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

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Einfluss der selektiven Inhibition
pro-inflammatorischer Lipoxygenasen auf die

Skelettmuskulatur der ovariektomierten Ratte

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von

llka Meyer

aus

Wittingen

Gottingen 2020



Dekan: Prof. Dr. W. Brick

Betreuungsausschuss
Betreuer/in Prof. Dr. med. S. Sehmisch
Ko-Betreuer/in: Prof. Dr. med. J. Schmidt

Priifungskommission
(=S L= =) 01 A2 PSRRI
(o 0= 1T =] 0194« PSRRI

(DT R N (= 11 £=1 019 41 PO

Datum der mindlichen Prifung: .



Hiermit erklare ich, die Dissertation mit dem Titel "Einfluss der
selektiven Inhibition pro-inflammatorischer Lipoxygenasen auf
die Skelettmuskulatur der ovariektomierten Ratte" eigenstandig
angefertigt und keine anderen als die von mir angegebenen
Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

GOTEINEGEN, BN e et e err e



Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis

TN AltSVELZEICHIS 1ttt ettt et e e s e e s s e e e s e e s e n e e e e re e e e e nanes I
AbbIldUungsverzZeiChnis ...cuuiiiiiiiiiiiiii s v
TaAbElleNVELZEICRILS 1vvivviiiriiiiiiie ittt st s e s ra e sar e sbe e e sabe e sbeeesmreesneeesmneesane Vi
ADKULZUNGEN 1ttt b bbb bbb a e b b Vil
1 BINICIUNZ ittt s 1
1.1 Die verschiedenen Muskelgewebe.......coviviiiiiiiiiiiiiiiiiii 2
1.2 Charakteristika detr SkelettmMusSKUlAtUL ..oc.veeeivieeiieeiiieecce e 4
1.2.1  Aufbau einet MUskelZelle.....covoviiiiiiiiiiiiiiiineeiieee e 4

1.2.2 Aufbau der Myofibfillen ......ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 5

1.2.3 i€ KONTAKEION tutttreiiiiiieieiteeeeeiteeeesiieee e ettt e s st e e s siseeessnreeeesanbeeeesnneeeesannneeesannneeesannneeenan 6

1.2.4 Bindegewebshiillen des MUsKels ....ccuoviiiiiiiiiniiiiiiiii 7

1.2.5 Die Verbindung der Muskulatur zum Knochen ......ocvvveininiiiiiininniiiie, 8

1.2.6  Die motorische Einheit und Muskelfasertypen.......occvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 9

1.2.7  Die Erregungsibertragung.....ccciciiiiiiiiiiiiiiiiicnic ittt 12

1.2.8  Training und die folgende Muskeladaptation........occvvvieviiiiniiniiiinini s 13

1.2.9  Verletzung der Muskulatur........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiicc e 15

1.3 SATKOPENIC ittt 16
1.3.1  Entwicklung einer SatkopeniC.....ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiii 17

1.3.2  Diagnostik det SatkOpenic ....coviiiiniiiiiiiiiiiniici 18

1.3.3  Wirtschaftliche Aspekte der Sarkopenie .....ccovieiiiiiiiiiiiiiiiii 20

1.3.4  Zusammenhang zwischen Muskulatur und Knochen ........cccovuiiiiiiiiniiniiniiiiin, 21

1.3.5 Therapie det SArKOPENIE ..cviivuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 22

1.4 Die Lipoxygenase Inhibition.......ccviviiiiiiiiiiiiiiiicicici s 25

J O N 2171 1S3 o PP TURPT 26

142 ZLCULOM  cutiiiiiiiiie ittt bbb s s sbe e s 29

2 Material und MethOden ...covviiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 31
2.1 Die VErSUCRSHEIE cuvveiiiiiiiiiiiiiiiicetee ettt et sre e et sre e san e e 31



Inhaltsverzeichnis Il

2.2 Der Versuchsablauf .......coociiiiiiiiiiiiiiiiiiicii 32
2.3 Die OvariektOmIe ...uuiiiuiiiiiiiiiiiiiii i 33
2.4 Die Behandlung......ccoevuiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 36
25 | S @ 1 Yo} oo o V1N 37
2.6 Die polychrome Sequenzmarkiertung .....cuvveviiiiiiiiiiiiiiiciini e 38
2.7 Die Dekapitation und Muskelpraparation .......cocevvviiciiiiiiiiiiiiiiiiiicie e 38
2.8 Die Herstellung der MuskelSChIttPraAParate .....cuvvviiviiiiiiiiiiiiciiiiiccie e 41
2.9 Das Anfirben der PrAPArate ....ccvviiviiiiiiiiiiiii i 42
2.9.1 Die Amylase-PAS-Farbung......ccccociviiniiiiiiiiiiiiiiiiii 42
2.9.2  Die ATPase-Firbung: Muskeltypenunterscheidunig......oocovviiiniiniiiiniinniiiiecine 44
210 Die Auswertung der gefirbten Muskelpraparate .......cevivveiievieiieiiniinininisieeee s 47
2.10.1 Die Auswertung der Amylase-PAS-Kapillarfarbung......cccovvviiiiiiiniiniiniiiiiiiiine, 47
2.10.2  Die Auswertung der ATPase-Diaphorasefarbung .....c.coooevvevivieniniiiiniiiiiie, 49
211 Auswertung der Serumanalyse ....oueiiiiiiiiiiiiiiiii 51
212 StatistiSche AUSWEITUNG .ovviviiiiiiiiitiiic e 53
T C e o3 o V] U 54
3.1 Korpergewichte, Futter- und Dosisaufnahme und Muskelgewichte.......cccooviiviiiiiiniiiiiiniinnn. 54
311 KOIPELGEWICHLE cvvivuiiiiiiiiiiiciiic it s 54
3.1.2  Analyse der Futteraufnahme .......oocovviiiiiiniiiiiiiiiiic 55
3.1.3  Analyse der Dosisaufnahmen.......ccccivviiiiiiiiiiiiiiiiii 57
314 UterusgewWiChte oviiiiiiiiiiiiiiciiiiii 58
3.1.5  MuskelgewiChte ..uiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 59
3.2 Verhiltnis der Kapillaren zu Muskelfaseranzahl........ccccovvvviiiiiniiiiiiiiiiies 62
N S Y B o3 o ey 3 5 o 62
3.2.2 ML SOLCUS cuvviiiitiiciiiciies e 63
00 BV e o o Yo Tt oV LB TR 64
33 Auswertung der ATPase-Farbung......ccovviiiiiiiiiiini 65
G 0 S LY B o3 o ey 3 5 o 65



Inhaltsverzeichnis 1l

3.3.2 ML SOLEUS wiiutiiiiiitii it 73
TG TG LY e e Yo s Ut o VL5 TP 77

3.4 Die Analyse der Serumparameter.....ciiviiiiiiiiiiiiiiiiiei it 87
3.5 Tabelle zur Veranschaulichung der Ergebnisse .....covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiics 88

I B T o3 o 90
4.1 Die Sprague-Dawley-Ratte als Tiermodell fiir die Muskuloskelettaleforschung........cceevvvienes 90
4.2 Analyse der Kérper- und MuskelgeWiChte. . .oviiiiiiiiiniiiiiiii e, 91
421 Analyse detr FULEIMENZE c.eiiviiiiiiiiiiiiiiic s 93
422  Analyse detr UterusgewiChte ....ccuiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 94

4.2.3  Analyse der Muskeldurchblutung hinsichtlich der Kapillarisierung nach der Ovariektomie . 95

424  Analyse der Wirkung von den Lipoxygenasehemmern auf die Kapillarisierung .........ceeueeee. 96
4.2.5 Analyse der Muskelfaserdurchmesser und Muskelfaserfliche nach der Ovariektomie.......... 97

42,6 Analyse der Wirkung von Baicalein auf den Muskelfaserdurchmesser und die

Y R R S S & 4 V- Te) o TR 99

427 Analyse der Wirkung von Zileuton auf den Muskelfaserdurchmesser und die

Y R R S TS & 1 - Te) o TR 99

4.2.8 Analyse der Wirkung von Baicalein und Zileuton auf den Muskelfaserdurchmesser und die

MuskelfaserflAche ....ooiuiiiiiiiiiii 101

4.3 Analyse der Verteilung der Muskelfasertypen im M. 1ongissimus.....cocvivvieniiinninninecnnnneenn, 102
4.4 Analyse der Serumparameter ....uiiiiiiiiiiiiiiiic i 103
4.5 SChIUSSTOIZEIUNG...cuviiiiiiiiiii i 104

5 ZUSamMeENnfassung.....ccceviiiiiiieiiiiiiii e et sae e 106
0 ANNANG ittt e e e 108
7 LIteraturverZeIChnis couvie i s 116
Danksagung.....cocuiiiiiiiiii s 127

7S 0TS 8 ) 1§ N 128



Abbildungsverzeichnis v

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung det Muskelfaset......ccceeviiiiiiiiiiiiiiniiniiiiiiiiieeen 4
Abbildung 2: Der Aufbau der Muskulatur zusammen mit den Bindegewebshtllen ........ccccovviviiniininnnen. 8
Abbildung 3: Faktoren die zur Ausbildung der Sarkopenie fihren ......ccocvvciiiiiiiiiniiniiiiiiiies 18
Abbildung 4: Strukturformel Baicalein .....ccviiiiiiiiiiiiiiiiiini 28
Abbildung 5: Strukturformel von Baicalein und seiner Metaboliten.......oovvvivuiiiiiiiiiiiiiiiiicnicncieiins 28
Abbildung 6: Strukturformel vOn ZIEUtON...cuuiiiiiiiiiiiiiiiiic i 30
Abbildung 7: Operationsvorbereitung a) Rasur des Operationsbereichs; b) Inhalationsnarkose und

Schmerzmittel-Gabe .oviiiiiiiiiiiiiiiii s 34
Abbildung 8: Die Ovariektomie a) erster Hautschnitt zur Ovariektomie; b) freipriparierte Adnexe ........ 35

Abbildung 9: Abschluss der Operation a) Muskelnaht mit Einzelknopftechnik; b) Hautnaht mit

MetallKIAMMIETI e eveieiiiitie ettt e s e e e e e e s e eee e 35
Abbildung 10: Postoperative Desinfektion mit Betaisadonna......oceveeviviiiiiiniiniiii, 36
Abbildung 11: Guillotine fiir die Dekapitation detr Ratten ....oovviiviiiiniiniiiiiniiinieice, 39
Abbildung 12: Priparation der Wadenmuskulatur der Ratte, mit Pinzette gehalten: M. soleus................ 40

Abbildung 13: Priparation der Wadenmuskulatur der Ratte a) M. soleus pripariert; b) M. gastrocnemius

23 7' [ SRR 40
Abbildung 14: Priparation M. longissimus, gehalten mit PINZEtte ..oovvvviviiiiniiiiiniiiiiiiciiiccinen 41

Abbildung 15: Priparation am Mikrotom a) Mikrotom zum Schneiden; b) Schneidemesser mit befestigten

MUSKEL et 42
Abbildung 16: Objekttriger mit Muskelpriparaten des M. longissimus nach Amylase-PAS-Firbung ...... 44
Abbildung 17: Objekttriger mit Muskelpriparaten des M. longissimus nach ATPase-Firbung ............... 47
Abbildung 18: Muskelpriparate des M. longissimus nach Amylase-Farbung ..o, 48
Abbildung 19: Muskelpriparate des M. longissimus nach Amylase-Farbung mit Beschriftung ................ 49
Abbildung 20: Muskelpriparate des M. gastrocnemius nach ATPase-Farbung ......ccovveviniiiininiiiiiinnn, 50
Abbildung 21: Muskelpriparate des M. soleus nach ATPase-Farbung.......cccvvvvviiviiiininiiicninecnniennn, 51
Abbildung 22: Kérpergewichte zu Versuchsende. ..o 54
Abbildung 23: Kérpergewichte im Verlauf.......cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecs 55
Abbildung 24: Aufgenommene Futtermenge pro Tier in mg pro Tag im Vetlauf.......cccovviiiiiiiiiniininns 56
Abbildung 25: Aufgenommene Dosismenge pro Tier in mg pro Tag im Verlauf.......ccoccovvvviiiiiiiiniinnnns 57
Abbildung 26: Uterusgewichte nach TOtUNG ....ccuiivuiiiiiiiiiiiiiiiiii s 58
Abbildung 27: Muskelgewichte des M. SOLEUS ...cueivuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 59
Abbildung 28: Muskelgewichte des M. soleus in Relation zum Korpergewicht......ovvvuiiiiiiniiiinieninnns 60
Abbildung 29: Muskelgewichte des M. gastrOCNEMIUS...cueevuiiiiiiiiiiiiiiiiic e 60

Abbildung 30: Muskelgewichte des M. gastrocnemius in Relation zum Koérpergewicht...ooviviiiiiinnnins 61


https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170993
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170993
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170993
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170994
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170994
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170995
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170995
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170995
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170999
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170999
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60170999
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60171001
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60171001
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60171001

Abbildungsverzeichnis \

Abbildung 31: Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. longissimus ........coovevuviviienieninnnnns 62
Abbildung 32: Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. sOleusS......cccviviiiiiiiiiiniinniniiniinns 63
Abbildung 33: Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. gastrocnemius.......coevevueenieiieiinnns 64
Abbildung 34: Durchmesser der Typ-I-Muskelfasern des M. Iongissimus ......ccceveeniiniiniiniiiininnecinnns 65
Abbildung 35: Durchmesser der Typ-1I-Muskelfasern des M. longissimus.......cccceeviiiiiniiiiiiininnecninns 66
Abbildung 36: Fliche der Typ-I-Muskelfasern des M. longiSSImuS .....ceevviiiiiiiiiniiiniiiiniieciececnec s 67
Abbildung 37: Fliche der Typ-II-Muskelfasern des M. longisSimus ........cccvvuiiviiiiiiniininiiniiiniecieens 68

Abbildung 38: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser des M. longissimus zum Kérpergewicht . 69
Abbildung 39: Verhiltnis von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche des M. longissimus zum Koérpergewicht.... 69
Abbildung 40: Relation vom Muskelfaser-Typ-II-Durchmesser des M. longissimus zum Koérpergewicht 70
Abbildung 41: Relation von der Muskelfaser-Typ-11-Fliche des M. longissimus zum Kérpergewicht...... 71
Abbildung 42: Prozentualer Anteil der Muskelfasern-Typ-1 zur Summe aller Fasern des M. longissimus. 72
Abbildung 43: Prozentualer Anteil der Muskelfasern-Typ-1I zur Summe aller Fasern des M. longissimus 72
Abbildung 44: Durchmesser der Typ-I-Muskelfasern des M. SOleUS......cocvvvuiiviiiniiiiiiiiniiiiiis 73
Abbildung 45: Fliche der Typ-I-Muskelfasern des M. SOlEUS ....ocviviiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiiiiccics 74

Abbildung 46: Relation von dem Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser des M. soleus zum Ké&rpergewicht ... 75

Abbildung 47: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche des M. soleus zum Kérpergewicht................ 75
Abbildung 48: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser zum Muskelgewicht des M. soleus.......... 76
Abbildung 49: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche zum Muskelgewicht des M. soleus................ 77
Abbildung 50: Durchmesser der Typ-I-Muskelfasern des M. gastrocnemius ....oeeveieeieninecniinecnninennns, 78
Abbildung 51: Durchmesser der Typ-II-Muskelfasern des M. gastroCnemius...oeeviieiiciiieiniineenininennns,s 78
Abbildung 52: Fliche der Typ-I-Muskelfasern des M. gastroCEMIUS....cvvieeiiiiiieriiiiiiesisiesieseeis s 79
Abbildung 53: Fliche der Typ-1I-Muskelfasern des M. gastroCnemMius ......covuvivuiiiiiininiiriieiniieniieiec s 80

Abbildung 54: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser des M. gastrocnemius zum Korpergewicht

Abbildung 55: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche des M. gastrocnemius zum Kérpergewicht... 81
Abbildung 56: Relation vom Muskelfaser-Typ-1I-Durchmesser des M. gastrocnemius zum Kérpergewicht

Abbildung 57: Relation von der Muskelfaser-Typ-I1-Fliche des M. gastrocnemius zum Korpergewicht . 83

Abbildung 58: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius

Abbildung 59: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius ... 85
Abbildung 60: Relation vom Muskelfaser-Typ-II-Durchmesser zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius

Abbildung 61: Relation von der Muskelfaser-Typ-11-Fliche zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius.. 86



Abbildungsverzeichnis

W

Abbildung 62: Kreatinkinase im Serum



Tabellenverzeichnis VII

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Unterschiede Typ-I- und Typ-II-Muskelfasernn ......cccovviiviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiciecicec s 12
Tabelle 2: Diagnostik der Sarkopenie und ihre RIChtWErte c.ovvivviiiiiiiniiiiiiiiicc e, 20
Tabelle 3: Die 5 VersuChSruppPeml .ucuiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiiie s 31
Tabelle 4: Versuchsgruppen und Anzahl der TIere....couiiuieiiiiiiiiiiniiiiciiciciec 32
Tabelle 5 : Reaktionsschritte der KreatinKinase ....ovuvivuiiiiiiiiiiiiiiiiniiciicii i 53
Tabelle 6: Ubersicht zu den Ergebnissen fiir die Kapillarisierung im M. gastrocnemius...........cceueueerene. 88

Tabelle 7: Ubersicht zu den Ergebnissen der relativen Muskelfaserdurchmesser von den verschiedenen

MUSKEINL. 1ttt a e e s a e s ara e e 89
Tabelle 8: Ubersicht zu den Ergebnissen der relativen Muskelfaserfliche der verschiedenen Muskeln..... 89
Tabelle Al: Gewichte der Tiere zu Versuchsbeginn, nach Osteotomie und zum Versuchsende............ 108
Tabelle A2: M. soleus-Gewicht zu Versuchsede......uuiiiiiiieiiiiiiiiiiiieeeeee e 108
Tabelle A3: M. gastrocnemius-Gewicht zu Versuchsende .....ccoovvviiiiiiiiiiiiiiniinii e, 108
Tabelle A4: Uterus-Gewicht zu VersuchSende.....coovuueeeiiiiiieiiiiiiieee et e s sireeee e 108

Tabelle A5: Futteraufnahme der Ratten in Futter mg/Tier/Tag

................................................................. 10109

Tabelle A6: Dosis der Lipoxygenasehemmer per kg BW ..o 110
Tabelle A7: Dosis per kg BW/Woche im Gesamtverlauf ..o 110
Tabelle A8: Kapillate/mm?2 M. lONGISSIMUS ....ovvuiriririiiiriie ittt s s e s ssees 111
Tabelle A9: Kapillate/mm?2 M. SOLEUS ...cuvriueirieieiriniiiisinisisitsse st ses st sss e ses s s s s sss s 111
Tabelle A10: Kapillate/mm?2 M. astrOCHCMIUS....c.vivurisiriiriierireiie e eisss et seses st sesess s ses s sesssssss s sssess s s 111
Tabelle A11: M. longissimus: Muskelfaserdurchmesser In M. .oueeieeiiniieiieiein s e 111
Tabelle A12: M. longissimus: Muskelfaserfliche In mZ......cocoevviieciniinic e 112
Tabelle A13: M.longissimus: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g KG ...covivivciviviicciniinnciiiincne 112
Tabelle A14: Verhiltnisse der Fasertypen im M. longissimus in % am Gesamtfaseranteil pro 1 mm?......112
Tabelle A15: M. soleus: Muskelfaserdurchmesser il fliMluveecieiviins i 113
Tabelle A16: M. soleus: Muskelfaserfliche in (m2 .......ovveiveieiiniiiinci s s 113
Tabelle A17: M. soleus: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g KGu..ooooevviiviviciivincciciicnccciccicns 113
Tabelle A18: M. soleus: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g MGu...c.ooeeevieirvinirinnescriieceeciene s 113
Tabelle A19: M. gastrocnemius: Muskelfaserdurchmesser in pim....coviciniiiii e 113
Tabelle A20: M. gastrocnemius: Muskelfaserfliche in ptm?2 ..o e 113
Tabelle A21: M. gastrocnemius: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g KG ....coeeviveccrivivcninieiccnennee 114

Tabelle A22: M. gastrocnemius: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g MG ...covevevvvivccrviieinininennnn. 115


https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60172937
https://d.docs.live.net/6b98918d75f4c504/Dokumente/Doktorarbeit/2020%20Doktorarbeit%20neu%20zit%5b3486%5d.docx#_Toc60172937

Abkurzungen

VI

Abkuirzungen
A-Bande Anisotrope-Bande
ADP Adenosindiphosphat
AK Alizarin Komplexon
ADP Adenosindiphosphat
ATP Adenosintriphosphat
Aqua dest Aqua destillata
BIA bioelektrische Impedanzanalyse
CG Calcein Griin
DEXA Dual-Energy-X-Ray-Absorptiometrie
HSP70 Hitzeschutzprotein 70
I-Bande Isotrope-Bande
KG Korpergewicht
MyHC myosin heavy chain, schwere Myosinketten
MyLC myosin light chain, leichte Myosinketten
Non-OVX nicht-ovariektomierte Gruppe
OVX ovariektomierte Gruppe
SD Standardabweichung
SM Skelettale Muskelmasse
SMI Skelettmuskelmassenindex
TC Tetracyclin

Typ-I Fasern
Typ-1I-Fasern

XO

slow-/S—Fasern, oxidative Fasern
fast/F-Fasern, glykolytische Fasern

Xylenol-Orange



Einleitung 1

1 Einleitung

Die heutige Gesellschaft ist geprigt von einer immer alter werdenden Bevolkerung. Der Anteil
der Alteren nimmt in den meisten Industriestaaten im Verhiltnis zur arbeitenden Bevélkerung
deutlich zu. Somit steigt jedoch auch die Zahl der Patienten mit altersbedingten Erkrankungen
an. Es ist daher wichtig, diesen Krankheiten eine gréB3ere Bedeutung zuzumessen, um ihre Ent-
stehung, Privention und Heilung besser verstehen zu koénnen und eine bessere Behandlung zu

ermoglichen.

Eine wichtige und haufig unterschitzte altersbedingte Krankheit ist die Osteoporose. Die Anzahl
der an Osteoporose erkrankten Menschen lag 2010 in Industrienationen wie Nordamerika, Eu-

ropa, Japan und Australien schon bei etwa 49 Millionen (Wade et al. 2014).

Durch den bereits erwidhnten demographischen Wandel wird die Privalenz weiter steigen. Bereits
in einer 2015 veroffentlichten Studie betrug das Risiko einer 75-jihrigen Frau eine osteoporoti-
sche Fraktur zu erleiden 20%. Bei Minnern lag dieser Wert bei 11,5%. Auch wenn es ge-
schlechtsspezifische Unterschiede gibt, ist ein proportionaler fast schon exponentieller Zusam-
menhang zwischen dem Alter und dem Auftreten von Osteoporose zu erkennen (Prior JC et al.
2015). Weitere Forschungen zur Therapie sind daher unbedingt notwendig. Die hier vorgelegte

Studie befasst sich mit einer neuen Therapieform zur Behandlung der Osteoporose.

Gleichzeitig mit der Knochenfragilitit kommt es physiologisch mit steigendem Alter auch zu
einer Ruckbildung der Muskulatur. Geschieht dies in einem pathologischen Ausmal3, wird diese

Rickbildung als Sarkopenie bezeichnet.

Es zeigte sich, dass besonders bei Mannern, die an einer Sarkopenie und einer niedrigen Kno-
chendichte leiden, ein deutlich erhéhtes Risiko besteht, sich osteoporotische Frakturen zuzuzie-
hen (Chalhoub et al. 2015). Auch bei Frauen konnte festgestellt werden, dass eine starke Musku-
latur das Risiko an osteoporotischen Frakturen deutlich senkt. Muskel und Knochen hingen in
ihrer Funktion eng zusammen. Sie beeinflussen sich gegenseitig. Da ein enger Zusammenhang
zwischen der Knochenmasse und der Muskulatur besteht, wird der Fokus in dieser Arbeit auf die
Untersuchung und Analyse von drei Muskeln in der postmenopausalen Phase gelegt. Zum einen
konzentriert sich die Studie auf die Wadenmuskeln M. gastrocnemius und M. soleus und weiter

auf den Rickenmuskel M. longissimus.

Ziel dieser Studie ist es zu eruieren, in wie weit sich die Muskelstruktur hinsichtlich der Kapillari-
sierung im Verhaltnis zur Myofibrillenanzahl postmenopausal verindert. Weiter wird der Einfluss

der Therapie auf die Muskelfasertypen, -Fliache, bzw. -Durchmesser und der Serumproteinanteile
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erarbeitet. Mit Hilfe dieser Parameter konnen Ruckschlisse auf die Muskelfunktion und Muskel-

verinderungen in der postmenopausalen Phase und der Medikamentenwirkung gezogen werden.

Die weiblichen ovariektomierten Ratten werden dafiir therapeutisch mit den Lipoxygenasehem-
mer Baicalein oder Zileuton behandelt. Sowohl jeweils nur mit einem Hemmer als auch in Kom-
bination der beiden Stoffe. Zur deutlichen Abgrenzung der Untersuchungsergebnisse wird eine
unbehandelte ovariektomierte Gruppe gefihrt sowie eine Kontrollgruppe, bei der keine Therapie

stattfindet.

Lipoxygenasenhemmer, wie Baicalein und Zileuton, hemmen das gleichnamige Enzym, die Lipo-
xygenase und verhindern so die Bildung von Leuktotriene aus der Arachnoidonsiure.
Leukotriene sind wichtige Entzindungsfaktoren im Korper (Silbernagl und Despopoulos 2007).
Aus diesem Grund geht man davon aus, dass Lipoxygenasehemmer eine positive Wirkung auf
entziindliche Vorginge im Koérper, wie der Osteoporose und der Sarkopenie, haben (Lightfoot et

al. 2014).

In vorherigen Studien konnte bereits eine positive Wirkung des Baicaleins auf die Sarkopenie und
Osteoporose festgestellt werden, jedoch kam es in diesen Versuchen zu Nebenwirkungen durch

subkutane Verabreichung des Medikaments (Kling 2016; Saul et al. 2017b).

Daher soll in dieser Studie gezeigt werden, dass auch eine orale Gabe positive Ergebnisse auf die

Muskulatur hat.

Um die histologische Auswertung zur Funktion der Muskulatur zu stiitzen werden zudem Se-
rumparameter abgenommen und erhoben. Mit Hilfe dieser und weiterer Arbeiten sollen neue
mogliche Therapieoptionen fur die Privention einer Osteoporose und Sarkopenie gefunden wer-
den. Ferner sollen diese eine therapeutische Losung bei einer bereits bestehenden Osteoporose

und Sarkopenie sein. Beides ist fiir die heutige Gesellschaft von sehr groer Bedeutung.

1.1 Die verschiedenen Muskelgewebe

Unser Koérper besteht aus ca. 220 Einzelmuskeln der quergestreiften Muskulatur, die im Schnitt
etwa 40% des Gesamtgewichtes des Menschen ausmachen. Die Muskulatur als Organ ist folglich
das schwerste, wobei es sich zu 75% aus Wasser, 20% Protein, 3% anorganisch Bestandteil, wie

Kalziumionen und 2% niedermolekular organische Bestandteil, wie Triglyzerid, zusammensetzt.

Physiologisch verringert sich die Muskelmasse im Alter und der Fettanteil erhoht sich. Dies ist

unterschiedlichen Faktoren zuzuschreiben, wie zum Beispiel der im Alter zunehmenden korperli-
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chen Inaktivitit. Aber auch verschiedene hormonelle Faktoren spielen eine Rolle (Schiinke et al.

2007).

Innerhalb des Muskelgewebes unterscheidet man zwischen drei Gewebeformen: Erstens dem
glatten Muskelgewebe, zweitens dem Herzmuskelgewebe und drittens dem Skelettmuskelgewebe,
wobei die beiden letzteren zur quergestreiften Muskulatur zihlen. Die Unterschiede liegen vor
allem in der Funktion, wohingegen die molekulare Interaktion der kontraktilen Filamente nahezu

identisch ist.

So ist das glatte Muskelgewebe fiir innere Transportvorginge, Blutdruckregulation und den To-
nus der inneren Organe unabdingbar, das Herzmuskelgewebe fiir den Herzschlag. Hingegen wird
die Skelettmuskulatur fir die Bewegung und Wirmeproduktion gebraucht (Lillmann-Rauch und
Paulsen 2012).

Die drei Muskelgewebe sind aus Myozyten aufgebaut. Auch wenn viele Zellen kontraktile Eigen-
schaften haben, so ist der gesamte Aufbau in den Myozyten genau auf seine Funktion ausgerich-
tet. Dieser kontraktile Apparat ist aus filamentirem Aktin, Myosin und weiteren Proteinen zu-
sammengesetzt.

1. Die glatte Muskulatur besitzt im Gegensatz zur quergestreiften Muskulatur weniger regelma-
Big aufgebaute Strukturen. Hier finden sich keine zu Fibrillen angeordneten Myofilamente. Sie
bildet die Grundlage von Winden der Hohlorgane wie z.B. des Magendarmtrakts, aber auch
Blutgefifle und die Atemwege kleidet sie aus. Die Innervation erfolgt unwillkirlich durch das

vegetative, autonome Nervensystem.

2. Die Myozyten des Herzmuskelgewebes bezeichnet man als Kardiomyozyten. Sie sind unterei-
nander Gber die sogenannten, mikroskopisch erkennbaren Glanzstreifen mechanisch und funkti-
onell verbunden. Uber diese Verbindung erfolgt auch die elektrische Kopplung, sodass ein funk-
tionelles Synzytium entsteht. Durch die regelmiBige Anordnung der Sarkomere wird die Zuord-
nung zur quergestreiften Muskulatur im Lingsschnitt, wie bei der Skelettmuskulatur, deutlich.
Die Erregung der Herzmuskulatur erfolgt tiber spezielle Herzmuskelzellen, den Schrittmacherzel-

len.

3. Die Skelettmuskulatur bildet die Grundlage fiir die im Allgemeinen bezeichnete Muskulatur.
Sie findet sich aber auch in inneren Organen, wie zum Beispiel dem Osophagus. Sie setzt sich aus
Myofibrillen zusammen, welche aus den hochgeordneten kontraktilen Proteinen wie Aktin und
Myosin bestehen und die charakteristische Querstreifung bilden. Durch die Innervation von Mo-
toneuronen an der motorischen Endplatte ist sie willkiirlich ansteuer- und kontrollierbar (Sobotta

und Welsch 2000).
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Da in dieser Studie nur die Skelettmuskulatur der Ratte untersucht wurde, werden im Folgenden

nun die Charakteristika der Skelettmuskulatur genauer erldutert und beschrieben.

