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1 Einleitung

1.1 Allgemein

Die Bevolkerung Deutschlands wird zunehmend ilter. Heute sind bereits 20% der
Bevdlkerung 65 Jahre oder dlter, im Jahre 2060 wird dieser Anteil auf 34% ansteigen
(statistisches Bundesamt 2009). Die heutige Lebenserwartung von Frauen betrigt 82
Jahre, die von Ménnern 77 Jahre. Im Jahre 2060 wird sich diese fiir Frauen auf 89 Jahre
und fliir Ménner auf 85 Jahre erhdhen, d.h. der Anteil der Bevdlkerung iiber 65 Jahren
steigt an und ebenso erhdht sich die generelle Lebenserwartung (statistisches Bundesamt
2009). Entsprechend erhoht sich auch die Anzahl der altersabhédngigen Krankheiten und
die damit verbundenen Folgeerkrankungen (Icks et al. 2008). Eine genaue Kenntnis der
korperlichen Verdnderungen des alternden Menschen ist daher unabdingbar, sowohl von
bereits eingetretenen Erkrankungen, wie auch zu deren Pridvention. So ist der
altersbedingte Hormonabfall beim Mann schleichend und individuell unterschiedlich. Ab
dem 40. Lebensjahr fallt der Serum-Testosteronspiegel des freien Testosterons um ca. 1%
pro Jahr ab und kann in der 5.-6. Lebensdekade klinisch manifest werden (Schill 2001).
Die klinischen Symptome werden in Kombination mit einem messbaren Absinken des
Serum-Testosteronspiegels unter dem Begriff ,late-onset hypogonadism™ (LOH)
zusammengefasst (Weidner 2000; Zitzmann 2008; Vasan 2006). Es kann hierbei zu
verschiedenen, individuell unterschiedlich ausgeprigten Symptomen kommen; aufgrund
dieser Variabilitit ist es oftmals schwierig, die Diagnose eines LOHs zu stellen (Morales
2004).

Neben Symptomen wie Reduktion der Libido, affektiven und kognitiven Verdnderungen
und Osteoporose kann es auch zu benignen und malignen Verdnderungen der Prostata
sowie zu einer Abnahme der Muskelmasse kommen (Hochreiter et al. 2005; Lenk 2005).
Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir anhand eines Tiermodells den Einfluss von
Androgenen, Ostrogen und Phytodstrogenen auf die Prostata und den M. gastrocnemius
von ménnlichen orchidektomierten Ratten.

Die Wirkung von Androgenen an der Prostata der Ratte konnte in einigen Studien
nachgewiesen werden. So stellten Sandford et al. fest, dass unter Entzug von Androgenen
die Apoptoserate der Prostata stieg und das Volumen sank (Sandford et al. 1984). Ein
Grund dafiir konnte die verdnderte Durchblutung in Teilen der Prostata sein (Lekas et al.
1997; Shabsigh et al. 1998). Lekas et al. konnten nachweisen, dass sich nach der
Kastration minnlicher Ratten die Durchblutung in den ventralen Teilen der Prostata
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reduzierte. Dieser Effekt war kurz nach der Kastration durch Zugabe von Testosteron (T)
wieder riickgéingig zu machen. Die Wirkung von Ostradiol (E2) auf die Prostata wurde
erst kiirzlich untersucht. Hierbei konnte eine direkte modulierende Wirkung von E2 {iber
Ostrogenrezeptoren o und B (ERa und ERP) festgestellt werden (Ellem und Risbridger
2009a; McPherson et al. 2007; Prins et al. 2001). Kaushik et al. fanden heraus, dass eine
langfristige Zugabe von E2 in der Prostata die Anzahl von Androgenrezeptoren senkt, was
auf das Volumen der Prostata allerdings keinen Einfluss hat (Kaushik et al.2010).

Der zweite Aspekt dieser Arbeit widmete sich der Verdnderung der Muskelmasse unter
dem Einfluss von Sexualhormonen. Sarkopenie, der Verlust der Muskelmasse im Alter,
kann zu allgemeiner Schwiche und Gebrechlichkeit mit Verminderung der Lebensqualitét
fithren (Nikolic et al. 2005). Zwischen dem 25. und 80. Lebensjahr findet eine Reduktion
der Muskelmasse um ca. 40% (Adamo und Farrar 2006) statt, wobei sich diese ab dem 60.
Lebensjahr stark beschleunigt. Urséchlich hierfiir scheint ein Riickgang von E2 und T zu
sein (Borst et al. 2007; Dieli-Conwright et al. 2009; Enns et al. 2008; Tiidus et al. 2005).
Die anabole Wirkung von T auf den Muskel ist gut erforscht. Durch Applikation von
supraphysiologischen Dosen von T konnte eine Zunahme der Muskelkraft, wie auch der
Muskelmasse gezeigt werden (Bhasin et al. 2001; Borst et al. 2007), was nach Reduktion
von T wieder reversibel war. Entsprechend bewirkt also ein Abfall von T eine Abnahme
der Muskulatur.

Der Effekt von E2 auf den Muskel ist derzeit noch nicht vollstindig erforscht und
Gegenstand einiger Untersuchungen. Thomas et al. konnten zeigen, dass E2 die Aktivitit
von Myoblasten liber ERa stimuliert und so nach einer Trainingseinheit zur Reparatur und
Aufbau des Muskels beitrdgt (Thomas et al. 2009).

Die erwiinschten wie auch die unerwiinschten Wirkungen der Sexualhormone auf die
Muskulatur und die Prostata sollen nun in den folgenden Kapiteln anhand eines Modells

an Ratten besprochen werden.



1.2 Steroide

Steroide sind lipophile Hormone, die in ihren Zielzelle die Expression verschiedener Gene
modulieren (Falkenstein et al. 2000).

Steroidhormone besitzen als strukturelle Grundlage ein Sterangeriist, das sich von
Cholesterin ableitet. Die einzelnen Hormone unterscheiden sich in ihren funktionellen
Gruppen an verschiedenen Positionen, was auch ihre unterschiedliche biologische
Wirkung erklart.

Man unterteilt die Steroidhormone in sechs unterschiedliche Gruppen; hierzu gehoren

auch die weiblichen und méannlichen Sexualhormone.

1.2.1 Sexualhormone

Die wichtigsten Vertreter der weiblichen und ménnlichen Sexualhormone im
menschlichen Kérper sind Ostrogene und T. T wird hauptsichlich in den Hoden und in
geringen Mengen auch in der Nebennierenrinde synthetisiert.

Durch das Enzym Aromatase, das in peripheren Geweben wie Fett und Bindegewebe,
sowie beim Mann und der méinnlichen Ratte in den Hoden und der Prostata zu finden ist,
kann T zu E2 umgewandelt werden (Ellem und Risbridger 2006; Marts et al. 1987; Marks
und Petrow 1983). Ein Mangel an Aromatase kann, durch den darausfolgenden Mangel
an E2, beim Mann zu Knochenzubstanzverlust und Osteoporose fiihren.

T kann durch Anwesenheit des Enzyms 5o-Reduktase zu Sa-Dihydrotestosteron (DHT)
umgewandelt werden. DHT hat eine zweieinhalbfach stirkere biologische Wirkung als T
(Zhu 2005).

Die Konversion zu DHT erfolgt innerhalb der Zielzelle selbst. Wie T {libermittelt DHT
seine Wirkung iiber die Bindung an den intrazelluliren Androgen- Rezeptor. Sa-
Reduktase ist nicht in allen androgenabhidngigen Geweben zu finden, daher besteht fiir

DHT eine enzymabhingige Gewebe-Spezifitit.



CHs _oH
CH
3

CH

7

(@] HO
Testosteron Ostradiol

Abb.1: Strukturformeln von Testosteron und Ostradiol

1.2.2 Der Steroidrezeptor

Durch Bindung an den intrazelluliren Steroidrezeptor entfalten Steroidhormone ihre
biologische Wirksamkeit. Der aktivierte Hormon-Rezeptor-Komplex gelangt nun in den
Zellkern, wo er Gensequenzen abliest.

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit werden die einzelnen nukleiren Rezeptoren zu
einer Superfamilie der Steroidhormonrezeptoren zusammengefasst. Dazu gehdren u.a. die
beiden ERa und ERP und der Androgenrezeptor (AR).

ERa und ERp haben unterschiedliche und differenzierte biologische Funktionen, wobei
ERa hauptsdchlich fiir Wachstum und Proliferation verantwortlich ist, wihrend ERf
hemmend und abschwichend wirkt (Muthyala et al. 2004; Weihua et al. 2000). Die
beiden Ostrogenrezeptoren werden gewebe- und zellabhiingig exprimiert. Im Muskel
beispielsweise sind beide Ostrogenrezeptoren vorhanden. Eine Aktivierung des ERa
stimuliert die sogenannten Satelliten-Zellen der Muskulatur. Diese liegen zwischen der
Lamina basilaris und dem Sarkolemm des Muskelfaszikels und sind fiir die Proliferation
und Regeneration der Muskulatur verantwortlich. AufBlerdem wird {iiber die ERa-
Stimulation die Aufnahme von Glukose in den Muskel erhoht. Dieses erhohte Angebot an
Energie fiihrt zu einem anabolen Muskelstoffwechsel (Glenmark et al. 2004). ERf
dagegen wirkt hemmend auf die beschriebene Muskelhomdostase (Glenmark et al. 2004).
Androgene haben auf den Organismus eine vielfdltige Wirkung. Durch Bindung an den
AR kénnen, wie auch bei den Ostrogenrezeptoren, selektiv Gene abgelesen und in die
entstprechenden Zielproteine umgesetzt werden. Auch hier spielen das Zielgewebe,
gewebespezifische Cofaktoren sowie weitere Transkriptionsfaktoren eine modulierende

Rolle auf die jeweilige Wirkung (Heinlein und Chang 2002).



Wirkung von Ostrogenen auf Wirkung von Androgenen auf
ZNS: kognitive Funktionen, Emotionen, Libido Wachstum und Differenzierung der
Fortpflanzungsorgane
hypothalamische Funktion: Temperatur,Herz- sekundare Geschlechtsmerkmale
Kreislauf
Skelett: antiosteoporotische Wirkung Spermatogenese
Beeinflussung von Faktoren: IL-1,IL-6, TNF-q, Stimulation von Erythropoetin
PGE,
hypophysér modulierende Funktion ZNS: Libido, Emotion
Fettstoffwechsel Potenz
Muskulatur

Tab.1: Wirkung von Ostrogenen und Androgenen beim Mann

1.2.3 Hormontherapie

Die sukzessive Abnahme des Gesamt-Testosteronspiegels beim Mann kann von
klinischen ~Symptomen unterschiedlicher Schwere begleitet sein. Durch eine
Hormontherapie mit T kann man versuchen, diesen Symptomen entgegenzuwirken
(Weidner 2000; Zitzmann 2008; Vasan 2006). Entsprechend gibt es den therapeutischen
Ansatz der Hormontherapie mit T, was jedoch die Gefahr von Nebenwirkungen birgt, da
Hormone ubiquitdr wirken und unterschiedliche Zielgewebe haben. Bei der Gabe von T
kann es daher zu unerwiinschten Wirkungen wie beispielsweise Thrombosen und
Verianderungen der Prostata kommen (Hochreiter et al. 2005; Lenk 2005; Zitzmann 2008).
Der Verdacht, dass unter Gabe von T durch eine Uberstimulation des Wachstums ein
Prostatakarzinom entstehen kann, konnte bisher nicht abschlieBend gekldrt werden
(Drewa und Chlosta 2010).

Weitere Langzeitstudien sind notig, um den Nutzen und das Risiko einer
Hormonersatztherapie abwigen zu konnen (Page et al. 2005). Sie sollte nur in Betracht
gezogen werden, wenn eine Beschwerdesymptomatik und ein objektivierbarer
Hypogonadismus zusammen vorzufinden sind (Diemer et al. 2005). Um die Gefahr von
ernsten Nebenwirkungen zu minimieren, sollte daher eine Organselektivitit angestrebt

werden.




1.2.4 SERMs und SARMs

Hormone kommen ubiquitdir im Ko&rper vor und iibermitteln ihre Wirkung in
verschiedenen Gewebearten. Dies kann innerhalb einer Hormontherapie zu
unerwiinschten Wirkungen fiihren. Um das Risiko dieser Nebenwirkungen zu minimieren
oder zu umgehen, werden ,Selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs)
eingesetzt. Sie binden an ERa und/oder an ERB und entfalten gewebeabhéngig ihre
agonistische oder antagonistische Ostrogen-dhnliche Wirkung. SERMs und seine
Metabolite konnen des Weiteren an anderen Steroidrezeptoren wie Androgen- und
Progesteronrezeptoren binden. Dariiber hinaus kénnen SERMs auch an andere
Rezeptoren, zum Beispiel Membranrezeptoren, binden und so nicht-steroidale Wirkungen
hervorrufen (Clarke und Khosla 2009).

Raloxifen beispielsweise bindet an beide Ostrogenrezeptoren und wurde urspriinglich mit
dem Ziel der Anwendung bei Brustkrebs erforscht. Es ist wirksam bei Hormonrezeptor-
positiven Brustkrebsarten, indem es kompetitiv an den Hormonrezeptor bindet und somit
ein Hormon-induziertes Tumorwachstum erschwert. Besonders effektiv ist es jedoch im
Knochen durch seine partielle Ostrogenwirkung und wird daher hiufig bei Osteoporose
eingesetzt (An et al. 2001; Clarke und Khosla 2009). Dariiber hinaus hat Raloxifen auch
eine positive Wirkung auf Muskelzellen. So konnte nachgewiesen werden, dass Raloxifen
tiber ERa auf die Muskelzellen aktivierend wirkt (Dieli-Conwright et al. 2009).

Eine andere natiirlich vorkommende Gruppe mit selektiver E2-Wirkung sind die
Phytodstrogene (Lund et al. 2004). Sie wirken ebenso rezeptor- und gewebespezifisch und
entfalten so agonistische wie auch antagonistische Wirkungen. Auf die in unserem
Versuch genutzten Phytoostrogene Genistein und Equol wird im Kapitel Phytodstrogene
genauer eingegangen.

