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1. Einleitung

1.1. Entwicklung von Blutgefilfien

Vitales Gewebe ist in seinem Metabolismus von der Versorgung mit Sauerstoff und
Néhrstoffen sowie dem Abtransport von Metaboliten abhingig. Da Sauerstoff jedoch
nur geringe Diffusionsstrecken in Geweben aufweist, befinden sich fast alle Zellen des
Korpers, mit Ausnahme sehr bradytrophen Gewebes wie z. B. Knorpel, in maximaler
Entfernung von 100 um bis 150 um zum néchsten Blutgefdll (Augustin, 2003).

Das Herzkreislaufsystem ist das erste funktionelle Organsystem, das wéhrend der
Embryonalentwicklung angelegt wird. So wird wéhrend der Ontogenese ein primitives
Gefidlinetz bereits angelegt, wenn der Embryo selbst noch per Diffusion erndhrt wird
(Flamme et al., 1997). Erkenntnisse iiber die embryonale GefaBBentwicklung haben
entscheidend zum Verstidndnis der physiologischen und pathologischen Angiogenese
beim Erwachsenen beigetragen. So wurde die Entwicklung der Blutgefidf3e in den letzten
30 Jahren sehr intensiv beforscht. Dies ging vor allem von der Onkologie aus, da
Tumorwachstum sehr stark von der Angiogenese beeinflusst wird. Somit hat dieses
Thema in den letzten zehn Jahren grofle Bedeutung erlangt, was sich in der immens
gestiegenen Zahl der wissenschaftlichen Verdffentlichungen widerspiegelt. Inzwischen
sind die meisten grundlegenden Mechanismen der Blutgefdfbildung bekannt, dies ist
jedoch ein Feld, in dem es auch in Zukunft noch viel zu forschen geben wird.

Die klassischen Mechanismen, die an der Bildung von Blutgefdflen beteiligt sind, sind
Vaskulo- und Angiogenese.

Bei der Vaskulogenese handelt es sich um die Bildung eines primiren Gefanetzwerkes
in der Frithphase der Embryonalentwicklung durch Differenzierung und Formierung
von Angioblasten (Risau und Flamme, 1995).

Angiogenese beschreibt die Bildung neuer Blutgefille aus bereits bestehenden Gefédlien.
Hierbei wird zwischen sprossender und nichtsprossender Angiogenese unterschieden.
Sprossung ist ein Vorgang, der bei normalem Wachstum sowie bei protektiven
Prozessen wie Wundheilung und Inflammation von grofler Bedeutung ist. Hierbei
werden unter Abbau der Basalmembran neue Blutgefdfie gebildet.

Die zweite Form der Angiogenese stellt die Intussuszeption (nichtsprossende

Angiogenese) dar. Bei intussuszeptivem GefdBwachstum entstehen GefdBnetze durch
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Léngsspaltung bereits bestehender Gefdle. Im Gegensatz zur aussprossenden
Angiogenese bleibt hier die Basalmembran erhalten (Augustin, 2001). Pathologische
Auswirkungen der Angiogenese werden v. a. in der Onkologie bei Tumorwachstum und
Tumormetastasierung beobachtet.

Bisher galten die Mechanismen der Vaskulo- und Angiogenese als auf die
Embryonalentwicklung beschrinkt (Risau, 1997). Ausnahmen bezogen sich lediglich
auf den weiblichen Reproduktionstrakt, auf pathologische Prozesse, wie z. B.
Tumorangiogenese, diabetische Retinopathie, inflammatorische Prozesse sowie auf die
Wundheilung (Risau, 1997). Die bisherige Denkweise wurde jedoch durch neuere
Arbeiten revolutioniert, die zeigten, dass beide Mechanismen der Gefdfbildung im
adulten Organismus auftreten und dies nicht nur auf die Angiogenese begrenzt ist
(Asahara et al., 1997; Asahara et al., 1999; Lin et al., 2000; Luttun et al., 2002; Ribatti
et al., 2001; Shi et al., 1998). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass Angiogenese
beim Erwachsenen als Anpassungsreaktion auf verdnderte Versorgungsbediirfnisse des
Gewebes auftritt. Beispielhaft hierfiir ist die Angiogenese als Reaktion auf Anidmie

(Metivier et al., 2000) und bei Muskeltraining (Hudlicka et al., 1992).

1.1.1. Vaskulogenese

Vaskulogenese, die Bildung von Blutgefilen durch in-situ-Differenzierung von
Endothelzellen aus deren angioblastischen Vorlduferzellen (Risau, 1995), ist einer der
grundlegenden Prozesse, die zur Entwicklung einer ersten GefdBstruktur im Embryo
fithren.

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts konnte bereits gezeigt werden, dass aus Embryonen
gewonnene und isolierte Zellen zur Bildung eines BlutgefdaBnetzwerkes befahigt waren.
Die Vorlduferzelle, aus der sich die Endothelzellen differenzierten, wurde als
Angioblast  bezeichnet (His, 1900). Einen gemeinsamen Vorldufer von
hidmatopoetischen Zellen und Endothelzellen nannte man Hamangioblast. Dessen
Existenz konnte jedoch erst etwa 100 Jahre spiter experimentell bestétigt werden (Choi,
1998).

Heute weil man, dass die Angioblasten sich durch Differenzierung aus dem Mesoderm
des Dottersacks entwickeln. Die Formierung primitiver Blutgefile aus Angioblasten

sowie die Differenzierung der Angioblasten aus dem Mesoderm miissen jedoch als



unterschiedliche Schritte wihrend der embryonalen Gefdbildung angesehen werden
(Risau und Flamme, 1995).

Zum Zeitpunkt der Gastrulation wandern Zellen vom pluripotenten, intraembryonal
lokalisierten Epiblasten zum lateralen extraembryonalen Mesoderm ab. In der Phase des
Ein-Somitenstadiums, nachdem die Zellen das laterale Mesoderm erreicht haben,
formieren sie sich zu Zellaggregaten aus epitheloiden Zellen, welche als Blutinseln
bezeichnet werden. Wahrend die duBleren Zellen dieser Cluster abflachen und sich zu
Vorlduferzellen der Endothelzellen, den Angioblasten, differenzieren, runden die
inneren Zellen ab und werden zu hdmatopoetischen Zellen, den Vorldufern der
Blutzellen (Gonzalez-Crussi, 1971; Risau und Flamme, 1995; Wilting und Christ,
1996). Im weiteren Prozess der Ontogenese verschmelzen die benachbarten Blutinseln
miteinander und verzweigen sich zum priméren Gefdllgeflecht des Dottersacks (Riisse
und Sinowatz, 1998). Bei der Organisation der endothelialen Vorlduferzellen zu einem
primitiven vaskuldren GefaBgeflecht spricht man auch von einer de-novo-Formierung
(Flamme et al., 1997). Durch Vaskulogenese entstehen zunichst die extraembryonale
Dottersackzirkulation, das primitive Herz sowie das primire Gefa3geflecht innerhalb
des Embryos. Auflerdem werden alle Organe, die sich aus Mesoderm und Endoderm
entwickeln, wie z. B. Lunge, Leber, Milz und Myokard, primér durch Vaskulogenese
versorgt (deMello et al., 1997; Robert et al., 1998; Gebb und Shannon, 2000; Lammert
et al., 2001; Matsumoto et al., 2001; Vokes und Krieg, 2002; Patan, 2004).

1.1.2. Angiogenese

Der Begriff Angiogenese beschreibt das Entstehen neuer Kapillaren aus bereits
bestehenden Blutgefden durch Expansion und Verzweigung (Carmeliet, 2000; Patan,
2000). Sie ist bei der Gefdlneubildung bereits bestehender GefiBle im adulten
Organismus der dominierende Mechanismus (Folkman und Shing, 1992). Es wird
zwischen der sprossenden und der intussuszeptiven, nichtsprossenden Angiogenese
unterschieden (Kalka et al., 2000).

Die aussprossende Angiogenese ist ein hochkomplizierter Vorgang, der sich
schrittweise vollzieht. Sie ist bis heute nicht vollstdndig entschliisselt. Es handelt sich
um einen invasiven Prozess, der die konzentrierte Aktivitit vieler Molekiile wie
Wachstumsfaktoren, proteolytische Enzyme, Proteine der Extrazelluldirmatrix und

Adhésionsrezeptoren erforderlich macht (Ingber und Folkman, 1989; Blood und Zetter,
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1990). Die physiologische Kontrolle dieses Vorgangs ist aulerdem vom addquaten
zeitlichen und rdumlichen Zusammenspiel von Aktivatoren und Inhibitoren der
Angiogenese sowie von der mikrovaskuldren Umgebung abhédngig (Auerbach und
Auerbach, 1994; Hanahan und Folkman, 1996). Es kommt zuerst zum Abbau der
Basalmembran und der angrenzenden interstitiellen Matrix der Endothelzellen
(Folkman, 1984). Im Folgenden kommt es zur Migration und Proliferation der
Endothelzellen und somit zur Verldngerung des soliden, endothelialen Stranges (Furcht,
1986). SchlieBlich wird ein Lumen gebildet, und es kommt zur funktionellen Reifung
des Endothels (Risau, 1997). Im Embryo ist die sprossende Angiogenese der
charakteristische ~Vaskularisationsprozess fiir Organe, die nicht primédr durch
Angioblasten besiedelt werden. Typisch hierfiir sind Gehirn und Riickenmark (Baldwin,
1996; Kurz et al., 2001). Des Weiteren beinhaltet die Angiogenese auch den Vorgang
der Intussuszeption. Sie wurde urspriinglich fiir die embryonale Entwicklung der Lunge
beschrieben (Burri und Djonov, 2002). Heute weifl man allerdings, dass Intussuszeption
bei einer Vielzahl von Geweben eine Rolle spielt. Am wichtigsten scheint sie flir die
Entwicklung der Lunge (Djonov et al., 2000) sowie bei zyklusbedingten Verdanderungen
der GefdBBversorgung des Endometriums beim Erwachsenen zu sein (Rogers und
Gargett, 1998). Des Weiteren wurde beschrieben, dass das intussuszeptive Wachstum
auch beim trainierten Muskel einen wichtigen Mechanismus des GefaBwachtsums
darstellt (Egginton et al., 2001; Prior et al., 2004). Es handelt sich hierbei um eine so
genannte ,,unorthodoxe Angiogenese* (Egginton et al., 2001). Wiahrend bei der
aussprossenden Angiogenese die Basalmembran teilweise aufgeldst wird, bleibt sie bei
der Intussuszeption vollstdndig erhalten (Augustin, 2001). Es kommt zur Langsspaltung
bereits bestehender Gefde durch die Insertion von mehreren transkapilldren
Endothelzell-Pfeilern (Bartel und Lametschwandtner, 2000; Djonov et al., 2000; Patan,
2000; Patan, 2004; Burri et al, 2004). Beide Mechanismen, sprossende und
nichtsprossende Angiogenese, konnen gleichermallen vorkommen (Risau, 1997). In
manchen Regionen vollziehen sich auch Angiogenese und Vaskulogenese parallel. So
wurde dies flir die Entwicklung der Lunge und der Niere beschrieben (Baldwin, 1996;

deMello und Reid, 2000; Sequeira Lopez et al., 2001).



1.1.3. Molekulare Determinanten der Angiogenese

Die meisten Zellen des adulten Organismus stellen determinierte Zellen mit
verschiedenen phinotypischen Merkmalen dar, wihrend unterschiedlich differenzierte
Stamm- oder Vorlduferzellen in den verschiedenen Geweben ruhen. Diese
Vorlduferzellen konnen unter Stimulation durch bestimmte umgebungsbedingte
Faktoren oder bei pathologischen Prozessen mobilisiert werden. Durch intensive
Forschung auf diesem Gebiet wurden im letzten Jahrzehnt in verschiedenen Organen
und Geweben vorkommende Stamm- und Progenitorzellen identifiziert, wie z. B. im
Knochenmark, im peripheren Blut, im Gehirn, in der Leber, in reproduktiven Organen
sowie in Tumoren (Asahara et al., 1999a; Asahara et al., 2000; Carmeliet und Luttun,

2001; Asahara und Kawamoto, 2004).

Der Begriff endotheliale Progenitorzelle wird derzeit kontrovers diskutiert. Die alte
Definition beschrieb eine Gruppe von Zellen, die sowohl den Himangioblasten als auch
die ausdifferenzierte Endothelzelle beinhaltet, und deren Zellen in verschiedenen
Stadien existieren.

Dem stehen neuere Definitionen gegeniiber, sodass dieser Begriff durchaus kritisch
gebraucht werden muss.

So beschreiben Wahl et al. endotheliale Progenitorzellen ihrer Herkunft nach als aus
dem Knochenmark abstammende Vorlduferzellen, die, wenn erforderlich, in den
peripheren Blutkreislauf ausgeschwemmt werden ( Wahl et al., 2007).

Kovacic und seine Mitarbeiter beschreiben die endotheliale Progenitorzelle hingegen
ihrer Funktion nach als eine auf eine bestimmte Zelllinie beschrinkte Vorlauferzelle,
die zu endothelialer Nachkommenschatft fithrt und zur Kapillogenese und zur Reparatur

von praexistisierendem Endothel befihigt ist (Kovacic et al., 2008).

Die ersten Marker, die sowohl von hdmatopoetischen als auch von endothelialen
Vorlauferzellen exprimiert werden, sind CD31 (auch PECAM-1 genannt), CD34 und
der Tyrosin-Kinase-Rezeptor Typ 2 (VEGF-R2 oder KDR/Flk-1) des vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) (Yamaguchi et al., 1993). CD ist hierbei die
Abkiirzung fiir den Begriff Cluster of Differentiation und beschreibt Gruppen
immunophénotypischer Oberflichenmerkmale von Zellen, die sich nach biochemischen

oder funktionellen Kriterien ordnen lassen. Die CD-Molekiile sind meistens
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membrangebundene Glycoproteine, die zellspezifisch exprimiert werden und
verschiedenste Funktionen ausiiben kénnen (Erber, 1990; Sopp und Howard, 1997).
Eine Unterscheidung zwischen hdmatopoetischen Stammzellen und endothelialen
Progenitorzellen ist moglich, da sich die endotheliale Determination der Stammzellen in
weiteren  Entwicklungsstadien  durch  die  Expression  endothelspezifischer
Oberflichenantigene auszeichnet. Zu diesen Oberflichenantigenen gehdren der von-
Willebrandt-Faktor (vVWF), das platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-
1) und Vascular Endothelial Cadherin (VE-Cadherin). Desweiteren zeigen Stammzellen
mit endothelialer Determination die Féhigkeit zur Aufnahme von acetyliertem Low-
Density Lipoprotein (acLDL), zur Bindung von bestimmten Lektinen und zur
Ausbildung endothelzelltypischer morphologischer Merkmale (tubuldre Strukturen)
(Kalka et al., 2000). Die Trennung zwischen endothelialen Vorlduferzellen und
ausdifferenzierten Endothelzellen ist hingegen schwierig, da hier kein spezifisches
Epitop bekannt ist (Kalka et al., 2000; Rafii, 2000). So findet man die Antigene CD34,
flk-1, CDI117 sowie Tie-2 sowohl in embryonalen Blutinseln, auf embryonalen
Endothelzellen als auch auf aktivierten Endothelzellen mikrovaskuldrer Gefdfle im
adulten Organismus (Krause et al., 1996; Choi et al., 1998; Ziegler et al., 1999).

Bei dem Stammzellmarker CD133 (AC133, Prominin) handelt es sich um ein
transmembrandres Glykoprotein mit noch unbekannter Funktion, mit dessen
Entdeckung erstmals die Differenzierung endothelialer Progenitorzellen zu ausgereiften
Endothelzellen nachgewiesen werden konnte (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997,
Gehling et al., 2000). Da CD133-positive Zellen sowohl als Vorlduferzellen fiir Blut-
als auch fir Endothelzellen dienen, schien der Beweis erbracht, dass es sich bei diesen
Zellen um adulte Hidmangioblasten handelt (Bailey und Fleming, 2003; Asahara und
Kawamoto, 2004; Schatteman und Awad, 2004; Yoder, 2004).

Als wichtigester angiogener Wachstumsfaktor hat der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor VEGF in den letzten Jahren grofes Interesse erfahren. Er ist der
entscheidende Stimulator fiir GefdBneubildung, da er fiir die Einleitung von
Vaskulogenese oder angiogenem Sprossen wihrend der Entwicklung sowie im adulten
Organismus notwendig ist. VEGF ist ein Glycoprotein mit einer Molekiilgrole von
etwa 46 kDa. Er wird als Homodimer sezerniert und weist strukturelle Verwandschaft
zu PDGF (Platelet derived growth factor) auf (Conn et al., 1990). VEGF existiert in
verschiedenen Homologen, VEGF-A bis-E, die von verschiedenen Genen des

menschlichen Genoms kodiert werden. Das Entfernen bereits eines VEGF-Allels zeigt
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gleiche Auswirkungen wie das Ausschalten seines Rezeptors VEGFR-2, was sich durch
fast komplettes Fehlen von Blutgefiflen in Méausen duflert (Carmeliet et al., 1996).
Somit ist der Verlust nur eines VEGF-Allels nicht mit dem Leben vereinbar und fiihrt
zu frithembryonaler Letalitit. Bei dem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
handelt es sich um einen extrazelluliren Mediator, der an hochaffine
membrangebundene Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitdt bindet (Jakeman et al.,
1992; Thieme et al., 1995). Es sind bisher vier VEGF-Rezeptoren bekannt, VEGFR-1
(fit-1), VEGFR-2 (flk-1/KDR), VEGFR-3 (flt-4), sowie Neuropilin 1 (NRP-1). Die
Rezeptoren VEGFR-1 und -2 sind fast ausschlieBlich auf Blutgefilendothelzellen zu
finden, wihrend VEGFR-3 eine grofle Rolle bei der Lymphangiogenese spielt. VEGF
wirkt allerdings nicht nur auf die Proliferation von Endothelzellen. So wirkt er auch
nach Bindung an VEGFR-2 hemmend auf die Apoptose, aktiviert Migration oder
beeinflusst die Transkription anderer Proteine, die an GefaBwachstum beteiligt sind, wie
z. B. VEGFR-1, Matrixmetalloproteasen (MMP) sowie der endothelspezifischen NO-
Synthetase (eNOS).

VEGF wirkt zudem iiber die Reorganisation von Adhdsionsmolekiilen wie VE-Cadherin
als ein die Gefdlpermeabilitdt steigernder Faktor, weshalb er auch als vascular
permeability factor (VPF) bezeichnet wird (Collins et al., 1993).

VEGF muB jedoch trotz seiner gro3en Bedeutung fiir die Abldufe bei der Angiogenese
zusammen mit anderen Faktoren wirken, um die Ausbildung eines funktionsfdhigen und

ausgereiften GefaBBbettes zu ermdglichen (Augustin, 2003).

1.2. Apoptose

Apoptose (der programmierte Zelltod) gilt als physiologische, natiirliche Form des
Zelltodes mit charakteristischen morphologischen und biochemischen Merkmalen. Im
Gegensatz zur Nekrose versteht man unter Apoptose einen aktiven, biochemisch
regulierten Prozess, welcher keinen Zelltod von Nachbarzellen und keine
Entziindungsreaktionen ausldost (Stefanec, 2000). Sie ist ein biologisches
Schliisselphdnomen, das z. B. fiir die normale Embryonalentwicklung und fiir
Immunfunktionen sowie fiir die Aufrechterhaltung der zelluliren Homoostase in
multizelluldren Organismen entscheidend ist (Wyllie, 1997; Dibbert und Simon, 1997).