1.2 Charakteristika der Skelettmuskulatur

1.2.1 Aufbau einer Muskelzelle

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Muskelfaser

(nach: Schmidt 2010)
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Embryologisch geht die Skelettmuskulatur aus dem mittleren Keimblatt hervor, dem Mesoderm.
Die mesenchymalen Progenitorzellen bilden unreife aber mitotisch aktive Myoblasten. Aus meh-
reren Myoblasten entsteht durch Verschmelzung ein langer dinner Myotubus und nach Diffe-

renzierung der charakteristische Aufbau der Skelettmuskulatur.

Die Skelettmuskulatur setzt sich aus mehreren vielkernigen Muskelzellen, den Muskelfasern zu-
sammen, die aus der Fusion von einkernigen Myoblasten entstanden sind. Durch die Myofibril-
lenentwicklung und der sie umgebenen Basalmembran entsteht schlieBlich die fur die Skelett-
muskulatur typische Querstreifung. Innerhalb der Basalmembran finden sich noch weitere tei-
lungsfihige Myoblasten, die nach Fusion weitere neue Zellkerne liefern. Die Zellkerne liegen
zunichst zentral, im Verlauf reifen die Myotuben zu komplexen Muskelfasern heran, sodass sich

der Zellkern an den Rand verschiebt (Junqueira 1986).
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Beim Menschen hat die Muskelfaser im Schnitt einen Durchmesser von 40-80 pm und eine Lin-
ge von bis zu mehreren Zentimetern. An den Enden einer Muskelfaser befinden sich Kollagen-
fibrillen fiir die Muskel-Sehnen-Ubertragung. Dies ist die Verbindungsstelle der Sehne zum Kno-
chen. Im Sarkoplasma jeder Muskelzelle findet man die Myofibrillen, Mitochondrien und das
sarkoplasmatische Retikulum, die besonders wichtig fiir die Kontraktion sind. Das sarkoplasmati-
sche Retikulum wird auch als L-Tubuli bezeichnet (longitudinales Tubuli-System), da es die Myo-
fibrillen in Faserrichtung langgestreckt umgibt. Den L-Tubuli liegt von au3en die Basalmembran
der Muskelfaser auf. Die fiir die Kontraktion nétigen Calcium-Ionen werden durch das sarko-
plasmatische Retikulum zur Verfiigung gestellt. Das sarkoplasmatische Retikulum dient somit als
Speicher und kann von dort schnell Calcium in das Sarkoplasma abgegeben. Durch sogenannte
terminale Zisternen (T-Tubuli) im Bereich der Z-Scheiben stehen die sarkoplasmatischen Retikuli
zusitzlich mit dem Extrazellularraum in Verbindung. Auch die T-Tubuli besitzen zahlreiche Kal-
ziumkanile, die somit auch die Versorgung mit Kalziumionen aus dem Extrazellularraum sicher-

stellen.

Muskelfasern sind nicht mehr teilungsfihig. Die Regeneration der Fasern erfolgt bei einer Scha-
digung durch teilungsfihige Satellitenzellen. Diese Zellen sind ruhende Myoblasten und Stamm-
zellen, die bei Bedarf zu mehreren Tochterzellen proliferieren und mit der reifen Muskelfaser
fusionieren. Hierdurch vergroBert sich die Muskelfaser wieder. Bei der Muskelfaser handelt es
sich um ein Synzytium, d.h. sie entsteht erst durch die Fusion mehrere einkerniger Zellen (Lull-

mann-Rauch und Paulsen 2012).

1.2.2  Autbau der Myofibrillen

Innerhalb einer Muskelzelle weisen die Myofibrillen eine regelmillige Ordnung auf. Die Myo-
fibrillen bestehen aus regelmiBig angeordneten Sarkomeren, die an der mikroskopisch sichtbaren
Z-Scheibe miteinander verbunden sind. Sarkomere bestehen aus Myofilamenten, den dinnen
Aktinfilamenten und dickeren Myosinfilamenten (siche Abbildung). Durch ihre spezifische An-
ordnung bildet sich unter anderem die typische Querstreifung der Muskelfaser. Im Polarisati-
onsmikroskop erkennt man die einzelnen Banden. Im Bereich der A-Bande (anisotrop) liegen
Myosin und Aktin gemeinsam vor. Bei den an jedem Ende liegenden I-Banden (isotrop) handelt
es sich um einen Bereich, in dem sich nur Aktinfilamente vorfinden. Des Weiteren gibt es die H-
Zone, den Aktin-freien Bereich. Allerdings ist diese Zone nur sichtbar, wenn der Muskel im ru-

henden Zustand oder unter Dehnung fixiert worden ist (Bommas-Ebert et al. 2000).

Die Aktinfilamente sind an ihren (+)-Enden mit den Z-Scheiben tiber Proteine wie dem Actinin
verbunden. Im Abschnitt der M-Bande findet sich die Halterung fir die Myosinfilamente. Sie

sind mithilfe von Proteinen wie Myomesine befestigt. Zusitzlich findet man in der Skeletmuskel-
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zelle das Titinfilament, welches unter anderem dafiir dient, die Mysoinfilamente in ihrer Position
zu halten. Das Titin ist auch mit der Z-Scheibe verbunden und bewirkt neben der Zentrierung
des Myosins, eine Stabilitit und Elastizitit innerhalb der Sarkomere. Durch seinen eigenen Span-
nungsanstieg bei passiver Dehnung, schiitzt es vor Schiden und bringt das Sarkomer nach der
Dehnung wieder in den Ausgangszustand zurtick. Titin wirkt wie eine elastische Feder (Huppels-

berg und Walter 2013).

Ein weiteres wichtiges Protein ist das Tropomyosin. Es blockiert bei Ruhe die Myosin-
Bindungsstelle des Aktinfilamentes. Zusammen mit den Troponin-Komplexen wirkt es als Regu-
lator der Muskelkontraktion. Erst wenn geniigend Calcium im Sarkoplasma vorliegt, wird dies

vom Troponin gebunden und die Bindungsstelle kann vom Tropomyosin freigegeben werden.

Die Funktion und Zusammenarbeit all dieser Myofilamente und Proteine ist fiir eine reibungslose

Muskelkontraktion unabdingbar (Huppelsberg und Walter 2013).

1.2.3  Die Kontraktion

Sobald die Aktin-Myosin-Bindungsstelle freigegeben wurde, beginnt die Muskelkontraktion, wel-
che durch die Verkiirzung der Sarkomere ermdglicht wird. Die Sarkomere kénnen auf bis zu
max. 70% verkirzt werden. Dabei gleiten die Aktinfilamente passiv zwischen die Myosinfilamen-
te, sodass beide ihre urspriingliche Linge behalten. Lediglich die I-Bande und die H-Zone wer-
den schmaler. Sie verschwinden bei maximaler Kontraktion komplett, wohingegen sie ihre ma-

ximale Breite bei Dehnung erreichen.

Fiir das Gleiten ist das Motorprotein Myosin 11 verantwortlich. Uber das Myosinképfchen bindet
das Myosin II an der Aktin-Myosin-Bindungsstelle. Das Aktinfilament wird dann mit dem Myo-

sinkopfchen in Richtung seines (+)-Ende gezogen.

Das  Motorprotein  besitzt die fir die Kontraktion wichtige ATPase-Aktivitit.
Die Kette von Sarkomeren ist am Ende einer Muskelfaser mit dem Sarkolemm verankert.
Kommt es zur Verkirzung der Myofibrillen, wird dies tiber das Sarkolemm auf die Kollagen-
fibrillen der Muskelsehne tibertragen, es folgt die Kontraktion des Muskels (Junqueira 1980).
Wenn gentigend Calcium verfiighar war, vom Troponin gebunden wurde und die Bindungsstelle
schlief3lich freigeworden ist, verbindet sich das Myosinképfchen mit dem Aktinfilament. Durch
die ATP-Spaltung und der Abgabe von zunichst Phosphat und anschlieBend ADP, kippt das
Myosinképfchen aus seiner anfinglichen 90° Stellung in eine 45° Position. Erst wenn neues ATP
an dem Myosinképfchen bindet, kommt es zur Losung des Aktin-Myosin-Komplexes. Der Mus-
kel geht zurtick in seine Ruhestellung. Dieser Vorgang wird auch als Querbriickenzyklus bezeich-

net. Ohne neues ATP wirde die Bildung als stabiler Rigorkomplex bestehen bleiben. Letztend-
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lich kennzeichnet diese Stellung dann die sogenannte Totenstarre der Muskulatur (Silbernagl und

Despopoulos 2007).

Damit der Querbriickenzyklus tiberhaupt méglich ist, muss zunichst gentigend Calcium zur Ver-
fugung stehen. Die Calcium-Konzentration im Sarkoplasma liegt normalerweise bei 107 mol/1.
Die Bindungsstelle wird vom Tropomyosin jedoch erst bei einer Calcium-Konzentration von 107
mol/l freigegeben. Erst dann beginnt der Kontraktions-Zyklus. Durch eine elektromechanische
Kopplung ist dieser Konzentrationsanstieg maéglich. Erreicht ein Aktionspotential die Muskelfa-
ser, Offnen sich spannungsabhingige Dihydropyridin-Rezeptoren im Bereich der T-Tubuli, es
kommt zu einem Calcium Einstrom aus dem Extrazellularraum. Konsekutiv, durch Protein-
Protein-Interaktion, offnet sich schlieflich der Ryanodin-Rezeptor. Hierdurch flieBt nun auch
Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Sarkoplasma. Das Calcium wird mittels
einer Ca**-ATPase wieder in das sarkoplasmatische Retikulum gepumpt und die Kontraktion

beendet (Lillmann-Rauch und Paulsen 2012).

1.2.4 Bindegewebshtillen des Muskels

Der Muskelfaser liegt die Basalmembran auf. Sie ist eine Basallamina, die hauptsachlich aus meh-
reren dinnen Schichten von Kollagenfibrillen besteht. Dartiber umschlie3t das Endomysium eine
Muskelfaser. Diese diinne bindegewebige Schicht besteht vor allem aus retikuliren Fasern. Die

retikuliren Fasern sind mal3geblich fiir die Reil3festigkeit der Muskelfaser verantwortlich.

Das Perimysium internum umfasst bis zu 250 Muskelzellen, die parallel zueinander liegen. Auf
diese Weise bilden sie ein Primirbtindel. Mehrere Gruppen von Muskelzellen werden vom Peri-
mysium externum umgeben, welches mit lockerem Bindegewebe gefiillt ist. Durch das Perimysi-

um externum werden die Sekundarbiindel gebildet (Sobotta und Welsch 2006).

Die Sekundirbiindel werden schliefSlich vom Epimysium bindegewebig umgeben, welches gleich-
zeitig zur Faszie des Muskels gehért. Durch diese bindegewebigen Hillen kénnen Nerven und

Blutgefile bis ins Endomysium ziehen und die Muskelfasern mittels Kapillaren versorgen

(Aumdtller und Wolff 2010).
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Abbildung 2: Der Aufbau der Muskulatur zusammen mit den Bindegewebshiillen (Hazzard-County-
Engineer 2015, CC-BY-SA-3.0)
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1.2.5 Die Verbindung der Muskulatur zum Knochen

Die Muskulatur wird tiber Sehnen mit dem Skelett verbunden. Der Aufbau der verschiedenen
Sehnen, Zugsehnen und Aponeurosen, unterscheidet sich. Sie kénnen rund und strangférmig
sein oder flach, dunn oder breit. Grundsitzlich bestehen sie aber aus straffen Bindegewebe, dem
Kollagen Typ I. Sehnen sind zugfest und werden durch viele Kollagenfaserbiindel, die von dem
Peritendineum intertnum (lockerem Bindegewebe) umgeben werden, gebildet. Das Peritendine-

um externum umgibt die gesamte Sehne an sich und enthilt zufiihrende Blutgefile (Junqueira

1986).

Eine Sehne ist mit der Muskulatur tber eine komplexe, erst im Elektronenmikroskop sichtbare,
Struktur verbunden. Endstindig haben die Muskelfasern fingerférmige Ein- und Ausstiilpungen,
die bis in die Basallamina des Muskels einziehen und mit den sehnigen Kollagenfibrillen verfloch-
ten sind. Die Typ III-Kollagenfibrillen, die den gesamten Muskel umspinnen, verbinden sich eng
mit den sehnigen Kollagenfibrillen. Letztendlich wird die Verbindung tiber Integrine hergestellt,
die in der AuBBenmembran jeder Muskelzelle liegen. Intrazellulir entsteht die Verankerung der
Integrine mit den Aktinfilamenten der Muskelzelle tiber Anheftungsplaques (Sobotta und Welsch
2000).
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Als Sehnenansatz bezeichnet man den Teil vom Knochen, an dem die Sehne inseriert. Von hier
erfolgt auch das Wachstum einer Sehne. Der mazerierte Knochen weist an dieser Stelle eine an-
geraute Oberfliche mit sogenannten Gribchen auf. Die Kollagenfasern werden am Sehnenansatz
von Faserknorpel umgeben, der zum Knochen hin mineralisiert. Als sogenannte Sharpey-Fasern
ziehen die Kollagenfasern durch die aufgeraute Oberfliche in den Knochen hinein. Elastische

Fasern am Ubergang wirken als Dehnungsdimpfer bei gedehnter Sehne und verhindern so Ver-

letzungen (Aumiiller und Wolff 2010).

Die Sehnenansitze sind ein sehr stabiles Konstrukt. Im jungen Alter kommt es hochstens zu
Uberbelastungen, Entziindungen oder kleineren Ausrissen am Knochenansatz. Nur selten sind
komplette Rupturen feststellbar. Mit fortgeschrittenem Alter jedoch steigt der Anteil an kleineren
Verletzungen am myotendinalen Ubergang. SchlieBlich kann es dann, durch die altersbedingte
Degeneration und vorheriger Schadigungen, sowie degenerativer Verinderungen, wie der Osteo-
porose und Sarkopenie, doch zu einer Ruptur kommen. Insbesondere ist die Rotatorenmanschet-
te betroffen (Bohndorf et al. 2014). Die Ruptur bringt deutliche Einschrinkungen in der Bewe-
gung und somit gleichzeitig an Lebensqualitit mit sich und sollte deswegen unbedingt verhindert

werden (Likar et al. 2005).

1.2.6 Die motorische Einheit und Muskelfasertypen
Eine motorische Einheit setzt sich aus einer Gruppe von Muskelfasern zusammen, die alle von
einer motorischen Nervenfaser stimuliert werden. Dabei unterscheidet man kleine motorische

Einheiten von <100 Muskelfasern von grof3en Einheiten >1000 Muskelfasern.

In der Regel differenziert man zunichst zwischen zwei Faserarten, den sogenannten Zuckungsfa-
sern und den Tonusfasern. Letztere findet man nur vereinzelt in Muskelspindeln oder in den
dufleren Augenmuskeln. Tonusfasern sind in der Lage die Faserverkiirzung stufenweise zu regu-
lieren.

Die Zuckungsfasern hingegen reagieren nach dem Alles-oder-Nichts-Gesetz, wenn ein Aktions-

potential die Faser erreicht.

Man unterteilt sie weiter in verschiedene Typen, wobei sich die Isoformen auch unter den Siuge-
tieren unterscheiden. Beim Menschen findet man primir die Typ-I-(slow-/S-) Fasern, Typ-11-A-
(fast/F-) Fasern und die Typ II-X-(fast/F-) Fasern. Bei Ratten liegen tberdies noch die Isoform
der Typ II-B-Fasern und die intermedidren Typ-1I-Fasern vor. Fir die Einteilung der Fasern ist

vor allem die schwere Myosinketten-Isoform entscheidend (Sobotta und Welsch 2006).

Das dicke Filament des Sarkomers, das Myosin, weil3t eine Dimere Struktur auf, die wiederum

aus sechs Untereinheiten bestehen. Dieses Hexamer besteht aus 2 sogenannten schweren Ketten
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(MyHC), die den Fasertypen der Muskelzelle bestimmen und 4 leichten Ketten (MyLC). Das Ak-
tinfilament ist bei allen Muskelfasertypen gleich aufgebaut (Sobotta und Welsch 2000).

Die Typ-I-Fasern werden auch als Slow-twitch oder oxidative Fasern bezeichnet, weil sie im Ver-
gleich zu beiden anderen eine deutlich niedrigere ATPase-Aktivitit besitzen und dadurch die
ATP-Spaltung langsamer verlauft. Die ATPase-Aktivitit ist im MyHC-Typ-1I-B am schnellsten,
gefolgt von Typ-1I-X, Typ-1I-A und zuletzt dem MyHC-Typ-1. Aus diesem Grund werden die
Typ-II-Fasern auch als Fast-twitch bzw. wegen ihres Stoffwechsels als glykolytische Fasern, be-
zeichnet (Toigo 2015).

Wie genau im Endeffekt die Verteilung der Fasern im Muskel ist, wird zum einem genetisch fest-
gelegt, hingt aber zum anderen stark von der anatomischen Lokalisation des Muskels und den
Anforderungen, die an ihn bestehen, ab. Alle Fasern einer motorischen Einheit setzen sich je-

doch grundsitzlich nur aus einem Muskelfasertyp zusammen (Schiinke et al. 2007).

Vereinfacht ausgedriickt sind die Typ-I-Fasern die langsamen Zuckungsfasern, die auf Grund
ihres hohen Myoglobingehaltes makroskopisch rot erscheinen. Sie sind durch ihren hohen oxida-
tiven Stoffwechsel wichtig fur die Ausdauerleistung eines Muskels. Man findet die Typ-I-Fasern
an grofen motorischen Einheiten und in der Haltemuskulatur wie zum Beispiel dem M.erector

spinae oder dem M.soleus.

Die Typ-1I-Fasern sind die schnellen Fasern, fast-twitch. Da sie durch ihren hohen glykolytischen
Stoffwechsel eher fur schnelle und kurzandauernde Bewegungen gebraucht werden, findet man
sie vor allem in kleinen motorischen Einheiten und in der Bewegungsmuskulatur, wie zum Bei-
spiel dem M.gastrocnemius. Sie sind notwendig fiir die schnellen Bewegungen mit einer raschen

kurzen Kontraktion (Schiinke et al. 2007).

Die intermedidren Fasern stellen einen Zwischentyp dar. Dies zeigt sich schon makroskopisch an
ihrer eher rot/rosa Farbe, denn sie besitzen deutlich mehr Myoglobin als die Typ-1I. Sie sind
gleichzeitig aber sowohl glykolytisch als auch oxidativ aktiv. Somit werden sie fir die meisten

alltdglichen Bewegungen zusammen mit den Typ-I-Fasern benétigt.

Fir die Differenzierung der Fasertypen ist, auch im Hinblick auf den spiteren Untersuchungsbe-
fund, der Gehalt der ATPase entscheidend. Das Enzym ist in den Typ-1I-Fasern deutlich mehr
enthalten. Die ATPase dient der Spaltung von ATP, in ADP und Phosphat. Dies liefert die
Grundlage fur die Kontraktion (Sobotta und Welsch 2000).

In der Korpermuskulatur des Menschen findet man insgesamt eine gleichmiBlige Verteilung an

Typ-I- und II-Fasern. Es gibt aber Muskelgruppen, die eine Dominanz eines Fasertypen aufwei-
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sen, je nach ihrer hauptsichlichen Funktion. So weisen Muskelgruppen fiir dauerhafte Belastun-
gen eher mehr Typ-I-Fasern auf. Muskelgruppen, die fir die Zielmotorik zustindig sind, beste-
hen iberwiegend aus Typ-II-Fasern. Die roten Fasern sind in der Lage sich in weille umzuwan-

deln, dies geschieht nach verinderter Innervation (Sobotta und Welsch 2006).

Bei Nagetieren wie zum Beispiel bei der Ratte, ist die Verteilung der Muskelfasertypen nicht so
heterogen wie beim Menschen In den tiefergelegenen Muskelgruppen ihrer Haltemuskulatur fin-
den sich andere Anteile an Myosinisoformen als in hoéher gelegenen Gruppen. Der Soleus, ein
tiefergelegener Muskel weist eine hohere relative Expression von MyHC-Isoformen MyHC-1 / 3
und MyHC-1Ia auf, diese sind mit einem oxidativen Phinotyp assoziiert. Hingegen weist der
oberflichliche Muskel M. gastrocnemius zum grof3en Teil MyHC-1I-X und MyHC-II-B auf, die
mit einem glykolytischen Stoffwechsel assoziiert sind. In ihm liegt eine Verteilung der Muskelfa-
sertypen von I < IIX < ITA < IIB vor. (Haizlip et al. 2015) Die Muskelfaserverteilung ist jedoch
im medialen und lateralen Anteil des M. gastrocnemius bei der Ratte gleichmal3ig (Cornachione et

al. 2011).

Es zeigt sich, dass menschliche Muskelgruppen im Vergleich zu Nagermuskelgruppen eine eher
homogene Mischung aus langsamen und schnell zuckenden Fasern aufweisen. Bei Nagern zeigen
sich deutlich extremere Unterschiede an Faseranteilen vom Typ-I oder Typ-II im jeweiligen
Muskel (Jensen et al. 2012). Die Anteile sind jedoch vergleichbar mit den menschlichen, nur sind

sie beim Menschen nicht so stark ausgeprigt.

Der Soleus der Ratte enthilt zu 84% langsam zuckende Fasern und 16% schnell zuckende oxida-

tive-glykolytische Fasern oder auch intermedidre Fasern genannt.

Der Gastrocnemius setzt sich hingegen aus etwa 58% schnell zuckende glykolytischen, 37% in-

termedidren und nur 5% langsam zuckenden Fasern zusammen (Ariano et al. 1973).

Der Longissimus, ein wichtiger Haltemuskel der Riickenmuskulatur, enthilt auch alle 3 Faserty-
pen, es Uberwiegen jedoch die schnell zuckenden glykolytischen Fasern. (Schwartz-Giblin et al.
1983)Im Alter nehmen besonders die Typ-1I-Fasern durch Atrophie stirker ab als die Typ-I-
Fasern. Bei beiden kommt es zum Rickgang der Anzahl an Muskelfasern. (Dickhuth et al. 2010)
Die folgende Tabelle fasst die genannten Differenzierungen zwischen den Typ-I und Typ-II Fa-

sern zusammen: (mittels Lillmann-Rauch und Paulsen (2012))
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Tabelle 1: Unterschiede Typ-I- und Typ-II-Muskelfasern

Typ-I-Fasern

» makroskopisch rot (Myoglobingehalt?)

Typ-11-Fasern

» makroskopisch weill (Myoglobingehalt|)

* Mitochondrienreich * Mitochondrienarm
* oxidativer Stoffwechsel * glykolytischer Stoffwechsel
eaerob eanaerob

*wenig Glykogen (PAS -)

* Zuckungsdauer: 100ms
*langsam ermudend, Ausdauer
* gut durchblutet

*z.B. M.soleus

eviel Glykogen (PAS +), viel ATPase

* Zuckungsdauer: 30ms

*schnell ermtidend

*wenig kapillarisiert

eweitere Unterteilung in Typ- 2A, 2B

(versch. Myosin-Isoformen), intermediér
*z.B. M.gastrocnemius

1.2.7 Die Erregungsiibertragung
Signale aus dem Gehirn erreichen die motorische Einheit jeweils tiber eine Synapse, die auch
neuromuskulire Synapse genannt wird. Dabei unterscheidet sich diese Synapse im Wesentlichen

nicht von anderen chemischen Synapsen.

Innerviert wird die Skelettmuskulatur willktirlich tber a-Motoneuronen, wobei jede Muskelfaser
einzeln angesteuert wird. Im Vorderhorn des Riickenmarks liegen die Somata der o-
Motoneuronen. Um jede Faser zu erreichen teilt sich das Axon astférmig auf. Eine weitere Ver-
zweigung findet im Bereich der Muskelfaser statt. Diese Endfifichen bilden am Ort der Erre-
gungsiibertragung dann die motorische Endplatte. Sie stellt die Verbindung zwischen Nerv und

Muskelfaser dar, zwischen denen der synaptische Spalt liegt (Sobotta und Welsch 2006).

Ausgehend von der prisynaptischen Seite, den Endfiilichen des Nervens, kommt es dann zur
Transmitterfreisetzung, dem Acetylcholin, in den synaptischen Spalt hinein. Das Acetylcholin
bindet postsynaptisch an den nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren und leitet so die Erregung
fort. Im synaptischen Spalt ermdglicht die an die Basallamina gebundene Acetylcholin-Esterase
eine schnelle Spaltung des Acetylcholin, sodass dieses in Form von Acetat und Cholin wieder in

das Axonende zurticktransportiert werden kann (Lillmann-Rauch und Paulsen 2012).

Die Fasern, die zu einer motorischen Einheit zusammen gehéren, liegen nicht alle nebeneinan-
der, sondern sind iiber den Querschnitt eines Muskels schachbrettartig verteilt und mit anderen
motorischen Einheiten durchmischt. Diese Anordnung ergibt schlief3lich eine typische schach-
brettartige Verteilung der Muskelfasertypen in einem histologischen Schnittbild. Ist dieses Muster

zerstort und liegt eine Gruppierungsformation vor, so kann man davon ausgehen, dass im Mus-
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kel eine Reinnervation nach kurzer Denervation stattgefunden hat oder andere pathologische

Prozesse an der motorischen Einheit im Gange waren (Lillmann-Rauch und Paulsen 2012).

Die Art der Erregung ist entscheidend fir die letztendliche Muskelkraft, denn die Muskelkraft ist
Frequenzcodiert und wird somit zentralnervos reguliert. Je hoher die Impulsrate der Motoneuro-
nen ist, desto hoher die Kontraktionskraft. Eine motorische Einheit alleine kontrahiert immer
mit beinahe gleicher Kraft pro Einzelzuckung, es gilt das Alles-oder-Nichts-Gesetz. Die Kontrak-
tionskraft der Skelettmuskulatur kann auch tber die Rekrutierung verschiedener Anzahl an moto-
rischen Einheiten gesteuert werden. Werden mehrere motorische Einheiten gleichzeitig inner-
viert, steigt die Muskelkraft deutlich an. Daraus ergibt sich auch, dass je kleiner die motorischen
Einheiten sind, d.h. nur wenige Muskelfasern gehéren zu einer Einheit (5-1000 Fasern), desto
feiner kann schlief3lich auch die Kraft abgestimmt werden. Dieser Aufbau und die damit verbun-

denen Eigenschaften sind besonders wichtig fiir die Feinmotorik oder auch der Gesichtsmuskula-

tur (Schmidt und Lang 2007).

1.2.8 Training und die folgende Muskeladaptation

Training beruht auf dem Prinzip, wonach es im menschlichen Korper durch spezifische Reize zu
bestimmten Anpassungsvorgingen kommt. So wird letztendlich versucht durch einen minimalen
Aufwand einen maximalen Effekt zu erzielen. Folglich verindert sich durch Training auch die
Muskulatur. Sogar die eigentlich zum groflen Teil genetisch bedingte Zusammensetzung der
Muskelfasertypen kann sich auf den Bedarf des Muskels anpassen. Diese muskulire Verinderung
findet sich sowohl im makroskopisch sichtbaren Bereich bis hinein in die nur unter dem Mikro-
skop erkennbaren intrazelluliren und ultrastrukturellen Bereiche des Muskels. Die Art der An-

passung hingt dabei stark von der Belastungsintensitit, -dauer und -haufigkeit ab (Diehl 2009).

Sowohl das Gehirn, der Hypothalamus, die Hypophyse, die Schilddriise und auch die Nebenniere
sind an der Verinderung beteiligt. Insgesamt kommt es durch Training zu einer Steigerung der

korperlichen Leistungsfahigkeit (Diehl 2009).

Uber das Training kommt es im Muskel intrazellulir zu einer Auslésung von Stress. Dieser wie-
derum induziert die Bildung vom Hitzeschutzprotein 70 (HSP70), welches stabilisierend auf die
entsprechende Zelle wirkt. In der Muskelfaser bewirkt das Protein eine Aufrechterhaltung der
Integration, eine Regeneration und schiitzt vor Apoptose. Im Weiteren wird durch das HSP 70
auch die Muskeladaptation eingeleitet. Diese reicht von einer Muskelhypertrophie, einer Verhin-
derung der Muskelatrophie, einer Muskelfasertransformation bis hin zu einer verbesserten Mus-

kelfunktion (Senf 2013).
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Bei Training veridndert sich der gesamte Muskel sichtbar, er hypertrophiert, d.h. die Faserdicke
nimmt zu. Dafiir sind die Satellitenzellen zustindig, die mittels Proliferation, Mitose und schlief3-
lich Fusion, neue Zellkerne an die Muskelfasern liefern. Genau das Gegenteil passiert bei Atro-
phie, hier nimmt die Faserdicke ab, denn es kommt zu einem beschleunigten Proteinabbau. Folg-

lich findet man hier auch weniger Satellitenzellen (Dickhuth et al. 2010).

Sowohl in der Muskulatur von Ratten als auch in der von Menschen verindert sich die Myosin-
Isoform je nach Aktivititslevel. Bei weniger Aktivitit kommt es zu einem Anstieg der schnelleren
Myosin Unterformen, wohingegen Ausdauertraining bzw. mehr Aktivitit einen Anstieg der lang-
sameren Myosin-Isoformen bewirkt (Daugaard und Richter 2001). Ausdauersportler mit extensi-
ven Belastungen weisen daher eine Typ-I-Dominanz auf. Sprinter, mit kurzen intensiven Belas-
tungen, besitzen hingegen deutlich mehr Typ-II-Fasern in ihrer Muskulatur, denn hier ist die
Schnell- und Maximalkraft sehr wichtig (Dickhuth et al. 2010).

Es lasst sich festhalten, dass ergo Typ-1I-Fasern bei Sprinttraining zunehmen, wohingegen bei
Ausdauertraining die Typ-I-Fasern dominieren und bei Pausen etwa gleich bleiben (Dickhuth et
al. 2010).