Das altersabhidngige Absinken des Testosteronspiegels kann durch eine
Hormonersatztherapie mit T verhindert und dadurch viele Symptome des LOHs
gemildert werden. Allerdings konnen unerwiinschte Wirkungen wie Thrombosen, Akne
und Hirsutismus auftreten, ebenso wie Verdnderungen der Prostata (Hochreiter et al.
2005; Lenk 2005; Zitzmann 2008). Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren (SARM)
konnten analog zu den SERMs eine gewebeabhéngige agonistische oder antagonistische
Wirkung hervorrufen.  Erwiinschte Einfliisse wie die anabole T-Wirkung auf die
Muskulatur kdnnten so von unerwiinschten Effekten getrennt werden.

Die Anforderungen an SARMs beschrieb Negro-Vilar (1999). So sollen sie eine hohe AR-

Spezifitit, eine hohe orale Bioverfligbarkeit und eine gewebeabhingige pharmazeutische
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Wirkung haben (Negro-Vilar 1999). Nach diesem Konzept wurden Ende der 1990er Jahre
die ersten nicht-steroidalen Androgen-Matrizen, die Propionamide und Quinolinone,
entdeckt und bald darauf in einer préiklinischen ,,proof-of-principle® Studie auf die
Muskel- und Knochenwirkung in vivo getestet (Mohler et al. 2009). Sie bildeten die
Grundlage weiterer pharmakologischer Forschung. Gao et al. testeten DHT und S-3-(4-
acetylamino-phenoxy)-2-hydoxy-2-methyl-N-(4-nitro-3-trifluoromethyl-phenyl)-
propionamid (S-4) an orchidektomierten Ratten. Den Tieren wurde zwolf Wochen nach
Orchidektomie acht Wochen lang entweder S-4 oder DHT gegeben und anhand der
Muskelmasse und —kraft des M. soleus und des M. levator ani die Verdnderung im
Vergleich zu nicht orchidektomierten Tieren gemessen. Der Muskelschwund, der durch
die Orchidektomie verursacht wurde, konnte durch S-4 und DHT vollstindig wieder
aufgehoben werden und die Muskelkraft wiederhergestellt werden. Der genaue
molekulare Mechanismus bleibt hierbei jedoch im Dunkeln. Diskutiert wird u.a. ein
,remodeling™ der neuromuskularen Verkniipfungen. Neben den anabolen Aktivititen hat
S-4 auch eine dosisabhidngige schwache Androgenwirkung auf die Prostata (Gao et al.
2005). DHT dagegen hat eine zweieinhalbfach stirkere biologische Wirkung als T und
wirkt nicht selektiv, d.h. erwiinschte wie unerwiinschte Wirkungen sind zu erwarten. Die
in der Studie beobachteten anabolen Verdnderungen an der Muskulatur der Tiere und die
schwache Wirkung auf die Prostata sprechen fiir eine selektive Wirkung von S-4.

Diese Studie zeigt also, dass das Prinzip der selektiven Androgenrezeptor-Modulatoren an
Ratten moglich ist und die gewlinschten Ergebnisse bringen kann.

Derzeit befindet sich die Entwicklung der SARM's noch in der Uberpriifung des
Therapiekonzeptes. Die priklinischen Daten sind vielversprechend, miissen aber noch in
weiteren klinischen Studien iiberpriift werden (Bhasin und Jasuja 2009; Mohler et al.

2009).

1.3 Phytodstrogene

Eine Vielzahl von Pflanzen enthilt Substanzen mit schwach Ostrogen- oder Antidstrogen-
dhnlicher Wirkung, die man Phytodstrogene nennt. Die Wirkung dieser Phytodstrogene
wird hauptsichlich auf die strukturelle Ahnlichkeit mit Ostradiol zuriickgefiihrt; beide
Substanzen besitzen einen Phenolring. Zu den wichtigsten Phytodstrogenen gehoren die
Lignane und die Gruppe der Isoflavone (Dixon 2004), zu denen Genistein und Equol

gehoren. Diese werden im weiteren Verlauf noch niher besprochen.



Die hormonelle Wirkung der aus der Nahrung aufgenommenen Isoflavone wurde erstmals
1940 entdeckt, als eine Unfruchtbarkeit bei Schafen festgestellt wurde, die auf Weiden
grasten, auf denen Klee wuchs. Klee enthilt Isoflavone, die in das Hormonsystem der
Schafe eingriffen und ihre Fruchtbarkeit reduzierten (Setchell et al. 2001).

Neben der bereits erwdhnten Wirkung auf die Gonadenfunktion haben Phytodstrogene
noch weitere Effekte auf verschiedene Organsysteme. Eine kardioprotektive Wirkung
kommt durch eine Senkung des LDL-, Cholesterin- und des Triglyceridspiegels sowie
durch die Senkung des Blutdrucks zustande (Carlson et al. 2008; Orgaard und Jensen
2008; Setchell et al. 2001). Auf die Entstehung bestimmter Karzinome haben
Phytodstrogene ebenfalls Einfluss. So konnte nachgewiesen werden, dass durch
Aufnahme von Sojaprodukten sich das Risiko, an einem Prostatakarzinom zu erkranken,

verringert (Kim 2008; Travis et al. 2009).

1.3.1 Genistein

Genistein findet sich hauptsichlich in Sojabohnen und Rotklee und ist das am haufigsten
vorkommende Isoflavon.

Genistein bindet bevorzugt an ER durch eine 30-fach stirkere Bindungsaffinitdt als an
ERa (An et al. 2001; Orgaard und Jensen 2008; Taylor et al. 2009). Uberdies aktiviert
Genistein auch Co-Regulatoren, die bei der Bindung an den Hormonrezeptor-Komplex
die Transkriptionsfunktion von ERo hemmen. AuBlerdem vermittelt Genistein auf
zelluldrer Ebene einen antikanzerogenen Effekt iiber die Inhibition von Tyrosinkinasen
und eine antioxidative Wirkung iiber das Abfangen von freien Radikalen. Eine weitere
Wirkung ist die Hemmung des Enzyms S5a-Reduktase, das fiir die Umwandlung von
Testosteron zu DHT verantwortlich ist (Sarkar und Li 2002).

In der Prostata wirkt Genistein hauptsidchlich iiber die vorhandenen B-Rezeptoren. In
Studien wurde festgestellt, dass eine mangelnde Aktivierung des ERf zu einer benignen
Prostatahyperplasie (BPH) fiihrt (Brossner et al. 2004; McPherson et al. 2007). Es konnte
nachgewiesen werden, dass eine lebenslange Aufnahme von Genistein das Risiko fiir
Prostatakarzinome bis zu 54% senkt. Schon die Aufnahme von Genistein iiber 3-11
Monate fiihrt zu einer signifikanten Reduktion des Prostatakarzinom-Risikos (Wang et al.

2009).



1.3.2 Equol

Equol wurde erstmals 1932 aus dem Urin tréchtiger Stuten isoliert. Der Umstand, dass die
unbekannte Substanz anschliefend auch bei nichttrachtigen Stuten und Hengsten isoliert
wurde, lie3 den Schluss zu, dass es sich nicht um eine schwangerschaftsbedingte Substanz
handeln musste (Marrian und Haslewood 1932). In Anlehnung an den tierischen Ursprung
nannte man die Substanz Equol (Equus = lat. Pferd).

Equol wird nicht direkt aus Pflanzen aufgenommen, sondern im Darm aus der Vorstufe
Daidzein, das in Sojabohnen vorkommt, verstoffwechselt (Setchell et al. 2002). Hierzu
sind verschiedene Bakterien der Darmflora notwendig, die nicht bei allen Menschen
gleichermallen vorkommen (Muthyala et al. 2004; Setchell und Cole 2006). Nur ca. 30 %
gehdren zu den sogenannten ,Respondern®, d.h. Trigern dieser Bakterienflora.
MaBgeblich fiir diese Equol-produzierende bakterielle Mischkultur im Darm ist eine
fettarme und vegetarische Erndhrung, ebenso wie eine kohlenhydratreiche Kost (Hedlund
et al. 2003; Lampe et al. 1998; Muthyala et al. 2004; Rafii et al. 2003).

Die Wirkung von Equol an ERa und ERJ ist um ein vielfaches hoher als die Wirkung von
Daidzein, der Vorstufe von Equol. Daher ist es fiir den biologischen Effekt von
aufgenommenen Isoflavonen wichtig, ob es sich bei dem Individuum um einen ,,Equol-
Responder* handelt oder nicht.

Eine antikanzerogene Wirkung hat Equol durch seine im Vergleich zu anderen
Isoflavonen hochste antioxidative Wirkung (Setchell et al. 2002), besonders in der Zelle
als Radikalfanger.

Equol hat aulerdem eine starke Wirkung auf die Prostatagrof3e und deren Gewicht. In der
Prostata bindet Equol an ERB und hat damit einen Ostrogen-ihnlich hemmenden Effekt.
Dartiber hinaus bindet Equol spezifisch an DHT und wirkt so noch als Antiandrogen
(Lund et al. 2004; Setchell und Cole 2006). Equol bindet jedoch nicht an AR oder T,
wodurch andere T-sensible Organe wie beispielsweise die Hoden durch das

Phytoostrogen nicht beeinflusst werden (Lund et al. 2004).



Equol Genistein

Abb.2: Strukturformeln von Equol und Genistein

1.4 Das muskuloskelettale System

1.4.1 Sarkopenie

Bis zum 25. Lebensjahr nimmt die Muskelmasse zu, bis sie ihren ,,peak* erreicht und
langsam in der 2. Lebenshélfte abnimmt. Zwischen dem 25. und 80. Lebensjahr findet
eine Reduktion um ca. 40% (Adamo und Farrar 2006) statt, wobei sich diese ab dem 60.
Lebensjahr stark beschleunigt. Diesen altersabhidngigen Verlust von Muskelmasse nennt
man Sarkopenie. Die klinischen Symptome sind eine herabgesetzte Muskelstirke,
eingeschrinkte Mobilitit und Funktion der Muskeln, eine deutlich erhohte
Muskelermiidung bei Anstrengung, sowie ein erhohtes Risiko fiir Knochenbriiche (Lang
et al. 2009).

Der Muskel setzt sich aus Muskelfasern zusammen, die in ihrer kleinsten Einheit aus den
kontraktilen Proteinfilamenten Myosin und Aktin bestehen. Diese Filamente schieben sich
wihrend einer Kontraktion ineinander und verkiirzen so die Muskelfaser. Innerviert
werden die Muskelfasern von Motorneuronen, die je nach Muskel eine unterschiedliche
Anzahl von Muskelfasern aktivieren. Dabei gilt, je weniger Muskelfasern von einem
Motoneuron innerviert werden, desto differenzierter ist die Muskelantwort. Es gibt drei

verschiedene Arten von Muskelfasern (Silbernagel und Klinke 2003).

langsame Muskelfasern (Typ 1): Sie sind hauptsidchlich fiir Haltefunktionen
erforderlich
schnelle Muskelfasern (Typ I1): Sie haben eine hohe Kontraktionskraft, erschlaffen

allerdings sehr schnell und sind fiir die Schnellkraft verantwortlich. In unserem Versuch
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wurde der M. gastrocnemius der Ratte untersucht, der bei Mensch und bei Ratte
tiberwiegend aus Muskelfasern Typ II besteht.

intermediare Muskelfasern (Typ I11): Sie sind eine Mischung aus Typ I und Typ 11
und kommen praktisch in jedem Muskel vor.
Der altersabhéngige Muskelverlust betrifft beide Muskelfasertypen (Typ I und Typ II),
iiberwiegend jedoch die schnellen Muskelfasern (Typ II). AuBBerdem konnen die schnellen
Muskelfasern (Typ II) auch in langsame Muskelfasern umgewandelt werden (Lang et al.
2009). Dariiber hinaus degenerieren Motoneurone, sodass noch bestehende Motoneurone
eine groflere Anzahl an Muskelfasern innervieren miissen (Adamo und Farrar 2006; Jones
et al. 2009; Lang et al. 2009). Der Verlust von schnellen Muskelfasern fiihrt zu Problemen
wie beispielsweise das erschwerte Treppensteigen oder das Aufstehen von einem Stuhl,
was durch die Vergroberung der Bewegungen durch den Verlust der Motoneurone noch
verstirkt wird.
Die Fahigkeit des Muskels, sich beispielsweise nach Muskelabbau oder Verletzungen zu
regenerieren, hingt von der Aktivierung und Proliferation von randstdndigen Zellen, den
Satellitenzellen, ab (Nikolic et al. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass Satellitenzellen
mit dem Alter abnehmen (Sadeh 1988) und so fiir die Entstehung einer Sarkopenie
mitverantwortlich sind. Die Aktivierung und Proliferation von Satellitenzellen wird von
vielen Faktoren gesteuert, u.a. auch von der Anwesenheit von E2. In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass sich bei ménnlichen Ratten nach Zusatz von E2 die Anzahl von
Satellitenzellen in der Skelettmuskulatur nach einem einzigen korperlichen Training
(,,downhill running®) vergroBerte (Tiidus et al. 2005). Dieser Effekt wird direkt iiber in
Satellitenzellen befindliche ERs tibermittelt (Enns et al. 2008).
Ostrogenrezeptoren sind iiberall in der Skelettmuskulatur vorhanden, dennoch sind nicht
alle Funktionen und Wirkungen komplett erforscht und verstanden. Dieli-Conwright et al.
konnten auf zelluldrer Ebene zeigen, dass E2 den Muskelzellstoffwechsel durch Einbau
von Glukosetransportern anregt und zur Differenzierung der Satellitenzellen beitragt
(Dieli-Conwright et al. 2009).
Bei Ratten wirkt T direkt in der Muskelzelle an dort befindlichen ARs und fiihrt so zu
einem anabolen Stoffwechsel (Michel und Baulieu 1976). Es konnte an orchidektomierten
Ratten gezeigt werden, dass die Konzentration von ARs in der Muskulatur nach der
Orchidektomie sank und sich nach der Zugabe von externem DHT signifikant erhohte
(Antonio et al. 1999; Michel und Baulieu 1980). Die Applikation von

supraphysiologischen Dosen von T bei dlteren Méannern bewirkte folglich eine Zunahme
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der Muskelkraft, sowie der Muskelmasse (Borst et al. 2007). Allerdings traten auch
unerwiinschte Wirkungen wie aggressives Verhalten, thromboembolische Ereignisse und
periphere Odeme vermehrt auf (Jones et al. 2009). Der genaue molekulare Mechanismus,
wie T auf den Muskel wirkt, ist nach wie vor nicht vollstindig geklart. Es werden AR-
vermittelte Wege, wie auch AR-unabhingige Wege diskutiert (Herbst und Bhasin 2004).
Einige Studien weisen darauthin, dass der anabole Effekt auf eine vermehrte
Proteinsynthese zuriickzufiihren ist (Bhasin et al. 2001), ebenso vergroBert sich die
Anzahl der Motoneurone unter Einfluss von T (Herbst und Bhasin 2004).

