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1 EINLEITUNG

Die Skelettmuskulatur des menschlichen Koérpers zeichnet sich durch
die Fahigkeit zur schnellen Adaptation und Regeneration aus. Die Aufklarung
der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen ist sowohl aus medizini-
scher Sicht im Sinne der Gesundheitspravention und der Behandlung akuter
Erkrankungen dieses Gewebes, als auch aus trainingswissenschaftlicher
Sicht in Hinblick auf eine Verbesserung der Leistungsfahigkeit des Athleten
von grofdtem Interesse.

In den vergangenen Jahren wurde deutlich, dass die Homoostase der Ske-
lettmuskulatur in grollem Umfang durch ein komplexes Zusammenspiel von
Wachstumsfaktoren und anabol wirksamen Hormonen reguliert wird. Einer
dieser Faktoren, Myostatin, auch GDF-8 (Growth and Differentiation Factor
8) genannt, steht seit einigen Jahren in besonderem Malde im Blickpunkt des
wissenschaftlichen, aber auch des 6ffentlichen Interesses. Myostatin ist ein
Schlisselmolekil bei der Entwicklung und Adaptation der Skelettmuskulatur.
Es wird bei therapeutischen Ansatzen, beispielsweise der Behandlung von
Muskelerkrankungen wie Muskeldystrophien (Typ Duchenne, Typ Becker-
Kiener etc.), aber auch bei Verjungungstherapien, Lifestyledrogen und im
Bereich des Dopings diskutiert. Hier liegen also sowohl der wertvolle Nutzen
wie auch der denkbare Missbrauch auf3erst eng beieinander.

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, molekulare Mechanis-
men der Anpassung der Skelettmuskulatur genauer zu charakterisieren. Ein
Schwerpunkt der Untersuchungen lag hierbei auf der Analyse der Myostatin-
assoziierten Signaltransduktion wahrend der Neubildung von Myoblasten
(Satellitenzelldifferenzierung) und im ausdifferenzierten Skelettmuskel in Ab-
hangigkeit von Faktoren, die eine Adaptation der Skelettmuskulatur induzie-
ren. Hier wurde im Besonderen die Wirkung von Training und/oder der Appli-
kation von anabol wirkenden Hormonen analysiert.

Die so identifizierten molekularen Mechanismen wurden im zweiten Teil der
Arbeit dazu genutzt, um die biologischen und pharmakologischen Wirkme-
chanismen von anabolen Steroiden, im Besonderen von Tetrahydrogestrinon
(THG), Norandrostendion (NOR), Desoxymethyltestosteron (DMT), 1-Testo-
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steron (1-Testo) und Propyltrenbolon (Propyl) zu untersuchen und potezielle

Nebenwirkungen derartiger Verbindungen zu identifizieren.
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1.1 Zur Physiologie der Skelettmuskulatur

1.1.1 Der Aufbau der Skelettmuskulatur

Um Anpassungsmechanismen der Skelettmuskulatur studieren zu
kdnnen, ist es notig, ihren Aufbau (s. Abb. 1) zu kennen: Etwas weniger als
50% unserer Koérpermasse besteht aus Skelettmuskulatur. Die meisten Ske-
lettmuskeln sind durch Sehnen mit den Knochen verbunden (Brooks, 2003).
Diese Verbindung ermdglicht es, Krafte und Bewegungsvorgange, die sich
wahrend einer Kontraktion der Skelettmuskulatur entwickeln, auf das Skelett
zu Ubertragen. Kontraktion ist definiert durch die Aktivierung der Muskelfaser
mit einer Tendenz zur Verklrzung der Fasern (Faulkner, 2003). Dieses Zu-
sammenziehen beruht auf dem Zusammenwirken der Proteine Aktin und

Myosin.

Ferimysium  Epimysium  Sarkolemm
Endomysium e, %,

quergeschnittens
Muskelfaten e

Bluigefife

r

Musketfaver.
Blinded

Sarkolemm

L myafirille

e I

Mitohandrien Z-Stretfen

Abb. 1: Feinbau der quergestreiften Muskulatur (modifiziert nach P. Diel)

Uber 600 Muskeln, die aus parallelen Biindeln von Muskelfasern bestehen,
befinden sich im menschlichen Koérper. Jede Muskelfaser ist ein Syncytium

mit vielen Kernen, welches einige hundert Myofibrillen enthalt. Die Z-Schei-
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ben unterteilen die Myofibrillen in sogenannte Sarkomere — sich wiederho-
lende kontraktile Einheiten. Ausgehend von den Z-Scheiben findet man nach
beiden Seiten hin die Actinfilamente. Myosinfilamente finden sich parallel
dazu in der A-Zone. Die fur den Skelettmuskel charakteristische Querstrei-
fung entsteht durch die regelmaflige Anordnung von Molekilen mit unter-
schiedlicher Dichte (Aktin und Myosin).

1.1.2 Die Entstehung neuer Skelettmuskelfasern

Die Vorlaufer der Skelettmuskelfasern nennt man Myoblasten. Die De-
terminierung zum Myoblasten im frithen embryonalen Stadium hangt von
Genregulatorproteinen — u.a. von Mitgliedern der MyoD- und MEF2-ver-
wandten Proteine — ab. Dies sind Proteine, wie z.B. MyoD, Myf5, Myogenin,
MRF4 oder MEF2, die nicht nur die Determinierung bestimmen, sondern
teilweise auch die Differenzierung von Myoblasten zu Muskelfasern (Hawke
und Garry, 2001).
Myoblasten und Myofibrillen reihen sich im Bindegewebe aneinander, wel-
ches aus Fibroblasten besteht. Die Entwicklung der Muskulatur wird durch
die Gliederung und Orientierung der Muskelzellen in diesem Geflige be-
stimmt. Bei der Differenzierung werden Faktoren aus Myoblasten ausge-
schieden, welche das Wachstum der anderen Myoblasten férdern. Myostatin
ist ein Faktor, der das Wachstum der Skelettmuskelfasern selbst begrenzt
und somit als negativer Wachstumsregulator der Skelettmuskulatur angese-
hen werden kann.
Einige Myoblasten Uberdauern als ruhende Stammzellen im ausgewachse-

nen Skelettmuskel. Sie werden auch als Satellitenzellen bezeichnet.

1.1.3 Satellitenzellen

Muskelsatellitenzellen wurden erstmals 1961 in einem Frosch entdeckt
und als solche identifiziert (Katz, 1961; Mauro, 1961). Sie sind eine Populati-
on von undifferenzierten Muskelzellen mit nur einem Kern, die in Sdugetieren
(Campion et al., 1981; Gamble et al., 1978), Vogeln (Hartley et al., 1992),
Reptilien (Kahn und Simpson, 1974) und Amphibien (Popiela, 1976) nach-
gewiesen wurden. In Erscheinung treten sie ab Tag 17,5 post coitum, nach-

dem sich die ersten Muskelfasern geformt haben. Der exakte Ursprungsort
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ist nicht bekannt, jedoch gibt es Hinweise darauf, dass sie aus der dorsalen
Aorta stammen (Seale und Rudnicki, 2000). Im menschlichen Muskel findet
man die kleinen, abgeflachten Zellen, die sich im Ruhezustand befinden, in
engem Kontakt mit der reifen Muskelzelle, eingebettet in die Basalmembran-
hille. Bei Bedarf stehen sie zur endgultigen Ausdifferenzierung zur Verfu-
gung, wie z.B. nach Muskelverletzungen. Nach einer Verletzung erfolgen drei
charakteristische Phasen des Heilungsprozesses: Die Destruktions-, die Re-
paratur- und die Umbauphase. Die initiale Phase der Muskelerneuerung ist
charakterisiert durch die Nekrose des zerstorten Gewebes und durch die Ak-
tivierung unterschiedlicher inflammatorischer Antworten (Charge und Rudni-
cki, 2004). Die Reparaturphase ist gekennzeichnet durch die Regeneration
der Muskelfasern und durch die Aktivierung der Satellitenzellen. Oft kommt
es zu einer Uberlappung der Reparatur- und Umbauphase (Jarvinen et al.,
2000). Die Myoblasten verschmelzen in der Umbauphase, damit neue Mus-
kelfasern gebildet werden konnen und um den kontraktilen Muskelapparat zu
rekonstruieren (Charge und Rudnicki, 2004). Studien zeigen, dass Unter-
schiede zwischen fétalen und adulten Myoblasten, wie z.B. in ihrer Sensitivi-
tat gegeniber einem Tumorpromotor (Cossu et al. 1983 und 1985), in ihrer
Expression des Acetylcholinrezeptors (Cossu et al., 1987) und in der Art und
Weise die Acetylcholinesterase zu expremieren (Senni et al., 1987), existie-
ren. Yablonka-Reuveni et al. (1987) zeigten, dass kultivierte Satellitenzellen
im Gegensatz zu fotalen Myoblasten von Végeln spater zu Myotuben ver-
schmelzen. Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass auch spezifische
Muster in der Expression der Myosinschwerkettenisoformen zwischen kulti-
vierten Satellitenzellen und fétalen Myoblasten in Vdgeln vorliegen (Feldman
und Stockdale, 1992; Hartley et al., 1991 und 1992).

Bei Menschen und Mausen sind diese ruhenden (Schultz et al., 1978), nicht
fibrilaren, mononuklearen Zellen am zahlreichsten bei der Geburt vorhanden
(geschatzt liegen sie bei ungefahr 32% der sublaminaren Kerne) (Cardasis
und Cooper, 1975). Die Anzahl geht nach der Geburt zuriick und stabilisiert
sich bei 1 bis 5% der Skelettmuskelkerne in erwachsenen Mausen (Bischoff,
1994). Die Anzahl der Satellitenzellen variiert in verschiedenen Muskeln und
ist auf die Muskelfaserzusammensetzung zurtckzufihren. So findet sich z.B.

im M. soleus der Maus, der vorwiegend aus langsamen Muskelfasern be-
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steht, eine groRere Anzahl von Satellitenzellen, die in den ersten 12 Le-
bensmonaten zunimmt, jedoch im Alter abnimmt (Gibson und Schultz, 1983).
Im menschlichen Muskel findet man ebenfalls eine Abnahme der Anzahl der
Satellitenzellen mit zunehmendem Alter, was die verminderte Regeneration
der Muskulatur bei alteren Menschen erklaren kénnte (Renault et al., 2002).
Charifi et al. zeigten allerdings im Jahr 2003, dass Ausdauertraining den
Ruckgang der Satellitenzellenanzahl bei alteren Menschen vermindern kann,
was ein Hinweis darauf sein konnte, dass die schlechtere Regeneration im
Alter nicht nur das Resultat einer limitierten Replikation alterer Satellitenzel-
len ist.

Die Entwicklung von Sarkopenie hangt direkt mit einer signifikanten Redukti-
on des regenerativen Potentials von Satellitenzellen zusammen, welche sich
in einem ruhenden Stadium befinden, bis Signale von aul3en, z.B. ausgeldst
durch Wachstumsfaktoren, den Wiedereintritt in den Zellzyklus auslosen
(Fulle et al., 2004). Es ist denkbar, dass durch eine erhdhte Kapazitat der
Satellitenzellproliferation Sarkopenie verzogert oder geheilt werden kann. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass IGF-1 (insulin-like growth factor-1) den
altersbedingten Rickgang und den Funktionsverlust in der Skelettmuskulatur
durch erhohte Satellitenproliferation unterstitzen kann (Barton-Davis et al.,
1999; Chakravathy et al., 2001). Schon ein einmaliges maximales exzentri-
sches Training kann eine Stimulierung der Satellitenzell-Vermehrung bei jun-
gen und alteren Mannern hervorrufen (Dreyer et al, 2006).

Verschiedene Wachstumsfaktoren konnen die Aktivierung und Proliferation
der Satellitenzellen beeinflussen. Als Beispiel sei hier der Notch-1 Signal-
transduktionsweg genannt (s. Kap. 1.2.5), der bei Muskelverletzungen akti-
viert wird. Er ist u.a. bei der Bildung von Muskelfasern aus Satellitenzellen

nach einer Verletzung der Muskulatur beteiligt (Conboy und Rando, 2002).
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1.2 Myostatin und weitere Gene, die bei der Differenzierung von Sa-

tellitenzellen entscheidend sind

Myostatin, auch GDF-8 genannt, zahlt zur Superfamilie der TGF-
verwandten Proteine, die eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation und
-differenzierung spielen (Nicholas et al., 2002). Es ist ein extrazellulares Sig-
nalmolekdl und wird Ublicherweise von den Skelettmuskelzellen gebildet und
sezerniert. Myostatin wirkt als negativer Regulator des Skelettmuskelwachs-
tums (Ma et al., 2003; Hill et al. 2003). Bei einer Hemmung von Myostatin
oder einem Gendefekt aufgrund unterschiedlicher Mutationen kommt es zu
einem vermehrten Muskelwachstum. Bei einigen Sportlern, aber auch ande-
ren Personen, konnte gezeigt werden, dass sie eine Mutation im Myostatin-
gen aufweisen. Schuelke et al. (2004) zeigten das Vorhandensein einer

Genmutation im Myostatingen bei einem Saugling.

1.2.1 Ein geschichtlicher Riickblick

Seit Uber 200 Jahren beschaftigen sich Wissenschaftler mit dem Pha-
nomen des so genannten ,double-muscled” (= doppelte Muskelmasse) Pha-
notyps, der bei einigen Rinderrassen auftritt. Diese Rinder (z.B. ,Belgian
Blue®, ,Piedmontese®, ,Asturiana de los Valles®) weisen ein 20 — 30% hdhe-
res Muskelwachstum als normale Rinder gleichen Geschlechts auf (vgl. Abb.
2).

Abb. 2: Belgian Blue Rinder mit einem Defekt im Myostatingen. (Quelle: Bild links: http://
www.dgm.org/medfo/forschungsberichte/Myostatin-Regulator_des_Muskelwachstums.html,

26.03.2006; Bild rechts oben: http://www.champion-nutrition.com/champion/products/ my-
ostatin/research.php, 26.03.2006; Bild rechts unten: http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/
150/neuro/belgian.blue.jpg, 26.03.2006)
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Lange Zeit erschien die molekulare und genetische Grundlage dieses Pha-
nomens ratselhaft, doch mit dem technischen Fortschritt wurde es moglich so
genannte ,knock-out* — Modelle zu entwickeln, die es ermdglichten, bioche-
mische Signaltransduktionswege und Mechanismen der Genaktivitat zu er-
forschen.

Anhand dieses Fortschritts und einem ,knock-out® — Mausmodell gelang es
McPherron und ihrer Arbeitsgruppe von der Johns Hopkins Universitat, 1997
das Myostatingen zu identifizieren. Die Inaktivierung des Myostatingens bei
Rindern (Kambadur et al., 1997; McPherron et al., 1997) und bei Mausen
(McPherron und Lee, 1997; Szabo et al., 1998) bewirkt eine deutliche Zu-
nahme der Skelettmuskelmasse der Tiere. Die Gewichtszunahme ist auf eine
Hypertrophie (Zunahme der Faserdicke) und auf eine Hyperplasie (Zunahme
der Muskelfaseranzahl) zurlckzufihren (McPherron und Lee, 1997; Huet et
al., 2001; Lee und McPherron, 2001).

1.2.2 Die Struktur von Myostatin

Mitglieder der TGF-B Superfamilie von Zytokinen besitzen eine cha-
rakteristische Aminosauresequenz und Struktur, die ihre Funktion bestim-
men. Einige der Mitglieder regulieren das Zellwachstum und die Differenzie-
rung, wahrend andere als Inhibitoren auf die Zellproliferation wirken (Piek et
al., 1999). Im Laufe der Evolution wurde die Sequenz und die Funktion des
Myostatingens kaum verandert, sondern liegt in einer hochkonservierten
Form vor, obwohl Myostatin fur die Fortpflanzung oder die Entwicklungsfa-
higkeit nicht essentiell ist. Vor allem ist der biologisch aktive Carboxyterminus
des Proteins unter vielen Spezies bemerkenswert identisch. Bisherige Be-
funde zeigen, dass Myostatin als ein 375-Aminosaure grol3es Vorlauferprote-
in synthetisiert wird, welches durch Proteolyse zu einem 26 kDA Homodimer
fuhrt (McPherron et al. 1997, Rios et al. 2004, Thomas et al. 2000). Das akti-
ve Myostatin besitzt somit eine GroRe von 26 kDa; das latent assoziierte
Peptid besitzt eine Grolie von 40 kDa und der Vorlaufer von Myostatin liegt
bei 52 kDa (Budasz-Swiderska et al., 2005).
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1.2.3 Die Lokalisation und der Wirkungsmechanismus von Myostatin
Bisher existieren nur wenige Untersuchungen zur Lokalisation des
Myostatins in der Skelettmuskulatur (McPherron et al., 1997; Wehling et al.,
2000; Ji et al., 1998). McPherron et al. (1997) beobachteten als erste, dass
eine Myostatin mRNA-Expression im friihen Stadium von Vorlauferzellen und
weiterhin in ausgewachsenen axialen und paraxialen Muskeln zu finden war.
Doch eine genaue Lokalisation konnte bisher noch nicht erfolgen.
Bei Schweinen wurde eine Myostatin mRNA-Expression in Skelettmuskelfa-
sern eines Fotus ab dem 59. Schwangerschaftstag beobachtet (Ji et al.,
1998) und Gonzalez-Cadavid et al. (1998) konnten ein myostatinahnliches
Protein in menschlichen Skelettmuskelfasern lokalisieren.
Lee und McPherron konnten 2001 zeigen, dass das C-terminale Ende des
Myostatindimers an den Act RIIB (activin type IIB receptor) bindet. Diese
Bindung konnte durch das activin-bindende Follistatinprotein und in hoheren
Konzentrationen durch das Propeptid Myostatin, gehemmt werden. Eine Bin-
dung von Follistatin an den Rezeptor hat ebenso einen enormen Skelettmus-
kelwachstum, wie er bei Myostatin beobachtet werden konnte, zur Folge.
In der Studie von Yamanouchi et al. (2000) wurde in Satellitenzellen eine
hohere Myostatin mRNA-Expression als in anderen Zellen gefunden. Der
genaue Mechanismus, d.h. wie Myostatin auf Satellitenzellen wirkt und ob
eine direkte oder indirekte Wirkung vorhanden ist, konnte bisher nicht aufge-

klart werden.

1.2.4 Myostatin und Sportwissenschaft

Zahlreiche Studien belegen, dass Myostatin eine wichtige Rolle bei
dem Wachstum des Skelettmuskels spielt (Tobin und Celeste, 2005; Martyn
et al., 2004; Hill et al., 2003; Ma et al., 2003; Wehling et al., 2000). Es existie-
ren auch einige Nachweise fur eine Rolle von Myostatin bei der Adaptation
der Skelettmuskulatur durch unterschiedliche Trainingsformen (Martin und
Johnston, 2005; Matsakas et al., 2005; Willoughby, 2004, Lalani et al., 2000).
Bisherige Studien belegen eine verringerte Expression von Myostatin bei
Nagern nach Laufband- (Wehling et al., 2000) oder Schwimmtraining (Mat-
sakas et al., 2005). In humaner Muskulatur wurde eine erhéhte mRNA Ex-
pression von Myostatin nach Krafttraining gemessen, doch die Autoren ver-

muten, dass dies keinen Effekt auf die trainingsinduzierte Zunahme an Mus-
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kelkraft und -masse hat (Whilloughby, 2004). Eine Zunahme der Myostatin-
expression wurde ebenfalls nach einer langeren Ruhephase im Skelettmus-
kel (Wehling et al., 2000; Carlson et al., 1999) oder nach einem Weltraumflug
(Lalani et al., 2000) gemessen. Weiterhin wurde eine Erhdhung der Expres-
sion von Myostatin nach einer Immobilisation der Hinterlaufe von Mausen
beobachtet (Carlson et al., 1999).

Zachwieja et al. (1999) und Wehling et al. (2000) zeigten einen Muskelverlust
beim Menschen durch anhaltende Bettruhe, wobei Reardon et al. (2001)
ebenso eine stark ansteigende Myostatinexpression in atrophierter Skelett-
muskulatur beim Menschen feststellten.

Weiterhin untersuchten Kirk et al. (2000) die Rolle des Myostatins wahrend
der Regeneration des Skelettmuskels an mannlichen Sprague-Dawley Rat-
ten. Sie bestimmten erhdhte Myostatinwerte in nekrotischen Fasern und in
zerstortem Bindegewebe, sowie einen Myostatinprotein-Ruckgang wahrend
der Synthese neuer Muskelfasern.

Die Expression von Myostatin mRNA in regenerierenden Skelettmuskeln von
Ratten wurde von Yamanouchi et al. (2000) bestatigt. Diese Arbeitsgruppe
wies ebenfalls auf erhdhte Myostatinwerte in den sich regenerierenden Ske-
lettmuskeln hin. Diese Untersuchung bestatigt wiederum die Hypothese,
dass eine erhdhte Myostatinmenge mit einer Atrophie der Muskulatur einher-
geht.

Die Myostatin mRNA-Expression wurde bei Nagetieren nur in den sich
schnell kontrahierenden Muskelfasern (Typ Il) des M. gastrocnemius beo-
bachtet (Carlson et al., 1999). Carlson et al. fanden heraus, dass die mRNA-
Expression von Myostatin bei weiblichen Mausen fasertypspezifisch ist und
dass es zu einer gesteigerten Zunahme der mRNA-Expression von Myostatin
wahrend der Ruhigstellung der hinteren Gliedmalien der Tiere kommt. Von
einer unterschiedlichen Myostatinexpression in verschiedenen Muskelfaser-
typen berichteten auch Matsakas et al. (2005).

Diese unterschiedlichen Studien zeigen die enorme Rolle des Muskelwachs-
tumsfaktors Myostatin sowohl bei einer Atrophie als auch bei der Adaptation
der Skelettmuskulatur durch Bewegung und sportliches Training auf.
Dasarathy et al. (2004) analysierten die Myostatin mRNA- und Proteinex-

pression in einem Cirrhose-Rattenmodell, bei welchem die Tiere eine atrophe
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Skelettmuskulatur aufzeigen und stellten eine erhdhte Myostatinexpression
im M. gastrocnemius fest. Eine Farbung mit dem Proliferationmarker PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) zeigte eine geringere Anzahl an aktiven
Satellitenzellen in dem Cirrhose-Modell. Eine gestorte Satellitenzellfunktion
ist moglicherweise fir die Atrophie dieser Tieren verantwortlich.

Myostatin ist ein wichtiger Faktor bei der Proliferation und der Differenzierung
von Satellitenzellen (Charge und Rudnicki, 2004; Glass, 2003; Joulia et al.,
2003, McCroskery et al., 2003).

Die Resultate einiger Untersuchungen deuten auf die Moglichkeit hin, dass
Myostatin in Satellitenzellen in einer parakrinen oder autokrinen Weise tatig
ist (McPherron et al., 1997; Carlson et al., 1999; Wehling et al., 2000; Yama-
nouchi et al., 2000).

Thomas et al. (2000) haben mit Hilfe des in Abb. 3 dargestellten Modells ver-
sucht, die Funktion des Myostatins durch Hemmung der Myoblastenprolifera-

tion ndher zu beschreiben.
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Abb. 3: Modell der Muskelzellentwicklung (nach Thomas et al., 2000)

1.2.5 Der Notch-1-Signaltransduktionsweg

Weiterfuhrend sollen einige weitere Gene mit Bedeutung fir die Kon-
trolle der Satellitenzelldifferenzierung beschrieben werden.
Eine Frage, die bis heute die Wissenschaftler bewegt, ist diejenige nach der

Kontrolle des Zell- und Gewebewachstums. Wie zu Beginn dieses Kapitels
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beschrieben wurde, ist Myostatin ein Faktor, der das Skelettmuskelwachstum
reguliert. Doch nicht nur Myostatin kontrolliert den Muskelauf- und -abbau,
sondern auch weitere Gene und Signaltransduktionswege, z.B. der Notch-1-
Signaltransduktionsweg. Notch-1 mit seinen Liganden Delta-1 und Jagged-1,
sowie Sox-8 spielen bei der Differenzierung der Zellen eine wesentliche Rolle
und wurden in dieser Arbeit ebenfalls untersucht. Nachfolgend wird nun ein
Uberblick (iber den Notch-1-Signaltransduktionsweg und die untersuchten
Gene gegeben.

Der Notch-1-Signaltransduktionsweg (s. Abb. 4) ist ein hoch konservierter
Signaltransduktionsweg fiir die Zell-Zell-Kommunikation. Er ist bei der Regu-
lation der Differenzierung, der Proliferation und der Spezifizierung der Zellen
entscheidend. Seine Aufgaben bestehen nicht nur darin, kontinuierlich das
Gewebe, wie z.B. das Blut, die Haut oder das Darmepithel zu erneuern und
die Stammzellen in einem proliferativen, pluripotenten und undifferenzierten
Zustand zu erhalten, sondern lenkt auch die Zellvermehrung und setzt die
Richtung der Zellentwicklung fest. Analog dazu wird er bei der Embryonal-
entwicklung bendtigt, um das feinkérnige Muster differenzierter Zellen zu bil-
den (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Mumm und Kopan, 2000; Schweis-
guth, 2004).

| |

|
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Abb. 4: Der Notch-1-Signaltransduktionsweg (bearbeitet, aus: www.biochem.northwestern.
edu/holmgren/ Glossary/Models/Notch-1_signaling.html, 18.03.2006)

Der Notch-1-Signaltransduktionsweg schafft in den unterschiedlichen Gewe-
ben die Voraussetzung, verschiedene Zelltypen hervorzubringen. Er ermog-

licht einzelnen Zellen, so auf ihre Nachbarzellen einzuwirken, dass diese an-
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dere Gene exprimieren als sie selbst. Liganden fir den menschlichen Notch-
1-Rezeptor sind Proteine, die sich in zwei Subklassen der DSL-Proteine (Del-
ta-1 und Serrate-Lag 2) unterteilen. Im Menschen findet man 2 Liganden der
Serrate-Proteine (Jagged-1 und Jagged-2), sowie drei Mitglieder der Delta-1-
Proteine (Delta-1, Delta-3 und Delta-4). (Lindsell et al., 1995; Luo et al.,
1997; Gray et al., 1999)

Bindet sich ein extrazellulares Signalmolekul (z.B. Delta-1) auf der
Oberflache der Zielzelle an ein Transmembranprotein (z.B. Notch-1), so wird
der Rezeptor aktiviert und eine Kaskade intrazellularer Signale in Gang
gesetzt. Dadurch wird in der Folge das Zellverhalten verandert. Im Vergleich
zu anderen Signaltransduktionswegen ist dieser Ubertragungsmechanismus

zwischen Zellmembran und Kern einfach und direkt.