Ein neues Aktivititslevel 16st sowohl eine morphologische als auch metabolische Verinderung im
Muskel und im menschlichen Koérper aus. Nach einem mehrwochigen Kurz- und Langstrecken-
sprinttraining stellte man einen starken Anstieg von Enzymen fest, die besonders wichtig fiir den
Energiestoffwechsel sind. Dazu gehoren die Laktatdehydrogenase, die Phosphofruktokinase und
die Glykogenphosphorylase. Nach einer Trainingspause von 7 Wochen bis 6 Monaten fielen die-
se Enzyme auf ihren urspringlichen Level zurtick. Auch veridnderten sich wichtige Enzyme in-

nerhalb der Mitochondrien (Ross und Leveritt 2001).

Den metabolischen Verinderungen folgen dann konsekutiv die morphologischen Modifikatio-
nen. Zum einen verdndert sich der Anteil eines bestimmten Muskelfasertyps. Um zu bestimmen
welcher Muskelfasertyp zugenommen hat, werden die verschiedenen Myosin-Isoformen be-
stimmt. Zugleich wird der Anteil an MHC schweren und leichten Ketten eruiert. Des Weiteren
beinhalten die metabolischen Verinderungen eine Volumenzunahme der sarkoplasmatischen
Retikula, sodass Calcium schneller und effektiver freigesetzt werden kann. Auch folgt eine allge-
meine Zunahme der Muskelfaserquerschnittsfliche (Cadefau et al. 1990). Fur die Messung von
verinderten kontraktilen Eigenschaften eignen sich als eine nicht invasive Methode die Messung

mittels Elektromyographie und Elektroneurographie (Ross und Leveritt 2001).

Um eine ausreichende Versorgung der stirker beanspruchten Muskulatur aufrechterhalten zu

konnen, ist aber die trainingsbedingte verstirkte Kapillarisierung von besonderer Bedeutung. Der
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Muskel wird dadurch weiterhin ausreichend mit Sauerstoff und Nihrstoffen versorgt. Im Gegen-
zug kénnen Abbauprodukte wie Laktat besser abtransportiert werden. Neben einer deutlich ver-
stairkten Kapillarisierung stellte man einen verbesserten Glukosestoffwechsel der Muskulatur

nach einem 6-monatigen acroben Ausdauertraining fest (Prior SJ et al. 2015).

Zusammengefasst verandern sich durch zellulire Mechanismen die Enzymzusammensetzung und
schlieB3lich auch der gesamte Muskel. Die trainingsspezifische Adaptation wirkt sich so schlieflich

auf die Muskelfasertypen, den Querschnitt und die Durchblutung aus.

1.2.9 Verletzung der Muskulatur

Bei Verletzungen der Muskulatur muss differenziert werden, ob die Basalmembran intakt oder
die Kontinuitit durchbrochen ist. Eine gute Regeneration gelingt nur, solange diese Kontinuitit
erhalten ist. Denn sie dient zur Versorgung und hier sitzen die wichtigen Satellitenzellen. Ist eine
Verletzung fraktioniert, vernarbt die Muskelfaser bindegewebig, sie kann aber an den durchtrenn-

ten Stellen myotendinds regenerieren (Schréder 1982).

Wenn die Basalmembran nach einem Mikrotrauma oder bei Muskeldystrophien intakt geblieben
ist, regeneriert der Muskel innerhalb der umgebenen Membranen. Dies geschieht in zwei Phasen.
In der Reparaturphase entfernen Makrophagen zunichst die nekrotischen Uberreste und setzen
gleichzeitig verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine frei, die die Satellitenzellen zur
Proliferation anregen. Liegt gleichzeitig jedoch eine Muskeldystrophie vor, ist der Vorrat an Satel-
litenzellen irgendwann erschépft und die Bereiche konnen nicht wieder repariert werden und es

kime zu einem Funktionsverlust dieses Muskels (Schroder 1982; Kieb et al. 2010).

Zuletzt folgt die Remodellingphase, bei der die eigentliche Muskelfunktion wieder hergestellt
wird. Voraussetzung dafiir ist die Einsprossung von Kapillaren und Neven in den narbigen Be-
reich. Der Zeitraum bis ein Muskel wieder vollstindig regeneriert und belastbar ist, ist im Not-

malfall beim Menschen relativ kurz (Kieb et al. 2010).
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1.3 Sarkopenie

Mit hoherem Lebensalter nimmt der Anteil der aktiven Korpermasse, also das Gesamtkorperge-
wicht minus dem Korperfettanteil ab und wird durch Fettmasse ersetzt. Die aktive Korpermasse,
auch fettfreie Masse, stellt die gesamte Muskulatur und ihre Bestandteile dar. Insgesamt kommt
es folglich zu einem Verlust an Muskelmasse. Dies ist zum einen altersbedingt, zum anderen liegt
es an verdnderten stoffwechselanabolen und -katabolen Faktoren. Ein weiterer wichtiger Faktor
ist die ansteigende Inaktivitdt im Alter. Die katabolen Faktoren fiihren zu einer Muskelreduktion
und erschweren einen weiteren Aufbau an Muskeln. Neben der Muskelmasse reduziert sich aber
auch die Muskelkraft, was zu einer allgemeinen Schwiche im Alter fihrt. Diese neuromuskuldren
Verinderungen bezeichnet die Sarkopenie. Eine anerkannte Definition der Sarkopenie ist der
altersbedingte Verlust an Muskelmasse, -kraft, -kontraktilitit und Funktion (Dickhuth et al.

2010).

Die Anzahl der Muskelfasern reduziert sich, wobei alle Fasertypen betroffen sind. Besonders aber
jeweils die schweren Myosinketten. Nur bei Typ II kommt es zudem zu einer Atrophie, d.h. der
Muskelfaserquerschnitt nimmt ab. Ersetzt werden die Muskelfasermasse und die muskuldre Pro-
teinmasse dann durch Fett- und Bindegewebseinlagerungen (Dickhuth et al. 2010). In Muskeln
mit Sarkopenie ist neben der Muskelfaseratrophie, eine Beeintrichtigung in der Muskelzellauto-
phagie zu beobachten. Zusitzlich ist die Muskelzellapoptose deutlich erhoht. Gleichzeitig liegt
hiufig eine Mitochondriendysfunktion vor, was zu wesentlichen Regulationsstérungen in der

Muskelzelle fihrt (Ali und Garcia 2014).

Der Verlust an Muskelmasse beginnt schon mit dem 30. Lebensjahr. Jahrlich nimmt die Muskel-
masse um etwa 1% ab und mit dem 80. Lebensjahr ist nur noch 70% der urspriinglichen Masse
vorhanden. Der von einer Sarkopenie betroffene Bevolkerungsanteil schwankt zwischen 10-25%
(e nach Untersuchungsmethode und untersuchter Bevolkerungsgruppe). Bei den tber 80-

jahrigen Personen liegt er allerdings bei 50% (Ali und Garcia 2014).

Dies hat erhebliche Folgen fiir die Gesellschaft. Mit dem Verlust der Muskelmasse kommt es
auch zu einem deutlich erh6hten Risiko an Stiirzen mit der Folge von Briichen. Auch eine allge-
meine Schwiche und eine reduzierte Lebensqualitit konnen festgestellt werden (Ali und Garcia
2014). Sarkopenie wirkt nicht nur auf den Muskel, sondern ist obendrein mit dem Stoffwechsel
eng assoziiert, sodass dort durch gleichzeitige metabolische Verinderungen vermehrt verschiede-
ne Syndrome zu beobachten sind. Neben einer reduzierten peripheren Insulinresistenz, einem
Typ-2-Diabetes und verinderten Blutfettwerten, liegen gehiuft Atherosklerosen, Fettlebern,

chronisch obstruktive Lungenerkrankungen und kognitive Dysfunktionen vor. All diese Folgen
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schaden der alteren Bevélkerung erheblich und erhéhen dabei deutlich ihre Mortalitit (Kwon et
al. 2017).

1.3.1 Entwicklung einer Sarkopenie

Sarkopenie entsteht pathophysiologisch auf Grund verschiedener Faktoren. So finden sich gene-
tische, neurodegenerative und endokrine Faktoren (GH, IGF-1, Sexualhormone|). Aber auch die
ruckgehende Beweglichkeit, Proteinsynthese und zu geringe Protein- und Energieaufnahme tber
die Nahrung, eine Insulinresistenz, erhohte proinflammatorische Zytokine und Entziindungsfak-

toren sind in diesem Zusammenhang von Bedeutung (Ali und Garcia 2014).

Insgesamt sind die Prozesse eng mit einem ansteigenden Anteil am Tumornekrose-Faktor TNF-
o, einem pro-inflammatorisches Zytokin und dem Wachstumsfaktor Myostatin verknipft.
Gleichzeitig ist der gesamte freie pro-inflammatorische Zytokinanteil im Muskel erhéht (Diehl

2009).

Des Weiteren sinkt der Anteil des wichtigen HSP 70. Dieses Protein ist bedeutsam fuir die Stabili-
tit und den Aufbau der Muskelfaser und liegt wihrend Trainingsphasen in erhdhten Mengen vor.
Man hat festgestellt, dass bei Inaktivitit und im Alter die Expression vom HSP 70 deutlich zu-
ruckgeht. Wodurch Muskelatrophien, Dysfunktionen in der muskuliren Kontraktilitit und ver-
ringerte Regeneration auftreten. (McArdle et al. 2004). In einer Studie mit Mdusen, die kein
HSP70 mehr bilden konnten, fand man neben einer reduzierten Muskelkraft und einem reduziet-
ten Muskelfaserquerschnitt, auch einen erhohten Entziindungsanteil nach Verletzungen. Auch
beobachtete man einen deutlich verlingerten und schlechteren Heilungsprozess. Dieses Ergebnis
zeigt, dass das HSP 70 wesentlich zu einer Sarkopenie im Alter beitrdgt (Senf 2013). Die Abbil-
dung 3 zeigt zusammenfassend die verschieden Prozesse, die zur Ausbildung einer Sarkopenie

fithren (Abb.3) (Dickhuth et al. 2010).
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Abbildung 3: Faktoren die zur Ausbildung der Sarkopenie fithren

(modifiziert nach Dickhuth et al. 2010)
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1.3.2 Diagnostik der Sarkopenie

Die Sarkopenie ist wie die Osteoporose immer noch unterdiagnostiziert, da Unstimmigkeiten
beztiglich des richtigen Ansatzes fiir eine Diagnostik herrschen. Auch das Erkennen von Risiko-
patienten konnte in den letzten Jahren nicht verbessert werden. Besonders Patienten mit chroni-
schen Erkrankungen, die mit einer Muskelreduktion zusammenhingen, wie zum Beispiel Diabe-
tes und chronische Herz-, Lungen- und Nierenerkrankungen, sollten beziiglich dieses Muskel-
schwundes regelmifig tuberprift werden. Zu diesen Patienten sollten auch langjihrig Mal- und
Unterernihrte, Patienten mit einem schnellen Gewichtsverlust von >5%, Alkoholiker sowie
chronisch Bettligerige gezahlt werden. Auch wenn hier tiberwiegend eher eine Kachexie statt
einer Sarkopenie vorliegt. Des Weiteren sollten unbedingt und vorrangig Patienten mit einer
Ganggeschwindigkeit von weniger als 0,8 m/s iiber eine Distanz von 4 m beobachtet werden, da

dies ein erstes Kennzeichen fiir eine entwickelnde Sarkopenie darstellt (Ali und Garcia 2014).

Diese gesamte Problematik wurde erstmals im Jahr 2010 durch die Europiische Arbeitsgruppe
,Oarkopenie bei dlteren Menschen® aufgegriffen. Es wurden Leitlinien eingefihrt, die bei der

Diagnostik einer Sarkopenie helfen sollten (Ali und Garcia 2014).
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Um eine Sarkopenie diagnostizieren zu kénnen, muss eine niedrige Muskelmasse plus eine nied-
rige Muskelkraft und/oder eine verringerte korpetliche Leistungsfahigkeit vorliegen. Die Kombi-
nation von 2 Kiriterien ist ausreichend, da die Muskelkraft nicht in einem linearen Zusammen-

hang zur Muskelmasse steht (Cruz-Jentoft et al. 2010).

Die Muskelmasse kann iiber die bioelektrische Impedanzanalyse (BIA) in absoluter Muskelmasse
(ohne appendikulire Muskeln) pro KoérpergroBe zum Quadrat, dies entspricht der Skelettalen
Muskelmasse (SM) gemessen werden. Zu den appendikuliren Muskeln zihlen die der oberen
und die der unteren Extremititen. Nach den Daten von NHANES III liegt bei Patienten =60
Jahre eine schwere Sarkopenie vor wenn der Muskelindex bei Minnern < 8,50 kg/m? bei Frauen
< 7,75 kg/m’ betrigt. Normale Muskelindizes liegen bei Minnern bei 210,76 kg/m® und bei
Frauen bei 26,76 kg/m®* Alle Werte dazwischen zeigen eine leichte Sarkopenie an (National Cen-

ter for Health Statistics 1996).

Eine weitere Moglichkeit den Skelettmuskelmassenindex (SMI)=Appendikulire Muskelmas-
se/GroBe”* zu bestimmen, besteht in der Dual Energy X-Ray Absorptiometrie (DEXA). Eine
Sarkopenie liegt hiernach vor, wenn diese zwei Standardabweichungen unter dem Mittelwert von
jungen gesunden Erwachsenen liegen. Die Mittelwerte liegen bei Minner bei 7,26 kg/m® und bei

Frauen bei 5,5 kg/m?* (Cruz-Jentoft et al. 2010).

Die Muskelkraft wird via der Handgriffkraft mit Hilfe von einem Dynamometer bestimmt. Bei
Minnern ist die Kraft verringert, wenn ein Wert von unter 30 kg festgestellt, bei Frauen ein Wert

von unter 20 kg ermittelt wird (Cruz-Jentoft et al. 2010).

Die Muskelfunktion bzw. korperliche Leistungsfihigkeit und eingeschrinkte Selbststindigkeit
wird mit Hilfe des Short Physicial Performance Battery Test tiberprift. Dabei werden die Gang-
geschwindigkeit <1m/s, der Aufsteh-und-Geh-Test und der Tandemstand tberprift. Ergeben
diese Untersuchungen insgesamt <8 Punkte, so liegt eine eingeschrinkte Muskelfunktion vor (Ali

und Garcia 2014).

Gerade die Muskelkraft und die Muskelfunktion lassen sich ohne gro3en Mehraufwand gleichzei-
tig mit anderen geriatrischen Beurteilungstests durchfithren. Erste Hinweise auf eine mogliche
Sarkopenie konnten so leicht aufgedeckt werden. Die Tabelle liefert eine Ubersicht iber die Di-

agnostik (Tab.2) (Cruz-Jentoft et al. 2010).
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Tabelle 2: Diagnostik der Sarkopenie und ihre Richtwerte (nach Cruz-Jentoft et al. 2010)

Wadenumfang < 31 cm,

Per Hand Armumfang: Minner: < 32 cm; Frauen: < 18cm
eine Sarkopenie liegt vor wenn die SM < 2 SD von
jungen Erwachsenen
Minner: schwere Sarkopenie: < 8,50 kg/m’

BIA moderate S.: 8,51-10,75 kg/m’
normale Muskelmasse: > 10,76 kg/m’
MESKEIASSE Frauen: schwere Sarkopenie: < 7,75 kg/m’
moderate S. 5,76-6,75 kg/m?
normale Muskelmasse: = 6,76 kg/m”
eine Sarkopenie liegt vor:
wenn SMI < 2 SD von jungen Erwachsenen
DEXA

Minner: 7,26 kg/m”
Frauen: 5,5 kg/m’

iff mi Minner: < 30 k;
Muskelkraft Handgriff mit o
Dynamometer Fraven: <20 kg

SPPB =8
Muskelfunktion Ganggeschwindigkeit tiber
o <1m/s

Aufsteh- / Geh-test > 10 sek

1.3.3  Wirtschaftliche Aspekte der Sarkopenie
Der Anteil der Bevolkerung mit Sarkopenie wird in den ndchsten Jahren deutlich zunehmen.

Ursache hierfir ist das steigende Lebensalter. So werden im Jahr 2050 etwa 20% der Bevolkerung

in den USA iber 65 Jahre alt sein (Murphy 2012).

Die Privalenz der Sarkopenie ist nach wie vor schwierig zu identifizieren. Sie schwankt zwischen
8,4 bis 27,6 %. Die Ursache hierfiir liegt an dem bereits genannten fehlenden Konsens zur Diag-

nostik der Patienten (Baumgartner et al. 1998).

Es ist jedoch eindeutig, dass durch den demographischen Wandel auch der Anteil der Kosten fiir
die Behandlung der Sarkopenie an den gesamten Gesundheitskosten steigen wird. Besonders

wenn die Sarkopenie zu einem sehr spiten Zeitpunkt erkannt wird, kommt es vermehrt zu Kom-
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plikationen, wie Stiirzen, Frakturen und Behinderungen, die wiederum eine Hospitalisierung und
eine verstirkte Betreuung zur Folge haben. Im Jahr 2000 betrugen die direkten Kosten fiir die
Behandlung der Sarkopenie schon 18,5 Milliarden Dollar. Damit nahm die Sarkopenie bereits
einen Anteil von 1,5% der gesamten Gesundheitsausgaben in den USA ein. Es ist daher auch aus
wirtschaftlichen Griinden wichtig, eine potenzielle Sarkopenie méglichst frihzeitig zu erkennen
und zu behandeln. Durch Privention der Sarkopenie wiirden die jidhrlichen Kosten fir das Ge-
sundheitssystem um bis zu 1,1 Milliarden Dollar in den USA gesenkt werden koénnen. In diesen
Kosten enthalten sind schon die Ausgaben fiir neue Kampagnen, Interventionen und weitere

Gesundheitsausgaben (Janssen et al. 2004).

Gerade durch die zunehmende Alterung der Bevolkerung sind Investitionen in die Privention
der Sarkopenie ein wichtiger weltweiter Schritt, um die Gesundheitssysteme zukunftig nicht wei-
ter mit horrenden Kosten fiir die Behandlung der Sarkopeniepatienten zu belasten (Janssen et al.

2004).

Sarkopenie stellt momentan sowohl eine hohe wirtschaftliche als auch gesellschaftliche Belastung
dar. Mit einer verstirkten Privention wiirde man gleichzeitig indirekt erreichen, dass die altere
Bevolkerung linger unabhingig von Pflege und Betreuung leben kann und eine lingere Zeit-
spanne mit hoher Lebensqualitit erhalten bleibt. Die Forschung an der Sarkopenie und ihrer

Therapie ist daher zusitzlich unumginglich (Beaudart et al. 2014).

1.3.4 Zusammenhang zwischen Muskulatur und Knochen

In verschiedenen Studien, wie zum Beispiel einer Studie an 590 finnischen postmenopausalen
Frauen, konnten gezeigt werden, dass die Sarkopenie stark mit der Osteoporose zusammenhingt.
So entwickeln Frauen mit Sarkopenie 12,9-mal hiufiger eine Osteoporose und haben 2,7-mal
hiufiger Frakturen als solche ohne Osteoporose. Auch an der Handgriffstirke konnte ein Zu-
sammenhang zur Osteoporose gezeigt werden (Sjoblom et al. 2013). Gleichzeitig konnte eine
Relation zwischen MuskelgroB3e und Knochenstirke sowie Knochengré3e, sowohl bei Minnern
als auch bei Frauen festgestellt werden. Zudem besteht ein wichtiger Zusammenhang zwischen
der Ganggeschwindigkeit bei alteren Personen und deren Knochengréfle, -stirke oder -dichte
(Lindsey et al. 2005). Diese Ergebnisse zeigen, dass Muskeln und Knochen sehr eng miteinander

verkntpft sind.

Erklirbar wird die Muskel-Knochen-Gré3en-Relation iber die Mechanostat-Hypothese. Sie
wurde im Jahr 1960 von Harold Frost aufgestellt. Die Hypothese beschreibt auf Grundlage des
Wolff‘'schen Gesetzes, dass der Muskel durch seine Arbeit und Kontraktion einen direkten me-

chanischen Reiz auf das Knochenskelett tbertrigt, sodass Biegemomente (Biegekraft auf Linge)
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entstehen (Frost 2003). Osteozyten registrieren diese Spannung, die durch die Krifte generiert
wird. Sie koénnen je nach Bedarf die Sclerostin-Produktion abstimmen und so die Osteoblasten-

aktivitat regulieren (Frost 2003).

Letztendlich fithren also dynamische Krifte auf den Knochen ausgehend von der Muskulatur zur
Anregung neuer Osteogenese. Diese Feststellung erklirt, wieso die Grof3e und Stirke der Musku-
latur auch Einfluss auf die KnochengréB3e hat. Durch zu geringe Krifte, d.h. niedrige Muskel-
kraft, ist auch der Knochen weniger gereizt. Es folgt ein Knochendichten- und Knochenfestig-
keitsverlust (Edwards et al. 2013).

Gleichzeitig haben aber auch genetische und hormonelle Faktoren Einfluss auf das Wachstum
und die Degeneration von Muskulatur und Knochen. Beide kénnen sich direkt oder indirekt auf

das muskuloskelettale System auswirken (Edwards et al. 2013).

Ferner zeigen Studien aber auch, dass bereits das Geburtsgewicht und das Gewicht im 1. Lebens-
jahr Einfluss auf eine spitere Osteoporose und in gleichen Maflen einer Sarkopenie haben kon-

nen (Syddall et al. 2005).

Weiter spielt auch die Sezernierung von hormonellen Botenstoffen eine unterschitzte Rolle. Bei
erhohter Muskelaktivitit kommt es zur Freisetzung von osteoanabol wirkenden Sexual- und
Wachstumshormonen, Calcitriol und Parathormon, die sich dann wiederum positiv auf den Kno-

chenstoffwechsel auswirken (Letzing 2009).

AbschlieBend darf man aber auch nicht das Training vergessen, durch welches sich beide deutlich
stirken lassen, sowohl MuskelgroBe und —kraft, als auch die Knochenstruktur (Edwards et al.

2013).

1.3.5 Therapie der Sarkopenie

Als wichtigste und medikamentfreie Therapieform sollte das Training und die allgemeine Fitness
hervorgehoben werden. Der Zustand der korperlichen Konstitution hat eine starke Auswirkung
auf das muskuloskelettale System. Dabei bewies sich vor allem das Progressive Widerstandstrai-
ning (PRT) als eine geeignete Methode zur Stirkung der Muskulatur und Knochen bei Sarkope-
nie.

Durch PRT konnen sowohl die Muskelmasse, die Muskelkraft aber auch die kérperliche Leistung
und die Ganggeschwindigkeit wieder verbessert werden. Ferner zeigten auch Aerobic-Ubungen

eine betrichtliche Verringerung der Gebrechlichkeit (Ali und Garcia 2014; Motley 2016).



Einleitung 23

Wihrend der Therapie ist indes auf eine ausreichende Zufuhr von Proteinen und Kalzium zu
achten, da eine Malnutrition als ein weiteres Risiko fiir die Sarkopenie agiert. Daneben sollte der
25-hydroxy-Vitamin D-Spiegel tiberprift werden. Ist dieser dann zu niedrig sollte man das Vita-
min-D substituieren (Beaudart et al. 2014).

Besonders die Supplementation von mit Leucin angereicherten essentiellen Aminosiauren (Mol-
keproteine) plus Vitamin D bewirkt laut verschiedener Studien eine erhohte Muskelmasse, ver-
bessert die Bewegung und die Muskelfunktion. Obendrein verringert diese Medikation besonders
das Sturzrisiko (Motley 2016).

Medikamentose Therapien konnten bisher noch keine effektiveren Ergebnisse erbringen als die
oben genannten. In Studien wurden die verschiedensten Medikamente bzw. Stoffgruppen getes-
tet. Sie zeigten auch gute bis teils sehr positive Ergebnisse. Jedoch besitzen all diese Medikamente
und Stoffe noch sehr betrichtliche Nebenwirkungen, an denen weiter geforscht werden muss,
bevor sie fiir den allgemeinen Gebrauch eingesetzt werden kénnen. Zumal bisher noch kein
Nachweis geliefert werden konnte, wonach sie einen bessere Wirkung auf die Sarkopenie im Ver-

gleich zum Training erzielen kénnen (Ali und Garcia 2014).

Zu diesen Medikamenten und Stoffgruppen gehort zum einen das Testosteron, welches in nied-
rigen Dosen gute Wirkung auf die Muskelkraft und -masse alterer Menschen hat. Allerdings steht

es unter Verdacht, die Sterblichkeit und Herz-Kreislauf-Probleme zu erhéhen (Motley 2016).

Ein dhnlicher Ansatzpunkt fur die Therapie ist die mit SARMs (Selektive Androgen Rezeptor
Modulatoren), die in steroidaler und nichtsteroidaler Form zu finden sind. Gegentiber dem Tes-

tosteron konnten diese Mittel bisher aber auch noch nicht die gewiinschten Ergebnisse zeigen.

Zwischenzeitlich erhoffte man sich durch die Gabe vom Wachstumshormon IGF-1 eine neue
Option gefunden zu haben. Jedoch sind die einher gehenden Nebenwirkungen im Vergleich zum
positiven Effekt, nicht tolerierbar. Zu dem gleichen Ergebnis kam eine Studie mit dem Hormon

Ghrelin, welches eigentlich die Nahrungsaufnahme und Wachstumshormonproduktion verstarkt.

Viele weitere Medikamente und Ansatzpunkte, wie Inhibitoren des Myostatin oder Activin II
Rezeptor Antagonisten, wurden bisher ohne Erfolg getestet. Daher ist es erforderlich, weiter
nach einer wirksamen Komponente zu suchen und unterdessen die Sarkopenie durch Training

und Vitamin D- und Proteingabe zu therapieren (Motley 2016).

Durch den Zusammenhang zwischen der Muskulatur und der Knochenstabilitit sollte bei der
Therapie einer Osteoporose oder der Sarkopenie folglich auch immer die Therapie des jeweiligen

Gegenspielers in Betracht gezogen werden.
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Einige Studien zeigen eindeutig, dass sich bei Frauen mit Osteoporose durch Training der Mus-
kulatur auch die Stabilitit der Knochen deutlich verbesserte. Folglich ist es notwendig, in der

Osteoporose-Therapie auch die Muskulatur und ihre Struktur genau zu betrachten (Huovinen et

al. 2016).
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1.4 Die Lipoxygenase Inhibition

Die Lipoxygenasen sind Enzyme, die man im Korper von Menschen, Tieren, Pflanzen und Mik-
roorganismen findet. An mehrfach ungesittigten Fettsiauren, die ein Cis oder Cis-1,4-Penta-
Struktur haben, katalysieren sie die Addition von Sauerstoff. Es gibt verschiedene Mitglieder in-
nerhalb der Lipoxygenasefamilie. Im menschlichen Koérper gibt es sechs verschiedene Lipo-
xygenasen (LOX), die 5-LOX, 12-LOX, 12/15-LOX, 15-LOX Typ II, die 12(R)-LOX und die
epidermale LOX. Dabei beschreibt die Prifixzahl, die Stelle, wo die Insertion des Sauerstoffs
stattfindet (Radmark et al. 2015).

Die 15-Lipidoxygenase katalysiert die Insertion von molekularem Sauerstoff an das C-15 der A-
rachnoidonsaure oder der Linolsiure und bildet so die gefif3aktiven Lipoxine. Eine weitere wich-
tige Lipoxygenase ist die 5-LOX, die man gehduft in neutrophilen Granulozyten findet. Sie modi-
fiziert die Arachnoidonsiure am C-5-Atom so, dass tber 5-Hydroperoxyeikosatetraenoat das
Leukotrien A4 entsteht. Aus diesem kénnen dann die Leukotriene C;, Dy und E4 gebildet werden
(Silbernagl und Despopoulos 2007; Heinrich und Miiller 2014). 5-LOX wird innerhalb der Zelle
stark reguliert und somit auch die Synthese seiner Produkte. Zu finden ist die 5-LOX unter ande-
rem in Makrophagen, Monozyten, Mastzellen, neutrophilen und dendritischen Zellen sowie B-

Lymphozyten. Erst wenn verschiedene Stimuli vorliegen und damit Signalwege aktiviert werden,

kann die LOX Leukotriene bilden (Rddmark et al. 2015).

Leukotriene werden auch als ,,Slow reacting substances of anaphylaxia“ bezeichnet, dies deutet
schon auf ihre Mediatorfunktion bei Entziindungs- und Allergievorgingen hin. Sie sind in der
Lage, glatte Muskulatur zu kontrahieren und sind so mitverantwortlich fur Asthmaanfille. Auch
konnen sie bei Entziindungen die Kapillarpermeabilitit erhéhen und damit zu Odemen fiihren
und Leukozyten anlocken (Heinrich und Miller 2014). Verschiedene Studien vermuten, dass
Leukotriene auch einen wichtigen Einfluss bei Herzerkrankungen, Krebs und Osteoporose ha-

ben (Pergola und Werz 2010).

Als Derivat der Arachnoidonsaure findet man die Leukotriene ebenfalls in der Skelettmuskulatur.
Obwohl ihre Bildung reguliert ist, stehen sie unter Verdacht fiir immune und nicht-immune Pro-
zesse verantwortlich zu sein. Gerade bei Patienten mit chronischen Entziindungserkrankungen
konnte ein erhohtes Vorliegen an Muskelschwund, sowie Muskelschwiche und Myopathien fest-
gestellt werden. Es zeigte sich eine Mitbeteiligung von Leukotrienen in der Regeneration eines
Muskels, aber auch der Myogenese. Dieser Anteil der Leukotriene fithrte zur Uberlegung, dass
eine Hemmung an dieser Stelle moglicherweise eine Sarkopenie und eine postmenopausale Oste-

oporose reduzieren konnte (Korotkova und Lundberg 2014).
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Die Produktion der Leukotriene kann mittels selektiven Lipoxygenase-Hemmer gehemmt wer-
den. In diesem Versuch werden die Lipoxygenase-Hemmer Baicalein und Zileuton auf ihre Ef-

fekte auf die Skelettmuskulatur der postmenopausalen Ratte hin evaluiert.

