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Zusammenfassung Il

Zusammenfassung

Die Verletzung der Muskulatur nach einem Trauma verlangert den
Heilungsprozess und schrankt die Funktionalitat erheblich ein. Auch langfristige
Einschrankungen durch unzureichende Bindegewebsformationen werden
beobachtet.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in wieweit das Steroidhormon
Calcitriol und der Vitamin-D-Rezeptor-Modulator 2 (VDRMZ2) die Regeneration
der peripheren Skelettmuskulatur nach Trauma bei mannlichen Wistar Ratten
beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde der linke M. soleus der Tiere kontusioniert
und anschliefend taglich Calcitriol (n=21; 1ug/kg KG), VDRM2 (n=21; 1ug/kg
KG) injiziert. Die Kontrollgruppe (n=21) erhielt eine 10%ige Ethanol-Losung
(2ml/kg KG). Die rechte, nicht operierte Seite der Ratten diente als Referenz fur
die maximal zu ereichende Kraft. Die Kontraktionskapazitat des M. soleus wurde
in-vivo durch die Tetanie und die Kurzkontraktion an den Tagen 1, 4 und 14 nach
Trauma ermittelt. Das traumatisierte Skelettmuskelgewebe wurde auf
Satellitenzellproliferation [Bromdesoxyuridin], apoptotische Zellen [TUNEL-
Analyse], Leukozyteninfiltration [CAE-Histologie], den Muskelfaserdiameter und
die Muskelgewebefraktion untersucht. In der 14-tadgigen Untersuchungszeit
nahm die Muskelkraft sowohl bei der Tetanie als auch der Kurzkontraktion in allen
drei Gruppen zu. Am 14. Untersuchungstag zeigte sich bei der Kurzkontraktion
eine signifikante Verbesserung bei der Calcitriolgruppe (Kontrolle: 47+6%,
VDRM2: 62+5%, Calcitriol: 64+4%), bei der Tetanie eine ahnliche Tendenz fur
Calcitriol und VDRM2 (Kontrolle: 48+9%, VDRM2: 57+6%, Calcitriol: 55+6%).
Histologisch konnte am 4. postoperativen Tag ein signifikant vestarktes zellulares
turn-over betrachtet werden fur die Tiere der Calcitriolgruppe und teilweise auch
fur die der VDRM2-Gruppe (BrdU [Zellen/Gesichtsfeld]: Kontrolle: 2412, VDRM2:
4514, Calcitriol: 53+6; TUNEL [Zellen/Gesichtsfeld]: Kontrolle: 220, VDRM2:
20£2, Calcitriol: 16x1).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die vorliegende Arbeit in-vivo
Erkenntnisse bezlglich des Einflusses von Calcitriol und VDRM2 auf die
Muskelregeneration nach Trauma aufzeigt. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass beide verwendeten Substanzen einen positiven Effekt auf die
Muskelregeneration haben, jedoch zeigt sich Calcitriol als potentere Substanz
gegenuber VDRM2. Somit koénnten beide Substanzen als adjuvante
Therapieansatze bei Weichteiltraumata in Betracht gezogen werden.
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1. Einleitung

1.1 Die periphere Skelettmuskulatur

1.1.1 Anatomie und Physiologie

Die Skelettmuskulatur bildet im menschlichen Koérper den aktiven
Bewegungsapparat (Anderhuber et al. 2012). Die Fahigkeit zur Verkurzung, die
Kontraktilitat, basiert auf dem speziellen Aufbau der Muskelzelle (=Muskelfaser)
(Aumdller et al. 2017). Die Kontraktion des Muskels Uber ein Gelenk hinweg fuhrt
zu einer entsprechenden Bewegung. Ein Muskel umfasst elastische und
kontraktile Elemente, aus deren Zusammenspiel sich die Funktion ergibt
(Anderhuber et al. 2012).

Skelettmuskelfasern kénnen bis zu 20cm lang werden und haben einen
Durchmesser von 10-100um. Eine Muskelfaser ist ein Synzytium, eine
vielkernige Riesenzelle, deren Kerne durch die Myofilamente an den Rand
gedrangt sind (Aumduller et al. 2017). Bei der Fusion mehrerer hundert
mesodermaler Myoblasten zu einer Muskelfaser geht die Teilungsfahigkeit
verloren. Nur bei den Satellitenzellen ist diese noch erhalten. Ihre Fahigkeit zur
Fusion ermoglicht eine beschrankte echte Regeneration (Anderhuber et al. 2012;
Grounds & McGeachie 1989).

Unter dem Lichtmikroskop lasst sich die typische Querstreifung der
Skelettmuskulatur erkennen. Der anisotrope A-Streifen besteht aus dicken
Myosinfilamenten, die an den auferen Dritteln Myosin-Koépfchen besitzen. In
diesen Bereichen ragen dunne Aktinfilamente zwischen die Myosinfilamente
hinein. Im mittleren helleren Bereich, dem H-Streifen, gibt es keine Uberlagerung,
aber eine Quervernetzung der Filamente, den M-Streifen. Der isotrope |-Streifen
zeichnet sich durch parallel angeordnete Aktinfilamente aus. Diese sind am Z-
Streifen durch VerknlUpfungsproteine verankert. Der Abschnitt zwischen zwei Z-
Streifen nennt sich Sarkomer und ist 2,5-3um lang. Die hexagonal angeordneten
Filamente werden durch Intermediarfilamente wie Desmin an der Zellmembran
befestigt und stabilisiert. Das sarkoplasmatische Retikulum der Muskelfaser dient
als Kalziumspeicher und damit der Weiterleitung von Erregung. Denn durch die
Freisetzung der Kalziumionen werden physiologische und biochemische
Reaktionen ausgelost, die zu einem Gleiten der Aktinfilamente zwischen die
Myosinfilamente fuhrt und damit in der Kontraktion der Sekelettmuskelfaser
resultiert.

Die willkurliche Innervation erfolgt Uber efferente Nerven des somatischen
Nervensystems. Dabei gliedert sich das Axon einer motorischen Nervenzelle
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terminal baumartig auf und versorgt mehrere motorische Endplatten. Dies
entspricht einer motorischen Einheit und kann in der Anzahl der innervierten
Fasern variieren, um feine und grobe Motorik zu ermdglichen (Aumdller et al.
2017).

- STreifen

H-Streifen

[ ——
Titin ]
Aktin
Myosin
meesssss—— | -Streifen
E———
E 3 FA-Streifen
|- e e e o
s cmmrbhiit e e R
maximale Meutralstellung maximale
Kontraktion Crehnung

Abb. 1. Schematische Darstellung der Ultrastruktur eines Sarkomers. Die
Myosinfilamente des A-Streifens werden in der Neutralstellung des Sarkomers teilweise
von Aktinfilamenten Uberlagert bei einer Sarkomerlange von 2,5-3um. Bei maximaler
Kontraktion gleiten die Aktinfilamente entlang den Myosinképfchen, sodass es zu
vermehrter Uberlagerung der Filamente kommt, der I-Streifen maximal verkleinert wird
und sich die Sarkomerlanger zwischen den Z-Scheiben verkirzt. Bei maximaler
Dehnung gibt es kaum noch eine Uberlappung zwischen den Filamenten, der I-Streifen
ist maximal gedehnt und die Sarkomerlange maximal erweitert.

Eine Muskelfaser wird von bindegewebigem Endomysium umgeben und mehrere
Muskelfasern zusammen bilden ein Primarblindel, umfasst von Perimysium
internum. Das Perimysium externum vereinigt mehrere Primarbundel zu einem
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Sekundarbundel. Das Epimysium verbindet mehrere Sekundarbindel zum
Tertiarbundel, welches Teil der Muskelfaszie ist. In den Bindegewebsstrukturen
verlaufen die versorgenden Gefallnervenbindel (Aumdller et al. 2017).

E Myofibrille

Muskelfaser =
Muskelzelle

-
Tum
Myofibrille

Muskelfaszie

Epimysium

II'\, ——— Sehne

k.
/=— Knochen
Do

Abb. 2. Aufbau der Skelettmuskulatur, quer angeschnitten. Der Muskelansatz wird
durch die Sehne am Knochen verankert. Die Muskelfaszie umfasst den gesamten
Muskel und die versorgenden Gefal3-Nerven-Bindel. Das Epimysium und das
Perimysium externum und internum fassen Einheiten von Muskelfasern zu Einheiten,
den Bulndeln, zusammen. Die Muskelfaser bzw. Muskelzelle besteht aus mehreren

Myofibrillen, die von einer Basalmembran umhdllt werden. (modifiziert nach Aumiiller
2010, S. 57)
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Ein Skelettmuskel besteht je nach Funktion aus variierenden Anteilen der zwei
Fasertypen. Faser-Typ 1, Slow-Faser, ist gekennzeichnet durch langsame
Kontraktion, Ausdauer, viele Mitochondrien und oxidativen Stoffwechsel, viel
Myoglobin und dunkler Farbe. Faser-Typ 2, Fast-Faser, wird als schnell
kontrahierend, schnell ermidend und hauptsachlich  glykolytisch
verstoffwechselnd beschrieben (Aumdller et al. 2017). Der Stoffwechsel der Zelle
wird auf das Impulsmuster der innervierenden Nervenzelle angepasst und somit
kann sich bei verandertem Impuls auch die Muskelzelle begrenzt umwandeln
(Anderhuber et al. 2012).

1.1.2 Die Regenerationsfahigkeit des Muskels

Damit sich Muskelzellen optimal regenerieren kdénnen, sollten ihr Plasmalemm
und ihre Basallamina nicht verletzt sein, denn sie dienen als Gerust fur die
spatere Myotubenformation (Altmeppen et al. 2003). Jedoch ist dies bei fast allen
unfallbedingten Zerstérungen der Fall und die Regeneration daher eingeschrankt
(Anderhuber et al. 2012). Aus der embryonalen Entwicklung bleiben einige
Myoblasten in Form von Satellitenzellen bis ins Erwachsenenalter zurlck
(Church et al. 1966; Mauro 1961). Sie besitzen die Fahigkeit zu proliferieren, zu
Myoblasten zu differenzieren, ein Synzitium zu bilden und ermdglichen damit
eine beschrankte echte Regeneration (Anderhuber et al. 2012; Chargé &
Rudnicki 2004). Die klassische Gruppe der Satellitenzellen beginnt direkt nach
Traumainduktion den Zyklus der Differenzierung zu Myoblasten und
Muskelsynzitien. Die aktivierte Gruppe dagegen dient dem Erhalt einer
Restkapazitat an Satellitenzellen und proliferiert erst, bevor die Differenzierung
einsetzt (Zammit et al. 2004; Ehrhardt & Morgan 2005).

Untersuchungen belegen, dass neben den Satellitenzellen auch im Muskel
ansassige Stammzellen zur Regeneration des Muskels beitragen. Auch
Stammzellen, die im Blut zirkulieren, Stammzellen des Knochenmarks und des
mesenchymalen Gewebes unterstitzen die Regeneration. Teilweise indem sie
sich selbst zu Satellitenzellen oder Myoblasten differenzieren (Chargé & Rudnicki
2004; LaBarge & Blau 2002). Das Ausmal} an Einfluss dieser Zellen auf die
Regeneration wird bisher jedoch als deutlich geringer eingeschatzt, als das der
Satellitenzellen (Grounds et al. 2002).
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1.1.3 Die Pathophysiologie des stumpfen Muskeltraumas

Eine Kontusion entsteht meist durch stumpfe umschriebene Gewalteinwirkung
und flhrt zu einem Hamatom, flachenhafter Blutung (Sugillatio) oder abhangig
von der Lokalisation zur Schadigung innerer Organe. Die Kontusionsverletzung
ist haufig anzutreffen (Aumdller et al. 2010; Dirix & Tittel 1989).

Bei einer Kontusion der Muskulatur entsteht ein Odem, teilweise mit Hamatom.
Mikroskopisch ist bereits nach einer Stunde eine Desorganisation der
Myofilamente nachweisbar. An den Durchtrennungsstellen der Muskelfasern sind
nur noch die Z-Linien zu erkennen, die I- und A-Bander, sowie die H-Zone sind
homogenisiert. In den Randzonen kommt es zur Desintegration der Sarkomere
und zu starker Kontraktion. Der Hohepunkt der Muskelfaserschadigung ist zwei
Stunden nach der Verletzung erreicht. Die Schadigung des Sarkoplasmatischen
Retikulums und der Mitochondrien ist erst nach 2 Stunden nachweisbar und
verschlechtert sich dann weiter. In den makroskopisch unauffalligen
Randbereichen finden sich einzelne kernlose Muskelfasern inmitten normaler
Muskelfasern, mittig finden sich breite nekrotische Bereiche mit zerfallenen
Muskelfragmenten und in den Gefalten kommt es zu einer Stase des Blutes und
einer randstandigen Ansammlung von Leukozyten. 3 bis 6 Stunden nach der
Gewalteinwirkung setzt die Nekrose ein. Es kommt zur Schwellung der
Muskulatur und einer herdférmigen deutlich begrenzten Nekrose. Die betroffenen
Muskelbereiche sind brichig und es tritt Myoglobin aus dem geschadigten Areal
aus. (Fridén & Lieber 1992; Tiidus 2008)

Jarvinen et al. beschreibt drei Phasen in der Regeneration des Skelettmuskels.
Die erste Phase bezeichnet er als Destruktionsphase, welche durch die
Verletzung und Nekrose der Skelettmuskelfaser, Hamatombildung und
Einwanderung der inflammatorischen Zellen gekennzeichnet ist (Jarvinen et al.
2005). Um den Bereich der Nekrose mdglichst gering zu halten bilden sich an
den gerissenen Muskelstimpfen sogenannte ,Kontraktionskappen®, die aus
Fragmenten des zerstorten Plasmalemms bestehen (Grounds 1991; Hurme et al.
1991). Die Bestandteile der ,Kontraktionskappe®, wie z.B. anliegende
Mitochondrien haben die Funktion das Komplementsystem zu aktivieren,
Makrophagen anzulocken und Mediatoren frei zu setzen (Grounds 1991;
Mellerowicz 1996). In dieser Phase wandern Uberwiegend polymorphnukleare
Leukozyten in das Gewebe ein (Jarvinen et al. 2005; Lamb 2005).

In der folgenden Wiederherstellungsphase werden zerstorte Faserelemente
phagozytiert und es kommt zu einer Revaskularisation der verletzten
Muskelanteile. Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen und dienen dem
oben genannten Abbau der nekrotischen Zellen (Jarvinen et al. 2005; Lamb
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2005). Es erfolgt eine Aktivierung der Satellitenzellen und diese interagieren mit
Komponenten der Extrazellularmatrix (Mellerowicz 1996). Die Fibroblasten bilden
mit ihrer Produktion von Kollagenfasern ein empfindliches Gleichgewicht, das
wichtig fur die Struktur und Kontraktilitdt der Muskelfaser ist. Eine zu starke
Proliferation des Bindegewebes fuhrt in  Form von Narben zu
Funktionseinschrankungen der Muskulatur (Jarvinen et al. 2005; Lamb 2005).
Eine andauernde Ischamie und niedrige Sauerstoffversorgung fordert die
Fibroblastenaktivitat (Storch & Talley 1988). Daher ist das Aussprossen neuer
Kapillare in das verletzte Areal eine wichtige Grundlage fur die
Muskelregeneration. Viele Faktoren, auf die zu spaterem Zeitpunkt eingegangen
wird, beeinflussen diese Revaskularisation. Ein neues Axon distal des
geschadigten Bereichs ermdglicht die Reinnervation der zerstorten Muskelzellen
(Hurme et al. 1991; Jarvinen et al. 2005; Lamb 2005).