1.2.6 Notch-1 und Delta-1

Notch-1 ist, wie in Kapitel 1.2.5 erwahnt, ein Rezeptorprotein. Die
Gene der Notch-1-Rezeptor-Proteine kodieren grof3e, phylogenetisch
konservierte Transmembranproteine, welche eine zentrale Rolle bei der
Ausdifferenzierung von Stammzellen zu spezialisierten Zellen wahrend der
Zellentwicklung spielen.
Das Notch-1 Signal wird durch einen Transmembranrezeptor vermittelt und
durch das Notch-1-Gen kodiert (Wharton et al., 1985; Kidd et al., 1986). Dem
Notch-1-Genprodukt fallt die Aufgabe des Rezeptors zu. Bei einer
Rezeptoraktivierung durch einen extrazellularen Liganden wird der
intrazellulare Teil des Notch-1-Rezeptors (intracellular portion of Notch-1 =
ICN) von der Zellmembran abgespalten und tritt in den Zellkern ein, wo er an
der transkriptionalen Aktivierung von nachgeschalteten Zielgenen beteiligt ist
(Jarriault et al., 1995; Schroeter et al., 1998; Struhl und Greenwald, 1999).
ICN's sind Polypeptide, die eine N-terminale RAM Domane von ~110
Aminosauren, sieben sich wiederholenden Ancyrin Folgen (Zweifel und
Barrick, 2001A; Zweifel und Barrick, 2001B), eine weniger konservierte C-
terminale Region inklusive einer transkriptionalen Aktivierungsdoméane und
eine weitere C-terminale PEST-Sequenz beinhalten. Die Ancyrin-Folge ist
die am starksten konservierte Region und bedeutungsvoll fur die bekannten
Notch-1-Funktionen (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).
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Doch was flr eine Rolle spielt nun Notch-1 bei der Skelettmuskeladaptation?
Conboy und Rando stellten im Jahr 2002 fest, dass Satellitenzellaktivierung,
Proliferation und Zelldeterminierung durch den Notch-1-Signaltransduktions-
weg reguliert werden. 2003 zeigten Conboy et al., dass eine Abnahme des
Notch-1-Signals in alteren Muskeln zu einem altersbedingten Rickgang der
Muskelregeneration fuhrt. Zwei weitere Gruppen konnten zeigen, dass der
Notch-1-Signaltransduktionsweg Muskeldifferenzierung von C2C12 Myo-
blasten hemmt (Shawber et al., 1996; Nofziger et al., 1999). Diese
Untersuchungen zeigen die Bedeutung des Notch-1-Signaltransduktions-
weges innerhalb der Adaptation der Skelettmuskulatur.

Delta-1 ist, wie in Kapitel 1.2.5 bereits erwahnt, ein Protein, wobei es sich
ebenso wie bei Notch-1 auch bei dem Delta-1-Genprodukt um ein
Transmembranprotein handelt, das eine extrazellulare Domane besitzt und
eine repetitive Sequenz aufweist. Dem Genprodukt von Delta-1 fallt die Rolle

des Liganden zu.

1.2.7 Sox-8

Die Sox-Gene sind verwandt mit der Familie der SRY (sex-
determining region Y) Gene, die fur die Festlegung des Geschlechts in
Saugetieren verantwortlich sind (Schepers et al., 2000). Diese Gene
beinhalten eine Sequenz, die den HMG (high mobility group) -Box Bereich
kodiert, welcher flr eine sequenzspezifische DNA Bindungsaktivitat
zustandig ist. Sox-Gene kodieren vermutlich transkriptionale Regulatoren, die
in Verbindung mit der Entwicklung von Stammzellen zu spezialisierten Zellen
stehen. Diese Familie, bestehend aus ca. 30 Mitgliedern, wird in 8 Gruppen
unterteilt (Schepers et al., 2002).
Eine relativ gut charakterisierte Gruppe der Sox Proteine ist die Untergruppe
E, die aus drei Mitgliedern — Sox-8, Sox-9 und Sox-10 — besteht. Sox-8
wurde als letztes (Pfeifer et al., 2000; Schepers et al., 2000) und in Mausen,
Huhnern und beim Menschen identifiziert (Bell et al., 2000; Pfeifer et al.,
2000; Schepers et al., 2000).
Bestehende Untersuchungen Uber die Lokalisation von Sox-8 sind bisher
teilweise widerspruchlich, doch es ist zu vermuten, dass Sox-8 wahrend der

Entwicklung in unterschiedlichen Organen und Geweben exprimiert wird, wie
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z.B. im Nervensystem, im Auge, in den mannlichen Keimdrusen, in der Niere
etc. Im erwachsenen Menschen findet man es vorwiegend im Gehirn und in
den Hoden (Sock et al., 2001). AuRerdem wird Sox-8 ebenso im Skelettmus-
kel exprimiert. Im Gegensatz dazu konnte Sox-8 im Herzmuskel und in der
glatten Muskulatur nicht gefunden werden. Sox-8 ist ein spezifischer Marker
fur Satellitenzellen und hemmt die Muskelentwicklung (Schmidt et al., 2003).

Die Bildung von Sox-8 wurde sowohl in nicht differenzierten als auch in
differenzierten C2C12 Myoblasten nachgewiesen, wobei in differenzierten
Zellen eine Reduktion der Expression festgestellt werden konnte. Die
Untersuchungen von Schmidt et al. 2003 unterstitzen ebenso die
Vermutung, dass Sox-8 als spezifischer negativer Regulator fungiert und die

Myoblastendifferenzierung hemmt.
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1.3 Androgene und anabole Steroide

Das Wachstum der Skelettmuskulatur wird unter anderem durch Hor-
mone beeinflusst. Hormone sind chemische Botenstoffe, die Signale von Zel-
le zu Zelle weiterleiten. Sie regulieren z.B. den Calcium-, Phosphat-, Wasser-
und Elektrolythaushalt, sowie Gewebewachstum und -differenzierung. Die
Steroidhormone bilden eine Klasse von Hormonen mit vielfaltigen biochemi-
schen Aufgaben. Sie umfasst z.B. Vitamine oder Sexualhormone (Ostroge-
ne, Androgene etc.); diese zahlen zu einer Klasse von Naturstoffen, die in
Tieren, Pflanzen und Pilzen vorkommt. Steroide, die eine starre Molekiil-

struktur haben, basieren (nahezu alle) auf Cholesterin (Abb. 5).

CH,

Abb. 5: Strukturformel des Cholesterins (www.namensreaktionen.de/cholesterin.html,
26.03.06)

Zu den Steroidhormonen zahlen u.a. die Glucocorticoide, die Mineralocorti-
coide, die Gestagene, die Ostrogene und die Androgene. Letztere sind per
klassischer Definition ménnliche Geschlechtshormone, welche die Ausbil-
dung der sekundaren Geschlechtsmerkmale und die Fortpflanzungsfunktio-
nen des Mannes regulieren und allgemeine Auswirkungen auf den Stoff-
wechsel haben. Die Bildung erfolgt vorwiegend in den Hoden. Das wichtigste
korpereigene Androgen ist das Testosteron.

Androgene wie auch Ostrogene werden bei beiden Geschlechtern gebildet,
jedoch in unterschiedlicher Menge.

Als anabole Steroide werden synthetisch hergestellte Steroide bezeichnet,
die zur Steigerung von Muskelmasse beitragen, jedoch eine geringe ausge-

pragte geschlechtsspezifische Wirkung aufweisen.
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1.3.1 Androgene

Das wichtigste Gewebe zur Bildung der Steroidhormone ist neben den
Hoden die Nebennierenrinde. Verschiedene Enzyme, wie Hydroxylasen,
Desmolasen, Dehydrogenasen, Lyasen und Reduktasen beeinflussen dort
die Bildung eines Hormons. Bei Frauen wird Testosteron in den Ovarien
(Eierstocken) und der Nebennierenrinde produziert. Durch Androgene wird
das Muskel- und Knochenwachstum geférdert, d.h. sie sind anabol wirksam
(Yin et al., 2003). Testosteron ist das am haufigsten zirkulierende Androgen,
das in den Leydigschen Zellen durch Stimulation des luteinisierenden
Hormons gebildet wird (Mooradian et al., 1987).
Androgene binden an den Androgenrezeptor (AR) und bilden mit diesem
einen Komplex, der entweder an ein Promotor- oder ein Enhancer-Element
der Zielgene bindet, um deren Transkription zu regulieren. Der AR ist wie die
meisten Steroidrezeptoren aus einzelnen funktionalen Domanen aufgebaut:
einer N-terminalen Domane, welche die transkriptionale Aktivitat reguliert,
einer zentralen und hochkonservierten DNA-Bindungsdomane, einem kurzen
Gelenkbereich, sowie einem langen C-terminalen Bereich, der
Ligandenbindungsdomane (Evans, 1988). Die klassische Funktion des AR st
die Modulation der Expression von Zielgenen vorwiegend in
Geschlechtsorganen.
Doch auch im Skelettmuskel der Ratte konnte der Androgenrezeptor
charakterisiert werden (Krieg, 1976; Michel und Baulieu, 1980). In vitro
konnte gezeigt werden, dass der AR in Satellitenzellen von Schweinen zu
finden ist (Doumit et al., 1996).
Uber die Regulation von Myostatin und Androgenen gibt es eine Studie von
Marcell et al. (2001), die jedoch keinen Zusammenhang zwischen der Myo-
statin und der AR mRNA Expression in gesunden alteren Mannern zeigen
konnte. Mdglicherweise hat Myostatin einen direkten Zielbereich an dem AR,
da sich das androgen-responsive Element — neben anderen responsiven
Elementen — im menschlichen Myostatinpromotor befindet (Ma et al., 2001).
Um dieser Frage nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit in vitro
Versuche in der murinen Myoblasten Zelllinie C2C12 (s. Kap. 2.6)
durchgefuhrt.
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1.3.2 Androgen-anabole Steroide

Androgen-anabole Steroide (AAS) sind synthetische Derivate des
Hormons Testosteron. Im medizinischen Bereich werden sie z.B. bei einer
Insuffizienz der Hoden, bei Wachstumsstorungen oder koérperlicher
Schwache angewendet. AAS gehdren zur Gruppe der Anabolika und werden
im Sport zur Leistungssteigerung eingesetzt. Eine Auflistung der verbotenen
Dopingsubstanzen findet man auf der ,Verbotsliste 2006“ des Welt-Anti-
Doping-Codes (internationaler Standard). Der Missbrauch von anabolen
Steroiden fuhrt zu einer Reihe von mentalen und physischen
Nebenwirkungen. Weitere Nebenwirkungen sind z.B. Herzinfarkte,
hervorgerufen durch ein zu schnelles Wachstum des Herzmuskels,
Schadigungen in der Leber, hormonelle Stérungen (Effemination bei
Mannern und Androgenisierung bei Frauen) sowie Stérungen der Niere.
Nandrolon (19-Nortestosteron) war das erste synthethische Analogon von
Testosteron, welches eine ausreichend anabole-androgene Dissoziation in
Tierexperimenten aufwies (Hershberger et al., 1953). Der ,Hershberger-
Assay” ist ein klassischer Test (s. Kap. 2.2.3) und dient heute noch zur
Charakterisierung der anabolen und/oder androgenen Wirksamkeit von
Substanzen. In der vorliegenden Arbeit wurden einige Substanzen mit

diesem Verfahren auf ihre Wirkung hin untersucht.

1.3.3 Anabole Steroide im Sport

Das Dopingproblem im Sport, sowie die Einnahme von Nahrungser-
ganzungsmitteln durch Athleten, stellt ein groRes Problem dar, vor allem
wenn man bedenkt, dass viele Nahrungserganzungsmittel Substanzen ent-
halten kénnen, die auf der Dopingliste stehen (Pipe und Ayotte, 2002). Der
Anstieg dieses Trends des Missbrauchs ist u.a. auf eine Verkaufszunahme
von pflanzlicher Medizin in den USA zurlckzufuhren (Gurley et al., 1998).
Einige Nahrungserganzungsmittel enthalten Substanzen, die bei erhohter
Einnahme Uber einen langeren Zeitraum mit einem hohen Gesundheitsrisiko
verbunden sind; einige enthalten hohe Dosen von giftigen Inhaltsstoffen
(Maughan, 2005). Trotzdem ist bei Profi-Sportlern die Experimentierfreudig-
keit, was solche Nahrungserganzungsmittel betrifft, erstaunlich hoch, doch

sie riskieren damit nicht nur ihre sportliche Karriere, sondern auch ihre Ge-
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sundheit. Pharmakologische Stoffe, wie Nandrolon, Methandienon, Stanozo-
lol und deren Metaboliten sind v.a. in Bodybuildingkreisen bekannte anabole
Steroide, die ursprunglich zu medizinischen Zwecken entwickelt wurden. Ei-
nige Steroide wie Trenbolon wurden ebenso von diversen Sportlern miss-
braucht. Eigens zu Dopingzwecken hergestellte synthetische Steroidhormo-
ne (sog. ,Designersteroide”), wie z.B. Tetrahydrogestrinon oder Desoxy-
methyltestosteron, blieben jahrelang im Untergrund des Leistungssports von
IOC und WADA unentdeckt. Dies macht auch die Grenzen etablierter Nach-
weisverfahren deutlich. Steroide mit unbekannter chemischer Struktur kon-
nen in Routinetests nicht nachgewiesen werden.

Aus pharmakologischer und sportwissenschaftlicher Sicht liegen bisher nur
unzureichende Kenntnisse Uber die leistungssteigernde und biologische

Wirkung von anabolen Steroiden vor.
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1.4 Beschreibung der untersuchten Androgene, anabole Steroide

und Anti-Androgene

1.4.1 Dihydrotestosteron

Dihydrostestosteron (DHT), auch bekannt als 5-a Dihydrostestosteron
oder 7B-hydroxy-5a-androstan-3-one, ist ein Hormon, das in der Prostata
sowie in den Hoden, den Haarfollikeln und in der Nebenniere gebildet wird.
DHT, ein biologisch aktiver Metabolit des Testosterons, wird gebildet, wenn
das Enzym 5-a Reduktase Testosteron in DHT umwandelt (s. Abb 6). DHT
gehort zur Klasse der Androgene und ist durch seine hohe Affinitat zum

Androgenrezeptor ca. 30fach potenter als Testosteron.

OH OH

5-a Reduktase
_—>

0 O v

Testosteron Dihydrotestosteron

Abb. 6: Bildung von DHT (rechts) aus Testosteron (links) durch das Enzym 5-a Reduktase

(Strukturformeln aus: http://www.transgenderzone.com/library/ae/images/fig3.gif; 26.03. 06)

1.4.2 Tetrahydrogestrinon

Tetrahydrogestrinon  (THG) ist ein  kinstlich  hergestelltes
Steroidhormon, das ausschliel3lich zu Dopingzwecken synthetisiert und erst
im Oktober 2003 von der USADA (United States Anti Doping Agency)
entdeckt wurde. Daher wird THG auch als ,Designer Steroid“ bezeichnet. Die
Ausgangssubstanz ist das Gestrinon (s. Abb. 7), bei dem vermutlich vier
Wasserstoffatome an die Ethinylgruppe an Position C-17 des Steroids
addiert wurden (Dopinginformation des Instituts flir Biochemie, Deutsche

Sporthochschule Kaln).
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Abb. 7: Herstellung von THG aus der Ausgangssubstanz Gestrinon (http://www.dshs-
koeln.de/biochemie/index.html; 26.03.2006)

Bisher liegen jedoch aus pharmakologischer und sportwissenschaftlicher
Sicht nur unzureichende Kenntnisse Uber die leistungssteigernde und biolo-
gische Wirkung von THG vor. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass THG
kein spezifischer Androgenrezeptor-Agonist ist, sondern eine Bindungsaffini-
tat zu unterschiedlichen Rezeptoren (Progesteron- und Mineralcorticoidre-
zeptor), speziell zum Glucocorticoidrezeptor aufweist (Friedel et al., 2005).
Folglich sind bei einer Einnahme massive Nebenwirkungen nicht ausge-
schlossen. In vivo Daten weisen darauf hin, dass THG eine anabole wie auch
androgene Wirkung besitzt (Friedel et al., 2005).

1.4.3 Desoxymethyltestosteron

Wie THG ist auch DMT (Desoxymethyltestosteron) (17alpha-methyl-
5alpha-androst-2-en-17beta-ol), bekannt als ,Madol“, ein weiteres ,Designer
Steroid®, das speziell fur den Einsatz im Sport synthetisiert worden ist. Seke-
ra et al. 2005 beschrieben seine Entdeckung, Synthese und Detektierung im

Urin.

1.4.4 Norandrostendion
Norandrostendion (NOR) z&hlt zu den Prohormonen. Mit der Bezeich-
nung Prohormon sind so genannte ,Testosteron-Vorlaufer* oder auch dem

Nandrolon verwandte Verbindungen gemeint. Dabei handelt es sich um syn-
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thetische Analoga endogener Steroide. Meist werden sie oral appliziert und
erreichen eine der Anabolika vergleichbare Wirksamkeit. Seit einiger Zeit
sind diese Substanzgruppen auch als Spray erhaltlich.

Norandrostendion bezieht sich auf zwei Steroidisomere, dem Delta-4- und
dem Delta-5 Isomer. Der Unterschied zwischen den beiden Isomeren liegt in
der Position der Doppelbindung in der Ringstruktur. Delta-4 besitzt eine Dop-
pelbindung zwischen dem 4. und 5. C-Atom; wobei bei dem Delta-5-Isomer
die Doppelbindung zwischen dem 5. und 6. C-Atom liegt. Norandrostendion
wird aus Androstendion in der Nebenniere und den Gonaden gebildet. Es
wird durch einen Aromatase-Komplex zu Estron metabolisiert. Das Delta-4-,
wie auch das Delta-5-Norandrostendion kann weiterhin durch das Enzym 17-
3-hydroxysteroidhydrogenase zu Nortestosteron, auch bekannt als Nandro-

lon, metabolisiert werden.

1.4.5 Flutamid

Flutamid (FLU), 3'-trifluoromethyl-4’-nitro-2-methylpropinoyl-anilide, ist
ein nicht steroidales Antiandrogen (Neri et al.,, 1972, Neri und Monahan,
1972). Flutamid weist keine weiteren hormonellen Aktivitaten auf und ist
weltweit als Medikament fur Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakrebs
anerkannt (Labrie et al., 1989; Chen et al., 2004; Pitts, 2004), wenn es mit
unterschiedlichen Agonisten des LH-RH (luteinisierendes Hormon Releasing-
Hormon) kombiniert wird. Dieses Antiandrogen wird ebenso in Kombination
mit oralen Kontrazeptiva fur die Behandlung von Hirsutismus (Andrade et al.,
1999) und krankhafter Hyperplasie der Prostata (Caine et al., 1975; Bonard
und Almeida, 1975) eingesetzt.
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1.5 Zielsetzungen der Arbeit

Diese Arbeit leistet einen Beitrag zum Verstandnis der molekularen
Wirkmechanismen der Skelettmuskeladaptation durch Training, durch anabo-
le Steroide und durch Kombination von Training und der Applikation von
anabolen Steroiden.

Konkret sollte folgenden Fragestellungen mit Hilfe verschiedener in vitro und

in vivo Testsysteme nachgegangen werden:

1. Welchen Einfluss hat ein sportliches Training auf den mRNA Gehalt
von Genen (Myostatin und assoziierte Gene), die eine entscheidende

Rolle bei der Differenzierung von Satellitenzellen spielen?

Zur Klarung dieser Frage wurde ein Zeitreihen-Schwimmexperiment mit Rat-
ten durchgefuhrt und den mRNA Gehalt ausgewahlter Gene, die bei der Pro-
liferation und Differenzierung der Satellitenzellen eine wichtige Rolle spielen,
mittels semiquantitativer Real-Time PCR analysiert. Die mRNA Gehalte von
Notch-1, Delta-1, Sox-8 und Myostatin wurden im M. gastrocnemius be-

stimmt.

2. Zeigen die ausgewahlten Androgene und anabolen Substanzen in der
Myoblastenzellline C2C12 einen Einfluss auf die Differenzierung und
Proliferation der Zellen? Besteht hierbei ein Dosis-Wirkungsverhalt-
nis? Wie sind die Wirkstarken der einzelnen Substanzen gegenuber
Dihydrotestosteron (DHT) und kann man die Effekte ggf. durch ein An-

tiandrogen antagonisieren?

Um Aufschluss Uber die Fragen zu bekommen, wurden verschiedene Expe-
rimente in vitro in der Zelllinie C2C12 durchgeflhrt. Um die Proliferationsrate
zu messen, wurde in unbehandelten und behandelten Zellen die verschiede-
nen Zellzyklusphasen mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Zur Klarung des Differenzierungszustandes der Skelettmuskelzellen wurde
die Creatin-Kinase Konzentration gemessen, die Aufschluss Uber den Diffe-
renzierungszustand der Zellen liefert. Weiterhin wurde der mRNA Gehalt von

Genen, die bei der Satellitenzelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielen,
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untersucht. Antagonisierungsexperimente wurden mit dem Antiandrogen Flu-
tamid durchgefuhrt und der mRNA Gehalt mittels semiquantitativer Real-

Time PCR analysiert.

3. Sind die eingesetzten Substanzen anabol und/oder androgen wirk-
sam? Wie wirken diese Substanzen in vivo auf den mRNA Gehalt in
der Skelettmuskulatur? Existieren mogliche Nebenwirkungen bei der

Einnahme?

Um die untersuchten Substanzen naher zu charakterisieren, wurde mit eini-
gen ausgewahlten Substanzen ein Rezeptorbindungstest und ein klassischer
Hershberger-Assay im Rattenmodell durchgefuhrt und die Substanzen auf
ihre androgene und/oder anabole Wirkung hin getestet. Dazu wurden die
Gewichte der Prostata, der Samenblase und des M. levator ani bestimmt.
Der mRNA Gehalt der ausgewahlten Gene wurde im M. gastrocnemius ana-
lysiert. Um eine Vorstellung Uber mdgliche Nebenwirkungen zu erhalten,
wurde der mRNA Gehalt der Tyrosin Aminotransferase (TAT) in der Leber

sowie die Lebergewichte gemessen.

4. Inwieweit hat die Kombination von Training und der Applikation von
Testosteron-Propionat (TP) Einfluss auf den mRNA Gehalt spezifi-
scher Gene in der Skelettmuskulatur? Hat eine supraphysiologische
Dosis (Simulation eines gedopten Sportlers) in der Kombination mit
Training einen anderen Einfluss auf die Muster des mRNA Gehalts in

der Skelettmuskulatur als eine niedrige Behandlungsdosis?

Um diese Frage beantworten zu kdnnen, wurde ein weiteres Tierexperiment
durchgefuhrt, wobei orchiektomierte und intakte Tiere mit TP behandelt wur-
den und ein dreitdgiges Schwimmtraining absolvierten. Eine unbehandelte
Gruppe und eine behandelte nicht trainierte Gruppe dienten jeweils als Kon-
trollgruppe. Der mRNA Gehalt von Myostatin wurde wiederum im M. gastroc-

nemius bestimmt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 Tierhaltung

Fur alle Tierexperimente wurden mannliche Wistar Ratten aus den
Janvier Laboratorien (le Genest. St. Isle, France) verwendet und unter kon-
trollierten Bedingungen gehalten. Die Raumtemperatur lag bei 20°C = 1°C,
einer relativen Luftfeuchte von 50-80% und einem Hell-Dunkel-Zyklus, der
auf jeweils 12 Stunden eingestellt war. Die Tiere wurden in unterschiedlichen
Versuchsserien mit verschiedenen Protokollen trainiert (vgl. Kap. 2.2). Nach
Anlieferung hatten die Tiere eine Akklimatisationszeit von sieben Tagen.

Die Tiere hatten freien Zugang zu Standardfutter fir Nagetiere der Firma
Ssniff (Ssniff R10-Diet, Ssniff GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser ad
libitum. Die Tiere wurden nach den Vorschriften der Europaischen Union fur
Gesundheit und Laborbenutzung gehalten und die Studien wurden von der

Regionalbehorde genehmigt.

2.2 Trainingsprotokolle

2.2.1 Experiment zur Analyse zeitabhangiger Trainingseffekte auf den
mRNA Gehalt von Genen, welche bei der Differenzierung von Sa-
tellitenzellen eine entscheidende Rolle spielen
Es wurden 20 mannliche Wistar Ratten (Gewicht: 421g + 24q; ca. 12

Wochen alt) randomisiert (d.h. nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt) und in

vier Gruppen aufgeteilt (s. Tab. 1) — eine Kontrollgruppe und drei Trainings-

gruppen (jeweils n=5). Die unterschiedlichen Gruppen wurden in unter-
schiedlichen Kafigen gehalten. Trainingsgruppe 1 absolvierte ein Schwimm-
training und die Tiere wurden 7h nach dem Training dekapitiert. Die zweite

Trainingsgruppe fuhrte ebenfalls ein einmaliges Schwimmtraining durch,

wurde jedoch erst nach 24h dekapitiert. Die letzte Trainingsgruppe (3) durch-

lief ein dreitdgiges Schwimmtraining mit jeweils zwei Trainingseinheiten pro

Tag (morgens und abends) und wurde 24h nach dem letzten Training

dekapitiert. Eine Trainingseinheit bestand aus 2 x 45 min Schwimmen mit

einer Erholungspause von 10 min, in der die Tiere abgetrocknet und warm

gehalten wurden (s. auch Tab. 1, Kap. 3.1).
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Die Tiere schwammen in Wasserbecken mit einer Temperatur von 34-37°C,
wobei die Temperatur wahrend der gesamten Belastung konstant gehalten
wurde. Die Becken wurden so weit mit Wasser geflllt, dass die Tiere keine
Mdglichkeit hatten sich mit ihren Schwanzen am Boden abzustitzen und so
das Training zu beeinflussen.