1.4.1 Baicalein

Baicalein ist ein Phytopharmakon und Flavonoid, das aus der Wurzel der Scutellaria baicalensis
Georgi isoliert werden kann. Dies ist eine Pflanze, die schon lange in der 6stlichen Medizin ver-
wendet wird, besonders in der chinesischen. Von der Scutellaria gibt es tber 350 Arten, die in
temperierten Regionen und tropischen Gebirgen wachsen, unter anderem auch in Europa, Nord
Amerika und Ostasien. Auller dem Baicalein kénnen von der Pflanze noch andere wirksame
Flavonoide, Glykoside und Glucoronide wie dem Baicalin und Wogonin extrahiert werden (Gaire
et al. 2014). Baicalein ist ein Kumarin-dhnliches Derivat, das schon tber Jahrtausende zur Be-
handlung von Knochenkrankheiten benutzt wurde, beispielsweise fiir Frakturen oder Gelenk-
problemen. Von der Scutellaria baicalensis werden verschiedene Wirkungen ihrer Bestandteile
diskutiert, unter anderem soll sie anti-allergisch, anti-oxidantisch, anti-apoptotisch und anti-

entziindlich, neuroprotektiv und anti-kanzerogen wirken (Li et al. 2015).

AuBlerdem kann Baicalein mit der Summenformel CisHi¢Os chemisch hergestellt werden und

wird von kommerziellen Chemielaboren verkauft (Abb.4) (Pubchem).

In einer Studie an Miusen und deren Zellvorstufen von Osteoblasten, den MC3T3-E1 Zellen,
fand man heraus, dass Baicalein Osteoblasten zur Differenzierung stimulieren kann. Durch Bai-
calein kommt es zu einer koordinierten Aktivierung von NF-kappaB einem wichtigen Transkrip-
tionsfaktor und der MAP-Kinase, Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase, sodass schliefSlich der
MAP-Kinase/NF-kappaB-Signalweg aktiviert wird, der zur Bildung von Osteoblasten-
Differenzierungsmarkern fuhrt (Kim JM et al. 2008). Des Weiteren induziert Baicalein die Akiti-
vierung des Rapamycin-Komplex 1, mTORCI, dieser induziert auch die Bildung von Osteoblas-
ten aus pre-Osteoblasten (Li et al. 2015). Auch auf die bei Osteoporose zu hohe Knochenresorp-
tion hat Baicalein Einfluss. So fand man heraus, dass Baicalein die Expression von Osteoklasten-
assoziierten Genen und Transkriptionsfaktoren tiber den RANKIL-Signalweg hemmen kann.
Dadurch wird die Differenzierung von Osteoklasten gehemmt. Hinzu kommt, dass Baicalein die
Apoptose von reifen Osteoklasten aktivieren kann. Obgleich dies bereits bekannt ist, sind weitere
umfassendere Studien erforderlich, um seine biologische Wirksamkeit und die genauen Auswir-
kungen auf den osteoporotischen Knochen und die umliegende Muskulatur zu bestimmen (Kim

MH et al. 2008).
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Baicalein ist unter anderem auch ein Inhibitor der Lipoxygenase, durch erfolgreiches Hemmen
der 12-/15-LOX zeigte sich ein positiver Effekt nach einem akuten ischimischen Insult (Lapchak
et al. 2007). Durch die Hemmung der Lipoxygenasen hat Baicalein direkte Wirkung auf periphere
Leukotriene, denn ihre Bildung wird dadurch ebenfalls blockiert. Daneben zeigen bereits gelau-
fene Studien an osteoporotischen Knochen, dass sich die LOX-Hemmung durch Baicalein posi-
tiv auf die kortikale Knochenmineraldichte auswirkt (Saul et al. 2017b). Unter der parenteralen
Gabe von verschiedenen Dosen Baicalein konnten bei ovariektomierten Ratten ebenfalls positive
Wirkungen auf die Skelettmuskulatur exploriert werden. Hier wurden bereits positive Effekte auf
die Kapillarisierung der Muskulatur und einen Anstieg der Muskelfaserdicke bei den Ratten fest-
gestellt. Jedoch traten an der Einstichstelle der Baicalein-Injektion lokale Entziindungen auf. Auf
Grund dieser Nebenwirkung sollten in weiteren Versuchen geklirt werden, ob eine andere Ap-
plikationsform gegebenenfalls geeigneter ist (Kling 2016). In dieser Studie wurde sich schliellich

fir eine orale Gabe des Baicaleins mit dem Futter entschlossen.

Baicalein unterliegt einem sehr hohem ,,First-Pass“-Effekt. Die Metabolisierung ist bereits im
Darm sehr hoch, aber auch die Leber ist daran beteiligt. Folglich ist die orale Bioverfiigbarkeit
nur relativ gering. Schon im Darm wird tber 90% des Baicalein zu seinem Hauptmetabolit Bai-
calein-7-Glucuronid konvertiert. Neben diesen sind noch weitere bekannt, dabei handelt es sich
vor allem um konjugierte Glucoronide, Sulfate und Methylate. In der Galle konnte man unter
anderem das BGG Baicalein-O-di-Glucuronid, BGS Baicalein-O-Glucuronid-O-sulfate, BGGlu
Baicalein-O-Glucose-O-Glucuronoid, BG  Baicalein-7-O-Glucuronid, MeBG  Methyl-O-
Baicalein-O-Glucuronid, BG' Baicalein-6-O-Glucuronide, BS Baicalein-O-Sulfat, MeBS Methyl-
O-Baicalein-O-Sulfat, nachweisen. Die Abbildung 5 zeigt zum besseren Verstindnis die jeweilige

Strukturformel der einzelnen Metabolite. (Abb.5)

Ebenfalls bei einer parenteralen Gabe findet man einen hohen Metabolismus durch die Leber. Es
lassen sich die gleichen Mono- und Dikonjugate wie bei oraler Gabe ausmachen (Zhang et al.
2011). Dieser hohe First-Pass-Effekt wurde in verschiedenen Studien deutlich. In Affen zeigt sich
eine orale Bioverfiigbarkeit bei einer oralen Dosisgabe von 50-500mg /kg Baicalein nur zwi-
schen 13,1%-23,0%. Allerdings variiert dies zwischen verschieden Arten, was wahrscheinlich an
einer unterschiedlichen Aktivitit der UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) in den jeweiligen
Spezies liegt (Tian et al. 2012). Dahingegen wird bei einer intravenésen Applikation etwa 25%
des Baicaleins nicht metabolisiert, was fur die Therapie von Vorteil sein kénnte (Lai et al. 2003).
Folglich sollte man dies bei der oralen Therapie und Verwendung mit Baicalein beachten und die

Dosis get. anpassen.
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Abbildung 4: Strukturformel Baicalein (Pubchem, CID 5281605)

Abbildung 5: Strukturformel von Baicalein und seiner Metaboliten (nach Zhang et al. 2011)
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1.4.2  Zileuton

Im Gegensatz zum Baicalein handelt es sich bei dem Zileuton nicht um ein natiirliches Pharma-
zeutikum, sondern um einen extra entwickelten selektiven und reversiblen 5-Lipoxigenase-
Hemmer. N-(1-benzo|/|thien-2-ylethyl) N-hydroxyurea wurde Anfang der 80er Jahre in dem Ab-
bott Labor entwickelt. Mit Hilfe seines Ringsystems soll es das aktive eisenhaltige Zentrum von
der 5-Lipoxygenase hemmen (Abb.6) (Pergola und Werz 2010). Es handelt sich dabei um eine
kompetitive Hemmung, die von der Substratkonzentration abhingig ist. Verschiedene Zelltypen
wie Eosinophile oder Mastzellen sind von der Hemmung betroffen, indem Zileuton in die Zellen
eintritt und das Enzym intrazellulir blockiert und so die Bildung von Leukotrine verhindert. Hin-
gegen ist die Hemmung sehr selektiv hinsichtlich des Substrates, Zileuton hemmt gar nicht, oder
nur in sehr hohen Konzentrationen tber 100 uM die 12- / 15-Lipoxygenase oder die Cyc-
looxygenase. Zileuton wirkt dadurch anti-allergisch und antiinflammatorisch. Auch kann mit
Zileuton erfolgreich Asthma, vor allem schweres persistierendes, therapiert werden. So verhin-
dert das Zileuton zum einen den Bronchospasmus, zum anderen verminderte es die Antigen-
induzierte Schleimbildung und die Migration von Eosinophilen in die Lunge (Folco et al. 1999).
Durch die verringerte Leukotrinbildung zeigt Zileuton auch bei anderen Erkrankungen, wie
Dermatosen, chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen, Endotoxidmien, Metastasen der Leber,
orale Karzinogenese, multiplen Organverletzungen und Schlaganfillen positive Effekte (Berger et
al. 2007).

Zusitzlich bestitigte sich in Studien eine deutliche Reduktion an Prostaglandinen durch Zileuton.
Dabei wird diese Produktion schon auf Ebene der Arachidonsiuren-Freisetzung von Makropha-
gen gehemmt und nicht nur durch die Hemmung der 5- Lipoxygenase. Gerade dadurch wird der
anti-inflammatorische Effekt begiinstigt (Rossi et al. 2010).

Es konnte bereits exploriert werden, dass durch Zileuton das Knochenvolumen und das Kortika-
le- sowie Kallusvolumen in der Tibia zunahm. Des Weiteren konnte im Femur das kortikale Vo-
lumen distal und proximal das trabekulire Volumen gesteigert werden. Allerdings kam es zu kei-
ner Verinderung der Knochendichte. Wiederrum erhohte sich die Genexpression von Osteocal-
cin und alkalischer Phosphatase (Saul et al. 2017).

Mit einer Halbwertszeit von 2,5 Stunden wird Zileuton recht schnell metabolisiert. Im Koérper
wird Zileuton zu 93 % an Plasmaproteine gebunden, hauptsichlich an Albumin und ein kleiner
Teil an das al-acid Glykoprotein. Ausgeschieden wird Zileuton zum Grof3teil iber den Urin als
Zileuton-Glucoronid. Zileuton in seiner Reinform und seine N-dehydroxylierte Form werden in
der Leber durch die Cytochrom P450-Iso-Enzyme CYP1A2, CYP3A und CYP2C9 oxidiert (Fels
et al. 1982). Gleichzeitig ist die gegebene Dosis proportional zur Plasmakonzentration und nach

mehrfacher Gabe stellt sich ein Steady-State ein. Die Gabe bzw. Einnahme von Zileuton zusam-
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men mit Essen oder ohne unterscheidet sich nicht voneinander, sodass Zileuton den Ratten auch
per Futter gegeben werden kann. Bereits bei einer einmaligen Dosis von 600 mg kénnen 98% der
Leukotriene By iiber Blockade der 5-Lipoxygenase gehemmt werden. Die Stirke der Hemmung
ist direkt verbunden mit dem prozentualen Anteil an Zileuton im Plasma (Berger et al. 2007).

Das Zileuton weist nur wenig Nebenwirkungen auf, allerdings miissen die Leberwerte, in Form
von Transaminasen, kontrolliert werden, da es in 3% zu einer Hepatitis nach 3 Behandlungsmo-
naten kommen kann. Des Weiteren verdoppelt sich durch Zileuton der Theophyllin-Spiegel bei
gleichzeitiger Gabe, worauf bei gleichzeitiger Therapie geachtet werden muss (Rietbrock et al.
2013).

In Amerika ist Zileuton zur Behandlung von Asthma bereits zugelassen (Berger et al. 2007).

Bisher gibt es noch keine Studien tber die Wirkung von Zileuton auf die Skelettmuskulatur. In
diesem Versuch soll nun tiberpriift werden, wie sich das oral aufgenommene Zileuton auf den

osteoporotischen Knochen und Muskulatur auswirkt.

Abbildung 6: Strukturformel von Zileuton (Pubchem, CID 60490)
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2 Material und Methoden

2.1 Die Versuchstiere
Zu Beginn des Versuchs handelte es sich um 70 weibliche drei Monate alte Ratten von der Rasse

Sprague-Dawley. Sie kamen von der Firma Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich.

Um die Ratten spiter genau identifizieren zu kénnen, wurde ihnen ein Transponder in den Na-
cken gesetzt. Diese Iso-Transponder wurden subkutan appliziert (UNO MICRO-ID Transpon-
der System 0,21 mm x 12 mm; Uno Roestast-staal BV, Zevenaar, Niederlande) Die Identifikation
erfolgt mittels einer individuellen Kontrollnummer. Die Haltung der Tiere fand in der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung der Universititsmedizin Gottingen statt. Dort ist es mdglich,
eine konstante Temperatur von 20°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 55% zu halten und den Tie-
ren einen Tag-Nacht-Rhythmus mittels artifiziellem Licht von 12 Stunden zu ermdglichen. So
konnten alle duleren Haltungsbedingungen konstant gehalten werden. Dabei lebten sie in Kifi-
gen des Typs Makrolon® 1V, in jedem Kifig befanden sich 3 - 4 Tiere. Diese Kifige wurden

wochentlich gegen frische desinfizierte ausgetauscht.

Die Tiere wurden in fiinf Gruppen zu je 14 Tieren aufgeteilt. Vier Gruppen wurden ovariekto-
miert (OVX) und bei einer Gruppe, der Kontrollgruppe, fand keine Ovariektomie statt (NON-
OVX).

Tabelle 3: Die 5 Versuchsgruppen

Gruppe Behandlung

1 NON-OVX, keine weitere Behandlung, Kontrollgruppe

OVX
OVX + Prophylaxe Baicalein (im Futter)
OVX + Prophylaxe Zileuton (im Futter)

OVX + Prophylaxe Baicalein + Zileuton (im Futter)

Die Ratten hatten Zugang zu frischem demineralisiertem Trinkwasser Uber einen Spender, wel-
ches mindestens 2 mal pro Woche erneuert wurde. Als Nahrung bekamen die Ratten einmal wo-
chentlich sojafreies Futter zu je 1500 g pro Kifig. Das dann verbliebene Futter wurde gewogen,
sodass man die gefressene Menge bestimmen konnte. Wobei die Tiere der Gruppe 3-5 spezielles
Futter nach der Ovariektomie bekamen, sieche Tabelle 3. Auch wurden die Tiere einmal pro Wo-

che gewogen.



Material und Methoden 32

Die Bezirksregierung Braunschweig genehmigte den Tierversuch im Rahmen des Forschungspro-

jektes.

2.2 Der Versuchsablauf

Die Tiere wurden zunichst in funf Gruppen a 14 Tiere geteilt, die unterschiedlich behandelt

wurden.

Tabelle 4: Versuchsgruppen und Anzahl der Tiere

Gruppe Behandlung Anzahl am Ende

1 NON-OVX, keine weitere Behandlung, Kontrollgruppe
OVX 10
OVX + Prophylaxe Baicalein 10
OVX + Prophylaxe Zileuton 12
OVX + Prophylaxe Baicalein + Zileuton 10

Nachdem die Tiere die Zentrale Tierexperimentelle Einrichtung erreicht hatten, fand drei Wo-
chen spiter die Ovariecktomie bei Gruppe 2 - 5 statt. Ein Tier aus Gruppe 5 musste zuvor auf
Grund einer Entziindung am Bein getotet werden, ein weiteres aus Gruppe 3 verstarb wihrend
der OVX. Direkt nach der Operation bekamen die Tiere der Gruppe 3 - 5 als Prophylaxe gegen
eine Entwicklung von Osteoporose spezielles, phytoestrogenarmes Futter verabreicht. Dabei
erhielt die Gruppe dreimal pro Woche Futter, dem eine Dosis von 10 mg/kg KG Baicalein bei-
gesetzt worden ist, Gruppe 4 bekam stattdessen Futter mit 10 mg/kg KG Zileuton und Gruppe
5 wiederrum wurde mit Futter geflittert, dass jeweils eine Dosis von 10 mg/kg KG Baicalein und

10 mg/kg KG Zileuton enthielt.

Nach acht Wochen fand dann eine bilaterale Osteotomie der Tibia an allen 68 Tieren statt. Peri-
operativ verstarben zwei Tiere, postoperativ kam es zu Komplikationen durch die Schmerzmit-
telgabe. Die Verabreichung von zweimal tiglich 5 mg/kg Catprieve (Carprieve® 50 mgl/ml In-
jekt, Norbrook Labs Ltd, Newry, Northern Ireland) fiithrte bei einigen Tieren direkt zum Tod
und andere mussten auf Grund starker Gewichtsabnahme getotet werden. Insgesamt starben 16
Tiere, die, wie sich in der pathologischen Biopsie herausstellte, durch die Schmerzmittelverabrei-
chung an Magenperforationen gelitten haben. Untersucht wurden die verstorbenen Tiere in der

Pathologie des Deutsches Primatenzentrum GmbH, Géttingen.
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Um die Frakturheilung im Nachhinein besser beurteilen zu kénnen wurden den Tieren vier ver-
schiedene Farbstoffe zu verschiedenen Zeitpunkten subkutan gespritzt. Am 13. Tag nach der
Osteotomie wurde den Ratten zunichst Xylenol Orange (XO) gespritzt. Als nichstes wurde bei
thnen am 20. Tag Calcein Grin (CG) und am 28. Tag Alizarin Komplexon (AK) appliziert. Zu-
letzt am 36. Tag erhielten sie noch Tetracyclin (TC). Die verwendeten Farbstoffe wurden von der

Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) erworben.

Die Tiere wurden dann finf Wochen nach der Osteotomie getotet, dies wurde mittels Dekapita-
tion durchgefiihrt. Die Knochenheilung wurde im Rahmen anderer Arbeiten untersucht und be-
urteilt. Der Fokus dieser Studie liegt auf der Muskulatur, sowohl umliegend der Tibia: M. soleus

und M. gastrocnemius als auch der Haltemuskulatur: M. longissimus.

2.3 Die Ovariektomie

Drei Wochen nach Ankunft der Ratten im Uniklinikum wurde bei Gruppe 2 - 5, insgesamt 56
Tieren die Ovariektomie durchgefithrt. Durch das Entfernen beider Ovarien wird ein Hormon-
mangel ausgelost, der einem postmenopausalen Zustand dhnlich ist, eingeleitet. Wie beim Men-
schen, kommt es auch bei der Ratte zu hormonellen Verianderungen, die schlieB8lich auch zu einer
Osteoporose fuhren kénnen. Zunichst wurden die Ratten fiir die OP-Reihenfolge randomisiert
eingeteilt, diese Reithenfolge wurde auch bei der Osteotomie und letztendlich der Dekapitation
eingehalten. Die OP fand in den Silen der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung an der

UMG statt.

Die Tiere wurden auf die OP vorbereitet, indem sie alle zunichst einzeln vor ihrer OP durch
Narkoseinhalation mit 3 V/% Isofluran (FORENE® 100%, AbbVie Deutschland GmbH & Co.
KG) sediert wurden. Diese Inhalation wurde tiber die gesamte Operation hindurch verwendet.
Gewogen wutrden die Ratten mit Hilfe einer Kern® Prizisionswaage Modell 440-53N (Kern &
Sohn GmbH, Balingen, Deutschland). Danach erhielt jede Ratte einen subkutan applezierten
ISO-Transponder (UNO MICRO-ID Transponder System 0,21 mm x 12 mm; Uno Roestaststaal
BV, Zevenaar, Niederlande), durch eine Nummer und mit einem Lesegerit (MiniMax II, Data-
mars SA, Bedano, Schweiz) konnte so jede Ratte jederzeit genau identifiziert werden. Die Tiere
wurden via Inhalation von 3 Vol.-% Isofluran narkotisiert. (FORENE® 100% (V/V) 250ml,
AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG)

Bevor der Schnitt gesetzt wurde, wurde die Ratte im OP-Bereich, vom Rippenbogen bis zum
Hintetlauf kurzrasiert und erhielt eine Injektion von 10 mg/kg KG Langzeitantibiotikum (Bay-

tril® 25 mg/ml Injektionslésung, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) Gleichzeitig
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wurde den Ratten zum Schutz der Augen wihrend der Narkose ein Cornealgel®, Augengel

(Bausch & Lomb, Berlin, Deutschland) aufgetragen. (Abb.7a,b)

Abbildung 7: Operationsvorbereitung
a) Rasur des Operationsbereichs; b) Inhalationsnarkose und Schmerzmittel-Gabe

62) L — Y

NS

Nachdem das Operationsgebiet nun steril mit Octenisept® Desinfektionsspray (Schilke und
Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) desinfiziert wurde, wurde ein etwa 2cm scharfer Haut-
schnitt mittels Skalpell lateral der Wirbelsdule unterhalb des Rippenbogens gesetzt, wobei die
Ratte auf der Seite lag. Die weitere Priparation und Freilegung der Adnexe erfolgte stumpf
(Abb.8a,b). Die Operationsschritte entsprechen denen von vorherigen Studien an ovariektomier-
ten Ratten. Bisher zeigten sie immer positive Ergebnisse in der OVX (Kling 2016; Rechholtz
2017).

An den Adnexen war das Ovar gut darstellbar und so konnten die zu- und abfihrenden Gefille
und die Tuba uterina mittels Ligation abgebunden werden. Mit dem Skalpell konnte die Adnexe
dann abgetrennt werden und der Uterus und das umliegende Gewebe konnten wieder in ihre

Normallage zurtickgefithrt werden (Abb.8b).
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Abbildung 8: Die Ovariektomie
a) erster Hautschnitt zur Ovariektomie; b) freipraparierte Adnexe

weifser Pfeil markiert das Ovar

Die entstandene Wunde wird in zwei Schichten verschlossen. Dazu wird zunichst ein resorbier-
barer Vicrylfaden, Vicryl® 4.0 Fiden (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Nor-
derstedt, Deutschland) verwendet, um die Muskulatur mit Einzelknopfnaht zuzunihen. Im zwei-
ten Schritt wird die Kutis mit ca. 5 mm langen Metallklammern wieder reponiert und chirurgisch
verschlossen (Abb.9a,b) (Michel-Klammern, 1,2 x 3 mm; Gebriidder Martin GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland).

Zum Schluss wird der Wundbereich noch mit Betaisadonna (Braunol® Losung, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert (Abb.10). Auf beiden Seiten wird identisch

vorgegangen.

Abbildung 9: Abschluss der Operation
a) Muskelnaht mit Einzelknopftechnik; b) Hautnaht mit Metallklammern

)
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Abbildung 10: Postoperative Desinfektion mit Betaisadonna (Braunol® Losung)

Um eine zu starke Auskiithlung der Ratten zu vermeiden, wurde die OP zum einen ziigig durch-
gefiihrt und zum anderen wurden sie postoperativ auf eine Wirmematte (Astopad® OPT 130,
Stihler Electronic GmbH, Stuttgart, Deutschland) gelegt. Zusitzlich wurde ihnen noch eine sub-
kutane Injektion von 3 ml 0,9%ige NaCl-Losung (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land) im Nackenbereich gegeben. Bereits weniger als eine Stunde nach der Operation konnten die

Ratten wieder aufstehen und sich normal bewegen (Rechholtz 2017).

Trotz groB3ter Vorsicht verstarb ein Tier perioperativ durch eine zu tiefe Narkose. Fine weitere

musste auf Grund einer Beinentziindung getétet werden.

2.4 Die Behandlung

Postoperativ wurde dann mit der prophylaktischen Therapie der Gruppen 3 - 5 begonnen. So
wurden sie schon vor Entwicklung einer manifesten Osteoporose therapiert. Dafiir wurde eigens
sojafreies Futter durch die Firma ssniff Spezialdiditen GmbH mit dem jeweiligen Wirkstoff herge-
stellt. Zusitzlich wurden die drei verschiedenen Futter angefirbt um eine Verwechslung unterei-
nander und mit dem normalen Futter zu vermeiden. Die Gruppe 3 bekam als Prophylaxe Baical-
ein 10mg/kg Korpergewicht (KG), dafiir befand sich in 10kg phytoestrogenarmen, violetten Fut-
ter 1,75g Baicalein. Gruppe 4 wurde mit Zileuton 10mg/kg KG prophylaktisch therapiert. In
threm Futter, das auch phytoestrogenarm, aber grin eingefirbt war, befand sich 1,75g Zileuton
pro 10kg. Eine weitere phytoestrogenarme, rote Futtermischung wurde aus 1,75g Zileuton und
1,75g Baicalein pro 10 kg hergestellt, dies bekam die Gruppe 5, somit erhielten sie Baicalein und

Zileuton jeweils mit einer Dosis von 10 mg/kg KG.

Verwendet wurde das Baicalein von der Firma Sigma-Aldrich (Baicalein 500 mg, Sigma-Aldrich

Inc., Darmstadt, Deutschland). Das Zileuton wurde von der Firma Cornerstone Therapeutics

INC. (ZYFLO CR® 600mg, Cary, North Carolina) bezogen.



Material und Methoden 37

Einmal wochentlich bekamen alle Tiere ihr jeweiliges Futter und die Restmengen wurden vor
erneuter Gabe gemessen, sodass am Ende die tatsichlich aufgenommene Menge und bei Gruppe

3-5 auch die aufgenommene Wirkstoffmenge pro Ratte errechnet werden konnte.

Die Futteraufnahme und die Dosis der jeweiligen Medikamente, die jedes Tier eingenommen

hatte, errechneten sich wie folgt:

(1500 g - Restfutter (g))
7 (Tage) X Rattenanzahl pro Kifig

Futtermenge in Gramm pro Tier pro Tag =

1,75 g Substanz X Futtermenge (g) pro Tier pro Tag
10000 g

Futterdosis in Gramm pro Tier pro Tag =

1000g KG XFutterdosis (g) pro Tier pro Tag

Futterdosis in Gramm pro g KG pro Tier = , .
mittleres KG Tiere (g)

2.5  Die Osteotomie

Um die Frakturheilung in den Gruppen beurteilen zu kénnen, wurden die Ratten acht Wochen
nach der Ovariecktomie, dieses Mal alle Gruppen, das heil}t insgesamt 68 Tiere, erneut operiert.
Die Durchfiihrung dieser Operation basiert auf ein Verfahren, dass 2010 in einer Studie von

Prof. Dr. Stiirmer durchgefithrt wurde (Stuermer et al. 2010; Komrakova et al. 20106).

Im Prinzip ist der Vorgang der OP zunichst hinsichtlich der Narkose und Vorbereitung der Tie-
re fir die Operation mit der Ovariektomie identisch. Mittels eines Rasierers werden nun die bei-

den Ricklaufe der Ratten kurz rasiert.

Die Narkose bestand dieses Mal zusitzlich zur Inhalationsnarkose aus einer intraperitonealen
Gabe von 37,5 mg/kg Ketamin (Ketamin Intesa 10 ml, Inresa Arzneimittel GmbH, Deutsch-
land) und 2,5 mg/kg Midazolam (Midazolam Rotexmedica 5 mg/ml Injektionslésung, Rotexme-
dica GmbH Arzneimittelwerk, Deutschland). Nachdem die Ratte erfolgreich narkotisiert worden
ist, wird die bilaterale Osteotomie der tibialen Metaphyse durchgefiithrt und gleich darauf die Plat-
tenosteosynthese. Die entstandene Wunde wird wieder wie oben beschrieben verschlossen. Da
man davon ausgeht, dass dieser Eingriff fiir die Ratten schmerzhafter ist, bekommen sie zusitzli-
che Schmerzmittel intra- und postoperativ gespritzt. Intraoperativ erhielten die Tiere jeweils ein-
mal subkutan 50 mg/kg KG Novalgin (Novaminsulfon 500 mg Lichtenstein, Zentiva Pharma
GmbH, Frankfurt, Deutschland). Je nach Bedarf wurde einzelnen Tieren zusitzlich Buprenot-

phin oder Sterofundin gespritzt (Rechholtz 2017).
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Intraoperativ erlitten zwei Tiere den Narkosetod. Postoperativ verstarben 16 Tiere bzw. mussten
auf Grund starker Gewichtsabnahme getotet werden. Es stellte sich heraus, dass diese Tiere eine
Magenperforation erlitten haben, was durch die zu hohe Schmerzmitteldosis ausgelost worden
ist. Es konnte in der Pathologie kein Zusammenhang mit den prophylaktischen verabreichten

Medikamenten gefunden werden.

2.6 Die polychrome Sequenzmarkierung

Um die Ossifikation nach der Fraktur besser beurteilen zu kénnen und um feststellen zu kénnen
wann diese stattgefunden hat, wurde eine intramuskuldre polychrome Sequenzmarkierung durch-
gefithrt. Wihrend der Knochenneubildung durch Osteoblasten kénnen in der Phase der Apatit-
bildung Fluorochrome eingelagert werden. Mit weiterem Knochenwachstum werden die Flu-
orochrome in die Tiefe mitgezogen (Gradinger und Gollwitzer 20006). Bei der Frakturheilung
verbinden sich die Farbstoffe mit Kalzium zu fluoreszierenden Chelatkomplexen, die dann in den
gerade mineralisierenden Knochen eingelagert werden. Durch diese Methode sind eine Darstel-
lung der Frakturheilung und die damit verbundene Dynamik im Knochenumbau darstellbar. Die-
se Bandenstruktur markiert zu welchem Zeitraum der entsprechende Kallus gebildet worden ist,
sodass der Frakturheilung am Ende eine definierte Zeitspanne zugeteilt werden kann. Dies ge-

schieht mit Hilfe einer quantitativen fluoreszenzmikroskopischen Analyse (Trautmann 2014).

In unserem Versuch wurden die Tiere an Tag 13 mit XO, am Tag 20 mit CG, am 28. Tag mit AK
und am 36. Tag mit TC behandelt.