Die Umbauphase bezeichnet die dritte und letzte Phase. Die Differenzierung und
Fusion von Myoblasten tber Myotuben zu Muskelfasern stellt die Grundlage flr
die Muskelkontraktion dar (Mellerowicz 1996). Die neu entstandenen
Muskelfasern strukturieren die vorlaufigen Bindegewebsbereiche um und haften
sich seitlich an die Extrazellularmatrix an (Kaaridinen et al. 2000). So ist es im
Verlauf der Regeneration mdglich, dass das Narbengewebe wieder fast
vollstandig durch Muskelgewebe ersetzt wird (Jarvinen et al. 2005). Eine
komplette Wiederangliederung der zerstérten Muskelfaserenden ist jedoch nicht
mdglich (Vaittinen et al. 2002). Die Funktionalitat des Muskels kann jedoch in den
meisten Fallen wiederhergestellt werden.

Die Diagnose einer stumpfen Muskelverletzung lasst sich durch eine ausfihrliche
Anamnese und klinische Untersuchung des Patienten stellen. Der Patient
berichtet Uber einen plotzlich auftretenden Schmerz nach einem Stol} oder
ahnlichem Trauma und Uber sofortige Funktionseinbuf3e. Klinisch kdnnen eine
Schwellung oder ein Hamatom palpabel oder oberflachliche Hautabschirfungen
im verletzten Bereich sichtbar werden. Die Prifung des Bewegungsumfanges
und Palpation der betroffenen Extremitat kann der Patient als sehr schmerzhaft
empfinden. Eine Uberprifung der peripheren Sensibilitdit und Motorik ist
obligatorisch, um das Ausmal} der Kontusion zu bestimmen. Desweiteren kann
eine  sonografische  Bildgebung hilfreich  sein, aber auch die
Magnetresonanztomografie findet vor allem im Leistungssportbreich vermehrt
Anwendung (Muller-Wohlfahrt et al. 2014).

Die Therapie der stumpfen Muskelverletzung erfolgt symptomatisch durch lokale
und systemische Gabe von Antiphlogistika (Thorsson et al. 1998), lokaler
Kyrotherapie,  Aufbringen resorptionsférdernder  Salbenverbande und
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Ruhigstellung mit anschlieRender frihfunktioneller Betbung. Eine sonografisch
gefuhrte Punktion des Hamatoms kann notwendig werden (Aumidiller et al. 2017).
Eine operative Therapie wird erst bei Auftreten eines akuten Kompartment-
Syndroms als mogliche Hauptkomplikation durchgeflihrt. Dieses entsteht infolge
eines Hamatoms oder posttraumatischen Odems in einer geschlossenen
Muskelloge, wodurch der steigende intrafasziale Druck zu
Durchblutungsstérungen und Nervenschadigung fuhrt. Eine operative
Fasziotomie zur Druckentlastung ist die Therapie der Wahl.

Weitere Komplikationen konnen die Infektion des Hamatoms, eine narbige
Fibrose oder eine pathologische Verkndcherung (Myositis ossificans) sein
(Berchtold & Keller 2007).

1.1.4 Wachstumsfaktoren und Hormone bei der Muskelregeneration

Die oben beschriebenen Vorgange der Muskelregeneration bieten einige
Ansatze zur Intervention verschiedener Wachstumsfaktoren und Hormone.

Bereits das Ausmald an Schaden des Sarkolemms nimmt Einfluss auf die
folgende Nekrose. Es aktiviert das Komplementsystem und Makrophagen und
Leukozyten werden chemotaktisch angezogen. Auch Mediatoren werden so
freigesetzt, die zum einen die Phagozytose weiter verstarken, aber auch
Satellitenzellen aktivieren und die Revaskularisation forden. Diverse Faktoren
wirken sich auch auf die Aktivitat der Fibroblasten aus (Jarvinen et al. 2005).

Angiogene Faktoren, die von Makrophagen und Leukozyten sezerniert werden,
z.B. Jfibroblast  growth factor”, Prostaglandin E1 und der
Satellitenzellproliferationsfaktor steigern die wichtige frihe Wiederherstellung der
Vaskularisation und hemmen damit auch die Fibroblastenproliferation
(Mellerowicz 1996; Altmeppen et al. 2003).

Verschiedene Wachstumsfaktoren und Hormone stimulieren die Satellitenzellen
zu Proliferation, Differenzierung und Motilitat. Ein positiver Einfluss auf die
Muskelregeneration ist nachgewiesen flr den Hepatozyten-Wachstumsfaktor
(HGF), den transformierenden Wachstumsfaktor (TGF), den Leukamie-
inhibierenden Faktor (LIF) und das Interleukin-6 (IL-6). Hawke und Garry et al.
stellen in Ihrem Review zur Physiologie und Molekularbiologie der
Satellitenzellen eine Ubersicht Uber entsprechende Wachstumsfaktoren und
Hormone auf (Hawke & Garry 2001).
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Immunsystem Weitere Faktoren Motorneurone
Makrophagen LIF
Neutrophile IL-6

T-Zellen PDGF [
Plattchen a Zytokine Testosteron
IGF-| Stickstoffmonoxid d
IGF-1I LA
FGF Neurotransmitter
HGF Neurotrophe Faktoren
TGF-p

IGF-I
IGF-II
FGF
HGF
TGF-g

Vaskularisation Autokrine Faktoren

Abb. 3. Faktoren mit Einfluss auf die Aktivierung von myogenen Satellitenzellen.
LIF=Leukdmiehemmender Faktor, PDGF: Plattchen-abgeleiteter Wachstumsfaktor; IGF-
I: Insulindhnlicher Wachstumsfaktor I; IGF-2: Insulindhnlicher Wachstumsfaktor Il; FGF:
Fibroblasten Wachstumsfaktor; HGF: Hepatozyten Wachstumsfaktor; TGF-f:
Transformierender Wachstumsfaktor-p3; EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor (modifiziert
nach Hawke und Garry 2001, Abb. 3).

Stratos et al. konnten im Tierversuch eine verbesserte Muskelregeneration unter
der Applikation von Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF),
Erythropoetin, Fibroblasten Wachstumsfaktor 2 (FGF-2), Z-valinyl-alanyl-DL-
aspartyl-fluoromethylketone (z-VAD.fmk), Melatonin und Calcitriol feststellen
(Stratos et al. 2007; Rotter et al. 2008; Stratos, Richter, et al. 2012; Stratos, Li, et
al. 2012; Stratos et al. 2013).

Obwohl dies bereits einige Therapieansatze zur Behandlung des Muskeltraumas
mit Wachstumsfaktoren und Hormonen sein kdnnten, gibt es zu beachten, dass
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diese Wachstumsfaktoren auch Einfluss auf die Fibroblasten haben und zu
anderen unerwinschten Nebenwirkungen im menschlichen Organismus fuhren
kénnen (Huard et al. 2002).

Daher sollte der hier vorgestellte vielversprechende Ansatz weiterverfolgt
werden, mit dem Ziel eine geeignete Substanz zur Wiederherstellung des
Muskels nach einem stumpfen Trauma zu finden, mit moglichst wenigen
Nebenwirkungen.

1.2 Calcitriol
1.2.1 Synthese, Regulation und Funktion

Calcitriol ist die biologisch aktive Form der Calciferole und wird synonym als
Vitamin-D bezeichnet. Im Rahmen der Cholesterinbiosynthese wird das 7-
Dehydrocholesterin gebildet, welches durch UV-Licht und Isomerisierung in die
Speicherform des Vitamin-D, dem Cholecalciferol, umgewandelt wird
(Huppelsberg & Walter 2013). Transportiert wird diese Form im Blut mithilfe des
Vitamin-D-Bindeproteins (DBP) zur Leber und dort am C-25 Kohlenstoffatom
hydroxyliert, sodass 25-Hydroxycholecalciferol (25-(OH)-D3) entsteht. Wiederum
mit dem DBP gelangt Letzteres in die Niere, in der durch die 1a-Hydroxylase das
aktive 1,25-Dihydroxycholecalciferol (1,25-(OH)2-D3) synonym zu Calcitriol
gebildet wird (Deutzmann et al. 2016).

Haut +
Uv-B

HO

HO

7-dehydrocholesterol Cholecalciferol 25-hydroxycholecalciferol 1,25-dihydroxycholecalciferol
25-(0H)-Dy 1,25-(OH)y-D4

Abb. 4. Synthese von Calcitriol mit Strukturformeln. Von 7-dehydrocholesterol
ausgehend wird in verschiedenen Geweben, wie der Haut, der Leber und den Nieren,
die aktive Form des Vitamin-D - das Calcitriol - gebildet.

Cacitriol kann auch in geringen Mengen Uber die Nahrung zugeflhrt werden,
allerdings reicht dies nicht aus, um den taglichen Bedarf zu decken. Besonders
Lebensmittel wie fettreicher Fisch, Leber, Ei und einige Pilzsorten enthalten viel
Vitamin-D. Empfohlen ist eine tagliche Aufnahme von 5ug fir Kinder und
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Erwachsene und 10ug fir Sauglinge und Altere (>65 Jahre). Von einer
unzureichenden Vitamin-D Versorgung wird ab Werten unter 25nmol/l im
Blutserum gesprochen (Linseisen et al. 2011). Jedoch gibt es unterschiedliche
Auffassungen, die den optimalen Bereich des Serumspiegels betreffen (Holick et
al. 2011).

Da der Knochenstoffwechsel eine Hauptaufgabe des Calcitriols ist, spielen das
Parathormon, Calcium und Phosohat auch eine entscheidende Rolle in der
Regulation dessen Synthese. Parathormon stimuliert durch eine erhdhte
Transkription der 1a-Hydroxylase die Biosynthese und auch ein Calcium- sowie
Phosphat-Mangel wirken anregend. Prolactin, ein Hypophysenhormon, steigert
ebenfalls die Bildung von Calcitriol. Im Zuge der negativen Rickkopplung hemmt
Calcitriol selbst die 1a-Hydroxylase (Deutzmann et al. 2016). Weiterhin sind auch
Zytokine in Immunzellen bekannt, die einen Einfluss auf den Vitamin-D-
Stoffwechsel der Immunzellen haben. So fordern Interferon-(INF)-y und
Tumornekrosefaktor-(TNF)-a  die 1a-Hydroxylierung und Entstehung von
Calcitriol (Barker et al. 2013; Holick 2007; Linseisen et al. 2011). Interleukin-(IL)-
4 setzt dagegen an 25-(OH)2>-D3z an und stimuliert dessen Abbau zu 24,25-
Dihydroxycholecalciferol (Barker et al. 2013).

Calcitriol bindet an dem 1,25-Dihydrocholecalciferol-Rezeptor (Vitamin-D-
Rezeptor, VDR). Seine Wirkung erzielt Calcitriol auf verschiedene Weisen. Zum
einen schnell wirksam Uber die Modulation von Signaltransduktionsprozessen,
die bisher weitestgehend unbekannt sind, jedoch die Erhéhung der
intrazellularen Calciumkonzentrationen erklaren, sowie Transportprozesse im
Dunndarm. Zum anderen Uber eine verzogerte Reaktion durch Transkription und
Translation (Girgis et al. 2013; Deutzmann et al. 2016). Der VDR gehort zur
Familie der Steroid- bzw. Thyroidhormonrezeptoren (Mangelsdorf et al. 1995).
Nach der Bindung eines Liganden an den VDR vollzient dieser eine
Konformationsanderung, die eine Heterodimerisation mit dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) ermdglicht (Bettoun et al. 2003; Lemon & Freedman 1996). Der
VDR-RXR-Komplex wandert zum Nucleus, um dort an die Promoter Region der
zu transkribierenden Gene zu binden. In der Promoterregion befinden sich
weitere Co-Aktivatoren und ein VDR-Interaktionsprotein-(DRIP)-Komplex,
welche mit dem VDR-RXR-Heterodimer interagieren. Die daraus resultierenden
enzymatischen Reaktionen fluhren zu einer Veranderung des Chromatins und
dadurch wird letztendlich die Transkription initiiert (Rachez & Freedman 2000).
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Caleitriol

RXR

Promoter

Abb. 5. Vitamin-D-Rezeptor: Calcitriol bindet intrazellular am Vitamin-D-Rezeptor
(VDR). Es kommt zur Heterodimerisation mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und
Anlagerung des VDR-Interaktionsprotein-Komplex (DRIP), sowei Co-Aktivatoren (Co).
Daraufhin beginnt die Transkription.

Die wichtigste Funktion des Calcitriols ist die Erh6hung des Plasmaspiegels an
Calcium (Deutzmann et al. 2016). Ziel ist es, dass die Calciumkonzentration im
Blut konstant zwischen 2,1-2,6 mmol/l gehalten wird (Huppelsberg & Walter
2013). Dieses Ziel wird durch Interaktionen in der Niere, dem Darm und den
Knochen erreicht (Garcia et al. 2011). Die Reabsorption von Calcium und
Phosphat wird in der Niere im Zusammenspiel mit Parathormon (PTH)
ermdglicht. Calcitriol stimuliert die Synthese wichtiger Transportproteine flr
diesen Vorgang. Auch im Darm werden Calcium und Phosphat durch die
Induktion von Calcium-ATPasen und -kanalen und calciumbindenden Proteinen
vermehrt rlickresorbiert. Im Knochenstoffwechsel steigert Calcitriol die Synthese
der Knochenmatrix und die Knochenmineralisation, diese vor allem indirekt durch
Bereitstellung von Calcium. Die Stimulation von am Knochaufbau und -umbau
beteiligten Proteinen, aber auch der Osteoklastendifferenzierung sind
malfdgeblich flr die Knochenhomdostase (Deutzmann et al. 2016).
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1.2.2 Klinische Verwendung von Calcitriol

Ein Mangel an Vitamin-D fuhrt bei Kindern zu dem bekannten Krankheitsbild der
Rachitis, genauer gesagt zu der Unterform der Vitamin-D-Mangel-Rachitis.
Therapeutisch erfolgt die orale Substitution von Vitamin-D in Kombination mit
Calcium entsprechend des Alters des erkrankten Kindes. Aber auch eine
kurzzeitige intraventse Gabe mit 10%iger Calcium-Glukonatlésung (1-2ml/kg
Korpergewicht) ist bei Krampfen mdglich. Prophylaktisch wird eine Vitamin-D
Substitution von 500IU im ersten Lebensjahr und in Risikogruppen empfohlen
(Schnabel 2015; Mol3 2016).

Im Erwachsenenalter - vornehmlich in der Altersgruppe der Uber 65-jahrigen
Manner und bei postmenopausalen Frauen - beglnstigt ein Mangel an Vitamin-
D Osteoporose. Eine 25-Hydroxy-Vitamin-D-Serum-Konzentration kleiner als 20
ng/ml (<50 nmol/l) wird mit einem maRig erhdhten Risiko flr proximale
Femurfrakturen und nichtvertebrale Frakturen in Verbindung gebracht. Das
Sturzrisiko gilt bei einem Vitamin-D-Mangel ebenfalls als erhdht (H. A. Bischoff
et al. 2003; Holick 2006). Da es sich bei diesem Mangel um einen leicht zu
behebenden Risikofaktor der Osteoporose handelt, wird therapeutisch und auch
prophylaktisch ein 25-(OH)-D3z-Wert von 75-110nmol/l zur Sturz- und
Frakturreduktion empfohlen (Bischoff-Ferrari et al. 2009). Zu erreichen ist dies
am besten mit einer taglichen Supplementierung von 800-1000IE Vitamin-D und
der Aufnahme von 1000mg Calcium (Bischoff-Ferrari et al. 2009; Cameron et al.
2012; Ross 2011). Fur das synthetische Vitamin-D-Derivat Alfacalcidol (1-Alpha-
Hydroxy-Vitamin D3) (0,5ug 2x taglich) und far Calcitriol ist bei alteren Frauen
und Mannern ebenfalls eine Abnahme der Sturzrate anzunehmen (O’'Donnell et
al. 2008).