Verschiedene Stimuli aktivieren {iber eine Vielzahl von Rezeptoren und
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Signaltransduktionswegen eine Kaskade von Proteasen (Caspasen), welche das
Programm der zelluldren Selbstzerstorung einleiten (Stefanec, 2000). Durch Freisetzung
von Caspase-Aktivatoren (z. B. Cytochrom C), Verdnderungen im Elektronentransport,
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, Permeabilisierung der &uBleren
Mitochondrienmembran sowie durch verdnderte zellulire Redox-Reaktionen spielen
Mitochondrien bei der Apoptose eine Schliisselrolle (Green und Reed, 1998; Green
2006). Eine Fehlregulierung der Apoptose kann sowohl zu Tumoren und
Autoimmunerkrankungen als auch zu Gewebezerstorungen fithren (Dibbert und Simon,
1997; Nagata et al., 2003). So sind z. B. AIDS, neurodegenerative Erkrankungen,
myelodysplastische Syndrome und andere hdmatopoetische Erkrankungen durch eine
gesteigerte Apoptoserate bestimmter Zellpopulationen charakterisiert (Dibbert und
Simon, 1997). Hingegen kann eine verminderte Apoptoserate zu einer Anhdufung von
abnormalen Zellen fiihren, wodurch es zu Krebs- und Autoimmunerkrankungen
kommen kann (Nagata et al., 2003). Wéhrend der Apoptose laufen koordinierte
Vorgidnge im Zellkern, im Zytoplasma sowie an der Zelloberfliche ab: Nachdem die
Zellen ein Todessignal erhalten haben, verlieren sie zunédchst den Kontakt zu ihren
Nachbarzellen und runden sich ab. Im weiteren Verlauf schrumpft die Zelle und im
Zellkern kommt es zur Kondensation des Chromatins in der Nihe der inneren
Kernmembran (Kernwandhyperchromatose). Es kommt zur Bldschenbildung an der
Zelloberfldche, und etwa zur gleichen Zeit zerféllt der Zellkern in mehrere Membran-
gebundene Fragmente. Nun zerfdllt auch die Zelle selbst in mehrere
membranumschlossene, organellenreiche Teile, die so genannten apoptotischen
Korperchen, von denen manche noch Kernbestandteile enthalten. Diese apoptotischen
Korperchen werden darauthin unmittelbar von Nachbarzellen oder Makrophagen
phagozytiert, ohne jedoch dabei, im Gegensatz zur Nekrose, eine Entziindungsreaktion
zu verursachen (Bellamy et al., 1995; Duke et al., 1996).

In einem gesunden Organismus ist eine Balance zwischen Zellproliferation und
Apoptose unentbehrlich. Bei einer Storung dieses fein regulierten Systems kdnnen sich
schwerwiegende Folgen fiir den Gesamtorganismus ergeben (Dimmeler und Zeiher,
2000).

Pro-angiogene Faktoren wie beispielsweise der Vaskular Endothelial Growth Faktor
(VEGF) und der Fibroblast Growth Faktor (FGF) verhindern eine endotheliale
Apoptose (Araki et al., 1990; Gerber et al., 1998). Apoptotische Endothelzellen setzen
Interleukin-1 (IL-1) frei (Hébert et al., 1998; Lemaire et al., 1998), welches einerseits
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die Apoptose von Endothelzellen induzieren (Lopez-Collazo et al., 1997), andererseits
aber beispielsweise die Endozytose von apoptotischen Korperchen durch benachbarte
Endothelzellen steigern kann (Dini et al., 1995).

Von der Beteiligung der Apoptose bei der angiogenen Kaskade in vivo und in vitro
wurde in mehreren Studien berichtet (Meyer et al., 1997; Peters et al.,2002; Segura et
al., 2002). So zeigten Meyer et al. 1997 bei einer Studie zur Lumenformation bei der
Angiogenese, dass es durch die Bildung von Vakuolen und durch den programmierten
Zelltod zu einer extensiven Umstrukturierung der Kapillaren kommt, wodurch eine
Expansion der Interzellularriume bewirkt wird. Die Erweiterung der interzelluldren
Réume fiihrt schlieBlich zur Lumenbildung. Sie zeigten somit, dass der Mechanismus
der Apoptose fiir den Ablauf der Angiogenese notwendig ist. Auch Segura et al.
beschrieben 2002, dass die Bildung von Blutgefalen den Mechanismus der Apoptose
beinhaltet und dass dies durch die Aktivierung eines Caspase-abhingigen Mechanismus

und durch die Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom C geschieht.

1.3. Kardiale Differenzierung

1.3.1. Grundlegendes

Die Entstehung des Herzens ist ein komplexer Prozess aus Migration, Differenzierung
und einer komplizierten Interaktion zwischen verschiedenen embryonalen Zelltypen.
Die Komplexitit dieses Prozesses ldsst sich zum Beispiel an der Anfilligkeit des
Herzens fiir angeborene Fehlbildungen erkennen.

Fiir die Forschung sind die friilhen embryonalen Stadien von besonderem Interesse, da
die pathologisch verdnderten Zellen hédufig das embryonale Phénotypmuster
wiedergeben (Townsend et al., 1995; Sack et al., 1996). Somit kann die Untersuchung
der embryonalen Kardiomyozyten zum Verstindnis der kardialen Funktion des

gesunden adulten Herzens sowie der Dysfunktionen am erkrankten Herzen beitragen.

1.3.2. Gesamtverlauf der Kardiogenese - ein Uberblick

Das Herz ist das erste Organ, das sich in der Embryonalentwicklung ausbildet (Zaffran

und Frasch, 2002). Dabei folgt die Kardiogenese bei allen Wirbeltieren und dem
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Menschen dem gleichen Schema, wobei sie in der endgiiltigen Form bei Warmbliitern
durch Septierung von Vorhof und Ventrikel eine Trennung in Korper- und
Lungenkreislauf hervorbringt, die bei Kaltbliitern fehlt (Kirby, 2002).

Nach der Gastrulation werden Vorlduferzellen des anterolateralen Mesoderms durch
induzierende Signale des benachbarten Endoderms bereits auf ihre kardiogene
Differenzierung festgelegt (Olson und Srivastava, 1996). Die kardialen Vorlduferzellen
formieren sich nun zu zwei bilateral angelegten Mulden, aus denen sich die parallel
verlaufenden Endokardschlduche entwickeln. Diese myokardgenerierten
Endokardschlduche verschmelzen dann in der Mittellinie zum primitiven Herzschlauch.
Bereits wihrend dieses Prozesses produziert das Myokard eine dicke extrazelluldre
Matrix, ,,cardiac jelly* genannt, die Myokard und Endokard voneinander trennt (Kirby,
2002).

In Versuchen mit Méusen konnte die Bildung des primitiven Herzschlauchs ab sieben
einhalb bis acht Tagen post conceptionem (p.c.) und die ersten Herzschldge konnten
acht einhalb bis neun Tage p.c. beobachtet werden (Fishman et al., 1997).

Zu diesem Zeitpunkt sind die essentiellen Komponenten der kontraktilen Aktivitdt wie
das kardiale und skeletale a-Actin sowie das Myosin bereits etabliert (Akhurst et al.,
1990; Lyons et al., 1990; Kolossov et al., 1998). Am 21. Tag p.c. ist die embryonale
Kardiogenese mit der Bildung des nodalen und atrioventrikuldren Leitungssystems und
der Etablierung des ,adulten” kontraktilen Musters weitestgehend abgeschlossen
(Davies et al., 1996).

Nach Bildung des priméren Herzschlauches verschmaélert und verldngert sich dieser und
fiihrt eine Rechtsdrehung aus ( kardiales ,,looping®, Abb.1). Zur gleichen Zeit werden
die hierbei entstehenden noch nicht septierten Vorhofe und Kammern trabekelformig
von Myokard ausgekleidet, welches wiederum mit Endokard bedeckt ist.

Anschliefend kommt es zur Septierung und somit zur Unterteilung des Herzschlauches.
Zentrale und periphere Anteile dieses Leitungssystems entstammen spezialisierten
Myokardregionen, die keine eigentliche Herzarbeit leisten. Das Epikard hingegen bildet
sich entweder aus Mesenchym des Septum transversum oder aus Lebergewebe am
vendsen Ende des Herzschlauches. Endothel- und glatte GefdBmuskelzellen der
koronaren GefdBe entstehen wiederum durch Transformation von epikardialen Zellen,
das Reizleitungssystem hingegen entsteht aus parasympathischen intrinsischen Ganglien

und aus sympathischen Paravertebralganglien.
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Der letzte Schritt der Herzentwicklung besteht aus der Formierung von Endokardkissen
an den atrioventrikuliren und ventrikuloarteriellen Ubergangszonen, woraus sich dann

die Herzklappen bilden (Kirby, 2002).

Abb.1: Anatomische Abldufe in der Morphogenese des Herzens

A: Kardiales Looping und Kammerentwicklung

B: Entwicklung der Aorta (Aortenbogen III, IV, VI) und der Pulmonalarterien
PS: Primitivstreifen, CT: Conotruncus, AS: Saccus aorticus

RA/LA: rechtes/linkes Atrium, RV/LV: rechter/linker Ventrikel

Ao: Aorta, RCC/LCC: rechte/linke A. carotis communis

RPA/LPA: rechte/linke Pulmonalarterie

RSCA/LSCA: rechte/linke A. Subclavia

Aus: Olson und Srivastava, Science 1996.
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1.4. Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen besitzen in der Entwicklungsbiologie einen gro3en
Stellenwert als Zellmodell. Sie ermdglichen die in vitro-Untersuchungen von
Embryogenese und Differenzierung verschiedener Gewebearten.

Zu Beginn der Embryogenese steht eine einzige totipotente Stammzelle, die die
Eigenschaft besitzt, sich zu einem ganzen Individuum zu entwickeln. Sie stellt den
Ursprung fiir mehrere pluripotente Stammzellen dar (Wobus et al., 2001). Das
,mammalian embryo* existiert sechs einhalb Tage lang bis zum Beginn der
Gastrulation als eine Ansammlung pluripotenter Zellen, aus denen schlieBlich
differenzierte Zellen hervorgehen, die einen adulten Organismus ausmachen (Rathjen et
al., 1998).

Embryonale Stammzellen als in-vitro-System eignen sich somit sehr gut, um die
molekularen  Mechanismen zu untersuchen, die an Vaskulogenese und
Kardiomyozytenentwicklung beteiligt sind. Da sie pluripotent sind und daher das
Potential besitzen bei der Differenzierung alle embryonalen Zelllinien auszubilden
(Smith, 1992), verfiigen sie auch iber einen Grofteil des endothelialen
Differenzierungsprogramms (Vittet et al., 1996).

Der Embryo wird aus dem pluripotenten Epiblasten gebildet, der kurz nach der Nidation
aus der inneren Zellmasse hervorgegangen ist (neben dem Hypoblasten). Aus diesem
Epiblasten werden die embryonalen Stammzellen auf direktem Weg gewonnen (Brook
et al., 1997; Evans und Kaufman, 1981; Martin, 1981). Aus vier Tage alten
Blastozysten werden sie mechanisch aus der inneren Zellmasse entfernt und kultiviert.
Diese pluripotenten Stammzellen werden so behandelt, dass man ihre Differenzierung
hemmt, ohne dabei jedoch die Proliferation zu beeintrichtigen. Wird die
Differenzierung nicht gehemmt, gruppieren sie sich zu Zellaggragten, Embryoid Bodies
(EBs) genannt, und differenzieren sich entsprechend der drei Keimblétter Endo-, Meso-
und Ektoderm (Smith 1992). Aus den Stammzellen wurden in der Zellkultur EBs
angezilichtet. Hierbei handelte es sich um Zellaggregate von gleicher Grof3e, die somit
gut vergleichbar sind. Sie wurden aus einer definierten Anzahl embryonaler
Stammzellen in Form "hingender Tropfen" (2.2.3.) erzeugt. Die EBs wachsen vom
Anheftungspunkt aus in ,,Spiegeleiform®. Um die Anheftungsstelle herum bildet sich

der zentrale Zellhaufen, der viele stark proliferierende, jedoch wenig differenzierte
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Zellen enthélt. Durch das zentrifugal ausgerichtete Wachstum ist die Zellschicht in der
Peripherie zwar diinner, hier ist jedoch auch die groBite Differenzierung zu finden.

Die Differenzierung der Stammzellen ruft die Bildung diverser Zelltypen hervor, wie
zum Beispiel Endothelzellen (Wang et al., 1992; Keller, 1995), Muskelzellen (Drab et
al., 1997; Keller, 1995), neuronale Zellen (Bain et al., 1995; Okabe et al., 1996;
Fraichard et al., 1995; Striibing et al., 1995), Adipozyten (Dani et al., 1997),
Herzmuskelzellen (Wobus et al., 1991; Maltsev et al., 1994; Hescheler et al., 1997),
hamatopoetische Zellen (Keller, 1995), uvm. Der differenzierte Embryoid Body ist also
eine Mischkultur. Bei frithestens neun Tage alten EBs kann das Phdnomen der ,,Beating
Areas‘ beobachtet werden. Hierbei handelt es sich um spontan und synchron schlagende
Herzmuskelzellen, die als frithes Differenzierungsereignis in den Kulturschalen zu
beobachten sind (Kaufman, 1992).

Es wird angenommen, dass Embryoid Bodies alle Faktoren, die fiir die Vaskulogenese
notwendig sind, selbst produzieren kdnnen. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass
auf der Oberfliche von Embryoid Bodies blutinselartige Strukturen gefunden wurden,
die aus unreifen hdmatopoetischen Zellen gebildet werden und von Endothelzellen
umgeben sind. Zusdtzlich konnte auch die Bildung gefdBahnlicher Anlagen
nachgewiesen werden (Doetschmann et al., 1985; Wang et al., 1992; Risau et al., 1988;
Doetschmann et al., 1993; DeLisser et al., 1994; Young et al., 1995). Es gibt
verschiedene endothelspezifische Marker, die wihrend der Bildung vaskulérer
Strukturen im EB zu finden sind. Hierunter fallen zum Beispiel PECAM-1 (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) (De Lisser et al., 1994), VE- (Vascular
Endothelial) Cadherin (Lampugnani et al., 1992) und Rezeptoren von
Wachstumsfaktoren wie Flk-1 (Yamaguchi et al., 1993; Oelrichs et al., 1993) und tie-
1/tie-2 (Sato et al., 1993; Schnurch und Risau, 1993). Hierbei gibt es zeitliche
Abstufungen. So kann z. B. der Marker Flk-1 ab dem dritten Tag nach Beginn der
Ausdifferenzierung nachgewiesen werden. Ab dem vierten Tag kann PECAM-1
gefunden werden, VE-Cadherin und tie-1 hingegen erst ab dem fiinften
Differenzierungstag (Vittet et al., 1996). Es scheint so, dass das Expressionsmuster,
welches in den EBs gefunden wurde, dem Expressionsmuster der embryonalen
Vaskulogenese und Angiogenese sehr dhnlich ist. Hierbei zeigte sich auch, dass sich
embryonale Stammzellen spontan zu endothelialen Zelllinien differenzieren konnen und
somit auch vaskuldre Strukturen ausbilden konnen (Yamaguchi et al., 1993; Sato et al.,

1993; Baldwin et al., 1994; Breier et al.,, 1996; Dumont et al., 1995). Eine
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hidmatopoetische Differenzierung der embryonalen Stammzellen ist ebenso mdoglich.
Diese lduft auf eine dhnliche Weise ab wie im Dottersack und in der fetalen Leber

(Dzierzak und Medvinsky, 1995).

1.5. Doping

1.5.1. Uberblick iiber die Geschichte des Dopings

Seit dem 01.01.2004 ist der Begriff ,,.Doping* von der World-Anti-Doping Agentur
(WADA) definiert als: ,das Vorhandensein einer verbotenen Substanz, deren
Metaboliten oder eines Markers in Korperbestandteilen eines Athleten. Doping ist die
Verwendung von Substanzen aus den verbotenen Wirkstoffgruppen und die
Anwendung verbotener Methoden usw.* (siche World Anti-Doping Code, Artikel 1
und 2).

Der Wunsch, die korperliche Leistungsfidhigkeit zu verbessern und schneller oder
stiarker zu sein als andere, ist jedoch sicherlich so alt wie die Menschheit selbst. Somit
ist auch die Verwendung leistungsfordernder Substanzen bereits seit den ersten
Olympischen Spielen 776 v. Chr. bekannt. Es ist tiberliefert, dass griechische Athleten
spezielle Didten einhielten und stimulierende Triinke zu sich nahmen, um sich zu
starken (Fraser, 2004). Aus dem 19. Jahrhundert weill man, dass Radfahrer und andere
Ausdauerathleten hiufig Substanzen wie Strychnin, Koffein, Kokain und Alkohol
einnahmen. Im frithen 20. Jahrhundert wurde von dem Gebrauch von Stimulantien wie
Amphetaminen, Kokain und Ephedrin berichtet, die dazu dienten, die
Leistungsfahigkeit zu verbessern und Ermiidungserscheinungen zu verhindern (Bowers,
2002). Allerdings wurde der Begriff des ,,Dopings* im 20. Jahrhundert auch hiufig mit
der Gabe illegaler Substanzen an Rennpferde in Verbindung gebracht (Fraser, 2004).
Nach dem Tod eines dénischen Radfahrers bei den Olympischen Spielen in Rom 1960
wurde verstirkt Druck auf die Sportbehdrden ausgelibt, zumal bei der Autopsie des
Athleten Amphetamine im Korper nachgewiesen worden waren. 1967 griindete das
Internationale Olympische Komitee (IOC) eine medizinische Kommission, die dafiir
zustindig war, eine Liste mit verbotenen Substanzen und Methoden aufzustellen. Somit

wurden erste Dopingtests bei den Olympischen Spielen 1968 in Grenoble
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(Winterspiele) und Mexiko (Sommerspiele) eingefiihrt. Im Jahr zuvor hatte der Tod
eines britschen Radfahrers bei der Tour de France erneut fiir Aufregung gesorgt.
Seitdem etablierten viele europdische Sportorganisationen, wie z. B. die FIFA,
Vorschriften zur Handhabung von Doping im Sport (Fraser, 2004).

Auch der Missbrauch von Steroidhormonen war bereits seit den 1960er Jahren bekannt,
wurde jedoch erst 1974 vom Olympischen Komitee verboten. Als Grund fiir das spite
Verbot wurde angegeben, dass es bis zu diesem Zeitpunkt keine sicheren
Nachweisverfahren gab, um Steroidhormone im Urin von Sportlern nachzuweisen.
Dieses Verbot umfasste lediglich anabol androgene Steroidhormone (AAS), welche
nicht vom menschlichen Korper gebildet werden. Das korpereigene Testosteron wurde
erst 1984 verboten, nachdem sein Missbrauch bekannt geworden war (Schénzer und
Thevis, 2004).

Doch selbst in den vergangen Jahren hat das Ansehen des Hochleistungssports durch
unzdhlige Dopingskandale groBen Schaden erlitten. So sei an Enthiillungen der
Praktiken in der ehemaligen DDR, die finnischen Dopingsiinder der Langlauf-WM
2001, die Tour de France 1998 sowie an die Tour de France 2006 erinnert.

Durch das inzwischen hohe Leistungsniveau des Spitzensports ist es vielen Sportlern
heute kaum mehr moéglich, ohne verbotene Substanzen Hdochstleistungen zu erbringen,
und dem sportbegeisterten Zuschauer ist es kaum mehr moglich, zwischen ehrlich

erbrachter Leistung und pharmakologischer Einflussnahme zu unterscheiden.