Unklar ist iiberdies, ob T seine Wirkung iiber den AR vermittelt, oder ob dies durch AR-
unabhéngige Wege geschieht (Bhasin et al. 2001).

Einen positiven Effekt auf die Muskulatur haben regelméfiges Muskeltraining und
korperliche Aktivitdt. So verbessert sich die Muskelstirke, die Schnelligkeit und bei
gezieltem Training auch die Muskelmasse (Frontera et al. 1988). Darliber hinaus hat
korperliche Aktivitdt noch weitere wichtige Vorteile: liber den erhohten Fitnessgrad wird
auch ein besseres Korpergefithl vermittelt, was sich in einem reduzierten Risiko zu
stiirzen zeigt. Die Belastungen, die iiber das Muskeltraining auf den Knochen wirken,
verandern auch die Knochenstruktur. So passt sich der Knochen dynamisch den
Muskelanforderungen an (Warden et al. 2005). Auf die Knochenmasse sowie die
Knochendichte hat Bewegungstraining nur eine eingeschréinkte, jedoch positive Wirkung.
Ein intensives und regelmiBiges Training kann so einen positiven Effekt auf die

Knochendichte von Wirbelkdrpern und Hiifte haben (Lang et al. 2009).

1.4.2 Osteoporose

In Deutschland sind schdtzungsweise 90% aller Schenkelhalsfrakturen auf eine
bestehende Osteoporose zuriickzufiihren (Bartl 2008). Durch die Uberalterung der
Bevolkerung werden die Zahlen voraussichtlich in den nichsten Jahren weiter steigen.
Osteoporose fiihrt durch eine erniedrigte Knochendichte zu einer erhdhten Neigung fiir
Knochenbriiche und ist auBerdem auch fiir starke Schmerzen und den Verlust von
Mobilitdt verantwortlich. Eine manifeste Osteoporose ist mit einer erhohten Morbiditét
gekoppelt. In einem Zeitraum von 3-6 Monaten nach einer Hiiftfraktur sterben immer
noch 20-30% der Patienten (Bartl 2008). Dabei ist die Todesfolge direkt oder indirekt

iiber Komorbidititen auf die Osteoporose zuriickzufiihren (Kanis et al. 2003).
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Osteoporose entsteht hauptsdchlich durch die Reduktion der Produktion von
Sexualhormonen im alternden Menschen (Holzbeierlein et al. 2004). Ostrogene erhalten
die Knochenmasse und regulieren den Knochenstoffwechsel, indem die Lebensspanne der
knochenabbauenden Osteoklasten durch Induktion von Apoptose verkleinert wird. Die
Lebensspanne der knochenregenerierenden Osteoblasten jedoch verldngert sich (Riggs et
al. 2002). Androgene zeigen im Knochen eine dhnliche Wirkung. T kann liber Aromatase
in E2 umgewandelt werden und vermittelt {iberwiegend so eine knochenprotektive
Wirkung. Allerdings hat T auch einen geringen direkten Effekt auf die Knochen. T wirkt
leicht proliferativ auf Osteoblasten und greift an unterschiedlichen Stellen in deren
Differenzierung ein (Riggs et al. 2002).

Knochendichte und Serum-Ostrogenspiegel korrelieren miteinander und eignen sich
daher gut, um bei édlteren Menschen die Knochendichte abzuschétzen und deren Verlauf
zu ermitteln (Ohlsson und Vandenput 2009). Es wurde eine Wirkungsschwelle fiir E2
ermittelt (31 pg/ml), unter der der Beginn des Knochenverlusts deutlich in
Zusammenhang mit dem Serum-Ostrogenspiegel steht (Ohlsson und Vandenput
2009).Durch die schleichende Minderung der T-Produktion bei Méannern féllt auch der
Ostrogenspiegel sukzessive ab. Deshalb macht sich der Knochenverlust bei Minnern erst
deutlich spiter bemerkbar. In jedem Stadium der Osteoporose wie auch in der Privention
werden korperliche Aktivitdt und die Gabe von Calcium und Vitamin D zur Starkung der

Knochen empfohlen.

1.4.3 Vibrationstherapie

Um die Gefahr der Sarkopenie bei élteren Patienten zu reduzieren, ist es wichtig
korperlich aktiv zu sein (Preisinger 2009). Das regelméfige korperliche Training ist aber
hiufig mit einer geringen Compliance verbunden (Russo et al. 2003; Verschueren et al.
2004), sodass man bei der Suche nach effektiven und attraktiven Alternativen auf die
Ganzkorper- Vibrationstherapie kam.

Die Ganzkorper-Vibrationstherapie ist eine Trainingsmethode, die als langfristiges Ziel
die Stiarkung der Muskelkraft, sowie eine Erhohung der Knochendichte hat. Schon
Jankovich konnte 1972 an einem Rattenmodell zeigen, dass eine mechanische Vibration
von 20-25 Hz téglich ausreicht, um die Knochendichte zu erhdhen (Jankovich 1972). In
Versuchen an ovariektomierten Ratten konnte ebenfalls eine positive Wirkung auf die

Knochendichte festgestellt werden. So konnen regelmifBige Vibrationseinheiten eine
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frithzeitige Abnahme der Knochensubstanz verhindern (Flieger et al. 1998; Oxlund et al.
2003). Xie et al. untersuchten den M. soleus von Méusen nach 6 Wochen Ganzkdorper-
Vibrationstherapie (45 Hz fiir 15 min. tiglich) (Xie et al. 2008). Sie konnten zeigen, dass
sich die Anzahl der Muskelfasern beider Typen (I und II) vergrof3erte ebenso wie auch der
Querschnitt des Muskels. Die genauen Mechanismen, wie es durch die mechanische
Vibration zu einer quantitativen und qualitativen Zunahme der Muskulatur kommt, sind
nach wie vor unbekannt. Es werden jedoch oszillatorisch sensible Einheiten wie z.B.
Muskelspindeln, Sehnenspindeln oder somatosensorische Rezeptoren als mogliche
Ausloser diskutiert (Fallon und Macefield 2007). Dariiber hinaus werden auch die
Muskelsehnen durch die Ganzkdrper-Vibrationstherapie gestarkt (Sandhu et al. 2011).
Der Patient stellt sich hierbei auf eine Platte, zumeist in einer statischen Position, oder
fiihrt langsame dynamische Bewegungen aus, wihrend diese vibriert. Variabel sind bei
der Einstellung der Vibration drei verschiedene Grof3en (Rauch 2009):

Frequenz: Die Anzahl der Vibrationsbewegung pro Minute [Hz]. Sie variiert zwischen
10 und 50 Hz.

Amplitude: Die GroBe des Ausschlages der Vibrationsbewegung [mm]. Sie variiert
zwischen einigen Mikrometern und wenigen Milimetern.

Die grundsitzliche Bewegung der Vibrationsplatte. So kann sich die Platte parallel zum
Boden bewegen, sodass sich beide Fiile auf einer Ebene befinden, oder eine Kippung
haben, sodass ein Fufl eine Aufwirtsbewegung macht, wihrend der andere eine
Abwirtsbewegung ausfiihrt.

Die Trainingsintensitidt wird dabei von der Frequenz und der Amplitude bestimmt. Je
hoher Frequenz und Amplitude sind, desto hoher ist auch der Trainingseffekt.

Man kann kurzfristige von langfristigen Effekten der Vibrationstherapie unterscheiden.
Wihrend eines Vibrationstrainings wird kurzfristig der Sauerstoffverbrauch erhoht. Dabei
gilt, je intensiver das Training, desto hoher der Sauerstoffverbrauch. Dazu steigt die
Temperatur der Muskulatur an, die Hautdurchblutung wird gesteigert und die
Herzfrequenz erhoht sich (Cochrane et al. 2008; Rauch 2009). Aufgrund der erhéhten
Hautdurchblutung kann es nach dem Training zu leichten petechialen Einblutungen in den
unteren Extremitidten kommen, die aber ungefahrlich sind (Rauch 2009). Ansonsten wird
die Ganzkorper-Vibrationstherapie gut vertragen (Cardinale et al. 2008; Rauch 2009;
Russo et al. 2003; Verschueren et al. 2004).

Langfristige Wirkungen der Vibrationstherapie sind eine verbesserte Balance, Reduktion

des Korperfetts, eine gesteigerte Muskelkraft sowie eine erhdhte Knochendichte
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(Cochrane et al. 2008; Maddalozzo et al. 2008; Rauch 2009; Verschueren et al. 2004). In
einer Studie wurde die Vibrationsplatte iiber sechs Monate mit 29 postmenopausalen
Frauen auf die Wirkung auf Muskulatur und Knochen untersucht (Russo et al. 2003).
Dabei wurde festgestellt, dass sich die Muskelstidrke und Schnelligkeit bei den Frauen mit
Vibrationstherapie im Gegensatz zu den Frauen ohne Therapie um 5% verbesserte. Auch
die Knochendichte baute sich bei Frauen mit Vibrationstherapie weniger stark ab, als bei
Frauen ohne Vibrationstherapie.

Eine langfristige arbeitsbedingte Exposition von Ganzkorper-Vibrationen (3-5 Hz) kann
durch Wirbelsdulendegeneration zu chronischen lumbosakralen Riickenschmerzen fiihren
(Leitlinien Arbeitsmedizin 2003). Die verstirkte Belastung der Wirbelkorper durch die
anhaltenden Schwingungszustinde und die verminderte Versorgung fiihren zu einer pH-
Senkung des Gewebes und damit zur Degeneration. Hiervon betroffen sind u.a.
Gabelstablerfahrer, Traktorfahrer und Piloten. Das Auftreten von Riickenschmerzen
aufgrund einer Vibrationstherapie konnte jedoch nicht festgestellt werden, da sich die
Vibrationsdosen und —intervalle, sowie die Schwingungsfrequenz grundséitzlich
unterscheiden. Dennoch fehlen bisher langfristig angelegte Studien, um die Gefahr von

Schédden durch die Ganzkdrper-Vibrationstherapie vollstindig auszuschlieBen.

1.5 Die Prostata

Die Prostata ist ein Sexualhormon-abhingiges Organ. In der Prostata wird das in den
Hoden produzierte T zu DHT umgewandelt, was durch das Enzyms S5oa-Reduktase
geschieht (Zhu 2005). DHT ist ein potenteres Androgen als T und ist in der Prostata der
hauptsidchliche Androgen-vermittelnde Faktor. Beide Androgene, DHT wie T, konnen am
AR der Prostata binden. Sie rufen dabei unterschiedliche Aktivitdten hervor, die auf
unterschiedlichem Bindungsverhalten und verschiedenen DNA-Interaktionen beruhen
(Zhu 2005).

Uber Jahrzehnte wurde angenommen, dass ein erhdhter T-Spiegel mit einem erhohten
Risiko fiir ein Prostatakarzinom zusammenhéngt. Diese Annahme wurde zuletzt in Frage
gestellt und ein differenzierteres Zusammenspiel von Androgenen und der Prostata
hergestellt.

Das Sittingungsmodell geht von einer begrenzten Anzahl von ARs in der Prostata aus.
Bei niedrigen Androgenwerten reagiert die Prostata sensibel auf schon geringe

Schwankungen von T. Ist aber die Séttigung der ARs durch einen Anstieg von T erreicht,
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reagiert die Prostata nicht mehr auf weitere Verdnderungen des T-Wertes (Morgentaler
2009). Das bedeutet: fiir hohe T-Werte ist das Risiko fiir Prostata-Karzinome nicht erhoht.
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass sich trotz mittelfristiger T-Gabe die
intraprostatische T- und DHT-Konzentration nicht erhéht hat (Marks et al. 2006). Dies
weist darauthin, dass die Prostata sich ihr eigenes Hormonmilieu schafft, das unabhingig
von der Serumkonzentration ist (Marks et al. 2006). Im Gegensatz dazu stehen niedrige T-
Werte im Zusammenhang mit malignen Prostatakarzinomen (Schatzl et al. 2001). In einer
Studie mit Prostatakarzinom-Patienten wurde das freie T verglichen: 56% der Patienten
hatten einen erniedrigten T-Spiegel (15 ng/ml oder weniger) und davon 8% einen hohen
»Gleason score“ (8 oder hoher). Der ,Gleason score” (1-10) gibt den
Differenzierungsgrad des prostatischen Gewebes in der Histologie an. Dabei ist 1
hochdifferenziert und 10 anaplastisch. Verglichen dazu hatten 44% einen erhohten T-
Spiegel (15 ng/ml oder hoher), deren ,,Gleason score* jedoch geringer war (7 oder
kleiner) (Hoffman et al. 2000). Die Studie zeigte also, dass ein erniedrigter T-Spiegel
hiufig mit einem aggressiven Karzinom assoziiert ist.

Bei ménnlichen Ratten wird E2 unter anderem in der Prostata aus T mithilfe des Enzyms
Aromatase hergestellt (Marts et al. 1987; Marks und Petrow 1983; Ellem und Risbridger
20006). Sie befindet sich in der gesunden Prostata im Stroma und sorgt fiir eine Balance
zwischen E2 und T. Bei einer Abnahme von T und gleichbleibenden oder gesteigerten E2-
Levels kann es zu einem Ungleichgewicht kommen und die Gefahr von benignen und
malignen Entartungen kann ansteigen (Ellem und Risbridger 2009a). E2 hat in der
Prostata direkte Effekte (Pelletier 2002), die tliber die Rezeptoren ERa und ERf vermittelt
werden. Dabei haben ERa und ERp unterschiedliche Funktionen.

ERa iibermittelt zwei verschiedene Wirkungen:

Zellproliferation. Diese Zellproliferation ist unterschiedlich zu der der Androgene und
betrifft die epitheliale Basalschicht. Bei epithelialer und stromaler Expression von ERa
kann es zu einer Metaplasie kommen (Ellem und Risbridger 2009a; Prins et al. 2001).

