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Zusammenfassung

lll. ZUSAMMENFASSUNG

Der Alterungsprozess des Menschen steht im Zusammenhang mit
Funktionseinschrankungen des Bewegungsapparates und geht mit Veranderungen der
strukturellen und mechanischen Eigenschaften des peripheren Skelettmuskels einher.
Grund hierfur ist unter anderem der durch die Andropause bedingte Abfall des Serum-
Testosteronspiegels. Dieser wird, neben korperlicher Inaktivitat, als Hauptursache in der
Entstehung der Sarkopenie diskutiert. In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde
der regenerative Einfluss von korperlicher Aktivitat auf den sarkopenen Muskel im
andropausalen Organismus untersucht.

Hierfir wurden mannliche Wistar-Ratten zur Induktion der Andropause
orchiektomiert (ORX) bzw. als Kontrolle sham-orchiektomiert (sham) und nach 4, 8 bzw.
12 Wochen (n=6 Tiere pro Gruppe) analysiert. Um den Effekt von korperlicher Aktivitat
auf die morphologischen und mechanischen Eigenschaften des Skelettmuskels zu
untersuchen, wurden jeweils sechs orchiektomierte Tiere einem 12-wdchigen
Laufbandtraining zugefuhrt. Dieses wurde entweder bei einer Steigung von 10° (uphill),
in der Ebene (level) oder bei einem Gefalle von 10° (downhill) durchgefihrt. Dabei
stellten die unterschiedlichen Laufmodalitdten mit ihren verschiedenen Anteilen an
exzentrischer und konzentrischer Muskelkontraktion eine unterschiedliche Belastung fur
den sarkopenen Muskel dar. Nach Ende der 12 Trainingswochen wurden die Tiere der
drei Laufgruppen mit orchiektomierten bzw. sham-orchiektomierten ruhenden Tieren
verglichen. Die Auswertung erfolgte durch Analyse der kontraktilen Muskelkraft mittels
biomechanischer Messung sowie histologischen bzw. immunhistochemischen
Untersuchungen des linken M. soleus. Die statistische Auswertung wurde mit einer
einfaktoriellen Varianzanalyse durchgefuhrt (one-way ANOVA, * p<0,05 vs. sham, #
p<0,05 vs. 12-Wo-ORX, + p<0,05 vs. 12-Wo-ORX-level, $ p<0,05 vs. 12-Wo-ORX-
uphill).

Der Serum-Testosteronspiegel lag bei den orchiektomierten Tieren zu jedem
Zeitpunkt nach der Orchiektomie unterhalb der Nachweisgrenze (< 0,2 ng/ml). Die Werte
der sham-orchiektomierten Tiere unterschieden sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt
signifikant (4-Wo-sham: 2,7 £+ 0,8 ng/ml, 8-Wo-sham: 2,4 + 0,9 ng/ml, 12-Wo-sham: 2,4

1 0,7 ng/ml). Die biomechanische Untersuchung zeigte bei den orchiektomierten Tieren
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Zusammenfassung

12 Wochen postoperativ eine statistisch relevante Abnahme der tetanischen
Muskelkontraktionskraft, wohingegen durch das Laufbandtraining unabhangig von der
Trainingsmodalitaten eine signifikante Zunahme der Kontraktionskraft gegenuber
untrainierten orchiektomierten Tieren festgestellt werden konnte (12-Wo-sham: 1,6 £ 0,1
N, 12-Wo-ORX: 0,85 + 0,2* N, 12-Wo-ORX-uphill: 1,72 + 0,1%* N, 12-Wo-ORX-level:
1,28 +0,1% N, 12-Wo-ORX-downhill: 1,71 + 0,1%* N). Die Muskelkraft bei Kurzkontraktion
und die Ratio von Kurzkontraktion zu tetanischer Kontraktion zeigten innerhalb der
Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten keine Unterschiede. Zur Untersuchung der
morphologischen Muskelveranderungen wurden der Muskelfaserdiameter, die
Muskelgewebefraktion sowie die Kollagendeposition und die Ratio von Trocken- zu
Feuchtgewicht des Muskels bestimmt. Des Weiteren erfolgte die quantitative
Bestimmung der Zellproliferationsrate mittels Nachweis PCNA-positiver Zellen sowie der
Muskelzellapoptose durch Sichtbarmachung TUNEL-positiver Zellen.

Die histologischen  Untersuchungen zeigten eine  Abnahme des
Muskelfaserdiameters (4-Wo-sham: 54 + 1,5 ym, 4-Wo-ORX: 50 £ 1,4* um, 8-Wo-sham:
59 + 1,2 ym, 8-Wo-ORX: 50 + 0,7* ym, 12-Wo-sham: 57 £ 0,9 ym, 12-Wo-ORX: 53 %
1,1* um, 12-Wo-ORX-uphill: 61 + 1,9% um, 12-Wo-ORX-level: 60 + 1,3* um, 12-Wo-ORX-
downhill: 62 + 1,4*# um) sowie eine Zunahme der apoptotischen Muskelzellen nach
Orchiektomie (TUNEL-positive Zellen/mm?: 4-Wo-sham: 58 + 7, 4-Wo-ORX: 89 + 12*, 8-
Wo-sham: 55 t 4, 8-Wo-ORX: 96 + 18*, 12-Wo-sham: 65 * 3, 12-Wo-ORX: 121 + 13%).
Durch das Lauftraining konnte die durch Orchiektomie bedingte Reduktion des
Muskelfaserdiameters kompensiert und Uber das Niveau der sham-Kontrollgruppe
angehoben werden. Des Weiteren fuhrte das Lauftraining zur Zunahme der
Muskelzellproliferation (PCNA-positive Zellen/mm?: 12-Wo-ORX: 24 + 6, 12-Wo-ORX-
uphill: 48 + 4*# 12-Wo-ORX-level: 26 + 58, 12-Wo-ORX-downhill: 28 + 3*8) bei
gleichzeitiger Abnahme der Muskelzellapoptose (TUNEL-positive Zellen/mm?: 12-Wo-
ORX: 121 £ 13*, 12-Wo-ORX-uphill: 108 + 11*, 12-Wo-ORX-level: 85 + 9%, 12-Wo-ORX-
downhill: 75 + 8%8).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die vorliegende Arbeit erste in vivo
Erkenntnisse bezuglich des Einflusses von drei unterschiedlichen Laufbelastungen auf
die Regeneration des sarkopenen Skelettmuskels aufzeigt. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Laufbandtraining geeignet ist, den Muskelabbau bei Sarkopenie
aufzuhalten und insbesondere die Trainingsmodalitdten uphill- und downhill-Laufen

myoprotektiv wirken.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die periphere Skelettmuskulatur

Der menschliche Korper besteht zu einem groRen Teil aus Muskulatur. Etwa ein
Drittel der Gesamtkdrpermasse machen die Giber 600 verschiedenen Muskeln aus. Man
unterscheidet zwischen glatter und quergestreifter Muskulatur. Letztere lasst sich
nochmals in Herzmuskulatur und Skelettmuskulatur unterteilen. Wahrend die glatte
Muskulatur vor allem die inneren Organe versorgt und unwillklrlich arbeitet, ist die
Skelettmuskulatur fur die aktive Bewegung des Organismus zustandig und willkrlich
steuerbar. Eine der Hauptaufgaben der Skelettmuskulatur ist die Umwandlung von
chemischer in mechanische Energie. Die dabei erzeugte Muskelkraft ermdglicht neben
der Korperhaltung und Statik auch die Durchfihrung von komplexen
Bewegungsablaufen [Frontera und Ochala 2015].

Die Skelettmuskulatur bildet den aktiven Teil des Stitz- und Bewegungsapparates,
wahrend Knochen, Knorpel, Gelenke und Bander die passiven Strukturen darstellen und
fur die Stutz- und Gerustfunktion des Korpers verantwortlich sind [Brotto und Johnson
2014]. Beide Teile bilden zusammen eine funktionelle Einheit. Als Kraftlbertrager
fungieren die bindegewebigen Faserziige der Sehnen, die einerseits fest im Muskel
verankert und andererseits am Knochen angewachsen sind.

Der Skelettmuskel besteht aus mehreren Muskelfaserblindeln, die von einer
elastischen Bindegewebsschicht, dem Perimysium umgeben sind und zu einer
funktionellen Einheit zusammengefasst werden. Der Muskel als Ganzes wird von einer
derben Bindegewebshille, dem Epimysium und der Muskelfaszie ummantelt. Sie sichert
seine Form und Lage und grenzt ihn vom umgebenden Gewebe verschieblich ab. Das
Bindegewebe fuhrt die Blutgefafle und Nervenfasern und verleiht dem Muskel Stabilitat
sowie Zug- und Druckfestigkeit. Es dient der Verankerung der Muskelfasern
untereinander und zum umliegenden Gewebe hin und ist dadurch ein wichtiger
Bestandteil des kontraktilen Apparates [Davis et al. 2013].

Ein Muskelfaserbiindel besteht aus mehreren parallel verlaufenden Muskelfasern,
auch Muskelfibrillen genannt, die jeweils von dinnem Endomysium uberzogen sind.

Muskelfasern haben einen Durchmesser von 10 - 100 ym und kénnen eine Lange von
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mehreren Zentimetern erreichen [Frontera und Ochala 2015]. Sie stellen ein Synzytium
dar, das wahrend der Embryonalentwicklung durch die Verschmelzung von einzelnen
Myoblasten entsteht und dadurch mehrere randstandige Zellkerne enthalt.

Die kleinste Einheit bildet das Sarkomer, bestehend aus den kontraktilen Proteinen
Aktin und Myosin, sowie verschiedenen Struktur- und Zytoskelettproteinen. Es stellt den
Kontraktionsapparat der Muskelfaser dar. Mehrere hintereinander geschaltete
Sarkomere bilden eine Muskelfaser. Das Sarkomer ist durch Z-Streifen begrenzt, in
denen die Aktinfilamente verankert sind. Das freie Ende des Aktinfilamentes steht tGber
Bindungsstellen mit den Kopfchen der Myosinfilamente in Kontakt. Die
Muskelkontraktion beruht auf dem Zusammenspiel von Aktin- und Myosinfilamenten und
wird in der Gleitfilament-Theorie und dem Querbrickenzyklus von Huxley beschrieben
[Huxley und Niedergerke 1954]. Durch die charakteristische Anordnung der kontraktilen
Filamente entsteht die typische Querstreifung im Langsschnitt der Skelettmuskelfasern,

die lichtmikroskopisch dargestellt werden kann (Abbildung 1).

Muskel Muskelfaserblindel Muskelfaser Sarkomer

fili_LQ

T\

Knochen Sehne

Abbildung 1: Schematische Darstellung des anatomischen Aufbaus der peripheren Skelettmuskulatur.
Der Skelettmuskel bestent aus mehreren Muskelfaserbiindeln, die von einer dlinnen
Bindegewebsschicht, dem Perimysium umhiillt werden, welches von Blutgefafien und Nerven durchsetzt
ist. Ein Muskelfaserblindel setzt sich aus mehreren Muskelfasern bzw. Muskelfibrillen zusammen, welche
aus hintereinander geschalteten Sarkomeren bestehen. Abbildung modifiziert nach Aumdiller und
Kollegen [Aumidiller et al. 2014].

Es gibt verschiedene Arten von Muskelfasern, die sich in ihrer Arbeitsweise
unterscheiden und je nach Form der Beanspruchung aktiv sind. Eingeteilt werden sie
nach den Isoformen der schweren Myosin-Ketten (MyHC) in Typ-I-Fasern und Typ-II-
Fasern (Typ lla, Typ llb und Typ lIx). Typ-I-Fasern besitzen viele Mitochondrien und
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haben einen hohen Myoglobinanteil, der fur ihre dunkelrote Farbe verantwortlich ist. Sie
arbeiten langsam und ausdauernd. Die Energiegewinnung erfolgt durch aerobe
Glykolyse und oxidative Verstoffwechselung von Fettsduren. Durch ihre langanhaltende
Kontraktion werden sie vor allem bei Ausdauerleistung beansprucht, da sie nur sehr
langsam ermiden. Typ-lla-Fasern haben einen gréf3eren Durchmesser, kontrahieren
schnell und kdnnen mehr Kraft erzeugen. Ihr Mitochondrien- und Myoglobinanteil liegt
unter dem von Typ-l-Fasern. Die Energiegewinnung erfolgt sowohl oxidativ, als auch
anaerob Uber Glykolyse. Fasern vom Typ lIlb und Typ lIx haben den geringsten
Myoglobinanteil und werden daher auch weifl’e Fasern genannt. Sie arbeiten schnell und
kénnen die grote Kraft erzeugen; ermiden aber auch rasch. lhre Energiegewinnung
erfolgt vorwiegend Uber anaerobe Glykolyse, wodurch Uber einen kurzen Zeitraum eine
hohe Menge an Energie freigesetzt werden kann [Schiaffino und Reggiani 2011].
Innerhalb eines Skelettmuskels sind die einzelnen Muskelfasertypen mit
unterschiedlicher Dominanz vertreten. Diese Heterogenitat ermdglicht dem Muskel,
seine Aktivitdt den verschiedenen metabolischen und mechanischen Anforderungen
anzupassen [Pette 2002; Blaauw et al. 2013; Frontera und Ochala 2015].

Die Muskelfasern sind in motorischen Einheiten organisiert, wobei eine Einheit
durch eine Nervenfaser neuronal versorgt wird. Die Neuronen der motorischen Einheit
vom Typ | haben kleine Zellkérper und eine niedrige Erregungsschwelle. Sie werden bei
der Muskelkontraktion vorrangig erregt. Ist eine starkere Kontraktion gefordert werden
auch motorische Einheiten vom Typ Il aktiviert, um eine maximale Muskelkraft

entwickeln zu kénnen [Knuttgen 2007].

1.2 Definition und Epidemiologie der Sarkopenie

Der Begriff Sarkopenie stammt aus dem Griechischen und setzt sich aus den
beiden Wortteilen sarx fur Fleisch und penia fur Mangel zusammen. Er beschreibt den
altersbedingten degenerativen Abbau der Skelettmuskulatur und wurde erstmals 1988
auf einer Konferenz in Albuquerque in New Mexico von Irwin H. Rosenberg verwendet
[Rosenberg 1997]. In den letzten Jahren formulierten verschiedene europaische und
internationale Expertengremien erweiterte Definitionen. So spricht die European
Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) von Sarkopenie, wenn neben
der reduzierten Muskelmasse auch eine Abnahme der Muskelkraft oder der kérperlichen

Leistungsfahigkeit vorliegt, oder aber wenn alle drei Parameter vermindert sind [Cruz-
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Jentoft et al. 2010]. Trotz des steten wissenschaftlichen Fortschrittes gibt es bis heute
keine einheitlich gultige Definition, was die Diagnose und Therapie der Sarkopenie
erschwert [Cruz-Jentoft et al. 2010].

Mit zunehmendem Alter kommt es, durch physiologische Alterungsprozesse
bedingt, zu einem Abbau der Muskelmasse und einer Minderung der Muskelkraft. Bereits
ab dem 50. Lebensjahr nimmt die Muskelmasse jahrlich um etwa 1 - 2% ab. Zudem
reduziert sich die Muskelkraft bei Uber 60 Jahrigen um ca. 3% pro Jahr. Folglich kommt
es zu Kkorperlichen Beeintrachtigungen und funktionellen Einschrankungen. Die
Abnahme der motorischen Fahigkeiten flhrt zu Schwache und Gangunsicherheit
verbunden mit einer erhdhten Sturzgefahr [Rolland et al. 2008]. Durch die
eingeschrankte Mobilitat kommt es zu einer erschwerten Alltagsbewaltigung und einem
Verlust der Selbstandigkeit mit eventueller Pflegebedurftigkeit. Dies bedeutet fir viele
Patienten eine Verminderung der Lebensqualitat. Zudem konnte gezeigt werden, dass
altere Patienten mit Sarkopenie ein erhohtes Mortalitatsrisiko haben, unabhangig vom
Geschlecht und anderen Erkrankungen [Landi et al. 2013].

Aufgrund der nicht einheitlich gefassten Definition variieren die Angaben zur
Pravalenz der Sarkopenie deutlich. So gehen Haehling und Kollegen davon aus, dass
etwa 5 - 10% der Uber 65 Jahrigen an Sarkopenie leiden. Bei den Uber 80 Jahrigen sogar
bis zu 50% [Haehling et al. 2010]. In anderen Studien wird die Pravalenz bei den Uber
60 Jahrigen mit 8 - 40% angegeben, abhangig von den jeweils angewendeten
Diagnostikmethoden [van Abellan Kan 2009]. In einem systematischen Review werteten
Cruz-dentoft und Kollegen mehrere Studien hinsichtlich der Pravalenz unter
Verwendung der EWGSOP-Definition aus. Sie lag zwischen 1 - 33%, mit deutlicher
Zunahme in den alteren Studienpopulationen. In den meisten Studien konnte kein
geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden, sodass man davon ausgeht,

dass Frauen und Manner etwa gleichhaufig betroffen sind [Cruz-Jentoft et al. 2014].

1.3 Pathophysiologie und Ursachen der Sarkopenie

Die Sarkopenie lasst sich in eine primare und sekundare Form einteilen. Wahrend
es bei der primaren Form allein aufgrund des Alterungsprozesses zu einer Abnahme von
Muskelmasse und Muskelkraft bzw. Muskelleistung kommt, spielen bei der sekundaren
Form verschiedene Faktoren eine Rolle. Eine zentrale Bedeutung haben hierbei vor

allem korperliche Inaktivitat und Veranderungen im Hormonhaushalt, hauptsachlich von
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Testosteron, Wachstumshormonen und insulin-like growth factor 1 (IGF-1). Aber auch
Organerkrankungen, Entziindungen, maligne Tumorerkrankungen oder Malnutrition in
Verbindung mit einer verminderten Proteinaufnahme und einem gestorten
EiweilRstoffwechsel sind zu nennen. Die multifaktorielle Pathogenese und das
individuelle Auftreten der Risikofaktoren erschweren die Einteilung in eine primare und
sekundare Form [Cruz-Jentoft et al. 2010; Janssen 2011].

Pathophysiologisch steht die Abnahme der Muskelmasse im Zusammenhang mit
dem Abbau langsamer Typ-I- und vor allem schneller Typ-ll-Muskelfasern. Zudem
kommt es zum Verlust von Satellitenzellen, die eine wichtige Rolle bei der
Muskelregeneration einnehmen [Shefer et al. 2013]. Durch die Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege werden im Muskelgewebe vermehrt Zytokine wie
Interleukin 6 (IL 6) ausgeschuttet [Walston 2012]. Der Untergang von Motoneuronen im
Rickenmark mit nachfolgender Atrophie der Muskelfasern in den motorischen Einheiten
scheint ebenfalls eine Rolle zu spielen. So konnten Drey und Kollegen durch
elektromyographische Messungen eine reduzierte Anzahl motorischer Einheiten bei

sarkopenen Patienten nachweisen [Drey et al. 2014].

1.4 Pravention und therapeutische Ansatze fiir die Sarkopenie

Da korperliche Inaktivitdt eine Hauptursache der Sarkopenie darstellt, gilt
korperliches Training als einer der wichtigsten Ansatzpunkte im Rahmen von Pravention
und Therapie. In mehreren Studien konnte der positive Effekt von kérperlicher Aktivitat
sowohl auf Muskelmasse und Muskelkraft, als auch auf die allgemeine koérperliche
Leistungsfahigkeit nachgewiesen werden.

Allgemein versteht man unter korperlicher Aktivitat jede Form von koérperlicher
Bewegung, die durch Kontraktion der Skelettmuskulatur hervorgerufen wird und mit
einem erhdhten Energieaufwand verbunden ist, wobei Dauer und Intensitat variieren
kdnnen. Training ist eine Form von korperlicher Aktivitat, bei der durch wiederholtes
Durchfihren von Ubungen eine Verbesserung der korperlichen Leistungsfahigkeit
erreicht wird [Montero-Fernandez und Serra-Rexach 2013]. Dabei kann zwischen
verschiedenen Trainingsformen, wie z.B. Kraft- oder Ausdauertraining unterschieden
werden. Cruz-Jentoft und Kollegen werteten mehrere Studien hinsichtlich des Einflusses
verschiedener Trainingsformen auf den Muskel aus. Es zeigte sich, dass ein

mehrmonatiges Krafttraining vor allem die Funktionalitat und Kraft des Muskels erhoht,
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die Zunahme der Muskelmasse dabei aber eher im Hintergrund steht [Cruz-Jentoft et al.
2014]. Gleichwohl konnte nachgewiesen werden, dass Ausdauertraining bei tber 70-
jahrigen Mannern die Anzahl und den Durchmesser der Skelettmuskelfasern erhéht und
dadurch dem altersbedingten Muskelabbau entgegenwirken kann. Ein signifikanter
Anstieg der Muskelmasse und Muskelkraft liel3 sich bereits bei einer Trainingsdauer von
drei Monaten feststellen [Harber et al. 2012]. Zudem reduziert regelmafige korperliche
Aktivitat die altersbedingte intramuskulare Fettinfiltration [Goodpaster et al. 2008].

Fur den Muskelabbau im Alter spielt auch die Reduktion der Mitochondrien eine
Rolle. Mitochondrien sind fir die Bereitstellung von Energie verantwortlich und haben
eine zentrale Funktion im Stoffwechsel der Muskelzellen. Durch freie Sauerstoffradikale
entsteht oxidativer Stress, der die mitochondriale DNA schadigt und die
Syntheseleistung von Muskelproteinen reduziert. RegelmaRiges Ausdauertraining kann
dem entgegenwirken. Es erhoht die Aktivitat von endogenen Antioxidantien, fordert den
oxidativen Stoffwechsel und reduziert so die mitochondriale Dysfunktion in
Skelettmuskelzellen [Johnson et al. 2014 und 2015; Barbieri et al. 2015]. Des Weiteren
kommt es bei der Muskelkontraktion zur Freisetzung von Muskelwachstumsfaktoren wie
IGF-1 und Mechano-Growth-Factor (MGF), welche Uber Aktivierung von Satellitenzellen
die Muskelregeneration fordern [Morley 2012].