2.7 Die Dekapitation und Muskelpriparation

Nachdem die 50 verbliebenen Tiere funf weitere Wochen standen und Gruppe 3 - 5 weiterhin ihr
spezielles Futter bekommen hatten, fand die Dekapitation statt. Die Reihenfolge entsprach der
von der Ovariektomie. Die Ratten wurden zuvor mit CO,-Gas-Narkose betiubt. Erst dann wur-

den sie mit Hilfe einer Guillotine getbtet, sodass der Kopf vollstindig vom Korper getrennt war

(Abb.11).
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Abbildung 11: Guillotine fiir die Dekapitation der Ratten

Als nichstes wurde der Uterus entnommen, um mit seinem Gewicht eine erfolgte Ovariektomie
nachweisen zu konnen. Das Gehirn wurde fir neurowissenschaftliche Analysen freipripariert. Es
folgte ziigig die Priparation der fir diese Arbeit wichtigen Muskulatur um postmortale Verinde-
rungen zu vermeiden. Nacheinander wurde jeweils der M. gastrocnemius, M. soleus und M. lon-
gissimus entnommen (Abb.12). Daftir wurden zunichst die oberflichlichen Muskeln der Tibia
scharf mit einem Skalpell freigelegt, bis der Muskelbauch des M. gastrocnemius zum Vorschein
kommt. Nach Durchtrennung der distalen Achillessehne konnte der Gastrocnemius stumpf frei-
gelegt werden, so dass darunter der Soleus zu sehen war. Beide Muskeln konnten mit einer Sche-
re und einer Pinzette stumpf voneinander getrennt werden und proximal von der Tibia gelost
werden (Abb.13a,b). Diese beiden Wadenmuskeln wurden als nichstes gewogen bevor dann ran-
domisiert jeweils eine Seite fiir spitere enzymatische Untersuchungen in Réhrchen verpackt und
die andere Seite, die fur histologische Untersuchen gebraucht wurde, mit Talkumpulver bestdubt
wurde. Der mit Talkum bestdubte M. gastrocnemius wurde zusitzlich noch in der Hilfte durch-
trennt, um so spiter leichter Schnittpraparate erstellen zu kénnen. Die Priparate vom Soleus und
Gastrocnemius wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren, wobei das Talkum der Ober-
flichenvergroflerung des Muskels dient, die dann ein gleichmif3igeres und gleichzeitiges schnelles

Einfrieren mit weniger Zellschiden erméglicht (Moline und Glenner, G.G. 1964).
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Abbildung 12: Priparation der Wadenmuskulatur der Ratte, mit Pinzette gehalten: M. soleus

Pfeil: M. gastrocnemins

Abbildung 13: Priparation der Wadenmuskulatur der Ratte
a) M. soleus pripariert; b) M. gastrocnemius pripariert

)

Als nichstes wurde der Longissimus freigelegt indem die Haut lateral der Wirbelsdule aufgetrennt
wurde und die oberflichliche Muskulatur entfernt wurde (Abb.14). Da aber nur ein Teil des Lon-
gissimus freipripariert wurde, wird dieser nicht gewogen sondern eine Seite direkt im Rohrchen
eingefroren und die kontralaterale Seite mit Talkum bestiubt in den fliissigen Stickstoff gegeben.
Bevor die Muskelpriparate fiir die histologische Untersuchung eingefroren wurden, wurden sie in
vorher passend beschrifteten Alufolien verpackt. Gelagert wurden sie bis zum Ende des Operati-
onstages im flissigen Stickstoff. Danach wurden die Priparate bei -80°C Temperatur in einer

Kihltruhe sicher bis zur Auswertung verwahrt.
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Abbildung 14: Priparation M. longissimus, gehalten mit Pinzette

Des Weiteren entnahm man von der Ratte noch beide Tibiae und Fibulae, beide Femura und
finf Lendenwirbel. Diese sind Teil anderer Arbeiten und werden hier deswegen nicht weiter er-

lautert.

2.8  Die Herstellung der Muskelschnittpraparate

Die histologische Untersuchung fand unter einem Lichtmikroskop statt, sodass zuvor Schnitte
der jeweiligen Muskelgruppen fiir Objekttriger erstellt werden mussten. Dafiir stellte das Institut
fir Nutztierwissenschaften Gottingen sein Kryostat-Mikrotom, Modell CM 1900 der Firma Lei-
ca-Microsystems, Nussdorf, Deutschland, zur Verfigung. Mit Hilfe dieses Mikrotoms wurden

feinste Gefrierschnitte von 12pum Dicke erstellt.

Fir das Erstellen der Muskelschnitte wurde eine Temperatur von -20°C am Mikrotomschnitt-
messer ben6tigt. Zunichst wurde jeweils ein Muskel quer auf den Priparathalter mit einem Trop-

fen destilliertem Wasser befestigt und dann in den Schlitten eingespannt (Abb.15a,b).

Nach einem Schnitt liegt das geschnittene diinne Muskelpriparat auf dem Messer auf. Durch

elektrostatische Krifte konnte der Schnitt direkt auf einen Objekttriger tibertragen werden.

Die Schnitte wurden so erstellt, dass jede Muskelfaser im Querschnitt angeschnitten wurde. Pro
Muskel wurden 3 - 4 Schnitte auf je zwei Objekttriger gebracht. Bei 50 Tieren und jeweiligen drei
Muskeln, ergab dies letztendlich 300 Objekttriger. Bevor sie in die Tiefkihltruhe bei -20°C gela-

gert werden konnten, mussten sie 2 Stunden nach dem Erstellen trocknen.
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Abbildung 15: Priparation am Mikrotom
a) Mikrotom zum Schneiden; b) Schneidemesser mit befestigten Muskel

weifSer Pfeil marfkiert Mustkel

2.9  Das Anfirben der Priparate

Die Objekttriger wurden in einem nichsten Schritt histologisch gefirbt, um Unterschiede zwi-
schen den Zelltypen bzw. Zellen und Kapillaren besser hervorzuheben. Daftir wurden zwei ver-
schiedene Firbemethoden angewendet. Pro Ratte wurden jeweils ein Objekttriger mit der ersten

und ein weiterer mit der zweiten Farbung angefirbt.

1. Amylase-PAS-Firbung, nach Andersen (1975), sie dient der besseren Differenzierung
zwischen Zellen und Kapillaren (Andersen 1975)

2. Myofibrillidre-ATPase-Farbung mit Diaphorase, nach Horak (1983), durch sie ist eine
Differenzierung der Muskelfasertypen moglich (Horak 1983)

Im Anhang dargestellt finden sich die jeweiligen Farbeprotokolle und eine Erklirung zur Herstel-

lung der angewandten Losungen.

2.9.1 Die Amylase-PAS-Firbung

Dieses Verfahren dient zur genaueren Darstellung der Kapillaren in den Muskelschnittprapara-
ten. Durch diese Firbung werden hauptsichlich die Polysaccharide, die sich in der Basalmembran
von den Kapillaren befinden, angefirbt. Gleichzeitig werden aber auch die Polysaccharide in der

Basalmembran von den Muskelfasern angefirbt. Somit lassen sich die Zellgrenzen und Kapillare

deutlich darstellen (Qu et al. 1997).

Wihrend der Firbung kommt es zu der Perjodsiure-Schiff-Reaktion, wobei durch die Perjodsau-

re Glykolgruppen im Priparat zu Dialdehyde oxidiert werden. Mit dem Schiff’schen Reagenz, ein
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basisches Fuchsin, werden die Dialdehyde dann nachgewiesen. Ohne die Vorbehandlung mit der
Amylase wire die PAS-Reaktion nur spezifisch fiir Glykolgruppen, die man aber auch an anderen
Stellen als der Membran und extrazellulliren Matrix findet. Amylase wirkt glykogenolytisch und
spaltet so die Glykolgruppen. Folglich reagieren nur noch Kohlenhydrate positiv nach Zugabe
der Perjodsiure. Das Schiff’sche Reagenz reagiert wieder mit ihnen und farbt vor allem das Kol-

lagen und die Basalmembran der Praparate rotlich (Junqueira 1986).
Die Firbung wird nach Andersen durchgefiihrt, entsprechend dem Protokoll (Andersen 1975):

2.9.1.1  Das Protokoll der Amylase-PAS-Férbung

1. Fixierlosung, zunichst wurde eine Fixierlosung aus Ethanol, Chloroform und Essigsiure
hergestellt. Diese Losung gab man fiir 60 Minuten bei 4°C in die mit Objektrigern befull-
ten Kuvetten.

2. Destilliertes Aqua, nun wurden die Kiivetten 10-mal unter flieBend destilliertem Wasser
durchgespiilt

3. Amylase hinzuftigen, als nichstes wurden die Kivetten mit in destilliertem Wasser gels-
ter Amylase gefiillt und bei 37°C reagierten sie miteinander fiir 25 Minuten.

4. Destilliertes Aqua, nachdem die Amylaselosung entfernt wurde, wurden die Kiivetten er-
neut 10-mal mit destilliertem Wasser durchgespiilt.

5. Reaktion mit Perjodsiure, mit Zugabe der Perjodsidure fand die wichtige Reaktion in der
Farbung statt. Sie wurde in die Kivetten gefullt und verbliebt dort fiir 30 Minuten, in die-
ser Zeit wurden die Glykolgruppen oxidiert.

6. Destilliertes Aqua, durch Entleeren der Kuvetten wurde die Perjodsdure entfernt und
wieder wurden die Kivetten 10-mal mit destilliertem Wasser durchgesptilt

7. Anfirben mit dem Schiff-Reagenz, fiir ca. 10 Minuten wurde das Schiff-Reagenz hinzu-
gegeben, wodurch sich die Aldehydgruppen nach und nach anfirbten. Die Dauer dieser
Reaktion kann variieren, da eine zu dunkle Firbung vermieden werden sollte und ggf. das
Schiff-Reagenz vorher entfernt werden musste. Die Farbintensitit wurde tberprift, in-
dem ein Objekttrager gegen Licht gehalten wurde.

8. Tixierung um die Firbung zu fixieren wurde anschlieBend fir 30 Minuten schwefeliges
Wasser in die Kivetten gegeben.

9. Spilung, dann wurden die Kavetten 10 Minuten unter flieBendes Leitungswasser gestellt.

10. Destilliertes Aqua, zuletzt wurden die Kivetten nochmals fiir drei Minuten mit destillier-

tem Wasser gefillt.
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AbschlieBend mussten die Deckgldschen auf die Objekttriger aufgebracht werden um die Pripa-
rate zu schiitzen. Daftr wurden jeweils einzelne Objekttrager aus der feuchten Kivette entnom-
men und von der Unterseite mit Papier trocken getupft. Um das Deckgldschen zu befestigen,
wurde das wissrige Eindeckmittel Aquatex® der Firma Merck verwendet. Jeweils ein bis zwei
Tropfen gab man auf das Pridparat und mit Hilfe einer Pinzette legte man die Deckglischen
schlieB3lich so auf das Priparat, dass keine Luftblischen entstanden (Abb. 16). Das Deckglischen
war nach etwa drei Tagen fixiert, tiberschiissiger Kleber konnte mit einem feuchten Tuch ent-
fernt werden und die Objekttriger wurden in Kistchen zur Aufbewahrung gelegt, bis zur weite-

ren Untersuchung unter einem Mikroskop.

Abbildung 16: Objekttriger mit Muskelpriparaten des M. longissimus nach Amylase-PAS-Firbung

2.9.2 Die ATPase-Firbung: Muskeltypenunterscheidung

Um unterscheiden zu kénnen um welchen Muskelfasertypen es sich vor allem in den Priparaten
der drei Muskeln handelt, farbt man sie mit der ATPase-Firbung und Diaphorase nach der Me-
thode von Horak an. Hier macht man sich den bekannten Eigenschaften der Muskelfasern zu

Nutze, dem Anteil der ATPase und der NADH-Diaphorase Aktivitit. (Horak 1983).

Die NADH-Diaphorase ist eine andere Bezeichnung fir die NADH-Dehydrogenase, ein Fla-
viprotein. Sie wirkt als Katalysator von Oxidationen und ubertrigt Elektronen von einem zum
nichsten Stoff. Das NADH oder NAD" wirkt dabei als Elektronendonator bzw. -aktzeptor. Das

Enzym befindet sich im Mitochondrium und ist an der Atmungskette beteiligt. Das Anfirben mit
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dem Nitro-Blauem Tetrazoliumchlorid ist daher ein Mal3 fir die Menge an Mitochondrien, die

sich in dem jeweiligen Muskelfasertyp befinden (Heinrich und Miller 2014).

Folglich lassen sich mit dieser Firbung oxydative, Typ-I und glykolytische, Typ-1Ib Muskelfaser-
typen voneinander unterscheiden. Auch findet man in den Pridparaten Muskelfasern vom inter-

medidren Typ-Ila (Schroder 1982).

Bei der Firbung nutzt man zusitzlich noch die unterschiedliche pH-Stabilitit und Aktivitit der
ATPasen in den Muskelfasertypen. Das Actomyosin, bestehend aus schnellen Typ-II Fasern hat
eine 3-mal héhere ATPase Aktivitit als die von langsameren Fasern und ist alkalistabiler und
sdurelabiler. Dies bedeutet, dass die ATPase der Typ-II Fasern nur bei héheren pH-Werten stabil
bleibt, bei niedrigen jedoch an Stabilitit und somit auch an Aktivitit verliert. Das pH-Optimum
der ATPase vom Typ-I liegt hingegen umgekehrt im sauren Bereich. Durch das Nutzen einer
Inkubationslosung mit einem niedrigen pH-Wert wird die ATPase von Typ-II gehemmt und nur

noch die Typ-I Fasern firben sich an (Guth und Samaha 1969).

2.9.2.1  Das Protokoll der AT Pase-Firbung

1. Fixieren des Priparates, zunidchst wurde eine Fixierlésung aus Paraformaldehyd, Calci-
umchloriddihydrat, Saccharose und destilliertem Wasser hergestellt. Dabei wurde ein pH-
Wert von 6,3-6,6 eingestellt. Erst dann wurde sie fur eine Minute in die, in Kivetten ste-
henden Objekttriger, gegossen.

2. Destilliertes Aqua, zum Waschen wurden die Kiivetten nun fir 5 Minuten mit destillier-
tem Wasser befillt, diesen Vorgang wiederholte man.

3. Inkubation mit Diaphorase, hierfiir wurde zunichst die Inkubationslésung aus NADH-
Dinatriumsalz, einem Phosphatpuffer, Nitro-Blauem Tetrazoliumchlorid und destillier-
tem Wasser hergestellt. Dann wurden die Objekttrager in eine Feuchtekammer gelegt und
dann mit der Inkubationslésung betrdufelt. Die Feuchtekammer gab man dann in eine
Inkubationskammer fir 60 Minuten bei 37°C.

4. Destilliertes Aqua, erneut wurden die Objekttriger in Kiivetten platziert und mit Hilfe
von destilliertem Wasser fur 15 Minuten gewaschen.

5. Inkubation mit einer sauren Losung. die saure Losung bestand aus einer Calciumchlorid-
Stamml6ésung, Eisessig, und destilliertem Wasser, sodass der pH Wert mit Hilfe von Salz-
sdure oder Natriumhydroxyd auf 4,2 eingestellt werden konnte. Diese wurde dann fiir 15
Minuten in die Kivetten gegeben.

6. Anwendung eines organischen Puffers. der Puffer wurde aus der Calciumchloridstamm-

16sung, destilliertem Wasser und Tris-Aminomethan, einer schwachen basischen Verbin-
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10.

11.

12.

13.

dung hergestellt. Die Tris-Calciumchloridlésung wurde nun fiir zwei Minuten zu den Ob-
jekttrigern gegeben.

Inkubation mit der ATPase, nun fand die Farbung mittels einer Losung aus Kaliumchlo-
rid, ATP, Glycinpuffer und der Calciumchloridstammlosung statt. Mit Hilfe von Salzsau-
re oder Natriumhydroxyd wurde ein pH-Wert von 9,4 eingestellt. Wieder wurden die
Kivetten in die Inkubationskammer fir 30 Minuten gestellt.

Waschung mit Calciumchlorid, es folgte eine dreimalige Reinigung fiir jemals 30 Sekun-
den mit Calciumchlorid, dies wurde aus Calciumchloriddihydrat und destilliertem Wasser
hergestellt.

Waschung mit Kobaldchlorid, aus Kobaltchlorid und destilliertem Wasser wurde eine L6-
sung unter dem Abzug angefertigt, da Kobaldchlorid kanzerogen ist. Auch die Kiivetten
wurden unter dem Abzug fiir zwei Minuten mit der Lésung inkubiert.

Destilliertes Aqua, um die gesamte Kobaltlosung zu entfernen wurden die Kivetten als
nichstes mit destilliertem Wasser dreimal fiir 45 Sekunden gewaschen.

Hinzugabe von Ammoniumsulfid, es folgte eine zweiminttige Hinzugabe von Ammoni-
umsulfid mit destilliertem Wasser.

Reinigung mit Leitungswasser, fiir etwa 10 Minuten stellte man die Kivetten unter flie-
Bendem Wasser.

Destilliertes Aqua, bevor die Praparate auf den Objekttriger wieder mit Deckglischen
bedeckt wurden, fillte man die Kivetten wieder mit destilliertem Wasser. (Abb.17) Das

weitere Vorgehen mit den Deckglischen entspricht der Amylase-PAS-Firbung.
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Abbildung 17: Objekttriger mit Muskelpriparaten des M. longissimus nach ATPase-Firbung

2.10  Die Auswertung der gefirbten Muskelpriparate

Fir die Auswertung der Muskelpriparate wurde das Mikroskop von dem Modell Nikon Eclipse
E600 (Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland) unter zehnfacher Vergré3erung mit eingebauter
Kamera und Softwarekopplung von dem Institut fiir Nutztierwissenschaften Gottingen verwen-
det. Mit Hilfe des Mikroskops wurden die Priparate unter zehnfacher Vergro3erung betrachtet
und zunichst von jedem Objekttriager 3 Ausschnitte eines Priparates abfotografiert und als digi-

tale .tif-Datei gespeichert.

Die Auswertung der beiden Firbungen konnten schlieBlich mit dem NIS-Elements AR-
Programm (Advanced Research; Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland) durchgefiihrt werden.

2.10.1 Die Auswertung der Amylase-PAS-Kapillarfirbung

Diese Firbung dient der Untersuchung, wie sich die Kapillardichte in Relation zu der Zellzahl
verindert hat. Daftr untersuchte man die 150 Praparate mit Hilfe des Programms. Hierfiir zihlte
man in den drei Ausschnitten einer Ratte die Zellen und Kapillaren, die sich innerhalb eines
Kistchens mit einer Seitenlinge von 500 pm mal 500 um, also 0,25 mm?* befanden. Die erhobe-
nen Zahlen wurden in eine Excel-Datei eingefiigt und das Verhiltnis der Kapillaren zu den Zel-

len berechnet:

Anzal Kapillare (n)
Anzahl Zellen (n)

Ratio Kapillaren pro Zelle (n) =

Durch die Farbung ist vor allem die Basalmembran der Muskelfasern als auch der Kapillare leicht

dunkler angefirbt als der Extrazellularraum oder das Sarkoplasma, sodass sich beide gut differen-
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zieren lassen. Mit Hilfe des Programms NIS-Elements AR lieB sich eine Fliche von 0,25 mm®
genau eingrenzen. In dieser Fliche konnten dann die Zellen und Kapillaren ausgezihlt werden.
Das Quadrat besitzt dabei zwei gestrichelte und zwei durchgezogene Rinder als Begrenzung. In
dem entstandenen Quadrat wurden die Zellen, die die zwei gestrichelten Rinder tberschritten
noch mitgezihlt. Solche Zellen, die jedoch die beiden durchgezogenen Rinder kreuzten, wurden
nicht gezihlt (vgl. Abb.18). Insgesamt wurde so das Verhiltnis der Kapillarisierung zur Zellzahl
in den einzelnen Muskeln M.gastrocnemius, soleus und longissimus der verschiedenen Behand-

lungsgruppen ermittelt (Abb.19).

Abbildung 18: Muskelpriparate des M. longissimus nach Amylase-Farbung

Weifses Beispielguadrat, welches als Begrenzung diente; griines Plus: einzelne ansgezihlte Muskelzellen nnd Kapillare

r----------
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Abbildung 19: Muskelpriparate des M. longissimus nach Amylase-Firbung mit Beschriftung

roter Pfeil: Basalmembran, weifse Pfeile: Kapillare; griines Plus: einzelne ausgezihlte Muskelzellen und Kapillare

2.10.2 Die Auswertung der ATPase-Diaphorasefirbung

Mit Hilfe dieser Farbung wurde nun der Unterschied der verschiedenen Muskelfasertypen inner-
halb eines Muskels deutlich. Die oxydativen Typ-I-Zellen sind stark dunkel-blaulich gefarbt, wo-
hingegen sich die glykolytischen Typ-I1IB Fasern hellbliulich darstellen. Ein weiterer Zelltyp sind
die intermedidren Typ-IIA. Diese sind ein Zwischentyp von beiden vorher genannten und haben
einen gut erkennbaren dunkelbldulichen Rand. Die Firbung dient der Bestimmung des Durch-

messers und der Fliche der jeweiligen Zelltypen.

Zunichst wurden beim M. longissimus je 30 Typ-I-Zellen und 30 Typ-IIA-Zellen pro Ausschnitt
in drei verschiedenen Priparaten umrandet. Folglich zihlte man 180 Zellen pro Tier. In den Pri-
paraten konnte nicht zwischen dem Typ-IIA- und Typ-1IB- Fasertypen unterschieden werden,

sodass beide zusammengefasst untersucht und als Typ-1I benannt wurden.

Die Zellen wurden mit einem Zeichentool innerhalb des Programms umrandet, so konnte die
Fliche und spiter aus der Fliche der Durchmesser errechnet werden. Beim Longissimus wurden
zusitzlich die Verhiltnisse von Typ-I- zu Typ-II-Zellen auf 0,5 mm? ausgezihlt, 500 um mal
1000 pm.



Material und Methoden 50

Beim M. gastrocnemius ging man genau wie bei M. longissimus vor, sodass wieder 180 Zellen
pro Tier umrandet wurden. Hier wird kein Verhiltnis bestimmt, da die Verteilung der Muskelty-

pen immer sehr unterschiedlich ist (Abb.20).

Beide Muskeltypen wiesen zu wenig Differenzen zwischen den Typ-1I-A- und B-Fasern auf, um
sie reprisentativ auswerten zu kénnen. Daraufhin wurde wie beim M. longissimus entschieden,

beide zusammen als Typ-1I-Muskelfasern mit den Typ-I-Fasern auszuzihlen.

Es ist auffillig, dass die Anordnung der Muskelfasertypen in etwa einem Schachbrettmuster ent-

spricht, dies findet man so auch beim Menschen (Lillmann-Rauch und Paulsen 2012).

Abbildung 20: Muskelpriparate des M. gastrocnemius nach ATPase-Firbung
a = "Typ-11, b = Typ-I-Fasern;
griine Umrandung eingelner Muskelzellen

zur Bestimmnng des Durchmessers und

der Fldche

SchlieBlich folgte die Analyse des M.soleus. Bei diesem Muskel findet sich tiberwiegend der Typ-
I-Zelltyp, sodass pro Ausschnitt nur 30 Zellen ausgewertete wurden (Abb.21). Da dieser Muskel
zu Uber 90% aus dem Muskelfasertypen, Typ-I, besteht, wurden nur diese Fasern gemessen
(Kling 2016). Dafiir werden die Zellen in 3 Schnitten umrandet, sodass insgesamt 90 Flichen in
die Auswertung kommen. Nach Berechnung der Durchmesser und der Fliche der einzelnen
Muskelfasern wurde schlieBlich ein Mittelwert pro Tier fiir jeden Parameter gebildet und weiter

statistisch untersucht.
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Abbildung 21: Muskelpriparate des M. soleus nach ATPase-Firbung

a = Dy-I; griime Umrandung einzelner Muskelzellen  zur  Bestimmung - des  Durchmessers und der  Fliche

o

2.11  Auswertung der Serumanalyse

Nach der Dekapitation wurde Blut von jeder Ratte entnommen und zur Analyse in Eppendorf
Roéhrchen gefillt (Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2.0 mL, Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land). Diese Réhrchen wurden zunichst bei -20 Grad gelagert. Die weitere Analyse der Serumpa-
rameter wurde in der Klinischen Chemie der Universititsmedizin Gottingen durchgefithrt (Kling

2016).

Mit Hilfe der Bestimmung der Serumproteine kann schliellich eine Aussage zu der Muskelfunk-

tion und dem Muskelzustand erhoben werden.

Eine besondere Bedeutung hat die Kreatinkinase im Muskel. Sie katalysiert die Reaktion zwischen
Kreatin mit ATP zu Kreatinphosphat und speichert so die Energie, um sie fiir folgende Muskel-
kontraktionen nutzen zu kénnen. Man unterscheidet drei verschiedene Isoformen der Kreatin-
kinase. Die CK-BB, die sich im Gehirn findet, die CK-MB des Herzens sowie die CK-MM der
Skelettmuskulatur (Dérner 2009). Das Kreatinkinase-System ist unabdinglich fir das wiederauf-
bauen der ATP aus ADP in einer Muskelzelle. Dabei wird von Kreatinphosphat das Phosphat
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auf das ADP intrazellulir Gibertragen, sodass schlieflich Kreatin zurtick bleibt. Man nennt dies

auch ein anaerobes Phosphorylierungssystem (Diehl 2009).

Um zu ermitteln wie viel Kreatinkinase sich quantitativ in der Serumprobe befindet, wurde das
Creatine Kinase Assay in der Klinischen Chemie verwendet. Dies befindet sich innerhalb des
Architect c16000 Analysiergerits der Firma Abbott, Wiesbaden. Grundlage ist die gezeigte Reak-

tion der Kreatinkinase.

Kreatinkinase

ADP + Kreatinphosphat «——— ATP + Kreatin

Im Serum wird die Kreatinkinase durch zusitzlich hinzugefiigtes N-Acetylcystein (NAC) akti-
viert. Das gebildete ATP wird mit Glucose durch die Hexokinase in Glucose-6-phosphat und
ADP umgewandelt. Mit der Glucose-6-phosphat-dehydrogenase reagiert das Glucose-6-phosphat
wiederum mit NADP" zu 6-Phosphogluconolacton und NADPH+H". Die gebildete Menge an
NADPH kann mit einem optischen Nachweis bei 340nm Wellenlidnge errechnet werden. Da die
Menge NADPH proportional zum Anteil der Kreatinkinase ist, konnte so die im Serum enthal-

tene CK quantitativ ermittelt werden (Dorner 2009).

Die Muskelkontraktion und somit auch die Funktion der Muskulatur hingen des Weiteren auch
von den Serumelektrolyt-Werten ab. Gerade das Magnesium und das Calcium haben Einfluss auf
diese und wurden folglich mit bestimmt, um eventuelle Verinderungen durch die Therapien zu
erkennen (Schréder 1982). Das Calcium wurde mit Hilfe des Farbstoffes Arsenazo III angefirbt

und ermittelt.

Um die Magnesiumkonzentration ermitteln zu kénnen wurde erneut der Farbstoff Arsenazo III
ins Serum gegeben. Zusammen mit einem Chelatbildner, der das im Serum befindliche Calcium
komplexieren konnte. Dies wurde gemacht um eine Stérung des Calciums bei der Messung zu
verhindern. Bei einer Wellenlinge von 572nm konnte mittels optischen Nachweises die Magnesi-

umkonzentration bestimmt werden.

Sowohl die Calcium- als auch die Magnesiumkonzentration wurde mit Hilfe des Architect ¢16000

Analysiergerits der Firma Abbott, Wiesbaden, in der Klinischen Chemie, eruiert (Kling 2016).
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Tabelle 5 : Reaktionsschritte der Kreatinkinase (Zeitschrift fur klinische Chemie und klinische Biochemie
1972)

(1) Kratinphosphat + ADP - Kreatin + ATP
(2) ATP + Glucose = Glucose-6-phosphat + ADP

(3) Glucose-6-phosphat + NADP - Gluconat-6-Phosphat NADPH+H

2.12  Statistische Auswertung
Die Daten wurden in Excel (Microsoft Office 2010, Redmond, USA), tibertragen, um dort weiter
bearbeitet zu werden. Fir die statistische Analyse wurde das Statistikprogramm Prism 5.0 der

Firma Graph Pad Software Inc., San Diego, USA verwendet.

In dieser Studie wurde die one way analysis of variance (one-way ANOVA) und der Tukey-
Kramer post hoc Test angewendet. Mit letzterem lassen sich Signifikanzen unter den Gruppen

exakter bestimmen.

Die Daten wurden als Mittelwerte und Standartabweichungen dargestellt. In der Teststatistik
wurde ein p-Wert = Signifikanzwert/ Uberschreitungswahrscheinhchkeitswert von p < 0,05 ver-
wendet. Die signifikanten Unterschiede wurden mit einem p-Wert: p < 0,05 als signifikant, p <

0,01 hochsignifikant und p < 0,001 héchstsignifikant definiert.
Es wurden die folgenden Bezeichnungen benutzt:

* > p < 0,05 % > p < 0,01; ¥ > p < 0,001
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3 Ergebnisse

3.1  Korpergewichte, Futter- und Dosisaufnahme und Muskelgewichte

3.1.1 Korpergewichte

Direkt von Versuchsbeginn an wurden die Ratten wochentlich gewogen. IThr Gewicht unterschied
sich zu Beginn des Versuches nicht signifikant (Abb.23). Am Ende war ein héchstsignifikanter
Unterschied zwischen den Tieren mit und denen ohne Ovariektomie festzustellen (Abb.22). Im
Durchschnitt hatten die OVX, Baicalein, Zileuton und Baic.+Zileu.-Gruppe einen Gewichtsun-
terschied von zusitzlichen 92,635 g zur Non-OVX-Gruppe. Zwischen den unbehandelten und

den behandelten ovariektomierten Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied.

Abbildung 22: Korpergewichte zu Versuchsende; *** hochstsignifikant (p < 0,001)
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Abbildung 23: Koérpergewichte im Verlauf

a = Non-OV'X vs. alle iibrigen Gruppen, *p < 0,05
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3.1.2  Analyse der Futteraufnahme
Durch die Analyse der aufgenommenen Futtermenge pro Kifig konnte die wochentliche Auf-
nahme pro Tier bestimmt werden. Dafiir wurde jeweils das Restfutter nach 7 Tagen gemessen

und neues Futter a 1500 g gegeben.

Die aufgenommene Futtermenge unterschied sich in der zweiten bis achten Woche signifikant
zwischen den behandelten Gruppen und der Non-OVX. Im Schnitt nahmen die Tiere deutlich
mehr Futter zu sich als die ohne Ovariektomie. Zur OVX Gruppe und den behandelten Ratten
lieBen sich keine Divergenzen beziiglich der Futteraufnahme eruieren. Die Futteraufnahme der
OVX lag in der zweiten und dritten Woche, sowie der fiinften bis achten Woche signifikant tiber

der Futteraufnahme der Non-OVX (Abb.24).

Nach der Osteotomie, die in der 9. Woche durchgefithrt wurde, kam es zu einem starken kurzzei-
tigen Abfall der gefressenen Menge. Bis zum Versuchsende normalisierte sich die Aufnahme in

allen Gruppen wieder (Abb.24).
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Abbildung 24: Aufgenommene Futtermenge pro Tier in mg pro Tag im Verlauf

a = Non-OV'X vs. alle iibrigen Gruppen; b = Non-OV'X vs. Baicalein, Zileuton und Baic.+Zilen., *p < 0,05

-~ Non-OVX
35+ - OVX

—-+— Baicalein
30-

-~ Baic.+Zleu.