Entzindung. Durch die Anwesenheit von E2 und ERa kann eine entziindliche Reaktion
ausgelost werden (Royuela et al. 2001). Dies konnte gezeigt werden durch einen Versuch
mit ,knock-out“-Tieren. Bei einer Gruppe von Méiusen wurde das Gen fiir ERa
ausgeschaltet, bei einer anderen Gruppe das Gen fiir ERB. Zusammen mit einer
Kontrollgruppe wurde nun den beiden Gruppen E2 gegeben. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Entziindungsreaktion bei Tieren auftrat, die ERa exprimierten, wohingegen bei

ERB-exprimierenden Tieren keine derartige Reaktion zu sehen war (Prins et al. 2001).
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Durch diese zwei genannten Wirkungen kann es dann im Folgenden zu einer Entwicklung
von Prostatakarzinomen kommen. In intraepithelialen Neoplasien konnte eine vermehrte
Expression von ERa festgestellt werden (Bonkhoff et al. 1999). Bei vorhandenem
Karzinom wurde eine stadienabhidngige Expression von ERa gefunden, d.h. das Ausmal3
der Expression korrelierte mit dem Stadium des Tumors. Darliber hinaus wurde in
Lymphknoten und Metastasen ERa gefunden (Bonkhoff et al. 1999).

ERP wird hauptsichlich in epithelialem Gewebe exprimiert (Lau et al. 2000; McPherson
et al. 2007). Im Gegensatz zu ERa hat ER einen hemmenden Effekt auf die Prostata. Es
wirkt

Anti-proliferativ: Es konnte gezeigt werden, dass ERP nach spezifischer Stimulation
einen anti-proliferativen Effekt auf die Prostata hat (McPherson et al. 2007).

Anti-inflammatorisch: ERB  wirkt immunmodulatorisch und hemmt so
Entziindungsreaktionen (Ellem und Risbridger 2009a).

Anti-karzinogen: die genaue anti-karzinogene Wirkung von ERp ist nicht vollstindig
geklart. Allerdings gelangte man durch den anit-proliferativen sowie den anti-
inflammatorischen Effekt zu der Annahme, dass eine Stimulation von ERp eine protektive
Wirkung auf die Prostata hat (Ellem und Risbridger 2009a). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass in Krebszellen kein ERP exprimiert wird (Ellem und Risbridger 2009b).

Ein Zuviel an E2 kann zu einer abnormen Zellproliferation fiihren, sowie iiber ERa eine
entziindliche Reaktion hervorrufen. Das kann zu einer Hypertrophie mit Gefahr der
malignen Entartung fiihren. Ein Zuwenig an E2 kann allerdings auch durch die mangelnde
Hemmung der Androgene zu einer Hypertrophie durch Proliferation fithren (Ellem und
Risbridger 2009b).

Es konnte gezeigt werden, dass bei orchidektomieren Ratten rasch die Prostata
atrophierte. Da die Hoden fast ausschlielich T produzieren, sank der T-Spiegel der
orchidektomierten Ratten stark ab und verursachte einen Androgenmangel, der sich u.a.
durch die beschriebene Atrophie der Prostata bemerkbar machte (Kerr und Searle 1973).
Bei nicht-orchidektomierten Ratten, die mit E2 behandelt wurden, konnte eine Erh6hung
der Apoptoserate festgestellt werden, was mit einer Hemmung der Prostatawachstums
einhergeht (Kerr und Searle 1973).

Hier setzen auch die Phytotherapeutika, im Speziellen Phytodstrogene an. Sie konnen
durch E2-Wirkung direkt oder indirekt die Androgenwirkung modulieren und haben somit
ebenso eine positive Wirkung auf die Prostata (Ellem und Risbridger 2009b).

Hauptsdchlich wird dies durch die Bindung an ERP verursacht, was zur Hemmung der
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Proliferation fiihrt. Uber Coregulatoren und Induktion von Transkriptionsfaktoren sowie
die Bindung an nicht-steroidale Rezeptoren kann die Hormonantwort weiter moduliert

werden.

1.6 Ziel der Untersuchung

Ziel unserer tierexperimentellen Studie war es, die Auswirkung der Sexualhormone DHT
und E2 sowie der Phytodstrogene Equol und Genistein auf das muskuloskelettale System
und auf die Prostata von Ratten zu untersuchen. Es folgte eine Ausschaltung der
korpereigenen Sexualhormone durch Orchidektomie, um die gegebenen Substanzen
isoliert untersuchen zu konnen. Dabei wurde die Wirkung von E2 und den
Phytodstrogenen Equol und Genistein mit der von DHT verglichen.

Des Weiteren untersuchten wir die Auswirkung von Bewegung auf die Skelettmuskulatur
unter Einfluss von Equol, Genistein, E2 und DHT. Dazu nutzten wir die Methode der

Ganzkorper-Vibrationstherapie und verglichen diese Tiere mit nicht vibrierten. Um eine

mogliche Metabolisierung von T zu DHT mithilfe des Enzyms 5Sa-Reduktase zu verhindern
und somit einen reinen T-Effekt auf Muskulatur und Prostata zu erlangen, verwendeten

wir DHT, das an AR's bindet und nicht weiter verstoffwechselt werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperiment

Die vorliegende Arbeit bearbeitet eine Fragestellung eines weiterreichenden
Tierexperiments. Der Vollstandigkeit halber ist der ganze, fiir die Arbeit relevante
Versuchsablauf beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Punkte 2.2 und 2.3

durchgefiihrt.

2.1.1 Versuchstiere und deren Haltung

Zu Beginn des Versuchs lag die Genehmigung des Niedersdchsischen Landesamtes fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES; AZ: G 43.08) vor. Es wurden
180 minnliche Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten) verwendet, die vorerst in Gruppen
von jewelils vier Tieren pro Kéfig eingeteilt wurden. Bei den Kéfigen handelte es sich um
Makrolonkéfige (Typ 1V, Fa. Techniplast Deutschland GmbH, Hohenprei3enberg). Die
Tiere wurden bei einer Raumtemperatur von 22-24° C und einer Relativen
Luftfeuchtigkeit von 50-55% gehalten. Die Beleuchtung des Raumes erfolgte im 12-
Stunden-Rhythmus von 6-18 Uhr. Wasser und Futter standen den Tieren zur freien
Verfiigung, wobei sie sojafreie Futterpellets (sf.) (V 1354-000 ssniff R-Z, 10 mm,
Phytoestrogen-arm, Maus/Ratte (mit 21,7% Rohprotein)) zu fressen bekamen. Die Ratten
waren bei Versuchsbeginn ca. 3 Monate alt und hatten ein Gewicht von durchschnittlich

357g.

2.1.2 Versuchsablauf

Nach einer Eingewohnungszeit von drei Wochen erfolgte die Orchidektomie (Orx) aller
Ratten gefolgt von einer Erholungszeit von drei Tagen. Anschlieend begann fiir alle
Ratten, auBler der Kontrollgruppe (acht Tiere), die Vibrationstherapie. Sie fand an fiinf
Tagen der Woche statt und dauerte insgesamt vier Wochen.

Die Tiere wurden nun dem Gewicht nach in Gruppen von 30 Tieren eingeteilt und zu dritt
oder zu viert in Kéfige gesetzt. Das Futter wurde umgestellt und nur eine Gruppe
(Kontrollgruppe) bekam weiterhin sojafreie Pellets. Dem Futter der anderen Gruppen
wurde E2, Genistein, Equol oder DHT beigemischt. Zwei Wochen nach der
Futterumstellung wurden die ersten Tiere obduziert, genaue Anzahl sieche Tab. 3. Eine

Woche spiter, also in der dritten Woche erfolgte eine zweite Obduktion. Sechs Wochen

19



nach der Futterumstellung wurde die Hélfte der verbleibenden Tiere, die die Futterzusétze
E2, DHT, Genistein oder Equol bekommen hatten, erneut vibriert. Die Vibrationstherapie
erfolgte zwei Wochen lang an flinf Tagen der Woche. Die andere Hélfte der Tiere wurde
nicht vibriert.

Die Totung der Tiere erfolgte durch eine CO,-Narkose und anschlieBender Dekapitation.

Im Anschluss folgte die histologische Aufarbeitung.

Zusatze durchschnittliche Futterzusatz | tatsachliche
Futteraufnahme in Futterzusatzaufnahme
g/Tag in mg/Tag

E2 17,2| 10 mg/kg 0,17

DHT 21,2| 1g/kg 21,2

Equol 20,5400 mg/kg 8,2

Genistein 20,7| 1g/kg 20,7

Tab. 2: Futteraufnahme der Ratten

Orx: 20.4.-
24.4.09

Umstellung des Futters,25.5.-

30.5.09 Dritte Dekapitation
Gewshnungs Nac.h 3 WECh-en . nach 8 Wochen
phase,25.3.- zweite Dekapitation
20.4.09
180
i i i I I I I Tiere
< » [ Nach 2 Wochen —
4 Wochen erste Dekapitation 2 Wochen
Vibrationtherapie aller o
Tiere, auBBer der Vlbratl_ons
Kontrollgruppe therapie
50% der
Tiere

Abb.3: Versuchsverlauf Ansicht

2.1.3 Orchidektomie (Orx)

Die Operation der Tiere fand in Allgemeinandsthesie statt. Hierzu wurde iiber eine
die (SF3, UNO
ROESVASTSTAAL BV, Zevenaar, Holland) und ein Kleintiernarkosegerit (Penlon

Inhalationsmaske Isofluran gegeben, an ein Flowmeter

Sigma Delta, Penlon Limited Abington, Oxon, GrofBbritannien) angeschlossen war.
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Beatmet wurde mit einem Flow von 0,45 I/min O2 und 0,3 1/min Air. Anhand des
Relaxationsgrades der Muskulatur wurde die Narkosetiefe ermittelt und kontrolliert. Nach
dem Rasieren der Tiere mit einem Fellschneider (Arco, Fa. Moser GmbH, Unterkirnach)
wurden die Hoden palpiert. Es folgte die chirurgische Desinfektion mit Braunol
(Wirkstoff: Povidon-lod, B. Braun AG, Melsungen) und die Freipraparation des Hodens.
Der Ductus epidymidis sowie die versorgenden Blutgefille wurden ligiert und entfernt.
Nach Ausschluss von Blutungen wurde das Operationsfeld in Einzelknopf-Nahttechnik
verschlossen. Zur Entziindungshemmung und Schmerzstillung wurde den Tieren 0,1 mg
Metacam®  (Wirkstoff: Meloxicam, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim/Rhein) subkutan appliziert.

2.1.4 Durchfiihrung der Vibrationstherapie

Die Vibrationstherapie erfolgte  mit dem SwingVibe® Ganzkorper-
Vibrationstrainingsgerdt. Ohne Einstreu, Wasser und Futter wurden jeweils zwei Kéfige
auf die Vibrationsplatte gestellt. Es wurde der Modus ,,Monoswing* gewihlt, da hier die
vertikal verlaufenden Schwingungen an jeder Stelle der Vibrationsplatte gleich stark sind.
Die Kifige wurden auf der Platte mit Nylon-Gurten fixiert und die Tiere zundchst mit 25
Hz fiir 5 Minuten, dann mit 30 Hz fiir 2x5 Minuten mit der horizontalen Amplitude 4mm

trainiert.

2.1.5 Gruppeneinteilung und Testsubstanzen

3.0bduktion, [3.0bduktion,
Futterzusatz 1.0bduktion |2.0bduktion |vibriert nicht vibriert
Kontrollgruppe
Sojafreie Pellets 4 4 4 4
Genistein 4 4 3 3
Equol 4 4 4 4
Dihydrotestosteron 4 4 3 4
Ostrogen 4 4 4 4
Kontrollgruppe, nicht
vibriert, sf Futter 4

Tab.3: Gesamtiibersicht der geschnittenen und ausgewerteten Tiere fiir je Muskel und

Prostata
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2.2 Histologische Aufarbeitung

Die gewonnen Prostata- und Muskelpriparate wurden in einem Entwisserungsautomaten
(Leica TP 1020, Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar) {iber 15 Stunden
bearbeitet. Zunédchst wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 50%, 75%, 96%
und 100% Ethanol entwéssert und anschlieBend mit Xylol behandelt und in Paraffin
aufbewahrt. Im néchsten Schritt wurden die Préparate in der Einbettmaschine (Leica EG
1140 H, Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar) eingebettet. Die Muskelpréparate
wurden vor dem Einbetten in Paraffin einmal quer durchgeschnitten und mit der
Schnittflaiche zum Anschnitt eingebettet.

Die histologischen Préparate wurden am Rotationsmikrotom (RM 2135, Fa. Leica
Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar) geschnitten. Nach Einspannen des
Paraffinblocks wurde dieser zuerst mit 30 um Schichtdicke angeschnitten, um zum
Gewebe vorzudringen. Die im Anschluss hergestellten Schnitte hatten eine Dicke von 3
um. Die gewonnenen Schnitte wurden in kaltes, kalkfreies Wasser gelegt und von dort
aus zur Streckung in ein warmes Paraffinstreckbad mit ebenfalls kalkfreien Wasser
gebracht. Als Nichstes wurden die Schnitte auf einen Objekttrager (SuperFrost® Plus
26x76x1mm, Fa. Menzel-Gliser GmbH & Co KG, Braunschweig, Bestell-Nr.:
J1800AMNZ) gebracht und zum Fixieren und Antrocknen auf eine Wérmeplatte gelegt.
Nachfolgend kamen die Schnitte zur vollstdndigen Trocknung und Fixierung fiir
mindestens 12 Stunden bei 37° C in einen Trockenschrank (Heraeus Holding GmbH,

Hanau).

2.2.1 Die Hamatoxylin- und Eosinfarbung

Die Hématoxylin- und Eosinfarbung ist ein Féirbeverfahren mit dem verschiedene
Gewebestrukturen anhand zweier Einzelfarbungen unterschieden werden konnen. Sie
wird als Ubersichtsfarbung benutzt.

Hamatoxylin ist ein Naturfarbstoff, der aus dem in Mittelamerika stammenden
Campechebaum gewonnen wird. Der wirksame Farbstoff ist nicht das Himatoxylin selbst,
sondern sein Oxidationsprodukt Hidmatein. Bei der Farbung nach Mayer wird zur
Oxidation NaJOj; verwendet. Durch Zusatz von Alaunsalzen, hier Kalialaun, entsteht eine

stark positiv geladene Hdmatoxylinlacke, die an negativ geladene bzw. saure Strukturen in
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der Zelle bindet. Dazu gehoren vor allem die Phosphatgruppen der Nukleinsdure, sowie
das endoplasmatische Retikulum. Nach dem Férben werden die Préparate unter
flieBendem Leitungswasser gespiilt (gebldut), wodurch die Farbung durch Anhebung des
pH-Wertes auf 3 fixiert wird und die Préparate blau erscheinen.

