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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung und Fragestellung

Die Erforschung der Osteoporose entwickelt sich stetig weiter. Vor dem Hinter-
grund des demografischen Wandels ist dies unerlasslich. Im Alter kommt es zu
einem standigen Verlust von Knochensubstanz, zusatzlich verringern sich Mus-
kelmasse und Muskelkraft, was als Sarkopenie bezeichnet wird (Walston 2012).
Der Muskel hat unter anderem die Aufgabe, den Knochen zu schitzen. Wenn
dies aber aufgrund stetiger Abnahme von Masse und auch Kraft nicht mehr
maoglich ist, entstehen (pathologische) Frakturen. So wird in dieser Arbeit be-

sonders die Muskelanalyse hervorgehoben.

Es sind diverse Medikamente flr die antiosteoporotische Therapie zugelassen,
die auf unterschiedlichen Wegen angreifen und eine Progredienz der Erkran-
kung verhindern. Bedauerlicherweise besitzen diese zahlreiche unerwinschte
Arzneimittelwirkungen, sodass die Bereitschaft der Patienten, sie langfristig ein-
zunehmen, sinkt. Das Bestreben gegenwartiger Forschung ist es, moglichst gut
wirksame Medikamente mit einem geringen Nebenwirkungsspektrum zu ent-
wickeln. Der Einsatz von Urocortin als osteoprotektive Substanz stellt mogli-
cherweise eine neue, noch nicht diskutierte medikamentose Therapie der

Osteoporose dar.

Es ist beschrieben, dass Urocortin einen Verlust an Muskelmasse verhindern
und aullerdem die Muskelmasse und Muskelkraft atrophierter und auch gesun-
der Skelettmuskulatur in Mausen verbessern kann (Hinkle et al. 2003). Somit ist
denkbar, dass das Neuropeptid Urocortin positive Resultate in Bezug auf das
Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern, den Faserdurchmesser und die Fa-
serquerschnittsflache erbringt und zur Therapie der Sarkopenie und Pravention
der Osteoporose eingesetzt werden kann. Um diese Fragestellung experimen-
tell beantworten zu koénnen, verabreichte man den Tieren, die zuvor eine
Osteoporose entwickelt hatten, Uber einen bestimmten Zeitraum niedrig (3 pg
pro kg KG) und hoch (30 pg pro kg KG) dosiertes Urocortin und verglich die

Ergebnisse miteinander.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss unterschiedlicher Dosierungen
des Neuropeptids Urocortin (UCN) auf die Skelettmuskulatur der osteoporoti-
schen Ratte zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Studie werden im Folgen-

den zum ersten Mal vorgestellt.

1.2 Grundlagen

1.2.1 Sarkopenie

1.2.1.1 Definition

Das Wort Sarkopenie stammt aus dem Griechischen und bedeutet wortwortlich
Ubersetzt Fleischmangel. Der Begriff ,sarx“ steht fur Fleisch und das Wort ,pe-
nia“ fur Mangel (Bauer et al. 2008). Irwin Rosenberg erorterte den Begriff der
Sarkopenie erstmals im Jahr 1988 auf einer Konferenz in Albuquerque, New
Mexico und beschreibt ihn durch den altersabhangigen Verlust von Muskel-
masse. Mit steigendem Lebensalter eines Menschen wird eine Abnahme von
Muskelmasse und vor allem Muskelkraft beobachtet (Abb. 1 und Abb. 2). Ab
einem Alter von 30 Jahren verliert der menschliche Skelettmuskel pro Jahr un-
gefahr 1% seiner Masse (Morley et al. 2014). Das Alter ist zwar ein nicht uner-
heblicher Faktor, der bei der Entwicklung einer Sarkopenie eine Rolle spielt,
jedoch ist es keine Voraussetzung fur die Diagnosestellung. Mittlerweile ist man
sich international einig, dass in die Definition der Sarkopenie nicht nur die Mus-
kelmasse, sondern auch die Muskelfunktion mit einflieRen sollte (Cederholm
und Morley 2015). Die Muskelfunktion, beschrieben durch die Parameter Kraft
und Ausdauer, hat groReren Einfluss auf das Outcome als die Muskelmasse
(Cederholm und Morley 2015). Die Sarkopenie geht mit einer erheblichen Ein-
schrankung in Alltagsaktivitaten und einer erhéhten Mortalitat einher (Bianchi et
al. 2016).
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Abb. 1: Oberschenkelmuskulatur einer 26-jahrigen Frau (mit freundlicher Genehmigung
von Prof. Chris Boesch, Bern)

Abb. 2: Oberschenkelmuskulatur einer 79-jahrigen Frau (mit freundlicher Genehmigung
von Prof. Chris Boesch, Bern)

1.2.1.2 Epidemiologie

Betrachtet man unterschiedliche Quellen, erhalt man verschiedene Informatio-
nen zur Pravalenz und Inzidenz der Sarkopenie. Dies ist unter anderem darauf
zuruckzufihren, dass die Sarkopeniediagnostik immer noch nicht standardisiert
ist. Durchschnittlich leiden 5-13 % der Menschen uber 60 Jahre an Sarkopenie.
Bei den Uber 80-Jahrigen sind es sogar bis zu 50 % (Morley et al. 2014). Bei
25% der Patienten auf einer geriatrischen Station kann eine Sarkopenie dia-
gnostiziert werden (Smoliner et al. 2014). Anhand dieser Zahlen wird deutlich,
dass dieses Krankheitsbild zunehmend an Bedeutung in der Bevolkerung ge-

winnt. Da das Durchschnittsalter der Menschen steigt, wird nicht nur die Osteo-
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porose, sondern auch die Sarkopenie immer wesentlicher fur den klinischen
Alltag. Es wird geschatzt, dass im Jahr 2050 20% der amerikanischen Bevolke-
rung Uber 65 Jahre alt ist (Ali und Garcia 2014). Dieser Trend wird auch in an-

deren Landern der Welt beobachtet.

Personen im Alter von Uber 80 Jahren mit Sarkopenie stlrzen dreimal haufiger
als Menschen in diesem Alter, die nicht von der Krankheit betroffen sind (Landi
et al. 2012). Da die im Alter haufiger auftretenden Sturze als Hauptrisikofaktor
fUr osteoporoseassoziierte Frakturen gelten, dadurch vermehrt Krankenhaus-
aufenthalte und anschlief3end eine stationare Unterbringung in einem Pflege-
heim erforderlich werden, steigen die Kosten fur das Gesundheitssystem enorm

an.

1.2.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese der Sarkopenie ist multifaktoriell. Auch wenn die grundlegen-
den Elemente bis heute noch nicht vollstandig geklart sind, spielen als mogliche
Ursachen fur die Krankheitsentstehung folgende Faktoren eine entscheidende
Rolle:

1) Alter

2) vaskulare Veranderungen

3) endokrinologische Veranderungen
4) neuronale Veranderungen

5) proinflammatorische Zytokine

Die korperliche Aktivitat ist im Alter eingeschrankt, dadurch wird die Skelett-
muskulatur nicht mehr so stark beansprucht und atrophiert. Der Mensch verliert
wahrend des naturlichen Alterungsprozesses Muskelfasern, hauptsachlich Fa-
sern vom Typ 2 (Cederholm et al. 2013; Lexell 1995). Unausgewogene Ernadh-
rung sowie chronische Erkrankungen und ungentgende Sonnenexposition sind
ebenfalls nicht unwichtige Punkte bei der Entstehung der Sarkopenie
(Cederholm et al. 2013). Es gibt wenige Studien, die sich mit der Rolle der al-
tersbedingten Apoptose beschaftigen, aber man geht davon aus, dass dieser
Zellverlust in Zusammenhang mit dem Funktionsverlust des Muskels steht

(Dirks und Leeuwenburgh 2002). Des Weiteren ist die oxidative Funktion der
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Mitochondrien im Alter eingeschrankt bzw. nimmt ab, sodass freie Radikale

Zellschaden verursachen konnen.

Betrachtet man die vaskularen Veranderungen, die das Alter mit sich bringt, so
ist ein Ruckgang der Stickstoffmonoxidproduktion in den Gefalden erkennbar,
sodass insgesamt, aber vor allem in den Kapillaren der Skelettmuskulatur, eine
Minderdurchblutung herrscht (Morley et al. 2014).

Ab etwa dem 50. Lebensjahr sinkt der Testosteronspiegel um 1% pro Jahr
(Morales et al. 2000). AulRerdem ist die Produktion von Wachstumshormonen
herabgesetzt. Dies hat eine Abnahme sowohl der Muskelmasse als auch der

Muskelkraft und eine Zunahme des Fettgewebes zur Folge (Bauer et al. 2008).

Auf neuronaler Ebene lasst sich eine Verminderung der a-Motoneurone und
eine Denervation beobachten, welche sich in einem Rlckgang der Muskelkraft
zeigt (Lexell 1995).

Bei langerer Inaktivitat, was infolge chronischer Erkrankungen oder auch akuten
Gesundheitsproblemen mit Bettlagerigkeit haufig der Fall ist, kommt es zur
Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine wie zum Beispiel Interleukin-1,
Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a. Dies fuhrt zu Proteinkatabolismus und

somit zum Muskelabbau (von Haehling et al. 2013).

Ein Verlust an Muskelmasse ist mit einem Verlust von Knochenmasse assozi-
iert, was das Risiko fur Sturze und damit verbundene Frakturen im Alter massiv
erhohnt.

1.2.1.4 Diagnostik

Das Problem in der Diagnostik der Sarkopenie besteht darin, dass keine Einig-
keit bezlglich diagnostischer Kriterien herrscht. In der Praxis werden meist fol-
gende Parameter fur die Diagnose herangezogen: Muskelmasse, Muskelkraft

und Ausdauer.

Die Muskelmasse lasst sich unter anderem durch Doppelrontgen-
Absorptiometrie (DXA) oder Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA) bestimmen
(Cruz-Jentoft et al. 2010). Die DXA ist eine Methode, bei der die Masse der Ex-

tremitatenmuskulatur im Verhaltnis zur KorpergrofRe bestimmt wird und stellt die
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kostengunstigere und sensitivere Variante dar (Spira 2013). Sarkopenie ist
dann zu diagnostizieren, wenn die ermittelten Messwerte einer Person um mehr
als zwei Standardabweichungen unter den durchschnittlichen Werten einer ge-

sunden Vergleichspopulation liegen (Cruz-Jentoft et al. 2010).

Die Muskelkraft wird anhand manueller Prafung der Handkraftstarke und die
Ausdauer bzw. die physische Leistungsfahigkeit durch Messung der Gangge-
schwindigkeit (Timed-get-up-and-go-Test) und der Short Physical Performance
Battery (SPPB) erhoben (Hohenstein et al. 2011). Der Timed-get-up-and-go-
Test wird im Abschnitt 1.2.4.4.1 beschrieben. Die SPPB, auch als ,Performance
Score* bezeichnet, besteht aus drei unterschiedlichen Ubungen. Die erste Auf-
gabe besteht darin, das Gleichgewicht des Patienten zu prifen. Die zweite
Ubung ist ein Ganggeschwindigkeitstest und im abschlieRenden Teil der SPPB
wird die Starke der unteren Extremitat erfasst. Bei jeder Aufgabe wird die Zeit
gestoppt. Es kdnnen bis zu vier Punkte erreicht werden. Der Patient hat bei 0-6
Punkten eine schwache Leistung, bei 7-9 Punkten eine mittlere Leistung und

bei 10-12 Punkten eine normale bzw. gute Leistung erzielt.

1.2.1.5 Therapie

Aktuell existieren keine Leitlinien zur Therapie der Sarkopenie. Dies hat zur
Folge, dass Verunsicherung und teilweise auch Unwissenheit Uber die Behand-
lung dieses geriatrischen Syndroms herrscht. Da kausale Ansatze nicht mdglich

sind, ist hier die Pravention von herausragender Bedeutung.

Die wichtigste MaRnahme gegen eine fortschreitende Abnahme der Skelett-
muskulatur ist nach wie vor Krafttraining (Ali und Garcia 2014; Dodds und Sayer
2014). Aber auch Ausdauertraining hat einen positiven Effekt und sollte zu-
sammen mit einem angepassten Krafttraining regelmafig durchgefuhrt werden.
Dieses korperliche Training verbessert sowohl die Muskelkraft als auch die
Muskelmasse und das Gleichgewichtsvermoégen (Dirks und Leeuwenburgh
2005).