Auch ein Trainingsbeginn im spateren Alter flhrt bei regelmaRiger Fortfiihrung der
Ubungseinheiten zu einer allgemeinen Leistungssteigerung und verminderten Mortalitét.
So zeigte sich, dass auch Patienten, die erst im Alter von Uber 85 Jahren mit dem
Muskeltraining begannen, einen signifikanten Anstieg der 3-Jahres-Uberlebensrate
gegenlber gleichaltrigen inaktiven Patienten hatten [Wen et al. 2011]. Zudem fordert
korperliche Aktivitat im Alter die motorische Kompetenz und reduziert das Sturz- und
Verletzungsrisiko sowie den damit verbundenen Mobilitdtsverlust. Sie starkt die mentale
Gesundheit, soziale Integration und verbessert damit die allgemeine Lebensqualitat
[Montero-Fernandez und Serra-Rexach 2013].

Neben korperlicher Aktivitat gilt die Proteinsubstitution als mogliche therapeutische
MaRnahme. Es scheint, dass speziell die Zufuhr von essentiellen Aminosauren wie
Leucin oder Beta-Hydroxy Beta-Methylbutyrat (HBM) einen positiven Effekt auf die
Muskelmasse hat und die Synthese von Muskelproteinen steigert. Die Kombination von
Muskeltraining und Proteinzufuhr zeigt dabei eine additive Wirkung. Allerdings sind die
Langzeiteffekte noch nicht ganz geklart und bedirfen weiterer Studien [Sayer et al. 2013;
Cruz-Jentoft et al. 2014].
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Vitamin D wird ein positiver Effekt auf Muskelkraft und korperliche
Leistungsfahigkeit nachgesagt. Es spielt eine Rolle in der Proliferation und
Differenzierung von Mpyoblasten und kann der altersbedingten Abnahme der
Muskelfunktion entgegenwirken. Der intrazellulare Wirkungsmechanismus ist allerdings
noch nicht verstanden [Wagatsuma und Sakuma 2014]. Die deutsche Gesellschaft fur
Erndhrung (DGE) spricht als Empfehlung eine Vitamin D Zufuhr von mindestens 800 |IE
(200pg) taglich aus, da diese Dosis das Risiko fur Funktionseinbuflen des
Bewegungsapparates, Stlrzen, Frakturen und vorzeitigen Tod mit wahrscheinlicher
Evidenz verringert [Linseisen 2011]. Von einer Protein- oder Vitaminsubstitution kénnten
vor allem Patienten profitieren, die aufgrund ihres Gesundheits- oder
Allgemeinzustandes nicht in der Lage sind ein korperliches Training durchzufiihren.

In mehreren Studien wurde die Wirkung von Hormonersatztherapien mit
Testosteron, Ostrogen, Dehydroepiandrosteron und Wachstumshormonen getestet.
Dabei zeigten sich positive Effekte hinsichtlich der Zunahme von Muskelmasse und
Muskelkraft. Jedoch steht der Einsatz der genannten Substanzen mit einer hohen Rate
an Nebenwirkungen wie z.B. Thrombosen oder Odembildung in Verbindung. Das
Nutzen-Risiko-Verhaltnis muss somit gut abgewagt werden [Morley 2012; Sakuma und
Yamaguchi 2012].

Inhalt aktueller Studien ist die Wirkung von Angiotensin-Converting-Enzym-
Hemmern (ACE-Hemmer) und Mpyostatin-Inhibitoren auf die Skelettmuskulatur. In
einigen Arbeiten konnte bereits ein positiver Effekt von ACE-Hemmern auf die
Angiogenese in der Skelettmuskulatur nachgewiesen werden. Allerdings ist die
Datenlage nicht einheitlich. Ob sich daraus neue Therapieansatze ableiten lassen,
werden weitere randomisiert kontrollierte Studien zeigen mussen [Burton und
Sumukadas 2010; Sartiani et al. 2015].

1.5 Auswirkungen der Andropause auf das muskuloskelettale System

Der natirliche Alterungsprozess des Menschen ist mit Veranderungen im
Hormonhaushalt verbunden, die vor allem die Sexualhormone betreffen. Die
Andropause beschreibt dabei die verminderte Produktion und den Verlust von
Sexualhormonen beim Mann.

Zu den Androgenen gehdren die mannlichen Sexualhormone, die neben der

Entwicklung und Erhaltung der mannlichen Geschlechtsmerkmale auch fur anabole
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Stoffwechselvorgange verantwortlich sind. lhr wichtigster Vertreter ist das Testosteron.
Es wird in den Leydig-Zellen des Hoden gebildet, ein geringer Anteil auch in der
Nebennierenrinde. Im Blut sind ca. 98% des Testosterons an Transportproteine wie
Albumin oder sexualhormon-bindendes Globulin (SHbG) gebunden, etwa 2% liegen als
freies, hormonell aktives Testosteron vor [Vanderschueren et al. 2014].

Wahrend es bei der Frau im Alter von 20 - 45 Jahren zu einem raschen Abfall des
Testosterongehaltes kommt, sinkt dieser bei Mannern ab dem 40. Lebensjahr
kontinuierlich um ca. 1% jahrlich ab [Huhtaniemi 2014]. Ursache ist die verminderte
Aktivitat der endokrinen Achse, als auch der Anstieg des SHbGs, was dazu fihrt, dass
weniger freies Testosteron zur Verfigung steht [Khosla 2013]. Allerdings zeigt sich hier
eine breite Variabilitdt, sodass einige Manner auch im fortgeschrittenen Alter ahnlich
hohe Serum-Testosteronspiegel wie junge, gesunde Manner haben [Bremner 2010].
Bislang gibt es keinen einheitlichen Grenzwert, ab dem ein niedriger Testosteronspiegel
als pathologisch eingestuft wird. Dem liegt auch zugrunde, dass viele Manner trotz
niedriger Testosteronwerte keine klinischen Symptome zeigen.

Ein niedriger Testosteronwert in Verbindung mit klinischen Symptomen wie
verminderter korperlicher Leistungsfahigkeit, Abnahme von Muskelmasse und
Muskelkraft, Osteoporose, sexuellen Funktionsstérungen, Mudigkeit oder Depression,
kann als partial androgen deficiency of the aging male (PADAM) oder altersassoziierter
Hypogonadismus (late-onset hypogonadism, LOH) beschrieben werden [Huhtaniemi
2014]. Auf Grundlage der Daten der European Male Aging Studie (EMAS) empfehlen
Wu und Kollegen den Grenzwert von 11 nmol/l flir Gesamttestosteron und 220 pmol/l fur
freies Testosteron in Kombination mit dem Vorliegen von drei sexualbezogenen
Symptomen. Danach liegt die Pravalenz des altersassoziierten Hypogonadismus bei 40
- 80 Jahrigen etwa bei 2% [Wu et al. 2010].

Am Skelettmuskel bindet Testosteron Uiber einen speziellen Androgenrezeptor und
aktiviert intrazellular verschiedene Transkriptionsfaktoren, die Einfluss auf die
Genregulation der Muskelzelle nehmen [Bhasin et al. 2006]. Testosteron wirkt tber
intramuskulare Signalwege und beeinflusst positiv die Zellproliferation. Es stimuliert
Wachstumsfaktoren wie GH (growth hormon) und IGF-1 und férdert so die Aktivierung
von anabolen Stoffwechselvorgangen wie dem akt-mTOR-Signalweg; gleichzeitig
hemmt es katabole Stoffwechselwege [Rooy et al. 2016]. AuRerdem erhdht Testosteron
die mitotische Aktivitat und Anzahl von pluripotenten mesenchymalen Satellitenzellen,
die als Vorlauferzellen der Myozyten gelten. Als Ursache wird eine vermehrte Replikation

bzw. eine verminderte Apoptose diskutiert; der genaue Wirkmechanismus ist jedoch
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unklar. Zudem kommt es zu intrazelluldren Verdnderungen mit Zunahme der
Zellorganellen wie Mitochondrien und Endoplasmatischem Retikulum und Abnahme des
Kern-Plasma-Verhaltnisses [Sinha-Hikim et al. 2003 und 2006]. Dieser Mechanismus
spielt auch in der Regeneration von geschadigten Muskelzellen eine Rolle. Im Tiermodell
konnten Serra und Kollegen nachweisen, dass Testosteron in posttraumatischen
Muskeln mannlicher Mause die Bildung von pluripotenten Satellitenzellen induziert und
somit die Regeneration von Muskelzellen positiv beeinflusst [Serra et al. 2013].

In mehreren Studien fihrte die Testosteronsubstitution bei gesunden eugonadalen
Mannern zur Zunahme der Muskelmasse und Muskelkraft. Die Effekte waren dabei meist
dosisabhangig [Srinivas-Shankar und Wu 2009]. Eine tagliche transdermale
Testosteron-Applikation Uber sechs Monate flihrte bei alteren Mannern mit
eingeschrankter Mobilitat zur Zunahme der Muskelkraft der oberen und unteren
Extremitaten sowie zu einer verbesserten Leistung beim Treppensteigen [Travison et al.
2011].

Die Zunahme der Muskelmasse erfolgt durch Hypertrophie der Muskelfasern.
Hierbei vergrofiern sich die Querschnittsflache der Muskelfasern und die Anzahl der
Muskelfaserkerne abhangig von der Testosterondosis. Wobei die langsamen Typ-I-
Muskelfasern sensibler auf Testosteron reagieren [Sinha-Hikim et al. 2002 und 2006].
Des Weiteren steigert Testosteron die muskulare Proteinsynthese und fordert hierbei vor
allem die effiziente Wiederverwertung bereits intrazellular vorliegender Aminosauren. Im
Fastenzustand fallt die Proteinbilanz dadurch weniger negativ aus [Ferrando et al. 2002;
Sheffield-Moore et al. 2006; Kadi 2008].

Auch der passive Teil des Bewegungsapparates steht unter dem Einfluss von
Testosteron. Wahrend der Entwicklungsphase fordert Testosteron die Knochenbildung.
Es reguliert die Proliferation von Knorpelzellen in der Wachstumsfuge und beeinflusst
dadurch das Langenwachstum der Knochen sowie gegen Ende der Pubertat den
Verschluss der Epiphysenfuge [Clarke und Khosla 2009]. Der adulte Knochen unterliegt
standigen Umbauvorgangen, bedingt durch die Aktivitat von aufbauenden Osteoblasten
und abbauenden Osteoklasten, wobei ein physiologisches Gleichgewicht im
Knochenstoffwechsel angestrebt wird. In der Andropause kommt es durch den
Testosteronmangel bedingt zu Veranderungen der Knochenstruktur mit einem
verstarkten Abbau von kortikaler und spongioser Knochensubstanz. Die Knochendichte
reduziert sich [Marie und Kassem 2011]. Von Osteoporose spricht man, wenn die
Knochenmineraldichte um 2,5 Standardabweichungen unter dem statistischen Mittelwert

gesunder, junger Erwachsener liegt. Der Substanzverlust flihrt zu einer verminderten
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Tragfahigkeit der Knochen und erhdht das Risiko fir Frakturen. Dieses ist bei
Osteoporose-Erkrankten um 40% erhoht und betrifft vor allem Wirbelkérper und
Oberschenkelhalsknochen. Neben dem Verlust der Mobilitdt und Einschrdnkungen der
Lebensqualitdt kommt es durch die Immobilisation bedingt oft zu weiteren
gesundheitlichen Komplikationen [Rachner et al. 2011].

Uber Androgenrezeptoren bindet Testosteron an Bander, speziell am vorderen
Kreuzband und nimmt Einfluss auf selbige Strukturen [Hamlet et al. 1997; Lovering und
Romani 2005]. Im Tiermodell konnten Dehghan und Kollegen an ovariektomierten
weiblichen Ratten nachweisen, dass Testosteron die Expression von Relaxinrezeptoren
in der Patellarsehne und im lateralen Seitenband des Knies hemmt [Dehghan et al.
2014a]. Relaxin ist ein Peptidhormon, das unter anderem fir die Elastizitdt im
Bandapparat verantwortlich ist. Durch seine Hemmung kommt es zu einer verminderten
Dehnbarkeit und Abnahme des passiven Bewegungsausmalles im Kniegelenk
[Dehghan et al. 2014b und 2014c]. Zudem fihrt die Einnahme von erhéhten
Testosterondosen zur reduzierten Dehnbarkeit und Flexibilitdt von Sehnen der
Versuchstiere. Testosteron hemmt die Aktivitat der Matrix-Metallpeptidase und fordert
so die Festigkeit der Sehne. Dadurch erhéht sich das Risiko fir Rupturen, speziell der
Achillessehne [Marqueti et al. 2006 und 2011].

An Knorpelzellen wirkt Testosteron sowohl direkt Gber den Androgenrezeptor, als
auch indirekt nach enzymatischer Umwandlung durch die Aromatase in Ostrogen
[Nilsson et al. 2005]. Die Datenlage bezlglich der Wirkung von Testosteron ist nicht
eindeutig. So konnte nachgewiesen werden, dass Testosteron einen positiven Einfluss
auf mannliche Vorlauferzellen von Knorpelzellen in vitro hat [Koelling und Miosge 2010]
und es durch Kastration zur Apoptose und Abnahme der Chondrozytenproliferation an
der Wachstumsfuge kommt [Irie et al. 2005]. Gleichzeitig zeigen aber
Langzeitergebnisse, dass eine Verbindung zwischen hohen freien Testosteronwerten
und dem Verlust von Knorpel am Kniegelenk von gesunden Mannern besteht [Hanna et
al. 2005].

Die physiologische Wirkung der Androgene, wird besonders an
Ausfallerscheinungen deutlich, die nach ihrem Wegfall auftreten. Im Tiermodell konnte
an kastrierten bzw. Androgen-Rezeptor-Knockout-Nagetieren (ARKO) in mehreren
Versuchen gezeigt werden, dass der Testosteron-Verlust mit einer Reduktion der
Muskelmasse einhergeht. Dies fuhrte zur Abnahme des Muskelfaserdiameters mit
Verlust der Muskelkontraktionskraft [Rooy et al. 2016].
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Auch in klinischen Studien lassen sich die Folgen des Testosteronmangels
nachweisen. So wirkt sich die Androgendeprivationstherapie (ADT) bei Mannern mit
Prostatakarzinom nachteilig auf die Kdrperzusammensetzung aus. Durch den
Testosteronmangel kommt es zum signifikanten Verlust der Muskelmasse bei
gleichzeitiger Zunahme des Fettgewebsanteils [Cheung et al. 2014]. Grund ist unter
anderem eine verstarkte Differenzierung von pluripotenten Stammzellen zu Adipozyten
[Singh et al. 2003]. Durch Myosteatosis erhdht sich der intramuskulare Lipidgehalt und
verandert damit die Qualitdt des Muskelgewebes mit nachfolgender Abnahme der
Muskelkraft [Chang et al. 2014]. Die Abnahme der Muskelkraft betrifft sowohl die oberen
als auch die unteren Extremitaten und zeigt sich in einer verminderten Handdruckstarke
und einer reduzierten Kraft bei der Brustpresse, als auch in schlechteren Ergebnissen
bei Laufstreckentests [Galvao et al. 2009; Alibhai et al. 2010].

Die Auswirkungen der Andropause auf das muskuloskelettale System sind somit
weitreichend. Ein verminderter Testosterongehalt gilt als wichtiger Faktor im Verlust von
Muskelmasse und Muskelkraft und tragt damit wesentlich bei der Entstehung der
Sarkopenie bei. Allerdings liegt der Fokus der meisten Studien auf der
Androgendeprivations- sowie der Testosteronsubstitutionstherapie nach Orchiektomie.
Die Folgen des Testosteronmangels nach chirurgischer Kastration sind dagegen bislang

wenig untersucht und bedurfen weiterer Forschung, insbesondere klinischer Studien.

1.6 Trainingsformen fiir das muskuloskelettale System

Jede Form der korperlichen Aktivitat beinhaltet eine mechanische und eine
metabolische Muskelleistung, die sich je nach Trainingsform unterscheiden kann. Unter
mechanischer Leistung versteht man die direkte biomechanische Leistung, die z.B. beim
Gehen oder Laufen aufgebracht wird. Die metabolische Leistung wird in den
Muskelzellen durch aerobe und anaerobe Stoffwechselvorgange erbracht und erzeugt
die Energie, welche bendétigt wird, um die jeweilige Bewegung auszuflihren [Knuttgen
2007]. Beim Training wird durch wiederholtes Durchfilhren von Ubungen eine
Verbesserung der koérperlichen Leistungsfahigkeit erreicht. Dabei kommt es im Muskel
zu strukturellen und metabolischen Veranderungen. Mehrere spezifische Signalwege die
beim Training aktiviert werden und zur Anpassung des Skelettmuskels fihren konnten
bereits identifiziert werden [Frontera und Ochala 2015]. Das Ausmal} der anatomischen

und physiologischen Veranderungen die sich hierbei am Muskel abspielen, ist von der
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Dauer und Intensitat des Trainings sowie von den genetischen Voraussetzungen des
Individuums abhangig [Knuttgen 2007].

Beim Ausdauertraining werden grofl3e Muskelgruppen bei einer Intensitat aktiviert,
die es der trainierenden Person ermoglicht die Aktivitdt ohne Ubermalige Ermudung
Uber einen langeren Zeitraum auszufiihren. Dies erfordert eine hocheffiziente
Sauerstoffversorgung des Skelettmuskels. Typische Ausdauersportarten sind z.B.
Gehen, Laufen, Schwimmen oder Radfahren [Frontera und Ochala 2015]. Als Reaktion
auf den Trainingsreiz zeigt der Skelettmuskel auch phanotypische Anpassungen. Die
erhdhte Muskeldurchblutung flhrt zur Angiogenese mit Bildung neuer intramuskularer
Kapillaren [Yan et al. 2011], zudem steigt die oxidative Kapazitat durch Zunahme des
Muskelfaserdiameters der Typ-I-Fasern [Knuttgen 2007]. Weiterhin ist bekannt, dass
Ausdauertraining fir eine suffiziente mitochondriale Stoffwechselfunktion sorgt [Barbieri
et al. 2015]. Die erhdhte Funktionalitat der Mitochondrien resultiert aus einer erhohten
Biogenese sowie einer effizienten Reduktion von dysfunktionalen und beschadigten
Mitochondrien [Yan et al. 2012; Wiggs 2015]. Ausdauertraining wird auch als
kardiovaskulares Training bezeichnet, da es hierbei neben den Veranderungen des
Muskelstoffwechsels auch zu einer generellen Adaptation des Kdrpers mit erhdhter
Pumpleistung des Herzens und erhéhtem Herzminutenvolumen kommt [Knuttgen 2007].

Krafttraining fahrt zur Zunahme des Muskelfaserdiameters, speziell der Typ-II-
Fasern und bedingt dadurch eine Hypertrophie des gesamten Muskels [Knuttgen 2007].
Durch die verstarkte Proteinsynthese werden vermehrt Membrantransportproteine wie
der Laktattransporter gebildet und die Transportkapazitat erhéht. Damit kann der pH-
Wert der Muskelzelle auch unter Belastung im Gleichgewicht gehalten werden, was fur
eine effektive Muskelarbeit wichtig ist [Juel 2006]. Im Zusammenhang mit Krafttraining
steht auch eine verstarkte Genexpression und Aktivierung von intramuskularen
Stoffwechselvorgangen, wie dem akt-mTOR-Signalweg [Schiaffino et al. 2013], sowie
die Hemmung kataboler Stoffwechselregulatoren wie Myostatin [Hitachi und Tsuchida
2013]. Neuromuskulare Anpassungen fuhren zur Zunahme der Muskelstarke. Der
Kraftzuwachs in der Frihphase des Trainings resultiert aus einer erhdhten Aktivitat der
motorischen Einheiten durch Senkung der Reizschwelle, vor allem in schnellen
Muskelfasern. Dies wird im weiteren Verlauf durch neuronale Plastizitat verstarkt. Bereits
inaktive Muskelfasern werden Uber Axone von benachbarten motorischen Einheiten
reinerviert und wieder kontraktionsfahig. Die Vergré3erung der motorischen Einheit geht
zwar mit einer langsameren Leitungsgeschwindigkeit einher, jedoch steigt durch die

héhere Anzahl der rekrutierten Muskelfasern die Muskelkraft an [Arnold und Bautmans
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2014]. Metaanalysen lassen darauf schlie3en, dass es bei Durchfiihrung von mehreren
Wiederholungssatzen zur Zunahme des Trainingseffekts von bis zu 40% kommt. Wobei
die Zunahme der Muskelkraft groRer als der Muskelzuwachs ist [Krieger 2010].

Man unterscheidet verschiedene Formen der Muskelkontraktion, die sowohl beim
Ausdauer- als auch Krafttraining durchgefuhrt werden. Die isotonische
Muskelkontraktion fihrt zur Krafterzeugung bei dynamischer Bewegung des Muskels.
Sie kann entweder konzentrisch, d.h. mit einer Verkirzung des Muskels oder
exzentrisch, mit einer Verlangerung des Muskels einhergehen. Bei der isometrischen
Muskelkontraktion findet dagegen keine Muskelbewegung statt. Die geleistete
Muskelarbeit ist statisch und der Widerstand gréRer als die zu erzeugende Kraft
[Frontera und Ochala 2015].

Beim Laufbandtraining stellen die verschiedenen Laufmodalitaten unterschiedliche
Reize fur den Skelettmuskel dar. Wahrend es beim downhill-Laufen vor allem zur
exzentrischen Muskelkontraktion kommt [Rodio und Fattorini 2014], werden beim uphill-
Laufen konzentrische Kontraktionskrafte eingesetzt [Vogt und Hoppeler 2014]. Das
Laufen in der horizontalen Ebene stellt eine Zwischenstufe mit gleichen Anteilen an
exzentrischer und konzentrischer Kontraktion dar.

