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1 Einleitung

1.1 Kontext und Zielsetzung

Osteoporose ist eine weit verbreitete systemische Skeletterkrankung, die durch
eine erhohte Knochenfragilitdt mit einhergehender Frakturneigung definiert ist
(Consensus Development Conference 1993). Im Wesentlichen als postmenopau-
sale Erkrankung erforscht, wurde die mannerbetreffende Osteoporose lange
vernachldssigt, wobei 17 % der iiber 70-jahrigen Minner an Osteoporose

erkrankt sind (Scheidt-Nave et al. 1997).

Bemerkenswert ist die Assoziation von Osteoporose mit Sarkopenie (Monaco et
al. 2011; Verschueren et al. 2013). Sarkopenie beschreibt eine generalisierte
Erkrankung der Skelettmuskeln, einhergehend mit einem Riickgang der Muskel-
masse und/oder -qualitit, sowie der korperlichen Kraft (Cruz-Jentoft et al. 2019).
Die sich daraus ergebende Beeintriachtigung des muskuloskelettalen Systems hat
nicht nur eine Potenzierung der Frakturneigung (Adler 2014), sondern dariiber
hinaus auch eine Minderung der Lebensqualitit (Jahelka et al. 2009; Adachi et
al. 2010) sowie zukiinftig deutlich steigende sozio-okonomische Belastungen fiir

die Gesellschaft zur Folge (Bleibler et al. 2013).

Unter anderen nimmt das Steroidhormon Testosteron eine zentrale Rolle fiir die
Gesundheit des muskuloskelettalen Systems ein. Es ist aber auf Grund seiner
moglichen Nebenwirkungen, wie beispielsweise der Begiinstigung von Erkran-
kungen der Prostata oder kardiovaskuldren Ereignissen, therapeutisch kritisch

zu sehen (Gruenewald und Matsumoto 2003; Basaria et al. 2010).

Mit selektiven Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs) ist eine neue, potentiell
nebenwirkungsarme Substanzgruppe Gegenstand der derzeitigen Forschungen
und konnte eine Therapieoption fiir Osteoporose und Sarkopenie bieten

(Omwancha und Brown 2006). Speziell die Erforschung der Substanz Enobosarm



lieferte bisweilen vielversprechende Ergebnisse (Dalton et al. 2011; Dobs et al.

2013; Crawford et al. 2016).

Im Kontext dieser Erkenntnisse untersucht diese experimentelle Arbeit am
Modell der orchiektomierten Ratte, welchen Einfluss der SARM Enobosarm auf
die mit Osteoporose assoziierte Sarkopenie nehmen kann. Dafiir wurden
folgende Parameter anhand der Mm. longissimi, gastrocnemii und solei erhoben
und mit denen von Kontrollgruppen verglichen: die Ratio von Typ-1- zu Typ-2-
Muskelzellen, die Muskelzellquerschnittsflichen und -aquivalentdurchmesser
sowie die Kapillardichte. Dariiber hinaus wurde das Gewicht von Prostata und M.
levator ani ermittelt. Das Gewicht des M. levator ani dient als Indikator fir die
anabole Wirkung der Therapien. Das Gewicht der Prostata dient hingegen als
Indikator fiir die androgene Wirkung der Therapie. Beide Parameter werden
dariiber hinaus zur Erfolgsbestiatigung der Orchiektomie eingesetzt (Eisenberg
und Gordan 1950; Hershberger et al. 1953). Zur Beurteilung von etwaiger
Muskelzellschadigung wurde die Aktivitat der Kreatinkinase im Serum bestimmt

(Lang 2013).

1.2 Muskulatur

Die vorrangige Eigenschaft von Muskelzellen ist ihre Kontraktionsfahigkeit.
Grundlegend dafiir ist die Umwandlung von chemischer Energie in mechanische
Arbeit. Die Kontraktionsfahigkeit ist wesentlich fiir den Erhalt des Lebens und
hat facettenreiche Funktionen. Beispiele hierfiir sind die Herzkontraktion, die
Atmung, die Regulierung des Kreislaufes sowie die Stabilisierung und Bewegung
des Korpers (Welsch und Deller 2010).

Von den verschiedenen existierenden Muskelgewebsarten ist fiir die hier vorlie-
gende Arbeit die willkiirlich innervierbare Skelettmuskulatur von besonderem
Interesse, da sie einen wesentlichen Teil des menschlichen muskuloskelettalen
Systems ausmacht und am Modell der orchiektomierten Ratte an den Mm. lon-

gissimi, gastrocnemii und solei stellvertretend untersucht wird. Dariiber hinaus



spielen andere Muskelgewebsarten beziiglich der im Folgenden besprochenen

Pathologien eine untergeordnete Rolle und werden hier nicht weiter behandelt.

1.2.1 Anatomische und histologische Grundlagen
1.21.1 Embryologie der Skelettmuskulatur

Embryologischer Ursprung der Skelettmuskulatur sind Mesodermzellen, welche
den entsprechenden Dermomyotomen der Somiten, dem Schlundbogen oder
dem priachordalen Mesoderm entstammen. Als Ausnahme zu diesen Zellur-
spriingen ist die Irismuskulatur zu erwdahnen, welche ektodermalen Ursprungs
ist. Die Myogenese beginnt mit noch einzelligen, sich elongierenden Myoblas-
ten, welche sich weiter zu mehrkernigen Myotuben vereinen. Die Myotuben
nehmen im Verlauf weitere Myoblasten auf und die Zellkerne werden nach
peripher verlagert. So entsteht der notwendige Platz fiir den kontraktilen Appa-
rat. Erst innerhalb dieser Synzytien werden dann Myofilamente gebildet, welche
mafdgeblich fiir den Aufbau der Sarkomere (siehe 1.2.2) und letztendlich fiir die
Kontraktionsfahigkeit der Muskelfaser sind.

Das Endomysium umgibt die Skeletmuskelfasern und besteht aus retikuldren Fa-
sern, welche der muskeleigenen Basallamina entspringen. Perimysium und
Epimysium sind hingegen fibroblastaren Ursprungs. Fast alle Skelettmuskelfa-
sern entwickeln sich prae partum, die restlichen tiberwiegend vor Abschluss des
ersten Lebensjahres. Zur Unterstiitzung der Regeneration und des Wachstums
liegen den reifen Fasern innerhalb der Basallamina Satellitenzellen an. Dieser
Zelltypus entspricht ruhenden Myoblasten mit Stammzellcharakter (Moore und

Persaud 2007).
1.2.1.2 Die Skelettmuskulatur

Ein Skelettmuskel setzt sich aus bis zu 5 cm langen und zwischen 10 ym und
100 um dicken Muskelfasern zusammen. Etwa 100 dieser Muskelfasern bilden
zusammen eine Funktionseinheit - das Primérbiindel. Aus diesen besteht wiede-

rum das Sekundarbiindel. Die Primarbiindel werden durch das kollagenfaserige



Perimysium internum und die Sekundarbiindel durch das Perimysium externum
voneinander abgegrenzt. Ein Muskel entspricht der Anzahl Sekundarbiindeln,
welche von einem Epimysium umgeben werden. Das Epimysium geht schliefSlich
in die Muskelfaszie tiber.

Leitungsbahnen treten via Area nervovasculosae in den Muskel {iber und ziehen
tiber das Perimysium externum in die Tiefe. Im Endomysium schliefst sich ein
Kapillarnetz an. Die Kapillaren sind schlingenformig konfiguriert und so in der
Lage, unterschiedliche Langenzustande der Muskelfasern zu tolerieren.

Die neuronalen Afferenzen der Skelettmuskulatur entstammen dem somati-
schen Nervensystem, welche iiber Motoneuronen im Riickenmark und ihre
entsprechenden motorischen Endplatten fiir die Initiation der Kontraktion
sorgen. Die Kontraktionskraft resultiert sowohl in Bewegung als auch in Stabili-
sierung der Zielkorper. In den meisten Fillen wird die Kontraktionskraft durch
tendinose Insertion an den jeweiligen Zielkorpern iibersetzt. Das Ausmafs der
Kontraktionskraft eines Muskels wird tiber die variable Anzahl innervierter
motorischer Einheiten gesteuert. Eine motorische Einheit kann sich aus weniger
als 100 bis zu tiiber 1000 Muskelfasern und jeweils einem dazugehorigen
Motoneuron zusammensetzen (Welsch und Deller 2010; Liillmann-Rauch und

Asan 2015).
1.2.1.3 Die Muskelfaser

Der Muskel wird gemeinhin auch als Fleisch bezeichnet. Somit verwundert es
nicht, dass die histologische Terminologie der Muskelfaser zu Teilen von der alt-
griechischen Vokabel fiir Fleisch, sarx, abgeleitet ist (Gemoll et al. 2000). Bei-
spiele fiir auf sarx zuriickgehende Termini sind das besonders bewegungsstabile
Sarkolemm (die Plasmamembran), das sarkoplasmatische Retikulum, wichtig fiir
die intrazelluldre Calciumversorgung, sowie das Sarkoplasma. Neben den bis zu
hunderten Kernen einer Muskelfaser sind auch die Mitochondrien in besonders
grofSer Zahl vorhanden, um den erhohten Energiebedarf dieses Zelltyps zu de-

cken.



Der Terminus Myofibrille beschreibt eines von vielen kontraktilen Elementen ei-
ner Muskelzelle. Die Myofibrillen erstrecken sich iiber die ganze Lange der Faser
und bilden in ihrer Gesamtheit den kontraktilen Apparat. Lichtmikroskopisch
fallt eine regelmafSige und sich ebenfalls iiber die gesamte Muskelfaser erstre-
ckende Querstreifung auf. Mit Hilfe eines Polarisationsmikroskops lassen sich
im langsgeschnittenen Muskelpraparat verschiedene Banden identifizieren
(Abbildung 1). Die dunkle A-Bande bleibt wahrend der Kontraktion konstant,
wohingegen sich die hellere I-Bande verkiirzt und in die A-Bande hineingleitet.
Die A-Bande ist mittig durch eine hellere H-Zone geteilt, in deren Mitte wiede-
rum ein schmaler dunklerer M-Streifen liegt. Die I-Bande wird durch die Z-Linie
halbiert. Die Strecke zwischen zwei Z-Linien definiert die funktionelle Einheit
der Myofibrillen — das Sarkomer. Ein Sarkomer ist in relaxiertem Zustand etwa
2,2 um lang und bildet, teils zu Tausenden, eine Myofibrille (Welsch und Deller
2010; Liillmann-Rauch und Asan 2015).

Sarkomer

—
-
==

I
—t
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Sarkomers mit Anordnung der Myofilamente in re-
laxiertem Zustand; eigene Abbildung (nach Lillmann-Rauch und Asan 2015); I: isothrophe
Bande, A: anisothrophe Bande, H: Hensen-Zone, M: Mittelstreifen, Z: Zwischen-Linie; die Ver-

wendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Thieme-Verlags

1.2.2 Physiologische und biochemische Grundlagen

Sarkomere sind iiberwiegend aus Myofilamenten aufgebaut. Die Proteine Myo-

sin, Aktin und Troponin sind wesentliche Bestandteile der Myofilamente und



spielen eine entscheidende Rolle im Kontraktionsablauf. Zu Beginn der Kontrak-
tion breitet sich ein Aktionspotential, von der motorischen Endplatte kommend,
tiber das Sarkolemm aus. Dies fiihrt zu einer intrazellularen Calcium-Ausschiit-
tung (Ca*) aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum. Die Bindung von Ca?*" an
Troponin C wirkt via Aktin auf die Adenosintriphosphatase (ATPase) des Myo-
sins. Unter Verbrauch des Energietragers Adenosintriphosphat (ATP) gleiten die
sich tiberlappenden Aktin- und Myosinfilamente um etwa 4-10 nm pro Zyklus in
entgegengesetzter Richtung und das Sarkomer verkiirzt sich. Die Umwandlung
von chemischer Energie in mechanische Verkiirzung fiihrt also zur Kontraktion.
Solange die Ca?* -Konzentration entsprechend hoch ist, wiederholen sich diese
Zyklen bis hin zu einer Sarkomerverkiirzung von 10-30 %. Die Ca?*"- Mg*-ATP-
asen in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums und die sarcoplas-
mic/endoplasmic reticulum calcium ATPase pumpen schliefRlich die Ca-Ionen in
ihr Reservoir zuriick und es kommt zur Relaxation (Welsch und Deller 2010; Lang

2013; Liillmann-Rauch und Asan 2015).

1.2.3 Klassifizierung der Skelettmuskelzellen

Die Skelettmuskulatur ist grundsatzlich in Fasern der Arbeitsmuskulatur, auch
extrafusale Fasern, und Fasern der Muskelspindeln, auch intrafusale Fasern, zu
unterteilen. Muskelspindeln fungieren als Dehnungsrezeptoren, welche
Langenanderungen des Muskels detektieren. Gleichzeitig kann deren Linge und
Spannung efferent gesteuert und so die Rezeptorempfindlichkeit beeinflusst
werden. Den Propriorezeptoren zugehorig, schiitzen die Muskelspindeln den
Muskel vor einer Uberdehnung durch auslosen eines Muskelreflexes mit konse-
kutiver Verkiirzung. Ein klassisches Beispiel hierfiir ist der Patellarsehnenreflex.
Die intrafusalen Fasern kommen insgesamt in verhaltnismafdig niedrigerer
Anzahl vor. Sie verlaufen parallel zu den Fasern der Arbeitsmuskulatur und ha-
ben einen Durchmesser von 5-20 pm.

Die Arbeitsmuskulatur kann innerhalb von Millisekunden kontrahieren und wie-

der relaxieren. Man spricht deshalb auch von twitch fibres (engl.), was so viel wie



Zuckungsfasern bedeutet. Zuckungsfasern sind fahig, tiber ihre Membran ein
Aktionspotential mit einer Geschwindigkeit von etwa 5 m/s fortzuleiten. Diese
Geschwindigkeit wiirde langere Fasern dahingehend limitieren, dass sie sich
nicht synchron kontrahieren konnten. Die Nervenleitgeschwindigkeit hingegen
ist mit etwa 50 m/s deutlich hoher. Angesichts dieser Geschwindigkeitsdifferenz
lasst sich nachvollziehen, warum langere Fasern von mehreren motorische End-
platten versorgt werden.

Von den Zuckungsfasern werden die Tonusfasern unterschieden. Diese sind
jedoch nicht im Stande ein Aktionspotential iiber ihre Membran fortzuleiten.
Deshalb sind sie synaptisch reich versorgt. Daraus resultiert allerdings eine
eingeschrinkte Kontraktionsgeschwindigkeit. Man findet Tonusfasern unter
anderem in Muskelspindeln oder den aufSeren Augenmuskeln vor.

Die Zuckungsfasern lassen sich auf Grund ihrer Zuckungseigenschaften in
weitere Typen unterteilen. Langsam zuckende Fasern werden als Typ-1-Fasern
bezeichnet. Dieser Begriff beschreibt Fasern, die normale Halte- und
Bewegungsfunktionen erfiillen. Damit diese Dauerleistung gewahrleistet werden
kann, sind Typ-1-Fasern reich an Mitochondrien. Der Energiebedarf wird also
weitestgehend durch oxidative, also aerobe Prozesse, gedeckt (Tabelle 1). Hier-
fiir dienen Fetttropfen als Energiespeicher. Um den Sauerstoffbedarf zu decken,
ist die intrazellulare Proteinkonzentration des sauerstoffbindenden Myoglobins
adaquat hoch. Typ-1-Fasern imponieren deswegen farblich rot. In Muskeln mit
ausgepragter Haltefunktion iiberwiegt die Anzahl der Typ-1-Fasern.

Schnell zuckende Fasern werden als Typ-2-Fasern bezeichnet. Thre wesentliche
Funktion liegt in schnellen, kurzen und kraftvollen Kontraktionen. Typ-2-Fasern
haben einen niedrigen Myoglobingehalt, sind deswegen heller und werden als
weifSe Muskelfasern bezeichnet. Die Kontraktionsgeschwindigkeit ist zwischen
zwei bis viermal grofier als die der roten Muskulatur. Es verwundert also nicht,
dass die Leistung schneller erschopft ist und bis zu dreimal mehr Energie bedarf,

als die der Typ-1-Fasern. Die benotigte Energie wird grofStenteils aus anaerober



Glykolyse gewonnen. Die dafiir notige Glukose wird von den Fasern in Form von
Glykogen gespeichert.

Dariiber hinaus konnen Muskelfasern histochemisch unterschieden werden.
Dabei spielt der Nachweis von Enzymen mittels spezieller Firbemethoden (siehe
2.4) eine wichtige Rolle. Allen voran ist die Myosin-ATPase-Reaktion zu nennen.
Diese kann zur Unterscheidung herangezogen werden, weil die Myosin-ATPasen
der Fasertypen heterogen sind und unter alternierenden pH-Bedingungen ver-
schieden reagieren. Zum Beispiel reagieren die Typ-2-Fasern bei einem alkali-
schen pH-Wert von 10,4 positiv und stellen sich dunkel dar. Der gleiche Fasertyp
zeigt aber bei einem pH-Wert von 4,3 eine Sdaurelabilitit, reagiert infolgedessen
negativ und stellt sich hell dar. Das Reaktionsverhalten der Typ-1-Fasern zeigt
sich unter Einfluss der oben genannten pH-Werte genau gegensatzlich. Wenn
man nun den pH-Wert auf 4,6 einstellt, reagieren nicht nur die Typ-1-Fasern
positiv, sondern auch ein Teil der Typ-2-Fasern. Diese Fasern werden als Typ-
2B-Fasern von den hier nichtreaktiven Typ-2A-Fasern unterschieden.
Ergidnzend gibt es einen kleinen Teil von Muskelfasern, die sich histochemisch
intermedidr zeigen, da sie Myosine der Typ-1- und Typ-2-Fasern innehaben.
Man spricht von Typ-C-Fasern oder Typ-AB-Fasern.

Auf molekularer Ebene lassen sich die Muskelfasertypen schliefilich noch weiter
differenzieren. Die Untersuchung eines Bestandteils des Myosins erbringt wei-
tere Information beziiglich des Muskelfasertyps. Dazu wird die schwere Kette,
engl. myosin heavy chain (MyHC), bestimmt (Drenckhahn 2008). Die Klassifizie-
rung der Muskelfasertypen anhand der MyHCs ist jedoch im Rahmen dieser Ar-

beit nicht relevant und soll hier nicht weiter behandelt werden.



Tabelle 1: Klassifizierung der Skelettmuskelzellen (Brooke und Kaiser 1970; Peter et al. 1972;
Drenckhahn 2008); SO: slow oxidative; FOG: fast oxidative-glycolytic; FG: fast glycolytic

Muskelzelltyp

Parameter Typ-1 Typ-2A Typ-2B
Kontraktionsgeschwindigkeit langsam schnell schnell
Aktivitat der Myosin-ATPase  mittel hoch sehr hoch
Ausdauer lang mittel kurz
Mitochondrien-Anzahl hoch hoch niedrig
Glykogenspeicher klein mittel grofs
Fettspeicher grofs mittel klein
Z-Streifen breit mittel schmal
MyHC MyHC-I(B) MyHC-Ila MyHC-IIx
Muskelfarbe rot rot weifS
Energiegewinnung aerob aerob/anaerob anaerob
weitere Klassifizierungen SO FOG FG

oxidativ intermediar glykolytisch

1.3 Sarkopenie

Der Terminus Sarkopenie lasst sich etymologisch folgendermafsen entschliis-
seln: Wie oben beschrieben, bedeutet sarx im Altgriechischen Fleisch. In der
griechischen Mythologie wird die Gottin der Armut Penia genannt. Gleichzeitig
wird Penia schlicht als Armut iibersetzt. Die Armut an Fleisch ist natiirlich heute

in wissenschaftlichem und klinischem Kontext keine ausreichende Definition.

Der Begriff wurde erstmalig vor mittlerweile drei Dekaden von Irwin H. Rosen-
berg vorgeschlagen und verwendet (Rosenberg 1989). Die anfanglich uneinheit-
lichen Definitionen der Sarkopenie zeigen mittlerweile klare Ahnlichkeiten
zueinander auf und machen eine klinische Anwendbarkeit des weltweit er-
worbenen Wissens moglich, was sich unter anderem in einer Integration in das

Klassifikationssystems ICD-10-CM wiederspiegelt (Vellas et al. 2018).
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Muscaritoli et al. definieren Sarkopenie als eine Verfassung, die durch Verlust an
Muskelmasse sowie an Muskelkraft charakterisiert ist. Obwohl Sarkopenie vor-
herrschend eine Erkrankung der alteren Bevolkerung ist, schliefSt diese Defini-
tion auch die Erkrankung junger Menschen mit ein. Zur Diagnosesicherung wird
vorgeschlagen, die gleichzeitige Prasens der beiden folgenden Kriterien zu
bestatigen. Erstens, eine Muskelmasse die mindestens zwei Standard-
abweichungen (SD) unter dem Durchschnitt einer vergleichbaren Gruppe junger
Erwachsener liegt. Und zweitens, eine auf vier Meter gemessene Gang-

geschwindigkeit von unter 0,8 m/s (Muscaritoli et al. 2010).

Morley et al. schlagen vor, den Ausdruck ,,Sarkopenie mit limitierter Mobilitat“
zu verwenden. Mit Hilfe der folgenden zwei Kriterien sollen Fille definiert
werden, die eine Therapie erfordern. Ein potentieller Muskelmassenverlust ist
ebenfalls nach oben genanntem Vorgehen zu beurteilen. AufSerdem erfiillt eine
Gehgeschwindigkeit von gleich oder weniger als 1 m/s oder eine Gehstrecke von
weniger als 400 m in sechs Minuten das zweite positives Kriterium (Morley et al.

2011).