Aktuell gibt es keine definitiven medikamentdsen Ansatze fur die Therapie der
Sarkopenie (Meriggioli und Roubenoff 2015). Allerdings zeigt sich die Gabe von

essentiellen Aminosauren in einigen Studien positiv. Insbesondere die Amino-
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saure Leucin scheint sich positiv vor allem auf die Muskelmasse auszuwirken
(Morley et al. 2010). Auch sollte auf eine generell ausreichende Zufuhr von Pro-
teinen mit der Nahrung geachtet werden, da diese die erforderlichen Aminosau-
ren fir die Muskelsynthese bereitstellen (Dodds et al. 2014). Zudem hat eine
Vitamin D-Substitution bzw. ein suffizienter Vitamin D-Status nicht nur grof3en
Einfluss auf den Knochenstoffwechsel, sondern verbessert zugleich die Muskel-
funktion (Morley et al. 2014) und wirkt sich auf3erdem positiv auf Muskelstarke

und Gleichgewicht der Patienten aus (Muir und Montero-Odasso 2011).

1.2.2 Muskelgewebe

Das Muskelgewebe, aus dem Mesoderm entstanden, lasst sich in drei Arten
einteilen: Skelett- und Herzmuskulatur sowie glatte Muskulatur. Skelett- und
Herzmuskulatur werden meist als quergestreifte Muskulatur zusammengefasst.
Die Querstreifung ergibt sich aus den sehr regelmafRig angeordneten Myofibril-
len, welche in glatten Muskelzellen weniger geordnet aufgebaut sind. Aktin und
Myosin bilden neben weiteren Proteinen in allen Muskelzellen den kontraktilen

Apparat, der fur eine gleichmaflige Bewegung verantwortlich ist.

1.2.2.1 Skelettmuskulatur

Die Zellen der Skelettmuskulatur sind sehr gro® und besitzen mehrere ovale
Zellkerne, die randstandig aufzufinden sind. Typisch ist die Querstreifung und
das Netz aus GefalRen und Nerven in den Bindegewebssepten. Mehrere Fasern
des Muskels bilden zusammen ein Primarblndel, das vom Perimysium inter-
num umbhullt wird. Mehrere Primarbindel werden vom Perimysium externum
umgeben, und letztlich werden diese Blndel vom Epimysium und der Faszie
umhullt (Lallmann-Rauch 2009).

Die Querstreifung ergibt sich aus einer strukturierten Anordnung der Myofibril-
len. Das Muster entsteht durch die regelmafige Folge von hellen und dunklen
Streifen (A-Streifen und |-Streifen). Innerhalb des A-Streifens befindet sich der
H-Streifen, in dessen Mitte liegt der schmale M-Streifen und in der Mitte des |-
Streifens ist der Z-Streifen erkennbar. Der Bereich zwischen zwei Z-Streifen

wird als Sarkomer bezeichnet. Viele Sarkomere zusammen und nacheinander
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ergeben dann eine Myofibrille. Ein Sarkomer besteht aus dinnen und dicken
Filamenten. Die dinnen Filamente werden aus Aktin, Tropomyosin sowie Tro-
ponin gebildet, und die dicken Filamente bestehen aus Myosin Il. Der Kopfteil
des Myosinfilaments ist der Ort der ATPase-Aktivitat und bildet eine Brlcke
zwischen Myosin und Aktin (Welsch 2006). Das Protein Titin verankert die Myo-
sinflamente am Z-Streifen. Nebulin ist fur die Position der Aktinfilamente ver-
antwortlich. Die Intermediarfilamente Dystrophin, Vinculin und Desmin dienen

der mechanischen Stabilitat der Muskelzelle.

Die Skelettmuskulatur ist fur eine willkirliche Kontraktion verantwortlich. Der
Kontraktionsvorgang beginnt mit einem Nervenimpuls, wodurch Kalzium aus
dem sarkoplamatischen Retikulum stromt und fur eine Konformationsanderung
des Aktin-Myosin-Komplexes sorgt. Es kommt zu einem Uberlappen der Fila-
mente und somit zu einer Verkurzung des Sarkomers (sliding-filament-theory).

Der molekulare Mechanismus der Kontraktion wird Querbrickenzyklus genannt.

Innerviert werden Muskelfasern von einer motorischen Endplatte. Diese neuro-
muskularen Verbindungen entstehen durch Vereinigung von Nervenendigungen
und Muskelfasern (Synapsen). Die GrolRe einer motorischen Einheit bestimmt
die Feinheit der Bewegung, die von ihr ausgefuhrt werden kann (Junqueira und
Carneiro 2005).

1.2.2.1.1 Typ-I-Muskelfaser

Muskelfasern, die ermudungsresistent sind, langsam arbeiten und ihre Energie
durch oxidative Phosphorylierung erhalten, nennt man Typ-I-Fasern. Sie er-
scheinen durch den hohen Myoglobingehalt rot. Myoglobin wird zur Bereitstel-
lung von Sauerstoff bendtigt. Man bezeichnet sie auch als Typ-S-Fasern (s =

slow) oder SO-Fasern (so = slow oxidative).

1.2.2.1.2 Typ-lla-Muskelfaser (Intermediartyp)

Der Intermediartyp weist einen geringeren Anteil an Myoglobin auf, als in den
Typ-I-Fasern, dadurch erscheinen sie nur leicht rétlich. Die bendtigte Energie
wird hier entweder durch oxidative Phosphorylierung oder Uber anaerobe Gly-
kolyse bereitgestellt. Sie werden auch FOG-Fasern (fog = fast oxidative glykoly-

tic) genannt.
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1.2.2.1.3 Typ-lIb-Muskelfaser

Typ-lIb-Muskelfasern, auch Typ-F-Fasern (f = fast) oder FG-Fasern (fg = fast
glykolytic) genannt, sind Zuckungsfasern, die fur schnelle und kraftige Kontrak-
tionen geeignet sind. Diese Fasern ermuden rasch. Sie enthalten kaum Myo-
globin und werden daher auch als weille Muskelfasern bezeichnet. lhre Energie

gewinnen sie durch Glykolyse von Glykogen.

1.2.2.2 Herzmuskulatur

Die Kardiomyozyten sind grof3 und besitzen einen zentral gelegenen Zellkern.
Die Herzmuskelzellen sind Uber Nexus, auch Gap Junctions genannt, verbun-
den, sodass eine gleichmalige Erregung des Myokards gewahrleistet werden
kann. Diese liegen im Glanzsteifen, der die Zellen miteinander verknupft. Des
Weiteren findet man im Glanzstreifen noch zwei Zellverbindungen: Desmoso-

men und Zonula adhaerentes.

Die myogene Erregung wird Uber spezielle Herzmuskelzellen gesteuert. Das
System besteht aus folgenden Bestandteilen: Sinusknoten, atrioventrikularer

Knoten, His-Bundel, Tawara-Schenkel und Purkinje-Fasern.

1.2.2.3 Glatte Muskulatur

Die glatte Muskulatur kleidet viele Hohlorgane aus. Die spindelférmigen kleinen
Zellen verfugen Uber einen zigarrenformigen langlichen Zellkern, der mittig liegt.
Aullerdem findet man viele Gap Junctions, sodass die Zellen ein funktionelles
Synzytium bilden. Glatte Muskelzellen weisen keine Querstreifung auf, sondern
bilden ein netzformiges Gitter. Die Kontraktion ist ausgepragter und langsamer
als bei der Skelettmuskulatur. Meist wird sie Uber ein Zusammenspiel von In-

nervation, myogenen und lokalen Mechanismen und Hormonen gesteuert.

1.2.3 Urocortin

Urocortin ist ein aus 40 Aminosauren bestehendes Polypeptid, besitzt 45% Se-
quenzhomologie zum Corticotropin Releasing Factor (CRF) und gehort somit
zur corticotropin-releasing factor-Peptidfamilie. Die Sequenzhomologie be-

schreibt die Ahnlichkeit aufgrund identischer Bausteinsequenzen (Latchman
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2002). Die molekulare Formel lautet folgendermalen: CypsH344N60O63S2. Es
zahlt zu den Neurohormonen und wird sowohl im zentralen Nervensystem, vor
allem im Edinger Westphal Kern, als auch in peripheren Geweben vieler Sauge-
tiere exprimiert. Im Jahr 1995 wurde es erstmals im Hypothalamus der Ratte
nachgewiesen (Vaughan et al. 1995). Die menschlichen Urocortine sind Urocor-
tin-1, Urocortin-2 und Urocortin-3. In der vorliegenden Arbeit geht es aus-
schlief3lich um Urocortin-1 (Abb. 3).

COOH-Asp-Asn-Pro-Ser-Leu-Ser-lle-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-
Arg-Thr-Leu-Leu-Glu-Leu-Ala-Arg-Thr-GiIn-Ser-GIn-Arg-Glu-Arg-Ala-
Glu-GIn-Asn-Arg-lle-lle-Phe-Asp-Ser-Val-NH.,

Abb. 3: Aminosaurenabfolge des humanen Urocortin (Ala = Alanin; Arg = Arginin; Asn = Aspa-
ragin; Asp = Asparaginsdure; COOH = Carboxy-Terminus des Peptids; GIn = Gluta-
min; Glu = Glutaminsaure; Gly = Glycin; His = Histidin; lle = Isoleucin; Leu = Leucin;
NH, = Aminoterminus des Peptids; Phe = Phenylalanin; Pro = Prolin; Ser = Serin; Thr
= Threonin)

Es bindet an beide CRF-Rezeptoren, wahrend Urocortin-2 und Urocortin-3 nur
an den CRF-Rezeptor-2 andocken (Abb. 4). Urocortin besitzt eine hohere Affini-
tat zu dem CRF-Rezeptor-2, welcher sowohl im zentralen Nervensystem als
auch in der Peripherie vorkommt und von dem die zwei Untereinheiten CRF2a
und CRF2b existieren (Vaughan et al. 1995). Zusatzlich bindet es an das CRF-
Bindungsprotein (CRF-BP). Das |0sliche Glykoprotein sorgt flr ein schnelles
Kontrollsystem der Liganden, indem bei Bindung an das CRF-Bindungsprotein
die Bioverfugbarkeit der Neuropeptide reduziert wird und sie die CRF-

Rezeptoren nicht mehr besetzen kdnnen (Behan et al. 1996).
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Abb. 4: CRF-Familie und ihre Rezeptoren (modifiziert nach Kuperman et al. 2008)

Durch die Affinitat zu verschiedenen Rezeptoren entsteht ein vielfaltiges und
interessantes Wirkungsspektrum. Urocortin nimmt Einfluss auf neurobiologische
und psychische Prozesse, spielt eine entscheidende Rolle sowohl im Fettstoff-
wechsel als auch im Knochenstoffwechsel, wirkt auf das kardiovaskulare Sy-
stem und auf das Renalsystem, scheint in der Reproduktion eine Rolle zu spie-
len, beeinflusst immunologische Entwicklungen, agiert mit dem hormonellen
System, wird in der Haut exprimiert und konnte fur die Diagnose und Therapie

maligner Erkrankungen von Bedeutung sein.

Urocortin moduliert Stress- und Angstreaktionen. Dabei kommt es zu einer ge-
steigerten Stressantwort und verstarktem Angstverhalten (Skelton et al. 2000).
Die Regulation der Temperatur wird ebenfalls beeinflusst (Figueiredo et al.
2010). Kurzlich wurde auch eine neuroprotektive Wirkung des Molekuls besta-
tigt. Sowohl eine systemische als auch die intraventrikulare Gabe von Urocortin
bei Ratten brachte eine Reduktion des neurologischen Defizits mit sich (Liew et
al. 2015). AuRerdem ist es am Verhalten bezuglich der Nahrungs- und Wasser-
aufnahme beteiligt. Studien haben gezeigt, dass eine Interaktion zwischen Uro-
cortin, Neuropeptid Y und Leptin stattfindet. Dies fuhrt dazu, dass der Appetit
vermindert wird (Fekete und Zorrilla 2007; Oki und Sasano 2004).
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Es gibt Hinweise dafur, dass Urocortin direkt auf Adipozyten wirkt und der Me-
tabolismus im Fettgewebe Uber das corticotropin-releasing hormone-System
gesteuert wird (Seres et al. 2004; Lu et al. 2015). Uber diese Mechanismen hat

es erheblichen Einfluss auf die Energiebalance des Korpers.

Vor einigen Jahren konnte durch abteilungsinterne Untersuchungen gezeigt
werden, dass Urocortin von humanen Osteoprogenitorzellen, Vorstufen der
Osteoblasten, erzeugt wird (Tezval et al. 2009). Ebenfalls in Untersuchungen
aus dem Forschungszentrum der Universitatsmedizin Goéttingen beobachtete
man osteoprotektive Effekte von Urocortin auf die Wirbelsaule von Ratten. Man
erreichte durch die hochdosierte Therapie mit Urocortin Uber 35 Tage eine ver-
besserte Knochenmorphologie und zusatzlich eine gute Biomechanik
(Sehmisch et al. 2015). Auch scheint sich die Behandlung positiv auf die Mikro-
architektur und die Knochenstarke des Femurs in ovariektomierten Ratten aus-
zuwirken (Tezval et al. 2014). Combs et al. konnten 2012 in ihrer Studie die di-
rekte Interaktion von Urocortin mit Osteoklasten und deren Vorlauferzellen be-
legen. Moglicherweise stellt die Regulation Uber das Urocortin-System eine Al-
ternative zum RANK/RANKL/OPG-Signalweg dar, ein Regulationsweg, der
Knochenabbau und —aufbau im Gleichgewicht halt, das eine Bedingung fur eine

gesunde Knochenstruktur ist.