Nur wenige aktuelle Studien haben den Effekt von unterschiedlichen
Trainingsmodalitadt auf den andropausalen Organismus untersucht. Bis heute gibt es
keine Studien die uphill-, level- und downhill-Training unter gleichen Bedingungen
untersucht haben und somit wissenschaftlich belegen, welche Trainingsform die
effizienteste ist, um die Muskelmasse und Muskelkraft im sarkopenen Skelettmuskel zu

erhohen.
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2 ZIEL DER STUDIE

Ziel der vorliegenden experimentellen Untersuchungen war es, den regenerativen
Einfluss von korperlicher Aktivitat auf den sarkopenen Muskel im andropausalen

Organismus zu analysieren. Dabei wurde auf die folgende Fragen naher eingegangen:

o Wie wirkt sich die Orchiektomie auf den Serum-Testosteronspiegel aus?

e Welchen Einfluss haben unterschiedliche Laufband-Trainingsmodalitaten auf die
morphologischen und mechanischen Eigenschaften des Skelettmuskels in

orchiektomierten Wistar-Ratten?

e Wie beeinflussen die Orchiektomie und das Laufbandtraining das

Kontraktionsvermdgen und die Muskelkraft der peripheren Skelettmuskulatur?

e Wie beeinflussen die Orchiektomie und das Laufbandtraining den

Muskelfaserdiameter der peripheren Skelettmuskulatur?

e Wie wirken sich die Orchiektomie und das Laufbandtraining auf die

Muskelgewebefraktion des peripheren Skelettmuskels aus?

e Wie wirken sich die Orchiektomie und das Laufbandtraining auf den Kollagenanteil

im Muskelgewebe aus?

e Welchen Einfluss haben die Orchiektomie und das Laufbandtraining auf die

Proliferation der Skelettmuskelzellen?

e Welchen Einfluss haben die Orchiektomie und das Laufbandtraining auf die

Apoptoserate der Skelettmuskelzellen?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Experimentelles Modell

Die Versuche wurden an 54 mannlichen Wistar-Ratten (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Korpergewicht von 375 - 425 g
durchgefthrt. Die Haltung der Tiere erfolgte artgerecht, nach den Richtlinien des
deutschen Tierschutzgesetzes in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des Instituts
fur Experimentelle Chirurgie der Universitat Rostock. Die Tiere wurden bei 12 Stunden
Tag-Nacht-Rhythmus und unter Bereitstellung von Laborfutter fir Nager und Wasser ad
libitum in Einzelkafigen gehalten.

Die Tierversuche waren gemall dem Tierschutzgesetz § 8 von der
Genehmigungsbehoérde des Landesveterinar- und Lebensmitteluntersuchungsamtes
Mecklenburg-Vorpommerns genehmigt worden (Aktenzeichen 7221.3-1.1-034/13) und
standen unter Aufsicht des Tierschutzbeauftragten (Dr. rer. nat. D. Zechner) am Institut
fur Experimentelle Chirurgie der Universitat Rostock. Der Versuchsbeginn erfolgte eine

Woche nach Akklimatisierung der Tiere an die Laborbedingungen.

3.1.1 Versuchsaufbau und Versuchsgruppen

Die insgesamt 54 Ratten wurden randomisiert in folgende Studienabschnitte und
Gruppen eingeteilt (Abbildung 2): 36 Tiere im Studienabschnitt A und 18 Tiere im
Studienabschnitt B. Die Auswertung erfolgte in vivo und ex vivo. In vivo wurde bei allen
Tieren die Muskelkraft am linken M. soleus gemessen. Anschlie3end folgten ex vivo
histologische und immunhistochemische Untersuchungen, nachdem die Tiere mit einer
Uberdosis der Ketamin-Xylazin-Narkose sowie durch den Volumenmangel bei der

intrakardialen Blutabnahme getotet wurden.

26



Material und Methoden

4 Wochen
n=6
ORX 8 Wochen
n=18 n==6
12 Wochen
n=6
B Studienabschnitt A
n = 36
4 Wochen
n=6
sham-ORX 8 Wochen
n=18 n==6
Studienkollektiv ]
n=>54 12 Wochen
n==6
Training uphill
12 Wochen
n==6

) : Training level
Studienabschnitt B
L 12 Wochen
n=18
n==6

Training downhill
12 Wochen
n=6

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Versuchsgruppen und des experimentellen Protokolls.
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Studienabschnitt A

Im Studienabschnitt A wurde der Einfluss der, durch Orchiektomie induzierten
Andropause, auf den Skelettmuskel untersucht. Dafur erfolgte eine Woche nach
Akklimatisierung der Tiere an die Laborbedingungen die Orchiektomie (ORX) bzw. bei
der Kontrollgruppe die sham-Orchiektomie (sham-ORX). Es folgte ein
Beobachtungszeitraum von 4, 8 bzw. 12 Wochen mit anschlieBender Messung der
Muskelkraft sowie histologischer und immunhistochemischer Untersuchung des Muskels
(Abbildung 3). Insgesamt ergaben sich im Studienabschnitt A folgende sechs Gruppen

mit jeweils sechs Tieren, welche miteinander verglichen wurden:

4 Wo sham-ORX 8 Wo sham-ORX 12 Wo sham-ORX
4 Wo ORX 8 Wo ORX 12 Wo ORX

t [Wo]

0 4 8 12

1 ORX bzw. sham-ORX bei mannlichen Wistar-Ratten (n=6 pro Gruppe und Zeitpunkt)

l Auswertung

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Ablaufes von Studienabschnitt A.

Studienabschnitt B

Die Tiere aus Studienabschnitt B wurden einer Orchiektomie sowie einem
anschlielenden 12-wdchigen Laufbandtraining zugefihrt (Abbildung 4). Das Training
wurde frihestens 3 Tage post operationem begonnen. Dabei liefen die Tiere entweder
eine Steigung von 10° aufwarts (uphill), in der Ebene (level) oder ein Gefalle von 10°
abwarts (downhill). Details zum Laufprotokoll sind unter dem Punkt 3.1.3 aufgefiihrt. Die

Zuteilung zu den folgenden drei Trainingsgruppen erfolgte randomisiert (n=6):

12 Wo ORX uphill 12 Wo ORX level 12 Wo ORX downhill
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Nach Ablauf der 12-wdchigen Trainingsphase wurden die Tiere dieser drei
Laufgruppen mit den Tieren der 12 Wo ORX Gruppe bzw. 12 Wo sham ORX Gruppe
aus Studienabschnitt A verglichen und der Effekt des Trainings auf den Skelettmuskel
untersucht. Die Messung der Muskelkraft erfolgte einen Tag nach Beendigung des

Laufbandtrainings.

! !

Training Training Training

t [Wo]

0 4 8 12

l ORX + uphill- oder level- oder downhill-Training (n=6 pro Gruppe)

1 Auswertung

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ablaufes von Studienabschnitt B.

3.1.2 Orchiektomie und sham-Orchiektomie

Die Narkose der Tiere wurde gewichtsadaptiert mit intraperitonealer (i.p.) Injektion
von Ketaminhydrochlorid 10% (Ketamin, Bela-Pharm, Vechta, Deutschland) und
Xylazinhydrochlorid 2% (Rompun®, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland) durchgefuhrt
(110 mg/kgKG Ketamin und 7 mg/kgKG Xylazin). Der Eingriff erfolgte unter nicht sterilen
Bedingungen und Verwendung von mikrochirurgischen Instrumenten. Nach Rasur der
Skrotalbehaarung folgte die Lagerung der Tiere in Ruckenlage auf einer Heizplatte
(Klaus Effenberger, Medizintechnische Gerate, Pfaffing, Deutschland) zur
Aufrechterhaltung einer konstanten Kérpertemperatur von 36 - 37 °C. Die Augen wurden
mit einem Gel (Vidisic®, Bausch & Lomb GmbH, Berlin, Deutschland) vor dem
Austrocknen geschitzt. Nach Fixierung der Hinterlaufe mit Pflasterstreifen (Leukosilk®
S, BSN medical, Hamburg, Deutschland) erfolgte die Hautdesinfektion der Hodenregion
mit Providon-lod (Betaisadona®, Mundipharma, Limburg, Deutschland). Die

Orchiektomie wurde an jedem Hoden einzeln durchgeflihrt. Sie erfolgte ,geschlossen®,
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d.h. unter Schonung des parietalen Blattes der Tunica vaginalis. Durch einen ca. 2 cm
langen Schnitt wurde die Skrotalhaut mit einem Einmalskalpell (Prazisa plus, P. J.
Dahlhausen & Co., Kdln, Deutschland) kranio-kaudal entlang der Langsachse des
Hodens eréffnet. Es folgte die stumpfe Praparation und Darstellung des Hodens. Das
Ligamentum caudae epididymidis wurde an seiner Insertion an der Tunica dartos mit der
Schere durchtrennt und die erd6ffnete Wandung des Processus vaginalis nach kranial
geschoben. Nach Anlage einer Arterienklemme am Samenstrang folgte die Ligatur des
Samenstranges mit 3-0 resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl® 3-0, Johnson & Johnson,
St-Stevens-Woluwe, Belgien) proximal und distal der Klemme. Die Absetzung des
Hodens erfolgte distal der Arterienklemme. Anschlieliend wurde die Skrotalhaut leicht
angehoben, sodass sich die Samenstrangstiimpfe in die Tiefe zurlickziehen konnten.
Nach griundlicher Desinfektion des Operationsfeldes mit Povidon-Jod erfolgte der
Wundverschluss durch zwei bis drei Einzelknopfnahte mit einem 3-0 resorbierbaren
Vicryl-Faden. Die Operationszeit betrug ca. 20 min pro Ratte. AnschlieRend erwachten
die Tiere in ihren Kafigen aus der Narkose. Die Schmerzbehandlung erfolgte bis zum 3.
postoperativen Tag durch Zugabe von Metamizol-Natrium (Novaminsulfon-ratiopharm®,
Ratiopharm, Ulm, Deutschland, 200 mg/kgKG) zum Trinkwasser. Orchiektomierte Tiere,
die dem Studienabschnitt B angehérten, begannen das Training frihestens drei Tage
nach dem Eingriff.

Die sham-Orchiektomie glich im pra-, intra- und postoperativen Ablauf der
Orchiektomie. Intraoperativ wurden die freigelegten Hoden aber nicht abgesetzt,
sondern mit einer Moskitoklemme vorsichtig mobilisiert und anschlieRend wieder in situ

zurtickgeschoben.
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3.1.3 Laufbandtraining

Das insgesamt zwolf Wochen andauernde Laufbandtraining unterteilte sich in drei
Phasen. Wahrend des gesamten Trainingszeitraumes wurden die Tiere an funf
aufeinander folgenden Tagen je Woche (Montag - Freitag) auf einem speziellen
Laufband fur Ratten (TSE Treadmill - Modular treadmill for rats, TSE Systems GmbH,
Bad Homburg, Deutschland) trainiert (Abbildung 5A). Der Neigungswinkel des
Laufbandes war elektronisch verstellbar und wurde mit einer digitalen Wasserwaage
entsprechend der angewendeten Trainingsmodalitat ausgelotet (Abbildung 5B).

Das Training wurde nur mit Tieren durchgeflihrt, welche selbstandig aus eigener
Motivation heraus kontinuierlich liefen oder aber mit geringem Aufwand bereit waren zu
trainieren. Dazu zahlte das sanfte Berlhren des Schwanzes oder der Hinterlaufe, wenn
sich die Tiere ausruhen wollten. Eine vom Laufband automatisch verabreichte
Stromapplikation wurde nicht angewendet. Der Ausschluss vom taglichen Training
erfolgte, wenn mehr als 20 Berlihrungen des Schwanzes bzw. der Hinterlaufe an einem
Trainingstag notwendig waren. Insgesamt wurden finf Ratten vom Versuch

ausgeschlossen, da sie sich an drei Folgetagen nachhaltig dem Training verweigerten.

Abbildung 5: Darstellung des Laufbandtrainings in der Modalitat uphill. Vier Tiere liefen gleichzeitig auf
jeweils einer Bahn. Die einzelnen Bahnen waren durch Trennwande voneinander abgegrenzt, sodass
sich die Tiere nicht sehen konnten (A). Der Neigungswinkel wurde mit einer digitalen Wasserwaage auf

10° Steigung eingestellt (B).
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Trainingsprotokoll

Die 12 Wochen Laufbandtraining wurden in folgende drei Phasen unterteilt:

1. - 3. Woche: ,learn-to-train“-Phase

Diese Phase beinhaltete ein Ausdauertraining mit langsamer Steigerung der
Laufgeschwindigkeit und diente zur Gewdhnung der Tiere an das Laufband. In der
ersten Woche liefen die Tiere 20 Minuten mit einer Geschwindigkeit von 10 m/min.
In der zweiten Woche wurde die Trainingsdauer auf 30 Minuten mit 15 m/min und in

Woche drei auf 40 Minuten mit 20 m/min erhoht.

4. - 6. Woche: ,train-to-train“-Phase

In dieser Phase wurde ein Intervalltraining durchgefihrt und die
Maximalgeschwindigkeit der jeweiligen Gruppe bestimmt. Hierfur liefen die Tiere in
einer steady-state-Phase bei niedriger Geschwindigkeit von 10 m/min flr sechs
Zyklen von jeweils vier Minuten Dauer. Die steady-state-Phase wurde durch
insgesamt funf bout-Intervalle unterbrochen, in denen die Tiere fur zwei Minuten mit
ihrer jeweiligen Maximalgeschwindigkeit liefen. Der Ubergang von der steady-state-
Phase zum bout-Intervall erfolgte in einer Beschleunigungsphase mit stufenloser
Erhdhung der Geschwindigkeit innerhalb von 30 Sekunden auf die jeweilige
Maximalgeschwindigkeit (Vmax). Die Laufgeschwindigkeit der bout-Intervalle wurde
am ersten Tag der 4. Woche mit 20 m/min begonnen und an jedem folgenden Tag
um 1 — 2 m/min erhdht. Im zeitlichen Verlauf konnte so die maximale
Laufgeschwindigkeit (Vmax) der Tiere, abhangig von der jeweiligen Trainingsgruppe
bestimmt werden. Daraus ergab sich fur die uphill-Gruppe eine
Maximalgeschwindigkeit von 28 m/min, fur die level-Gruppe 35 m/min und fir die

downhill-Gruppe 34 m/min.

7.-12. Woche: Trainingsphase
In der Trainingsphase liefen die Tiere das Intervalltraining mit der

Maximalgeschwindigkeit der jeweiligen Gruppe (Abbildung 6).

32



Material und Methoden

[m/min]
Vmax —
10 —
T T | | | t [min]
6 12 18 24 30
Vmax: uphill Training (+10°) level Training (0°) downhill Training (-10°)
28 m/min 35 m/min 34 m/min

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Intervalltrainings. In der steady-state-Phase liefen die Tiere
vier Minuten lang bei niedriger Geschwindigkeit von 10 m/min. Innerhalb von 30 Sekunden wurde in der
Beschleunigungsphase die Geschwindigkeit dann stufenlos von 10 m/min auf die jeweilige
Maximalgeschwindigkeit (Vmax) erhéht. Es folgte das zweiminitige bout-Intervall mit der
Maximalgeschwindigkeit. Fir die uphill-Gruppe mit 28 m/min, fir die level-Gruppe mit 35 m/min und fir
die downhill-Gruppe mit 34 m/min. Dieses Intervall wurde insgesamt fiinfmal wiederholt, immer gefolgt
von einer vierminitigen steady-state-Phase bei 10 m/min und der Beschleunigungsphase von 30
Sekunden.

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Muskelkraftmessung

Die biomechanische Messung der Kontraktionskraft der peripheren
Skelettmuskulatur erfolgte in vivo mit Hilfe eines speziellen Versuchsaufbaues. Hierbei
wurde in einer Messvorrichtung (Experimetria, Budapest, Ungarn) der M. soleus indirekt

uber den N. ischiadicus gereizt und die dabei auftretende Kontraktionskraft erfasst.
Erfassung der Muskelkraft

Die Narkose der Tiere wurde mit einer gewichtsadaptierten intraperitonealen
Injektion von Ketaminhydrochlorid 10% (110 mg/kgKG) und Xylazinhydrochlorid 2%
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(7 mg/kgKG) durchgefuhrt. Nach Rasur des linken Hinterlaufes wurden die Tiere in
Bauchlage auf der Heizplatte gelagert und die Vorder- und Hinterldufe durch
Pflasterstreifen fixiert.

Mit einem ca. 3 cm langen postero-lateralen Langsschnitt wurde die Haut des
linken Hinterlaufes am Unterschenkel inzidiert. Es folgte die stumpfe Praparation und
Darstellung der Muskelfaszie und inre Offnung. Dem schloss sich die Praparation der
Beugemuskulatur an. Hierbei musste der M. gastrocnemius mobilisiert werden, um den
darunter liegenden M. soleus freilegen zu kénnen (Abbildung 7A). Um die Vitalitat des
M. soleus nicht zu gefdhrden, musste bei der Praparation besonders auf die
Unversehrtheit der Gefal3-Nerven-Strale im proximalen Drittel des Muskels geachtet
werden.

Nach vollstandiger Freilegung des M. soleus und Darstellung der Achillessehne
konnte das distale Muskelende am Ubergang in die Achillessehne kurz oberhalb des
Sehnenansatzes am Os calcaneum abgetrennt werden. Mit einer Durchflechtungsnaht
nach Kirchmayr-Kessler wurde mit einem 3.0 Vicryl-Faden am distalen Ende des M.
soleus eine Schlaufe angebracht.

Zur Freilegung des N. ischiadicus wurde die Haut des Oberschenkels im mittleren
Drittel durch einen ca. 1,5 cm langen Schnitt eréffnet. Es folgte die Darstellung der
Oberschenkelmuskulatur und die stumpfe Spreizung der Muskelbduche um den N.

ischiadicus in der Tiefe darstellen zu kénnen (Abbildung 7B).

Abbildung 7: In der Abbildung A ist der frei praparierte M. soleus (Pfeil) dargestellt. Abbildung B zeigt
den N. ischiadicus (Pfeil) nach Praparation.
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Anschlie3end wurde das Tier von der Heizplatte auf die Messvorrichtung (NW-01,
Experimetria, Budapest, Ungarn) umgelagert. Nach Fixierung des linken Knie- und
Sprunggelenkes in den entsprechenden Halterungen wurde der M. soleus Uber die
Schlaufe mit dem Messwandler (FSG-01, Experimetria, Budapest, Ungarn) der

Messvorrichtung verbunden (Abbildung 8).

Abbildung 8: Darstellung der experimentellen Vorrichtung zur Muskelkraftmessung. Nach Praparation
des M. soleus und des N. ischiadicus wurde die Ratte in Bauchlage in der Messvorrichtung platziert und
das linke Knie- und Sprunggelenk entsprechend fixiert. Der M. soleus (schwarzer Pfeil) wurde indirekt
Uber den N. ischiadicus (blauer Pfeil) gereizt (A) und die Kontraktionskraft iber den Messwandler (roter
Pfleil) detektiert. Das Signal wurde an den Empfanger (B) Gibermittelt, dort verstarkt und anschlielRedend

am Computer visualisiert.

Am freigelegten N. ischiadicus wurde die Elektrode befestigt und bipolar Gber
Impulsgeber und Steuerungseinheit (CRS-ST-02-O, Experimetria, Budapest, Ungarn)
stimuliert. Durch Applikation von Kochsalzlésung an die Kontakistelle der Elektrode
konnte die elektrische Leitfahigkeit verbessert werden.

Zur Erzeugung der Kurzkontraktion des M. soleus wurde der N. ischiadicus bipolar
mit 9 mA / 75 Hz stimuliert. Dies erfolgte in funf Pulsen von jeweils 0,1 Sekunden Dauer
und 5-Sekunden-Pausenintervallen zwischen den einzelnen Pulsen. Fir die Messung
der maximalen tetanischen Muskelkraft wurde der M. soleus auf gleiche Weise wieder
mit 9 mA / 75 Hz stimuliert, die Dauer der Pulse entsprach nun aber 3 Sekunden pro
Stimulation, gefolgt von 5-Sekunden-Pausenintervallen zwischen den einzelnen Pulsen
(Tabelle 1).
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Modus Signalstarke Signalfrequenz Stimulation Intervalldauer
Kurzkontraktion 9 mA 75 Hz 5x0,1s 5s
Tetanie 9 mA 75 Hz 5x3s 5s

Tabelle 1: Stimulationsablauf des N. ischiadicus flr die Kurzkontraktion und Tetanie des M. soleus.

Zur Messung der Kontraktionskraft des M. soleus wurde das Signal der
Muskelzugkraft durch den Messwandler an den Empfanger Gbermittelt und dort verstarkt
(CRS-SG Experimetria, Budapest, Ungarn). Durch ein Modem (LabJack U12, LabJack
Corporation, Lakewood USA) wurde das analoge Signal digitalisiert und die jeweiligen
Werte mit einer speziell entwickelten Visual Basic Anwendung (Visual Basic 6, Microsoft
Deutschland GmbH, Unterschleillheim, Deutschland) erfasst und gespeichert
(Abbildung 9).

Abbildung 9: Die Elektrode (3) wird am N. ischiadicus (4) befestigt und bipolar durch den Impulsgeber

(2) und die Steuerungseinheit (1) stimuliert. Um die Kontraktionskraft des M. soleus (5) zu messen, wird
die Zugkraft des Muskels durch den Messwandler (6, 7) an den Empfanger (8) Ubermittelt und dort
verstarkt. Das analoge Signal wird digitalisiert (9) und am Computer (10) visualisiert. Abbildung modifiziert
nach Stratos [Stratos 2009].

Nach Beendigung der Muskelkraftmessungen wurde das Tier wieder auf die
Heizplatte umgelagert und die Narkose vertieft. Es folgte die Entnahme und Teilung des
linken M. soleus der Langsachse nach in zwei Halften. Ein Teil wurde fur nachfolgende

histologische Untersuchungen in 4%iger Formalinlésung fixiert, der andere Teil der
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Bestimmung der Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht zugefuhrt. Im Anschluss folgte
die Thorakotomie und Punktion des linken Herzventrikels zur Blutentnahme. Zur Tétung

der Tiere wurde eine Uberdosis der Ketamin-Xylazin-Narkose verabreicht.

Berechnung der Muskelkraft

Von jedem Versuchstier wurde jeweils ein Datensatz fir die Kurzkontraktion und
tetanische Kontraktion des linken M. soleus erhoben. Um die Starke der
Kontraktionskraft zu bestimmen, wurde mittels Software (Microsoft Excel 2003, Microsoft
Deutschland GmbH, Unterschleiltheim, Deutschland) der Mittelwert der Amplituden von

den funf aufeinander folgenden Muskelkontraktionen berechnet (Abbildung 10).

