Aus der Klinik fiir Unfallchirurgie und Orthopédie,
Plastische- und Wiederherstellungschirurgie

(Prof. Dr. med. K. M. Stiirmer)

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Einfluss des Lipoxygenaseinhibitors Baicalein in
unterschiedlicher Dosierung auf den Skelettmuskel
der ovariektomierten Ratte

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultit der

Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von

Jens Henning Kling

aus

Kassel

Gottingen 2015



Dekan:
Referent/in:
Ko-Referent/in:

Drittreferent/in:

Datum der mindlichen Priffung: ... et e e

Prof. Dr. rer. nat. H.K. Kroemer



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

L EINI@ITUDNIG .ottt et s 1
1.1 ZIEISELZUNG ..ottt 1
1.2 Theoretische GrUNAIAZEN ..o neaen 2
1.2.1 Anatomie des SKelettmUSKEIS.......ccoreereerceneereireseereee e 2
1.2.2 Uktrastruktureller Aufbau der Myofibrillen..........onncnncseseseseeseseesesseesesseeeens 3
1.2.3 Extrazellularmatrix des Skelettmuskels ... 4
1.2.4 Klassifizierung der MUSKEIfasSern ... sssssssssssssssssssssssens 5
1.3 Anpassung des Skelettmuskels an kdrperliches Training .......nneneeneeneeseeneen. 7
1.4 Veranderungen des MUSKEIS imM AILET ... sesses e ssssssssssssssssssens 8
1.5 Osteoporose Definition und EiNteIlUNG.......covminminninininninensisssssesssssssssssessssssssssssssens 9
1.5.1 Epidemiologie der OSTEOPOTOSE ....ouuererierererieresesisresssessessssesssssssessssssessssssssssssssessssssssssssesses 9
1.5.2 Sarkopenie Und OSTEOPOIOSE ......ocrureereereereeresreeressessessesssssessessessessesssssesssssesssssssssssssssssssssssesns 10
1.5.3 Diagnostik der SArkKOPenie ...t sessessesssseens 11
1.5.4 Therapie der SATKOPENIE. ... sessessssssess s sssssesssssssssssssssssssssasens 12
BTN ST (0= =) o LT 13

2. Material Und MethOAEN ...ttt s s s 16
B B S W (o] 01y =) (TP 16
2.2 VerSUCNSADIAUL ...ttt ses s 16
B R Ok g 1<) (0] 01 (=TT 18
A T o o) 4L LT 20
2.2.3 Baicalein-APPIKRAtION ..ot sessessessessss s sssse s ssesssanes 20
2.3 MUSKEIPTAPATATION ...ttt s s nes 21
2.4 Anfertigen der mikroskopischen SChNIte ... sessesseees 23
2.5 ANfArben der SCRNITEE ...t 25
2.5.1 ATPase-Farbung kombiniert mit Diaphorase ........neneneseeneseseesessessessessessesnes 25

2.5.2 Farbeprotokoll ATPase-FArbUNG.......coorrererereeeseseeseeseeseses e ssessessesnesnes 26



2.5.3 Amylase-PAS flr KapillarfAarbUng.......coererenenenenesesesesesessessessessessessessessessessessesseanes 28

2.5.4 Farbeprotokoll Amylase-PAS-Kapillarfarbung.........urnenenenesnsnenenesnesnessessesseenes 28
2.6 Auswertung der Schnitte am MiKIrOSKOP ... sessessssessesssessesnes 29
2.6.1 Auswertung der KapillariSIErUNG ........corereereereereeresneeressessessessessessessessessessessessesssssesssssssssanes 30
2.6.2 Auswertung der ATPase-FArbDUNG ... sessessesseans 31
2.7 Erhebung der SErumparameter .......enenenenesnessssssesssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssses 33
2.8 StatiStiSChe AUSWETTUNG......cocuveereerreseeisesesssses st ssessssnes 34
T8 23 o] 01 g UL TSP 35
3.1 Korpergewichte, Muskelgewichte und Uterusgewichte.........ronenereneneneenenennes 35
3.1.1 KOTPETZEWICHLE ...ttt en 35
3.1.2 MUSKEIGEWICHTE ...t 36
3.1.3 ULETUSZEWICHEE ...ttt s s 37
3.2 Verhaltnis von Kapillaren zu MusSKelfasern........courereneenenesneneesessessesessessessessessesseses 38
3.2.1 MUSCULUS SOLEUS ...eveeeeeeeresresresressessessessessesses s ses s sesses s sses s sesses s ses s s s ses s s sesssssesssssesnsnes 38
3.2.2 MUSCUIUS aSTIOCIEIMIUS ...uvruerrerieesesessesssessessssess st ssessssssss s ssessssssssssssssssssssssssssssssssnnes 39
3.2.3 MUSCULUS LONGISSIIMUS.....ereurieriereereeresriesessessessessessessessessessessessessessesse s s s s s s s s ssssnnsnes 39
3.3 Muskelfaserdurchmesser und Flachen beim M. SOleUS .......orrererererenerenereneneenenns 40
3.3.1 Muskelfaserdurchmesser beim M. SOIEUS.......c.ouereenereeneeseeneenesseesesseseessesseessessesssesseenns 41
3.3.2 FlachengrofRen des M. SOLEUS......orrieneeresneesesneesesnessesssssessessesssssesssssesssssssssssessssssssssssssssnes 41
3.3.3 Verhaltnisse der Muskelfaserdurchmesser zu den Gewichten beim M. soleus....42
3.3.4 Verhaltnisse der Muskelfaserflichen zu den Gewichten beim M. soleus................ 44
3.4 Muskelfaserdurchmesser und Flachen beim M. gastrocnemius .......c.uvereereeneereeneenes 45
3.4.1 Muskelfaserdurchmesser des M. gaStrOCNEMIUS.......cuureureererreeresneeressessessesressessessessessesnes 45
3.4.2 Flachengrofien des M. GaStrOCHIEIMIUS. .....cvuureureureeresresressessessessessessessessessessessessesssssessssssssesnes 48

3.4.3 Verhaltnisse der Muskelfaserdurchmesser zu den Gewichten beim
M. GASTIOCTIEITIIUS ..cuueuuceeeeeresesressessesssssessessessessessessessessessssssssessesssssessessesssssesssssessnssessnssssssssessnsssssnsssnsnes 50

3.4.4 Verhaltnisse der Muskelfaserflichen zu den Gewichten beim

M. GASTTOCTIEIMIUS ..eocureeeeeeresresressessessessessessess s s s s s s s s s s s s s bR bR s R s bR R AR s s s s 53
3.5 Analyse der Muskelfaserdurchmesser und der Flachen beim M. longissimus......... 57
3.5.1 Analyse der Muskelfaserdurchmesser des M. 1ongiSSIMUS .......cvuureererreerernerresnesresneenes 57
3.5.2 Flachengrofien des M. I0NGISSIIMUS ......oreereureureureeresnessesnessessessessessessessessessessessessssssssesssssssnes 59

3.5.3 Verhaltnisse der Muskelfaserdurchmesser zu den Gewichten beim
M. JONZISSIIMUS ..ottt et 61

3.5.4 Verhaltnisse der Muskelfaserflachen zu den Gewichten beim M. longissimus..... 63



3.5.5 Verhiltnisse der Muskelfasertypen im M. longiSSIMUS......ccovererereereneerenessenessesneenes 65

3.5.6 Analyse der SErumMPAramMEer .....coereereresseressessssessssssesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnes 67
3.6 Zusammenfassung der ErgebNiSSe .......nnnenieresnssnesnessessessessessesssssessesssssssssssssnes 69
) ] <L T o) o U 72
4.1 Die ovariektomierte Ratte als Tiermodell........onnenereneneseseseseeesesessessessesens 72
4.2 Analyse der Korper- und Muskelgewichte.........ovnrnnesnsnesseneeseseeesesseeesesneens 73
4.3 Analyse der Verhéltnisse von Kapillarisierung zu Muskelfasern ..........nenenens 74
4.4 Anaylse der MuskelfaserdurChmesSer ... sessessessessessessessessesees 75
4.5 Analyse der MuskelfaserflaChen ... sesesseaees 77
4.6 Analyse der Verhaltnisse von Muskelfasertypen im M. longissimus........ccccvreereenee. 80
4.7 Analyse der SErUmMPAramELer ......ouererereeressrssssesssess s ssessessssesssssssesssssssesssssssesssssssessens 82
5. ZUSAMIMENTASSUINE ....eeureueureuressesressesressessessessessessessessessesssssessessessessessessesssssessessesssssesssssesssssesssssessssssssssnes 83
LT Lo T 1= 4 L3 1 TSP 86
A0 U= =T U)o ) (o] o o TP 100
8. TabelleNVerZeIChNIS. ... 105-106

9. ADDIldUNGSVETZEICHNIS ....cueeeererereeeresereeeresese e 107-109



Abkiirzungsverzeichnis

Abb
A-Bande
ADP

ATP
Aqua dest
Ca2+

CoA

CO:

DM

8

H-Zone
[-Bande
IE

KG

M

Mm

MF

MG
NADP /H
NON-0VX
ovX

PAS

pH

p-Wert

Abbildung
Anisotrope-Bande
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat
Aqua destillaata
Calcium

Co-EnzymA
Kohlenstoffdioxid
Durchmesser

Gramm

Hensen-Zone
Isotrope-Bande
Internationale Einheit
Korpergewicht
Muskel

Musculi (Plural)
Muskelfaser

Muskelgewicht

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat / reduzierte Form

nicht ovariektomierte Gruppe

ovariektomierte Gruppe

periodic acid-Schiff

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzwert

Liter

Unit



ROS reactive oxygen species

s Sekunde
SD standard deviation, Standardabweichung
SERCA sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase

Z-Scheibe Zwischen-Scheibe



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Zielsetzung

Osteoporose ist eine weit verbreitete muskuloskelettale Erkrankung, deren Haufigkeit
im Alter zunimmt. Allein in Deutschland betrug nach einer Auswertung der
Krankenkassendaten zwischen 2006-2009 die Pravalenz 24% bei Frauen tber 50
Jahren. Hierzulande leben derzeit ungefahr 6,3 Millionen betroffene Manner und Frauen
[Hadji et al. 2013]. Somit stellen die Behandlung der Osteoporose und deren
Komplikationen eine erhebliche volkswirtschaftliche Belastung der Gesellschaft dar.

Mit der Osteoporose tritt einhergehend zumeist eine Sarkopenie auf, das heifdt eine
Abnahme der Skelettmuskelmasse, die sich entscheidend auf die Stabilitat des
muskuloskelettalen Systems und auf dessen Haltung auswirkt. Sarkopenie schrankt
dabei mafdgeblich die Lebensqualitit der Betroffenen ein. Alltdgliche Bewegungen sind
hier ebenso beeintrachtigt, wie die Aufrechterhaltung des Gleichgewichtsapparats. Aus
diesem Grund nimmt primar das Sturzrisiko und sekundar die Gefahr von Frakturen
enorm zu. Laut einer Studie beruhen 90% aller Frakturen bei alten Menschen auf
Stiirzen [Grisso et al. 1991]. Zum anderen besteht bei Sarkopenie eine Stérung der
sytemisch-humoralen Funktion des Muskels. Eine Vielzahl von endokrinen Stoffen, die
vom Muskel synthetisiert den Knochen beeinflussen, ist bei Sarkopenie reduziert. So
zum Beispiel die Gruppe von muscle-derived humoral bone anabolic factors, die vom
Muskel ausgeschiittet Osteoblasten aktivieren [Kaji 2014]. Ein gesunder und damit
endokrin aktiver Muskel ist somit entscheidend fiir die Funktion des Halte- und
Stiitzapparates. Ebenso ist der sarkopenisch veranderte Muskel an der Pathophysiologie
der Osteoporose und Entstehung von osteoporosebedingten Frakturen maf3geblich
beteiligt.

In fritheren Studien konnte aufgezeigt werden, dass bei Sarkopenie aufierdem eine
langanhaltende niedrig-gradige Entziindung im Muskel besteht. Diese verstarkt den im
Alter stattfindenden degenerativen Prozess im Muskel [Roubenoff 2007].

Die Mechanismen, denen die Sarkopenie unterliegt, wie auftretende reaktive Sauerstoff
Spezies, verminderte Regenerationsfahigkeit und niedrig-gradige systemische
Entziindung, sind weitestgehend unklar. Hier ansetzende Therapeutika, die diesen
Prozessen entgegensteuern, sind ebenfalls noch unerforscht. Erste Studien mit
entziindungshemmenden Substanzen scheinen eine vielversprechende Wirkung auf die
Sarkopenie auszuiiben [Lightfoot et al. 2014].

Die Lipoxygenasen sind Schliisselenzyme des Arachidonsdurestoffwechsels, der eine
wichtige Saule von Entziindungsreaktionen darstellt. Ein Inhibitor dieses Enzyms ist
Baicalein, das bereits seit langem in der Traditionellen Chinesischen Medizin eingesetzt

wird. Es konnten bereits positive Effekte von Baicalein auf entziindlich degenerative
1



1. Einleitung

Knochenerkrankungen, wie Rheumatoide Arthritis nachgewiesen werden [Chen 2011]
jedoch wurde seine Wirkung auf die Sarkopenie noch nicht untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, ob der Lipoxygenase-
Inhibitor Baicalein- in verschiedenen Dosierungen verabreicht die mit Osteoporose
einhergehende Sarkopenie und deren degenerative Prozesse im Skelettmuskel positiv
beeinflusst. Die hierfiir messbaren Parameter sind: Anzahl der Muskelfasern sowie
deren Durchmesser, Verhaltnis von Typ-1- zu Typ-2A- und Typ-2B-Muskelfasern sowie
der Kapillarisierung der Skelettmuskeln, das heifst Anzahl von Kapillaren zu
Muskelfasern. Diese Parameter werden an den Muskeln soleus, gastrocnemius und
longissimus am Rattenmodell gemessen und ausgewertet. Zudem sollen die erhobenen
Serumparameter Kreatinkinase, Calcium und Magnesium Aufschluss liber den Zustand
der Muskulatur geben.

1.2 Theoretische Grundlagen

1.2.1 Anatomie des Skelettmuskels

Der Skelettmuskel geht embryologisch aus dem mittleren Keimblatt, dem Mesoderm,
hervor. Im Zuge des Wachstums und der Differenzierung kommt es zu einer
Verschmelzung und Aneinanderreihung von Muskelzellvorldufern, sogenannten
Myoblasten. Die aus dem Ektoderm stammenden kontraktilen Myoepithelzellen sollen
hier nicht ndher besprochen werden. Der Skelettmuskel, wie zum Beispiel der Musculus
gastrocnemius der Ratte, besteht aus einer Vielzahl von Skelettmuskelfasern, die durch
Bindegewebshiillen aneinandergehalten werden. Die Enden der Muskelfasern gehen in
Sehnen iiber, die an Knochen ansetzen. Diese konnen zur Optimierung iiber ein
Hypomochlion, das heifst eine Umlenkung, an einem Knochen inserieren.

Die wesentliche Eigenschaft der Skelettmuskulatur besteht in ihrer Fahigkeit, sich aktiv
zu verkiirzen, Kontraktion genannt. Diese Kontraktion ist essentiell im Rahmen einer
Vielzahl lebenswichtiger Aktivitaten, so beispielsweise dem Auspressen des Feten beim
Geburtsvorgang, der Atmung und des Herzschlags oder schlicht der Fortbewegung eines
Individuums. Man unterscheidet hinsichtlich der Kontraktion zwischen willkiirlicher
und unwillkiirlicher. Die willkiirliche, schnelle Kontraktion ist dabei der
Skelettmuskulatur zuzuordnen. Gesteuert wird diese willkirliche Funktion der
Skelettmuskulatur vom somatischen Nervensystem iiber Motoneurone im Riickenmark,
die unwillkiirlichen autonomen Kontraktionsformen werden iiber das vegetative
Nervensystem gesteuert und dienen vor allem zur Regulation der inneren Organe. Den

2



1. Einleitung

molekularen Unterbau der Kontraktion stellen die Gleitfilamente Actin und Myosin dar.
Diese Makroproteine sind in der Lage, sich unter der energieliefernden Hydrolyse von
ATP zu ADP zu verkiirzen, indem der Kopf des Myosinfilamentes
Konformationsanderungen erfahrt, worauthin er sich entlang des Actinfilamentes
bewegt. Da die Actinfilamente liber sogenannte Z-Scheiben am Zytoskelett verankert
sind, kommt es im Zuge des synchronen Gleitens vieler Myosinfilamente zu einer
schlieflich makroskopisch sichtbaren sowie je nach Muskelquerschnitt kraftvollen
Verkiirzung eines Muskels. Ausgehend vom unterschiedlichen Aufbau ihrer
Gleitfilamente unterscheidet man quergestreifte Skelettmuskulatur von glatter
Muskulatur, zum Beispiel der Hohlorgane [Benninghoff und Drenckhahn 1994].

1.2.2 Uktrastruktureller Aufbau der Myofibrillen

Die charakteristische Querstreifung der Skelettmuskulatur besteht aus 1,5 pm breiten
anfarbbaren Banden, die sich von hellen Banden unterscheiden lassen. Die dunklen
anfarbbaren Banden sind im Polarisationsmikroskop doppelbrechend, genannt
anisotrop. Daher bezeichnet man sie als A-Bande. Die helleren, nicht doppelbrechenden
werden als isotrop bezeichnet, woraus der Begriff [-Banden hervorgeht. Auf der Mitte
einer [-Bande liegt eine Zwichenscheide, Z-Scheibe, welche die I-Bande in zwei Halften
teilt. Der Terminus Sarkomer umfasst den Abschnitt einer Myofibrille, also die Einheit
von Actin- und Myosinfilamenten zwischen zwei Z-Scheiben. Folglich besteht ein
Sarkomer aus einer A-Bande und zwei ihr benachbarten I-Banden. Mittig von einer A-
Bande liegt die Mittelzone (M-Zone). Den etwas aufgehellten Bereich bezeichnet man als
H-Zone (von Hensen-Zone). Sowohl die Breite der H-Zone wie die der [-Bande hangt
vom Kontraktionszustand des Muskels ab. In Ruhestellung betragt die Breite der H-Zone
in etwa 30-50% der Breite der A-Bande. Im Zustand der maximalen Kontraktion
verschwinden die H-Zone und die I-Bande vollig, wohingegen sie im Dehnungszustand
des Muskels maximale Werte erreichen [Benninghoff und Drenckhahn 1994].
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Entscheidend fiir die Kontaktionsfahigkeit der Myofibrillen ist das Zusammenspiel mit
Calcium, welches in einer Konzentration von 10-7 mol/l in der unerregten Muskelzelle
vorhanden ist und im erregten Zustand, aus den Sarkomeren ausgeschiittet, die
Kontraktion durch die Bindung an Myosin erst ermdéglicht. Ebenfalls unabdingbar fiir
eine normale Kontraktion des Muskels ist das Magnesium. Beide Elektrolyte konnen im
Serum bestimmt werden und sind daher ein wichtiger Marker fiir die Einschitzung, ob
eine gesunde Funktionsweise im Skelettmuskel stattfinden kann. [Silbernagel et al
2014]

Ein anderer etablierter Parameter fiir die Beurteilung des Zustandes der
Skelettmuskulatur ist das Enzym Kreatinkinase, welches mafdgeblich am
Energiestoffwechsel in der Muskelzelle beteiligt ist, wobei es eine Phosphatgruppe auf
das Adenosindiphosphat tlibertragt und somit Adenosintriphosphat als Energietriager
generiert. Die Konzentration dieses Enzyms wird klinisch vor allem eingesetzt um
einzuschatzen, ob ein Muskelzerfall stattfindet, dabei werden verschiedene Isoformen
fiir Skelettmuskel, Gehirn und Herz unterschieden [Silbernagel et al. 2014].