Auch auf das kardiovaskulare System nimmt Urocortin gro3en Einfluss. Es wirkt
Uber verschiedene Mechanismen vasodilatatorisch. Zum einen wird Uber den
Proteinkinase A-Signalweg eine Relaxation ausgeldst (Huang et al. 2003), zum
anderen sind endothelabhangige und —unabhangige Mechanismen, die zu einer
Vasorelaxation fihren, bekannt (Huang et al. 2002; Lubomirov et al. 2001).
Durch diese physiologischen Ablaufe reguliert Urocortin indirekt Blutdruck und
Blutfluss. Uber die CRF-Rezeptor-Bindung wirkt es auBerdem kardioprotektiv
(Oki und Sasano 2004). Studien belegen den positiv inotropen und positiv lusi-
tropen Effekt und die Begrenzung des Ischamie-Reperfusionsschadens durch
Urocortin (Walczewska et al. 2014). In einer Untersuchung mit an Herzinsuffi-
zienz erkrankten Schafen kam es nach intravendser Gabe von Urocortin zu ei-
ner signifikanten Reduktion von Renin, Aldosteron, Vasopressin, atrialem Na-
triuretischen Peptid (ANP) und Endothelin-1, sodass die Erkenntnis gewonnen

werden konnte, dass Urocortin Einfluss auf die kardiale Funktion bei Herzinsuf-
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fizienz hat und an der Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts beteiligt
ist (Rademaker et al. 2002). Fur die Therapie der arteriellen Hypertonie, der
Herzinsuffizienz und des Myokardinfarkts konnte Urocortin eine neue Behand-

lungsmoglichkeit darstellen (Takahashi 2012).

Des Weiteren konnten interessante Beobachtungen bezuglich renaler Regulati-
onsmechanismen getatigt werden. Es ist denkbar, dass Urocortin auch hier eine

pathophysiologisch wichtige Rolle spielt (Devetzis et al. 2013).

Urocortin konnte im Ovar, in der Plazenta, in fetalem Gewebe, im Endometrium
und Myometrium des Uterus und in der Prostata nachgewiesen werden. Es
sorgt unter anderem fur die funktionelle Aufrechterhaltung der Plazenta, regu-
liert dort den GefalRwiderstand und fuhrt zur Ausschittung verschiedener Hor-
mone, wirkt auf die Steroidsynthese im Ovar, stimuliert die Uteruskonraktion
und scheint eine nicht unbedeutende Rolle bei der Praeklampsie und vorzeiti-
gen Wehen zu spielen, da bei diesem Geschehen erhdhte Urocortinwerte ge-

messen werden konnten (Florio et al. 2004; Oki und Sasano 2004).

Zudem stimuliert es die Interleukin-6-Synthese in den glatten Muskelzellen der
Aorta (Kageyama et al. 2006). Interleukin-6 ist ein proinflammatorisches Zyto-
kin, welches in vielen verschiedenen Signalkaskaden durch komplexe Regulati-
onsmechanismen eine bedeutende Rolle spielt. Moglicherweise hat Urocortin

Uber diesen Weg grol3en Einfluss auf Entziindungsprozesse des Korpers.

Da Urocortin auch in der Nebenniere, vor allem im Nebennierenmark, exprimiert
wird, geht man davon aus, dass eine hormonelle Wirkung besteht. 2013 wurde
aus einer in vivo Studie gefolgert, dass ein intraadrenales Regulationssystem
existiert, das die Struktur und Funktion der Nebenniere beeinflusst (Riester
2013).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass Urocortin die Zellwanderung des he-
patozellularen Karzinoms beeinflusst. So stimulierte es einerseits die Tumor-
zellwanderung durch die Expression von cPLA2 uber den CRF-Rezeptor-1, wo-
hingegen es uber den CRF-Rezeptor-2 und eine Downregulation des Enzyms
iPLA2 zur Unterdrickung der Zellmigration kam (Li et al. 2014).

Ferner besteht ein Zusammenhang zwischen Urocortin und dem duktalen Ade-

nokarzinom des Pankreas. Es hat sich herausgestellt, dass die Hohe der Uro-
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cortinexpression mit dem Tumorgrad, dem AJCC-Stadium und der Panin Klas-
se korreliert (Cheng et al. 2014).

Die Haut, das grofdte Organ des Menschen, exprimiert ebenfalls Urocortin
(Slominski et al. 2000). Vermutlich besteht eine Interaktion mit Sebozyten

(Krause 2010), doch hierzu ist noch wenig bekannt.

Hinkle et al. fanden im Jahr 2003 heraus, dass Urocortin die Entwicklung so-
wohl gesunder als auch atrophierter Skelettmuskulatur positiv beeinflussen
kann. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust von Muskelmasse und Mus-
kelfunktion in atrophiertem Gewebe durch Urocortin verhindert wird. Zusatzlich
gewann man die Erkenntnis, dass Urocortin den Erhalt von Muskelmasse und
Muskelfunktion in gesunder Skelettmuskulatur fordert. Diese Entdeckung ist
wichtig fur die Pravention und Behandlung von Muskelerkrankungen wie der

Sarkopenie.

Die zuvor beschriebenen vielfaltigen Effekte heben die klinische, diagnostische

und therapeutische Relevanz dieses Peptids deutlich hervor.

1.2.4 Osteoporose

1.2.4.1 Definition

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine man-
gelhafte Knochenfestigkeit gekennzeichnet ist. Dies fuhrt zu einer erhdhten
Knochenbrichigkeit. Knochendichte und Knochenqualitat wirken gemeinsam
auf die Knochenfestigkeit. Diese Definition stammt aus dem Jahr 2000 und
wurde auf einer Konferenz durch das National Institute of Health (NIH) festge-

legt.

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) liegt eine Osteoporose dann vor,
wenn die mittels einer ,Dual-X-ray-Absorptiometrie“ (DXA) gemessene Kno-
chendichte mehr als -2,5 Standardabweichungen vom Mittelwert eines gesun-
den Erwachsenen im Alter zwischen 20 und 40 Jahren abweicht. Die Standard-

abweichung wird als T-Wert bezeichnet.

Man unterscheidet zwei Formen der Osteoporose. Zum einen die primare

Osteoporose, zu der der postmenopausale Typ, der idiopathische Typ und der
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senile Typ zahlt, und die sekundare Osteoporose, die etliche Ursachen haben

kann.

1.2.4.2 Epidemiologie

Bei alteren Menschen ist die Osteoporose die haufigste Knochenerkrankung
(Herold 2012). Die Pravalenz fur Uber 50-Jahrige liegt zur Zeit in Deutschland
bei ca. 14% und nimmt mit dem Alter zu. Die Inzidenz dieser Erkrankung be-
tragt 2,1% (Hadji et al. 2013). Die jahrlichen Kosten fir die Behandlung der
Osteoporose werden auf 5,4 Milliarden Euro geschatzt (Haussler et al. 2007).
Daraus wird ersichtlich, dass die Osteoporose nach wie vor eine weit verbreite-
te Erkrankung mit sehr hohen Kosten und dringendem Behandlungsbedarf ist.
Diese Erkrankung wird aufgrund der demografischen Entwicklung eine steigen-

de medizinische, soziologische sowie wirtschaftliche Bedeutung bekommen.

1.2.4.3 Pathogenese und Risikofaktoren

Die haufigste Form der Osteoporose ist die primare Osteoporose, die wiederum
in die idiopathische, die postmenopausale und die senile Osteoporose unterteilt
werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wird die postmenopausale Osteoporose
betrachtet. Die am besten beeinflussbaren Risikofaktoren sind die Muskelkraft
bzw. die Immobilitat und der Mangel an Sexualhormonen. Weitere Risikofakto-
ren sind eine unausgewogene Ernahrung, vor allem ein Mangel an Vitamin D
und Calcium, Untergewicht (Body Mass Index < 20), Nikotinkonsum, tbermafi-
ger Alkoholkonsum, eine chronisch obstruktive Atemwegserkrankung (COPD),
eine verminderte Handgriffsstarke, Stiurze, genetische Faktoren, das Alter und
das Geschlecht (Fini et al. 2012). Frauen sind haufiger betroffen, da sie eine
niedrigere Knochenmasse als Manner aufweisen. Diese nimmt nach der Meno-

pause nochmals ab.

1.2.4.4 Diagnostik

Die Diagnose sollte frihzeitig gestellt werden, damit eine optimale Therapie
greifen kann und mdgliche Risikofaktoren rechtzeitig ausgeschaltet werden

kénnen. Der Dachverband Osteologie (DVO) empfiehlt in den 2014 verdéffent-
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lichten Leitlinien fur Osteoporose eine Diagnostik fur die Patienten, die ein er-
hohtes Risikoprofil aufweisen und sich somit fur sie ein erhdhtes Frakturrisiko

ergibt.

1.2.4.4.1 Anamnese und korperliche Untersuchung

Ein ausflhrliches Gesprach, in dem man die Langzeiteinnahme von Medika-
menten sowie Krankheiten, die das Osteoporoserisiko erhdhen, erfragt und eine
Sturzanamnese durchfuhrt, sollte bei jedem Patienten erfolgen. AuRerdem soll-
te man die KorpergroRe und das Gewicht dokumentieren. Eine Abnahme der

Korpergrof3e von mehr als 4 cm ist hinweisend auf eine manifeste Osteoporose.

Bei der Inspektion ist vor allem auf einen Rundricken und das sogenannte
»1annenbaumphanomen® zu achten. Dieses entsteht durch schrag nach unten
verlaufende Hautfalten am Ricken und ist ein wichtiges Kennzeichen einer De-

formitat der Wirbel.

Des Weiteren sollte die Koordination und Muskelkraft Uberpruft werden. Dies
kann man anhand des Timed-up-and-go-Test beurteilen. Der Test wird folgen-
dermalden durchgefuhrt: Man bittet den Patienten, sich aufrecht auf einen Stuhl
mit Armlehne zu setzen. Nach Aufforderung muss die Versuchsperson aufste-
hen, 3 m geradeaus gehen, sich umdrehen, 3 m zurtck gehen und sich erneut
hinsetzen. Dabei wird die Zeit gestoppt. Bei einer Dauer Uber oder gleich 30
Sekunden ist eine Sturzgefahrdung und Mobilitatsstérung anzunehmen (Bartl
2010).

1.2.4.4.2 Labor

Ein Basislabor zur Diagnostik der Osteoporose sollte folgende Parameter ent-
halten: Kalzium, Phosphat, Alkalische Phosphatase, Gamma-GT, Kreatinin,
CRP, BSG, TSH. AuRerdem sollte eine Serum-Eiweil3elektrophorese durchge-

fuhrt werden.

1.2.4.4.3 DXA-Osteodensitometrie

Das Standardverfahren zur Bestimmung der T-Werte ist die Osteodensitome-
trie, die eine Einteilung des Schweregrads einer Osteoporose erlaubt. Die Kno-
chendichte wird an den Lendenwirbelkérpern L1 — L4 und am proximalen Fe-

mur gemessen.
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1.2.4.4.4 Rontgen
Eine Rodntgenuntersuchung der Brustwirbel- und Lendenwirbelsaule in zwei
Ebenen muss nicht zwingend ausgefuhrt werden, sollte jedoch der klinische

Verdacht auf eine Fraktur vorliegen, ist sie fester Bestandteil der Diagnostik.

1.2.4.5 Therapie

Die Osteoporose ist eine chronische Erkrankung, welche nicht vollstandig ge-
heilt werden kann, jedoch gibt es einige wichtige Empfehlungen, die zur Frak-
tur- und Osteoporoseprophylaxe eingehalten werden sollten. Die Therapie um-
fasst Empfehlungen zur Ernahrung, allgemeine Vorgehensweisen zur Verbes-
serung von Kraft und Koordination, aulerdem Basismalihahmen zur Reduktion
funktioneller Einschrankungen und Schmerzen sowie eine medikamentdse Be-
handlung. Prinzipiell sollten individuelle Risikofaktoren erkannt und beseitigt

werden. Diese sind in Abschnitt 1.2.1.3 aufgefluhrt.

Folgende Ausfuhrungen richten sich nach den in den Leitlinien gegebenen

Empfehlungen des DVO. Die aktuellen Leitlinien sind aus dem Jahr 2014.