Nach dem Training wurden die Tiere sofort abgetrocknet und wieder in die
Kafige gesetzt. Die Kontrollgruppe wurde einmalig fur 5 min in das Wasser
gesetzt, um die Stresssituation und die Berihrung mit dem Wasser zu simu-
lieren. Vor und nach den Schwimmeinheiten hatten die Ratten freien Zugang

zu Nahrung und Wasser.

2.2.2 Experiment zur Analyse des mRNA Gehalts von Myostatin im M.
gastrocnemius nach einer Applikation von Testosteron Propionat
kombiniert mit einem Training
Mit diesem Versuch wurde der Einfluss von Testosteron Propionat

(TP) in Kombination mit Training auf unterschiedliche Gene, die bei der Proli-

feration und Differenzierung der Skelettmuskulatur eine wichtige Rolle spie-

len, untersucht. Fir die Untersuchung wurden acht Gruppen a sechs Tiere
randomisiert, die im Folgenden aufgelistet sind:

Gruppe 1: orchiektomierte Tiere (1. Kontrollgruppe)

Gruppe 2: orchiektomierte Tiere, die ein Training absolvierten

Gruppe 3: orchiektomierte Tiere, die mit TP behandelt wurden

Gruppe 4: orchiektomierte Tiere, die mit TP behandelt wurden und ein Trai-

ning absolvierten

Gruppe 5: intakte Tiere (2. Kontrollgruppe)

Gruppe 6: intakte Tiere, die ein Training absolvierten

Gruppe 7: intakte Tiere, die mit TP behandelt wurden

Gruppe 8: intakte Tiere, die mit TP behandelt wurden und ein Training absol-

vierten.

Es wurden orchiektomierte Tiere eingesetzt, um die Einflussnahme endoge-

ner Hormonen ausschliefen zu konnen. Die behandelten orchiektomierten

Tiere bekamen eine TP-Dosis von 1 mg/kg/KG pro Tag (uber einen Zeitraum

von 7 Tagen) und die intakten Tiere eine von 10 mg/kg/KG pro Tag zur Simu-

lation eines gedopten Athleten (Uber einen Zeitraum von 7 Tagen). Die Trai-
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ningsgruppen absolvierten ein Schwimmtraining Uber 3 Tage; 2 Trainings-
einheiten (2 x 45 min) pro Tag mit 10-minutiger Pause pro Trainingseinheit.
Die folgende Abbildung 8 zeigt die Tiere beim Schwimmtraining und deren

Versorgung nach Beendigung der Trainingseinheit.

Abb. 8: Schwimmtraining (oben), Abtrocknen des Tieres nach dem Training (unten)

2.2.3 Durchfuhrung eines klassischen Hershberger Assays zur Charak-

terisierung anaboler Substanzen in vivo

Der Hershberger Assay wurde nach den Vorschriften fur den Hersh-
berger Assay flr Nagetiere durchgefihrt (Yamasaki, 2003) und stellt einen
klassischer Test dar, um die Androgenitat und die anabole Wirkung von Sub-
stanzen zu testen. Die Ratten wurden orchiektomiert. Nach 7 Tagen wurden
die Tiere in eine Behandlungsgruppe und eine Kontrollgruppe — pro Gruppe
jeweils 6 Tiere — eingeteilt. Zur subkutanen Verabreichung wurden die zu
testenden Substanzen (TP, THG, Norandrostendion, Desoxymethyltestoste-
ron, 1-Testosteron und Propyltrenbolon) in Ethanol gelost und mit Erdnussol

appliziert. Die Tiere wurden einmal pro Tag mit den Substanzen in einer
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Konzentration von 1 mg/kg/KG behandelt. Die Kontrollgruppe bekam eine
Injektion, die nur aus Ethanol und Erdnussol bestand. Die Behandlungsdauer

betrug 12 Tage.

2.3 Organentnahme

Die Tiere wurden durch Dekapitation 24 h nach Versuchsende (Aus-
nahme: Schwimmversuch 1. Trainingsgruppe 7 h nach Trainingsende) geto-
tet (ungefahr zur jeweils gleichen Tageszeit: zwischen 9.00 und 11.00 Uhr).
Fur alle drei Experimente wurde das Gewicht der Tiere bestimmt und unter-
schiedliche Organe entnommen. Bei allen Versuchen wurde die Muskulatur
(medialer und lateraler Teil des M. gastrocnemius, Abb. 9) und im Hershber-
ger Assay zusatzlich der M. levator ani, die Prostata, die Samenblase sowie
die Leber entnommen. Die Gewichte wurden sofort bestimmt und die Organe
direkt in flissigem Stickstoff (N;) tiefgefroren und flr den spateren Gebrauch
bei -80°C gelagert.

Abb. 9: Hinterbein der Ratte (links) und praparierter M. gastrocnemius (rechts)

2.4  mRNA Analyse

2.4.1 RNA-Isolation mittels Trizol®

Das Ziel der RNA-Praparation ist es, die Ribonukleinsaure aus den
zuvor praparierten Muskelzellen zu isolieren. Das zu untersuchende Gewebe
wurde in flissigen Stickstoff gegeben, damit es wahrend der Praparation
nicht auftaut. AnschlieRend wurde das Gewebe mit Hilfe eines Mdrsers oder
Hammers zerkleinert. Davon wurden 70-90 mg abgewogen und in ein Teflon-

Gefald gelegt. Das Gefal® wurde verschraubt und fur 30-40 s in einen Dis-
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membrator (Firma: Braun) gespannt, in dem das Gewebe mit einer Stahlku-
gel homogenisiert wurde. Danach wurde zu dem Gewebe 1000 pl Trizol®
(Firma: Invitrogen) gegeben. Trizol® hat die Aufgabe, die Zellmembranen
aufzubrechen. Die Inkubationszeit betrug bei Raumtemperatur ca. 5 min bis
das Trizol®-Gewebegemisch aufgetaut war. Die Zellen wurden mit einer 5 ml
Spritze plus Kanlle suspendiert und anschlieBend in ein Eppendorf-
Reaktionsgefall (Volumen 2 ml) Gberflhrt.

Nach Zugabe von 200 pul Chloroform wurde das Eppendorf-Reaktionsgefald
von Hand 15x umgedreht und anschliellend bei Raumtemperatur 2-3 min
inkubiert. Durch die folgende Zentrifugation (15 min, 2-8°C, 12000 x g,
scentrifuge 5417 R" der Firma Eppendorf) wurden Polysaccharide,
extrazellulare Membranen und hochmolekulare DNA abgetrennt. Durch das
Zentrifugieren erhielt man drei Schichten in den Eppendorf-
Reaktionsgefallen: die oberste Schicht mit der wassrige Phase, welche die
RNA enthalt. Diese wurde anschlieend in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal® Uberflhrt. Die Ubrigen zwei Schichten wurden verworfen. Die
RNA wurde durch Zugabe von 500 pul Isopropanol in einer zehnminutigen
Inkubation bei Raumtemperatur gefallt. Es folgte eine Zentrifugation fur 10
min bei 2-8°C und 12000 x g. Der Uberstand wurde abgenommen und
aufbewahrt, um ihn spater auf das RNA-Gel aufzutragen. Das RNA-Pellet
wurde mit 1000 ul 70%igem Ethanol gewaschen und erneut 5 min bei 2-8°C
und 7500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
15-20 min bei Raumtemperatur im Eppendorf-Reaktionsgefall getrocknet.
AnschlieRend wurde das RNA-Pellet je nach Groflke in 30 bis 50 ul DEPC
(Diethylpyrocarbonat)-behandeltem Wasser resuspendiert. Wurde die RNA-
Konzentration nicht sofort bestimmt, so konnte das Eppendorf-
Reaktionsgefall bei - 80° eingefroren werde; dies konnte zum weiteren
Losen des Pellets beitragen.

RNA-Isolierung aus Zellen

Zur Praparation von RNA aus Zellen wurde zuerst das Medium abgesaugt
und anschlieRend 1 ml Trizol® in die 75 cm? Zellkulturflasche gegeben. Nach
einer Einwirkzeit von ca. 3 - 5 min wurde das Trizol mit den Zellen abge-
schabt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die weitere Prapara-

tion der RNA erfolgt wie oben beschrieben.



Material und Methoden 41

2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Nach dem Kalibrieren des Spektrophotometers (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech) mit DEPC-Wasser konnte die photometrische Bestim-
mung der RNA-Konzentration und des Reinheitsgrades in Quarzglaskuvetten
erfolgen. Dafir wurden die Proben im jeweiligen Aufnahmepuffer (hier:
DEPC) 1:1000 verdunnt und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen.
Der Quotient aus den Absorptionen gibt Auskunft Gber den Reinheitsgrad der
RNA und sollte zwischen 1,5 und 2,0 liegen. Erhebliche Schwankungen der
Messungen konnten auf eine nicht vollstandig geldste RNA hinweisen.
Um visuell die Qualitat der RNA zu Uberprifen, wurde ein so genanntes
RNA-Kontrollgel gegossen. Dazu wurden 1-3 ug RNA mit 2 yl 40%iger Succ-
roselosung und Farbstoffen (Saccharose, Bromphenolblau, Xylencyanol)
versetzt, mit TAE-Puffer auf insgesamt 12 pl aufgefillt und auf ein 2%iges
Agarosegel, das mit Ethidiumbromid (EtBr) [0,3 ug/ml] vermischt ist, aufge-
tragen.
In einer Gelkammer der Firma Biometra wurde die RNA bei einer Spannung
von 75V in 1xTAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Aul3er der RNA wur-
de auch ein GroRenstandard als Marker und die Isopropanolproben aufge-
tragen. Unter ultraviolettem Licht wurde die 28S und 18S Bande der riboso-
malen RNA sichtbar gemacht. An der Stelle, an der das Isopropanol aufge-
tragen wurde, sollten auf dem Bild keine Banden zu erkennen sein. Lassen
sich trotzdem Banden erkennen, so war dies ein Indiz dafur, dass sich noch
ein Rest der RNA in diesem Teil der Losung befand und nicht die gesamte
RNA vollstandig gefallt wurde.
Anhand des Bandenmusters und der Bandenintensitat kann man eine even-
tuelle Degradierung der RNA und Konzentrationsunterschiede in den einzel-

nen RNA-Proben erkannt werden.

2.4.3 DNase-Verdau

Da es bei der RNA-Praparation mittels Trizol® haufig zu DNA-
Kontaminationen kommt, musste die RNA-Probe in einer Test-PCR auf ihren
DNA-Gehalt untersucht werden.
Hierbei wurde in einer PCR (s. auch Kap. 2.4.6) statt cDNA 1 pl RNA-Mix

pipettiert. Die Primer des Kontrollgens Cyclophilin (Cyc) wurden als interner



Material und Methoden 42

Standard verwendet. Sollte eine DNA-Kontamination vorhanden sein, so er-
kennt man diese an einem 212 bp (Basenpaare) gro3en Amplikon. Bei einer
Amplifikation und somit einem Signal auf dem 2%igen Agarosegel befand
sich DNA in der RNA-Probe. Um die Ergebnisse nicht zu verfalschen, sollte
diese dann durch einen DNA-Verdau mit Hilfe von Desoxyribonuklease | ab-
gebaut werden.

Der bei der DNA-Kontamination erforderliche DNase-Verdau (Firma Invitro-

gen) setzte sich wie folgt zusammen:

3 ug RNA

1 yl DNase Reaktionspuffer (200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 20 mM MgCl,; 500
mM KCI)

1 ul DNase | [1U/pl]

Dieser Ansatz wird mit DEPC-behandeltem Wasser auf 10 pl aufgefillt und
bei Raumtemperatur 15 min inkubiert.

Die DNase wurde durch die Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsaure) und die Erwarmung auf 65°C flr 5 min im Thermocycler der
Firma Perkin Elmer inaktiviert. Dieser Reaktionsansatz konnte sofort fur die

cDNA-Synthese eingesetzt werden.

2.4.4 cDNA Synthese

Das Umschreiben von RNA in DNA, also die Synthese von cDNA ist
ein fundamentaler Ausgangspunkt, um die Sequenzen von Transkripten zu
klonen und zu sequenzieren oder in der PCR zu amplifizieren. Bei der Syn-
these der cDNA nutzt man eine charakteristische Eigenschaft von eukaryon-
tischen mRNAs - namlich die Aneinanderreihung von Adeninresten am 3’-
Ende der mRNA. Dies geschieht mit Hilfe eines so genannten oligo(dT)-
Primers, der ein Oligonukleotid aus Desoxythymidin-Nukleotiden darstellt und
der komplementar an das poly(A)-Ende der mRNA bindet.
Fir die cDNA-Synthese wurde das SUPERSCRIPT II™ Preamplification
System der Firma Invitrogen verwendet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden oligo(dT)-Primer verwendet, um die cDNA-

Synthese durchzuflihren. Oligo(dT)-Primer sind spezifische Primer, die nur
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MRNA in cDNA umschreiben, da sie an die 3'-poly(A)-Enden der mRNA bin-
den.

Fir die Synthese wurden — je nach vorhandener Menge — 3-5 ng Gesamt-
RNA eingesetzt. Dazu wurde 1 pl oligo(dT)-Primer (0,5 pg/ul) gegeben und
mit DEPC-H,0 auf 12 ul aufgefillt. Die Proben wurden fir 10 min bei 70°C
inkubiert und fur 1 min auf 4°C abgekunhlt. Anschliel3end wurden je Probe 7 pl

Reaktionspuffer zugegeben.

Reaktionspuffer pro Ansatz

2yl 10 x RT Puffer (200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCI)

2yl 25 mM MgCl; (Magnesiumchlorid)

1yl 10 mM dNTP-Mix (jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
2yl 0,1 MDTT (Dithiothreitol)

7yl Gesamtmenge

Die Erst-Strang-Synthese wird mit Hilfe des oligo(dT)-Primers durch-

gefuhrt. Als nachstes werden die Proben 5 min auf 42°C erhitzt, so dass sich
die Primer anlagern kdnnen. Anschliel3end werden 0,8 ul Superscript™ Il RT
(200 U) zu jeder Probe hinzugeflugt.
Die eigentliche cDNA-Synthese erfolgt bei 42°C fur 50 min. Weiterhin werden
die Reaktionsansatze fur 15 min auf 70°C erhitzt, um die Synthese zu been-
den. Durch Zugabe von 0,8 ul RNase H und einer Inkubation bei 37°C fur 20
min erfolgt der Abbau der mRNA-Matrize. Die Aufbewahrung der cDNA er-
folgt bei —20°C.

2.45 Primer

Die verwendeten Primer werden aus der cDNA-Sequenz der entspre-
chenden Gene abgeleitet. Die Sequenzinformationen stammen aus der
EMBL-Gendatenbank. Bei der Auswahl der Primer werden folgende Aspekte
berucksichtigt:

1. Die Lange der Primer sollte ungefahr 20-25 Basenpaare betragen; weni-

ger als 18 bp und mehr als 25 bp fuhren zu schlechteren Ergebnissen.
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2. Die Bindungsstelle sollte moglichst nahe am 3°-Ende (nach Moglichkeit
eine G- oder C-Base) des Gens liegen, da in der cDNA-Synthese po-
lyd(T)-Primer verwendet werden.

3. Das 3’-Ende sollte starker hybridisieren als das 5°-Ende, und deshalb soll-
ten mehrere T-Basen am 3°-Ende vermieden werden.

4. Das Verhaltnis von Guanin und Cytosin zu Adenin und Thymin in den
Nukleotiden sollte ungefahr 1:1 betragen.

5. Die Primer sollten madglichst keine repetitiven Sequenzen, d.h. Cluster
(mehr als 3 oder 4 Basen, v.a. von Guanin) enthalten.

6. Primer durfen keine sich selbst komplementierenden Sequenzen (Pa-
lindrome) aufweisen und die Schmelztemperatur sollte zwischen 55-70 °C
liegen.

7. Es sollte Uberprift werden, ob die Primer-Sequenz ausschlief3lich auf eine
Stelle im ,Template® passt (,Insert®).

8. Der Abstand der forward- und reverse-Primer (sense- und antisense-
Primer) und damit die Lange des Amplikons sollte zwischen 200 und 400

bp betragen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen
(Karlsruhe) synthetisiert. Die Primer werden in sterilem Wasser (Ampuwa®)
der Firma Fresenius geldst und auf eine Konzentration von 100 pmol/ul ver-

dinnt. Die Sequenzen sind im Folgenden beschrieben:

Primer Fragmentlange
Cyclophilin

5-GGATTC ATG TGC CAG GGT GG -3’ (forward)

5- CAC ATG CTT GCC ATC CAG CC -3’ (reverse) 212 bp
Myostatin

5- TAA CCT TCC CAG GAC CAG GA -3’ (forward)
5- CAC TCT CCA GAG CAG TAATT -3’ (reverse) 225 bp
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Sox-8
5-GACCAGTACTTGCCCCTCAAT-3'( forward)
5-TCAGCTGCTCCGTCTTGATCT-3'( reverse) 213 bp

Notch-1
5 -CCTCTCACCAATACCTG-3" (forward)
5 -GATGCCCTCGGACCAATCA-3’ (reverse) 508 bp

Delta-1
5 -CTGAGGTGTAAGATGGAAGCG-3’ (forward)
5 -CAACTGTCCATAGTCAATGG-3’ (reverse) 244 bp

Jagged-1
5-TGCAGCTGTCAATCACTTCG-3" (forward)
5 -CAGAATGACGCTTCCTGTCG-3’ (reverse) 361 bp

Androgenrezeptor
5 -GAGCAGATGGCAGTCATTCAG-3’ (forward)
5-CAGCTCTCTTGCAATAGGCTG-3" (reverse) 324 bp

2.4.6 Das Prinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chain Reaction)
ist eine chemische Methode zur Vermehrung eines spezifischen Genom-
fragments in vitro aus DNA und fur die heutige molekulare Genetik unent-
behrlich.
Eine automatisierte PCR kann nur mit einer hitzestabilen DNA-Polymerase
durchgefuhrt werden. Da beim ersten Arbeitsschritt der PCR die zu untersu-
chende DNA bei 94°C aufgeschmolzen wird, wirde eine nicht hitzebestandi-
ge Polymerase zerstort werden und man musste sie nach jedem Zyklus er-
neut zugeben. Der gesamte Reaktionszeitraum betragt einige Stunden.
Folgende Reagenzien sind zur Durchfuhrung einer PCR nétig: cDNA, PCR-
Puffer, MgCl,, dNTP’s, Primer, TagPolymerase® (Firma Invitrogen). Dieses

spezifische Reaktionsgemisch wird einer zyklisch wiederkehrenden Abfolge
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von verschiedenen Temperaturschritten ausgesetzt. Somit erreicht man eine
Vermehrung des gewunschten DNA-Abschnitts, die sogenannte Amplifikati-
on.

Der Zyklus einer PCR besteht aus drei unterschiedlichen Temperaturschrit-

ten:

1. Denaturierung:
Bei einer Temperatur von 94°C schmilzt die zu erweiternde dop-

pelstrangige DNA und man erhalt einzelne Strange.

2. Annealing:
Durch ein rasches Abkuhlen auf eine Temperatur von ca. 55°C wird
die Vereinigung der einzelnen Strange verhindert und die Primer (zwei
unterschiedliche Oligonukleotide mit entgegengesetzter Orientierung)
lagern sich an die entsprechend komplementaren Strangabschnitte

der Ausgangs-DNA an.

3. Elongation/Extension:
Die TagPolymerase® verlangert bei 72°C (von dem Primer aus) den
DNA-Strang durch den Einbau der dNTP’s bis wieder eine dop-
pelstrangige DNA vorliegt. Diese ist mit der urspriinglichen DNA iden-

tisch und dienen im nachsten Zyklus wieder als Ausgangs-DNA.

Die Zahl der Ausgangs-DNA verdoppelt sich in einem Zyklus; im Nachfol-

genden erhalt man die vierfache Menge, etc. So erhoht sich die Zahl der

DNA theoretisch um 2" (n = Anzahl der Zyklen).

Mit der Methode der semiquantitativen PCR ist es mdglich, Genregulationen
auf mRNA-Ebene zu analysieren (Murphy et al.,1990; Knauthe et al., 1996).
Bei diesem Verfahren wird das zu untersuchende Gen mit einem gleichzeitig

amplifizierten Standard verglichen, der nicht reguliert wird.
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PCR Mastermix mit TagPolymerase® fir PCR (pro Ansatz):

28,8 ul steriles aqua bidest. (Ampuwa®)
5 Ml 10 x PCR Puffer (1 M Tris-HCI (pH 9,0); 0,4 M Ammoniumsul-
fat)

3 ul 50 mM MgCl,
4 Ml 2,5 mM dNTP-Mix
0,2 Taq DNA-Polymerase [5 U/pl]

41 1] Gesamtmenge

2.4.7 Gelelektrophorese

DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange konnen aufgrund ihrer Gro-
Re im elektrischen Feld mittels einer Gelelektrophorese aufgetrennt werden.
Far Auftrennungen im Bereich von 150-1000 bp eignen sich 1,5-2%ige Aga-
rosegele. Wird an eine Gelmatrix eine Spannung angelegt, wandern die Mo-
lektle abhangig von Grofde und Ladung mit konstanter Geschwindigkeit zur
Anode oder Kathode. Kleinere Molekulle kdnnen schneller die Gelporen pas-
sieren als grofRere.
Die Agarose wird in einem Erlenmeyerkolben abgewogen und mit 1xTAE-
Puffer in der Mikrowelle zum Kochen (100°C) gebracht, bis sich die Agarose
schlierenfrei aufgeldst hat. Bei dem Erkalten der Losung, d.h. sobald sie ca.
50°C erreicht hat, wird sie mit EtBr (0,3 pug/ml) versetzt. EtBr lagert sich zwi-
schen den Basenpaaren ein (interkaliert) und fluoresziert bei Bestrahlung mit
UV-Licht. Nukleinsauren lassen sich so durch EtBr sichtbar machen.
Als nachstes wird die Gelldsung in eine vorbereitete Laufkammer gegossen
und ein Kamm (zum Formen von Taschen) eingefugt. Dann wird die Losung
bis zum Erstarren ca. 15 min stehen gelassen.
AnschlieRend wird der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 1xTAE-
Laufpuffer geflllte Gelkammer eingesetzt. Die Proben, die mit 10 ul Ladepuf-
fer (Succrose und Farbstoffe) versetzt sind, kbnnen nun in die Taschen pipet-
tiert werden. Als Langenstandard wird ein 100 bp GroéRenstandard (Firma:
Invitrogen) verwendet, um die Lange der Fragmente bestimmen zu kdnnen.
Die Gelelektrophorese erfolgt bei 75-90 V in einer Gelkammer der Firma Bi-
ometra. Nachdem die Farbfront ca. 7-8 cm gelaufen ist, wird der Vorgang

gestoppt.
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2.4.8 Dokumentation der Gele

Die Analysegele werden unter UV-Licht mit einer elektronischen Bild-
verarbeitungsanlage der Firma MWG aufgenommen. Die Speicherung der
Bilder, in einem fur Computer Ublichen Format (tif-Datei), ermoglicht die wei-

tere Bearbeitung mit speziellen Auswertungsprogrammen (Zero Scan).

2.4.9 Die Real-Time RT-PCR

Die Real-Time RT (reverse transkription)-PCR ist die modernste
Methode zur Quantifizierung von Nukleinsduren. Es existieren verschiedene
Nachweismethoden fir die real time PCR; eine davon ist der unspezifische
Einbau des Farbstoffs SYBR Green (Firma Bio-Rad) in doppelstrangige
DNA. SYBR Green ist ein interkalierender Farbstoff und ermdglicht einen
sensitiven Amplifikationsnachweis.
Ein Vorteil der Real-Time-RT-PCR ist, dass der Amplifikationsprozess in Re-
al-Time verfolgt werden kann. Hierdurch ergibt sich die Moglichkeit genauer
zu quantifizieren als bei konventionellen PCR Verfahren.
Die Untersuchungen wurden in einem iCycler® 1Q der Firma Bio-Rad (Mun-
chen, Deutschland) durchgefihrt. Dieses PCR-System ist fahig, einen Fluo-
reszenzanstieg wahrend der exponentiellen Phase der PCR zu messen und
ermdoglicht so eine exakte Darstellung der Kinetik ab dem ersten Zyklus. Zur
Auswertung wird die iCycler® IQ Real Time Detection Software V 2.1. ver-
wendet.
Basis fur die quantitative Auswertung der Real-Time PCR Daten ist der so-
genannte ,,,Threshold Cycle* (CT). Der ,Threshold Cycle ist der Zyklus der
PCR, in dem die Fluoreszenz einer Probe erstmals signifikant Gber ihre Hin-
tergrundfluoreszenz hinaus ansteigt. Er ist ein zuverlassiger Indikator fur die
ursprungliche Kopienzahl. Nach dem exponentiellen Anstieg der Kurve errei-
chen alle PCR-Verlaufe ein Plateau. Ab diesem Zeitpunkt (ca. 35 Zyklen)
erfolgt keine PCR-Produktbildung mehr.
Bei der Untersuchung wurde fur jede PCR-Reaktion der jeweilige CT ermit-
telt. In der quantitativen Analyse wurde der CT des zu untersuchenden Gens

mit einem Referenzgen abgeglichen.
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Um den mRNA Gehalt eines spezifischen Gens gegen ein Referenzgen zu
vereinheitlichen, werden die A CT Werte nach der folgenden Formel be-
stimmt:

A CT = CT (Experimentgen) — CT (Referenzgen)

Das Prinzip der Real-Time PCR wird in der folgenden Abbildung verdeutlicht:

Interne Standards 1000

...................