1.5.2. Anabole Steroide im Sport

Anabol androgene Steroide (AAS) sind synthetische Derivate des maénnlichen
Geschlechtshormons Testosteron. Seit seiner Entdeckung 1935 wurden viele Derivate
von Testosteron synthetisiert und erforscht, mit dem Ziel, die metabolische
Halbwertszeit zu verlingern und die Effizienz des Ursprungsmolekiils zu erhdhen
(Kuhn, 2002).

Anabole Steroide werden im Sport bereits seit langem zur Leistungssteigerung sowie zu
asthetischen Zwecken eingenommen. Die ersten dokumentierten Berichte zum
Missbrauch von anabolen Steroiden stammen aus den 1950er Jahren. Damals sollen
russische Sportler bei der Weltmeisterschaft im Gewichtheben in Wien zur
Leistungssteigerung Anabolika genommen haben. Darauthin soll auch der US-

amerikanische Teamarzt diese Steroide bei den amerikanischen Athleten eingefiihrt
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haben. Da in diesen Jahren mehrere AAS-einnehmende Sportler Wettbewerbe und
Meisterschaften gewannen, breitete sich der Missbrauch dieser Substanzen aus (Wade,
1973; Todd, 1987).

Als besonders anabolikabelastete Sportarten gelten simtliche Kraftsportarten, American
Football, die Wurf-, Sprung, Sprint-, und Mehrkampfdisziplinen der Leichtathletik,
Rudern, Radfahren, Eishockey und der Eisschnellauf (Yesalis et al., 1992; Hoberman
und Yesalis, 1995; Ritsch und MuBhoft, 2000).

Die androgenen Effekte von Testosteron sind fiir das Wachstum des maénnlichen
Reproduktionssystems sowie fiir die Entwicklung der sekundiren ménnlichen
Geschlechtsmerkmale verantwortlich, wihrend die anabolen Effekte die Fixierung von
Stickstoff fordern und eine erhohte Proteinsynthese bewirken (Kuhn, 2002). Diese
Erkenntnis fithrte zu der Herstellung von Derivaten, die weniger androgene
Eigenschaften, aber eine stirkere anabole Wirkung besitzen (Shahidi, 2001). Die
Verdnderungen der Substanzen bewirkten eine Erh6hung der Muskelmasse und -kraft.
Zusammen mit den stimulierenden Effekten, die anabole Steroide auf das Gehirn haben,
filhrten diese Eigenschaften zu einem weit verbreiteten Gebrauch von Steroiden bei
Sportlern aller Niveaus, nicht nur im Hochleistungssport (Maravelias et al., 2005).
Somit lassen sich die Hauptwirkungen der anabolen Steroide wie folgt
zusammenfassen:

1. Sie konvertieren eine negative Stickstoff-Bilanz in eine positive Bilanz, indem sie die
Verwertung von aufgenommenen Proteinen verbessern und die Stickstoff-Retention
erhohen. AuBlerdem konnen sie die Proteinsynthese im Skelettmuskel induzieren.

Es wird angenommen, dass sie ihre Wirkungen entfalten, indem sie auf Zellebene an
Androgenrezeptoren binden, welche dann zu Bindungsstellen am Chromatin
translozieren. Somit wird die Gentranskription gefordert, es kommt zur Stimulierung
der mRNA-Produktion, was zu einer geforderten Proteinsynthese fiihrt (Bahrke und
Yesalis, 2004).

2. Steroide zeigen einen anti-katabolen Effekt, da sie an Glucocorticoid-Rezeptoren
konkurrieren und somit die Proteinsynthese hemmenden Effekte der Glucocorticoide
wihrend eines anstrengenden Trainings blockieren (Haupt und Rovere, 1984).

3. Nach Steroideinnahme werden héufig euphorische Zustinde, Zunahme von
aggressivem Verhalten und verminderte Miidigkeit festgestellt (Wilson und Griffin,

1980). AuBBerdem geben die Sportler an, dass sie sich nach Trainingseinheiten schneller
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erholen und hiufiger sowie intensiver trainieren konnen, wenn sie Steroide einnehmen
(Haupt und Rovere, 1984).

Die Nebenwirkungen anabol androgener Steroide sind dosisabhidngig und variieren von
Steroid zu Steroid. Zu den bekannten Nebenwirkungen gehoren: erhdhte Spiegel von
Leberenzymen, cholestatitscher Ikterus, Peliosis hepatis, Verminderung des HDL-
Cholesterols, Hypertention, dilatative Kardiomyopathie, toxische Myokarditis und
andere kardiovaskuldre Verdnderungen, Fertilititsstorungen, endokrine Stérungen,
verschiedene neoplastische Lasionen, wie z. B. ein erhdhtes Risiko, an einem Leberzell-
Karzinom zu erkranken, sowie Verhaltensalterationen (Laroche, 1990; Landry und
Primos, 1990; Ritsch und MuBhoff, 2000; Maravelias et al., 2005). Es wurden auflerdem
Félle von dilatativer Kardiomyopathie, toxischer Myokarditis, Herzmuskelhypertrophie
und anderen kardiovaskuldren Erkrankungen beschrieben (Schollert und Bendixen,
1993; Vogt et al., 2002; Liu et al., 2003; Tischer et al., 2003; Maravelias et al., 2005;
Clark und Schofield, 2005; Dhar et al., 2005).

Ein weiteres Problem stellt der Missbrauch von Schwarzmarktanabolika dar. Nach der
Offnung der Grenzen Osteuropas ist es zu einer Explosion des Schwarzmarkthandels in
Deutschland gekommen. Neben den bekannten Nebenwirkungen sind hierdurch weitere
Gefahren und Risiken hinzugekommen. Viele dieser gefélschten Produkte sind ndmlich
falsch deklariert, verunreinigt und nicht unter ausreichend hygienischen Bedingungen
hergestellt (Ritsch und MuBhoff, 2000).

Selbst unter jugendlichen Sportlern und Nicht-Sportlern konnte die Einnahme von AAS
beobachtet werden (Wagner 1989; Windsor und Dumitru, 1989; Scott et al., 1996).
Fatalerweise werden hiufig mehrere Steroide gleichzeitig eingenommen. Oft wird
mindestens ein Steroid oral eingenommen und ein zusétzliches Steroid injiziert.

Es bleibt auf jeden Fall unbestritten, dass der Missbrauch von anabol androgenen
Steroiden ein grofles Problem bei kompetitiven sowie bei nicht-kompetitiven Sportarten

darstellt (Maravelias et al., 2005).
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1.5.3. Untersuchte Steroide

1.5.3.1. Tetrahydrogestrinon (THG)

Strukturformel:

Bei THG handelt es sich um das weltweit erste wahre Designersteroid, das bis zum
Jahre 2003 jedoch génzlich unbekannt war. Zum ersten Mal wurde somit ein Steroid
gefunden, das nicht von Pharmafirmen zum therapeutischen Einsatz hergestellt worden
war, sondern gezielt fiir Sportler als anaboles Steroid zu Dopingzwecken entwickelt
wurde, mit dem Ziel ein wirksames Steroid zu erhalten, das bei Dopingkontrollen nicht
nachgewiesen werden kann (Schénzer und Thevis, 2004; Malvey et al., 2005).
Im Juni 2003 erhielt die US Anti-Doping Agency (USADA) einen anonymen Hinweis
eines Leichtathletiktrainers, der Namen von US-amerikanischen und internationalen
Sportlern bekannt gab, die seiner Meinung nach ein unbekanntes und somit nicht
nachweisbares Steroid einnahmen. Desweiteren versorgte der anonyme Coach,
inzwischen als Trevor Graham identifiziert, die USADA mit einer benutzten Spritze, die
dieses anabole Steroid enthalten sollte. Darauthin wurde der Inhalt der Spritze nach
einer Methanolspiilung zur Auswertung an das ,,Olympical Analytical Laboratory at the
University of California, Los Angeles® (UCLA) weitergegeben. Die Forscher setzten
sich sofort daran, die Molekiilstruktur dieses unbekannen Steroids herauszufinden,
indem sie ihre Routine-Nachweisverfahren fiir Dopingkontrollen anwandten. Sie
bemerkten jedoch rasch, dass sie hier mit ihren Standardverfahren nicht weiterkommen
konnten, da es sich um ein komplett neues Designersteroid handelte, fiir das es noch
keine Nachweismoglichkeiten gab (Catlin et al., 2004; Malvey et al., 2005).
Alle Steroide besitzen die gleiche chemische Grundstruktur, bestehend aus einem
zentralen Komplex von vier hexagonalen Karbonringen. Sie unterscheiden sich nur
durch unterschiedliche Molekiilgruppen, die dem zentralen Kohlenstoffkomplex
angelagert sind (Malvey et al., 2005). Dadurch ist es relativ einfach, neue Steroide
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herzustellen. Es werden lediglich die randstindigen Molekiilgruppen verdndert, der
zentrale Ring bleibt erhalten. In dem Fall von THG handelte es sich um eine
Modifikation des Steroidhormons Gestrinon, welches namentlich auf der
Dopingverbotsliste aufgefiihrt ist. Gestrinon und THG unterscheiden sich nur durch vier
Wasserstoffatome. THG war jedoch unentdeckt geblieben, da es unter den Bedingungen
der Routinetests zerfiel. Aufgrund seiner Struktur wurde das unbekannte Steroid im Juli
2003, nachdem man seine Molekiilstruktur herausgefunden hatte, vom UCLA Team
Tetrahydrogestrinon (18a-homo-pregna-4,9,11-trien-173-o0l-3-on) genannt (Ritter und
Washington, 2003; Catlin et al., 2004; Malvey et al., 2005).

Im August 2003 hatten die Forscher des UCLA Labors effiziente Nachweisverfahren
fiir THG entwickelt. Das Steroid konnte nun zuverldssig mittels Gaschromatographie/
Massenspektrometrie (GC/MS) nachgewiesen werden, so dass man nun mit
Routinetests an Urinproben beginnen konnte. Auf Anfrage der Welt-Anti-Doping-
Agentur (WADA) testete das UCLA-Labor erneut 550 A-Proben, die bei den U.S.
Outdoor Track & Field Championships und auch auBlerhalb der Wettbewerbe im
Sommer 2003 entnommen worden waren. Es wurden vier US-Athleten sowie ein Athlet
aus GroBbritannien in beiden Proben, A- und B-Probe, positiv auf THG getestet. Bei
dem britischen Sportler handelte es sich um den Sprinter Dwain Chambers, der in
diesem Zusammenhang offiziell benannt wurde. Im Herbst 2003 fiihrte auch die NFL
(National Football League) Urintests durch, wobei auch hier mehrere Sportler positiv
auf THG getestet wurden.

Der US-Anti-Doping-Agentur (USADA) zufolge war es Victor Conte, Griinder und
Eigentiimer der Bay Area Laboratory Cooperative (BALCO), der viele Sportler und
Trainer mit THG und anderen Steroiden versorgt hatte. Zur Klientel von BALCO
gehorten einige Hochleistungssportler, darunter auch olympische Spitzensportler
(Ritter, 2003; Malvey et al., 2005).

Victor Conte argumentierte, THG besdBe keine anabolen Eigenschaften und sei
wissenschaftlichen Definitionen nach kein echtes Steroid (Ritter, 2003; Kondro, 2003).
Es wurde jedoch inzwischen in verschiedenen Studien nachgewiesen, dass THG ein
potentes Androgen ist. Bei einer in-vitro-Studie zeigte es sogar eine hohere anabole
Potenz als die Vergleichssubstanzen Nandrolon und das sehr potente Trenbolon (Death
et al., 2004). In einer Studie an méinnlichen orchiektomierten Ratten stellte sich heraus,
dass THG an den Androgen-Rezeptor (AR) bindet und AR-vermittelte Signalwege

aktiviert. Desweiteren konnte in der Studie gezeigt werden, dass THG

19



Muskelwachstum in mesenchymalen multipotenten Zellen stimuliert und in vivo sowohl
anabole als auch androgene Aktivitit besitzt (Jasuja et al., 2005).

Eine weitere Studie zeigte, dass THG unselektiv, jedoch mit hoher Affinitit an den
Androgen-, den Progesteron- (PR) und an den Mineralokortokoid-Rezeptor (MR)
bindet. Es ist also nicht ein spezifischer AR-Agonist, sondern es zeigte eine hohe
Bindungsaffinitit zu allen getesteten Steroidhormon-Rezeptoren und ist somit sowohl
anabol als auch androgen wirksam. Desweiteren band THG in den Versuchen an den
Glucokortikoid-Rezeptor (GR). In der Leber bewirkte es eine Down-Regulation des
GR-abhéngigen Tyrosin-Aminotransferase-Gens (TAT). Die Hemmung des TAT durch
THG zeigt, dass THG auch Interaktionen mit dem Glucokortikoid-Hormonsystem
hervorruft. Somit sind verschiedene Nebenwirkungen, wie z.B. hepatotoxische und
karzinogene Auswirkungen denkbar (Friedel et al., 2006).

Der THG-Skandal hat auch das professionelle Verhalten der Sporttrainer und
derjenigen, die den Sportlern zu Leistungssteigerungen verhelfen, in Frage gestellt.
Hiatte aber nicht auf der anderen Seite ein verdachtschopfender Coach die
Aufmerksamkeit auf THG gelenkt, so wirde THG moglicherweise immer noch

unnachweisbar in Sportlerkreisen zirkulieren (Schnirring, 2003; Malvey et al., 2005).

1.5.3.2. Norbolethon

Strukturformel:

Norbolethon (13-ethyl-17-hydroxy-18,19-dinor-17a-pregn-4-en-3-on), auch Wy 3475
genannt, ist ein 19-nor anaboles Steroid, das im Jahre 2002 von DH Catlin und seinen
Mitarbeitern im Urin einer Sportlerin nachgewiesen wurde. Die Urinprobe zeigte
ungewOhnlich niedrige Werte der endogenen Steroide, ein Hinweis auf die mdgliche
Einnahme exogener Steroide (Catlin et al., 2002). Wie bereits fiir THG beschrieben gab
es auch fiir Norbolethon keine Nachweisverfahren. Aber nachdem man wusste, dass ein
exogenes Steroid in der Probe vorhanden sein musste, gelang es auch hier Catlins Labor
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einen MS-Test zu entwickeln, womit Norbolethon fortan sicher nachgewiesen werden
konnte (Catlin et al., 2002).

Bei Norbolethon handelte es sich jedoch keinesfalls um ein komplett neues, vorher noch
nie gesehenes Steroid. Vielmehr war es in Vergessenheit geraten, nachdem es 1963 zum
ersten Mal hergestellt worden war. Wyeth Laboratories hatte die oral wirksame
Substanz zu pharmazeutischen Zwecken synthetisiert, worauthin sich herausstellte, dass
ein Steroid geschaffen worden war, dessen anabole Aktivitit die androgene Aktivitét
mit dem Faktor 20 {iberstieg (Edgren, 1963; Tomarelli und Bernhart, 1964; Buzby et al.,
1966). In einer Studie an kastrierten ménnlichen Ratten zeigte sich aullerdem, dass
Norbolethon eine erhohte Stickstoff-Retention bewirkt, was zur Verstirkung seiner
anabolen Aktivitat fiihrt (Tomarelli und Bernhart, 1964). Desweiteren wurden in den
Jahren von 1964 bis 1972 mehrere Studien an Kindern mit Wachstumsretardierung und
an Kindern mit idiopathischem Untergewicht durchgefiihrt. In allen drei Studien zeigten
die Kinder signifikante Wachstums- und Gewichtszunahmen, die bei Einnahme von
Norbolethon erheblich grofler ausfielen als in den Kontrollgruppen. An unerwiinschten
Nebeneffekten kam es bei einigen weiblichen Patienten zu Stoérungen des
Menstruationszyklus. Seltener beobachtet wurden androgene Effekte wie eine
Wachstumszunahme der Genitalorgane bei Jungen oder Akne, Hirsutismus sowie eine
tiefere Stimmlage bei Méadchen (Greenblatt et al., 1964; Gogate, 1969; LeVann und
Cohn, 1972). In einer weiteren 1968 durchgefiihrten Studie an Erwachsenen in der
Erholungsphase nach zerebrovaskulidren Ereignissen mit resultierender Hemiplegie,
wurde bestdtigt, dass Norbolethon eine erhohte Stickstoff-Retention bewirkt.
Desweitern wurde beschrieben, dass das Steroid die auf die Proteinsynthese katabol
wirkenden Effekte der Kortikosteroide, die arthtritische Patienten hdufig einnehmen
miissen, vermindern kann. Die Studie zeigte auBlerdem, dass es unter
Norbolethoneinnahme zu einer signifikanten Reduktion der Lipide und der freien
Fettsduren im Blutbild kam. Auf die Blut-Cholesterol-Werte schien es jedoch keinen
oder kaum Einfluss zu haben. Ebenso wenig Auswirkungen zeigten sich bei den
Blutglucose-Werten sowie bei der Glucosetoleranz (Albanese et al., 1968).

Es kam jedoch nie zur Vermarktung von Norbolethon. Die Griinde hierfiir sind nicht
bekannt, es ist allerdings moglich, dass dies auf die Nebenwirkungen, die durch seine
androgenen Eigenschaften hervorgerufen werden, zurtickgeht.

Somit wurde diese Substanz vergessen, es gab keine bekannten Missbrauchfille und

daher stand Norbolethon auch auf keiner der Dopingverbotslisten. Umso geschockter
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reagierte die Sportwelt, als das Steroid 2002 auf einmal wieder autauchte. Doch
verwundert der Missbrauch eigentlich nicht, wenn man bedenkt, wie stark seine anabole
Wirkung ist. Da es unwahrscheinlich ist, dass es noch Uberreste von Norbolethon aus
den Studien von 1964 bis 1972 gibt, liegt die Vermutung nahe, dass Norbolethon
illegal von Personen oder einer Organisation mit entsprechender chemisch-

synthetisierender Expertise und dem nétigen Fachwissen, hergestellt wird oder wurde.

1.5.3.3. Testosteron

Strukturfomel:

O

Das ménnliche Geschlechtshormon Testosteron wird in den Leydig-Zellen der Hoden,
aber in geringeren Mengen auch in den Nebennieren und in den Eierstocken der Frau
gebildet. Seine Sekretion wird durch einen negativen Feedback-Mechanismus
kontrolliert. Beteiligt hieran sind das luteinisierende Hormon (LH) und das Follikel-
stimulierende Hormon (FSH), die beide von der Hypophyse gebildet und sezerniert
werden. Die Testosteronproduktion beginnt schon frith in der Embryonalentwicklung
und bestimmt die sexuelle Ausdifferenzierung in einer frithen ,,sensitiven Periode im
dritten oder vierten Schwangerschaftsmonat. Wie alle Steroidhormone stimuliert
Testosteron die Synthese spezifischer Proteine, indem es die Zellmembran passiert, an
den spezifischen Rezeptor im Zellkern bindet und somit bestimmte Gene aktiviert
(Freeman et al., 2001).