1.2.3 Extrazellularmatrix des Skelettmuskels

Ein Muskel wird insgesamt stets von einer Muskelfaszie umhiillt, die aus straffem
Kollagen besteht. Dieses kollagene Bindegewebe liegt gitterartig auf dem Muskel und
erlaubt dadurch Quer- und Liangsdehnungen. Die Elastizitat dieses Systems lasst im Alter
nach, wodurch ebenfalls das Verletzungsrisiko zunimmt [Gao et al. 2008]. Bei vielen
Muskeln ist diese oberflachlichste Muskelfaszie vom darunterliegenden Epimysium
getrennt, wodurch sie in der Lage ist, Fiihrungsschienen, sogenannte Faszienlogen, fiir
dazugehorige Muskeln zu bilden. Das Epimysium strahlt in die Tiefe in Form von
Bindegewebsblittern, die das Perimysium darstellen und einige Millimeter dicke
Muskelfaserbiindel (Sekundarbiindel) umhiillen. Weiterhin gliedert das Perimysium die
Sekundarbindel in Primarbindel, die durchschnittlich 250 Muskelfasern bei einer Dicke
von etwa 1 mm? darstellen. Innerhalb der Primdrbiindel umhiillt retikuldres
Bindegewebe einzelne Muskelfasern. Dieses retikuldre Bindegewebe bezeichnet man als
Endomysium [Benninghoff und Drenckhahn 1994].
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1.2.4 Klassifizierung der Muskelfasern

Prinzipiell konnen samtliche Skelettmuskelfasern in intra- oder extrafusal unterteilt
werden. Intrafusale Fasern bilden sogenannte Muskelspindeln (Fusi neuromusculares)
und sind in weitaus geringerer Zahl als die extrafusalen Fasern iiber den Muskel verteilt.
Diese intrafusalen Fasern sind 5-20 um dick und verbinden zwei wichtige Aufgaben: Die
Sensitivitatseinstellung der Muskelspindeln mittels Langen- und Spannungsianderung
sowie die Wahrnehmung der Langendnderung eines Muskels und Weiterleitung ins
Zentrale Nervensystem im Rahmen des Muskeldehnungsreflexes. Allerdings ist nur der
extrafusale Fasertyp zur schnellen, binnen Sekundenbruchteilen stattfindenden
Kontraktion und anschliefender Erschlaffung in der Lage. Diese Abfolge wird als
Zuckung (englisch twitch) bezeichnet. Solche extrafusalen Zuckungsfasern werden in
der Regel von einer motorischen Nervenfaser tiber eine motorische Endplatte innerviert
[Benninghoff und Drenckhahn 1994]. Entscheidend fiir die Innervation des
Skelettmuskels ist die Aufzweigung einer motorischen Nervenfaser innerhalb des
Muskels auf mehrere Muskelfasern. Die funktionelle Einheit aus einer motorischen
Nervenfaser und aller durch sie versorgten Muskelfasern bezeichnet man als
,motorische Einheit“. Dabei bestimmt die Anzahl der von einer Nervenfaser innervierten
Muskelfasern die Fahigkeit des Muskels zur Abstufbarkeit seiner Kraft. Je weniger
Muskelfasern eine Nervenfaser erreicht, umso hoher die Feinmotorik, die dieser Muskel
ausiiben kann. Im Gegensatz zum Herz oder glatter Muskulatur ist ein Ubergreifen der
Erregung von einer Muskelfaser auf eine andere im Skelettmuskel nicht zu beobachten
[Silbernagel et al. 2014].

Die extrafusalen Zuckungsfasern lassen sich wiederum in langsam (Typ-1) und schnell
zuckende (Typ-2) Muskelfasern unterteilen. Typ-1-Muskelfasern sind von ihrer
Enyzmausstattung her auf Dauerleistung ausgelegt und daher langsam ermiidend. Sie
verbrauchen fiir dieselbe Krafterzeugung wie Typ-2-Fasern nur ein Drittel der Menge an
ATP und iibernehmen vor allem Halte- und Stiitzfunktionen im Organismus. Hingegen
sind Typ-2-Muskelfasern zu schnellen, kraftvollen Kontraktionen in der Lage, deren
Kontraktionsgeschwindigkeit zwei- bis viermal so grofd ist wie die von Typ-1-Fasern.
Ihrer Funktion entsprechend sind die langsamen Typ-1-Fasern vor allem auf aerobe
oxidative und somit mitochondriale ATP-Synthese angewiesen, da die anaerobe
Glykolyse zu schnell erschopft ware. Hierzu besitzen die Typ-1-Muskelfasern viele
Fetttropfen als Energiespeicher, zudem einen hohen Anteil an Sauerstoff-bindendem
Protein Myoglobin, das im Zytosol vorliegt. Dieser hohe Myoglobingehalt lasst den
Muskel im Gegensatz zum Typ-2-dominanten Muskel rot erscheinen. Die Typ-1-Fasern
werden daher auch rote Muskelfasern genannt. Ihrer hohen Ermiidungsresistenz ist
ferner der hohe Gehalt an Mitochondrien sowie den sarkoplasmatischen Ca2*-Pumpen
(SERCA) geschuldet. Im Gegensatz dazu imponieren die schnell-zuckenden Typ-2-
Fasern mikroskopisch weif3, da sie weitaus weniger Myoglobin in ihrem Zytosol
besitzen.
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Abbildung 1: weifde, hellere versus rote, dunklere Muskelfasertypen innerhalb eines
M. Gastrocnemius einer Ratte, aus [Rossiter et al. 2005] mit freundlicher Genehmigung
von John Wiley & Sons Inc.

Typ-2-Fasern konnen im Gegensatz zu Typ-1-Fasern ihren kurzzeitigen Energiebedarf
durch anaerobe Glykolyse decken. Aus diesem Grund speichern sie moglichst viel
Glykogen. Mitochondrien benétigen sie im Vergleich zu Typ-1-Fasern deutlich weniger.
Bei der anaeroben Glykolyse fallt Laktat an, welches anschliefiend iiber das Blut in die
Leber gelangt, wo es zur Neusynthese von Glukose genutzt wird, die dann wiederum
tibers Blut dem Muskel zur Verfiigung gestellt wird (Cori-Zyklus) [Loffler und Pertrides
2007]. Wichtig im Hinblick auf spater beschriebene Farbemethoden (siehe 2. Material
und Methoden) ist die hohere Aktivitit des Isoenzyms Myosin-ATPase in den Typ-2-
Fasern im Vergleich zu den Typ-1-Fasern. Man unterscheidet weiterhin langsamere Typ-
2A-Fasern, die zusammen mit Typ-1-Fasern einen Grof3teil aller Bewegungen ausfiihren,
von schnellen Typ-2B-Fasern, die erst bei starker Muskelarbeit aktiviert werden. Typ-
2A-Fasern stellen dabei eine Zwischenstufe dar, was unter anderem den Mitochondrien-
gehalt angeht. In der Mehrzahl aller Muskeln kommen Typ-1- und Typ-2-Fasern
ungefahr gleich haufig vor. Anders ist die Verteilung bei Muskeln, die vorwiegend der
Haltearbeit dienen wie der M. tibialis anterior. Hier kann ein Verhaltnis von Typ-1 zu
Typ-2 von 66% Typ-1:34% Typ-2 gemessen werden [Benninghoff und Drenckhahn
1994]. Ebenfalls entsprechend ihrer Funktion besitzen Muskeln, die vor allem der
Schnellkraft dienen, mehr weifde Typ-2-Muskelfasern. Ein Beispiel hierfiir ist der
Musculus gastrocnemius.
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1.3 Anpassung des Skelettmuskels an korperliches Training

Untrainierte Muskeln haben ein recht ausgewogenes Verhaltnis von Typ-1- zu Typ-2-
Muskelfasern, mit Ausnahme solcher Muskeln in denen die anatomische Aufgabe per se
die Dominanz eines Fasertyps bedingt. Neben der muskelspezifischen Verteilung von
Typ-1- zu Typ-2-Muskelfasern ist fiir den individuellen Verteilungstyp die Genetik eines
Individuums ausschlaggebend. Jedoch kann durch korperliches Training bei jedem
Menschen eine Verdnderung hinsichtlich seines Verteilungstyps von Muskelfasern
erreicht werden. Leistungssportler verfiigen deshalb iiber ein Faserverteilungsprofil,
das ihrer Sportart entspricht. Bei Ausdauersportlern liegt vorwiegend eine Typ-1-, bei
Sprintern und Kraftsportlern eher eine Typ-2-Dominanz vor. Voraussetzung fiir eine
Anpassung des Muskels ist, dass durch das absolvierte Training ein geniigend grofder
Reiz auf den Muskel ausgeiibt wird, der somit erst trainingswirksam ist. Im Rahmen
nahezu aller, willkiirlicher Kontraktionen eines Muskels werden zuerst langsame
motorische Einheiten rekrutiert, weil diese von kleinen a-Motoneuronen mit niedriger
Reizschwelle innerviert werden. Sofern die Belastung grof3 genug ist und langer
andauert, werden zusatzlich schnelle Typ-2-Einheiten hinzugeschaltet. Ein solches
Rekrutieren der grofdten und schnellsten Fasern geschieht erst bei durchschnittlich 90%
der Maximalkraft. Man bezeichnet dies als Hennemann-Gréfdenordungsprinzip
[Dickhuth et al. 2010]. Ein solcher, trainingswirksamer Reiz wird als ,Overload”
bezeichnet. Setzt man Menschen einem 24-wochigen Schnellkrafttraining aus, kommt es
zu einem deutlichen Anstieg seiner Typ-2-Muskelfasern. Diese Anderung der
Faserzusammensetzung ist reversibel und kehrt nach mehrwochiger Ruhe wieder in
seinen Ursprungszustand zuriick. Abgesehen vom sogenannten Muskelfasershift kommt
es zu einer veranderten Proteinexpression.

Dies konnte im untersuchten M. gastrocnemius nachgewiesen werden [Hoff et al. 2013].
Schon nach wenigen Monaten Ausdauertraining ist ein Anstieg verschiedener Enzyme
zu verzeichnen, die insbesondere dem Energiestoffwechsel dienen. Dazu gehort die
Succinyldehydrogenase, ebenso die Phosphofruktokinase. Dank dieses Effekts auf die
Expression von muskelfaserspezifischen Isoenzymen, lasst sich eine Zuordnung von
bestimmten Enzymen zu einem Fasertyp vornehmen. Phosphofruktokinase und
Citratsynthase sind dabei starker in Typ-2-Fasern vertreten, wahrend 3-Hydroxyacyl-
CoA Dehydrogenase mehr in Typ-1-Fasern exprimiert wird. Aufderdem konnten
verschiedene Untereinheiten der Na*-K*-ATPase vermehrt in Typ-1-Muskelfasern
nachgewiesen werden [Thomassen et al. 2013].

Neben den genannten Anpassungsvorgingen an das Training findet zudem eine
zunehmende Kapillarisierung innerhalb des Muskels statt. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass sechsmonatiges aerobes Ausdauertraining eine Zunahme der
Kapillarisierung bewirkt [Prior et al. 2014]. Die daraus resultierende gesteigerte
Durchblutung dient dem schnelleren Transport von Nahrstoffen, vor allem Sauerstoff

7



1. Einleitung

und Glukose zum Muskel. Ein wesentlicher Einfluss auf die Muskelfaserdicke kann durch
Maximalkrafttraining erreicht werden. Dieser Effekt kann bereits nach vierwdchig
erfolgtem Krafttraining bei zuvor Untrainierten Individuen beobachtet werden,
wodurch der Muskelfaserquerschnitt um durchschnittlich 20% zunimmt [Mitchell et al.
2013]. Der Muskel unterliegt somit in Faserprofil, Faserdicke, Kapillarisierung und
Enzymausstattung seinen an die jeweilige Belastung angepassten Schwankungen.

1.4 Veranderungen des Muskels im Alter

Mit zunehmendem Alter kommt es im Organismus zu anthropometrisch messbaren
Verdnderungen in seiner gesamten Komposition von Bestandteilen. Der Grund dafiir
liegt in einer Storung der Homoostase, bestehend aus muskelkatabolen und
muskelanabolen Einflussfaktoren. Dieses Gleichgewicht stellt dabei einen Knotenpunkt
im bioenergetischen System des Organismus dar. Eine negative Beeinflussung zugunsten
der katabolen Faktoren bewirkt im Alter eine Reduktion der aktiven Zellmasse, somit
von Muskulatur. Diese wird ersetzt durch Fettgewebe. Diese altersbedingte Reduktion
an Muskelmasse bezeichnet man als Sarkopenie. Entscheidend fiir die Betroffenen ist die
einhergehende Abnahme an Lebensqualitat durch Kraftverlust in Aktivitdaten des Alltags.
Diese Einbufde an Maximalkraft konnte mit etwa 10% weniger Schnelligkeit einer
Kontraktion und etwa 26% weniger Maximalkraft von 72-]Jdhrigen im Vergleich zu 25-
Jahrigen nachgewiesen werden [Thompson et al. 2014].

Die Sarkopenie betrifft prinzipiell beide Muskelfasertypen, wobei besonders die
schnellen Typ-2-Fasern betroffen scheinen. Das Ausmaf3 der Progression an Sarkopenie
hangt sowohl vom urspriinglichen Vorhandensein der Muskulatur, als auch von
Lebensstilfaktoren ab. Im Durchschnitt liegt der jahrliche Verlust an Muskelmasse ab
dem 50. Lebensjahr bei 1-2%. Die wesentlichen, diesen Prozess beeinflussenden
Faktoren stellen Erndahrung und koérperliche Aktivitat dar. Die Erndhrung sollte dabei
kalorisch mafdvoll und proteinreich sein. Einhergehend sollte Kraft- und
Ausdauertraining erfolgen, um einen positiven Effekt zu erzielen. Einen groéfieren
Einfluss auf Muskelmasse und damit auf die Sarkopenie stellt das Krafttraining im
Vergleich zum Ausdauertraining dar. Anders als alternde Kraftsportler haben gleichalte
Ausdauersportler nur wenig mehr Muskelmasse als untrainierte Gleichaltrige [Dickhuth
et al. 2010]. Eine Zunahme an Skelettmuskulatur wirkt einerseits direkt der Sarkopenie
entgegen, andererseits beeinflusst eine Zunahme an Muskulatur verschiedene
pathologische Stoffwechsellagen positiv. Hierzu gehoéren vor allem der Lipidhaushalt
sowie der Blutzuckerspiegel zusammen mit der Insulinsensitivitat.
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1.5 Osteoporose Definition und Einteilung

Im Rahmen der Konsensuskonferenz, 1993 in Hongkong wurde Osteoporose als eine
Systemerkrankung des Skeletts definiert, ausgezeichnet durch die Merkmale
Verminderung der Knochenmasse, Storung der knochernen Mikroarchitektur
einhergehend mit einer Erniedrigung der Knochenfestigkeit bei gleichzeitiger Zunahme
des Frakturrisikos (Consensus Development Conference 1993). Sind im
Krankheitsverlauf bereits osteoporosebedingte Frakturen aufgetreten, spricht man von
manifester Osteoporose. Somit stellt die Osteoporose eine zunichst internistische
Erkrankung des Knochenstoffwechsels mit weitreichenden Folgen fiir die
Lebensqualitit der Betroffenen dar.

Weiterhin kann die Osteoporose in eine primdre und eine sekundare Form eingeteilt
werden. Die primare ist dabei zahlenmaf3ig mit etwa 90% weit liberlegen. Zur primaren
Osteoporose gehoren sowohl der osteoklastenvermittelte Typ-I, bei dem es sich um die
postmenopausale Osteoporose handelt, als auch der Typ-II (senile Osteoporose). Beim
Typ-I ist vor allem das Trabekelsystem des Knochens betroffen, wodurch es zu den
typischen Wirbelkorperfrakturen kommt. Die Typ-II-Osteoporose betrifft stirker den
kortikalen Knochen, weshalb hier eher proximale Femurfrakturen oder distale
Unterschenkelfrakturen auftreten [Schiltenwolf und Hollo 2014]. Sekundare
Osteoporose betrifft nur etwa 5-10% aller Osteoporosefille, wobei diese die Folge einer
anderen Grunderkrankung darstellt. Hinzu kommen unbeeinflussbare Faktoren, wie das
Alter und Genetik, sowie beeinflussbare Faktoren, wie Erndhrung, Bewegung,
Hyperkortisolismus, Diabetes und viele andere endokrinologische Erkrankungen.

1.5.1 Epidemiologie der Osteoporose

Im Rahmen der Bone Evaluation Study (BEST) [Hadji et al. 2013] wurden die Daten
eines grofden gesetzlichen Kostentragers in Deutschland, der Techniker Krankenkasse
von 2006-2009 ausgewertet. In diese Studie wurden Versicherte mit der Diagnose
Osteoporose, solche mit osteoporosebedingten Frakturen und Versicherte, die
Medikamente gegen Osteoporose verordnet bekommen hatten, aufgenommen, sofern
sie liber 50 Jahre alt waren. Die errechneten Daten wurden anschliefdend auf
Gesamtdeutschland extrapoliert. Heraus kam eine Pravalenz von Osteoporose in
Deutschland von 14% im Kollektiv der iiber 50-Jdhrigen insgesamt, mit einer
geschlechtsspezifischen Verteilung von 26% bei Frauen zu 6% bei Mannern. Die
Inzidenz der gleichen Altersgruppe betrug 2,1 %. Auf Deutschland bezogen kommt man
so auf 885.000 Neuerkrankungen pro Jahr. Dabei erlitten 52% der Betroffenen
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Frakturen. Die daraus entstehenden Kosten belaufen sich auf 5540 € pro Versichertem
zulasten der Gesetzlichen Krankenkassen hierzulande. Von den Frakturkosten betrugen
714 € osteoporosespezifische Kosten pro Versichertem. Wiederum hochgerechnet auf
Deutschland ergibt dies eine Belastung fiir das Gesundheitssystem in Hoéhe von
4,5 Mrd. € pro Jahr [Hadji et al. 2013]. Stiirze sind dabei mit 90% der haufigste Grund
fiir Femurfrakturen, wobei die Osteoporose entscheidend fiir die Instabilitit des
Knochens ist [Grisso et al. 1991].

Osteoporosebedingte Frakturen treten typischerweise in einem Alter zwischen 50 und
80 Jahren mit einer Inzidenz von 1% bei Frauen und 0,7% bei Mannern auf. In
Deutschland wird sich laut Hochrechnungen des Statistischen Bundesamtes bis zum Jahr
2050 die Inzidenz von Femurfrakturen verdoppeln. Dies ist auch der demografischen
Entwicklung geschuldet.

%
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Abbildung 2: Pravalenz der Osteoporose in Deutschland aus [Hadji et al. 2013] mit
freundlicher Genehmigung des Deutschen Arzteverlages

1.5.2 Sarkopenie und Osteoporose

Wie oben beschrieben, bedingt die Osteoporose eine verminderte Stabilitdt und damit
erhohte Bruchanfilligkeit von Knochen. Vor allem hiiftgelenksnahe Femur- und
Wirbelkorperfrakturen werden dabei von Stiirzen verursacht. Die Skelettmuskulatur
spielt hinsichtlich des Sturzrisikos eine entscheidende Rolle. Kommt es, wie unter 1.4
beschrieben, zur altersbedingten Sarkopenie, einhergehend mit der Osteoporose, stellt
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dies fiir den Patienten eine besonders ungiinstige Kombination von Risikofaktoren
hinsichtlich einer sturzbedingten Fraktur dar. Die Sarkopenie fiihrt nicht nur zu einem
Verlust an Muskelmasse, sondern auch zu einer damit verbundenen Abnahme von Kraft-
und Geschicklichkeit. Des Weiteren fiihrt die Sarkopenie zu einer verminderten
Balancefahigkeit und Haltungsstabilitdat. Hierdurch sind Reflexe zur Haltungsstabilitat,
wie der Beuge- Streckreflex ebenfalls beeintrachtigt, wodurch es wiederum zu mehr
Stiirzen kommen kann. Diese Aspekte konnen allerdings durch die Rumpfmuskulatur
stabilisierende, vor allem isometrische Ubungen verbessert werden [Pata et al. 2014].

Es existiert eine endokrine Achse zwischen Muskel und Knochen, bestehend aus Insulin-
like Growth Factor 1, den Interleukinen-6, -7, -15, Osteoglycin und anderen Stoffen, die
vom Muskel auf den Knochen wirken, zudem Substanzen, die vom Knochen gebildet, den
Muskel beeinflussen: Sclerostin und Osteocalcin. Offensichtlich ist diese Homdoostase bei
Osteoprose gestort, sodass der Muskel atrophiert und insuffizient wird. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sich der Muskel im Rahmen der
Osteoporose verandert: Die Anzahl der Muskelfasern, deren Dicke und Kapillarisierung
ist vermindert [Terracciano et al. 2013]. Typ-2-Muskelfasern sind ebenfalls im
Verhéltnis zu Typ-1-Muskelfasern reduziert [Tarantino et al. 2013]. Ein insuffizienter
Muskel fiihrt zu Haltungsschdaden, wobei insbesondere die Kyphosierung der
Wirbelsaule ein psychologisches Problem fiir Patienten darstellt.

1.5.3 Diagnostik der Sarkopenie

Der durch die Sarkopenie bedingte Schwund an Muskelmasse kann mittels bildgebender
Verfahren wie Computertomographie und MRT diagnostiziert werden. Eher in der
Forschung, da aufwendiger, kann dies auch durch Dual-Rontgen-Absorptiometrie (DXA)
geschehen, die der Flachendichtebestimmung hinsichtlich Kérperzusammensetzung
dient. Ebenso selten werden Bio-Impedanz-Analysen (BIA) angefertigt. Es kann dariiber
hinaus eine Messung des Korperkaliums, bezogen auf das fettfreie Korpergewebe,
vorgenommen werden.

Neuere Studien legen nahe, dass es sich bei der im Serum gemessenen Konzentration
des Enzyms Kreatinkinase moglicherweise um einen effektiven Marker von Sarkopenie
handeln kénnte [Palus et al. 2014]. Die Uberschreitung eines noch zu definierenden
Grenzwertes konnte dabei einen Hinweis auf einen pathologischen Abbauprozess des
Muskels geben.