Calcitriol hat weitere Zielgewebe, in denen es seine Wirkung entfaltet. Es ist
nachgewiesen, dass die 1a-Hydroxylase auch in Gewebezellen wie Monozyten,
Makrophagen, Osteoblasten, Prostata- und Dickdarmzellen, sowie Keratinozyten
vorkommt und den letzten Schritt der Vitamin-D-Synthese dort vollziehen kann
(Holick 2007; Lehmann et al. 1999; Bikle et al. 1994; Zehnder et al. 2001). In
letzteren Zellen ist auch die 25-Hydroxylase vorhanden und ermoglicht damit,
dass dort die Vitamin-D-Synthese, ausgehend vom 7-Dehydrocholesterin,
stattfinden kann (Lehmann et al. 1999; Seifert et al. 2009). Das extrarenal
gebildete Calcitriol dient zu ortsstandigen Prozessen, wie der Regulierung und
Differenzierung der Zellen, und wird kaum ins Blut abgegeben, um dort am
Calciumstoffwechsel teilzunehmen (Holick 2007; Srikuea et al. 2012).

In der Blutbahn zirkulierendes, renal gebildetes Calcitriol wirkt auch an anderen
Geweben. Eine notwendige Grundlage dafir sind VDR am jeweiligen
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Zielgewebe. Reichrath et al. wiesen 1996 VDR in der menschlichen Haut und
1998 in menschlichem zervikalem Gewebe und Colston et al. 1994 im
menschlichen Duodenum nach (Colston et al. 1994; Reichrath et al. 1997;
Reichrath et al. 1998).

Unter der Psoriasis vulgaris, die umgangssprachlich auch als Schuppenflechte
bezeichnet wird, leiden in Deutschland ca. 1,6 Millionen Menschen (Nevitt &
Hutchinson 1996). Bei der Psoriasis handelt es sich um eine Immunreaktion der
Haut, die durch eine ausgepragte Entzindungsreaktion, eine epidermale
Hyperproliferation und gestorte Keratinozytendifferenzierung gekennzeichnet ist
(Nestle et al. 2009). In der Therapie der Psoriasis vulgaris kommen auch Vitamin-
D-Analoga zum Einsatz (DDG (Deutsche Dermatologishe Gesellschaft) 2017).
Die hauptsachliche Wirkung von Calcitriol und seinen Derivaten beruht auf einer
rezeptorvermittelten Reaktion. Durch Bindung des Liganden wird eine
Signaltransduktion in Gang gesetzt, die dazu fuhrt, dass regulatorische DNA-
Abschnitte exprimiert werden. So werden beispielsweise die anti-
inflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 verstarkt gebildet und das pro-
inflammatorische Zytokin IL-8 unterdrickt (Boonstra et al. 2001). Calcitriol
unterdrickt die Proliferation der Keratinozyten und férdert deren Differenzierung
(Takeuchi et al. 1998).

1.2.3 Calcitriol und Muskelzellen

Es ist bereits mehrfach nachgewiesen, dass auch in Muskelzellen von Menschen
und verschiedenen Tieren VDR exprimiert sind (Simpson et al. 1985; Srikuea et
al. 2012; Bischoff et al. 2001; Christian M. Girgis et al. 2014; Garcia et al. 2011).
So kann Calcitriol an den Rezeptor binden und I0st eine Signalkaskade aus, die
dazu fUhrt, dass Gene transkribiert werden (Feldman et al. 2013). Die VDR sind
in Myoblasten hauptsachlich im Bereich des Nukleus lokalisiert, in Myotuben, den
Vorlauferzellen der Muskelfasern, hingegen im Zytoplasma. Dieser lokale
Unterscheid steht im Zusammenhang mit der Anzahl von RXR, denn eine
vermehrte Anzahl, wie in den Myotuben vorhanden, flhrt zueiner erhdhten
Prasenz im Zytoplasma. Nach Gabe von Calcitriol andert sich dieses Verhaltnis
in den Myotuben zugunsten des Nucleus (Srikuea et al. 2012). Auch die Anzahl
der VDR steigt nach Calcitriolgabe. Dies konnte Girgis et al. in Muskelzellen von
Mausen nachweisen (Christian M Girgis et al. 2014). Aber auch in klinischen
Studien konnte ein Zusammenhang mit Calcitriolsubstitution und erhéhter VDR-
Expression hergestellt werden (Pojednic et al. 2015; Ceglia & Harris 2013; Ceglia
et al. 2013). Es gibt aber auch Studien, die das Vorhandensein von VDR in
Muskelzellen in Frage stellen (Wang & DelLuca 2011; Stumpf et al. 1979). Die
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genauen Prozesse und Wirkungsweisen des Calcitriols auf Muskelzellen sind
noch nicht bis ins Detail bekannt und bedlrfen weiterer Erforschung, allerdings
gibt es bereits erste Erkenntnisse. So konnte Girgis in in vitro Untersuchungen
von murinen C2C12 Zellen die Expression von VDR, CYP27B1 (1a-
Hydroxylase), CYP24A1 (24-Hydroxylase) und dem Vitamin-D-Bindungsprotein
auf Transkriptionsebene nachweisen. Calcitriol hat Einfluss auf die Expression
einiger Gene des Zellzykluses, so wird verstarkt ATM und Rb gebildet und c-myc,
cyclin D1 dagegen vermindert. In Verbindung mit einer posttranslationalen
Hypophosphorylierung an Rb fuhrt dies zu einem Arrest des Zellzykluses am G1-
S Restriktionspunkt (Girgis et al. 2013).

Calcitriol wirkt im Muskel nicht nur transkriptonsvermittelt. Es wirkt regulatorisch
auf die Proteinkinase A (PKA)/ cAMP, Proteinkinase B (PKB), Proteinkinase C
(PKC) /cAMK und verschiedene MAP-Kinase-Signalwege (Girgis et al. 2013;
Dirks-Naylor & Lennon-Edwards 2011). Ein vergroRerter Muskelfaserdiameter,
vermehrtes Vorhandensein von Follistatin, einem Transkriptionsfaktor, und die
Reduktion von Myostatin sind weitere Reaktionen auf Calcitriolgabe (Christian M.
Girgis et al. 2014). Die Proteine der Muskelkontraktion, Aktin und Troponin C,
sind in Tierversuchen bei Tieren mit regelrechten Vitamin-D-Spiegeln
ausgepragter vorhanden als bei Tieren mit einem Vitamin-D-Mangel (de Boland
et al. 1983; Pointon et al. 1979). Der intrazellulare Calciumspiegel kann durch
Calcitriol ~ verandert werden, indem eine schnelle [P3-vermittelte
Calciumverschiebung vom Sarkoplasmatischen Retikulum aus in das Zytosol
stattfindet, die wiederum tUber SOCE-(Store operated calcium entry)- und VDCC-
(Voltage-dependent calcium channel)-Aktivitdt zu einem Calciumeinstrom von
extrazellular fuhrt. Diese Mechanismen spielen eine Rolle in der
Muskeldifferenzierung und der Muskelkontraktion (Boland 1986; Girgis et al.
2013).
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Abb. 6. Wirkung von Calcitriol auf die Muskelzelle. VDR: Vitamin-D-Rezeptor; DBP:
Vitamin-D-Bindeprotein; ATM: Ataxia-telangiectasia-mutierte-Kinase; Rb:
Retinoblastomprotein; c-myc: Myelocytomatosis Onkogen; PKA: Proteinkinase A; PKB:
Proteinkinase B; PKC: Proteinkinase C; IP-3: Inositoltriphosphat.

Das Krankheitsbild der Sarkopenie ist im klinischen und wissenschaftlichen
Gebrauch nicht klar definiert, aber es ist gekennzeichnet durch einen
generalisierten und langsam fortschreitenden Abbau an Skelettmuskulatur, was
sowohl Muskelmasse und -kraft betrifft. Dies kann 2zu physischen
Einschrankungen, reduzierter Lebensqualitdt oder sogar dem Tod flhren
(Wagatsuma & Sakuma 2014; Delmonico et al. 2007). Sarkopenie ist ein
wichtiges gesundheitsgesellschaftliches Problem, dass sowohl im Alter eine
relevante Rolle spielt, als auch bei chronischen Erkrankungen,
Krebserkrankungen, bei Dialysepatienten und HIV/Aids (Garcia et al. 2011). Ein
Zusammenhang von Sarkopenie und Vitamin-D-Mangel ist bereits mehrfach
beschrieben (Wagatsuma & Sakuma 2014; Tanner & Harwell 2015; Hassan-
Smith et al. 2017). Im erhéhten Lebensalter ist die Sarkopenie haufig anzutreffen.
Sowohl der Vitamin-D-Spiegel, als auch die VDR-Dichte ist im Alter meist
erniedrigt (Bischoff-Ferrari et al. 2004). Ein erhdhter Vitamin-D-Spiegel geht im
Alter mit einer erhdhten Muskelkraft einher (Bischoff et al. 1999; Beaudart et al.
2014; Stockton et al. 2010; Wagatsuma & Sakuma 2014). In alten Ratten konnten
Chanet et al. eine reduzierte Synthese der Muskelproteine bei Vitamin-D-Mangel
nachweisen (Chanet et al. 2017). Eine Vitamin-D-Substitution kann daher eine
Madglichkeit sein positiv auf die fortschreitende Muskelreduktion einzuwirken
(Bruyére et al. 2017).
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Im Tierversuch mit Ratten wies Stratos eine gesteigerte Regeneration des
Muskels nach stumpfen Muskeltrauma durch Calcitriolapplikation nach. Eine
erniedrigte Zahl an apoptotischen Zellen und eine gesteigerte Zahl an
proliferierenden Zellen konnten im Heilungsverlauf histologisch nachgewiesen
werden. Funktionell konnte eine verbesserte tetanische Muskelkraft verzeichnet
werden. Calcitriol kdnnte daher eine alternative Therapie in der Behandlung von
Muskeltraumata darstellen (Stratos et al. 2013).

1.3 Vitamin-D-Rezeptor-Modulator-2 (VDRM2)
1.3.1 Struktur und Eigenschaften

Es wurden bisher etwas Uber 100 Vitamin-D-Rezeptor-Modulatoren entwickelt,
die durch das Fehlen der 9,10-Steroidstruktur des Calcitriols charakterisiert sind.
Bi- und tri-aromatische Triole, Podocarbonsaurederivate, Lumisterolderivate und
Diarylmethane sind synthetische Pendants zu Calcitriol. Letzterer Gruppe gehort
VDRM2 (LSN2148936) an (Makishima & Yamada 2011; Stayrook et al. 2011).
Die Vitamin-D-Rezeptor Modulatoren (VDRMs) werden vom VDR als Liganden
erkannt und binden auf ahnliche Weise wie der eigentliche Ligand Calcitriol
(Boehm et al. 1999; Yamada & Makishima 2014). Dadurch kénnen die VDRMs
ahnliche Transkriptions- und Signalprozesse in Gang setzen. Jedoch variiert die
Potenz der VDRMSs untereinander und auch im Vergleich zu Calcitriol (Makishima
2015). Das ist begrindet in ihren chemischen Eigenschaften, denn diese
entscheiden z.B. darUber wie, wo und mit welcher Bindungsart an den Rezeptor
gebunden wird. Hydrophobe/-phile  Eigenschaften beeinflussen die
Bindungsfahigkeit an den Vitamin-D-Bindeproteinen (DBP). Die strukturellen
Modifikationen am VDRM-Grundgerust beeinflussen die Transkriptionsstarke
(Yamada & Makishima 2014; Makishima 2015). Ein Vorteil der abweichenden
chemischen Struktur von VDRM2 ist, dass es nicht mehr als Substrat des
Enzyms CYP24A1 erkannt wird, welches Calcitriol abbaut und somit dessen
Wirkung reduziert (Roberts et al. 2017). VDRM2 als Diarylmethan weist einige
Strukturahnlichkeiten zu Calcitriol auf (Yamada & Makishima 2014).
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Abb. 7. Vergleich der Strukturformeln von VDRM2 und Calcitriol. Analoge
Strukturbestandteile: griner Kreis: Seitenkette; gelber Kreis: 21-Methyl-Gruppe (variiert
bei anderen Analoga); roter Kreis: CD-Ring; magenta Kreis: konjugiertes Trien; blauer
Kreis: A-Ring. Der orangene Kreis besitzt kein entsprechendes Element bei Calcitriol
und ist zum Wasserkanal ausgerichtet.

Fir VDRM2 wurde bereits mehrfach seine Funktion als VDR-Agonist
nachgewiesen. Allerdings differiert die Potenz des Analogons in den
verschiedenen Zielgeweben (Sato et al. 2010; Roberts et al. 2017). Roberts et
al. konnte mithilfe spezieller RNA Auswertungen nachweisen, dass sich Uber
80% der induzierten bzw. supprimierten Gene von Calcitriol und VDRM2
uberschneiden (Roberts et al. 2017). Im Vergleich zu Calcitriol wurden bei
VDRM2-Gaben bisher keine pathologischen hyperkalzamischen
Nebenwirkungen nachgewiesen (Sato et al. 2010; Roberts et al. 2017). Fur
VDRMZ2 liegt der Schwellenwert flr die Induktion einer Hyperkalzamie in Ratten
bei ca. 4,6ug/kg KG und bietet damit einen hohen Sicherheitsbereich bei der
Anwendung (Sato et al. 2010).

1.3.2 Klinische Anwendung

Herausforderungen in der klinischen Nutzung der Interaktion am VDR sind die
dabei entstehenden Nebeneffekte. Diese kdnnen gewebespezifisch sein oder
aber den gesamten Organismus betreffen (Roberts et al. 2017; Sato et al. 2010;
Ma et al. 2006; Boehm et al. 1999). Dadurch ist der Einsatz von Vitamin-D und
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seinen steroidalen Analoga begrenzt. Genau dieses Problem konnen die
synthetisch hergestellten VDRMs I6sen (Boehm et al. 1999; Makishima 2015;
Sato et al. 2010; Ma et al. 2006). Denn sie binden spezifischer als Vitamin-D und
seine steroidalen Analoga und I6sen nachweislich seltener eine Hyperkalzamie
aus (Ma et al. 2006; Stayrook et al. 2011; Sato et al. 2010; Roberts et al. 2017;
Na et al. 2011).

So gibt es bereits praklinische Studien zur Anwendung von VDRMs mit durchaus
vielversprechenden Ergebnissen:

Ma et al. untersuchten die topische Anwendung von VDRMs bei Mausen mit
Psoriasis und konnten eine reduzierte Hyperproliferation und verstarkte
Zelldifferenzierung nachweisen und das mit einem bis zu 900-fach besseren
therapeutischen Index fur Hyperkalzamie als Calcitriol (Ma et al. 2006).

Sato et al. konnte fur VDRM2 einen positiven Effekt im Knochenstoffwechsel
belegen. Bei osteopenischen, ovarektomierten Ratten wurde eine verbesserte
Knochendichte nach der Behandlung mit nur 0.03ug/kg KG VDRM2 festgestellt,
ohne dabei eine Hyperkalzdmie zu induzieren. Damit hat VDRM2 einen 57-
fachen  Sicherheitsabstand von der Dosis zum  Erreichen des
knochenverdichtenden Effekts und der Dosis zur Hyperkalzamieinduktion (Sato
et al. 2010).

In Zellreihen und im Tierversuch mit Ratten wiesen Roberts et al. unter
Verwendung von VDRM2 eine Reduktion der Tumormasse bei
Prostatakarzinomen nach (Roberts et al. 2017).