—
=
=
=

100y Delta CT - #——g——»' 109

PCE Base Line Subtracted EFU

1[|‘:\1:::'?‘F:::::::r.Thre.s.h().I(.j.C.y.C.le..gc.T.).::::::::::::::: 10
D2 4 6 8 10 12 1416 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 GO
Cycle

Abb. 10: Das Prinzip der Real-Time PCR

Um die Regulation eines einzelnen Gens zu ermitteln, wird der AA CT Wert

kalkuliert. Die folgende Gleichung stellt die Berechnung dar:

AA CT = A CT (GenGehalt des Trainingstieres) — A CT (GenGehalt

des Kontrolltieres)

Die Signifikanz wurde anhand der ermittelten AA CT Werte berechnet. Um

eine ,Fold Induction“ zu berechnen, wird die folgende Gleichung benutzt:

Fold Induction = 2*(— AA CT)

Fir jede Probe wurden mindestens drei PCR-Laufe von unterschiedlichen
cDNA-Synthesen durchgeflnhrt.

Die Fehlerbalken der AA CT Werte zeigen die Reproduzierbarkeit der Daten.
Um die Qualitat und Reinheit der jeweiligen PCR-Produkte zu kontrollieren,

wurde eine individuelle Schmelzkurvenanalyse verwendet.
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Bei der Verwendung von SYBR Green kann ein Fluoreszenzanstieg durch
Primer-Dimere verursacht werden. Eine Differenzierung zwischen den spezi-

fischen und den unspezifischen Produkten kann mittels einer Schmelzkur-

venanalyse erfolgen und so zu sicheren Ergebnissen beitragen (siehe Abb.
11).

54 56 58 60 A2 64 GG BB 70 72 74 VA 73 B0 B2 84 86 88 90 92 94 96 95 100102 54 56 55 60 B2 64 66 BE 7O 72 74 76 TS 80 82 &4 86 85 90 92 94 96 95 100102
. ey ¥ Tempenabure; Calsius o) 2112050 g P Temperature) Celsius o) 21120500

Abb. 11: Die Darstellung eines originalen Computerdiagramms des iCycler® 1Q Real Time
Detection Software V 2.1 zeigt eine Abbildung der Schmelzkurve von Cyclophilin (links) und
Myostatin (rechts).

Die mit SYBR Green markierten PCR-Produkte werden nach Erhdhung der
Temperatur kontinuierlich aufgeschmolzen.

Die damit einhergehende Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichnet (Steuer-
wald et al., 1999). Kleinere Fragmente weisen einen niedrigeren Schmelz-
punkt auf, so dass sie von den PCR-Produkten unterschieden werden kon-
nen.

Das optische Modul der Real Time PCR ermdéglicht es, 96 Proben gleichzei-

tig zu untersuchen.

PCR Mastermix mit TagPolymerase® fir Real Time PCR (pro Ansatz)

22,55 ul steriles aqua bidest. (Ampuwa®)
5 ul 10 x PCR Puffer (1 M Tris-HCI (pH 9,0); 0,4 M Ammoni-
umsulfat)
3 ul 50 mM MgCl,
4 ul 2,5 mM dNTP-Mix
0,2 Taq DNA-Polymerase [5 U/pl]

1,25 ul Fluorescein
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5 ul SYBR® Green |
41 ul Gesamtmenge

2.5 Rezeptorbindungstest

Bei dem Rezeptorbindungstest wurde analysiert, inwieweit eine der zu
testenden Substanzen in der Lage ist, an einen Rezeptor zu binden, bzw.
Substanzen von diesem Rezeptor zu verdrangen.

Folgende Substanzen wurden gestestet: Tetrahydrogestrinon, Androstendio-
ne, Norandrostendion, Norbolethon, Propyltrenbolon und 1-Testosteron. Die
Bindungsaffinitat wurde flir vier Rezeptoren (Androgenrezeptor, Glucocorti-
coidrezeptor, Progesteronrezeptor und Mineralocorticoidrezeptor) bestimmit.
Die hierfur verwendeten Rezeptoren stammten aus Hi5-Zellcytosol. Folgende
Tracer ([°H]-Liganden) wurden fiir die Durchfiihrung des Tests radioaktiv
markiert und verwendet:

[’H] Methyltrienolone (R1881) fiir den humanen Androgen-Rezeptortest

[°H] Dexamethason fiir den humanen Glucocorticoid-Rezeptortest

[°H] Progesteron fiir den humanen Progesteron-Rezeptortest

[*H] Aldosteron fiir den humanen Mineralocorticoid-Rezeptortest

Zur Durchfihrung des Tests wurde der Rezeptor mit dem jeweils radioaktiv
markierten Tracer in Anwesenheit der zu testenden Substanz fur 16 Stunden
bei 0-4°C inkubiert. Dabei wurde in einer Testreihe mit unterschiedlichen
Konzentrationen gearbeitet ([10°] bis [10™]) .

Nach dem Ende der Inkubationszeit und dem Stoppen der Reaktion wurde
der freie Tracer entfernt und der gebundene durch eine Szintillationsmes-

sung bestimmt.

2.6  Zellkultur

Bei der Zelllinie C2C12 (s. Abb. 12) handelt es sich um eine Maus-
Myoblasten Zelllinie. Diese Zelllinie wurde ursprunglich aus dem Mause-
stamm C31+ gewonnen. Die Myoblasten wurden von Blau et al. (1985) etab-

liert. Eine Behandlung dieser Zellen mit BMP-2 (bone morphogenetic protein
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2) induziert eine Differenzierung der Zellen in eine knochenbildende Zelle
(Katagiri et al., 1994).

C2C12 Zellen besitzen die Fahigkeit sich auszudifferenzieren und schnell
Myotuben zu bilden. Nach Ausdifferenzierung durch Zugabe eines Differen-
zierungsmediums, z.B. Pferdeserum, beginnen die Zellen Myotuben zu bil-
den und exprimieren charakteristische Muskelproteine.

Mit diesem Modell lassen sich Versuche mit anabolen Steroiden in C2C12
Zellen durchflhren, um die Auswirkungen der Substanzen auf die molekula-
ren Mechanismen von undifferenzierten und differenzierten Muskelzellen zu
studieren.

C2C12 Zellen wachsen einschichtig (als Monolayer) und adharent auf dem
Boden von Zellkulturflaschen. Die Zellen, die in den vorliegenden Experimen-
ten verwendet wurden, wurden von der Firma ATCC (American Type Culture

Collection; LGC Promochem, Wesel) mit der Nummer CRL-1772 bezogen.

Abb. 12: C2C12 Zellen

2.6.1 Kulturbedingungen

C2C12 Zellen wurden in 75cm? Zellkulturflaschen mit 20 ml Medium
(Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM), Fa. Gibco), das 10% FKS
(fotales Kalberserum), 4 mM L-Glutamin, 4,5 g/l Glukose, 1,5 g/I Natriumbi-
karbonat, 1,0 mM Natriumpyruvat und 20 ml/I Penicillin/Streptomycin enthielt,
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Ein Mediumswechsel erfolgte
je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen zwei- bis dreimal pro Woche.

Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht konfluent wuchsen. Somit
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war eine regelmafige Beobachtung der Zellen erforderlich. Alle Arbeitsschrit-
te erfolgten unter einer Sterilbank (Typ Laminar Air Flow, Firma Gelman) un-

ter keim- und bakterienfreien Bedingungen.

2.6.2 Passagieren der Zellen

Zunachst wurde das verbrauchte Medium mit einer Glaspipette abge-
saugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, wobei dieses dann wieder
abgesaugt wurde. Im Folgenden wurden 2-3 ml erwarmtes Trypsin auf die
Zellen gegeben, um die Zellen bei einer Inkubationszeit von 5 min im Brut-
schrank vom Boden der Kulturflaschen abzulésen. Nach mehrmaligem Spu-
len der Zellen mit serumhaltigem Medium, das die Wirkung des Trypsins
stoppte, wurden diese in ein 25 ml Zentrifugenrohrchen tUberfuhrt. Das Rohr-
chen mit den Zellen wurde bei 800 U/min und 20°C fir 5 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Medium re-
suspendiert. Ein Teil der Zellen konnte anschlief3end in eine neue Zellkultur-
flasche mit 20 ml Vollmedium Uberfuhrt werden. Durch vorsichtiges Schwen-

ken wurde eine gleichmaRige Verteilung der Zellen garantiert.

2.6.3 Bestimmung der Zellzahl

Sofern eine definierte Zellzahl fur die Versuche erforderlich war, wurde
die Anzahl der Zellen in einer Burker-Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm; 0,0025
mm?; Firma Brandt) unter dem Mikroskop bei einer 160-fachen VergréRerung

bestimmt.

2.6.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen kénnen flr die Langzeitaufbewahrung bei —80°C eingefro-
ren und bei —196°C in flussigem Stickstoff gelagert werden. Die Zellen wur-
den, wie in Kap. 2.6.2 beschrieben, passagiert und nach dem Zentrifugieren
wird das Medium im Uberstand abgesaugt. Die Resuspendierung des Zell-
pellets erfolgte in Freezing-Medium (Zusatz von 10% DMSO als Gefrier-
schutz). AnschlieBend wurde 1 ml der Zellsuspension in Kryo-Rohrchen
(Firma Sarstedt) uberfuhrt. Das Freezing Medium wurde nur eisgekuhlt ver-
wendet, da das darin enthaltene DMSO toxisch wirkt und bei dieser Tempe-

ratur nicht aktiv ist. Fur das Einfrieren der Zellen wurde der Nalgene™ Cryo
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1°C Freezing Container verwendet, der eine Kiuhlung der Zellen um -1°C pro
Minute ermdoglichte, bis eine Zwischentemperatur von —80°C erreicht wurde.
Nach einer Inkubationszeit von mind. 24 h bis 3 Tage konnten die Kryo-
Roéhrchen in den flissigen Stickstoff zur Langzeitlagerung Gberfuhrt werden.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Réhrchen in 37°C warmem Wasser un-
ter leichtem Schwenken aufgetaut und in ein 25 ml Rohrchen Uberfuhrt, das
mit 9 ml warmem Medium gefullt war. Wie in Kap. 2.6.2 beschrieben, wurden
die Zellen abzentrifugiert, in 1 ml Medium resuspendiert und in eine Zellkul-
turflasche, die mit 19 ml warmen Medium gefillt war, gegeben. Nach einer
Stunde wurde die Anzahl der schon angehefteten Zellen am Boden der Zell-

kulturflasche Uberpraft, um die Neukultivierung zu gewahrleisten.

2.6.5 Hitzeinaktivierung des fotalen Kalberserums (FKS)

Das FKS, welches dem Medium zugeflhrt wird, sollte wegen mogli-
cherweise enthaltene Toxine und stérende Komponenten des Komplement-
systems hitzeinaktiviert werden. Dazu wird FKS im Wasserbad fur 30 min auf
56°C erhitzt und in 50 ml Falcon-Rohrchen aliquotiert. Das hitzeinaktivierte
FKS kann danach entweder direkt flr die Herstellung eines Zellkulturmedium
verwendet oder fur eine spatere Anwendung bei —20°C im Kuhlschrank auf-

bewahrt werden.

2.6.6 Medium fur C2C12 Zellen

Zum Ansetzen des Mediums werden autoklavierte Flaschen benutzt
und 930 ml Aqua dest. abgemessen. Das Medium, welches in pulverisierter
Form vorliegt, wird mit dem destillierten Wasser in der Flasche vermischt.
Unter Rihren werden 20 ml Natriumbikarbonat (7,5%) dazu gegeben, ver-
mischt und der pH Wert auf 6,7 - 6,8 eingestellt. Im Anschluss daran wird die
Flasche mit destilliertem Wasser bis auf 1| aufgefullt. Unter der Sterilbank
wird das Medium sterilfiltriert, 100 ml enthommen und durch hitzeinaktiviertes
FKS (oder Pferdeserum HS = horse serum) ersetzt. Das Pferdeserum wirkt
mit einem Differenzierungsreiz auf die Zellen. Zusatzlich werden noch 20 ml/I

Penicillin/Streptomycin zugegeben.
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2.7 Behandlungen und Messverfahren

2.7.1 Hormonbehandlung

Fur samtliche Hormonversuche wurden Stammlésungen mit einer
Konzentration von [10 M] in 100% Ethanol angesetzt und fiir max. 4 Monate
bei —20°C gelagert. Fur alle Versuchsansatze wurden die bendtigten Kon-
zentrationen Uber eine Verdunnungsreihe aus diesen Stammlésungen frisch
angesetzt. Die endgultige Ethanolkonzentration Uberschritt in den einzelnen
Versuchen nicht 0,1% des Kulturvolumens. Die Behandlung begann nach
einer 24-stiindigen Ruhephase. Folgende Substanzen wurden in der Zellkul-

tur eingesetzt: Dihydrotestosteron, Tetrahydrogestrinon und Flutamid.

2.7.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt ein opto-elektronisches Messverfahren
dar, das fokussierte Partikel in einem Flussigkeitsstrom detektiert. Es basiert
dabei auf dem Prinzip der quantitativen Fluorochromierung, d.h. der Farbung
einzelner Komponenten mit geeigneten Fluorochromen. Neben der Detektion
von Fluoreszenzsignalen wird auch eine Lichtstreuung (in der Vorwarts- und
rechtwinkligen Richtung) registriert. Dies bedeutet, dass das Durchflusszy-
tometer optische Signale unterschiedlicher Qualitat verarbeiten kann (Genz-
linger, 1999). Hierbei entspricht die relative Bestimmung des Streulichts in
der Vorwartsrichtung der Partikelgro3e und die relative Bestimmung des seit-
lichen Streulichts der Granularitat der Zelle (Coulter Electronics GmbH,
1989).
Neben vielen weiteren Anwendungsbereichen (z.B. Lymphozytentypisierung)
ist es mdglich mit Hilfe der Durchflusszytometrie festzustellen, in welchen
Zellzyklusphasen sich die Zellen einer Zellpopulation befinden und ob eher
proliferative oder apoptotische Prozesse vorherrschen.
Messprinzip: Die Bestimmung der Zellzyklusphasen und ihrer S-Phase-
Population erfolgte nach der Methode von Nicoletti et al. (1991) mittels einer
Farbung der DNA mit Propidium-lodid (PI-Farbung). Die angefarbten Zellen
werden kontinuierlich hintereinander an einer Lichtquelle (luftgekuhlter Ar-
gonlaser) vorbeigefihrt. Mit Hilfe von Pressluft gelangen die in Suspension

vereinzelt vorliegenden Zellen in eine Kapillare, aus der sie in die Proben-
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kammer geschleust werden. Dabei erzeugt ein Hullstrom aus entgastem
Wasser in der Kapillare eine laminare Stromung, mit der die Zellen zentriert
und mit hoher Geschwindigkeit auf das Messelement zugefuhrt werden. Da-
durch wird jede Zelle einzeln durch die optimale Fokussierungsebene des
Objektivs geschleust. Jede einzelne Zelle emittiert - aufgrund der Fluores-
zenzanregung des Farbstoffes (PI) - ein Lichtsignal, das proportional zur st6-
chiometrisch gebundenen Fluorochrommenge ist. Dieses Lichtsignal wird in
einem Photomultiplier verstarkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt.
Die eingehenden Signale fihren zur Berechnung der Durchflussrate. Die auf
diesem Wege gewonnenen Daten werden in Form von Histogrammen visua-
lisiert (Genzlinger, 1999). Im Anschluss an die durchflusszytometrische Mes-
sung, die mit Hilfe der Coulter Durchflusszytometer-Software lediglich die sub
Go-Population (apoptotische Zellen) anzeigte, wurde eine Zellzyklusanalyse
mit der MultiCycle-Software flr Windows (Phoenix flow systems, San Diego,
CA, USA) durchgefuhrt. Hiermit war es moglich, den prozentualen Anteil der
Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen zu bestimmen.

Methodik: Die Zellen wurden durch die Zugabe von 300 pl Trypsin vom Bo-
den gelést und mit 3 ml PBS aufgenommen. Nach der Zentrifugation bei
1500 U/min, 4°C und 8 min wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet
in 1 ml PBS resuspendiert. 500-600 pl der Zellsuspension wurden in das
Durchflusszytometer-Rdhrchen (Sarstedt) tGberfuhrt und nochmals bei 1500
U/min, 4°C und 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
500-600pl der PI- Farbelosung auf das Zellpellet pipettiert. Das Pellet wurde
durch vorsichtiges Schutteln in Losung gebracht und die Zellsuspension flr
3-4 h bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. Nach 1,5 - 2 h wurde die Suspension
erneut geschuttelt. Nach der Inkubationszeit wurden die Messrohrchen mit-
samt ihres Inhalts in einen mit Eis gefullten, lichtundurchlassigen Behalter
gegeben, der auch wahrend der Messung die gleichen Bedingungen erfullte.
Die Messung der Zellzyklusphase erfolgte anschlieRend am Durchflusszyto-
meter.

Pl- Farbelosung:

50 pg/ ml Propidium lodid

0,1 % Triton-X

0.1 % Na- Citrat
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2.7.3 Kinetische Bestimmung der Creatin-Kinase Aktivitat (CK- Aktivi-
tat)

Creatin-Kinase (CK) ist ein intrazellulares Enzym in Muskelgeweben.
Ursprunglich wird die CK-Messung bei der in vitro Diagnostik von Muskelver-
letzungen angewendet. So kann vier Stunden nach einem Herzinfarkt eine
Zunahme der Creatin-Kinasekonzentration beobachtet werden.

Die messbare Gesamt-CK-Aktivitat im Serum setzt sich aus drei dimeren
Isoenzymen zusammen: hauptsachlich aus der bis zu 95% vorkommenden
muskularen CK-MM, der Herzmuskel spezifischen CK-MB mit weniger als
5% und der CK-BB, die sich im Nervengewebe und Magen-Darmtrakt befin-
det. Normalerweise ist die zuletzt genannte CK-BB im Muskelgewebe nicht
nachweisbar. Fur die CK-Messung in C2C12 Zellen mit und ohne Hormon-
behandlung wurde die Methode modifiziert.

Die kinetische Bestimmung der Creatin-Kinase-Aktivitat wird durch N-
Acetylcholin in folgenden Schritten aktiviert:

1. Creatin- Phosphat + ADP — Creatin + ATP (Enzym: CK)

2. ATP + D-Glukose — Glukose-6-Phosphat + ADP (Enzym: Hexokinase)

3. Glukose-6-Phosphat + NADP* — Glukose-6-Phosphat + NADPH + H*
(Enzym: Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase)

2.7.4 Messung der CK- Aktivitat

Ausgehend davon, dass die Creatin-Kinase einen besonders hohen
Anteil an muskularen CK-MM aufweist, erscheint dieser Parameter dafur ge-
eignet, sowohl intra- als auch extrazellular Veranderungen von nicht differen-
zierten und differenzierten Zellen zu Uberprufen.
Zur Messung wurden zunachst die Zellen mit einem Zellschaber aus den
Flaschen oder von der Kultur-Platte geerntet; der Zellschaber wurde an-
schliefend dartuber mit 1 - 2 ml PBS abgespult. Die Zellsuspension wurde
mit einer sterilen 5 ml Pipette enthommen und in ein 50 ml Réhrchen (Fa.
Nunc) tberfuhrt. Daraufhin wurde es fir 5 min, 1000 U/min und 20°C zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet aufbe-
wahrt.
Auf das Zellpellet wurden 150 ul PBS gegeben und mit einem Homogenisa-

tor im Réhrchen (Fa. Nunc) mechanisch zerkleinert.
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Die Creatin-Kinase befindet sich in der Lésung. Die 150 ul Zellsuspension
mit den zerstorten Zellfragmenten wurde nachfolgend bei 4000 U/min bei
20°C flr 5 min zentrifugiert. Von diesem Uberstand wurden nun vorsichtig
100 ul entnommen, in ein CK-Messréhrchen (CK-Tube) Uberflhrt und ver-
schlossen. Die 100 pyl CK-Probe wurden daraufhin entweder direkt zur Mes-
sung in das Diagnosegerat ABX Pentra (Reagenzien ABX Pentra CK NAC
CP Nr. A11A01632) gegeben oder im Kuhlfach bei —20°C fur maximal 1 Wo-
che aufbewahrt. Es empfiehlt sich, eine direkte Messung des Proteingesamt-
gehalts durchzufiihren und nicht erst nach einem erneuten Auftauen die Pro-
ben zu bestimmen. Der Gesamtproteingehalt wurde bei der Auswertung mit

den CK- Werten abgeglichen.

2.7.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinkonzentration kann mit der Proteinbestimmung nach Lowry
erfasst werden (Lowry et al. 1951). Proteine bilden mit Cu?+-lonen in alkali-
scher Losung einen Komplex, wobei die Cu?+-lonen zu Cu+-lonen reduziert
werden. Mit dem Folin-Ciocalteau Reagenz bildet dieser einen blauen Kom-
plex. Die resultierende Blaufarbung wird zur quantitativen Bestimmung der
Proteinkonzentration benutzt.
Als Vergleichswerte fur die Proteinbestimmung dient eine Standardreihe mit
0,0 ug/ul; 0,25 ug/ul; 0,5 pg/ul; 0,75 pg/ul; 1,0 pg/ul; 1,5 pg/ul BSA (Rinder-
serumalbumin), die bei der Messung verschiedene Proteinkonzentrationen
definiert und die Erstellung einer Standardkurve ermdglicht. Die Standardrei-
he setzt sich aus Praparations- und Gefrierpuffer im Verhaltnis von 1:1 und
der entsprechenden Menge an BSA zusammen.
In die ,Wells“ der Mikrotitterplatte (MicrotestTM Primaria Falcon®: Becton
Dickinson Labware, Le Pont De Claix, F) werden je 5ul der vorgegebenen
Standards, sowie die unbekannten Proteinproben mit je 25ul Reagent A (DC
Protein Assay Reagent A: Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) und 200pl
Reagent B (DC Protein Assay Reagent B: Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) in dieser Reihenfolge pipettiert. AnschlieRend inkubieren die Proben 15
min bei Raumtemperatur. Die resultierende Blaufarbung wird zur quantitati-

ven Bestimmung der Proteinkonzentration benutzt.
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Die Konzentration wird in einem Photometer (Vmax Kinteic microtiterplate
reader: MWG Biotech AG, Ebersberg, BRD) gemessen. Mit einer Wellenlan-
ge von 650 nm wird die Proteinkonzentration (ug/ul) in jedem Well erfasst.
Aus den 6 Werten der gleichen Probe wird abschlieend der Medianwert er-

mittelt.

2.7.6 Antagonisierung der Hormonbehandlung mittels Flutamid

Mit Hilfe des Antiandrogens Flutamid wurde uUberprift, ob die
beobachtete Induktion von Differenzierungsprozessen durch das anabole
Steroid DHT Uber den Androgen-Rezeptor (AR) vermittelt wird.
Ein Antiandrogen wie Flutamid, welches hier verwendet wurde, konkurriert
bei gleichzeitiger Applikation mit dem hier untersuchten Steroid um die AR.
Fir den Fall, dass die Induktion von Differenzierungsprozessen Uber den AR
vermittelt wird, sollte der gezeigte Effekt teilweise oder komplett unterdriickt
werden konnen.

Flutamid wurde mit einer Endkonzentration von [10'6 M] eingesetzt.

2.8 Statistik

FiUr die Tabellen und Graphiken der Versuchsergebnisse wurde das
Programm Exel 2000 der Firma Microsoft® eingesetzt. Alle Werte werden im
arithmetischen Mittelwert + der Standardabweichung angegeben.

Der Signifikanzunterschied fur die mRNA Gehalts-Analysen und der Organ-
gewichte (Samenblase, Prostata und M. levator ani, Leber) wurde mittels des
zweiseitigen Mann-Whitney U-Test durchgefthrt. Der Mann-Whitney U-Test
kann als Testvergleich zweier allgemeiner empirischer Verteilungen verwen-
det werden, d.h. er dient der Uberpriifung, ob zwei unabhéngige Gruppen zur
selben Population gehoren.

Die statistische Signifikanz wurde durch die folgenden Symbole festgesetzt:
P <0.001 *** oder +++ sehr hochsignifikant

P <0.01 ** oder ++ hochsignifikant

P <0.05 * oder + signifikant
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3 ERGEBNISSE

3.1 Effekte eines Schwimmtrainings auf die Differenzierung von

Muskelzellen

Die Trainingseffekte eines Schwimmtrainings (einmaliges intensives
Schwimmtraining und intensives Schwimmtraining Uber drei Tage, s. Tab. 1)
auf das Muster des mRNA Gehalts von Genen, die bei der Differenzierung
von Satellitenzellen von Bedeutung sind — u.a. Myostatin — wurden in diesem
Versuch analysiert. Die mRNA Gehalts-Analyse erfolgte mittels Real-Time
PCR und anschlielender statistischer Auswertung der ,Threshold Cycles*
(Schwellenwerte). Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht (iber den

Schwimmversuch mit Angabe der Versuchsgruppen und der Trainingszeiten.

