 eingestellt.
mATPase-Farbeprotokoll
1.pH6.3-6.6 Fixierung nach Meijer (1970) 1 min
2. Agua dest. 5 min
3. Agua dest. 5 min
4. Diaphoraseinkubation 60 min, 37 °C
(in feuchter Kammer, Losung wurde auf
den Objekttrager aufgetropft)
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6. pH 4,2
7.pH 7.8

8.pH 9.4

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

Aqgua dest.

Saure Vorinkubation
Tris-CaCl2-Lsg.
ATPase-Inkubationslosung
CaCl2-Waschlosung
CaCl2-Waschlosung
CaCl2-Waschlésung
Kobaltchloridlésung
Aqua dest.

Agua dest.

Aqua dest.
Ammoniumsulfidldésung
Leitungswasser (flieRend)

Aqgua dest.

15 min
15 min
2 min
30 min, 37 °C
30 sec
30 sec
30 sec
2 min
45 sec
45 sec
45 sec
2 min
10 min

5 min

Nach dem Farben wurden die Schnitte mit Aquatex (Merck, KgaA, Darmstadt, Deutschland)

bedeckt und mit einem Deckgldaschen versehen.
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11.3

Folgende Losungen wurden frisch angesetzt.

1.) Fixierungslosung

Ethanol (Merck, KgaA, Darmstadt, Deutschland)

Chloroform (Merck, KgaA, Darmstadt,
Deutschland)
Essigsaure (Merck, KgaA, Darmstadt,

Deutschland)

2.) Amylaseldsung

Amylase (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Seelze, Deutschland)

Aqua dest.

3.) Perjodsdure

Perjodsdure (Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland)

Aqua dest.

Rezepturen fiir die Amylase-PAS-Kapillarfarbung

1 Kivette

43ml

8 ml

2.7 ml

1 Kiivette

185 mg

60 ml

1 Klvette

06g

60 ml

2 Kivetten

86 ml

16 ml

5.4 ml

2 Kivetten

370 mg

120 ml

2 Kuvetten

120 ml

3 Kuvetten

129ml

24 ml

8.1 ml

3 Kuvetten

555 mg

180 ml

3 Kuvetten
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4.) Schiff's Reagenz

(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fertig angemischt

Folgende Losung war langer haltbar und musste nicht frisch angesetzt werden.

5.) SO2-Wasser

Aqua dest. 600 ml
Kaliumdisulfidlosung (K25205, 10 %ig) 30 ml
HCL (1 N) 30 ml
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11.4 Amylase-PAS-Farbeprotokoll

1.) Fixierlésung
2.) Aqua dest.
3.) Amylase

4.) Aqua dest.
5.) Perjodsaure

6.) Aqua dest.

7.) Schiff's Reagenz
8.) SO2-Wasser

9.) Leitungswasser

10.) Aqua dest.

1h,4°C,dann 10 min RT
10 x spilen

25 min, 37 °C

10 x spilen

30 min

10 x spilen

Zw. 2 min — 25 min, je
nach Anfarbung

30 min
10 min, flieend

3 min

Nach dem Farben wurden die Schnitte mit Aquatex (Merck, KgaA, Darmstadt, Deutschland)

bedeckt und mit einem Deckglaschen versehen.
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11.5 Korpergewichtsverlauf und Futteraufnahme der Versuchstiere iiber

den gesamten Versuchszeitraum

Die Versuchstiere wurden wochentlich gewogen und das Gewicht notiert (vgl. Abbildung 15).
Es sollen hier der Einfachheit halber jedoch nur die Mittelwerte der Messdaten zu vier
bestimmten Zeitpunkten miteinander verglichen werden: Woche 0 als Beginn des Versuchs
(Ovariektomie), Woche 5 (Beginn der Behandlungen), Woche 9 (Osteotomie und

Osteosynthese) und Woche 15 - das Versuchsende (Obduktion).

Tabelle 4: Korpergewichte

Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Korpergewichte in Gramm (g) sowie Ergebnisse der Varianzanalyse
mittels Tukey HSD-post-hoc-Test (Tukey HSD) zu den Versuchswochen 0 (Ovariektomie), 5 (Beginn der Behandlungen), 9
(Osteotomie und Osteosynthese) und 15 (Obduktion) (a: unterscheidet sich signifikant von allen anderen Gruppen, b:
unterscheidet sich signifikant von NON-OVX, e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant, **:
hochsignifikant, ***: hochstsignifikant)