Fielding et al. definieren Sarkopenie als ein komplexes Syndrom, wobei es zu
einem, mit dem Alter assoziierten, Massen- und Funktionsverlust der Skelett-
muskulatur kommt. Neben dem Muskelschwund kann es zu einem erhohten
Korperfettanteil kommen. Die Diagnosesicherung basiert hier auf einer Geh-
geschwindigkeit von unter 1 m/s und einer fettfreien Korpermasse unter der
20sten Perzentile, bezogen auf Werte gesunder junger Erwachsener (Fielding et

al. 2011).

Fiir Cruz-Jentoft et al. war Sarkopenie zunachst ein durch fortschreitenden und
generalisierten Skeletmuskelmassen- und Kraftverlust charakterisiertes Syn-
drom mit einem Risiko ungilinstiger Folgen, wie physische Behinderung,
verminderte Lebensqualitat und sogar Tod. Neuerdings wird jedoch der Verlust
an Muskelkraft als das priméare Definitionskriterium herangezogen, da dieser als
verlasslichster Parameter zur Evaluierung der Muskelfunktion erachtet wird und

besser als die Muskelmasse mit ungiinstigen Folgen der Erkrankung korreliert.
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Nach detektierter Muskelkraftverminderung fiihrt die Feststellung einer vermin-
derten Muskelmasse oder Muskelqualitat zur Diagnosesicherung. Wenn zusatz-
lich die korperliche Leistungsfahigkeit erniedrigt ist, sollte die Sarkopenie als
schwer eingestuft werden. Dariiber hinaus kann die Sarkopenie in primar, also
solitar altersbedingt, oder sekundar, also altersbedingt und/oder ein erkennbarer
spezifischer Ausloser der Sarkopenie, kategorisiert werden. Sarkopenie, welche
weniger als sechs Monate besteht, wird als akut und, welche mehr als sechs
Monate besteht, als chronisch subkategorisiert (Cruz-Jentoft et al. 2010; Cruz-
Jentoft et al. 2019).

Uber die Etablierung einer Definition hinaus bediirfen Themengebiete wie
Epidemiologie, Diagnostik und Therapie der Sarkopenie weiterer Diskussion und

Forschung.

Die European Working Group on Sarcopenia in Older People um Cruz-]Jentoft
untersuchte die Pravalenz von Sarkopenie riickblickend. Eine Untersuchung un-
ter Einbeziehung des Alters war auf Grund der Studienlage nicht moglich. Jedoch
lag das Alter, soweit es in den Studien angegeben war, zwischen 59,2 und 85,8
Jahren. Die Pravalenz fiir dltere Erwachsene liegt zwischen 1-29 %. Hingegen
weisen altere Menschen, die in Pflegeeinrichtungen leben, eine Krankheitshau-
figkeit von 14-33 % auf. Rund 10 % der alteren Menschen, die akut im Kranken-
haus versorgt sind, leiden an Sarkopenie. Die meisten Untersuchungen zeigten
im Ubrigem keinen signifikanten Priavalenzunterschied zwischen weiblichen und

mannlichen Untersuchten (Cruz-Jentoft et al. 2014).

Auch wenn die Atiologie der Sarkopenie bis dato weitestgehend unklar ist
(Lightfoot et al. 2014), sind dennoch einige Aspekte der Atiologie untersucht.
Beispielsweise kommt es im Alter zu einer Denervation von einzelnen Muskel-
fasern und damit einhergehender Reduktion von Typ-2-Fasern. Des Weiteren
kommt es zu einer verminderten Ausschiittung von Growth Hormone, welche
einerseits tiber seinen konsekutiv verminderten Effektor insulin-like growth fac-
tor-1 (IGF-1), zu einer generellen Muskelatrophie fiihrt und andererseits eine

verminderte Ca%*-Ausschiittung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und



12

somit eine verminderte Kontraktilitat nach sich zieht. IGF-1 ist ebenfalls ein
wichtiger Mediator des Muskel- und Knochenwachstums. So zum Beispiel als ein
Gegenspieler des Muskelwachstum hemmenden Proteins Myostatin. IGF-1 ist
weiter in der Lage, den fiir die Proteinsynthese und die Verzogerung des
Proteinabbaus wichtigen PI(3)/Akt-Pfad zu aktivieren. Diese Kaskade reguliert
die Glukoseaufnahme des Skelettmuskels. Eine Signalverminderung hat folglich
mehr Einfluss auf die Atrophie glykolytischer Typ-2-Fasern als auf die von
oxidativen Typ-2-Fasern (Tarantino et al. 2013). Ein Konzentrationsabfall von
Ostrogen oder Testosteron scheint ebenfalls einen wichtigen Part im Entste-
hungsprozess der Krankheit zu spielen (Baumgartner et al. 1999; Morley et al.

2011; Terracciano et al. 2013).

Um Sarkopenie suffizient, im Sinne von Diagnosekriterien, beurteilen zu kon-
nen, gibt es eine Reihe von Methoden. Die Bestimmung der Muskelmasse kann
durch bildgebende Verfahren wie Computertomographie, Magnet Resonanz
Tomographie, Sonographie oder Dual-energy X-ray absorptiometry (DXA)
geschehen. Die Bioelektrische Impendanzanalyse, als nicht bildgebendes Ver-
fahren, stellt eine weitere diagnostische Alternative dar, wobei die Aussagekraft
der Messergebnisse aufgrund verschiedener Variablen kritisch betrachtet
werden muss. Beispielsweise erfolgen die Konversionsrechnungen der primaren
Messergebnisse auf der Grundlage spezifischer Populationswerte, wobei diese
weltweit nicht ausreichend erhoben und in entsprechende Konversionsformeln
tibertragen sind. Auch variieren die Messergebnisse in Abhidngigkeit von Gerate-
hersteller sowie vom Hydratationsstatus des Patienten. Dariiber hinaus kann
eine Ermittlung des gesamten oder partiellen Korperkaliums in Bezug auf das
fettfreie Korpergewebe aufschlussreich sein (Cruz-Jentoft et al. 2010; Sergi et al.
2015; Reiss et al. 2016; Cruz-Jentoft et al. 2019). Es lasst sich vermuten, dass die
D3-Kreatinin-Verdiinnungsmethode, die auf der Messbarkeit markierten
Kreatinins basiert, als ein neues Diagnoseverfahren etabliert werden konnte
(Clark et al. 2014). Ebenfalls hat die Konzentrationsmessung des C-Terminal

Agrin Fragment, ein Baustein aus dem Bereich der elektromechanischen
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Kopplung, moglicherweise das Potential, die Diagnostikmoglichkeiten der Sar-
kopenie zu erweitern (Drey et al. 2013). Die Detektion von so genannten
Neoepitopen verspricht dariiber hinaus die Moglichkeit, das Fortschreiten einer

Sarkopenie zu diagnostizieren (Nedergaard et al. 2013).

Zur Beurteilung der Muskelkraft bietet die Erfassung des Handedrucks ein
probates Mittel und korreliert dariiber hinaus mit der Kraft der unteren Extremi-
taten (Lauretani et al. 2003). Chair stand test measures, also das zeitliche Objek-
tivieren des repetitiven Aufstehens von einem Stuhl ohne die Hilfe der Arme,
bietet ein weiteres addquates Diagnostikum. Auch die Kraftmessung der Knieex-
tension bzw. —flexion kann diagnostisch hilfreich sein, wobei diese sich auf
Grund von benotigten Messinstrumenten klinisch als nicht praktikabel erweist.
Cruz-Jentoft et al. schlagen weiter vor, die Short Physical Performance Battery zu
nutzen, um Balance, Kraft, Ausdauer und Gehgeschwindigkeit zu untersuchen.
Dabei wird die Fahigkeit des Stehens in verschiedenen Positionen, die Gehge-
schwindigkeit in m/s und das Aufstehen von und das Setzen auf einen Stuhl in
flinfmaliger Repetition beurteilt. Die solitare Untersuchung der Gehgeschwin-
digkeit hat an sich einen nicht zu vernachlassigenden prognostischen Wert
beziiglich Gesundheitsaspekten wie z.B. einer starken Mobilidtseinschrankung.
Zwei weitere Tests spielen in der Diagnostik von Sarkopenie eine Rolle. Der
Timed get-up-and-go-Test zeigt das Patientenverhalten beziiglich der
Bewegungsabfolge: von einem Stuhl aufstehen, gehen und sich wieder setzen.
AbschliefSend ist der Stair climb power-Test zu nennen, der aber nicht fiir die

klinische Verwendung, sondern nur fiir Forschungszwecke empfohlen wird.

Zusammenfassend empfehlen Cruz-Jentoft et al. folgende Diagnostik-Abfolge:
Zunichst die Verwendung des SARC-F-Fragebogens zur Evaluation einer mog-
lichen Sarkopenie. Fallt dieser positiv aus oder bei klinischem Verdacht sollte die
Stiarke des Handedrucks und chair stand test measures zur Ermittlung der Muskel-
kraft erfolgen. Zur Diagnosesicherung im Sinne der Feststellung einer erniedrig-
ten Muskelmasse sollten DXA und bioelektrische Impendanz-Messverfahren

sowie ggf. Magnetresonanz- und Computertomographie durchgefiihrt werden.
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Um schliefSlich die Schwere der Sarkopenie zu objektivieren stehen die verschie-
denen o.g. Tests zur Beurteilung der korperlichen Leistungsfahigkeit zur Verfii-

gung (Cruz-Jentoft et al. 2010; Cruz-Jentoft et al. 2019).

Die Beurteilung der Muskelqualitat wird hingegen fiir den klinischen Alltag nicht
empfohlen. Definiert ist diese unter anderem als Muskelkraft pro Muskelquer-
schnitt oder Muskelmasse (Roubenoff und Hughes 2000) sowie grundlegend
durch die mikroskopische oder makroskopische Beurteilung der Muskel-
komposition (McGregor et al. 2014). Hierfiir stehen unterschiedliche diagnosti-
sche Mittel, wie beispielsweise Magnetresonanz- oder Computertomographie
und die Sonographie, zur Verfligung, wobei bis dato eine Anwendung im klini-
schen Alltag in Ermangelung allgemeingiiltiger Empfehlungen nicht moglich ist
(Cruz-Jentoft et al. 2019).

Differentialdiagnostisch ist wichtig zu erwdahnen, dass die Sarkopenie nicht die
einzige mit Muskelmassenverlust assoziierte pathologische Entitat darstellt.
Dafiir beispielhaft sind Mangelernahrung und Kachexie. Im Zuge der Mangel-
erndihrung kommt es nicht nur zu der Verringerung von Muskelmasse, sondern
auch zur Abnahme der Korperfettmasse. Kachexie wird als multifaktorielles Syn-
drom verstanden, worunter es unter anderem zu ungewolltem Korpergewichts-
verlust, genauer dem Verlust von Muskelmasse als auch meist, aber nicht not-
wendigerweise, von Korperfettmasse kommt, welcher durch Erndhrungsmafs-
nahmen nicht aufgehoben werden kann und generell mit einer Inflammation
einhergeht (Evans et al. 2008, Leitlinie Terminologie in der klinischen Erndahrung
2013). Im Unterschied dazu ist fiir die Sarkopenie weder der Verlust von
Korperfettmasse noch das Auftreten eines entziindlichen Prozesses mafdgebend,
sondern ausschliefSlich der Verlust von Muskelkraft und Muskelmasse oder
-qualitat (Cruz-Jentoft et al. 2019). Es kann also gefolgert werden, dass kachek-
tische Patienten meist sarkopenisch sind, die meisten sarkopenischen Patienten
aber nicht kachektisch sind (Cruz-Jentoft 2013). Eine sorgfaltige Differential-
diagnostik ist unabdingbar, um addquate therapeutische MafSnahmen einleiten

zu konnen.
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Es gibt bis dato keine standardisierten Therapieschemata fiir Sarkopenie, aber
dennoch gewichtige Indizien fiir sinnvolle Interventionen. Die regelmaifSige
korperliche Ertiichtigung in Form von Widerstandstraining (z. B. Krafttraining)
allein (Scanlon et al. 2014) oder Kombinationstraining (zusatzliches Balance-,
Flexibilitdts- und Aerobic Training) liber einen Zeitraum von mehr als drei
Monaten (Goodpaster und Chomentowski 2008) hat einen positiven Effekt auf
korperliche Leistungsfahigkeit. Auch Muskelmasse und Muskelkraft werden
positiv beeinflusst, wobei der Einfluss auf die Muskelmasse weniger zuverlassig
ist. Die Studienlage zu ernahrungswissenschaftlichen Interventionen ist nicht
hinreichend. Die Supplementation von essentiellen Aminosauren (mit mindes-
tens 2,5 g Leucin) und 3-Hydroxy-3-Methylbuttersdure konnte einen positiven
Effekt auf oben genannte Muskelparameter haben (Cruz-Jentoft et al. 2014).
Klinisch anwendbare Medikamente sind derzeit nicht verfligbar, jedoch Gegen-

stand intensiver Forschung (Drescher et al. 2015).

AbschliefSend und fiir die hier vorliegende Arbeit von kontextualer Wichtigkeit
ist die Feststellung, dass dltere Manner (Durchschnittsalter 59,6 Jahre) mit Sar-
kopenie eine signifikant erniedrigte Knochendichte haben und einer erhohten
Wahrscheinlichkeit ausgesetzt sind, an Osteoporose zu erkranken (Verschueren

et al. 2013).

1.3.1 Zusammenhange von Sarkopenie und Osteoporose

Es ist offensichtlich, dass eine verminderte Funktionalitat der Skelettmuskulatur
und das Sturzrisiko eines Menschen zusammenhiangen. Nun kommt es bei einer
Sarkopenie nicht nur zu einer Abnahme der Muskelmasse, sondern auch zu einer
Verminderung von Kraft und Leistungsfihigkeit (Cruz-Jentoft et al. 2019).
Infolge der verminderten Knochendichte im Zuge einer Osteoporose und der da-
mit einhergehenden verminderten Knochenstabilitiat (Consensus Development
Conference 1993, S. 646, Leitlinie Osteoporose 2014), ergibt sich fiir den Patien-
ten ein erhohtes Frakturrisiko. Da die Sarkopenie mit der Osteoporose assoziiert

zu sein scheint (Monaco et al. 2011; Verschueren et al. 2013) und nichtvertebrale
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Frakturen sowie bei dlteren Madnnern auch vertebrale Frakturen (Freitas et al.
2008) am haufigsten sturzbedingt sind (Costa et al. 2013), stellt diese Kombina-
tion der beiden Erkrankungen eine reale gesundheitliche Gefihrdung im Sinne
einer erhohten Frakturneigung (Adler 2014) fiir den erkrankten Menschen dar.
Eine Osteoporose-assoziierte Fraktur hat nicht nur eine signifikante Reduktion
der Lebensqualitdat zur Folge (Jahelka et al. 2009; Adachi et al. 2010). Auch
soziookonomische Konsequenzen der manifesten Osteoporose sind nicht zu
vernachldssigen: Die finanzielle Belastung des Gesundheitssystems steigt im
Verhiltnis zu Kontrollgruppen im Folgejahr einer Osteoporose-assoziierten
Fraktur um das 2,2-3,5-Fache an (Budhia et al. 2012). Als Folge des demographi-
schen Wandels in Richtung einer durchschnittlich dlteren und insgesamt alter
werdenden Bevolkerung ist von einer zukiinftig steigenden finanziellen
Belastung des Gesundheitssystems auf Grund eines prognostizierten Anstiegs
der Osteoporose-assoziierten Frakturen auf mehr als das Doppelte bis zum Jahr

2050 auszugehen (Bleibler et al. 2013).

Die Entwicklung von diagnostischen Werkzeugen wie dem Fracture Risk Assess-
ment Tool, welches auch Menschen ohne verminderte Knochendichte miteinbe-
zieht, zeigt, dass eine verminderte Knochendichte die erhohte Frakturneigung
im Alter nicht allein erklaren kann (Kanis et al. 2010). Osteoporose-assoziierte
Frakturen sind das Resultat einer multifaktoriellen Entwicklung. Die Untersu-
chung sarkopenischer und nicht-sarkopenischer postmenopausaler Frauen
zeigte eine deutliche Assoziation von Sarkopenie, nicht nur mit Osteoporose,
sondern auch mit erhohtem Sturz- und Frakturrisiko (Sjoblom et al. 2013).
Binkley et al. sehen derart deutliche Parallelen zwischen Osteoporose und Sar-
kopenie, dass man von ein und derselben Erkrankung ausgehen konnte, die sich
an unterschiedlichen Manifestationsorten zeigt. Dariiber hinaus konnten die
beiden Krankheitsbilder begrifflich unter ,,Dismobilitats-Syndrom® vereint wer-

den (Binkley et al. 2013).

Eine grundlegende Theorie zum muskuloskelettalen System offeriert Frost unter

dem Terminus ,mechanostat®. Es wird davon ausgegangen, dass sich die
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Knochendichte u.a. in Abhdngigkeit von der biomechanischen Beanspruchung
der Muskeln verandert (Frost 1987; Frost 2003). Folglich konnte Sarkopenie bzw.
eine verminderte biomechanische Beanspruchung der Knochen die Entstehung
einer Osteoporose beglinstigen. Girgis bemerkt die Notwendigkeit von Therapie-
ansitzen, die auf das muskuloskelettale System als Ganzes zielen. Den
singularen Betrachtungsweisen von Sarkopenie und Osteoporose wird der
Begriff des muskuloskelettalen Alterns, also die konsensuelle Atrophie von

Muskel und Knochen, gegeniibergestellt (Girgis 2015).

Die hier vorliegende Arbeit unternimmt dementsprechend den Versuch, die
Moglichkeit eines allgemeineren Therapieansatzes auszuloten, indem die Aus-
wirkungen des SARMs Enobosarm auf die Skelettmuskulatur der Ratte erforscht

werden.

1.4 Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren

Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren sind Substanzen mit Affinitat zu dem
Androgenrezeptor. Infolge von Ligandenbindung kann es zu Genexpression, also
der Biosynthese von Proteinen (Shang et al. 2002) oder zu nicht-genomischen,
deutlich schnelleren Reaktion, kommen (Estrada et al. 2003). SARMs bieten the-
oretisch ein androgenes und anaboles Wirkprofil (Negro-Vilar 1999; Bhasin und
Jasuja 2009). Die Selektivitat dieser Substanzen begriindet sich aber in ihren Wir-
kungen, die sich auf bestimmte Zielgewebe limitieren. So sind deutliche Unter-
schiede von androgener und anaboler Wirkung untersucht und beschrieben
(Narayanan et al. 2008). Die deutlich reduzierten unerwiinschten androgenen
Arzneimittelwirkungen eroffnen im Gegensatz zu Steroidhormonen, wie z.B.
Testosteron, neue Therapieoptionen (Cilotti und Falchetti 2009). Als mogliche
klinische Einsatzbereiche sind verschiedene, mit dem Verlust von Muskelmasse
assoziierte Krankheiten zu nennen. Dazu zdhlen in erster Linie Krebserkrankun-
gen, terminales Nierenversagen, Osteoporose, Senilitit und Hypogonadismus

(Segal et al. 2006).
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SARMs konnen grundsitzlich in steroidal bzw. nicht-steroidal unterschieden
werden (Srinath und Dobs 2014). Nicht-steroidale SARMs werden weder von der
5-alpha-Reduktase zu Dihydrotestosteron noch von Aromatasen zu Estradiol
umgewandelt. Dies konnte beispielweise therapiebedingte Prostatahyperplasie
oder Gynakomastie vermeiden (Zilbermint und Dobs 2009). Negro-Vilar fasste
schon 1999 die wiinschenswerten Eigenschaften der SARMs zusammen:
Wirkneutralitit gegeniiber Prostata-, Brust- und Hautanhangsgewebe,
Stimulation von Knochen- und Muskelwachstum sowie von Muskelkraft und

schliefSlich orale Verfiigbarkeit (Negro-Vilar 1999).

SARMs sind bis dato nicht fiir den klinischen Einsatz zugelassen. Die Substanz
Enobosarm hat jedoch in klinischen Studien bis in die Phase III signifikante

Ergebnisse erzielt (Srinath und Dobs 2014).

1.4.1 Enobosarm

Der in diesem Versuchsaufbau applizierte SARM wurde von der Firma GTx
Incorporated entwickelt und ist den nicht-steroidalen Aryl-Proprionamiden
zuzuordnen (Zilbermint und Dobs 2009). Die Namensvielfalt ist in Tabelle 2
ersichtlich. Zuerst unter dem Namen S-22 gefiihrt, wurde die Pharmakokinetik
(Tabelle 3) der Substanz (Abbildung 2) in zwei Tierversuchen untersucht (Kim et

al. 2005; Kim et al. 2013).
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Abbildung 2: Strukturformel der Substanz Enobosarm; eigene Abbildung nach Kim et al. 2013;

die Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Autors

In einer klinischen Phase-II-Studie zeigten die Mitarbeiter von GTx Incorpo-
rated, dass die Substanz, nun GTx-024 oder Enobosarm genannt, signifikant die
fettfreie Korpermasse sowie die korperliche Leistungsfihigkeit positiv beein-
flusst (Dalton et al. 2011). Eine weitere klinische Phase-II-Studie zeigte ebenfalls
einen Anstieg der fettfreien Korpermasse. Dies jedoch im Unterschied zur
vorangegangenen Studie bei onkologisch erkrankten Erwachsenen. Zwischen
den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe zeigten sich hier keine Sicher-
heitsunterschiede beziiglich der Einnahme der Substanz (Dobs et al. 2013). Die
klinischen Phase-III-Studien POWER1-2 sind abgeschlossen, wobei die Ergeb-
nisse nur teilweise und vorlaufig publiziert wurden. In beiden Studien wurde die
Wirksamkeit von Enobosarm bei onkologisch erkrankten Erwachsenen hinsicht-
lich Muskelmasse und korperlicher Leistungsfahigkeit untersucht. POWERI liefs
eine signifikante Verbesserung der fettfreien Korpermasse und der korperlichen
Leistungsfahigkeit verzeichnen. POWER2 zeigte ebenfalls eine Verbesserung der
fettfreien Korpermasse, jedoch keine Verbesserung der korperlichen Leistungs-
fahigkeit, welche in beiden Versuchen mittels stair climb power evaluiert wurde
(Srinath und Dobs 2014; Crawford et al. 2016). Angesichts der nur teilweise
gegebenen signifikanten Verbesserung der korperlichen Leistungsfihigkeit 1asst

sich die erwartete Wirksamkeit hinsichtlich einer suffizienten Therapie der
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Sarkopenie, sowie eine konsekutive Verbesserung der Lebensqualitit und
Mortalitat der Patienten, zunachst nicht ausreichend darstellen. Aus finanziel -
len Griinden und einer nicht zu erwartenden Zulassung auf dem amerikanischen
Markt, habe die Firma Gtx Incorporated mittlerweile Forschung auf diesem

Gebiet bis auf weiteres eingestellt (Garber 2016).