A B

o (U

Abbildung 10: Exemplarische Datensequenzen der Muskelkraftmessung am M. soleus einer mannlichen

N ) I |

Wistar-Ratte. Auf der x-Achse ist die Zeit abgebildet und auf der y-Achse die Kontraktionskraft des
Muskels bei direkter Stimulation des N. ischiadicus mit 9 mA / 75 Hz. Bild A zeigt jeweils 5
Kurzkontraktionen nach entsprechender Stimulation des N. ischiadicus fir 0,1 s. Im Bild B ist die
tetanische Kontraktion des M. soleus nach 5-facher Stimulation des N. ischiadicus fir jeweils 3 s

abgebildet.
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3.2.2 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

Fir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurde der M.
soleus am Ende der in vivo Versuche entnommen und fir drei Tage in 4%iger
Formalinldsung (Carl Roth GmbH Co. KG) fixiert. Danach folgte die Einbettung in
Paraffinwachs. Mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica RM 2145, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) wurden aus den Paraffin-Blécken 4 uym dicke Schnittpraparate
angefertigt. Der Muskel wurde dabei vom proximalen zum distalen Ansatz in seiner
longitudinalen Achse geschnitten, sodass er in voller Lange auf den Objekttragern
abgebildet werden konnte. Nach unterschiedlichen histologischen und
immunhistochemischen Farbungen erfolgte die mikroskopische Untersuchung der
Muskelpraparate an einem Lichtmikroskop (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) unter Verwendung verschiedener Objektive (Abbildung 11). Alle

Auswertungen wurden unter Verblindung der Gruppenzugehdrigkeit durchgefihrt.

Abbildung 11: Exemplarische Darstellung einer histologischen Untersuchung des linken M. soleus.
Abbildung A zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme des M. soleus in 40x VergrofRerung. In der Abbildung
B ist schematisch ein Objekttrager mit Muskelpraparat abgebildet. Die Auswertung erfolgt meanderformig
Uber 40 Gesichtsfelder.

3.2.2.1 Muskelfaserdiameter

Zur Bestimmung des Muskelfaserdiameters wurden die Schnitte mittels
Hamatoxilin-Eosin (HE) gefarbt und bei 200x VergroRerung im Lichtmikroskop
analysiert. Hierfir wurde bei allen im Objektfeld liegenden Muskelfasern an zwei
Messpunkten der Diameter des Muskelfaserzylinders in um bestimmt und der Mittelwert
aus beiden Messwerten berechnet. Insgesamt wurden pro Schnittpraparat 40

Objektfelder meanderférmig mikroskopiert und vermessen (Abbildung 12).
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e S Abbildung 12:

e I thin Exemplarische Darstellung der Vermessung des
Muskelfaserdiameters in einem Objektfeld eines
HE-Schnittes in 200x VergroRerung. An zwei
Messpunkten  wurde der Diameter des
Muskelfaserzylinders in ym bestimmt (Doppelpfeil
7) und anschlieBend der Mittelwert aus beiden

Messwerten berechnet.

3.2.2.2 Muskelgewebefraktion

FuUr die Auswertung der Muskelgewebefraktion wurde das zuvor mit Hamatoxilin-
Eosin gefarbte Muskelpraparat in einer 40x VergroRerung in seiner gesamten Grofle
digital aufgenommen (cell®D, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Hamburg,
Deutschland). Mittels digitaler Bildbearbeitung (Photoshop CS4 Version 11.0.2, Adobe
Systems Europe, Uxbridge, UK) wurden die Muskelfasern manuell von den restlichen
Gewebestrukturen wie Kollagenfasern, BlutgefaRen oder Fettgewebe isoliert. Im

Anschluss wurde die Pixelzahl der Muskelfasern planimetrisch berechnet und zum

gesamten Objektfeld prozentual angegeben (Abbildung 13).

"

Abbildung 13: Exemplarische Darstellung der planimetrischen Untersuchung des M. soleus zur
Bestimmung der Muskelgewebefraktion (A). Die Muskelzellen wurden digital von den restlichen
Gewebestrukturen isoliert (B) und anschlielend deren Flache prozentual zur Flache des Objektfeldes

berechnet, 40x VergréRerung.

39



Material und Methoden

3.2.2.3 Kollagendeposition

Die Bestimmung des Kollagenanteils im Skelettmuskelgewebe erfolgte an
Muskelschnitten, welche mittels Sirius-Red-Farbung (Direct Red 80; Aldrich, Toronto,
Kanada) gefarbt wurden. Die Farbung wurde nach dem Herstellerprotokoll durchgefuhrt.
Zur Auswertung wurde das gesamte Muskelpraparat in einer 40x VergroRerung digital
aufgenommen (cell*D, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Hamburg, Deutschland)
und die Bilder mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Photoshop CS4 Version 11.0.2,
Adobe Systems Europe, Uxbridge, UK) digital so bearbeitet, dass sich die
Kollagenfasern von den restlichen Bildstrukturen isoliert aufzeigten. Anschliel3end wurde
die Pixelzahl der Kollagenfasern planimetrisch berechnet und der prozentuale Anteil zum

gesamten Objektfeld angegeben (Abbildung 14).

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der planimetrischen Untersuchung des M. soleus zur
Bestimmung der Kollagendeposition (A). Die Kollagenfasern (rot) wurden digital von den restlichen
Gewebestrukturen isoliert (B) und anschlieend deren Flache prozentual zur Flache des Objektfeldes
berechnet, 40x VergréRerung.

3.2.2.4 Muskelzellproliferation

Der Nachweis proliferierender Zellen wurde an Muskelpraparaten durchgefiihrt,
die mit PCNA-Antikérpern markiert waren. Die Verwendung des Anti-PCNA-antibody
[PC 10] erfolgte den Angaben des Herstellers (abcam, Cambridge, UK) entsprechend

mit einer Verdunnung von 1:1000. PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ist ein
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Hilfsprotein der DNA-Polymerase-Delta und spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus
eukaryotischer Zellen.

Es liegt als Homotrimer vor, wird im Zellkern proliferierender Zellen exprimiert und
unterstitzt den Prozess der DNA-Strangsynthese wahrend der Replikation [Dieckman
et al. 2012]. Anti-PCNA-antibody ist ein monoklonaler Maus-Antikérper, der PCNA-
Molekule bindet, diese markiert und somit als indirekter Marker fur das Ausmal} der
Zellproliferation steht. Die quantitative Auswertung erfolgte durch Auszahlung Anti-
PCNA-antibody-positiver Zellen, die in der Einheit Zellen pro Gesichtsfeld (n/GF)
angegeben wurden (Abbildung 15). Insgesamt wurden pro Muskelpraparat 40
fortlaufende Gesichtsfelder bei einer 400x Vergrolierung ausgezahlt, der arithmetische

Mittelwert der Zellen pro Gesichtsfeld ermittelt und in Zellen pro mm? umgerechnet.

Abbildung 15:
P Exemplarische Darstellung proliferierender
Skelettmuskelzellen mittels PCNA-Antikorper,

e hier in 1000x VergréRerung. Der Pfeil (1) zeigt auf
b den braunlich gefarbten Zellkern einer
v proliferierenden Skelettmuskelzelle.
' P

3.2.2.5 Muskelzellapoptose

Der histologische Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen erfolgte mittels
TUNEL-Methode (S7101 ApopTag kit, Chemicon International Inc., Temecula, CA,
USA). Die Farbung wurde nach Herstellerprotokoll durchgeflihrt, zudem kamen
Objekttrager mit Poly-L-Lysin-Beschichtung zum Einsatz.

Wahrend der Zellapoptose kommt es durch Endonukleasen bedingt zu
Fragmentation und Abbau der zelluldaren DNA (Desoxyribonukleinsaure). Bei der
TUNEL-Farbung (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) bindet das Enzym TdT
(terminal desoxynucleotidyl transferase) an die endstandigen Hydroxygruppen (3’'OH-
Gruppen) der frei werdenden DNA-Sticke und fugt an diese biotinylierte
Polydesoxyuridylnukleotide an. Diese Nukleotide werden dann durch einen farblich

markierten Antikdrper sichtbar gemacht [Loo 2011].
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Im histologischen Praparat wurden die apoptotischen Muskelzellen anhand ihrer
braunen Farbung erkennbar. Die quantitative Auswertung erfolgte durch Auszéhlung
TUNEL-positiver Zellen, die in der Einheit Zellen pro Gesichtsfeld (n/GF) angegeben
wurden (Abbildung 16). Insgesamt wurden pro Muskelpraparat 40 fortlaufende
Gesichtsfelder bei einer 400x VergroRerung ausgezahlt, der arithmetische Mittelwert der

Zellen pro Gesichtsfeld ermittelt und in Zellen pro mm? umgerechnet.

Abbildung 16:
y’ Exemplarische Darstellung apoptotischer
| Skelettmuskelzellen mittels TUNEL-Féarbung, hier
,ﬂ” : in 1000x VergréRerung. Der Pfeil (1) zeigt auf den
’ '\ braunlich gefarbten Zellkern einer apoptotischen

Skelettmuskelzelle.

3.2.3 Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht

Zur Berechnung der Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht wurde das
Muskelpraparat des linken M. soleus unmittelbar nach der Entnahme mit einer
Prazisionswaage gewogen und das Feuchtgewicht bestimmt. Anschlieend wurde es
fur 42 Tage bei 60 °C im Trockenschrank gelagert und danach das Trockengewicht

ermittelt.

3.2.4 Serum-Testosteron-Wert

Am Ende der Muskelkraftmessung wurden die Tiere thorakotomiert und durch
Punktion des linken Herzventrikels Blut entnommen. Es folgte die Zentrifugation des
Blutes bei 3500 U/min Uber 12 Minuten (GS15-Zentrifuge, Beckman Coulter GmbH,
Krefeld, Deutschland) zur Gewinnung des Blutserums. Die Bestimmung der
Testosteronkonzentration im Serum wurde mit einem Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) Lesegerat (Victorrm X3, PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts,
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USA) durchgeflihrt. Hierfir wurde das dazugehorige ELISA kit (Testosterone (5E801):
sc-73144 Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) verwendet.

3.3 Statistische Analyse

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mittels einfaktorieller Varianzanalyse [,one way analysis of variance® (1-way-
ANOVA)], gefolgt vom Fisher-LSD-Test. Samtliche statistische Tests erfolgten unter
Verwendung der Software Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc, San Jose, CA, USA).
Bei der Prifung wurden Unterschiede mit p<0,05 als signifikant angesehen.

Anschliel3end wurden die Ergebnisse mit Hilfe der Software in Diagrammen dargestellit.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Allgemeine Beobachtungen

Nach der Orchiektomie wurden die Tiere in ihre Kafige gebracht, bis zum
Erwachen aus der Narkose beobachtet und dem gewohnten 12 Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus zugefuhrt. Alle Tiere erwachten ohne Komplikationen aus der Narkose,
erholten sich rasch und zeigten nach kurzer Zeit wieder ein normales Ess- und
Trinkverhalten. Eine Gewichtsabnahme wurde nicht beobachtet. Die Wunde heilte

reizlos und trocken ohne Zeichen einer lokalen Infektion.

4.2 Muskelkraftmessung

4.21 Tetanie

Bei der biomechanischen Messung der tetanischen Muskelkraft flhrte die
elektrische Stimulation des N. ischiadicus bei allen Tieren nach einer Sekunde zur
tetanischen Kontraktion des M. soleus mit gleichem Kontraktionsmuster. Zwischen den
orchiektomierten Tieren der ORX-Gruppe und den sham-orchiektomierten Tieren der
Kontrollgruppe zeigten sich nach 4 und 8 Wochen Beobachtungszeitraum keine
signifikanten Unterschiede. Nach 12 Wochen konnte bei den orchiektomierten Tieren
eine statistisch relevante Abnahme der tetanischen Muskelkraft gegenuber der sham-
Gruppe festgestellt werden. Die Tiere aller drei Laufgruppen zeigten eine signifikant
héhere Muskelkontraktionskraft als die untrainierten Tieren der 12-Wo-ORX-Gruppe.
Zudem konnte bei den Tieren die uphill und downhill liefen eine statistisch relevante
héhere Muskelkontraktionskraft gegeniuber den Tieren der level-Gruppe gemessen
werden. Desweiteren zeigte sich, dass die kastrationsbedingte Schwache der
Muskelkraft durch uphill- und downhill-Training ausgeglichen und auf das Niveau der

sham-Gruppe angehoben werden konnte (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der tetanischen Muskelkontraktionskraft in Newton (N).
Dargestellt sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham, n=6 pro
Zeitpunkt) Tiere nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen
Laufbandtraining in den Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der
Mittelwert + SEM; one-way ANOVA,; * p<0,05 vs. sham, # p<0,05 vs. 12-Wo0-ORX, + p<0,05 vs. 12-Wo-
ORX-level.
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4.2.2 Kurzkontraktion

Die Muskelkraft bei Kurzkontraktion zeigte bei allen neun Versuchsgruppen eine
ahnliche Kinetik wie die tetanische Kontraktionskraft, jedoch nicht auf statistisch
signifikantem Niveau. Die Orchiektomie zeigte zu keinem Messzeitpunkt einen
statistisch relevanten Effekt auf die Muskelkraft bei Kurzkontraktion. Ebenso verhielt es
sich mit dem Laufbandtraining. Weder uphill- noch level- oder downhill-Training fuhrten

zu einer signifikanten Zunahme der Muskelkraft bei Kurzkontraktion (Abbilung 18).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Muskelkontraktionskraft bei Kurzkontraktion in Newton (N).
Dargestellt sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham, n=6 pro
Zeitpunkt) Tiere nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen
Laufbandtraining in den Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der

Mittelwert + SEM; one-way ANOVA.
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4.2.3 Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie

Die Ratio von Kurzkontraktion zu tetanischer Kontraktion gibt das Verhaltnis von
schnell und langsam kontrahierenden Muskelfasern des M. soleus an [Stratos et al.
2010]. Im Beobachtungszeitraum zwischen 4 und 8 Wochen zeigte sich sowohl in der
sham-Gruppe als auch in der ORX-Gruppe ein dezenter Anstieg der Ratio, allerdings
ohne statistische Signifikanz. Bei den Tieren der drei Trainingsgruppen konnten keine

statistisch relevanten Unterschiede ausgemacht werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Ratio von Kurzkontraktion zu tetanischer Kontraktion in
Prozent (%). Dargestellt sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham,
n=6 pro Zeitpunkt) Tiere nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen
Laufbandtraining in den Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der
Mittelwert + SEM; one-way ANOVA.
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4.3 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

4.3.1 Muskelfaserdiameter

Die Orchiektomie fuhrte zur Abnahme des Muskelfaserdiameters. Nach 4, 8 und
12 Wochen Beobachtungszeitraum zeigte sich ein signifikant verminderter
Muskelfaserdiameter bei den orchiektomierten Tieren im Vergleich zu den Tieren der
sham-Gruppe. Im Gegensatz dazu konnte durch das Laufbandtraining ein positiver
Effekt auf den Muskelfaserdiameter erzielt werden. Alle Tiere der Trainingsgruppen
wiesen signifikant grofere Muskelfaserdiameter als die untrainierten orchiektomierten
Tiere auf. Der Anstieg des Muskelfaserdiameters gegentber der 12-Wo-ORX-Gruppe
betrug bei der uphill-Gruppe ca. 14%, bei der level-Gruppe ca. 13% und bei der downhill-
Gruppe ca. 17%. Zudem zeigten alle Trainingsgruppen auch héhere Werte als die sham-
Kontrollgruppe. Bei den Tieren der downhill-Gruppe war der Muskelfaserdiameter dabei

signifikant hoher als bei den Tieren der sham-Gruppe (Abbildung 20).

#
60 T L
—_ - *
g_ - * * _—
~ =X ==
[9)
@
§
T 40 1
[}
(%2}
)
©
X
(%2}
=}
=
20 A
0 :
4 Wo 4 Wo 8 Wo 8 Wo 12Wo 12Wo 12Wo 12Wo
sham ORX sham ORX sham ORX ORX ORX
level downhill

Abbildung 20: Graphische Darstellung des Muskelfaserdiameters in Mikrometern (um). Dargestellt sind
orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham, n=6 pro Zeitpunkt) Tiere
nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen Laufbandtraining in den
Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der Mittelwert + SEM; one-
way ANOVA; * p<0,05 vs. sham, # p<0,05 vs. 12-Wo-ORX.
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4.3.2 Muskelgewebefraktion

Die Muskelgewebefraktion beschreibt den planimetrisch  berechneten
prozentualen Anteil von intaktem Muskelgewebe im gesamten Muskelschnittpraparat.
Innerhalb der einzelnen Untersuchungsgruppen zeigten sich hierbei keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 21). Die Orchiektomie und das Laufbandtraining wirkten sich
nicht wesentlich auf die Muskelgewebefraktion aus. Der Anteil des Muskelgewebes am
Muskelschnittpraparat war zwischen den Gruppen und Zeitpunkten nahezu vergleichbar
und lag zwischen 68% bis 84%.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der Muskelgewebefraktion in Prozent (%). Dargestellt sind
orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham, n=6 pro Zeitpunkt) Tiere
nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen Laufbandtraining in den
Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der Mittelwert + SEM; one-
way ANOVA.
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4.3.3 Kollagendeposition

Mit Bestimmung der Kollagendeposition wurden die Kollagenproduktion der
muskularen Fibroblasten und die Bindegewebsbildung gemessen. Die Orchiektomie
fuhrte nach 4, 8 und 12 Wochen zur Abnahme des Kollagenanteils im Muskelgewebe.
Allerdings war die Abnahme gegenuber der sham-Orchiektomie nicht statistisch
signifikant. In den Laufgruppen zeigte sich ein heterogenes Bild. Wahrend der
Kollagenanteil in der uphill- und level-Gruppe unter dem der 12-Wo-ORX-Gruppe lag,
konnte bei Tieren der downhill-Gruppe eine hohere Kollagendeposition im Vergleich zur
12-Wo-ORX-Gruppe ermittelt werden, allerdings ohne statistische Signifikanz. Dagegen
zeigte sich in der sham-Gruppe und in der downhill-Gruppe eine signifikant hdhere
Kollagendeposition als in der level-Gruppe. Bei der sham-Gruppe konnte ein Anstieg des
Kollagenanteils auf mehr als das Doppelte im Vergleich zur level-Gruppe gemessen
werden. Die Zunahme des Kollagenanteils bei den Tieren der downhill-Gruppe war 1,3
mal grofer als in der level-Gruppe (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Graphische Darstellung des Kollagenanteils im Muskelgewebe in Prozent (%). Dargestellt
sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham, n=6 pro Zeitpunkt) Tiere
nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen Laufbandtraining in den
Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der Mittelwert + SEM; one-
way ANOVA; * p<0,05 vs. sham, + p<0,05 vs. 12-Wo-ORX-level.
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4.3.4 Muskelzellproliferation

Zur Messung der Zellproliferation wurden die PCNA-positiven Zellen bestimmt.
Zwischen den orchiektomierten Tieren der ORX-Gruppe und den sham-orchiektomierten
Tieren der Kontrollgruppe zeigten sich nach 4 und 8 Wochen Beobachtungszeitraum
keine signifikanten Unterschiede. In beiden Gruppen kam es im zeitlichen Verlauf zu
einer geringen Abnahme der PCNA-positiven Zellen, ohne statistische Relevanz. Tiere,
die im uphill-Training liefen, hatten eine signifikant hohere Muskelzellproliferation als die
Tiere der beiden anderen Laufgruppen und die ruhenden Tiere der 12-Wo-ORX-Gruppe.
Zudem war die Anzahl der PCNA-positiven Zellen in der uphill- und downhill-Gruppe
signifikant hoher als in der ruhenden sham-Kontrollgruppe (Abbildung 23 und 24). Der
Zuwachs proliferierender Zellen pro mm? Muskelgewebe war in der uphill-Gruppe 2,4

mal héher und in der downhill-Gruppe fast doppelt so hoch wie in der sham-Gruppe.

50

e
£ 40 1
£
C
2
'g 30 1 -[ -|-
3 T T
< 20 A
2 T
o T
10
0
4 Wo 4 Wo 8 Wo 8 Wo 12Wo 12Wo 12Wo 12Wo 12Wo
sham ORX sham ORX sham ORX ORX ORX ORX

uphill level downhill

Abbildung 23: Graphische Darstellung der Anzahl PCNA-positiver Zellen (n/mm?2) zur Bestimmung der
Muskelzellproliferation. Dargestellt sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-
orchiektomierte (sham, n=6 pro Zeitpunkt) Tiere nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte
Tiere nach 12 Wochen Laufbandtraining in den Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro
Laufgruppe). Angegeben sind der Mittelwert + SEM; one-way ANOVA,; * p<0,05 vs. sham, # p<0,05 vs.
12-Wo-ORX, $ p<0,05 vs. 12-Wo-ORX-uphill.
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4 Wo sham 4 Wo ORX 12 Wo ORX uphill
8 Wo sham 8 Wo ORX 12 Wo ORX level
12 Wo sham 12 Wo ORX 12 Wo ORX downhill

Abbildung 24: Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Skelettmuskulatur der einzelnen
Versuchsgruppen mit PCNA-Antikdrper-Farbung. Dargestellt sind jeweils longitudinale Schnittbilder des
linken M. soleus von sham-orchiektomierten (sham) und orchiektomierten (ORX) Tieren nach 4, 8 bzw.