Versuchswoche
Versuchsgruppe Kennzahl
0 5 9 15
M 258,00 298,00 337,00 347,00
NON-OVX SD 8,86 29,00 15,00 19,00
Tukey HSD ax**
M 265,25 355,00 387,00 401,00
OVX SD 13,58 30,00 36,00 47,00
Tukey HSD b*** p¥**
M 258,25 365,00 376,00 393,00
OVX + VIB SD 11,78 22,00 25,00 24,00
Tukey HSD b** b**
M 257,54 354,00 389,00 407,00
Alendronat SD 12,49 15,00 23,00 24,00
Tukey HSD b*** b***
M 259,69 356,00 380,00 395,00
Alendronat + VIB SD 16,49 23,00 26,00 29,00
Tukey HSD b** b**
M 264,08 358,00 372,00 388,00
8-PN SD 10,80 20,00 24,00 21,00
Tukey HSD b* b*
M 256,00 354,00 359,00 367,00
8-PN + VIB SD 14,29 17,00 18,00 22,00
Tukey HSD e* e*
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Tabelle 5: Futteraufnahme

Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Futteraufnahme in Gramm (g) zu den Versuchswochen 1 (erste
errechnete Futteraufnahme), 5 (Beginn der Behandlungen), 9 (Osteotomie und Osteosynthese) und 15 (Obduktion) (b:
signifikant verschieden von NON-OVX; **: hochsignifikant, ***: hochstsignifikant (Tukey HSD-Test))

Versuchswoche
Versuchsgruppe Kennzahl
1 5 9 15

M 18,53 21,33 20,42 21,48
NON-OVX SD 1,94 1,13 0,68 0,69

Tukey HSD

M 16,83 26,44 22,06 21,44
OvX SD 1,89 1,84 1,19 1,43

Tukey HSD b**

M 17,27 28,10 22,06 22,00
OVX +VIB SD 1,28 0,86 0,78 0,96

Tukey HSD h***

M 17,33 27,09 22,30 23,26
Alendronat SD 0,58 0,85 1,06 3,62

Tukey HSD b**

M 17,20 28,16 22,31 18,93
Alendronat +VIB  SD 0,22 1,90 1,67 2,29

Tukey HSD p¥**

M 17,21 28,46 21,41 22,20
8-PN SD 1,51 0,76 0,66 0,95

Tukey HSD b***

M 18,81 27,30 20,39 20,85
8-PN + VIB SD 4,08 1,58 1,08 1,51

Tukey HSD p**
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11.6 Alendronat-Dosisaufnahme

Tabelle 6: Alendronat-Dosisaufnahme

Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Alendronat Dosisaufnahme der Gruppen Alendronat und
Alendronat+VIB pro Ratte pro Tag in Milligramm (mg) im Behandlungszeitraum Woche 5 bis 15 (keine signifikanten

Unterschiede (Tukey HSD-Test))

Woche Alendronat Alendronat + VIB

M SD M SD
5 0,26 0,01 0,26 0,02
6 0,27 0,02 0,26 0,01
7 0,25 0,01 0,23 0,01
8 0,24 0,01 0,22 0,01
9 0,22 0,01 0,22 0,02
10 0,16 0,01 0,16 0,02
11 0,21 0,00 0,20 0,02
12 0,21 0,01 0,19 0,03
13 0,22 0,01 0,20 0,03
14 0,22 0,01 0,21 0,02
15 0,23 0,04 0,19 0,02

11.7 Uterusgewichte zum Versuchsende

Tabelle 7: Uterusgewichte

Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) in Gramm (g) der Uteri aller Versuchsgruppen zum Versuchsende (a:

unterscheidet sich signifikant von allen anderen Gruppen; ***: hochstsignifikant (Tukey HSD-Test))

Parameter Kennzahl NON- ovX OVX Alendronat Alendronat 8-PN 8-PN
ovX +VIB +VIB +VIB
tjgt)erusgew'cm M 0,66 0,11 0,10 0,10 0,11 0,16 0,17
SD 0,16 0,02 0,02 0,04 0,03 0,03 0,03

Tukey HSD a*¥*
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11.8 Gewichte des M. gastrocnemius und M. soleus zum Versuchsende

Tabelle 8: M. gastrocnemius-Gewicht

Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Gewichte des M. gastrocnemius der Ratten zum Versuchsende in
Gramm (g) (absolut und im Verhiltnis zum Kérpergewicht (mg/g x 10'3)) (b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX;
*: signifikant, **: hochsignifikant (Tukey HSD-Test))

Paramater Kennzahl NON- ovX OVX + Alendronat Alendronat 8-PN 8-PN
ovX VIB + VIB +VIB
Muskelgewichtg M 2,1 2,4 2,4 2,5 2,4 2,4 2,2
SD 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2
Tukey HSD b* b* b** b*
Muskelgewicht M 6,1 6,1 6,2 6 6,1 6,1 6,2
g/Korpergewicht sp 0,6 0,4 0,4 0,3 0,4 0,6 0,5
g (x107) ' ' ' ' ' ' '