Tabelle 2: Namen des verwendeten SARM

Name Quelle

Ostarine® (Zilbermint und Dobs 2009; Kim et al.
2013)

Enobosarm (Dalton et al. 2011)

GTx-024 (Dalton et al. 2011)

S-22 (Kim et al. 2005)

MK-2866 (Zilbermint und Dobs 2009)

[3-(4-Cyano-phenoxy)-N-(4-cyano-3- (Kim et al. 2005)
trifluoromethyl-phenyl)-2-hydroxy-2-
methyl-propionamide]

Tabelle 3: Pharmakokinetik radioaktiv markierten Gtx-024 (10 mg/kg KG, per os) in Ratten (Kim
et al. 2013); Cmax: durchschnittliche maximale Radioaktivitdtskonzentration im Plasma; Tmax:
Zeitpunkt von Cmax; F: orale Bioverfligbarkeit; T1/2: Halbwertszeit

Parameter Mannlich Weiblich
Cmax (ug-Eg/ml) 3,82 +0,59 5,40+ 1,28
Tmax (h) 400 400

F (%) 100 105

T1/2 (h) 14,0+ 3,4 16,3+4,0
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1.5 Testosteronpropionat

Testosteronpropionat ist ein Ester des Steroidhormons Testosteron. Schon vor
Dekaden wurde die anabole, sowie androgene Wirkung dieser Substanz in Tier-
versuchen erforscht (Korenchevsky et al. 1937; Eisenberg und Gordan 1950).
Auch zeigte Testosteronpropionat in Bezug auf seine Wirkung eine hohere

Aktivitat als Testosteron (Miescher et al. 1936).

Bei iiber 65 Jahre alten gesunden Mannern zeigte Testosteron eine Erhohung der
fettfreien Korpermasse, einhergehend mit einer Erniedrigung der
Gesamtkorperfettmasse. Eine Verbesserung der an Knieextension und -flexion
gemessenen Kraft zeigte sich nicht (Snyder et al. 1999). Jedoch erbrachten
andere Untersuchungen ambivalente Ergebnisse beziiglich korperlicher
Leistungsfahigkeit und Kraft, wobei Versuchsgruppen signifikante Verbesserung
erfuhren und andere nicht. Die Untersuchungen zeigten weiter, dass die
Sicherheit eines erfolgreichen therapeutischen Einsatzes in Abhangigkeit von
verschiedenem Patientenklientel auf Grund moglicher unerwiinschter Arznei-
mittelwirkungen unzureichend erforscht ist (Gruenewald und Matsumoto 2003).
Wihrend einer Testosterontherapie ware es notwendig das Blutbild und das
prostataspezifische Antigen (PSA) sowie die Prostata selbst zu untersuchen, um
zum einen eine Polyzythdmie und zum anderen ein Prostatakarzinom vermeiden
oder friih erkennen zu konnen (Cilotti und Falchetti 2009). Eine Testosteron-
therapie kann ebenfalls zu einem erhohten Risiko kardiovaskularer Ereignisse
fiihren (Basaria et al. 2010), wobei dies kontrovers diskutiert wird und teilweise
gegenlaufige Meinungen im Sinne kardioprotektiver Eigenschaften von Testos-
teron geduflert werden (Anawalt und Yeap 2018; Gagliano-Jucd und Basaria
2019). Auch Schlafapnoe gilt als mogliche unerwiinschte Arzneimittelwirkung
(Cistulli et al. 1994). Zu den bereits genannten moglichen unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen ist eine potentielle Hepatotoxizitiat hinzuzufiigen sowie
eine Bemangelung der oralen Verfiigbarkeit von Testosteron (Westaby et al.

1977; Srinath und Dobs 2014). In einem vorangegangenen Versuchen konnte
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jedoch gezeigt werden, dass eine orale Applikation von Testosteronpropionat
eine befriedigende Wirkstoffkonzentration im Serum von Ratten erzielt

(Stuermer et al. 2009).

Testosteron wird schliefSlich als korpereigenes Hormon von Enzymen zu wirksa-
men Hormonen verdandert. Die 5a-Reduktase konvertiert es zu dem potenteren
5a-Dihydrotestosteron und die Aromatase zu Estradiol (Kicman 2008). Es sollte
jedoch grundsatzlich festgehalten werden, dass die Datenlage beziiglich der
Anwendbarkeit von Testosteron als nicht ausreichend angesehen wird (Bassil et
al. 2009; Osterberg et al. 2014) und Gegenstand weiterer Forschung und Diskus-

sion sein sollte.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Fiir den Versuch wurden Ratten des Stammes Sprague Dawley im Alter von sechs
bis acht Monaten bei der Firma Janvier aus Saint-Berthevin in Frankreich
bestellt. Diese wurden in Raumlichkeiten der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen untergebracht. Tierarzten
und Pflegepersonal der ZTE oblag die Verantwortung fiir die Tiere. In den Raum-
lichkeiten herrschte eine Temperatur von 20 °C, eine Luftfeuchtigkeit von ca.
55 % und ein zwolfstiindiger deckenlichtgesteuerter Tag-Nacht-Rhythmus. Zu
Beginn des Versuches behausten jeweils drei Tiere einen Kafig, namentlich Mak-
rolon IV® (Zoonlap, Castop-Rrauxel, Deutschland). Diese wurden alle sieben Tage
durch einen gereinigten und desinfizierten Kafig ersetzt. In diesem Zuge wurde
das Korpergewicht der Ratten ermittelt und dokumentiert (Waage: KERN 440-
49N, KERN & SOHN GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland). Das Restfutter
wurde ebenfalls wochentlich gewogen und wieder auf 1500g Futter aufgestockt.
Ziel dessen war die genaue Ermittlung der Verzehrmenge und der daraus resul-
tierenden Wirkstoffaufnahme. Die sojafreien und phytoestrogenarmen Futter-
Pellets (V554-000 R/MH 10 mm) wurden von der Firma ssniff Spezialitaten
GmbH (Soest, Deutschland) den gewiinschten Wirkstoffkonzentrationen
entsprechend produziert. Um Verwechslungen vorzubeugen, wurden die Futter-
Pellets farblich gekennzeichnet. Wirkstofffreie Pellets waren blau eingefarbt,
Enobosarm-haltige rot und Testosteronpropionat-haltige griin. Das deminerali-
sierte Trinkwasser der Spenderflaschen ist zwei Mal pro Woche aufgefiillt wor-
den und stand den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Um die Tiere identifizieren
zu konnen, wurde ihnen im Rahmen der Orchiektomie ein Transponder (UNO
Micro ID 12 mm ISO Transponder, UNO BV, Zevenaar, Niederlande) in den sub-
kutanen Nackenbereich implantiert. Uber den Transponder konnte man jedes

Tier mittels eines Detektors (Mini Max II, Datamars SA, Bedano, Schweiz) einer
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fiinfstelligen Nummer zuordnen. Der durchgefiihrte Tierversuch wurde von der

Bezirksregierung Braunschweig genehmigt.

2.2 Versuchsablauf

Zu Beginn des Versuches bestand jede der sechs Versuchsgruppen aus 15 mann-
lichen Ratten. In der vierten Woche nach Lieferung, wurden 75 Tiere beidseitig
orchiektomiert um eine osteoporotische sowie sarkopenische Konstitution der
Ratten zu verursachen (Wink und Felts 1980; Turner et al. 1989; Komrakova et
al. 2011). AnschliefSend wurde eine erste medikamentose Therapie (hier Prophy-
laxe) mit jeweils dem SARM Enobosarm bzw. Testosteronpropionat in zwei von
sechs Gruppen eingeleitet (Tabelle 4). Jeweils 12 Wochen spater folgte eine beid-
seitige Osteotomie des Femurs mit anschlieféenden Plattenosteosynthesen. Ab
dem ersten postoperativen Tag wurden die weiteren gruppenentsprechenden
Therapien (Tabelle 4) eingeleitet. In diesem Versuch lief$ sich Testosteronpropi-
onat wegen seiner zuverlassigen anabolen und androgenen Eigenschaften als
Kontrolltherapie einsetzen. SchliefSlich, nach jeweils weiteren 6 Wochen,

wurden die Tiere der Wissenschaft geopfert (Abbildung 3).

Osteotomie &
Orchiektomie (t = 0) Osteosynthese Totung (t=1)

| | |

tl 12 Wochen | 6 Wochen |
I I 1

Abbildung 3: Zeitlicher Versuchsablauf (t); (t = 0): Versuchsbeginn, (t = 1): Versuchsende

Prophylaxe und Therapie wurden, wie schon beschrieben, in Form von Futter-
Pellets appliziert. Die Substanz Enobosarm und der zugehorige Reinheitsnach-
weis (Purity >98 %, Cas No0.:841205-47-8) der Firma Biochempartner© wurden
tiber den Distributor Holzel Diagnostika (Koln, Deutschland) bezogen. Die

tagliche Zieldosis pro Tier betrug 0,4 mg/ kg Korpergewicht (KG). Adaptiert an
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ein durchschnittliches Korpergewicht von 750 g wurden 0,3 mg Enobosarm auf
eine prognostizierte Futteraufnahme von 35 g/ Tag (d) verteilt. Testosteron-
propionat wurde von Sigma-Aldrich (St. Louis, Vereinigte Staaten von Amerika)
geliefert. Hier betrug die Zieldosis 46,67 mg/kg KG/d (Stiirmer et al. 2005; Seid-
lova-Wuttke et al. 2006; Stiirmer et al. 2009; Dalton et al. 2011).

Zur Forderung der Knochenauswertung eines anderen Teilversuches wurden den
Tieren nach Osteotomie und Osteosynthese Farbstoffe wie folgt sub cutem (s.c.)
appliziert: An Tag 23 post operationem 10 mg/kg KG Calceingriin (Waldeck
GmbH, Miinster, Deutschland), am 33. Tag 30 mg/kg KG Alizarinkomplexon
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und am 43. Tag 25 mg/kg KG Tertacycl-
inhydrochlorid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland).

Tabelle 4: Ubersicht tiber Gruppen und Behandlungen; ORX: Orchiektomie

Gruppe Operationen Therapie

1: nonORX Osteotomie und Osteosyn- keine
these

2: ORX ORX, Osteotomie und Osteo- keine
synthese

3: SARMT ORX, Osteotomie und Osteo- postoperativ Enobosarm 0,4
synthese mg/kg KG/d per os (p.o.)

4:SARMP ORX, Osteotomie und Osteo- prophylaktisch und postoperativ
synthese Enobosarm 0,4 mg/kg KG/d p.o.

5: TestT ORX, Osteotomie und Osteo-  postoperativ Testosteronpropio-
synthese nat 46,67 mg/kg KG/d p.o.

6: TestP ORX, Osteotomie und Osteo-  prophylaktisch und postoperativ
synthese Testosteronpropionat 46,67

mg/kg KG/d p.o.

2.2.1 OP-Vorbereitung

Fiir die Orchiektomie sowie die Osteotomie mit Osteosynthese wurde zur

Narkoseeinleitung Isofluran (Forene® 250ml, AbbVie Deutschland GmbH + Co.
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KG, Wiesbaden, Deutschland) eingesetzt. Daraufhin wurden die Tiere in narko-
tisiertem Zustand elektronisch identifiziert und anschliefSend gewogen. Im Zuge
der Osteotomie und der Osteosynthese wurden dann gewichtsadaptiert zusatz-
lich 3 mg/kg KG Midazolam (15 mg/3 ml, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland),
80 mg/kg KG Ketamin (10 g/100 ml, MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH,
Ascheberg, Deutschland) und 2 mg/kg KG Xylazin (20 mg/ml Xylariem, Riemser
Arzneimittel AG, Greifswald, Deutschland) intraperitoneal injiziert. Das OP-
Gebiet wurde rasiert und mit kodan® Tinktur forte (Schiilke & Mayr GmbH, Nor-
derstedt, Deutschland) desinfiziert. Zum Schutz der Augen wurde Coneregel
(1g/50ml Dexpanthenol, Bausch & Lomb, Berlin, Deutschland) aufgetragen.
Wihrend der Operationen wurde die Gasnarkose von den Tierdrzten der ZTE

weitergefiihrt und tiberwacht.

2.2.2 OP-Nachbereitung

Im Anschluss an die Orchiektomie sowie die Osteotomie mit Osteosynthese
wurden die Tiere auf 34 °C warmen Warmeplatten gebettet und zugedeckt. Ein
etwaiger Fliissigkeitsverlust wurde durch die Applikation von 2 ml Natriumchlo-
rid (NaCl) 0,9 % (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) s.c. ausge-
glichen. Nach tiberwachter Aufwachphase wurden die Tiere bei wiedererlangter
Agilitat zuriick in ihren Kafig gesetzt. Den Tieren wurde eine tierarztlich iiber-
wachte Schmerztherapie zugefiihrt. Im Zuge der Orchiektomie wurde den Tieren
am OP-Tag und an den beiden darauffolgenden Tagen jeweils 5 mg/kg KG
Carprofen (Rimadyl®, Zoetis Schweiz GmbH, Ziirich, Schweiz) zusammen mit
2ml NaCl 0,9 % s.c. verabreicht. Die schmerzmedizinische Versorgung nach

Osteotomie und Osteosynthese ist in Tabelle 5 ersichtlich.
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Tabelle 5: Schmerzmedizinische Versorgung nach Osteotomie und Osteosynthese; OP: Opera-

tion

Zeitpunkt MafSnahmen

ab 3 Tage prae Beginn von Metamizol-Applikation (500 mg/ml Nova-

OP minsulfon, Zentiva, Frankfurt a.M., Deutschland), 4 ml
pro 11 Trinkwasser, welche bis zum 10. Tag post OP
weitergefiihrt wurde

OP-Tag Buprenorphin 0,1 mg/ kg KG s.c. (0,3 mg/ml Temgesic®,

1.-2. Tag post OP

3. Tag post OP

4.-5. Tag post OP

6.-10. Tag post
OP

RB Pharmaceuticals Limited, Berkshire, England), 4-6h
post OP wiederholte Applikation, Breifutter mit Meta-
mizolwasser

3 x pro d Buprenorphin 0,1 mg/ kg KG s.c., Breifutter
mit Metamizolwasser

2 x pro d Buprenorphin 0,1 mg/ kg KG s.c., Breifutter
mit Metamizolwasser

2 x pro d Buprenorphin 0,05 mg/ kg KG s.c.

Buprenorphin 0,05 mg/ kg KG s.c. bei Bedarf

2.2.3 Orchiektomie

Der Skrotalsack wurde tiber dem tastbaren Testikel etwa 8-10 mm longitudinal

inzidiert. Uber diesen Zugang war es moglich, den Testikel mitsamt den versor-

genden Leitungsbahnen aus den Skrotalhiillen zu bergen. Um die versorgenden

Leitungsbahnen klar darstellen zu konnen, wurde Fett- und Bindegewebe ent-

fernt. Nach sicherer Darstellung wurden diese mit einer Ligatur Vicryl™ 4-0

(Ethicon, Diilmen, Deutschland) sicher unterbunden (Abbildung 4) und an-

schliefSend distal der Ligatur iiber einer gebogenen Klemme mit dem Skalpell

abgesetzt. Um die Blutungsgefahr weiter zu minimieren, wurden kleinere Gefafde

mit dem C300 Cautery Handle (Merlin Medical, Lemgo, Deutschland)
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elektronisch verodet. Analog zu der oben beschriebenen Schrittfolge wurde mit
dem kontralateralen Testikel verfahren. Die intraskrotalen Wundrander wurden
unter Verwendung von Vicryl™ 4-0 (Ethicon) mit Einzelknopfnahten adaptiert.
Fiir den Wundverschluss der Skrotalhaut wurden Michel-Wundklammern (7,5 x
1,75mm, Gebriider Martin GmbH & Co. KG, Tuttlingen Germany) verwendet.
SchliefSlich wurde das Operationsgebiet mit Braunol (B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland) erneut desinfiziert.

=4

Abbildung 4: Ligatur der Leitungsbahnen des Testiculus dexter; FG: Fettgewebe, T: Testiculus,

E: Epididymis, L: Ligatur, LB: Leitungsbahnen; eigene Abbildung

2.2.4 Osteotomie und Osteosynthese

Im Zuge anderer Versuche wurden die Ratten 84 Tage nach der Orchiektomie
einer Osteotomie der Femora unterzogen und anschlieféend mit einer Platten-
osteosynthese versorgt. Da die Frakturheilung unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen im Rahmen einer anderen Arbeit untersucht wird, soll

hier nicht weiter auf diese Operationen eingegangen werden.
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2.2.5 Totung und Probengewinnung

Genau 42 Tage nach Osteotomie und Osteosynthese wurden die Versuchstiere
zur Probengewinnung getotet. Im Vorhinein wurde das Korpergewicht ermittelt
und dokumentiert. Auf die CO.-Narkose folgte die Dekapitation. Direkt
anschliefSend wurde Blut fiir die Serumanalyse iiber einen Trichter aufgefangen.
Die Gewinnung der Muskelproben erfolgte unmittelbar im Anschluss, um post-
mortale Prozesse schnellstmoglich durch Konservierung zu unterbinden. Mit
einer Schere und unter Zuhilfenahme einer anatomischen Pinzette wurde
zundchst die Haut tiber der Tibia inzidiert und weiter der M. gastrocnemius frei-
prapariert. Dabei wurde oberflachliches Haut- und Muskelgewebe entfernt, teils
unter Hinzunahme eines Skalpells. Es war nun moglich, beginnend am distalen
Sehnenansatz der Muskeln, die Muskelgruppe ventral stumpf bis kurz vor den
proximalen Ansatz des profunderen der beiden Muskeln, dem M. soleus, zu pra-
parieren. Darauf folgte das Absetzen der distalen Sehnen der Muskeln mit dem
Skalpell. Des Weiteren konnte nun der M. soleus dem Bauch des M. gastrocnemius
stumpf abprapariert und anschlieflend am proximalen Sehnenansatz mit dem
Skalpell abgetrennt werden (Abbildung 5). Nun wurde auch der M. gastrocnemius
vollstandig entfernt. Das jeweilige Gewicht beider Praparate wurde ermittelt und
dokumentiert. Der M. gastrocnemius wurde mittig und orthogonal zum
Faserverlauf geteilt, um spitere Arbeiten am Mikrotom zu erleichtern.

Die Praparation des M. longissimus begann mit der Inzision dorsal etwa 1 cm
oberhalb des Os sacrum bis kranial, auf Hohe der Scapula. Die darunterliegenden
oberflachlichen Muskelschichten wurden entfernt. AnschliefSend wurde ein 4-
5 cm langes Praparat wie folgt gewonnen: zunidchst eine scharfe Inzision kranial
der Crista iliaca, welche orthogonal zur Columna vertebralis gefiihrt wurde. Da-
raufhin wurde der Muskel cranialwarts, von einer Pinzette auf behutsamer Span-
nung gehalten, scharf prapariert und im Anschluss, etwa auf Hohe der zehnten
Rippe, abgesetzt.

Die Proben wurden direkt im Anschluss an ihre Praparation in fliissigem Stick-

stoff bei -80 °C konserviert. Im Vorfeld wurden die Praparate in Talkum gewalzt,
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um etwaigem Gefrierbrand vorzubeugen (Moline und Glenner 1964), und in
beschriftete Alufolie gefaltet. Die Praparate der kontralateralen Seite wurden
einer enzymatischen Untersuchung zugefiihrt. Dariiber hinaus wurden Prostata
sowie M. levator ani prapariert und deren Gewicht ermittelt und dokumentiert.
Fiir andere Arbeiten wurden ferner entnommen: Tibiae, Femora, fiinf

Wirbelkorper, Herz, Leber, Niere, Milz sowie Teile des Gehirns.