12 Wochen (Wo), sowie von orchiektomierten Tieren nach 12 Wochen Laufbandtraining in den

Modalitaten uphill, level und downhill. Die proliferierenden Zellen sind im histologischen Praparat anhand

ihrer braun-rétlichen Farbung erkennbar. 400x VergroRerung.
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4.3.5 Muskelzellapoptose

Die Anzahl der TUNEL-positiven apoptotischen Skelettmuskelzellen stieg durch
die Orchiektomie bedingt im zeitlichen Verlauf an und zeigte bei den orchiektomierten
Tieren nach 4, 8 und 12 Wochen signifikant hohere Werte als bei den sham-
orchiektomierten Tieren der Kontrollgruppen. Auch zeigten alle Laufgruppen eine héhere
Apoptoserate als die sham-Gruppe, jedoch nur die uphill-Gruppe auf einem statistisch
signifikanten Niveau (Abbildung 25 und 26). Bei den trainierten Tieren konnten in der
level- und downhill-Gruppe eine signifikant geringere Apoptoserate gegentber der 12-
Wo-ORX-Gruppe gemessen werden. Dabei konnte die Anzahl der Apoptosezellen pro
mm? Muskelgewebe in der level-Gruppe um ca. 30% und in der downhill-Gruppe um ca.
38% im Vergleich zu den orchiektomierten, untrainierten Tieren gesenkt werden. Die
Anzahl der apoptotischen Zellen der uphill-Gruppe war ebenfalls niedriger als die der 12-
Wo-ORX-Gruppe, allerdings ohne statistische Relevanz. Zudem war bei den Tieren der
downhill-Gruppe eine um 30% signifikant geringere Muskelzellapoptose gegentber den

Tieren der uphill-Gruppe auszumachen.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der Anzahl TUNEL-positiver Zellen (n/mm?) zur Bestimmung der
Muskelzellapoptose. Dargestellt sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte
(sham, n=6 pro Zeitpunkt) Tiere nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12

Wochen Laufbandtraining in den Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben

53



Ergebnisse

sind der Mittelwert + SEM; one-way ANOVA; * p<0,05 vs. sham, # p<0,05 vs. 12-Wo-ORX, $ p<0,05 vs.
12-Wo-ORX-uphill.

4 Wo sham 4 Wo ORX 12 Wo ORX uphill
8 Wo sham 8 Wo ORX 12 Wo ORX level
12 Wo sham 12 Wo ORX 12 Wo ORX downhill

Abbildung 26: Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Skelettmuskulatur der einzelnen
Versuchsgruppen in TUNEL-Farbung. Dargestellt sind jeweils longitudinale Schnittbilder des linken M.
soleus von sham-orchiektomierten (sham) und orchiektomierten (ORX) Tieren nach 4, 8 bzw. 12 Wochen
(Wo), sowie von orchiektomierten Tieren nach 12 Wochen Laufbandtraining in den Modalitaten uphill,
level und downhill. Die apoptotischen Zellen sind im histologischen Praparat anhand ihrer braunen
Farbung erkennbar. 400x VergréRerung.
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4.4 Ratio von Trocken-zu Feuchtgewicht

Die Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht spiegelt den Proteinanteil innerhalb des
untersuchten Muskels wider. Insgesamt zeigte die Orchiektomie zu keinem
Messzeitpunkt einen statistisch relevanten Effekt auf das Muskelgewicht. Ebenso
verhielt es sich mit dem Laufbandtraining. Weder uphill-, noch level- oder downhill-
Training fuhrten zu einer signifikanten Veranderung der Ratio von Trocken- zu
Feuchtgewicht (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Ration von Trocken- zu Feuchtgewicht des M. soleus in
Prozent (%). Dargestellt sind orchiektomierte (ORX, n=6 pro Zeitpunkt) und sham-orchiektomierte (sham,
n=6 pro Zeitpunkt) Tiere nach 4, 8 bzw. 12 Wochen (Wo), sowie orchiektomierte Tiere nach 12 Wochen
Laufbandtraining in den Modalitaten uphill, level und downhill (n=6 pro Laufgruppe). Angegeben sind der
Mittelwert + SEM; one-way ANOVA.
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4.5 Serum-Testosteron-Wert

Die Testosteronwerte im Serum lagen bei allen orchiektomierten Tieren unterhalb
der ELISA Nachweisgrenze (< 0,2 ng/ml). Bei den sham-orchiektomierten Tieren zeigte
sich zu keinem der Untersuchungszeitpunkte ein wesentlicher Unterschied (4 Wo sham:
2,7 £ 0,8 ng/ml, 8 Wo sham: 2,4 £ 0,9 ng/ml, 12 Wo sham: 2,4 + 0,7 ng/ml).

4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie fuhrte die Orchiektomie zu einer Reduktion des Serum-
Testosteronspiegels unterhalb der Nachweisgrenze (< 0,2 mg/ml), wogegen sich die
Werte bei sham-orchiektomierten Tieren zu keinem Untersuchungszeitpunkt
unterschieden.

Die tetanische Muskelkraft zeigte zwischen der ORX-Gruppe und der sham-
Kontrollgruppe nach 4 und 8 Wochen Beobachtungszeitraum keine signifikanten
Unterschiede. Eine Abnahme der tetanischen Muskelkontraktionskraft konnte bei den
orchiektomierten Tieren nach 12 Wochen erfasst werden. Das Laufbandtraining fuhrte
in allen Modalitaten zur Erhéhung der tetanischen Muskelkontraktionskraft, wobei uphill-
und downhill-Laufen dem Laufen in der Ebene hierbei Uberlegen waren.

Die Muskelkraft bei Kurzkontraktion sowie die Ratio von Kurzkontraktion zu
tetanischer Kontraktion wurden weder durch Orchiektomie, noch durch Laufbandtraining
beeinflusst und zeigten innerhalb der Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten keine
Unterschiede.

Der Muskelfaserdiameter reduzierte sich unter dem Einfluss der Orchiektomie,
wohingegen das Laufbandtraining in allen Modalitdten zur Zunahme des
Muskelfaserdiameters flhrte. Dabei erzielten die Tiere der downhill-Gruppe signifikant
hdéhere Muskelfaserdiameter als die Tiere der sham-Gruppe.

Die Orchiektomie und das Laufbandtraining wirkten sich nicht wesentlich auf die
Muskelgewebefraktion aus, der Anteil des Muskelgewebes am Muskelschnittpraparat
war zwischen den Gruppen und Zeitpunkten nahezu vergleichbar.

Wahrend die Orchiektomie keinen signifikanten Einfluss auf den Kollagenanteil
hatte, zeigte sich beim Laufbandtraining in der downhill-Gruppe eine deutlich héhere
Kollagendeposition als bei der level-Gruppe.

Die Zellproliferation wurde durch die Orchiektomie nicht beeinflusst, dagegen

fuhrte das Laufbandtraining zur Zunahme der proliferierenden Muskelzellen. Dabei
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erreichte das uphill-Training gegeniber den anderen beiden Laufgruppen signifikant
héhere Proliferationswerte. Auch war die Anzahl der PCNA-positiven Zellen in der uphill-
und downhill-Gruppe signifikant hoher als in der ruhenden sham-Kontrollgruppe.

Im zeitlichen Verlauf stieg die Anzahl der apoptotischen Zellen und zeigte zu allen
Untersuchungszeitpunkten bei den orchiektomierten ruhenden Tieren héhere Werte im
Vergleich zu den Tieren der sham-Gruppe. Das Lauftraining in den Modalitaten level und
downhill fuhrte dagegen zur Reduktion der Apoptoserate. Zudem konnte durch das
downhill-Laufen eine geringere Muskelzellapoptose gegentber dem uphill-Laufen
gemessen werden.

Die Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht wurde weder durch die Orchiektomie,

noch durch das Laufbandtraining statistisch relevant beeinflusst.
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5 DISKUSSION

5.1 Diskussion von Material und Methoden

5.1.1 Die Ratte als Versuchstier

Die Ratte ist ein etabliertes Modelltier zur Untersuchung des muskuloskelettalen
Systems und eignet sich neben Studien zu Osteoporose und Knochenheilung auch zur
Untersuchung von Sarkopenie und Muskelverletzungen. Der Vorteil von Nagetieren wie
Mausen und Ratten liegt in ihrem kurzen Fortpflanzungszyklus und der hohen
Reproduktionsrate [Seo et al. 2014], sodass auch Studien mit mehreren Gruppen und
grollerer Anzahl an Tieren durchgefihrt werden koénnen. lhre Haltung unter
Laborbedingungen ist einfacher, platzsparender und mit geringeren Kosten und
Aufwand verbunden als die gréRerer Versuchstiere [Histing et al. 2011]. Des Weiteren
besteht gegenlber Tierversuchen mit Nagetieren eine groflere gesellschaftliche
Akzeptanz als bei Verwendung groRerer Tiere wie z.B. Hunden, Schweinen oder
Schafen.

Durch die kurze Lebenszeit von 2 - 3 Jahren bietet sich die Ratte als Versuchstier
an, um Mechanismen und Veranderungen im Alterungsprozess des Skelettmuskels zu
erforschen [Ballak et al. 2014]. Wahrend bei Studien am Menschen nur Muskelanteile in
Form von Biopsien untersucht werden, besteht bei der Ratte die Mdglichkeit den Muskel
in toto zu sezieren. Die Muskelmorphologie sowie zellulare und molekulare
Mechanismen kénnen somit am Muskel als ,Ganzes® analysiert werden [Alway et al.
2005].

Zur Untersuchung der Muskelfunktion wird meistens die Wadenmuskulatur der
Vorder- oder Hinterlaufe verwendet. Vorteil ist die gute chirurgische Zuganglichkeit des
Muskels selbst, als auch seiner nervalen Versorgung. Nachteil ist die geringe
MuskelgroRe, was die Messtechnik erschwert und die Menge des histologisch
untersuchbaren Gewebes begrenzt [Pratt et al. 2012]. Fir die Messung der
Muskelkontraktionskraft kénnen sowohl der M. extensor digitorum longus [Kung et al.
2014] als auch der M. soleus [Stratos et al. 2012] oder der M. gastrocnemius [Betik et

al. 2009] verwendet werden.
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Neben Nagetieren werden auch Primaten als Sarkopenie-Modell eingesetzt, da
ihre anatomischen und physiologischen Gegebenheiten denen des Menschen am
ahnlichsten sind. Die genetischen Ubereinstimmungen machen sie fir die Untersuchung
der zelluldren und molekularen Grundlagen der Sarkopenie interessant [Feng et al.
2012]. Bedingt durch ihre lange Lebenszeit kommen sie zudem in mehrjahrigen
Langzeitstudien zum Einsatz [McKiernan et al. 2009]. Limitiert wird ihre Verwendung
neben den hohen Kosten und der begrenzten Verfugbarkeit vor allem durch ethische
Gesichtspunkte. Auch an wirbellosen Tieren wie der Drosophila-Fliege [Demontis et al.
2013] oder dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans [Fisher 2004] werden
Untersuchungen zur Sarkopenie durchgefihrt. Als einfache Modellorganismen bieten
sie die Moglichkeit grol® angelegter Studien zur Analyse intrazellularer molekularer
Signalwege und genetischer Veranderungen. Gegeniber Nagetieren treten sie als
Versuchstiere allerding in den Hintergrund. Diese Vor- und Nachteile abwagend lag es

nahe fir diese Studie Wistar-Ratten zu verwenden.

5.1.2 Orchiektomie zur Induktion der Andropause

Die Orchiektomie ist ein anerkanntes Modell, um die Andropause im Tierversuch
zu simulieren und somit den Einfluss von verringerten Testosteronwerten auf das
muskuloskelettale System zu untersuchen. Im Tiermodell kommen verschiedene
Methoden zur Induktion der Andropause zum Einsatz. Ein haufig angewendetes
Verfahren stellt die chirurgische Kastration dar, die auch in der vorliegenden Arbeit
angewendet wurde. Diese wird bei mannlichen Tieren durch Orchiektomie (ORX) und
bei weiblichen durch Ovariektomie herbeigefuhrt. Bereits wenige Stunden nach
chirurgischer Kastration kommt es zum Absinken des Serum-Testosteronspiegels unter
die Nachweisgrenze von 0,2 mg/ml [Maatman et al. 1985; Lin et al. 1994]. Bei der
chemischen Kastration werden meist Androgenrezeptor- und Ostrogenrezeptor-
Antagonisten sowie Selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMS) oder 5-a-
Reduktase-Inhibitoren verwendet. Allerdings ist das Enzym 5-a-Reduktase vor allem im
Prostatagewebe und nur zu einem geringen Anteil im Muskel und Knochen aktiv. Durch
seine Inhibition wird daher die anabole Testosteronwirkung vor allem an der Prostata
und weniger im muskuloskelettalen System gehemmt [Borst et al. 2005]. Neuere
Methoden, die alternativ angewendet werden, sind die bilaterale intratestikulare Injektion

von hypertoner Salzl6sung [Emir et al. 2008] und die testikulare Kryoablation [Ozcan et
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al. 2015]. Beide Verfahren erreichen vergleichbar niedrige Serum-Testosteronwerte wie
die chirurgische Kastration, sind aber weniger invasiv und mit einem geringeren Risiko
fur Komplikationen behaftet.

Bei mannlichen Ratten ist eine kastrations-induzierte Muskelatrophie mit
Veranderungen auf zytomorphologischer Ebene je nach Studie ab der 1. bis 5. Woche
nach Kastration ersichtlich und quantifizierbar [Jiang und Klueber 1989; Prezant et al.
1997; Jones et al. 2010]. Neben Abweichungen im Sarkomeraufbau mit unregelmafigen
Z-Linien kommt es zu degenerativen Veranderungen der mitochondrialen Strukturen
[Oner et al. 2008]. Durch die Androgendeprivation werden intramuskulare Signalwege
gehemmt und anabole Stoffwechselvorgange, wie die myofibrillare Proteinsynthese und
die Expression von Wachstumsfaktoren wie IGF-1 reduziert [White et al. 2013]. Die
verschiedenen  Muskelgruppen  sprechen unterschiedlich stark auf die
Androgendeprivation der Kastration ein. Dies ist unter anderem durch die Variabilitat der
Androgenrezeptordichte bedingt [Rooy et al. 2016]. So ist die Anzahl der Rezeptoren im
testosteronsensiblen M. levator ani und M. bulbocavernosus deutlich héher als in
Skelettmuskeln, wie dem M. soleus oder M. extensor digitorum longus [Axell et al. 2006].
Gleichwonhl zeigt sich in allen genannten Muskeln eine Abnahme der Muskelmasse nach
Kastration, im M. levator ani und M. bulbocavernosus bereits sieben Tage nach
Kastration, in der Skelettmuskulatur nach 30 Tagen [Naeyer et al. 2014]. Des Weiteren
fuhrt die Kastration bei Nagern bereits nach vier Wochen zur Abnahme der
Querschnittsflache der Muskelfasern von Typ | und Typ lla [Oner et al. 2008; White et
al. 2013]. Ebenso lasst sich eine signifikante Reduktion der Muskelkraft mit Abnahme
der maximalen Kraftproduktion in peripheren Skelettmuskeln sowohl in vivo [Brown et
al. 2001] als auch in vitro Messungen feststellen [Axell et al. 2006; Naeyer et al. 2014].
In der Zusammenschau der genannten zytomorphologischen und biomechanischen
Veranderungen zeigt sich, dass kastrierte Nagetiere als Modell fir die Sarkopenie

etabliert und geeignet sind.

5.1.3 Gruppen und Zeitpunkte der Untersuchung

Um eine Kinetik der untersuchten Parameter nach Orchiektomie zu beschreiben,
wurden in der vorgestellten Arbeit drei Zeitpunkte ausgewahlt. Weiteres Ziel des

experimentellen Aufbaus war es, die zytomorphologischen und biomechanischen
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Veranderungen der Skelettmuskulatur nach Orchiektomie und Laufbandtraining
darzustellen und diese mit einer sham-Orchiektomie zu vergleichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde hierfur das Verfahren der chirurgischen
Kastration angewendet. Die Kastration fuhrte zur Deprivation des Serum-
Testosteronspiegels mit Werten unterhalb der Nachweisgrenze von 0,2 mg/ml. Auf
Grundlage der im vorherigen Abschnitt vorgestellten Literatur ist davon auszugehen,
dass 12 Wochen nach Kastration ausreichend sind, um intramuskulare Veranderungen
im Sinne einer Sarkopenie nachweisen zu kénnen. Um die Kinetik der muskularen
Veranderungen zu beobachten, wurden die Untersuchungszeitpunkte 4, 8 bzw. 12

Wochen nach Kastration gewahlt.

5.1.4 Ubertragung vom Tiermodell auf den Menschen

In der vorliegenden Studie wurde der regenerative Einfluss von uphill-, level- und
downhill-Laufen auf die Skelettmuskulatur im Tiermodell der andropausalen Ratte
untersucht. Das Laufverhalten des Menschen als Zweibeiner und der Ratte als
vierbeinigem Organismus weist zweifelsohne Unterschiede auf, da das quadrupedale
Laufen der Ratte eine andere Beweglichkeit der Hift- und Kniegelenke als das bipedale
Laufen des Menschen voraussetzt. Allerdings gibt es auch einige Parallelen im
Aktivierungs- und Steuerungsmuster des Bewegungsablaufes. So konnte durch
elektromyographische Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die Muskulatur der
unteren Extremitaten, die wahrend der Stand- und Schwungphase des Laufens
kontrahiert, bei Mensch und Ratte gleich ist [Hosoido et al. 2013]. Um
Ubereinstimmungen in der neuronalen Kontrolle von bi- und quadrupedalem Laufen
aufzuzeigen, studierten Wada und Kollegen das zweibeinige Laufverhalten von Ratten.
Hier zeigte sich, dass die elektrische Aktivitat in der Elektromyographie (EMG) des M.
longissimus der Ruckenmuskulatur als auch des Kniestreckers M. rectus femoris
wahrend der Bewegung der Hinterlaufe beim bi- und quadrupedalen Laufen gleich ist
[Wada et al. 2008]. Die Interaktion zwischen Vorder- und Hinterlaufen ist ein
Hauptcharakteristikum des quadrupedalen Laufens und erfordert eine genaue
Koordination der Muskelkontraktion der einzelnen Beine. Der bipedale Gang des
Menschen weilt hnliche Koordinationsmechanismen auf. So zeigten mehrere Studien
mit Katzen, dass beiden Gangarten eine gemeinsame Verschaltung und gleiche

neuronale Kontrollmechanismen auf spinaler Ebene haben [Dietz 2002]. Weiterhin ist
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belegt, dass beim Menschen und der Katze die gleichen Muskelgruppen fir den
Ubergang von der Stand- in die Schwungphase zustandig sind [Duysens und van de
Crommert 1998; van de Crommert et al. 1998]. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse
wurden weitere Gang-Untersuchungen an Katzen mit spinalen Lasionen durchgefihrt,
die als Ansatzpunkt fur die Behandlung von Patienten mit neuromuskularen
Krankheitsbildern wie z.B. Ruckenmarkverletzungen dienten [van de Crommert et al.
1998]. In der vorliegenden Arbeit wurde folglich davon ausgegangen, dass durch das
Laufbandtraining bei Ratten die gleichen Muskelgruppen wie beim Menschen
beansprucht werden und dadurch ein ahnlicher Reiz am Muskel ausgeubt wird.

Zudem weilt der Alterungsprozess der Skelettmuskulatur der Ratte viele
Parallelen zu dem der menschlichen Muskulatur auf. So zeigen beide Spezies einen
Verlust der Muskelmasse mit Reduktion des Muskelfaserdiameters bei gleichzeitiger
Zunahme des intramuskularen Fett- und Bindegewebsanteils [Cartee 1995]. Die
Abnahme der Muskelmasse ist auch bei der Ratte vor allem durch den Verlust der
schnellen Typ-lI-Muskelfasern bedingt und geht mit einer Degeneration von
Motoneuronen einher [Ballak et al. 2014; Kung et al. 2014]. Die verringerte neuronale
Stimulation der Muskelfasern und ihre raschere Ermudbarkeit fuhren auch im Tiermodell
zu einer verminderten Kontraktionsgeschwindigkeit mit Abnahme der Muskelkraft. Die
pathophysiologischen Mechanismen der Sarkopenie sind somit bei beiden Spezies
vergleichbar [Tamaki et al. 2014].

Zur Untersuchung altersbedingter Veranderungen erfolgt die Messung der
Muskelmasse und Muskelkraft in den meisten klinischen Studien am M. quadriceps
femoris der Oberschenkelmuskulatur. Hingegen wird im tierexperimentellen Modell
haufig die Wadenmuskulatur mit M. gastrocnemius und M. soleus verwendet. Mehrere
Studien zeigen allerdings, dass der Alterungsprozess und die damit einhergehende
Kraftreduktion in beiden Muskelgruppen identisch sind und beim Menschen und der
Ratte in sehr ahnlicher Weise verlaufen. Unter dieser Voraussetzung ist der Vergleich
und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom Tier auf den Menschen somit méglich
[Ballak et al. 2014].

5.1.5 Laufbandtraining

Um den Einfluss von koérperlicher Aktivitat auf das muskuloskelettale System zu

untersuchen, kommen im experimentellen Tiermodell verschiedene Trainingsformen
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zum Einsatz. Neben Schwimmen [Nascimento et al. 2008], Klettern bzw. Treppensteigen
[Braggion et al. 2016], Ganzkdrper-Vibrationstraining [Komrakova et al. 2013] oder
Springibungen [Corazza et al. 2013] werden vor allem Laufibungen haufig
durchgefuhrt. Das Laufbandtraining flr Nagetiere ist hierbei ein etabliertes Modell und
findet in vielen Studienprotokollen Anwendung [Laughlin et al. 2006; Jendzjowsky und
DelLorey 2011; Hoshino et al. 2013]. Es bietet den Vorteil, dass die Laufgeschwindigkeit
und der Steigungs- bzw. Neigungswinkel individuell an die jeweilige Trainingsgruppe
angepasst werden koénnen. Somit ist die Durchfihrung von Ausdauer-, als auch
Intervalltraining maoglich. Zudem ermaoglicht es mehrere Tiere gleichzeitig zu trainieren.
Beispielsweise nutzten Diaz-Herrera und Kollegen ein 12-wdchiges Intervalltraining, mit
vier Intervallen und einer Maximalgeschwindigkeit von 48 m/min, um die Zunahme der
Skelettmuskelmasse bei mannlichen Ratten zu bestimmen [Diaz-Herrera et al. 2001].
In der vorliegenden Studie wurden die regenerativen Eigenschaften von
verschiedenen Laufmodalitdten auf den sarkopenen Skelettmuskel untersucht. Uphill-,
level- und downhill-Training stellen hierbei unterschiedliche Reize fir den Skelettmuskel
dar. Beim downhill-Laufen wird der Muskel einem Widerstand ausgesetzt und es kommt
vor allem zur exzentrischen Muskelkontraktion [Gault et al. 2012; Rodio und Fattorini
2014]. Der Kniestrecker (M. quadriceps femoris) Gbernimmt dabei eine Bremsfunktion
und halt die Muskelbewegung stabil und unter Kontrolle [Maeo et al. 2015]. Durch das
Abbremsen wird der Kdrperschwerpunkt des Tieres im Lot gehalten, sodass auch bei
starkerer Neigung eine konstante Laufgeschwindigkeit méglich ist [Armstrong et al.
1983]. Dabei ist die mechanische Belastung des Muskels vor allem wahrend des
Bodenkontaktes des Fules erhdht [Assumpcao et al. 2013]. Eine andauernde
exzentrische Kontraktion kann durch Destruktion der Muskelfasern zu einem
Muskeltrauma fihren [Armstrong et al. 1983] und den regenerativen Effekt des
Lauftrainings  vermindern. Dies zeigt sich neben dem Anstieg von
Entzindungsmediatoren und Kreatinkinase [Isanejad et al. 2015] auch in strukturellen
Veranderungen des Muskels [Touchberry et al. 2012]. Wahrend des uphill-Laufens
werden konzentrische Kontraktionskrafte eingesetzt [Vogt und Hoppeler 2014],
Muskelursprung und -ansatz nahern sich einander an und der Muskel verkuirzt sich aktiv
[Frontera und Ochala 2015]. Die Entstehung eines Muskeltraumas wird hierbei nicht
beschrieben [Lynn und Morgan 1994; Lynn et al. 1998]. Das Laufen in der horizontalen
Ebene stellt eine Zwischenstufe mit gleichen Anteilen an konzentrischer und

exzentrischer Kontraktion dar, sodass die belastenden Auswirkungen auf die
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Skelettmuskulatur zwischen denen des uphill- und downhill-Trainings eingestuft werden
koénnen.