Tabelle 9: M. soleus-Gewicht

Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Gewichte des M. soleus der Ratten zum Versuchsende in Milligramm
(mg) (absolut und im Verhéltnis zum Kérpergewicht (mg/g x 10'3)) (keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD-Test))

Parameter Kenn- NON- ovX OVX Alendronat Alendronat 8-PN 8-PN
zahl ovX + VIB +VIB +VIB

Muskelgewicht mg M 148,0 156,0 165,0 165,0 163,0 171,0 148,0
SD 16,0 33,0 16,0 20,0 18,0 18,0 25,0

Muskelgewicht M 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

mg/Kérpergewicht

g (x 10-3) SD 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
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11.9 Kreatinkinase-Konzentrationen im Serum zum Versuchsende

Tabelle 10: Kreatinkinase-Konzentrationen

Mittelwerte M und Standardabweichungen SD der Kreatinkinase-Konzentrationen in U / | im Serum zum Versuchsende
(keine signifikanten Unterschiede (Tukey HSD))

Parameter Kennzahl NON- ovX OVX+ Alendronat Alendronat+ 8-PN 8-PN
oVvX VIB VIB +VIB
7903 8220 7506 7466 8078 6517 5269

Kreatinkinase
U/l SD 1679 2127 1339 1715 1371 1655 2483

11.10 Ergebnisse der mATPase-Farbung in Kombination mit Diaphorase

Tabelle 11: Faserflachen und -durchmesser

Ergebnisse der Faserflichen und -durchmesser bzw. der Verhdltnisse dieser zum Koérpergewicht in Gramm (g).
Mittelwerte (M), Standardabweichungen (SD) sowie Ergebnisse des Tukey HSD-post-hoc-Tests (T) bzw. Dunns-post-hoc-
Tests (D) zur Bestimmung von signifikanten Unterschieden der verschiedenen Versuchsgruppen, Muskelarten und
Fasertypen mit ihren Flachen, Durchmessern und Verhiltnissen zum Korpergewicht der Versuchstiere in Gramm (g). (a:
unterscheidet sich signifikant von allen anderen Gruppen, b: unterscheidet sich signifikant von NON-OVX, c:
unterscheidet sich signifikant von OVX, d: unterscheidet sich signifikant von OVX + VIB, e: unterscheidet sich signifikant
von Alendronat, f: unterscheidet sich signifikant von Alendronat + VIB, g: unterscheidet sich signifikant von 8-PN, h:
unterscheidet sich signifikant von 8-PN + VIB; *: signifikant, **: hochsignifikant, ***: hochstsignifikant; post-hoc: Post-
hoc Test)