Zusammenfassend zeigen VDRMs, dass sie eine ahnliche Wirkung wie Calcitriol
aufweisen, ohne dessen starke Nebenwirkungen. Bei Krankheitsbildern wie
Rachitits, Osteoporose und Psoriasis vulgaris wird Calcitriol, wie bereits
beschrieben, zur Therapie verwendet. Daher kdnnten auch die VDRMs in diesen
Bereichen zum Einsatz gelangen. Die beschriebenen Studien sprechen dafr,
dass mit den VDRMSs eine neue Moglichkeit gegeben ist, die positiven Effekte der
VDR-AKktivierung in verschiedenen Geweben auszuschopfen (Ma et al. 2006;
Roberts et al. 2017; Sato et al. 2010; Boehm et al. 1999; Makishima 2015). Da
Calcitriol die Muskelregeneration fordert (Stratos et al. 2013), kann angenommen
werden, dass fur VDRM2 eine ahnliche Wirkung zu erwarten ist.
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2. Ziel der Studie

Das Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, die Wirkung des nicht-
secosteroidalen Vitamin-D-Rezeptor-Modulators 2 und von Calcitriol auf die
Regeneration der peripheren Skelettmuskulatur nach einem Muskeltrauma zu
untersuchen. Insbesondere auf folgende Punkte wurde dabei eingegangen:

Biomechanische Untersuchung des Kontraktionsvermdgens und der
Muskelkraft der geschadigten Muskulatur nach Gabe von VDRM2 und
Calcitriol

Histologische  Analyse von  Apoptose, Proliferation, lokaler
Leukozyteninfiltration, Muskelgewebefraktion und Muskelfaserdiameter
im Muskel nach Applikation von VDRM2 und Calcitriol

Vergleich der Wirkung von VDRM2 und Calcitriol bei der Regeneration des
M. soleus nach Trauma
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3. Material und Methoden
3.1 Experimentelles Modell

Die Versuche erfolgten an mannlichen Ratten der Gattung Wistar (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) und ihr Gewicht betrug zwischen 300-400g.
Entsprechend den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes wurden die
Tiere in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des Instituts far
Experimentelle Chirurgie, Universitat Rostock (Tierschutzbeauftragter PD Dr. rer.
nat. D. Zechner) artgerecht bei 12h Tag-Nacht-Rhythmus und unter
Bereitstellung von Laborfutter fur Nager und Wasser ad libitum in Einzelkafigen
gehalten. Die Tiere hatten eine Eingewdhnungszeit von einer Woche an die
genannten Laborbedingungen bevor Experimente durchgefuhrt wurden. Fir das
wissenschaftliche Vorhaben lag eine Genehmigung des Landesveterinar- und
Lebensmitteluntersuchungsamtes Mecklenburg-Vorpommern (Aktenzeichen
7221.3-1.1-048/10-1) vor.

3.1.1 Operationsverlauf zur Traumainduktion

Die Tiere wurden durch Randomisierung den einzelnen Gruppen zugeordnet. Sie
erhielten eine i.p. Injektion mit Pentobarbital-Natrium 6% (55mg/kg KG,
Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos Deutschland) zur Narkose. Daraufhin
wurde der linke Hinterlauf rasiert, mit Povidon-lod (Betaisodona®, Mundipharma,
Limburg, Deutschland) desinfiziert und das Tier in Bauchlage gelagert. Eine
Heizplatte (Klaus Effenberger, Medizintechnische Gerate, Pfaffing, Deutschland)
gewahrte jederzeit eine konstante Kdrperkerntemperatur bei 36-37°C. Fur die
Versuche wurden mikrochirurgische Instrumente verwendet und unter nicht
sterilen Bedingungen gearbeitet.

Das Operationsverfahren richtete sich nach der bereits erprobten Technik von
Stratos et al. (Stratos et al. 2007):

Mit einem 2,5cm langen Schnitt wurde der Hinterlauf postero-lateral auf der
gedachten Linie zwischen Patella und Sprunggelenk erdffnet. Nach Praparation
und Darstellung der Faszie wurde diese in der Lange des Zugangs inzidiert.
Daran anschlieBend erfolgte die Praparation der Beugemuskulatur (M.
gastrocnemius / M. soleus). Der laterale Muskelbauch des M. gastrocnemius
wurde soweit mobilisiert, dass der M. soleus frei gelegt und mittels einer
instrumentierten Klemme kontusioniert werden konnte. Die Klemme war an den
Branchen leicht gebogen, um den Muskel in voller Breite erfassen zu kénnen.
Die am M. soleus angewandte Kontusionskraft wurde durch die instrumentierte
Klemme Uber das Messgerat DMC plus (Hottinger Baldwin Messtechnik GmbH,
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Darmstadt, Deutschland) und einer speziell entwickelten Softwareanwendung in
Echtzeit gemessen. Diese Software wurde am Institut fur Biomedizinische
Technik der Universitat Rostock entwickelt und auch die Kalibrierung der Gerate
fand dort statt. Die Kontusion erfolgte Uber die ganze Lange des M. soleus mit
einer Kraft von 25N siebenmal fur je 10s.

B
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Abb. 8. Versuchsaufsbau der Traumainduktion. Das Versuchstier befindet sich in
Bauchlage auf der Heizplatte. Nach der Freilegung des M. soleus am linken Hinterlauf
wurde der Muskel sieben Mal flr 10s kontusionert. Das erfolgte mithilfe einer
instrumentierten Klemme, die Uber ein Messgerat mit einer Kraft von 25N arbeitete.

Das Gefalinervenblndel im Zentrum des Muskels wurde nicht beschadigt, um
die regelrechte Innervation und Vaskularisation des M. soleus zu erhalten. Es
erfolgte das grundliche Abspilen der Wunde mit steriler Kochsalzlésung. Zum
vernahen der oberflachlichen Muskelfaszie sowie der Haut wurde 4-0 Vicryl Naht
(Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) verwendet und mit Povidon-lod
desinfiziert. Den Ratten stand nach dem Erwachen Wasser und
Standardlaborfutter in ihrem Kafig zur Verfigung. Dem Trinkwasser der Tiere
wurde bis drei Tage postoperativ jeweils 20 Tropfen Novaminsulfon beigefugt.
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3.2 Untersuchungsmethoden
3.2.1 Muskelkraft

Mittels einer speziellen Versuchsanordnung erfolgte die kontraktile
Funktionsmessung des M. soleus: Der Muskel wurde direkt gereizt und die dabei
auftretenden Kontraktionskrafte gemessen.

3.2.1.1 Erfassung der Muskelkraft

Die Erfassung der Muskelkraft erfolgte je nach randomisierter Zuordnung am 1.,
4. oder 14. postoperativen Tag. Die Kraft wird prozentual - traumatisierte linke zu
gesunder rechter Seite -dargestellt, weshalb beide Seiten gemessen werden
mussten. Unter Pentobarbital-Natrium 6% Narkose (55mg/kg KG, Narcoren,
Merial GmbH, Hallbergmoos Deutschland) wurde den Ratten beide Hinterlaufe
rasiert und zur Operation auf eine Heizplatte gelagert.

Auch dieser Operationsverlauf erfolgt nach der beschriebenen Methode von
Stratos et al. (Stratos et al. 2007):

Durch einen 2,5cm langen Schnitt am Unterschenkel wurden die Haut und die
Muskelfaszie inzidiert, der M. soleus — wie bereits zuvor beschrieben — erneut
mobilisiert und die Achillessehne dargestellt. Die Sehne wurde vom Ansatz des
M. gastrocnemius und proximal der Ferse durchtrennt, so dass der distale Ansatz
des M. soleus frei gelegt war. Das Versuchstier wurde dann von der Heizplatte
umgelagert und in Bauchlage auf die Muskelkraft-Messvorrichtung (NM-01,
Experimenteria, Budapest, Ungarn) plaziert. Das Knie und die Ferse wurden an
den entsprechenden Halterungen fixiert und der distale Teil des M. soleus mit
einem 4-0 Vicryl Faden am Messwandler (FSG-01, Experimenteria, Budapest,
Ungarn) der Muskelkraftmessvorrichtung befestigt.

Fir die direkte Muskelkraftmessung wurde der M. soleus an der Elektrode
befestigt und bipolar durch den Impulsgeber und die Steuerungseinheit stimuliert
(CRS-ST-02-O, Experimetria, Budapest, Ungarn). Zur Erzeugung einer
Kurzkontraktion des M. soleus wurden 9mA / 75Hz verwendet, finfmal fur eine
Zeit von jeweils 0,1s und 5s Pausenintervallenzwischen den Pulsen. 9mA/ 75Hz
erzeugen die Kurzkontraktionen im M. soleus und wurden finfmal fur jeweils 0,1s
appliziert mit 5s Pause zwischen den Intervallen. Um die maximale Muskelkraft
zu mobilisieren wurde der M. soleus bei gleicher Amplitude/Frequenz und
Pausenintervall fur jeweils 3s stimuliert. Auf diese Weise konnte immer eine
Tetanie erreicht werden.

Die Kontraktionskraft des M. soleus entspricht in dem Versuchsaufbau einer
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Zugkraft und wird Uber einen Messwandler an das Empfangergerat Gbermittelt
und dort verstarkt (CRS-SG Experimetria, Budapest, Ungarn).

Mittels eines Modems kann das analoge Signal in einen digitalen Datensatz
umgewandelt werden, welcher durch die spezielle Visiual Basic Anwendung
(Visual Basic 6, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland)
aufgezeichnet und gespeichert werden kann.

A_l‘.‘l B T

Abb. 9. Muskelkraftmessung am M. soleus. Unteres Bild: Der Impulsgeber (links)
stimuliert den M. soleus bipolar direkt Gber eine Elektrode. Die durch die Kontraktion des
Muskels entstandene Zugkraft wurde via Messwandler, Empfanger und Verstarker in ein
analoges Signal digitalisiert (rechts). A: Aufzeichnung der Kurzkontraktion; B:
Aufzeichnung der Tetanie.

Nach abgeschlossener Messung rechts wurde die Ratte von der Messvorrichtung
wieder auf die Heizplatte umgelagert. An der traumatisierten linken Extremitat
erfolgte das selbe operative Procedere wie auf der gesunden rechten Seite, nur
wurden zusatzlich die Faden vom ersten Eingriff bei der Inzision entfernt. Auch
das Vorgehen bei der Muskelkraftmessung links entspricht der
Muskelkraftmessung rechts.

Nach abgeschlossener Messung wurden die Tiere tiefer narkotisiert,
thorakotomiert und Blut aus dem linken Ventrikel entnommen. Dies erfolgte Uber
eine direkte Punktion des Ventrikels mittels einer EDTA-beschichteten Spritze.
Desweiteren wurde der linke M. soleus enthommen und in 4%iger
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Formalinlésung konserviert.

3.2.1.2 Berechnung der Muskelkraft

Fir die Erfassung der Muskelkraft wurden von jedem Versuchstier vier
Datensequenzen erhoben: die Kurzkontraktion und die tetanische Kontraktion
jeweils fur den rechten und linken M. soleus. Die erhobenen Rohdaten wurden
umgerechnet (Microsoft Excel 2003, Microsoft Deutschland GmbH,
Unterschleillheim, Deutschland), so dass die erste Kontraktion zum Zeitpunkt Os
erfolgte und die Zugkraft des Muskels wahrend der Relaxationsphase gleich ON
war. Zur Ermittlung des relativen Kraftzuwachses bei Kontraktion wurden die
Maximalwerte von funf kontinuierlichen Kurzkontraktionen des linken M. soleus
gemittelt und diese durch den Mittelwert der Maximalwerte der funf
kontinuierlichen Kurzkontraktionen des rechten M. soleus dividiert. Auf die
gleiche Weise wurde der relative Kraftzuwachs bei Tetanie errechnet und die
Kraft des linken M. soleus prozentual zur Kraft der kontralateralen Seite
angegeben.

3.2.2 Immunhistochemische und histologische Untersuchungen
3.2.2.1 BrdU Immunhistochemie

48 Stunden vor der Gewebeentnahme wurde den entsprechenden
Versuchstieren 50mg/kg KG BrdU i.p. appliziert. Der BrdU-Einbau in die DNA der
Skelettmuskelzellen dient dem immunhistochemischen Nachweis fur die
Proliferationsaktivitdt in der Skelettmuskulatur und wird anhand der
Gewebeschnitte untersucht. Dazu wird ein Sekundar-Antikdrper, der zusatzlich
mit einem Enzym gekoppelt ist, an den Primar-Antikdérper gebunden. Durch
Zugabe eines Substrates wird eine chromogene Reaktion ausgeldst, welche
indirekt das gesuchte Antigen darstellt und damit die quantitative Untersuchung
unter dem Lichtmikroskop mdglich macht.

Der entnommene M. soleus wurde fur 3 Tage in 4% Formalin fixiert und dann in
Paraffin gebettet. Daran schloss sich die Herstellung von 4um dinnen
Gewebeschnitten, die in longitudinaler Ebene des Muskels vom proximalen zum
distalen Ende erfolgte. Somit konnte der Muskel in seiner vollen Lange auf einen
poly-L-lysinbeschichteten Objekttrager Ubertragen werden. Zur Entparaffinierung
der Gewebeschnitte wurde eine absteigende Alkoholreihe verwendet. Die
Antigen-Demaskierung erfolgte in der Mikrowelle bei einem pH von 6,0 (S1699,
DAKO Target Retrieval Solution, Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) und die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen bzw.
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unspezifischer Peroxidaseaktivitat mit spezieller Blocker-Lésung (X0909, DAKO
Protein Block, 3% bzw. DAKO Peroxidase Block).

FUr die gezielte Markierung des eingebauten BrdUs wurde das Gewebe mit
einem monoklonalen anti-BrdU Primar-Antikérper (M0744, Dako Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland) bei 4°C flr 18h in einer Verdinnung von 1:50 mit
Antikérperverdinnungsmedium (S3022, Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) inkubiert. Der Sekundar-Antikérper goat antimouse IgG/HRP
(P0447, Dako Deutschland GmH, Hamburg, Deutschland) wurde getreu den
Anweisungen des Herstellers in einer Verdiinnung 1:100 verwendet. In der sich
AnschlieBenden Inkubation mit dem DAB Farbstoff (K3467, 3.3'-
Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid, Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) erfolgte nach ca. 13min eine Reaktion, die zur braunlichen Farbung
der BrdU positiven Zellkerne fuhrte. Die Gewebeschnitte wurden mit Mayer
Hamalaun Kernfarbung Uber 5min gegengefarbt, in aufsteigender Alkoholreihe
(41-52-13, X-TRA-Solv, Medite, Burgdorf, Deutschland) entwassert und
abschlieRend mit Deckglasklebemittel eingedeckt (41-5219, X-TRA KITT,
Medite, Burgdorf, Deutschland). Wie unter 3.2.2.4 beschrieben, wurde der
Muskel in seiner gesamten Lange ausgewertet.

3.2.2.2 CAE Histologie

Mit Hilfe eines Lichtmikroskops ist der Nachweis infiltrierender Leukozyten in den
Muskelgewebeschnitten mdglich. Daflr wurden die Praparate zuerst in Paraffin
gebettet, unter dem Mikrotom 4um dunn geschnitten und auf Objekttrager fixiert.
Nach der Entparaffinierung wurden die Gewebeproben mit Naphtol AS-D
Chlorazetat (NO-758-1g, Sigma Diagnostics, Deisenhofen, Deutschland)
behandelt, in aufsteigender Alkoholreihe entwassert und eingedeckt. Die
Leukozyten-spezifischen-Esterasen fluhren zu einer Hydrolysereaktion des
Naphtol AS-D Chlorazetats. Die dadurch erfolgte Darstellung des Naphtol-
Verbundes visualisiert die infiltrierenden Leukozyten im M. soleus. Wie unter
3.2.2.4 beschrieben, wurde der Muskel in seiner gesamten Lange ausgewertet.

3.2.2.3 TUNEL Histologie

Die TUNEL-Methode (S7101 ApopTag Kit, Chemicon International Inc.,
Temecula, CA, USA) dient dem histomorphologischen Nachweis apoptotischer
Skelettmuskelzellen. Mithilfe des Enzyms terminale desoxynucleotidyl
Transferase (TdT) wird beim TUNEL-Farbungsprozess (transferase-mediated
dUTP biotin nick end-labeling) ein biomarkiertes dUTP an DNA-Bruchstlicke
apoptotischer Zellen angefligt. Das enthaltene Biotin wird daraufhin mit farblich
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markierten Antikdrpern sichtbar gemacht. Im Detail katalysiert das TdT die
spezifische Bindung von Digoxigenin Nukleotiden an die freien 3‘-OH Enden der
fragmentierten DNA von apoptotischen Zellen und daraufhin die Bildung eines
Heteropolymer aus Digoxigenin-11-dUTP und dATP. Nach Zusatz von Anti-
Digoxigenin werden Antikdrper gebunden, welche durch das enthaltene
konjugierte Peroxidaseenzym ein Farbsubstrat umsetzen.