Eine bewusste Ernahrung bei Osteoporose bzw. um dieser vorzubeugen ist
wichtig. Es ist ratsam, Lebensmittel zu sich nehmen, die den Knochen starken
und dies erfolgt vor allem durch Calcium, Mineralien, Spurenelemente und Vit-
amine. Hier sind vor allem Vitamin D und Calcium von herausragender Bedeu-
tung. Eine tagliche Calciumzufuhr von 1000 mg kann zum Beispiel durch Milch-
produkte und frisches Gemuse ausreichend aufrechterhalten werden, sodass

eine Gabe von Calciumpraparaten oft nicht notwendig ist.

Auf Nikotin- und Alkoholkonsum sollte verzichtet bzw. Alkohol nur in Malen
getrunken werden. Medikamente, die eine Osteoporose beglinstigen, zum Bei-
spiel Kortikoide und Glitazone, oder solche, die das Sturzrisiko erhéhen, zum
Beispiel Antidepressiva oder orthostatisch wirkende Medikamente, sollten kon-

trovers diskutiert werden.

Druck und Zug fordert den Knochen und bringt bei regelmafligem korperlichen
Training mehr Stabilitat mit sich. Sport ist somit ebenfalls eine klare Empfehlung

zur Pravention und Therapie der Osteoporose. AulRerdem sollte zur Sturzpra-
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vention der Gleichgewichtssinn geschult werden und mogliche Stolperfallen aus

dem Umfeld des Betroffenen entfernt werden.

Die medikamentdse Therapie beinhaltet folgende Praparate: Parathormon,
Bisphosphonate, Strontiumranelat, selektive Estrogen-Rezeptormodulatoren
(SERMs) und den monoklonalen RANKL-Antikdrper Denosumab. Diese werden
in den Leitlinien des DVO empfohlen und kénnen in osteoanabole und antire-
sorptive Medikamente eingeteilt werden. Zu den osteoanabolen Praparaten
zahlen zum Beispiel Parathormon und Strontiumranelat. Bisphosphonate,
SERMSs, Estrogene, Calcium und Vitamin D gehdren zu den antiresorptiven
Therapeutika. Wie bereits erwahnt bringen diese Arzneien teilweise erhebliche
Nebenwirkungen mit sich und erfordern gleichzeitig eine sehr regelmalige und
dauerhafte bzw. langfristige Einnahme, sodass die Compliance der Patienten
eingeschrankt ist. Eine Indikation fir eine medikamentdse antiosteoporotische
Therapie besteht, wenn bei der Knochendichtemessung mittels DXA T-Werte

von < -2 festgestellt wurden.

1.2.5 Sarkopenie und Osteoporose

Ein muskulares Ungleichgewicht fuhrt zu Instabilitdt der Knochen. Daraus resul-
tieren Frakturen bei Patienten mit ohnehin schon vermindertem Aktivitatsni-
veau. Um das Sturzrisiko zu reduzieren und somit Frakturen zu vermeiden, ist
es wichtig, den Zusammenhang zwischen den chronischen Skeletterkrankun-

gen Sarkopenie und Osteoporose zu erkennen und genau zu betrachten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Es wurden 60 weibliche Ratten vom Stamm Sprague Dawley (Firma Harlan-
Winkelmann, Borchen, Deutschland) in funf Gruppen mit jeweils 12 Tieren ein-

geteilt.

Wahrend des gesamten Zeitraumes hielt man die Ratten, die zu Beginn des
Versuches drei Monate alt waren, tiergerecht in den Raumen der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitdtsmedizin Gottingen
(UMG). Die Operationen erfolgten eben dort. Futter (Typ ssniff SM R/M, sniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser waren zu jeder Zeit fur
die Tiere erreichbar. Ein Hell-Dunkel-Rhythmus, sowie eine Raumtemperatur
von 22°C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 55% wurden konstant eingehal-
ten. Die Kafige wurden jede Woche gereinigt. Die Genehmigung fur die Tierver-
suche (Tierschutzantrag 33.9-42502-04-10/0246) durch die Bezirksregierung
Oldenburg liegt vor.

2.1.2 Proben fiir die histologischen Untersuchungen

Fur die Untersuchung des Einflusses von Urocortin auf die Skelettmuskulatur
der Ratte wurden den Tieren der gesamte M. soleus und ein Teil des M. longis-
simus und des M. gastrocnemius entnommen. Zuvor wurden die Versuchstiere
13 Wochen nach Beginn des Versuches durch Dekapitation in tiefer CO, - Nar-
kose getotet. Zur Praparation der Muskelproben wurde fir den M. soleus und
den M. gastrocnemius ein Hautschnitt am dorsalen Unterschenkel und fur den
M. longissimus ein Hautschnitt paramedian der Wirbelsaule durchgefuhrt. Nach
der Entnahme wurden die Muskelproben in flussigem Stickstoff tiefgefroren und
daraufhin bei -80°C aufbewahrt. Aul3er den genannten Muskeln wurden Kno-
chen, Hypothalamus, Serum und Fett der Tiere in weiteren Untersuchungen
verwendet (Sehmisch et al. 2015; Tezval et al. 2014).
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsablauf

Die insgesamt 60 Ratten wurden zu Beginn in funf Gruppen mit jeweils 12 Tie-
ren eingeteilt. Die erste Gruppe (SHAM) wurde nicht operiert, alle anderen
Gruppen (OVX, OVX + UCN low, OVX + UCN high und OVX + Estradiol) wur-
den ovariektomiert. Daraufhin entwickelten die Tiere dieser Gruppen eine
Osteoporose (Kalu 1991). Wahrend der Narkose starben zwei Ratten der Grup-
pe OVX, daher standen fur die weiteren Untersuchungen noch insgesamt 58
Versuchstiere zur Verfugung. Acht Wochen nach der Ovariektomie begann man
mit der UCN-Behandlung. Dafur injizierte man den Ratten der Gruppen SHAM,
OVX und OVX + Estradiol taglich subkutan 0,3 ml 0,9% NaCl-Losung, die
Gruppe OVX + UCN low erhielt 3 ug kg/KG Urocortin in 0,3 ml 0,9% NaCl-
Lésung und die Gruppe OVX + UCN high wurde mit 30 pg kg/KG Urocortin in
0,3 ml 0,9% NaCl-Lésung behandelt. Die Tiere der Gruppe OVX + Estradiol
erhielten 0,2 mg Estradiol pro kg/KG pro Tag uber das Futter (Tab. 1).

Tab. 1: Zuordnung der Versuchsgruppen

Kafig Tiernummer Behandlung Beschreibung

1-3 1-12 SHAM Kontrollgruppe

4-6 13-22 OVX nur ovariektomiert

7-9 23-34 OVX + UCN low | Ovariektomie + subkutane

Behandlung mit niedrig
dosiertem Urocortin

10-12 35-46 OVX + UCN high | Ovariektomie + subkutane
Behandlung mit hoch do-
siertem Urocortin

13-15 47 - 58 OVX + Estradiol | Ovariektomie + Estradiol
Uber Nahrungsaufnahme
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Um eine Identifikation der Versuchstiere sicherzustellen, implantierte man ihnen
einen elektronischen Transponder in das subkutane Fettgewebe im Nacken.
Das humane Urocortin stammt von der Firma Bachem aus Bubendorf in der
Schweiz. Wahrend dieser 35-tagigen Behandlung wurden alle Tiere mit den
folgenden fluoreszierenden Stoffen (0,3 ml subkutan) gespritzt, um den neuge-

bildeten Knochen zu markieren (Tezval et al. 2010):

Tag 13: Xylenolorange (90 mg pro kg KG)
Tag 18: Calceingrin (10 mg pro kg KG)

Tag 24 und Tag 26: Alizarincomplexon (30 mg pro kg KG)
Tag 35: Tetrazyklin (25 mg pro kg KG)

2.2.1.1 Ovariektomie

Die Operation erfolgte in Anasthesie mit Ketamin (90 mg pro kg KG, Hostaket®,
Firma Hoechst, Bad Soden, Deutschland) und Xylazin (7,5 mg pro kg KG,
Rompun®, Firma Bayer, Leverkusen, Deutschland) im Verhaltnis 5:3. Die Medi-
kamente wurden den Tieren in einer Dosierung von 0,1 ml pro 100 g KG intra-
peritoneal verabreicht. Zunachst wurde, auf beiden Seiten, der Bereich zwi-
schen Rippenbogen und Hinterlaufen rasiert und desinfiziert, daraufhin erfolgte
die Inzision der Haut und nach stumpfer Praparation bis zum Peritoneum wurde
das Abdomen eroéffnet. Es folgte die Darstellung der Ovarien, die Ligatur der
Tubae uterinae und das Absetzen der Ovarien mittels Skalpell. Der operative
Zugang wurde durch Naht der Muskulatur mit Vicryl 4.0 (Ethicon, Johnson &
Johnson, Norderstedt, Deutschland) und durch Hautklammern (Michel wound
brackets 7,5 x 1,75 mm, Gebruder Martin GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsch-
land) verschlossen. Postoperativ wurden die Tiere auf Warmeplatten gelegt, bis
zur Beendigung der Narkose Uberwacht und erhielten 3 ml NaCl-Losung 0,9%

subkutan als Depot zur Stabilisierung des Flussigkeit- und Elektrolythaushaltes.
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2.2.1.2 Behandlung mit Urocortin

Die ovariektomierten Tiere entwickelten innerhalb von acht Wochen eine
Osteoporose und wurden nun taglich Uber einen Zeitraum von 35 Tagen mit
niedrig- und hochdosiertem Urocortin, geldst in 300 ul 0,9% NaCl-Lésung, be-
handelt. Man injizierte die Flussigkeit, abwechselnd links oder rechts, in das
Subkutangewebe. Die Behandlungen wurden jeden Tag zum gleichen Zeitpunkt
durchgefuhrt.

2.2.2 Enzymhistochemie

Eine Gewebsprobe, im vorliegenden Fall eine Muskelprobe, durchlauft fur die

Herstellung eines histologischen Praparats folgende Schritte:

1) Schneiden
2) Fixieren
3) Farben

Die zuvor tiefgefrorenen Praparate der Muskeln wurden in ein Mikrotom (Frigo-
cut, 2800E, Leica Jung, Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) gespannt.
Hier herrschte eine Temperatur von -22°C. Es wurden 12 ym dinne Schnitte
angefertigt. Auf einen -18°C kalten Objekttrager (SuperFrost Ultra Plus, Menzel
Glaser, Braunschweig, Deutschland) wurden mehrere Schnitte aufgetragen und
bei Raumtemperatur getrocknet. Nach einer Stunde wurden die Schnitte erneut
tiefgefroren. Es wurde von jedem Muskel jeweils ein Objekttrager fur die Amyla-

se-PAS-Farbung und einer fir die ATPase-/Diaphorase-Farbung erstellt.
Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Farbungen erlautert.

In der Regel stammen die Chemikalien der Losungen von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland).
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2.2.2.1 Amylase-PAS-Farbung

Um das Verhaltnis der einzelnen Muskelfasern und ihrer Kapillaren zu bestim-

men, wurde die Farbemethode nach Anderson aus dem Jahr 1975 genutzt.
2.2.2.1.1 Rezeptur

1) Fixierldsung:

128 ml Ethanol (95 — 100%)
24 mi Chloroform
8 ml Essigsaure (99%)

2) alpha-Amylase-L6sung:

500 mg alpha-Amylase (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Taufkirchen, Deutschland)
160 ml Aqua dest.

3) Perjodsaure:

1,59 Perjodsaure (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)
150 ml Aqua dest.

4) Schiff's Reagenz:

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

5) SO.-Wasser:

600 ml Aqua dest.
30 ml Kaliumdisulfit-Lésung (K2S205-Lésung 10%ig)
30 ml HCI (1 N)
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2.2.2.1.2 Protokoll

1) Fixation in Fixierldsung 1 h bei 4°C im Kuhlschrank

10 min bei 20 - 25°C

2) Spulung in Aqua dest. (10x)

3) 25 min Inkubation bei 37°C in alpha-Amylase-Lésung

4) Spullung in Aqua dest. (10x)

5) 30 min Inkubation in 1%iger Perjodsaure

6) Spullung in Aqua dest. (10x)

7) 35 min Inkubation in Schiffs Reagenz

8) 30 min Inkubation in SO,-Wasser

9) 10 min Spulung unter flielfendem Leitungswasser

10) 3 min Spulung in Aqua dest.
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2.2.2.2 ATPase-/Diaphorase-Farbung

Die einzelnen Typen der Muskelfasern (fast glycolytic, fast oxidative glycolytic,
slow oxidative) wurden durch die ATPase-/Diaphorase-Farbung nach Horak aus

dem Jahr 1983 ausgewertet.
2.2.2.2.1 Rezeptur

1) Fixierldsung (pH-Wert 6,3 6,6 kurz vor Gebrauch einstellen):

1,59 Paraformaldehyd (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)
39 CaCl: (-6Hydrat) (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Taufkirchen, Deutschland)

9g¢g Saccharose oder Dextran (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland)

150 ml Aqua dest.