Fléiclee Durchmesser
. 5 (um°) .
Versuchs Muskelart  Fasertyp Kennzahl Flacl21e . Durchmes (H,m)/ .
gruppe (um”) /Korperge- ser (um) Korpergewicht
wicht (g) (g)
M. longis-
NON-OVX Simusong's glykolytisch M 4206 12,21 73,47 0,21
SD 1065 3,31 8,03 0,03
post-hoc T:e*
intermediar M 1793 5,19 47,62 0,14
SD 421,7 1,28 5,49 0,02
post-hoc D: e***, f**
oxidativ M 1454 4,22 42,88 0,12
SD 304,4 0,97 4,61 0,02
D: **’ ***’ *’
post-hoc T: e** g*: € f
M. t-
835 glykolytisch M 4711 13,63 76,5 0,22
rocnemius
SD 1248 3,6 9,17 0,03
post-hoc D: e**, g***,
T: g***’ h* h***
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. Fléictle Durchmesser
Zf;;:cehs- Muskelart  Fasertyp Kennzahl :::;Elz‘)e ;T(r;r;erge sDeurr(c:::)e > (um?/ Korper-
wicht (g) gewicht (g)
NON-OVX xcﬁzzt“us intermediar M 2251 6,51 52,72 0,15
SD 518,8 1,54 6 0,02
post-hoc D: g**, h* gD*::’*;‘:::*'
M. soleus oxidativ M 3539 10,27 66,39 0,19
SD 591,3 2,02 5,39 0,02
post-hoc
ovX M. . glykolytisch ™M 4644 11,7 76,12 0,19
longissimus
SD 949,3 2,48 7,8 0,03
post-hoc
intermediar M 1936 4,85 48,93 0,12
SD 465,5 1,14 6,01 0,02
post-hoc
oxidativ M 1497 3,75 43,06 0,11
SD 357,5 0,86 5,31 0,02
post-hoc
xcﬁzs:ws glykolytisch M 5249 13,13 80,54 0,2
SD 1378 3,16 10,22 0,03
post-hoc  D:g* h**  T:g** D: g*, h**
intermediar M 2269 5,74 53,16
SD 333,8 1,1 3,97 0,13
post-hoc 0,02
M. soleus oxidativ M 3823 9,61 68,98 0,17
SD 463,5 1,22 4,09 0,02
post-hoc
OVX+VIB :i/lr#::gls_ glykolytisch M 5176 13,21 80,09 0,21
SD 1423 3,81 10,91 0,03
post-hoc
intermediar M 2105 5,36 50,93 0,13
SD 527,5 1,3 6,42 0,02
post-hoc
oxidativ M 1706 4,34 46 0,12
SD 399,2 0,98 5,4 0,01
post-hoc  T:e** T: e** T: e** D: e***
':f)'cﬁae:'ius glykolytisch M 5164 13,14 79,85 0,2
SD 1337 3,21 10,47 0,03
post-hoc  D:g* h**  T.g** D: g*, h**
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Flache
Versuchs- Fliche (nm’) Durchmes- Durchmesier
gruppe Muskelart  Fasertyp Kennzahl (Mmz) [Kérperge  ser (um) (pm?/ Kérper-
wicht (g) gewicht (g)
OVX+VIB ':')cﬁ:;lus intermediar M 2441 6,2 54,87 0,14
SD 635,6 1,5 7,1 0,02
post-hoc  T:g*, h* D: h*
M. soleus oxidativ M 3757 9,57 68,56 0,18
SD 469,2 1,01 4,26 0,01
post-hoc
:ﬁ"dm' 'S\i/'r;wslong's' glykolytisch M 4829 11,9 77,59 0,19
SD 1107 2,74 8,74 0,02
post-hoc
intermediar M 1866 4,59 47,89 0,12
SD 572,4 1,37 7,16 0,02
post-hoc
oxidativ M 1386 3,42 41,42 0,1
SD 358,4 0,93 5,37 0,02
post-hoc
'r\:')'cnemgijzt' glykolytisch M 4975 12,26 78,48 0,19
SD 1238 3,11 9,56 0,03
post-hoc  D: h* T: g* D: h*
intermediar M 2313 5,68 53,38
SD 614,1 1,41 7,14 0,13
post-hoc 0,02
M. soleus oxidativ M 3825 9,4 68,97 0,17
SD 744 1,68 6,59 0,02
post-hoc
:Li:::; 'S\:'r'nuslong's' glykolytisch M 4673 11,86 76,44 0,19
SD 1035 2,61 8,12 0,02
post-hoc
intermediar M 1815 4,61 47,5 0,12
SD 351,3 0,89 4,58 0,01
post-hoc
oxidativ M 1501 3,82 43,32 0,11
SD 276,3 0,75 3,95 0,01
post-hoc
M. gast- .
rocnemius glykolytisch M 5106 12,9 79,48 0,2
SD 1360 3,29 10,61 0,03
post-hoc  D:g* h**  T:g** D: g*, h**
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Flache
Versuchs- Fliche (nm’) Durchmes- Durchmesier
gruppe Muskelart  Fasertyp Kennzahl (Mmz) [Kérperge  ser (um) (pm?/ Kérper-
wicht (g) gewicht (g)
:';:3:; ':')cﬁ:;lus intermediar M 2390 6,05 54,44
SD 570,6 1,39 6,23 0,14
post-hoc  T:g*, h* D: h* 0,02
M. soleus oxidativ M 3893 9,9 69,64 0,18
SD 702,6 1,94 6,15 0,02
post-hoc
8-PN 'S\i/'r;wslong's' glykolytisch M 4440 11,42 4440 0,19
SD 1229 3,02 1229 0,02
post-hoc
intermediar M 1929 4,96 1929 0,13
SD 604,1 1,48 604,1 0,02
post-hoc
oxidativ M 1462 3,76 1462 0,11
SD 409 0,99 409 0,01
post-hoc
'r\:')'cnemgijzt' glykolytisch M 4052 9,6 4052 0,18
SD 1118 4,17 1118 0,03
post-hoc
intermediar M 1978 5,16 1978 0,13
SD 393,3 1,13 393,3 0,02
post-hoc
M. soleus oxidativ M 3529 9,11 3529 0,17
SD 322,3 0,98 322,3 0,01
post-hoc
8-PN+VIB 'S\:'r'nls:g's' glykolytisch M 4740 13 4740 0,21
SD 1191 3,56 1191 0,03
post-hoc T:e*
intermediar M 1876 5,12 1876 0,13
SD 457,6 1,24 457,6 0,02
post-hoc D: e*
oxidativ M 1498 4,09 1498 0,12
SD 374 1 374 0,02
post-hoc T: e** D: e***
xcrg‘ae:“us glykolytisch M 3951 10,8 3951 0,17
SD 1504 4,15 1504 0,07
post-hoc
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Flache
2 Durch
Versuchs- Fliche (um?) Durchmes- urc mesier
Muskelart  Fasertyp Kennzahl 2 . (um)/ Korper-
gruppe (um”) /Koérperge  ser (um) gewicht (g)
wicht (g)
gpN+vIB M BBU i rmedisr M 1964 5,38 1964 0,12
rocnemius
SD 616,1 1,76 616,1 0,04
post-hoc
M. soleus oxidativ M 3766 10,28 3766 0,19
SD
1,91 698,2 0,02
post-hoc  698,2
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11.11 Ergebnisse der Amylase-PAS-Kapillarfarbung