Abbildung 5: Praparation des M. soleus (MSO); MGA: M. gastrocnemius, *: distaler Muskelan-
teil, dTib: dorsale Tibia; eigene Abbildung

2.3 Mikrotomie

Fiir den mafSgeblichen Teil der spdteren Versuchsauswertung war eine Fixierung
von Muskelfeinschnitten auf Objekttragern (Menzelglaser Superfrost-Plus,
Thermo Scientific, Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika) notig. Zu diesem
Zweck wurde der im Department fiir Nutztierwissenschaften (Georg-August-
Universitat Gottingen) befindliche Mikrotom CM 1900 Kryostat (Leica, Wetzlar,
Deutschland) benutzt. Die Muskelproben wurden auf festem Kohlenstoffdioxid
transportiert und anschliefSend bei -20 °C eingelagert. In der Arbeitskammer des
Mikrotoms herrschten -18 °C und die eingestellte Temperatur des auf- und
abschwingenden Fiihrungsarms betrug -22 °C. Zu Beginn wurden drei Muskel-

proben in einem isolierten Behaltnis transportiert und in nummerisch
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aufsteigender Reihenfolge in den Arbeitsraum gelegt. Anschliefend wurden pro
Muskelprobe jeweils zwei Objekttrager beschriftet und in der korrekten Reihen-
folge bereitgelegt. Fiir eine optimale Auswertung war es von grofser Wichtigkeit,
die Muskelproben orthogonal zur Muskelfaserrichtung zu schneiden. Aus diesem
Grund wurden die Muskeln nach dufierlicher Begutachtung mit einem Skalpell
so vorgeschnitten, dass zum einen eine hinreichende Fixierungsflache und zum
anderen eine moglichst optimale Schnittfiihrung entstand. AnschliefSend
wurden die Muskelproben auf dafiir vorgesehenen Fixierungsplatten mit Wasser
festgefroren. Diese wurden in den Fiihrungsarm eingeschraubt und der festste-
henden Klinge bis kurz vor Beriihrung angenahert. Die am Gerit eingestellte
Schnittdicke betrug 12 ym. Per Handkurbel wurde nun der Fiihrungsarm, 12 ym
pro voller Umdrehung, zur Klinge hinbewegt. Dies solange, bis eine Flachen-
grofSe geschnitten war, die hinreichend mikroskopisch beurteilt werden konnte.
Mit Hilfe eines mobilen Fiihrungsglases wurde ein erster Schnitt geglattet und
auf einen Objekttrager gebracht, um an einem Mikroskop unter 100facher Ver-
grofSerung kontrolliert zu werden. Bei zur Faserrichtung orthogonaler Schnitt-
fiihrung konnten dann die beiden passenden Objekttrager mit jeweils drei bis
vier Schnitten und beim M. soleus mit acht bis zwolf Schnitten bestiickt werden.
Ansonsten musste die Stellung der Muskelprobe zur Klinge bis zur Zufriedenheit
des Bedienenden abgedndert werden. Schlieflich wurden die Objekttrager bei

Raumtemperatur mindestens eine Stunde getrocknet und bei -20 °C gelagert.

2.4 Farbung der Muskelpraparate

Fiir die Auswertung der Muskelproben mussten diese gefarbt werden. Pro Muskel
wurden jeweils zwei verschiedene Farbungen angefertigt (Ammon 2015;
Rechholz 2017). Die ATPase-Farbung mit Diaphorase nach der Hordk-Methode
(Hordk 1983) und eine modifizierte Amylase-PAS-Farbung nach Andersen
(Andersen 1975; Komrakova et al. 2009) kamen zum Einsatz. Zundchst wurden
die Objekttrager bei Raumtemperatur aufgetaut, senkrecht in Glaskiivetten ge-

stellt und dann weiter nach den folgenden Farbeprotokollen verfahren. Auf die
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jeweiligen Farbeprotokolle, die Zusammensetzungen der Losungen sowie die

Hersteller der verwendeten Chemikalien wird in Kapitel 5.3 eingegangen.

2.4.1 Amylase-PAS-Farbung

Die Periodic-Acid-Schiff (PAS) Reaktion eignet sich um Zellwidnde einzufiarben
(Baum 2008). Der zusatzliche Einsatz von Amylase unterstiitzt das Sichtbar-
werden von glykogenhaltigen extrazelluliren Strukturen. Diese Farbung
ermoglicht eine Quantifizierung der im jeweiligen Muskelabschnitt enthaltenen

Kapillaren (Andersen 1975).

2.4.2 ATPase-Farbung mit Diaphorase

Die ATPase-Farbung mit Diaphorase macht sich, wie in Kapitel 1.2.3 beschrie-
ben, die, je nach herrschendem pH-Wert, unterschiedlichen Reaktionen der
Myosin-ATPasen zunutzen. Typ-1-Fasern stellen sich stark positiv, also dunkel,
und Typ-2-Fasern stellen sich negativ bis schwach positiv, sprich hell oder rand-
stindig leicht dunkel eingefarbt, dar. Mit der Diaphorase-Farbung werden zu-
satzlich mitochondriale Enzyme markiert. Folglich werden die oxidativen Typ-
1-Fasern eingefarbt. Zur Einstellung der erwiinschten pH-Werte wurde Salz-

sdure bzw. Natriumhydroxyd verwendet.

2.5 Auswertung

Fiir die Auswertung der gefirbten Muskelfeinschnitte wurde das Mikroskop
Eclipse E600 (Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland) und das computer-
gesteuerte Programm NIS-Elements AR 4.0 (Nikon GmbH) verwendet. Die
beiden Gerate wurden durch das Videosystem Digital Sight DS-U3 (Nikon GmbH)
verbunden, welches die Ubertragung des Gesichtsfeldes und hochauflésenden
Fotografien dessen ermoglichte. Es wurde mit 100-facher VergrofSerung

gearbeitet.
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2.5.1 Amylase-PAS-Farbung

Die Auswertung der Amylase-PAS-gefarbten Praparate hatte zum Ziel die
Kapillardichte, also das Verhiltnis der Kapillaranzahl zur Muskelzellanzahl, zu
ermitteln. Zu diesem Zweck wurden pro Muskelprdparat zwei 0,25 mm?
messende quadratische Ausschnitte ausgewertet (Abbildung 6). Da die
Objekttrager mit mehreren, topographisch benachbarten Muskelquerschnitten
bestiickt wurden, war es wichtig auszuschliefSsen, dass Muskelzellen zweifach

ausgewertet werden. Dies wurde durch die Beschriankung auf nur einen

Muskelquerschnitt pro Objekttrager und Versuchstier gewahrleistet.

Abbildung 6: Auswertung der Amylase-PAS-Farbung (M. gastrocnemius; 100fache Vergréie-
rung): von der gestrichelten Linie angeschnittene Zellen wurden berticksichtigt, von der durch-

gezogenen Linie angeschnittene Zellen wurden nicht bertcksichtigt; griin: Zelle; rot: Kapillare

Gezahlt wurden die Kapillaren und Muskelzellen durch manuelle computerge-
stiitzte Markierung. Die so gesammelten Zahlen konnten anschliefSend in eine
Excel-Datei (Microsoft Cooperation, Redmond, Vereinigte Staaten von Amerika)
exportiert und dort weiterverarbeitet werden. Dieses Vorgehen wurde auf alle

Schnitte der Mm. longissimi, gastrocnemii und solei angewendet.
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2.5.2 ATPase-Farbung mit Diaphorase

In Betrachtung der ATPase-Fiarbungen wurde die durchschnittliche Quer-
schnittsflache der verschiedenen Muskelzelltypen in drei Ausschnitten eines
Muskelquerschnittes ermittelt. Dafiir wurden pro Ausschnitt 30 Zellquerschnitte
jeweils eines Zelltyps vermessen. Es wurde zwischen oxidativen und intermedi-
aren, als Typ-1-Zellen und glykolytischen, als Typ-2-Zellen differenziert
(Abbildung 7). Der M. soleus weist jedoch ein derart einseitiges Zellverhaltnis
auf, dass hier nur Typ-1-Zellen ausgewertet wurden (Armstrong und Phelps
1984; Wigston und English 1992). Hierzu wurden die Zellquerschnitte entlang
ihrer Zellgrenzen markiert. Neben der so errechenbaren Flache wurde auch der

Muskelzell-Aquivalentdurchmesser ermittelt. Die gesammelten Daten wurden

schliefSlich zur Weiterverarbeitung in eine Excel-Datei exportiert.

Abbildung 7: Auswertung der ATPase-Farbung mit Diaphorase (M. gastrocnemius; 100fache
VergrofRerung): grine Umrandung zur Bestimmung der Muskelzellquerschnittsflachen sowie der
Muskelzell-Aquivalentdurchmesser; GLY: glykolytische Muskelzelle; INT: intermediare (glykolyt-
isch + oxidativ) Muskelzelle; OXI: oxidative Muskelzelle

Weiter wurden die Praparate des M. longissimus auf das Verhiltnis seiner
Zelltypen untersucht. Hierzu wurden zwei Fldchen a 0,5mm? eines Muskel-

schnittes, insgesamt also 1mm?, ausgezdhlt. Da das Zelltypverhiltnis des
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M. gastrocnemius stark variierte und bei dem M. soleus, wie schon beschrieben,
einseitig zu Gunsten von Typ-1-Zellen verschoben ist, wurde bei den zuletzt ge-

nannten auf eine taxonomische Auswertung verzichtet.

2.6 Serum-Kreatinkinase

Die Bestimmung der Kreatinkinase im Rattenserum wurde im Institut fiir Klini-
sche Chemie der Universititsmedizin Gottingen durchgefiihrt. Die Quantitit von
Kreatinkinase wurde in Units pro Liter (U/l) beschrieben, wobei eine Unit durch
die Enzymaktivitat definiert ist, welche ein pmol Substrat in einer Minute bei
30 °C umsetzt (Commission of Editors of Biochemical Journal 1965). Zur Analyse
wurde vom Institut die Maschine Architect c16000 (Abbott, Wiesbaden,
Deutschland), sowie der fliissige, gebrauchsfertige Doppelreagenz-Kit REF
7D63-21 (Abbott) verwendet. Die im Serum enthaltene Kreatinkinase katalysiert
die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat. Im Zuge dessen entsteht ATP.
Uber zwei weitere Zwischenschritte wird reduziertes Nicotinamidadenindinuk-
leotidphosphat (NADP) generiert, dessen Bildungsrate sich proportional zur ein-
gesetzten Kreatinkinase-Aktivitdt verhalt. Die Bildungsrate von reduziertem

NADP wird schliefSlich optisch nachgewiesen (Kling 2015).

2.7 Statistik

Die erhobenen Daten wurden mit dem Computerprogramm Excel gesammelt
und weiterverarbeitet. Aus den Werten der Muskelzellenquerschnittsflichen
bzw. der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser eines Tieres wurden die
Mittelwerte errechnet. Diese wurden zusatzlich auf das finale Korpergewicht und
das jeweilige Muskelgewicht bezogen. Fiir die weitere statistische Auswertung
der Daten, sowie deren graphische Darstellung wurde das Computerprogramm
Prism 5.0 (Graph Pad Software Inc., San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika)
verwendet. Aus den Einzelwerten wurden die Gruppenmittelwerte sowie die

Standardabweichungen errechnet. Um diese Ergebnisse vergleichend zu priifen,
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wurde eine one-way analysis of variance (auch: one-way ANOVA) durchgefiihrt.
Zur weiteren Analyse wurde der Tukey’s Multiple Comparison Test verwendet.
Wenn im Vorfeld durch den Barttlets’s test for equal variances keine ausreichende
Varianzhomogenitit festgestellt werden konnte, wurde der Kruskal-Wallis Test
sowie der Dunn’s Multiple Comparison Test angeschlossen (Rechholz 2017). Die
Bestimmung der Stdrke des linearen Zusammenhangs von Korper- und
Muskelgewicht erfolgte mithilfe des Pearson correlation coefficient (Pearson r)
und der linearen Einfachregression (Regressionsgrade, R?>=Bestimmtheitsmafs).

Fiir die durchgefiihrten Tests wurde das Signifikanzniveau auf a= 0,05 festgelegt.
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Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des Versuches dargestellt und

beschrieben. Die sechs Versuchsgruppen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Eine

zusatzliche tabellarische Darstellung der Ergebnisse ist im Anhang zu finden.

Tabelle 6: Abkirzungen und Behandlungen der Versuchsgruppen; prophylaktische: ab

Orchiektomie (ORX); postoperative: ab Osteotomie und Osteosynthese

Gruppe Operationen Therapie

nonORX  Osteotomie und Osteosyn- keine
these

ORX ORX, Osteotomie und Osteo- keine
synthese

SARMT ORX, Osteotomie und Osteo-  postoperativ Enobosarm 0,4
synthese mg/kg KG/d p.o.

SARMP ORX, Osteotomie und Osteo-  prophylaktisch und postoperativ
synthese Enobosarm 0,4 mg/kg KG/d p.o.

TestT ORX, Osteotomie und Osteo-  postoperativ Testosteronpropio-
synthese nat 46,67 mg/kg KG/d p.o.

TestP ORX, Osteotomie und Osteo-  prophylaktisch und postoperativ

synthese

Testosteronpropionat 46,67
mg/kg KG/d p.o.
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3.1 VersuchsgruppengrofRen zum Versuchsende

Tabelle 7: Versuchsgruppengrofien zum Versuchsende (n: Tieranzahl zum Zeitpunkt der Totung)

Versuchsgruppe
nonORX ORX SARMT  SARMP  TestT TestP
n 12 8 7 9 5 9

Das Versuchskollektiv hat sich im Laufe des Versuches auf Grund von
postoperativen Komplikationen auf 50 Tiere reduziert. 13 Tiere verstarben direkt
postoperativ bzw. direkt nach oder unter Narkose, 2 Tiere aufgrund von
Storungen des Gangbildes, 15 Tiere aufgrund der Komplikation der post-
operativen Schmerztherapie (Ileus) und 4 weitere Tiere wurden aufgrund eines
Tumors aus dem Kollektiv entfernt. Die Genese von insgesamt sechs Todesfallen

liefS sich nicht abschliefSend klaren.

3.2 Futteraufnahme und Wirkstoffaufnahme im

Versuchsverlauf

Die durchschnittliche tagliche Futter- bzw. Wirkstoffaufnahme eines Versuchs-
tiers (Abbildung 8, Abbildung 9, Abbildung 10) ist nummerisch in Tabelle 8 und

Tabelle 9 nachzuvollziehen.
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Abbildung 8: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme in Gramm (g) pro Versuchstier im Ver-

suchsverlauf; fir Versuchswoche 14 sind keine Messungen vorhanden

In der Woche nach der Orchiektomie wurde die Darstellung der Futteraufnahme
begonnen. Es fallt auf, dass die Futteraufnahme in der ersten Woche nach der
Osteotomie und Osteosynthese deutlich sank. Auf Grund von Komplikationen
der postoperativen Schmerztherapie wurde fiir Versuchswoche 14 die Futtergabe
ausgesetzt und durch die Gabe von Haferflocken, Brot, metamizolfreiem Wasser
und 1-2 Guttae Herbi Colan (WDT, Garbsen, Deutschland) pro Versuchstier
ersetzt. Die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme der Versuchstiere zeigte

insgesamt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.



40

0.4-
o] - SARMT
g
G SARMP
?
5 0.3
% /
=
£ 02
£ ~
z
©
[
5
& 0.1
S
2
5
00 L L L L L L

NDY D X 9 0 DO NITD D00 AW
Versuchswoche

Abbildung 9: Durchschnittliche tagliche Aufnahme von Enobosarm in Milligramm (mg) pro Ver-

suchstier im Versuchsverlauf; fir Versuchswoche 14 sind keine Messungen vorhanden
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Abbildung 10: Durchschnittliche tagliche Aufnahme von Testosteronpropionat in Milligramm
(mg) pro Versuchstier im Versuchsverlauf; fur Versuchswoche 14 sind keine Messungen vor-

handen
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In der ersten Woche nach Osteotomie und Osteosynthese zeigte sich analog zur
Futteraufnahme ein deutlicher Riickgang der Aufnahme von Enobosarm und
Testosteronpropionat. Das Aussetzen der Futtergabe auf Grund von Komplikati-
onen der postoperativen Schmerztherapie in Versuchswoche 14 fiihrte in dieser
Zeit folglich zu keinen Wirkstoffaufnahmen. Zwischen den Versuchsgruppen,
die jeweils Prophylaxe und Therapie bzw. nur die Therapie erhalten haben, zeig-

ten sich keine signifikanten Unterschiede der jeweiligen Wirkstoffaufnahmen.

3.3 Korper-, Muskel- und Prostatagewichte

3.3.1 Korpergewichte im Versuchsverlauf

Die Korpergewichte der Versuchstiere wurden wochentlich ermittelt. Im Folgen-
den werden die durchschnittlichen Korpergewichte im Versuchsverlauf
(Abbildung 11, Tabelle 10) sowie die Korpergewichte zu den Zeitpunkten der
Orchiektomie (Abbildung 12), der Osteotomie mit Osteosynthese (Abbildung 13)
und der Totung (Abbildung 14) dargestellt und beschrieben.
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Abbildung 11: Durchschnittliche Kérpergewichte in Gramm (g) im Versuchsverlauf
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Abbildung 13: Kérpergewichte in Gramm (g) zum Zeitpunkt von Osteotomie und Osteosynthese;
keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 14: Kérpergewichte in Gramm (g) zum Zeitpunkt der Tétung; keine signifikanten Un-
terschiede

Zum Zeitpunkt der Orchiektomie zeigten sich keine signifikanten Korperge-
wichtsunterschiede zwischen den Versuchsgruppen. In der Woche nach der
Orchiektomie kam es innerhalb der orchiektomierten Versuchsgruppen zu
einem Riickgang des durchschnittlichen Korpergewichtes, wihrend die

nonORX-Versuchstiere durchschnittlich weiter zunahmen. Es lasst sich weiter
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beobachten, dass nach Osteotomie und Osteosynthese das durchschnittliche
Korpergewicht in allen Versuchsgruppen fiel und nach zwei Wochen wieder
anstieg. Die weiteren Korpergewichte der Versuchsgruppen zeigten zu den oben
genannten Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede. Das durchschnittliche
Korpergewicht iiber den gesamten Versuchsverlauf der Versuchsgruppe nonORX

war gegeniiber allen anderen Versuchsgruppen signifikant erhoht (Tabelle 10).

3.3.2 Muskelgewichte zum Versuchsende

Die Muskeln wurden direkt nach der Toétung der Versuchstiere entnommen und
gewogen. Im Folgenden werden die Gewichte der Mm. levatores anorum
(Abbildung 15), gastrocnemii (Abbildung 16) und solei (Abbildung 18), sowie der
Quotient Muskelgewicht/Korpergewicht (Abbildung 17, Abbildung 19) der zwei
letzteren Muskeln dargestellt und beschrieben (Tabelle 11). Da die Entnahme
des M. longissimus nur als Teilstiick moglich war, ist kein Muskelgewicht festge-

stellt worden.

Abbildung 15: Gewichte der Mm. levatores anorum in Gramm (g) (Dunn’s Multiple Comparison
Test); * signifikant erhéht gegentiber ORX, TestT und TestP; + signifikant erniedrigt gegentiber
SARMT und SARMP)
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Abbildung 16: Gewichte der Mm. gastrocnemii in Gramm (g); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 17: Muskelgewichte (MG) der Mm. gastrocnemii in Gramm (g) / Kérpergewichte (KG)

in Gramm; keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 18: Gewichte der Mm. solei in Gramm (g); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 19: Muskelgewichte (MG) der Mm. solei in Gramm (g) / Kérpergewichte (KG) in

Gramm; keine signifikanten Unterschiede

Die Gewichte des Mm. levatores anorum der Versuchsgruppe nonORX waren
gegeniiber denen der ORX-, TestT- und TestP-Versuchsgruppe signifikant
erhoht. Die der ORX-Versuchsgruppe zeigten sich gegeniiber denen der SARMT-
und SARMP-Versuchsgruppe signifikant erniedrigt. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Versuchsgruppen beziiglich der Muskelgewichte der Mm.

gastrocnemii und solei bestand nicht, jedoch kann eine tendenzielle Erh6hung
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der durchschnittlichen Muskelgewichte der Versuchsgruppe SARMT gegeniiber
denen der Versuchsgruppe ORX beobachtet werden. Diese Tendenz ist ebenfalls

an den Quotienten Muskelgewicht/Korpergewicht ablesbar.

3.3.3 Korrelation zwischen Muskel- und Koérpergewichten

Die Muskelgewichte und Korpergewichte aller Versuchstiere wurden auf Korre-
lation untersucht (Abbildung 20, Abbildung 21). So wird der Frage Rechnung

getragen, ob bei steigendem Korpergewicht ebenfalls das Muskelgewicht steigt.

MG (g)

O ) ) ) ) ) 1
400 500 600 700 800 900 1000

KG(9)

Abbildung 20: Korrelation der Kérpergewichte (KG) und der Muskelgewichte (MG) der Mm. gas-
trocnemii aller Versuchstiere in Gramm (g) (Regressionsgrade f(x)=0,0037x + 0,530; Pearson
r=0,6346; p=<0,0001; R?= 0,4027)
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Abbildung 21: Korrelation der Kérpergewichte (KG) und der Muskelgewichte (MG) der Mm. solei
aller Versuchstiere in Gramm (g) (Regressionsgrade f(x)=0,00027x + 0,096; Pearson r=0,4591;
p=0,0009; R?= 0,2108)

Zwischen den Korpergewichten und den Gewichten der Mm. gastrocnemii bzw.