Man weil} heute, dass es durch anhaltende Testosteroneinnahme zu Verdnderungen in
der Expression bestimmter muskuldrer Wachstumsfaktoren (Bhasin et al., 2001)
kommt. Dies fiihrt wiederum zu einem Zuwachs an Muskelmasse (Brodsky et al., 1996;
Bhasin et al., 2001; Sinha-Hikim et al., 2002) und beeinflusst den Proteinumsatz
(Ferrando et al., 1998; Ferrando et al., 2002). Aullerdem zeigte sich in Studien der
letzten Jahre, dass Testosteron die Gluconeogenese im Muskel stimuliert und zugleich

die Glycolyse im Muskel hemmt (Ramamani et al., 1999; van Breda et al., 2003).
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Zusétzlich wurde nachgewiesen, dass die langfristige Einnahme (8-12 Wochen) von
Testosteron die skelettale Glucose-Aufnahme um ca. 50% reduziert (Holmang et al.,
1990; Rincon et al., 1996). Es scheint also, dass Testosteron sowohl den Kohlenhydrate-
Umsatz als auch den Protein-Metabolismus im Skelettmuskel zu verdndern vermag
(Enoki et al., 20006).

Allerdings wurde auch von unterschiedlich schweren Nebenwirkungen wie
Virilisierungserscheinungen bei Frauen, Beeintrdchtigung der Leberfunktion und
Problemen des reproduktiven Systems berichtet (Hoberman und Yesalis, 1995).

Dass die Einnahme von Testosteron zur Verbesserung der eigenen Vitalitét fiihren kann,
ist seit dem Ende des 19. Jahrhunderts belegt. Charles Edouard Brown-Séquard hatte im
Juni 1889 die Wirksamkeit einer hormonellen Komponente aus dem Hoden
beschrieben. Er berichtete von der Steigerung seiner physischen Kraft, seines Appetits
und seiner mentalen Fédhigkeiten durch seinen beriihmten Selbstversuch, im Rahmen
dessen er sich ein testikuldres Extrakt aus Hoden von Hunden und Meerschweinchen
injiziert hatte. Nun begannen Forscher weltweit testikuldre Substanzen zu untersuchen
und auf dem Gebiet der Organotherapie Fortschritte zu machen. Auch der medizinische
Gebrauch dieser Brown-Séquard’schen Fliissigkeit begann nur kurze Zeit spéter. Man
versuchte auf diese Weise verschiedenste Krankheiten wie Epilepsie, Tuberkulose,
Diabetes, Anidmie, Arteriosklerose, etc. zu behandeln (Freeman et al., 2001; Kuhn,
2002). Ende 1889 verabreichten 12000 Arzte die Brown-Séquard’sche Fliissigkeit und
herstellende Apotheker machten ein Vermogen mit dem Verkauf dieses neuen
,Lebenselixirs® (Tattersall, 1994; Hansen, 1999).

Heutzutage wird Testosteron hdufig zur Behandlung erektiler Dysfunktion verwendet,
da es sich herausgestellt hat, dass bei Patienten mit extrem niedrigen
Testosteronspiegeln durch die Behandlung mit dem Hormon eine Verstirkung der
Libido, verbesserte erektile Funktion und der Erhalt sekundirer Geschlechtsmerkmale
herbeigefiihrt werden konnten.

In der Bodybuilder-Szene wurde v.a. an der US-Westkiiste in den 1940er und 1950er
Jahren viel mit Testosteron experimentiert, was zur Entstehung des Testosteron-
Schwarzmarktes beitrug (Hoberman und Yesalis, 1995). In den 1960er Jahren
verbreitete sich dann die Nachricht von der Wiksamkeit von Testosteron und seinen
Derivaten, sodass diese nun auch in anderen Sportarten, wie der Leichtathletik und dem
American Football, eingesetzt wurden. In den letzten 30 Jahren hat sich der Missbrauch

dieser Substanzen auch auf andere olympische Sportarten ausgeweitet. Dazu zdhlen
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Hockey, Schwimmen, Radfahren, Volleyball, Wrestling, Skifahren, Handball und
Fussball. Von den geschétzt eine Millionen Menschen in den USA, die missbrauchlich
Steroide einnehmen, verwenden aber nach wie vor viele diese Substanzen fiir nicht-

kompetitives Bodybuilding (Freeman et al., 1995).

1.6. Fragestellung

Doping ist ein weit verbreitetes Problem, das nicht nur im Hochleistungssport, sondern
auch im Kraft- und Freizeitsport zu tragen kommt. Doping mit Anabolika ist seit Mitte
der 1950er Jahre bekannt, wurde jedoch erst 1974 verboten und kann seit den
Olympischen Sommerspielen 1976 in Montreal sicher nachgewiesen werden.

Oft reicht die Verdnderung eines einzelnen Molekiils einer bereits bekannten Substanz
aus, um somit auf sehr einfache Weise ein Derivat herzustellen. Von diesen Derivaten
werden dann hdufig dhnliche Wirkungen erwartet wie man sie von der Muttersubstanz
bereits kennt. Diese durch Umwandlung erzeugten Dopingsubstanzen sind jedoch
meistens nicht, oder nicht hinreichend beziiglich ihrer Wirkungen und Nebenwirkungen
untersucht.

In dieser Arbeit wurden zwei Designersteroide untersucht, die missbrauchlich zu
Dopingzwecken verwendet wurden.

Hierbei handelt es sich um Norbolethon und Tetrahydrogestrinon (THG), zwei
synthetisch hergestellte anabole Steroide.

Norbolethon wurde erstmals 1963 synthetisiert (Smith et al., 1963). Es zeigte sich, dass
ein Steroid mit einem sehr giinstigen Verhéltnis zwischen anaboler und androgener
Wirkungsstirke hergestellt worden war. Seine anabole Aktivitit Ubersteigt die
androgene Aktivitdt mit dem Faktor 20 (Edgren, 1963; Tomarelli et Bernhart, 1964;
Buzby et al., 1966), wodurch es wohl auch fiir Athleten attraktiv erscheint. Es wurde in
mehreren pharmazeutischen Studien getestet (Greenblatt et al., 1964; Albanese et al.,
1968; Gogate, 1969; LeVann et Cohn, 1972;) aber niemals vermarktet. Somit war die
Sportwelt erschiittert, als Norbolethon 2002 im Urin einer Athletin nachgewiesen wurde

(Catlin et al., 2002), nachdem es schon fast in Vergessenheit geraten war.
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Bei THG handelt es sich um ein Designersteroid, das bis zu seiner Entdeckung im Jahre
2003 noch ginzlich unbekannt war. Im Juni 2003 erhielt die US-Anti-Doping Agency
(USADA) von einem Leichtathletik-Trainer eine benutzte Spritze, in der sich ein noch
unbekanntes Steroid befinden sollte. Einem Forscherteam des UCLA Olympic
Analytical Laboratory gelang es, seine Molekiilstruktur herauszufinden und im August
2003 waren Methoden entwickelt worden, das Steroid, THG genannt, sicher
nachzuweisen. Es wurden sofort Urinkontrollen durchgefiihrt, bei denen mehrere

Athleten positiv getestet wurden (Ritter, 2003; Catlin et al., 2004).

Konkret sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1.) Welchen Einfluss haben Testosteron, Norbolethon und Tetrahydrogestrinon
auf die Anzahl der GefdBle, die endotheliale Proliferation und die

endotheliale Apoptose am Stammzellmodell?

2.) Kommt es durch die Einwirkung von Testosteron, Norbolethon und THG zu

Verdnderungen der GefaBmorphologie oder der Gefd3qualitat?

3) Wie wirken Testosteron, Norbolethon und Tetrahydrogestrinon auf die
Ausbildung von Kardiomyozytenclustern am Modell embryonaler

Stammzellen der Maus?

Zur Klarung dieser Fragen wurden Untersuchungen am Modell des Embryoid Bodies
(EB) mit pluripotenten Stammzellen der Mauselinie D3 durchgefiihrt. Zur Kontrolle
diente ein Versuchsansatz mit Stammzellen, die nicht mit einem Steroid behandelt
worden waren, sowie ein Versuchsansatz mit Testosteron. Der Einfluss der Steroide auf
die Gefdfbildung wurde nach 5+3, 5+6, 5+9 und 5+12 Tagen untersucht. Hierflir wurde
jeweils eine immunhistochemische Doppelmarkierung durchgefiihrt, um sowohl die
Gefidfanlagen als auch proliferierende Endothelzellen zu markieren. Verwendet wurden
Antikorper gegen PECAM sowie gegen das Proliferationsantigen Ki-67. Es war von
grofler Bedeutung zu sehen, ob die EBs von unterschiedlicher Grofle sind und wie sich
die GefaB3e der verschiedenen EBs in Quantitiat und Qualitit voneinander unterschieden.
Hierzu wurden alle Gefiale in einem EB ausgezdhlt und qualitative Merkmale wie

Reife, Linge und Durchmesser der Gefidlle sowie Anzahl der Abzweigungen erfasst.
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Desweiteren wurden Anzahl und Formierung der in jedem Embryoid Body
vorkommenden Angioblasten untersucht.

Um zusétzlich Erkenntnisse liber die Entwicklung der Endothelzellen zu erlangen,
wurden proliferierende sowie apoptotische Endothelzellen gezdhlt und iiberpriift, in
welchem Verhiltnis sie zueinander stehen. Um apoptotische Endothelzellen zu
markieren, wurde ein Antikorper gegen PARP verwendet.

Ein weiterer Teil der Untersuchungen bezog sich auf die Herzmuskelzellen. Auch diese
wurden nach 5+3, 5+6, 5+9 und 5+12 Tagen untersucht. Hierfiir wurde die Anzahl und
GrofBle aller Kardiomyozytencluster pro EB erfasst. Die Markierung erfolgte mit einem

Anti-Alpha-Actinin Antikorper.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zellkulturmedien und Zusatze:

-DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Gibco, Karlsruhe
-Fiir 500 ml DMEM (15%): - 409 ml DMEM (400 g Glucose)

- 75 ml FCS (15%)

-5 ml Glutamin

- 5 ml Penicillin / Streptomycin (1%)
-5ml MEM

- 1 ml 2-Mercaptoethanol

-MEM: = Non-Essential Amino Acids,
Gibco, Karlsruhe
-2-Mercaptoethanol: 50 mM,
Gibco, Karlsruhe
-FCS: = Fetales Kélberserum,

Gibco, Karlsruhe

-Glutamin,
Penicillin/Streptomycin: Gibco, Karlsruhe
-ESGRO (LIF): Chemicon International, Temecula, CA, USA
-Accutase: PAA Laboratories GmbH, Colbe
-Gelatine: vom Schwein,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
-PBS: Gibco, Karlsruhe
-PFA: = Paraformaldehyd,

VWR International, Langenfeld



Rezept fiir 4% PFA in 0.1 mol PBS (pH 7.4):

Zuerst wurden 4 g PFA in 40 ml destilliertem Wasser unter Erwéarmen (60°C) gelost.

Danach wurde die Losung mit IN NaOH geklért. Nach Erkalten wurde sie filtriert und
anschlieBend mit 50 ml 0,2 M PBS gemischt. Nach Einstellen des pH-Wertes auf 7,4

wurde das Gefd3 mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Am Ende wurde

nochmals der pH-Wert kontrolliert.

2.1.2. Immunhistochemie:

-NaCl:
-NH4C13

-HCL:

-BSA:

-Tris:

-Triton X-100:

2.1.3. Verwendete Antikorper:

Primére Ak:

-Anti-Pecam (monoclonal):

-Anti-Ki67 (polyclonal):

-Anti-PARP (polyclonal):

- Anti-a-Actinin (monoclonal):

Natrium-Chlorid, Merck, Darmstadt
Ammoniumchlorid,

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Imol/l,

Carl Roth GmbH+ Co., Karlsruhe

Bovine Serum Albumin: pH:7,0

PAA Laboratories GmbH, Colbe
=Tris[hydroxymethylJaminomethane: C4H;;NO3
Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

rat-anti-mouse, 1:800,

BD Biosciences, Pharmingen, Deutschland
rabbit-anti-mouse, 1:150,

Abcam Ltd., Cambridge, GroBbritannien
from rabbit, 1:250,

Promega, Mannheim, Deutschland

from mouse, 1:500,

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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Sekundére Ak:
- Goat Anti rat/ biotin: 1:200,
DAKO, Hamburg, Deutschland
- Cy2-konjugierter
Goat anti rabbit IgG: 1:200,
Jackson Immuno Research Laboratories,
Dianova, Hamburg, Deutschland
- Cy2-konjugierter
Goat-anti-mouse-Antikorper: 1:200,

Amersham Biosciences, Freiburg,

Deutschland
Fluorochrom:
-Cy3-Streptavidin, 1:1500

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
2.1.4. Geriite:

- Laborzentrifuge: Kendro, Osterode, Deutschland

- Flow: Kendro, Osterode, Deutschland

- Brutschrank: Kendro, Osterode, Deutschland , 37 °C; 5% CO,, >95% rH

- Pipetten: VWR International, Langenfeld, Deutschland

- Pipetboy: H. Faust, Meckenheim, Deutschland

- Pipettenspitzen: H. Faust, Meckenheim, Deutschland

- Pipettierhilfen: H. Faust, Meckenheim, Deutschland

- Bakteriologische Gewebekulturschalen (10 ml): H. Faust, Meckenheim, Deutschland
- Zellkuktur-Schalen: 5ml, H.Faust, Meckenheim, Deutschland

- 4-well-Schalen: NUNC, Wiesbaden, Deutschland

- Deckgléschen: fiir die 4-Well-Platten, Menzel GmbH& Co. KG, Braunschweig,
Deutschland

- Glas-Pasteur-Pipetten :H. Faust, Meckenheim, Deutschland

- Neubauer - Zdghlkammer: VWR International, Langenfeld

29



2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Die Betreuung der Stammzellen sowie der Feederzellen erfolgte durch die Medizinisch-
technische Assistentin der Abteilung fiir Zelluldre und Molekulare Sportmedizin. Es
wurde ausschlieBlich mit sterilen Materialien gearbeitet. Alle Arbeitsschritte fanden
unter sterilen Bedingungen in der Zellkultur statt, bei der es sich um ein S1-Labor
handelte. Es wurde unter einer Raumwerkbank gearbeitet, die durch laminare
Luftstromungen ein nahezu steriles Umfeld gewéhrleistete. Die Zellen wurden in einem
COs-Inkubator (5% CO,) bei einer Temperatur von 37°C und einer Luftfeuchtigkeit von
>95 % kultiviert.

2.2.2. Stammzellhaltung und Herkunft der D3-Zelllinie

Es handelt sich bei den fiir die Versuche verwendeten Stammzellen um embryonale
Stammzellen der Maus. Die Bezeichnung D3 entspricht dabei der Wildtyp-Zelllinie, die
1985 von C. Doetschmann etabliert wurde (Doetschmann et al., 1985). Es wurde der
Mausstamm 129/Sv verwendet, der sich zur Verwendung fiir Forschungszwecke
bewahrt hat (Smith, 1992).

Die zu den Experimenten bendtigten, von Maiusen abstammenden embryonalen
Stammzellen wurden von der Medizintechnischen Assistentin im Abstand von 2-3
Tagen zur Verhinderung einer zu hohen Zelldichte passagiert. Eine zu hohe Zelldichte
hitte eine ungewollte Differenzierung der Stammzellen sowie eine Verdnderung ihrer
Morphologie auslésen konnen.

Zur Passage wurde das Medium abgesaugt und die auf dem Boden der
Gewebekulturschalen durch eine Feeder-Schicht adhirent gewachsenen Stammzellen
mit 5 ml PBS gewaschen. Um anschlieBend ein Abldsen zu ermdglichen, wurden 2 ml
Accutase auf den Zellrasen gegeben. Nach einer Einwirkzeit von drei Minuten im CO;-
Inkubator wurden die Zellen vom Boden der Schalen abgespiilt. Mit Hilfe einer Pipette
wurde hierzu zunéchst mit der in der Schale vorhandenen Accutase resuspendiert. Das
Accutase-Zell-Gemisch wurde dann in ein mit 9 ml Medium befiilltes Réhrchen

gegeben und resuspendiert. Nun wurde mit 2 ml Medium aus dem Rd&hrchen ein
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weiteres Mal gespiilt um sicherzugehen, dass auch alle Zellen aus der Kulturschale
aufgenommen und in das Rohrchen gegeben wurden.

Bei 800 U/min und einer Temperatur von 20°C wurde nun 5 Minuten lang zentrifugiert,
so dass sich die Stammzellen in Form eines so genannten Pellets auf den Grund des
Zentrifugenrohrchens absetzten und das iiberstehende Medium, welches nun keine
Stammzellen mehr enthielt, verworfen werden konnte. Darauthin wurde das Pellet mit 1
ml Medium kriftig resuspendiert. Ziel war es hierbei eine Einzelzellsuspension zu
erhalten, worin Zellen und Medium mdglichst homogen verteilt sind. Von diesem Zell-
Medium-Gemisch wurden nun 10 pl abpipettiert, in eine Neubauer-Zdhlkammer
gegeben und die Zellzahl pro ml Medium unter dem Mikroskop bestimmt.

Nun wurden die Zellen in neue Gewebkulturschalen gegeben, welche zuvor mit einer
Feeder-Layer beschichtet worden waren. Hierzu wurden 100.000 Zellen des in 1 ml
Medium suspendierten Pellets in die Schale pipettiert und diese mit Medium bis zu
einem Gesamtvolumen von 5 ml aufgefiillt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit 5 pl
LIF (Leucemia inhibitor factor) versetzt. Durch die Zugabe von LIF bleiben die
Stammzellen pluripotent, da LIF eine vorzeitige Zelldifferenzierung verhindert (Vittet et
al., 1996). Ein Mediumswechsel mit DMEM-Medium, welches mit 15% FCS versetzt

war, erfolgte téglich.

2.2.3. Ansatz der Embryoid Bodies

Herstellung hingender Tropfen

Die Differenzierung der embryonalen Stammzellen erfolgte, wie in Abb.2.1.
schematisch ~ dargestellt, {liber die  Ausbildung von  Embryo-dhnlichen
Stammzellaggregaten, sogenannter ,,embryoid bodies* (EBs). Dazu wurden die ES-
Zellen zunichst in ,.hdngenden Tropfen* kultiviert, deren Herstellung es ermdglichte,
eine immer gleiche Anzahl an ES-Zellen pro EB (1000 Zellen) zu definieren. Somit
konnten die EBs spéter besser mit einander verglichen werden.

Die hdangenden Tropfen zur Herstellung der EBs umfassten ein Volumen von 20 pl und
enthielten jeweils 1000 Zellen.

Zunichst wurden die Zellen, wie bei der Passage beschrieben, vom Boden geldst und
pelletiert. Das Zellpellet wurde dann mit 1 ml DMEM-Medium, welches 15% FCS
enthielt, resuspendiert, um eine moglichst homogene Einzellzellsuspension zu erhalten.

Daraufhin wurden 10 ul der Suspension in eine Neugebauer-Zahlkammer gegeben und
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alle Quadrate der zwei Diagonalen sowie ein weiteres beliebiges Késtchen ausgezahlt.
Optisch nicht mehr dichte ES sowie Feederzellen wurden hierbei nicht mitgezéhlt.
Durch die nun bekannte Anzahl von Stammzellen in 10 pl des resuspendierten Pellets
konnte mit Hilfe des Umrechnungsfaktors der Zahlkammer (10*) errechnet werden, wie
viel ml des Zellgemischs fiir eine bestimmte Menge hdngender Tropfen benétigt wurde.
Hierbei umfasste jeder hingende Tropfen ein Volumen von 20 pl und enthielt 1000
Stammzellen. Wurden zum Beispiel 200 Embryoid Bodies bendétigt, erzeugte man 200
hingende Tropfen aus 4 ml Medium, welches 200000 D3-Stammzellen enthielt. Mit
einer Multipipette wurden 20 bis 25 Tropfen auf die Innenseite des Deckels einer
bakteriologischen Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm pipettiert und der
Boden dieser Schale mit 10 ml 0,1 M PBS befiillt um ein Austrocknen der hdngenden
Tropfen zu verhindern.