Tabelle 12: Kapillardichte

Ergebnisse der Kapillardichte bzw. der Kapillardichte geteilt durch das Korpergewicht in Gramm (g). Mittelwerte (M),
Standardabweichungen (SD) sowie Ergebnisse des Tukey HSD-post-hoc-Tests (T) bzw. Dunns-post-hoc-Tests (D) zur
Bestimmung von signifikanten Unterschieden der verschiedenen Versuchsgruppen und Muskelarten mit ihrer
Kapillardichte fiir 1Imm”2 bzw. der Kapillardichte geteilt durch das Kérpergewicht der Versuchstiere in Gramm (g). (b:
unterscheidet sich signifikant von NON-OVX, c: unterscheidet sich signifikant von OVX, d: unterscheidet sich signifikant
von OVX + VIB, e: unterscheidet sich signifikant von Alendronat; *: signifikant, **: hochsignifikant, ***: hochstsignifikant;
post-hoc: Post-hoc-Test)

Zfl:;:zhs- Muskelart Kennzahl Kapillardichte fiir 1mm’ ig'::(l:‘rgil\::i‘(t:ﬁtd(li:(clho's /g)
NON-OVX M. longissimus M 1,13 3,27
SD 0,22 0,55
post-hoc T:e*
M. gastrocnemius M 1,32 3,82
SD 0,26 0,73
post-hoc
M. soleus M 1,20 3,47
SD 0,22 0,62
post-hoc
ovX M. longissimus M 1,16 2,92
SD 0,24 0,64
post-hoc
M. gastrocnemius M 1,35 3,46
SD 0,38 1,16
post-hoc
M. soleus M 1,27 3,20
SD 0,29 0,70
post-hoc
OVX+VIB M. longissimus M 1,30 3,30
SD 0,23 0,48
post-hoc
M. gastrocnemius M 1,35 3,45
SD 0,32 0,65
post-hoc
M. soleus M 1,34 3,42
SD 0,15 0,38
post-hoc
Alendronat M. longissimus M 1,34 3,31
SD 0,31 0,68
post-hoc
M. gastrocnemius M 1,43 3,50
SD 0,28 0,56
post-hoc
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Zfl::)l;hs- Muskelart Kennzahl Kapillardichte fiir 1mm’ ig’::(l:‘rgitvri‘tt:ﬁtd(li:(c: o /g)
Alendronat M. soleus M 1,68 4,15
SD 0,29 0,72
post-hoc T: b***, c¥** dg*** T:c*
/:ﬁzszg M. longissimus M 1,26 3,22
SD 0,18 0,54
post-hoc
M. gastrocnemius M 1,39 3,50
SD 0,38 0,86
post-hoc
M. soleus M 1,78 4,51
SD 0,30 0,55
post_hoc T: b***’ C***, d*** T: b**’ C***, d**
8-PN M. longissimus M 1,23 3,17
SD 0,24 0,43
post-hoc
M. gastrocnemius M 1,42 3,67
SD 0,39 1,00
post-hoc
M. soleus M 1,80 4,66
SD 0,20 0,49
post_hoc T: b***’ C***, d*** T: b**’ C***, d***
8-PN+VIB M. longissimus M 1,09 2,98
SD 0,16 0,31
post-hoc T: e**
M. gastrocnemius M 1,34 3,67
SD 0,35 0,97
post-hoc
M. soleus M 1,80 4,94
SD 0,36 1,00
pOSt—hOC T: b***, C***, d*** T: b***, C***, ok *
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