Untersuchungs- |Anzahl | Training Trainingszei- | Dekapitation
gruppen der ten nach letzter
Tiere Trainings-
einheit
Gruppe 1 5 Einmaliges 2 x 45 min 7h
Schwimmtraining 10 min Pause
Gruppe 2 5 Einmaliges 2 X 45 min 24 h
Schwimmtraining 10 min Pause
Gruppe 3 5 Drei Tage 2x45 24 h
Schwimmtraining min/Tag
10 min Pause
Gruppe 4 5 Kein Training (Kon-
trollgruppe)

Tab. 1: Ubersicht Uber die Trainingseinheiten der Untersuchungsgruppen fiir die Untersu-
chung der zeitabhangigen Trainingseffekte.

In diesem Versuch sollten die Effekte eines einzelnen oder Uber mehrere
Tage durchgefihrten Trainings auf den mRNA Gehalt von verschiedenen
Genen im M. gastrocnemius innerhalb einer Zeitreihe analysiert werden.

Die folgenden Abbildungen 13-16 zeigen die Auswertungen fur die mRNA-
Gehalte von Notch-1, Delta-1, Sox-8 und Myostatin im M. gastrocnemius im
Zeitverlauf. Zur RNA-Praparation wurde das Gewebematerial von Tieren

gleicher Trainingsgruppen (n = 5) zusammengefasst und anschlieRend nach
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der in Kapitel 2.4 beschriebenen Methode prapariert. In den Graphiken sind
jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus mindestens drei
unabhangigen PCR's dargestellt. Die Kontrollgruppe wurde bei der Auswer-
tung der einzelnen PCR’s auf den Wert eins gesetzt und weist somit keine
Standardabweichung auf.

Betrachtet man die Ergebnisse von Notch-1 (Abb. 13), so bewirkt ein Trai-
ning — unabhangig von der Trainingsdauer — keine signifikanten Unterschie-
de in dem mRNA Gehalt im M. gastrocnemius. Ein Uber mehrere Tage
durchgefuhrtes Training fUhrt zu einer nicht signifikanten Abnahme des
MRNA Gehalts von Sox-8 (Abb. 15).

Aus vorausgegangenen Versuchen ist bekannt, dass der mRNA Gehalt von
Myostatin nach einem Schwimmtraining uber funf Tage oder nach einem
Langzeitlauftraining Uber drei Monate im M. gastrocnemius reprimiert wird
(Matsakas et al., 2005; Matsakas, 2004).

Eine signifikante Reduktion des mRNA Gehalts nach einem dreitagigen Trai-
ning lasst sich bei Delta-1 (s. Abb. 14) und eine hochsignifikante Reduktion
des mRNA Gehalts bei Myostatin (s. Abb. 16) beobachten.

Ein einmaliger Trainingsreiz fuhrt 7h nach der Belastung zu einer signifkan-
ten Abnahme des mRNA Gehalts von Delta-1 (s. Abb. 14) und Myostatin (s.
Abb. 16). 24h nach einem einmaligen Training Iasst sich eine Abnahme des

MRNA Gehalts von Delta-1 und Myostatin erkennen.



Ergebnisse 62

Notch-1 - M. gastrocnemius - Fold induction
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Abb. 13: Notch-1 mRNA Gehalt im M. gastrocnemius fir alle vier Gruppen normalisiert ge-
gen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der
Kontrollgruppe. Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. D= Dekapitati-
on der Tiere nach Stunden. Zweiseitiger U-Test keine Signifikanz gegeniber der Kontroll-

gruppe.

Delta-1 - M. gastrocnemius - Fold induction

S 1,2

I

2L 1,0

8 *

‘CE; 0,8 *

v *

~ 0,6 -

IS

D 04 -

)

<Zf 0,2

[

g 0,0 -

Kontrolle Einmaliges Einmaliges Dreitagiges

Training Training Training
(D=07h) (D=24h) (D=24h)

Abb. 14: Delta-1 mRNA Gehalt im M. gastrocnemius fir alle vier Gruppen; normalisiert ge-
gen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der
Kontrollgruppe. Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. D= Dekapitati-
on der Tiere nach Stunden. Signifikant gegen Kontrolle (*p < 0.05, zweiseitiger U-Test)
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Sox-8 - M. gastrocnemius - Fold induction
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Abb. 15: Sox-8 mRNA Gehalt im M. gastrocnemius fir alle vier Gruppen; normalisiert gegen
das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kon-
troligruppe. Der AAC+-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. D=Dekapitation
der Tiere nach Stunden. Zweiseitiger U-Test keine Signifikanz gegeniiber der Kontrollgrup-

pe.
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Abb. 16: Myostatin mMRNA Gehalt im M. gastrocnemius fur alle vier Gruppen; normalisiert
gegen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der
Kontrollgruppe. Der AAC+-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. D= Dekapitati-
on der Tiere nach Stunden. Signifikant gegen Kontrolle (**p < 0.01, zweiseitiger U-Test)
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3.2 Wirkung anaboler Steroide auf die Myoblastenproliferation und
Myoblastendifferenzierung

3.2.1 Der Einfluss von anabolen Steroiden auf die Proliferation in der

C2C12 Zelllinie

Durch die Bestimmung des Anteils der Zellen, die sich in der S-Phase
(Proliferationsphase) befinden, ist es moglich, den Einfluss von anabolen
Steroiden, wie Dihydrotestosteron, auf den Zellzyklus zu untersuchen. Ge-
genstand der Analyse war die Maus-Myoblastenzelllinie C2C12 (s. Kap. 2.6).
Die Zellen wurden in Medium mit fétalem Kalberserum (FKS) und mit Pferde-
serum (Horse Serum = HS), welches eine Differenzierung der Zellen indu-
ziert, kultiviert. Die Analyse mittels Durchflusszytometrie (s. Kap. 2.7.2) er-
folgte nach viertagiger Behandlung der Zellen durch Farbung der DNA mit
Propidiumiodid nach Nicoletti (Nicoletti et al., 1991). AnschlieRend wurde die
Verteilung der einzelnen Zellzyklusphasen mit der Computersoftware Multi-
Cycle-Software fur Windows analysiert.
Fir diese Versuche wurde DHT in zwei unterschiedlichen Konzentrationen
[10° M] und [10° M] appliziert. Die folgenden Tabellen 2 und 3 zeigen die
Mittelwerte und die Standardabweichungen aus mindestens drei verschiede-
nen Messungen pro Versuch. Es wurden vier Versuche dargestellt. Die ein-
zelnen Phasen — Synthese Phase (S-Phase), G1- und G2-Phase — sind ta-

bellarisch aufgelistet:



Ergebnisse

65

Zellzyklus

M]

S [%]

Gy [%]

Gz [%]

FKS

255+ 1,1

26,3+2,9

50,4 +£5,3

12,5+0,7

255+2,7

499+5

15,7+1,3

256+0,2

499+04

29,2 +3,0

20,3+ 0,1

404 +1,8

FKS + DHT

[10° M]

[10° M]

33,7+0,7

241+1,8

46,3 + 3,1

28,8 £3,5

255+24

51,2+1,7

426+1.3

194+04

37,56+0,9

34,0+ 0,9

24,1+ 0,1

47,2 +0,1

357+1,7

239+14

46427

245+1,6

23,6 £0,1

45,8 £0,2

41,2+3,.3

20,5+0,1

40,2 +1,1

30,4 +1,2

24,8 £0,2

48,4 +0,5

Tab. 2: Mittelwerte der Messergebnisse der Zellzyklusanalyse (S-Phase, G1-Phase, G2-
Phase) aus der Durchflusszytometrie. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung
fur vier unabhangige Versuche. FKS = Zellen, die in DMEM/FKS gewachsen sind, DHT =

Dihydrotestosteron

Zellzyklus

M]

S [%]

G4 [%]

G, [%]

HS

18,2+1,3

23,6 +1,0

457+1,8

8,2+1,1

23,3+0,2

46,025

11,9+0,6

23,7 +0,1

46,6 +0,3

242 +2,7

20,0+0,2

39,6 +1,2

HS + DHT

[10° M]

[10° M]

28,8+1,6

22,9+0,3

448+0,8

16,2+1,9

22,6 £0,2

44,2+0,3

205+14

23,7+0,1

464 +0,2

2,7+14

19,3+ 0,1

38,8 + 2,1

270+14

23,0+ 0,1

450+0,5

14,9+0,8

23,0+0,2

445+0,5

241+1,0

23,2+0,2

456+0,2

239+04

19,8 £ 0,1

38,7 + 0,1

Tab. 3: Mittelwerte der Messergebnisse der Zellzyklusanalyse (S-Phase,
Phase) aus der Durchflusszytometrie. Angegeben ist der Mittelwert + der Standardabwei-
chung fiir vier unabhangige Versuche. HS = Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind, DHT

= Dihydrotestosteron

G1-Phase, G2-
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Exemplarisch sind in Abb. 17 drei Messdiagramme aus dem Durchflusszy-

tometer dargestellt.

Undifferenzierte Zellen FKS ~ FKS + DHT [10° M] Differenzierte Zellen HS

|
£

128

B ]

PI LDG

Abb. 17: Darstellung dreier Messdiagramme aus dem Durchflusszytometer. Dosisabhéngige
Zunahme der Proliferation der C2C12 Zellen (undifferenzierte Zellen in FKS gewachsen (li))
nach einer Behandlung mit DHT (DHT [10-6 M] behandelt (Mitte)) und in HS gewachsenen,

differenzierten Zellen (re).

Die S-Phase ist in Abb. 18 dargestellt. In dem folgenden Diagramm (Abb. 19)
sind die Mittelwerte aller Versuche auf die FKS-Kontrollgruppe (= eins) bezo-

gen.

S-Phase - C2C12 Zellen - Mittelwerte aus vier Versuchen

40,0 -
35,0

30,0 -
25,0 -
20,0

15,0 -
10,0 | Versuch 4

W Versuch 1
O Versuch 2
O Versuch 3

prozentualer Anteil

5,0 -
0,0 4

FKS  FKS+DHT FKS+DHT  HS HS +DHT HS +DHT
[10-6 M  [10-9M] [10-6 M  [10-9 M]

Abb. 18: Graphische Darstellung der S-Phase. Angegeben sind die Mittelwerte aus vier un-
abhangigen Versuchen. FKS = Zellen, die in fétalem Kalberserum gewachsen sind =
Kontrolle; DHT = Dihydrotestosteron; HS = Zellen, die DMEM/HS gewachsen sind.
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S-Population - C2C12 Zellen - Mittelw ert
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S-Phase (frei gewahlte Einheit)

Abb. 19: Graphische Darstellung des Anteils der sich in der S-Phase befindlichen C2C12
Zellen aller Versuche. FKS = Zellen, die in DMEM/FKS gewachsen sind = Kontrolle = eins
gesetzt; DHT = Dihydrotestosteron; HS = Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind.
* signifikant gegen FKS (***p < 0.001, **p < 0.01, zweiseitiger U-Test); + signifikant gegen
HS (+++p < 0.001, ++p < 0.01, zweiseitiger U-Test)

Die Analyse der Behandlung undifferenzierter wie auch differenzierter Zellen
mit DHT fuhrt zu einer hochsignifikanten Zunahme des Anteils der Zellen, die
sich in der S-Phase befinden. Dies weist auf eine erhohte Proliferation hin.
Eine Behandlung mit HS fuhrt zu einer erniedrigten Anzahl der sich in der S-
Phase befindlichen Zellen. Durch Zugabe von DHT kann dieser Effekt anta-
gonisiert werden, was sich durch eine Zunahme der Zellen in der S-Phase

zeigt.

3.2.2 Der Einfluss von Androgenen und anabolen Steroiden auf die In-

duktion von Differenzierungsprozessen in C2C12 Zellen

In dieser Untersuchung wurde der konzentrationsabhéngige Einfluss
von Androgenen und anabolen Steroiden auf die Differenzierung der Myo-
blastenzelllinie C2C12 bestimmt. Dazu wurde die Creatin-Kinase Aktivitat der
Zellen ermittelt. Der fortschreitende Prozess der Differenzierung geht mit ei-
ner Induktion von charakteristischen Skelettmuskelproteinen, z.B. Struktur-
proteine, wie die Myosinschwerketten, einher. Ein weiteres dieser Proteine ist
die Creatin-Kinase, welche bei der Differenzierung von Muskelzellen ausge-

schieden wird und somit als Indikator flr eine fortschreitende Differenzierung
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angesehen werden kann. Die C2C12-Zelllinie eignet sich fur Differenzie-
rungsuntersuchungen besonders gut, da sie Myotuben bildet und somit hau-
fig als Modellsystem fur die Muskelentwicklung verwendet wird (Yaffe et al.,
1977; Desler et al., 1996). Durch eine Kultivierung der C2C12 Zellen in ei-
nem Medium, welches Pferdeserum enthalt, differenzieren sich die Myo-
blasten zu langen kontraktilen Myotuben aus. Dadurch steigt die Creatin-
Kinase Aktivitat in den Zellen an und wird allgemein als reprasentativer Mar-
ker fur eine fortschreitende Zelldifferenzierung angesehen (Lawsen et al.,
2000).

Die Abbildung 20 zeigt die Messung der Creatin-Kinase Aktivitat nach einer
Behandlung der C2C12 Zellen mit HS oder den Steroiden DHT und THG in
zwei unterschiedlichen Konzentrationen ([10'6 M] und [10'9 M]) nach einem

Tag, sowie nach drei und sechs Tagen.

CK-Aktivitat - C2C12 Zellen - 1,3 und 6 Tage

97 *

W1 Tag
O3 Tage
6 Tage

CK-Aktivitat in [U/ug]

FKS HS  FKS+DHT FKS+DHT FKS+THG FKS+THG
[10-6 M [10-9M] [10-6M [10-9 M]

Abb. 20: Dargestellt ist die Creatin-Kinase Aktivitat zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten
(ein Tag, drei Tage und sechs Tage). FKS = Zellen, die in DMEM/FKS gewachsen sind; HS
= Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind; DHT = Dihydrotestosteron; THG = Tetrahydro-
gestrinon. * signifikant gegen FKS (p < 0.05, zweiseitiger U-Test)

Nach einem Behandlungstag lassen sich keine Unterschiede im Differenzie-
rungszustand der Zellen erkennen. Ein signifikanter Anstieg der CK-Aktivitat
ist nach drei und sechs Tagen nach einer Behandlung mit HS zu erkennen,

sowie nach einer Behandlung mit DHT und THG.
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3.2.3 Die Analyse der Wirkung von Androgenen und anabolen Steroi-

den auf den mRNA Gehalt in C2C12 Zellen

Der mRNA Gehalt von Genen, wie Notch-1, Delta-1, Sox-8, Sox-9 und
Jagged-1, die bei der Differenzierung von Satellitenzellen eine wichtige Rolle
spielen, wurden in der C2C12 Zelllinie nach einer viertagigen Behandlung mit
einem Differenzierungsmedium und mit DHT untersucht. Die C2C12 Myo-
blasten wurden — wie in den vorausgegangenen Untersuchungen — mit DHT
in zwei Konzentrationen [10® M] und [10® M] behandelt und die Auswirkun-
gen auf den mRNA Gehalt in C2C12 Zellen, die in FKS und in HS kultiviert
wurden, gemessen. In den folgenden Abbildungen (Abb. 21-25) sind die
MRNA Gehalte aufgezeigt.
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Abb. 21: Notch-1 mRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten nach vier Tagen; normalisiert gegen
das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kon-
troligruppe (FKS). Der AAC-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zel-
len, die in DMEM/FKS gewachsen sind; HS = Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind;
DHT = Dihydrotestosteron. * signifikant gegen FKS (*p < 0.05, zweiseitiger U-Test); + signifi-
kant gegen HS (+p < 0.05, zweiseitiger U-Test)

Nach einer Behandlung mit Dihydrotestosteron [10® M] steigt der mRNA Ge-
halt von Notch-1 signifikant an. Eine Behandlung mit Pferdeserum, welches

die Differenzierung der C2C12 Zellen zu Myotuben auslést, fihrt zu einer
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signifikanten Erniedrigung des mRNA Gehalts von Notch-1. Diese Herabset-
zung kann durch eine Behandlung mit dem Steroid DHT antagonisiert wer-
den.

Der mRNA Gehalt des Notch-1 Liganden Delta-1 ist in der folgenden Abbil-
dung 22 dargestellt.
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Abb. 22: Delta-1 mRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten nach vier Tagen; normalisiert gegen
das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kon-
troligruppe (FKS). Der AAC+-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zel-
len, die in DMEM/FKS gewachsen sind; HS = Zellen, die in DMEM/ HS gewachsen sind;
DHT = Dihydrotestosteron. * signifikant gegen FKS (*p < 0.05, zweiseitiger U-Test); + signifi-
kant gegen HS (+p < 0.05, zweiseitiger U-Test)

Eine Behandlung der Zellen mit Dihydrotestosteron flihrt zu einem erniedrig-
ten mRNA Gehalt von Delta-1. Eine Behandlung mit Differenzierungsmedium
fuhrt hingegen zu einer signifikanten Induktion des mRNA Gehalts von
Delta-1, der durch DHT antagonisiert werden kann. Das Reglulationsmuster,
welches der Ligand Delta-1 zeigt, ist kontrdr zu dem mRNA Gehalt von
Notch-1.

Der mRNA Gehalt von Sox-8 (Abb. 23) weist ein ahnliches Gehaltsmuster
wie das von Delta-1 auf (s. Abb. 22). Durch eine Behandlung mit DHT wird
der Sox-8 mRNA Gehalt erniedrigt. Die Applikation eines Differenzierungs-
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mediums fuhrt zu einem erhohten mRNA Gehalt von Sox-8, der wiederum

durch eine Zugabe von DHT antagonisiert werden kann.

Sox-8 - C2C12 Zellen - Fold induction
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Abb. 23: Sox-8 mRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten nach vier Tagen; normalisiert gegen das
Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den AC+ Wert der Kontroll-
gruppe (FKS). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zellen,
die in DMEM/FKS gewachsen sind; HS = Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind; DHT =
Dihydrotestosteron. * signifikant gegen FKS (*p < 0.05, zweiseitiger U-Test); + signifikant
gegen HS (+p < 0.05, zweiseitiger U-Test)

Aufgrund der CK-Aktivitatsveranderung ist ein entwicklungsabhangiges Ex-
pressionsverhalten flr Notch-1, Delta-1 und Sox-8 erkennbar.

Bei den weiteren untersuchten Genen, wie Sox-9 und Jagged-1, konnten
keine signifikanten Unterschiede und auch keine klaren Regulationstenden-
zen erkannt werden. Der mRNA Gehalt dieser zwei Gene ist im Folgenden
dargestellt (Abb. 24 und 25):
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Sox-9 - C2C12 Zellen - Fold induction
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Abb. 24: Sox-9 mRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten nach vier Tagen; normalisiert gegen das
Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kontroll-
gruppe (FKS). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zellen,
die in DMEM/FKS gewachsen sind; HS = Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind; DHT =
Dihydrotestosteron.
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Abb. 25: Jagged-1 mRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten nach vier Tagen; normalisiert gegen
das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kon-
troligruppe (FKS). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zel-
len, die in DMEM/FKS gewachsen sind; HS = Zellen, die in DMEM/HS gewachsen sind;
DHT = Dihydrotestosteron.
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3.2.4 Analyse des Einflusses von Androgenen auf den mRNA Gehalt

von Myostatin

Bei den vorausgegangenen und den in Kapitel 3.2.3 beschriebenen
Versuchen konnte beobachtet werden, dass der mMRNA Gehalt der unter-
suchten Gene durch eine Behandlung mit einem Differenzierungsmedium
oder einer Behandlung mit DHT beeinflusst wird. In diesem Zusammenhang
interessierte im Speziellen, ob die bisher beobachteten Regulationen uber
den Androgenrezeptor vermittelt werden. Fur den Fall, dass die Induktion von
Differenzierungsprozessen Uber den Androgenrezeptor vermittelt wird, sollte
der gezeigte Effekt teilweise oder komplett durch Flutamid unterdriickt wer-
den konnen. Um diese Frage zu klaren, wurde ein Antagonisierungsexperi-
ment mit dem Antiandrogen Flutamid (Kap. 2.6.12) durchgefthrt.
Dazu wurden die Zellen in DMEM/FKS mit DHT in zwei Konzentrationen [10°
M] und [10° M] gehalten. Zwei weitere Gruppen wurden zusatzlich zur Appli-
kation mit dem Antiandrogen Flutamid behandelt. Der mRNA Gehalt des An-
drogenrezeptors wurde anschlieBend mittels Real-Time PCR gemessen. Ab-

bildung 26 zeigt den mRNA Gehalt des Androgenrezeptors.

Androgenrezeptor - C2C12 Zellen - Fold induction

3,0
—_ *
= 25 -
2o
£ 20 - *
g
= 1.5 [
2
& 1,0 - (
<
%
% 0,5 -
0,0 T T T T T 1
FKS FKS+FLU FKS+DHT FKS+DHT FKS+DHT FKS+DHT
[10-6 M] [10-6 M] [10-6 M] + [10-9 M] [10-9 M] +
FLU[10-6 M] FLU[10-6 M]

Abb. 26: Androgen Rezeptor mRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten; normalisiert gegen das

Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kontroll-
gruppe (FKS). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zellen,
die in DMEM/FKS gewachsen sind; DHT = Dihydrotestosteron; FLU = Antiandrogen Fluta-
mid. * signifikant gegen FKS (*p < 0.05, zweiseitiger U-Test)
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mRNA Gehalt (Kontrolle = 1)

Eine Behandlung der C2C12 Zellen mit DHT fuhrt nach vier Tagen zu einem
signifikant erhohten mMRNA Gehalt von AR (s. Abb. 26). Eine Applikation des
Antiandrogens zeigt einen erniedrigten mMRNA Gehalt fur den Androgenre-
zeptor. Bei einer kombinierten Applikation von DHT und Flutamid ist der
MRNA Gehalt von AR wiederum erniedrigt. Flutamid kann somit eine Be-
handlung mit DHT antagonisieren. Um nun weitere Aussagen Uber Myostatin
und dessen Vermittlung machen zu kdnnen, wurde der Myostatin mRNA Ge-

halt gemessen. Dies zeigt die Abbildung 27.
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Abb. 27: Myostatin mMRNA Gehalt in C2C12 Myoblasten; normalisiert gegen das Referenz-
gen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kontrollgruppe
(FKS). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. FKS = Zellen, die in
DMEM/FKS gewachsen sind; DHT = Dihydrotestosteron; FLU = Antiandrogen Flutamid.

* signifikant gegen FKS (*p < 0.05, **p < 0.01, zweiseitiger U-Test)

Die Regulationstendenzen des mRNA Gehalts von Myostatin gleichen denen
des AR. Eine Applikation von DHT fihrt zu einem dosisabhangigen erhoéhten
mRNA Gehalt von Myostatin. Eine Behandlung der C2C12 Zellen mit Fluta-
mid fuhrt zu einem erniedrigten Myostatin mRNA Gehalt. Eine kombinierte
Applikation von DHT und Flutamid hemmt auch hier hochsignifikant die In-
duktion von Myostatin durch DHT.
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3.3 Bindungsaffinitat anaboler Steroide, Prohormone und ,,Designer-

steroide“ zu unterschiedlichen Rezeptoren

Bisher wurde der Einfluss von Training und die Wirkung von Androge-
nen auf den mMRNA Gehalt von Genen, die in den Prozess der Differenzie-
rung involviert sind, analysiert. Der Rezeptorbingungstest soll dazu beitragen
das pharmakologische Profil von anabolen Streoiden, Prohormonen und ,De-
signersteroiden® zu charakterisieren. Die Bindung eines Steroidhormons an
seinen Rezeptor ist ein wichtiger Schritt bei der Initiierung seiner Wirkung.
Eine bedeutende Frage bei der Entwicklung neuartigen Steroide ist die Bin-
dungsspezifitat und -praferenz der Substanz an einen bestimmten Rezeptor.
Unspezifische Bindungen konnen ungewollte Nebenwirkungen hervorrufen
und sollten somit ein Ausschlusskriterium bei dem Einsatz von Medikamen-
ten darstellen. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit die spezifischen
Bindungsaffinitaten von Tetrahydrogestrinon, Androstendione, Norandrosten-
dion, Norbolethon, Propyltrenbolon und 1-Testosteron an den Androgen-,
Pogesteron-, Mineralcorticoid- und Glucocorticoid-Rezeptor im Vergleich zu
den spezifischen Liganden (R1881, Progesteron, Aldosteron und Dexa-
methasone) getestet. Die Bindungsaffinitat der einzelnen Substanzen im

Vergleich zur Referenzsubstanz ist in den folgenden Tabellen aufgelistet.

Androgen- Glucocorticoid-
Test- rezeptor Test- rezeptor
substanzen substanzen
Referenzsubstanz 1 Referenzsubstanz 1
R1881 Dexamethasone
Tetrahydrogestrinon 1,35 Tetrahydrogestrinon 0,77
Androstendione 1,47 Androstendione 109,85
Norandrostendion 1,61 Norandrostendion 210,21
Norbolethon 1 Norbolethon 34
Propyltrenbolon 2,62 Propyltrenbolon 2,5
1-Testosteron 411 1-Testosteron 376,59

Tab. 4: Die im Rezeptorbindungstest analysierten Substanzen sind jeweils links aufgelistet.
Die Bindungsaffinitdt zu verschiedenen Steroidhormonrezeptoren: Androgenrezeptor (linke
Tabelle), bzw. den Glucocorticoidrezeptor (rechte Tabelle), sind dargestellt. Die Werte fir die
Rezeptoren in der Tabelle geben die jeweilige Konzentration der Substanzen an, die not-
wendig ist, um 50% des gebundenen (3H)markierten spezifischen Referenzliganden (= 1) fir
den jeweiligen Rezeptor (R1881, Dexamethason) zu ersetzen.
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Progesteron- Mineralocorti-
Test- rezeptor Test- coidrezeptor
Substanz Substanz
Referenzsubstanz 1 Referenzsubstanz 1
Progesteron Aldosteron
Tetrahydrogestrinon 1,16 Tetrahydrogestrinon 1,7
Androstendione 159,53 /Androstendione 7,86
Norandrostendion 33,25 Norandrostendion 8,68
Norbolethon 0,52 Norbolethon 7,05
Propyltrenbolon 2,36 Propyltrenbolon 6,82
1-Testosteron 113,16 1-Testosteron 30,99

Tab. 5: Die im Rezeptorbindungstest analysierten Substanzen sind jeweils links aufgelistet.
Die Bindungsaffinitédt zu verschiedenen Steroidhormonrezeptoren: Progesteronrezeptor (lin-
ke Tabelle), bzw. den Mineralocorticoidrezeptor (rechte Tabelle), sind dargestellt. Die Werte
fur die Rezeptoren in der Tabelle geben die jeweilige Konzentration der Substanzen an, die
notwendig ist, um 50% des gebundenen (3H)markierten spezifischen Referenzliganden (= 1)
fur den jeweiligen Rezeptor (Progesteron, Aldosteron) zu ersetzen.