Als Gegenfarbung wird Eosin verwendet, welches an azidophile Strukturen, wie zum
Beispiel Eiweille, bindet und diese rot farbt. Der Farbstoff muss nach dem Féarben zum

Teil wieder entfarbt werden, was mit einer aufsteigenden Alkoholreihe geschieht.

2.3.Datenerhebung

2.3.1 M. gastrocnemius

Die Auswertung der Muskelschnitte erfolgte am Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot®
Fotomikroskop, Fa. Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen) mit einer Vergroferung von 20x
(2x10) fiir alle Priiparate. Zunichst wurde das Priparat in der Ubersicht betrachtet und
dann in der Mitte des Priparates eingestellt. Dann erfolgte das Foto des zu messenden
Bereichs (ColorView, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Miinster). Hiernach wurden die einzelnen Muskelfasern mit dem Programm AnalySIS®
(analySIS®, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster) umfahren
und damit die Flache gemessen. Es wurden pro Préparat 10 Messungen durchgefiihrt. Die
gesammelten Ergebnisse wurden anschlieBend mit der Software GraphPad Prism®
(GraphPad Prism 4® Software, Fa. GraphPad Software, Inc. San Diego, USA) graphisch

und statistisch ausgewertet.
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Abb.4: Muskel, HE-Farbung, 20-fach, methodisches Vorgehen zur Auswertung durch

Umfahrung der einzelnen Muskelfasern

2.3.2 Prostata

Die HE geférbten Schnitte wurden am Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot® Fotomikroskop,
Fa. Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen) ausgewertet. Dabei wurde eine Vergrof3erung von
12,5x (10 x 1,25) fiir alle Praparate gewdhlt, um die Vergleichbarkeit zu gewihrleisten.
Zunichst wurde die Prostata eingestellt und nach einem Uberblick iiber das Priparat der
auszumessende Teil eingestellt. Dabei wurde in der Mitte des Préparates gemessen, um
vergleichbare Daten zu erlangen. Unter Einfluss von DHT vergroBerte sich die Prostata
durch Fliissigkeitseinlagerung und Zellproliferation massiv. Es ist mdglich, dass die
Ductuli durch dieses Wachstum in der Préparatmitte zusammengedrdangt wurden und am
Rand der Prdparate mehr Raum hatten sich zu entfalten. Aufgrund dieser Diskrepanz
wurden zwei Messungen vorgenommen; einmal in der Mitte der Praparate sowie an deren
Rand(siehe dazu 6.1 histologische Abbildung). Hiernach wurde der eingestellte Bereich
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fotografiert (ColorView, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Miinster) und mit der Software AnalySIS® (analySIS®, Soft Imaging System, Olympus
Soft Imaging Solutions, Miinster) ausgemessen. Dabei wurde die Breite des Epithels der
einzelnen Ductuli an verschiedenen Stellen ausgemessen. Pro Pridparat wurden 20
Messungen vorgenommen. Pro Futtergruppe vier Tiere a zwei Préparate.

Die gesammelten Ergebnisse wurden anschlieend mit der Software GraphPad Prism®
(GraphPad Prism 4® Software, Fa. GraphPad Software, Inc. San Diego, USA) graphisch

und statistisch ausgewertet.

Epithels der

verschiedenen Ductuli
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3 Ergebnisse

3.1 M. gastrocnemius

Die quer angeschnittenen und HE gefarbten Schnitte des M. gastrocnemius wurden
zunichst in der Ubersicht eingestellt und angeschaut. Nach VergroBerung auf 20x und

Einstellung des gewiinschten Areals wurden pro Praparat 10 Muskelfasern umfahren.

3.1.1 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol zwei Wochen
nach Futterumstellung auf die Muskelfaserflache des M.

gastrocnemius
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Abb.6: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol zwei Wochen nach
Futterumstellung auf die Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius; Ko: Kontrollgruppe;
sf: sojafrei

*p< 0,05 vs. st Ko

Zwei Wochen nach Futterumstellung der orchidektomierten Tiere sank die

durchschnittliche Muskelfaserflache der mit Genistein, Equol und E2 substituierten Tiere
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im Vergleich zur sojafreien Kontrollgruppe ab. Am deutlichsten ist dies bei E2 mit einer
Abnahme von 161 um zu sehen, die signifikant ist. Genistein und Equol sinken nicht
signifikant um 66 um und 81 um gegeniiber der Kontrollgruppe ab. Bei der DHT Gruppe

findet eine nicht signifikante Zunahme der Faserfliche um 150 pum statt.

3.1.2 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol drei Wochen
nach Futterumstellung auf die Muskelfaserflache des M.

gastrocnemius
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Abb.7: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol drei Wochen nach
Futterumstellung auf die Faserfliche des M. gastrocnemius

* p< 0,05 vs. sf Ko

Die Muskelfaserfliche der Kontrollgruppe der dritten Woche ist im Vergleich zur zweiten
Woche in Abb. 6 um 26 um angestiegen. E2 ist ebenfalls angestiegen, von 1786 pm auf
1809 pm. Die Genistein- und Equol-Werte sind im Vergleich zur zweiten Woche leicht

abgefallen. Die Abnahme der DHT-Werte von der zweiten Woche zur dritten Woche war
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mit 363 pm weit stirker und in der dritten Woche im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant.

3.1.3 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol acht Wochen
nach Futterumstellung auf die Muskelfaserflache des M.

gastrocnemius bei nicht vibrierten Tieren
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Abb. 8: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach 8 Wochen Futterumstellung

auf die Faserfliche des M. gastrocnemius, nicht vibriert

In der Gruppe der Tiere, die keine Vibrationstherapie erhalten hatten konnten folgende
Werte festgestellt werden: verglichen mit der sojafreien Kontrollgruppe bleiben die Werte
von Genistein und Equol nahezu gleich. Eine nicht signifikante Abnahme um 101 um im
Vergleich zur Kontrollgruppe fand bei E2 statt. Der Wert von DHT erhohte sich, jedoch
nicht signifikant um 132 pm auf 1714 um.
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3.1.4 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol acht Wochen
nach Futterumstellung auf die Muskelfaserflache des M.

gastrocnemius nach Vibrationstherapie fur 10 Tage
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Abb.9: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach 8 Wochen Futterumstellung
auf die Faserflache des M. gastrocnemius, mit Vibrationstherapie fiir 10 Tage

*p< 0,05 vs. sf Ko

Vergleicht man den Wert von Genistein mit dem Wert der Kontrollgruppe, so nimmt
dieser signifikant um 16 % ab. Die Muskelfaserfliche von E2 nimmt ebenso signifikant
zur Kontrollgruppe ab, um 12 %. Die Abnahmen von Equol und DHT sind weniger stark

und nicht signifikant. Equol nimmt allerdings etwas stérker ab als DHT.
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3.1.5 Der Effekt von Vibrationstherapie vs. nicht

Vibrationstherapie acht Wochen nach Futterumstellung
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Abb.10: Der Effekt von Vibrationstherapie vs. nicht Vibrationstherapie acht Wochen nach

Futterumstellung auf die Faserfliche des M. gastrocnemius; n.v.: nicht vibriert, v: vibriert

Die Abbildung 10 vergleicht die Werte von Genistein, Equol, DHT, E2 und der
Kontrollgruppe acht Wochen nach der Futterumstellung und nach 10-tdgiger
Vibrationstherapie vs. Nicht-Vibrationstherapie miteinander. In der Kontrollgruppe steigt
die Faserfliche der vibrierten Gruppe gegeniiber der nicht vibrierten um 149 um an.
Beide Equol-Gruppen zeigen keine Unterschiede. Die vibrierten Genistein-Tiere wie auch
die beiden E2-Gruppen verbuchen den groBten Muskelflichenverlust. Die geringste

Verkleinerung ist bei den DHT-Tieren zu beobachten.
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3.1.6 Der Verlauf der GrolRe der Muskelfaserflache des M.
gastrocnemius der sojafreien Kontrollgruppe Uber einen
Zeitraum von 8 Wochen
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Abb.11: Verlauf der GroBe der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius der
Kontrollgruppe tiber acht Wochen v.: vibriert, n.v.: nicht vibriert

* p< 0,05, vs. 2 Wochen

Die Muskelflidche des M. gastrocnemius nimmt iiber den gesamten gemessenen Zeitraum
ab. Im Vergleich zu dem Ausgangswert in der zweiten Woche nimmt die Faserfliche in
der achten Woche signifikant ab, in der Gruppe der nicht vibrierten Tiere am meisten mit
278 um?. Die zusétzliche Vibrationstherapie verhindert so einen Muskelverlust von 149

pum?,

31



3.1.7 Der Verlauf der GroRe der Muskelfaserflache des M.
gastrocnemius der Genistein-Gruppe uber einen Zeitraum von 8

Wochen
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Abb.12: Verlauf der GroBBe der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius der Genistein-
Gruppe tliber acht Wochen v.: vibriert, n.v.: nicht vibriert

* p< 0,05 vs. 2 Wochen

Die Muskelfaserflache der Genistein-Gruppe nimmt {iber den gesamten Zeitraum ab. In
der zweiten und dritten Woche ist der Wert nahezu gleich. Der stdrkste Abfall der Werte
ist jedoch in der achten Woche bei den vibrierten Tieren zu beobachten. Im Vergleich zur
Muskelfaserflache in der zweiten Woche reduziert sich die Muskelfliche um 428 pm? und
ist signifikant. Ebenso reduziert sich die Muskelfaserfliche signifikant in der achten

Woche bei den nicht vibrierten Tieren und nimmt um 227 pm? ab.

32



3.1.8 Der Verlauf der GroRe der Muskelfaserflache des M.
gastrocnemius der Equol-Gruppe Uber einen Zeitraum von 8

Wochen
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Abb. 13: Verlauf der GroBe der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius der Equol-
Gruppe tiber acht Wochen v.: vibriert, n.v.: nicht vibriert

* p< 0,05 vs. 2 Wochen

Auch hier reduziert sich die Muskelfaserflache iliber den gemessenen Zeitraum. In den
ersten drei Wochen verdndert sich die Fliche kaum, nimmt aber dann in der achten
Woche in beiden Gruppen, vibriert und nicht-vibriert, signifikant ab. Zwischen den
vibrierten Tieren und den nicht-vibrierten Tieren gibt es keinen Unterschied.

Verglichen mit den Werten von Genistein nimmt die Muskelfaserfliche unter Equol
langsamer ab. Zwischen der dritten und der achten Woche ist der Unterschied am
deutlichsten zu sehen. Wihrend die Fliche der Equol-Tiere um durchschnittlich 243 pm?

abnimmt, findet unter Genistein eine Reduktion um durchschnittlich 292 pm? statt.
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3.1.9 Der Verlauf der GroRe der Muskelfaserflache des M.
gastrocnemius der E2-Gruppe Uuber einen Zeitraum von 8
Wochen
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Abb. 14: Verlauf der GroBe der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius der E2-Gruppe
iiber acht Wochen v.: vibriert, n.v.: nicht vibriert

* p< 0,05 vs. 2 Wochen

Im Ganzen findet auch hier eine Reduktion der Muskelfaserfldche iiber die acht Wochen
statt. In der dritten Woche findet sich eine leichte, nicht signifikante Vergroflerung der
Muskelfaserfldche, die jedoch in der achten Woche in beiden Gruppen, vibriert und nicht-
vibriert, im Vergleich zur zweiten Woche signifikant abfillt. Die Muskelfldche der

vibrierten Tiere ist gegeniiber den nicht-vibrierten Tieren kaum erhoht.
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3.1.10 Der Verlauf der Grofe der Muskelfaserflache des M.
gastrocnemius der DHT-Gruppe uber einen Zeitraum von 8

Wochen
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Abb. 15: Verlauf der GroBe der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius der E2-Gruppe
iiber acht Wochen v.: vibriert, n.v.: nicht vibriert

* p< 0,05 vs. 2 Wochen

Eine Abnahme der Muskelfaserfliche ist auch hier zu beobachten. Der grofite
Muskelverlust betrdagt 364 um? und findet zwischen der zweiten und dritten Woche statt;
er ist im Vergleich zur zweiten Woche signifikant. Nachfolgend stabilisieren sich die
Werte in der achten Woche mit einem nur geringen Verlust mit max. 84 pm? im Vergleich
zur dritten Woche bei den vibrierten Tieren. Im Vergleich zur 2. Woche sind die Werte

der vibrierten wie auch der nicht vibrierten Gruppen der achten Woche signifikant kleiner.
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3.2 Prostata

Das HE-gefirbte Prostata-Priaparat wurde mittig eingestellt und mit einer Vergroflerung
von 12,5x ausgemessen. Hierzu wurde die Breite des Epithels der Ductuli im
Ubersichtsfeld an verschiedenen Stellen ausgemessen. Pro Priparat wurden 20

Messungen vorgenommen.

3.2.1 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach zwei

Wochen Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata
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Abb.16: Auswirkung von DHT, E2, Genistein und Equol auf die Epitheliumdicke der
Prostata zwei Wochen nach Futterumstellung.

* p<0,05 vs. sf Ko

Im Vergleich zur sojafreien Kontrollgruppe verbreiterte sich die Epitheliumdicke von
DHT signifikant um 6,38 pum bzw. um 28 %. Die Werte von Genistein dagegen sanken
signifikant auf 11,02 um, was einem Unterschied zur Kontrollgruppe von 1,76 pum oder
14 % entspricht. Equol nahm ebenfalls signifikant zur Kontrollgruppe ab. Der Wert von
E2 énderte sich nicht signifikant zur Kontrollgruppe.
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3.2.2 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach drei

Wochen Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata
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Abb. 17: Auswirkung von DHT, E2, Genistein und Equol auf die Epitheliumdicke der
Prostata drei Wochen nach Futterumstellung.