2) Diaphorase-Inkubationsldsung (Aufbewahrung im Kuhlschrank):

20 mg NADH-Dinatriumsalz  (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland)

3,2 mi Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4)

4 ml Nitro-BT (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land)

4,8 ml Aqua dest.

3) saure Vorinkubationslésung (pH-Wert 4,2 kurz vor Gebrauch einstellen):

15 ml CaClz-Stammldsung
0,6 ml konzentrierte Essigsaure (Eisessig)
135 ml Aqua dest.
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4)

5)

6)

7)

8)

Tris-CaClz-Lésung (pH-Wert 7,8 kurz vor Gebrauch einstellen):

1,82 ¢ Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 99,9%,
M = 121,14 g/mol) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

15 ml CaCl-Stammldsung

135 ml Aqua dest.

ATPase-Inkubationslosung (Aufbewahrung im Trockenschrank bei 37°C,

pH-Wert 9,4 kurz vor Gebrauch einstellen):

555 mg KCI (M =75 g/mol)

228 mg ATP (M = 551,2 g/mol) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe, Deutschland)

135 ml Glycinpuffer
15 ml CaCl2-Stammldsung

Kobaltchlorid-Losung:

39 Kobaltchlorid (CoCl, x 6H20) (AppliChem GmbH, Darm-
stadt, Deutschland)
150 ml Aqua dest.

Ammoniumsulfid-Lésung (Herstellung unter dem Abzug):

0,3 ml Ammoniumsulfid
150 ml Aqua dest.

Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) (pH-Wert Einstellung mit Losung 1 zum

sauren Bereich, mit Losung 2 zum alkalischen Bereich):

Losung1: 0,1 M prim. Natriumphosphat
18,8 ¢ NaH;PO4 x H20 oder
15,6 g NaH;PO4 x 2 H20 mit

Aqua dest. auf 11 aufflllen.
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9)

10)

11)

12)

13)

Losung2: 0,1 M sek. Natriumphosphat
35,82 ¢ NaHPO4 x 12 H20 mit
Aqua dest. auf 11 aufflllen.
Ansatz: 15,9 mi Lésung 1
84,1 ml Lésung 2

Nitro-BT-Stammldsung:

40 mg Nitro-BT (Nitro-blaues Tetrazoliumchlorid (Konz. 1 mg/ml))
40 ml Aqua dest.

CaCl,-Stammldsung (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Taufkir-

chen, Deutschland):

4,99 g CaCl; (M = 111 g/mol) mit Aqua dest. auf 250 ml auffillen.

CaCly,-Waschlésung (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Taufkir-

chen, Deutschland):

759 CaClz (M = 111 g/mol) mit Aqua dest. auf 11 auffullen.

Glycin-Stammldsung (pH-Wert auf 9,4 einstellen) (AppliChem GmbH,

Darmstadt, Deutschland):

7,519 Glycin (98%, M = 75,07 g/mol) mit Aqua dest. auf 250 ml

auffillen

Glycinpuffer (pH-Wert auf 9,4 einstellen) (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland):

125 mi Glycin-Stammldsung
42 ml 0,4M NaOH (8 g/500 ml) mit Aqua dest. auf 500 ml

auffillen.
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2.2.2.2.2 Protokoll

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

Fixierung fur 1 min (pH 6,3 — 6,6)

zweimalige Spulung in Aqua dest. fur jeweils 5 min

Diaphorase-Inkubation bei 37°C fur 60 min

Spulung in Aqua dest. fir 15 min

saure Vorinkubation fur 15 min (pH 4,2)

Inkubation in Tris-CaCl,-Losung fur 2 min (pH 7,8)

ATPase Inkubationslésung bei 37°C fur 30 min (pH 9,4)

dreimalige Reinigung in CaCl,-Waschldsung fur jeweils 30 sek

Inkubation in Kobaltchlorid-Lésung fur 1 — 2 min

dreimalige Spulung in Aqua dest. fur jeweils 45 sek

Inkubation in Ammoniumsulfid-Lésung unter dem Abzug fur 1 — 2 min

Spullung unter flieBRendem Leitungswasser fur 10 min

Spulung in Aqua dest. fur 5 min
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2.3 Versuchsauswertung

2.3.1 Mikroskopie

Nachdem die einzelnen Praparate gefarbt worden waren, begutachtete man sie
unter dem Mikroskop (Eclipse E 6000, Nikon) und beurteilte sie anhand von
Bildern. Die Fotos wurden mit einer Digitalkamera (DVC 1301, DVC Company),
die an den Computer gekoppelt ist, ausgewertet. Fur diese Arbeit nutzte man
die Bildanalyse-Software Lucia G (Version 4.82, Laboratory Imaging). Die ein-
zelnen Schnitte der Praparate wurden mithilfe des Mikroskops richtig eingestellt
und als Bilder auf dem Computer gespeichert, sodass sie im Nachhinein vom
Untersucher ausgewertet werden konnten. Man wusste bei dieser Arbeit nicht,
zu welcher Versuchsgruppe das jeweilige Bild bzw. das Praparat gehorte, so-

dass hier ein Blindversuch stattfand.

2.3.2 Auswertung Amylase-PAS-Farbung

Bei der Auswertung des Verhaltnisses von Kapillaren zu Muskelfasern wurden
zwei Rahmen auf die Praparateausschnitte gelegt (Abb. 5). Die GroRe der
Rahmen wurde mit 500 x 500 uym festgelegt. Hier wurde erneut mit der Bildana-
lyse-Software Lucia G (Version 4.82, Laboratory Imaging) gearbeitet. Die Aus-
wertung bestand darin, die Anzahl der Muskelfasern und ihrer Kapillaren inner-
halb des Messrahmens zu erfassen. Diese Werte wurden dann in die folgende

Formel eingeflgt:

Verhéltnis Kapillaren zu Muskelfasern = Anzahl Kapillaren / Anzahl Muskelfasern

Somit konnte das Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern berechnet werden.
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Abb. 5: Praparatausschnitt der Amylase-PAS-Farbung mit zwei aufgelegten Messrahmen zur
Auswertung des Verhaltnisses der Kapillaren zu den Muskelfasern (*: Anschnitt einer
Muskelfaser des M. soleus; Pfeil: Anschnitt einer Kapillare)

2.3.3 Auswertung ATPase-/Diaphorase-Farbung

Hier wurde der Durchmesser und die Querschnittsflache von Fasern des M.
soleus, des M. gastrocnemius und des M. longissimus ausgewertet. Um diese
Parameter zu bestimmen, wurden die einzelnen Zellen im Praparat am Compu-
ter vom Untersucher umrandet und durch die Bildanalyse-Software Lucia G au-
tomatisch errechnet. Es sollten von jedem Praparat drei Ausschnitte ausgewer-
tet werden. Im M. soleus kommen ausschlieBlich oxidative Fasern vor
(Hoppeler 1986), sodass man in den Praparaten dieses Muskels jeweils 30 Fa-
sern vom Typ slow oxidative (SO) und 30 Fasern vom Typ fast oxidative glyko-
lytic (FOG) untersuchte, also 60 Fasern pro Ausschnitt. Beim M. gastrocnemius
und M. longissimus wurde der Durchmesser und die Querschnittsflache von
allen drei Fasertypen (SO-Fasern, FOG-Fasern und FG-Fasern) gemessen

(Abb. 6), sodass man hier also 90 Fasern pro Ausschnitt untersuchte. Fur spa-
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tere Analysen wurde der Mittelwert des Durchmessers sowie der Querschnitts-

flachen erstellt.

Abb. 6: Praparatausschnitt der ATPase-Diaphorase-Farbung zur Auswertung der Quer-
schnittsflachen und der Durchmesser von FG-, FOG- und SO-Fasern (Anschnitt des
M. gastrocnemius; 1: fast oxidative glycolytic (FOG)-Faser; 2: slow oxidative (SO)-
Faser; 3: fast glycolytic (FG)-Faser)

2.4 Statistik

Als Programm fur die statistische Auswertung und die graphische Darstellung
der Daten im Ergebnisteil diente GraphPad Prism (Version 6, GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, USA). Die gewonnenen Daten wurden zunachst durch
eine Varianzanalyse (one Way ANOVA) auf signifikante Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen gepruft. Dabei wurde der Mittelwert jeder Gruppe mit
dem Mittelwert jeder anderen Gruppe verglichen. AnschlieBend untersuchte
man die Daten mittels eines Tukey-Kramer-post-hoc-Test. Darlber hinaus wur-
de fur alle Ergebnisse der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

Als Signifikanzniveau galt ein p-Wert a < 0,05.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der experimentellen Versuche vor-
gestellt. Um Signifikanzen zwischen den Versuchsgruppen hervorzuheben,

werden folgende Symbole verwendet:

* = signifikant zu SHAM

# = signifikant zu OVX

¢ = signifikant zu OVX + UCN low
§ = signifikant zu OVX + UCN high
A = signifikant zu OVX + Estradiol

& = signifikant zu allen anderen Gruppen

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt durch Saulendiagramme und Tabellen,
in denen der jeweilige Mittelwert und die Standardabweichung der Versuchs-

gruppen abgebildet ist. Das Signifikanzniveau ist hier p < 0,05.

3.1 Futteraufnahme der Ratten im Verlauf

Die Tiere der Gruppe SHAM fressen zu Beginn bzw. in den ersten Wochen des
Versuches weniger als die ovariektomierten Tiere. Zwischen der 8. und der 9.
Woche gibt es keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Futteraufnahme
der Tiere aller Gruppen. Die Futteraufnahme aller Tiere sinkt nach Beginn der
Behandlung. Vor allem die Ratten der Gruppen OVX + Estradiol nehmen ab der
10. Woche signifikant weniger Nahrung zu sich. In der letzten Woche nimmt die
Nahrungsaufnahme der Tiere dieser Gruppe wieder deutlich zu. In den letzten
drei Wochen steigt die Futteraufnahme der Gruppe OVX + UCN high wieder an.

Insbesondere diese Gruppe weist einen signifikant hdheren Futterverbrauch



3 Ergebnisse

33

gegenuber den restlichen Gruppen auf (Abb. 7, Tab. A-1). Das verbrauchte Fut-

ter wurde jeweils am Ende einer Versuchswoche berechnet.
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Abb. 7: Futteraufnahme der Tiere Uiber den gesamten Versuchszeitraum in Gramm
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3.2 Gewicht der Ratten im Verlauf

Die Tiere wurden am Anfang einer Woche gewogen. Das Kdrpergewicht der
Ratten war zu Beginn des Experiments nahezu gleich. Der Mittelwert betrug
266 + 12 g. Zwei Wochen nach der Ovariektomie steigt das Gewicht der Tiere
an. In der 9. Woche sinkt das Kdérpergewicht der mit Estradiol gefutterten Ratten
und verandert sich danach nicht mehr. Die Gruppen SHAM und OVX + Estradi-
ol weisen ab der 10. Woche ahnliche Korpergewichte auf. Die Tiere der Gruppe
OVX, OVX + UCN low und OVX + UCN high haben in den letzten vier Wochen
ein signifikant hdheres Gewicht als die der Gruppe SHAM und der Gruppe OVX
+ Estradiol (Abb. 8, Tab. A-2).
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Wochen nach Ovarektomie

Abb. 8: Entwicklung des Koérpergewichts der Tiere im Verlauf

3.3 Uterusgewicht der Ratten im Verlauf

Am Tag der Totung wurde das Gewicht des Uterus von jedem Tier bestimmt.
Das Uterusgewicht der Gruppen SHAM und OVX + Estradiol war signifikant
héher als in den Gruppen OVX, OVX + UCN low und OVX + UCN high, wobei
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die Gruppe OVX + Estradiol niedrigere Werte aufweisen, als die Gruppe SHAM
(Tab. A-3).

3.4 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

3.4.1 Ergebnisse der Amylase-PAS-Farbung

3.4.1.1 M. soleus

Zwischen den Gruppen konnten bezuglich des Verhaltnisses von Kapillaren und
Muskelfasern signifikante Unterschiede festgestellt werden (Abb. 9, Tab. A-4).
Der hochste Wert findet sich in der Gruppe OVX + UCN high und ist gegenuber
der Gruppe OVX + UCN low signifikant. Die niedrigsten Werte erhalt man in
den Gruppen OVX + UCN low und SHAM. Die Gruppen OVX und OVX + Estra-
diol weisen ahnliche Mittelwerte auf. Es lassen sich keine weiteren Signifikan-

zen beobachten.