Dazu wurden die Muskelpraparate nach bereits erwahnter Methode geschnitten,
mit X-TRA (41-52-13, X-TRA-Solv, Medite, Burgdorf, Deutschland) deparaffiniert
und mit PBS gespilt. Ein Proteinase K-Verdau (20ug/ml) far 15min bei
Raumtemperatur, das Auswaschen mit PBS, eine 3% Peroxidasebehandlung
und erneutes Auswaschen mit PBS schlossen sich an. Nach der Behandlung mit
»Equilibration-Puffer flr 10s wurden die Schnitte in einer 37°C warmen, feuchten
Kammer fir 1h mit TdT-Enzym-Puffer aus dem ApopTag-Kit inkubiert, dann
~otop/Wash-Puffer aufgetragen und wieder fur 10min inkubiert. Dem Waschen
mit PBS folgte die 30mindtige Inkubation in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur mit Anti-Digoxygenin-Peroxidase-Antikdrper. Nach weiteren
vier Waschvorgangen wurden die Praparate fir 5min in DAB-Farbstoff inkubiert
und nochmals drei Mal mit PBS gewaschen. Abschlielend erfolgte die
Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun Kernfarbung Gber 5min, das Entwassern in
aufsteigender Alkoholreihe (41-52-13, X-TRA-Solv, Medite, Burgdorf,
Deutschland) und das Eindecken mit Deckglasklebemittel (41-5219, X-TRA
KITT, Medite, Burgdorf, Deutschland). Wie unter 3.2.2.4 beschrieben, wurde der
Muskel in seiner gesamten Lange ausgewertet.

3.2.2.4 Histologische Auswertung

Das untersuchte Muskelgewebe lasst sich in drei verschiedene Fraktionen
gliedern: unbeschadigtes Muskelgewebe, Penumbrazone (Ubergangszone) und
traumatisiertes Muskelgewebe. Dies lasst sich durch die Anwendung des
Traumas mittels der bereits beschriebenen Klemme erkldren. Damit das
morphologisch heterogene Gewebe objektiv ausgewertet werden konnte, wurde
der Muskel in seiner ganzen Lange betrachtet und quantitativ analysiert.

Die BrdU-, CAE- und TUNEL-Farbungen wurden an einem Auflichtmikroskop
(Zeiss Axioskop 40; Géttingen, Deutschland) unter 400-facher Vergrdlierung
untersucht. Die Grole des Gesichtsfeldes wurde mittels eines
Mikrometermalstabes gemessen.

Der M. soleus wurde Uber seine gesamte Lange vom proximalen zum distalen
Ansatz untersucht, wobei im Durchschnitt 30 Gesichtsfelder betrachtet und die
dortige Anzahl der positiv gefarbten Zellen ermittelt wurden. Es wurde das
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arithmetische Mittel der Zellen pro Gesichtsfeld bestimmt und in Zellen pro mm?
umgerechnet.

unbeschadigtes Penumbra traumatisiertes
Gewebe Gewebe

Abb. 10. Exemplarische Darstellung einer histologischen Untersuchung am linken M.
soleus. Die Auswertung erfolgte longitudinal tUber 30 Gesichtsfelder in 400-facher
Vergrélerung, wobei 15 Gesichtsfelder von proximal nach distal und 15 Gesichtsfelder
von distal nach proximal betrachtet wurden. Penumbra: Ubergangszone.

3.2.2.5 Muskelfaserdiameter

Nach Einfarbung der Muskelschnitte mittels Hamatoxilin-Eosin (HE) wurden
diese lichtmikroskopisch bei 200-facher VergroRerung analysiert. Pro
Schnittpraparat wurden 12 Objektfelder meanderformig vermessen. Der
Muskelfaserdiameter wurde, an den im Objektfeld sichtbaren Fasern, an jeweils
zwei Messpunkten in um bestimmt und daraus der arithmetische Mittelwert
bestimmt.

3.2.2.6 Muskelgewebefraktion

Die Muskelgewebefraktion ergibt sich aus dem prozentualen Anteil von
Muskelgewebe zum Gesamtgewebe eines Schnittes. Dazu wurde ein HE-
Muskelschnitt in 400-facher VergréRerung Uber seine gesamte Lange digital
aufgenommen (cell®D, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Hamburg,
Deutschland) und in Photoshop (Photoshop CS4 Version 11.0.2, Adobe Systems
Europe; Uxbridge, UK) mit der ,magic wind“-Funktion digital bearbeitet. Die
Muskelzellen konnten dadurch prazise herausgearbeitet und ihre Pixelzahl
berechnet werden. Wie anfangs beschrieben, konnte mithilfe der Pixelzahl des
Gesamtgewebes die gewlinschte Muskelgewebefraktion errechnet werden.
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14d Calcitriol

14d Calcitriol

Abb. 11. Muskelgewebefraktion. Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme eines
Muskelschnittes 14 Tage nach Traumainduktion und nach Gabe von Calcitriol. Oberes
Bild: HE-Farbung; Vergréfierung 40-fach. Mittleres Bild: Mittels ,magic wind“-Funktion
schwarz markiertes Gewebe entspricht dem Anteil an Muskelgewebe im Muskelschnitt.
Unteres Bild: Zur Berechnung der Muskelgewebefraktion wurde der Muskelanteil
(schwarz) am Gesamtgewebe (rot) ermittelt.

3.3 Versuchsgruppen und Versuchsablauf

Bei 68 Versuchstieren wurde am Tag 0 ein Trauma am linken M. soleus mittels
einer instrumentieren Klemme induziert. Direkt postoperativ erfolgte die erste
Injektion von Calcitriol (1ug/kg KG; n=21), VDRM2 (1ug/kg KG; n=21) oder
10%ige Ethanollésung (2ml/kg KG; n=21). Fur die Versuchstiere, die am 4. Und
14. postoperativen Tag untersucht wurden, wurde die jeweilige Injektion im 24h-
Rhythmus fur weitere 3Tage durchgeflhrt.

Die Muskelkraftmessung erfolgte am M. soleus bilateral jeweils am 1., 4. oder 14.
postoperativen Tag. Zusatzlich wurde das entsprechende Gewebe asserviert.
48h vor der Gewebeentnahme ist den Versuchstieren 50mg/kg KG BrdU i.p.
injiziert worden, um die bestmogliche Darstellung der Proliferation der
Muskelzellen zu erreichen.
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Es wurden folgende Versuchsgruppen zusammengestellt:
1. Kontrollgruppe (n=21)

Offenes Muskeltrauma an Tag 0O; tagliche i.p. 10% Ethanol Injektion Uber 4 Tage;
Biomechanische Untersuchung an Tag 1, 4 und 14 und Gewebeasservierung;
n=7 pro Untersuchungszeitpunkt.

2. Calcitriolgruppe (n=21)
Offenes Muskeltrauma an Tag 0; tagliche i.p. Calcitriol Injektion Uber 4 Tage;

Biomechanische Untersuchung an Tag 1, 4 und 14 und Gewebeasservierung;
n=7 pro Untersuchungszeitpunkt.

3.VDRM2-Gruppe (n=21)

Offenes Muskeltrauma an Tag 0; tagliche i.p. VDRM2 Injektion Uber 4 Tage;
Biomechanische Untersuchung an Tag 1, 4 und 14 und Gewebeasservierung;
n=7 pro Untersuchungszeitpunkt.

A SR / 4

ﬁllll.? t[d]
0 1 4 14
‘ Muskelkraftmessung und Auswertung

Traumainduktion am linken M.soleus bei
mannlichen Wistarratten (n=7 pro Gruppe
und Zeitpunkt)

@ Injektion von Calcitriol, VDRM2 oder
Kontrolllésung

Abb. 12. Versuchsablauf. Am Tag der Traumainduktion und an den folgenden drei
Tagen wurde jeweils Calcitriol, VDRM2 oder 10% Ethanollésung (= Kontrolllésung) i.p.
injiziert. Die Untersuchungen fanden am 1., 4. und 14. postoperativen Tag statt. 48h vor
der Muskelkraftmessung erfolgte die i.p. Injektion von 50mg/kg KG BrdU.
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3.4 Statistische Analyse

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mitelwertes (SEM)
angegeben. Lag eine Normalverteilung der Werte vor, wurde die einfaktorielle
Varianzanalyse (One-Way-Anova) verwendet, gefolgt von dem Shapiro-Wilk-
Test. Die statistische Testung und grafische Darstellung in Diagrammen erfolgte
unter Zuhilfenahme der Software SigmaPlot 13.0 (Jandel Corp., San Rafael,
USA). Unterschiede mit p<0,05 wurden als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse
4.1 Allgemeine Beobachtungen

Alle Tiere durchliefen den vorgestellten Versuchsablauf komplikationslos. Die
Tiere schonten flr einige Tage nach der Traumainduktion ihre untere linke
Extremitat und belasteten diese daher nicht voll. Die Operationswunden wiesen
eine zeitgerechte und komplikationslose Wundheilung auf ohne Zeichen einer
lokalen Infektion.

4.2 Muskelkraft

Der gesunde, nicht traumatisierte rechte Hinterlauf der untersuchten Tiere zeigte
in allen Versuchsgruppen keine Einschrankung in der Kontraktionskraft (in N) und
diente als Referenzwert, um das Ausmall der Funktionseinbul’e des
traumatisierten linken Hinterlaufes einzuschatzen.

4.3 Kurzkontraktion

Die relative Kontraktionskraft bei der Kurzkontraktion folgte in allen drei Gruppen
einer ansteigenden Kinetik und hatte zunehmend verbesserte Werte zum
nachsten Kontrollzeitpunkt. An Tag 1 und Tag 4 nach Muskeltrauma zeigte sich
zwischen den Untersuchungsgruppen kein signifikanter Unterschied in der
relativen Kurzkontraktion des linken M. soleus. 14 Tage nach der
Traumainduktion des linken M. soleus zeigte sich bei der Kurzkontraktion ([in %
zur Gegenseite] Kontrolle: 47+6, VDRM2: 6215, Calcitriol: 64+4) ein signifikanter
Anstieg in der Calcitriol-Gruppe verglichen zur Kontroll-Gruppe. Unter der
Calcitriolsubstitution hatten die Ratten nach 14 Tagen eine nur um 36%
reduzierte Kontraktionskraft auf der verletzten linken Seite im Vergleich zur
gesunden rechten Seite. VDRM2 konnte nur eine Wiederherstellung der
Muskelkraft von 63% erreichen, die Kontrollgruppe von 48%.
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Abb. 13. Kurzkontraktion.  Relativer  Kraftzuwachs der Kurzkontraktion des
traumatisierten M. soleus im Vergleich zur gesunden Gegenseite nach 10%Ethanol-
Behandlung (Kontrolle, n=7 pro Zeitpunkt), VDRM2-Behandlung (VDRM2, n=7 pro
Zeitpunkt) und Calcitriol-Behandlung (Calcitriol, n=7 pro Zeitpunkt). Die Calcitriol-Gruppe
zeigt 14 Tage nach Traumainduktion einen signifikanten Kraftzuwachs. Angegeben sind
Mittelwert+tSEM; one-way-ANOVA, * p<0,05 vs Kontrolle.

4.4 Tetanie

Die steigende Kinetik an den aufeinander folgenden Zeitpunkten konnte auch bei
der Auslésung der tetanischen Muskelkontraktion festgestellt werden. An Tag 1
und Tag 4 gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen Calcitriol, VDRM2
und der Kontrolle. Am 14. Tag wiesen sowohl die Calcitriolgruppe als auch die
VDRM2-Gruppe eine hohere, aber nicht signifikant erhdhte tetanische
Kontraktion des M. soleus auf ([in % zur Gegenseite] Kontrolle: 4819, VDRM2:
5716, Calcitriol: 5516).
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Abb. 14. Tetanie. Relativer Kraftzuwachs der Tetanie des traumatisierten M. soleus im
Vergleich zur gesunden Gegenseite nach 10%Ethanol-Behandlung (Kontrolle, n=7 pro
Zeitpunkt), VDRM2-Behandlung (VDRM2, n=7 pro Zeitpunkt) und Calcitriol-Behandlung
(Calcitriol, n=7 pro Zeitpunkt). Angegeben sind MittelwerttSEM; one-way-ANOVA.

4.5 Proliferation

Die Bestimmung  der  Proliferationsaktivitat  erfolgte uber  den
immunhistochemischen Nachweis der BrdU-Einlagerung in die Zell-DNA. Das
BrdU wurde den Tieren 48h vor der Gewebeentnahme i.p. injiziert und als
Thymidin-Analogon in die proliferierenden Zellen eingebaut.

Die Regeneration der geschadigten Muskelzellen geht mit einer Steigerung der
Muskelproliferation einher. An Tag 1 entwickelte sich die Proliferation in allen drei
Gruppen ahnlich. An Tag 4 prasentierten sich signifikante Unterschiede zwischen
der Kontrollgruppe und den anderen beiden Gruppen. Die Kontrollgruppe wies
eine niedrigere Zahl an proliferierenden Zellen auf als am ersten Tag und
Calcitriol und VDRMZ2 ihre hochsten Werte zu allen drei Zeitpunkten
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([Zellen/Gesichtsfeld] Kontrolle: 2412, VDRM2: 45+4, Calcitriol: 53+6). Am 14.
Tag nach Traumainduktion zeigte sich in allen drei Gruppen eine ahnlich niedrige
Zellzahl an BrdU-positiven Zellen.
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Abb. 15. Muskelzellproliferation. Obere Abbildungen: Reprasentative
lichtmikroskopische Aufnahmen der Skelettmuskulatur von Tieren nach Trauma am 4.
Tag. Die BrdU-Farbung zeigt eine ausgepragte proliferative Aktivitat bei der VDRM2-
Gruppe. Roter Pfeil: proliferierende Zelle; Vergrélierung 400-fach. Grafik unten: Anzahl
proliferierender Zellen im Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma nach 10%
Ethanol-Behandlung (Kontrolle, n=7 pro Zeitpunkt), VDRM2-Behandlung (VDRM2, n=7
pro Zeitpunkt) und Calcitriol-Behandlung (Calcitriol, n=7 pro Zeitpunkt). Angegeben sind
Mittelwert+tSEM; one-way-ANOVA, * p<0,05 vs Kontrolle.

4.6 Apoptose

Die Gewebeschadigung kann mithilfe der Anzahl an apoptotischen Zellen
eingeschatzt werden. Dazu diente die lichtmikroskopische Untersuchung der
TUNEL-gefarbten Muskelgewebesticke.
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An Tag 1 und Tag 14 unterschieden sich die Gruppen in der Anzahl der
apoptotischen Zellen in dem verletzten linken Muskel kaum. An Tag 4 wiesen
Calcitriol, VDRM2 und die Kontrollgruppe von allen Zeitpunkten die hochste
Anzahl an apoptotischen Zellen auf. Im Vergleich der drei Gruppen untereinander
an Tag 4 hatte die Calcitriol-Gruppe signifikant niedrigere Werte als die Kontroll-
Gruppe ([Zellen/Gesichtsfeld] Kontrolle: 2210, VDRM2: 20+2, Calcitriol: 16+1).
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Abb. 16. Muskelzellapoptose. Obere Abbildungen: Reprasentative lichtmikroskopische
Aufnahme der Skelettmuskulatur von Tieren nach Trauma am 4. Tag. Die TUNEL
Histologie zeigt eine reduzierte Apoptose bei der Calcitriol-Gruppe. Vergréterung 400-
fach. Grafik unten: Anzahl apoptotischer Zellen im Skelettmuskel von Tieren mit
Muskeltrauma nach 10% Ethanol-Behandlung (Kontrolle, n=7 pro Zeitpunkt), VDRM2-
Behandlung (VDRM2, n=7 pro Zeitpunkt) und Calcitriol-Behandlung (Calcitriol, n=7 pro
Zeitpunkt). Angegeben sind MittelwerttSEM; one-way-ANOVA, * p<0,05 vs Kontrolle.