Mm. solei zeigte sich eine signifikante positive Korrelation.
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3.3.4 Prostatagewichte zum Versuchsende

Ebenfalls wurden direkt nach der Totung der Versuchstiere die Prostatae ent-

nommen und gewogen (Abbildung 22, Tabelle 12).
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Abbildung 22: Prostatagewichte der Versuchstiere in Gramm (g) (Dunn’s Multiple Comparison
Test); * signifikant erhéht gegentiber ORX, SARMT, TestT und TestP; + signifikant erniedrigt
gegenuber SARMP; ° signifikant erhdht gegeniliber TestT)

Die Prostatagewichte der Versuchsgruppe nonORX zeigten sich gegeniiber
denen der ORX-, SARMT-, TestT- und TestP-Versuchsgruppen signifikant
erhoht. Anlog verhielt es sich mit den Prostatagewichten der SARMP- gegeniiber
der TestT-Versuchsgruppe. Die Prostatagewichte der Versuchsgruppe ORX

waren gegeniiber denen der SARMP-Versuchsgruppe signifikant erniedrigt.
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3.4 Auswertung der Amylase-PAS-Farbung

3.4.1 Kapillardichte

Die Querschnitte der Mm. longissimi, gastrocnemii und solei wurden im Anschluss
an die Amylase-PAS-Farbung auf das Verhiltnis der Kapillaranzahl zu der
Muskelzellanzahl untersucht (Abbildung 23, Abbildung 24, Abbildung 25, Ta-
belle 13).
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Abbildung 23: Anzahl Kapillare (nK) / Anzahl Muskelzellen (nZ) der Mm. longissimi der Ver-
suchstiere (Dunn’s Multiple Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 24: Anzahl Kapillare (nK) / Anzahl Muskelzellen (nZ) der Mm. gastrocnemii der Ver-

suchstiere; keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 25: Anzahl Kapillare (nK) / Anzahl Muskelzellen (nZ) der Mm. solei der Versuchstiere;

keine signifikanten Unterschiede

Die Auswertung der Amylase-PAS-Farbung beziiglich der Kapillardichte der
Muskelzellen erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen und Muskeltypen. Es ldsst sich jedoch feststellen, dass die
Kapillardichte der Mm. longissimi und gastrocnemii der Versuchsgruppe ORX

gegeniiber der von nonORX tendenziell erniedrigt ist.
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3.5 Auswertung der ATPase-Farbung mit Diaphorase

Durch die ATPase-Farbung mit Diaphorase wurden die Muskelzellen entspre-
chend ihrer Typen erkennbar. Somit konnten die Muskelzellquerschnittsflachen
und die Aquivalentdurchmesser bestimmt werden. Diese wurden dann ins
Verhiltnis zu den Korpergewichten und den Muskelgewichten (nicht M. longis-
simus) der Versuchstiere gesetzt. In den Muskelquerschnitten des M. longissimus
wurde zusitzlich das Verhaltnis der Muskelzelltypen ausgezahlt. Diese Ergeb-
nisse werden im Folgenden fiir den M. longissimus, gastrocnemius und soleus
dargestellt und beschrieben. Hierfiir soll gelten: Unter Typ-1 wurden die oxida-
tiven (Typ-1) und intermedidren (Typ-2A) Zelltypen zusammengefasst, Typ-2
steht fiir den glykolytischen (Typ-2B) Zelltyp (siehe 1.2.3).

3.5.1 M. longissimus

3.5.1.1  Auswertung der Muskelzellquerschnittsflachen
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Abbildung 26: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. longissimi der Versuchstiere in

Quadratmikrometern (um?) (Dunn’s Multiple Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 27: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. longissimi der Versuchstiere in
Quadratmikrometern (um?) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g) (Dunn’s Multiple
Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 28: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-2 der Mm. longissimi der Versuchstiere in

Quadratmikrometern (um?) (Dunn’s Multiple Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 29: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-2 der Mm. longissimi der Versuchstiere in
Quadratmikrometern (um?) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g) (Dunn’s Multiple
Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede

Die Auswertung der Muskelzellquerschnittsflachen der Typen 1 und 2 der Mm.
longissimi (Abbildung 26, Abbildung 28) sowie deren Verhiltnis zum Korperge-
wicht (Abbildung 27, Abbildung 29) erbrachten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 14). Es lasst sich jedoch beobachten,
dass die korpergewichtkorrigierten Muskelzellquerschnittsflichen beider
Muskelzelltypen der Versuchsgruppen SARMT und TestT tendenziell grofSer als

die von nonORX sind.
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3.5.1.2 Auswertung der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser
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Abbildung 30: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. longissimi der Versuchstiere

in Mikrometern (um) (Dunn’s Multiple Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 31: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. longissimi der Versuchstiere
in Mikrometern (um) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten Un-

terschiede
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Abbildung 32: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-2 der Mm. longissimi der Versuchstiere

in Mikrometern (um) (Dunn’s Multiple Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 33: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-2 der Mm. longissimi der Versuchstiere
in Mikrometern (um) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten Un-
terschiede

Die Auswertung der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser der Typen 1 und 2 der
Mm. longissimi (Abbildung 30, Abbildung 32) sowie deren Verhiltnis zum
Korpergewicht (Abbildung 31, Abbildung 33) erbrachte keine signifikanten
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Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 15). Allerdings lasst sich
erkennen, dass die korpergewichtkorrigierten Muskelwerte der Versuchsgruppe
SARMT im Vergleich mit den Kontrollgruppen einen Trend in Richtung erhohter

Werte beschreiben.

3.5.1.3 Verhailtnisse der Muskelzelltypen
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Abbildung 34: Verhaltnisse der Muskelzellanzahl Typ-1 zur Gesamtmuskelzellanzahl der Mm.

longissimi der Versuchstiere in Prozent (%); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 35: Verhaltnisse der Muskelzellanzahl Typ-2 zur Gesamtmuskelzellanzahl der Mm.
longissimi der Versuchstiere in Prozent (%); keine signifikanten Unterschiede
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Die Verhaltnisse der Muskelzellanzahl der Typen 1 und 2 zur Gesamtmuskel-
zellanzahl in 1 mm? Muskelquerschnitt der Mm. longissimi der Versuchstiere
erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
(Abbildung 34, Abbildung 35, Tabelle 20). Es ist indes eine Steigerung des Anteils
von Typ-2 Muskelzellen in den Versuchsgruppen SARMP, TestT und TestP fest-

zustellen, wobei die Versuchsgruppe TestT den hochsten Anteil aufweist.

3.5.2 M. gastrocnemius

3.5.21 Auswertung der Muskelzellquerschnittsflachen
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Abbildung 36: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in

Quadratmikrometern (um?); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 37: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in
Quadratmikrometern (um?) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikan-

ten Unterschiede
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Abbildung 38: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in
Quadratmillimetern (mm?) / Muskelgewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten

Unterschiede
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Abbildung 39: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in

Quadratmikrometern (um?); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 40: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in
Quadratmikrometern (um?) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikan-

ten Unterschiede
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Abbildung 41: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in
Quadratmillimetern (mm?) / Muskelgewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten
Unterschiede

Die Auswertung der Muskelzellquerschnittsflachen der Typen 1 und 2 der Mm.
gastrocnemii (Abbildung 36, Abbildung 39) sowie deren Verhaltnis zum Korper-
gewicht (Abbildung 37, Abbildung 40) bzw. Muskelgewicht (Abbildung 38, Ab-
bildung 41) liefd keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgrup-
pen erkennen (Tabelle 16). Der Vergleich der Versuchsgruppen nonORX und
ORX demonstriert jedoch sichtbar erhohte Werte innerhalb der nonORX-Ver-
suchsgruppe. Im weiteren Vergleich dieser Werte mit denen der Versuchsgruppe
SARMT und SARMP zeigen sich die Ergebnisse der Versuchsgruppen, welche mit
Enobosarm therapiert wurden, durchweg hoher. Dies lasst sich analog fiir die
Versuchsgruppe TestT beschreiben. Die beschriebene Tendenz kann ebenfalls

innerhalb der korpergewichtkorrigierten Ergebnisse beobachtet werden.
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3.5.2.2 Auswertung der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser

80+

Abbildung 42: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. gastrocnemii der Versuchs-

tiere in Mikrometern (um); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 43: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. gastrocnemii der Versuchs-
tiere in Mikrometern (um) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten

Unterschiede
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Abbildung 44: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. gastrocnemii der Versuchs-

63

tiere in Mikrometern (mm) / Muskelgewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten

Unterschiede

100+

um

Abbildung 45: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchs-

tiere in Mikrometern (um); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 46: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchs-
tiere in Mikrometern (um) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten
Unterschiede
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Abbildung 47: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchs-
tiere in Millimetern (mm) / Muskelgewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten

Unterschiede

Die Auswertung der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser der Typen 1 und 2 der
Mm. gastrocnemii (Abbildung 42, Abbildung 45) sowie deren Verhiltnis zum
Korpergewicht (Abbildung 43, Abbildung 46) bzw. Muskelgewicht (Abbildung 44,

Abbildung 47) erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
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Versuchsgruppen (Tabelle 17). Im Vergleich mit den Kontrollgruppen sind die
Werte der Versuchsgruppen SARMT und SARMP erhoht. Die gleiche Beobach-

tung ist in Betrachtung der korpergewichtkorrigierten Werte zu machen.

3.5.3 M. soleus

3.5.3.1 Auswertung der Muskelzellquerschnittsflachen
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Abbildung 48: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in Quadrat-

mikrometern (um?); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 49: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in Quadrat-
mikrometern (um?) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten Unter-
schiede
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Abbildung 50: Muskelzellquerschnittsflachen, Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in Quadrat-
millimetern (mm?) / Muskelgewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten Unter-
schiede

Die Auswertung der Muskelzellquerschnittsflachen des Typen 1 der Mm. solei
(Abbildung 48) sowie deren Verhiltnis zum Korpergewicht (Abbildung 49) bzw.
Muskelgewicht (Abbildung 50) erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Versuchsgruppen (Tabelle 18). Im Vergleich der Ergebnisse der
Versuchsgruppen nonORX und ORX stellen sich die Werte der ORX-
Versuchsgruppe erhoht dar. Die Ergebnisse der Versuchsgruppen SARMT und
TestT zeigen im Vergleich zu den Kontrollgruppen eine Tendenz in Richtung
hoherer Werte, was ebenso im Vergleich der korpergewichtkorrigierten Werte

sichtbar ist.
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3.5.3.2 Auswertung der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser
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Abbildung 51: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in

Mikrometern (um); keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 52: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in
Mikrometern (um) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten Unter-

schiede
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Abbildung 53: Muskelzell-Aquivalentdurchmesser, Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in
Mikrometern (mm) / Kérpergewichte der Versuchstiere in Gramm (g); keine signifikanten Unter-
schiede

Die Auswertung der Muskelzell-Aquivalentdurchmesser des Typen 1 der Mm.
gastrocnemii (Abbildung 51) sowie deren Verhiltnis zum Korpergewicht
(Abbildung 52) bzw. Muskelgewicht (Abbildung 53) erbrachte keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 19). Die Ergebnisse
der Versuchsgruppe nonORX lassen im Vergleich zu denen der Versuchsgruppe
ORX eine Erniedrigung erkennen. Im Vergleich der Versuchsgruppen SARMT
und TestT mit den Kontrollgruppen ist hinsichtlich der Werte eine tendenzielle
Erhohung ablesbar. Dies wird durch Vergleich der Korpergewichts-korrigierten

Werte unterstrichen.
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3.6 Serum-Kreatinkinase-Werte zum Versuchsende

Aus dem gewonnenen Blutmaterial der Versuchstiere wurden die quantitativen

Werte der Kreatinkinase im Serum bestimmt (Abbildung 54, Tabelle 21).
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Abbildung 54: Kreatinkinase-Werte der Versuchstiere im Serum in Units/Liter (U/l) (Dunn’s Mul-
tiple Comparison Test); keine signifikanten Unterschiede

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Serum-
Kreatinkinase-Werten der Versuchsgruppen. Es sind jedoch auffallig grofde

Standardabweichungen innerhalb der Versuchsgruppen zu bemerken.



70

4 Diskussion

4.1 Korpergewichte, Muskelgewichte und

Futteraufnahme

In der Versuchswoche nach der Orchiektomie nahmen die orchiektomierten
Versuchstiere zunadchst durchschnittlich an Korpergewicht ab, wahrend die non-
ORX-Versuchstiere durchschnittlich weiter zunahmen. Im weiteren Verlauf bis
hin zur Osteotomie und Osteosynthese nahm das durchschnittliche Korperge-
wicht der orchiektomierten Versuchstiere wieder zu. Dazu passend fallt auf, dass
die Futteraufnahme mit dem Zeitpunkt des Anstiegs der durchschnittlichen
Korpergewichte ebenfalls anstieg. Der postoperative Korpergewichtsriickgang
sowie der darauf folgende analoge Anstieg von Futteraufnahme und Korperge-
wicht konnte schon in anderen Versuchen beobachtet werden (Borst et al. 2007;

Komrakova et al. 2011).

Beziiglich des durchschnittlichen Korpergewichtsverlaufes zeigten andere
Versuche zum einen, dass Sprague-Dawley-Ratten mit einem Alter von acht
Monaten zwar ihre finale Korperlange erreicht haben, jedoch bis in das durch-
schnittliche Alter von 522 Tagen an Korpergewicht zunehmen (Berg und
Harmison 1957). Zum anderen konnte in weiteren Versuchen gezeigt werden,
dass die Orchiektomie eine weitere Zunahme der Korpermasse nicht unterbindet
(Brown et al. 2001; Frese et al. 2011). Auch stand den Versuchstieren Futter
sowie Trinkwasser ad libitum zur Verfiigung. In Zusammenschau dieser Erkennt-
nisse und der Versuchsergebnisse ist der durchschnittliche Korpergewichts-

verlauf bis zur Osteotomie und Osteosynthese nachvollziehbar.

Die durchschnittlichen Korpergewichte aller Versuchsgruppen sowie die durch-
schnittlichen Futteraufnahmen gingen nach Osteotomie und Osteosynthese
deutlich zuriick. Die durchschnittlichen praoperativen Korpergewichte wurden
frithestens zwischen einer und zwei Wochen vor Versuchsende erreicht. Eine

dahnliche Dynamik wurde in vorlaufigen Versuchen beschrieben und ist in erster
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Linie auf postoperative Analgetika-Therapie sowie verminderte Aktivitat und
Regenerationsprozesse zuriickzufiihren (Komrakova et al. 2011; Rechholz 2017).
Jedoch zeigte sich der Korpergewichtsriickgang in diesem Versuch vergleichs-
weise deutlicher. Hinzu kam, dass postoperativ 23 % der Versuchstiere verstar-
ben, was in einer minimalen VersuchsgruppengrofSe von fiinf Ratten resultierte.
Die Verluste sind am ehesten auf die multimodale Schmerztherapie (Buprenor-
phin s.c. und Metamizol p.o.) zuriickzufiihren, welche in diesem Versuch von den
zustandigen Tierdrzten neu eingefiihrt wurde. Diese verursachte aller Wahr-
scheinlichkeit nach die durch Obduktion bestatigten paralytischen Ilei. Es lasst
sich vermuten, dass Buprenorphin einen postoperativen Ileus beglinstigt oder
gar ausgelost hat (Behm und Stollman 2003). Zudem konnte das Trinkwasser
durch den Zusatz von Metamizol geschmacklich dahingehend verandert worden
sein, dass die Versuchstiere weniger zu sich nahmen. Eine konsekutive Dehyd-
ratation konnte eine bestehende Ileus-Symptomatik verstarkt haben. Zukiinftig
sollte die Eignung der Schmerzmittelkombination von Buprenorphin s.c. und
Metamizol p.o. fiir den postoperativen Gebrauch weiter kritisch beurteilt werden
und gegebenenfalls auf bewdhrte Analgetika-Protokolle zuriickgegriffen werden

(Stiirmer et al. 2009; Komrakova et al. 2011; Komrakova et al. 2016).

Die durchschnittliche Wirkstoffaufnahme von Enobosarm entsprach weitestge-
hend der Zieldosis von 0,4 mg/kg KG/d. Lediglich in den ersten drei Wochen nach
Osteotomie und Osteosynthese wurde die Zieldosis auf Grund der verminderten
Futteraufnahme nicht erreicht. Mit Ausnahme der ersten postoperativen Woche
kam es zu einer maximalen Abweichung von 0,07 mg/kg KG/d. Testosteronpropi-
onat wurde durchschnittlich noch konsequenter aufgenommen. Hier zeigten
sich ausschliefSlich in der ersten postoperativen Woche nach Orchiektomie
sowie Osteotomie und Osteosynthese negative Abweichungen von der Zieldosis
46,67 mg/kg KG/d. Die Wirkstoffaufnahmen waren insgesamt befriedigend.
Dariiber hinaus stellt der orale Applikationsweg eine nicht-invasive und
schonende Therapiemethode fiir die Versuchstiere dar und resultiert in

hinreichenden Wirkstoffkonzentrationen (Stuermer et al. 2009).
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Das durchschnittliche Gewicht der Mm. levatores anorum als etablierter Indikator
fiir androgensensible anabole Prozesse zeigt unter anderem die Wirksamkeit von
Orchiektomie bzw. applizierten Therapien (Eisenberg und Gordan 1950;
Hershberger et al. 1953). Beispielhaft dafiir ist der signifikante Unterschied der
durchschnittlichen Muskelgewichte zwischen intakter (nonORX) und orchiekto-
mierter (ORX) Versuchsgruppe. Letztere wies durchschnittlich signifikant
erniedrigte M. levator ani-Gewichte auf. Ein antianaboler Effekt bzw. eine
Androgendeprivation durch die Orchiektomie kann somit angenommen werden
(Freyberger et al. 2007). Die durchschnittlichen M. levator ani-Gewichte der Ver-
suchsgruppen, welche Enobosarm als Therapie (SARMT) oder zusatzlich als
Prophylaxe (SARMP) erhielten, zeigten sich nahezu gleich denen der nonORX-
Versuchsgruppe und gegeniiber der ORX-Versuchsgruppe signifikant erhoht. Es
kann also von einer anabolen Wirksamkeit der Substanz Enobosarm ausgegan-
gen werden. Der Effekt von Enobosarm auf den M. levator ani wurde in der Lite-
ratur bereits beschrieben und wird durch diesen Versuch bekraftigt (Narayanan

et al. 2008).

Obwohl eine Wiederherstellung der M. levator ani-Gewichte auf ein Niveau der
nonORX-Versuchsgruppe zu erwarten gewesen ware (Eisenberg und Gordan
1950; Hershberger et al. 1953), blieben die M. levator ani-Gewichte der Versuchs-
gruppen TestT und TestP deutlich hinter denen der Versuchsgruppen nonORX,
SARMT und SARMP zuriick. Es bleibt die Vermutung, dass die orale Applikation
von Testosteronpropionat gegebenenfalls nicht zu den erwiinschten Wirkstoff-
konzentrationen im Serum gefiihrt hat. Es wire sinnvoll, zukiinftig

laborchemische Kontrollen durchzufiihren (Stuermer et al. 2009).

Ebenfalls ablesen lasst sich die anabole Wirksamkeit von Enobosarm an den
erhohten durchschnittlichen Gewichten der Mm. gastrocnemii und solei der
Versuchsgruppe SARMT gegeniiber denen von ORX. Weiter sollte beachtet
werden, dass die Gewichte der Mm. gastrocnemii und solei positiv mit den
Korpergewichten der Versuchstiere korrelierten. Eine derartige Korrelation

konnte bereits in vorangegangenen Versuchen beobachtet werden (Komrakova
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et al. 2016). Es kann also angenommen werden, dass mit steigendem
Korpergewicht auch die Muskelgewichte steigen. Betrachtet man nun die durch
die individuellen Korpergewichte relativierten Muskelwerte, also die Quotienten
aus Muskelgewicht und Korpergewicht, so ldsst sich die Tendenz hoherer
durchschnittlicher Muskelgewichte der Versuchsgruppe SARMT noch deutlicher
feststellen. Diese Tendenz zeigt sich nicht nur im Vergleich mit der
Versuchsgruppe ORX, sondern mit allen verbleibenden Versuchsgruppen - ein

weiteres Indiz fiir die anabole Wirksamkeit von Enobosarm.

4.2 Prostatagewichte

Das Prostatagewicht eines Versuchstieres kann sowohl als Indikator fiir den
Erfolg der durchgefiihrten Orchiektomie als auch fiir die androgene Wirkung
bzw. Selektivitdat einer Therapie dienen (Hershberger et al. 1953; Frese et al.
2011). Die Orchiektomie bei Ratten fiihrt erfahrungsgemafs zu einer Abnahme
der Prostatagewichte (Borst und Conover 2006; Borst et al. 2007). Dies stimmt
mit den Beobachtungen dieses Versuches iiberein. Die durchschnittlichen Pros-
tatagewichte der Versuchsgruppen ORX, SARMT, TestT und TestP waren gegen-
tiber denen der Versuchsgruppe nonORX signifikant erniedrigt. Dies kann als
Bestatigung fiir eine erfolgreiche Orchiektomie angesehen werden. Es kann wei-
ter vermutet werden, dass eine kurzzeitige Therapie mit Enobosarm eine befrie-
digende androgene Selektivitat beziiglich der Prostata entfaltet. Die signifikante
Erhohung der Prostatagewichte der Versuchsgruppe SARMP gegeniiber denen
der ORX und TestT Versuchsgruppen weist allerdings darauf hin, dass eine
ausreichende androgene Selektivitat der langerfristigen Enobosarm-Therapie

hinsichtlich der Prostata in diesem Fall nicht gegeben ist.