N
irk

Futter mg/ Tier/ Tag
N
o

AN
\‘

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 121
Wochen



Ergebnisse 57

3.1.3 Analyse der Dosisaufnahmen

Die Versuchsgruppen Baicalein, Zileuton und Baic.+Zileu. nahmen nach der Ovariektomie die
jeweiligen Medikamente mit dem Futter auf. Die errechnete Menge unterschied sich nicht signifi-
kant voneinander unter den Gruppen. Im Schnitt erhielten so die Ratten der Baicalein-Gruppe
10,35 mg/kg KG Baicalein. Die Dosis der Zileuton-Gruppe lag bei 10,43 mg/kg KG und die
Baicalein plus Zileuton nahmen etwa 10,48 mg/kg KG von beiden Substanzen auf. Nach der
Osteotomie sank die aufgenommen Dosis kurzzeitig zusammen mit der Futteraufnahme. Zum

Versuchsende normalisierte sich die aufgenommene Dosis wieder (Abb.25).

Abbildung 25: Aufgenommene Dosismenge pro Tier in mg pro Tag im Verlauf; nicht signifikant; p > 0,05
Tukey-test
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3.1.4 Uterusgewichte

Das Wiegen der Uteri wurde auch direkt nach der Tétung durchgefiihrt. Hier sollte gezeigt wer-
den, dass die Ovarien der Ratten der OVX, Baicalein Zileuton und Baic.+Zileu. wihrend der
Ovariektomie vollstindig entfernt worden sind und die Uteri sich daraufhin zurtckbildeten. Die

Darstellung der Gewichte bestitigte dies (Abb.26). Somit war die Ovariektomie erfolgreich.

Abbildung 26: Uterusgewichte nach T6tung; *** héchstsignifikant (p < 0,001)
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Nur die Uteri der Non-OVX-Gruppe wiesen noch ein normales Gewicht von durchschnittlich
4,57 g auf, was dafir spricht, dass bei ihnen wie vorgesehen, keine Ovariektomie stattgefunden
hatte. Die Non-OVX-Gruppe unterschied sich hinsichtlich der Uterusgewichte hochstsignifikant
von den anderen Gruppen. Zwischen den Gewichten der anderen Gruppen bestanden keine

signifikanten Unterschiede.
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3.1.5 Muskelgewichte

Die Muskelgewichte vom M. soleus und M. gastrocnemius wurden unmittelbar nach der Dekapi-
tation erfasst und notiert. Beide Muskeln konnten in toto entfernt werden. Die genaue, vollstin-
dige Entfernung war bei dem M. longissimus nicht méglich, sodass die Gewichtsmessung unter-
blieb. Dargestellt ist hier das Muskelgewicht der beiden Muskeln und den dazugehérigen Grup-

pen in Gramm.

3.1.5.1  Mustkelgewichte M. soleus
Zwischen den Gewichten des Soleus der einzelnen Gruppen wurde keine signifikante Differenz

festgestellt (Abb.27).

Abbildung 27: Muskelgewichte des M. soleus; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.1.5.2  Muskelgewichte M. soleus in Relation zum Kirpergewicht

In der statistischen Analyse des Muskelgewichts pro Gramm Korpergewicht zeigte sich ein hoch-
signifikanter Unterschied der unbehandelten OVX-Gruppe zur Non-OVX. Die mit Zileuton,
Baicalein und die Baic.+Zileu. Gruppe wiesen einen signifikanten Unterschied zur Non-OVX auf

(Abb.28).
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Abbildung 28: Muskelgewichte des M. soleus in Relation zum Korpergewicht; * signifikant (p < 0,05), **
hochsignifikant (p < 0,01)
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3.1.5.3  Muskelgewichte M. gastrocnenmins
Die statistische Analyse erbrachte keine signifikanten Variationen unter den Gewichten der finf

Gruppen des Gastrocnemius (Abb.29).

Abbildung 29: Muskelgewichte des M. gastrocnemius; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.1.5.4  Muskelgewichte M. gastrocnemins in Relation zum Korpergewicht
In der statistischen Analyse konnten keine Signifikanzen zwischen den Muskelgewich-

ten/Korpergewicht der Gruppen festgestellt werden (Abb.30).

Abbildung 30: Muskelgewichte des M. gastrocnemius in Relation zum Kérpergewicht, nicht signifikant; p
> 0,05 Tukey-test
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3.2 Verhiltnis der Kapillaren zu Muskelfaseranzahl
Mit Hilfe der Amylase-Kapillarfairbung konnten die Kapillaren gut dargestellt werden. Die Aus-
zihlung der Kapillaren und Muskelfasern wurde in allen drei Muskeln durchgefithrt und jeweils

die Verhiltnisse unter den Gruppen verglichen.

3.2.1 M. longissimus

Im M. longissimus lag die Kapillarisierung pro Muskelfaser im Schnitt in der mit Baicalein be-
handelten Gruppe, bei 1,458/um. Nur wenig davon divergierte mit durchschnittlich 1,424/pm
die Zileuton Gruppe 3. Jedoch differierten alle Gruppen im 1-way Anova nicht signifikant
(Abb.31).

Abbildung 31: Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. longissimus; nicht signifikant; p>0,05
Tukey-test
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3.2.2 M. soleus

Zwischen den Gruppen lieBen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen (Abb. 32). Mit
einem Mittelwert von 1,566 hat die Gruppe 2 der ovariektomierten Tiere die héchste Kapillarisie-
rung. Insgesamt konnte aber festgestellt werden, dass sich auch beim M. soleus keine bedeutsame

Verinderung in der Kapillarisierung fand.

Abbildung 32: Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. soleus; nicht signifikant; p > 0,05 Tu-
key-test
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3.2.3 M. gastrocnemius

Im Durchschnitt war die Kapillarisierung pro Muskelfaser in den behandelten Gruppen 3 - 4
hoher als die der unbehandelten Gruppen. Die 1-way ANOVA war signifikant. Im Tukey’s Mul-
tiple Comparison Test zeigte sich in der mit Baic.+Zileu. behandelten Gruppe ein hochsignifi-
kant hoheres Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern zu der Non-OVX und der OVX-
Gruppe (Abb. 33).

Abbildung 33: Verhiltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. gastrocnemius; ** hochsignifikant

(p <0,01)
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3.3  Auswertung der ATPase-Firbung

Mit Zuhilfenahme der ATPase-Farbung nach Horak (Horak 1983) und dem NIS-Elements AR-
Programm wurden zum einen der durchschnittliche Muskelfaserdurchmesser und zum anderen
die durchschnittliche Muskelfaserfliche der Fasertypen fir die einzelnen Gruppen bestimmt.
Diese Ergebnisse wurden dann jeweils auf das Korpergewicht und bei den Wadenmuskeln auch
auf das Muskelgewicht bezogen, um einen besseren Vergleich darzustellen. Von den einzelnen
Muskeln: M. longissimus, M. soleus und M. gastrocemius wurden jeweils drei Schnittbilder ver-

wendet.

3.3.1 M. longissimus
Beim M. longissimus fanden sich die Fasertypen I und II. Pro Schnittbild wurden 30 Typ-I- und

Typ-1I-Muskelfasern auf einer Fliche von 0,5 mm®ausgewertet.

3.3.1.1  Muskelfaserdurchmesser
Der durchschnittliche Durchmesser der Muskelfasern des M. longissimus wurde aus den 3
Schnitten eines Muskels jeweils 60 Typ-I- und Typ-II-Muskelfasern eines Tieres bestimmt. Das

bedeutet, dass pro Tier somit 180 Zellen ausgewertet wurden.

3.3.1.11 Typ-I-Muskelfasern
Nach Auswertung der statistischen Analyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der

Durchmesser der Typ-I-Muskelfasertypen unter den Gruppen (Abb.34).

Abbildung 34: Durchmesser der Typ-I-Muskelfasern des M. longissimus; nicht signifikant; p > 0,05 Tu-

key-test
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3.3.1.1.2  Typ-lI-Muskelfasern
Zwischen den verschiedenen Gruppen lief3en sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des

Durchmessers der Typ-II-Fasern feststellen (Abb.35).

Abbildung 35: Durchmesser der Typ-1I-Muskelfasern des M. longissimus; nicht signifikant; p > 0,05 Tu-
key-test
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3.3.1.2  Muskelfaserfliche

Um die durchschnittlichen Flichen der Muskelfasertypen bestimmen zu kénnen, wurden in den
drei Schnitten eines Muskels jeweils 30 Typ-I- und 30 Typ-II-Muskelfasern umrandet, da sich die
zwei verschiedenen Muskelfasertypen gut voneinander differenzieren lieBen. Die Mittelwerte der

Flichen wurden getrennt voneinander ausgewertet.



Ergebnisse 67

3.3.1.21  Typ-I-Muskelfasern

Zwischen den Flichen des Muskelfasertyps I lieBen sich keine Signifikanzen in der statistischen
Analyse erfassen. Mit 2818 pum?’ zeigte sich bei der mit Zileuton behandelten Gruppe die durch-
schnittlich gro3te Fliche (Abb.36).

Abbildung 36: Fliche der Typ-I-Muskelfasern des M. longissimus; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.1.2.2  Typ-lI-Muskelfasern
Nach der statistischen Auswertung der Flichen der Typ-II-Muskelfasertypen konnten keine sig-
nifikanten Abweichungen unter den Gruppen erkannt werden. Die ovariektomierte Gruppe 2

besitzt mit 6248 pm®die durchschnittlich groBte Fliche (Abb.37).



Ergebnisse 68

Abbildung 37: Fliche der Typ-II-Muskelfasern des M. longissimus; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.1.3  Muskelfaserdurchmesser | -fliche bezogen anf das Kirpergewicht
Der M. longissimus wurde postoperativ nicht gewogen. Somit wurde die Auswertung der gemes-
senen Muskelfaserdurchmesser bzw. -fliche nur in Relation zum Koérpergewicht der Ratten ge-

setzt.

33.1.3.1 Typ-I-Muskelfasern
Die Relation der Durchmesser/g Korpergewicht der Typ-I-Fasern der Gruppen erbrachte signi-
fikant hohere Ergebnisse der Non-OVX Gruppe zu allen anderen. Sie war hochstsignifikant ver-
schieden von der OVX, der Baicalein sowie der Baic.+Zileu.-Gruppe, sowie hochsignifikant zur
Zileuton-Gruppe. Zwischen den anderen Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

(Abb.38).
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Abbildung 38: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser des M. longissimus zum Ko&rpergewicht;
** hochsignifikant (p < 0,01); *** hochstsignifikant (p < 0,001)

*%k*%
T L3 1
0.201 *kk
T Tk 1
T
0,154
O
~
o 0,104
e
=3
0,05+
0,00 T
AN \x QS Qo
o o ¥
0(\' {&0 /\3@! x/\’
< Q @@0’

Bei Betrachtung der Fliche/g Korpergewicht fiel auf, dass die Non-OVX die durchschnittlich
groBte Fliche besa. Sie betrug 7,101 pm*/g KG und wich somit signifikant von der Baicalein

und Baic.+Zileu.-Gruppe ab. Zwischen den anderen bestanden keine signifikanten Unterschiede

(Abb.39).
Abbildung 39: Verhiltnis von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche des M. longissimus zum Koérpergewicht; *
signifikant (p < 0,05)
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3.3.1.3.2  Typ-lI-Muskelfasern

Bei den Typ-II-Fasern des Longissimus ergaben sich signifikante Abweichungen zwischen den
Durchmessern/g Kérpergewicht in den Gruppen. Die Non-OVX-Gruppe wies einen hochstsig-
nifikant hoheren Durchmesser/g Korpergewicht auf als alle anderen Gruppen. Die grofite Ab-
weichung der mittleren Durchmesser/g Korpergewicht bestand zur Baicalein-behandelten Grup-
pe 3 und lag bei 8,808 um/g KG. Gefolgt von der Baicalein plus Zileuton behandelten Gruppe 5
mit 7,145 pm/g KG (Abb.40).

Abbildung 40: Relation vom Muskelfaser-Typ-II-Durchmesser des M. longissimus zum Korpergewicht;
¥ hochstsignifikant (p < 0,001)
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Die statistische Analyse ergab eine signifikant groBlere Fliche /g Korpergewicht der Non-OVX-
Gruppe in Bezug zu den mit Baicalein und Baic.+Zileu. behandelten Gruppen. Mit einer mittle-
ren Fliche von 15,86 pm®/g KG wich sie um 4,303 pm*/g KG von der mittleren Fliche/KG der
Baicalein-Gruppe und 3,689 pm?®/g KG von der mittleren Fliche/KG der Baic.+Zileu.-Gruppe
ab (Abb.41).

Abbildung 41: Relation von der Muskelfaser-Typ-II-Fliche des M. longissimus zum Ko&rpergewicht; *
signifikant (p < 0,05); ** hochsignifikant (p < 0,01)

3.3.1.4  Verhdltnis der Muskelfasertypen im 1ongissinmus

In dem M. longissimus lagen die verschiedenen Muskelfasertypen in einer relativ regelmafBigen
Verteilung vor. Es war daher methodisch wertvoll, das Verhiltnis der Typen untereinander zu
bestimmen. Letztendlich wurde daraus das Verhiltnis zwischen der Anzahl beider Fasertypen zur

Gesamtfaserzahl berechnet (Kling 2016).

Zwischen den Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede an dem Anteil der Typ-I-
Muskelfasern zu der Gesamtfaserzahl festgestellt werden (Abb.42). Mit 44,56 % wies die mit
Baic.+Zileu. behandelte Gruppe den gro3ten Anteil an Typ-I-Fasern auf.
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Abbildung 42: Prozentualer Anteil der Muskelfasern-Typ-1 zur Summe aller Fasern des M. longissimus (in
Prozent zur Gesamtfaserzahl auf 1 mm?); nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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Genau wie die Typ-I-Fasern lagen die Typ-II-Fasern in einem sich nicht-signifikant voneinander
unterscheidendem Anteil vor. In allen Gruppen war der Anteil an Typ-II-Fasern insgesamt aber

hoher als der Typ-I-Fasern (Abb.43).

Abbildung 43: Prozentualer Anteil der Muskelfasern-Typ-1I zur Summe aller Fasern des M. longissimus
(in Prozent zur Gesamtfaserzahl auf 1 mm?); nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.2 M. soleus

3.3.2.1  Muskelfaserdurchmesser
In die Auswertung des M. soleus zur Berechnung der Durchmesser kamen pro Tier jeweils 90

Typ-I-Muskelfasern, aus denen schlief3lich der Mittelwert gebildet wurde.

3.3.2.1.1  Typ-I-Muskelfasern
Die statistische Analyse der Muskelfaserdurchmesser ergab keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen (Abb.44).

Abbildung 44: Durchmesser der Typ-I-Muskelfasern des M. soleus; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.2.2  Muskelfaserfliche
Die Auswertung der Flichen des M. soleus erfolgte wie beim Durchmesser nur an Typ-I-

Muskelfasertypen und 90 Fasern pro Muskel.

3.3.22.1  Typ-I-Muskelfasern
Der statistische Vergleich der Gruppen ergab, dass sich die Flichen des Muskelfasertyps I nicht-

signifikant voneinander unterscheiden (Abb.45).
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Abbildung 45: Fliche der Typ-I-Muskelfasern des M. soleus; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.2.3  Muskelfaserdurchmesser | -fliche bezogen anf das Korpergewicht
Im ndchsten Schritt wurden die Muskelfaserdurchmesser bzw. -flichen auf das Korpergewicht
der einzelnen Tiere bezogen. Im Anschluss wurden dann zusitzlich die Muskelfaserdurchmesser

bzw. -flichen pro Muskelgewicht errechnet.

3.3.23.1  Typ-I-Muskelfasern

Die Auswertung der Durchmesser der Typ-I-Fasern pro Gramm Korpergewicht der Ratten
ergab, dass dieser bei der Non-OVX Gruppe statistisch héchstsignifikant gro3er war, als bei den
anderen Gruppen. Er lag im Mittel bei 0,1865 pm/g KG (Abb.46).
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Abbildung 46: Relation von dem Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser des M. soleus zum Korpergewicht; ***
héchstsignifikant (p < 0,001)
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Beziiglich der Flichen der Typ-I-Fasern pro Gramm Koérpergewicht stellte sich heraus, dass die
Non-OVX-Gruppe signifikant gréBere Flichen besal3 als die anderen vier Gruppen (Abb.47).

Abbildung 47: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche des M. soleus zum Korpergewicht; * signifikant
(p <0,05); ** hochsignifikant (p < 0,01)
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3.3.24  Muskelfaserdurchmesser | -fliche bezogen anf das Muskelgewicht
Bei den Wadenmuskeln M. soleus und M. gastrocnemius wurden zusitzlich die Gewichte erfasst.

Im Weiteren wurden die Durchmesser und Flichen der Muskelfasern auf das jeweilige Muskel-

gewicht des M. soleus bezogen.

Die Relation des Durchmessers pro g Muskelgewicht konnte keine statistischen Signifikanzen

erkennen lassen (Abb.48).

Abbildung 48: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser zum Muskelgewicht des M. soleus; nicht
signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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Die statistische Analyse der Flichen in Bezug auf die Muskelgewichte des M. soleus zeigte auch

keine statistisch signifikant voneinander abweichenden Ergebnisse (Abb.49).

Abbildung 49: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche zum Muskelgewicht des M. soleus; nicht signi-
fikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.3 M. gastrocnemius

3.3.3.1  Muskelfaserdurchmesser

Beim M. gastrocnemius wurden die zwei verschiedenen Muskelfasertypen Typ-I und Typ-II fir
die Auswertung betrachtet. Folglich wurden der Durchmesser und die Fliche jeweils aus 30 Typ-
I- und 30 Typ-1I-Muskelfasern pro Schnitt berechnet. Pro Muskel wurden 90 Durchmesser fir

jeden Fasertypen mit in die Auswertung genommen.

3.3.3.1.1  Typ-I-Muskelfasern
Beim Vergleich der Muskelfaserdurchmesser des Fasertyps I konnten keine signifikanten Grup-

penunterschiede festgestellt werden (Abb.50).
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Abbildung 50: Durchmesser der Typ-I-Muskelfasern des M. gastrocnemius; nicht signifikant; p > 0,05
Tukey-test
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3.3.3.1.2  Typ-1I-Muskelfasern
Bei dem Muskelfasertyp II bestanden keine signifikanten Differenzen unter den Gruppen beziig-
lich der mittleren Durchmesser (Abb.51).

Abbildung 51: Durchmesser der Typ-II-Muskelfasern des M. gastrocnemius; nicht signifikant; p > 0,05
Tukey-test
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3.3.3.2  Muskelfaserfliche
33321 Typ-I-Muskelfasern
Zwischen den Gruppen lieBen sich auch im Vergleich der Flichen des Muskelfasertyps I keine

signifikanten Divergenzen erfassen (Abb.52).

Abbildung 52: Fliche der Typ-I-Muskelfasern des M. gastrocnemius; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.3.2.2  Typ-lI-Muskelfasern

Bei der statistischen Auswertung der Flichen der Typ-II-Fasern konnte keine signifikante Abwei-
chung festgestellt werden. Mit 4790 um?* durchschnittlicher Muskelfaserfliche lag die Baicalein-
Gruppe leicht iiber den anderen Gruppen (Abb.53).
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Abbildung 53: Fliche der Typ-1I-Muskelfasern des M. gastrocnemius; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-

test
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3.3.3.3  Muskelfaserdurchmesser | -fliche bezogen anf das Kirpergewicht
Im nichsten Schritt wurden beim M. gastrocnemius die errechneten Muskelfaserdurchmesser
bzw. -flichen jeweils mit dem Koérper- bzw. Muskelgewicht in Relation gesetzt. Auch wurde hier

wieder zwischen den zwei verschiedenen Muskelfasertypen differenziert.

333.3.1  Typ-I-Muskelfasern

Statistisch signifikant lag bei der Analyse des Durchmessers bezogen auf das Korpergewicht die
Non-OVX-Gruppe hoher gegeniiber allen anderen Gruppen. Der mittlere Durchmesser lag bei
dieser Gruppe bei 0,1332 pum/gKG. Am niedrigsten war dieser bei der OVX-Gruppe mit
0,1096 pum/gKG (Abb.54).
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Abbildung 54: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser des M. gastrocnemius zum Korpergewicht;
* signifikant (p < 0,05)
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Bei der Flichenanalyse pro g/Korpergewicht zeigte sich kein signifikant hoherer Mittelwert zwi-

schen den einzelnen Gruppen. Die Typ-I-Fasern von der Non-OVX besaBen mit 5,271 pm®/g
KG die groBte Fliche (Abb.55).

Abbildung 55: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche des M. gastrocnemius zum Koérpergewicht;
nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.3.3.2  Typ-lI-Muskelfasern

Bei dem Vergleich des Durchmessers bezogen auf das Korpergewicht zeigte sich ein signifikant
hoherer Durchmesser der Non-OVX Gruppe gegeniiber der OVX-Gruppe. Des Weiteren lag
dieser hochsignifikant tiber den der mit Zileuton und Baic.+Zileu. behandelten Gruppen. Zwi-

schen der Non-OVX und Baicalein-Gruppe bestand kein signifikanter Unterschied (Abb.56).

Abbildung 56: Relation vom Muskelfaser-Typ-1I-Durchmesser des M. gastrocnemius zum Kérpergewicht;
* signifikant (p < 0,05); **hochsignifikant (p < 0,01)
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Bei der Analyse der Fliche pro g Korpergewicht konnte keine statistisch signifikante Differenz
festgestellt werden (Abb.57). Sowohl die Non-OVX gefolgt von der Baicalein-Gruppe besal3en
wie schon beim Durchmesser/g Korpergewicht die hochsten Mittelwerte (Abb.56) (Abb.57).
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Abbildung 57: Relation von der Muskelfaser-Typ-II-Fliche des M. gastrocnemius zum Koérpergewicht;

nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.3.4  Muskelfaserdurchmesser | -fliche bezogen anf das Muskelgewicht

Die Mittelwerte der Durchmesser und der Flichen vom M. gastrocnemius wurden nun auf das
jeweilige Muskelgewicht bezogen. Die zwei Muskelfasertypen, Typ-I und Typ-II, wurden ge-

trennt voneinander betrachtet und ausgewertet.

3.3.3.4.1 Typ-I-Muskelfasern

Zwischen den Gruppen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede erfasst werden

(Abb.58).

Abbildung 58: Relation vom Muskelfaser-Typ-I-Durchmesser zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius;
nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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Die statistische Analyse der Fliche bezogen auf das Muskelgewicht ergaben keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb.59).
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Abbildung 59: Relation von der Muskelfaser-Typ-I-Fliche zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius;
nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.3.3.4.2  Typ-lI-Muskelfasern
Die Durchmesser der Typ-II-Fasern bezogen auf das Muskelgewicht des M. gastrocnemius wi-

chen statistisch nicht signifikant voneinander ab (Abb.60).

Abbildung 60: Relation vom Muskelfaser-Typ-I1I-Durchmesser zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius;
nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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Analytisch betrachtet differierten die Flichen der Typ-II-Fasern pro g Muskelgewicht nicht signi-
fikant voneinander. Die OVX-Gruppe lag mit einer mittleren Fliche von 1893 pm*/g¢ MG nur
leicht iiber den anderen FlichengroBen der anderen Gruppen (Abb.61).

Abbildung 61: Relation von der Muskelfaser-Typ-11-Fliche zum Muskelgewicht des M. gastrocnemius;
nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.4 Die Analyse der Serumparameter

34.1.1 Die Kreatinkinase in Serum

Die Aktivitat des fiir den Muskel wichtigen Enzyms Kreatinkinase wurde bestimmt.

Die statistische Analyse der Kreatinkinaseaktivitit im Serum der einzelnen Gruppen ergab keine
signifikanten Differenzen. Mit 5653 U/L lag die OVX-Gruppe leicht hoher als die der anderen
Gruppen (Abb. 62).

Abbildung 62: Kreatinkinase im Serum; nicht signifikant; p > 0,05 Tukey-test
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3.5  Tabelle zur Veranschaulichung der Ergebnisse
Zur besseren Darstellung der statistisch signifikanten Ergebnisse der Untersuchungen wurden
diese in den folgenden Tabellen zusammengefasst (Tab. 6,7,8). Dabei wurden die verschiedenen

ermittelten Parameter der Untersuchungen zu ihren jeweiligen Versuchsgruppen dargestellt.
< kennzeichnet, dass diese Gruppe signifikant zu (Nummer-Gruppe) erniedrigt ist
> kennzeichnet, dass diese Gruppe signifikant zu (Nummer-Gruppe) erhoht ist

die Zahl hinter < oder > stellt die jeweilige Gruppe dar, zu der die Gruppe signifikant kleiner

oder groB3er
<> kennzeichnet, dass kein signifikanter Unterschied zu anderen Gruppen besteht
1 kennzeichnet den signifikant grofiten Wert von allen Gruppen

| kennzeichnet den signifikant niedrigsten Wert von allen Gruppen

Tabelle 6: Ubersicht zu den Ergebnissen fir die Kapillarisierung im M. gastrocnemius

Non OVX Balcaleln Balc +
=
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Tabelle 7: Ubersicht zu den Ergebnissen der relativen Muskelfaserdurchmesser von den verschiedenen
Muskeln

Non-OVX Baicalein . Baic.+

Durchmesser Typ-I
M. longissimus 1 > > > >

/g KG

Durchmesser Typ-II
M. longissimus 1 > > > >

/g KG

Durchmesser Typ-I
M. soleus /g KG

Durchmesser Typ-I
M. gastrocnemius 1 - > — >

/g KG

Durchmesser Typ-II
M. gastrocnemius >2.45 — — — -
/g KG

Tabelle 8: Ubersicht zu den Ergebnissen der relativen Muskelfaserfliche der verschiedenen Muskeln

Non-OVX Baicalein . Baic.+

Fliche Typ-1 M.
longissimus >35 > - > >
/g KG

Fliche Typ-IT M.
longissimus >35 - > > >
/g KG

Fliche Typ-1 M. ? - - - -
soleus /g KG
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4 Diskussion

In dieser Studie sollte untersucht werden, wie sich die postmenopausale Skelettmuskelstruktur
durch eine kombinierte und einzelne Behandlung mit den selektiven Lipoxygenasehemmern Bai-
calein und Zileuton verindert. Die Zielsetzung lag in der Eruierung neuer Therapieoptionen, um

einen postmenopausalen Riuckgang der Muskulatur bei gleichzeitiger Osteoporose zu verhindern.

Lipoxygenaseinhibitoren unterbinden durch die Hemmung der Enzyme Lipoxygenasen, die Bil-
dung von Leukotrienen. Bei Entziindungs- und Allergievorgingen sind Leukotriene wichtige
Mediatoren (Heinrich und Mdller 2014). In verschiedenen Studien konnte bereits ein Zusam-
menhang zwischen Leukotriene und der Sarkopenie sowie der Osteoporose festgestellt werden
(Pergola und Werz 2010). Daher bewertet man die Lipoxygenaseinhibitoren als einen moglichen

Angriffspunkt zur Therapie dieser beiden altersbedingten Erkrankungen.

4.1  Die Sprague-Dawley-Ratte als Tiermodell fiir die Muskuloskelettaleforschung

Der Effekt der Lipoxygenaseinhibitoren Baicalein und Zileuton wurde an dem etablierten Modell
der ovariektomierten Ratte evaluiert. Es handelte sich um weibliche Sprague Dawley Ratten, die
im Alter von 12 Wochen ovariektomiert (OVX) wurden. Auf Grund verschiedener Aspekte ist es
tir die Osteoporoseforschung sinnvoll die Ratte als Tiermodell zu nutzen. Sie hat sich hier deut-
lich gegeniiber anderen Tieren, wie Hunden, Affen oder anderen Nagetieren durchgesetzt. Was
vor allem an der grindlichen Erforschung des Rattenskeletts und der guten Kenntnis tiber den

Organismus der Ratte liegt (Lelovas et al. 2008).

Durch die Entfernung der Ovarien erzeugt man in der Ratte eine dhnliche Verinderung des
Hormonhaushalts, wie er bei einer Frau vorzufinden ist, die sich in der Postmenopause befindet.
Bei beiden kommt es durch die hormonellen Anderungen zu einem Knochenverlust, der beson-
ders durch einen erhohten Knochenumsatz gekennzeichnet ist. Die Knochenresorption tber-
steigt die Knochenformation zunichst stark. Mit der Zeit wird dies dann wieder zunehmend we-
niger. Insgesamt findet dabei der gréflere Verlust in der Spongiosa als in der Kortikalis statt (Kalu
1991; Maltais et al. 2009). Des Weiteren weisen beide, sowohl Frauen als auch ovariektomierte
Ratten, eine verminderte intestinale Calciumaufnahme auf. Es konnte auch eine Gemeinsamkeit
hinsichtlich der Wirkung von Osteoporosetherapien mit verschiedenen Mitteln festgestellt wer-
den. Zu diesen Mitteln zihlen Tamoxifen, Ostrogene, Bisphosphonate oder Calcitonin. Zudem
erbrachte auch muskulires Training dhnliche positive Resultate. Aus diesen genannten Griinden
wurde die ovaricktomierte Ratte zu einem etablierten Modell in der Osteoporoseforschung (Kalu

1991).
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Auch fur die Forschung an der Muskulatur hat sich die Ratte als ein geeignetes Tiermodell her-
auskristallisiert. Der Metabolismus der Rattenmuskulatur, sowie das Reagieren auf Training und
das Wirken von Hormonen auf Muskelzellen sind vergleichbar mit denen menschlicher Muskeln
(Barlet et al. 1994). Ebenfalls ist die Muskulatur der Ratte als Modell nach Muskelverletzungen
geeignet. Wie beim Menschen, so kommt es in dhnlicher Weise bei Ratten, beispielsweise nach

einer Spinalnervenverletzung, zur Atrophie der zugehorigen Muskulatur (Gregory et al. 2003).

Fihrt man nun durch die Ovariektomie eine kinstliche Modulation des hormonellen Haushalts
der Ratten herbei, 16st dies wiederum in der Ratte gleichartige Verdnderungen aus, die bei einer
postmenopausalen Frau zu finden sind. Bei Frauen mit einer beidseitigen Ovariektomie beobach-
tet man ihnliche Effekte auf die Muskel- und Knochenmasse. Besonders der Ostrogenverlust
fihrt dann innerhalb kurzer Zeit zu einem signifikanten Knochenmassenverlust (Birkhauser
1995). Das Korper- und Muskelgewicht der Ratten steigt, die Kraft hingegen nimmt ab. Folglich
lisst sich zeigen, dass dieser kiinstlich geschaffene Zustand der Ratten vergleichbar ist mit dem

Metabolismus einer Frau in der Postmenopause (Tagliaferri et al. 2015).