Um den Stammzellen zu ermdglichen sich zu Aggregaten zusammenzufinden, wurden

sie 2 Tage lang inkubiert.

Abspiilen der hingenden Tropfen

Die entstandenen EBs wurden nach der zweitigigen Inkubationszeit mit 10 ml
15%igem DMEM abgespiilt und in eine neue bakteriologische Gewebekulturschale von
10 cm Durchmesser iiberfiihrt. Um die Embryoid Bodies gleichmifBig in den 10 ml
Medium zu verteilen, wurden die Schalen 8-f6rmig geschwenkt. Nun konnten die EBs

drei weitere Tage lang im Brutschrank bei 37°C wachsen.

Gelatinebeschichtung der 4-Well-Platten

In jedes Well einer 4-Well-Platte wurde ein Glaspldttchen von 12 mm Durchmesser
gelegt, um den Embryoid Bodies eine Anheftungsmdglichkeit zu bieten. Dieses
Glasplattchen wurde nun mit 0,5 ml einer 0,1%igen Gelatinelésung bedeckt Die

Inkubation der Platten erfolgte {iber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

Plattieren der Embrvoid Bodies

Nach drei Tagen in Suspension, also am 6. Tag seit Herstellen der hangenden Tropfen,
wurden die EBs plattiert. Hierfiir wurde zunéchst die Gelatine auf den Glasplittchen
abgesaugt. Dann wurde jedes Well der 4-Well-Platten mit 0,5 ml 15%igem DMEM
befiillt. Hierbei enthielt das Medium das jeweilige Designersteroid, bzw. Testosteron in

entsprechender Konzentration. Nur die Negativ-Kontrolle erhielt Medium ohne
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zugesetztem Steroid. AnschlieBend wurde jeweils ein EB mit Hilfe einer Pipette aus der
Suspension gesaugt und in die Mitte eines mit Gelatine beschichteten Glaspléttchen
pipettiert. Nach 2-3 Tagen waren die EBs adhirend gewachsen. Der Mediumswechsel

erfolgte alle 3-4 Tage.

Fixierung der Embryoid Bodies

Die Fixierung der EBs fand jeweils nach 3, 6, 9 und 12 Tagen statt. Hierzu wurde
zunidchst das Medium abgesaugt und jedes Well mit 0,5 ml 4%igem Paraformaldehyd
(PFA) befiillt. PFA diente hier als Fixierlosung. Nach 25-miniitigem Einwirken wurde
jedes Well einmal mit 0,5 ml PBS gewaschen und ein weiteres Mal mit PBS gefiillt. So
konnten die EBs maximal sieben Tage lang im Kiihlschrank aufbewahrt werden, bis

eine Immunhistochemie durchgefiihrt wurde.
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Abb.2: Herstellung von Embryoid Bodies
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2.2.4. Behandlung der Zellen mit Steroiden

Fir die Behandlung mit den Steroiden, sowie zur Kontrolle, wurden embryonale
Stammzellen verwendet, die in einem CO,-Inkubator in Suspension aufbewahrt und alle
zwel bis drei Tage passagiert wurden. Ab dem Zeitpunkt des Plattierens wurden sie mit
Steroiden behandelt. Um zu erreichen, dass die Steroide auf die EBs wirken konnten,
wurden sie dem DMEM-Medium (mit 15% FCS) zugefiigt. Hierbei wurden die

Steroide in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt:

Norbolethon: 3,16 ng/ml; Molaritit: 316 g/mol
Tetrahydrogestrinon: 3,12 ng/ml; Molaritdt: 312 g/mol

Zur Kontrolle wurden zwei weitere Ansdtze durchgefiihrt. Hierfiir gab eine
Versuchsreihe mit Testosteron als endogenem Steroid, welches in einer Konzentration
von 3 ng/ml verwendet wurde.

Des Weiteren wurde eine Kontrollreihe angesetzt, der reines Medium ohne
Steroidzusétze zugegeben wurde.

Zwei Tage nach dem Ansatz der hdngenden Tropfen wurden die Zellaggregate in eine
Suspension iiberfiihrt, in der sie weitere drei Tage lang wuchsen. Danach wurden sie
plattiert und alle drei Tage erfolgte ein Mediumswechsel. Auch hierbei enthielt das
Medium immer den entsprechenden Gehalt an Steroiden.

Um zu verhindern, dass sich die EBs weiter differenzierten, wurden sie nach 3, 6, 9 und
12 Tagen mit 4-%iger PFA-Losung fixiert. AnschlieBend wurde eine

Immunhistochemie durchgefiihrt.

2.2.5. Feederzellen

Kultivierung der Feederzellen

Um den embryonalen Stammzellen eine Anheftung zu ermdglichen, wurde der Boden
der Gewebekulturschalen mit einer inaktivierten Feederlayer bedeckt. Dies ist eine
Zellschicht aus Fibroblasten, die eine Anheftungsgrundlage fiir embryonale
Stammzellen darstellt. Des Weiteren produzieren die Feederzellen LIF (Leucemia

inhibitor factor), der eine Ausdifferenzierung der pluripotenten Stammzellen verhindert.
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Die Feederzellen wurden regelmiflig passagiert. Da ihre Teilungsrate geringer ist als
die der Stammzellen, wurden sie nur ein Mal pro Woche passagiert. Ebenso wurde ein
Mal pro Woche das Medium gewechselt. Hierfiir wurde DMEM-Medium mit 10% FCS

benutzt.

Medium fiir Feederzellen:

Das Feederzellmedium unterschied sich vom Stammzellmedium dadurch, dass dem
Feederzellmedium lediglich 10% FCS beigemischt wurde.

Das FCS wurde bereits hitzeinaktiviert gekauft.

Gewinnung von Feederzellen durch Praparation von Méuseembryonen:

Um Feederzellen zu gewinnen, wurden Méuse bendtigt, die seit 14-16 Tagen trichtig
waren. Ihnen wurde, nachdem sie getdtet worden waren, der Uterus entfernt und dieser
anschlieend in eine Petrischale mit 0.1 M PBS gegeben. AnschlieBend wurden die
Embryonen aus Uterus und Fruchtblase der Méuse pripariert, worauthin sie in eine
saubere, mit PBS gefiillte Petrischale gegeben wurden. Den Embryonen wurde nun der
Thorax erdffnet und die Organe entfernt. Um Blutgerinnsel aus ihren Riimpfen zu
entfernen wurden sie, nach Entfernen ihres Kopfes, in eine Petrischale mit 0.1% Trypsin
und 0.02% EDTA iiberfiihrt. Darauthin wurden sie in einer weiteren mit Trypsin und
EDTA gefiillten Petrischale mit Skalpellen zerkleinert. Nach einer Homogenisierung
wurde die erhaltene Zellsuspension durch ein Sieb filtriert. Nun wurde diese auf
Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm verteilt. Die Schalen waren

mit DMEM-Medium (mit 10% FCS) gefiillt worden.

Feederzell-Inaktivierung

Um eine Schicht aus Feederzellen als Adhdsionsgrundlage fiir embryonale Stammzellen
zu erhalten, wurden ungefdhr 1-1.5 Millionen dieser Feederzellen in eine
Gewebekulturschale (6 cm) gegeben. Die Zellen wurden, nachdem sie adhérent
gewachsen waren, fiir zwei Stunden bei 37°C mit Mitomycin C inkubiert. Mitomycin C
ist ein Zellgift, welches die Mitoseaktivitdit hemmt. Es wurde in einer Konzentration
von 10 pg/ml verwendet. Nachdem die Feederzellen inaktiviert worden waren, wurden
sie drei Mal mit 0.1 M PBS gewaschen und mit Medium (mit 10% FCS) bis zu ihrer

Verwendung zum Passagieren der embryonalen Stammzellen inkubiert.
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2.2.5. Immunhistochemie

Die Immunohistochemie ist eine Methode zur Darstellung von zell- und
gewebespezifischen Antigenen, wie Proteine und Enzyme, indem diese mit Hilfe von
Antikorpern markiert und {iber Farbstoffe sichtbar gemacht werden.

Prinzip der Immunhistochemie:

Zu Beginn der Immunhistochemie wurden die Embryoid Bodies zunichst dreimal fiir
jeweils 10 Minuten mit TBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie fiir 10 Minuten in
einem Gemisch aus 0,5 M Ammoniumchlorid, 0,25%igem Triton-X-100 und TBS
inkubiert. Das Ammoniumchlorid diente der Demaskierung der Aldehydvernetzungen
und verhinderte somit die unspezifische Anlagerung des Antikorpers. Durch Triton-X-
100 wurde die Zellmembran permeabilisiert, wodurch den Antikérpern ermdglicht
wurde, Antigene im Inneren der Zelle zu binden. Die EBs wurden erneut zweimal fiir
10 Minuten mit TBS gewaschen. Im néchsten Schritt wurde 5%iges BSA verwendet,
welches auf dem Schiittler mit TBS vermischt wurde. BSA diente als
Blockierungslosung, um unspezifische Bindungen aufgrund von Ladungsunterschieden
abzusittigen. In einem Ansatz aus 0,8%igem BSA und dem primiren Antikdrper
wurden die EBs bei 4°C {iber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Auswaschen des
priméren Antikorpers erfolgte die Inkubation mit dem sekundidren Antikorper fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Lichteinstrahlung. Die Embryoid
Bodies wurden erneut gewaschen (dreimal 10 Minuten). Als Fluorochrom diente
Streptavidin Cy3, mit welchem nun noch eine weitere Stunde inkubiert wurde. Danach

wurde als letzter Schritt wiederum dreimal mit TBS gewaschen.

Verwendete Antikorper in der Immunhistochemie:

1.) Immunhistochemie zur Darstellung der Gefile wund proliferativer

Endothelzellen:

Primére Antikorper: Anti-PECAM (rat)  in der Verdiinnung 1:800
Anti-Ki67 (rabbit)  in der Verdiinnung 1:150

Sekundére Antikorper: Goat-anti-rabbit Cy2 in der Verdiinnung 1:200
Goat-anti-rat/biotin  in der Verdiinnung 1:400

Fluoreszenzmarker: Streptavidin Cy3 in der Verdiinnung 1:1500
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2.) Immunhistochemie zur Darstellung apoptotischer Endothelzellen:

Primére Antikorper: PECAM (rat) in der Verdiinnung 1:800
Anti-PARP (rabbit) in der Verdiinnung 1:250
Sekundére Antikorper: Goat anti rat/biotin  in der Verdiinnung 1:400
Goat anti rabbit Cy2 in der Verdiinnung 1:200

3.) Immunhistochemie zur Darstellung der Kardiomyozyten:

Primérer Antikorper: Anti-Alpha-Actinin (mouse) in der Verdiinnung
1:500
Sekundérer Antikorper: Goat anti mouse Cy2 in der Verdiinnung 1:200

Verwendeter Fluoreszenzmarker in der Immunhistochemie:

Streptavidin Cy3 in der Verdiinnung 1:1500

2.2.6. Mikroskopische Beurteilung

Die mikroskopischen Betrachtungen der auf Objekttriger gebrachten Embryoid Bodies
erfolgten an einem Zeiss Fluoreszenzmikroskop. Fiir die Bewertung von Anzahl und
Morphologie der GefdBanlagen, sowie fiir die Bewertung von Anzahl und GrofB3e der
Kardiomyozytencluster wurde ein 20-er Objektiv der Firma Zeiss verwendet. Zur
Auswertung von Proliferation und Apoptose der Endothelzellen hingegen wurde das 40-
er Objektiv der Firma Zeiss benutzt.

Von allen quantitativ ermittelten Ergebnissen wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen errechnet, welche zum Vergleich in tabellarischer Form und als

Diagramm dargestellt wurden.

Anzahl und Morphologie der GefiBBanlagen:

Die Embryoid Bodies wurden mit 200-facher VergroBerung sowohl quantitativ als auch

qualitativ beurteilt. Es wurden alle Gefdfle gezihlt, die in einem EB gebildet worden
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waren. Hierbei wurden alle durch PECAM markierten Endothelzellstringe, die aus
mindestens zwei differenzierten Endothelzellen bestanden, als Gefdl gewertet und
somit gezdhlt. Jede Abzweigung eines Gefdlastes wurde hierbei als einzelne
Gefaflanlage gewertet.

Aber nicht nur die Anzahl der Gefille, sondern auch deren Morphologie wurde in die
Auswertung miteinbezogen. Hierfiir erfolgte eine Beurteilung nach Breite und Lénge,

morphologischer Beschaffenheit und Reife der GefaBBanlagen (s. Abb.3).
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Scroing-Bogen zur Erfassung von EB-Entwicklungsstufen

Bearbeiter Zellinien
OD3 O sonstige:
Projekt EB Alter (Tage) )
L e
Datum Behandlung d. Zellen
Angioblasten
Keine Wenig Viele
Anzahl
GefaBquantitat
vorwiegend kurze und vorwiegend
kurz lange lange Werte
Lange 1 2 3
vorwiegend danne und vorwiegend
dinn dicke dicke
Dicke 4 8 16
wenig viele Summe= /51
Anzahl 16 a2 Sq= %
GefaBqualitat
Keine Wenig Viele Werte
Zerfetzi—l} < : 0 1 2
PfI%te%teinargf 0 3 6 Summes= /80
L
‘G‘;{L_,
N Ny 0 9 18 Se= Yo
2 Tt ol
ST
Reife : 0 27 54 Score= %(Sqn"Sql)
EB
klein groB
Allgemein
Anmerkung:

Dr. Annette Schmidt

Abt. f. Zellul&re und Molekulare Sportmedizin

DSHS Kain

Abb.3: Scoring-Bogen zur Erfassung qualitativer Merkmale der EBs
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Zur besseren Ubersicht der Punktevergabe fiir qualitative Merkmale dient nachfolgende

Tabelle:

Eigenschaft Beschreibung Bewertung  Score

Gefilquantitiit Linge Vorwiegend kurze 1
Kurze und lange
Vorwiegend lang

Dicke Vorwiegend diinne
Diinne und dicke
Vorwiegend dicke

Anzahl Wenig
Viel

Gefilqualitit Zerfetzt Nein
Wenig
Viel

Pflaster Nein
Wenig
Viel

Netzwerk Nein
Wenig
Viel

o0

SI—m OO NWOoO N~

Reife Nein
Wenig
Viel

[\
~

N — O = O O — O =W —IWN

)
o

Tab. 1: Statistische Erfassung von Gefdf3qualitit und -quantitat

Die Berechnung des Reifegrades der GefdBBanlagen erfolgte mit folgender Formel:

Y= Ln (Score/(1-Score))

Wie es Abb. 3 zu entnehmen ist, wurden fiir jeden einzelnen Eb die Qualititsmerkmale
ausgewertet. Dabei teilte man jedem EB jeweils ein Qualititsmerkmal pro Zeile (siehe
Abb. 3) zu. Es musste also entschieden werden, ob eher diinne oder dicke GefaB3tuben
vorhanden waren, ob viele oder wenige Angioblasten zu sehen waren, wie die
Gefalistruktur war, ob man viele zerfetze Gefal3e sehen konnte, usw.

Fiir jede Angabe, und somit fiir jedes angekreuzte Kidstchen wurde dann der in der
rechten unteren Ecke des Kistchens angegebene Zahlenwert vergeben. Darauthin
wurden die eingetragenen Werte jeweils fiir GefaBqunatitit und GeféaBqualitidt summiert
und in die in Abb. 3 abgebildeten Formeln eingesetzt. Die Summe der Zahlenwerte fiir
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die GefiBquantitdt musste durch 51 (Ergebnis = Sqn), die fiir GefdBqualitit durch 80
(Ergebnis = Sql) dividiert werden. Durch Einfiigen dieser beiden Werte in die Formel:

Score = % (Sqn * Sql)

wurde der sogenannte Score berechnet, der dann in die oben genannte Formel zur
Bestimmung des Y-Wertes (Y= Ln (Score/(1-Score))) eingesetzt wurde.

Wie es in Abbildung 5 dargestellt ist, wurden auf diesem Weg die Y-Werte der EBs
berechnet, die X-Werte stellten das Alter der jeweiligen Embryoid Bodies dar.

Somit ist der Schnittpunkt einer Kurve mit der X-Achse gleichbedeutend mit dem
Zeitpunkt, an dem die EBs ihre halbmaximale Reife erlangt haben.

Die Bewertung der qualitativen Merkmale und deren Zurodnung zu einem

entsprechenden Zahlenwert ist libersichtlich in Tab. 1 zusammengestellt.

Proliferation der Endothelzellen:

Zur Beurteilung der Proliferation wurde die Anzahl der Ki67-positiven Kerne, welche in
100 GefdBanlagen eines EBs sichtbar waren, mit 400-facher VergroBerung bestimmt.
Um nur diejenigen Zellkerne zu erfassen, welche sich auch tatsichlich in den Gefdlen
befanden, wurde das Prinzip der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung angewandt. Der
PECAM-Antikorper diente zur Markierung der Gefalanlagen, wihrend mit dem Ki67-
Antikorper Zellkerne dargestellt wurden, die sich in Mitose oder noch in der G-, S-,
oder G;-Phase, also in Vorbereitung auf eine Zellteilung befanden. Somit konnten
einzelne GefaBle unter dem Mikroskop betrachtet werden und die Anzahl der markierten
Zellkerne pro Gefdl3 erfasst werden. Es wurden die proliferativ aktiven Zellkerne in 100

Gefillen je EB gezdhlt.

Apoptose der Endothelzellen:

Analog der Bewertung proliferierender Endothelzellen wurde die Anzahl apoptotischer
Endothelzellen pro 100 GefdBanlagen eines EBs bei 400-facher Vergroferung erfasst.
Die Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung erfolgte in diesem Fall wiederum mit dem
PECAM-Antikérper zur Visualisierung der GefdBanlagen wihrend die Markierung
apoptotischer Endothelzellen durch den Antikérper PARP erfolgte.
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Anzahl der Kardiomyozytencluster:

Die EBs zur Auswertung der Kardiomyozytenentwicklung wurden mit einer 200-fachen
VergroBerung betrachtet. Um Cluster von Herzmuskelzellen im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar zu machen wurde in der Immunohistochemie ein Anti-Alpha-Actinin als
primdrer Antikorper und ein Goat-anti-mouse-Cy2 als sekunddrer Antikdrper
verwendet. Da die Kardiomyozytencluster in ihrer GroBe sehr variieren, wurden sie in
vier Gruppen unterteilt. Entsprechend ihrer ldngsten Seite wurden sie den Gréfen 0-500
um, 500-2000 pm, 2000-3000 um bzw. > 3000 pm zugeordnet.