Interessanterweise zeigten die durchschnittlichen Prostatagewichte der
Versuchsgruppen TestT und TestP nicht die erwarteten Zunahmen (Hershberger
et al. 1953; Negro-Vilar 1999; Omwancha und Brown 2006). Besonders fiir die

Versuchsgruppe TestT gilt, dass eine Aktivitdat von Testosteronpropionat anhand
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erhohter Prostatagewichte nicht feststellbar war. Mutmafilich ist der Zeitraum
von sechs Wochen nicht ausreichend, um einen messbaren Effekt zu generieren.
Jedoch blieben auch das durchschnittliche Prostatagewicht der Versuchsgruppe
TestP gegeniiber dem von nonORX erniedrigt. Dies liefSe erneut vermuten, dass
trotz ausreichender Wirkstoffaufnahme eine insuffiziente Wirkstoffkonzentra-
tion erreicht wurde. Zum anderen ware denkbar, dass die Testosteronpropionat-
Applikation fiir die hier veranschlagten Zeitraume tatsachlich keine nennens-
werten Einfliisse auf die Prostata nimmt. Es gibt Hinweise auf befriedigend nied-
rigen Einfluss von Testosteron auf das Prostatagewebe des Menschen fiir einen
Zeitraum von zumindest sechs Monaten (Marks et al. 2006). Im Falle des Aus-
schlusses eines Prostatakarzinoms konnte eine Testosteronapplikation moglich-
erweise ohne negative Effekte auf die Prostata durchgefiihrt werden (Holyoak et
al. 2008; Roddam et al. 2008). Das Wachstum der Prostata konnte dariiber hinaus
durch exogene Testosteronzufuhr sogar aufgehalten oder reversiert werden
(Pechersky et al. 2002). Um eine therapeutische Anwendbarkeit von Enobosarm
sowie Testosteron hinsichtlich Prostatapathologien moglicher zu machen, soll-
ten Erkenntnisse aus lingerfristigen Versuchen gesammelt werden. Der Effekt
von Enobosarm auf das Prostatagewebe wurde in mafSgebenden klinischen Stu-
dien ausschliefSlich anhand der Serumkonzentration des PSA beurteilt und als
unbedenklich beurteilt (Dalton et al. 2011; Dobs et al. 2013). Nicht nur, dass die
PSA-Konzentration im Serum keinen klar definierten oberen Grenzwert hat
(Thompson et al. 2004), sondern besonders hinsichtlich der in diesem Versuch
beobachteten unzureichenden androgenen Selektivitat der 18-wochigen Thera-
pie, sollte in zukiinftigen Versuchen eine differenzierte Beurteilung des Prosta-
tagewebes bedacht werden. AbschliefSend sollte festgehalten werden, dass die
Applikation von Enobosarm sowie Testosteronpropionat in diesem Versuch zu-
mindest fiir einen kurzfristigen Einsatz befriedigend niedrige durchschnittliche

Prostatagewichte erzielt hat.
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4.3 Kapillardichte

Die Kapillardichte der Muskelzellen, also das Verhiltnis der Kapillaren zu
Muskelzellen, wurde untersucht, um zu erforschen, ob die verschiedenen
Behandlungen der Versuchsgruppen einen Einfluss die Kapillardichte nehmen.
Sarkopenie geht mit einer Einschrankungen der Mikrozirkulation innerhalb der
Muskulatur einher und konnte so zu Muskelmassenverlust und
Muskelfunktionseinschrankungen beitragen (Wang et al. 2014). Auch kommt es
bei Muskelmassen- und Muskelkraftverlust im Alter, im Vergleich zu gesunden
jungen Menschen, zu einem Riickgang der Kapillardichte von etwa 25 % (Rogers
und Evans 1993). Ein positiver Einfluss auf die Mikrozirkulation, im Sinne einer
Steigerung der Kapillardichte, konnte also einen positiven Einfluss auf die

Gesundheit der Skelettmuskulatur nehmen.

Die Untersuchung der Kapillardichte erbrachte keine Erkenntnisse hinsichtlich
signifikanter Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und Muskeln. Es las-
sen sich jedoch Tendenzen ablesen. So ist im Vergleich der Versuchsgruppen
nonORX und ORX eine verringerte Kapillardichte in den Mm. longissimi und
gastrocnemii der Versuchsgruppe ORX zu sehen. In den Mm. solei zeigen sich die
Werthohen allerdings umgekehrt. In einem vorangegangenen Versuch, der im
anndhernd gleichen zeitlichen Rahmen stattfand, zeigte die Orchiektomie
ebenso keinen homogenen Effekt auf die Kapillardichte der Muskelzellen. Es
konnte lediglich eine signifikante Erhohung der Kapillardichte in den Mm. gast-
rocnemii der orchiektomierten Ratten im Vergleich zu intakten Ratten beobach-
tet werden, was sich durch die hier vorliegenden Daten aber nicht reproduzieren
lasst (Komrakova et al. 2011). In Betrachtung der Kapillardichte der Mm. longis-
simi liefSe sich die Beobachtung anstellen, dass in den Versuchsgruppen SARMT
und TestT annahernd die durchschnittliche Kapillardichte der nonORX-
Versuchsgruppe erreicht wurde. Die verbleibenden Versuchsgruppen ORX,
SARMP und TestP blieben hingegen sichtbar unter diesen Werten. Eine Uber-

tragbarkeit dieser Tendenz auf die Untersuchungen der Mm. gastrocnemii und
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solei ist dementgegen nicht moglich. Aus diesen Beobachtungen ldsst sich
folglich kein klarer Schluss beziiglich moglicher positiver Auswirkungen von
Enobosarm auf die Kapillardichte von den hier untersuchten Skelettmuskelzel-

len ziehen.

In der Literatur gibt es keine Hinweise auf Untersuchungen der Kapillardichte
unter SARMs-Einfluss. Damit bleiben die vorliegenden Ergebnisse der Enobos-
arm-Applikation vorerst ohne wissenschaftliche Referenzen. Es ist jedoch
beschrieben, dass die Kapillardichte der Skelettmuskulatur im Zuge von Testos-
teronmangel im Alter deutlich zuriickgeht (Ambrose 2015), aber durch die
Applikation von androgenen Steroiden wie Testosteron gesteigert werden kann
(Yu et al. 2014). Experimentelle Untersuchungen anhand von Rattenmodellen
fiir Myokardinfarkte zeigen einen steigernden Einfluss von Testosteron auf die
Kapillardichte des Myokards (Chen et al. 2012; Gongalves et al. 2014). In
Anbetracht der nicht zu vernachlassigenden Rolle, welche die Kapillardichte in
der Pathophysiologie der Sarkopenie spielt (Siparsky et al. 2014), und der
vorliegenden teilweise positiven Effekte von kurzfristiger Enobosarm- und
Testosteronpropionat-Applikation auf die Kapillardichte der Skelettmuskulatur
der Ratte, wire es wiinschenswert, den Einfluss der hier verwendeten Substan-

zen auf die Kapillardichte der Muskulatur weiter zu untersuchen.

Die Kapillardichte des Skelettmuskels kann verdanderten Bedingungen angepasst
werden, so zum Beispiel einer erhohten muskularen Aktivitat (Hudlicka 1985).
Es konnte weiter gezeigt werden, dass die adaptive Kapazitat von Rattenmuskeln
auch im Alter gegeben bleibt. Um einen Effekt messen zu konnen, konnte jedoch
ein insgesamt langerer Zeitraum benotigt werden als der in diesem Versuch
veranschlagte. Auch scheint eine gesteigerte Aktivitit, beispielsweise in Form
von Ausdauertraining, eine mafigebende Rolle innerhalb der Mikrozirkulation
der Skelettmuskulatur zu spielen (Farrar et al. 1981; Kovanen und Suominen
1987; Gongalves et al. 2014). Neuere Untersuchungen beschreiben weiter, dass

Muskelbeanspruchung und Scherkrifte einen wichtigen Part in der adaptiven
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Veranderung von Mikrozirkulation bzw. der Angiogenese haben (Badr et al.

2003; Egginton 2011).

Insgesamt lasst sich also diskutieren, ob ein moglicher Einfluss der hier unter-
suchten Therapieansitze auf die Kapillardichte der Skelettmuskelzellen nicht
erst durch die Miteinbeziehung gezielt gesteigerter muskularer Aktivitat demas-
kiert werden konnte. Des Weiteren ist zu bemerken, dass es postoperativ mog-
licherweise zu einer eingeschrinkten Aktivitat der Versuchstiere und somit zu
einer verminderten Muskelbeanspruchung kam. Jedoch ist dem zu entgegnen,
dass eine stabile Osteosynthese der Femora durchgefiihrt wurde, welche in Kom-
bination mit der durchgefiihrten Analgetika-Therapie eine schnelle postopera-
tive Belastbarkeit nach sich zog. Um jedoch die Angiogenese der Muskelkapilla-
ren unter etwaigem Wirkstoffeinfluss genauer untersuchen zu konnen, bote sich
ein Versuchsmodell an, welches gezielte muskuldre Beanspruchung der Ver-

suchstiere integriert.

4.4 Muskelzellquerschnittsflachen und Muskelzell-

Aquivalentdurchmesser

Die Muskelzellquerschnittsflichen und Muskelzell-Aquivalentdurchmesser
wurden untersucht um der Frage nachzugehen, ob und wenn ja welchen Einfluss
die verschiedenen Behandlungen der Versuchsgruppen auf die drei untersuchten
Muskeln hatten. Um den etwaigen individuellen Einfluss der Korper- und
Muskelgewichte der Versuchstiere auf die erhobenen Parameter zu relativieren,
wurden diese ins Verhaltnis zu Korper- bzw. Muskelgewicht gesetzt und
ausgewertet. In vorangegangenen Studien zeigten sich Unterschiede deutlicher,
nachdem sie um die individuellen Korper- und Muskelgewichte korrigierten

worden waren (Komrakova et al. 2011; Ammon 2015).

Vergleicht man die Muskelzellquerschnittsflichen und Muskelzell-Aquivalent-
durchmesser der intakten (nonORX) mit denen der orchiektomierten (ORX)

Versuchstiere, lassen sich keine signifikanten Unterschiede beschreiben.
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Tendenzen sind allerdings innerhalb der Auswertungen eines Muskels zu
erkennen. Die durchschnittlichen Werte der untersuchten Parameter beider
Muskelzelltypen der Mm. gastrocnemii der Versuchsgruppe nonORX sind
tendenziell grofier als die der ORX Versuchsgruppe. Dieses Verhiltnis lasst sich
fiir die Mm. solei in umgekehrter Weise beschreiben. Fiir den M. longissimus las-
sen sich keine derartig eindeutigen Tendenzen ableiten. Beziiglich der Auswir-
kung von Orchiektomie auf die hier besprochenen Parameter beobachteten
Komrakova et al. in einem vergleichbaren Versuch ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede. Insgesamt wurde jedoch eine Abnahme der Parameter in der
orchiektomierten Versuchsgruppe festgestellt (Komrakova et al. 2011). Des Wei-
teren beschrieben Borst et al. eine signifikante Abnahme der Muskelzellquer-
schnittsflachen im M. soleus sowie M. extensor digitorum longus von fiinf Monate
alten Ratten acht Wochen nach Orchiektomie (Borst et al. 2007). Andererseits
konnten Sinnesael et al. acht Wochen nach der Orchiektomie von elf Monate al-
ten Ratten keinen Effekt der Orchiektomie auf die Muskelquerschnittsflachen
des M. soleus sowie des M. tibialis anterior feststellen (Sinnesael et al. 2011). Der
M. tibialis anterior liefSe sich im Ubrigen hinsichtlich seiner Muskelzelltypkonfi-
guration mit der des M. gastrocnemius vergleichen (Armstrong und Phelps 1984).
Zusammenfassend hatte die Orchiektomie auf die hier besprochenen
Muskelparameter einen heterogenen Effekt. In Betrachtung dieser Erkenntnis
sollte berticksichtigt werden, wie unterschiedlich die An- oder Abwesenheit von
Androgenen auf verschiedene Muskeln wirken kann (Lubischer und Bebinger

1999; Dubois et al. 2015).

Fiir die Versuchsgruppe SARMT, welche Enobosarm iiber sechs Wochen verab-
reicht bekam, ergeben sich bemerkenswerte Tendenzen. Gegeniiber den
Versuchsgruppen ORX sowie nonORX sind die durchschnittlichen Muskelzell-
querschnittsflichen und Muskelzell-Aquivalentdurchmesser beider Muskelzell-
typen (M. soleus nur Typ 1) aller drei untersuchter Muskeln erhoht. Diese
Tendenz wird in Betrachtung der durch die Korpergewichte korrigierten Werte

ausnahmslos wahrnehmbar. Die durchschnittlichen Mittelwerte der
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Versuchsgruppe SARMP, welche Enobosarm zusatzlich zur bereits erwahnten
Therapie, als Prophylaxe fiir zwolf Wochen erhielt, zeigen eine analoge Tendenz,

jedoch nur fiir Untersuchung der Mm. gastrocnemii.

Die Einbettung dieser Ergebnisse in die wissenschaftliche Literatur bereitet
Miihe, da weder Muskelzellquerschnittsflichen noch Muskelzell-Aquivalent-
durchmesser unter SARM-Therapie bislang untersucht wurden. Die einzige
Ausnahme bieten Dalbo et al. mit der Untersuchung von Muskelzellquer-
schnittsflichen in Mm. levatores anorum orchiektomierter Ratten unter
Trenbolon-Applikation. Die Substanz Trenbolon konnte hinsichtlich Wirkungs-
mechanismus sowie Wirkungsprofil mit SARMs vergleichbar sein (Yarrow et al.
2010). Der Versuch erbrachte schliefdlich eine signifikante Zunahme der Muskel-
zellquerschnittsflichen im Vergleich zu nicht therapierten Versuchsgruppen
(Dalbo et al. 2017). Da der M. levator ani aber aufSerst zuverlassig auf myotrophe
Substanzen reagiert (Eisenberg und Gordan 1950), bietet er den hier
untersuchten Muskeln kein optimales Pendant. Grundsitzlich ist also die
Vergleichbarkeit der Versuche eingeschriankt. Aber auch wenn die nur bedingte
Vergleichbarkeit der Versuche =zu einer diffizilen Verbindung der
Versuchsergebnisse fiihrte, soll dennoch darauf hingewiesen werden, dass die
hier beobachteten Tendenzen im Vergleich mit bereits publizierten Daten nicht
allein stehen. Dariiber hinaus muss bemerkt werden, dass die hier besprochenen
Tendenzen mit einer durchschnittlichen Muskelgewichtszunahme einhergingen
und somit von einer hypertrophierenden Wirkung von Enobosarm ausgegangen
werden kann. Dies liefSe sich auch fiir den M. levator ani vermuten und sollte

zukiinftig komparabel ausgewertet werden.

Auch die Auswertung der Ergebnisse der Versuchsgruppen TestT und TestP
erbrachte keine signifikanten Unterschiede im Vergleich aller Gruppen zu
einander. Es lassen sich indes Tendenzen fiir die Versuchsgruppe TestT ableiten,
welche tiber einen Zeitraum von sechs Wochen Testosteronpropionat erhielt.
Wie auch fiir die Versuchsgruppe SARMT beschrieben, kommt es im Vergleich

zu den Versuchsgruppen ORX sowie nonORX tendenziell zu einer Zunahme der
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Muskelzellquerschnittsflichen und Muskelzell-Aquivalentdurchmesser beider
Muskelzelltypen (M. soleus nur Typ-1) der drei untersuchten Muskeln. Diese
Zunahme wird von allen Werten bekraftigt, die um Korpergewicht und Muskel-
gewicht korrigiert wurden. Derartige Erkenntnisse wurden schon in anderen
Versuchen gemacht. So schlussfolgerten Sinha-Hikim et al. aus Untersuchungen
junger Manner, dass die Muskelzellquerschnittsflachen beider hier besprochener
Muskelzelltypen infolge von Testosteronapplikation ebenfalls bedeutend
zunahmen. Dabei korrelierten die Flachenzunahmen signifikant mit den

gemessenen Testosteronkonzentrationen im Serum (Sinha-Hikim et al. 2002).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die sechswochigen Therapien mit
Enobosarm sowie Testosteronpropionat einen positiven Effekt auf die durch-
schnittlichen Muskelzellquerschnittsflachen zeigten. Wenn man nun die
tendenzielle Zunahme der durchschnittlichen Muskelgewichte der Versuchs-
gruppe SARMT im Vergleich zu denen von ORX miteinbezieht, lasst sich grund-
legend auf eine therapeutisch bedingte Muskelhypertrophie schliefen. Mit dem
Skelettmuskelmassen- und kraftverlust als den zwei grundlegenden Pathologien
der Sarkopenie (Cruz-Jentoft et al. 2010) ware zumindest dem Skelettmuskel-
massenverlust eine mogliche therapeutische Intervention geboten. Ob indes die
beobachtete Zunahme der Skelettmuskelmasse mit einem Kraftgewinn einher-

geht sollte in zukiinftigen Versuchen erforscht werden.

4.5 Muskelzelltypverhaltnis des M. longissimus

¢

Die Literatur gibt Hinweise, dass es im Zuge von Muskelatrophie zu einem ,,shift
von schnellen Muskelzelltypen, also Typ-2A und Typ-2B, hin zu langsamen
Muskelzelltypen, also Typ-1, kommt (Larsson et al. 1993; Ciciliot et al. 2013).
Untersuchungen des M. plantaris der mannlichen Ratte zeigen, dass es mit
fortschreitendem Alter zu einer Abnahme von Typ-2A und einer Zunahme von
Typ-1-Muskelzellen kommt (Holloszy et al. 1991). Des Weiteren wurde im

Vergleich zu jungen Menschen festgestellt, dass es im Alter nicht nur zu einem
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Riickgang, sondern auch zu verminderten Muskelzellquerschnittsflachen von
Typ-2 Muskelzellen kommt. Die Anzahl und Muskelzellquerschnittsflachen der
Typ-1 Muskelzellen blieben hingegen kaum beeinflusst (Lexell 1995).

In diesem Versuch konnte eine Veranderung des prozentualen Verhaltnisses der
Muskelzelltypen des M. longissimus im Vergleich der Versuchsgruppe nonORX
zu ORX, als sarkopenisches Modell, nicht festgestellt werden. Interessanter-
weise konnte beobachtet werden, dass in den Versuchsgruppen SARMP, TestT
und TestP weniger Typ-1 und mehr Typ-2 Muskelzellen vorkamen als in den
anderen Versuchsgruppen. Es konnte also vermutet werden, dass eine langer-
fristige Therapie mit Enobosarm sowie eine kurz- und langerfristige Testoste-
ronpropionat-Therapie einer Verhaltnisanderung der Muskelzelltypen von
schnell zu langsam entgegenwirken konnte. Ahnliches fiel bei Untersuchungen
von Holming et al. auf. Dort kam es bei weiblichen ovariektomierten Ratten un-
ter Testosterontherapie ebenfalls zu einer prozentualen Verringerung von
langsamen Typ-1- sowie einer Zunahme von schnellen Typ-2-Muskelzellen
(Holmiéng et al. 1990). Es sollte jedoch nicht vergessen werden, dass sich Mus-
keln beziiglich ihrer Muskelzelltypverhaltnisse stark voneinander unterscheiden
(Armstrong und Phelps 1984). Auch die Muskelveranderungen im Alter zeigen
sich dahingehend unterschiedlich, dass Muskeln, deren Aufgabe hauptsachlich
im Tragen von Gewicht liegt, eher den hier besprochenen Verhiltniswechsel der
Muskelzelltypen erfahren als Muskeln, die kein Gewicht zu tragen haben
(Holloszy et al. 1991). Es ist also kaum moglich die Untersuchung des M. longis-
simus auf andere Muskeln oder das gesamte muskuldre System zu tibertragen.
Eine potentielle therapeutische Anwendbarkeit der hier beschriebenen Erkennt-

nisse bleibt vorerst ungewiss und bedarf weiterer Forschung.



82

4.6 Enobosarm

Es stellt sich die Frage, ob im gesamtwissenschaftlichen Kontext die Wahl von
Enobosarm als Testsubstanz sinnvoll war, und welche Alternativen, im

Besonderen fiir die zukiinftige Forschung, bestehen.

Enobosarm ist der bis dato einzige SARM, welcher in klinischen Studien hin-
sichtlich einer Anwendbarkeit zur Verbesserung von Muskelmasse und -kraft
sowie der korperlicher Leistungsfahigkeit (Crawford et al. 2016) klinische Phase-
I1I-Studien erreicht und durchlaufen hat (Narayanan et al. 2018). Es ist jedoch
zu erwahnen, dass diesbeziiglich weitere Forschung von der durchfiihrenden
Firma GTx Incorporated (heute Oncternal Therapeutics), unter anderem auf-
grund einer nicht ausreichend nachweisbaren Verbesserung der korperlichen
Leistungsfahigkeit, mittlerweile bis auf weiteres eingestellt wurde (Garber 2016).
Enobosarm wird weiterhin in klinischen Studien zur Anwendbarkeit bei Stress-
inkontinenz und androgenrezeptor-positivem  Brustkrebs untersucht

(Narayanan et al. 2018).

Vergleichbare Substanzen fiir selbigen potentiellen Anwendungsbereich sind
beispielsweise LGD-4033, MK-0773, GLPG0492 oder GSK2881078. Diese befin-
den sich in unterschiedlichen Stadien der Erforschung was Gegeniiberstellung
nur bedingt zulasst. LGD-4033 (auch Ligandrol oder VK5211) zeigte in einer 21-
tagigen klinischen Phase-I-Studie eine angemessene Vertraglichkeit, Sicherheit
sowie eine signifikante Erhohung von Muskelmasse und -kraft (Basaria et al.
2013). Im ovarektomierten Rattenmodell konnte mit LGD-4033 eine verbesserte
Muskelkapillarisierung und erhohte Muskelquerschnittsflache, bei jedoch nicht
konsistenten Ergebnissen beziiglich des Uterusgewicht erzielt werden (Carstens
et al. 2018). Der steroidale SARM MK-0773 (auch PF-05314882) wurde bereits in
einer klinischen Phase-Ila-Studie tiber 6 Monate an weiblichen Probanden
untersucht, wobei sich zwar eine Zunahme der Muskelmasse aber keine
Steigerung der Muskelkraft messen liefS. Auch kam es bei einer nicht zu vernach-

lassigenden Anzahl von Probanden zu einer Erhohung der Lebertransaminasen
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(Papanicolaou et al. 2013). GLPG0492 (auch DT-200) wurde erfolgreich, im Sinne
von Selektivitat, Eindimmung von Muskelmassenverlust und gesteigerter
korperlicher Leistungsfahigkeit, anhand von durch Immobilisation verursachter
Muskelatrophie in Ratten (Blanqué et al. 2014) und an einem Mausmodell fiir die
Duchenne-Muskeldystrophie (Cozzoli et al. 2013) untersucht. Das jiingst unter-
suchte SARM GSK2881078 liefS in klinischen Phase I-Studien eine vertretbare
Vertraglichkeit, Sicherheit sowie eine Vermehrung von Muskelmasse erkennen
(Clark et al. 2017; Neil et al. 2018) und befindet sich in weiterfiihrender Erfor-
schung hinsichtlich einer moglichen Verbesserung von Muskelkraft und
-funktion bei Probanden mit einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung als

Grunderkrankung (NCT03359473) (Furrer und Handschin 2019).