Da die Ratte aus den aufgefithrten Grinden ein geeignetes Modell fir die muskuloskelettale For-
schung darstellt, wurde sie auch in dieser Studie als Versuchstier gewihlt. Durch das Ovariekto-
miemodell der Ratte kénnen Riickschliisse auf die Verinderung, sowohl im Knochen, als auch im
Muskel, durch die Behandlung mit Baicalein, Zileuton oder einer Kombinationstherapie aus bei-

den, gezogen werden.

Der Erfolg der Ovariektomie konnte mit Hilfe der Uterusgewichte am Ende der Untersuchung
festgestellt werden. Die Entnahme der Ovarien fiithrte zu einer signifikanten Gewichtsabnahme
der Uteri, was den Erfolg widerspiegelt. Die Therapien mit den Inhibitoren Baicalein und Zileu-

ton, die direkt nach der Ovariektomie begonnen wurde, beeinflussten die Uterusgewichte nicht.

4.2 Analyse der Korper- und Muskelgewichte

Zu Beginn des Versuches besallen die gleichaltrigen jungen Ratten alle in etwa das gleiche Koér-
pergewicht. Zwischen ihnen bestanden keine signifikanten Unterschiede. Das Gewicht stieg bei
allen Ratten mit der Zeit durch Wachstum stetig an. Die Geschwindigkeit der Zunahme variierte

jedoch zwischen den Gruppen.

Die weiblichen Sprague Dawley Ratten, die im Alter von 12 Wochen ovariektomiert worden sind,
nahmen danach deutlich schneller an Gewicht zu als die Tiere ohne Ovariektomie. Bereits eine

Woche nach der Ovariektomie wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren mit und
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denen ohne Ovariektomie ermittelt. Bis zum Ende der Studie blieb diese Differenz bestehen. Der

Effekt der Gewichtszunahme nach einer Ovariektomie stimmt mit vorherigen Studien tiberein

(Komrakova et al. 2009; Kling 2016; Rechholtz 2017).

Wie bereits erwihnt, kommt es durch die Ovariektomie bei den Ratten zu hormonellen Modula-
tionen. Besonders deutlich ist der Riickgang von Ostrogenen. Auch in friheren Studien wurde
eine deutlich erhohte Gewichtszunahme bei den Ratten registriert, bedingt durch die verminder-

ten Ostrogenspiegel (Rechholtz 2017).

Anfangs zeigte sich bei den ovariektomierten Tieren eine gesteigerte Futteraufnahme, die sich
dann in der Gewichtszunahme widerspiegelte. Am Ende der Studie glichen sich die Futtermen-
gen der Gruppe wieder der Non-OVX-Gruppe an. Die Gewichtszunahme ist zusitzlich durch
eine verstarkte Fetteinlagerung erklirbar. Der starke Anstieg der Fettmasse kommt unter ande-
rem durch den niedrigen Ostrogenspiegel zustande (Campbell und Febbraio 2001). Der Wegfall
der Ovarialhormone fithrt zu einem verianderten Fett- und Proteinstoffwechsel, sowohl bei der
Ratte als auch bei Menschen. Dies hat wiederum Auswirkungen auf die Kérperzusammensetzung
an fett-und fettfreiem Gewebe (Toth et al. 2001). Genau wie bei einer postmenopausalen Frau
fihrt diese Ostrogenverminderung letztendlich zu einem starken Anstieg des Fettanteils in Rela-

tion zur gesamten Koérpermalle (Jung et al. 2014).

Im Schnitt wogen die Tiere der ovariektomierten Gruppen 90 g mehr als die Tiere der Non-OVX
Gruppe. Weder das Baicalein noch das Zileuton oder beide in Kombination induzierten eine
Verinderung des Korpergewichts der Ratten. Die mit Baicalein behandelte Gruppe lag im mittle-
ren Korpergewicht nur knapp unter dem der unbehandelten ovariektomierten Ratten. Hingegen
konnten Guo et al in ihrer Studie eine hemmende Wirkung des Baicaleins auf die Gewichtszu-
nahme erkennen. Sie fihrten dies aber auf die durch das Baicalein verursachte Abnahme des
Cholesterin-, freie Fettsduren- und Insulinspiegels zuriick. Die Ratten in ihrem Versuch waren
jedoch nicht ovariektomiert, sondern wurden mit einer ,,High Fat Diet™ behandelt und bekamen
eine deutlich héhere Dosis Baicalein intraperitoneal verabreicht (80 mg/kg) (Guo et al. 2009).
Demnach lisst sich konstatieren, dass das Baicalein zwar einen positiven Effekt gegen die Ent-
wicklung einer Fettleber und Fettmassenzunahme bei hochkalorischem Essen hat, dennoch

scheint es die Gewichtszunahme bei Ostrogenmangel nicht weiter beeinflussen zu kénnen.

Durch die Behandlung mit Zileuton kam es im Vergleich zu allen OVX Gruppen ebenfalls zu
keiner signifikanten Verinderung im Korpergewicht der ovariektiomierten Tiere. In der Tat

konnten auch vorherige Studien keine signifikante Ab- oder Zunahme des Gewichtes unter
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Zileuton feststellen (Chen et al. 2004; Saul et al. 2017b). Einen direkten Einfluss auf das Korper-

gewicht unter Ostrogenmangel hat das Zileuton nicht.

Das Koérpergewicht der Tiere, die die Kombinationstherapie aus Baicalein plus Zileuton erhiel-
ten, lag genau zwischen den Gewichten beider Einzeltherapien. Somit konnte auch die Kombina-

tionstherapie eine Gewichtszunahme nach Ovariektomie nicht verhindern.

Es ist zu kldren, in wie weit die beiden Mittel das endokrine System der ovariektomierten Ratten
beeinflussen. Bekannt ist bereits, dass Baicalein in das System der Ostrogenspiegelregulierung
eingreift. Eine Ostrogenhemmende Wirkung durch das Baicalein ist méglich (Po et al. 2002). So
bezeichnete Schwartz Baicalein auch als ein Anti-Ostrogen, da es am Rezeptor von Ostrogen
antagonistisch wirken wiirde und diese somit blockiere. Fiir diese Wirkung muss jedoch Ostrogen

vorhanden sein (Schwartz 2008).

Hinsichtlich der am Ende der Studie erfassten Muskelgewichte zeigten sich zwischen den absolu-
ten Werten der Muskelgewichte der verschiedenen Versuchsgruppen keine signifikanten Diffe-

renzen, weder bei M. soleus noch beim M. gastrocnemius.

In Relation zum Koérpergewicht hat die Muskelmasse des Gastrocnemius bei den ovariektomier-
ten Ratten im Vergleich zur Non-OVX in sehr geringem, aber nicht signifikantem Mal3e, abge-
nommen. Beim Soleus wurde eine signifikante Abnahme des Muskelgewichtes in Relation zum
Korpergewicht in allen ovariektomierten Gruppen zur Non-OVX festgestellt. Zum Ausgleich der
Muskelmasse scheint nach der Ovariektomie dafiir der Fettanteil gestiegen zu sein. Diese Ergeb-

nisse konnten auch schon in anderen Studien mit ovariektomierten Ratten festgestellt werden

(Fisher et al. 2000; Kling 2016).

Vergleicht man die ovariektomierten Gruppen untereinander ist zu erkennen, dass die Baicalein,
Zileuton oder Baic.+Zileu. Behandlungen keinen Effekt auf das Gewicht der beiden Muskeln
haben.

Die drei Faktoren: eine zwischenzeitlich reduzierte Futterautnahme, weniger Bewegung und der
nach der Osteotomie folgende Heilungsprozess wirkten sich mit einer groBen Wahrscheinlichkeit
neben dem Knochenwachstum auch auf strukturellen Verdnderungen der Rattenmuskulatur aus.
Die beiden Lipoxygenasechemmer Baicalein und Zileuton kénnten dies gegebenenfalls durch ih-

ren entzindungshemmenden Effekt positiv beeinflusst haben (Ivanova et al. 2011).

4.2.1 Analyse der Futtermenge
Im Jahr 2007 fanden Gao et al. bereits heraus, dass das Ostrogen dhnlich wie das Hormon Lep-

tin, hypothalamische Zellen beeinflusst, um den Appetit zu hemmen. Leptin ist heutzutage auch
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bekannt als Schlankheitsmittel und Appetitziigler. Beide Hormone nutzen den gleichen Signalweg
um die Nervenzellen im Hypothalamus zu stimulieren. Die bereits erwihnte postmenopausale
Gewichtszunahme kann mit dem gesteigerten Appetit durch den Ostrogenmangel zusammen-

hingen (Gao et al. 2007).

In dieser Studie zeigte sich, dass die ovariektomierten Ratten deutlich mehr Futter zu sich nah-
men als die Non-OVX. Potentiell verantwortlich war die fehlende Appetithemmung des Ostro-
gens. Dieser Spiegel fillt nach einer Ovariektomie deutlich ab. In der zweiten bis zur achten Wo-
che der Studie divergierten die Futteraufnahmen zwischen den ovariektomierten Gruppen und
der Non-OVX signifikant voneinander. Nur in der vierten Woche unterschieden sich die Futter-

mengen nicht signifikant.

Nach der Osteotomie, von der 8. bis 10. Woche nahm die Futteraufnahme zunichst deutlich ab.
Besonders in der Non-OVX und den behandelten Gruppen verringerte sich die Futteraufnahme
um bis zu 8 mg/Tier/Tag. Dies trat vermutlich durch postoperative Schmerzen auf, die zwar
durch regelmillige Verabreichung von Analgetika vermindert werden konnten, aber trotzdem

nicht ganz reduziert wurden. Andere vorherige Arbeiten beschreiben dasselbe Phinomen (Stu-

ermer et al. 2010; Komrakova et al. 2016; Rechholtz 2017).

Zusitzlich kam es in dieser Studie auf Grund zu hoher Dosierung und zu hiufigen Verabrei-
chung an Analgetika zu gravierenden Nebenwirkungen. Nach Obduktion der daran verstorbenen
Tiere konnten die Nebenwirkungen auf das NSAID Carprofen zuriickgefithrt werden. So kam es
bei den Tieren zu schweren gastrointestinalen Blutungen. 18 Tiere verstarben bzw. mussten des-
wegen innerhalb der ersten zwei Wochen nach der Osteotomie getétet werden. Es wurde bereits
1990 erwihnt, dass eine Uberdosis an Carprofen bei Ratten zu Gastroinestinal- und Niereschi-

den sowie zu ZNS-Storungen, wie Anfille und Koma fithren kénnte (Smolinske et al. 1990).

Nach dem Absetzen der Schmerztherapie und bis zum Ende des Versuches konnte sich die Fut-

teraufnahme aber wieder normalisieren und blieb in etwa konstant.

Es ist wichtig, in Zukunft solche schwerwiegenden Nebenwirkungen zu vermeiden, um das Ziel,

den Tieren durch Analgesie zu helfen, nicht zu konterkarieren.

4.2.2  Analyse der Uterusgewichte

Die Analyse der Uterusgewichte war unbedingt erforderlich um festzustellen, ob die Entnahme
der Ovarien am Anfang des Versuches erfolgreich war. Nur wenn eine Uterusatrophie bei den
OVX-Ratten nachgewiesen werden kann war davon auszugehen, dass durch den dann entstehen-

den Ostrogenmangel eine Osteoporose in den weiblichen Ratten induziert werden konnte. Hin-
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zukommend wurde durch das registrierte Gewicht Gberprifbar, in wie weit das Baicalein, Zileu-

ton oder beide in Kombi eine direkte Auswirkung auf die Uteri zeigen (Kling 2016).

Zunichst konnte bestitigt werden, dass die Gewichte der Uteri der ovariektomierten Ratten
hochstsignifikant vermindert zur Non-OVX waren. Demzufolge war die Entnahme bei allen
Tieren erfolgreich und es wurde ein adiquater Hormonentzug an Ostrogen eingeleitet. Des Wei-
teren zeigten die Baicalein, Zileuton oder Baicalein plus Zileuton keine signifikante Differenz
zum Uterusgewicht der OVX-Gruppe ohne Behandlung. Auch in der Studie von Kling et al.
(2016) konnte evaluiert werden, dass Baicalein keine weiteren Effekte auf das Uterusgewicht hat.
(Kling 2016) Vergleichbar mit dem Baicalein ist die alleinige Wirkung des Zileuton. Weder in
dieser noch in einer vorherigen Studie konnte eine Wirkung auf die Uteri erfasst werden. (Saul D.
et al. 2017b) Auch die Kombination beider Lipoxygenasechemmern inhibierte keine Atrophie der
Uteri nach erfolgter OVX.

4.2.3 Analyse der Muskeldurchblutung hinsichtlich der Kapillarisierung nach der Ovariecktomie

Mit dem Alter nimmt die Kapillarisierung der Skelettmuskulatur um bis zu 25% ab.
Daraus resultiert unweigerlich eine Abnahme der Muskelmasse und Muskelkraft. Gleichzeitig ist
dabei ein Verlust der Ausdauer bei dlteren Personen zu erkennen (Coggan et al. 1992). Die An-
zahl der Kapillaren pro Muskelfaser in einem Muskel ist daher eine wichtige Kennzahl. Je hoher
die Kapillarisierung, desto besser trainiert und ausgebaut ist der Muskel. Mit zunehmendem Alter
und bei vorliegender Sarkopenie sinkt die Kapillarisierung pro Muskelfaser deutlich. Folglich
kann das Verhaltnis in einem Muskel eine Aussage dariiber treffen, wie leistungsstark dieser selbst

noch ist (Diehl 2009).

Ein wichtiger Signalstoff fiir das Wachstum von Kapillaren im Korper ist VEGF, der vaskulire
endotheliale Wachstumsfaktor. VEGF ist nicht nur fir das Wachstum neuer Kapillaren unab-
dingbar, sondern auch um die Skelettmuskelkapillarisierung aufrecht zu erhalten. Fehlt VEGF

kommt es mit der Zeit zu einer Degeneration an Kapillaren (Croley et al. 2005).

In Ruhe ist die Konzentration an VEGF im Muskel alterer Frauen bis zu 35% niedriger als bei
jungen. Dies hingt vor allem mit dem Ostrogenspiegel zusammen, welcher bei postmenopausa-
len Frauen deutlich niedriger ist. Ostrogene modulieren die VEGF-Expression in den glatten
Muskelzellen von GefiBen. Folglich sind die Ostrogene indirekt auch fiir den Erhalt der Kapilla-
risierung im Muskel und fiir angioproliferative Signale verantwortlich. Fillt der Stimulus des Ost-
rogens postmenopausal oder altersbedingt bei Menschen ab, so sinkt gleichzeitig auch der Anteil
an VEGF. Zur Folge hat dies, dass die Kapillarisierung im Muskel zuriickgeht und schwerer wie-

der aufzubauen ist (Croley et al. 2005).
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In gleicher Weise nimmt die Genexpression, der fir die Bildung des VEGF wichtigen mRNA, in
ovariektomierten Ratten durch den Ostrogenmangel deutlich ab. Die Abnahme von VEGF be-
deutet ebenso eine mangelnde Rekapillarisierung der Muskulatur. Nur durch Therapien, wie mit

Strontiumranelat, konnte die Bildung von VEGF erneut gesteigert werden (Saul et al. 2017a).

Eine niedrige Kapillarisierung fithrt zu einer verstirkten Schwiche der Muskulatur und geringerer
Ausdauer- und Leistungsfihigkeit. Durch den Rickgang der Blut- und somit auch Sauerstoffver-
sorgung kommt es zu weiteren Muskelzellverlusten. Ein nicht endender Kreislauf entsteht, der
schlieBlich auch zu einem erhohtem Sturzrisiko mit Folge von osteoporotischen Frakturen fiihrt

(Moulias et al. 1999).

Im gesunden Gewebe ist die Angiogenese sehr stark, aber gut reguliert. Die Kapillaren transpor-
tieren den wichtigen Sauerstoff zur Zelle und entfernen schidliche Metaboliten aus dem Gewebe.
Allerdings verschlechtert sich diese Regulierung im kranken Gewebe. Zum einen kann dies zu
einem tbermiBigem Kapillarwachstum fithren, wie man es im Tumorgewebe vorfindet. Zum
anderen kann es zu einem Kapillarverlust kommen, zum Beispiel bei der Sarkopenie. Beide Rich-
tungen schaden der Skelettmuskulatur. Es ist daher wichtig, diese Prozesse zu unterbinden. Hilf-

reich ist dabei die Eigenschaft der Skelettmuskulatur, sehr adaptiv zu sein (Olfert et al. 2016).

In dieser Studie sollte nun festgestellt werden ob die Lipoxygenasehemmer Baicalein und Zileu-

ton die Angiogenese der Skelettmuskulatur beeinflussen kénnten.

Vergleicht man zunichst die Kapillarisierung der OVX Gruppe zur Non-OVX, so ldsst sich kei-
ne Anderung der Kapillarisierung erkennen. In den ovariektomierten Tieren nahm jedoch die
Muskelmasse leicht zu, was dazu fithrte, dass eine erhéhte Blutversorgung benotigt wurde. Eine
Erhéhung der Kapillarisierung bei Ovariektomie konnte auch in anderen Studien jedoch eruiert
werden (Komrakova et al. 2009). Folglich konnten dort die Lipoxygenasehemmer tber verschie-

dene Schritte die Bildung des VEGF angeregt werden, was zur Steigerung der Angiogenese im
Muskel fihrte (Bausero et al. 2000).

4.2.4  Analyse der Wirkung von den Lipoxygenasehemmern auf die Kapillarisierung
Die beiden Lipoxygenasehemmer Baicalein und Zileuton wurden den Tieren einzeln und als
Kombination oral verabreicht um zu analysieren, wie sie die Kapillarisierung in einem post-

menopausalen Muskel beeinflussen kann.

Bei der alleinigen Gabe von Baicalein nach erfolgter Ovariecktomie dnderte sich die Kapillarisie-

rung in allen drei untersuchten Muskeln nicht signifikant. Dadurch bestitigte sich in diesem Ver-
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such nicht die Hypothese der vorherigen Studie von Kling, wonach Baicalein in der Lage ist die

Angiogenese in der Skelettmuskulatur der ovariektomierten Ratte zu verbessern (Kling 2016).

Wie sich oral verabreichtes Zileuton, ein chemischer Lipoxygenase-5-inhibitor, auf die Kapillari-
sierung der Skelettmuskulatur auswirken wiirde, sollte erstmalig in dieser Studie eruiert werden.
SchlieBlich konnte in keinem der Muskeln ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

erhoben werden.

In Kombination wurden die beiden selektiven Lipoxygenasehemmer Baicalein und Zileuton un-
tersucht. Die positive Wirkung des Baicaleins in bestimmten Dosen auf die Angiogenese ova-
riektomierter Ratten konnte in der Studie von Kling et al. gezeigt werden. Es wurde vermutet,
dass Zileuton auf Grund dhnlicher Eigenschaften zum Baicalein, dieselbe Wirkung auf das mus-
kuloskelettale System haben konnte. Es stellte sich die Frage, ob beide Inhibitoren in Kombinati-

on einen stirken Effekte auf die Angiogenese haben wirden.

Letztendlich wies die Kombibehandlung im M. gastrocnemius einen signifikant hoheren Anteil
an Kapillaren pro Muskelfasern im Verhiltnis zu der Non-OVX und der OVX-Gruppe auf.
Auch zu den anderen Gruppen war die Kapillarisierung tendenziell verstirkt. Daraus liel3 sich
schlielen, dass besonders die Kombinationsbehandlung die Angiogenese in ovariektomierten
Ratten steigern konnte und die Durchblutung der Muskulatur verbesserte. Dieses Ergebnis konn-
te damit zusammenhingen, dass beide Wirkstoffe synergistisch auf die Lipoxygenasen wirken

und sich gegenseitig in ihrer Wirkung verstirken.

Da die Kapillarisierung eines Skelettmuskels mit dessen Sauerstoff- und Nihrstoffversorgung
zusammenhingt ist verstindlich, dass die Steigerung der Kapillarisierung positive Konsequenzen

fir den gesamten Organismus haben (Diehl 2009).

Zusammenfassend bewirkte in diesem Versuch die Kombinationsbehandlung aus Baicalein und
Zileuton eine signifikante Steigerung der Angiogenese in der Skelettmuskulatur nach erfolgter

Ovariektomie.

4.2.,5 Analyse der Muskelfaserdurchmesser und Muskelfaserfliche nach der Ovariektomie
Durch die Ovariektomie wurde bei den Ratten ein kiinstlicher postmenopausaler Zustand her-
vorgerufen. Die starken Verdnderungen des Hormonhaushalts in dem Organismus der Ratten

sind entsprechend der Postmenopause einer Frau.

Nicht nur der Muskelfaserdurchmesser verdndert sich durch die hormonellen Verdnderungen
und das Altern. Nach einer Ovariektomie vergrofert sich im Allgemeinen zunichst der Durch-

messer in alle Muskelfasertypen der Ratten (Kobori und Yamamuro 1989). Zusammen mit der
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Muskelfaserfliche setzt sich der Muskelquerschnitt neu zusammen (Maltais et al. 2009). In Unter-
suchungen fand man heraus, dass die Muskelfaseratrophie mit einer vermehrten Einlagerung von
Fetten und Kollagenen in den Muskel, insbesondere bei Frauen, korreliert. Diese Einlagerung
kommt zum einen durch die hormonelle, zum anderen durch enzymatische Verinderungen zu
Stande. Letztendlich werden vermehrt Triglyceride zur Energiegewinnung im Muskel gespeichert

(Forsberg et al. 1991).

Ziel war es herauszufinden, ob durch die Behandlungen mit den Lipoxygenaseinhibitoren Baical-
ein und Zileuton eine Verdnderung hinsichtlich des Muskelfaserdurchmessers und der Muskelfa-
serfliche erfasst werden wiirde. Weiter sollten diese Parameter in Relation zum Kérper- und
Muskelgewicht gesetzt werden. Die Ergebnisse sollten Kenntnisse hinsichtlich der Wirkung des
Baicaleins, Zileutons und beide in Kombi auf die Muskulatur liefern und kliren, ob durch ihre
Therapie eventuell die muskuliren Verinderungen durch den Ostrogenmangel verhindert werden

kann.

Eine Zunahme des Muskelfaserquerschnitts und ein gesteigertes Volumen der postmenopausalen
Muskulatur konnte bereits durch die Gabe von Ostrogenen verhindert werden. Teilweise wurde
belegt, dass die Muskelfaserfliche nach einer OVX mit der Therapie von Ostrogenen sogar ab-

nimmt (Koborti und Yamamuro 1989).

In dieser Studie konnte jedoch, wie bereits in vorherigen, die Zunahme des Durchmessers der
Muskelfaserfliche nach Ovariektomie nicht bestitigt werden. Es fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zur Non-OVX hinsichtlich der Durchmesser der verschiedenen Muskeln- und
Muskelfasertypen (McCormick et al. 2004; Kling 2016). Dennoch ist eine leichte Tendenz einer

VergroBerung des Faserdurchmessers nach Entfernung der Ovarien zu erkennen.

In Bezug auf das Korpergewicht war hingegen eine hochstsignifikante Querschnittabnahme im
Typ-I Fasern des M. longissimus im Vergleich zur Non-OVX Gruppe festzustellen. Auch in den
Typ-II-Fasern des M. longissimus und den Muskelfasern vom M. gastrocnemius und soleus kon-
stituierte sich ein signifikant geringerer Durchmesser pro Gramm Korpergewicht in Relation zur
Non-OVX. Durch einen verinderten Muskel- und Proteinstoffwechsel in ovariektomierten Rat-
ten ergibt sich insgesamt eine erhohte Korpermasse. Daraus folgt die verringerte Relation von

Faserdurchmesser zum Korpergewicht (Toth et al. 2001; Kadi et al. 2002).

Insgesamt fiel auf, dass in allen fiinf Gruppen die Typ-II-Fasern im Schnitt die groB3eren Flichen
aufwiesen als die Typ-I-Fasern. Diese Eigenschaft der beiden Muskelfasertypen findet man eben-
so beim Menschen. Dabei haben die langsamen Typ-I-Fasern einen Durchmesser von ca. 50 um,

die schnellen Typ-II-Fasern hingegen einen von 80-100 um (Riener 1997).
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4.2.6 Analyse der Wirkung von Baicalein auf den Muskelfaserdurchmesser und die Muskelfaser-
fliche

Bei den Ergebnissen dieser Studie fiel bei der reinen Betrachtung der absoluten Werte des Mus-

kelfaserdurchmessers in der Baicalein-Gruppe auf, dass es tendenziell zu einer verringerten

Durchmesserzunahme als bei den anderen Gruppen kam. Die Ergebnisse ergaben jedoch keine

signifikanten Gro3enunterschiede zueinander.

Betrachtet man die drei Muskeln, M. longissimus, M. soleus als auch den M. gastrocnemius, so
zeigten sich keine signifikanten Resultate nach Behandlung mit Baicalein. Im M. longissimus
konnte in den Typ-I- als auch in den Typ-1I-Fasern tendenziell der geringste mittlere Durchmes-
ser und die geringsten Flichen innerhalb aller fiinf Gruppen ermittelt werden. Sowohl im M.
soleus als auch im M. gastrocnemius lagen die Faserdurchmesser und -flichen der einzelnen

Gruppen sehr nahe beieinander.

In Relation zum Koérpergewicht zeigten sich im M. longissimus, im M. soleus und in den Typ-I-
Fasern des M. gastrocnemius signifikant kleinere Muskelfaserdurchmesser und -flichen zu der
Non-OVX Gruppe. Im Vergleich mit der OVX-Gruppe lieen sich dennoch keine Signifikanzen
feststellen. In der Fliche-Korpergewicht-Relation konnten ansonsten keine weiteren signifikanten

Divergenzen ermittelt werden.

In Bezug des Muskelgewichts auf die Durchmesser bzw. den Flichen lagen weder beim M. soleus

noch beim M. gastrocnemius Signifikanzen zwischen den Gruppe vor.

Insgesamt unterstiitzen die vorliegenden Daten aus dieser Arbeit jedoch tendenziell die Hypothe-
se, nach der Baicalein in den drei untersuchten Muskeln eine reduzierende Wirkung auf die Mus-
kelfaserparameter induziert und damit in Mallen eine Flichenzunahme der Muskelfasern verhin-
dert werden konnte. Eine pathologische Vergro3erung der Muskulatur durch Fett oder andere
Einlagerungen kénnte somit verhindern werden (Xi et al. 2016). Es ist daher anzunechmen, dass
Baicalein nach einer Ovariektomie positive Auswirkungen auf das muskuloskelettale System hin-

sichtlich der Durchmesser- und Flichenzunahme der Muskelfasern hat.

Eine Zunahme der Muskelfaserdurchmesser oder -flichen nach Behandlung mit Baicalein, wie in

den vorherigen Studien, konnte nicht gezeigt werden (Kling 2016; Saul et al. 2010).

4.2.7 Analyse der Wirkung von Zileuton auf den Muskelfaserdurchmesser und die Muskelfaser-
fliche
Zur Wirkung des Zileuton auf den Muskelfaserdurchmesser und der Muskelfaserfliche bei ova-

riektomierten Ratten liegen noch keine veréffentlichen Studien oder Versuche vor. Als ein Lipo-
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xygenasechemmer mit seiner entziindungshemmenden Wirkungsweise geht man dennoch davon
aus, dass Zileuton wie Baicalein einen Einfluss auf die Struktur der Muskulatur hat (Rossi et al.

2010).

Versuche an glatten Muskelzellen der Lunge konnten bereits evaluieren, dass Lipoxygenasehem-
mer wie das Zileuton auf diese Zellen durch Entziindungshemmung eine Zellproliferation redu-
zieren koénnen. Eine durch Leukotriene ausgeloste Hypertrophie, Hyperplasie und vergroferte
extrazellulire Matrix wird tber eine Hemmung des Phosphatidylinositol-3-kinase-Signalwegs
(PI3K/Akt), durch das Zileuton verhindert. Dadurch wird in der Lunge die Cyclin D1 Expressi-
on deutlich reduziert (Chen et al. 2013).

Ahnliche entziindungshemmende Effekte wie in der Lunge sollten in dieser Studie auch bei ora-

ler Gabe des Zileuton in der Skelettmuskulatur herausgearbeitet werden.

Betrachtet man zunichst die einzelnen Durchmesser und Flichen des M. longissimus, M. soleus
und M. gastrocnemius so zeigten sich hier durch die Behandlung mit Zileuton keine signifikanten

Verinderungen.

Indessen zeigten sich erst in der Relation zum Korpergewicht Signifikanzen in der Zileutongrup-
pe. Im Longissimus fanden sich signifikant kleinere Durchmesser der Typ-I- und Typ-1I-Fasern
in Relation zum Korpergewicht zur Non-OVX-Gruppe. In Relation des Kérpergewichtes auf die

Muskelfaserfliche zeigten sich keine Signifikanzen.

Im Vergleich zur Non-OVX ergaben sich beim M. soleus und beim M. gastrocnemius signifikant
verringerte Durchmesser und Flichen pro Gramm Korpergewicht. Die Durchmesser-zum-
Muskelgewicht-Relation und die Flichen-Muskelgewicht-Relation lieferten weder beim M. soleus

noch beim M. gastrocnemius statistische Signifikanzen.

Schlussendlich kann zusammengefasst werden, dass Zileuton keine wesentlichen Verinderungen
auf die Muskelfaserdurchmesser bzw. -flichen der ovariektomierten Ratten hat. Erst in Bezug auf
das Korpergewicht konnten Gberhaupt Signifikanzen aufgewiesen werden, was aber durch die

erhéhten Korpergewichte nach der OVX erklirt werden kann.