4.7 Leukozyteninfiltration

Die Inflammation, gemessen an CAE-positiven Leukozyten, prasentierte in allen
drei Gruppen an Tag 1 die héchsten Werte mit einer fallenden Kinetik an Tag 4
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und noch weiter an Tag 14. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
konnten zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden. Die Injektion von Calcitriol und
VDRMZ2 hatte keinen Effekt auf die Anzahl der inflammatorischen Leukozyten.
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Abb. 17. Leukozyteninfiltration. Obere Abbildungen: Reprasentative

lichtmikroskopische Aufnahme der Skelettmuskulatur von Tieren nach Trauma am 1.
postoperativen Tag. Die CAE-Farbung zeigt keinen wesentlichen Unterschied zwischen
den Gruppen. Vergrolierung 400-fach. Grafik unten: Anzahl CAE positiver Zellen im
Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma nach 10% Ethanol-Behandlung (Kontrolle,
n=7 pro Zeitpunkt), VDRM2-Behandlung (VDRM2, n=7 pro Zeitpunkt) und Calcitriol-
Behandlung (Calcitriol, n=7 pro Zeitpunkt). Angegeben sind MittelwerttSEM; one-way-
ANOVA.
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4.8 Muskelfaserdiameter

Die Quantifizierung des Muskelfaserdiameters ergab eine signifikante
VergroRerung des Durchmessers an Tag 14 bei den Tieren, die eine
Calcitriolinjektion erhalten hatten, im Vergleich zur Kontroll- und VDRM2-Gruppe
([um] Kontrolle: 61+2, VDRM2: 63+1, Calcitriol: 77+2). Am 1. und 4. Tag variierte
der Muskelfaserdiameter zwischen den drei Gruppen ohne signifikante
Unterschiede.
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Abb. 18. Muskelfaserdiameter. Obere Abbildungen: Reprasentative lichtmikroskopische
Aufnahme der Skelettmuskulatur von Tieren nach Trauma am 14. Tag. Die HE-Farbung
zeigt am 14. postoperativen Tag einen groReren Muskelfaserdiameter in der Calcitriol-
Gruppe. Die roten Doppelpfeile stellen exemplarisch die Vermessung der Muskelfasern
mit den entsprechenden Werten in um dar. VergréRerung 400-fach. Grafik unten: Der
Muskelfaserdiameter in um im Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma nach 10%
Ethanol-Behandlung (Kontrolle, n=7 pro Zeitpunkt), VDRM2-Behandlung (VDRM2, n=7
pro Zeitpunkt) und Calcitriol-Behandlung (Calcitriol, n=7 pro Zeitpunkt). Angegeben sind
Mittelwert:tSEM; one-way-ANOVA, * p<0,05 vs Kontrolle, # p<0,05 vs VDRM2.

4.9 Muskelgewebefraktion

Mit Hilfe der Muskelgewebefraktion lassen sich indirekt Rickschllisse auf das
Ausmal} der Gewebeschadigung ziehen. Die intakte Muskelgewebeflache wurde
dazu prozentual zur gesamten Muskelschnittflache berechnet.
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Es konnte kein Unterschied in der Muskelgewebefraktion zwischen den Tieren
mit injizierter Kontrolllosung und VDRM2 und Calcitriol festgestellt werden.
Allerdings zeigen sich in allen drei Versuchsgruppen steigende Werte der
intakten Muskelflache im zeitlichen Verlauf. An Tag 14 sind ca. 56,2% des

Muskelgewebes wieder regeneriert ([in %] Kontrolle: 58+0, VDRM2: 57+1,
Calcitriol: 54+1).

14d VDRM2

Abb. 19. Muskelgewebefraktion. Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme von
Tieren mit VDRM2-Behandlung zu den drei Untersuchungszeitpunkten. Schwarz
markiertes Gewebe entspricht dem Anteil an Muskelgewebe im Muskelschnitt. Sichtbar

ist ein Zuwachs des Muskelgewebes im zeitlichen Verlauf. HE-Farbung; Vergréfierung
40-fach.
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Abb. 20. Muskelgewebefraktion. Prozentualer Anteil an intaktem Muskelgewebe im
linken M. soleus von Tieren mit Muskeltrauma nach 10% Ethanol-Behandlung (Kontrolle,
n=7 pro Zeitpunkt), VDRM2-Behandlung (VDRM2, n=7 pro Zeitpunkt) und Calcitriol-
Behandlung (Calcitriol, n=7 pro Zeitpunkt). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen, jedoch erreichen alle drei Gruppen am dritten
Untersuchungszeitpunkt ihre héchsten Werte. Angegeben sind MittelwerttSEM; one-
way-ANOVA.

410 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die prasentierten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Applikation von
Calcitriol nach einem stumpfen Muskeltrauma zu einer Verbesserung der
Muskelregeneration fuhrt. Die Applikation von VDRMZ2 deutet auf einen
ahnlichen, aber nicht so ausgepragten Effekt auf die Muskelregenration hin.

Die Muskelkraft bei ausgeldster Kurzkontraktion und Tetanie war an Tag 1 und
Tag 4 stark reduziert und lag fur alle drei Gruppen unter 20%. Die Behandlung
mit Calcitriol und VDRM2 erhdhte die Muskelkraft am 14. Tag um mindestens
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15% mehr als in der Kontrollgruppe und fuhrte zu einer bis zu 70%igen
Wiederherstellung der Muskelkraft.

Die Proliferationsaktivitat in dem traumatisierten Muskelgewebe war an Tag 4
signifikant héher nach Injektion von Calcitriol und VDRM2, mit einer doppelt so
hohen Anzahl an proliferierenden Zellen.

Die Apoptoserate hatte am 4. Tag nach Muskeltrauma ihren Hochstwert erreicht,
jedoch bewirkte die VDRM2 Applikation eine leichte und die Calcitriol eine
signifikante Reduktion der Apoptosezellen an Tag 4 verglichen zur
Kontrollgruppe.

Die Leukozyteninfiltration in das geschadigte Muskelgewebe scheint unabhangig
von der Injektion aller drei Substanzen abzulaufen.

Die Vergrolierung des Muskelfaserdiameters an Tag 14 nach Calcitriolgabe und
die leichte Tendenz nach VDRM2-Gabe, sowie die ansteigende Kinetik der
Muskelgewebefraktion Uber den gesamten zeitlichen Verlauf kdnnen auf eine
leichte Zunahme der Muskelmasse hindeuten.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methoden

5.1.1 Etablierte Modelle zur Untersuchung der Muskelregeneration

Ziel der verschiedenen Modelle des Muskeltraumas ist es, moglichst klinisch nah
gestaltete Traumasituationen zu simulieren, die auf den Menschen anwendbar
sind. Um relevante Ergebnisse aus Untersuchungen zu gewinnen, sollte der
Versuchsaufbau eine groRe Anzahl an Untersuchungsmoglichkeiten
ermdglichen. Bisher angewendete Modelle sind in-vitro, humane in-vivo und
tierexperimentelle in-vivo Verfahren.

In-vitro Modelle, bei denen Muskelfasern in eine Ldésung ahnlich der
Extrazellularflissigkeit verbracht werden, bieten den Vorteil, dass sich die
Vorgange auf zellularer Ebene im Muskel und funktionelle Parameter detailliert
untersuchen lassen. Wesentliche Nachteile sind dabei die fehlende klinische
Vergleichbarkeit und die technisch anspruchsvolle Umsetzung (Lynch et al. 2000;
Roche et al. 2015).

Muskeltraumamodelle, die direkte Traumata am Menschen induzieren und dann
untersucht werden, bieten dagegen eine hohe klinische Aussagekraft, sind
allerdings aus ethischen Grinden schwer ausfuhrbar. Bei solchen Modellen
werden Muskelverletzungen durch exzentrische Kontraktionen der Muskulatur,
vorwiegend einer isolierten Muskelgruppe, induziert, beispielsweise am Knie-
oder dem Ellenbogengelenk (Clarkson & Hubal 2002; Byrne & Eston 2002; Falvo
& Bloomer 2006; Lau et al. 2015). Sowohl das Ausmal® der Traumata und
folgende Untersuchungsmethoden sind dabei limitierend flr weitreichende
Schlussfolgerungen.

Eine gute Alternative, die einen Kompromiss der beiden vorher genannten
Modelle darstellt sind tierexperimentelle Studien. So ist es madglich
Untersuchungen in der Gesamtheit eines lebenden Organismus durchzuflihren
und die Ergebnisse als solche zu interpretieren, aber auch spezifische
Untersuchungen anzuwenden, die ein invasiveres Vorgehen erfordern (Alway et
al. 2005).

Tiere, die sich fur Untersuchungen zur Muskelregeneration eignen, sind unter
anderem Affen, Huhner, Katzen, Hunde, Kaninchen, Mause und Ratten (Beiras-
Fernandez et al. 2003; Zhang & Dhoot 1998; Roy et al. 1999; Hayashi et al. 1998;
Meffert et al. 2008; Menetrey et al. 1999; Fink et al. 2003). Der grundlegende
Ablauf der Muskelregenration ist bei allen Tieren vergleichbar, jedoch gibt es
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zwischen den Tieren und auch innerhalb der verschiedenen Unterarten
unterschiedlich lange Regenerationszeiten (Borisov 1999; Ausoni & Sartore
2009). In der vorliegenden Studie wurden Ratten des Stammes Wistar
verwendet. Zum einen sind Experimente an solchen Kleintieren gesellschaftlich
anerkannter und die unkomplizierte Zichtung und Haltung der Tiere bringen
Okonomische Vorteile mit sich (Histing et al. 2011). Neben den Untersuchungen
zur Muskulatur werden Ratten in der unfallchirurgischen und orthopadischen
Forschung auch zu Untersuchungen von pathologischen Knochenstrukturen, -
stoffwechselablaufen und Arthrose verwendet (Doll et al. 2001; Zhang et al.
2002).

Die ahnliche Anatomie zum Menschen vereinfacht die Durchfuhrbarkeit.
Besonders gut zuganglich flr Versuche an der Muskulatur eignen sich die
Hinterlaufe, insbesondere der M. soleus, M. extensor digitorum longus und M.
gastrocnemius (Kannus et al. 2003; Stratos et al. 2010).

Das hier angewandte Prozedere zur Traumainduktion beruht auf der
Verwendung von instrumentierten Klemmen. Diese wirken mit einer konstanten
Kraft von 25N auf das zu schadigende Gewebe und ermoglichen damit eine
Standardisierung des Verfahrens in Bezug auf die Traumaintensitat. Die
Verwendung einer Stoppuhr ermdglicht eine konstante Zeit der Anwendung
dieser speziellen Klemme. Dieses Verfahren ist bereits mehrfach getestet und
liefert aussagekraftige Ergebnisse (Stratos et al. 2007; Stratos et al. 2010;
Stratos, Li, et al. 2012). Weitere Moglichkeiten zur mechanischen
Traumainduktion sind das Verwenden einer normalen Klemme, eines Hammers,
eines Fallgewichtes oder eines pneumatischen Aufprallapparates (Matziolis et al.
2006; Jarvinen & Sorvari 1975; Knappe et al. 2005; Schaser et al. 2005).

5.1.2 Calcitriol und VDRM2: Dosis und Applikation

VDRMZ2 ist aufgrund seiner Neuheit generell noch nicht oft verwendet worden
und fir Fragestellungen, die die Skelettmuskulatur betreffen noch gar nicht.

Zwar wurde durch Sato et al. nachgewiesen, dass bei Ratten eine hohe
Toleranzschwelle von 4,6u/kg KG bis zum Auftreten potenzieller
hyperkalzamischer Nebenwirkungen besteht, doch wurde eine Erhdéhung der
Knochenfestigkeit bereits bei einer Dosis zwischen 0,1 und 3ug/kg KG
festgestellt (Sato et al. 2010). Um erste grundlegende Erkenntnisse zu gewinnen,
ob VDRM2 eine Wirkung auf die Muskelregeneration aufweist, wurde in diesem
Versuchsaufbau eine Dosis von 1ug/kg KG ausgewahlt.
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Es wurden bereits erste Versuche zur Anwendung von Calcitriol nach stumpfem
Muskeltrauma von Stratos et al. getestet. Die s.c. verwendeten Dosen von
0,83mg/kg KG bzw. 8,3mg/kg KG flhrten zu keinem Untersuchungszeitpunkt zu
einer Hyperkalzamie, Hyperkalzuramie oder reduzierten Parathormonspiegeln
(Stratos et al. 2013). Um eine gute Vergleichbarkeit von VDRM2 und Calcitriol zu
erreichen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Dosis von 1ug/kg KG zur i.p.
Gabe gewahlt.

Die oben angegebene Literatur lie3 vermuten, dass die hier verwendete Dosis
an VDRM2 und Calcitriol eine ausreichende Wirkung ohne das Auftreten von
Nebenwirkungen erzielt.

5.1.3 Gruppen und Zeitpunkte der Untersuchung

In der vorliegenden Studie wurden alle drei Versuchsgruppen zu jeweils drei
verschiedenen Zeitpunkten untersucht, mit dem Hintergrund eine Kinetik der
Muskelregeneration und der entsprechenden Parameter zu erfassen.

Um schnelle direkt vermittelte Wirkungen der applizierten Substanzen Calcitriol
und VDRM2 im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erfassen wurde als erster
Untersuchungszeitpunkt Tag 1 gewahlt. Da nach Jarvinen et al. zwischen dem 3.
und 5. Tag nach Trauma die wesentlichen Prozesse der Proliferation und
Apoptose stattfinden, wurde Tag 4 als nachster Untersuchungszeitpunkt gewahlt
(Jarvinen et al. 2005). Der 14. Tag nach Traumainduktion wurde als dritter und
letzter Untersuchungszeitpunkt bestimmt, um insbesondere die Auswirkungen
der Umbauphase zu vergleichen. Diese tragt wesentlich dazu bei, dass 14 Tage
nach Traumainduktion ein erheblicher Teil der Muskelkraft - bis zu 80% der
Maximalkraft - wieder hergestellt ist (Jarvinen et al. 2005; Stratos et al. 2010).

5.1.4 Diskussion der Untersuchungstechniken

5.1.4.1 Muskelkraft

Die Tetanie und die Kurzkontraktion des Muskels entsprechen einer
isometrischen Kontraktion und der hierfir aufgewendeten Kraft. Das Ausmal,
mit dem diese Muskelarbeit auch nach dem Trauma ausgeflihrt werden kann,
bildet die funktionelle Regenration ab (Matziolis et al. 2006; Winkler et al. 2011).

Um die genaue funktionelle Regeneration eines Muskels zu ermitteln, ist es
notwendig die gewlnschte Struktur bestmdglich von agonisierenden und
antagonisierenden Muskelgruppen und umliegendem Gewebe zu isolieren.
Daher wurde im vorliegenden Versuchsaufbau eine invasivere in-vivo
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Untersuchungsmethode gewabhlt, die gezielt den M. soleus untersucht (Rotter et
al. 2012). Weniger invasive Untersuchungen gehen mit einer verminderten
Genauigkeit einher, da die gesamte Muskelgruppe und nicht nur der einzelne
Muskel abgebildet wird (Dartnall et al. 2009; Chawla et al. 2014). Ein Beispiel fur
weniger invasive Verfahren stellt die Elektromyografie (EMG) dar, welche die
Potentialanderungen der einzelnen motorischen Einheiten bei Muskelaktivitat
wahrnimmt (Beck et al. 2008).

Der M. soleus wird in dieser Arbeit direkt durch die elektrischen Impulse stimuliert
und sein Kontraktionsvermoégen aufgezeichnet. Die direkte in-vivo Stimulation
des Muskels erfordert eine genaue Positionierung der Elektrode, um
interferierende Spannungsfelder zwischen den Elektroden zu vermeiden
(Giannesini et al. 2005). Eine indirekte in-vivo Stimulation entspricht der
naturlichen Innervation des Muskels mit vollstandiger Aktivierung der
Muskelfasern (Winkler et al. 2009). Die Innervation kann jedoch eingeschrankt
sein bei traumabedingten Defekten der Strukturen der Area nervovasulorum, wie
es auch der taglichen Klinik entspricht.