=
@
g 2.5+ o
£
el T L T
I
£ 1.5 1
S
8
2 1.0
©
X
2 0.54
=
g
-E 0.0 T T T T \l
o
> Qy'é OS\. Y \\\&\ 8\0
S @
X
Ny Ry Ny

° = signifikant zu OVX + UCN low

Abb. 9: Verhaltnis der Kapillaren zu den Muskelfasern, M. soleus
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3.4.1.2 M. gastrocnemius

Die Auswertung der Kapillarfarbung des M. gastrocnemius zeigt, dass der
hochste Wert in der Gruppe OVX + Estradiol besteht. Allerdings gibt es insge-
samt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Das Verhaltnis
zwischen Kapillaren und Muskelfasern liegt Uber alle Gruppen hinweg bei ei-
nem Mittelwert zwischen 1,147 und 1,539 (Abb. 10, Tab. A-5).
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Abb. 10: Verhaltnis Kapillaren zu Muskelfasern, M. gastrocnemius
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3.4.1.3 M. longissimus

Bei der Analyse des M. longissimus konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den funf Gruppen festgestellt werden. Auffallig ist nur, dass die Grup-

pe OVX + UCN low einen niedrigeren Mittelwert als die restlichen Gruppen hat.

(Abb. 11, Tab. A-6).

2.0+

1.5+

Verhaltnis Kapillaren/Muskelfasern
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Abb. 11: Verhaltnis Kapillaren zu Muskelfasern, M. longissimus
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3.4.2 Ergebnisse der ATPase-/Diaphorase-Farbung

3.4.2.1 M. soleus

3.4.2.1.1 SO- und FOG-Fasertyp

In der Auswertung des Faserdurchmessers des M. soleus zeigt sich ein deutlich
erhohter Wert in der Gruppe OVX + UCN high. Hier besteht eine Signifikanz
gegenuber den restlichen Gruppen SHAM, OVX, OVX + UCN low und OVX +
Estradiol. Die Gruppe OVX hat mit 59,9 ym zwar den niedrigsten Mittelwert,
weist aber die groRte Standardabweichung auf. (Abb. 12, Tab. A-7).
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Abb. 12: Faserdurchmesser der SO- und FOG-Fasern, M. soleus
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Der hochste Wert bezuglich der Faserquerschnittsflache des M. soleus lasst
sich hier ebenfalls der Gruppe OVX + UCN high zuordnen. Bei der Betrachtung
der Graphen fallt auf, dass sich dieser Wert deutlich von den anderen Gruppen
abhebt. Er ist signifikant erhdht gegenuber den Werten aller anderen Gruppen:
SHAM, OVX, OVX + UCN low und OVX + Estradiol. Ansonsten konnten keiner-
lei Signifikanzen festgestellt werden. Auch hier zeigt die Gruppe OVX den nied-
rigsten Wert sowie die grofdte Standardabweichung. (Abb. 13, Tab. A-8).
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Abb. 13: Faserquerschnittsflache der SO- und FOG-Fasern, M. soleus
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3.4.2.2 M. gastrochemius

3.4.2.2.1 SO- und FOG-Fasertyp

Zwischen den funf Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede festge-
stellt werden (Abb. 14, Tab. A-9). Betrachtet man die Werte der einzelnen
Gruppen, fallt jedoch auf, dass sich der grofdte Mittelwert in der Gruppe OVX +
UCN high findet. Die Mittelwerte der restlichen Gruppen unterscheiden sich nur

geringflgig voneinander.
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Abb. 14: Faserdurchmesser der SO- und FOG-Fasern, M. gastrocnemius
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Zwischen den Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (Abb. 15, Tab. A-10). Hier zeigt sich der hochste Wert wieder in der
Gruppe OVX + UCN high, dicht gefolgt von der Gruppe SHAM. Die Mittelwerte

der Ubrigen Gruppen weisen keine erhdhte Diskrepanz auf.
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Abb. 15: Faserquerschnittsflache der SO- und FOG-Fasern, M. gastrocnemius
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3.4.2.2.2 FG-Fasertyp

Zwischen den Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden (Abb. 16, Tab. A-11). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen unter-

scheiden sich nur minimal.

100~

804 T

40-

20+

Faserdurchmesser (um)

(=]

Abb. 16: Faserdurchmesser der FG-Fasern, M. gastrocnemius
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Auch bei der Faserquerschnittsflache konnten zwischen den Gruppen keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 17, Tab. A-12). Die Werte
der einzelnen Gruppen unterscheiden sich erneut sehr wenig. Der kleinste Mit-
telwert ist in der Gruppe OVX + UCN high mit 4585 um? zu finden. Den grofiten
Mittelwert weist die Gruppe OVX + Estradiol auf.
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Abb. 17: Faserquerschnittsflache der FG-Fasern, M. gastrocnemius
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3.4.2.3 M. longissimus
3.4.2.3.1 SO- und FOG-Fasertyp

Zwischen den Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(Abb. 18, Tab. A-13). Die Gruppe OVX + UCN low tendiert zu einem hoheren
Wert als die restlichen Gruppen. Hier besteht eine Signifikanz gegentber der
Gruppe OVX + Estradiol. Zusatzlich ist zu erwahnen, dass die Standardabwei-
chung der Gruppe OVX + UCN low im Vergleich zu den anderen Gruppen et-

was hoher liegt.
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Abb. 18: Faserdurchmesser der SO- und FOG-Fasern, M. longissimus
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Die Gruppe OVX + UCN low weist einen hoheren Wert als die anderen Grup-
pen auf (Abb. 19, Tab. A-14). Es besteht ein signifikanter Unterschied zu der
Gruppe OVX + Estradiol, die den geringsten Mittelwert besitzt. Auch hier fallt
auf, dass die Standardabweichung der Gruppe OVX + UCN low deutlich hdher
ausfallt. Die anderen Gruppen zeigen wenig Unterschiede bezlgliche der Mit-

telwerte.
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Abb. 19: Faserquerschnittsflache der SO- und FOG-Fasern, M. longissimus
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3.4.2.3.2 FG-Fasertyp

Zwischen den Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(Abb. 20, Tab. A-15). Hinsichtlich der Gruppen OVX + UCN high und OVX +
UCN low fallt auf, dass der hochste Wert in der Gruppe OVX + UCN low und
der niedrigste Wert in der Gruppe OVX + UCN high besteht. Die tGbrigen Grup-

pen unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander.
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Abb. 20: Faserdurchmesser der FG-Fasern, M. longissimus
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Zwischen den Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (Abb. 21, Tab. A-16). Zu beachten ist allerdings wieder der hohe Mittel-
wert in der Gruppe OVX + UCN low und der vergleichsweise niedrige Wert in
der Gruppe OVX + UCN high. Betrachtet man die restlichen Gruppen, lassen

sich weniger grofRe Unterschiede erkennen.
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Abb. 21: Faserquerschnittsflache der FG-Fasern, M. longissimus
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4 Diskussion

Ziel der Untersuchungen war es, die Auswirkungen von Urocortin, einem Neu-

ropeptid, auf die Skelettmuskulatur der osteoporotischen Ratte zu ermitteln.

Urocortin ist ein Peptidhormon, das sowohl in peripheren Geweben als auch im
zentralen Nervensystem vieler Saugetiere vorkommt und sehr weitreichende
Funktionen mitbringt. Beschrieben sind Wirkungen auf psychische und neuro-
biologische Prozesse, auf den Knochen- und Fettstoffwechsel, auf das kardio-
vaskulare und hormonelle System, das Renalsystem, das Immunsystem, auf
dermatologische Vorgange, auf die Entwicklung maligner Geschehen und auf
die Reproduktion (Combs et al. 2012; Lu et al. 2015; Skelton et al. 2000;
Takahashi 2012; Walczewska et al. 2014). Das Peptidhormon scheint an vielen

verschiedenen Prozessen im Korper beteiligt zu sein.

Gegenstand des Versuches waren funf Gruppen mit Ratten, die bis auf die
Gruppe SHAM alle ovariektomiert wurden. Dadurch entstand ein Estrogenman-
gel, und die Versuchstiere entwickelten Osteoporose. Danach wurde jedem Tier
aus jeder Gruppe uber funf Wochen taglich 0,3 ml NaCl-Lésung in das Subku-
tangewebe injiziert. So konnte man den Effekt, der durch das alleinige Spritzen
ausgelost wird, vermeiden. Der FlUssigkeit fur die Tiere der Gruppen OVX +
UCN low und OVX + UCN high wurde zusatzlich eine niedrige (3 ug kg/KG) und
eine hohe (30 pyg kg/KG) Konzentration von Urocortin hinzugeflgt. Die Dosie-
rung lehnt sich an frihere Studien mit Urocortin an Muskeln gesunder Mause
(Hinkle et al. 2003) an. Anschliefiend entnahm man, randomisiert rechts oder
links, Proben des M. soleus, des M. gastrocnemius und des M. longissimus von
allen Tieren, die mittels histologischen Untersuchungen bearbeitet und ausge-
wertet wurden. Das Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern, der Muskelfa-
serdurchmesser und der Muskelfaserquerschnitt wurden ermittelt. Bisher sind
keine Forschungen zu der Fragestellung, welche Auswirkungen Urocortin auf
die Skelettmuskulatur von ovariektomierten Ratten hat, durchgeflhrt oder verof-
fentlicht worden. Das Peptid hat positive Effekte auf den Knochen und die
osteogene Differenzierung humaner Osteoprogenitorzellen. Auerdem wurde

eine durch Urocortin induziete Hemmung von Osteoklasten beobachtet
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(Sehmisch et al. 2015; Tezval et al. 2009; Tezval et al. 2014). Zusatzlich wurde
der Effekt von Estrogen auf die Skelettmuskulatur untersucht. Diese Gruppe
diente als positive Kontrollgruppe. Die Muskulatur umgibt die Knochen und
schitzt sie. Kommt es zu einer Verbesserung der Muskelkraft und Muskelstar-
ke, fuhrt dies zu einer Reduktion der Inzidenz von Frakturen. Es gibt bislang
keine Untersuchungen Uber die Wirkung von Urocortin am Menschen. Mit die-
ser Arbeit soll ein erster Ansatz fur die Effekte am Rattentiermodell geliefert

werden.

4.1 Die ovariektomierte Ratte als Osteoporosemodell

Der vorliegende Versuch wurde mit Ratten der Rasse Sprague Dawley als Ver-
suchstiere realisiert. Da hier leicht eine Osteoporose induzierbar ist, sie weniger
aufwendig in der Haltung und eher verfugbar sind als andere Tiere, wie zum
Beispiel Schafe oder Schweine, ist dieses Tiermodell ein lang erprobtes Modell
zur Untersuchung der Osteoporose und ihrer Begleiterscheinungen (Kalu
1991). Nach einer erfolgreichen Resektion der Ovarien an der Ratte lasst sich
nach acht bis zehn Wochen ein Rickgang der knéchernen Substanz beobach-
ten. Vor allem kommt es hier zu einem Abfall der Knochendichte in den Len-
denwirbelkérpern (Omi und Ezawa 1995). Dieser nach der Ovariektomie indu-
zierte Verlust von Knochenmasse ahnelt der Osteoporose der postmenopausa-
len Frau in vielen Punkten: Anstieg des Knochenumbaus, wobei die Resorption
die Neubildung Ubertrifft; schnelle Phase des Knochenverlusts zu Beginn, ge-
folgt von einer langsamen Phase; grof3erer Verlust des spongiésen Knochens
als des kortikalen Knochens; geringere Calciumresorption im Intestinaltrakt.
Zudem fand man heraus, dass Mensch und Ratte ahnlich gut auf antiosteoporo-
tische Medikamente ansprechen und man dadurch optimale Versuchsbedin-
gungen schaffen kann (Kalu 1991). Ein Unterschied zum Menschen ist, dass
die Ratten trotz erheblichem Verlust von Knochenmasse keine spontanen Fra-
gilitatsfrakturen aufweisen (Miller und Wronski 1993). Letztendlich kann man
sagen, dass die erworbenen Erkenntnisse hinweisend dafur sind, dass das Rat-

tentiermodell fur Studien zur Therapie der Osteoporose empfohlen wird
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(Thompson et al. 1995). Auch in der Muskelforschung verwendet man meist
Ratten als Versuchstiere (Muller 1975; Stein und Padykula 1962).