Die Einteilung in die vier Gruppen erfolgte mit Hilfe einer Skala. Bei Anlegen der Skala

betrug das gesamte Gesichtsfeld einen Durchmesser von 6000 um.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Abeit war es herauszufinden, ob die verwendeten Designersteroide
Tetrahydrogestrinon (THG) und Norbolethon Verdnderungen in der GefaB3bildung, bei
Proliferation und Apoptose von Endothelzellen und in der Ausdifferenzierung von
Kardiomyozyten hervorrufen. Hierzu wurden sowohl quantitative als auch qualitative
Merkmale untersucht. Zum Vergleich dienten zwei Gruppen: zum einen gab es eine
Kontrollgruppe, die reines Medium ohne den Zusatz von Steroiden erhielt und zum
anderen eine Gruppe von Embryoid Bodies (EBs), die mit Testosteron als
korpereigenem Steroid behandelt wurden.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden am Modell des Embryoid Body
durchgefiihrt. Es wurden pluripotente embryonale Stammzellen der Zelllinie D3
verwendet. Um die verschiedenen Entwicklungsstufen beurteilen und mit einander
vergleichen zu konnen, wurden die EBs zu unterschiedlichen Zeitpunkten in ihrer
Differenzierung gestoppt. Die erste Gruppe wurde nach 5+3, die zweite nach 5+6, die
dritte nach 5+9 und die letzte Gruppe nach 5+12 Tagen fixiert.

Alle EBs wurden mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, sodass die Embryoid Bodies
im Folgenden unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden konnten. Es wurden
von jeder Gruppe vier reprasentative Embryoid Bodies ausgesucht und ausgewertet. Bei
den beschriebenen Werten fiir jede Gruppe handelt es sich immer um den Mittelwert
aus den jeweils vier untersuchten EBs.

Die statistische Testung wurde in dem Programm Excel mit Hilfe des Student’s t-Tests
fiir ungepaarte Proben durchgefiihrt. Es galten alle Werte als statistisch signifikant, die
einen p-Wert < 0,05 hatten.

44



3.1. Vaskularisation

Dieser Versuchsansatz diente dazu, Aussagen {iber die Auswirkungen von
Tetrahydrogestrinon und Norbolethon auf die Ausbildung von GefdBanlagen im
Embryoid Body zu ermdglichen.

3.1.1. Anzahl der Gefiflanlagen

Kontrollgruppe:

Bei der Kontrollgruppe konnte mit zunehmendem Alter der EBs ein stetiger Zuwachs
an GefdBen vermerkt werden. Wéhrend im Alter von 5+3 Tagen durchschnittlich 129 +
67,69 Gefidlle in jedem Embryoid Body vorhanden waren, so waren es im Alter von 5+6
Tagen bereits 173,5 Getfdale. Nach 5+6 Tagen war auch die Standardabweichung mit
14,66 GefdaBen geringer als in der Altersgruppe 5+3. Nach 5+9 Tagen lag die Anzahl
der Gefidlle bei 205,3 £ 45,93 und im Alter von 5+12 Tagen waren es schlieBlich 241 +
37,55 Getille pro EB. In der Altersgruppe 5+3 waren somit die grofiten Schwankungen
in der GefdBanzahl zu beobachten. Dies zeigte sich in der hohen Standardabweichung

von 52% (Abb. 4).

Testosteron:

Unter der Behandlung der Zellen mit Testosteron konnte in den ersten beiden
Entwicklungsstufen ein groBerer Gefalzuwachs als bei der Kontrollgruppe beobachtet
werden. Bei den letzten beiden Altersklassen, 5+9 und 5+12, nahm die GefdBmenge
jedoch wieder stetig ab, sodass sie im Alter von 5+12 Tagen unterhalb der Anzahl der
Gefalle der Kontrollgruppe lag.

Am Tag 5+3 wurden im Mittel 141,8 + 109,2 Gefille gezédhlt, in der néchsten
Entwicklungsstufe 5+6 waren es schon 270,8 Gefdfle, und somit mehr als bei der
Kontrollgruppe in dem ganzen Zeitraum von 12 Tagen gefunden wurde. Allerdings lag
hier auch die Standardabweichung mit 133,4 sehr hoch. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen konnten die Werte der Altersklassen 5+3 und 5+6 somit nicht
als signifikant gewertet werden. Zu dem Zeitpunkt 5+9 Tage kam es zu einem
signifikanten Riickgang auf 107,5 + 60,64 Gefdlle pro EB. Hier ist also eine deutliche

Abnahme zwischen dem Zeitpunkt 5+6 und 5+9 Tage zu verzeichnen. Nach 5+12
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Tagen war die Gefdlmenge auf 160,5 = 107,4 Gefdle angestiegen und lag somit
unterhalb des Niveaus der Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt (Abb. 4).

Tetrahydrogestrinon (THG):

Wie es in Abb. 4 zu sehen ist konnten unter dem Einfluss von THG bei der frithesten
Entwicklungsstufe vergleichsweise wenige Gefille verzeichnet werden. So waren es
nach 5+3 Tagen nur 36 Gefille pro EB. Mit einer Standardabweichung von 60,17 lag
dieser Wert im statistisch signifikanten Bereich. In den darauf folgenden Tagen kam es
jedoch zu einer enormen Zunahme an Gefdflen. Im Alter von 5+6 Tagen war es zu
einem signifikanten Anstieg auf 519,25 + 33,45 Gefdfle gekommen. Nach drei weiteren
Tagen konnten 1067,25 + 371,7 GefaB3e und nach 5+12 Tagen 1143 + 292,5 Gefédlle pro
EB gezdhlt werden. Die letzten beiden Altersgruppen waren somit ebenfalls als

statistisch signifikant zu werten.

Norbolethon:

Das Designersteroid Norbolethon zeigte vor allem in den frithen Entwicklungsphasen
sehr starke Auswirkungen auf das GefaBwachstum. Die Anzahl der Gefdfle in den mit
Norbolethon behandelten EBs lag in den ersten drei Stadien {liber der Gefd3anzahl in
den Kontroll- und Testosteron-Ansétzen, sank jedoch nach 5+9 Tagen wieder merklich
ab (Abb. 4).

Nach 5+3 Tagen wurde eine signifikante Anzahl von 348 + 39,27 Gefille gezdhlt und
nach 5+6 Tagen war der Mittelwert bereits auf 872,25 + 264,7 Gefdlle gesteigert. In den
folgenden Tagen fiel die Gefdlanzahl jedoch wieder signifikant ab, so dass im Alter von
5+9 Tagen 629,5 + 170,6 Gefidlle ermittelt wurden. Nach 5+12 Tagen kam es zu einer
weiteren Reduktion auf 186,5 + 67,93 Gefil3e, die jedoch nicht statistisch signifikant ist.
Des Weiteren ist es interessant nicht nur das jeweilige Steroid mit der Kontroll- und
Testosterongruppe zu vergleichen, sondern zusétzlich auch die beiden Designersteroide
in ihren Auswirkungen auf die Gefa3bildung in vitro zu vergleichen. Dies ist in Abb. 4

veranschaulicht.
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Anzahl der Gefalle: Vergleich aller Substanzen
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Abb. 4: Anzahl der Gefil3e: Kontrolle, Testosteron, THG, Norbolethon

3.1.2. Qualitiit der GefiBanlagen

Ziel dieser Untersuchung war es herauszufinden, ob die Steroide neben ihren
Auswirkungen auf die Gefdquantitit auch Effekte auf die Qualitdt der Geféd3anlagen
haben. Um dariiber Aussagen treffen zu kdnnen wurde jeder EB, bei dem auch die
GefdBanzahl ausgezihlt worden war, folgendermallen beurteilt: es wurde notiert, ob es
sich bei den GefiBlen um eher lange oder kurze, dicke oder diinne handelte. Des
Weiteren wurde untersucht, ob es sich um vorwiegend pflastersteinartig angelegte oder
ob es sich um eher reife GefdBanlagen handelte, ob sich netzwerkartige GefaBstrukturen
ausgebildet hatten oder ob die GefdBe versprengt im EB verteilt waren. Aullerdem
wurde vermerkt, ob viele Angioblasten im EB zu sehen waren, und wenn ja, ob diese
clusterformig oder in groferen Flichen angeordnet waren, oder ob diese einzeln verteilt
zu sehen waren.

In den Abbildungen 6-8 sind  Dbeispielhaft Gefie mit verschiedenen

Qualitdtsmerkmalen gezeigt.
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Die Berechnung des Reifegrades der GefdBBanlagen erfolgte mit folgender Formel:

Y= Ln (Score/(1-Score))

Wie bereits im Kapitel Material und Methoden beschrieben und wie es aulerdem Abb.
3 zu entnehmen ist, wurde fiir jedes angekreuzte Késtchen der in der rechten unteren
Ecke des Késtchens angegebene Zahlenwert vergeben. Dann wurden die Zahlen nach
den in Abb. 3 genannten Formeln summiert und daraus ein Zahlenwert, der so genannte

Score, berechnet, der dann in die oben genannte Formel eingesetzt wurde.

Die Zahlen wurden statistisch getestet und in folgender Graphik wiedergegeben:
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Abb. 5: Darstellung der Reife der GefdaBBanlagen
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Dabei entspricht die x-Achse dem Alter der EBs und die y-Achse dem Reifungsgrad der
Gefidflanlagen. Von Bedeutung ist hierbei der Schnittpunkt der Kurve mit der x-Achse:
an diesem Punkt hat der EB seine halbmaximale Reifung erreicht. Somit ist es gut
moglich die Entwicklung in der Reife der einzelnen EBs direkt mit einander zu

vergleichen.

Kontrolle:

Bei der Kontrollgruppe waren in allen Altersstufen nur wenige Angioblasten zu finden.
Es gab auch kaum fldchen- oder clusterformige Anordnungen der Angioblasten. Die
Gefdlle waren anfangs (5+3 Tage) noch diinn und vorwiegend kurz, in den weiteren
Altersklassen waren dann jedoch zusitzlich noch dicke und lange Gefdle zu finden.
Auffillig war, dass sich von Beginn an netzwerkartige Strukturen formierten und selbst
zu dem Zeitpunkt 5+3 Tage schon groBe Netzwerke zu erkennen waren.
Dementsprechend gab es auch nur sehr wenige ,,zerfetzte® Gefdlle. Wie aus der Graphik
abzulesen ist, hatten die EBs der Kontrollgruppe ihre halbmaximale Reife nach

durchschnittlich 9,8 Tagen erreicht.

Testosteron:

Bei dem endogenen Steroid Testosteron waren in den Altersklassen 5+3 bis 5+9 viele
Angioblasten zu sehen, nach 5+12 Tagen waren es jedoch nur noch wenige
Angioblasten. Die vorhandenen Angioblasten waren bei allen Embryoid Bodies in
Flachen und Clustern angeordnet. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren somit mehr
Angioblasten vorhanden und diese im Gegensatz zur Kontrollgruppe auch zu Clustern
formiert.

Die Gefdlle waren bei allen vier Altersstufen in allen Auspridgungen zu finden (dick,
diinn, lang, kurz). Insgesamt waren viele zerfetze Gefafle, allerdings — anders als bei der
unbehandelten Gruppe- nur wenige netzwerkartig aufgebaute Gefdlle sichtbar.
Interessant ist auch, dass die EBs ihre halbmaximale Entwicklung unter der Einwirkung

von Testosteron bereits nach 6,3 Tagen erreicht hatten.

THG:
Unter der Zugabe von Tetrahydrogestrinon zeigten sich in den auf einander folgenden

Altersklassen wechselnd viele und wenige Angioblasten (5+3 und 5+12: wenige, 5+6
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und 5+9: viele Angioblasten). Bei den EBs mit vielen Angioblasten waren diese auch
flachen- und clusterférmig angeordnet, bei den EBs mit nur wenigen Angioblasten
waren demnach auch nur wenige Fldchen- und Clusterformen zu sehen.

Zu den ersten drei Zeitpunkten waren mehr diinne als dicke Gefaf3e vorhanden, was sich
zum Zeitpunkt 5+12 Tage aber ausgeglichen hatte. Es hatten sich insgesamt sowohl
lange als auch kurze GefidBe mit Netzwerkstrukturen, aber auch viele zerfetzte Gefélle
gebildet.

Die EBs dieser Untersuchungsgruppe erreichten ihre halbmaximale Reifung schon nach

durchschnittlich 4,6 Tagen.

Norbolethon:

In dieser Gruppe waren anfangs viele Angioblasten zu finden, nach 5+9 Tagen waren es
nur noch wenige und nach 5+12 Tagen waren keine Angioblasten mehr zu sehen.
Insgesamt hatten sich nur wenige Flichen und Cluster ausgebildet. Anfangs waren die
Gefidlle noch diinn, ab dem Zeitpunkt 5+6 waren aber dicke und diinne Gefdlle zu
verzeichnen. Diese waren auch sowohl lang als auch kurz. Durch alle Altersklassen
hindurch waren grole Gefilinetzwerke zu sehen. Zu den Zeiten 5+3 und 5+12 gab es
nur wenige zerfetze Gefdlle zu vermerken, bei den mittleren Altersklassen waren es
allerdings viele zerfetze Gefél3e.

Wie es Abb. 5 zu entnehmen ist, war die Reifung der GefdBle unter dem Einfluss von

Norbolethon deutlich gestort.
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Abb. 6: Clusterformige Anordnung Abb.7: Ausbildung eines noch
von Angioblasten pflastersteinartig angelegten Gefal3-

netzwerkes

Abb. 8: Reifere Gefdllanlage mit ersten Abb. 9: , Zerfetzte” Gefille ohne Ausbil-

Aufzweigungen dung eines GefdBnetzwerkes
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3.2. Proliferation und Apoptose

Proliferation und Apoptose in ausdifferenzierten Zellen und das Proliferationspotential
von Vorlduferzellen bestimmen die Zellhomdostase und Regenerationsfiahigkeit des
Gefaflsystems. In dieser Versuchreihe wurden Proliferation und Apoptose von
Endothelzellen direkt untersucht und mit einander verglichen, um Aussagen dariiber
treffen zu konnen in wiefern die Designersteroide auch hier Einfluss nehmen. Es sollte
gezeigt werden ob THG und Norbolethon die Fahigkeiten des Gewebes, sich zu
erneuern und in den programmierten  Zelltod zu gehen, im Vergleich zur

Kontrollgruppe und zur Testosterongruppe verdndern.

3.2.1. Proliferation:

Bei dieser Versuchsreihe ging es darum herauszufinden, ob die verwendeten
Designersteroide THG und Norbolethon Einfluss auf die Endothelzellproliferation, d. h.
auf das schnelle Wachstum der am GefdBaufbau beteiligten Endothelzellen, nehmen.
Hierbei diente der PECAM-Antikorper dazu die GefdBanlagen darzustellen, wéihrend
der Antikdrper Ki67 die Anfarbung derjenigen Zellkerne ermdoglichte, die sich gerade in
Mitose oder in Vorbereitung auf eine Zellteilung befanden. Hierzu wurde pro Embryoid
Body die Anzahl der Ki67-positiven Endothelzellen bestimmt, die in 100 GefdBanlagen
vorhanden waren. Zum Vergleich dienten auch hier eine Kontrollgruppe und eine mit

Testosteron behandelte Gruppe.

Kontrolle:

In der Kontrollgruppe kam es zu einer mit zunehmender Zeit abfallenden Anzahl an
proliferierenden Endothelzellen, die jedoch zum spiten Zeitpunkt 5+12 wieder leicht
anstieg. Zum Zeitpunkt 5+3 waren es 8,5 £ 7,55 gezdhlte Endothelzellen in 100
Gefdllen. Diese Zahl sank nach weiteren drei Tagen auf 6,5 + 5,26. Neun Tage nach
Ausplattieren der EBs waren es nur noch 3 £ 2,58 proliferierende Endothelzellen, 12
Tage nach Ausplattieren stieg die Zahl jedoch wieder auf 7 + 3,46 markierte Zellen pro
100 GefiBe. Einen Uberblick verschaffen hierbei Abb. 10 und Abb. 11.
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Proliferation: Anzahl der markierten Zellenin 100 Gefafien:
Vergleich von Kontrolle, Testosteron, Tetrahydrogestrinon
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Abb. 10: Proliferation: Vergleich von Kontrolle, Testosteron und THG

Proliferation: Anzahl der markierten Zellen in 100 Gefalen:
Vergleich von Kontrolle Testosteron, Norbolethon
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Abb. 11: Proliferation: Kontrolle, Testosteron und Norbolethon
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Testosteron:

Unter Einfluss von Testosteron waren zu jedem Zeitpunkt mehr proliferierende
Endothelzellen zu vermerken als in der Kontrollgruppe.

Drei Tage nach Ausplattieren der EBs lag hierbei die Anzahl der gezihlten
Endothelzellen mit einem Mittelwert von 13 und einer Standardabweichung von 13,22
nicht im statistisch signifikanten Bereich. Zu dem Zeitpunkt 5+6 lag der Mittelwert bei
24 und ist mit einer Standardabweichung von 4,9 als statistisch signifikant zu werten.
Statistisch signifikant sind auch die gezéhlten Zellzahlen zu den folgenden Zeitpunkten:
nach 5+9 Tagen waren es 10,5 = 3 und nach 5+12 Tagen 19,5 + 6,19 proliferierende
Endothelzellen in 100 GefdB3en (siehe auch Abb. 10 und Abb. 11).

Tetrahydrogestrinon:

Unter der Zugabe von THG kam es zu einer konstant steigenden Anzahl an
proliferativen Endothelzellen. Bei den ersten beiden untersuchten Zeitpunkten waren es
noch weniger proliferierende Endothelzellen als in der Kontrollgruppe, dies dnderte sich
danach jedoch zugunsten von THG. Im Vergleich mit der Testosterongruppe lagen die
Zahlen von THG jedoch mit Ausnahme des Zeitpunktes 5+9 immer unterhalb der
Zahlen der Testosterongruppe. Bezogen auf die Kontrollgruppe liegen in der THG-
Gruppe jedoch nur die letzten beiden Werte (5+9 und 5+12) im statistisch signifikanten
Bereich.

Nach 5+3 Tagen waren noch keine markierten Endothelzellen zu finden. Nach 5+6
Tagen waren es 5 £ 1,16 proliferierende Endothelzellen, drei Tage spéter war die
Anzahl auf 13 + 4,76 angestiegen. Zum spétesten Zeitpunkt 5+12 wurden 14 + 4,9
markierte Endothelzellen geziihlt. Zur Ubersicht dient Abbildung 10.

Norbolethon:

Das Steroid Norbolethon bewirkte in den EBs eine zu Beginn und Ende hohe,
zwischendurch allerdings abfallende Proliferationsrate. Die Werte liegen mit Ausnahme
des zu dem Zeitpunkt 5+6 ermittelten Wertes im Vergleich zur Kontrollgruppe im
statistisch signifikanten Bereich.

Verglichen mit den Werten der Kontrollgruppe kam es unter der Gabe von Norbolethon
zu einer erhohten Anzahl an proliferativ aktiven Endothelzellen. Verglichen mit

Testosteron lagen die Werte unter Norbolethon-Einfluss jedoch nur zum Zeitpunkt 5+3
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tiber denen der Testosteron-Gruppe. An drei von vier Zeitpunkten lagen die
Norbolethon-Werte jedoch deutlich iiber den Werten der Tetrahydrogestrinon-Gruppe.
Drei Tage nach Ausplattieren der Embryoid Bodies konnten bereits 18,5 + 5,97
proliferative Endothelzellen detektiert werden. Zum Zeitpunkt 5+6 war die Anzahl der
markierten Endothelzellen jedoch auf 10 + 8, nach weiteren drei Tagen auf 7 + 2,58
gefallen. Darauthin kam es wieder zu einem Anstieg, sodass die Zahl der in der
Proliferationsphase befindlichen Endothelzellen zum Zeitpunkt 5+12 bei 16,5 + 6,19
lag.

Die Werte sind in Abbildung 11 zusammengefasst.