Bei in-vitro Verfahren zur Muskelkraftmessung wird der Muskel separat entfernt,
ohne weitere Verbindung zum Organismus und den innervierenden Strukturen
und die Kontraktionskraft mittels direkter Stimulation ermittelt (Li et al. 2008; De
Naeyer et al. 2014).

Individuell vorkommende Kraftunterschiede zwischen den Tieren erschweren die
Vergleichbarkeit. Im direkten Seitenvergleich zwischen linkem und rechtem
Hinterlauf einer Ratte kdnnen beide Seiten dasselbe Ausmall an Muskelkraft
erreichen. Daher wird in diesem Versuchsaufbau fir jede Ratte die rechte nicht
traumatisierte Seite als Referenzwert flr die maximal mdgliche Kraft verwendet
und die Muskelkraft der traumatisierten linken Seite prozentual angegeben.
Diese Werte ermdglichen eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Tieren
(Winkler et al. 2009).

5.1.4.2 Muskelzellproliferation

Die Zellproliferation ist nach pathologischem Gewebeverlust essenziell fur die
Wiederherstellung der Gewebeintegritat.

Teilungsaktive Zellen nehmen kontinuierlich am Zellzyklus teil, der in
verschiedene Phasen unterteilt wird: In der M-Phase findet die Mitose, also die
Zellteilung statt. Die Interphase - der Abschnitt des Zellzyklus teilungsaktiver
eukaryotischer Zellen, der zwischen zwei Mitosen liegt - fasst die Stadien G1, S
und G2 zusammen. In der G1-Phase laufen der zellspezifische Stoffwechsel und
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das Wachstum der Zelle ab, sowie die Vorbereitung der Zellteilung mit der
Synthese daflir bendtigter Proteine. Die S-Phase bezeichnet die Synthesephase,
in der beide DNA-Strange als Matrize zur Verdoppelung des Erbgutes dienen.
Die abschlieBende Vorbereitung zur Zellteilung und Reparatur von
Replikationsfehlern findet in der G2-Phase statt, an die sich die oben genannte
M-Phase anschlie3t. Die dabei entstandenen Tochterzellen kbnnen weiter am
Zellzyklus teilnehmen oder gehen in die als GO-Phase bezeichnete Ruhephase
uber (Wenisch 2015).

Eine Mdglichkeit zur Untersuchung der Proliferationsaktivitat stellt die
konventionelle Untersuchung am lichtmikroskopischen Praparat dar. Dabei wird
wahrend der M-Phase die Anzahl der Mitosefiguren pro Flacheneinheit des
Gewebeschnittes ermittelt (Wenisch 2015).

Eine effizientere Methode ist die immunhistochemische Darstellung
proliferationsassoziierter Antigene, z.B. dem Ki-67. So kénnen mithilfe des
Antikoérperklons MIB-1 alle Zellen im Zellzyklus (G1-, S-, G2- und M-Phase)
ermittelt und prozentual zur Gesamtzellzahl angegeben werden, was dem Ki-67-
Index = Proliferationsindex entspricht. Damit lasst sich die Wachstumsfraktion
des entsprechenden Gewebes bestimmen, was in der Tumordiagnostik eine
Rolle spielt (Scholzen & Gerdes 2000). Die kurze Halbwertszeit und Variation der
Aussagekraft bei verschiedenen Zellarten sind kritisch zu betrachten
(Muskhelishvili et al. 2003).

Mittels Anti-PCNA PC10 werden Zellen mit dem Proliferationsprotein PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) auf ahnliche Weise detektiert. PCNA wird bei
der Replikation der DNA von der DNA-Polymerase-Delta bendtigt, um die DNA-
Strangsynthese zu ermdglichen (Dieckman et al. 2012). PCNA besitzt dabei eine
langere Halbwertszeit als Ki-67 und kann auch nach Gewebefixation noch
markiert werden (Yu & Filipe 1993). Die Halbwertszeit fuhrt aber auch dazu, dass
PCNA noch nachgewiesen werden kann, wenn der Zellzyklus bereits verlassen
wurde. Die Qualitat der Proliferationsnachweise variiert auflerdem zwischen
verschiedenen Zellarten, bei malignen Zellen und je nach verwendeten
Antigenldsungen (Muskhelishvili et al. 2003).

In dieser Studie wurde fur den Nachweis proliferierender Zellen das
Thymidinanalogon BrdU (5-Brom-2’-desoxyuridin) verwendet. Dieses kommt
physiologischerweise nicht im menschlichen Koérper vor. Wird es jedoch in-vivo
appliziert, findet der Einbau des DNA-Vorlaufer-Nukleotids in der S-Phase statt.
Spezifische Antikdrper kdnnen dann verwendet werden, um die Zellen mit
eingebauter Bromdesoxycholsaure unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu
machen (Limoli & Ward 1993; Wojcik 2000). Dass BrdU in lebende Tiere injiziert
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werden muss und mutagene Eigenschaften aufweist, stellt flir diese Arbeit keinen
Nachteil dar. Allerdings wird BrdU auch wahrend der Reparatur von DNA in der
Zelle verwendet. Dennoch wird diese Methode in der Literatur in verschiedenen
Geweben verwendet, um Zellproliferation nachzuweisen, wie z.B. menschlichen
Lymphomzellen und gilt als Goldstandard (Wojcik 2000; Muskhelishvili et al.
2003). Auch an Muskelzellen ist dieses Verfahren bereits erprobt (Rotter et al.
2008; Stratos et al. 2013).

5.1.4.3 Muskelzellapoptose

Abhangig vom Schweregrad der Zerstorung einer Zelle, kommt es entweder zu
Nekorse mit begleitender Entzindungsreaktion oder zum programmierten
Zelltod, der Apoptose. Die Apoptose kann sowohl durch interne und externe
Signale ausgeldst werden und Ubernimmt eine wichtige Regulationsfunktion in
der Embryogenese, der T-Lymphozyten-Entwicklung, der Tumorentstehung und
bei irreversiblen Schaden an einer Zelle (Lemasters 2018; Wenisch 2015).
Cytochrom C gelangt durch die durchlassig gewordene Mitochondrienmembran
in das Zytosol und aktiviert dort Caspasen und weitere Enzyme, Endonukleasen
und Proteasen, die DNA und Proteine aufspalten (Galluzzi et al. 2007). Die Bcl-
Proteine (Bcl = B-cell lymphoma) steuern das Membranpotenzial und die
Integritat der Mitochondrienmembran und nehmen groRRen Einfluss auf die
Apoptoseaktivitat. Bcl-2 und Bcl-xlI haben einen anti-apoptotischen Effekt,
dagegen gelten Bax, Bak, Bok, Bad und Bid als pro-apoptotische Faktoren
(Wenisch 2015). Mikroskopische Kennzeichen der Apoptose sind ein
Volumenverlust der Zelle und Vakuolenbildung im Zellplasma, Verdichtung des
Chromatins (Karyopyknose) und Fragmentierung des Zellkerns(Karyrrhexis)
(Grundmann et al. 2014). Im Vergleich zur Nekrose bleibt die
Zytoplasmamembran intakt und es bilden sich membranumschlossene
Apoptosekadrper, die phagozytiert  werden kénnen ohne eine
Entzindungsreaktion auszuldsen (lorga et al. 2017; Wenisch 2015; Odin et al.
2001).

Der Goldstandard zur ldentifizierung apoptotischer Zellen stellt die visuelle
Inspektion mittels Licht- oder Elektronenmikroskop dar. Wesentlicher Vorteil ist
die differenzierte Betrachtung und Unterscheidung der verschiedenen Formen
des Zelltodes (Strasser & Ferrando-May 2008). Allerdings eignen sich diese
Verfahren weniger fUr die quantitative Erfassung apoptotischer Zellen in einem
groleren Gewebeschnitt (Pipinos et al. 2008). Aufgrund der vielfaltigen
Prozesse, die wahrend der Apoptose ablaufen, ist es mdglich diese auf
verschiedene Weisen darzustellen. In der Lebendmikroskopie lassen sich die
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verschiednen Zellorganellen fluorimetrisch anfarben, z.B. der Nukleus mit DNA-
Interkalatoren (Strasser & Ferrando-May 2008). Immunhitsochemisch gelingt es
mit Fluoreszensfarbstoffen, die Aktivierung von Caspasen, Cytochrom C und
anderen Enzymen, wie der Pyruvatdehydrogenase-E2 (PDC-E2), abzubilden,
was aber nur als indirektes und unspezifischeres Mal} flr Apoptose angesehen
werden kann (Strasser & Ferrando-May 2008; Duan et al. 2009; Odin et al. 2001).
Vorteile dieser Untersuchungen, sind die Darstellung in-vivo stattfindender
Apoptoseprozesse in der Muskelzelle (Gradl et al. 2007). Mithilfe der FACS
Analyse  und Permeabilitatsmarkern ~ werden  Veranderungen  der
Plasmamembran bereits frihzeitig erfasst, jedoch kann die detektion von
nekrotischen Zellen zu falsch positiven Ergebnissen fuhren. (Wlodkowicz 2011,
Strasser). Per ELISA kann die oligonukleosomale DNA-Fragmentierung
detektiert werden (Strasser & Ferrando-May 2008). Daflir muss jedoch gentigend
Gewebe zur Untersuchung sicher gestellt werden (Duan et al. 2009).

In dieser Arbeit wurde zur histologischen Untersuchung der apoptotischen
Muskelzellen die TUNEL-Farbung (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)
verwendet. Dabei werden im Zellkern bereits fragmentierte DNA-Anteile an ihren
endstandigen Hydroxygruppen (3’OH-Gruppen) durch markierte Nukleotide
gebunden und somit sichtbar gemacht (Huerta et al. 2007; Gavrieli et al. 1992).
Diese Technik bietet eine hohe Sensitivitat und technisch unkomplizierte
Druchfihrung und wird daher haufig verwendet. Ein Nachteil ist die geringe
Spezifitat, da nicht exakt zwischen Apoptose und Nekrose unterschieden werden
kann, denn es kommt in beiden Verlaufen zu DNA-Fragmentierung. Abgebildet
wird bei dieser Untersuchung keine dynamische Entwicklung der Apoptose,
sondern die zum Untersuchungszeitraum vorhandene Apoptosezellzahl. Als
zusatzliche Untersuchungsmdglichkeit kdnnen die TUNEL-gefarbten Praparate
mittels Durchflusszytometrie und Fluoereszenzmikroskopie untersucht werden
(Huerta et al. 2007).

5.1.4.4 Lokale Leukozyteninfiltration

Im Rahmen der Entzindungsreaktion kommt es im entsprechenden
Gewebeabschnitt zu einer Vasodilatation und Margination, die die
Leukozytendiapedese ermdglicht. Durch das Zusammenspiel von Selektinen und
Chemokinen kénnen Leukozyten Integrin-vermittelt an der Endotheloberflache
haften und durch Licken zwischen den Endothelzellen ins Interstitium
immigrieren. Die chemotaktischen Faktoren an der Zelloberflache der
Leukozyten fuhren diese zum Ort der héchsten Konzentration (Grundmann et al.
2014).
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Die neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen helfen als
Teil der unspezifischen Abwehr bei der Phagozytose nach Muskeltrauma und
lassen sich mithilfe des Oberflachenproteins CD68 bestimmen. B-Lymphozyten
als Teil der spezifischen Abwehr kdnnen Antikorper produzieren und exprimieren
an ihrer Oberflache CD19. CD3 bzw. CD5 liegen an der Oberflache der T-
Lymphozyten und kénnen so angefarbt werden (Schmetzer 2015).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anzahl der neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und Mastzellen, als Parameter der Entzindungsreaktion, mithilfe
der CAE-Farbung untersucht. Bereits im Promyelozytenstadium sind die
Granulozyten anfarbbar. Es handelt sich dabei um ein etabliertes Verfahren mit
hoher Sensitivitat. Nachteil ist, dass es sich um eine Einzelpunktmessung handelt
und keinen dynamischen Verlauf widergibt. Eine Moglichkeit der dynamischen
Betrachtung der Leukozyten-Endothel-Interaktion stellt die Intravitalmikroskopie
dar. Doch dabei handelt es sich um eine aufwendige und invasive
Untersuchungsmethode (Gierer et al. 2008).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Muskelkraft nach Trauma und Calcitriol- oder VDRM2-Applikation

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Traumainduktion am
linken Soleusmuskel zu einer massiven Reduktion der relativen Muskelkraft fihrt.
Im zeitlichen Verlauf verbessert sich die funktionelle Kapazitat des Muskels nach
Applikation von Calcitriol und VDRM2. Calcitriol kann damit bereits vorhandene
Studien an Tieren und Menschen bestatigen, die ebenfalls einen positiven
Einfluss auf die Muskelkraft verzeichnet haben. Fur VDRM2 gibt es bisher keine
Studien, die einen Zusammenhang mit dessen Applikation und zunehmender
funktioneller Muskelkraft nach einem Trauma untersucht haben.

In der Literatur gibt es kontrare Angaben inwiefern Calcitriol die Muskelkraft und
-funktion verbessert. In der Metaanalyse von Stockton et al. konnte keine
signifikante Steigerung der Muskelkraft bei erwachsenen Menschen erkannt
werden. Eine begrenzte Zahl Studien bewies jedoch eine verstarkte proximale
Muskelkraft bei Erwachsenen mit einem Vitamin-D-Mangel (Stockton et al. 2010).
Andere Studien zeigten bei Erwachsenen des hoheren Lebensalters keine
Steigerung der Muskelkraft und -funktion (Latham et al. 2003; Kenny et al. 2003).
In ihrer Studie zeigten Bischoff et al., dass die Muskelkraft bei Vitamin-D-Mangel
reduziert ist. Einen signifikanten positiven Einfluss auf die Muskelkraft konnten
Beaudart et al. in ihrer systematischen Review und Metaanalyse Uber
randomisierte kontrollierte Studien mit Menschen feststellen und auch Tanner &
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Harwell beschrieben einen positiven Einfluss auf den Skelettmuskel (Beaudart et
al. 2014; Tanner & Harwell 2015). Pfeifer et al. und Bischoff et al. beobachteten
eine verbesserte Muskelkraft und -funktion, sowie ein reduziertes Sturzrisiko bei
Senioren nach Vitamin-D-Substitution (Pfeifer et al. 2009; Bischoff et al. 2003;
Bischoff-Ferrari et al. 2009). In vitro Versuche mit C2C12 Myoblasten zeigten
eine reduzierte Proliferation nach Applikation von Calcitriol. In der selben Studie
wurden wiederum in vivo an Mausen eine gesteigerte Expression des VDR und
von CYP27B1 beschrieben mit einem positiven Einfluss auf die
Muskelregeneration (Srikuea et al. 2012). Stratos et al. untersuchte in einem
vergleichbaren Tiermodell mit Ratten ebenfalls die Muskelkraft nach
Calcitriolapplikation und gelangte zu Ubereinstimmenden Ergebnissen mit der
vorliegenden Studie (Stratos et al. 2013).

Dass VDRM2 eine ahnliche Funktionsverbesserung aufweist wie Calcitriol, liegt
darin begrundet, dass beide Substanzen zu uber 80% die gleichen Gene
beeinflussen (Roberts et al. 2017). VDRM2 verfigt vermutlich Uber eine
verminderte Transkriptionsstarke und Aktivierung von Signalkaskaden verglichen
mit Calcitriol, weist aber eine langere Verfugbarkeit auf, da VDRM2 nicht von
CYP24A1 abgebaut wird wie Calcitriol (Roberts et al. 2017; Makishima 2015).

Im Rahmen des Muskeltraumas konnte Stratos et al. eine Verschiebung der Ratio
Kurzkontraktion zu Tetanie zugunsten der Kurzkontraktion beobachten (Stratos
et al. 2013; Stratos et al. 2010). Dies erklart sich durch den morphologischen
Wandel von langsam kontrahierenden Muskelfasern zu schnell kontrahierenden
Muskelfasern nach Trauma (Stratos et al. 2010). Nach Calcitriolsubstitution
wurde dieser Effekt auch verstarkt beobachtet (Serensen et al. 1979; Stratos et
al. 2013). Fur VDRM2 kann ein Wechsel von langsam- zu
schnellkontrahierenden Fasern nur in geringerem Ausmall angenommen
werden. Zwar zeigt sich auch nach dessen Applikation eine erhohte
Kurzkontraktion an Tag 14, jedoch ohne Signifikanz, wohingegen die Tetanie
signifikant vergroRert ist mit hdheren Werten als Calcitriol.