Allen genannten SARMs ist eine angemessene Vertraglichkeit und Sicherheit
gemein. MK-0773 unterscheidet sich im Besonderen von den anderen SARMs, da
es steroidal und somit nur eingeschrankt vergleichbar ist. Generell sind Versuche
am Tiermodell rar, was Vergleiche mit den vorliegenden Ergebnissen nur bedingt
zulasst. Interessant ist, dass LGD-4033 dhnlich zu hier vorliegenden Ergebnissen
bereits nach einer kurzfristigen Applikationsdauer zu positiven Ergebnissen
fiihrte, was kiinftig zunichst eine Konzentration auf die kurzfristige Anwend-
barkeit bei akuten Krankheitsbildern, wie beispielsweise funktionelle Einschran-
kungen nach Immobilisation, befiirworten liefSse (Basaria et al. 2013). Fiir das
Feld der Sarkopenie wiren sicherlich unmittelbar vergleichende Untersuchun-
gen der vielversprechendsten Substanzen vorteilhaft, da anhand der aktuellen
Erkenntnisse nicht eindeutig zu sagen ist, welche der Substanzen fiir zukiinftige
Forschungsarbeiten zu bevorzugen wire. Eine Entscheidung fiir eine Substanz
hinsichtlich zukiinftige Versuche bleibt im Endeffekt komplex, da diese vor

allem unter Beriicksichtigung der Fragestellung zu treffen ist.

Zum Zeitpunkt des Versuches war Enobosarm der klinisch weitestgehend
erforschte SARM und, angesichts der damals publizierten Erkenntnisse, vielver-
sprechend hinsichtlich der Verbesserung der Muskelgesundheit. Alles in allem

lasst sich die Wahl von Enobosarm als Testsubstanz als sinnvoll einstufen. Die
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Tatsache, dass Enobosarm beziiglich einer Anwendbarkeit bei Sarkopenie kli-
nisch aktuell nicht weiter erforscht wird, lasst sich nicht nur auf die fehlende
Verbesserung der korperlichen Leistungsfahigkeit in der klinischen Phase-III-
Studien zuriickfiihren. Andere Faktoren, wie das Fehlen von spezifischen, ggf.
globalen, Richtlinien fiir klinische Studien (Fearon et al. 2015), die Erforschung
neuer klinischer Indikationen (Dalton 2017) sowie nicht zu vernachladssigende

finanzielle Aspekte (Garber 2016) spielen ebenfalls eine Rolle.

4.7 Serum-Kreatinkinase-Werte

Die Aktivitatsmessung der Kreatinkinase im Serum kann verwendet werden um
Muskelschaden zu detektieren. Die physiologisch intrazellulir vorkommende
Kreatinkinase gelangt unter anderem durch Membrandefekte der Muskelzellen
in den Blutkreislauf und wird so im Serum messbar (Sinert et al. 1994; Magal et
al. 2010). Die Messwerte eignen sich jedoch nur zur Beurteilung des Vorhanden-
seins von Muskelschiaden. Um eine suffiziente Aussage iiber das Ausmaf$ von
Muskelschiaden sowie die Funktionalitit der Muskulatur zu treffen, sind sie

jedoch nicht brauchbar (Fridén und Lieber 2001).

Der durchschnittliche Normwert der Aktivitdit von Kreatinkinase méannlicher
Ratten sei mit 444 U/l angenommen (Zur 2005). In Betrachtung der vorliegenden
Ergebnisse fallt auf, dass die Messwerte und auch die Standardabweichungen
deutlich oberhalb dieser Norm liegen (maximaler Variationskoeffizient: 60,7 %;
Minimum aller Gruppen: 2327 U/l; Maximum aller Gruppen: 14373 U/l; Mean
aller Gruppen: 5997 U/]). In vorangegangenen Versuchen zeigten sich die Werte
ebenfalls deutlich erhoht (Kling 2015; Rechholz 2017). Dass nun derart erhohte
Werte wiederholt auf eine Muskelschiadigung zuriickzufiihren waren, erscheint
unwahrscheinlich. Zum einen, da die Bewegungsmuster der Versuchstiere im
Vorfeld der Totung keine Auffilligkeiten zeigten. Zum anderen, weil die
Muskulatur nach der Totung makroskopisch und im Rahmen der vorliegenden

Ergebnisse mikroskopisch unauffillig erschien. Im Besonderen jedoch, da die
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augenscheinlichste Parallele zwischen den Versuchen die Art der Blutgewinnung
durch Dekapitation ist. Bei der Dekapitation kommt es zu einer todlichen Ver-
letzung des Korpergewebes. Die im Anschluss aus dem Rattenkorper gewonnene
Blutprobe diirfte unter anderem auch intrazellulare Bestandteile muskularer
Zellen enthalten. Es konnte also am ehesten durch die Art der Blutgewinnung zu
den abnormal erhohten Werten gekommen sein. Auch wenn mit der gleichen
Behandlung aller Versuchstiere eine Vergleichbarkeit der Werte bestehen bleibt,
so sind die Messwerte auf Grund der Erkenntnisse iiber die angewendete Blutge-
winnung in diesem Fall kaum zur Beurteilung der Rattenmuskulatur zu

verwenden.

Fiir moglichst zuverldssige Messwerte konnte also andere Arten der Blutgewin-
nung eine entscheidende Rolle spielen und sollten fiir weitere Versuche beriick-
sichtigt werden. So ist es moglich die Vena cava superior von Ratten unter ada-
quater Anasthesie zu punktieren (Jekl et al. 2005). Dabei konnte ein solcher Zu-
gang dariiber hinaus als permanente Blutgewinnungsmoglichkeit genutzt wer-
den (Moslen et al. 1988). Die Punktion der Vena saphena magna (Hem et al. 1998)
sowie der Schwanzvene (Morton et al. 1993) stellen weitere verldassliche Metho-
den zur moglichst atraumatischen Blutgewinnung dar. Fiir die terminale Blutge-
winnung gelten die retrobulbare Punktion der Orbita sowie die kardiale Punktion
als addquate Methoden (Izumi et al. 1993; Morton et al. 1993; Beeton et al. 2007).
Generell gilt, dass eine situationsentsprechende Gewohnung der Versuchstiere
im Vorfeld geplanter Eingriffe die gemessene Aktivitdt von Kreatinkinase redu-
ziert und somit zu zuverldassigeren Messwerten fiihren konnte (Lefebvre et al.

1992).

4.8 Ratte als Modell

In diesem Versuch wurde die Spezies Rattus norvegicus als Modell fiir die Spezies
Homo sapiens gewiahlt. In wissenschaftlichem Kontext wird die so genannte

Wanderratte seit 1856 zu experimentellen Zwecken genutzt. Die ersten Indizien
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gezielter Ziichtung stammen aus Deutschland aus dem Jahr 1877 (Lindsey und
Baker 2005). Seit dieser Zeit hat sich die Verwendung der Ratte als Versuchstier
weltweit verbreitetet (Jacob 1999) und ist als Modell fiir menschliche Erkran-
kungen etabliert (Aitman et al. 2008; lannaccone und Jacob 2009). In diesem Fall
wurde durch die Durchfiihrung einer Orchiektomie ein, auf Androgendeprivation
basierendes, Krankheitsmodell der mannlichen Osteoporose verursacht. Die
Orchiektomie gilt als ein langjahrig etabliertes Verfahren, um eine osteo-
porotische Stoffwechsellage in mannlichen Ratten hervorzurufen (Wink und
Felts 1980; Turner et al. 1989; Blouin et al. 2008; Ryu et al. 2015). Dariiber hinaus
wurde die Orchiektomie synergistisch verwendet, um eine sarkopenische Stoff-
wechsellage der Versuchstiere herbeizufiihren. Multiple Versuche konnten
belegen, dass die Orchiektomie zu einem signifikanten Riickgang der fettfreien
Korpermasse fiihrt (Vanderschueren et al. 2000; Moreau et al. 2001). In puncto
Definition und Diagnostik von Sarkopenie dient die Ermittlung der fettfreien
Korpermasse weitverbreitetet und stellt somit einen validen Parameter fiir die
Feststellung einer Sarkopenie dar (Cruz-Jentoft et al. 2010; Fielding et al. 2011;
Crawford et al. 2016). In Anlehnung an das Hershberger essay als Test anaboler
Aktivitat androgener Substanzen, dient die hier durchgefiihrte Untersuchung
von Prostata und M. levator ani der Ratte als noch heute giiltiges Verfahren
(Hershberger et al. 1953; Freyberger et al. 2007). Unter Einbeziehung dieser Er-
kenntnisse lasst sich schlussfolgern, dass mit der Wahl des Tiermodells der Ratte

eine im wissenschaftlichen Sinne adaquate Entscheidung getroffen wurde.

4.9 Schlussfolgerung

Die Applikation des SARMs Enobosarm tiiber unterschiedlich lange Zeitraume
zeigte heterogene Effekte auf die Skelettmuskulatur der orchiektomierten Ratte.
Die relativ kurzzeitige Applikation iiber sechs Wochen hatte eine tendenzielle
Zunahme von Muskelgewicht sowie Muskelzellquerschnittsflache zur Folge.
Anhand der Untersuchung des M. levator ani und der Prostata konnte weiter ge-

zeigt werden, dass Enobosarm selbst bei dieser kurzen Applikationsdauer zum
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einen eine gut messbare anabole Wirkung entfaltet und zum anderen eine
zufriedenstellende Selektivitdt gegeniiber der Prostata besitzt. Die langfristige
Applikation tiber 18 Wochen zeigte hingegen nur in der Betrachtung des M. gas-
trocnemius positive Auswirkungen auf Muskelgewicht und Muskelzell-
querschnittsfliche. Die androgene Aktivitat in Bezug auf die Prostata blieb
unbefriedigend. Im Zuge der langfristigen Therapie konnte lediglich ein tenden-
ziell positiver Einfluss auf das Muskelzelltypverhaltnis (des M. longissimus)
beobachtet werden. Insgesamt konnten unter Enobosarm-Applikation keine
nennenswerten Tendenzen beziiglich Futteraufnahme, Korpergewicht und Ka-
pillardichte beobachtet werden. Um auf eine sichere langfristige Anwendbarkeit
zur Therapie von Sarkopenie wie auch von Osteoporose hinzuarbeiten (Girgis
2015), sollte die Applikation von geringeren Enobosarm-Dosen erforscht werden

(Dalton et al. 2011).

Die sechswochige Testosteronpropionat-Applikation zeigte ebenfalls einen
positiven Einfluss auf die Muskelzellquerschnittsfliche. Ein verhidltnismafig
geringer Effekt auf das Prostatagewicht sowie den M. levator ani wirft die Frage
auf, ob iiber die orale Applikation ausreichende Wirkstoffkonzentrationen
erreicht wurden oder ob die Anwendbarkeit von Testosteron und dessen Einfluss
auf die androgendeprivierte Prostata gegebenenfalls neu evaluiert werden sollte
(Bassil et al. 2009). Den sechs sowie 18-woOchigen Testosteronpropionat-
Applikationen war ein positiver Effekt auf das Muskelzelltypverhiltnis gemein.
Das Korpergewicht, weitere Muskelgewichte und die Kapillardichte blieben

unter Testosteronpropionat-Applikation tendenzlos.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Applikation von Enobosarm
sowie Testosteronpropionat fiir eine kurzfristige Dauer vorteilhafte Effekte auf
die Skelettmuskulatur in punkto Muskelzellquerschnittsfliche und fiir
Enobosarm zusitzlich in puncto Muskelgewicht zeigten und gleichzeitig
zufriedenstellende Ergebnisse hinsichtlich Prostatagewicht lieferten. Diese
Ergebnisse weisen auf ein mogliches therapeutisches Potential hin, welches

Gegenstand weiterer Forschungen sein sollte. Dahingehend wire eine mogliche
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Synergie von Substanzwirkung und muskuldren Trainings von besonderem
Interesse (Egginton 2011; Cruz-Jentoft et al. 2014). Die erhoffte selektive
Wirkung von Enobosarm (Cilotti und Falchetti 2009; Dalton et al. 2011; Dobs et
al. 2013) sowie eindeutig positive Einfliisse auf die Skelettmuskulatur konnten

im Rahmen der langfristigen Applikation nicht erzielt werden.
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4.10 Zusammenfassung

Osteoporose und Sarkopenie sind eng miteinander assoziierte Erkrankungen,
welche zusammengenommen unser muskuloskelettales System betreffen. Lange
als weibliche Erkrankungen erforscht, wurden nun die moglichen
therapeutischen Auswirkungen des selektiven Androgenrezeptor-Modulators
(SARMs) Enobosarm auf das muskuloskelettale System am osteoporotischen
Modell der orchiektomierten Ratte untersucht. In dieser Arbeit wird

ausschliefSlich die Forschung hinsichtlich der Skelettmuskulatur behandelt.

Der Versuch begann mit der beidseitigen Orchiektomie. Nach zwolf Wochen
wurden alle Versuchstiere einer beidseitigen Osteotomie des Femurs mit
anschliefSender stabiler Plattenosteosynthese unterzogen. Nach weiteren sechs
Wochen wurden die Versuchstiere schliefSlich der Wissenschaft geopfert. Zu
Versuchsbeginn wurden sechs Versuchsgruppen aus 90 Versuchstieren gebildet:
1. (nonORX): nicht orchiektomiert; 2. (ORX): orchiektomiert; 3. (SARMT):
orchiektomiert + Enobosarm, 0,4 mg/kg KG/d p.o., fiir die letzten sechs Wochen;
4. (SARMP): orchiektomiert + Enobosarm, 0,4 mg/kg KG/d p.o., fiir 18 Wochen;
5. (TestT): orchiektomiert + Testosteronpropionat, 46,67 mg/kg KG/d p.o., fiir
die letzten sechs Wochen; 6. (TestP): orchiektomiert + Testosteronpropionat,
46,67 mg/kg KG/d p.o., fiir 18 Wochen. Die Korpergewichte der Versuchstiere

und die verzehrten Futtermengen wurden wochentlich erhoben.

Post mortem wurden die Mm. longissimi, gastrocnemii und solei histologisch
prapariert und mikroskopisch ausgewertet. Es wurden die Ratio von Typ-1- zu
Typ-2-Muskelzellen, die Muskelzellquerschnittsflachen und -dquivalentdurch-
messer sowie die Kapillardichte bestimmt. Dariiber hinaus wurden die Aktivitat
der Kreatinkinase im Serum, die Muskelgewichte, einschliefSlich des M. levator

ani, und die Prostatagewichte ermittelt.

Tendenziell zeigte sich, dass eine kurzfristige Therapie mit Enobosarm sowie
Testosteronpropionat (SARMT, TestT) vorteilhafte Auswirkungen auf die

Skelettmuskulatur der orchiektomierten Ratte hat, ohne dabei das
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Prostatagewicht nennenswert zu erhohen. Eine langerfristige Therapie mit
Enobosarm (SARMP) fiihrte hingegen zu erhohten Prostatagewichten und wirkte

nicht eindeutig vorteilhaft auf die Skelettmuskulatur.

Fiir eine langfristige Anwendbarkeit von Enobosarm sollte die Applikation von
geringeren Dosen erforscht werden. Dariiber hinaus wire eine synergistische
Wirkung von Substanz und muskuldrem Training denkbar und sollte ebenfalls

zukiinftig beriicksichtigt werden.

4.11 Summary

Osteoporosis and sarcopenia are closely related diseases, which together affect
our musculoskeletal system. Long researched as female diseases, the potential
therapeutic effects of the selective androgen receptor modulator (SARMs) Eno-
bosarm on the musculoskeletal system were now investigated using the osteo-
porotic model of the orchiectomized rat. This thesis deals exclusively with re-

search on skeletal muscles.

The experiment commenced with bilateral orchiectomy. After twelve weeks, all
experimental animals underwent bilateral femoral osteotomy followed by stable
plate osteosynthesis. After an additional six weeks, the animals were finally
sacrificed to science. At the beginning of the experiment, 90 animals were
divided into six groups: 1. (nonORX): non-orchiectomized; 2. (ORX):
orchiectomized; 3. (SARMT): orchiectomized + Enobosarm, 0.4 mg/kg BW/d p.o.,
for the last six weeks; 4. (SARMP): orchiectomized + Enobosarm, 0.4 mg/kg BW/d
p.o., for 18 weeks; 5. (TestT): orchiectomized + testosterone propionate,
46.67 mg/kg BW/d p.o., for the last six weeks; 6. (TestT): orchiectomized +
testosterone propionate, 46.67 mg/kg BW/d p.o., for 18 weeks. The body weights

of the test animals and the quantities of food consumed were recorded weekly.

The Mm. longissimi, gastrocnemii and solei were histologically prepared post
mortem and microscopically evaluated. The ratio of type 1 to type 2 muscle cells,

the muscle cell cross-sectional surfaces and equatorial diameters as well as the
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capillary density were determined. The activity of creatine kinase in serum, the
muscle weights, including M. levator ani, and prostate weights were also

determined.

Short-term treatment with Enobosarm and testosterone propionate (SARMT,
TestT) tended to have beneficial effects on the skeletal muscles of the orchiec-
tomized rat without significantly increasing the weight of the prostate. On the
other hand, longer-term therapy with Enobosarm (SARMP) led to increased

prostate weights and did not have a clearly beneficial effect on skeletal muscles.

For long-term applicability of Enobosarm, the application of lower doses should
be investigated. Furthermore, a synergistic effect of substance and muscular

training would be conceivable and should also be considered in the future.
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5 Anhang

5.1 Farbeprotokoll der Amylase-PAS-Farbung

Wird im Folgenden keine Temperatur angegeben, herrschte Raumtemperatur.
1. Fixierung, 60 Min.

Senkrecht in den Kiivetten stehend, wurden die Objekttrager mit einem Gemisch

aus Chloroform, Ethanol und Essigsaure bei 4 °C fixiert.
2. Spiilen mit Aqua destillata (Aqua dest.) 10 x 5 Sek.
3. Amylase, 25 Min.

In Aqua dest. geloste Amylase wird in die Kiivetten gegeben und bei 37 °C inku-

biert.

4. Spiilen mit Aqua dest. 10 x 5 Sek.

5. Perijodsaure, 30 Min.

Perijodsaure in Aqua dest. wurde hinzugefiigt.
6. Spiilen mit Aqua dest. 10 x 5 Sek.

7. Schiff-Reagenz, ca. 2 Min.

Nun wurde das Schiff-Reagenz in die Kiivetten gefiillt. Unter standiger Sicht-
kontrolle wurde der Farbeprozess kontrolliert. Die Farbung durfte nicht iiber ein
zartes Rosa hinausgehen, welches nach 1-2 Min erreicht war. Man bedenke, dass
die sichtbare Farbung fast ausschliefSlich durch Zellwinde zustande kommt,
welche nur einen Teil des Praparatvolumens ausmachen. Eine zu starke
Einfarbung konnte eine spatere Auswertung vereiteln. Nicht zu spat wurde das

Reagenz abgegossen.
8. Kaliumdisulfidlosung, 30 Min.

Zehn prozentige Kaliumdisulfidlosung wurde zusammen mit Aqua dest. und

Salzsaure in die Kiivetten gegeben.
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9. Leitungswasser, 10 Min.
Die Kiivetten wurden mit fliefSendem Leitungswasser begossen.

Daraufhin wurden die Objekttrager mindestens fiir fiinf Minuten in Aqua dest.
gelagert. AnschliefSend konnten die fertigen Farbungen mit Deckglasern (Men-
zel Glaser, 24x48 mm #1) konserviert werden. Dazu wurde ein wassergeloster
Kleber (Aquatex®, Merck KGaA) auf die Feinschnitte getropft und mit einem
Deckglas belegt. Zwischen den Glasern entstandene Blasen konnten durch
externen Druck mit einem Spatel entfernt werden. Zu guter Letzt wurden die

Objekttrager in waagerechter Position fiir mindestens 48 Stunden getrocknet.

5.2 Farbeprotokoll der ATPase-Farbung mit

Diaphorase

Wird im Folgenden keine Temperatur angegeben, herrschte Raumtemperatur.
1. Fixierung nach Meijer (Meijer 1970), 1 Min.

Die Losung, bestehend aus Paraformaldehyd, Kalziumchloriddihydrat, Saccha-
rose und Aqua dest. wurde nach pH-Einstellung auf 6,3-6,6 in die Kiivetten ge-

geben.
2. Spiilung mit Aqua dest., 2 x 5 Min.
3. Diaphorase-Inkubation, 60 Min.

Die Objekttrager wurden hierzu waagerecht in Feuchtekammern gelegt und mit
einer Losung aus NADH-Dinatriumsalz, Phosphatpuffer, Nitroblautetrazolium-

chlorid und Aqua dest. benetzt. Anschliefiend wurden diese bei 37 °C inkubiert.
4. Spiilung mit Aqua dest., 15 Min.

Wieder senkrecht in den Kiivetten stehend, wurden die Objekttrager erneut mit

Aqua dest. gespiilt.
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5. Saure Vorinkubation, 15 Min.

AnschliefSend wurde eine Losung aus Kalziumchloridstammlosung, Eisessig und

Aqua dest. auf einen pH-Wert von 4,2 eingestellt und in die Kiivetten gegeben.
6. Tris-Kalziumchloridlosung, 2 Min.

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Kalziumchloridstammlosung und Aqua
dest. werden gemeinsam auf einen pH-Wert von 7,8 eingestellt und in die Kiivet-

ten gegeben.
7. ATPase-Inkubation, 30 Min.

Zur Inkubation bei 37 °C wurde eine Losung aus Kaliumchlorid, ATP, Glycinpuf-

fer und Kalziumchloridstammlosung eingesetzt.
8. Spiilung mit Kalziumchloriddihydrat plus Aqua dest., 3 x 45 Sek.
9. Kobaltchloridlosung, 2 Min.

AnschliefSend an die Spiilung wurde eine Losung aus Kobaltchlorid und Aqua

dest. auf die Objekttrager gegeben.

10. Spiilung mit Aqua dest., 3 x 45 Sek.

11. Ammoniumsulfidlosung, 2 Min.

Ammoniumsulfid in Aqua dest. wurde unter dem Abzug in die Kiivetten gegeben.
12. Leitungswasser, 10 Min.