* p< 0,05 vs. Kontrollgruppe

Drei Wochen nach Futterumstellung sinken die Werte der Kontrollgruppe um 0,9 pm im
Vergleich zur Woche zwei (Abb:16) nach Futterumstellung ab. Bezogen auf die
Kontrollgruppe steigt der DHT-Wert signifikant auf 15,38 um, was eine Verbreiterung
des Prostata Epithels um 30 % bedeutet. Der Wert von Equol steigt im Vergleich zur
Kontrollgruppe ebenfalls signifikant um 48 % auf 17,51 um. Mit den Werten von

Genistein und E2 lag kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe vor.
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3.2.3 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach acht
Wochen Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata,

In Schnittmitte gemessen

In der 6.Woche nach der Futterumstellung wurden die Tiere in zwei Gruppen aufgeteilt.
Die erste Gruppe erhielt keine Vibrationstherapie, die zweite erhielt fiir 10 Tage tiglich

eine Vibrationstherapie.
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Abb. 18: Effekt der Vibrationstherapie auf die Epitheliumdicke der Prostata 8 Wochen
nach orx und Futterumstellung, in Schnittmitte gemessen

* p<0,05: vs. Ko,sf; v.: vibriert; n.v.: nicht vibriert

Die Werte der Kontrollgruppe der nicht-vibrierten Tiere sind zu den Werten der dritten
Woche in Abb. 17 unverdndert geblieben. Genistein und E2 haben in der nicht-vibrierten
Tiergruppe an Epitheliumdicke etwas zugenommen, was aber nicht signifikant ist. Equol
fallt um 5,3 um ab, ebenso der DHT-Wert, der um 4,61 absinkt. Die sojafreie
Kontrollgruppe der vibrierten Tiere, sowie die Genistein- und die E2-Gruppe haben sich,
im Vergleich zu Abb. 17 der dritten Woche leicht, jedoch nicht signifikant, erhéht. Die
Werte von Equol und DHT dagegen sind stark gefallen, um 5,8 um bei Equol und 4,4 um
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bei DHT. Generell sind die Werte unabhiingig von der Vibrationstherapie leicht gestiegen,
auller bei den Werten von Equol und DHT, die stark abgefallen sind. Der Wert der nicht-
vibrierten Kontrollgruppe ist etwas niedriger als der der vibrierten Kontrollgruppe (1,43
um). Beide DHT-Werte sind signifikant niedriger als die Kontrollgruppen und auch Equol

ist signifikant verringert.

3.2.4 Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach acht
Wochen Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata,

am Schnittrand gemessen
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Abb.19: Effekt der Vibrationstherapie auf die Epitheliumdicke der Prostata 8 Wochen
nach orx und Futterumstellung, am Schnittrand gemessen

p<0,05: vs. Ko; v.: vibriert; n.v.: nicht vibriert

Die Werte von DHT (vibriert und nicht-vibriert) sind im Vergleich zu den in der Mitte des
Praparates gemessenen Werten in Abb. 17 stark erhoht. So findet sich eine Steigerung der
Werte der vibrierten DHT-Tiere um 46 %, der nicht-vibrierten Tiere um 44 %. Im
Vergleich zu der Kontrollgruppe stieg die Epitheliumdicke der vibrierten DHT-Tiere um
56 % an, der Anstieg der nicht-vibrierten DHT-Tiere betrug 48 %. In den iibrigen
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Gruppen konnte keine Anderung der Werte in Bezug auf das ausgewertete Areal des

Priparats festgestellt werden.

3.2.5 Der Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der sojafreien

Kontrollgruppe Gber acht Wochen
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Abb. 20: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der sojafreien Kontrollgruppe iiber den
Zeitraum von acht Wochen

* p< 0,05 vs. 2 Wochen

Im Verlauf der Kontrollgruppe nimmt die Epitheliumdicke von 2 Wochen, {iber 3 Wochen
und bis 8 Wochen nicht-vibriert langsam ab. Wobei die Abnahme zwischen der zweiten
Woche und der dritten Woche mit 0.9 um groBer ist, als die Abnahme zwischen der
dritten Woche und der achten Woche der nicht-vibrierten Tiere, die 0,08 pm betrug. Beide
Werte sind signifikant zur zweiten Woche verringert. Bei den vibrierten Tieren konnte ein
Zuwachs der Epitheliumdicke beobachtet werden, im Vergleich zu den Werten der

zweiten Woche um 0,45 pm.
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3.2.6 Der Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der Genistein-

Gruppe Uber acht Wochen
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Abb. 21: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der Genistein-Gruppe iiber den
Zeitraum von acht Wochen

* p< 0,05 vs. 2 Wochen

Die Epitheliumdicke der mit Genistein gefiitterten Tiere nimmt {iber den Zeitraum von
acht Wochen signifikant zu. Zwischen der zweiten und dritten Woche um 0,72 um, was
einem durchschnittlichen tdglichen Zuwachs von 0,10 pm entspricht. Zwischen der dritten
Woche und der achten Woche findet vibriert eine Zunahme um 2,54 pm statt, was einem
Zuwachs von 0,06 pm pro Tag entspricht. Der tdgliche Zuwachs ist anfénglich also grofler
und schwiécht sich auf die achte Woche hin ab. Der Wert der vibrierten Tiere

unterscheidet sich nicht von den nicht-vibrierten.
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3.2.7 Der Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der Equol-
Gruppe Uber acht Wochen
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Abb. 22: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der Equol-Gruppe iiber den Zeitraum
von acht Wochen

* p<0,05 vs. 2 Wochen

In der dritten Woche findet ein signifikanter Anstieg des Equol-Wertes um 5,7 pum zur
zweiten Woche statt. Dieser fallt in der achten Woche wieder auf das urspriingliche
Niveau, auf 11,71 um in der vibrierten Gruppe und auf 12,19 um in der nicht-vibrierten
Gruppe ab. Die Werte der achten Woche, vibriert und nicht-vibriert, sind nicht signifikant

erhoht gegeniiber der zweiten Woche.
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3.2.8 Der Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der E2-
Gruppe Uber acht Wochen
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Abb. 23: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der E2-Gruppe iiber den Zeitraum von
acht Wochen
* p<0,05 vs. 2 Wochen

Im Vergleich zur zweiten Woche nimmt die Epitheliumdicke in der dritten Woche
signifikant um 1,91 um auf 11,13 um ab. In der achten Woche steigt dann der Wert
wieder an; in der vibrierten Gruppe auf 14,20 um und in der nicht-vibrierten Gruppe auf
13,12 pm. In der nicht-vibrierten Gruppe bleibt der Wert in Bezug auf die zweite Woche

also gleich, wihrend in der vibrierten Gruppe ein leichter Anstieg festzustellen ist.
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3.2.9 Der Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der DHT-
Gruppe Uber acht Wochen
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Abb. 24: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der DHT-Gruppe iiber den Zeitraum
von acht Wochen

* p<0,05 vs. 2 Wochen

Die Epitheliumdicke nimmt in der dritten Woche im Vergleich zur zweiten Woche nicht
signifikant ab. In der achten Woche steigen beide Werte, vibriert und nicht-vibriert,
signifikant auf 23,70 pm, bzw. 24,74 um an. Zwischen den vibrierten Tieren und den
nicht-vibrierten Tieren zeigt sich kaum ein Unterschied, mit 1,04 pum ist die vibrierte
Gruppe etwas kleiner als die nicht-vibrierte. Acht Wochen nach Futterumstellung
vergroflerte sich die Epitheliumdicke der Prostata in der Gruppe der nicht-vibrierten Tiere

um 51%.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Tiermodells an orchidektomierten Ratten
die Wirkung der Sexualhormone DHT und E2, sowie der Phytodstrogene Genistein und
Equol am muskuloskelettalen-System und der Prostata untersucht. Als Messparameter
diente beim Muskelfaszikel die Verdnderung der Grofe im Muskelquerschnitt; bei der
Prostata die Zellproliferation des Epithels der Ductuli und somit die Epitheliumdicke.
Dariiber hinaus soll zusétzlich der Effekt von korperlicher Betétigung auf die Muskulatur
demonstriert werden. Hierzu wurde die Methode der Vibrationstherapie gewahlt.

Das Modell der orchidektomierten Ratte wihlten wir, um die Vergleichbarkeit der
zugegebenen Substanzen durch die Ausschaltung der korpereigenen Hormone zu
gewihrleisten. Dariiber hinaus diente es zur Darstellung der Verdnderungen, die durch
den Hormonmangel bei dlteren Ménnern entstehen konnen. Aufgrund dieser Vorteile
wihlten wir diesen Versuchsansatz.

Als Prophylaxe vor Sarkopenie und Osteoporose wird beim Menschen regelmifige
Bewegung empfohlen. Ist dies nicht ausreichend, werden andere bzw. zusitzliche
therapeutische MaBBnahmen, wie eine Hormonersatztherapie, eingeleitet. Diese Abstufung
wurde in unserem Versuch berticksichtigt und daher wurden zwischen der Orchidektomie
und der Futterumstellung alle Versuchstiere vier Wochen lang téglich auf eine
Vibrationsplatte gestellt. AnschlieBend wurden die orchidektomierten Tiere in fiinf
Gruppen eingeteilt. Je nach Futterzusatz in eine DHT-, E2-, Equol- und Genistein-Gruppe
sowie in eine sojafreie Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe erhielt keinen Futterzusatz,
um die Entwicklung der Muskulatur und der Prostata ohne hormonellen Einfluss mit den

jeweils anderen Futterzusitzen vergleichen zu konnen.

Ein Teil des korpereigenen T wird durch das Enzym Aromatase in E2 umgewandelt
(Marts et al. 1987; Marks und Petrow 1983; Ellem und Risbridger 2006). E2 hat, wie auch
T, einen anabolen Effekt auf die Skelettmuskulatur und wirkt u.a. stimulierend auf die
Vorldaufer der Muskelzellen, die Satellitenzellen (Dieli-Conwright et al. 2009). Wir
verabreichten den Versuchstieren, um die reine T-Wirkung auf die Muskulatur zu zeigen
und den E2-Effekt auszuschlieBen, statt T DHT, da dieses nicht weiter aromatisiert
werden kann.

Das durch die Orchidektomie entstandene Hormondefizit verursacht eine katabole

Stoffwechsellage, die sich u.a. durch eine verminderte Himoglobin-Konzentration und
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vermehrten Knochen- und Muskelabbau bemerkbar macht (Hochreiter et al. 2005; Lenk
2005).

Unter Gabe von T konnen die Symptome des Testosteronmangels vollstindig
ausgeglichen werden. Der Effekt von T auf das Wachstum und die Kraft des
Skelettmuskels korreliert dabei linear mit der applizierten Dosis (Herbst und Bhasin
2004).

In einer Studie mit orchidektomierten Ratten iiberpriiften Borst et al. die Wirkung von T
auf die Muskulatur, die Knochen und die Prostata (Borst et al. 2007). Hierzu wurden 344
minnliche Ratten orchidektomiert und iiber 56 Tage mit einer supraphysiologischen Dosis
von 1 mg T pro Tag subkutan behandelt. Das entspricht einem Aquivalent von 1200 mg T
pro Woche fiir eine 70 kg schwere Person. Die gebrduchlichen Hormonersatzdosen
variieren zwischen 35-100 mg pro Woche. Ein Teil der Tiere bekam zusétzlich einen Sa-
Reduktase-Hemmer (MK-439), der die Umwandlung von T in DHT verhindern sollte.
DHT gilt in der Prostata als vorherrschender Androgen-vermittelnder Faktor und kann
eine Prostatahyperplasie auslosen. Sa-Reduktase wird hauptsdchlich in der Prostata
exprimiert, weniger hdufig in der Samenblase, sowie in den Haarfollikeln. Keine
Expression findet dagegen in der Skelettmuskulatur und den Knochen statt. Die
Arbeitshypothese von Borst et al. war, dass ein Sa-Reduktase-Inhibitor die T-induzierte
ProstatavergdBerung verhindern konnte, ohne die anabole Wirkung auf Muskel und
Knochen zu schmilern. Die Wirkung auf die Muskulatur wurde durch den Versuch
bestétigt. Die Muskelkraft verstirkte sich und wurde durch den Sa-Reduktase-Hemmer
nicht beeintrachtigt, ebenso die Muskelfaserzusammensetzung entsprach den Wirkungen
von T. Die Muskelkraft wurde an den Vorderbeinen der Tiere gemessen. Dabei griffen die
Tiere auf ein Messgerit und hielten sich daran fest. Die Muskelfaserzusammensetzung der
Typen I und II wurde histologisch bestimmt. Durch Zugabe des Sa-Reduktase-Hemmers
fand keine wesentliche VergroBBerung der Prostata statt, die alleinige Gabe von T jedoch
ging mit einer 12-fachen VergroBerung der Prostata einher. Durch die Zugabe des 5So-
Reduktase-Hemmers konnte also eine Organselektivitit hergestellt werden und die
anabole Wirkung von T auf die Muskulatur nachgewiesen werden, wéahrend der Effekt auf
die Prostata gering war. Die alleinige Zugabe von T zeigte eine ubiquitdre Wirkung; einen
anabolen Effekt auf die Muskulatur, wie auch eine massive Vergrof3erung der Prostata.

In der vorliegenden Arbeit wurden die orchidektomierten Ratten mit durchschnittlich

21,2mg DHT pro Tag als Futterzusatz behandelt und zeigten nach acht Wochen im

46



Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere Reduktion der Muskelfaszikelfliche um 132
um?, also um 7,7 %. Am Ende des substituierten Zeitraums verlor die DHT-Gruppe im
Vergleich zu allen iibrigen Gruppen am wenigsten Faszikelfliche und diese war damit
also am groflten aller substituierten Tiere. Durch die DHT-Therapie konnte der
Muskelsubstanzverlust vermindert werden, eine anabole Wirkung auf die
Muskelfaszikelfliche blieb jedoch aus. Dies konnte allerdings auch an der angewandten
Messmethode liegen, die, im Gegensatz zur Methodik von Borst et al. ausschlieBlich
morphologisch die Fliche der Muskelfaszikel bestimmt und nicht auf die
Muskelzusammensetzung und die Muskelkraft eingeht. Borst et al. untersuchten auch die
Muskelmasse, die sich bei den orchidektomierten Tieren weder unter Zugabe von DHT
noch ohne DHT unterschied. Die VergroBerung der Prostata unter alleiniger Zugabe von
T, die Borst in seinem Versuch beschreibt, konnen wir ebenfalls bestitigen. Die
Epitheliumdicke der Prostata acht Wochen nach Futterumstellung vergréBerte sich in

diesem Versuch um 51%.