3.2.2. Apoptose:

Analog dem Proliferationsversuch sollte hier ermittelt werden, inwiefern die
Designersteroide den programmierten Zelltod (Apoptose) beeinflussen. Dafiir wurden
die Endothelzellen mit dem Antikdrper anti-PARP markiert und wie bei dem
Proliferationsversuch wurde auch hier die Anzahl der PARP-positiven Endothelzellen in
hundert GefiBlen in jedem EB ausgezdhlt. Wenn die Daten von Apoptose und
Proliferation vergleichend betrachtet werden, so konnen daraus Informationen dariiber

gewonnen werden, welcher Mechanismus zum enstprechenden Zeitpunkt iiberwiegt.

Kontrolle:

Unter Kontrollbedingungen konnte im Mittel nur eine apoptotische Endothelzelle zu
dem Zeitpunkt 5+3 nachgewiesen werden. Die Standardabweichung lag hierbei bei
1,16. Zu allen anderen Zeitpunkten waren in dieser Gruppe keine apoptotisch aktiven
Endothelzellen zu sehen. Da die Anzahl der Gefdfle in dieser Gruppe auch stetig
gestiegen war ist hier von einem starken Uberwiegen der Proliferationstendenz

auszugehen (siehe Abb. 12 und Abb. 13).

Testosteron:

Unter der Wirkung von Testosteron zeigten sich hier in den verschiedenen Altersstufen
unterschiedlich viele apoptotische Endothelzellen. Zu den Untersuchungszeitpunkten
5+3 und 5+9 waren es jeweils 4 £ 3,651 apoptotische Zellen, wobei beide Werte im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht im statistisch signifikanten Bereich liegen. Im Alter

von 5+6 Tagen konnten im Durchschnitt 7,5 + 1,92 , im Alter von 5+12 Tagen konnten
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6,5 = 1 apoptotische Endothelzellen gezdhlt werden. Diese beiden Werte lagen mit p-
Werten von 0,002 (5+6) und 0,000 (5+12) im statistisch signifikanten Bereich. Auch
hier lag die Anzahl der apoptotischen Endothelzellen zu jedem Zeitpunkt unter dem der

proliferierenden Endothelzellen. Einen Uberblick verschaffen Abb. 12 und Abb. 13.

Tetrahydrogestrinon:

In dieser Gruppe kam es mit zunehmender Zeit zu einem Zuwachs an apoptotischen
Endothelzellen, obgleich nur maximal 4,5 markierte Endothelzellen in 100 Gefden zu
verzeichnen waren.

Zum Zeitpunkt 5+3 wurden 2 + 2,83 apoptotisch aktive Endothelzellen gezéhlt. Im
Alter von 5+6 Tagen waren es 3 £+ 3,83, im Alter von 5+9 Tagen waren es 4,5 £ 1
apoptotische Endothelzellen. Die Anzahl blieb im Mittel mit 4,5 £ 3,79 markierten
Endothelzellen konstant.

Die Werte liegen somit hoher als die der Kontrollgruppe. Wie es in Abb. 11 zu
erkennen ist, war es unter der Einwirkung von THG jedoch auch zu einer um das
Vielfache gesteigerten GefdBBanzahl im Vergleich zur Kontrolle gekommen. Insgesamt
iiberwiegt auch hier die proliferative Tendenz. Die zu den Zeitpunkten 5+9 und 5+12
ermittelten Werte liegen hierbei im Vergleich mit der Kontrolgruppe im

Signifikanzbereich (Abb. 12).

Norbolethon:

Unter Einwirkung von Norbolethon kam es zu abwechselnd zunehmenden und
abfallenden Anzahlen an apoptotischen Endothelzellen. Diese bewegten sich im
Rahmen von 4,5 bis 7,5, also oberhalb der Werte der Kontrollgruppe, jedoch insgesamt
auch hier unterhalb der Werte der proliferativen Endothelzellen. Zum frithen Zeitpunkt
5+3 konnten 5 + 4,163, zum Zeitpunkt 5+6 nur 4,5 + 3,416 apoptotische Endothelzellen
gezdhlt werden. Bei den beiden spéteren Zeitpunkten 5+9, bzw. 5+12 lagen die Werte
bei 7,5 £ 7,188, bzw. bei 6 £ 2,309 apoptotisch aktiven Endothelzellen pro 100
GefdBanlagen.

Die Werte der Zeitpunkte 5+6 und 5+12 lagen hierbei mit p-Werten von 0,039 und
0,007 im statistisch signifikanten Bereich.

In Abbildung 13 konnen die Ergebnisse der Norbolethon-Gruppe im Vergleich zur

Kontroll- und Testosteron-Gruppe etwas anschaulicher betrachtet werden.
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Apoptose: Anzah der markierten Zellenin 100 Gefalien:
Vergleich von Kontrolle, Testosteron, Tetrahydrogestrinon
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Abb. 12: Anzahl apoptotisch aktiver Endothelzellen: Kontrolle, Testosteron, THG

Apoptose: Arnzahl der angefarbten Zellenin 100 Gefal¥en:
Vergleich von Kontrolle, Testosteron, Norbolethon
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Abb. 13: Anzahl apoptotisch aktiver Endothelzellen: Kontrolle, Testosteron,

Norbolethon
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3.3. Kardiomyozytogenese

Zusétzlich zu den Verdnderungen im Gefdf3system galt es herauszufinden, inwiefern die
Designersteroide THG und Norbolethon sich auf die Entwicklung der Herzmuskelzellen
auswirken. Hierbei wurde nicht nur Wert auf die Anzahl der Kardiomyozytencluster
gelegt, sondern sie wurden auch der GroBe nach in verschiedene Gruppen eingeteilt.
Entsprechend ihrer ldngsten Seite wurden sie den Grofen 0-500 pum, 500-2000 pum,
2000-3000 pm bzw. >3000 pm zugeordnet (siche Abbildungen 18-21). Somit kann die
Anzahl der Kardiomyozytencluster noch nach GroBe differenziert betrachtet werden.
Auch bei diesem Versuch wurde die Differenzierung der EBs nach 5+3, 5+6, 5+9 und
5+12 Tagen gestoppt, so dass auch hier GroBe und Quantitéit der Kardiomyozytencluster
in den verschiedenen Alters- und Entwicklungsstufen betrachtet und ausgewerte werden
konnten. Zur Visualisierung der Herzmuskelzellcluster fiir die mikroskopische
Betrachtung wurde Anti-Alpha-Actinin als primdrer und Goat-anti-mouse-Cy2 als
sekundérer Antikorper in der Immunohistochemie verwendet.

Da bei der Betrachtung der Kardiomyozytencluster nicht nur die unterschiedlichen
Altersklassen sondern auch die verschiedenen Groflenzugehorigkeiten beriicksichtigt
werden miissen, sind die Ergebnisse im Folgenden nach Steroid und Altersgruppe
aufgeteilt beschrieben, um weiterhin einen guten Uberblick zu ermdglichen.

Die Ergebnisse des Kardiomyozytogenese-Assays sind in den Abbildungen 14-17
graphisch dargestellt.

Kontrolle 5+3:

Bei der Kontrollgruppe konnten zum frithesten Zeitpunkt (5+3) vor allem
Herzmuskelzellcluster der kleinsten Kategorie nachgewiesen werden. So waren es im
Mittel 26,25 Kardiomyozytencluster mit einem Léangsdurchmesser von 0-500 pum.
AuBerdem konnten durchschnittlich 5 Kardiomyozytencluster der ndchst grofleren
Gruppe von 500-2000 um zugeteilt werden. In der Gruppe der 2000-3000 um
messenden Kardiomyozytencluster fanden sich nur noch 0,25 markierte Zellen. Cluster
mit einem Durchmesser von iiber 3000 pm waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht

vorhanden.

58



Kontrolle 5+6:

5+6 Tage nach Ausplattieren der EBs konnte eine groBe Zunahme an kleinen
Kardiomyozytenclustern verzeichnet werden. Es waren im Durchschnitt 70,75
Herzmuskelzellcluster der Grofie 0-500 um in jedem EB vorhanden. Allerdings
existierten auch in diesem Alter nur wenige grofere Kardiomyozytencluster. Zu der
Gruppe der 500-2000 pm messenden Cluster konnten 4 und zur Gruppe der 2000-3000
um messenden Herzmuskelzellcluster nur noch 0,75 Kardiomyozytencluster gezéahlt
werden. Kardiomyozytencluster mit einer Grofle > 3000 um gab es auch zu diesem

Zeitpunkt noch keine.

Kontrolle 5+9:

Nach 5+9 Tagen war die Anzahl der kleinen Kardiomyozytencluster weiter stark
angestiegen. Es wurden in der kleinsten Kategorie von 0-500 um 118,25 markierte
Kardiomyozytencluster und in der nédchsten Kategorie von 500-2000 pm 9,5 markierte
Kardiomyozytencluster gezihlt. Die Gruppe der Zellen mit der Grofe von 2000-3000
um umfasste durchschnittlich 1,75 Herzmuskelzellcluster und die Gruppe der grofiten
Kardiomyozytencluster (> 3000 pm) beinhaltete lediglich 0,25 markierte
Kardiomyozytencluster pro EB.

Kontrolle 5+12:

Zu diesem Zeitpunkt war die Anzahl der kleinsten Herzmuskelzellcluster auf im Mittel
102,5 pro EB gesunken, die Anzahl der Kardiomyozytenclustern mit der Grofle von
500-2000 pm jedoch auf 15,5 gestiegen. Die Gruppe der 2000-3000 pm messenden
Kardiomyozytencluster umfasste nun durchschnittlich 2 Cluster pro EB und die Gruppe

> 3000 pm beinhaltete jetzt 0,5 Cluster pro Embryoid Body.

Testosteron 5+3:

Unter dem Einfluss des endogenen Steroids Testosteron waren bis zum Zeitpunkt 5+3
durchschnittlich 16,75 Kardiomyozytencluster der Gréfe 0-500 pm herangewachsen.
Kardiomyozytencluster der Gro3e 500-2000 pm waren in einer Anzahl von 0,5 pro EB
vertreten und Kardiomyozytencluster mit einer Gro3e von mehr als 2000 pm konnten

zu diesem frithen Zeitpunkt noch nicht gezéhlt werden.
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Testosteron 5+6:

Nach 5+6 Tagen hatten die wunter Beigabe von Testosteron gewachsenen
Kardiomyozytencluster diejenigen der Kontrollgruppe in quantitativer Hinsicht
iiberholt. Die Gruppe mit der GroBe von 0-500 um beinhaltete im Mittel 119
Kardiomyozytencluster, der Grofe 500-2000 um wurden 7,75 Herzmuskelzellcluster
zugeteilt. Allerdings lag die Anzahl der Kardiomyozytencluster mit einer Grofle von
2000-3000 pm bei einer Anzahl von 0,5 Kardiomyozytenclustern pro EB leicht unter
dem Wert der Kontrollgruppe. Herzmuskelzellcluster mit einem Durchmesser von iiber

3000 um waren auch in dieser Gruppe zum Zeitpunk 5+6 noch nicht vorhanden.

Testosteron 5+9:

Zum Zeitpunkt 5+9 hatten sich in der Testosterongruppe sehr viele kleine
Kardiomyozytencluster gebildet. In den zwei kleinsten Groenklassen hatten sie damit
die Anzahl der Herzmuskelzellcluster der Kontrollgruppe iiberstiegen.

Zu der Klasse der 0-500 um groBen Zellcluster zdhlten im Durchschnitt 170,5
Kardiomyozytencluster pro EB. Zu der Gruppe der 500-2000 pm messenden
Herzmuskelzellcluster zdhlten 12,75 Kardiomyozytencluster pro EB. Es gab zu diesem
Zeitpunkt allerdings — genau wie in der Kontrollgruppe - nur 1,75
Herzmuskelzellcluster mit einer Grofle von 2000-3000 um und keine

Kardiomyozytencluster, die an ihrer ldngsten Seite mehr als 3000 pm malen.

Testosteron 5+12:

Auch nach 5+12 Tagen beeindruckte die Testosterongruppe mit durchschnittlich 341,75
Kardiomyozytenclustern der Grofenordung 0-500 um. Auch in der Gruppe der 500-
2000 pum  groBen  Kardiomyozytencluster  {iberstieg die = Anzahl der
Kardiomyozytencluster der Testosterongruppe mit 26,6 markierten Zellen pro EB die
Anzahl der Zellcluster der Kontrollgruppe. Des Weiteren konnten 4,25
Herzmuskelzellcluster mit einer Grofe von 2000-3000 pm gewertet werden. Der
Gruppe der Kardiomyozytencluster mit einem Durchmesser von > 3000 pm konnten

allerdings auch hier keine Herzmuskelzellcluster zugeordnet werden.
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THG 5+3:
Unter dem Einfluss des Designersteroids Tetrahydrogestrinon waren zum Zeitpunkt 5+3

keine Kardiomyozytencluster in den Embryoid Bodies nachweisbar.

THG 5+6:

Nach 5+6 Tagen konnten in dieser Gruppe durchschnittlich 40,5 Kardiomyozytencluster
der GroBle 0-500 um und 2 Kardiomyozytencluster der Grole 500-2000 um gezéhlt
werden. Aullerdem gab es im Mittel 0,5 Herzmuskelzellcluster der Gruppe 2000-3000

um und keine Herzmuskelzellcluster mit einer Grof3e > 3000 um.

THG 5+9:

Hier betrug der Mittelwert der Kardiomyozytencluster, die 0-500 um grof3 waren, 51,11
pro EB. In der ndchst groeren Gruppe von 500-2000 um wurden 6
Kardiomyozytencluster zusammengefasst und mit einer GroBe von 2000-3000 um
waren es nur noch durchschnittlich 0,25 Kardiomyozytencluster pro Embryoid Body.
Der grofiten Kategorie von mehr als 3000 um konnten keine Kardiomyozytenclustern

zugeteilt werden.

THG 5+12:

Auch beim letzten untersuchten Zeitpunkt 5+12 blieben die Werte dieser Gruppe stets
unter den Werten der Kontroll- und Testosteron-Gruppe. 60 Kardiomyozytencluster
hatten eine GréBe von 0-500 pm und weitere 8,75 Cluster wurden zu der Gruppe der
500-2000 pm messenden Kardiomyozytencluster zugeteilt. Eine GroB3e von 2000-3000
pum erreichte im Durchschnitt nur ein Kardiomyozytencluster pro EB und analog zu den
frither untersuchten Zeitpunkten erreichte auch hier kein Kardiomyozytencluster eine

GroBe von mehr als 3000 um.

Norbolethon 5+3:

Auch unter Einwirkung des Designersteroids Norbolethon waren bis zu dem Zeitpunkt

5+3 keine Kardiomyozytencluster herangewachsen.
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Norbolethon 5+6:

In dieser Altersklasse konnten nur Kardiomyozytencluster der kleinsten Grofle
nachgewiesen werden. Durchschnittlich enthielt jeder EB 23,25 Kardiomyozytencluster
mit einem Durchmesser von 500-2000 um. Dieser Wert liegt unter den Werten der

Kontroll-, Testosteron-, und Tetrahydrogestrinon- Gruppen.

Norbolethon 5+9:

Selbst nach 5+9 Tagen waren in den untersuchten EBs keine Kardiomyozytencluster
mit einem Durchmesser von mehr als 2000 um zu finden. Es waren nur durchschnittlich

15,25 Cluster der kleinsten Kategorie (0-500 pm) pro Embryoid Body vorhanden.

Norbolethon 5+12:

Auch die Werte des Zeitpunktes 5+12 lagen in allen GroBenbereichen unter denen der
anderen Substanzgruppen.

Die Gruppe der 0-500 pm groBen Kardiomyozytencluster umfasste 55,25 solcher
markierten Herzmuskelzellcluster pro EB. In der Gruppe der 500-2000 um messenden
Cluster lag der Mittelwert bei 1,75 Kardiomyozytencluster pro EB. Es existierten in
dieser Gruppe allerdings keine Kardiomyozytencluster, die einen Durchmesser von
mehr als 2000 pm erreichten.

Insgesamt erreichten die unter Norbolethon-Einwirkung gewachsenen EBs zu keinem

Zeitpunkt die Kontroll- oder Testosteron-Werte.
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Abb. 15: Kardiomyozytencluster der Gro3e 500-2000 pm
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Abb. 17: Kardiomyozytencluster mit der Grof3e > 3000 um
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Abb. 18: Kardiomyozytencluster der Abb. 19: Kardiomyozytencluster der
Kategorie 0-500 pm Kategorie 500-2000 pm

Abb. 20: Kardiomyozytencluster der Abb. 21: Kardiomyozytencluster der

Kategorie 2000-3000 um Kategorie > 3000 pm
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung

Die Designer-Steroide Tetrahydrogestrinon (THG) und Norbolethon wurden am Modell
des Embryoid Bodies untersucht und jeweils zu Testosteron als endogenem Steroid und
zu der Kontrollgruppe in Bezug gesetzt.

Im Vaskularisationsversuch zeigte sich, dass es unter dem Einfluss von THG und
Norbolethon zu einer deutlich erhdhten GefdaBanzahl im EB kam. Die Proliferationsrate
war im Vergleich zur Kontrolle, nicht jedoch im Vergleich zu Testosteron, gesteigert.
Die Gefdle, die unter Einwirkung von THG und Testosteron standen, reiften schneller
heran als diejenigen der Kontrollgruppe, waren jedoch strukturell (Ausbildung von
GefdBvernetzungen, Anzahl fetzenartiger Gefdf3e) denen der Kontrollgruppe unterlegen.
Die unter Einfluss von Norbolethon entstandenen Gefia3e zeigten eine deutlich gestorte
Reifung und ebenso wie unter dem Einfluss von THG eine verminderte Gefdqualitét.
Mit Hilfe des Apoptose-Assays konnten deutlich erhohte Apoptose-Raten der
Endothelzellen bei den Versuchsansiatzen mit THG, Norbolethon und Testosteron im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung der Kardiomyozyten wurden diese nicht einzeln betrachtet,
sondern es wurden immer Cluster von Herzmuskelzellen verschiedenen Grof3enklassen
zugeordnet. Hierbei fiel auf, dass sich bei der Behandlung mit THG und Norbolethon
fast ausschlieBlich Kardiomyozytencluster der kleinsten GroBenklassen ausbildeten,
hier jedoch zu keinem Zeitpunkt so viele Cluster wie in der Kontrollgruppe
heranwuchsen. Auch begann die Ausbildung der ersten Kardiomyozytencluster unter
THG und Norbolethon erst zu einem spédteren Zeitpunkt als bei der Kontrolle. Anders
verhielt es sich bei Testosteron, unter dessen Einfluss sich zwar auch nur wenige grof3e
Kardiomyozytencluster bildeten, jedoch weitaus mehr kleine Kardiomyozytencluster als
unter Kontrollbedingungen. Auch hier begann die Kardiomyozytogenese zwar leicht
verzogert, stieg ab dem zweiten Untersuchungszeitpunkt jedoch steil an, sodass zum
letzten Beobachtungszeitpunkt in der Testosterongruppe mehr als doppelt so viele der

kleinsten Kardiomyozytencluster zu verzeichnen waren als in der Kontrollgruppe.
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4.2. Einfluss von AAS auf Vaskularisation, Proliferation und Apoptose

von Endothelzellen

Wie bereits in Kapitel 3.1. beschrieben, kam es unter dem Einfluss von
Tetrahydrogestrinon und Norbolethon zu einer betrdchtlichen Zunahme der
Vaskularisierung im Embryoid Body. Hierbei fiel besonders das Steroid THG auf, unter
dessen Einwirkung sich zu dem Zeitpunkt 5+12 Tage ca. fiinf Mal so viele Gefille
ausgebildet hatten wie in der Kontrollgruppe. Interessant ist hierbei auch der Vergleich
mit dem natiirlichen Steroid Testosteron: in der THG-Gruppe waren mehr als sieben
Mal so viele GefaBstrukturen zu verzeichnen als in der Testosteron-Gruppe.