Klinisch unkomplizierter zur Bestimmung der Muskelkraft dient zuerst der Hindedruck.
Zudem gibt es noch Leistungstests, wie den Timed-get-up-and-go-Test. Dabei wird die
Zeit gestoppt, die der Patient bendtigt, um aus einem Stuhl aufzustehen, drei Meter zu
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gehen und sich anschlief3end wieder hinzusetzen. Eine Zeit unter 10 Sekunden gilt als
normal. Zwischen 11 bis 19 Sekunden als geringe Mobilititseinschrankung, iiber
20 Sekunden als funktionell relevante Mobilitatseinschrankung. Dem Untersucher steht
als Leistungstest noch der Stair-climb-Power-Test zur Verfiigung, um das anaerobe
Kraftausmafd des Patienten abzuschitzen. In der klinischen Praxis erfolgt die
Beurteilung der korperlichen Leistungsfahigkeit jedoch vor allem durch die Ermittlung
der gewohnten Ganggeschwindigkeit und der Short-Physical-Performance-Battery
(SPPB). Liegt die gewohnte Ganggeschwindigkeit unter 0,8 m/s liegt dem ein
pathologisches Leistungsdefizit zugrunde [Cruz-Jentoft et al. 2010].

Der SPPB umfasst neben der Ganggeschwindigkeit noch die Parameter statisches
Gleichgewicht und Aufstehtest. Hiervon die hochste Relevanz, das heifdt Assoziation zur
Sarkopenie besitzt der Stair-climb-power-test [Bean et al. 2007]. Die European Working
Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) hat anhand oben genannter Parameter
2010 im Rahmen einer Konsensus Konferenz drei Stadien der Sarkopenie definiert. Das
Stadium der pra-Sarkopenie ist durch alleinigen Verlust an Muskelmasse ohne messbare
Auswirkungen auf Muskelkraft oder Leistungsfahigkeit bestimmt. Das Stadium
Sarkopenie ist durch messbaren Verlust an Muskelmasse, zusammen mit verminderter
Muskelkraft oder Leistungsfahigkeit definiert. Im Stadium der schweren Sarkopenie
liegt eine verminderte Muskelmasse, einhergehend mit einer deutlich reduzierten
Muskelkraft und Leistungsfahigkeit vor [Cruz-Jentoft et al. 2010].

1.5.4 Therapie der Sarkopenie

Da Sarkopenie oft zusammen mit Kachexie und Malnutrition auftritt, spielt die
Behandlung dieser Nebenfaktoren eine wichtige Rolle. Hierzu empfiehlt sich bei fast
allen Patienten mit Sarkopenie eine Substitution von Nahrstoffen. Als solche sind in
erster Linie zu nennen die Vitamine E und D sowie Proteine insgesamt. Das Vitamin E ist
dabei in der Lage, die im Muskelstoffwechsel anfallenden reaktiven Sauerstoffspezies
(englisch ROS) unschadlich zu machen. Diese antioxidative Eigenschaft fiihrt zu einem
positiven Effekt auf verschiedene Signalwege innerhalb der Muskelzellen [Khor et al.
2014].

Am wirksamsten zur Erhaltung und Verbesserung der Muskelmasse hat sich neben dem
Einsatz von anabolen Steroiden die Trias aus proteinreicher Erndahrung, Vitamin D
Substitution und regelmafdigem Krafttraining erwiesen. Dabei sollten 1-1,2 g pro kg
Korpergewicht Proteine pro Tag aufgenommen werden, davon 20-25 g hochwertiges
Protein mit jeder Mahlzeit. Vom Vitamin D sollten taglich mindestens 800 IE
eingenommen werden, um eine wirksame Anhebung der Serumkonzentration von
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25-Hydroxyvitamin D zu erreichen. Das Krafttraining sollte drei bis fiinfmal pro Woche
erflogen, mit zeitlich naher Proteinaufnahme [Rizzoli et al. 2014].

Der Einsatz von anabolen Steroiden sollte dabei als eine weitere Moglichkeit in Betracht
gezogen werden [Samaras et al. 2014]. Allerdings ist die Indikationsstellung Gegenstand
aktueller Studien und deshalb noch umstritten. Die Lebenserwartung von alteren
mannlichen Patienten mit Sarkopenie unterscheidet sich nicht wesentlich von gesunden
Gleichaltrigen. Bei Frauen allerdings kommt es zu einer mit Sarkopenie assoziierten
erhohten Mortalitat [Batsis et al. 2014].

1.6 Baicalein

Baicalein ist einer der Stoffe, die aus den Wurzeln der Pflanze Scutellaria baicalensis
Georgi extrahiert werden konnen. Die anderen hieraus gewonnen Substanzen sind das
Aglycon Baicalin, Wogonosid, dessen Aglycon Wogonin, Oroxylin und Scutellarin. Der
weiten Verbreitung des Baikal-Helmkrauts von Sibirien (Baikalsee) bis nach China und
Nordamerika entsprechend, wurde es in diesen Gegenden bereits seit Jahrhunderten in
traditionellen Naturheilverfahren verwendet. Mittlerweile konnten einige dieser
beschriebenen Effekte nachgewiesen werden. Das Anwendungsgebiet ist sehr vielseitig.
Die Wirkungen sind dabei sowohl antiproliferativ und apoptosestimulierend, wie auch
anti-inflammatorisch. Zudem konnte eine kardio- und neuroprotektive Wirkung
nachgewiesen werden, ebenso eine psychisch beruhigende, dhnlich dem Baldrian [Gaire
et al. 2014]. Dartiiber hinaus haben Studien gezeigt, dass Baicalein ebenfalls degenerative
Knochenerkrankungen positiv beeinflusst. Untersucht wurde die positive Wirkung zum
Beispiel auf Rheumatoide Arthritis [Chen 2011]. Hier spielen eine Vielzahl von
Entziindungsmediatoren eine Rolle, die den Knochenabbau stimulieren, wie es auch bei
Osteoporose der Fall ist. Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass Baicalein in der
Lage ist diese Kaskade zu durchbrechen, indem es gezielt Interleukin-1(,
Tumornekrosefaktor-a sowie verschiedene Matrixmetalloproteasen hemmt [Zhang X et
al. 2014].

Eine aktuelle chinesische Studie wies einen inhibierenden Effekt des Baicaleins auf
Brustkrebszellen nach, indem Baicalein die DDIT4 induziert, die wiederum mTORC1 und
damit das Tumorwachstum hemmen [Wang Y et al. 2015]. Baicalein scheint somit einen
generell positiv regulierenden Effekt auf das gestorte Zellwachstum zu haben. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Baicalein in der Leber durch
Biotransformation zu verschiedenen Metaboliten konjugiert wird. Biotransformation

kann in zwei Schritte unterteilt werden (I und II) und bedeutet zunachst das Anfligen
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funktioneller Gruppen an das Zielmolekiil. Dies sind vor allem Hydroxyl- und
Sulfhydrilgruppen. Im Fall des Baicaleins sind bereits drei Hydroxylgruppen am Molekiil
vorhanden, an die leicht durch Biotransformation Il weitere Gruppen angehiangt werden
konnen. Diesen Vorgang bezeichnet man auch als Biotransformation I beziehungsweise
Konjugation. Die komplette Biotransformation findet in der Leber statt, nachdem
Baicalein aus dem Darm oder wie im vorliegenden Versuch aus dem subkutanen
Fettgewebe- ins Blut- und anschlief3end in die Leber gelangt. Die in der Leber durch
Konjugation angehdngten Stoffgruppen sind vor allem Sulfate und Glucuronide. Siehe
Abbildung 3. Erst einige dieser Metaboliten sind als pharmakodynamisch wirksam
beschrieben. Welche der aufgezdhlten Metaboliten hierbei wirksam sind, ist noch nicht
abschliefdend geklart. Entscheidend fiir den Abbau der Metaboliten sind sogenannte
OATPs (organic anion transport proteins) und MRPs (multidrug resistance proteins), die
den Transport der Stoffwechselprodukte in die Galle bewerkstelligen [Zhang L et al.
2011]. Allen Derivaten bis auf Wogonosid gemein ist eine antioxidative Wirkung, die an
Linolensaure nachgewiesen wurde [Wozniak et al. 2014].
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Abbildung 3: Baicalein und seine Metaboliten
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich zu Versuchsbeginn um 61 weibliche, drei
Monate alte Ratten der Rasse Sprague Dawley von der Firma Winkelmann. Alle Tiere
waren mit einem im Nacken implantierten Transponder versehen, sodass jederzeit eine
Identifizierung jedes einzelnen Tieres anhand einer individuellen Kennnummer moglich
war. Die Tiere wurden iiber die Dauer des gesamten Versuchs in der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitditsmedizin Gottingen in Kafigen
des Typs Makrolon IV® gehalten. Dabei befanden sich in jedem Kafig drei bis fiinf Tiere.
Alle drei Tage wurde der Kafig gegen einen desinfizierten ausgewechselt. Trinkwasser
wurde taglich in die dafiir vorgesehenen Spender nachgefiillt. Gefiittert wurden die
Ratten einmal wdchentlich. Dazu wurde wdéchentlich eine Ration von 1500 g sojafreiem
Futter aufgefiillt und das verbliebene Restfutter gewogen, sodass die pro Woche
gefressene Menge bestimmt werden konnte. Aufderdem wurden die Tiere wochentlich
gewogen. Die Tiere wurden bei konstanten 20° C und einer Luftfeuchtigkeit von ca. 55%
gehalten. Es wurde hierbei auf eine 12-Stunden-hell-dunkel Rhythmik geachtet. Die im
Rahmen des Forschungsprojektes durchgefiihrten Tierversuche wurden von der
Bezirksregierung Braunschweig (Aktenzeichen G 14/1530) genehmigt.

2.2 Versuchsablauf

Zu Beginn des Versuchs wurden 61 Tiere in fiinf Gruppen eingeteilt. Eine Woche nach
Ankunft der Tiere wurden vier der fiinf Gruppen beidseitig ovariektomiert, damit diese
Ratten daraufhin eine Osteoporose entwickelten. Acht Wochen spater wurde bei allen
Ratten eine Osteotomie mit Plattenosteosynthese der Tibia durchgefiihrt. Peri- und
postoperativ starben elf Ratten, sodass fortan das Gesamtkollektiv 50 Versuchstiere
betrug (siehe Tabelle 1: Aufteilung Tiere und Behandlung). In der Annahme, dass die
ovariektomierten Ratten acht Wochen nach Ovariektomie unter einer Osteoporose mit
einhergehender Sarkopenie litten, wurde ab diesem Zeitpunkt mit der Baicaleintherapie
begonnen. Ab dem ersten postoperativen Tag nach Osteotomie flir insgesamt vier
Wochen wurde den dafiir vorgesehenen Ratten die jeweilige Dosierung Baicalein taglich
subkutan appliziert. Die insgesamt 30 Tiere, die Baicalein verabreicht bekamen, wurden
in drei Gruppen von jeweils zehn Tieren aufgeteilt. Die erste Gruppe bekam fiir die
nachsten vier Wochen Baicalein 1 mg/kg KG; die nachste Gruppe 10 mg/kg KG Baicalein
und die letzte Gruppe 100 mg/kg KG Baicalein. Zur besseren Auswertung der
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Knochenheilung nach Versuchsende bekamen die Versuchstiere zusatzlich zur
Baicaleintherapie zu bestimmten Zeitpunkten verschiedene Farbstoffe verabreicht. Am
15. Behandlungstag wurde allen Ratten 90 mg/kg KG Xylenol Orange (X0) appliziert, am
20. Behandlungstag der Farbstoff Calcein Griin (CG) in einer Dosierung von 10 mg/kg
KG. Zudem wurde den Ratten am 29. Behandlungstag der Farbstoff Alizarin Komplexon
(AK), 30 mg/kg KG, verabreicht. Schlieflich wurden alle Ratten durch Dekapitation
getotet.

Tabelle 1: Aufteilung der Tiere und Behandlung

Gruppe Behandlung Anzahl Tiere zu Anzahl Tiere zum
Beginn Ende

NON-0OVX keine 12 10

ovXx Ovariektomie 12 10

Baicalein1 Baicalein 1 mg/kg 12 10
KG/Tag

Baicalein2 Baicalein 10 mg/kg 12 10
KG/Tag

Baicalein3 Baicalein 100 mg/kg 12 10
KG/Tag
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2.2.1 Ovariektomie

Die Ovariektomie fand im OP der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der
Universitdtsmedizin Gottingen statt. Die Tiere wurden zundchst im OP-Gebiet kurz
hinter dem Rippenbogen bis zum Hinterlauf rasiert. Anschliefend wurde den Tieren ein
3:1 Gemisch von Ketamin-Dormitor 0,1 ml/100g KG intraperitoneal injiziert und sie
damit anasthesiert. Nun wurde der OP Bereich mit Betaisodona®-Ldésung desinfiziert.
Die Haut wurde mit Skalpell und Schere inzidiert und die Adnexe freiprapariert und

dargestellt.

Abbildung  4:

freipraparierte
Adnexe; Pfeil
markiert das
Ovar

Das dargestellte Ovar konnte anschliefdend auf Hohe der Tuba uterina mitsamt zu- und
abfiihrenden Gefdf3en ligiert werden. Die ligierte Adnexe wurde nun mit einem Skalpell
abgetrennt. Schliefdlich konnte die etwa zwei Zentimeter lange OP-Wunde verschlossen
werden.
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Abbildung 5: Ligatur der Adnexe

Hierzu wurde zuerst die Muskulatur mittels Einzelknopf eines Vicrylfaden verndht.
Anschlief3end mit etwa 5 mm langen Metallklammern die Cutis verschlossen. Insgesamt
war darauf zu achten, dass die Ratten nicht zu lange auf dem OP-Tisch verblieben, um
eine Unterkithlung zu vermeiden. Hierzu wurden sie anschlieffend auf einer
Warmematte dicht beieinander gelegt. Zudem wurden sie bis zum Ende der Narkose
hinsichtlich ihrer Kreislauffunktion beaufsichtigt. Zum Fliissigkeitsausgleich wurde ein
Depot von 3 ml physiologischer Natriumchloridlésung subkutan verabreicht. Trotz
dieser Vorsichtsmafnahmen verstarben perioperativ der Ovariektomie und spateren
Osteotomie elf Tiere

Abbildung 6: Ratten
postoperativ
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2.2.2 Osteotomie

Bestandteil eines anderen Versuchs war es, den Einfluss von Baicalein auf die
Frakturheilung auszuwerten. Hierzu wurde allen Ratten acht Wochen nach
Ovariektomie die osteotomierte Tibia mittels Plattenosteosynthese versorgt und die
Knochenheilung unter Baicalein ausgewertet und im Rahmen anderer Dissertationen
bearbeitet. Zudem wurde den Ratten im Rahmen der Arbeiten zur Knochenanalyse
sogenannte 4-Fluorochrome subkutan appliziert, sodass neugebildete Knochensubstanz
markiert wurde. In der vorliegenden Arbeit wird auf diesen Arbeitsschritt nicht weiter
eingegangen.

2.2.3 Baicalein-Applikation

Die Versuchstiere hatten spdtestens acht Wochen nach Ovariektomie eine manifeste
Osteoporose mit einhergehender Sarkopenie [Kim et al. 2014]. Ab diesem Zeitpunkt, das
heisst einen Tag nach Osteotomie, wurde den vorgesehenen Tieren Baicalein der Firma
Sigma verabreicht. Um das Baicalein als Fliissigkeit applizieren zu kénnen, musste es
zuvor in 100% Dimethylsulfoxid (DMSO), einem organischen Losungsmittel aus der
Gruppe der Sulfoxide, gelost werden. Die Kontrollgruppen NON-OVX und OVX bekamen
allein das DMSO gespritzt, um einen eventuellen Effekt des DMSOs sichtbar zu machen.

Zur Verabreichung wurden die Ratten in 3 Gruppen zu je 10 Tieren aufgeteilt. Eine
Gruppe bekam Baicalein in einer Dosierung von 1 mg/kg KG, eine Gruppe Baicalein
10 mg/kg KG und eine Gruppe Baicalein 100 mg/kg KG. Diese Konzentration bezogen
auf das Korpergewicht entsprach einem Volumen von 0,6 ml Baicaleinlésung fiir jede
Ratte. Bei der Verabreichung war darauf zu achten taglich zur gleichen Tageszeit zu
spritzen.

Gespritzt wurde mit 1 ml Spritzen Omnifix® und Sterican® Kaniile 0,45 mm x 25 mm,
beides von der Firma Braun. Zum Spritzen wurde immer ein Tier aus dem Kafig entfernt
und mit einer Hand zwischen den Vorderlaufen und einer Hand am Schwanz auf einer
weichen Unterlage fixiert. Die gespritzten Ratten aus einem Kafig wurden in einen
zweiten bereitgestellten Kafig des gleichen Typs gesetzt bis alle Ratten eines Kafigs
gespritzt waren. Das Spritzen fand in einem separaten Raum neben dem Haltungsraum
im ZTE statt. Die Ratten wurden wahrend der Behandlung schonend in abgedeckten
Kafigen gehalten.
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2.3 Muskelpraparation

Nach vierwochiger Baicaleinbehandlung erfolgte die Totung der Versuchstiere durch
Dekapitation. Diese erfolgte in zuvor eingeleiteter CO2-Gas-Narkose. Aufierdem wurde
allen Ratten der Uterus entnommen und gewogen, zum Beweis der erfolgreichen
Ovariektomie.

Es waren nun zur Auswertung zu praparieren: der Musculus gastrocnemius, Musculus
soleus und Musculus longissimus. Von allen Muskeln war randomisiert eine Kérperseite,
links oder rechts zu praparieren. Die Knochen Tibia, Femur, sowie fiinf Wirbelkoérper
wurden ebenfalls entnommen, jedoch als Gegenstand anderer Arbeiten. Die Praparation
begann mit einem Hautschnitt in Hohe der Tibia und Abtrennung der oberfldachlichen
Muskeln bis hinab auf den M. gastrocnemius mit Hilfe einer spitzen Schere. Der so
freipraparierte M. gastrocnemius konnte dann an seinem distalen Sehnenansatz
zusammen mit dem Ansatz des tiefer liegenden M. soleus mit einem Skalpell
durchtrennt werden. Nun wurde der M. gastrocnemius mit einer Pinzette angehoben,
woraufhin der darunterliegende M. soleus zum Vorschein kam.

Abbildung 7:
Praparation
Unterschenkel
roter Pfeil
M.soleus;
schwarzer Pfeil
M.gastrocnemius

ke

Dieser wurde mit einer Pinzette weiter freiprapariert. Anschliefend wurden beide
Muskeln zusammen an ihrem proximalen Ursprung abgetrennt. Die entnommenen
Muskeln wurden daraufhin gewogen und deren Gewicht dokumentiert. Bevor diese
beiden Muskeln in fliissigem Stickstoff eingefroren wurden, war der M. gastrocnemius
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noch auf der Halfte im Querschnitt zu durchtrennen, was das spatere Schneiden in der
Mitte zu erleichtern half.

Zur Praparation des M. longissimus wurde mit der Schere die Haut am Riicken der
Ratten vom Os sacrum bis zu den Schulterbldattern inzidiert. Nach Abtrennung der
oberflachlichen Muskeln konnte man den M. longissimus oberhalb seines Ursprungs am
Os sacrum mit dem Skalpell absetzen und unter Zug durch die Pinzette mit Hilfe des
Skalpells in seinem Verlauf von Wirbelsdule und Rippen bishin zum letzten Halswirbel

der Ratte scharf freiprdparieren.

Abbildung 8: praparierter M. longissimus: Pinzette halt caudalen Teil, Schere fasst
kranialen Teil des Muskels.

Nach etwa 4-5 cm wurde dieser Muskel kranial auf Hohe der Vorderlaufe abgetrennt.
Auch dieser Muskel wurde einseitig zur Enzymanalyse verwende sowie das Exemplar
der Gegenseite zur histologischen Auswertung entnommen. Alle zur histologischen
Auswertung verwendeten Muskeln wurden mit Alufolie umwickelt und beschriftet.
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Abbildung 9: entnommene Muskeln gastrocnemius und soleus

Anschliefiend wurden die verpackten Muskeln in fliissigem Stickstoff bei -80 °C
aufbewahrt. Am Ende jedes der drei Totungstage wurden sie im Labor sortiert und bis
zur spateren Auswertung in der Kiihltruhe eingefroren.