Da in dieser Studie erstmals die Auswirkung von VDRM2 auf den Skelettmuskel
untersucht wurde, sind weitere Untersuchungen notwendig, um die detaillierte
Wirkungsweise auf zellularer Ebene zu identifizieren.

5.2.2 Muskelzellproliferation nach Trauma und Calcitriol- oder VDRM2-
Applikation

Die Applikation von Calcitriol sowie VDRM2 zeigt in dieser Studie eine erhdhte
Anzahl an proliferierenden Zellen 4 Tage nach Muskeltrauma. Die
Satellitenzellen der Muskulatur gelten als mal3gebliche Zelllinie bei der Bildung
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neuer Muskelzellen und der damit verbundenen Regeneration. Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark, Fibroblasten und Endothelzellen spielen dabei eine
untergeordnete Rolle. Eine gesteigerte Proliferation kdnnte zu einer schnelleren
funktionellen Regeneration beitragen und die Bildung des fibrotischen
Narbengewebes reduzieren.

Ob Calcitriol einen proproliferativen oder antiproliferativen Einfluss hat, differiert
je nach Gewebeart. Das Plattenepithel der Haut wird in seiner Proliferation eher
gestoppt, daflir zeigt sich eine verbesserte Differenzierung der Zellen, was
klinisch bereits genutzt wird. In einigen benignen und malignen Tumoren konnte
eine Reduktion der Proliferation festgestellt werden nach Calcitriolsubstitution
(Verstuyf & Bouillon 2013). Campbell et al. berichtet von strukturellen Variationen
der Bindungsdomanen am VDR in den verschiedenen Geweben, die zu
veranderten Signalkaskaden flhren koénnen und damit auch kontroverse
Proliferationseffekte in den Geweben erklaren kénnen (Campbell 2014).

Doch selbst spezifisch am Skelettmuskelgewebe gibt es in der Literatur
Uneinigkeit in Bezug auf die Proliferation. Srikuea et al konnten in vitro fir C2C12
Zellen von Mausen nachweisen, dass Calcitriol die Myoblastenproliferation
inhibiert. Andere Studien zeigen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser
Arbeit einen Zuwachs (Capiati 1999, Buitrago2012). Eine mogliche Erklarung
ware, dass es zwischen verschiedenen Spezies Unterschiede gibt. Auch eine
direkte Ubertragung von in vitro durchgefihrten Experimenten auf den
Organismus in vivo ist nicht immer moglich. So beobachtete Srikuea in seiner
Studie in vivo eine Hochregulation von VDR- und CYP27B1-Expression im
Skelettmuskelzellen und sieht darin eine entscheidenden Faktor in der
Muskelregeneration bei der Reparatur geschadigter Muskelzellen und bei der
Bildung neuer Muskelfasern (Srikuea et al. 2012).

In bisherigen Untersuchungen zeigte VDRM2 vorwiegend eine antiproliferative
Wirkung, sowohl bei Epithelien der Haut als auch der Prostata (Ma et al. 2006;
Roberts et al. 2017). Auch andere Calcitriolanaloga beschreiben antiproliferative
Effekte, z.B. in Melanomzellen (Wasiewicz et al. 2015). In dieser Studie wird
erstmals ein proproliferativer Effekt am Muskelgewebe nachgewiesen. Diese
unterschiedlichen Wirkungsweisen je nach Gewebe weisen Parallelen zu
Calcitriol auf. Daher lasst sich vermuten, dass auch VDRM2 gewebespezifisch
wirkt.

Calcitriol wirkt hauptsachlich tUber seine Bindung am VDR. Die Aktivierung des
VDR und von p38 (Cyclin-abhangige-Kinase-Inhibitor(CDI)) fihrt zu einem
Anstieg des Cyclin D3 (Cyclin-abhangige Kinase (CDK)) (Irazoqui et al. 2014).
Dieser Anstieg fuhrt in proliferierenden Myoblasten zu einer frihen
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myogenetischen Differenzierung. (Gurung 2012) Cyclin D3 ist ein Bestandteil des
Zellzykluses (Campbell 2014). Fur Calcitriol ist bekannt, dass es bei C2C12
Zellen erst einen verstarkten Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus bewirkt und
daran anschlie3end einen Arrest in der G0-/G1-Phase (lrazoqui et al. 2014).

Weitere proproliferative Effekte werden durch Calcitriol tGber Proteinkinase B-
abhangige Vorgange in C2C12 Zellen vermittelt und stimulieren die
Differenzierung der Myoblasten zu Myotuben (Buitrago et al. 2012).

Ob diese Wirkungen auch auf Calcitriolanaloga, insbesondere VDRM2,
ubertragen werden kann, bedarf weiterer Untersuchungen. Die vorliegende
Studie kann nahelegen, dass Calcitriol und VDRM2 die Proliferation der
Satellitenzellen bei der Muskelregeneration stimulieren.

5.2.3 Muskelzellapoptose nach Trauma und Calicitriol- oder VDRM2-
Applikation

In Bezug auf die Muskelregeration ist die Apoptose ein wichtiger Bestandteil der
Destruktionsphase (Jarvinen et al. 2005). Daher wurden auch in dieser Arbeit am
ersten Tag nach Traumainduktion die meisten apoptotischen Zellen
nachgewiesen. Eine koordinierte Phagozytose der zerstorten Faseranteile ist
unerlasslich, um mit der Restitution der verbliebenen Muskelanteile zu beginnen.
Durch die Substitution von Calcitriol und VDRM2 konnte eventuell eine schnellere
Phagozytose der apoptotischen Zellen erreicht werden. So war an Tag 4 die
Zellzahl signifikant erniedrigt, nachdem den Versuchstieren Calcitriol appliziert
worden war. VDRM2 hatte einen geringeren Effekt als Calcitriol, was sich am
Ehesten mit der verminderten Transkriptionsstarke der angesteuerten Gene
erklaren lasst. Gegen eine gesteigerte Phagozytose spricht allerdings der
suppressive Einfluss von Calcitriol auf den Faktor IL-2. IL-2 aktiviert vor allem T-
Zellen, aber auch die Makrophagen, deren Aufgabe die Phagozytose ist
(Takeuchi et al. 1998). Allerdings ist nicht auszuschlieRen, dass Calcitriol und
sein Analogon VDRM2 Uber andere Signalwege als IL-2, die Makrophagen
aktivieren kann (Lemire 1992; Bar-Shavit et al. 1981).

Eine weitere Erklarung fur die reduzierte Apoptosezellzahl ware, dass Calcitriol
und VDRM2 die dysregulierten Muskelzellen so beeinflussen, dass diese weder
in den Modus des programmierten Zelltodes noch in den der Nekrose Ubergehen,
sondern repariert werden kdnnen. Bezugnehmend auf Studien zur Wirkung von
Calcitriol und seiner Analoga auf Tumorzellen werden dort gegenteilige Effekte
beschrieben. Krebszellen enstehen haufig aus Zellen, die falschlicherweise dem
Apoptoseprozess entgehen und Calcitriol kann bei verschiedenen Krebszellen zu
einer Induktion der Apoptose fihren (Hansen et al. 2001; van den Bemd et al.
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2000). Dennoch sind Tumorzellen nicht direkt vergleichbar mit regenerierenden
Muskelzellen der peripheren Skelettmuskulatur.

5.2.4 Lokale Leukozyteninfiltration nach Trauma und Calcitriol- oder
VDRM2-Applikation

Die Aktivierung des VDR flhrt in einigen Geweben, z.B. dem Pankreas, und
Zellarten, wie den T-Zellen und dendritischen Zellen, zu einer Reduktion der
Inflammation. Calcitriol ist bekannt als ein potenter Immunmodulator, der
beispielsweise die Transkriptionsfaktoren NFAT und NFxB hemmt, sowie IL-2,
IL-8, IFN-y und G-CSF (Takeuchi et al. 1998). Besonders IL-8 spielt eine wichtige
Rolle in Bezug auf die neutrophilen Granulozyten. Uber die Aktivierung der
Rezeptoren CXCR1 und 2 wird G-Protein-gekoppelt ein intrazellularer Ca%*-
Anstieg vermittelt. So fordert IL-8 wesentlich die Chemotaxis und die Expression
von Adhasionsmolekllen, was unabdingbar ist, damit die neutrophilen
Granulozyten ihren Wirkungsort erreichen kdnnen (Xie 2001). In dieser Arbeit, in
der das periphere Muskelgewebe untersucht wird, sind die Auswirkungen der
immunsupressiven Komponente des Calcitriols nicht sehr stark ausgepragt. Zu
jedem Zeitpunkt der Untersuchung, weisen die Tiere der Calcitriol- und VDRM2-
Gruppe zwar niedrigere Leukozytenzahlen im untersuchten
Muskelgewebeschnitt auf, jedoch nie mit statistischer Signifikanz. Zu VDRM2 gibt
es aufgrund der geringen Studienlage keine weiteren Erkenntnisse uber die
Auswirkung von VDRM2 auf die lokale Leukozyteninfiltration in Geweben. Das
Calcitriol im hier untersuchten Muskelgewebe und in vorausgegangen Studien
keine deutlichere Reduktion der lokalen Leukozyteninfiltration aufweist, kdnnte
sich damit erklaren lassen, dass die eingeleiteten Signaltransduktionsprozesse
nach Bindung am VDR nicht nur ligandenabhangig sind, sondern auch
gewebeabhangig (Stratos et al. 2013; Barragan et al. 2015). Die Interleukine, als
Vermittler der Immunantwort, werden ebenfalls zell- und gewebespezifisch
reguliert (Wobke et al. 2014).

5.2.5 Muskelfaserdiameter und -gewebefraktion nach Calcitriol oder
VDRM2-Applikation

Zusammen betrachtet kann man durch die Muskelgewebefraktion und den
Muskelfaserdiameter einen Eindruck von der Muskelmasse gewinnen. Dass
diese nach Trauma reduziert ist im Vergleich zur vorherbestehenden Masse ist
einleuchtend, da zum einen Gewebe zerstort wurde und das Uberbleibende
Gewebe durch therapeutische Schonung weniger beansprucht wird. Die
Erhdhung von Muskelmasse kann auch im Rahmen des natirlichen
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Alterungsprozesses und bei Erkrankungen, die mit einer Sarkopenie
einhergehen, wichtig sein, um Stirze und deren Folgen zu verhindern.

FUr Calcitriol gibt es kontroverse Ergebnisse in verschiedenen Studien. Beaudart
et al. fassen in ihrem Review zusammen, dass bei den Patienten der Studie keine
signifikante Zunahme der Muskelmasse nachgewiesen werden kann. In der
vorliegenden Studie kann ein Einfluss auf die Muskelmasse nicht
ausgeschlossen werden, insofern, dass Calcitriol 14 Tage nach Muskeltraum zu
einem signifikant erhéhten Muskelfaserdiameter flhrt. Die Muskelgewebefraktion
zeigt dagegen bei beiden Substanzen keine signifikante Erhéhung zu allen
Untersuchungszeitpunkten, was Beaudart et al’s Ergebnisse bekraftigt
(Beaudart et al. 2014).

Da die Anzahl der proliferierenden und differenzierenden Satellitenzellen limitiert
ist, kann ein grolRer Anteil der Muskelmasse nicht durch vermehrte
Muskelzellbildung stattfinden, sondern hauptsachlich Uber eine Vergrdlierung
der bestehenden Muskelfasern. Daher sollte der Muskelfaserdiameter als
ernstzunehmende Komponente bei der Steigerung der Muskelmasse betrachtet
werden.
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6. Limitation und Ausblick

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurden funktionelle und histologische
Parameter der Muskelregeneration nach Applikation der beiden Substanzen
Calcitriol und VDRM2 untersucht. Molekulare Ablaufe und die Pathophysiologie
nach Substitution wurden nicht untersucht.

Wie das neuartige Calcitriolanalogon VDRM2 seine Wirkung an der peripheren
Skelettmuskulatur entfaltet, ist bisher nicht detailliert untersucht worden und
bendtigt eingehender Forschungsarbeit. Doch auch fur Calcitriol konnten die
Kontroversen in der Literatur nicht aufgeklart werden durch die bestehenden
wissenschaftlichen Arbeiten.

Mdgliche Wechselwirkungen im Organismus in vivo, insbesondere eine
Hyperkalzamie, wurden in dieser Arbeit nicht beurteilt. Bereits durchgeflhrte
Studien konnten Nahe legen, dass bei den hier verwendeten minimalen
Dosierungen, keine unerwilnschten Nebenwirkungen zu erwarten waren. In
weiterfuhrenden Studien mit héheren Dosierungen sollte dieser Aspekt jedoch
miteinbezogen werden, da VDRMZ2 in diesem Punkt einen klinisch relevanten
Vorteil gegenuber Calcitriol haben kdnnte.

Eine direkte Ubertragung der Ergebnisse des hier verwendeten Rattenmodells
auf den Menschen ist nicht ohne weiteres moglich und es sollte vorerst weitere
Grundlagenforschung, insbesondere zu VDRMZ2, betrieben werden, bevor
klinische Studien am Menschen in Betracht gezogen werden.

AbschlieRend kann aus dieser Arbeit geschlussfolgert werden, dass Cacitriol und
VDRMZ2 einen neuen Ansatzpunkt in der Therapie des Muskeltraumas bieten
konnten und daher weiter untersucht werden sollten.
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7. Thesen

1. Muskeltraumata schranken die Funktionalitat der betroffenen
Extremitaten ein und kénnen langfristige Folgen haben.

2. Die regenerativen Prozesse, die nach einem Muskeltrauma ablaufen,
konnen auf verschiedenen Ebenen beeinflusst werden kdnnen.

3. Calcitriol agiert am Muskelgewebe Uber rezeptorgebundene Signalwege,
sowie durch Auslésung direkter intrazellularer Signalkaskaden.

4. Die Calcitriolsubstitution zeigt eine héhere Wirkung auf die Regeneration
bei vorher bestehendem Calcitriolmangel.

5. VDRM2 wirkt am Vitamin-D-Rezeptor auf dhnliche Weise wie Calcitriol
und beeinflusst zum grof3en Teil die gleichen Signalwege. VDRM2 wird
nicht auf dieselbe Weise abgebaut wie Calcitriol.

6. Die Applikation von Calcitriol fuhrt 14 Tage nach der Traumainduktion zu
signifikant verbesserten Werten bei der Muskelkraft, sowohl fur die
Kurzkontraktion als auch die Tetanie. Die VDRM2-Gabe steigert
signifikant die tetanische Kraft an Tag 14 und zeigt bei der
Kurzkontraktion eine dhnliche Kinetik wie Calcitriol.

7. Calcitriol verstarkt das zellulare turn-over 4 Tage nach dem
Muskeltrauma in Bezug auf eine signifikant verringerte Apoptoserate und
eine signifikant erhdhte Zellproliferation. Der zellulare turn-over wird
durch VDRM2 nicht so wirksam beeinflusst, wie durch Calcitriol, weist
jedoch eine signifikant erhdhte Zellproliferation auf.

8. Der Muskelfaserdiameter weist am 14. Tag einen signifikant héheren
Durchmesser auf.

9. Die Muskelgewebeinflammation, gemessen an den lokal infiltrierenden
Leukozyten, sowie die Muskelgewebefraktion lassen sich nicht von
Calcitriol oder VDRM2 beeinflussen und ist zwischen allen drei Gruppen
gleich.

10. Calcitriol kann in dieser Arbeit einen positiven Einfluss auf die
Muskelregeration nach Trauma bestatigen.

11.VDRM2 wird in dieser Studie erstmals im Zusammenhang mit
Muskelgewebe untersucht und férdert die Muskelregeneration. VDRM2
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stellt einen potentiellen neuen Behandlungsansatz bei
Muskelverletzungen dar.
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