4.2 Analyse der Ergebnisse der Futteraufnahme, der
Tiergewichte und des Uterusgewichtes

Der durch den Hormonmangel bedingte Anstieg der Futteraufnahme, die stetige
Zunahme des Korpergewichts und das hdchst signifikant niedrigere Uterusge-
wicht der ovariektomierten Tiere sind typisch und lassen auf einen erfolgreichen
Beginn des Versuches schlieRen. Diese Ergebnisse decken sich mit friheren
Untersuchungen an ovariektomierten Ratten (Komrakova et al. 2009). Das Kor-
pergewicht der Ratten der Gruppe OVX + UCN low und auch der Gruppe OVX
+ UCN high war zum Ende des Versuches hin signifikant hdher verglichen mit
dem Gewicht der Gruppen SHAM und OVX + Estradiol. Im Vergleich zu der
ovariektomierten Gruppe sind allerdings keine signifikanten Unterschiede be-
zuglich des Gewichts der Tiere erkennbar, sodass hier kein Effekt von Urocortin
auf das Korpergewicht zu verzeichnen ist (Sehmisch et al. 2015). Manche Stu-
dien in der Literatur beschreiben durch die Behandlung mit Urocortin einen
Ruckgang der Futteraufnahme und ein niedrigeres Korpergewicht bei Mausen,
unabhangig davon, ob der Stoff zentral oder peripher verabreicht wurde
(Stengel und Taché 2014). Dies ist durch die Aktivierung des CRF-Rezeptor-2
zu erklaren (Wang et al. 2011). In den vorliegenden Untersuchungen beobach-
tete man jedoch einen Anstieg der Futteraufnahme auch bei den mit Urocortin
behandelten Tieren. Offenbar greift Urocortin Uber die Modulation des Proteo-
hormons Leptin in die Regulationsmechanismen des Energiehaushaltes ein
(Thomas 2004). In dem hier vorgestellten Versuch sind die Leptinkonzentratio-
nen im Serum nach der Behandlung mit Urocortin im Vergleich zu den nicht mit
Urocortin gespritzten Tieren leicht erhoht, wenn auch nicht signifikant
(Sehmisch et al. 2015). Dies steht im Widerspruch zu der bekannten appetitzu-
gelnden Wirkung des Leptins (Kwon et al. 2016). Es gibt allerdings keine ver-
gleichbaren Studien, in denen der Effekt von Urocortin bei ovariektomierten
Ratten beschrieben ist. Jegliche Experimente in der Literatur wurden aus-

schlieBlich an gesunden Tieren vorgenommen. Des Weiteren sind moglicher-



4 Diskussion 51

weise noch hdhere Dosierungen des Peptids Urocortin nétig, um die Unter-
druckung der Futteraufnahme beobachten zu kénnen. Andere mdgliche aus-
schlaggebende Faktoren wie zum Beispiel die Stoffwechselaktivitat der Tiere

wurden nicht berucksichtigt.

Die mit Estradiol gefutterten Tiere weisen das niedrigste Koérpergewicht auf und
passend dazu ist auch die Futteraufnahme dieser Tiere am geringsten. Dieses
Resultat ist Ubereinstimmend mit frGheren Studien (Komrakova et al. 2009;
Piccone et al. 2005).

Das Uterusgewicht der Tiere der Gruppen SHAM und OVX + Estradiol ist signi-
fikant hoher verglichen mit den Gruppen OVX, OVX + UCN low und OVX +
UCN high. Diese Beobachtung war zu erwarten und entspricht vergangenen
Untersuchungen an ovariektomierten Ratten (Komrakova et al. 2009). Das Ute-
rusgewicht der Ratten, die mit Estradiol gefuttert wurden, unterscheidet sich
signifikant von allen anderen Gruppen. Die Behandlung mit Urocortin zeigt kei-

ne Auswirkungen auf das Uterusgewicht der Ratten (Sehmisch et al. 2015).

4.3 Analyse der histologischen Untersuchungen

Zunachst wurde mittels einer Amylase-PAS-Farbung die Kapillardichte unter-
sucht. Hier gab es signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
Im M. soleus der Tiere der Gruppe OVX + UCN high war die Kapillardichte im
Vergleich zu den anderen Gruppen am hdchsten. Fur die anderen beiden Mus-
kelproben lassen sich weder Signifikanzen, noch bedeutende Tendenzen her-

ausarbeiten.

Auch bei der darauf folgenden ATPase-Diaphorase-Farbung ergaben sich signi-
fikante Abstufungen bezlglich Faserdurchmesser und Faserquerschnittsflache
der Muskeln. Der Faserdurchmesser der SO- und FOG-Fasern des M. soleus
der Tiere in der Gruppe OVX + UCN high ist groRer als der Mittelwert der restli-
chen Gruppen. Ein ahnliches Ergebnis wurde bezlglich der Faserquerschnitts-
flache erreicht. Hier hebt sich der Mittelwert der Gruppe OVX + UCN high deut-
lich von den anderen Gruppen ab. Faserdurchmesser und Faserquerschnitts-

flache des M. gastrocnemius weisen keine Unterschiede oder Besonderheiten
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auf. Betrachtet man die Ergebnisse des M. longissimus fallt auf, dass hier die
hochsten Werte des Faserdurchmessers und der Faserquerschnittsflache so-
wohl beim SO- und FOG-Fasertyp als auch beim FG-Fasertyp in der Gruppe

OVX + UCN low erreicht werden. Hier sind Signifikanzen messbar.

In der Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse kann man sagen, dass
ein positiver Effekt bezuglich der Urocortinbehandlung erkennbar ist. In einem
der drei Muskeln ist eine signifikant hdhere Kapillardichte messbar und auch im
Hinblick auf Faserdurchmesser und Faserquerschnittsflache kann man bei zwei

der drei Muskeln signifikant hdhere Werte feststellen.

Auch bezuglich der Wirkung von Urocortin auf den Knochen sind positive Effek-
te festgestellt worden (Sehmisch et al. 2015; Tezval et al. 2014). Speziell der
Oberschenkelknochen und die Wirbelsdule wurden diesbezlglich untersucht.
Es sind einige antiosteoporotisch wirksame Medikamente in Deutschland zuge-
lassen, doch treten immer wieder Nebenwirkungen und limitierende Faktoren
auf, daher ist es notwendig, neue Mittel zur Bekampfung von chronischen Ske-
letterkrankungen, wie der Osteoporose und der Sarkopenie, zu entwickeln. Vor
einigen Jahren entdeckte man bereits die Fahigkeit von Urocortin, die Bewe-
gung der Osteoklasten zu behindern, indem es einen bestimmten Kationenka-
nal blockiert (Combs et al. 2012) und die Differenzierung von Osteoblasten im
Hinblick auf die Therapie der Arthritis bei Mausen positiv zu beeinflussen
(Tezval et al. 2009; Zhu et al. 2011). In Einklang mit diesen Studien konnte kurz
danach gezeigt werden, dass Urocortin die Mikroarchitektur und Starke des
Femurs, insbesondere des distalen Femurs, positiv beeinflusst (Tezval et al.
2014). Hier war es vor allem die hohere Dosierung des Urocortins, die diese
Ergebnisse erzielte. Diese Erkenntnis deckt sich groftenteils mit den hier dar-
gestellten Ergebnissen, da auch in dieser Studie die besten Effekte durch die
hohe Dosierung mit Urocortin erreicht wurden. Die Kapillardichte im M. soleus
sowie Faserdurchmesser und Faserquerschnittsflache im M. soleus und M. lon-
gissimus der mit der hohen Dosis von Urocortin behandelten Tiere waren signi-
fikant groRer als in den restlichen Versuchsgruppen. Aufgrund unterschiedlicher
Muskelstruktur und Funktion sind keine signifikanten Ergebnisse bezuglich der
Kapillardichte im M. gastrocnemius und M. longissimus messbar. Deutlich

osteoprotektive Auswirkungen auf die lumbale Wirbelsaule von Ratten erzielte
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man ebenfalls nach Therapie mit Urocortin in héherer Dosierung. Knochenmor-
phologie und Biomechanik konnten durch die subkutane Gabe von Urocortin
verbessert werden (Sehmisch et al. 2015). Vergleicht man diese Resultate mit
unseren Erhebungen, so sieht man auch hier, dass die Urocortinbehandlung in

héherer Dosierung erfolgreicher ist.

Das Vorhandensein von Estrogenrezeptoren in der Skelettmuskulatur kénnte
darauf hindeuten, dass das Hormon hier eine relevante Rolle einnimmt
(Piccone et al. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass sich Estradiol positiv auf
die Muskelkraft menopausaler Frauen und ovariektomierter Nager auswirkt
(Lowe et al. 2010). Diese Ergebnisse konnten auf molekularer Ebene beobach-
tet werden. Estradiol soll die Bindung von Aktin an Myosin wahrend der Kon-
traktion starken und so eine qualitative Wirkung auf die Skelettmuskulatur auf-
weisen. In dem hier vorliegenden Versuch konnten keine signifikanten Ergeb-
nisse bezuglich Kapillardichte oder Muskelfaser bei den mit Estradiol behandel-
ten Tieren erhoben werden. Dies entspricht vorangegangenen Beobachtungen,
in denen unter anderem der Effekt von Estradiol auf den M. gastrocnemius in
der Phase der Knochenheilung untersucht wurde (Komrakova et al. 2009). In-
teressant ist in diesem Zusammenhang die Interaktion von Urocortin und Estra-
diol. Es ist denkbar, dass man durch das Zusammenspiel und die Wirkung bei-
der Substanzen maligebliche Effekte auf die Muskulatur erreichen kann. Hier

sollten weitere Untersuchen unternommen werden.

Urocortin scheint nicht nur auf die Skelettmuskulatur Einfluss zu nehmen. Auch
sind Effeke auf die Herzmuskulatur beschrieben. Neben einer positiv inotropen
Wirkung soll es ebenso bei Herzinsuffizienz und Hypertrophie des Herzens eine
Rolle spielen (Nishikimi et al. 2000).

Einige Studien befassen sich mit den Auswirkungen der Ganzkdrpervibration
auf die Knochen und Skelettmuskulatur osteoporotischer Ratten. Man geht da-
von aus, dass sich die vertikale Ganzkdrpervibration mit den Frequenzen 35
und 50 Hz vorteilhaft sowohl auf die Knochenstruktur und die Knochenheilung
als auch auf die Muskulatur auswirkt (Komrakova et al. 2013). Moéglicherweise
konnten durch die kombinierte Behandlung mit Urocortin und der Ganzkorpervi-

bration noch bessere Effekte auf die Knochenstruktur und die Muskulatur erzielt
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werden. Diesem Ansatz sollte man in der Forschung um Pravention und Thera-

pie bei Osteoporose zukunftig nachgehen.

4.4 Schlussfolgerung

Die im Rahmen dieser Forschungsarbeit gesetzte Fragestellung, ob das Neuro-
peptid Urocortin messbare Auswirkungen auf die Skelettmuskulatur der osteo-
porotischen Ratte hat, kann anhand der vorliegenden positiven Ergebnisse be-
statigt werden. Diese Ergebnisse schreiben Urocortin eine wichtige Rolle im
Bereich der Skeletterkrankungen zu. Welche Mechanismen hier zugrunde lie-

gen, ist unklar und sollte in weiterfihrenden Studien geklart werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es trotz der Uberwiegend positiven
Tendenz weiterer Untersuchungen bedarf, um diese Fragestellung eindeutig
beantworten zu kdnnen. Es existiert keine Literatur uber die Effekte von Urocor-
tin auf die Skelettmuskulatur nach einer Ovariektomie, daher sind weitere Ver-

gleiche mit anderen Studien nicht moglich.
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5 Zusammenfassung

Die Osteoporose ist eine chronisch progressive Skeletterkrankung und flhrt,
durch Frakturen verursacht, zu erheblichen Komplikationen im Krankheitsver-
lauf. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von Urocortin auf die Skelett-

muskulatur osteoporotischer Ratten zu untersuchen.

Urocortin ist ein aus etwa 40 Aminosauren bestehendes Neuropeptid aus der
Gruppe der corticotropin-releasing factor-Peptidfamilie. Es ist sowohl in periphe-
ren Geweben als auch im zentralen Nervensystem nachweisbar und bindet an
das CRF-Bindungsprotein und insbesondere an den CRF-Rezeptor-2. Dadurch
besitzt es ein breites Wirkspektrum. Unter anderem konnten positive Auswir-
kungen auf den Knochen im Rahmen der Osteoproseforschung beobachtet

werden.

Um den Effekt von Urocortin auf die Skelettmuskulatur von osteoporotischen
Ratten zu untersuchen, wurden 48 Sprague Dawley-Ratten ovariektomiert und
12 Tiere scheinoperiert. Neun Wochen nach der Operation teilte man die Ver-
suchstiere in funf Gruppen [SHAM, OVX, OVX + UCN low (3 pg/kg KG), OVX +
UCN high (30 pg/kg KG), OVX + Estradiol (0,2 mg/kg KG)] ein. Uber 35 Tage
applizierte man den Tieren der Gruppen UCN low und UCN high subkutan Uro-
cortin, dem Futter der Ratten der Gruppe OVX + Estradiol wurde Estradiol zu-
gesetzt und die Tiere der Gruppe SHAM erhielten subkutan NaCl-Losung. Im
darauf folgenden Schritt des Versuches wurden die Versuchstiere obduziert. Es
wurden Muskelproben des M. soleus, des M. gastrocnemius und des M. longis-
simus entnommen und histologisch untersucht. Um die Kapillardichte zu
bestimmen, nutzte man die Amylase-PAS-Farbung und um den Muskelfaser-
durchmesser und den Muskelfaserquerschnitt zu erhalten, verwendete man die
ATPase-/Diaphorase-Farbung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen einen positiven Effekt von Uro-
cortin auf die Skelettmuskulatur der osteoporotischen Ratte. Sowohl die Kapil-
lardichte als auch Faserdurchmesser und Faserquerschnittsflache des M. so-
leus sind signifikant erhoht. Im M. longissimus konnte ebenfalls eine signifikante

Zunahme des Faserdurchmessers und der Faserquerschnittsflache festgestellt
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werden. Fur die Muskulatur der osteopenischen Ratte bedeutet dies, dass die

Struktur nachweislich verbessert wurde.