2.4 Anfertigen der mikroskopischen Schnitte

Zur spateren mikroskopischen Auswertung mussten zunachst Schnitte der Muskeln auf
Objekttragern angefertigt werden. Hierzu wurde das Mikrotom des Instituts fiir
Nutztierwissenschaften benutzt. Es handelte sich um das Modell CM 1900 Cryostat der
Firma Leica-Microsystems, Nussdorf, Deutschland. An diesem Gerat ist das Mikrotom in
eine Kiihlkammer eingebaut, welches das Fertigen von Gefrierschnitten ermdglicht.
Diese Kiihlkammer kann an der Stelle des Mikrotoms auf -35°C heruntergekiihlt werden.
Zum Anfertigen, der fiir diesen Versuch benétigten Schnitte, wurde am Mikrotom direkt
eine Temperatur von ca. -20°C eingestellt. Die Dicke der Schnitte kann zwischen 1 und
60 pm eingestellt werden. Fiir diesen Versuch waren Schnitte in einer Dicke von 12 pm
anzufertigen. Die ebenfalls in der Kiihlkammer erfolgende Fixierung der Proben an
vorgesehenen Platten mittels gefrierendem Wasser erfolgte bei ca. -18°C. Die jeweils an
den verschiedenen Orten innerhalb der Kiihlkammer herrschenden Temperaturen
konnten auflen am Gerat (siehe Abbildung 11: Mikrotom) eingestellt und variiert
werden.
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Abbildung 10: Mikrotom CM 1900

Das Anfertigen der Schnitte begann mit der Fixierung eines Teils des prdparierten
Muskels von etwa 1,5 cm Grofle und eventuell vorherigem Zuschneiden mit dem
Skalpell. Wichtig war, darauf zu achten, dass der zu schneidende Muskel quer
angeschnitten und dafiir bereits quer auf der Platte fixiert wird. Der so fixierte Muskel
wurde nun zum Schneiden in die dafiir vorgesehene Halterung am Mikrotom
eingeschraubt und langsam maschinell oder zur Feinjustierung mithilfe der Handkurbel
an die Klinge angenahert. Anschliefdend wurde eine Vielzahl von zunachst sehr kleinen
Schnitten durch Drehen der Handkurbel vorgenommen, bis die Schnittflache grofd genug
war, um einen Eindruck unter dem Mikroskop dartiber zu gewinnen, ob man den Muskel
in der korrekten Ebene angeschnitten hatte, sodass die quer angeschnittenen
Muskelfasern in ihrer typischen Anordnung sichtbar wurden. War dies der Fall, konnten
weitere Schnitte angefertigt werden, bis zwei Objekttrager pro Muskel mit je vier bis
funf Schnitten voll waren. Auf diese Weise wurden von allen Mm. longissimi und
gastrocnemii zusammen 200 Objekttrager mit Schnitten angefertigt, sowie insgesamt
100 Objekttrager von allen Mm. soleii. Diese wurden zunidchst etwa eine Stunde
getrocknet und anschliefdend bis zur Farbung im Institut fiir Nutztierwissenschaften bei
-20°C eingefroren aufbewahrt.
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2.5 Anfarben der Schnitte

Zur Auswertung der angefertigten Schnitte war es notig, diese anzufarben. Das Farben
fand im Labor der Unfallchirurgie statt. Von den zwei pro Muskel gefertigten
Objekttragern mit Schnitten, wurde je Objekttrager eine Farbung angefertigt, sodass fiir
jeden Muskel zwei verschiedene Farbungen zur Auswertung zur Verfligung standen. Bei
den Farbungen handelte es sich um eine ATPase-Farbung kombiniert mit Diaphorase
nach Horak-Methode Halle, sowie um eine Amylase-PAS fiir Kapillarfarbung nach Horak
1983 [Komrakova et al. 2009].

Die ATPase-Farbung dient dabei zur spateren Unterscheidung zwischen glykolitischen
und oxidativen Muskelfasern. Die PAS-Kapillarfirbung dient der Darstellung von
Kapillaren zur nachfolgenden Quantifizierung von Kapillaren innerhalb des Muskels.

2.5.1 ATPase-Farbung kombiniert mit Diaphorase

Will man eine lichtmikroskopisch sichere Unterscheidung von roten Typ-1- und weif3en
Typ-2-Muskelfasern vornehmen, gelingt dies nur durch die Anwendung eines
histochemischen Spezialverfahrens und dem verbundenen Nachweis verschiedener
Enzyme [Benninghoff und Drenckhahn 1994]. Genauer gesagt, macht man sich das
unterschiedliche pH-Optimum des Isoenzyms Myosin-ATPase, das sowohl in Typ-1-, wie
auch in Typ-2-Muskelfasern vorkommt, zu Nutze. Bei neutralem bis maf3ig alkalischem
pH-Wert ist die Aktivitit der Myosin-ATPase der Typ-2-Fasern deutlich starker als die
der Typ-1-Fasern. Die Typ-2-Fasern lassen sich in diesem pH-Milieu gut anfarben. Das in
den roten Typ-1-Fasern exprimierte Isoenzym der Myosin-ATPase hat hingegen sein
pH-Optimum in einem sauren Milieu von pH 4,3. Dieser unterschiedlichen
Aktivitatsprofile bedient man sich im Rahmen der angewandten Farbemethode mittels
ATPase. Zusatzlich kombiniert man hier die ATPase-Farbung mit der
Diaphorasefarbung. Diaphorasen stellen mitochondriale Enzyme dar. Somit sind es
Markerenzyme fiir rote, mitochondrienreiche Typ-1-Muskelfasern.

25



2. Material und Methoden

2.5.2 Farbeprotokoll ATPase-Farbung

1. Fixierung 1 Minute

Die Farbung begann mit der Herstellung der Fixierlosung. Sie enthielt Paraformaldehyd,
Calciumchloriddihydrat, Saccharose und Aqua dest. und wurde nach pH-Wert
Einstellung zwischen 6,3 und 6,6 fiir eine Minute auf die Objekttrager aufgegossen.

2. Aqua dest. 10 Minuten

Danach wurden die in Kiivetten gestellten Objekttrager fiir zweimal fiinf Minuten in
Aqua dest. getaucht.

3. Diaphoraseinkubation 60 Minuten

AnschliefSend wurden die Objekttrager in hierfiir vorgesehene feuchte Plastikkammern
gestellt und auf den Tragern Diaphorase-Inkubationslosung, bestehend aus NADH-
Dinatriumsalz, Phosphatpuffer, Nitro-blaues Tetrazoliumchlorid und Aqua dest,
aufgebracht. In diesem Zustand wurden sie 60 Minuten bei 37°C inkubiert.

4. Aqua dest. 15 Minuten

Nach Entfernung aus dem Inkubator wurden die Objekttrager wieder in Kiivetten
gestellt und mit Aqua dest. libergossen.

5. Saure Vorinkubation 15 Minuten

Die Aqua dest. wurde abgegossen und auf die Kiivetten eine LOsung zur sauren
Vorinkubation geschiittet. Zur Herstellung dieser Losung benétigt man Calciumchlorid-
Stammlosung, Eisessig und Aqua dest. Der pH wurde kurz vor Verwendung durch
Zugabe von Salzsidure oder Natriumhydroxyd unter pH-Meter Beobachtung auf 4,2
eingestellt.

6. Tris-Calciumchloridlésung 2 Minuten

Diese Losung wurde vor Ort hergestellt aus Calciumchloridstammlésung, Aqua dest. und
Tris, steht fiir Tris-Aminomethan, das als schwach basische Verbindung gute organische
Pufferfunktion besitzt.

7. ATPase-Inkubation 30 Minuten

Der Kern dieser Farbemethode wurde aus Kaliumchlorid, ATP, Glycinpuffer und
Calciumchloridstammlésung hergestellt. Der pH-Wert dieser Losung wurde auf 9,4
wiederum durch Zugabe von Salzsdure und Natriumhydroxyd eingestellt. Nach
Hinzugabe in die Kiivetten, wurden diese fiir 30 Minuten in den Inkubator gestellt.
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8. Calciumchlorid-Waschlosung dreimal 30 Sekunden

Nach Entfernung aus dem Inkubator wurden die Kiivetten dreimal mit Calciumchlorid-
Waschlosung libergossen, die aus Calciumchloriddihydrat und Aqua dest. angefertigt
wurde.

9. Kobaltchloridlésung 2 Minuten

Diese Losung aus Kobaltchlorid und Aqua dest. war wegen seiner kanzerogenen
Wirkung unter dem Abzug herzustellen und zu verwenden. Und fiir insgeamt zwei
Minuten auf die Kiivetten auzubringen.

10. Aqua dest. dreimal 45 Sekunden
Die Kiivetten waren nach Abschiitten der Kobaltchloridlésung dreimal mit Aqua dest. zu
spilen.

11. Ammoniumsulfidlésung 2 Minuten

Anschliefiend wurden sie fliir zwei Minuten mit Ammoniumsulfidlésung aus
Ammoniumsulfid und Aqua dest. iibergossen.

12. Leitungswasser 10 Minuten

Nun wurden die Objekttrdger in Kiivetten fiir 10 Minuten unter fliefSendem
Leitungswasser gespiilt.

13. Aqua dest. 5 Minuten

Zuletzt wurde in die Kiivetten Aqua dest. eingefiillt. Im Anschluss daran wurden die
Objekttrager einzeln aus den Aqua dest.-haltigen Kiivetten entnommen, ein wenig von
der Unterseite abgetrocknet und auf eine trockene Unterlage aufgebracht. Dort wurden
sie mit dem wadssrigen Eindeckmittel Aquatex® der Firma Merck betraufelt, um
daraufhin vorsichtig die Deckglaschen aufzubringen. Hierbei war darauf zu achten, dass
sich keine Luftblasen unter den Deckgldaschen innerhalb des Praparates bildeten. Die so
fixierten Praparate wurden zum Trocknen des Klebers auf einer trockenen Unterlage fiir
etwa drei Tage ausgebreitet. Nach etwa drei Tagen konnten sie mit einem feuchten
Schwamm von tberschiissigem Kleber und anheftender Unterlage gereinigt werden. Zur
weiteren Auswertung wurden die Objekttrager nach Farbung und Muskel sortiert in
vorgesehenen Kasten aufbewahrt.
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2.5.3 Amylase-PAS fiir Kapillarfarbung

Zur spateren Quantifizierung der Kapillaren innerhalb eines Muskels, ist es notig, diese
zunidchst anzufarben. Dies gelingt mithilfe der Periodsaure-Schiff-Reaktion (englisch
periodic-acid-Schiff PAS). Das Prinzip dieser Reaktion beruht auf der Fahigkeit von
Periodsaure als starkes Oxidationsmittel zu fungieren und somit Glycolgruppen im
Muskelpraparat zu nebeneinanderliegenden Aldehydgruppen zu oxidieren. Hilfreich ist
die vorherige Aufspaltung der Glycolgruppen durch das Hinzugeben des Enzyms
Amylase. Die Anfarbung dieser Gruppen geschieht durch anschliefende Anlagerung von
Schiff-Reagenz, die Fuchsinschweflige Saure enthdlt. Die Anlagerung des farblosen
Schiff-Reagenz an die Aldehydgruppen mit der daraus entstehenden Schiffschen Base
bewirkt die daraus resultierenden rotlich anfirbenden Eigenschaften im Praparat. Auf
diesem Weg kann vor allem glykogenhaltige extracelluldre Substanz angefarbt werden.
Beispielsweise Kollagen und Basalmembranen wie sie in Gefafien vorkommen [Baum
2008].

2.5.4 Farbeprotokoll Amylase-PAS-Kapillarfarbung

1. Fixierlosung 60 Minuten

Die Objekttrager wurden zuerst fiir eine Stunde in einer Fixierlésung aus Ethanol,
Chloroform und Essigsdure bei 4 °C aufbewahrt.

2. Aqua dest. zehnmal spiilen

AnschliefSend wurden die in Kiivetten gestellten Objekttrager insgesamt zehnmal mit
destilliertem Wasser abgespiilt.

3. Amylase 25 Minuten

Nun wurden die Kiivetten mit, in Aqua dest. gel6ster, Amylase libergossen und fiir 25
Minuten bei 37 °C inkubiert.

4. Aqua dest. zehnmal spiilen

Die inkubierten Kiivetten konnten im Anschluss entleert und zehnmal mit destilliertem
Wasser gespiilt werden.

5. Perjodsaure 30 Minuten

Zur Oxidation der Glycolgruppen wurde nun die Perjodsdure in die Kiivetten abgefiillt
und 30 Minuten bei Raumtemperatur reagieren lassen.
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6. Aqua dest. zehnmal spiilen

Im Anschluss wurden die Kivetten wiederum mit destilliertem Wasser zehnmal
abgespiilt.

7. Schiff-Reagenz. ca. 10 Minuten

Um die entstandenen Aldehydgruppen anzufirben, gab man nun zur Anlagerung an
diese Gruppen fiir etwa zehn Minuten das Schiff-Reagenz hinzu. Dabei war auf den Grad
der Anfarbung zu achten, um eine zu dunkle Farbung zu vermeiden.

8. Schwefliges Wasser 30 Minuten

Anschliefend wurde fiir 30 Minuten zur Konsolidierung der Anfarbung schwefliges
Wasser hinzugefiigt.

9. Leitungswasser 10 Minuten

Die angefarbten Objekttrager wurden nun fiir 10 Minuten unter fliefSendem
Leitungswasser ausgespiilt.

10. Aqua dest. 3 Minuten

Bis zum Aufbringen der Deckglaschen wurden die Objekttrager in destilliertem Wasser
aufbewahrt, mindestens fiir drei Minuten. Auf die gefirbten Objekttrager wurden wie
unter 2.5.2 beschrieben zunachst Deckglaschen fixiert und anschliefdend getrocknet,
sowie ebenfalls bis zur weiteren Auswertung in Kasten aufbewahrt.

2.6 Auswertung der Schnitte am Mikroskop

Die gefarbten Schnitte wurden schliefdlich mit einem Mikroskop unter Zuhilfenahme
eines speziellen Programms am Computer ausgewertet. Bei dem Mikroskop handelte es
sich um das Modell Eclipse E600 der Firma Nikon sowie bei dem Programm um NIS-
Elements AR 4.0, ebenfalls von der Firma Nikon Instruments Europe, Amsterdam,
Niederlande.

Untersucht wurde hierbei die unter 1. beschriebenen Parameter Kapillarisierung und
Muskelfaserfliche der verschiedenen Muskelfasertypen sowie deren Verhéltnis
zueinander.
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2.6.1 Auswertung der Kapillarisierung

Die Halfte der insgesamt etwa 300 Objekttrager war mittels Kapillarfarbung gefarbt,
wodurch es moglich war, die einzelnen Kapillaren unter dem Mikroskop zu erkennen. Es
wurden nun von jedem Muskel zwei Schnitte zur Kapillarauswertung ausgewahlt, wobei
innerhalb von jedem dieser Schnitte auf einer Flache von je 0,25 mm? alle vorhandenen
Kapillaren ausgezahlt wurden. Ebenfalls wurden auf dieser Flache die Anzahl aller
Muskelfasern ausgezidhlt, sodass von beiden Schnitten zusammen eine Flache von
insgesamt 0,5 mm? pro Muskel, hinsichtlich Anzahl der Kapillaren und Anzahl der
Muskelfasern ausgezdhlt werden konnte. Anschlieffend wurden die mithilfe des
Programms erhobenen Zahlen in eine Excel-Datei eingefiigt und das Verhaltnis von
Kapillaren zu Muskelfasern ausgewertet. Auf diese Weise wurde die Kapillarisierung der
Muskeln soleus, gastrocnemius und longissimus ausgewertet.

Abbildung 11: Kapillarfarbung eines M. longissimus, mit Pfeilen markierte Kapillaren
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2.6.2 Auswertung der ATPase-Farbung

Die ATPase-Farbung diente, wie beschrieben, der Darstellung der unterschiedlichen
Muskelfasertypen und deren genaueren Vermessung. Die Qualitat der angefertigten
Schnitte sowie deren Farbung erméglichte nicht nur eine Unterscheidung von Typ-1 zu
Typ-2, sondern zusatzlich eine Differenzierung von sogenannten intermedidaren Typ-2B-
Muskelfasern. Die Auswertung der einzelnen Muskeln war hier unterschiedlich, da die
drei vorliegenden Muskeln per se ein unterschiedliches Verhaltnis von Typ-1- zu Typ-2-
Muskelfasern besitzen. Dieses belduft sich beim M. soleus auf iiber 90% zugunsten der
Typ-1-Muskelfasern, wahrend beim M. gastrocnemius das Verhaltnis stark variieren
kann. Aus diesem Grund wurde bei diesen beiden Muskeln auf eine Auswertung des
Verhéltnisses der Typen zueinander verzichtet. Stattdessen wurden beim M.
gastrocnemius auf drei unterschiedlichen Bildausschnitten jeweils 30 Typ-1-
Muskelfasern, 30 Fasern vom Typ-24A, sowie 30 Fasern vom Typ-2B ausgemessen, das
heifdt mithilfe des Programms umrandet und anschlief}end deren Fldachen und
Durchmesser berechnet. Insgesamt wurden auf diese Weise pro M. gastrocnemius 270
Fasern ausgemessen. Die erhobenen Daten wurden wiederum in Excel-Dateien
eingefiigt. Da beim M. soleus fast ausschlief}lich Typ-1-Muskelfasern vorkommen,
wurden hier keine Fasertypen unterschieden, sondern pro Muskel auf drei
Bildausschnitten jeweils 30 Fasern ausgemessen, sodass 90 Fasern pro M. soleus
ausgemessen wurden.

Abbildung 12: ATPase-Farbung M. soleus; keine Zelldifferenzierung
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Abbildung 13: ATPase-Farbung M. gastrocnemius; rot umrandet Typ-1, schwarz
umrandet Typ-2A, orange umrandet Typ-2B

Die ATPase-gefarbten Schnitte des M. longissimus wurden auf ebenfalls drei
unterschiedlichen Bildausschnitten ausgewertet, das heifd3t jeweils 30 Fasern Typ-1,
Typ-2A und Typ-2B ausgemessen, sodass wie beim M. gastrocnemius 270 Fasern pro
Muskel ausgemessen wurden. Anschliefend wurde noch die Anzahl der verschiedenen
Muskelfasertypen auf einer Fliche von 1 mm? ausgezdhlt, sowie deren Verhéltnis
zueinander ermittelt.
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Abbildung 14: ATPase-Farbung M. longissimus; roter Pfeil Typ-1-Faser, schwarzer Pfeil
Typ-2A, gelber Pfeil Typ-2B-Faser

2.7 Erhebung der Serumparameter

Wie bereits erwahnt, sollten zur Beurteilung der Funktionsfdhigkeit und des Zustandes
der Muskulatur die Konzentrationen der Parameter Kreatinkinase, Calcium und
Magnesium im Serum der Ratten bestimmt werden.

Dies erfolgte nach der Tétung der Ratten durch die Abteilung Klinische Chemie an der
Universitatsmedizin Gottingen. Dort verwendete man zur Ermittlung der Kreatinkinase
das Creatine Kinase Assay des Architect c16000 Analysiergerdts der Firma Abbott,
Wiesbaden zur quantitativen Bestimmung im Serum. Grundlage dieses Verfahrens stellt
die von der Kreatinkinase katalysierte Reaktion dar, in der eine Phosphatgruppe auf
ADP iibertagen wird, sodass ATP entsteht. Durch dieses ATP wird in einer weiteren
Reaktion Glukose durch das Enzym Hexokinase zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert.
Das Glukose-6-Phosphat wird im Anschluss durch die Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase oxidiert, wodurch NADP zu NADPH reduziert wird. Somit ist die Menge
an gebildetetem NADPH proportional zur anfinglich eingesetzten Menge an
Kreatinkinase in der Probe. Letztlich kann das NADPH iiber einen optischen Nachweis
bei 340 nm Wellenlange ermittelt werden.
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2. Material und Methoden

Das Calcium im Serum wurde ebenfalls durch das Architect c16000 Gerat der Firma
Abbott, Wiesbaden ermittelt. Hier wurde das System mit dem Farbstoff Arsenazo III
verwendet. Dieses stellt ein Farbemittel zur Anfarbung von Calcium dar.

Auch zur Ermittlung der Magnesiumkonzentration im Serum wurde das Architect
c16000 System der Firma Abbott eingesetzt. Grundlage war auch beim Magnesium die
Anfarbung durch den Arsenazo Farbstoff und der anschlief3ende optische Nachweis von
Arsenazo-Magnesium-Komplex bei einer Wellenldnge von 572 nm. Vorher musste
allerdings das in der Probe befindliche Calcium durch einen Chelatbildner komplexiert
werden, um eine Storung der Messung durch Calcium zu verhindern.

2.8 Statistische Auswertung

Alle zuvor erhobenen Daten wurden zunachst mit dem Programm Excel von Microsoft
Office, Redmond, U.S.A. bearbeitet und gespeichert. Zur anschlieféenden statistischen
Auswertung wurde das Programm Prism 5.0 der Firma Graph Pad Software Inc., San
Diego, U.S.A. verwendet. Mithilfe dieses Programms konnten die Daten sowohl in
tabellarischer Form, als auch in Form von Saulendiagrammen dargestellt werden.