Der Steigungs- bzw. Neigungswinkel wird in den meisten tierexperimentellen
Studien mit 10 - 20° angegeben [Heinemann et al. 2012; Hamann et al. 2014], sodass
der in der vorliegender Studie gewahlte Winkel von 10° als moderat angesehen werden
kann.

In einigen Studien wurden die Ratten durch negative Verstarkung in Form eines
milden elektrischen Schocks zum Laufen motiviert [Tiidus et al. 2005; Noble et al. 2006;
Hayes et al. 2008; Kurosaka et al. 2012; Lomonosova et al. 2014]. Da dieser Reiz eine
nicht unerhebliche Belastung darstellt und eine Stressreaktion bei den Tieren auslésen
kann, wurde auf diese Methode im vorgestellten Studienprotokoll verzichtet. Stattdessen
wurde das kontinuierliche Laufen der Tiere durch sachte Berlihrung des Hinterlaufes
bzw. des Schwanzes gewahrleistet. Diese Methode kommt in verschiedenen
Studienprotokollen im Laufbandtraining von Nagetieren erfolgreich zur Anwendung
[Murphy et al. 2004; Shin et al. 2013].

5.2 Diskussion der Untersuchungsmethoden

5.2.1 Diagnostik der Sarkopenie bei Mensch und Tier

In klinischen Studien kommen verschiedene Messmethoden und Grenzwerte zur
Diagnostik der Sarkopenie zur Anwendung, sodass der Vergleich der Ergebnisse oft nur
eingeschrankt maoglich ist und eine einheitliche Diagnosestellung schwierig ist. Von der
EWGSOP wurden daher Empfehlungen hinsichtlich der Diagnostikmethoden gegeben.
Fir die Messung der Muskelmasse gelten bildgebende Verfahren wie
Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) als Goldstandard.
In den Schnittbildern ist eine gute Abgrenzung des Muskelgewebes zu Knochen und
Fettgewebe mdglich. Allerdings sind diese Verfahren mit hohen Kosten, groflem
Aufwand und einer eingeschrankten Verfugbarkeit verbunden, sodass sie im klinischen
Gebrauch eher in den Hintergrund ricken. Ein sowohl in der Forschung als auch im
klinischen Alltag verwendetes Verfahren stellt die Dual-Réntgen-Absorptiometrie (dual
energy X-ray absorptiometry, abgekirzt DXA) dar. lhr Vorteil liegt in der niedrigeren

Strahlenbelastung im Vergleich zum CT und den geringeren Kosten [Cruz-Jentoft et al.
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2010]. Bei der bioelektrischen Impedanzanalyse (BIA) werden mittels elektrischer
Messung die Kérperzusammensetzung und damit auch die Muskelmasse bestimmt. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass dieses Verfahren eine Alternative zu den
oben genannten darstellt [Chien et al. 2008; Bosaeus et al. 2014]. Andere Verfahren wie
Ultraschall, Bestimmung der Kreatininausscheidung, Gesamtkdrperkalium-Messung
oder antropometrische Messungen treten als Diagnostikmethoden dagegen in den
Hintergrund.

Auch im Tiermodell kommen bildgebende Verfahren wie CT oder MRT fir die
Messung der Muskelmasse bei der Diagnostik der Sarkopenie zur Anwendung
[Zancanaro et al. 2007; Bollheimer et al. 2012; Weber et al. 2012; Esposito et al. 2013;
Fellner et al. 2014]. Durch Verwendung des Micro-CT kénnen mehrere non-invasive
Messungen an einem Tier durchgeflihrt werden und Veranderungen der Muskelmasse
und -gréflke im zeitlichen Verlauf detektiert werden. Zudem kann mit diesem Verfahren
auch der Muskelfaserdiameter bestimmt werden. Da oftmals eine manuelle Bildanalyse
notwendig ist, sind die Messungen zeitaufwendig und die Groflie des Studienkollektivs
begrenzt [Weber et al. 2012]. Mittels MRT-Bildgebung bestimmten Zancanaro und
Kollegen den Zuwachs der Muskelmasse nach einem 12-wochigen Laufbandtraining bei
Mausen. Sie untersuchten dafir sowohl den M. quadriceps femoris, als auch den M.
gastrocnemius [Zancanaro et al. 2007]. Allerdings ist die Differenzierung und
Abgrenzung der einzelnen Muskeln untereinander von der Auflésungskapazitat des
Messgerates abhangig und kann bei kleineren Muskelgruppen schwierig werden [Fellner
et al. 2014]. Zudem lasst die Bestimmung der Muskelmasse mittels Bildgebung alleine
keine Aussage Uber die Funktionalitdt der sarkopenen Muskulatur zu.

Fir die Messung der Muskelkraft empfiehlt die EWGSOP die Prifung der
Handdruckstarke. Sie ist im klinischen Alltag unter Verwendung eines Hand-
Dynamometers gut umsetzbar und Kkorreliet mit der Muskelkraft der unteren
Extremitaten. Der Grenzwert liegt bei Mannern unterhalb 30 kg und fur Frauen unterhalb
20 kg [Lauretani et al. 2003; Cruz-Jentoft et al. 2010]. Die Messung der kdrperlichen
Leistungsfahigkeit erfolgt haufig unter Anwendung des short physical performance
battery-Tests (SPPB-Test), der aus drei einzelnen Tests besteht. Neben der
Standsicherheit und der Ganggeschwindigkeit wird hierbei auch die Geschwindigkeit bei
mehrmaligem Erheben aus sitzender Position heraus bestimmt. Die Messung der
Ganggeschwindigkeit kann dabei auch als Einzeltest angewendet werden. Von einer
verminderten Leistungsfahigkeit wird ausgegangen, wenn die Ganggeschwindigkeit bei

einer Gehstrecke von vier Metern, weniger als 0,8 m/s betragt [Guralnik et al. 2000].
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Da die Bestimmung der willklrlichen Muskelkraft sowie der korperlichen
Leistungsfahigkeit im Tiermodell nur bedingt moglich ist, werden zur Messung der
funktionellen Eigenschaften vor allem die in-vivo-Muskelkraftmessung eingesetzt [Betik
et al. 2009; Kung et al. 2014]. Dieses Verfahren wurde auch in der vorliegenden Studie

angewendet und wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

5.2.2 Muskelkraftmessung

Zur Untersuchung der biomechanischen Eigenschaften der Skelettmuskulatur
wurde in vorliegender Studie ein Versuchsaufbau verwendet, bei dem die Messung der
Muskelkraft Gber isometrische Kontraktion des M. soleus erfolgte. Die Stimulation wurde
indirekt Uber Reizung des N. ischiadicus erreicht. Der Muskel wurde nur an seinem
distalen Sehnenansatz abgelést und war wahrend des gesamten Messvorgangs
vaskuldr und neuronal versorgt. Die quantitative Messung von Kurzkontraktion und
tetanischer Kontraktion diente zur Bestimmung der maximalen Muskelkraft der Ratten
nach Orchiektomie und Laufbandtraining. Das hierbei angewendete Messprotokoll
wurde in Anlehnung an bereits erfolgreich durchgeflinrte Studien erstellt [Matziolis et al.
2006; Rotter et al. 2012].

Die Kraftentwicklung des Skelettmuskels ist von vielen Faktoren abhangig. Neben
der Grofke und dem Aufbau der Muskelfasern spielt die Anzahl der Aktin-Myosin-
Verbindungen und nicht zuletzt auch die neuronale Versorgung eine grof3e Rolle. Der
neuronale Reiz gelang in Form eines Aktionspotentials an die motorische Endplatte der
Muskelzelle und fuhrt intrazellular zur Freisetzung von Kalzium. Folglich kommt es zur
Interaktion von Aktin- und Myosinfilamenten und zur Muskelkontraktion [Frontera und
Ochala 2015]. Uber die Frequenz der Aktionspotentiale und Rekrutierung der
motorischen Einheiten wird die Ausbildung der Kraft gesteuert. Bei der tetanischen
Kontraktion summieren sich die Krafte der Einzelkontraktionen und es kommt zur
maximalen  Kraftentwicklung. Wahrend beim unvollstandigen Tetanus die
Einzelzuckungen noch voneinander abgrenzbar sind, verschmelzen sie bei der
vollstadndigen Tetanie miteinander. Die Intervalle zwischen den einzelnen Impulsen sind
dann klrzer als die Dauer der einzelnen Zuckung selbst, sodass die
aufeinanderfolgenden Kontraktionen Uberlappen [Raikova et al. 2008; Drzymala-
Celichowska et al. 2010].
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Vorteil invasiver in-vivo-Messverfahren ist die hohe Messgenauigkeit. Durch
sorgfaltige chirurgische Praparation und Freilegung des Muskels und zugehérigen Nervs
kann die Kontraktionskraft eines einzelnen Muskels bei direkter und indirekter
Stimulation bestimmt werden [Betik et al. 2009; Weber et al. 2012]. Die Innervation von
umliegendem Gewebe und dadurch entstehende Messartefakte wird somit vermieden.
Allerdings ist die Erfassung und Bewertung der Kontraktionskraft im zeitlichen Verlauf
an einem Tier, der Invasivitdt des Verfahrens geschuldet, nicht moglich [Chawla et al.
2014]. Bei der direkten Muskelstimulation ist die Masse des aktivierten Muskelgewebes
von der Positionierung der Elektroden abhangig. Zwischen den Elektroden kann ein
unkontrolliertes Spannungsfeld entstehen, das zur Mitaktivierung von antagonistischen
Muskeln flihrt und Einfluss auf das Messergebnis nimmt. Dagegen wird bei der indirekten
Stimulation Uber den versorgenden Nerv eine vollstindige Aktivierung der gesamten
Muskelmasse erreicht [Giannesini et al. 2005]. Ein weniger invasives in-vivo-
Messverfahren ist die Elektromyographie (EMG), bei der die elektrische Muskelaktivitat
in Form von Potentialanderungen einzelner motorischer Einheiten abgeleitet wird. Sie
kann als oberflachen- oder intramuskulares EMG durchgefihrt werden [Kallio et al. 2012;
McKinnon et al. 2015]. Allerdings kann die Kraftmessung auch hier durch Innervation
von umliegendem Gewebe beeinflusst werden [Chawla et al. 2014]. Weitere
Moglichkeiten stellen die Messung der Muskelkraft mittels hydraulischem Drucksensor
[Giannesini et al. 2005; Chiu et al. 2011] oder Dynamometer [Ashton-Miller et al. 1992;
Cutlip et al. 1997 und 2004; Geronilla et al. 2003] dar. Die in-vivo-Messung findet bei
physiologisch intakter vaskularer und neuronaler Versorgung statt. Dagegen wird der
Muskel bei in-vitro-Untersuchungsverfahren aus seinem physiologischen Umfeld isoliert
und die Kontraktionskraft bei direkter Stimulation gemessen [Dutka et al. 2012; Naeyer
et al. 2014].

5.2.3 Narkose

Die chirurgische Praparation und biomechanische Messung der Muskelkraft macht
eine Anasthesie der Tiere unabdingbar. In der vorliegenden Studie wurde die Narkose
mittels Ketamin / Xylazin durchgefihrt, was ein etabliertes und weit verbreitetes
Anasthesieverfahren im Rahmen von tierexperimentellen Studien darstellt [Stokes et al.
2009]. Ketamin verhindert Uber die Blockade des NMDA-Rezeptors die Freisetzung von

Acetylcholin und fuhrt als dissoziatives Anasthetikum zu einer raschen Bewusstlosigkeit
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und suffizienten Analgesie [McGuinness et al. 2011]. Xylazin ist ein zentral und peripher
bindender a2-Rezeptoragonist, der ebenfalls sedativ und analgetisch wirkt [Veilleux-
Lemieux et al. 2013]. Beide Substanzen werden schnell resorbiert, in der Leber
verstoffwechselt und Gber die Nieren ausgeschieden [Hijazi und Boulieu 2002].

Bei Narkoseverfahren kann es durch die systemische Wirkung der Anasthetika zur
Depression des respiratorischen und kardiovaskularen Systems, mit Vasodilatation und
Reduktion der Korpertemperatur kommen. Allerdings ist die hamodynamische Instabilitat
bei Ketamin / Xylazin im Vergleich zu anderen Narkotika geringer ausgepragt [Albrecht
et al. 2014]. Durch die Lagerung auf der Heizplatte wurde das Abklhlen der Tiere
vermieden und eine konstante Kérpertemperatur aufrecht gehalten. Zudem erfolgte die
Narkotikagabe Uber intraperitoneale Injektion, um unerwinschte Nebenwirkungen der
intravasalen Gabe zu vermeiden.

Narkotika haben des Weiteren Auswirkung auf die Skelettmuskulatur und kénnen
die Kontraktionskraft beeinflussen [Lapointe und Cote 1999]. Allerdings macht die in-
vivo Untersuchung am vitalen Muskel eine Narkose der Tiere notwendig, auf die aus
ethischen und physiologischen Griinden nicht verzichtet werden kann. Dies betrifft die
Muskelkraftmessung aller Versuchstiere und kann somit als systematischer
Einflussfaktor angesehen werden, der dem Versuchsaufbau geschuldet hingenommen
werden muss. Durch die gewichtsadaptierte Dosierung (110 mg/kgKG Ketamin und 7
mg/kgKG Xylazin) wurde eine Uberdosierung vermieden und der Einfluss der Narkose
auf die biomechanischen und histomorphologischen Ergebnisse so gering wie moglich

gehalten.

5.2.4 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

Im Rahmen der vorliegenden Studie erfolgte zur Erfassung und Visualisierung der
pathophysiologischen und morphologischen Veranderungen des Skelettmuskels neben
der Muskelkraftmessung auch die histologische und immunhistochemische Auswertung
des Muskelgewebes. Hierfur wurden unterschiedliche Farbetechniken angewendet, um
das Muskelpraparat lichtmikroskopisch auszuwerten und planimetrisch zu vermessen.

Mit Hilfe histologischer Schnittbilder ist es méglich, die intramuskularen Strukturen
auf zellularer Ebene abzubilden. Eine hierfur weit verbreitete Farbemethode ist die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung), die gerne als konventionelle Ubersichts-

Farbung verwendet wird. Hamatoxylin ist ein natlrlicher kationischer Farbstoff der
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basophile Strukturen wie DNA, Zellkern und Ribosomen blau farbt. Eosin als
synthetischer, negativ geladener Saurefarbstoff bindet an basische Strukturen wie
Proteine, Zytoplasma und Kollagen und farbt diese rot [Fischer et al. 2008; Chan 2014].
Zur Vermessung des Muskelfaserdiameters wurde die HE-Farbung gewahlt, da die
deutliche Farbung von Zytoplasma, Zellmembran und randstandigen Zellkernen eine
gute Detektion der genannten Strukturen ermdglicht und sich die einzelnen
Muskelfasern so klar voneinander abgrenzen lassen. Zudem erfolgte die Bestimmung
der Muskelgewebefraktion an HE-Schnitten, da diese Farbung eine eindeutige
Differenzierung zwischen Muskel und restlichen Gewebestrukturen wie Kollagenfasern,

BlutgefalRen oder Fettgewebe zulasst.

5.2.4.1 Kollagendeposition

Die Darstellung von Kollagen in histologischen Schnitten und seine quantitative
Messung durch computergestiitzte Bildanalyse stellt ein wichtiges Verfahren zur
Beurteilung der Lokalisation und Verteilung von Bindegewebsfasern im Gewebe dar
[Segnani et al. 2015]. Sirius-Red ist ein starker anionischer Farbstoff, der mit seinen
Sulfongruppen an die basischen Gruppen im Kollagenmolekil bindet und durch die
parallele Anheftung entlang der Langsachse die natirliche Doppelbrechung der
kollagenen Bindegewebsfasern verstarkt. Dies macht die Sirius-Red-Farbung zu einem
einfachen und gleichzeitig spezifischen und sensitiven Verfahren. Lichtmikroskopisch
stellen sich die Kollagenfasern rot, die Muskelfasern und das Zytoplasma gelb dar. Unter
Verwendung der Polarisationsmikroskopie ist die Aufldsung erhéht, sodass auch sehr
dinne Kollagenfibrillen detektiert werden kdnnen. Dies steigert die Empfindlichkeit und
Aussagekraft des Verfahrens [Junqueira et al. 1979]. Alternativ kénnen Trichrom-
Farbungen wie Mallory, Masson oder van Giesen verwendet werden. Allerdings ist mit
diesen Methoden die Farbung feiner Kollagenfasern erschwert. Zudem zeigen sie haufig
variable Farbeergebnisse und sind im Vergleich zu Sirius-Red weniger spezifisch
[Whittaker et al. 1994; Huang et al. 2013].

In der vorliegenden Studie diente die Sirius-Red-Farbung dem histologischen
Nachweis der interstitiellen Fibrose im Skelettmuskel nach Orchiektomie und
Laufbandtraining. Diese Farbemethode wurde gewahlt, da sie eine gute Darstellung und
Abgrenzung der einzelnen Kollagenfasern vom Muskelgewebe ermdglicht und damit

eine genaue Aussage beziglich der Kollagendeposition zulasst.
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5.2.4.2 Muskelzellproliferation

Unter Zellproliferation versteht man den Prozess der Gewebevermehrung, der
durch Zellteilung und -wachstum gepragt ist und im Zellzyklus initiiert wird. Innerhalb des
Zellzyklus durchlauft die Zelle mehrere Abschnitte. Wahrend der G1-Phase wachst die
Zelle und synthetisiert Proteine und RNA. In der S-Phase findet die Replikation der DNA
mit der Verdoppelung des genetischen Materials statt. Dem schliel3t sich die G2-Phase
an, in der sich die Zelle auf die Zellteilung vorbereitet, die dann in der M-Phase (Mitose)
stattfindet. Neu gebildete Zellen kénnen nach der Mitose den Zellzyklus verlassen und
in der GO-Phase (Ruhephase) verweilen [Urrego et al. 2014]. Die Dauer des Zellzyklus
ist je nach Gewebe unterschiedlich und betragt zwischen einer und mehreren Stunden.

Zur Untersuchung und Auswertung der Zellproliferation stehen verschiedene
immunhistochemische und molekularbiologische Verfahren zur Verfigung. Eine
Methode, die haufig zur Anwendung kommt, ist der Nachweis von Proteinen wie PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), welches wahrend des Zellzyklus im Zellkern von
proliferierenden Zellen exprimiert wird. PCNA ist ein Hilfsprotein der DNA-Polymerase-
Delta und unterstitzt den Prozess der DNA-Strangsynthese wahrend der Replikation
[Dieckman et al. 2012]. Es ist ein Homotrimer, welcher in geléster oder gebundener Form
vorliegen kann und einen zyklischen Konzentrationsverlauf aufweist [Naryzhny 2008].
Wahrend der G1-Phase kommt es zum Anstieg mit einer maximalen Expression in der
S-Phase und einem Konzentrationsabfall wahrend der G2- und M-Phase [Kurki et al.
1988]. Allerdings ist nur ein geringer Anteil an der DNA-Replikation beteiligt [Bravo und
Macdonald-Bravo 1987], sodass die PCNA-Konzentration wahrend der S-Phase nur um
das 2 - 3 fache ansteigt [Morris und Mathews 1989]. Trotz der zyklischen Synthese bleibt
die PCNA-Konzentration dadurch Uber den gesamten Zellzyklus gesehen relativ
konstant [Morris und Mathews 1989]. Die Halbwertszeit von PCNA betragt etwa 20
Stunden, sodass es auch von Zellen exprimiert wird, die den Zellzyklus bereits wieder
verlassen haben [Yu et al. 1992]. Der Nachweis von PCNA kann mittels monoklonalen
Antikorpern wie Anti-PCNA PC10 erfolgen, die an die PCNA-Proteine binden, diese
markieren und so das Ausmal der Zellproliferation messbar machen [Bacchi und Gown
1993]. Die Detektion der immunhistochemisch markierten Zellen durch Antikérper kann
sowohl in Zellkulturen mittels Durchflusszytometrie als auch in fixierten Geweben mit
Lichtmikroskopie durchgefuhrt werden [Kurki et al. 1988].