Die beiden Ostrogenrezeptoren ERa und ERP konnten in der Skelettmuskulatur von
Frauen, wie auch in der von Minnern, nachgewiesen werden (Lemoine et al. 2003; Wiik
et al. 2009). Die Wirkung von Ostrogenen in der Muskulatur ist nicht vollstindig geklirt;
ERa hat eine proliferative Funktion, wihrend ERp eine modulierende Wirkung hat und
die Aktivitit von ERa unterdriicken kann (Glenmark et al. 2004; Pettersson et al. 2000;
Weihua et al. 2000). Dieli-Conwright et al. konnten auf zelluldrer Ebene zeigen, dass E2
den Muskelzellstoffwechsel durch Einbau von Glukosetransportern anregt und zur
Differenzierung der Satellitenzellen beitrdgt (Dieli-Conwright et al. 2009). Dariiber hinaus
scheint es einen Zusammenhang von Ostrogenen und Bewegung zu geben. Wiik et al.
konnten nachweisen, dass die Expression von mRNA beider Ostrogenrezeptoren bei
Ausdauer-trainierten Personen hoher war, als bei untrainierten, was den Schluss zulasst,
dass die Ostrogenrezeptoren durch korperliche Aktivitit reguliert werden (Wiik et al.
2005). Die Auswirkung korperlichen Trainings auf die Muskulatur nach Gabe von
Ostrogenen untersuchten auch Enns et al. (Enns et al. 2008). Dazu wurde
ovariektomierten Ratten Ostrogen gegeben und die Tiere wurden auf ein Laufband
gesetzt. Die Auswertung der Muskulatur ergab eine direkte Ostrogenrezeptor-vermittelte
Steigerung der Anzahl der Muskelvorlduferzellen, den Satellitenzellen. Durch diese
Aktivierung kann Ostrogen direkt in den Muskelstoffwechsel eingreifen und anabol

wirken. Diese neuen FErkenntnisse und Wirkungsweisen bilden die Grundlage der
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Untersuchung von Ostrogenen und Phytodstrogenen im Hinblick auf die Behandlung der
Sarkopenie und moglicher Nebenwirkungen an der Prostata in der vorliegenden Arbeit.
Tiidus et al. (2005) konnten zeigen, dass sich die Anzahl von Satellitenzellen in der
Skelettmuskulatur bei ménnlichen, nicht-orchidektomierten Ratten nach korperlichem
Training und der zusitzlichen Gabe von Ostrogenen vergroBerte. Hierzu wurden die Tiere
in zwei Gruppen unterteilt (E2/nicht-E2), die wiederum zur Halfte mithilfe eines
Laufrades korperlich aktiv waren. Drei Tage spiter wurden Muskelproben entnommen
und mithilfe von Satellitenzell-spezifischen PAX-7-Antikérpern die Satellitenzellzahl
bestimmt. PAX-7-Antikorper detektieren ein Satellitenzell-spezifisches Gen, welches in
aktiviertem, wie auch in nicht-aktiviertem Zustand erkannt werden kann. Die detektierten
Zellen waren unter E2- Gabe und Laufband-Training signifikant erhoht verglichen zur E2-
freien- und der nicht-trainierten Gruppe. Dies deutet auf einen Einfluss von Ostrogenen
auf den Muskelstoffwechsel hin, der sich unter korperlicher Aktivitdt verstdrkt. Der
genaue Mechanismus liegt jedoch im Dunkeln, diskutiert wird unter anderem, dass
Ostrogen indirekt iiber die Aktivierung von Makrophagen die Satellitenzellanzahl
erhohen kann (Tiidus et al. 2005).

In unserem Versuchsansatz wurde im Gegensatz zur Arbeit von Tiidus et al. die Wirkung
von E2 nicht auf molekularer Ebene dargestellt, sondern anhand der Faszikeldicke der
quer geschnittenen Muskulatur morphologisch gemessen.

Es findet in der E2-Gruppe ein Muskelfaserflichenverlust iiber acht Wochen statt, der
signifikant ist zum Ausgangswert zwei Wochen nach Futterumstellung, wie auch zur
Kontrollgruppe. Der gesamte Faszikelflichenverlust der nicht-vibrierten E2-Gruppe iiber
den Zeitraum von acht Wochen war mit 305 pm? kleiner als der Verlust der
Kontrollgruppe mit 365 um?. Beide, Kontrollgruppe wie auch nicht-vibrierte E2-Gruppe,
zeigen acht Wochen nach Futterumstellung eine signifikante Reduktion der
Muskelfaserfliche. Ebenso signifikant ist der Muskelfaserflichenverlust der vibrierten
E2-Tiere acht Wochen nach Futterumstellung. Zwischen der vibrierten und der nicht-
vibrierten E2-Gruppe ldsst sich nach acht Wochen kaum ein Unterschied messen. Die
Muskelfaserfliche der vibrierten Tiere ist um 47 um? nicht signifikant groBer gemessen
worden, als die Muskelfaserflache der nicht-vibrierten.

Die Genistein-Tiere, wie auch die Equol-Gruppe, haben konstant an Faszikelfldche
verloren: zu Beginn der Futterumstellung, in der zweiten und dritten Woche leicht mehr
als die sojafreie Kontrollgruppe; in der achten Woche flacht die Abnahme leicht ab und

die Faszikelflache ist etwas groBer als die der Kontrollgruppe. Die verminderte Abnahme
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der Faszikelfliche konnte auf die partielle ERa-Wirkung zuriickzufiihren sein, die
proliferativ und stimulierend auf die Muskulatur wirkt (Dieli-Conwright et al. 2009). Der
Muskelmassenverlust konnte aber durch die Gabe von Ostrogenen und Phytodstrogenen
nicht verhindert werden. Der Verlust der E2-Tiere ist jedoch grofer, als der der
Phytoostrogen-Gruppen. Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten, denn die Affinitdt von E2
an den Ostrogenrezeptoren ERa und ERP ist gleich, ebenso wie die Expression beider
Ostrogenrezeptoren in der Skelettmuskulatur gleich ist (Wiik et al. 2009). Im Gegensatz
dazu binden PhytoOstrogene iiberwiegend an ERPB und iiben nur eine eingeschriankte
Gewebeprolifertion iiber die Aktivierung von ERa aus. Eine Erklarung hierfiir konnte in
der Dosierung der substituierten Substanzen liegen. Die Tiere bekamen durchschnittlich
20,7 mg Genistein und 8,2 mg Equol pro Tag. Im Gegenzug dazu wurde eine 48-fach
geringere durchschnittliche Dosis an E2, ndmlich 0,17 mg pro Tag, den Tieren verfiittert,
sodass die zu erwartende Wirkung, ndmlich eine verminderte Reduktion der Muskelmasse
durch eine zu geringe Dosierung, ausgeblieben sein konnte. Die Affinitdt von Genistein
an ERa ist zwar geringer als die von E2, dennoch konnte es durch die erhohte Dosierung

zu einer verminderten Abnahme der Muskulatur gekommen sein (Kuiper et al. 1998).

Sarkopenie ist ein altersabhingiger Muskelverlust (Evans 2010), verursacht durch eine
Protein-Dysbalance, wobei weniger Proteine synthetisiert als abgebaut werden. Dies fiihrt
zu einem Verlust an Muskelmasse und -kraft was wiederum mit einer erhohten Mortalitit
verbunden ist (Newman et al. 2006). Dariiber hinaus kommt es zu einer eingeschriankten
Mobilitit und Funktion der Muskeln wie auch zu einer deutlich erhohten
Muskelermiidung.

Der Abbau der Skelettmuskulatur beginnt recht friih; zwischen dem 20. und 80.
Lebensjahr werden 40 % der Muskeln abgebaut, mit einer deutlichen Steigerung nach
dem 60. Lebensjahr (Adamo und Farrar 2006).

Neben dem Abbau der Muskulatur findet auch ein Umbau dieser statt. Das Verhéltnis von
schnellen Muskelfasern (Typ II) zu langsamen Muskelfasern (Typ I) verlagert sich
zugunsten der langsamen Muskelfasern (Lang et al. 2009). Diese sind hauptséichlich fiir
Haltefunktionen zustdndig. Die schnellen Muskelfasern degenerieren durch den
hormonellen Mangel oder werden {iiberwiegend in die langsamen Typ-I-Fasern
umgewandelt. Ebenso finden neurodegenerative Abbau- und Umbauprozesse statt.

Hierbei verringert sich die Anzahl der a-Motoneurone, sodass bestehende Motoneurone
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eine groBere Anzahl an Muskelfasern mitinnervieren miissen (Silbernagel und Klinke
2003). Durch die Abnahme der Feinmotorik vergrobert sich das allgemeine
Bewegungsmuster (Adamo und Farrar 2006; Jones et al. 2009; Lang et al. 2009;
Silbernagel und Klinke 2003). Durch die Degeneration der schnellen Muskelfasern und
der Vergroberung des Bewegungsmusters durch Ab- und Umbau der Motoneurone
entstehen Probleme, wie beispielsweise beim Treppensteigen oder Aufstehen von einem
Stuhl.

Die Atiologie der Sarkopenie ist multifaktoriell und komplex. Neben der hormonellen
Dysbalance sind eine Proteinmangelerndhrung und Faktoren wie chronische
Entziindungen und Insulin-Resistenz fiir die Entstehung einer Sarkopenie
mitverantwortlich (Evans 2010). Ein wichtiger Aspekt ist auch die korperliche Aktivitit,
die sich im Alter zunehmend reduziert. Durch die mangelnde Aktivitédt verdndert sich die
Korperbeschaffenheit; die Muskulatur wird abgebaut, wédhrend Fett aufgebaut wird
(Evans 2010). Entsprechend hat regelmiBiges Muskeltraining einen positiven Effekt auf
die Muskelstérke, die Schnelligkeit und letztlich auch die Muskelmasse (Frontera et al.
1988). Neben diesen Resultaten verbessert sich durch den gesteigerten Fitnessgrad auch
das Korpergefiihl, die Korperbalance und die Gefahr von Stiirzen wird vermindert. Das
regelméBige korperliche Training ist allerdings hédufig mit einer geringen Compliance
verbunden (Russo et al. 2003; Verschueren et al. 2004). Eine alternative Moglichkeit,
Bewegung effektiv und attraktiv zu gestalten, ist die Ganzkorper-Vibrationstherapie.
Hierbei stellt sich der Patient in statischer Position auf eine Platte, die vibriert. Die
Frequenz und die Amplitude der Vibration kann variabel eingestellt werden und
ermoglicht so ein individuelles Training (Rauch 2009). Die Vibrationstherapie wurde von
den Probanden gut vertragen (Cardinale et al. 2008; Russo et al. 2003) und verbessert
langfristig die Korperbalance, reduziert das Korperfett und steigert die Muskelkraft sowie
die Knochendichte (Cochrane et al. 2008; Maddalozzo et al. 2008; Rauch 2009;
Verschueren et al. 2004).

Da Sarkopenie und Osteoporose nicht selten gemeinsam vorkommen, hat regelméfiges
Training auch auf die Knochendichte, hauptséchlich von Wirbelkdrpern und Hiifte, eine

positive Wirkung (Lang et al. 2009).

Gegen Ende des Versuchs wurden die Tiere in zwei Gruppen unterteilt, in denen sich alle
substituierten Futtergruppen und die Kontrollgruppe wiederfanden. Die eine Gruppe

wurde fiir 10 Tage vibriert, die andere nicht. In der vibrierten Kontrollgruppe konnte im
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Vergleich zur nicht-vibrierten Kontrollgruppe eine Zunahme der Muskelfaszikelfliche um
8,6 % festgestellt werden. Damit haben wir den positiven Effekt der Vibrationstherapie
auf die Muskulatur nachgewiesen. Innerhalb der substituierten Gruppen lieB sich
allerdings keine signifikante Anderung der Faszikelfliche feststellen. Die Kombination
von anabolen Steroiden und korperlichem Training fiir den Aufbau von Muskelmasse
wurde in anderen Studien nachgewiesen (Brower 2009). Der Grund dieser fehlenden
Anderung in der DHT-Gruppe in der vorliegenden Arbeit kann daran liegen, dass die
Dauer der Vibrationstherapie zu kurz war, um einen messbaren Effekt auf die
Muskelmasse aufzuzeigen. Es kann dennoch zu einer Auswirkung der Vibrationstherapie
gekommen sein, die jedoch mit der von uns verwendeten morphologischen
Faszikelmessung nicht nachweisbar ist. Cardinale et al. konnten nach einer
Vibrationstherapie-Einheit auf hormonaler Ebene eine kurzfristige Verdnderung messen,
die einen proliferativen Einfluss auf das Wachstum der Muskulatur hat (Cardinale et al.
2008). Der langfristige Effekt der Vibrationstherapie ist hauptséchlich die Starkung der
Muskelkraft, die in unserer morphologischen Muskelfaszikelmessung allerdings nicht

ermittelt wurde.

Das Hauptanliegen unserer Arbeit war es, die proliferative Wirkung der Sexualhormone
DHT und E2 sowie die der Phytoostrogene Genistein und Equol auf die Muskulatur und
die Prostata zu untersuchen. Die festgestellte proliferative Wirkung von DHT auf die
Muskulatur geht mit einer massiven Zunahme des Prostatavolumens einher, dies haben
wir in unserer Arbeit bestatigen konnen.

Die Prostata-protektiven Phytodstrogene haben dagegen kaum einen Effekt auf die
Muskulatur. In der Literatur ist die Auswirkung von Phytodstrogenen auf die
Skelettmuskulatur kaum beschrieben. In einem Versuch an Ferkeln untersuchten Mau et
al. die Wirkung von Genistein und Daidzein, dem Vorlaufer von Equol, in vitro an
Satellitenzellen und konnten feststellen, dass die beiden Isoflavone eine Wirkung auf die
Muskulatur haben (Mau et al. 2008). In supraphysiologischen Dosen iibermittelten
Isoflavone einen toxischen und einen Wachstums-hemmenden Effekt, in physiologischen
Dosen dagegen konnte eine verringerte Proteinabbaurate beobachtet werden. Die
Ergebnisse dieser Studie sind schwer mit unseren Ergebnissen zu vergleichen, da die
gewihlten Methoden sehr unterschiedlich sind.

E2 hat auf molekularer und hormoneller Ebene einen proliferativen Effekt auf die

Muskulatur (Dieli-Conwright et al. 2009; Enns et al. 2008; Tiidus et al. 2005; Wiik et al.
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2005); in der Prostata ist die Gefahr der Entziindung und das Risiko fiir die Entstehung
eines Karzinoms dagegen erhoht (Bonkhoff et al. 1999; Prins et al. 2001). Auf
morphologischer Ebene konnte keine signifikante Verdnderung der Muskelmasse, wie
auch der Epitheliumdicke der Prostata in unserem Versuch festgestellt werden.