Zur Bestimmung von Signifikanzen im Vergleich der unterschiedlichen Gruppen
zueinander sowie der einzelnen Werte innerhalb einer Gruppe konnte im Prism
Programm die sogenannte one way analysis of variance (one-way ANOVA) angewandt
werden. Im Anschluss daran wurde der Tukey-Kramer post hoch Test verwendet, mit
dessen Hilfe man noch genauere Signifikanzen ermitteln konnte. Fiir beide Tests lag das
Signifikanzniveau bei einem p-Wert < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.Ergebnisse

3.1 Korpergewichte, Muskelgewichte und Uterusgewichte

3.1.1 Korpergewichte

Das Korpergewicht aller Tiere wurde wochentlich gemessen. Die Tabelle 2 im Anhang
beinhaltet die Mittelwerte der Kérpergewichte in Gramm der einzelnen Gruppen zu drei
Zeitpunkten wahrend des Versuchs sowie die jeweilige Standardabweichung.

Die statistische Analyse zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den zwei
Gruppen NON-OVX und OVX zum Zeitpunkt der Totung. Zum Versuchsbeginn bestanden
keine signifikanten Unterschiede. Dabei ist das Korpergewicht der Tiere aus der OVX
Gruppe grofler als das der NON-OVX Gruppe, wie das unten stehende Diagramm
verdeutlicht. (Tabelle 3, Abb. 15)
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Abbildung 15: Koérpergewichte zu Versuchsende
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3. Ergebnisse

3.1.2 Muskelgewichte

Die Muskeln Gastrocnemius und Soleus wurden unmittelbar nach der Totung gewogen.
In Tabelle 4 und 5, im Anhang sind die Mittelwerte der in toto exstipierten Muskeln der
einzelnen Gruppen in Gramm aufgefiihrt. Folgende Diagramme verdeutlichen die
Ergebnisse.
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Abbildung 16: Gewichte des M. gastrocnemius
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Abbildung 17: Gewichte des M. soleus
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3. Ergebnisse

Es liegen zwischen den Gruppen keine Signifikanzen hinsichtlich der Gewichte des M.
gastrocnemius oder des M. soleus zwischen den einzelnen Versuchsgruppen vor.
(Tabellen 4,5 Abb. 16,17)

3.1.3 Uterusgewichte

Die Uteri aller Versuchstiere wurden bei Versuchsende gewogen, um nachzuvollziehen,
ob die Ovariektomie erfolgreich war.
109 #
0.8+
0.6+

o
0.4+

# signifikant vs. allen iibrigen Gruppen
Abbildung 18: Uterusgewichte nach Tétung

Die signifikant grofleren Gewichte der NON-OVX-Gruppe im Vergleich zu den
ovariektomierten Gruppen: OVX, Baicaleinl, 2 und 3 belegen die erfolgreiche
Ovariektomie zu Versuchsbeginn mit der daraus resultierenden Uterusatrophie in den
jeweiligen Gruppen. (Tabelle 6, Abb. 18)

37



3. Ergebnisse

3.2 Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern

3.2.1 Musculus soleus

Wie unter 1.5.2 beschrieben interessiert beziiglich der Kapillaren im sarkopenisch
veranderten Muskel primir die Anzahl von Kapillaren pro Muskelfaser. Aus diesem
Grund wurde deren Verhdltnis wie unter 2.5.1 Auswertung der Kapillarisierung
beschrieben, jeweils auf 0,5 mm?2 Muskelgewebe analysiert. Tabelle 7 im Anhang umfasst
die Mittelwerte der Verhaltnisse von Kapillaren zu Muskelfasern der einzelnen Gruppen.
Wie auch im folgenden Text soll MF hier fiir Muskelfaser stehen.
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# signifikant vs. NON-OVX, * signifikant vs. OVX
Abbildung 19: Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. soleus

Jede der mit Baicalein behandelten Tiergruppen wies eine signifikant hhere Anzahl von
Kapillaren zu Muskelfasern im Vergleich zu den unbehandelten Gruppen auf. Im
Einzelnen zeigte die Gruppe mit der hochsten Dosierung den grofditen Wert auf, die
Gruppe mit der zweithochsten Dosierung den mittleren Wert und die niedrigste
Dosisgruppe den kleinsten noch signifikanten Effekt. (Tabelle 7, Abb. 19)
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3. Ergebnisse

3.2.2 Musculus gastrocnemius

Auch hier wurde das Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern pro 0,5 mm?2
Muskelgewebe ausgewertet.
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#signifikant vs. NON-OVX und OVX; *signifikant vs. Baicalein2
Abbildung 20: Verhaltnisse von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. gastrocnemius

Alle Baicalein-Gruppen zeigten ein signifikant hoheres Verhdltnis von Kapillaren zu
Muskelfasern im Vergleich zu den NON-OVX- und OVX-Gruppen. Ebenfalls signifikant
grofder ist das Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern bei der Baicalein3-Gruppe
gegeniiber der Baicalein2-Gruppe. (Tabelle 8, Abb. 20)

3.2.3 Musculus longissimus

Wie bei den vorangegangenen beiden Muskeln wurde das Verhaltnis von Kapillaren zu
Muskelfasern pro 0,5 mm2 Muskelgewebe bestimmt. Tabelle 8 im Anhang zeigt die
dazugehodrigen Werte.
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Abbildung 21: Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. longissimus

Die Gruppen Baicaleinl, Baicalein2 und Baicalein3 wiesen allesamt ein signifikant
hoheres Verhéltnis von Kapillaren zu Muskelfasern im Vergleich zu den Gruppen OVX
und NON-OVX auf. Die Gruppe Baicalein2 war signifikant grofler als die Baicalein1-
Gruppe, welche wiederum signifikant kleiner war als die Baicalein3-Gruppe. (Tabelle 9,
Abb. 21)

3.3 Muskelfaserdurchmesser und Flachen beim M. soleus

Wie unter 2.5.2 Auswertung der ATPase-Farbung beschrieben, konnte die Analyse der
Muskelfasern, das heifst Messen des Durchmessers und der Flichen nur durch
vorheriges Anfarben mittels ATPase-Farbung vorgenommen werden. Hierzu wurden
jeweils drei verschiedene Schnittbilder der Muskeln Soleus, Gastrocnemius und
Longissimus ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.3.1 Muskelfaserdurchmesser beim M. soleus

Beim M. soleus wurden pro Versuchstier auf drei Bildausschnitten jeweils 90
Muskelfasern ausgewertet. Wie bereits erwahnt sind hier iiber 90% der Muskelzellen
vom Typ-1, weshalb keine weitere Differenzierung von Muskelfasertypen vorgenommen
wurde.

Tabelle 10 im Anhang zeigt die Mittelwerte der gemessenen Muskelfaserdurchmesser
des M. soleus.
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Abbildung 22: Durchmesser der Muskelfasern M. soleus

Die statistische Anaylse der Muskelfaserdurchmesser ergab beim M. soleus signifikant
grofdere Werte in den Gruppen Baicalein2- gegeniiber der OVX-Gruppe sowie der
Baicalein3-Gruppe gegentiber der OVX-Gruppe. (Tabelle 10, Abb. 22)

3.3.2 FlachengréBen des M. soleus

Mithilfe des unter 2. Material und Methoden beschriebenen Computerprogramms
wurden die Flachen der Muskelfasern zunachst umrandet, um anschliefend berechnet
zu werden. So verfahren wurde beim M. soleus auf drei verschiedenen Bildausschnitten,
wobei auf jedem Ausschnitt 30 Muskelfasern vermessen wurden, sodass pro Muskel 90
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3. Ergebnisse

Muskelfasern, unabhingig von der Differenzierung in verschiedene Muskelfasertypen
vermessen wurden. Die Tabelle 11 im Anhang beinhaltet die Mittelwerte der Flachen
der einzelnen Versuchsgruppen.
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#signifikant vs. OVX
Abbildung 23: Mittelwerte der Muskelfaserflachen im M. soleus

Die statistische Analyse der Mittelwerte ergab, dass die Baicalein2-Gruppe und die
Baicalein3-Gruppe signifikant grofdere Flachen enthielten als die OVX-Gruppe.
(Tabelle 11, Abb. 23)

3.3.3 Verhaltnisse der Muskelfaserdurchmesser zu den Gewichten beim M. soleus

Um den im vorangegangenen Teil dargestellten Werten von Muskelfaserdurchmesser
und Muskelfaserflache eine hohere Aussagekraft zu verleihen, wurden diese Werte
wiederum mithilfe des Statistikprogramms in Relation zum Muskel- und Kérpergewicht
gesetzt. Beim M. longissimus nur zum Koérpergewicht, da dieser Muskel nicht komplett
resiziert wurde, sodass kein Muskelgewicht bestimmt werden konnte.
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Abbildung 24: Relation von Muskelfaserdurchmesser zum Koérpergewicht beim M.
soleus

In Relation zum Korpergewicht waren die Faserdurchmesser der NON-OVX-Gruppe
signifikant grofer als die der OVX-Gruppe. Aufderdem waren die Fasern der Baicalein2-
Gruppe sowie der Baicalein3-Gruppe signifikant grofler als die der OVX-Gruppe.
(Tabelle 12, Abb. 24)

Abbildung 25: Relation von Muskelfaserdurchmesser zum Muskelgewicht beim M.
soleus
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3. Ergebnisse

Die statistische Auswertung dieser Relationen ergab keine Signifikanzen. (Tabelle 12,
Abb. 25)

3.3.4 Verhaltnisse der Muskelfaserflachen zu den Gewichten beim M. soleus

Ebenso wurden die Flichen der Muskelfasern des M. soleus in Relation, sowohl zum
Korpergewicht, als auch zum Muskelgewicht gesetzt. Tabelle 13 im Anhang enthalt
deren Werte.
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Abbildung 26: Relation von Muskelfaserflache zum Koérpergewicht beim M. soleus

Es zeigten sich bei der Auswertung dieser Relationen signifikant grofiere Werte
zunidchst der NON-OVX- gegeniiber der OVX-Gruppe. Aufderdem waren die
Verhéltniswerte der Baicalein2-Gruppe und der Baicalein3-Gruppe signifikant grofier
als die der OVX-Gruppe. (Tabelle 13, Abb. 26)
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#signifikant vs. OVX
Abbildung 27: Relation von Muskelfaserflaiche zum Muskelgewicht beim M. soleus

Die statistische Analyse dieser Relationen zeigte signifikant grofiere Werte der
Baicalein3-Gruppe gegentiber der OVX-Gruppe. (Tabelle 13, Abb. 27)

3.4 Muskelfaserdurchmesser und Flachen beim M. gastrocnemius

3.4.1 Muskelfaserdurchmesser des M. gastrocnemius

Anders als beim M. soleus ist das Verhiltnis der verschiedenen Muskelfasertypen im M.
gastrocnemius sehr inhomogen. Weshalb es hier sinnvoll war, die verschiedenen Typen
auszumessen. Hierzu wurden auf drei Bildausschnitten jeweils 30 Fasern vom Typ-1, 30
Fasern vom Typ-2A sowie 30 Fasern des Typs-2B vermessen, das heisst 270
Muskelfasern pro Tier. In Tabelle 13 im Anhang sind die Mittelwerte der einzelnen
Gruppen und Muskelfasertypen aufgefiihrt.
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#signifikant vs. NON-OVX

Abbildung 28: Typ-1-Muskelfaserdurchmesser beim M. gastrocnemius

Statistisch signifikant gréf3er sind die Gruppen Baicalein2 und Baicalein3 gegeniiber der
NON-OVX-Gruppe. (Tabelle 14, Abb. 28)
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Abbildung 29: Typ-2A-Muskelfaserdurchmesser beim M. gastrocnemius

Bezliglich der Durchmesser der Typ-2A-Muskelfasern waren die Mittelwerte der Gruppe
Baicalein?2 signifikant hoher als die der NON-OVX-Gruppe. (Tabelle 14, Abb. 29)
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3. Ergebnisse

Abbildung 30: Typ-2B-Muskelfaserdurchmesser beim M. gastrocnemius

Es konnten bei den Typ-2B-Muskelfasern keine signifikanten Gruppenunterschiede
festgestellt werden. (Tabelle 14, Abb. 30)
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3.4.2 FlachengroRen des M. gastrocnemius

Im Gegensatz zur Flachenvermessung beim M. soleus, wurden beim M. gastrocnemius
die unterschiedlichen Muskelfasertypen beim Vermessen berticksichtigt. Tabelle 15 im
Anhang enthalt die Flaichenmittelwerte der verschiedenen Fasertypen.
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Abbildung 31: Typ-1-Muskelfaserflaichen im M. gastrocnemius

Statistisch signifikant war hierbei der Unterschied zwischen der Baicalein2-Gruppe
gegeniiber der NON-OVX-Gruppe, sowie der Baicalein3-Gruppe gegeniiber der NON-
OVX-Gruppe. (Tabelle 15, Abb. 31)
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Abbildung 32: Typ-2A-Muskelfaserflachen im M. gastrocnemius

Es zeigte sich nach statistischer Analyse ein signifikant hoherer Mittelwert der
Baicalein2-Gruppe gegentliber der NON-OVX-Gruppe. (Tabelle 15, Abb. 32)
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Abbildung 33: Mittelwerte der Typ-2B-Muskelfaserflaichen im M. gastrocnemius

Es lief3en sich bei den Typ-2B-Flachen keine Signifikanzen feststellen. (Tabelle 15,
Abb. 33)

49



3. Ergebnisse

3.4.3 Verhaltnisse der Muskelfaserdurchmesser zu den Gewichten beim
M. gastrocnemius

In dhnlicher Weise wie beim M. soleus wurden auch die Werte des M. gastrocnemius in
Verhéltnis zu dessen Gewicht sowie zum Koérpergewicht der Ratten gesetzt. Allerdings
konnten bei diesem Muskel, wie bereits beschrieben, die einzelnen Muskelfasertypen
einzeln ausgewertet werden. Tabelle 16 im Anhang enthdlt die berechneten
Verhéltniswerte fiir die Muskelfaserdurchmesser.
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Abbildung 34: Relation von Muskelfaser-Typ-1-Durchmesser zum Kérpergewicht beim
M. gastrocnemius

Es konnten hierbei keine signifikanten Unterschiede erkannt werden. (Tabelle 16,
Abb. 34)
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Abbildung 35: Relation von Muskelfaser-Typ-2A-Durchmesser zum Korpergewicht beim
M. gastrocnemius

Die Analyse dieser Verhdltniswerte ergab keine statistischen Signifikanzen. (Tabelle 16,
Abb. 35)
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Abbildung 36: Relation von Muskelfaser-Typ-2B-Durchmesser zum Kérpergewicht
beim M. gastrocnemius

Die statistische Analyse dieser Verhadltniswerte wies keine signifikanten Unterschiede
auf. (Tabelle 16, Abb. 36)
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Abbildung 37: Relation von Muskelfaser-Typ-1-Durchmesser zum Muskelgewicht beim
M. gastrocnemius

Es konnten bei diesen Verhaltnissen keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
(Tabelle 16, Abb. 37)
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Abbildung 38: Relation von Muskelfaser-Typ-2A-Durchmesser zum Muskelgewicht beim
M. gastrocnemius

Die Analyse der vorliegenden Verhaltniswerte fiihrte zu keiner statistischen Signifikanz.
(Tabelle 16 Abb. 38)
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Abbildung 39: Relation von Muskelfaser-Typ-2B-Durchmesser zum Muskelgewicht beim
M. gastrocnemius

Es lagen bei den gezeigten Verhaltniswerten Kkeine statistisch signifikanten Unterschiede
vor. (Tabelle 16, Abb. 39)

3.4.4 Verhaltnisse der Muskelfaserflachen zu den Gewichten beim
M. gastrocnemius

Ebenso wie die Mittelwerte der Muskelfaserdurchmesser wurden auch die Werte der
Muskelfaserflaichen in ein Verhdltnis zu den Korper- und Muskelgewichten der
jeweiligen Versuchstiere gesetzt. Tabelle 17 im Anhang enthalt die Mittelwerte dieser
Relationen aufgeteilt in die einzelnen Versuchsgruppen.
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Abbildung 40: Relation von Muskelfaser-Typ-1-Flache zum Kérpergewicht beim
M. gastrocnemius

Die dargestellten Verhaltnisse erfiillten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen. (Tabelle 17, Abb. 40)
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Abbildung 41: Relation von Muskelfaser-Typ-2A-Flache zum Kérpergewicht beim
M. gastrocnemius

Die statistische Analyse der Werte zeigte hier keine signifikanten Unterschiede.
(Tabelle 17, Abb. 41)
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Abbildung 42: Relation von Muskelfaser-Typ-2B-Flache zum Koérpergewicht beim
M. gastrocnemius

Die statistische Auswertung ergab, dass die Verhaltniswerte der Baicalein2-Gruppe
signifikant grofder als die der OVX-Gruppe sind. (Tabelle 17, Abb. 42)
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Abbildung 43: Relation von Muskelfaser-Typ-1-Flache zum Muskelgewicht beim
M. gastrocnemius

Laut statistischer Analyse sind die Verhaltniswerte der Baicalein3-Gruppe signifikant
grofder als die Werte der Gruppen NON-OVX, OVX und Baicalein1. (Tabelle 17, Abb. 43)
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Abbildung 44: Relation von Muskelfaser-Typ-2A-Flache zum Muskelgewicht beim
M. gastrocnemius

Es lief3en sich keine statistischen Signifikanzen dieser Verhdltniswerte ermitteln.
(Tabelle 17, Abb. 44)

*signifikant vs. Baicalein3

Abbildung 45: Relation von Muskelfaser-Typ-2B-Flache zum Muskelgewicht beim
M. gastrocnemius

Die Verhéltniswerte der Baicalein3-Gruppe waren hier signifikant grof3er im Vergleich
zu den Gruppen NON-OVX, OVX und Baicalein1. (Tabelle 17, Abb. 45)
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3.5 Analyse der Muskelfaserdurchmesser und der Flachen beim M. longissimus

3.5.1 Analyse der Muskelfaserdurchmesser des M. longissimus

Wie auch beim M. gastrocnemius konnten beim M. longissimus die drei verschiedenen
Muskelfasertypen ausgewertet werden. Es wurden ebenfalls 270 Muskelfasern pro
Muskel ausgemessen. In Tabelle 18 im Anhang sind die dazugehoérigen Mittelwerte der
einzelnen Gruppen und Muskelfasertypen aufgefiihrt.

#signifikant vs. Baicalein2

Abbildung 46: Typ-1-Muskelfaserdurchmesser beim M. longissimus

Die statistische Analyse der Mittelwerte ergab einen signifikanten Unterschied der NON-
OVX-Gruppe zur Baicalein2-Gruppe. Zudem waren die Werte der Baicalein2-Gruppe
signifikant hoher gegeniiber denen der OVX-, und der Baicalein1-Gruppe. (Tabelle 18,
Abb. 46)
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Abbildung 47: Typ-2A-Muskelfaserdurchmesser beim M. longissimus

Die vorliegenden Mittelwerte der Baicalein2-Gruppe erwiesen sich als signifikant erh6ht
gegeniiber denen der NON-OVX- sowie der OVX-Gruppe. (Tabelle 18, Abb. 47)
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Abbildung 48: Typ-2B-Muskelfaserdurchmesser beim M. longissimus

Es zeigten sich bei den Typ-2B-Muskelfasern keine signifikanten Unterschiede der
Durchmesser zwischen den einzelnen Gruppen. (Tabelle 18, Abb. 48)

58



3. Ergebnisse

3.5.2 FlachengroBen des M. longissimus

Ahnlich wie beim M. gastrocnemius wurden die Flichen der verschiedenen
Muskelfasertypen bestimmt. Tabelle 19 im Anhang zeigt die ermittelten Mittelwerte der
einzelnen Versuchsgruppen.