Das Protein Ki-67 ist ein weiterer Proliferationsmarker, der in allen
Zellzyklusphasen bis auf die GO-Phase exprimiert wird und mit dem monoklonalen

Antikdrper MIB-1 nachgewiesen werden kann [Scholzen und Gerdes 2000]. Nachteil
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dieses Verfahrens ist, dass der Anteil der proliferierenden Zellen oftmals Uberschatzt
wird [Scott et al. 1991] und Ki-67 eine deutlich kirzere Halbwertszeit als PCNA besitzt
[Yu und Filipe 1993]. Ein weiteres Verfahren zur Beurteilung der Zellproliferation stellt
der Nachweis von BrdU (5-Brom-2'-desoxyuridin) da. BrdU ist ein synthetisches
Thymidinanalogon, welches in der S-Phase des Zellzyklus anstelle von Thymidin in die
DNA eingebaut wird. Allerdings muss es, im Gegensatz zu PCNA und Ki-67, zuvor in-
vivo appliziert werden [Yu et al. 1992]. Die Verwendung von PCNA-Antikérpern bietet
demgegenuber die Moglichkeit, auch bereits in Paraffin eingebettetes und fixiertes
Gewebe zu analysieren, sodass damit auch retrospektive Studien durchfiihrbar sind [Yu
und Filipe 1993]. In der vorliegenden Studie wurden die proliferierenden Muskelzellen

mittels PCNA-Antikérper markiert und lichtmikroskopisch identifiziert.

5.2.4.3 Muskelzellapoptose

Die Apoptose beschreibt den Vorgang des programmierten Zelltodes, der durch
intrinsische und extrinsische Stoffwechselwege initiiert werden kann und Uber die
Aktivierung von proteolytischen Caspasen (Cystein-Aspartat-spezifische Proteasen) zu
einem strukturierten Abbau der Zelle fuhrt. Hierbei kommt es unter Erhalt der
Zellmembran zur Zellschrumpfung, Kondensation des Chromatins, Fragmentation des
Zellkerns und Bildung von apoptotischen Korperchen. Diese morphologischen
Zellveranderungen lassen sich licht- und elektronenmikroskopisch darstellen [Huerta et
al. 2007; Zeng et al. 2015].

Mit  Hilfe  immunhistochemischer = Analysen  kdénnen  Proteinen der
Signaltransduktionskaskade wie z.B. Cytochrom C, Caspase-3 oder Bcl-2 und Bcl-xL in
apoptotischen Zellen sichtbar gemacht werden. Hierbei kommen verschiedene
morphologische und biochemische Marker zum Einsatz [Huerta et al. 2007; Cen et al.
2008; Fox und Aubert 2008]. Der Nachweis apoptotischer Zellen kann in
Zellsuspensionen mittels Durchflusszytometrie oder in fixiertem Gewebe mikroskopisch
erfolgen.

Die intravitale Mikroskopie bietet die Moglichkeit apoptotische Veranderungen am
lebenden Tier darzustellen. Nach systemischer Applikation binden kernfarbende
Substanzen wie Bisbenzimid an adenin- und thymidinreiche DNA-Regionen und machen
morphologische Kernveranderungen in-vivo sichtbar [Gradl et al. 2004]. Mit Annexin V

gelingt die intravitale Detektion von Zellen im frihen Apoptosestadium. Es bindet in
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Gegenwart von Kalzium an Phosphatidylserin, ein Phospholipid, das in apoptotischen
Zellen an der aufleren Plasmamembran exprimiert wird. Nachteil dieses Verfahrens ist,
dass Annexin vor der Untersuchung in hoher Konzentration systemisch appliziert werden
muss [Watanabe et al. 2002; Zeng et al. 2015].

Der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials durch Porenbildung in der
Mitochondrienmembran gehdrt zu den frihesten Veranderungen im apoptotischen
Prozess und lasst sich mit lipophilen kationischen Fluoreszenzfarbstoffen wie z.B.
TMRE, TMRM oder JC-1 nachweisen. Durch das verringerte mitochondriale
Membranpotential kommt es zu Verschiebungen im Emissions-Spektrum, welche mittels
Durchflusszytometer gemessen werden kdonnen [Christensen et al. 2013]. Zwar ist die
Sensitivitat dieses Verfahrens fir friihe apoptotische Ereignisse gut [Wlodkowic et al.
2011], allerding werden auch nekrotische Zellen detektiert und es kommt zu falsch
positiven Ergebnissen.

Der Nachweis apoptotischer Zellen durch Detektion der DNA-Fragmentation
mittels TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) ist eines der am
haufigsten verwendeten Verfahren [Watanabe et al. 2002; Huerta et al. 2007]. Hierbei
bindet das Enzym TdT (terminale Desoxynucleotidyl-Transferase) an die endstandigen
Hydroxygruppen (3’OH-Gruppen) von fragmentierten Einzel- oder Doppelstrang-DNA-
Stlcken und fagt an diese immunhistochemisch markierte Nukleotide an. Diese kdnnen
spater mittels Durchflusszytometrie oder Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskopie sichtbar
gemacht werden [Huerta et al. 2007; Zeng et al. 2015]. Nachteil dieser Methode ist die
niedrige Spezifitat, sodass auch nekrotische Zellen detektiert werden und falsch positive
Ergebnisse entstehen [Watanabe et al. 2002; Jakob et al. 2008]. Da es sich um eine
Einzelpunktmessung handelt, kénnen zudem keine Aussagen Uber den zeitlichen
Verlauf und die Dynamik der Apoptose getroffen werden [Huerta et al. 2007]. Trotz dieser
Einschrankungen wird die TUNEL-Methode haufig angewendet, da es sich um ein
sensitives Verfahren handelt [Galluzzi et al. 2009] und die Detektion apoptotischer Zellen
sowohl in Zellkulturen als auch an fixierten Geweben durchgefuhrt werden kann. Zudem
kann durch quantitative Bestimmung der TUNEL-positiven Zellen der Apoptose-Index
angegeben werden [Huerta et al. 2007].

In der vorliegenden Arbeit wurde die TUNEL-Farbung angewendet, da es sich um
eine einfache und zugleich haufig erprobte Methode handelt, um die Apoptoserate und
damit das Ausmal’ der Gewebeschadigung im peripheren Skelettmuskel zu bestimmen.
Die gute farbliche Darstellung der apoptotischen Zellen ermdglicht eine genaue Aussage

bezlglich der Apoptoserate nach Orchiektomie und Laufbandtraining.
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Bei der ISEL-Technik (in-situ-end-labeling) erfolgt der Nachweis von DNA-
Strangbriichen mittels einer DNA-Polymerase [Ansari et al. 1993; Wijsman et al. 1993].
Allerdings erfasst diese, im Gegensatz zur terminalen Transferase der TUNEL-Technik,
nur Einzelstrangbriche und ist dadurch weniger sensitiv. Die langsamere Enzym-Kinetik
macht dieses Verfahren zudem sehr zeitintensiv [Huerta et al. 2007; Archana et al.
2013]. Weitere Methoden zur Detektion von DNA-Fragmenten stellen die ELISA-Analyse
und der Einsatz von monoklonalen Antikérpern dar.

In klinischen Studien werden haufig molekulare bildgebende Verfahren
angewendet, die es ermoéglichen apoptotische Vorgange in-vivo makroskopisch sichtbar
zu machen. Hierfir kommen Techniken wie die SPECT (Single-Photon-Emissions-
Computertomographie), MRT (Magnetresonanztomographie) oder PET (Positronen-
Emissions-Tomographie) in Kombination mit radioaktiv markierten Molekilen zur

Anwendung [Zeng et al. 2015].

5.2.5 Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht

Zum Nachweis eines durch Orchiektomie oder Laufbandtraining entstandenen
Muskelddems wurde die Ratio aus Trocken- und Feuchtgewicht des M. soleus bestimmt.
Diese Methodik lasst Rickschlisse auf den Proteingehalt und die Wasserkapazitat des
Muskels zu und kommt in mehreren Studien zur Beurteilung von Muskelédemen nach
traumatischen Muskelverletzungen zur Anwendung [Schaser et al. 2006; Bansch et al.
2010; Gierer et al. 2010].
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Muskuldre Veranderungen nach Orchiektomie

In der vorliegenden Arbeit konnten Veranderungen im Sinne einer Sarkopenie
nach Orchiektomie nachgewiesen werden. Diese betrafen sowohl den anatomischen
Aufbau als auch die biomechanische Funktionalitat des peripheren Skelettmuskels.

Zwolf Wochen nach Orchiektomie konnte eine Abnahme der tetanischen
Kontraktionskraft des M. soleus gemessen werden. Dieses Ergebnis steht in
Ubereinstimmung mit ahnlichen Studien, in denen es sowohl bei in-vivo als auch in-vitro-
Messungen bereits vier Wochen nach Orchiektomie zur Abnahme der Kontraktionskraft
in M. soleus und M. extensor digitorum longus kam [Brown et al. 2001; Axell et al. 2006;
Naeyer et al. 2014]. In Versuchen mit Mausen fihrte die Kastration nach vier Wochen
auch zur Abnahmen der Kontraktionskraft in der Muskulatur der Vorderlaufe [White et
al. 2013]. Studien an weiblichen Ratten zeigten ebenfalls eine Abnahme der
Muskelkontraktionskraft nach Ovariektomie. Allerdings wiesen die Ergebnisse eine
Heterogenitat auf, da abhangig vom untersuchten Muskel teilweise auch groRere
Kontraktionskrafte als in sham-ovariektomierten Tieren gemessen wurden [Fisher et al.
1998].

Bei der Kurzkontraktion werden vor allem schnell kontrahierende Muskelfasern
angespannt. Der in der vorliegenden Studie untersuchte M. soleus ist allerdings ein
langsam kontrahierender Muskel, mit einem geringen Anteil an schnell kontrahierenden
Muskelfasern [Axell et al. 2006]. Dies zeigte sich auch in der Muskelkraftmessung. So
fuhrte die Orchiektomie in der vorliegenden Arbeit zu keiner signifikanten Veranderung
in der Kraftentwicklung bei der Kurzkontraktion.

Mit Bestimmung der Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie wurden die
Muskelfasertypen des Muskels funktionell ermittelt. Die Ratio spiegelt dabei das
Verhaltnis der langsam und schnell kontrahierenden Muskelfasern des Skelettmuskels
wider. Wahrend bei der tetanische Muskelkontraktion vor allem langsam kontrahierende
Muskelfasern aktiv sind, kontrahieren bei der Kurzkontraktion vermehrt schnelle
Muskelfasern. Demnach ist die Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie umso héher, je
mehr schnell kontrahierende Muskelfasern vorhanden sind.

Die Skelettmuskulatur besitzt eine hohe Plastizitdt und Dynamik, die es dem
Muskel ermdglicht seine strukturellen und funktionellen Eigenschaften sowie sein
phanotypisches Profil an veranderte Bedingungen und Funktionsanforderungen

anzupassen [Pette und Staron 2000 und 2001; Blaauw et al. 2013]. Veranderungen in
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der neuromuskularen Aktivitat, im Hormonstatus oder der mechanische Beanspruchung
konnen zur Umwandlung der Muskelfasern von langsamen zu schnellen Fasern oder
anders herum filhren [Pette und Staron 2000]. So zeigen tierexperimentelle Studien,
dass die Testosteronsubstitution zu einer Umstrukturierung der Muskelfasern in der
Kaumuskulatur (M. masseter) mit Umwandlung langsamer in schnelle Muskelfasern
fuhrt [English und Schwartz 2002], wohingegen es bei Testosteronmangel zur
Transformation schneller in langsame Muskelfasern kommt [Eason et al. 2000]. Kadi und
Kollegen kommen bei Versuchen an ovariektomierten weiblichen Ratten zu ahnlichen
Ergebnissen. Hier flhrt die Ovariektomie zu einem Wechsel von schnellen zu langsamen
Muskelfasern sowohl im M. soleus als auch im M. extensor digitorum longus [Kadi et al.
2002]. Es ist daher anzunehmen, dass es auch durch Orchiektomie im M. soleus der
mannlichen Ratte zu Muskelatrophie und sarkopenen Veranderungen im Muskelaufbau
mit einem Wechsel von schnellen zu langsamen Muskelfasern kommt.

Diese Annahme wurde durch die vorliegende Studie jedoch nicht bestatigt. Weder
in den sham-orchiektomierten, noch in den orchiektomierten Tieren zeigten sich
Unterschiede. Die Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie war in den einzelnen
Versuchsgruppen zu allen Untersuchungszeitpunkten gleich. Dies kdnnte der Tatsache
geschuldet sein, dass der M. soleus insgesamt ein langsam kontrahierender Muskel ist
[Axell et al. 2006] und der Anteil schneller Fasern, die sich einer Transformation
unterziehen kénnen gering ist.

Mit Berechnung der Kontraktionskraft-Ratio wurde die Kontraktionsfahigkeit der
Muskelfasern ermittelt und auf diese Weise der Anteil verschiedener Muskelfasertypen
funktionell bestimmt. Das Verteilungsverhaltnis der Muskelfasertypen kann damit aber
nur indirekt und eingeschrankt beurteilt werden. Zur ldentifizierung der einzelnen
Muskelfasern-Isotypen und Berechnung der genauen Verteilungsverhaltnisse sind
immunhistochemische Verfahren sensitiver und deshalb zu bevorzugen.

Durch die Orchiektomie kommt es zum Ausfall der testikularen
Testosteronsynthese und daraus folgender Reduktion des Serum-Testosteronspiegels.
Folglich kommt es auch zu einem Ruckgang der Testosteronrezeptor-Expression am
Muskel. Die Variabilitat der Androgenrezeptordichte bedingt ein unterschiedlich starkes
Ansprechen der verschiedenen Muskelgruppen auf die Androgendeprivation der
Orchiektomie. So ist die Reduktion der Rezeptordichte im testosteronsensiblen M.
levator ani und M. bulbocavernosus hoher als in der Skelettmuskulatur [Antonio et al.
1999; Naeyer et al. 2014]. Allerdings lasst sich auch in der Skelettmuskulatur von

Mausen vier Wochen nach Orchiektomie ein deutlicher Rickgang der
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Androgenrezeptor-Expression nachweisen [White et al. 2013]. Dies bekraftigt die
Auffassung, dass die muskuldren Veranderungen der Orchiektomie auch durch einen
Ruckgang der Androgenrezeptor-Expression ausgelést werden kénnen.

Die allgemeine Annahme, dass es durch Orchiektomie zum Verlust der
Muskelmasse und daraus resultierend zur Reduktion der Muskelkraft kommt, konnte mit
den Ergebnissen der vorliegenden Studie nicht bestatigt werden. So fihrte die
Orchiektomie im vorliegenden Fall zwar zu einer Abnahme der tetanischen
Muskelkontraktionskraft, allerdings nicht in Zusammenhang mit Veranderungen der
Muskelmasse. Sowohl der Anteil der Muskelgewebefraktion, als auch die Ratio von
Trocken- zu Feuchtgewicht blieben nach Orchiektomie stabil. Ein quantitativer Verlust
von Muskelgewebe war somit nicht gegeben. In Anbetracht dieser Ergebnisse, ist davon
auszugehen, dass die Orchiektomie einen starkeren Einfluss auf die funktionelle
Muskelfunktion, als auf den strukturellen Muskelaufbau hat. Diese Annahme bestatigen
auch andere Studien, in denen es nach Orchiektomie ebenfalls zu einer Abnahme der
Muskelkraft bei gleichbleibender Muskelmasse kam [Brown et al. 2001]. Allerdings ist
die Datenlage nicht eindeutig, da es auch Studien gibt, in denen es sowohl zur Abnahme
der Muskelmasse, als auch der Muskelkraft kam [Axell et al. 2006; White et al. 2013;
Naeyer et al. 2014].

Zwar kam es durch die Orchiektomie in der vorliegenden Studie zu keinem
quantitativen Verlust von Muskelgewebe, allerdings zeigten sich bereits vier Wochen
postoperativ Veranderungen im anatomischen Aufbau des Skelettmuskels in Form
reduzierter Muskelfaserdiameter. Die Differenzierung der einzelnen Muskelfasertypen
wurde in der hier vorgestellten Studie nicht vorgenommen. Vergleichbare
tierexperimentelle Arbeiten zeigen aber, dass es durch den Testosteronmangel zur
Reduktion des Muskelfaserdiameters in den Muskelfasern kommt. Sowohl im
langsamen Typ |, als auch im schnellen Typ lla [Borst et al. 2007; Oner et al. 2008; White
et al. 2013]. Somit lassen sich die sarkopenen Auswirkungen der Orchiektomie zwar auf
intramuskularer Ebene im Aufbau der einzelnen Muskelfasern nachweisen, der Einfluss
auf die Gesamtmuskelmasse zeigte sich aber in der vorliegenden Studie nicht in dieser
Deutlichkeit.

Es ist bekannt, dass Androgene das Wachstum der Skelettmuskelzellen férdern
und zusammen mit anderen Wachstumsfaktoren wie IGF-1 oder GH proliferative
Vorgange im Muskelgewebe stimulieren [Rooy et al. 2016]. So konnte in mehreren
Studien gezeigt werden, dass die Substitution von Testosteron zu einer Zunahme der

Satellitenzellen sowohl bei Menschen, als auch im Tiermodell flhrt [Sinha-Hikim et al.
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2003 und 2006; Kadi 2008; Serra et al. 2013]. Daher ist davon auszugehen, dass es
durch den Testosteronmangel der Orchiektomie zu einer verminderten Zellproliferation
kommt.

Diese Annahme konnte in vorliegender Studie nicht bestatigt werden. Bei den
orchiektomierten Tieren zeigte sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt eine signifikante
Abnahme der PCNA-positiven proliferierenden Zellen. Dies kénnte darin begrindet
liegen, dass sich ein Ruckgang der Zellproliferation generell eher in schnellen
Muskelfasern und weniger in langsamen Muskeln, wie dem M. soleus zeigt [Gibson und
Schultz 1983; Shefer et al. 2006].

Als Zeichen eines verstarkten Zelluntergangs konnte in der vorliegenden Studie
bei den orchiektomierten Tieren eine hohe Rate an apoptotischen TUNEL-positiven
Muskelzellen verzeichnet werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Orchiektomie zu
einer Stérung des Gleichgewichts zwischen proliferativen und degenerativen Prozessen
fuhrt und der Testosteronmangel einen verstarkten Zellabbau fordert.

In der Literatur werden durch Androgendeprivationstherapie oder Orchiektomie
induzierte Umbauvorgange mit Einwanderung von Fett- und Bindegewebszellen in die
Muskulatur beschrieben [Chang et al. 2014; Cheung et al. 2014]. Dabei steigt die
Kollagenproduktion der muskularen Fibroblasten an. In der vorliegenden Studie konnte
bei den orchiektomierten Tieren keine erhdhte Kollagendeposition im Sinne einer
interstitiellen Fibrose im Skelettmuskel festgestellt werden. Vielmehr zeigte sich
gegenlber den sham-orchiektomierten Kontrolltieren eine dezente, wenn auch nicht
statistisch relevante Reduktion des muskularen Kollagenanteils. Dies spiegelt sich auch
in den Ergebnissen von Fonseca und Kollegen wider, bei denen die Ovariektomie in
weiblichen Wistar-Ratten ebenfalls keinen Einfluss auf den intramuskularen
Kollagenanteil des M. soleus hat [Fonseca et al. 2012]. Allerdings zeigt eine andere
Studie auch eine Zunahme der Bindegewebsbildung im medialen M. gastrocnemius

nach Ovariektomie [Braggion et al. 2016].

5.3.2 Muskulare Veranderungen nach Laufbandtraining

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der unterschiedlichen
Trainingsmodalitaten uphill-, level- und downhill-Laufen auf den Skelettmuskel in
orchiektomierten Ratten untersucht. Ziel war es herauszufinden, ob die

unterschiedlichen Trainingsarten mit ihren verschiedenen Muskelkontraktionsformen
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bzw. mechanischen Beanspruchungsmustern einen jeweils anderen regenerativen
Effekt auf den M. soleus im Rattenmodell ausiben. Nach Zusammenschau der Literatur
gibt es bislang keine Studien, die den regenerativen Effekt der drei Laufmodalitaten auf
den Skelettmuskel im andropausalen Organismus verglichen haben und zeigen, welche
Trainingsform am effizientesten ist, um die Muskelkraft und Muskelmasse im
sarkopenen Skelettmuskel zu erhdhen.

Die vorgestellte Studie zeigte eine Zunahme der tetanischen
Muskelkontraktionskraft bei orchiektomierten Ratten nach Laufbandtraining in allen drei
Trainingsformen. Dabei konnte die durch Orchiektomie induzierte Kraftreduktion
kompensiert werden. Durch das uphill- und downhill-Laufen konnte die
Muskelkontraktionskraft zudem Uber den Referenzwert der sham-orchiektomierten
Kontrollgruppe angehoben werden. Auch in Studien mit ovariektomierten Ratten kam es
zur Zunahme der Muskelkontraktionskraft des M. soleus nach Laufbandtraining [Widrick
et al. 2007]. Versuche mit eugonadalen Ratten und Mausen, in denen der Effekt von
Laufbandtraining auf die Kontraktionskraft von peripheren Skelettmuskeln untersucht
wurde, zeigen allerdings widerspruchliche Ergebnisse. In der Arbeit von Furrer und
Kollegen fluhrte ein Intervalltraining mit uphill-Laufen zur Zunahme der
Muskelkontraktionskraft im M. gastrocnemius [Furrer et al. 2013], ebenso kam es in der
Arbeit von Call und Kollegen zur Zunahme der tetanischen Kontraktionskraft des M.
soleus nach Laufrad-Training bei Mausen [Call et al. 2010]. Im Gegensatz dazu stehen
die Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen, die keine Veranderungen der Muskelkraft
durch Lauftraining aufweisen kdnnen [Lubek 1984; Lynch et al. 1997; Vrabas et al. 1999;
Plant et al. 2003]. Die Diskrepanz der Ergebnisse kann durch Unterschiede im Alter und
Stamm der Versuchstiere sowie in der Art und Dauer des Trainings begrundet sein.
Ebenso spielt die Auswahl des analysierten Muskels sowie die Durchflihrung der
Muskelkraftmessung eine Rolle und muss bei der Interpretation und Bewertung der
Studienergebnisse beachtet werden. Die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit bei
orchiektomierten Tieren durch Laufbandtraining eine Zunahme der tetanischen
Muskelkontraktionskraft erreicht werden konnte, spricht dafiir, dass der andropausale
Organismus sensibel auf eine erhdhte Muskelaktivitat reagiert. So werden sowohl die
konzentrischen Kontraktionskrafte beim uphill-Laufen, als auch die exzentrischen
Kontraktionskrafte beim downhill-Laufen reaktiv verstarkt.