Tetrahydrogestrinon zeigt im Gegensatz zu den anderen Substanzen eine
hohe Bindungsaffinitat zu allen getesteten Rezeptoren, wobei sich die hochs-
te Bindungsaffinitat fir den Glucocorticoidrezeptor und den Progesteronre-
zeptor feststellen lasst. Fir Androstendione, Norandrostendion und Norbo-
lethon ist die Bindungsaffinitdt zum Androgenrezeptor am grofdten. Pro-
pyltrenbolon bindet mit ahnlicher Affinitat an den Androgen-, den Glucocorti-
coid- und den Progesteronrezeptor, aber weniger an den Mineralocorti-
coidrezeptor.

Fir 1-Testeron wiederum lasst sich eine hohe spezifische Bindungsaffinitat
zum Androgenrezeptor feststellen und nur eine geringe Affinitat zu allen an-

deren getesteten Rezeptoren.
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3.4 Analyse anaboler Substanzen im klassischen Hershberger Ver-

such

Zur weiteren Charakterisierung der anabolen Substanzen in vivo wur-
de ein klassischer Hershberger Assay (Kap. 2.2.3) durchgefihrt, um maogli-
che Nebenwirkungen der getesteten Substanzen sowie krankhafte Verande-
rungen der inneren Organe des Korpers durch diese zu identifizieren. Das
bisherige Wissen Uber die Wirkungsweise dieser Substanzen ist in Mensch
und Tier sehr begrenzt. Fir den Versuch wurden die Substanzen: Tetra-
hydrogestrinon, Norandrostendion und Desoxymethyltestosteron, 1-Testos-
teron und Propyltrenbolon untersucht. Testosteron Propionat diente dabei als
Kontrollsubstanz.

Die Samenblase, die Prostata und der M. levator ani wurden den getdteten
Tieren nach 12 Behandlungstagen entnommen. Die Tiere wurden am Ende
der Untersuchung gewogen und wiesen keine Gewichtsunterschiede auf. Die
Organgewichte der Samenblase, der Prostata und des M. levator ani (Abb.
28-30) lassen auf eine androgene bzw. anabole Wirkung der Substanzen
schlielen. Die Leber wurde ebenfalls entnommen und gewogen, wobei die
Gewichte in Abb. 31 dargestellt sind. Der Tyrosin Aminotransferase (TAT)
MRNA Gehalt wurde in einigen Gruppen in der Leber bestimmt, um die Toxi-
zitat der Substanzen zu ermitteln.

In den folgenden Diagrammen sind alle Werte auf die orchiektomierte Kon-
trollgruppe (= eins) bezogen, um direkt Aussagen Uber die Wirkung der ein-
zelnen Substanzen im Vergleich zur Kontrolle und zu den anderen Gruppen

treffen zu konnen.
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Abb. 28: Effekte auf das Gewicht der Samenblase in orchiektomierten (plus Behandlung von
TP, THG, NOR, DMT, 1-Testo und Propyl) und intakten Ratten. Die orchiektomierte Gruppe
wurde = eins gesetzt. Intakt = intakte Kontrollgruppe, Orchi = orchiektomierte Kontrollgruppe,
TP = Testosteron Propionat, THG = Tetrahydrogestrinon, NOR = Norandrostendion, DMT =
Desoxymethyltestosteron. * signifikant gegen Intakt (***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.5, zwei-
seitiger U-Test); + signifikant gegen Orchi (+++p < 0.001, zweiseitiger U-Test)
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Mittelwert - Prostata
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Abb. 29: Effekte auf das Gewicht der Prostata in orchiektomierten (plus Behandlung von TP,
THG, NOR, DMT, 1-Testo und Propyl) und intakten Ratten. Die orchiektomierte Gruppe
wurde = eins gesetzt. Intakt = intakte Kontrollgruppe, Orchi = orchiektomierte Kontrollgruppe,
TP = Testosteron Propionat, THG = Tetrahydrogestrinon, NOR = Norandrostendion, DMT =
Desoxymethyltestosteron. * signifikant gegen Intakt (***p < 0.001, **p < 0.01, zweiseitiger U-
Test); + signifikant gegen Orchi (+++p < 0.001, zweiseitiger U-Test)
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Abb. 30: Effekte auf das Gewicht des M. levator ani in orchiektomierten (plus Behandlung
von TP, THG, NOR, DMT, 1-Testo und Propyl) und intakten Ratten. Die orchiektomierte
Gruppe wurde = eins gesetzt. Intakt = intakte Kontrollgruppe, Orchi = orchiektomierte Kon-
troligruppe, TP = Testosteron Propionat, THG = Tetrahydrogestrinon, NOR = Norandrosten-
dion, DMT = Desoxymethyltestosteron. * signifikant gegen Intakt (***p < 0.001, **p < 0.01,
zweiseitiger U-Test); + signifikant gegen Orchi (+++p < 0.001, ++p < 0.01, zweiseitiger U-
Test)

Eine Behandlung der orchiektomierten Tiere mit TP, THG oder 1-Testo fuhrt
zu einer signifikanten Erhéhung des Samenblasengewichts (s. Abb. 28). Die-
ser Gewichtsanstieg der Samenblase ist fur die drei weiteren getesteten Sub-
stanzen — NOR, DMT und Propyl — nicht zu beobachten. Die Gewichte der
Prostata (Abb. 29) zeigen eine signifikante Zunahme nach einer Behandlung
der Tiere mit TP, THG oder 1-Testo, jedoch keinen Effekt nach einer
Applikation von NOR, DMT oder Propyl im Vergleich zur orchiektomierten
Kontrollgruppe.

Die Gewichte des M. levator ani (Abb. 30), der ein androgen-sensitiver Mus-
kel ist, sind bei allen Behandlungsgruppen signifikant erhoht.

Die Leber stellt ein Gewebe dar, welches sehr sensitiv auf eine Behandlung
mit Steroidhormonen reagiert. Toxische Wirkungen auf das Lebergewebe,
das Gewicht der Leber sowie der Anstieg spezifischer Enzyme wurden von
Boada et al. (1999) beschrieben. Die Lebergewichte sind in Abbildung 31
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dargestellt. Nach den jeweils unterschiedlichen Behandlungen weisen die
Lebergewichte kaum Unterschiede auf. Das Lebergewicht fur die Behand-
lungsgruppe mit 1-Testosteron ist signifikant erhoht, wahrend das von Pro-

pyltrenbolon hochsignifikant erniedrigt ist.
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Abb. 31: Effekte von THG, NOR und DMT auf das Lebergewicht in orchiektomierten (plus
Behandlung von TP, THG, NOR, DMT) und intakten Ratten. Intakt = intakte Kontrollgruppe,
Orchi = orchiektomierte Kontrollgruppe, TP = Testosteron Propionat, THG = Tetrahydro-
gestrinon, NOR = Norandrostendion, DMT = Desoxymethyltestosteron. * signifikant gegen
Intakt (**p < 0.01, zweiseitiger U-Test); + signifikant gegen Orchi (++p < 0.01, +p < 0.05,
zweiseitiger U-Test)

3.4.1 Effekte von anabolen Substanzen auf den mRNA Gehalt ausge-

wahlter Gene in der Leber und der Skelettmuskulatur

Um weiter zu untersuchen, ob die hohe Bindungsaffinitat einiger Sub-
stanzen, u.a. THG, zu Effekten im Glucocorticoid Signalstransduktionsweg
fuhrt, wurde der mRNA Gehalt der Tyrosin Aminotransferase (TAT) gemes-
sen und ist in Abbildung 32 dargestellt. Die Promotoraktivitdt des TAT-Gens
wird direkt uber die Bindung des GR-Ligandenkomplexes an das GRE (Glu-
cocorticoid-responsive Element) reguliert (Schmidt et al., 1987). TAT ist ein

haufig genutzer Indikator flr toxische Nebenwirkungen von Substanzen mit
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hoher Affinitat zum GR (Johansson et al., 2005). Die Effekte einer zwolftagi-
gen Behandlung mit THG im Vergleich zu TP behandelten, intakten oder or-
chiektomierten Tieren fuhren zu einem signifikant erniedrigten TAT mRNA
Gehalt in der Leber.
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Abb. 32: TAT mRNA Gehalt in der Leber fur alle Untersuchungsgruppen; normalisiert gegen
das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt Wert der Kon-
troligruppe (orchi). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins gesetzt. Orchi =
orchiektomierte Kontrollgruppe, TP = Testosteron Propionat, THG = Tetrahydrogestrinon,
NOR = Norandrostendion, DMT = Desoxymethyltestosteron. + signifikant gegen Orchi (+p <
0.05, zweiseitiger U-Test)

Eine signifikante Erhdhung des TAT mRNA Gehalts findet man nach einer
Behandlung von DMT in der Leber. Eine nicht signifikante Repression ist

durch die Substanz Norandrostendion zu erkennen.

Neben dem TAT mRNA Gehalt wurden in diesem Versuch auch der mRNA
Gehalt von Myostatin und des Androgenrezeptors im M. gastrocnemius ana-
lysiert. Diese sind in den folgenden Abbildungen dargestellt. Auch hier wurde

der Wert der orchiektomierten Kontrollgruppe gleich eins gesetzt.
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Myostatin - M. gastrocnemius - Fold induction
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Abb. 33: Myostatin mMRNA Gehalt im M. gastrocnemius fur alle Untersuchungsgruppen; nor-
malisiert gegen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf den ACt
Wert der Kontrollgruppe (orchi). Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich eins ge-
setzt. Orchi = orchiektomierte Kontrollgruppe, TP = Testosteron Propionat, THG = Tetra-
hydrogestrinon, NOR = Norandrostendion, DMT = Desoxymethyltestosteron. + signifikant
gegen Orchi (+p < 0.05, ++p < 0.01, +++p < 0.001, zweiseitiger U-Test)

Wie aus Abbildung 33 zu entnehmen, ist der Myostatin mRNA Gehalt in der
mit Norandrostendion behandelten Gruppe im Vergleich zur orchiektomierten
Kontrollgruppe sehr hochsignifikant erhoht. Eine signifikante Erhdhung des
MRNA Gehalts von Myostatin lasst sich auch nach einer Behandlung mit
DMT erkennen. Eine hochsignifikante Reduktion des mRNA Gehalts von
Myostatin Iasst sich im Vergleich der orchiektomierten Gruppe zur intakten
Gruppe feststellen.

Abbildung 34 zeigt den mRNA Gehalts des Androgenrezeptors im M.
gastrocnemius in den unterschiedlichen Behandlungsgruppen. Eine Erhé-
hung des mRNA Gehalts des AR ist jedoch nur in den Gruppen, die mit TP,
oder DMT behandelt wurden, zu erkennen. Fur die Tiere, die mit NOR be-
handelt wurden, ist eine signifikante Zunahme des mRNA Gehalts von AR zu

beobachten.
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AR - M. gastrocnemius - Fold induction
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Abb. 34: Androgenrezeptor mRNA Gehalt im M. gastrocnemius fir alle Untersuchungsgrup-
pen; normalisiert gegen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden normalisiert auf
den ACt Wert der Kontrollgruppe (orchi). Der AAC+-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich
eins gesetzt. Orchi = orchiektomierte Kontrollgruppe, TP = Testosteron Propionat, THG =
Tetrahydrogestrinon, NOR = Norandrostendion, DMT = Desoxymethyltestosteron. + signifi-
kant gegen Orchi (+p < 0.05, zweiseitiger U-Test)
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3.5 Analyse der Kombination eines Trainings und einer gleichzeiti-
gen Behandlung mit Androgenen auf den mRNA Gehalt von Myo-

statin im M. gastrocnemius

Der Einfluss einer Kombination von Training und einer Behandlung mit
Testosteron Propionat auf den mRNA Gehalt von Myostatin wurde in einem
speziellen Tierversuch untersucht. Der Untersuchungsaufbau und die Eintei-
lung der Behandlungs- bzw. Trainingsgruppen ist in Kapitel 2.2.2 nachzule-
sen. In diesem Versuch wurden die Effekte einer Behandlung mit Testoste-
ron Propionat (TP) in unterschiedlichen Dosen (1 mg/kg/Kérpergewicht (KG)
pro Tag fur orchiektomierte Tiere oder 10 mg/kg/KG pro Tag fir intakte Tiere)
in Kombination mit einem Schwimmtraining auf den mRNA Gehalt von Myo-
statin untersucht. Die folgenden Abbildungen (Abb. 35 und 36) zeigen die

MRNA Gehalte von Myostatin bei intakten und orchiektomierten Tieren.

Myostatin - M. gastrocnemius -Fold induction
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Abb. 35: Myostatin mMRNA Gehalt im M. gastrocnemius fur die intakten Tiere (Dosis:
10mg/kg/KG); normalisiert gegen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden norma-
lisiert auf den ACt Wert der Kontrollgruppe. Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich
eins gesetzt. TP = Testosteron Propionat, Tr. = Training. * Signifikant gegen Intakt Kontrolle
(***p < 0.001, **p < 0.01, zweiseitiger U-Test)
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Myostatin - M. gastrocnemius -Fold induction
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Abb. 36: Myostatin mMRNA Gehalt im M. gastrocnemius fur die orchiektomierten Tiere (Dosis:
1mg/kg/KG); normalisiert gegen das Referenzgen Cyclophilin. Alle Gruppen wurden norma-
lisiert auf den ACt Wert der Kontrollgruppe. Der AACt-Wert der Kontrollgruppe wurde gleich
eins gesetzt. Orchi = orchiektomierte Tiere, TP = Testosteron Propionat, Tr. = Training. *
Signifikant gegen Orchi Kontrolle (**p < 0.01, zweiseitiger U-Test)

In der intakten Gruppe flhrt ein Training zu einem hoch signifikant erniedrig-
ten mRNA Gehalt von Myostatin (vgl. dazu auch Kap. 3.1, Abb. 16). Eine
Behandlung der Tiere mit Testosteron Propionat zeigt keinen Effekt auf den
Myostatin mRNA Gehalt im Vergleich zur intakten Kontrollgruppe. Die Kom-
bination eines Trainings und einer Applikation von TP flihrt zu einem hoch-
signifikant erniedrigten mRNA Gehalt von Myostatin.

Bei der Analyse der orchiektomierten Untersuchungsgruppe (s. Abb. 36) ist
eine hochsignifikante Induktion des Myostatin mRNA Gehalts nach Verabrei-
chung von Testosteron Propionat in einer Konzentration von 1mg/kg/KG pro
Tag zu erkennen. Einen ebenfalls hochsignifikanten — noch gréReren — indu-
zierenden Effekt auf den Myostatin mMRNA Gehalt lasst die orchiektomierte
Trainingsgruppe erkennen. Die Induktion des mRNA Gehalts von Myostatin
durch eine Applikation von TP kann durch eine Kombination aus Behandlung

und Training antagonisiert werden.
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4 DISKUSSION

Die Skelettmuskulatur kann sich schnell an Veranderungen adaptie-
ren. Die Anpassungen kénnen aufgrund physiologischer Bedirfnisse (z.B.
Hyperplasie oder Hypertrophie des Skelettmuskels) oder aufgrund krankhaf-
ter Veranderungen (z.B. Atrophie des Skelettmuskels) erfolgen und beinhal-
ten sowohl strukturelle, metabolische als auch endokrinologische Adaptatio-
nen (Porter et al., 1995; Simoneau, 1995; Evans und Cannon, 1991). Anpas-
sungen der Skelettmuskulatur sind normalerweise, sofern keine Gewebs-
schadigungen vorliegen, reversibel. Die Erhaltung der Skelettmuskulatur ist
auf ihre auRergewohnliche und bemerkenswerte Regenerationsfahigkeit zu-
ruckzufihren (Carlson und Faulkner, 1983).
Eine entscheidende Rolle spielen hierbei die sogenannten Satellitenzellen,
ein spezialisierter Stammzelltypus, aus dem durch Differenzierung und Zell-
verschmelzung die funktionelle Einheit des Skelettmuskels, die Muskelfaser
entsteht. Dieses hochkomplexe Geschehen wird durch eine Vielzahl moleku-
larer Mechanismen kontrolliert (Charge und Rudnicki, 2004). Bisher sind die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen weitgehend vor dem Hinter-
grund von Muskelerkrankungen und bei Regenerationsprozessen der Ske-
lettmuskulatur untersucht worden. Hierbei wurde kaum berUcksichtigt, dass
auch die regulare physiologische Adaptation der Skelettmuskulatur im We-
sentlichen Uber diesen Prozess gesteuert wird. Das Verstandnis inwieweit
derartige molekulare Mechanismen in die trainingsbedingte Adaptation der
Skelettmuskulatur involviert sind, ist jedoch flr die Trainingswissenschaft, fur
die Gereontologie, flr die Diabetologie und nicht zuletzt fir die Antidoping-
forschung von grof3tem Interesse.
Die Identifikation und die Charakterisierung von molekularen Mechanismen
der Adaptation der Skelettmuskulatur durch Training, insbesondere das Zu-
sammenspiel mit Faktoren wie Geschlecht, Lebensalter oder unterschiedli-
chen endokrinologischen Rahmenbedingungen, stellt demnach ein sehr kom-
plexes, aber auch innovatives und relevantes Arbeitsgebiet dar.
Die vorliegende Dissertation soll im Speziellen zum besseren Verstandnis

der Anpassung der Skelettmuskulatur beitragen und helfen, molekulare Me-
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chanismen der Adaptation der Skelettmuskulatur im Zusammenspiel von

Training, anabolen Steroiden oder Kombinationen aufzuklaren.

Hierzu wurden im Rahmen dieser Arbeit:

1.

Der Einfluss von anabolen Steroiden auf molekulare Mechanismen
der Satellitenzelldifferenzierung in einem Zellkulturmodell untersucht.
Der Einfluss von Trainingsreizen auf molekulare Mechanismen der
Satellitenzelldifferenzierung in vivo in einem Tiermodell analysiert.
Verschiedene Prohormone und sogenannte ,Designersteroide” phar-
makologisch in vitro und in vivo charakterisiert. Besonders wurde hier-
bei untersucht, ob identifizierte molekulare Mechanismen der Skelett-
muskulatur substanzspezifisch beeinflusst werden.

In einem Kombinationsmodell in vivo die kombinierte Wirkung von
anabolen Steroiden und Trainingsreizen auf molekulare Mechanismen

der Satellitendifferenzierung analysiert.
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41 Der Einfluss von Androgenen und anabolen Steroiden auf die
Proliferation und Differenzierung in der Myoblastenzelllinie
C2C12

Um die initiale Wirkung von Androgenen und anabolen Steroiden auf
die Proliferation und die Differenzierung in der murinen Myoblastenzelllinie
C2C12 zu untersuchen, wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt. Die
Zellzyklusverteilung wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt, wobei aber
nur die S-Phase der Zellen, die einen Ruckschluss auf die Proliferation der

Zellen erlaubt, augewertet wurde.

4.1.1 Wahl des Modellsystems C2C12

Alle in vitro Analysen der vorliegenden Dissertation wurden in der Zell-
linie C2C12 durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um eine murine Myo-
blasten-Zelllinie, die aus isolierten Myoblasten eines Mausemuskels gewon-
nen und durch Blau et al. (1985) etabliert wurde. Skelettmuskelzellsysteme
werden von vielen Wissenschaftlern benutzt, um Faktoren, die das Muskel-
wachstum beeinflussen, zu studieren. Der Vorteil von Zelllinien liegt in einer
Kultivierung unter kontrollierten Bedingungen, weiterhin in einer homogenen
Zellpopulation, die einen hohen Grad an Synchronitat aufweist. Die C2C12
Zellen stellen ein exzellentes Modell fur Differenzierungsuntersuchungen dar,
da sie die spezielle Eigenschaft besitzen, sich in kiirzester Zeit in Myotuben
ausdifferenzieren zu kdonnen. Dabei expremieren sie charakteristische Mus-
kelproteine.
Die C2C12 Zelllinie zahlt zu den am weitesten verbreiteten und auch am bes-
ten erforschten Zellsystemen zur Untersuchung der Muskelentwicklung (Yaf-
fe et al., 1977; Desler et al., 1996) und der Anpassungsmechanismen der
Muskulatur. Aus diesen Griunden wurden C2C12 Zellen fur die Untersuchun-

gen im Rahmen dieser Arbeit gewanhlt.

4.1.2 Der Einfluss von anabolen Steroiden auf die Proliferationsrate
von C2C12 Zellen
Die Analyse der Zellzyklusverteilung mittels Propidiumiodidfarbung

nach Nicoletti (Nicoletti et al., 1991) in einem Durchflusszytometer und eine
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anschliellende Auswertung der einzelnen Phasen liefert genaue Auskinfte
uber den jeweiligen Zustand der C2C12 Zellen nach Applikation von anabo-
len Substanzen. Die prozentualen Anteile der Zellen in den einzelnen Pha-
sen des Zellzyklus (Gy, G1, G2 und S-Phase) und deren Zu- und Abnahme
nach Behandlung mit einem anabolen Steroid oder einem Differenzierungs-
medium im Vergleich zu einer nicht behandelten Kontrollgruppe
(DMEM/FKS) lassen Aussagen uber die Wirkung der Untersuchungssub-
stanzen auf die Myoblasten zu.

Die S-Phase ist charakterisiert durch den kontinuierlichen Anstieg des DNA-
Gehalts der Zellen bis zum Erreichen einer originalgetreuen Kopie der Ge-
samt-DNA. Die Quantifizierung des Anteils von Zellen in der S-Phase fur un-
behandelte und behandelte C2C12-Zellen und deren Proliferationsrate sollte
Auskunft Uber die proliferationsstimulierende Wirkung von Steroiden geben.
Abbildung 19 zeigt fuir DHT eine dosisabhangige Zunahme des S-Phasen
Anteils der untersuchten Zellpopulation, was als Zunahme der Proliferation
gedeutet werden kann. Werden die C2C12 Myoblasten jedoch mit einem
Medium, welches Pferdeserum enthalt, behandelt, so wird die Proliferation
der Zellen gehemmt. Eine Behandlung mit DHT kann diesen Effekt antagoni-
sieren. Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen
Daten eine Stimulation der Prolifertation von C2C12 Zellen durch DHT.

Die molekularen Mechanismen der Wirkung von Testosteron auf die Ske-
lettmuskulatur wurde in der Vergangenheit zumeist auf Ebene des Zellstoff-
wechsels untersucht. So ist bekannt, dass Testosteron und Dihydrotestoste-
ron in vivo, den Proteinauf- und -abbau beeinflussen, jedoch insgesamt die
Proteinsynthese erhdhen (Martinez et al., 1984; Tucker und Merkel, 1987).
Einige Forschungsgruppen konnten einen erhohten Proteinabbau, vor allem
nach einer Behandlung mit Trenbolonacetat, feststellen (Heitzman, 1980;
Sinnett-Smith et al., 1983; Buttery und Sinnett-Smith, 1984). Daten Uber den
Einfluss von Androgenen und anabolen Steroiden auf das Proliferations-
verhalten von Muskelvorlauferzellen sind hingegen selten. Gospodarowicz et
al. (1976) berichten von einer erhohten Proliferationsrate in isolierten Myo-
blasten von Rindern nach Applikation von Testosteron, wohingegen Powers
und Florini (1975) von einer proliferationshemmenden Wirkung von Testoste-

ron auf Rattenmyoblasten berichten. Weitere Gruppen konnten nach einer
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Androgenbehandlung in Satellitenzellen von Ratten (Thompson et al., 1989),
Schweinen (Doumit et al., 1996) und in C2C12 Zellen (Lee, 2002) uberhaupt
keinen Effekt erkennen. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen ein-
deutig eine dosisabhangige Proliferationsinduktion nach einer Applikation
von DHT. Es ist nicht auszuschlie3en, dass die Diskrepanz zwischen den
unterschiedlichen Datensatzen methodischen Ursprungs ist. Es ist daher of-
fensichtlich, dass in Zukunft weitere in vitro Untersuchungen nétig sind, um
den Einfluss von Androgenen auf die Proliferation von Muskelzellen zu un-

tersuchen, um zu einem klaren Ergebnis zu gelangen.