3000=

2000+

o
S
=

1000+

#signifikant vs. Baicalein2
Abbildung 49: Typ-1-Muskelfaserflichen im M. longissimus

Die statistische Analyse dieser Werte ergab signifikante Unterschiede. So waren die
Flachen der Baicalein2-Gruppe grofier als die der NON-OVX-Gruppe. Zudem waren die
Werte der Baicalein2-Gruppe héher als die der OVX-Gruppe, der Baicalein1-Gruppe und
der Baicalein3-Gruppe. (Tabelle 19, Abb. 49)
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#signifikant vs. Baicalein2
Abbildung 50: Typ-2A-Muskelfaserflichen im M. longissimus

Es zeigte sich hier ein signifikant grofderer Mittelwert der Baicalein2-Gruppe im
Vergleich zur OVX-, und NON-OVX-Gruppe. (Tabelle 19, Abb. 50)
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Abbildung 51: Typ-2B-Muskelfaserflachen im M. longissimus

Innerhalb der Typ-2B-Muskelfaserflaichen des M. longissimus lief3en sich keine
Signifikanzen nachweisen. (Tabelle 19, Abb. 51)

60



3. Ergebnisse

3.5.3 Verhaltnisse der Muskelfaserdurchmesser zu den Gewichten beim
M. longissimus

Da der M. longissimus nicht in toto resiziert wurde, konnte dessen Gewicht nicht
bestimmt werden. Demzufolge wurden bei diesem Muskel, sowohl Flachen, als auch
Durchmesser nur auf das Koérpergewicht bezogen. Tabelle 20 im Anhang zeigt die
Mittelwerte dieser Verhaltnisse hinsichtlich der Muskelfaserdurchmesser.
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#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. NON-OVX

Abbildung 52: Relation von Muskelfaser-Typ-1-Durchmesser zum Kérpergewicht beim
M. longissimus

Die Verhaltnisse zum Korpergewicht waren in der NON-OVX-Gruppe signifikant grofder
als die Werte aus der OVX-Gruppe. Zudem lagen die Werte der Baicalein2-Gruppe
signifikant iber denen der Gruppen OVX, Baicalein1 und Baicalein3. (Tabelle20,Abb. 52)
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#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. NON-OVX

Abbildung 53: Relation von Muskelfaser-Typ-2A-Durchmesser zum Kérpergewicht beim
M. longissimus

Die Verhaltniswerte der NON-OVX-Gruppe lagen signifikant tiber denen der OVX-
Gruppe. Ebenso waren die Werte der Baicalein1-Gruppe signifikant grofder als die der
NON-OVX-Gruppe. Zudem lagen die Werte der Baicalein2-Gruppe signifikant iiber denen
der OVX-Gruppe, sowie die NON-OVX- iiber der Baicalein3-Gruppe. (Tabelle 20, Abb. 53)
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#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. NON-OVX

Abbildung 54: Relation von Muskelfaser-Typ-2B-Durchmesser zum Koérpergewicht beim
M. longissimus
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Die Werte der Gruppe NON-OVX waren signifikant grofder als die Werte der OVX-

Gruppe, sowie die Verhaltniswerte der Baicalein2-Gruppe signifikant grofder gegentiber
der OVX-Gruppe. (Tabelle 20, Abb. 54)

3.5.4 Verhdltnisse der Muskelfaserflichen zu den Gewichten beim M. longissimus

Es wurden hierbei die ermittelten Muskelfaserflichen in Relation zum Kérpergewicht
der Ratten gesetzt. Tabelle 21 im Anhang enthalt diese Werte.

#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. NON-OVX

Abbildung 55: Relation von Muskelfaser-Typ-1-Flache zum Kérpergewicht beim
M. longissimus

Es zeigt sich bei diesen Werten eine Signifikanz von NON-OVX- zu OVX-Gruppe. Die
Baicalein2-Gruppe verfiigt ferner iiber signifikant grofdere Mittelwerte als die OVX-
Gruppe, die Baicalein1- sowie die Baicalein3-Gruppe. (Tabelle 21, Abb. 55)
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15+

Abbildung 56: Relation von Muskelfaser-Typ-2A-Flache zum Kérpergewicht beim
M. longissimus

Die statistische Analyse fiihrte zu keinen Signifikanzen. (Tabelle 21, Abb. 56)

#signifikant vs. Baicalein2

Abbildung 57: Relation von Muskelfaser-Typ-2B-Flache zum Koérpergewicht beim
M. longissimus

Es ergab sich aus diesen Werten, dass die Baicalein2-Gruppe signifikant grofiere
Mittelwerte im Vergleich zur OVX-Gruppe aufwies. (Tabelle 21, Abb. 57)

64



3. Ergebnisse

3.5.5 Verhiltnisse der Muskelfasertypen im M. longissimus

Aufgrund der inhomogenen Verteilung der Muskelfasertypen im M. longissimus war
eine Bestimmung der Verhaltnisse der Typen zueinander sinnvoll. Hierzu wurden auf
einer Flache von 1 mm? die verschiedenen Fasertypen ausgezdhlt und anschliefRend
deren Verhaltnis zueinander berechnet. Tabelle 22 im Anhang beinhaltet die

Verhaltnisse der Anzahlen von verschiedenen Fasertypen der einzelnen Gruppen
zueinander.
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Abbildung 58: Verhaltnis von Typ1-Muskelfasern zur Summe aller Fasern im M.
longissimus in Prozent an gesamten Fasern auf 1 mm?

Die Verhaltnisse von Typ-1 zur Summe aller Muskelfasern zeigten keine statistischen
Signifikanzen zwischen den verschiedenen Gruppen auf. (Tabelle 22, Abb. 58)
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#signifikant vs. Baicalein2

Abbildung 59: Verhaltnis von Typ-2A-Muskelfasern zur Summe aller Fasern im M.
longissimus in Prozent an gesamten Fasern auf 1 mm?

Es zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil von Typ-2A zu den librigen
Muskelfasertypen zwischen der Baicalein2-Gruppe und der NON-OVX-Gruppe.
(Tabelle 22, Abb. 59)
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Abbildung 60: Verhdltnis von Typ-2B-Muskelfasern zur Summe aller Fasern im M.
longissimus in Prozent an gesamten Fasern auf 1mm?
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Das Verhaltnis von Typ-2B-Fasern gegeniiber den restlichen Fasern war bei der NON-
OVX-Gruppe signifikant grofder gegeniiber allen anderen Gruppen. (Tabelle 22, Abb. 60)

3.5.6 Analyse der Serumparameter

In Tabelle 23 im Anhang sind die Mittelwerte der Ergebnisse fiir die drei
Serumparameter Kreatinkinase (Units/Liter), Calcium und Magnesium (mmol/1) der
einzelnen Versuchsgruppen dargestellt.
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#signifikant vs. Baicalein3
Abbildung 61: Kreatinkinase im Serum

Die statistische Analyse ergab signifikant niedrigere Werte von Kreatinkinase in der
Baicalein3-Gruppe im Vergleich zur NON-OVX und OVX-Gruppe. (Tabelle 23, Abb. 61)
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mmol/I

Abbildung 62: Calcium im Serum

Es ergaben sich hierbei keine statistischen Signifikanzen. (Tabelle 23, Abb. 62)

Abbildung 63: Magnesium im Serum

Der statistische Vergleich der Versuchsgruppen ergab keine Signifikanzen. (Tabelle 23,
Abb. 63)
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Folgende Tabellen 2 a-c dienen der Veranschaulichung der bisher genannten statistisch
signifikanten Ergebnisse.

Die Versuchsgruppen sind den einzelnen Parametern gegentibergestellt.
< bedeutet signifikant erniedrigt
> bedeutet signifikant erhoht

< bedeutet kein signifikanter Unterschied

Tabelle 2a: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Kapillarisierung der verschiedenen
Muskeln

Parameter NON- | OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovX | (2) (3) 4) (5)
(1)
Kapillaren/MF © © >1,2 >1,2 >1,2
M. soleus
Kapillaren/MF © © >1,2 >1,2 >1,2,4
M.
gastrocnemius
Kapillaren/MF o o >1 und 2 >1,2,3 >1,2,3
M. longissimus
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Tabelle 2b: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Muskelfaserdurchmesser der
verschiedenen Muskeln

Parameter NON-0VX ovXx Baicalein | Baicalein | Baicalei
(1) (2) 1(3) 2(4) n3 (5)

MF- DM o o o >2 >2
M. soleus

MF-DMTyp 1
M.
gastrocnem. © © © >1 >1

MF-DM o o o >1 o
Typ2A M.
gastrocnem.

MF-DM © o o >1,2,3 o

Typ 1
M.longissim.

MF-DM © © © >1,2 o
Typ 2A
M.longissim.

MF-DM © >1 o >2,3,5 o
Typ1/KG
M.longissim.

MF-DM o <1 <1 >1,2,5 o
Typ2A/KG
M.longissim.

MF-DM © <1 © >1 ©
Typ2B/KG
M.longissim.
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Tabelle 2c: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Muskelfaserflachen der
verschiedenen Muskeln

Parameter NON- OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3

ovx (2) (3) (4) (5)
(1)

MF-Flachen © o o >2 >2

M. soleus

MF-Flache o o PR >1 >1

Typ1l M.

gastrocnemius

MF-Flache © o PR >1 >1

Typ 2A M.

gastrocnemius

MF-Flache o PR o >1,2,3,5 o

Typ 1

M.longissimus

MF-Fliache o o o >1,2 o

Typ 2A

M.longissimus
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4.Diskussion

4.1 Die ovariektomierte Ratte als Tiermodell

Der gesamte Versuch wurde am Modell der ovariektomierten Ratte durchgefiihrt. Die
Ratte stellt prinzipiell ein sinnvolles Tiermodell dar, weil sie bereits nach wenigen
Monaten ein reifes muskuloskelettales System entwickelt, das ahnlich auf den
hormonellen Umschwung nach Ovariektomie reagiert wie der menschliche Organismus
[Barlet et al. 1994]. Deshalb handelt es sich hierbei um ein etabliertes Tiermodell in der
Osteoporose-forschung. Mehrere Studien konnten belegen, dass sich sowohl die in dem
vorliegenden Experiment verwendeten Sprague-Dawley-Ratten wie auch die Rasse der
Wistar-Ratten besonders gut als Modell zur Induktion einer Osteoporose nach
hormoneller Depletion eignen, da diese Rassen zuverldssig nach Ovariektomie eine
Osteoporose aufweisen [Fang et al. 2015].

Dariiber hinaus lassen sich Ratten kostenglinstig anschaffen und halten. Sowohl das
Skelett wie auch die Muskeln der Ratte sind gut definiert und praparierbar.
Die durch Ovariektomie induzierten Effekte sind sowohl hinsichtlich des Knochens als
auch des Muskels bereits erarbeitet worden. So wurde beispielsweise schon 1995 eine
Demineralisierung des Knochens bei der overiektomierten Ratte beschrieben [Omi und
Ezawa 1995].

Ebenso zeigte sich die ovariektomierte Ratte als gutes Modell zur Erprobung
osteporoseinhibierender Pharmaka, da diese in der Ratte sehr dhnliche Wirksamkeit
zeigen wie im Menschen. Das Rattenmodell dient dabei der pharmakologischen Testung
von Substanzen auf den Knochen und den Skelettmuskel der Ratten [Kalu 1991].

Im Gegensatz zum Knochen liegen beziiglich der Rolle des Muskels im Rahmen der
Osteoporose deutlich weniger Arbeiten vor. Allerdings wurden auch muskuladre
Auswirkungen, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, bedingt
durch die hormonelle Depletion nach Ovariektomie am Rattenmodell, publiziert. Die
Veranderungen im Skelettmuskel der Ratte scheint dabei aquivalent zur Pathologie im
menschlichen Muskel, ebenso wie es beim Knochen der Fall ist. Somit leiden
ovariektomierte Ratten nach spatestens 100 Tagen unter einem signifikanten Verlust an
Muskelmasse [Tagliaferri et al.2014].

Diesbeziiglich wurden Effekte am muskuloskelettalen System sowie am Bandapparat
der ovariektomierten Ratte beschrieben, die regelhaft zu erwarten sind [Aydin et al.
2013].

Diese Erkenntnisse waren Ausgangspunkt fiir die Uberlegung, ovariektomierte Ratten
nicht nur wie bereits seit langerem tiblich als Osteoporosemodell einzusetzen, sondern
in gleicher Weise als Modellorganismus zur Beantwortung von Fragestellungen
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beziglich der Sarkopenie. Ebenso wie Osteoporose beruht auch die Sarkopenie auf
hormoneller Depletion. Diese Depletion wird im Rattenmodell allerdings kiinstlich
herbeigefiihrt, wohingegen sie beim Menschen vor allem die postmenopausale Frau
betrifft. Da es sich bei den Tiermodellen jedoch um verhaltnisméafiig junge Tiere handelt,
stellt dies sicherlich eine Einschrankung dieses Modellorganismus dar.
Letztlich hat man sich jedoch aufgrund der iiberwiegenden Vorteile flir das Modell der
overiektomierten Ratte zur Untersuchung der in vorliegender Arbeit formulierten
Fragestellung, ob Baicalein die postmenopausal auftretende Sarkopenie positiv
beeinflusst, entschieden.

4.2 Analyse der Korper- und Muskelgewichte

Die Korpergewichte der nicht ovariektomierten Kontrollgruppe lagen signifikant unter
denen der ovariektomierten Gruppe. Somit konnte eine Gewichtszunahme unter
Ostrogenmangel, wie sie bereits in der Literatur beschrieben wurde, induziert werden
[Komrakova et al. 2010]. Diese Zunahme des Gesamtkorpergewichtes lasst sich primar
durch eine Vermehrung des Gesamtkorperfettes erklaren, wie sie typischerweise in
ovariektomierten Ratten oder postmenopausalen Frauen hinldnglich deklariert wurde
[Jung et al. 2014].

Insgesamt kommt es unter Ostrogenmangel zu einer Verhiltnisumstellung des Fett- und
Muskelgewebes. Wihrend das Kérperfett unter Ostrogenmangel zunimmt, kommt es zu
einem erheblichen Verlust an Muskelmasse.

Im vorliegenden Experiment konnte dieser Zustand reproduziert werden, da die Ratten
aus der ovariektomierten und ansonsten unbehandelten Gruppe die grofdten
Korpergewichte aufwiesen. Schwieriger wird die Beurteilung der drei Baicalein-
Gruppen, weil deren Kérpergewichte genau zwischen denen der ovariektomierten und
nicht ovariektomierten Gruppe lagen. Diese Tatsache lasst verschiedene Schliisse zu. So
konnte die Verabreichung des Baicaleins dem Ostrogenmangel durch einen
atrophiehemmenden Effekt auf den Skelettmuskel entgegengewirkt haben, wodurch
gleichzeitig die oben erwdhnte Verhaltnisinderung von Muskulatur zugunsten von
Fettgewebe nicht stattgefunden hatte. In diesem Fall lage das Korpergewicht der
Baicalein-Gruppen noch unter dem der ovariektomierten Kontrollgruppe, weil in den
Baicalein-Gruppen eine Zunahme der sogenannten lean body mass aufgetreten sein
kénnte. Ebenso wire eine synergistische Wirkung von Ostrogenmangel und Baicalein
denkbar, sodass es ebenfalls in den Baicalein-Gruppen zu einer Zunahme des
Korperfetts gekommen ware. Als Indiz fiir die Korrektheit dieser Annahme lief3e sich
anfiihren, dass die reinen Muskelgewichte von M. soleus und gastrocnemius auf keine
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Zunahme der individuellen Muskelmasse schliefien lassen. So lassen sich bei der
Betrachtung der Muskeleigengewichte des M. soleus noch Tendenzen erkennen, die eine
vermehrte Masse dieses Muskels in den Baicalein-Gruppen nahelegen, mit einem
verminderten Gewicht in der ovariektomierten Kontrollgruppe. Dieser Punkt
unterstiitzt die Annahme einer muskelstimulierenden Wirkung des Baicaleins.
Andererseits kann beim M. gastrocnemius diese Annahme nicht bekraftigt werden. Bei
diesem Muskel nehmen die Gewichte mit steigender Baicaleindosis ab und sind in der
ovariektomierten Kontrollgruppe grofier als in der nicht ovariektomierten Gruppe.
Diese Tatsache widerspricht einer muskelstimulierenden Wirkung des Baicaleins und
legt eher den Schluss nahe, dass es unter Ostrogenmangel zu einer Einlagerung von
Fettgewebe oder Wasser kam.

Eventuell konnte die Gewichtsabnahme des M. gastrocnemius in den Baicalein-Gruppen
auch auf einer Hemmung dieser unphysiologischen Einlagerungen in den Muskel durch
das Baicalein beruhen. Diese These konnte durch Daten aus der Literatur unterstiitzt
werden, wonach antientziindliche und antifibrotische Wirkungsweisen des Baicaleins
nachgewiesen wurden. Zwar wurden diese bisher an anderen Gewebetypen wie dem
Nierengewebe dargestellt, jedoch ist solch eine Wirkung auch auf den Muskel denkbar
[Wang W et al. 2015].

4.3 Analyse der Verhaltnisse von Kapillarisierung zu Muskelfasern

Die zu prifende Fragestellung hinsichtlich der Kapillarisierung des Skelettmuskels war,
ob der Wirkstoff Baicalein, in unterschiedlicher Dosierung verabreicht, dem Effekt der
Dekapillarisierung bei Ostrogenmangel entgegenwirken konnte. Ostrogen iibt
bekanntermafden einen angioproliferativen Effekt auf den Skelettmuskel aus [Wend et
al. 2012]. Der Verlust von Kapillaren in Skelettmuskeln bei Sarkopenie wurde bereits in
vorangegangenen Studien mit teilweise 25% der Kapillaren der Muskulatur im Alter
beschrieben [Rogers und Evans 1993]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass es bei
Sarkopenie zu einer gesteigerten Apoptose in Endothelzellen des Muskels mit daraus
resultierend verminderter Anzahl von Kapillaren im Skelettmuskel kommt [Wang H et
al. 2014].

Es wurden bisher keine Studien zur Wirkung von Baicalein auf die Kapillarisierung des
Skelettmuskels publiziert. Es soll daher im Folgenden gezeigt werden, inwiefern die im
Versuch gemessenen Werte die oben genannten Aussagen unterstiitzen konnen, das
heifdt, ob Baicalein den Verlust an Kapillaren im Skelettmuskel unter Ostrogenmangel
verhindern kann.
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Tatsachlich zeigte das Baicalein einige Signifikanzen bei allen drei ausgewerteten
Muskeln. Beim M. soleus waren die Werte aus der Baicalein-1 mg-Gruppe, ebenso wie
die aus der Baicalein-10 mg und der Baicalein-100 mg-Gruppe signifikant grofder
gegeniiber denen aus der ovariektomierten und nicht ovariektomierten Versuchs-
gruppe. Die Grofie des Unterschiedes ist hier proportional zur Wirkstoffmenge. Im
Gegensatz zum M. soleus und gastrocnemius zeigte beim M. longissimus die Baicalein-
10 mg- Gruppe den grofdten Effekt auf die Kapillarisierung.

Insgesamt ist das Resultat der Analyse von Kapillarisierung unter Applikation von
Baicalein vielversprechend, da der erwartete Verlust an Kapillaren unter Baicaleingabe
nicht beobachtet werden konnte. Stattdessen wurden sogar signifikant mehr Kapillaren
pro ausgewerteten Muskelzellen gemessen. Somit konnte die Hypothese, das Baicalein
subkutan appliziert die Angiogenese im Skelettmuskel trotz Ostrogenmangel stimuliert,
unterstiitzt werden. Das der Ostrogenmangel selbst fiir die zusitzliche Angiogenese
verantwortlich sein kdnnte ist nicht anzunehmen, aufgrund der oben angefiihrten
angioproliferativen Wirkung des Ostrogens [Kyriakides et al. 2001] auf den
Skelettmuskel. Dennoch muss die unterstiitzte Hypothese mit der Einschrankung
versehen werden, dass bei den vorliegenden Werten kein signifikanter Unterschied
zwischen ovariektomierter und nicht ovariektomierter Gruppe nachgewiesen werden
konnte. Diese Tatsache konnte darauf beruhen, dass die Zeitspanne des Versuchs nicht
ausreichend war, um eine gewiinschte, deutliche Entkapillarisierung des
sarkopenischen Skelettmuskels, wie sie in anderen Studien am Rattenmodell
nachgewiesen wurde zu erzeugen [Rogers und Evans 1993].

4.4 Anaylse der Muskelfaserdurchmesser

Bezliglich der Muskelfaserdurchmesser ging es um die Priifung der Hypothese, ob
Baicalein in der Lage ist, die zu erwartende Abnahme von Muskelfaserdurchmesser
unter Ostrogenverlust zu beeinflussen. Der Ostrogenmangel im Skelettmuskel bewirkt
wie verschiedene Studien zeigten eine Abnahme des Durchmessers aller
Muskelfasertypen. Es ware also bei den ovariektomierten Ratten im durchgefiihrten
Experiment eine Muskelfaseratrophie zu erwarten [Rogers und Evans 1993]. Hierbei
galt es somit, den Einfluss des Baicaleins auf die tatsachliche Muskelfaserdicke der
verschiedenen Skelettmuskeln zu untersuchen.
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Die Werte der Muskelfaserdurchmesser beim M. soleus waren bei den Gruppen der
Baicalein-10 mg und der Baicalein-100 mg-Gruppe signifikant grofder als die Werte der
OVX-Gruppe. Bei der Auswertung dieser Werte in Relation zum Koérpergewicht konnte
die These, dass Baicalein der Muskelatrophie entgegenwirkt, unterstiitzt werden. Auch
hier lagen die Werte aus den Gruppen Baicalein-10 mg und Baicalein-100 mg signifikant
tiber denen der OVX-Gruppe.