Wie bereits erwahnt, besitzt die Skelettmuskulatur die Eigenschaft sich an
veranderte Bedingungen und Funktionsanforderungen anzupassen. Sportliches

Training stellt dabei eine hohe mechanische Beanspruchung flr den Muskel dar, auf
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welche dieser mit einem Wechsel der Muskelfasern von schnellen zu langsamen
reagieren kann. Als Ursache dieser Transformation wird eine erhéhte neuromuskulare
Aktivitat diskutiert, die zu Veranderungen in der Genexpression der Muskelfasern und
folglich zum Wechsel des Muskelfaser-Phanotyps fihrt [Pette 1998 und 2001]. Die
genauen Regulationsmechanismen sind aber bislang nicht bekannt [Wilson et al. 2012].
Nach einem mehrwdchigen Laufbandtraining bei mannlichen Wistar-Ratten zeigte sich
unter anderem eine Zunahme der langsamen Muskelfasern im M. plantaris [Sugiura et
al. 1992] und M. vastus lateralis [Wada et al. 2003] bei gleichzeitiger Reduktion der
schnellen Muskelfasern.

In der vorliegenden Studie konnte dagegen kein Einfluss des Laufbandtrainings
auf die Ratio der schnell und langsam kontrahierenden Muskelfasern nachgewiesen
werden. Dies konnte darin begrindet sein, dass es sich beim untersuchten M. soleus
um einen insgesamt langsam kontrahierenden Muskel handelt und der Anteil schneller
Muskelfasern, die sich einer Transformation unterziehen koénnen, gering ist. Einen
weiteren Hinweis flr diese Annahme gibt die Studie von Luginbuhl und Kollegen, bei der
es zwar im M. plantaris und M. vastus lateralis von Sprague-Dawley-Ratten, nicht aber
im M. soleus zu Veranderungen der Muskelfasertypen nach Laufbandtraining kam
[Luginbuhl et al. 1984]. Eine Studie mit Mausen zeigt aber auch im M. soleus eine
Fasertransformation mit Zunahme von langsamen Muskelfasern nach Laufbandtraining
[Kriger et al. 2013]. Allerdings erfolgte die Messung der Ratio hierbei mit
immunhistochemischen Verfahren und nicht wie in der vorgestellten Arbeit mittels
Muskelkraftmessung. Die Differenz der Ergebnisse kann somit auch durch die
Anwendung unterschiedlicher Messverfahren bedingt sein.

Es ist allgemein bekannt, dass kdrperliche Aktivitat grundsatzlich einen positiven
Effekt auf das muskuloskelettale System hat und ein regelmaRiges physisches Training
zur Regeneration des Skelettmuskels beitragt. Sowohl in eugonadalen, als auch in
ovariektomierten Ratten und Mausen Iasst sich eine Zunahme des
Muskelfaserdiameters nach Laufbandtraining in verschiedenen Skelettmuskeln
feststellen [Allen et al. 2001; Diaz-Herrera et al. 2001; Zancanaro et al. 2007; Fonseca
et al. 2012; Kruger et al. 2013].

In der vorgestellten Studie konnte gezeigt werden, dass das Laufbandtraining in
allen drei Modalitaten zu einer Zunahme des Muskelfaserdiameters bei orchiektomierten
Ratten fuhrt. Dabei zeigte sich beim Laufen im downhill-Modus der gro3te Effekt. Hier
konnte die durch Orchiektomie bedingte Abnahme des Muskelfaserdiameters vollstéandig

kompensiert und die Messwerte Uber das Mal der sham-orchiektomierten Kontrolltiere
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angehoben werden. Downhill-Laufen stellt somit gegenuber den anderen
Laufmodalitaten einen Vorteil hinsichtlich der Regenerationskapazitat der Muskelfasern
dar. Dies deckt sich mit dem Ergebnis der Arbeit von Lynch und Kollegen, bei denen es
nach zweiwochigem downhill-Laufbandtraining ebenfalls zur Zunahme des
Muskelfaserdiameters im M. soleus kam [Lynch et al. 1997].

Zwar konnte in der vorgestellten Arbeit durch das Laufbandtraining eine Zunahme
des Muskelfaserdiameters erreicht werden, allerdings ohne Verdnderungen der
Muskelgesamtmasse. Der Anteil der Muskelgewebefraktion und das Verhaltnis von
Trocken- zu Feuchtgewicht zeigten nach dem Laufbandtraining keine Unterschiede
gegenuber den ruhenden orchiektomierten Tieren der Kontrollgruppe. Eine quantitative
Zunahme des Muskelgewebes war nicht gegeben. Somit ist davon auszugehen, dass
das Laufbandtraining tendenziell einen starkeren Einfluss auf die funktionelle
Muskelfunktion als auf den strukturellen Muskelaufbau hat.

Die verminderte Regenerationsfahigkeit und der Verlust proliferierender
Muskelzellen ist ein Prozess des alternden Muskels und stellt einen wichtigen Faktor in
der Pathogenese der Sarkopenie dar. Kérperliche Aktivitat kann dem entgegenwirken,
indem es die Regenerationseigenschaften der Muskulatur fordert und zu einer
verstarkten Zellproliferation fuhrt. Laufbandtraining wird dabei ein hohes myogenes
Potential zugesprochen, was auch in vielen Studien nachgewiesen werden konnte. Die
genauen intrazelluldren Mechanismen sind dabei noch nicht genau bekannt [Kurosaka
et al. 2012]. In einer Studie von Fujimaki und Kollegen konnte gezeigt werden, dass
durch Lauftraining bei Mausen Signaltransduktionswege wie der Wnt/R-Catenin-
Signalweg aktiviert werden. Die verstarkte Expression von Wachstumsfaktoren wie Wnt
3 und Wnt 5 fuhrt dazu, dass Satellitenzellen, die sich im Ruhezustand befinden,
reaktiviert werden und in einen aktiven Zustand ubergehen [Fujimaki et al. 2014].

In Versuchen mit jungen und alten Ratten und Mausen zeigte sich, dass
mehrwochiges Laufen in der Horizontalen mit langsamer Geschwindigkeiten (8 bzw. 11
m/min fur 20 bzw. 30 Minuten) zur Zunahme der Satellitenzellen im Skelettmuskel fuhrt,
unabhangig vom Alter der Versuchstiere und dem untersuchten Muskel [Shefer et al.
2010 und 2013]. Dieser Effekt lasst sich auch durch ein einmaliges 90-minutiges
downhill-Laufen bei moderater Laufgeschwindigkeit (17 m/min) erreichen [Tiidus et al.
2005; Enns und Tiidus 2008]. Auch die im Rahmen der vorliegenden Studie
durchgefuihrten Untersuchungen demonstrieren eine verstarkte Zellproliferation unter
dem Einfluss von Laufbandtraining im Sinne einer signifikanten Zunahme der PCNA-

positiven proliferierenden Zellen. Hierbei lie} sich erkennen, dass das uphill-Laufen mit
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seiner konzentrischen Muskelkontraktion einen deutlich starkeren Proliferationsreiz als
die Laufmodalitaten downhill und level auf das Muskelgewebe ausibt. Kurosaka und
Kollegen untersuchten die Auswirkung von Laufbandtraining mit unterschiedlicher
Intensitdt und Dauer auf die Satellitenzellzahl im Skelettmuskel. Sie konnten
nachweisen, dass die Intensitdt des Trainings einen grofReren Einfluss als die
Trainingsdauer auf die Zellproliferation hat [Kurosaka et al. 2012]. Dies spricht dafr,
dass die einzelnen Laufmodalitadten in der vorliegenden Studie eine unterschiedliche
Belastungsintensitat fir den Muskel dargestellt haben und das Proliferationspotential
beim Intervalltraining mit uphill-Laufen am héchsten war.

In einigen Studien wurde beschrieben, dass die exzentrische Muskelkontraktion
beim downhill-Laufen zur Destruktion der Muskelfasern mit strukturellen Veranderungen
und Anstieg von Entziindungsmediatoren fuhrt [Armstrong et al. 1983; Tsivitse et al.
2003; Touchberry et al. 2012; Lomonosova et al. 2014] und dadurch der regenerative
Effekt des Lauftrainings vermindert wird. Dies konnte in der vorliegenden Studie nicht
bestatigt werden. Vielmehr zeigte sich hier, dass Laufbandtraining in allen
Laufmodalitaten die durch Orchiektomie induzierte Muskelzellapoptose reduzieren kann.
Bei den Tieren der downhill-Gruppe konnte dabei die gréfite Abnahme der TUNEL-
positiven Zellen gegentber den orchiektomierten ruhenden Tieren ausgemacht werden.
Diese Diskrepanz ist moglichweise darauf zuriickzufihren, dass die proapoptotischen
Parameter in den genannten Studien bereits nach einem einmaligen Laufen bestimmt
wurden, wohingegen das Laufprogramm der hier vorgestellten Studie Uber einen
deutlich langeren Zeitraum von insgesamt 12 Wochen ging. Dies konnte darauf
schlieBen lassen, dass es durch die andauernde Belastung des mehrwdchigen
Laufbandtrainings zu einer Adaptation des Muskels an die Belastung mit nachfolgender
verstarkter Satellitenzellproliferation und gleichzeitig verminderter Zellapoptose kam.
Zudem zeigen auch die Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen nach mehrwochigem
Laufbandtraining keine oder im Vergleich zu ruhenden Tieren verminderte apoptotische
Veranderungen im Skelettmuskel [Siu et al. 2004; Zancanaro et al. 2007; Marzetti et al.
2008; Tsalouhidou et al. 2009; Fonseca et al. 2012; McMillan et al. 2012]. Des Weiteren
konnten Song und Kollegen nachweisen, dass es durch mehrwdchiges Laufbandtraining
zur Abnahme der Muskelzellapoptose in alteren eugonadalen Ratten kommt, indem
Signalwege mit proapoptotischen Proteinen wie Bcl-2 gehemmt werden [Song et al.
2006]. In der Zusammenschau dieser Erkenntnisse legen die Ergebnisse der
vorgestellten Arbeit somit nahe, dass Laufbandtraining dazu geeignet ist, die durch

Andropause entstandene Muskeldegeneration aufzuhalten.
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Die nur geringe Abnahme der apoptotischen Zellen der uphill-Gruppe gegeniber
der 12-Wo-ORX-Gruppe in Verbindung mit der deutlichen Zunahme der Zellproliferation
nach uphill-Training deutet auf ein erhdhtes zelluldres Turnover hin. Dies kann als
Zeichen der Muskelregeneration gewertet werden, wie man es beispielsweise auch nach
einem Muskeltrauma nachweisen kann und dient der Aufrechterhaltung des zellularen
Gleichgewichts im Muskel [Stratos et al. 2007 und 2010].

Fonseca und Kollegen konnten zeigen, dass es durch kérperliche Aktivitat zu
intramuskularen strukturellen Veranderungen mit Abnahme des fibrotischen
Gewebeanteils kommt. Ein mehrwdchiges Laufen im Laufrad senkte den
intramuskularen Kollagenanteil in ovariektomierten Ratten [Fonseca et al. 2012]. Dieses
Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Hier zeigten sich durch
Laufbandtraining in der Horizontalen, was dem Laufrad-Training gleichzusetzten ist,
ebenfalls geringere Kollagenwerte. Allerdings wurde durch das downhill-Laufen eine
Zunahme des Kollagenanteils erzielt. Ahnliche Ergebnisse liefern weitere Studien, in
denen es bei weiblichen Wistar-Ratten nach einem einmaligen Intervalltraining im
downhill-Modus zu einem Anstieg des intramuskularen Kollagenanteils kam, was sich
unter anderem in einer erhdhten Genexpression verschiedener Kollagenfasern zeigte
[Han et al. 1999; Koskinen et al. 2001; Kato et al. 2016]. Dies kdnnte darin begrindet
liegen, dass das downhill-Laufen im Vergleich zu den anderen Laufmodalitdten eine
grolRere mechanische Belastung fir den Muskel darstellt und dieser reaktiv die
Kollagensynthese verstarkt.

Interessanterweise flhrte der erhdhte intramuskuldre Kollagenanteil in der
vorliegenden Studie aber zu keiner Einbul3e der biomechanischen Funktionalitat des
Muskels. Vielmehr konnte durch das downhill-Laufen eine gréRere Kraftentwicklung und

hohere tetanischen Kontraktionswerte als durch das level-Laufen erreicht werden.

5.3.3 Klinische Relevanz

In der vorliegenden Arbeit konnte der therapeutische Effekt von uphill-, level- und
downhill-Laufen auf den sarkopen veranderten Muskel im Tiermodell gezeigt werden.
Mehrere gro3e Gesundheitssurveys und Studien bestatigen, dass die Inzidenz flr
Sarkopenie bei Patienten mit erhohter korperlicher Aktivitat geringer ist und die
Pravalenz mit dem Grad der korperlichen Aktivitat abnimmt [Baumgartner et al. 1998;
Szulc et al. 2004; Park et al. 2010; Ryu et al. 2013]. Allerdings gibt es bislang keine
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klinische Studie, in der Lauftraining explizit bei Patienten mit Sarkopenie zum Einsatz
kommt. Grund dafur konnte die fehlende einheitlich gultige Definition der Erkrankung,
sowie unterschiedliche Diagnostikmethoden sein, welche die Einschlusskriterien fur
klinische Studien erschweren.

In Zusammenhang mit neuromuskularen Krankheiten wie Schlaganfall und
inkompletter Querschnittslahmung kommt Laufbandtraining bereits als therapeutische
MalRnahme zur Anwendung. Durch mehrwochiges Laufbandtraining kann bei
hemiparetischen Patienten die Muskelkraft und der Muskelfaseranteil in der peripheren
Skelettmuskulatur erhéht werden [Stewart et al. 2004; Andersen et al. 2011; Liu et al.
2014].

Weitere klinische Studien konnten bereits erfolgreich Trainingsprotokolle fir das
Laufband umsetzen und eine Verbesserung der funktionellen Muskeleigenschaften
nachweisen. Gault und Kollegen zeigen, dass ein dreimonatiges Laufbandtraining die
isometrische Muskelkontraktionskraft bei alteren Mannern erhoht. Sie verwendeten
hierfur folgendes Laufprotokoll: downhill-Laufen mit individueller Gehgeschwindigkeit bei
-10° Neigung, 30 Minuten / Tag, 3 Tage / Woche, 12 Wochen [Gault und Willems 2013].
Zudem wird dadurch die funktionelle Mobilitdt sowie das Gleichgewicht und die
Koordination verbessert [Gault et al. 2012]. Eine Zunahme der Muskelkontraktionskraft
zeigte sich bei jungen Frauen bereits nach einem sechswdchigen Training unter
ahnlichen Bedingungen (-20° Neigung, 30 Minuten / Tag, 3 Tage / Woche, 1,36 m/s)
[Rodio und Fattorini 2014]. Klinische Studien, die intramuskuldre Veranderungen
aufzeigen, sind dagegen selten, da hierflr in den meisten Fallen invasive Messungen
und Muskelbiopsien notwendig sind. Allerdings zeigen Coggan und Kollegen, dass ein
intensives Laufbandtraining tGber 9 - 12 Monate (45 Minuten / Tag, 4 Tage / Woche) bei
alteren Patienten zur vermehrten Kapillarisierung und erhdhten Sauerstoffaufnahme
(VO2max) des Muskels fuhrt. Zudem erfolgt eine Muskelfasertransformation von schnellen
zu langsamen Muskelfasern und die Zunahme des Muskelfaserdiameters [Coggan et al.
1992]. Des Weiteren konnten Liu und Kollegen mittels nicht invasiver
Ultraschalluntersuchung bei Patienten mit subakutem Schlaganfall nach einem
dreiwdchigen Laufbandtraining architektonische Veradnderungen im Muskelaufbau
nachweisen [Liu et al. 2014].

Diese klinischen Studien sind exemplarische Beispiele daflir, dass der
tierexperimentelle Ansatz aus der vorliegenden Arbeit durchaus auf den Menschen
ubertragbar ist und eine hohe Praxisrelevanz besitzt. Somit kann Laufbandtraining einen

attraktiven Therapieansatz in der Behandlung der Sarkopenie darstellen und durch
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Unterstutzung der muskuldren Regeneration zur Verbesserung des allgemeinen

Gesundheitszustandes sarkopener Patienten beitragen.

5.3.4 Limitation und Ausblick

Die vorliegende experimentelle Arbeit untersuchte die Pathophysiologie der
sarkopenen Veranderungen nach Testosteronmangel im andropausalen Organismus
der mannlichen Wistar-Ratte sowie den regenerativen Einfluss von korperlicher Aktivitat
auf den peripheren Skelettmuskel. Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf
strukturellen und funktionellen Parametern nach Orchiektomie und der Durchflhrung
des Laufbandtrainings in verschiedenen Trainingsmodalitdten. Die zugrunde liegenden
molekularen Vorgange der Regeneration wurden dabei nicht untersucht.

Weiterhin wurde nur die hintere Extremitat anhand des M. soleus untersucht. Da
beim quadrupedalen Laufen auch die vordere Extremitat beansprucht wird, kdnnten in
weiterflihrenden Untersuchungen auch Muskeln des Vorderlaufes untersucht werden.
Des Weiteren konnten die Adaptations- und Regenerationsfahigkeit verschiedener
Muskeltypen, wie z.B. des langsamen M. soleus und des schnellen M. extensor
digitorum longus gegenubergestellt werden.

Die jeweilige Maximalgeschwindigkeit der Laufgruppen wurde nur subjektiv
anhand des individuellen Laufverhaltens der Tiere festgelegt. In folgenden Arbeiten
konnte die Leistungsfahigkeit der Versuchstiere mittels geeigneter Parameter wie z.B.
der maximalen Sauerstoffaufnahme (VO2max) quantifiziert werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Laufbandtraining einen positiven Effekt
und eine regenerative Wirkung auf den sarkopenen Skelettmuskel besitzt. Als vorteilhaft

haben sich hierbei uphill- und downhill-Laufen gezeigt.
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6 THESEN

Thema:

Regenerative Eigenschaften von Laufbandtraining auf die Struktur des peripheren

Skelettmuskels der orchiektomierten Ratte

e Sarkopenie und deren Folgezustande stellen im Hinblick des demographischen
Wandels und der zunehmend alter werdenden Bevdlkerung ein wesentliches

Problem im Gesundheitswesen dar.

e Aufgrund einer fehlenden einheitlich glltigen Definition ist die Diagnosestellung der

Sarkopenie erschwert und die Pravalenz der Erkrankung unterschatzt.

e Neben mangelnder korperlicher Aktivitat ist der Abfall des Serum-
Testosteronspiegels ein entscheidender Faktor fur die Entstehung von Sarkopenie

im Rahmen der Andropause.

e Die chirurgische Kastration (Orchiektomie) der mannlichen Ratte flihrt zu einer
Deprivation des Serum-Testosteronspiegels unterhalb der Nachweisgrenze und ist
das am haufigsten angewendete Verfahren zur Induktion der Andropause bzw.

Sarkopenie im Tiermodell.

o Korperliche Aktivitat in Form von sportlicher Betatigung ist die wichtigste praventive

MafRnahme, um die Entstehung von Sarkopenie zu vermeiden.

e Die Laufmodelle uphill, level und downhill stellen durch die verschiedenen Anteile an
konzentrischer und exzentrischer Muskelkontraktion jeweils ein anderes Reizmuster
fur den Skelettmuskel dar und haben einen positiven Einfluss auf die

morphologischen und mechanischen Eigenschaften des Muskels.
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Die Orchiektomie fuihrt 4, 8 und 12 Wochen postoperativ zu einem Abfall des Serum-

Testosteronspiegels unterhalb der Nachweisgrenze.

Die Reduktion der biomechanischen Eigenschaften des Skelettmuskels nach
Orchiektomie druckt sich in einer Abnahme der tetanischen Kontraktionskraft 12
Wochen postoperativ aus. Durch alle drei Laufmodalitdten kann der durch
Orchiektomie bedingte Verlust der tetanischen Kontraktionskraft kompensiert
werden. Zudem kann durch uphill- und downhill-Laufen die Kontraktionskraft auf das

Niveau von sham-orchiektomierten Kontrolltieren wiederhergestellt werden.

Die Muskelkraft bei Kurzkontraktion wird weder durch Orchiektomie, noch durch
Laufbandtraining beeinflusst. Die Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie zeigt
ebenfalls  keine  Unterschiede  zwischen den  Gruppen und den

Untersuchungszeitpunkten.

Durch die Orchiektomie bedingt kommt es 4, 8 und 12 Wochen postoperativ zur
Abnahme des Muskelfaserdiameters. Alle drei Trainingsmodalitaten fuhren zur
Zunahme des Muskelfaserdiameters. Mittels downhill-Laufen kann der
Muskelfaserdiameter Uber das Niveau von sham-orchiektomierten Tieren hinaus

erhoht werden.

Der prozentuale Anteil des Muskelgewebes wird durch die Orchiektomie und das

Laufbandtraining nicht beeinflusst.

Die Orchiektomie hat keinen Einfluss auf die Kollagenproduktion der muskularen
Fibroblasten. Durch level-Training kann der Kollagenanteil des Muskelgewebes
reduziert werden. Downhill-Training fuhrt dagegen zu einer verstarkten

Kollagenproduktion.
Die Muskelzellproliferation wird durch die Orchiektomie nicht beeinflusst. Dagegen

stellen uphill- und downhill-Laufen einen Reiz zur Bildung neuer Muskelzellen dar.

Uphill-Laufen ist dabei den beiden anderen Laufmodalitaten Gberlegen.
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Thesen

Die Orchiektomie fuhrt nach 4, 8 und 12 Wochen zum verstarkten Untergang von
Skelettmuskelzellen. Laufbandtraining in den Modalitaten level und downhill kann die

durch Orchiektomie bedingte Zellapoptose reduzieren.

Die Ratio von Trocken- zu Feuchtgewicht des Muskels wird weder durch

Orchiektomie noch durch Laufbandtraining beeinflusst.

Laufbandtraining ist geeignet, den Muskelschwund bei Sarkopenie aufzuhalten und
stellt einen attraktiven Behandlungsansatz in der Pravention und Therapie der
Sarkopenie dar. Da die verschiedenen Laufmodalitaten die Skelettmuskulatur auf
unterschiedliche Weise beeinflussen, ist ein Training, das alle Laufmodalitaten

beinhaltet, am effektivsten.
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