Die Bedeutung der Bewegung fiir die Muskulatur bzw. die Sarkopenie ist bewiesen
(Cardinale et al. 2008; Cochrane et al. 2008; Maddalozzo et al. 2008; Russo et al. 2003).
In unserer Arbeit war die morphologische Messung der Muskelmasse nicht die richtige
Methode, um den kurzfristigen Effekt der Vibrationstherapie auf die Muskulatur
aufzuzeigen. Die Messung der Muskelstiarke durch, z.B. die zusétzliche Messung der
Greifstirke, wére sicherlich aussagekréftiger gewesen.

Die Bedeutung der Sarkopenie in einer immer &lter werdenden Gesellschaft nimmt
weiterhin zu und so sind weitere langfristige Studien iliber die Wirksamkeit und die
Sicherheit von Sexualhormonen und Phytodstrogenen als mogliche Therapeutika wichtig
und erforderlich. Interessant ist hierbei die Entwicklung von SARMs. Analog zu den
SERMs konnten sie in Zukunft eine selektive Androgenwirkung hervorrufen und die
Vorteile, wie beispielsweise die anabole Wirkung auf die Muskulatur, ausschépfen ohne
die negativen Nebenwirkungen, wie eine massive Prostatavergroferung, auftreten zu
lassen.

Kiirzlich veroffentlichte Studien konnten zeigen, dass das Prinzip der selektiven
Androgenrezeptor-Modulatoren an Ratten mdglich ist und die gewiinschten Ergebnisse
bringen kann (Gao et al. 2005; Mohler et al. 2009).

Derzeit befindet sich die Entwicklung der SARMs noch in der Uberpriifung des
Therapiekonzeptes. Die priklinischen Daten sind vielversprechend, miissen aber noch in
weiteren klinischen Studien iiberpriift werden (Bhasin und Jasuja 2009; Mohler et al.

2009).
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5 Zusammenfassung

In einer immer &lter werdenden Gesellschaft werden sich auch die Anzahl alterbedingter
Krankheiten und deren Folgen erheblich erhdhen. Durch den schleichenden Abfall von T
beim Mann kann es zu einem Androgenmangel und mit begleitenden Symptomen zu
einem ,,late-onset hypogonadism*“ (LOH) kommen (Hochreiter et al. 2005; Zitzmann
2008). Dieser zeichnet sich durch verschiedene, individuell unterschiedlich ausgeprigte
Symptome aus. So kann es unter anderem zu einer verdnderten Korperbeschaffenheit mit
Abnahme von Muskelmasse (Sarkopenie) und Osteoporose, sowie benignen und malignen
Veranderungen der Prostata kommen (Hochreiter et al. 2005).

Die Sarkopenie ist ein altersabhéngiger Muskelverlust, der durch einen vermehrten Abbau
von Proteinen verursacht wird (Evans 2010) und nicht nur mit einem
Muskelsubstanzverlust einhergeht, sondern auch den Verlust von Muskelkraft beinhaltet
(Newman et al. 2006). Daneben findet auch ein Umbau der Muskulatur statt. Das
Verhiltnis von langsamen Muskelfasern (Typ I) zu schnellen Muskelfasern (Typ II)
verlagert sich zugunsten der langsamen, die hauptsichlich fiir Haltefunktionen zusténdig
sind. Dariliberhinaus vergrobert sich das Bewegungsmuster zusétzlich durch
neurodegenerative Abbau- und Umbauprozesse (Lang et al. 2009). Die Atiologie der
Sarkopenie ist multifaktoriell und komplex. Ein wichtiger Aspekt in der Privention und
Therapie dieser ist korperliches Training. Ist dies nicht ausreichend zur Therapie, so
konnen zusitzliche therapeutische MaBBnahmen wie eine Hormonersatztherapie eingeleitet
werden. Anabol wirkende Hormone wie T und DHT konnen den Muskelsubstanzverlust
verhindern, aber gleichzeitig, da sie ubiquitdr wirken, schwere Nebenwirkungen haben.
Hormonsensible Organe wie die Prostata konnen durch eine Hormonersatztherapie
hypertrophieren oder entziindliche Reaktionen zeigen, bis hin zur Ausbildung eines
Karzinoms.

Anhand eines Tiermodells an orchidektomierten Ratten wurden die Sexualhormone DHT
und E2, sowie die Phytoostrogene Genistein und Equol in ihre Wirkung auf die
Skelettmuskulatur und die Prostata untersucht. Die Muskelfaszikel, ebenso wie die
Epitheliumdicke der Prostata wurden histologisch-morphologisch ausgewertet. Die
Auswirkung der Bewegungstherapie auf die Muskulatur wurde bei einem Teil der Tiere
durch eine Ganzkorper-Vibrationsplatte realisiert.

Die Ergebnisse besagen, dass unter Zugabe von DHT die Muskulatur proliferiert, aber

ebenso die GroBe der Prostata erheblich zunimmt. Auf morphologischer Ebene hat E2
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keinen Einfluss auf die Muskelmasse sowie die Epitheliumdicke der Prostata, auf
molekularer Ebene konnten andere Studien aber einen proliferativen Effekt auf die
Muskulatur feststellen (Dieli-Conwright et al. 2009). Auch in der Gruppe der Prostata-
protektiven Phytodstrogene konnte auf morphologischer Ebene kaum ein Effekt auf die
Muskulatur nachgewiesen werden. Die Bedeutung der Bewegung fiir die Muskulatur ist in
vielen Studien nachgewiesen (Cardinale et al. 2008; Cochrane et al. 2008; Maddalozzo et
al. 2008). Die Muskelmasse énderte sich in unserem Versuch nicht, was jedoch an der
Methodik gelegen haben konnte, da die Muskelkraft nicht erfasst wurde.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Sexualhormone einen proliferativen Einfluss auf
den Stoffwechsel der Muskulatur haben, allerdings besteht auch ein hohes Risiko fiir
Nebenwirkungen, da die Hormone ubiquitir im Korper vorkommen und in vielen
verschiedenen Organsystemen wirken. Die Entscheidung fiir eine Hormonersatztherapie
zur Behandlung einer Sarkopenie sollte daher in Hinblick auf mdgliche Nebenwirkungen
genau abgewogen werden. Weitere langfristige Studien iiber die Sicherheit und Dosierung
der Hormonersatztherapie sind hierzu sicherlich nétig. Eine interessante Entwicklung auf
diesem Gebiet ist, analog zu den SERMs, die Entdeckung der SARMs. Durch sie kann die
anabole Wirkung der Androgene selektiv ausgeschopft werden, ohne dass
Nebenwirkungen wie beispielsweise eine Hypertrophie der Prostata auftreten. Dieses
vielversprechende Therapiekonzept befindet sich gerade noch in der priklinischen Phase

und wird in weiteren Studien iiberpriift.
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6 Anhang

6.1 Histologische Abbildungen

Abb. 25: Prostata, 12,5x VergroBBerung, DHT-substituiert, in Praparatmitte gemessen

55



Abb. 26: Prostata, 12,5x Vergroflerung, dasselbe Praparat wie in Abb. 25, am dufleren

Rand des Priparates gemessen
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6.2 Standardprotokoll der Hamatoxylin- und Eosinfarbung

—

. Xylol

. Xylol

. Xylol

. 100 % Alkohol (ETOH)
. 100 % ETOH

. 100 % ETOH

.96 % ETOH

.96 % ETOH

.75 % ETOH

10. Aqua bidest.

O 0 3 N »n b~ W DN

11. Himatoxylin

12. Wissern unter lauwarmen,
flieBenden Wasser

13. Aqua bidest.

14. Eosin

15.75 % ETOH

16. 96 % ETOH

17.96 % ETOH

18. 100% ETOH

19. 100 % ETOH

20. 100 % ETOH

21. Xylol

22. Xylol

23. Xylol

24. Eindecken der Schnitte mit DePex.
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10 Minuten

10 Minuten

10 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

zwischen 30 -50Sekunden, je
nach Férbeintensitit und Alter der Losung

10 Minuten

15 x eintauchen

zwischen 1,5 und 2 Minuten, je
nach Farbeintensitit und Alter der Losung
30 Sekunden

30 Sekunden

30 Sekunden

1 Minute

1 Minute

1 Minute

5 Minuten

5 Minuten

5 Minuten



6.3 LOsungen

Hamatoxylin

Eosin

Xylol
Alkohole

Aqua bidest
DePex

von Mayers Hamalaunlosung fur die Mikroskopie, Merck KgaA
Verdinnung 1:2 mit Aqua bidest
Eosin G, Merck KGgA
eHerstellung der Stocklésung von 1% Eosin (1g/100ml 80% ETOH):
1g Eosin
80 ml 96% ETOH
20 ml Agqua bidest
eHerstellung der Arbeitslosung:
Verdinnung mit Aqua bidest auf 1:5 oder 1:6
jtbaker, Mallinckrodt Baker, Griesheim, Bestell-Nr.: 8118
75% ETOH vergallt und abgefullt durch das UKG
96% ETOH vergallt und abgefillt durch das UKG
100% ETOH vergallt und abgefillt durch das UKG
abgefullt durch das UKG
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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6.4 Gebrauchsguter

Automatische
Gewebeinfiltration
Einbettautomat
Objekttrager

Rotationsmikrotom

Mikrotomklingen

Paraffinstreckbad

Trockenschrank

Farbetroge

Deckglaser

Lichtmikroskop

Kamera

Digitale Bildanalyse
und digitale
Bildmanagement-
Software

Software

Strukturformel Software

Leica TP 1020, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Leica EG 1140 H, Leica Mikrosysteme

Vertrieb GmbH, Wetzlar

SuperFrost® Plus 26x76x1mm, Fa. Menzel-Glaser
GmbH & Co KG, Braunschweig, Bestell-Nr.: J1I800AMNZ
RM 2135, Fa. Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Mikrotomeinwegklingen Feather, Safety Razor Co.Ltd.
Osaka, Japan Typ S 35 "High Profile" bezogen Uber pfm-
Produkte fur die

Medizin AG, KoélIn, Bestell-Nr.: 2.075.00.010
Paraffinstreckbad 400 Watt, MEDAX GmbH & Co KG,
Rendsburg, Bestell-Nr.: 25900

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Typ Hellendah 57x57x90mm, bezogen uber Schutt
Labortechnik, Gottingen, Bestell-Nr.: 9.161350

Farbetrog 80x100x70mm, bezogen Uber Schitt Labortechnik,

Gottingen, Bestell-Nr.: 9.161340

Fa. Menzel-Glaser GmbH & Co KG, Braunschweig
Deckglaser 24x40mm, Bestell-Nr.: BB024040A1

Zeiss Axiophot® Fotomikroskop, Fa. Zeiss, Carl Zeiss AG,
Oberkochen

ColorView, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Munster

analySIS®, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging

Solutions, Munster

GraphPad Prism 4® Software, Fa. GraphPad Software,
Inc. San Diego, USA
Advanced Chemistry Development Software,
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ACD/ChemSketch, Product Version 12.01

6.5 Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

6.5.1 Abbildungen

Abb.1: Strukturformeln von Testosteron und Ostradiol

Abb.2: Strukturformeln von Equol und Genistein

Abb.3: Versuchsverlauf Ansicht

Abb.4: Muskel, HE-Farbung, 20fach, methodisches Vorgehen der Faszikelflichen

Auswertung durch Umfahrung der einzelnen Muskelfaszikel

Abb.5: Prostata, HE-Féarbung,12,5fach, Messung der Breite des Epithels der

verschiedenen Ductuli

Abb.6: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol zwei Wochen

nach Futterumstellung auf die Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius

Abb.7: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol drei Wochen

nach Futterumstellung auf die Muskelfaserfldche des M. gastrocnemius

Abb. 8: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach 8 Wochen

Futterumstellung auf die Faserflache des M. gastrocnemius, nicht vibriert

Abb.9: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach 8 Wochen

Futterumstellung auf die Faszikelfliche des M. gastrocnemius, mit Vibrationstherapie

Abb.10: Der Effekt von Vibrationstherapie vs. Nicht-Vibrationstherapie

acht Wochen nach Futterumstellung auf die Faszikelflache des M. gastrocnemius
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Abb.11: Der Verlauf der GroB3e der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius

der sojafreien Kontrollgruppe iiber einen Zeitraum von 8 Wochen

Abb.12: Der Verlauf der GroB3e der Muskelfaserfliche des M. gastrocnemius

der Genistein-Gruppe liber einen Zeitraum von 8 Wochen

Abb. 13: Der Verlauf der Grof3e der Muskelfaserflache des M. gastrocnemius

der Equol-Gruppe iiber einen Zeitraum von 8 Wochen

Abb. 14: Der Verlauf der GroB3e der Muskelfaserflache des M. gastrocnemius

der E2-Gruppe iiber einen Zeitraum von 8 Wochen

Abb. 15: Der Verlauf der GroB3e der Muskelfaserflache des M. gastrocnemius

der DHT-Gruppe iiber einen Zeitraum von 8 Wochen

Abb.16: Der Effekt von DHT, E2, Genistein, und Equol nach zwei Wochen

Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata

Abb. 17: Der Effekt von DHT, E2, Genistein, und Equol nach drei Wochen

Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata

Abb. 18: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach acht Wochen

Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata, in Schnittmitte gemessen

Abb.19: Der Effekt von DHT, E2, Genistein und Equol nach acht Wochen

Futterumstellung auf die Epitheliumdicke der Prostata, am Schnittrand gemessen

Abb. 20: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der sojafreien Kontrollgruppe

uber den Zeitraum von acht Wochen

Abb. 21: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der Genistein-Gruppe

uber den Zeitraum von acht Wochen
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Abb. 22: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der Equol-Gruppe

uber den Zeitraum von acht Wochen

Abb. 23: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der E2-Gruppe

uber den Zeitraum von acht Wochen

Abb. 24: Verlauf der Epitheliumdicke der Prostata der DHT-Gruppe

uber den Zeitraum von acht Wochen

Abb. 25: Prostata, 12,5x Vergroferung, DHT-substituiert,

in Praparatmitte gemessen

Abb. 26: Prostata, 12,5 x VergroBerung, dasselbe Priparat

wie in Abb. 25, am duBBeren Rand des Priaparates gemessen

6.5.2 Tabellen

Tab.1: Wirkung von Ostrogenen und Androgenen beim Mann
Tab.2: Futteraufnahme der Ratten
Tab.3: Gesamtiibersicht der geschnittenen und ausgewerteten Tiere

fiir je Muskel und Prostata
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