Im Verhdltnis zu den Muskeleigengewichten zeigten sich hingegen keine Signifi-
kanzen, jedoch wies auch hier die Baicalein-100 mg-Gruppe die grofditen Werte auf,
ebenfalls wies die NON-OVX-Gruppe grofiere Faserdurchmesser als die OVX-Gruppe auf.
Wahrend bei den absoluten Daten ohne Relation zu den Gewichten die NON-OVX
gegeniiber der OVX-Gruppe nur tendenziell grofdere Werte zeigte, konnte nachdem diese
ins Verhaltnis zum Koérpergewicht gesetzt wurden, eine deutliche Signifikanz der NON-
OVX gegeniiber der OVX-Gruppe bestédtigt werden. Auf diesem Weg konnte die These der
Wirksamkeit des Baicaleins im Sinne einer hypertrophen Wirkung auf die Muskelfasern
beim M. soleus erhartet werden.

Beim M. gastrocnemius konnten die drei verschiedenen Muskelfasertypen-1, -2A und
-2B vermessen werden. Den Fasern vom Typ-1 der Gruppen Baicalein-10 mg und
Baicalein-100 mg konnte ein signifikant dickerer Faserdurchmesser im Vergleich zur
NON-OVX-Gruppe nachgewiesen werden. Ebenfalls waren die Fasern des Typs-2A der
Gruppe Baicalein-10 mg von signifikant groferem Durchmesser gegeniiber denen der
NON-OVX-Gruppe. Tendenziell konnte bei allen mit Baicalein behandelten Gruppen
grofdere mittlere Faserdurchmesser gemessen werden als bei der OVX-Gruppe.
Interessanterweise wies jedoch an dieser Stelle die Gruppe mit der mittleren
Baicaleindosierung die grofdten Muskelfaserdurchmesser auf, wohingegen die Werte der
Baicalein-100 mg, also der hochsten Dosierung teilweise unter der niedrigsten
Baicaleindosierung von 1 mg lagen. Diese Tatsache lisst die Uberlegung zu, ob das
hochdosierte Baicalein eventuell nach Applikation in das Unterhautgewebe zu lokalen
Unvertraglichkeitsreaktionen fiihren kénnte, die sich negativ auf umliegende Muskeln
auswirken.

Dartiber hinaus lief3en sich, nachdem diese Werte wiederum in Relation zum Képer- und
Muskelgewicht gesetzt wurden einige Tendenzen feststellen. So lagen die Werte von
Typ-1-, 2A- und 2B-Fasern in nahezu allen Baicalein-Gruppen iiber denen der OVX-
Gruppe. Zudem zeigten sich tendenziell grofRere Werte flir den Faserdurchmesser in der
NON-OVX- im Vergleich zur OVX-Gruppe. Die Muskelfaserdurchmesser in Relation zum
Korpergewicht aufgetragen, konnten die obenstehende Beobachtung des stidrksten
Effektes in der mittleren Dosierung bekraftigen. Auch hier lagen diese Werte iiber denen
der hochsten 100 mg Dosierung.

Insgesamt unterstreichen die oben im Text beschriebenen Ergebnisse aus den Baicalein-
Gruppen jedoch eine hypertrophieinduzierende Wirkung einer Behandlung des unter
Ostrogenmangel leidenden Skelettmuskels mit Baicalein.
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Deutlicher sind die Werte beim M. longissimus. Hier zeigten sich bei den Typ-1-Muskel-
fasern eindeutige Signifikanzen der Baicalein-10 mg-Gruppe im Vergleich zur der nicht
ovariektomierten, der ovariektomierten und der Baicalein-1 mg-Gruppe.

Die Baicalein-10 mg-Gruppe der Typ-2A-Fasern lag ebenfalls signifikant tiber den
Werten der nicht ovariektomierten und ovariektomierten Gruppe.

In Relation zum Koérpergewicht erwies sich zusatzlich die NON-OVX-Gruppe signifikant
grofder gegeniiber der ovariektomierten Versuchsgruppe. Diese Tatsache belegt die
Grundannahme der Sarkopenieentstehung nach Ovariektomie mit resultierendem
Ostrogenmangel. Die Baicalein-10 mg-Gruppe erwies sich auch in Relation zum Kérper-
gewicht als die aussagekraftigste Versuchsgruppe. Passend dazu waren die Werte der
Typ-1- und Typ-2A-Faserdurchmesser ansteigend von Baicalein-1 mg zur Baicalein-
10 mg-Gruppe, wahrend sie in der Baicalein-100 mg-Gruppe wieder riicklaufig waren.

Zusammenfassend konnte der zu erwartenden Atrophie der Skelettmuskulatur [Wang H
et al. 2014], deren Merkmal eine Abnahme des Muskelfaserdurchmessers gewesen ware,
entgegengewirkt werden. Besonders die Grofdenzunahme im vorliegenden Experiment
der schnellzuckenden Typ-2A-Fasern ist hervorzuheben, da diese normalerweise in
besonderm Ausmaf3 von der Sarkopenie betroffen sind, da es in betroffenen Muskeln vor
allem zu einem Verlust an glykolytischer Enzymkapazitat und damit insbesondere zu
einer Reduktion der Typ-2A-Muskelfasern kommt [Rogers und Evans 1993].

Die Annahme, das Lipoxygenaseinhibitoren einer Muskelatrophie entgegenwirken,
konnte bereits durch klinische Studien nachgewiesen werden. Hierbei wurde ebenfalls
ein positiver Effekt auf die Regenationsfahigkeit des Muskels, dessen Fetteinlagerung
sowie auf die Stabilitit der Sehnen beschrieben [Oak et al. 2014]. Insbesondere die
nachgewiesenen Effekte von Lipoxygenaseinhibitoren auf die Atrophie des
Skelettmuskels, lassen auf eine dhnliche Wirkung des Baicaleins auf den von Sarkopenie
betroffenen Muskel vermuten. Die vorliegenden Daten aus dieser Arbeit unterstiitzen
diese Annahme.

4.5 Analyse der Muskelfaserflichen

Ahnlich wie bei der Analyse der Muskelfaserdurchmesser, stand bei der Auswertung der
Muskelfaserflichen die Frage im Vordergrund, inwieweit die gemessenen Werte eine
Aussage dartliber zulassen, ob das Baicalein eine Wirkung auf die Flache der
untersuchten Skelettmuskeln der ovariektomierten Tiere ausiibt. Dem zugrunde liegt
die Tatsache, dass eine reine Zunahme an Muskelquerschnitt nicht unbedingt eine

physiologische Muskelhypertrophie bedeuten muss. Hingegen kann eine Zunahme an
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Muskelquerschnitt auch auf einer vermehrten Einlagerung von Fett oder Wasser
beruhen. Solche Fetteinlagerungen sind in hoherem Alter der Frauen als physiologisch
anzusehen und rithren von einer Umstellung der Enzymaktivitit dahingehend, dass
zunehmend Triglyceride anstelle von Glukose zur oxidativen Energiegewinnung
verwendet werden, sodass es zu einer Einlagerung solcher Triglyceride kommt
[Forsberg et al. 1991].

Die statistische Analyse der Muskelfaserflichen ergab beim M. soleus signifikant
grofdere Flachen der mittleren und maximalen Baicaleindosierung im Vergleich zur
ovariektomierten Gruppe. Der Unterschied zwischen ovariektomierter und nicht
ovariektomierter Gruppe ist statistisch nicht signifikant, obgleich tendenziell bei
Betrachtung des Diagramms deutlich eine Tendenz zugunsten der nicht
ovariektomierten Versuchsgruppe gegentiiber der ovariektomierten erkennbar ist.
Zusatzlich zu dem bereits beschriebenen Problem der eventuell zeitlich ungeniigenden
Dauer des Versuchs konnte das verhdltnismafdig junge Alter der Ratten einen
Erklarungsansatz darstellen. In Studien wurden bislang vor allem die atrophen Effekte
des Ostrogenmangels an Muskeln von ilteren Ratten, die zum Teil {iber ein Jahr alt
waren, sowie an teilweise immbolisierten oder sogar denervierten Muskeln erprobt
[Lightfoot et al. 2014].

Setzt man die Werte der Muskelfaserflichen wiederum in Relation zum Koérpergewicht,
konnten die Gruppen Baicalein-10 mg und Baicalein-100 mg als signifikant grofier
gegeniiber der ovariektomierten Gruppe nachgewiesen werden. In Relation zum
Korpergewicht verfiigte schliefdlich auch die nicht ovariektomierte Gruppe tber
signifikant grofiere Muskelfaserflichen als die ovariektomierte Versuchsgruppe.
Dies verdeutlicht den Effekt des Ostrogens auf das Koérpergewicht. In Relation zum
Muskelgewicht war nur die Baicalein-100 mg Gruppe signifikant grofer als die
ovariektomierte Gruppe. Die Werte der restlichen Gruppen konnten vorherige Aussagen
der Flachenzunahme in allen Baicalein-Gruppen bekraftigen.

Beim M. gastrocnemius erwiesen sich die Muskelfaserflichen von Typ-1-Fasern der
Baicalein-10 mg und der Baicalein-100 mg als statistisch signifikant grofRer als die nicht
ovariektomierte Gruppe. Bei den Typ-2A-Fasern konnten noch die Werte der Baicalein-
10 mg als signifikant erhoht gegeniiber der nicht ovariektomierten Gruppe
nachgewiesen werden. Die librigen Werte stimmten in der Tendenz mit den vorherigen
Aussagen iiberein, wenngleich keine statistischen Signifikanzen herauskamen.
Interessant erscheint auch hier die Flichenzunahme der Typ-2A-Muskelfasern, da diese
laut Literatur am stirksten vom Ostrogenmangel betroffen seien. Zudem sei eine
Umstellung von schnellen Typ-2 zu langsam zuckenden Typ-1-Fasern zu beobachten
[Ciciliot et al. 2013].

Die untersuchten Muskelfasern im M. longissimus wiesen noch deutlichere
Signifikanzen auf. Hier lag beziiglich Faserflache von Typ-1 und -2A die Baicalein-10 mg-
Gruppe signifikant iiber der ovariektomierten Gruppe und bei den Typ-1-Fasern sogar
liber allen anderen Versuchsgruppen.
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Aufierdem wiesen auch die Baicalein-1 mg und die Baicalein-100 mg-Gruppe tendenziell
grofdere Faserflachen gegentiber den ovariektomierten Tieren auf.

Beim M. longissimus konnte zudem eine Signifikanz zwischen ovariektomierter und
nicht ovariektomierter Gruppe zugunsten der nicht ovariektomierten nachgewiesen
werden. Dies gilt sowohl fiir die Werte in Relation zum Koérpergewicht, wie auch fiir die
absoluten Werte. Somit konnte bei diesem Muskel der experimentelle Ausgangspunkt,
dass die Ovariektomie bei den Ratten zu einer Sarkopenie fiihrt, wie er bereits aus der
Literatur angefiihrt wurde, bestatigt werden.

Eine Umgehung der Atrophie von Typ-1- und 2A-Fasern durch Baicalein insbesondere in
mittlerer Dosierung verabreicht, kann aufgrund der vorliegenden Daten angenommen
werden, da unter anderem die Typ-2A-Muskelfasern eine Groéféenzunahme aufzeigten.
An dieser Stelle ist jedoch festzustellen, dass der Grund fiir diese scheinbar deutliche
Hypertrophie nicht eindeutig darstellbar ist. Schliefdlich kann eine solche Zunahme an
Muskelfaserflaiche und Muskelfaserdurchmesser, wie bereits angesprochen auf einer
unter Ostrogenmangel vermehrt stattfindenden Einlagerung von Wasser und
intramuskularem Fettgewebe beruhen [Forsberg et al. 1991].

Zum anderen kann es unter Ostrogenmangel zu einer Zunahme von sogenanntem nicht-
kontraktilen Muskelgewebe kommen, welches ein pathologisches Merkmal darstellt.
Dieses sogenannte nicht-kontraktile Muskelgewebe ist nur schwer von normalem
quergestreiftem Muskelgewebe zu differenzieren. Eine Moglichkeit zur Unterscheidung
bietet beispielsweise die 31P-Magnetresonanzspektroskopie [Layec et al. 2015].

Im Fall der vorliegenden Ergebnisse von teilweise signifikanter Muskelfaserflachen- und
Durchmesserzunahme stellt sich natiirlich die Frage, ob die Wirkung des Baicaleins
nicht auch auf einer unphysiologischen Zunahme von nicht-kontraktilem Muskelgewebe,
das heifdt Fett und Wasser, beruhen konnte.

Diese Frage ldsst sich im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlief3end klaren, weil hier nur
die mikroskopische Auswertung von Schnittbildern vorgenommen wurde. Auf diesen
mikroskopischen Bildern waren jedoch keine gréfieren Fettansammlungen zu erkennen,
wie sie in Muskulatur mit pathologischen Fetteinlagerungen zu erwarten ware. Da
genauere Untersuchungen, wie die oben aufgefiihrte 31P-Magnetresonanzspektroskopie
oder eine Ultraschalldarstellung der Muskulatur in vivo zwecks Unterscheidung von
kontraktilem und nicht-kontraktilem Muskelgewebe [Agyapong-Badu et al. 2014] in
dieser Arbeit nicht verwendet wurden, bleibt eine Ungewissheit bestehen, worauf
tatsachlich die gemessenen Grofdenunterschiede der Baicalein-Gruppen gegeniiber den
unbehandelten Gruppen beruhen. Denkbar ware, dass Baicalein aufgrund seiner drei
Hydroxylgruppen im Gewebe eine hydrophile Wirkung aufweist, infolgedessen Wasser
in den Muskel eingelagert wiirde.

Ob dieser Effekt allein fiir die beschriebenen Beobachtungen ausreicht, ist jedoch
fraglich. Interessant erscheint der Aspekt des gleichmafdigen Effektes auf oxidativ-
arbeitende wie glykolytisch-arbeitende Muskelfasern innerhalb der Baicalein-Gruppen.
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Somit miisste, falls es tatsachlich fiir die Hypertrophie der Muskelfasern verantwortlich
wire, das Baicalein sowohl auf die oxidativen wie auch die glykolytischen
Stoffwechselwege in den jeweiligen Muskelfasern wirken. Eine solche Wirkung bleibt
damit weiterhin hypothetisch denkbar, wobei die beschriebenen Beobachtungen diese
Annahme unterstiitzen. Wie bereits erwdhnt ist die Grundlage fiir eine belegte
Wirksamkeit insofern nur eingeschrankt gegeben, da die ovariektomierte
Kontrollgruppe nicht durchweg signifikant niedrigere Werte beinhaltete als die nicht
ovariektomierte Kontrollgruppe. Diese Tatsache liefde sich eventuell auf das zeitliche
Setting des Experimentes zurilickfiihren. Méglicherweise wiirde nach einer ldngeren
Dauer des Versuchs ein deutlicherer Unterschied zwischen ovariektomierter und nicht
ovariektomierter Gruppe auftreten, da sich die erwarteten Verianderungen bei den
ovariektomierten Tieren in einem ldngeren Zeitraum eher manifestieren wiirden.

4.6 Analyse der Verhaltnisse von Muskelfasertypen im M. longissimus

Die Auswertung der Verhaltnisse von den drei verschiedenen Muskelfasertypen im
M. longissimus zeigte tendenziell grofiere Anteile sowohl von Typ-2A-, wie auch Typ-2B-
Muskelfasern in der Baicalein-10 mg-Gruppe, die bereits in den vorangegangenen
Parametern die deutlichsten Ergebnisse produzierte. Mogliche Griinde hierfiir wurden
bereits erwahnt. Beziiglich der Typ-1-Muskelfasern konnten keine Tendenzen abgeleitet
werden, die Ergebnisse hier erscheinen im Vergleich der Versuchsgruppen homogen,
sodass nicht von einer Beeinflussung durch das Baicalein ausgegangen werden kann.
Allerdings galt es vor allem die Wirkung des Baicaleins auf die, bei ovariektomierten
Ratten erwartete Atrophie und verhaltnismafdige Abnahme von Typ-2-Muskelfasern zu
prifen [Ciciliot et al. 2013].

In diesem Kontext konnte ein Effekt des Baicaleins durch die vorliegenden Ergebnisse
angedeutet werden. Immerhin zeigte sich eine Zunahme des Anteils schneller Typ-2A-
Muskelfasern am Gesamtfaseranteil. Diese Tendenz wiederspricht der aus der Literatur
ableitbaren Annahme der anteiligen Abnahme der schnell zuckenden Muskelfasern,
dem sogenannten fast-to-slow fiber type shift [Ciciliot et al. 2013]. Zusatzlich wurden
beim M. longissimus wie auch beim M. gastrocnemius die Typ-2B-Muskelfasern
analysiert. Es lief3en sich speziell beziiglich der Typ-2B-Muskelfasern keine konkreten
Voraussagen aus der Literatur ableiten was deren Verhaltnisdynamik wahrend eines
Ostrogenmangels bei Ovariektomie angeht. Im Rahmen dieses Versuchs zeigten sie
weitestgehende Ubereinstimmung mit den Tendenzen der Typ-2A-Fasern, die sich oft in
gleicher Weise innerhalb der Versuchsgruppen veranderten wie die Typ-2B-Fasern.
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Eine Einschrankung der beschriebenen Ergebnisse der Muskelfaseranteile kénnten
Messungenauigkeiten darstellen. Solche Messfehler konnten im Rahmen der Ausziahlung
der verschiedenen Muskelfasertypen nach deren Anfirbungsgrad durch
Amylasefarbung und Morphologie der Fasern entstanden sein. Schlief3lich ist dieses
Vorgehen immer von einer subjektiven Einschatzung und selbstverstandlich Erfahrung
des Mikroskopierenden abhdngig und somit nicht in Vollstandigkeit reliabel.
Genauso wie fiir die Auswertung der Muskelfaserflaichen und Durchmesser hangt auch
die Zahlung der unterschiedlichen Muskelfasertypen zunichst von der Qualitiat der
Farbemethode und deren Durchfiihrung ab. Die stetige Verbesserung der
Farbeprotokolle im Laufe der letzten Jahre, erlaubte erst die in dieser Arbeit
unternommene Unterteilung in drei, anstatt wie bisher in zwei Muskelfasertypen.
Gleichwohl kann eine qualitativ hochwertige Farbemethode nicht das fachlich korrekte
Auswerten durch den Mikroskopeur ersetzen. Wenngleich die Qualitdt der produzierten
Schnitte und deren Farbung insgesamt gut gelang, konnten bei der Auszdhlung und
Ausmessung der einzelnen Parameter Fehler gemacht worden sein. Allerdings waren in
diesem Fall solche Fehler tiber alle Versuchsgruppen gleichmafiig verteilt und somit
statistisch nicht schwerwiegend.

Zusammenfassend betrachtet lassen die vorliegenden Versuchsergebnisse eine positive
Wirkung von Baicalein auf den hormonell depletierten Skelettmuskel der Ratte
annehmen. Die Hypothese, dass Baicalein die Angiogenese im Skelettmuskel fordert,
kann durch die vorliegenden Ergebnisse bekraftigt werden, da eine signifikante
Zunahme an Kapillaren, in den mit Baicalein behandelten Versuchsgruppen, ermittelt
wurde. Beim M. gastrocnemius und M. soleus war die Anzahl an Kapillaren im Muskel
proportional zur Baicaleindosierung, wahrend sie im M. longissimus in der Baicalein-
10 mg-Gruppe, also der mittleren Dosierung am hoéchsten war. Obwohl auch bei den
Mm. gastrocnemius und soleus die Werte der Baicalein-Gruppen bereits signifikant iiber
denen der Kontrollgruppen lagen, waren die Ergebnisse der Faserdurchmesser beim M.
longissimus am aussagekraftigsten, vor allem von Typ-2A- und Typ-1-Fasern der
Baicalein-10 mg-Gruppe. Die Ergebnisse fiir die Muskelfaserflichen konnten diesen
Eindruck verstdrken, da auch hier Signifikanzen der Baicalein-Gruppen gegeniiber den
Kontrollgruppen beschrieben werden konnten. Zudem konnte bei der Auswertung der
Verhaltnisse von Muskelfasertypen zueinander eine Zunahme von Typ-2A-Muskelfasern
im M. longissimus nachgewiesen werden, was einem unter Ostrogenmangel erwarteten
fast-to-slow fibre type shift widerspricht. Neben diesen offensichtlich positiven
Wirkungen des Baicaleins auf den Skelettmuskel unter Ostrogenmangel miissen die
lokalen Entziindungen rund um die Einstichstelle erwdahnt werden. Daher erscheint es
sinnvoll weitere Versuche anzuschlieffen, um die optimale Applikationsform
herauszufinden. So konnte man das Baicalein beispielsweise tliber das Futter
verabreichen. Ebenso sollte in weiteren Studien untersucht werden, welches die am
besten geeignetste Dosierung des Baicaleins darstellt.
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4.7 Analyse der Serumparameter

Die Analyse der Serumwerte von Magnesium und Calcium ergab keine statistisch
signifikanten Differenzen zwischen den Versuchsgruppen. Dies legt den Schluss nahe,
dass weder das verabreichte Baicalein, noch die erfolgte Ovariektomie der Ratten einen
Einfluss auf deren Elektrolythaushalt, stellvertretend hierfiir auf die Parameter
Magnesium und Calcium, hatten.