Urocortin scheint ein vielversprechendes Peptid zu sein und kdnnte eine neue
Behandlungsoption fur die Muskulatur osteoporotischer Patienten darstellen.
Die Verbesserung der Muskelstruktur kénnte dazu fuhren, dass die Inzidenz
pathologischer Frakturen bei Osteoporosepatienten sinkt, da die Knochen durch
die Skelettmuskulatur geschutzt werden. AuRerdem ist eine gesunde und krafti-
ge Muskulatur wichtig, um sich entsprechend sportlich betatigen zu kénnen.
Auch dies verhindert Frakturen, und gerade im Alter sind diese Faktoren von

grofRer Bedeutung.

Die Zusammenschau der dargestellten Ergebnisse und Uberlegungen rechtfer-
tigt die Aussage, dass weitere Studien bezuglich der Wirkmechanismen von
Urocortin unternommen werden sollten, um madglichst optimale therapeutische

Ziele zu erreichen.
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Ergebnistabellen

Tab. A-1: Futterverbrauch in Gramm, angegeben durch den Mittelwert fir die einzelnen Ver-
suchsgruppen = Standardabweichung
Woche | SHAM ovX ovX ovX ovX
+ UCN low | + UCN high | + Estradiol

3 19, 83 (&) | 25,09 24,58 24,05 24,25
11,01 + 0,81 + 0,29 + 0,97 + 0,89

4 21,47 (&) 26,81 26,07 27,61 28,67
1,11 1,96 + 0,48 + 0,98 +1,84

5 23,62 (&) | 28,22 27,38 27,93 28,76
+1,58 + 0,99 + 0,45 245 +1,07

6 21,42 (&) 24,64 23,67 24,98 24 44
1,24 + 1,57 1,32 1 0,80 1,22

7 20,17 (&) 24,09 22,76 24,73 23,36
+ 0,66 + 0,67 1,25 + 0,88 + 0,89

8 20,25 22,99 21,98 23,35 22,14
+1,34 1,79 1,21 + 0,86 1 0,41

9 20,00 21,08 20,66 21,87 21,17
+ 0,53 1 0,60 1+ 0,95 10,82 1,27

10 19,04 19,16 19,86 19,06 13,75 (&)
+ 0,89 +1,13 10,62 2,54 + 0,92

11 18,32 18,07 19,04 21,10 14,44 (&)
1+ 0,98 10,95 1 0,91 +1,37 +2,33

12 18,55 18,60 18,98 23,05 (&) | 15,18 (&)
+ 0,36 + 0,88 + 0,55 1,79 1 0,60

13 19,06 19,20 19,11 2429 (&) | 16,08 (&)
1,25 + 0,47 + 0,93 2,29 1,34

14 21,11 20,89 20,91 25,87 (&) 21,45
1,49 +2,98 2,10 * 3,65 1,41

& = signifikant zu allen anderen Gruppen
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Tab. A-2:

Entwicklung des Kdrpergewichts der Tiere in Gramm Uber den Versuchszeitraum,
angegeben durch den Mittelwert fiir die einzelnen Versuchsgruppen + Standardab-

weichung
Woche | SHAM ovX ovX ovX ovX
+ UCN low | + UCN high | + Estradiol
0 261 270 265 268 264
+13 +13 15 11 +9
1 280 293 288 289 277
15 15 12 12 5
2 285 (&) 329 318 322 310
15 17 +13 + 20 +9
3 298 (&) 356 343 336 334
16 17 +13 + 27 14
4 296 (&) 362 347 353 344
+18 1 20 +13 + 28 14
5 307 (&) 380 360 356 355
122 19 13 + 36 17
6 314 (&) 387 366 377 362
+ 21 + 24 15 + 33 19
7 317 (&) 394 371 381 366
+ 22 + 21 15 + 35 1 20
8 321 (&) 399 376 389 370
+ 23 + 23 16 + 38 + 23
9 324 (&) 398 375 387 370
+ 22 + 21 +17 + 37 + 24
10 326 (#°§) 392 371 377 333 (#°§)
+ 20 + 20 15 142 + 21
11 326 (#°§) 393 373 377 330 (#°§)
+ 22 + 21 + 16 145 17
12 327 (#°§) 396 373 382 328 (#°§)
122 1 20 16 145 17
13 328 (#°§) 396 375 389 328 (#°§)
+ 23 +19 18 43 16
14 325 (°§) 397 (%) 375 (%) 388 (%) 324 (#°§)
+ 24 +19 +17 144 16

* = signifikant zu SHAM; # = signifikant zu OVX; ° = signifikant zu OVX + UCN low; § = signifi-
kant zu UCN high; & = signifikant zu allen anderen Gruppen
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Tab. A-3: Uterusgewicht [mg] der Ratten
SHAM ovX ovX ovX ovX
+ UCN low | + UCN high | + Estradiol
Uterusge- | 627 105 (*) | 124 (%) 101 (*) 263 (&)
wicht [mg] | £ 103 t 21 29 19 + 36
* = signifikant zu SHAM; & = signifikant zu allen anderen Gruppen
Tab. A-4: Auswertung der Amylase-PAS-Farbung, M. soleus
Verhiltnis Kapillaren/ | SHAM ovX ovX ovX ovX
Muskelfasern + UCN low |+ UCN high | + Estradiol
Mittelwert 1,550 1,635 1,472 1,791 (°) 1,667
+ Standardabweichung | 0,140 0,167 0,313 0,316 0,225
¢ = signifikant zu OVX + UCN low
Tab. A-5: Auswertung der Amylase-PAS-Farbung, M. gastrocnemius
Verhaltnis Kapillaren/ SHAM | OVX ovX ovX ovX
Muskelfasern + UCN low |+ UCN high | + Estradiol
Mittelwert 1,156 1,147 1,451 1,361 1,539
+ Standardabweichung 0,260 |0,240 0,224 0,120 0,386
Tab. A-6: Auswertung der Amylase-PAS-Farbung, M. longissimus
Verhiltnis Kapillaren/ |SHAM |OVX ovX ovX ovX
Muskelfasern + UCN low | + UCN high | + Estradiol
Mittelwert 1,568 1,659 |1,368 1,626 1,517
+ Standardabweichung 0,207 0,168 |0,211 0,182 0,290
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Tab. A-7: Auswertung des Faserdurchmessers der SO- und FOG-Fasern, M. soleus
Faserdurchmesser (um) | SHAM | OVX |OVX ovX ovX
+ UCN low | + UCN high | + Estradiol
Mittelwert 67,0 59,9 |711 81,6 (&) 68,2
+ Standardabweichung 11,5 17,1 3,6 5.1 5,4

& = signifikant zu allen anderen Gruppen

Tab. A-8:

Auswertung der Faserquerschnittsflache der SO- und FOG-Fasern des M. soleus

Faserquerschnittsflache
(um?)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

3672
1008

ovX

3063
1446

ovX
+ UCN low

4036
419

OVX
+ UCN high

5321 (&)
657

OoVX
+ Estradiol

3719
579

& = signifikant zu allen anderen Gruppen

Tab. A-9:

Auswertung des Faserdurchmessers der SO- und FOG-Fasern, M. gastrocnemius

Faserdurchmesser (pm)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

58,0
7,8

ovX

55,5
4,7

ovX
+ UCN low

53,3
6,3

OVX
+ UCN high

59,0
4,9

OoVX
+ Estradiol

54,6
4,9

Tab. A-10: Auswertung der Faserquerschnittsflache der SO- und FOG-Fasern, M. gastrocne-

mius

Faserquerschnittsflache
(um?)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

2751
755

ovX

2500
427

ovX
+ UCN low

2306
522

oVX
+ UCN high

2797
464

oVvX
+ Estradiol

2400
427
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Tab. A-11: Auswertung des Faserdurchmessers der FG-Fasern, M. gastrocnemius

Faserdurchmesser (pm)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

76,9
59

ovX

79,8
54

ovX
+ UCN low

78,6
6,2

oVX
+ UCN high

75,9
4,8

OoVX
+ Estradiol

79,6
6,6

Tab. A-12: Auswertung der Faserquerschnittsflache der FG-Fasern, M. gastrocnemius

Faserquerschnittsflache
(um?)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

4738
714

ovX

5060
677

ovX
+ UCN low

4944
733

oVX
+ UCN high

4585
573

OoVX
+ Estradiol

5070
832

Tab. A-13: Auswertung des Faserdurchmessers der SO- und FOG-Fasern, M. longissimus

Faserdurchmesser (pm)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

51,1
5,8

ovX

49,9
4,3

ovX
+ UCN low

55,3 (M)
11,2

ovX
+ UCN high

51,3
59

oVvX
+ Estradiol

45,3
4,3

A = signifikant zu OVX + Estradiol

Tab. A-14: Auswertung der Faserquerschnittsflache der SO- und FOG-Fasern, M. longissimus

Faserquerschnittsflache
(um?)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

2102
479

ovX

2003
372

ovX
+ UCN low

2535 (1)
963

ovX
+ UCN high

2122
482

OoVX
+ Estradiol

1655
312

A = signifikant zu OVX + Estradiol
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Tab. A-15: Auswertung des Faserdurchmessers der FG-Fasern, M. longissimus

Faserdurchmesser (um)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

82,5
8,7

ovX

85,3
9,8

ovX
+ UCN low

89,6
13,8

ovX
+ UCN high

75,2 (°)
7.4

oVvX
+ Estradiol

81,7
8,8

¢ = signifikant zu OVX + UCN low

Tab. A-16: Auswertung der Faserquerschnittsflache der FG-Fasern, M. longissimus

Faserquerschnittsflache
(um?)

Mittelwert

+ Standardabweichung

SHAM

5444
1121

ovX

5857
1430

ovX
+ UCN low

6187
2065

oVX
+ UCN high

4521
855

oVvX
+ Estradiol

5360
1253




73

Danksagung

Ich danke Prof. Dr. med. W. Lehmann, dass er mir ermdglichte, meine Disserta-
tion in seiner Abteilung flr Unfallchirurgie, Plastische- und Wiederherstellungs-

chirurgie an der Universitatsmedizin Goéttingen durchzufuhren.

Aulerdem danke ich Prof. Dr. med. Stephan Sehmisch fur die Aufnahme in

seine Arbeitsgruppe und die kompetente Betreuung meiner Arbeit.

Des Weiteren gilt mein besonderer Dank Dr. rer. nat. Marina Komrakova, Ra-
mona Castro-Machguth und Annette Witt. Die fachliche Unterstitzung, die
standige Erreichbarkeit bei Fragen und Problemen und ihre aufrichtige Kritik
haben mir bei der Erstellung dieser Dissertation sehr geholfen und mich immer

wieder motiviert.

Fir die Unterstutzung bezuglich der Probenaufarbeitung fur die histologischen
Untersuchungen und die gute Zusammenarbeit danke ich Prof. Dr. Michael
Wicke und Ruth Wigger.



74

Lebenslauf

Mein Name ist Laura Katharina Geisberg, ich wurde am 22. August 1987 als
zweites Kind von Ursula Geisberg, geb. Becker, und Wilhelm Alexander Geis-

berg in Leverkusen geboren.

Meine Schwester Verena Isabell Kohnert, geb. Geisberg, kam am 30. Marz

1976, ebenfalls in Leverkusen, zur Welt.
Bis zum Ende meiner Schulzeit wohnte ich in Leverkusen.

Von 1994 bis 1998 besuchte ich die Gemeinschaftsgrundschule Heinrich —
Libke — Stralle und wechselte anschlieBend auf das Freiherr — vom — Stein
Gymnasium. Ich durchlief erfolgreich die Klassen funf bis dreizehn, sodass ich

im Jahr 2007 die allgemeine Hochschulreife erlangte.

Nach dem Abitur begann ich ein Freiwilliges Soziales Jahr im Klinikum Lever-
kusen und beendete dies, als ich im Herbst 2007 das Studium der Humanmedi-

zin an der Georg — August — Universitat Goéttingen aufnahm.
Im Friihjahr 2015 erhielt ich meine Approbation als Arztin.

Von Juli 2015 bis April 2016 habe ich als Bereitschaftsarztin in der Kinder- und
Jugendpsychiatrie in der SOMNIA Privatklinik in Harth gearbeitet. Im Mai 2016
nahm ich meine Facharztausbildung in der Abteilung fur Anasthesie und opera-

tive Intensivmedizin im Klinikum Leverkusen auf.



	Titelseite

	Inhaltsverzeichnis