Zuletzt wurden die Kiivetten mit fliefSendem Leitungswasser begossen und bis

zur Versorgung mit Deckglasern (siehe 5.1) in Aqua dest. gelagert.
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5.3 Ansatze der Farbeprotokolle

Im Folgenden werden die Ansidtze, wenn nicht anders angegeben, zur Be-
stiickung einer Glaskiivette mit einem Fassungsvermogen von 60 ml,
entsprechend den Nummerierungen der Farbeprotokolle, aufgefiihrt. Wenn die
Losungen auf Grund ihrer Lagerfahigkeit nicht schon vorlaufig - und in teilweise
grofSeren Mengen - angesetzt werden konnten (v), wurden sie fiir die Farbungen

neu (n) angesetzt.

5.3.1 Amylase-PAS-Farbung

1. Fixierungslosung (n)

Ethanol (Merck KgaA) 43 ml
Chloroform (Merck KgaA) 8 ml
Essigsaure (Merck KgaA) 2,7ml

3. Amylaselosung (n)

Amylase (Sigma-Aldrich) 185 mg
Aqua dest. 60 ml

5. Perijodsaure (n)
Perijodsaure (Carl Roth GmbH + Co. KG) 0,8¢g
Aqua dest. 60 ml

7. Schiff’s Reagenz (v) (Carl Roth GmbH + Co. KG) 60 ml

8. Kaliumdisulfidlosung (v)

Aqua dest. 600 ml
Kaliumdisulfidlosung (10 %, Merck KgaA) 30 ml
HCI (1IN, Merck KgaA) 30 ml
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5.3.2 ATPase-Farbung mit Diaphorase

1. Fixierungslosung (n)

Paraformaldehyd (Carl Roth GmbH + Co. KG) 0,6¢g

Kalziumchloriddihydrat 0,588 ¢
(Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz)

Saccharose 3,6¢
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Aqua dest. 60 ml

Aqua dest. wurde zuletzt hinzugefiigt. Kurz vor Einsatz der Losung wurde der
pH-Wert auf 6,3-6,6 titriert. Hierzu wurde Natronlauge (Carl Roth GmbH + Co.
KG) bzw. HCI (Merck KgaA) verwendet.

3.1 Diaphorase-Inkubationslosung (n) (500 pl/ Praparat)

NADH-Dinatriumsalz (AppliChem GmbH) 12 mg
Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,4) 2,08 ml
Nitroblautetrazoliumchlorid 2,6 ml
(Carl Roth GmbH + Co. KG)

Aqua dest. 3,12 ml

3.2 Phosphatpuffer (v)

Losung 1:

primares Natriumphosphat 18,8 g
(0,1 M, Merck KgaA)

Aqua dest. 11
Losung 2:

sekundares Natriumphosphat 17,8 g

(0,1 M, Merck KgaA)
Aqua dest. 11
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15,9 ml von Losung 1 plus 84,1 ml von Losung 2 ergeben 100 ml Phosphatpuffer.
Die Einstellung auf den pH-Wert 7,4 wird durch Titrieren mit Losung 1 (pH-
Wert-Senkung) oder Losung 2 (pH-Wert-Erhohung) vorgenommen.

3.3 Nitroblautetrazoliumchlorid (v)

Nitroblautetrazoliumchlorid 40 mg
(Carl Roth GmbH + Co. KG)
Aqua dest. 40 ml

5. Losung fiir saure Vorinkubation (n)

Kalziumchloridstammlosung 6,67 ml
Eisessig (Merck KgaA) 0,27 ml
Aqua dest. 60 ml

Das Titrieren auf den pH-Wert 4,2 erfolgte, wie schon beschrieben, kurz vor

Benutzung.

5.1 Kalziumchloridstammlosung (v)
Kalziumchloridhydrat (Fluka Chemie GmbH) 6,62 ¢

Aqua dest. 250 ml

6. Tris-Kalziumchloridlosung (n)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 0,74 g
(Carl Roth GmbH + Co. KG)

Kalziumchloridstammlosung 6,1 ml
Aqua dest. 55ml

Das Titrieren auf den pH-Wert 7,8 erfolgte, wie schon beschrieben, kurz vor

Benutzung.
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7. ATPase Inkubationslosung (n)

Kaliumchlorid (Merck KgaA) 226 mg
ATP (Carl Roth GmbH + Co. KG) 93 mg
Glycinpuffer 55ml
Kalziumchloridstammlosung 6,1 ml

Die Kalziumchloridstammlosung wurde zuletzt hinzugegeben. Das Titrieren auf
den pH-Wert 9,4 erfolgte, wie schon beschrieben, kurz vor Benutzung. Die Lo-

sung wurde bei 37 °C gelagert.

7.1 Glycinpuffer (v)

Glycinstammlosung 125 ml
Natronlauge (0,4 M Carl Roth GmbH + Co. KG) 42 ml
Aqua dest. bis auf 500 ml aufgefiillt

AnschliefSend das Titrieren, wie schon beschrieben, auf den pH-Wert 9,4.

7.1.1 Glycinstammlosung (v)
Glycin (AppliChem GmbH) 7,51¢g
Aqua dest. 250 ml

AnschliefSend erfolgte das Titrieren, wie schon beschrieben, auf den pH-Wert
9,4.

8. Kalziumchloriddihydrat (v)
Kalziumchloriddihydrat (Sigma-Aldrich) 10g
Aqua dest. 11

9. Kobaltchloridlosung (n)
Kobaltchlorid (AppliChem GmbH) 1,2¢
Aqua dest. 60 ml

11. Ammoniumsulfidlosung (n)
Ammoniumsulfid (Merck KgaA) 0,08 ml

Aqua dest. 60 ml
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5.4 Tabellarische Darstellungen relevanter Daten
5.4.1 Futteraufnahme und Wirkstoffaufnahme im

Versuchsverlauf

Tabelle 8: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahmen (Mean) und Standardabweichungen (SD)

in Gramm pro Versuchstier im Versuchsverlauf

Versuchsgruppe

Versuchswoche nonORX ORX  SARMT SARMP TestT TestP
1 Mean 28,53 27,83 28,02 30,00 28,31 15,67
SD 1,49 3,60 3,86 3,20 4,59 10,42

2 Mean 34,15 38,43 35,26 33,64 34,49 30,75
SD 1,82 6,31 2,51 4,24 3,06 5,10

3 Mean 32,09 33,99 32,51 29,52 30,73 30,60
SD 1,35 2,36 4,27 3,99 5,38 6,57

4 Mean 32,46 31,99 29,86 28,63 32,57 30,78
SD 1,57 2,21 5,60 5,86 4,76 5,15

5 Mean 31,91 31,91 29,60 31,50 33,01 31,76
SD 2,53 2,30 5,27 3,70 3,05 3,09

6 Mean 31,07 31,69 32,99 34,02 36,56 33,07
SD 1,54 3,00 2,99 2,84 2,26 4,62

7 Mean 32,34 31,51 33,01 34,22 33,72 32,80
SD 1,54 3,00 2,73 3,05 1,70 4,90

8 Mean 30,86 33,07 31,44 33,64 33,08 32,84
SD 3,48 1,90 2,26 1,51 1,28 3,70

9 Mean 32,44 30,18 29,64 31,79 32,25 30,52
SD 1,29 2,99 3,34 1,27 4,87 3,25

10 Mean 32,42 29,44 30,15 32,03 30,07 31,53
SD 2,04 2,69 2,26 1,56 2,11 4,14

11 Mean 30,48 27,37 28,18 30,36 29,50 29,27
SD 2,32 2,54 2,33 1,89 3,34 3,51

12 Mean 30,76 26,47 28,66 33,14 27,23 28,36
SD 3,20 2,03 8,21 5,75 1,67 3,71

13 Mean 12,23 10,89 22,64 13,39 13,95 10,87
SD 1,58 2,66 12,24 2,38 4,81 3,61

14 Mean 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

15 Mean 23,81 19,71 20,25 21,04 28,94 23,67

SD 0,13 3,55 2,42 2,71 18,59 5,01
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Versuchsgruppe

Versuchswoche nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP
16 Mean 23,74 24,55 20,06 20,86 24,23 25,29

SD 1,83 9,38 0,57 2,59 3,87 4,90

17 Mean 29,37 26,91 26,00 27,95 26,65 31,86

SD 1,11 3,29 1,15 2,45 2,87 6,06

18 Mean 31,04 27,34 32,31 29,98 34,16 30,43

SD 3,19 2,80 2,88 2,58 1,30 1,45




Tabelle 9: Durchschnittliche tagliche Wirkstoffaufnahme (Mean) und Standardabweichungen

(SD) in Milligramm pro Versuchstier im Versuchsverlauf

101

Versuchsgruppe

Versuchswoche SARMT SARMP TestT TestP

1 Mean - 0,26 - 15,67

SD - 0,03 - 10,42

2 Mean - 0,29 - 30,75
SD - 0,04 - 5,10

3 Mean - 0,25 - 30,60
SD - 0,03 - 6,57

4 Mean - 0,25 - 30,78
SD - 0,05 - 5,15

5 Mean - 0,27 - 31,76
SD - 0,03 - 3,09

6 Mean - 0,29 - 33,07
SD - 0,02 - 4,62

7 Mean - 0,29 - 32,80
SD - 0,03 - 4,90

8 Mean - 0,29 - 32,84
SD - 0,01 - 3,70

9 Mean - 0,27 - 30,52
SD - 0,01 - 3,25

10 Mean - 0,27 - 31,53
SD - 0,01 - 4,14

11 Mean - 0,26 - 29,27
SD - 0,02 - 3,51

12 Mean - 0,28 - 28,36
SD - 0,05 - 3,71

13 Mean 0,19 0,11 13,95 10,87
SD 0,10 0,02 4,81 3,61
14 Mean 0,00 0,00 0,00 0,00
SD 0,00 0,00 0,00 0,00

15 Mean 0,17 0,18 28,94 23,67
SD 0,02 0,02 18,59 5,01

16 Mean 0,17 0,18 24,23 25,29
SD 0,00 0,02 3,87 4,90

17 Mean 0,22 0,24 26,65 31,86
SD 0,01 0,02 2,87 6,06

18 Mean 0,28 0,26 34,16 30,43
SD 0,02 0,02 1,30 1,45




5.4.2 Korper-, Muskel- und Prostatagewichte
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Tabelle 10: Durchschnittliche Kérpergewichte (Mean) und Standardabweichungen (SD) der Ver-

suchstiere in Gramm im Versuchsverlauf (* signifikant erhéht gegeniiber allen andern Gruppen)

Versuchsgruppe
Versuchswoche nonORX ORX SARMT SARMP TestT  TestP
1 Mean 721 664 661 683 667 626
SD 70 57 81 63 65 66
2 Mean 729 674 674 684 680 650
SD 71 54 80 67 77 56
3 Mean 731 685 678 676 679 655
SD 73 60 88 84 85 63
4 Mean 738 686 676 670 683 662
SD 76 57 99 103 94 68
5 Mean 735 690 679 682 689 670
SD 86 60 101 103 92 63
6 Mean 743 692 687 699 701 683
SD 77 62 86 89 85 60
7 Mean 753 696 698 710 702 689
SD 80 63 88 82 85 63
8 Mean 758 699 699 717 707 695
SD 81 66 91 82 87 68
9 Mean 760 699 699 720 706 696
SD 80 67 92 82 93 70
10 Mean 765 701 702 722 707 702
SD 85 68 91 86 94 72
11 Mean 778 699 702 724 706 701
SD 77 68 92 90 97 71
12 Mean 762 685 667 703 687 696
SD 82 68 97 91 99 74
13 Mean 696 614 629 653 664 632
SD 82 63 104 98 107 60
14 Mean 670 616 623 630 624 609
SD 73 60 94 90 103 66
15 Mean 681 616 600 635 635 616
SD 76 62 58 93 103 65
16 Mean 694 618 614 640 644 628
SD 78 58 54 97 108 69
17 Mean 715 631 628 657 664 645
SD 78 59 57 98 114 72
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Versuchsgruppe
Versuchswoche nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP
18 Mean 724 635 632 666 679 659
SD 75 65 68 99 109 75
Gesamte Mean 731* 667 664 682 679 662
Versuchszeit gp 30 34 34 31 26 31

Tabelle 11: Durchschnittliche Muskelgewichte (Mean) und Standardabweichungen (SD) der

Mm. levatores anorum (MLA), Mm. gastrocnemii (MGA) und Mm. solei (MSO) der Versuchstiere

in Gramm (Dunn’s Multiple Comparison Test. * signifikant erhéht gegeniber ORX, TestT und
TestP; + signifikant erniedrigt gegentber SARMT und SARMP)

Versuchsgruppe
Muskel nonORX ORX SARMT SARMP TestT  TestP
MLA Mean 0,60* 0,26+ 0,56 0,63 0,31 0,21
SD 0,24 0,07 0,07 0,12 0,04 0,10
MAG Mean 3,18 2,77 3,13 2,87 2,99 2,85
SD 0,44 0,44 0,38 0,55 0,52 0,56
MSO Mean 0,29 0,27 0,30 0,26 0,27 0,26
SD 0,05 0,04 0,03 0,05 0,03 0,06

Tabelle 12: Durchschnittliche Prostatagewichte (Mean) der Versuchstiere und Standardabwei-

chungen (SD) in Gramm (Dunn’s Multiple Comparison Test: * signifikant erhoht gegentber
ORX, SARMT, TestT und TestP; * signifikant erniedrigt gegeniiber SARMP; ° signifikant erhdht

gegenuber TestT)
Versuchsgruppe
nonORX  ORX SARMT SARMP TestT TestP
Mean 1,22% 0,18* 0,39 0,62° 0,19 0,33
SD 0,30 0,07 0,08 0,13 0,07 0,13




5.4.3 Kapillardichte
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Tabelle 13: Durchschnittliche Anzahl Kapillare / Anzahl Muskelzellen (Mean) und Standardab-

weichungen (SD) im 0,5 mm? Muskelquerschnitt der Mm. longissimi (MLO), Mm. gastrocnemii

(MGA) und Mm. solei (MSO) der Versuchstiere

Versuchsgruppe
Muskel nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP
MLO Mean 2,04 1,76 1,97 1,80 2,01 1,81
SD 0,14 0,18 0,43 0,13 0,40 0,29
MAG Mean 1,98 1,76 1,80 1,83 1,76 1,80
SD 0,26 0,22 0,29 0,35 0,22 0,28
MSO Mean 1,65 1,68 1,64 1,74 1,72 1,57
SD 0,20 0,25 0,10 0,23 0,30 0,29

5.4.4 Muskelzellquerschnittsflaichen und Muskelzell-

Aquivalentdurchmesser

Tabelle 14: Durchschnittliche Muskelzellquerschnittsflachen (Mean) und Standardabweichun-

gen (SD), Typ-1 und Typ-2 der Mm. longissimi der Versuchstiere in Quadratmikrometern sowie

durchschnittliche Muskelzellquerschnittsflachen (Mean) / Kérpergewichte (KG) der Versuchs-

tiere in Gramm

Versuchsgruppe

nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP

Typ-1 Mean 3107 3373 3248 2844 3240 3000
SD 755 1446 640 317 745 828
Mean/KG 4,34 5,23 5,19 4,35 4,77 4,52

SD 1,21 2,00 0,94 0,77 0,55 0,99

Typ-2 Mean 7609 6534 7232 6274 7157 6350
SD 2111 1205 1626 1022 1516 1448
Mean/KG 10,62 10,26 11,49 9,62 10,52 9,61

SD 3,32 2,20 1,99 2,28 0,63 1,59
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Tabelle 15: Durchschnittliche Muskelzell-Aquivalentdurchmesser (Mean) und Standardabwei-

chungen (SD), Typ-1 und Typ-2 der Mm. longissimi der Versuchstiere in Mikrometern sowie

durchschnittliche Muskelzell-Aquivalentdurchmesser (Mean) / Kérpergewichte (KG) der Ver-

suchstiere in Gramm

Versuchsgruppe
nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP
Typ-1 Mean 61,4 63,2 62,9 59,2 63,0 60,6
SD 7,2 12,6 5,8 3,3 6,8 8,9
Mean /KG 0,09 0,10 0,10 0,09 0,09 0,09
SD 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
Typ-2 Mean 96,9 90,1 94,9 88,6 94,5 88,9
SD 12,4 8,3 10,3 7,2 9,8 10,4
Mean/KG 0,13 0,14 0,15 0,14 0,14 0,14
SD 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01

Tabelle 16: Durchschnittliche Muskelzellquerschnittsflachen (Mean) und Standardabweichun-

gen (SD), Typ-1 und Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in Quadratmikrometern so-

wie durchschnittliche Muskelzellquerschnittsflachen (Mean) / Kérpergewichte (KG) bzw. Muskel-

gewichte (MG) der Versuchstiere in Gramm (* in Quadratmillimeter / Gramm)

Versuchsgruppe

nonORX ORX SARMT SARMP TestT  TestP

Typ-1 Mean 2425 2082 2539 2640 2701 2220
SD 509 478 622 725 292 589

Mean /KG 3,35 3,26 4,05 3,97 4,11 3,38

SD 0,63 0,83 0,88 0,95 0,95 0,61

Mean /MG* 0,77 0,76 0,83 0,91 0,92 0,75

SD* 0,16 0,27 0,25 0,13 0,14 0,09

Typ-2 Mean 4432 3849 4382 4600 4483 4146
SD 804 607 739 1413 1423 1085

Mean /KG 6,16 6,01 7,05 6,93 6,83 6,33

SD 1,29 0,87 1,41 1,80 2,55 1,00

Mean /MG* 1,40 1,37 1,43 1,60 1,50 1,41

SD* 0,19 0,26 0,31 0,26 0,36 0,19
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Tabelle 17: Durchschnittliche Muskelzell-Aquivalentdurchmesser (Mean) und Standardabwei-

chungen (SD), Typ-1 und Typ-2 der Mm. gastrocnemii der Versuchstiere in Mikrometern sowie

durchschnittliche Muskelzell-Aquivalentdurchmesser (Mean) / Kérpergewichte (KG) bzw. Mus-

kelgewichte (MG) der Versuchstiere in Gramm (* in Quadratmillimeter / Gramm)

Versuchsgruppe
nonORX ORX SARMT SARMP TestT  TestP
Typ-1 Mean 54,6 50,5 55,9 56,6 58,0 52,2
SD 5,6 6,3 6,3 7,6 3,1 6,9
Mean /KG 0,08 0,08 0,09 0,09 0,09 0,08
SD 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01
Mean /MG* 0,017 0,019 0,018 0,020 0,020 0,018
SD* 0,003 0,005 0,004 0,002 0,003 0,002
Typ-2 Mean 74,2 69,2 73,9 75,1 74,2 71,5
SD 6,6 5,6 6,1 11,0 11,2 8,7
Mean /KG 0,10 0,11 0,12 0,11 0,11 0,11
SD 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,01
Mean /MG* 0,024 0,025 0,024 0,027 0,025 0,025
SD* 0,003 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004

Tabelle 18: Durchschnittliche Muskelzellquerschnittsflachen (Mean) und Standardabweichun-

gen (SD), Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in Quadratmikrometern sowie durchschnittli-

che Muskelzellquerschnittsflachen (Mean) / Kérpergewichte (KG) bzw. Muskelgewichte (MG)

der Versuchstiere in Gramm (* in Quadratmillimeter / Gramm)

Versuchsgruppe

nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP

Typ-1 Mean 3852 4124 4397 3382 4367 3731
SD 647 615 549 925 689 1086
Mean/KG 5,40 6,44 7,09 5,25 6,54 5,71

SD 1,29 0,78 1,32 2,12 1,21 1,61
Mean/MG* 13,71 15,30 15,04 13,06 16,40 14,68

SD* 2,75 2,53 3,04 3,06 1,47 3,25
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Tabelle 19: Durchschnittliche Muskelzell-Aquivalentdurchmesser (Mean) und Standardabwei-

chungen (SD), Typ-1 der Mm. solei der Versuchstiere in Mikrometern sowie durchschnittliche

Muskelzell-Aquivalentdurchmesser (Mean) / Kérpergewichte (KG) bzw. Muskelgewichte (MG)

der Versuchstiere in Gramm (* in Quadratmillimeter / Gramm)

Versuchsgruppe
nonORX ORX SARMT SARMP TestT TestP
Typ-1 Mean 69,2 71,5 73,9 64,3 73,8 67,7
SD 6,1 5,3 4,5 8,0 5,7 9,8
Mean/KG 0,10 0,11 0,12 0,10 0,11 0,10
SD 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02
Mean/MG* 0,245 0,267 0,252 0,252 0,279 0,272
SD* 0,042 0,041 0,039 0,052 0,018 0,057

5.4.5 Verhaltnis der Muskelzelltypen des M. longissimus

Tabelle 20: Verhaltnisse (Mean) der Muskelzellanzahl von Typ-1 und Typ-2 zur Gesamtmuskel-

zellanzahl in 1 mm? Muskelquerschnitt der Mm. longissimi der Versuchstiere in Prozent

Versuchsgruppe
nonORX ORX SARMT SARMP  TestT TestP
Typ-1 Mean 40,6 41,1 41,7 38,6 34,2 37,2
SD 4,5 4,8 5,7 5,5 10,1 6,9
Typ-2  Mean 59,4 58,9 58,3 61,4 65,8 64,2
SD 4,5 4,8 5,7 5,5 10,1 7,4
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5.4.6 Serum-Kreatinkinase-Werte

Tabelle 21: Durchschnittliche Serum-Kreatinkinase-Werte (Mean) und Standardabweichungen

(SD) der Versuchsgruppen in Units/Liter

Versuchsgruppe
nonORX  ORX SARMT SARMP TestT TestP
Mean 6563 5120 6048 6873 5214 7788

SD 2066 1785 3670 3610 533 2012
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