4.1.3 Der Einfluss von Androgenen und anabolen Steroiden auf die In-

duktion von Differenzierungsprozessen in C2C12 Zellen

Neben der Frage, ob Androgene die Proliferation von Muskelvorlau-
ferzellen beeinflussen ist auch zu klaren, inwieweit die Differenzierung zu
Myotuben hiervon beeinflusst wurde. Die Analyse des Differenzierungszu-
standes von C2C12 Zellen mittels Bestimmung der Creatin-Kinase-
Konzentration wurde von Schwarz (2005) in unserem Institut etabliert (s.
Kap. 2.7.4). Der Creatin-Kinase-Gehalt kann als reprasentativer Marker fur
den Differenzierungszustand von Muskelzellen angesehen werden (Hidenori
et al., 2005).
Im Mittelpunkt dieser Untersuchung stand die Frage, ob Androgene und ana-
bole Steroide die Differenzierung von C2C12 Zellen zu Myotuben beeinflus-
sen. Undifferenzierte Zellen und Zellen, die in Medium mit Pferdeserum (wel-
ches Differenzierungsprozesse induziert) gewachsen sind, dienten in den
vorliegenden Experimenten als Kontrolle. Die Induktion von Differenzie-
rungsprozessen in C2C12 Zellen in Gegenwart von Medium mit Pferdeserum
ist eine etablierte Methode (Sultan et al., 2006; Portier et al., 1999; Goto et
al., 1999). Lawson und Purslow (2000) konnten nach funftagiger Kultur in
Gegenwart von 2% HS oder von serumfreien Medium eine post-konfluente
Zunahme der CK-Aktivitat feststellen, die mit dem Differenzierungsstatus kor-
relierte. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass Pferdeserum (HS) z.B. durch
einen geringeren Wachstumsfaktorenanteil, vergleichar mit der Wirkung von

serumfreien Medium, die Differenzierung der C2C12 Zellen auslost.
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Auch die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zeigen, dass die Kultur
von C2C12 Myoblasten in Gegenwart von HS eine kontinuierliche, zeitab-
hangige und signifikante (nach drei und sechs Tagen) Induktion der Differen-
zierung bewirkt (s. Abb. 20). Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten
zeigen auch in Zellen, die in DMEM/FKS gewachsen sind, eine geringere,
jedoch ebenfalls eine zeitabhangige Zunahme der CK-Aktivitat. Eine Ausdif-
ferenzierung der Zellen, d.h. eine Verschmelzung der Myoblasten zu Myotu-
ben, lasst sich bereits unter dem Lichtmikroskop beobachten. Mdglicherwei-
se induzieren Zell-Zell-Kontakte die im Wachstumsmedium erfolgenden Dif-
ferenzierungsprozesse von C2C12 Zellen. Bei der Kultivierung der Zellen
wurde durch regelmafige mikroskopische Kontrolle und rechtzeitiges Passa-
gieren ein konfluentes Wachsen der Zellen verhindert und Zell-Zell-Kontakte
minimiert.

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit bewirkt eine Applikation von
DHT oder einem ,Designersteroid“ wie z.B. THG eine dosis- und zeitabhan-
gige Induktion der Differenzierung der C2C12 Zellen in DMEM/FKS. Eine
signifikante Zunahme des Differenzierungszustandes ist nach drei und sechs
Tagen zu erkennen. Diese Induktion der CK-Aktivitat ist in den Konzentratio-
nen ([10'6 M] und [10° M]) bei einer Applikation von DHT signifikant. Fur
THG lasst sich eine signifikante, dosisabhangige Zunahme der CK-Aktivitat
nach sechs Tagen beobachten (s. Abb. 20). Da die Wirkungsweisen von
anabolen Steroiden, vor allem ,Designersteroiden®, auf die Differenzierung
von Muskelzellen bisher wenig untersucht wurden, existiert kaum Vergleichs-
literatur. Die in dieser Arbeit gefundenen Befunde weisen jedoch darauf hin,
dass anabole Steroide wie DHT, sowie ,Designersteroide® wie THG, die Dif-
ferenzierung von C2C12 Myoblasten stimulieren. Bestatigt wird die Hypothe-
se durch ein Antagonsierungsexperiment mit dem Antiandrogen Flutamid
(Schwarz, 2005). Die Untersuchungen zeigen, dass eine Induktion der CK-
Aktivitat durch eine Applikation von DHT und THG in C2C12 Zellen konzent-
rationsabhangig durch Flutamid antagonisiert werden kann. Diese beobach-
teten Effekte konnten von groRer Bedeutung fur das Verstandnis der moleku-
laren Mechanismen der Skelettmuskeladaptation sein. Um die beobachteten

Wirkmechanismen weiter zu charakterisieren und insbesondere die Rolle von
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assoziierten Genen der Muskeldifferenzierung aufzuklaren, wurde der mRNA

Gehalt in unterschiedlichen Zellexperimenten untersucht.

4.2 Die Analyse der Wirkung von Androgenen und anabolen Steroi-
den auf den mRNA Gehalt verschiedener Gene in C2C12 Zellen

Um die molekularen Wirkungsmechanismen von Androgenen und
anabolen Steroiden auf die Differenzierung von C2C12 Zellen weiter zu cha-
rakterisieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit Regulationen von mRNA
Gehalten von Genen, die in Zusammenhang mit Differenzierungsprozessen
von Satellitenzellen stehen, analysiert. Hierzu wurden C2C12 Zellen mit FKS
und HS und jeweils einer Applikation von DHT in zwei Konzentrationen ([10'6
M] und [10° M]) behandelt. AnschlieRend wurde die Gengehalte mittels Real-
Time PCR nach RNA lIsolation und cDNA Synthese bestimmt.

Der Notch-1-Signaltransduktionsweg ist als Mechanismus zur Steuerung von
Differenzierungsprozessen unterschiedlicher Zelltypen bekannt. Die Bedeu-
tung des Notch-1-Signaltransduktionsweges liegt in der Regulation der
Zellproliferation, der Ausdifferenzierung von Stammzellen zu spezialisierten
Zellen und der asymmetrischen Zellteilung wahrend der Embryogenese (Ar-
tavanis-Tsakonas et al., 1999; Conboy und Rando, 2002). Die im Rahmen
dieser Arbeit beschriebenen Versuche haben zur Klarung der Rolle des
Notch-1-Signaltransduktionswegs bei der myogenen Differenzierung nach
einer Behandlung mit einem anabolen Steroid beigetragen.

In der Literatur wird beschrieben, dass Notch-1 im Allgemeinen die Differen-
zierung von Zellen hemmt (Nofziger et al., 1999). Bezlglich der Differenzie-
rungsprozesse im Skelettmuskel ist von Bedeutung, dass eine Aktivierung
von Notch-1 die Expression von weiteren myogenen Faktoren wie MyoD,
Myogenin und Mrf4 hemmt sowie das morphologische Erscheinungsbild
komplett ausdifferenzierter, vielkerniger Myotuben beeinflusst (Jarriault et al.,
1998; Kato et al., 1997; Kopan et al., 1994; Kuroda et al., 1999; Lindsell et
al., 1995; Luo et al., 1997; Nofziger et al., 1999; Shawber et al., 1996).

In den in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchen fuhrt eine Behandlung mit

Pferdeserum, welches eine Differenzierung der Zellen auslost, zu einer signi-
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fikanten Repression der mRNA Konzentration von Notch-1. Dieser Befund ist
in Ubereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Daten.

Die Wirkung von Androgenen und anabolen Steroiden auf den Notch-1-
Signaltransduktionsweg wurde bisher noch nicht untersucht. Die gewonne-
nen Daten zeigen einen signifikant erhdhten mRNA Gehalt des Membranpro-
teins Notch-1 nach einer Applikation von DHT in einer Konzentration von
[10® M] im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 21). Aus diesen Ergebnissen geht
hervor, dass DHT entweder direkt oder indirekt den Notch-1 mRNA Gehalt
beeinflusst. Dieser Befund ist mechanisch schwierig zu interpretieren, da er
doch scheinbar im Widerspruch zu der Beobachtung steht, dass DHT, eben-
so wie HS, Differenzierungsprozesse in C2C12 Zellen induziert. Die Beo-
bachtung, dass DHT die HS induzierte Repression des Notch mRNA Gehalts
antagonisieren kann, darf jedoch als indirekte Bestatigung des Befundes an-
gesehen werden.

Um die molekularen Mechanismen weiter zu charakterisieren, wurde der
MRNA Gehalt von Delta-1, einem Liganden von Notch-1, untersucht. Ver-
gleicht man die Muster der mRNA Gehalte von Notch-1 und Delta-1 (Abb. 21
und Abb. 22), so lasst sich eine spiegelbildliche Regulation des Rezeptors zu
seinem Liganden erkennen. Der Delta-1 mRNA Gehalt wird durch das Medi-
um mit Pferdeserum signifikant induziert, wahrend eine Behandlung mit DHT
in Medium, welches FKS enthalt, zu einer signifikanten Erniedrigung fihrt. In
der Literatur ist beschrieben, dass eine Erhdhung der Konzentration des Li-
ganden Delta-1 Notch-1 aktiviert, ein Prozess der wiederum die Differenzie-
rung der Myoblasten hemmt (Delfini et al., 2000).

Das in der vorliegenden Arbeit beobachtete Regulationsmuster von Notch-1
und Delta-1 nach der Induktion von Differenzierungsprozessen durch HS
konnte auf einen molekularen Kompensationsmechanismus hinweisen. Ist
wenig Notch-1-Rezeptor vorhanden, wird von der Zelle offensichtlich kein
Ligand Delta-1 gebildet. Wird dieser in die Umgebung abgegeben, wird die
Differenzierung von Satellitenzellen zunachst gehemmt. Bedeutsam ist die
Beobachtung, dass DHT die HS induzierte Stimulation des Delta-1 mRNA
Gehalts komplett antagonisieren kann. Auch dies wurde bisher in der Litera-

tur nicht beschrieben.
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Ein weiterer Ligand von Notch-1 ist Jagged-1. Betrachtet man die Ergebnisse
des mRNA Gehalts von Jagged-1 nach einer Behandlung mit Pferdeserum
oder DHT, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede erkennen (Abb.
25).

Um die hier untersuchten molekularen Mechanismen zusatzlich zu charakte-
risieren, waren weitere Versuche, vor allem Antagonisierungsexperimente,
sinnvoll, sowie Untersuchungen zur Expression und Lokalisation von
Notch-1, Delta-1 und Jagged-1 auf Proteinebene, um die Regulationsmuster
des mRNA Gehalts zu bestatigen.

Neben den Mitgliedern des Notch-1-Signaltransduktionsweges wurden in der
vorliegenden Arbeit auch die mMRNA Gehalte von Sox-8 und Sox-9 (Abb. 23
und Abb. 24) analysiert. Sox Proteine spielen ebenfalls eine wichtige Rolle
bei Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen. Eine erhdhte Expression
von Sox-8 und Sox-9 hemmt die Differenzierung (Schmidt et al., 2003).

In den dargestellten Versuchen wurde eine signifikante Induktion des Sox-8
MRNA Gehalts nach einer Applikation mit Medium, welches Pferdeserum
enthalt, nachgewiesen. Eine Behandlung der C2C12 Myoblasten mit HS und
DHT [10® M] fiihrt jedoch zu einer signifikanten Reduktion. Es ist anzumer-
ken, dass sich die Muster der mMRNA Gehalte von Sox-8 und Delta-1 glei-
chen. Betrachtet man die mRNA Gehalte von Sox-9 (Abb. 24), so kann man
keine signifikante Regulation nach einer Applikation von Pferdeserum oder
DHT in C2C12 Zellen feststellen. Eine tendenzielle Induktion der mRNA von
Sox-9 ist jedoch nach Behandlung der Zellen mit dem Differenzierungsmedi-
um zu erkennen. Eine Erklarung hierfur kdnnten die Ergebnisse aus einer
Untersuchung von Sock et al. im Jahr 2001 leisten, die eine Co-Expression
von Sox-9 oder Sox-10 fur die Expression von Sox-8 beschreiben und dies
damit erklaren, dass der Verlust von Sox-8 durch ein weiteres Protein aus
der Subguppe E der Sox-Proteine kompensiert wird. Sie konnten vor allem
eine kombinierte Expression von Sox-8 mit Sox-9 in mesodermalen Deriva-
ten finden. Ebenfalls ist die mMRNA Expression flr die zusammenhangende
Expression der beiden Proteine moglicherweise von Bedeutung.

Die Ergebnisse fur die Klasse der Sox-Proteine sind ebenfalls auf Protein-
ebene in weiterfihrenden Experimenten und Antagonisierungsversuchen zu

bestatigen.
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4.2.1 Analyse des Einflusses von Androgenen auf den mRNA Gehalt

von Myostatin

Neben den Mitgliedern der Notch- und Sox-Proteine hat auch Myosta-
tin einen Einfluss auf die Entwicklung der Skelettmuskulatur. Myostatin wird
als negativer Regulator des Skelettmuskelwachstums beschrieben (McPher-
ron et al., 1997). Um zu analysieren inwieweit der mMRNA Gehalt von Myosta-
tin durch Androgene beeinflusst wird, wurden C2C12 Zellen mit DHT dosis-
abhangig behandelt und der mRNA Gehalt von Myostatin im Vergleich zu
einem klassisch androgenregulierten Gen, dem Androgenrezeptor, analy-
siert. Um zu untersuchen, ob die beobachteten Regulationen von Myostatin
uber den AR vermittelt werden, wurde zusatzlich ein Antagonisierungsexpe-
riment durchgefuhrt. Hierbei ging es darum, die Frage zu beantworten, ob die
von uns beobachteten Effekte der Androgene Uber den AR-vermittelten Me-
chanismus Ubertragen werden.
Um die Regulation von Myostatin interpretieren zu konnen, wurde als Refe-
renz der mMRNA Gehalt des AR analysiert. Tierexperimente sowie klinische
Studien schreiben dem Androgenrezeptor Signaltransduktionsweg eine wich-
tige Rolle bei der Skelettmuskulaturentwicklung, der Zunahme an Skelett-
muskelmasse und -kraft, sowie an der Proteinsynthese zu. Sinha-Hikim et al.
zeigten im Jahr 2004, dass der AR in unterschiedlichen menschlichen Mus-
kelzellen, vor allem in Satellitenzellen, exprimiert wird.
Die Ergebnisse aus einer Untersuchung von Lee (2002) belegen, dass der
Androgenrezeptor moglicherweise das Myoblastenwachstum unterdruckt und
die Myoblastendifferenzierung unterstutzt.
Der mRNA Gehalt des Androgenrezeptors (AR) ist in Abbildung 26 darge-
stellt. Eine Applikation von DHT fuhrt in den Versuchen der vorliegenden
Dissertation zu einer Induktion des mRNA Gehalts des AR und zu einer Re-
pression diesen durch Flutamid. Durch den Einsatz des Antiandrogens Flu-
tamid in Kombination mit DHT ([10® M] und [10® M]) konnte gezeigt werden,
dass das Antiandrogen die Wirkung von DHT kompensieren kann. Somit
verhalt sich das Testsystem erwartungsgemali.
Eine Applikation der C2C12 Zellen mit DHT flhrt aulerdem zu einer deutli-
chen Stimulation des Myostatin mMRNA Gehalts (Abb. 27). Eine Behandlung

mit DHT in einer Konzentration von [10® M] zeigt einen signifikanten Anstieg
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des Myostatin mRNA Gehalts. Dieser Effekt lasst sich durch Zugabe des An-
tiandrogens Flutamid antagonisieren. Daraus lasst sich schlieRen, dass Myo-
statin Uber den Androgenrezeptor vermittelten Signaltransduktionsweg beein-
flusst wird. Uber welche genauen molekulare Mechanismen der aktivierte
Androgenrezeptor die Myostatinexpression beeinflusst, lasst sich nicht er-
schlielen. Es besteht die Moglichkeit einer direkten Einflussnahme, bzw.
uber die Einbindung weiterer Transkriptionsfaktoren. In der Literatur finden
sich derzeit keine Hinweise. Um eine fundierte Aussage treffen zu kdnnen ist
die Durchfuhrung weiterer Experimente notwendig.

Siriett et al. (2006) untersuchten die Regulation der Genexpression eines an
den Androgenrezeptor bindenden Co-Faktors (ARA-70 = androgen receptor
associated protein-70) durch Myostatin. Sie konnten eine erhdhte Expression
von ARA-70 im M. biceps femoris in Mausen ohne Myostatin im Vergleich zu
Muskeln aus Wildtyp-Mausen feststellen. Eine Zugabe von exogenem Myo-
statin fuhrte zu einem Absinken der ARA-70 Expression, so dass sie daraus
schlossen, dass Myostatin ein negativer Regulator der ARA-70 Expression
sein konnte. Aufgrund ihrer Ergebnisse und einer Hypertrophiezunahme
durch ein Fehlen an Myostatin und einer erhdohten Expression von AR sind
sie der Meinung, dass zumindest teilweise die Hypertrophie durch einen
Mangel an Myostatin beeinflusst wird, der die Aktivitdt des AR Uber eine
vermehrte ARA-70 mRNA Expression beeinflusst. ARA-70 ist bekannt als
Co-Faktor, der den Androgenrezeptor stimuliert.

Die Untersuchung von Siriett et al. (2006) unterstutzt in Hinsicht auf die Re-
gulation des AR die Vermutung, dass der AR durch Myostatin in den C2C12
Zellen reguliert wird. Auch bei diesem Experiment ist es notwendig, die Da-

ten auf Proteinebene zu bestatigen.
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4.3 Die Effekte eines Trainings in vivo auf den mRNA Gehalt ver-
schiedener Gene, die in den Prozess der Differenzierung invol-

viert sind

Durch die in den vorherigen Abschnitten gezeigte Regulationen durch
Androgene in den in vitro Exprerimenten, konnte eine Vielzahl von Genen,
die in Differenzierungsprozesse involviert sind, beeinflusst werden. In den
folgenden beschriebenen in vivo Versuchen sollte die Frage geklart werden,
inwieweit der mMRNA Gehalt differenzierungsrelevanter Gene im Skelettmus-
kel durch korperliche Aktivitat beeinflusst werden. Zur Analyse zeit- und trai-
ningsabhangiger Einflusse auf die mRNA Gehalte wurde ein Schwimmexpe-
riment durchgefuhrt (s. Kap. 2.2.1 und 3.1). Zur in vivo Bestimmung wurde
der M. gastrocnemius ausgewahlt, da in vorausgegangenen Untersuchungen
dieser Muskel mit dem niedrigsten mRNA Gehalt von Myostatin nach einem
Trainingsreize reagiert. Andere Muskeln, wie der M. soleus, lassen kaum
Regulationstendenzen in Bezug auf den Myostatin mRNA Gehalt erkennen
(Matsakas et al. 2005; Matsakas, 2004). Diese Effekte konnten auf die unter-
schiedlichen Fasertypzusammensetzungen der Muskeln zurlickzufihren
sein. Der M. gastrocnemius wird als ein Muskel beschrieben, der sich bei der
Ratte vorwiegend aus schnellen Muskelfasern (Bar und Pette, 1988), wah-
rend der M. soleus sich hauptsachlich aus langsamen Muskelnfasern zu-
sammensetzt (Demirel et al., 1999). Auch Carlson et al. (1999) zeigten eine
enge Verbindung der Myostatinexpression mit der MHC Ilb Isoform im Mus-
kel.

Notch-1, Delta-1 und Sox-8 wurden neben Myostatin ebenfalls auf ihre Regu-
lationen untersucht. Eine nahere Beschreibung der einzelnen Gene Myosta-
tin, Notch-1, Delta-1 und Sox-8 erfolgte in Kap. 1.2.

Schwimmtraining mit Ratten ist eine oft genutzte Trainingsmethode in Stu-
dien, welche das Verhalten nach einer Applikation von pharmakologischen
Wirkstoffen erforschen (Detke und Lucki, 1996; Yates et al., 1991), sowie flr
Untersuchungen von Trainingseffekten auf die Muskulatur von Tieren (Booth
und Thomason, 1991). Fir diesen Zweck wurde ein Schwimmtraining als
Methode flr ein einmaliges intensives, sowie Uber mehrere Tage durchge-

fuhrtes Ausdauer-Trainingsmodell eingesetzt. Flr das Training Uber mehrere
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Tage wurde der Zeitraum von drei Tagen gewahlt, da davon auszugehen ist,
dass nach dieser Trainingsperiode eine Adaptation auf molekularer Ebene zu
erwarten ist, wie sie schon nach einem funf Tage-Training beobachtet wer-
den konnte (Matsakas, 2004).

Seit der Entdeckung von Myostatin im Jahr 1997 durch McPherron sind die
Funktion, die Lokalisation sowie die Wirkungsweisen auf mehreren Gebieten
weitgehend erforscht worden, darunter in der Tierzucht (Kambadur et al.,
1997; McPherron und Lee, 1997), der Raumfahrt (Lalani et al., 2000), der
klinische Therapie (Gonzalez-Cadavid et al., 1998; Sharma et al., 1999) und
der Altersforschung (Ivey et al., 2000; Marcell et al., 2001). Mehrere Studien
haben bisher die mMRNA Expression von Myostatin nach einem Ausdauertrai-
ning mit unterschiedlichen Intensitaten untersucht (Carlson et al., 1999; Roth
et al., 2003; Willoughby, 2004; Friedel, 2002; Matsakas, 2004), doch sie ge-
langten nicht zu einheitlichen Resultaten. Die Wirkungsweise von Myostatin
in Folge von korperlichem Training oder seine Rolle bei der Differenzierung
von Skelettmuskelzellen bedarf somit weiterer Untersuchungen. Friedel
(2002) und Matsakas (2004) zeigten eine Repression des mRNA Gehalts
von Myostatin nach langfristigem (Uber drei Monate) Ausdauertraining, wie
auch nach einem Schwimmtraining Uber funf Tage (Matsakas et al., 2005).
Die Ergebnisse aus vorausgegangenen Studien belegten einen geschlechts-
unspezifischen, erniedrigten mMRNA Gehalt von Myostatin nach einem Trai-
ningsreiz (Friedel, 2002; Matsakas, 2004).

Die Ergebnisse des im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Trai-
ningsexperiments belegen, dass der Myostain mRNA Gehalt (s. Abb. 16)
nach drei Tagen Training hochsignifikant reprimiert wird. Dies ist in Uberein-
stimmung zu friheren Befunden, die ein ahnliche Regulation nach einem
Schwimmtraining Uber funf Tage ergaben. Interessanterweise ist bereits
durch ein einmaliges Training nach sieben Stunden eine hochsignifikante
Repression von Myostatin zu erkennen. Nach 24 Stunden ist die Repression
abgeschwacht. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass der mRNA Gehalt
von Myostatin durch ein einmaliges, wie auch Uber mehrere Tage durchge-
fuhrtes Training moduliert wird. Dies weist auf eine potentielle Rolle von Myo-

statin beim Umbau der Muskulatur als Reaktion auf einen Trainingsreiz hin.
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Fir die Regulation des mRNA Gehalts von Notch-1, Delta-1 und Sox-8 infol-
ge eines Trainingsreizes existiert keine Vergleichsliteratur. Die vorliegende
Dissertation stellt die erste Untersuchung hierfur dar. Der mRNA Gehalt von
Notch-1 wird durch einen Trainingsreiz nicht signifikant reguliert (s. Abb. 13).
Mit der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die mRNA
Gehalte von Delta-1 (s. Abb. 14) und Sox-8 (s. Abb. 15) durch ein Training
beeinflusst werden. Der mRNA Gehalt von Delta-1 wird vergleichbar mit
demjenigen von Myostatin durch ein einmaliges wie auch ein dreitagiges
Training signifikant repremiert. Es konten keine signifikanten Unterschiede
des mRNA Gehalts von Sox-8 nachgewiesen werden. Dennoch ist eine Ten-
denz zur Erniedrigung des mRNA Gehalts von Sox-8 durch Training erkenn-
bar.

Vergleicht man die Regulationstendenzen im Schwimmtraining mit den Expe-
rimenten in vitro in den C2C12 Zellen, so wird deutlich, dass die Gene Sox-8
und Delta-1 in einer ahnlichen Weise nach einem Trainingsreiz wie auch
nach einer Applikation durch DHT reguliert werden. Abbildung 37 gibt einen
Uberblick Uber die Regulationen des mRNA Gehalts von Notch, Delta und
Sox-8 in vitro und in vivo. Wie bei den Zellexperimenten bleibt hier festzuhal-

ten, dass eine Bestatigung der Daten auf Proteinebene notwendig ist.

Kontroll- HS FKS + DHT | Einmaliges | Dreitagiges
gruppe [10°M] Training Training
24h

Notch L l T
Delta L T l
Sox-8 L T l

'y
,

«— |+— | —

Tab. 6: Zusammenfassender Uberblick tiber die Regulationen des mRNA Gehalts in vitro
und in vivo fir Notch, Delta und Sox-8 (Fingerprint)
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4.4 Analyse molekularer Mechanismen der gewebsspezifischen Wir-

kung von unterschiedlichen anabolen Steroiden

In der vorliegenden Dissertation wurde die Wirkung von Androgenen
und Trainingsreizen auf den mRNA Gehalt von unterschiedlichen, differen-
zierungsrelevanten Genen untersucht. Mit den in diesem Kapitel beschriebe-
nen Versuchen sollen molekulare Mechanismen der gewebsspezifischen
Wirkung von unterschiedlichen anabolen Steroiden aufgeklart werden. Ne-
ben einer toxikologischen Risikobewertung relevanter Verbindungen, wie z.B.
auch neuartiger ,Designersteroide” wie THG und DMT, war auch hier die
Charakterisierung spezifischer molekularer Mechanismen, wie z.B. der Ein-
fluss von Myostatin von Bedeutung.

Die am haufigsten verwendeten Dopingsubstanzen stellen die Gruppe der
anabolen Steroidhormone dar. Seit diese auf der Verbotsliste stehen, haben
Trainer und Athleten versucht, neue Stoffe zu finden, die bei Dopingkontrol-
len nicht auffindbar sind. Gerlchte Uber solche neuartigen Steroide sind
schon seit ca. 15 Jahren im Umlauf. Die Entdeckung von sogenannten ,De-
signersteroiden®, welche nicht auf dem o6ffentlichen Markt erhaltlich sind,
sondern eigens entworfen, synthetisiert und in Umlauf gebracht wurden, um
sie als unauffindbare Dopingsubstanz zu nutzen, stellen eine neue Klasse
von Substanzen dar. Eine dieser Substanzen ist das ,Designersteroid“ THG;
diese wurde weder pharmakologisch noch toxikologisch analysiert, bevor sie
von Trainern und Athleten milRbraucht wurde. Zur Dopingkontrolle und -pra-
vention ist es aber notwendig, Auswirkungen und Nebenwirkungen solcher

Substanzen zu erkennen und die Athleten dariiber aufzuklaren.