Somit ist davon auszugehen, dass die Skelettmuskulatur der Ratten funktionstiichtig
war, aufgrund der Beobachtung, dass die Tiere aus den Baicalein-Gruppen keine
abweichenden Bewegungsmuster im Vergleich zu den unbehandelten Ratten zeigten.
Eine exaktere Bestimmung der muskuldren Leistungsfihigkeit der Ratten war kein
Bestandteil des Versuches und kénnte in folgenden Arbeiten untersucht werden.

Als Marker zur Beurteilung des Zustandes der Skelettmuskulatur dient das Enzym
Kreatinkinase, welches auch im Klinikalltag entsprechend eingesetzt wird. Die
Kreatinkinase gibt vor allem Aufschluss liber die Intaktheit der Skelettmuskulatur. Es
kann dariiber hinaus auch als Marker einer Sarkopenie, das heisst einer ungewollten
Reduktion von Muskulatur genutzt werden [Palus et al. 2014].

Im Rahmen dieser Arbeit erwies sich die Serumkonzentration der Kreatinkinase der
Baicalein-100 mg-Gruppe als signifikant erniedrigt gegeniiber der NON-OVX und OVX-
Gruppe. Dies unterstreicht moglicherweise einen positiven Effekt von Baicalein auf den
Skelettmuskel. Ein niedriger Kreatinkinasewert deutet auf eine unversehrte
Skelettmuskulatur hin. Dabei ist zu erwdhnen, dass tendenziell alle Baicalein-Gruppen
niedrigere Kreatinkinasewerte als die Kontrollgruppen aufzeigten. Diese Beobachtung
konnte auf einem entziindungshemmenden Effekt des Baicaleins auf die Muskelzellen
beruhen, der zu deren Intaktheit beitragt, sodass weniger Kreatinkinase ins Serum der
Ratten gelangt. Allerdings konnte die niedrigere Kreatinkinasekonzentration im Serum
auch auf einer starkeren Schonung der Muskulatur der Ratten beruhen. Dies deckt sich
jedoch nicht mit der Beobachtung der Ratten. Bislang konnten keine Korrelate der
Sarkopenie oder Osteoporose im Serum betroffener Patienten beziiglich oben genannter
Parameter Calcium und Magnesium herausgearbeitet werden [Huo et al. 2015].
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob der Wirkstoff Baicalein in
verschiedenen Dosierungen sub cutem injiziert, den unter Ostrogenmangel erwartbaren
degenerativen Verdnderungen wie Muskelfaserschwund und Muskelfaseratrophie im
Skelettmuskel der Ratte entgegenwirken konnte.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurden 61 weibliche, drei Monate alte Ratten der
Rasse Sprague Dawley in fiinf Gruppen eingeteilt. Zu Versuchsbeginn wurden vier der
finf Gruppen beidseitig ovariektomiert, damit diese Ratten daraufthin eine Osteoporose
entwickelten. Acht Wochen spater wurde bei allen Ratten eine Osteotomie mit
Plattenosteosynthese der Tibia durchgefiihrt. Peri- und postoperativ starben elf Ratten,
sodass fortan das Gesamtkollektiv 50 Versuchstiere betrug.

Es wurde entsprechend angefiihrter Studien angenommen, dass die ovariektomierten
Ratten acht Wochen nach Ovariektomie unter einer Osteoporose mit einhergehenden
degenerativen Verdnderungen der Skelettmuskulatur litten. Dementsprechend wurde
ein kiinstlicher Ostrogenmangel erzeugt, der als Modell einer postmenopausalen Frau
mit Ostrogenmangel bereits etabliert ist.

Unmittelbar ab dem Zeitpunkt der Osteotomie wurde mit der Baicaleintherapie
begonnen. Ab dem ersten postoperativen Tag fiir insgesamt vier Wochen wurde den
dafiir vorgesehenen Ratten die jeweilige Dosierung Baicalein taglich subkutan appliziert.
Die insgesamt 30 Tiere, die Baicalein verabreicht bekamen, wurden in drei Gruppen von
jeweils zehn Tieren aufgeteilt. Die erste Gruppe bekam fiir die nachsten vier Wochen
Baicalein 1 mg/kg KG; die nachste Gruppe 10 mg/kg KG Baicalein und die letzte Gruppe
100 mg/kg KG Baicalein.

Die anschliefende Auswertung der Wirkung von Baicalein auf den Skelettmuskel gelang
iiber das Anfertigen mikroskopischer Schnittbilder der drei entnommenen Muskeln
Soleus, Gastrocnemius und Longissimus. Um eine Aussage beziiglich der untersuchten
Parameter Muskelfaserdicke und Muskelfaserfliche treffen zu konnen, mussten die
Schnitte durch eine Amylase-Enzymfirbung behandelt werden. Um die ebenfalls
untersuchte Kapillarisierung beurteilen zu kénnen, wurde zusatzlich eine PAS-Farbung
durchgefiihrt.

Die so entstandenen Schnitte wurden mithilfe spezieller Mikroskopiersoftware am
Mikroskop und Computer ausgewertet. Dabei kamen fiir die erwdhnten Parameter
unterschiedliche Signifikanzen und Tendenzen heraus. Die Hypothese, dass Baicalein
die Angiogenese im Skelettmuskel stimuliert, konnte durch die vorliegenden Ergebnisse
bekraftigt werden, da tatsachlich eine signifikante Zunahme an Kapillaren beobachtet
wurde.
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In den Muskeln Gastrocnemius und Soleus war die Anzahl der Kapillaren pro
Muskelfaser proportional zur verabreichten Menge an Baicalein und jeweils signifikant
tiber den Kontrollgruppen der ovariektomierten und nicht ovariektomierten Tiere. Im
M. longissimus zeigte hingegen die mittlere Baicaleindosierung den starksten Effekt auf
die Kapillarisierung.

Die Auswertung der Muskelfaserdurchmesser ergab beim M. soleus grofiere
Faserdurchmesser in den Gruppen der 10 mg- und 100 mg-Dosierung gegeniiber der
ovariektomierten Gruppe. Die berechneten Verhdltniswerte zum Korpergewicht
unterstrichen diese Aussage, da hierbei auch die nicht ovariektomierte Gruppe
signifikant grofdere Werte als die ovariektomierte Versuchsgruppe aufzeigte.
Die gemessenen Faserdurchmesser der Muskeln gastrocnemius und longissimus zeigten
sehr dhnliche Ergebnisse. Beim M. gastrocnemius erwiesen sich die Gruppen Baicalein-
1 mg und Baicalein-100 mg beziiglich der Typ-1-Muskelfasern und die Gruppe Baicalein-
10 mg bei den Typ-2A-Muskelfasern am aussagekraftigsten erhoht im Vergleich zu den
Kontrollgruppen.

Der M. longissimus zeigte die deutlichste Faserdurchmesserzunahme bei den Typ-1A-
und 2A-Fasern der Gruppe Baicalein-10 mg. Nach Auftragen gegen das entsprechende
Korpergewicht konnte hier ebenso ein signifikant erh6hter Faserdurchmesser der NON-
OVX- gegeniiber der OVX-Gruppe nachgewiesen werden.

Bezliglich der Muskelfaserflichen zeigten sich beim M. soleus Signifikanzen der
Baicalein-10 mg und Baicalein-100 mg-Gruppe gegeniiber der OVX-Gruppe. Diese
konnten im Verhaltnis zum Koérpergewicht beibehalten werden und bei der Baicalein-
100 mg auch im Verhaltnis zum Muskelgewicht. Die Werte fiir Flachen von Typ-1- und
Typ-2A-Fasern des M. gastrocnemius erwiesen sich ebenfalls bei der mittleren und
hochsten Baicaleindosierung als signifikant grofder, hier allerdings nur verglichen mit
der NON-OVX-Gruppe. Bei den Typ-2A-Fasern zeigten zudem die Baicalein-1 mg und
Baicalein-100 mg-Gruppe tendenziell grofiere Flichenwerte als die NON-OVX-Gruppe.
Die Flaichenwerte des M. longissimus stellten sich wiederum in der Baicalein-10 mg-
Gruppe signifikant grofder gegeniiber der OVX-Gruppe dar. Des Weiteren konnten beim
M. longissimus die Aussagen durch signifikant grofiere Flachen der NON-OVX gegeniiber
der OVX-Gruppe unterstrichen werden. Diese Ergebnisse bekraftigen die Annahme,
dass Baicalein, vor allem in 10 mg- bis 100 mg-Dosierung einer Skelettmuskelatrophie
entgegenwirkt.

Die Verhéltnisse der verschiedenen Muskelfasertypen beim M. longissimus waren
eindeutig zugunsten der Typ-2A-Muskelfasern verschoben. Diese waren entgegen der
eigentlich erwarteten Abnahme unter Ostrogenmangel in der Baicalein-10 mg-Gruppe
am hochsten. Die Auswertung der Verhaltnisse der unterschiedlichen Muskelfasertypen
konnte somit ebenfalls die Hypothese erharten, dass Baicalein eine Sarkopenie mit
entsprechendem fast-to-slow fibre type shift [Ciciliot et al. 2013] positiv beeinflusst.

Die Ergebnisse fiir die Serumparameter unterstreichen die gemachten Aussagen, wobei

die Kreatinkinase einen signifikanten Effekt zeigte. So waren die Kreatinkinasewerte im

Serum der Baicalein-100 mg-Gruppe signifikant niedriger als die der NON-OVX- und
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OVX-Gruppen, was moglicherweise auf einen protektiven Effekt des Baicaleins auf die
Muskelzellen hindeutet.

Als Fazit dieser Arbeit ldasst sich zusammenfassen, dass Baicalein entsprechend den
aufgefiihrten Ergebnissen einen positiven Effekt auf die Atrophie des Skelettmuskels,
wie sie unter Ostrogenmangel auftritt, zu haben scheint. Gegenstand nachfolgender
Arbeiten konnte die Applikationsform und genaue Dosierung des Baicaleins sein.
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Tabelle 3: Korpergewichte zu Versuchsbeginn, Osteotomie und Tétung in Gramm

NON-OVX | OVX Baicalein | Baicalein | Baicalein
1 2 3
Versuchs | 265,1 273,9 272,5 261,2 265,2
-beginn
SD 16,5 18,6 11,1 13,7 14,6
Osteo- 306,5 383,5 387,1 370,0 355,0
tomie
SD 25,4 36,5 34,1 28,7 19,4
Totung 311,1 349,7 # 344,6 340,9 336,4
SD 10,4 47,8 17,0 30,0 22,3
# signifikant vs. NON-OVX
Tabelle 4: Gewichte des M. gastrocnemius in Gramm
NON- | OVX | Baicalein1 | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
Muskelgewicht | 1,55 1,81 | 1,83 1,64 1,45
SD 0,34 0,37 10,24 0,51 0,50
Tabelle 5: Gewichte des M. soleus in Gramm
NON- | OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx
Muskelgewicht | 0,14 0,14 | 0,14 0,15 0,15
SD 0,01 0,03 | 0,02 0,03 0,03
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Tabelle 6: Uterusgewichte in Gramm

NON- | OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx

Uterusgewicht | 0,64# | 0,11 | 0,10 0,14 0,15

SD 0,16 0,02 | 0,01 0,04 0,03

# signifikant vs. allen iibrigen Gruppen

Tabelle 7: Verhdtnisse von Kapillaren zu Muskelfasern beim M. soleus

NON- | OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovX

Kapillaren/MF | 1,09 1,09 | 1,44#* 1,56#* 1,65#*

auf 0,5 mm?

SD 0,09 0,12 | 0,20 0,30 0,20

# signifikant vs. NON-OVX, * signifikant vs. OVX

Tabelle 8: Mittelwerte der Verhaltnisse von Kapillaren zu Muskelfasern beim

M. gastrocnemius

NON- | OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
Kapillaren/MF | 0,95 1,05 | 1,34# 1,27# 1,47#*
auf 0,5 mm?
SD 0,09 0,12 | 0,15 0,23 0,13

#signifikant vs. NON-OVX und OVX; *signifikant vs. Baicalein2
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Tabelle 9: Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfasern M. longissimus

NON- | OVX | Baicalein1 | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
Kapillaren/MF | 0,91 0,95 | 1,11# 1,444#* 1,34#*
auf 0,5 mm?
SD 0,13 0,07 |0,18 0,13 0,14

#signifikant vs. NON-OVX und OVX; *signifikant vs. Baicalein1

Tabelle 10: Muskelfaserdurchmesser beim M. soleus
NON- ovX Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
DMin | 62,83 56,11 63,19 65,00# 67,07#
pm
SD 5,82 3,22 3,54 8,63 8,31
#signifikant vs. OVX
Tabelle 11: Muskelfaserflichen im M. soleus
NON- ovX Baicalein1l | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
FlacheMF | 3161 2511 3184 3408# 3630#
in pm?
SD 571 268 358 886 831

#signifikant vs. OVX
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Tabelle 12: Relationen von Muskelfaserdurchmesser zum Muskel- und Kérpergewicht

beim M. soleus

NON- ovX Baicalein1l | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx

DMMF/ | 0,21# 0,16 0,18 0,194 0,20#

KG in

pm/g

SD 0,02 0,02 0,01 0,02 0,03

DM MF/ | 0,44 0,42 0,46 0,46 0,57

MG in

mm/g

SD 0,05 0,08 0,08 0,06 0,25

#signifikant vs. OVX

Tabelle 13: Relationen von Muskelfaserfliche zum Korper- und Muskelgewicht beim
M. soleus
NON- ovXx Baicalein1l | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
Flidche 10,46# | 7,133 9,212 10,15# 10,58#
MF / KG
in pm?/g
SD 2,053 09166 | 1,094 2,309 2,458
Fliche 22,01 18,58 23,27 24,05 29,31#
MF / MG
in
mm?2/g
SD 4,145 2,857 4,781 3,077 10,48

#signifikant vs. OVX
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Tabelle 14: Muskelfaserdurchmesser beim M. gastrocnemius
NON- ovX Baicalein1l | BaicaleinZ | Baicalein3
ovX
DM 42,25 45,85 46,68 50,07# 48,95#
Typ1l MF
in pm
SD 3,88 2,41 4,89 5,85 4,65
DM 68,72 72,56 74,46 80,55* 75,37
Typ2A
MF in
pm
SD 7,40 5,03 6,15 12,23 5,469
DM 53,52 53,81 55,74 58,07 54,23
Typ2B
in pm
SD 7,98 5,20 5,92 6,08 3,06

#signifikant vs. NON-OVX; *signifikant vs. NON-OVX
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Tabelle 15: Muskelfaserflaichen im M. gastrocnemius

NON- | OVX Baicalein1 | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
FlicheTyp1- 1437 | 1700 | 1768 2029# 1932#
MF in pm?2
SD 256 187 392 445 366
FlicheTyp2A- | 3796 | 4208 | 4458 5273# 4547
MF in pum?2
SD 809 587 745 1432 615
FlicheTyp2B- | 2339 | 2329 | 2515 2731 2361
MF in pm?
SD 720 433 535 512 265

#signifikant vs. NON-OVX
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Tabelle 16: Relationen von Muskelfaserdurchmesser zum Muskel- und Kérpergewicht
beim M. gastrocnemius

NON- ovXx Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx

DM 0,14 0,13 0,14 0,15 0,14
Typ1/KG

in pum/g

SD 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01
DM 0,18 0,15 0,16 0,17 0,16
Typ2A/KG

in um/g

SD 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01
DM 0,22 0,21 0,22 0,24 0,22
Typ2B/KG

in um/g

SD 0,03 0,03 0,02 0,04 0,02
DM 28,14 | 26,50 | 26,12 33,03 40,01
Typ1l/MG

in um/g

SD 4,92 6,31 5,56 9,16 20,65
DM 35,65 |31,06 (31,16 38,65 44,58
Typ2A/MG

in pm/g

SD 7,36 8,01 6,34 11,64 25,86
DM 45,54 |41,58 [41,39 52,32 60,51
Typ2B/MG

in pm/g

SD 6,77 8,82 6,13 11,38 30,64
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Tabelle 17: Relationen von Muskelfaserflachen zu den Kérper- und Muskelgewichten

beim M. gastrocnemius

NON- | OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovX
FlacheTyp1/KG | 4,75 | 4,84 |5,12 6,08 5,61
in um?/g
SD 083 |067 |1,18 1,33 1,08
FlacheTyp2A/KG | 7,73 | 6,61 | 7,28 8,16 6,85
in um?/g
SD 239 132 |161 1,42 0,72
FlacheTyp2B/KG | 12,56 | 11,99 | 12,89 15,76# 13,20
in um?/g
SD 2,79 |210 |217 4,07 1,74
FlacheTyp1/MG | 0,94* | 0,98* | 0,99* 1,29 1,54
inmm?/g
SD 0,17 (0,26 0,32 0,21 0,67
FlacheTyp2A/MG | 1,54 (1,34 |1,41 1,77 1,98
in mm2/g
SD 045 (037 (042 0,44 1,06
FlacheTyp2B/MG |2,47* |2,38*% |2,47* 3,27 3,51
in mm2/g
SD 0,37 (0,44 (0,47 0,38 1,49
#signifikant vs. OVX; *signifikant vs. Baicalein3;
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Tabelle 18: Muskelfaserdurchmesser beim M. longissimus

NON- ovX Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx
DM 48,54# | 47,54# | 49,28# 54,18 50,57
Typ1l
MF in
pm
SD 2,04 3,37 2,99 2,37 2,57
DM 77,55# | 74,81# | 82,21 86,74 80,88
Typ2A
MF in
pm
SD 5,03 7,57 7,27 3,88 6,22
DM 54,82 53,31 54,13 58,59 53,88
Typ2B
in pm
SD 5,98 5,35 5,39 4,39 3,48

#signifikant vs. Baicalein2
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Tabelle 19: Muskelfaserflachen im M. longissimus
NON- ovX Baicalein1 | Baicalein2 | Baicalein3
ovx
Fliche 1883# | 1809# | 1941# 2339 2038#
Typ1-MF
in pm?
SD 158 256 229 201 207
Fliche 4789# |4514# | 5398 5974 5206
Typ2A-
MF in
pm?
SD 629 903 949 530 811
Flidche 2425 2280 2376 2763 2315
Typ2B-
MFinpum?2
SD 556 462 526 424 296

#signifikant vs. Baicalein2
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Tabelle 20: Verhaltnis von Muskelfaserdurchmesser und Kérpergewicht beim M.

longissimus
NON- | OVX Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx
DM 0,16 0,13#* | 0,14# 0,16 0,144
Typ1/KG
in pm/g
SD 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
DM 0,18# | 0,15#* | 0,15%* 0,17 0,15#
Typ2A/KG
in pm/g
SD 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
DM 0,25 0,21#* | 0,23 0,26 0,23
Typ2B/KG
in um/g
SD 0,01 0,03 0,02 0,02 0,02

#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. NON-OVX
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Tabelle 21: Relationen von Muskelfaserflaichen zum Kérpergewicht beim M. longissimus

NON- | OVX Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx
FlicheTyp1/KG | 6,22 | 5,16#* | 5,61# 7,11 5,87#
in pm?/g
SD 0,47 0,96 0,72 0,78 0,50
Flache 8,01 |6,51 6,86 8,41 6,67
Typ2A/KG
in pm?/g
SD 1,76 1,59 1,48 1,44 0,73
Fliache 15,83 | 12,95# | 15,58 18,19 15,07
Typ2B/KG
in um2/g
SD 2,02 3,35 2,59 2,15 2,57

#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. NON-OVX
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Tabelle 22: Verhaltnisse verschiedener Fasertypen im M. longissimus in Prozent am
Gesamtfaseranteil pro 1 mm?2

NON- OVX | Baicaleinl | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx
Anteil Typ1l | 23,93 23,76 | 24,25 21,10 22,94
MF/Summe
aller Fasern
in %
SD 3,25 5,23 3,31 2,45 2,04
AnteilTyp2A | 51,87# | 58,48 | 53,91 60,04 57,89
MF/Summe
aller Fasern
in %
SD 4,55 6,79 9,23 3,97 2,65
AnteilTyp2B | 24,20* | 17,72 | 18,20 19,53 19,26
MF/Summe
aller Fasern
in %
SD 4,53 3,17 1,96 3,39 1,66

#signifikant vs. Baicalein2; *signifikant vs. OVX, Baicalein1,Baicalein2,Baicalein3
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Tabelle 23: Ergebnisse der Serumparameter

NON- | OVX Baicalein1 | Baicalein2 | Baicalein3
ovXx
Kreatinkinase | 4911# | 5069# | 3931 3680 1727
im Serum
inU/1
SD 2007 3014 993 1374 662
Calcium 2,28 2,11 2,21 2,28 2,19
im Serum
in mmol/1
SD 0,14 0,13 0,18 0,31 0,17
Magnesium 0,80 0,75 0,84 0,87 0,77
im Serum
in mmol/1
SD 0,07 0,05 0,08 0,12 0,08

#signifikant vs. Baicalein3
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