Die fehlende signifikante Wirkung auf die Fliche und den Durchmesser liegt méglicherweise an
der Dosis oder an der Dauer der Behandlung mit dem Zileuton. Es hat sich bereits gezeigt, dass
die freie Radikalfinger-eigenschaft des Zileutons stark mit dessen Konzentration im Korper der
Ratte zusammenhingt. Durch Verinderung der Konzentration durch die Dosis oder der Behand-

lungsdauer, konnte ggf. auch der Effekt auf die Muskulatur verstirkt werden (Abueid et al. 2017).
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4.2.8 Analyse der Wirkung von Baicalein und Zileuton auf den Muskelfaserdurchmesser und
die Muskelfaserfliche

Es gibt bis dato keine Studien, die den Einfluss von Baicalein in Kombination mit Zileuton auf

den Durchmesser und die Fliche der Muskelfasern beschreiben. Insgesamt fiel in der Einzelbe-

handlung der Wirkstoffe auf, dass es zu keinen Verinderungen gekommen ist. Man stellte sich

nun die Frage, wie beide zusammen auf die jeweiligen Muskeln wirken.

Die Effekte auf den Faserdurchmesser und die -fliche durch die Kombinationsbehandlung im M.
longissimus, M. soleus und im M. gastrocnemius waren alle nicht signifikant verschieden zu den

anderen Gruppen.

Tendenziell verringerten sich der Faserdurchmesser und die Faserfliche beim M. longissimus und
M. gastrocnemius im Vergleich zur OVX ohne eine Therapie. Dem entgegen konnte die Kombi-
nation im M. soleus zu keiner Verinderung der Fasergrofle, in Relation zur ovariektomierten

Gruppe fihren.

Bezog man den Durchmesser bzw. die Fliche auf das Korpergewicht, eruierte sich bei dem M.
longissimus eine signifikante Differenz der Kombinationstherapie-Gruppe zu der Non-OVX.
Die Kombination verringerte jeweils den Faserdurchmesser und -fliche im M. longissimus stir-

ker als eine alleinige Therapie des Lipoxygenasehemmer Zileuton oder nur OVX.

In Relation zum Korpergewicht lagen die Durchmesser und die Flichen der Muskelfasern des M.
soleus und des M. gastrocnemius in der Baic.+Zileu. signifikant unter der Non-OVX. In Bezug
auf das Muskelgewicht konnten weder beim M. soleus noch beim M. gastrocnemius Signifikan-

zen erhoben werden.

Diese beiden Ergebnisse lassen darauf deuten, dass die ovariektomierten Ratten unabhingig von
der Baic.+Zileu. Behandlung stark an Koérpergewicht zunahmen, das Muskelgewicht sich dabei

aber nicht gleichermallen vergroBerte.

Unter Ostrogenmangel kommt es intramuskulir vermehrt zu Einlagerung von Wasser, Bindege-
webe und Fettgewebe. Folglich bedeutet die Zunahme der Fliche nicht mehr Kraft und Energie.
Insgesamt treten dadurch zumeist Symptome einer Sarkopenie auf (Forsberg et al. 1991). somit
positiv, dass eine Zunahme des Muskelgewichts und der relativen Durchmesser bzw. Flichen pro

Gramm Koérpergewicht durch die Kombinationsbehandlung verhindert werden konnte.

Zusitzlich kénnte man nun uberpriifen, ob die beiden Lipoxygenasehemmer Auswirkung auf die
Muskelfunktion haben. Wie effizient die Muskulatur ist, kann beispielsweise mittels der 31P-

Magnetic Resonanz Spektroskopie (31P-MRS) gemessen werden (Layec et al. 2015).
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Zusammenfassend betrachtet lassen die vorliegenden Versuchsergebnisse eine reduzierende Wir-
kung bei Kombination beider Wirkstoffe auf die Muskelfaserdurchmesser und -flichen der Gst-
rogendeprivierten Skelettmuskulatur annehmen. Diese Ergebnisse miussen jedoch mit Vorsicht
bewertet werden, da sich jeweils erst in Bezug zum Koérpergewicht signifikante Ergebnisse fest-
stellen lieBen und die absoluten Werte keine Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchs-

gruppen gezeigt haben.

4.3 Analyse der Verteilung der Muskelfasertypen im M. longissimus

Hinsichtlich der Verteilung der Muskelfasertypen innerhalb eines Muskels kommt es post-
menopausal zu einer Verschiebung. Zunichst kommt es zu einer Enervation von Typ-I1I-Fasern,
an die sich eine Atrophie anschlie3t, gefolgt von einer Reinervierung und Umstellung auf Typ-I-
Fasern. Festzustellen ist dieser Prozess ebenfalls bei adlteren Menschen, deren Muskulatur durch
die Typverschiebung schwicher und langsamer wird. Ausschlaggebend ist der Faserverlust an den
schnell zuckenden Typ-II-Muskelfasern und den daraufhin ansteigenden und schlieBlich gro3eren
Anteil der langsameren, oxidativen Typ-I-Fasern. Diese Verinderung wird auch als fast-to-slow-

fiber type shift bezeichnet (Maltais et al. 2009).

Wie in der Literatur beschrieben, weist der M. longissimus der Non-OVX Ratte insgesamt einen
prozentual hoheren Anteil an den Typ-1I Fasern zur Gesamtfaserzahl auf als an den langsameren
Typ-I Fasern (Schwartz-Giblin et al. 1983). Der Anteil der Typ-I-Fasern lag in diesem Versuch
bei den Non-OVX bei etwa 40-45%, der Anteil an Typ-II-Fasern bei 55-60%.

Die Ovariektomie fithrte zu keinem signifikanten Shift der Fasertypen im M. longissimus. Kobori
und Yamamuro kamen zu einem gleichen Ergebnis. Auch in ihrer Studie hatte die Ostrogende-
privation keinen Einfluss auf die Verteilung der Fasertypen in der Rattenmuskulatur (Kobori und
Yamamuro 1989). Durch die Ovaiektomie bei den Ratten und dem damit resultierenden Ostro-
genmangel scheint es folglich nicht zu einer sofortigen Verinderung der Muskelfaserisoformen

zu kommen.

Auch durch die Behandlung mit Baicalein, Zileuton oder beide in Kombination ergaben sich in

der Muskelfaserverteilung keine signifikanten Anderungen.

Man geht davon aus, dass auch andere Sexualhormone des Ovars, wie das Testosteron, zusam-
men mit dem Ostrogen die Muskulatur hinsichtlich der Faserzusammensetzung beeinflussen. Der
Testosteronspiegel bleibt nach einer Ovariektomie bei weiblichen Ratten relativ konstant und

verindert sich auch nicht besonders im Verlauf ihres Lebens. Letztendlich liegt es vermutlich
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auch daran, dass die Faserzusammensetzung ovariektomierter Ratten anndhernd gleich bleibt

(Piccone et al. 2005).

4.4 Analyse der Serumparameter

Allgemein lassen sich Verinderungen an der Muskulatur im Blutserum erkennen. Das liegt daran,
dass die quergestreifte Muskulatur viele wichtige Enzyme fiir ihre komplexe Funktion besitzt. Zu
diesen Enzymen gehoren beispielsweise die Kreatinkinase (CK), die Lactatdehydrogenase oder
die Aspartat-Aminotransferase. Kommt es durch Erkrankungen zu Verinderung der Muskel-
zellmembran werden diese Enzyme vermehrt aus den Muskelzellen freigesetzt und kénnen dann
im Blutserum gemessen werden. Bei einer Rhabdomyolyse, einem Infarkt oder gréfleren Muskel-
schiden wiirde es beispielsweise zu einem sehr hohen Anstieg der CK im Blut kommen

(Schréder 1982; Dérner 2009).

Das Enzym Kreatinkinase ist in den Muskelzellen wichtig, um ihren intrazelluliren ATP-Spiegel
konstant hoch zu halten. Mit Hilfe der CK wird das fiir den Energiestoffwechsel der Zelle wich-
tige ATP regeneriert, indem das CK die Reaktion zwischen Phosphokreatin mit ADP katalysiert
und letztendlich ATP entsteht. Andersherum kann CK aber auch ATP mit Kreatin zu Phos-
phokreatin reagieren lassen (Schroder 1982).

Ein niedriger Serum-CK-Spiegel bedeutet aber nicht direkt, dass ihr Gehalt in der Zelle niedrig
ist. Denn der Spiegel hingt auch stark mit der physischen Aktivitit und der Muskelmasse zu-
sammen. Ist der Muskelaktivitatslevel niedrig, wird weniger CK aus den Muskelfaserzellen freige-

setzt und der CK-Spiegel im Serum bleibt infolgedessen niedrig (Rosalki 1998).

Die Serumkonzentrationen der Kreatinkinase der Versuchstiere unterschieden sich zwischen den
Gruppen nicht signifikant. Auch in vorherigen Studien zeigten sich bei Gabe von Zileuton oder
Baicalein keine negativen Effekte auf die Muskulatur (Kling 2016; Saul et al. 2017b).

Bisher konnte noch kein Zusammenhang zwischen einer Sarkopenie oder Osteoporose mit ei-

nem gestiegenen Kreatinkinase-Wert gestellt werden (Huo et al. 2015).
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4.5  Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Studie bestand darin, den Effekt der selektiven Lipoxygenasehemmer Baicalein
und Zileuton auf die Skelettmuskulatur von ovariektomierten Ratten zu eruieren. Es wurde un-
tersucht, wie die beiden Substanzen, Baicalein und Zileuton, alleine und in Kombination auf das
muskuloskelettale System wirken kénnen. Der Zustand der Postmenopause konnte mit Hilfe der

Ovariektomie erzeugt werden.

Insgesamt zeigte sich, dass Baicalein und Zileuton in kombinierter Gabe die Kapillarisierung im
Muskel erh6hen und somit zu einer verbesserten Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Mus-
kels fihren. Auf die Muskelfasergro3e haben beide Lipoxygenasehemmer weniger Effekte ge-

zeigt.

Die einzelne Behandlung mit Baicalein ergab keinen signifikanten Effekt auf die Kapillarisierung,.
Jedoch konnte die Zunahme der Muskelfaserfliche und -durchmesser pro g KG und pro g MG
leicht durch die Behandlung mit Baicalein vermindert werden. Baicalein hat einen positiven Ein-
fluss auf den kortikalen Knochen der osteoporotischen Ratten (Saul et al. 2017b). Auch konnte

eine Zunahme der Dichte und Breite des Kallus wihrend der Knochenheilung exploriert werden

(Zimmermann 2018; Saul et al. 2019; Weber 2019).

Betrachtet man die Therapie mit Zileuton, so zeigte sich die Beeinflussung auf das muskuloske-
lettale System besonders in einer leichten Steigerung der Kapillarisierung und der allgemeinen
Stabilisierung der Durchmesser- und Flichenzunahme der Muskulatur Beides war jedoch erst in

Bezug zum Korpergewicht signifikant.

Es wurde bereits festgestellt, dass Zileuton den Knochen hinsichtlich seines trabekuliren und
kortikalen Volumen verbessert. Zudem konnte eine gesamte Knochenvolumenzunahme im Be-

reich der osteotomierten Tibia der ovariektomierten Ratten erfasst werden (Saul et al. 2017).

Dies sind wichtige Faktoren, da sich die Muskulatur und das Knochenskelett gegenseitig beein-
flussen und sich komplementir stirken aber auch schwichen (Saul et al. 2016; Saul et al. 2017b).
Deswegen ist es wichtig, die Sarkopenie und die Osteoporose zusammen zu therapieren. Die
beiden Lipoxygenasehemmer scheinen fiir die zukinftige Behandlung dieser beiden Erkrankun-
gen relevant zu sein, da sie beide Systeme gleichzeitig beeinflussen konnen. Sie haben unterstiit-
zende Effekte, die der Muskel- und Knochenstirkung, sowie deren Erhaltung dienen. Aus die-
sem Grund koénnten beide Lipoxygenasehemmer postmenopausalen Patienten mit Sarkopenie

und Osteoporose helfen.
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Folglich wiren, fir die weitere Forschung an beiden Substanzen, Tiermodelle speziell fir die
Sarkopenie hilfreich. So kénnten Effekte auf die Muskulatur besser evaluiert werden. Beispiele
wiren das Sarkopeniemodell mithilfe einer fettreichen Diit, der Gabe von dem katabolen Tu-
mornekrosefaktor-o, einer Denervation der Skelettmuskulatur oder Hypokinesie in den Hinter-
beinen von Ratten (Musacchia et al. 1980; Beehler et al. 2006; Bollheimer et al. 2012; Maetzler et
al. 2015).

Die genauen Wirkungsmechanismen beider Lipoxygenasehemmer auf die Kapillarisierung und
Faserdicke der Muskulatur sollten in weiteren Studien untersucht werden. Zudem wird es wichtig
sein, in zukinftigen Studien zusitzlich die Muskelkraft zu messen, um eine Aussage tber die
funktionelle Bedeutung der Effekte treffen zu kénnen. Auch sind weitere Analysen tiber ihre

Effekte auf molekularer Ebene der Muskulatur zu empfehlen.
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5 Zusammenfassung

Der Anteil der élteren Bevolkerung steigt in Deutschland stark an. Konsequentermal3en wird dies
auch zu einem deutlichen Anstieg der altersbedingten und postmenopausalen Krankheiten, wie
der Osteoporose oder Sarkopenie, fithren. Es ist daher wichtig fiir solche, hiufig unterschitzten
Krankheiten, priventive Mafnahmen oder Therapieformen zu finden. Zum einen aus wirtschaft-
lichen Griinden, um eine Kostenexplosion fur das Gesundheitssystem zu verhindern. Zum ande-
ren aber auch, um die Lebensqualitit und -freude der immer ilter werdenden Bevélkerung zu

bewahren.

Mit Hilfe dieser Studie sollten Therapieoptionen fiir die postmenopausale Sarkopenie eruiert
werden. Dabei sollte geklart werden, in wie weit sich die postmenopausale Skelettmuskelstruktur
durch eine Behandlung mit den selektiven Lipoxygenasehemmern Baicalein und Zileuton, verin-

dert und sie gegebenenfalls verbessert.

Baicalein und Zileuton hemmen die Lipoxygenase und verhindern so die Bildung von Leukotrie-
ne, die Entzindungsfaktoren im Korper. Lipoxygenasehemmer kénnten eine positive Wirkung
auf entzindliche Vorginge im Korper haben, wie der Sarkopenie und/oder Osteoporose, die
bedeutende Folgen bei dlteren Menschen sowie als auch bei postmenopausalen Frauen haben.
Unsere vorherigen Studien mit Baicalein zeigten bereits positive Effekte auf die Kapillarisierung
der Muskulatur der Ratte. Des Weiteren konnte in diesen eruiert werden, dass sowohl Baicalein

als auch Zileuton den Knochen der osteoporotischen Ratten verbessert.

Der Effekt der Lipoxygenaseinhibitoren Baicalein und Zileuton wird hierzu an dem etablierten
Ovariektomie-Modell der Ratte evaluiert. Es handelt sich um weibliche Sprague-Dawley Ratten,
die im Alter von zwolf Wochen ovariektomiert (OVX) wurden. Die Ratten wurden in funf Ver-
suchsgruppen untergliedert, einer Kontrollgruppe ohne Ovariektomie (Non-OVX), eine Gruppe
mit Ovariektomie ohne weitere Therapie (OVX) und drei weitere ovariektomierte Gruppen, die
jeweils sojafreies Futter angereichert mit Baicalein (10 mg/kg Korpergewicht (KG)), Zileuton (10
mg/kg KG) oder Baicalein (10 mg/kg KG) plus Zileuton (10 mg/kg KG) erhielten. Die Be-
handlungen wurden tiber 13 Wochen durchgefiihrt. Darauthin wurde der rechte oder linke Mus-
culus (M.) gastrocnemius, M. soleus und M. longissimus entnommen.

Im Weiteren folgten die histologischen Auswertungen mit Hilfe einer Amylase-Enzymfirbung
und einer ATPase-Firbung. Von den Muskelfasertypen I und II wurden schlieBlich der Durch-
messer, die Fliche und dies in Bezug auf das Koérper- bzw. Muskelgewicht bestimmt. Zudem
wurde die Kapillaranzahl pro Faser ermittelt und die Typ-I- zu Typ-1I-Faserverteilung im M. lon-

gissimus. Ferner wurde eine Serumanalyse der Kreatinkinase durchgefiihrt, sowie das Korper-,
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Muskel- und Uterusgewicht und die Futteraufnahme der Ratten analysiert. Die statistische Analy-
se wurde mittels on-way ANOVA und Tukey-test, p < 0,05 durchgefiihrt.

Die kombinierte Therapie beider Inhibitoren, Baicalein und Zileuton konnte die Kapillarisierung
signifikant im Vergleich zur Non-OVX und OVX-Gruppe steigern. Die alleinige Therapie mit
Baicalein bzw. Zileuton erbrachte auch eine gesteigerte Kapillarisierung, jedoch nicht in einem
signifikanten Ausmalf3.

Auf die Muskelfasergréfie haben beide Lipoxygenasehemmer weniger Effekte gezeigt. Die Aus-
wertung der Muskelfaserdurchmesser und der Fliche ergab keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Versuchsgruppen. Dies zeigte sich erst in Relation zum Korpergewicht.

Die Ovariektomie fiithrte zu einer signifikanten Gewichtsabnahme der Uteri und zu einer leich-
ten, aber nicht signifikanten Muskelgewichtsabnahme im Vergleich zu den Non-OVX. Durch die
Ovaricktomie kam es zu einer signifikanten Gewichtszunahme der Ratten und einer insgesamt
gesteigerten Futteraufnahme verglichen mit den Non-OVX. Die Therapien mit den Inhibitoren
beeinflussten diese Divergenzen nicht weiter. Der Kreatinkinasespiegel unterschied sich zwischen
den Gruppen nicht.

Beide Substanzen wirken sich insgesamt positiv auf die beide Systeme Muskulatur als auch auf
die Knochen aus.

Dies sind wichtige Faktoren fir die Therapie, da sich die Muskulatur und das Knochenskelett
gegenseitig beeinflussen und sich komplementir stirken aber ebenfalls schwichen (Saul et al.
2016; Saul D. et al. 2017b). Deswegen ist es wichtig, die Sarkopenie und die Osteoporose zu-
sammen zu therapieren. Die beiden Lipoxygenasehemmer kénnen unterstitzende Effekte bewir-
ken, die der Muskel- und Knochenstirkung, sowie deren Erhaltung dienen. Aus diesem Grund
konnten sie dlteren Patienten mit einer postmenopausalen Sarkopenie und Osteoporose eventuell

helfen.

Die genauen Wirkungsmechanismen beider Lipoxygenasechemmer auf die Kapillarisierung und
Faserdicke der Muskulatur sollten in weiteren Studien untersucht werden. Auch sind weitere
Analysen tber ihre Effekte auf molekularer Ebene der Muskulatur zu empfehlen, sowie ihrer

eigentlichen Auswirkung auf die Muskelkraft.
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6 Anhang
Tabelle Al: Gewichte der Tiere zu Versuchsbeginn, nach Osteotomie und zum Versuchsende
NON-OVX OVvX Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
Versuchsbeginn
M (g) 308,9 326,6 * 323,1 320,7 3233
SD 13,83 14,68 11,59 16,19 17,54
Osteotomie M
(2 336,3 427 #Hk 434,8 ok 434, ok 417,7 #%*
SD 2231 24,7 21,85 24,84 51,93
Versuchsende
M (g) 368 4674 ok 467,1 ek 450,5 ek 4575 ek
SD 21,26 37,21 23,07 26,14 48,51

* signifikant zu Non-OV'X (p<0,05); ***hichstsignifikant zu Non-OV'X (p <0,001)

Tabelle A2: M. soleus-Gewicht zu Versuchsende

NON-OVX (0)%.¢ Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (g) 021 0,18 02 0,19 0,18
SD 0,03 0,04 0,03 0,03 0,02
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A3: M. gastrocnemius-Gewicht zu Versuchsende
NON-OVX (0)%:¢ Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (g) 2,32 2,43 2,63 25 24
SD 0,47 0,34 0,25 0,22 0,22
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A4: Uterus-Gewicht zu Versuchsende
NON-OVX OovXx Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (g) 0,57 0,099 *+x 0,11 ok 0,09 Ho#k 0,085 *¥*
SD 0,12 0,025 0,023 0,03 0,03

**Hhichstsignifikant zn NON-OV'X (p<0,001)
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Tabelle A5:9 Futteraufnahme der Ratten in Futter mg/Tier/Tag

Versuchs- | Kenn- | yon ovx | ovx Baicalein | Zileuton | Baic.+Zileu.
wochen zahl
M 18,25 18,24 18,71 16,52 19,3
1 SD 1,64 0,87 35 2,29 1,65
Tukey
M 19,85 24,95 26,3 257 26,88
2 SD 1,43 1,15 1,44 0,38 1,64
Tukey * * * *
M 20,15 27,01 281 27,66 28,05
3 D 1,18 0,47 3,15 0,78 2,09
Tukey *x * * *
M 22,16 25,63 28,53 28,37 28,76
4 SD 2,07 3,65 2,55 1,23 2,5
Tukey - - -
M 21,71 27,94 27,24 26,89 26,87
5 SD 0,78 0,51 2,08 1,53 1,87
Tukey * * * *
M 21,74 26,87 27.25 26,7 2755
6 SD 1,41 0,3 1,56 1,35 2,56
Tukey * * * *
M 20,88 25,63 26,02 261 2617
7 SD 1,81 1,04 0,78 1,09 2,45
Tukey * * * *
M 21,89 25,51 25,59 25,43 25,54
8 D 1,42 0,77 1,43 0,68 1,87
Tukey * * * *
M 18,02 21,93 18,16 18,82 17,14
10 SD 0,33 7,06 0,79 2,33 2,32
Tukey
M 20,09 22,68 21,79 212 2113
11 SD 1,7 4,05 0,9 1,54 1,75
Tukey
M 2193 2423 24,66 2545 2404
12 SD 0,71 3,8 1,33 22 4,21
Tukey
M 21,86 26,71 248 2545 2557
13 SD 0,56 1,62 1,65 2,2 1,99
Tukey

* signifikeant zn Non-Ovx (p < 0,05)
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Tabelle A6G: Dosis der Lipoxygenasehemmer per kg BW

Versuchs- | Kenn- Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
wochen zahl
M 10,14 9,0 10,45
1 SD 1,9 125 0,89
Tukey
M 12,85 12,56 12,96
2 SD 0,7 0,19 0,79
Tukey
M 11,85 12,19 12,33
3 SD 1,33 0,34 0,92
Tukey
M 12,06 12,05 12,21
4 SD 1,08 0,52 Hos
Tukey
M 113 11,23 11,2
5 SD 0,86 0,64 o7
Tukey
M 11,04 10,97 11,19
6 SD 0,63 0,55 1,04
Tukey
M 10,21 10,35 10,36
7 SD 0,31 043 07
Tukey
M 9,95 10,0 10,11
8 SD 0.56 0.27 o
Tukey
M 7,43 7,99 7,16
10 SD 0,32 0,99 0,97
Tukey
M 8,59 8,77 8,62
1 SD 0,35 0,64 0,71
Tukey
M 95 10,19 9,41
12 SD 0,51 0,88 1,65
Tukey
M 9,3 9,8 9,77
13 SD 0,62 0,96 0,74
Tukey

nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test

Tabelle A7: Dosis per kg BW/Woche im Gesamtverlauf

Gruppe Baicalein Zileuton Baic. +Zileu.
Gesamt M 10.35 10.43 10,48
Gesamt SD 1.69 1,52 1,81

nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
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Tabelle A8: Kapillare/mm?2 M. longissimus

NON-OVX (01, ¢ Baicalein Zileuton Baic.t+Zileu.
Kapillaren/MF auf
0,5 mm> M 1,12 1,38 1,46 1,42 1,38
SD 0,25 0,21 0,27 0,24 0,26
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A9: Kapillare/mm?2 M. soleus
NON-OVX (01, ¢ Baicalein Zileuton Baic.t+Zileu.
Kapillaren/MF auf
0,5 mm’ M 1,57 1,81 1,57 1,59 1,71
SD 0,17 0,25 0,19 0,24 0,35
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A10: Kapillare/mm?2 M. gastrocnemius
NON-OVX ovXx Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
Kapillaren/MF auf
0,5 mm’ M 1,00 % 1267 ** 145 1,39 1,67
SD 0,13 0,14 0,25 0,26 0,32
** hochsignifikant zu Baic.+Zilen. (p < 0,01)
Tabelle A1110: M. longissimus: Muskelfaserdurchmesser in pm
Faser- . . . . .
typ NON-OVX ovXx Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (pm) | g 56,64 56,84 54,46 59,1 54,55
SD 5,17 3,66 6,44 7,47 6,25
M (pm) | oo 85,54 88,71 81,9 84,99 83,32
SD 7,98 5,89 10,53 5,37 8,74

nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
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Tabelle A1211: M. longissimus: Muskelfaserfliche in um?
Faser- . . . . .
typ NON-OVX (07,4 Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (pm?) e 2619 2606 2390 2818 2372
SD 4753 346,1 585 7742 5185
M (pm?) Typ-II 5849 6248 5387 5725 5551
SD 1185 1001 1367 761 1151
Keine Signifikanzen; p>0,05 Tukey-test
Tabelle A13: M. longissimus: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /¢ KG
g g
Faser- . . . . .
typ NON-OVX (07,4 Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (um/g) | 1y, 0,15 0,122 # 0,12 # 0,13 ** 0,12 #x
SD 0,011 0,011 0,017 0,014 0,016
M (pm?/g) | o 7 5,6 5,15 % 6,23 5,19 *
SD 1,05 0,785 1,385 1,51 1,21
M (pm/g) Typ-IT 0,23 0,19 *x 0,18 *#* 0,19 %%+ 0,18 *¥*
SD 0,018 0,017 0,034 0,189 0,183
M (pm?/g) Typ-11 15,86 13,4 11,55 #* 12,71 12,17 *
SD 2,64 2,03 2,95 1,6 2,77

* signifikant zu Non-OV'X (p < 0,05); ** hochsignifikant zu Non-OV'X (p < 0,01); ***hichstsignifikant zn Non-
OVX (p <0,001)

Tabelle A14: Verhiltnisse der Fasertypen im M. longissimus in % am Gesamtfaseranteil pro 1 mm?

NON-OVX ovX Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
Anteil Typ1 (%) 38,08 40,77 42,87 41,09 44,56
SD 5,68 4,62 45 6,73 7,78
AnteilTyp2 (%) 61,92 62,53 60,14 63,43 61,94
SD 5,68 4,62 4,49 6,73 7,78

>

>

nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
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Tabelle A1512: M. soleus: Muskelfaserdurchmesser in pm

F f;;‘ NON-OVX ovX Baicalein Zileuton | Baic.+Zileu.
M (pm) | 68,39 66,93 67,5 67,73 66,9
SD 3,75 7,85 445 474 2,32
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A16: M. soleus: Muskelfaserfliche in pm?
F i‘;;‘ NON-OVX ovX Baicalein Zileuton | Baic.+Zileu.
M (pm?) e 3733 3604 3628 3665 3554
SD 412,8 909,1 487 532,9 240,9
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A1713: M. soleus: Muskelfaserdurchmesser und -fliche / ¢ KG
E ‘;‘;;r NON-OVX ovX Baicalein Zileuton | Baic.+Zileu.
M (um/g) Typ-I 0,19 0,14 0,145 *# 0,15 **x 0,15 **x
SD 0,017 0,018 0,008 0,012 0,017
M (pm?/g) Typ-1 10,19 7,72 ** 7,76 ** 8,07 * 7 85 **
SD 1,4 1,9 0,9 1,22 1,05

O1’X (p < 0,001)

Tabelle A1814: M. soleus: Muskelfaserdurchmesser und -fliche / ¢ MG

* signifikant zu Non-OV'X (p < 0,05); **hochsignifikant zu Non-OV'X (p < 0,01); ***hichstsignifikant zu Non-

F ::;;r- NON-OVX OVX Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (pm/g) Typ-1 337,6 361,3 340,1 3488 378,2
SD 26,36 61,13 49,15 32,82 30,81
M (pm?/g) Typ-I 18375 19291 18209 18766 20067
SD 1668 4417 2800 1981 1778

nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
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Tabelle A19: M. gastrocnemius: Muskelfaserdurchmesser in pm

F f;;‘ NON-OVX ovX Baicalein Zileuton | Baic.+Zileu.
M (pm) Typ-1 48,91 50,91 51,42 50,25 50,01
SD 7,82 5,67 4,04 5,79 5,43
M (pm) Typ-11 71,84 76,42 77,17 73,29 72,78
SD 7,18 7,12 7,89 426 7,726
Keine Signifikanzen; p>0,05 Tukey-test
Tabelle A20: M. gastrocnemius: Muskelfaserfliche in um?
F ‘;‘;;r NON-OVX ovX Baicalein Zileuton | Baic.+Zileu.
M (um?) Typ-I 4153 4699 4790 4285 4098
SD 872,6 876,7 959,9 510,2 1009
M (pm?) | s 1939 2094 2135 2017 2034
SD 628,9 426,9 320,6 479,3 4274
nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
Tabelle A21: M. gastrocnemius: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g KG
F?;;r- NON-OVX ovX Baicalein Zileuton Baic.+Zileu.
M (pm/g) Typ-I 0,13 0,12 * 0,11 * 0,112 * 0,111 *
SD 0,021 0,016 0,011 0,013 0,017
M (pm?/g) Typ-I 5,27 451 45 455 45
SD 1,65 1,0 0,78 1,05 1,06
M (um/g) | 1y 1 0,196 0,164 * 0,17 0,16 ** 0,161 **
SD 0,02 0,02 0,015 0,017 0,025
M (pm?/g) Typ-11 11,29 10,1 10,29 9,55 9,14
SD 2,25 1,97 2,14 1,33 2,73

>

>

* signifikant zu Non-OV'X (p<0,05); ** hochsignifikant zu Non-OV'X (p<0,01)
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Tabelle A22: M. gastrocnemius: Muskelfaserdurchmesser und -fliche /g MG
F f;;‘ NON-OVX ovX Baicalein Zileuton | Baic.+Zileu.
M (pm/g) Typ-1 32,23 31,31 29,42 29,59 30,46
SD 3,25 4,59 1,79 3,313 3,705
M (pm?/g) Typ-1 850,7 854,1 7992 827.8 850,5
SD 181,6 193 118,2 220,9 195,7
M Typ-II 21,81 20,85 19,69 20,29 20,94
SD 2,33 3,35 1,84 3,095 2,76
M @m?/g) | 1 32,23 31,31 29,42 29,59 30,46
SD 3,25 4,59 1,79 3,31 3,705

nicht signifikant; p > 0.05 Tukey-test
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