4.41 Analyse des Rezeptorbindungstests

Die vorliegende Studie sollte im Hinblick auf zuklnftige Dopingkontrol-
len und zur Dopingpravention einige Substanzen pharmakologisch beschrei-
ben und mdgliche Nebenwirkungen aufdecken. Als Erstes sollte das phar-
makologische Profil von Tetrahydrogestrinon (THG), Androstendion (AND),
Norandrostendion (NOR), Norbolethon (NB), Propyltrenbolon (Propyl) und
1-Testosteron (1-Testo), sogenannte ,Designersteroide” und Prohormone,

charakterisiert werden. Die Bindungsaffinitat dieser Substanzen an den An-
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drogen- (AR) und Glucocorticoid- (GR) (s. Tab. 4) sowie an den Progesteron-
(PR) und Mineralcorticoidrezeptor (MR) (s. Tab. 5) wurde mittels eines Re-
zeptorbindungstests (s. Kap. 2.5) gepruft.

Bisher stand lediglich die Bindungsaffinitat von THG an den AR im Interesse
der Wissenschaft (Labrie et al., 2005). Die Daten aus der vorliegenden Dis-
sertation (Tab. 4 und Tab. 5) zeigen, dass THG mit einer grof3en Affinitat,
aber unselektiv an den AR, jedoch auch an den GR, PR und MR bindet. Die
hohe Bindungsaffinitat von THG an den AR konnte in einem Transaktivie-
rungstest im Androgenrezeptor-Hefesystem von mehreren Gruppen nachge-
wiesen werden (Friedel et al., 2005; Labrie et al. 2005). Die hohe Affinitat an
den PR stimmt mit Ergebnissen von Death et al. (2004) uberein, die zeigten,
dass THG PR-vermittelte Genaktivitat in einem PR Transaktivierungssystem
in Hefezellen aktiviert. Erstaunlicherweise war die Bindungsaffinitat zu den
zwei weiteren getesteten Rezeptoren ebenfalls hoch. In der Literatur wird
THG als typisches anaboles Steroid beschrieben (Jasuja et al., 2005; Labrie
et al., 2005). Die hier erhobenen Daten zeigen, dass die Affinitat zu allen ge-
testeten Rezeptoren sehr hoch ist und THG deshalb auch als Gestagen,
Glucocorticoid oder Mineralocorticoid wirken kénnte. Unerwiinschte Neben-
wirkungen, wie die Hemmung der Gonadotropin Ausschuttung oder die Hem-
mung der Spermienproduktion bzw. -reifung, die Ublicherweise durch zu
hohe Gestagenkonzentration beim Mann ausgeldst werden, scheinen durch
THG jedoch unwahrscheinlich. Eine Bindung an den GR und MR steht oft in
Zusammenhang mit glucocorticoiden oder mineralocorticoiden Hormonwir-
kungen und ist ein ernstzunehmendes Signal flr schadliche Nebenwirkungen
(Miller et al., 1993), z.B. auf die inneren Organe.

Fir AND, NOR und 1-Testo liegt eine hohe und spezifische Bindungsaffinitat
an den AR vor. Propyl hingegen weist eine ahnliche Affinitat zu dem AR, GR
und PR auf.

Hefezellmodelle werden oft genutzt, um molekulare Mechanismen der Ste-
roidhormonwirkung zu studieren. In vitro Daten aus Versuchen mit Hefezel-
len zeigen, dass 1-Testo eine vergleichbar hohe AR-Transaktivierungspotenz
besitzt wie DHT (Friedel et al., 2006). Im Hinblick auf die hier gewonnenen
Daten ist es wichtig hervorzuheben, dass Waterman und Lepesheva (2005)

Hefen eine geringe Fahigkeit zuschreiben, Steroide aus Saugetieren zu me-
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tabolisieren. Somit gibt die hohe Transaktivierungspotenz von 1-Testo im
Hefemodell einen Hinweis darauf, 1-Testo als starken AR Agonisten, sogar

ohne metabolisiert zu werden, zu sehen (Friedel et al., 2006).

4.4.2 Analyse der Substanzen im klassischen Hershberger Versuch
Aufgrund der im Rezeptorbindungstest erhobenen Daten sollten die
durch ausgewahlte Substanzen ausgelosten, physiologischen Veranderun-
gen in vivo untersucht werden. Orchiektomierte, mannliche Ratten wurden
mit TP, THG, NOR, DMT, 1-Testo und Propyl nach dem klassischen Design
des Hershberger Versuchs behandelt (Yamasaki et al., 2003). Intakte und
orchiektomierte Tiere dienten als Kontrollgruppe.
Eine Behandlung mit TP, THG und 1-Testo fuhrt zu einer Stimulation der
Grofle und des Gewichts von androgen-sensitivem Gewebe, wie z.B. der
Samenblase (s. Abb. 28) und der Prostata (s. Abb. 29) in orchiektomierten
Tieren. In Bezug auf diese Parameter haben THG und 1-Testo die gleiche
Wirkstarke wie TP. Friedel et al. (2005 und 2006) untersuchen die Transakti-
vierung von THG und 1-Testo in einem Androgenrezeptor abhangigen Re-
portergenexpressions-System. Ergebnisse aus diesen Untersuchungen im
Hefesystem zeigen fur 1-Testo eine hohe Transaktivierungspotenz, was 1-
Testo als starken Androgenrezeptor Agonist charakterisiert. Die Potenz von
THG die AR-abhangige Reportergenexpression zu transaktivieren, war ca.
zehn mal schwacher als diejenige fur die Referenzsubstanz DHT (Friedel et
a., 2005). Dies stellt einen weiteren Indikator fur die hohe androgene Potenz
dieser Substanzen dar. Weiterhin sind THG und 1-Testo in der Lage — genau
wie TP — den androgen-sensitiven M. levator ani, einen klassischen Biomar-
ker fur anabole Wirkung, zu stimulieren. Die Daten von THG stimmen mit
Daten aus der Literatur Uberein, die eine androgene sowie anabole Wirkung
fur THG in orchiektomierten Ratten und Mausen beschreiben (Labrie et al.,
2005; Jasuja et al., 2005). Eine Behandlung der orchiektomierten Ratten mit
Propyl hat eine niedrige anabole und androgene Wirkungsstarke. Interessan-
terweise fuhrt eine Applikation von DMT und NOR zu einer geringen andro-
genen Wirkung in Prostata und Samenblase, jedoch zu einer hochsignifikan-

ten anabolen Wirkung im M. levator ani. Diese zwei Substanzen kdnnten
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somit als stark wirksame anabole Steroide mit SARM (selektive Androgenre-
zeptor Modulatoren) ahnlichen Eigenschaften beschrieben werden.

Ein zusatzliches Ziel dieser Studie war es, mdgliche Nebenwirkungen der
untersuchten Substanzen aufzudecken. Als Marker einer MR-Aktivierung
wurden die Korper- und Organgewichte gemessen. Eine Aktivierung des MR
kann Effekte auf die Wasseransammlung aufweisen und beeinflusst damit
die Gewichtszunahme.

Die Gesamtgewichte der Tiere zeigten keine Unterschiede auf. Die Gewichte
der Leber (s. Abb. 31) zeigten nur Unterschiede nach Behandlung mit
1-Testo und Propyl; die weiteren untersuchten Substanzen lieRen keinen
signifikanten Einfluss auf das Lebergewicht erkennen. Das kann ein Hinweis
darauf sein, dass die hohe Affinitat von THG an den MR keine physiologi-
schen Effekte wie eine Erhdhung der Wassereinlagerung aufweist. Eine
zwolftagige Behandlung kénnte jedoch auch ein zu kurzer Zeitraum fir eine
Anpassung des Gewebes darstellen. Die Unterschiede im Lebergewicht bei
1-Testo und Propyl kdnnten auf einen moglichen Nebeneffekt hinweisen.

Die Aktivitierung des GR fuhrt moglicherweise zu einer Erhéhung von Gluco-
corticoid-sensitiven Marker-Genen in der Leber. Um die Regulation der Gen-
expression in Bezug auf molekulare Mechanismen und mogliche toxische
Wirkungen der untersuchten Substanzen zu charakterisieren, wurde der Ty-
rosin Aminotransferase (TAT) mRNA Gehalt in der Leber (s. Abb. 32) mittels
Real-Time PCR analysiert. TAT ist ein Gen, welches glucocorticoid-
responsive Elemente (GREs) in der Promoterregion besitzt (Muller et al.,
1985, Becker et al. 1986). Seine Expression wird direkt durch Glucocorticoi-
de reguliert (Schmidt et al., 1987). Im Vergleich zu einer Behandlung mit TP
fuhrte eine Applikation von THG zu einer signifikanten Repression, die Be-
handlung mit DMT zu einer signifikanten Induktion des TAT mRNA Gehalts in
der Leber. Die Applikation mit NOR fuhrte zu einem erniedrigten TAT mRNA
Gehalt. Eine Modulation dieses Genes in vivo kdnnte einen Hinweis geben,
dass diese Substanzen mit dem GR interferieren. DMT aktivierte den TAT
MRNA Gehalt. Dexamethasone, ein GR agonistischer Ligand, fuhrt ebenso
zu einer erhdhten TAT mRNA Expression in der Leber von Ratten. Im Ge-
gensatz dazu reprimierten THG und NOR den mRNA Gehalt von TAT. Ein

solches Regulationsmuster ist typisch flr Substanzen wie Dimethylnitrosamin
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(Miller et al, 1993) oder xenobiotische Substanzen, wie Tolylfluanid und Ke-
toconazol (Johansson et al., 2005), die fur die Leber toxisch und karzinogen
sind. Somit zeigten unsere Untersuchungen fur THG und in geringerem Ma-

Re ebenfalls flir NOR eine potentielle toxische Wirkung auf die Leber.

4.4.3 Analyse des mRNA Gehalts von Myostatin und AR im M. gastroc-
nemius nach Behandlung mit unterschiedlichen anabolen Sub-
stanzen
Im Weiteren wurden der Myostatin und der AR mRNA Gehalt im M.

gastrocnemius mittels Real-Time PCR analysiert. Wie schon in den Antago-

nisierungsexperimenten nachgewiesen, zeigten die mRNA Gehalte von Myo-
statin und diejenige des AR ahnliche Regulationstendenzen auf. Eine Be-
handlung mit TP hat kaum einen Einfluss auf den mRNA Gehalt von Myosta-

tin (s. Abb. 33) oder auf den von AR (s. Abb. 34).

Eine Behandlung mit THG fluhrt zu einer Repression des mRNA Gehalts von

Myostatin (signifikant) und AR. Dieses Regulationsmuster kann als Hinweis

auf eine antiglucocorticoide Wirkung von THG gewertet werden. Die bisher

im Rahmen dieser Dissertation gezeigten Befunde charakterisieren THG

funktionell als Glucocorticoid (s. Kap. 2.4.1 und 2.4.5). Untersuchungen von

Budasz-Swiderska (2005) zeigen, eine Zunahme der Myostatinexpression in

glucocorticoid-behandelten C2C12 Myoblasten. Vor diesem Sachverhalt und

im Hinblick auf die Beobachtung, dass Androgene wie Testosteron Propionat

den Myostatin mMRNA Gehalt nicht beeinflussen, kann eine Repression der

des Myostatin mRNA Gehalts durch THG als antiglucocorticoide Wirkung
interpretiert werden. Glucocorticoide sind bekannt daflr, dass sie einen ne-
gativen Einfluss auf die Hypertophie haben, d.h. sie induzieren Proteinverlust
und direkte, katabole Effekte und damit atrophische Prozesse in der Skelett-

muskulatur (Sheffield-Moore und Urban, 2004; Almon und Dubois, 1990).

Osteoporose, Diabetes, Myopathien, sowie beeintrachtigte Wundheilung sind

die bekanntesten Nebeneffekte von Glucocorticoiden. Die antiglucocorticoide

Wirkung von THG konnte daher als zusatzliche anabole Komponente gedeu-

tet werden.

Im Gegensatz dazu wird der mRNA Gehalt von Myostatin durch eine Applika-

tion von NOR (sehr hochsignifikant) und DMT (signifikant) induziert. Diese
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beiden Substanzen sind am starksten spezifisch anabol (s. Abb. 30) und we-
nig androgen (s. Abb. 28 und 29) wirksam. Wie bei den vorausgegangen
Versuchen mussen auch hier die erhaltenen Daten auf Proteinebene besta-

tigt werden.

4.5 Analyse der Kombination eines Trainings und einer gleichzeiti-
gen Behandlung mit Androgenen auf den mRNA Gehalt von Myo-

statin im M. gastrocnemius

Die bisherigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der
MRNA Gehalt von Myostatin in vitro in den C2C12 Zellversuchen nach einer
Behandlung mit DHT moduliert wird. Aus den in vivo Daten geht hervor, dass
der Myostatin mMRNA Gehalt ebenfalls durch einen Trainingsreiz oder auch
ein Training Uber mehrere Tage beeinflusst wird. Eine Behandlung von or-
chiektomierten Tieren mit unterschiedlichen androgenen und anabolen Sub-
stanzen macht daruber hinaus deutlich, dass zumindest der mRNA Gehalt
von Myostatin auch in vivo durch Androgene reguliert wird.

Um die kombinierten Einflisse von Training und Androgenen auf den Myo-
statin mMRNA Gehalt zu analysieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein wei-
terer tierexperimenteller Versuch durchgefuhrt.

Wahrend des hier beschriebenen Experiments wurden orchiektomierte
(ORX) und intakte (INT) Tiere mit unterschiedlichen Dosierungen an TP (1
mg/kg/KG fir ORX und 10 mg/kg/KG fur INT pro Tag) behandelt und absol-
vierten ein Schwimmtraining Uber drei Tage. Die hohe Dosierung fir die INT
Tiere sollte eine Dopingsituation eines Athleten simulieren.

Der Myostatin mMRNA Gehalt in den unbehandelten intakten Tieren war, wie
auch in dem vorherigen Schwimmversuch und in den Langzeitexperimenten
(Matsakas et al. 2005; Matsakas, 2004), nach einem dreitagigen Training
sehr hochsignifikant reprimiert (s. Abb. 35). Hiermit konnten die bisherigen
erhobenen Daten der vorliegenden Dissertation in intakten Tieren bestatigt
werden. Ebenso konnte eine hochsignifikante Erniedrigung des mRNA Ge-
halts von Myostatin nach einer Behandlung mit einer supraphysiologischen
Dosis an TP in Kombination mit einem Training beobachtet werden. Testos-

teron Propionat unterstitzt somit die Effekte eines Trainings auf den mRNA
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Gehalt von Myostatin. Eine Applikation von TP ohne Training fihrt dagegen
zu keinem Einfluss auf die Myostatin mRNA Regulation in intakten Tieren (s.
Abb. 35).

Betrachtet man die Ergebnisse der orchiektomierten Tiere (s. Abb. 36), so
wird deutlich, dass nach einer Behandlung dieser Tiere mit TP (vergleichbar
mit einem intakten Tier) in Kombination mit Training der mRNA Gehalt von
Myostatin wiederum reprimiert ist, was alle bisherigen Ergebnisse in intakten
Tieren ebenfalls bestatigen.

Ein Training mit orchiektomierten Tieren induziert eine hochsignifikante Zu-
nahme des Myostatin mMRNA Gehalts. Die gleiche hochsignifikante Zunahme
ist nach Applikation von TP zu erkennen. Die Kombination von Training und
einer Applikation von TP fuhrt zu keinem gleich hohen mRNA Gehalt von
Myostatin. Im Vergleich zu unbehandelten, trainierten und orchiektomierten
Tieren, kann man jedoch die starke Antagonisierung des Effekts beobachten.
Diese Ergebnisse konnte einen Hinweis darauf geben, dass ein Training die-
ser Tiere ohne Steroide eher einen katabolen Effekt auf die Skelettmuskula-
tur aufweist.

Es ist bekannt, dass im Alter die Hormonproduktion von Frauen und in hohe-
rem Mal3e die von Mannern abnimmt. Die wichtigen altersabhangigen Ver-
anderungen in der mannlichen Korperzusammensetzung sind haupstachlich
verknUpft mit der progressiven Abnahme von zirkulierenden anabolen Hor-
monen, von denen Testosteron eine bedeutende Rolle zukommt (Moretti et
al, 2005). Dieser Hormonabfall hangt mit einer Abnahme der Muskelmasse
zusammen. Konsequenz ist das haufige Auftreten von Sarkopenie, altersbe-
dingter Muskelschwund, bei alteren Menschen. Eine mogliche Therapieform
im Alter kdnnte ein gezieltes Muskelaufbautraining sein. In der hier durchge-
fuhrten Studie konnte allerdings beobachtet werden, dass ein sportliches
Training in orchiektomierten Ratten mdglicherweise einen katabolen Effekt
auf die Muskulatur ausubt. Auch eine alleinige Applikation von TP scheint mit
katabolen Effekten einher zu gehen. Diese Ergebnisse sind aus therapeuti-
scher Sicht sehr hilfreich und lassen den Schlul® zu, dass eine optimale The-
rapieform der Sarkopenie aus einer Kombination von sportlichem Krafttrai-

ning und einer gezielten Gabe von Androgenen bestehen kénnte.
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Im Hinblick auf die hier erhaltenen Daten und vor dem Hintergrund der bisher
veroffentlichen Literatur zu diesem Themenkomplex gestaltet sich eine biolo-
gische Interpretation der Ergebnisse als aul3erst schwierig. Es bleibt jedoch
festzuhalten, dass TP signifikante Veranderungen von Myostatin auf mRNA
Ebene hervorruft und folglich Steroidhormone das Differenzierungsverhalten
beeinflussen. Die hier gezeigten Wirkungen auf mRNA Ebene mussen auf

Proteinebene zusatzlich bestatigt werden.

4.6 Ausblick

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Versuche zeigen
deutlich, dass ein sportliches Training , sowie eine Behandlung mit anabolen
Steroiden den mRNA Gehalt von unterschiedlichen Genen, die bei der Diffe-
renzierung von Satellitenzellen eine entscheidende Rolle spielen, in der Ske-
lettmuskulatur moduliert. Die Regulationsmuster der untersuchten Gene
(Myostatin, Notch-1, Delta-1, Sox-8 und AR) wurden in vitro und in vivo un-
tersucht und dargestellt. Die molekularen Mechanismen der jeweiligen
Signaltransduktionswege sind sehr komplex, durfen jedoch nach den hier
vorgestellten Resultaten nicht einzeln, sondern im Kontext betrachtet wer-
den. Die Verknupfung aller in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse ist
fir das Verstandnis der molekularen Mechanismen der Muskeldifferenzie-

rung und -proliferation im Zusammenhang wichtig (s. Abb. 37).
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Abb. 37: Zusammenspiel von Training und Androgenen auf den Prozess der Proliferation
und Differenzierung von Satellitenzellen.
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Bei einer derartigen kombinatorischen Betrachtung wird deutlich, dass DHT
und Training in gleicher Weise die mRNA Gehalte von Sox-8, Delta-1 und
Notch-1 regulieren, also die gleichen molekularen Signaltransduktionswege

aktivieren (Notch-1), bzw. hemmen (Sox-8 und Delta-1).

Die erhobenen Daten zeigen im Wesentlichen mRNA Gehaltsmuster der un-
tersuchten Gene. In nachfolgenden Untersuchungen wird es wichtig sein,
diese Daten auf Proteinebene zu bestatigen.

Erste Ergebnisse hierzu liegen bereits vor: So konnten die Expression und
die Lokalisation von Myostatin in C2C12 Zellen nach unterschiedlichen Ap-
plikationen von Differenzierungsmedium und/oder DHT mit Hilfe der Immu-
nocytochemie in einer Zeitreihe nachgewiesen werden (s. Abb. 38). In unter-
schiedlichen Geweben (humane Muskulatur (M. lateralis), Muskulatur aus
der Ratte (M. gastrocnemius), C2C12 Zellen in DMEM/FKS oder DMEM/HS
gewachsen) konnten zudem drei verschiedene Formen des Myostatinpro-
teins im Western Blot detektiert werden: Die aktive Form bei 26 kDA, das
latent assoziierte Protein bei 40 kDA und das Vorlauferprotein bei 52 kDA (s.
Abb. 39).

a) Kontrolle b) Myostatin: 4 Tage c) Myostatin: 8 Tage

Abb. 38: Immuncytochemische Farbung von Myostatin in C2C12 Zellen a) Kontrolle b) 4
Tage und c) 8 Tage in DMEM/FKS gewachsen.



Diskussion 110

Myostatin

< 52 kDA
40 kDA

< 26 kDA

Kontrolle (Aktin)
42 kDA

Abb. 39: Myostatin im Western Blot. Unten Aktinfarbung als Kontrolle, oben Myostatin (hu-
man (1), Ratte (2), C2C12 Zellen in DMEM/FKS (3) und DMEM/HS(4)). Drei Formen von
Myostatin (52, 40 und 26 kDA) detektierbar.

Die entsprechenden Nachweise fur Sox-8, Delta-1 und Notch-1 stehen der-
zeit noch aus; nach erfolgreicher Etablierung sollte dies aber eine Reihe
neuer Untersuchungsmoglichkeiten und damit weitere wertvolle Einblicke in
die Adaptation der Skelettmuskulatur gewahren.

Die damit gewonnen Erkenntnisse konnten von zukunftsweisender Bedeu-

tung fur die Konzipierung neuer innovativer Trainingsmethoden sein.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In den vergangenen Jahren hat eine Vielzahl an Studien verdeutlicht,
dass die Homoostase und im Speziellen die Adaptation der Skelettmuskula-
tur an Trainingsreize aber auch an den Einfluss anabol wirksamer Hormonen
und Wachstumsfaktoren durch ein komplexes Zusammenspiel molekularer
Wirkungsmechanismen moduliert wird. Einige dieser Faktoren, wie z.B. Myo-
statin, Notch-1, Delta-1 und Sox-8 stehen seit einiger Zeit, bedingt durch Dis-
kussionen um Doping, aber auch altersbedingter Muskeldystrophieerkran-
kungen, im Blickpunkt des wissenschaftlichen, aber auch des offentlichen
Interesses.

Die genauen Zusammenhange von Muskeldifferenzierung und molekularen

Wirkungsmechanismen konnten allerdings noch nicht aufgeklart werden.

Die vorliegende Dissertation untersucht:

1. Den Einfluss von Androgenen und anabolen Steroiden auf molekulare
Mechanismen der Satellitenzelldifferenzierung in vitro und dessen
Wirkungsmechanismus.

2. Den Einfluss von Training und/oder einer Applikation von Testosteron
Propionat auf molekulare Mechanismen der Satellitenzelldifferenzie-
rung in vivo.

3. Die substanz- und gewebsspezifische Wirkung sog. ,Designersteroi-

de“ und verschiedener Prohormone in vitro und in vivo.

Diesen Fragestellungen wurde mittels molekularbiologischer Analysemetho-
den wie PCR, Rezeptorbindungstest, Creatin-Kinasebestimmung und Durch-
flusszytometrie in verschiedenen Trainingsmethoden an Ratten, sowie einem

Zellkulturmodell mit murinen C2C12 Myoblasten nachgegangen.

Hierbei zeigte sich, dass Androgene und anabole Steroide das Proliferations-
und Differenzierungsverhalten von Satellitenzellen positiv beeinflussen.

Eine Analyse der mRNA Gehalte von Sox-8, Notch-1 und Delta-1 wiesen die
gleichen Regulationstendenzen sowohl in vitro als auch in vivo auf. Eine an-

drogenrezeptor-vermittelte Beeinflussung des Myostatin mRNA Gehalts
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konnte durch Antagonisierungsexperimente mit dem Antiandrogen Flutamid
nachgewiesen werden. Der Myostatin mRNA Gehalt wurde in Tierexperimen-
ten nach Training und/oder einer Applikation von TP in intakten oder
orchiektomierten Ratten unterschiedlich reguliert.

Die Charakterisierung der verschiedenen anabolen Steroiden und ,De-
signersteroiden® ergab fur die einzelnen Substanzen verschiedene Bin-
dungsaffinitaten zu den getesteten Rezeptoren (Androgen-, Glucocorticoid-,
Progesteron- und Mineralocorticoidrezeptor). Diese Substanzen zeigten zu-
dem in einem klassischen Hershberger-Assay anabole und/oder androgene
Wirkung; bei einigen Substanzen konnten lebertoxische Nebenwirkungen

nachgewiesen werden.

Eine kombinierte Betrachtung der erhobenen Daten macht deutlich, dass
Training sowie anabole Steroide die untersuchten molekularen Signaltrans-
duktionswege modulieren und dabei zum Teil ahnliche Regulationstenden-

zen aufweisen.

Die vorliegende Arbeit gewahrt damit wertvolle Einblicke in die molekularen
Mechanismen der Adaptation der Skelettmuskulatur.

Die damit gewonnenen Erkenntnisse kdnnten von zukunftsweisender Bedeu-
tung fur die Konzipierung neuer innovativer Trainingsmethoden und Ansatze
in der Dopingpravention sein. Nicht zuletzt ergeben sich hieraus auch inte-
ressante neue therapeutische Behandlungsstrategien fur Krankheiten wie

Sarkopenie und andere Muskeldystrophien.
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7 ANHANG

7.1  Abkurzungsverzeichnis
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Intracellular Portion of Notch-1
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Sex-determining Region Y
Transforming growth factor beta 1
Tetrahydrogestrinon
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1-Testosteron
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(3H)markierten spezifischen Referenzliganden (= 1) flr den jeweiligen
Rezeptor (Progesteron, Aldosteron) zu ersetzen. ............ccccoovvvvvinnnnnn... 76

Tab. 6: Zusammenfassender Uberblick Uiber die Regulationen des mRNA
Gehalts in vitro und in vivo fur Notch, Delta und Sox-8 (Fingerprint) .. 100
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