Im Versuch mit Norbolethon hingegen zeigte sich nicht wie unter Zugabe von THG
eine stetig ansteigende Anzahl an Gefdllen, sondern der Einfluss von Norbolethon
filhrte zu einem parabelartigen Verlauf der GfaBanzahl mit einem Maximum der
Gefidflanzahl am Tag 5+6. Daraufhin sank die Anzahl der unter Norbolethon gebildeten
Gefalle wieder, so dass zum Zeitpunkt 5+12 Tage die Anzahl der ausgebildeten Gefille
unter Norbolethoneinwirkung unterhalb der Anzahl der GefidB3e in der Kontrollgruppe
lag, jedoch vergleichbar war mit dem Ergebnis der unter Testosteron-Einfluss
gewachsenen EBs.

Diese Ergebnisse decken sich groBtenteils mit den Ergebnissen aus dem
Proliferationsversuch: sowohl bei Norbolethon als auch bei THG kam es im Vergleich
mit der Kontrollgruppe zu einer verstirkten Proliferation der Endothelzellen.

Allerdings fillt auf, dass die Zugabe von Testosteron im Proliferations-Assay zu einer
sehr  stark  erhdhten = Anzahl  proliferativ  aktiver = Endothelzellen, im
Vaskularisationsversuch jedoch nicht zu einer stark erhohten Anzahl an Gefaf3strukturen
filhrte. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte sein, dass es bei Testosteron zusitzlich
zu einer gesteigerten Rate apoptotisch aktiver Endothelzellen kam. Diese stehen im
Gleichgewicht mit den proliferativ aktiven Endothelzellen, sodass es durch die
gesteigerte Apoptose nicht zu einer gesteigerten Anzahl an Gefalen kommit.

Dies ist stimmig mit den Ergebnissen von D’Ascenzo et al., denn sie beschrieben in
threr Arbeit ebenfalls, dass es unter der Wirkung von anabolen Steroiden (zu den
untersuchten Substanzen zdhlten Testosteron, Nandrolon und Norandrostendion,
allerdings nicht THG und Norbolethon) auf humane Nabelvenen-Endothelzellen zu
einer erhohten Apoptoserate und somit zu einem antiproliferativen Effekt kam

(D’Ascenzo et al., 2007).
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Allerdings herrscht auf diesem Gebiet Uneinigkeit in der Forschungsliteratur. So
berichten Chang und seine Mitarbeiter von einem starken proliferationsfordernden
Effekt des nicht-steroidalen Antiandrogens Nilutamid auf Grund einer Zunahme der Akt
Protein Expression und einer Abnahme des Cell-Zyklus-Inhibtors p27 (Kipl). Akt ist
eine Proteinkinase, die eine Vielzahl von biologischen Mechanismen vermittelt. Unter
anderem wirkt Akt inhibierend auf Apoptose und stimuliert zelluldres Wachstum
(Chang et al., 20006).

Diese  Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Chang deuten auf einen
proliferationsinhibierenden Effekt durch Androgene hin, der durch die vorliegende
Arbeit nur fiir Testosteron und partiell fiir Norbolethon, nicht allerdings fiir THG
bestétigt werden kann.

Hingegen beschrieben Hoetzer und seine Forschungsgruppe, dass es bei Frauen im
Vergleich zu Méannern zu einer erhdhten migratorischen Aktivitdt von endothelialen
Vorlduferzellen kam (Hoetzer et al., 2007). Des Weiteren besal3en Frauen eine hohere
Kapazitit, Kolonien von endothelialen Vorlauferzellen zu formieren. Zusitzlich zeigten
Frauen mit einer hdheren Ostrogen-Konzentration im Plasma eine signifikant hohere
Anzahl an zirkulierenden endothelialen Vorlduferzellen als Ménner. Diese Erh6hung
der Zellzahl ist durch eine verminderte Apoptoserate zu erkldren (Strehlow et al., 2003).
Der Forschungsgruppe von Chang widersprechen die Aussagen von Ray et al.. Sie
beschrieben, dass neuere klinische Studien Hinweise darauf geben, dass Androgene die
Anzahl der zirkulierenden endothelialen Vorlduferzellen erhohen. Dies geschieht
moglicherweise durch Auswirkungen auf das Knochenmark (Ray et al., 2008).
AulBlerdem konnte gezeigt werden, dass hypogonadale Ménner eine verminderte Anzahl
an endothelialen Vorlduferzellen besitzen, die jedoch nach der Behandlung mit
Androgenen signifikant anstieg (Foresta et al., 2006). Dies ldsst sich sehr gut mit den in
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen vereinbaren, da es unter den Designersteroiden
und unter Testosteron zu einem deutlichen Zuwachs an Endothelzellen kam.

Dies bedeutet jedoch noch nicht, dass es somit auch zu einer Zunahme an
funktionsfahigen GefiBlen im EB kommt, da Proliferation und Apoptose der
Endothelzellen miteinander im Gleichgewicht stehen (Dimmeler und Zeiher, 2000;
Araki et al., 1990; Gerber et al., 1998; Segura et al., 2002). Wie bei Norbolethon und
Testosteron zu sehen ist, kann es trotz einer hohen Proliferationsrate zu einer
verminderten Anzahl an Gefilen kommen, wenn die Rate der apoptotisch aktiven

Endothelzellen dementsprechend gesteigert ist (Gilbert SF, 2003).
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Auch im Versuch mit THG kam es zu einer erhdhten apoptotischen Aktivitit der
Endothelzellen, diese lag jedoch weit unter den Apoptoseraten der unter Zugabe von
Testosteron gewachsenen EBs. Somit {iberwogen bei THG die proliferativen Effekte,
wodurch es zu einer massiv gesteigerten Anzahl an reifen Gefdflen kam.

Sowohl Tetrahydrogestrinon als auch Norboelthon sind in dieser Hinsicht bisher jedoch
kaum untersucht worden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse beziehen sich auf einen
Beobachtungszeitraum von 12 Tagen. Dabei ist es durchaus denkbar, dass es auf lingere
Sicht und unter langerem Steroideinfluss zu noch stirkeren Auswirkungen der anabolen
Steroide kommen konnte (Friedel et al., 2005). Hier besteht in der Zukunft sicherlich
noch grofler Forschungsbedarf. Aullerdem sind die fiir diese Arbeit durchgefiihrten
Experimente im in-vitro-Modell an Méusenzellen gelaufen, das auch nicht ohne weitere
Uberpriifungen direkt auf den Menschen und auf die in-vivo-Situation iibertragbar ist.

In der Forschungsliteratur finden sich zahlreiche Hinweise auf Gefdl3verdnderungen, die
durch anabole androgene Steroide hervorgerufen werden (D’Ascenzo et al., 2007; Lane
et al., 2006; Cunha et al., 2005; Ebenbichler et al., 2001; Kam und Yarrow, 2005). So
verdffentlichten Tagarakis und sein Team bereits im Jahre 2000 zwei ebenfalls an
Maiusen durchgefiihrte Studien mit zwei anabolen Steroiden (Dianabol und orales
Turinabol) und mit Testosteron-Propionat. Es gab zwei Gruppen von Maiusen, von
denen die eine Dianabol, die andere Testoteron-Propionat ohne korperliches Trainig
erhielten. Des Weiteren erhielten drei Gruppen je ein Steroid (Dianabol, Testosteron-
Propionat sowie Oral-Turinabol) zusammen mit korperlichem Training. Zur Kontrolle
dienten unbehandelte Gruppen, je eine mit korperlichem Training und eine ohne
korperliches Training. In dieser Studie wurde gezeigt, dass es unter dem Einfluss der
Steroide sowohl nach drei als auch nach sechs Wochen zu milder Hypertrophie bei den
Herzmuskelzellen kam. Dartliber hinaus nahm die kapillire Dichte ab und die
interkapilldre Distanz nahm unter Steroideinfluss zu. Bei der Kontrollgruppe, die keine
Steroide enthielt, aber korperlichem Training ausgesetzt war kam es zu einer Anpassung
der Mikrovaskularisation durch eine Erhohung der Kapillardichte und eine
Verringerung der interkapilldren Distanz. Somit wurde gezeigt, dass die Behandlung
mit den anabolen Steroiden und Testosteron-Propionat zu hypertrophischen Effekten
auf die Kardiomyozyten fiihrte und dass die mikrovaskulidre Adaptatation auf
korperliches Training deutlich gestort war (Tagarakis et al., Aug. 2000; Tagarakis et al.,

Mai 2000). Durch diese Verdanderungen unter Steroideinnahme steigt die Gefahr, dass
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die Versorgung des Herzens mit Sauerstoff, vor allem bei korperlicher Belastung, nicht
mehr ausreichend gewéhrleistet werden kann.

Auch dies ldsst sich in Einklang mit den hier erhobenen Daten bringen, denn unter der
Einwirkung von Testosteron kam es zu einer im Vergleich zur Kontrolle stark
verringerten Anzahl an GefdBlen. Dass diese wenigen GefdBle fiir eine ausreichende
Durchblutung und Versorgung mit Sauerstoff sorgen konnen, ist daher sehr fraglich.
Andererseits kam es unter dem Einfluss von THG und in den ersten Tagen auch unter
Norbolethon zu einer erhdhten GefdBanzahl im Vergleich zur Kontrolle. Auch hier stellt
sich die Frage, inwiefern Gefdlle, die so schnell in einer so iiberschieBenden Anzahl
heranwachsen, den Belastungen und Anforderungen des Organismus standhalten
konnen.

Zudem weill man, dass Gefalnetzwerke, die nur aus Endothel bestehen unreif und
instabil sind und zu riicklaufiger Entwicklung neigen (Benjamin et al., 1999). Daher
miissen diese unreifen GefdBstrukturen von Perizyten und glatten Muskelzellen
umgeben werden, um die Gefdlreifung und —stabilitit zu gewéhrleisten (Campbell und

Campbell 1986; Benjamin et al., 1998).

Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von A. Schmidt (Institut fiir zelluldre und molekulare
Sportmedizin der Sporthochschule Koln) zeigten, dass es unter der Einwirkung von
Ethyltestosteron, einem weiteren Designersteroid, zu einer im Vergleich zur Kontrolle
nur unwesentlich erhohten Zahl an Gefdflen im EB kam. Das Steroid Propyltrenbolon
fiihrte zu einer im Vergleich zu Kontrolle und Testosteron erhohten Anzahl von
GefdBen, dies war jedoch nicht vergleichbar mit der enorm gestiegenen GefdBanzahl bei
THG und Norbolethon (Schmidt et al., 2006). Auch hier wurde mit dem Modell
embryonaler Stammzellen von Méusen und vergleichbaren Steroidkonzentrationen wie
den in dieser Arbeit verwendeten, gearbeitet. Ein Vergleich der Ergebnisse der
Arbeitsgruppe von A. Schmidt und der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ist in

Abb. 22 dargestellt.
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Anzahl der Gefalde: Vergleich aller Substanzen
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Abb. 22: Anzahl der Gefille: Vergleich von Kontrolle, Testosteron, Ethyltestosteron,
Propyltrenbolon, THG und Norbolethon.

Der Vergleich dieser in-vitro-Ergebnisse von A. Schmidt et al. mit den in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnissen zeigt, dass es bei den anabolen
Steroiden trotz dhnlichem Aufbau zu groBen Unterschieden in der Wirkungsweise
kommen kann. Dies erstaunt, da sie sich strukturell nur geringfligig unterscheiden.
Bislang wurde meistens verallgemeinernd von Eigenschaften der anabolen Steroide
gesprochen. Die hier gewonnenen Daten zeigen jedoch, dass die Designersteroide sehr
unterschiedlich wirken und somit auch einzeln besprochen und untersucht werden

sollten.

Es ist bekannt, dass anabole Steroide zu einer Zunahme an skelettaler und
linksventrikuldrer Muskelmasse fiihren (Pearson et al., 1986; Urhausen et al., 1989; De
Piccoli et al., 1991; Sachtleben et al., 1993; Yeater et al., 1996; Dickerman et al., 1997;

Marsh et al., 1998; Di Bello et al., 1999; Karila et al., 2003; Hall und Hall, 2005). Um
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den erhohten Sauerstoffbedarf decken zu konnen muss allerdings auch die
Kapillarisierung der gestiegenen Muskelmasse angepasst werden.

Daher ist es auch wichtig nicht nur die Quantitit der entstandenen endothelialen Tuben
zu beurteilen, sondern auch besonderes Augenmerk auf die Qualitit der Gefdl3tuben zu
legen.

Dabei fiel auf, dass es bei der mit Norbolethon behandelten Gruppe zu einer deutlich
gestorten Reifung kam.

Unter dem Einfluss von Testosteron erreichten die Gefdfltuben ihre halbmaximale
Reifung deutlich friiher als bei der Kontrollgruppe, jedoch war hier die Ausbildung von
Gefidlinetzwerken sichtbar gestort. Statt gut verzweigter endothelialer Tuben bildeten
sich viele fetzenartig versprengte GefaBstrukturen. Hier muss sicherlich die Frage
gestellt werden, inwiefern diese aus den endothelialen Tuben hervorgehenden Geféle
funktionell einwandfrei sind. Au3erdem muss bedacht werden, dass die Gefal3tuben im
Embryoid Body nicht vollstéindig ausreifen kénnen, sodass auch hier eine Ubertragung

der in-vitro gewonnenen Ergebnisse auf die in-vivo-Situation schwierig ist.

Ebenso kam es bei der unter THG gewachsenen Gruppe zu einer verfrithten Reifung
und zur Entstehung von Gefdlstrukturen sehr unterschiedlicher Qualitit. Es waren
sowohl gut verzweigte Netzwerke als auch viele versprengte Gefafiteile zu sehen.

Es ist daher fraglich, ob die aus diesen GefdBtuben entstehenden Gefdfle den steigenden
Sauerstoftbedarf der Skelettmuskulatur und des Myokards ausreichend decken konnen.
Tagarakis et al. zeigten im Jahre 2000, dass sowohl anabole Steroide als auch
Testosteron-Propionat die durch korperliches Training angekurbelte kardiale
Kapillarisierung schwer beschidigen (Tagarakis et al., Mai 2000; Tagarakis et al., Aug.
2000).

Dies wiirde auch erkldren, warum bei Autopsien von Konsumenten anaboler Steroide
héufig fibrotische Bereiche im Myokard gefunden werden (Luke et al., 1990; Lyngberg
1991; Kennedy und Lawrence, 1993; Nieminen et al., 1996). Es wird angenommen,
dass diese fokalen myokardialen Fibrosen dadurch verursacht werden, dass die
Blutversorgung des Myokards durch das unter Steroid-Einfluss beschleunigte
Wachstum myokardialer Fasern nicht ausreicht, bzw. sich nicht schnell genug anpassen
kann. Dadurch, so wird vermutet, kommt es zu nekrotischen Bereichen im Myokard mit

nachfolgender Fibrose (Luke et al., 1990). Diese fibrotischen Bereiche konnen Fokus
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fiir maligne Arrhythmien und sogar fiir die Entstehung einer Kardiomyopathie sein

(D’Ascenzo et al., 2005).

4.3. Einfluss von AAS auf die Kardiomyozytogenese

Die Auswirkungen der anabolen Steroide auf die Entwicklung stammzellabgeleiteter
Herzmuskelzellen waren sehr unterschiedlich.

Auffallend war, dass es unter dem Einfluss von Testosteron zur Ausbildung vieler
kleiner Kardiomyozytencluster kam. Die Kardiomyozytogenese begann zwar -
verglichen mit der Kontrollgruppe - verzogert, allerdings bildeten sich darauthin
weitaus mehr Herzmuskelzellcluster der kleinen Grofenklassen aus als bei den
unbehandelten Zellen. Kardiomyozytencluster der grofften Gruppe waren unter der
Einwirkung von Testosteron zu keinem Zeitpunkt entstanden.

Anders stellen sich die Ergebnisse fiir Norbolethon und Tetrahydrogestrinon dar. Beide
Designersteroide flihrten zu einer deutlich inhibierten Kardiomyozytogenese. Zu jedem
Zeitpunkt lagen die Zahlen der gezédhlten Zellcluster deutlich unterhalb der Werte der
Kontrollgruppe, wobei Norbolethon noch stirker wachstumshemmend auf die

Kardiomyozyten wirkte als THG.

Dass sich anabole Steroide auf das kardiovaskuldre System negativ auswirken, wird in
der wissenschaftlichen Literatur hdufig beschrieben. Es werden schon seit vielen Jahren
immer wieder Kasuistiken von Sportlern, v. a. von Bodybuildern, verdffentlicht, bei
denen unter der Einnahme von AAS kardiovaskuldre Ereignisse bis hin zum plétzlichen
Herztod auftraten (Luke et al., 1990; Laroche 1990; Ferrera et al., 1997; Tischer et al.,
2003). Eine Studie von Pirssinen et al. zeigte zudem, dass Anabolika einnehmende
Kraftsportler ein deutlich erhohtes Risiko haben, friihzeitig zu versterben. Sie konnten
in einer 12-jdhrigen Follow-up-Studie zeigen, dass die Mortalitit in der Gruppe der
Kraftsportler, die hochverdichtig auf die Einnahme von AAS waren, bei 12,9 % lag,
wihrend die Mortalitdt in der Kontrollgruppe in diesem Zeitraum bei 3,1% lag. Somit
war das Risiko fiir AAS-konsumierende Kraftsportler im Vergleich zu der

Kontrollpopulation um den Faktor 4,6 erhoht (Pérssinen et al., 2000).
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Dies verwundert nicht wenn man die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse
betrachtet. Bedenkt man, dass sich Kardiomyozyten in gewissem Umfang erneuern
konnen (Maximilian und Vela, 2008), miisste, wenn man die Ergebnisse vom Modell
der Stammzellen der Maus auf den Menschen iibertrigt, angenommen werden, dass es
auch beim Menschen unter der Einnahme von Testosteron auf Grund der starken
Zunahme der Anzahl an Kardiomyozytenclustern zur Ausbildung einer
Herzhypertrophie kommen konnte. Hierbei wird generell die exzentrische von der
konzentrischen Herzhypertrophie unterschieden. Bei der exzentrischen Hypertrophie
kommt es aufgrund von Lumenerweiterung zu einer Dilatation des Ventrikels wihrend
es bei der konzentrischen Hypertrophie zu einer Herzwandverdickung ohne Dilatation
kommt. Ab einem kritischen Herzgewicht jenseits von 500 g entwickelt sich eine
relative Koronarinsuffizienz mit Abnahme der Leistungsfdhigkeit des Herzens und es
besteht die Gefahr einer Gefligedilatation. Durch die ventrikuldre Dilatation kann es zu
dehnungsinduzierter Apoptose und somit zu weiterer Dilatation kommen (Herold,
2005). Auch hier stellt sich die Frage, ob die GefiBle das dilatierte Herz ausreichend
versorgen konnten oder ob es nicht etwa zu einer Insuffizienz infolge
Mangelversorgung durch die Gefdfle kdme. Allerdings handelt es sich in der
vorliegenden Arbeit um in-vitro-Versuche an Stammzellen der Maus, sodass man diese
Ergebnisse sicherlich nicht direkt tibertragen kann.

Die Designersteroide THG und Norbolethon hingegen fiihrten in den in dieser Arbeit
vorgestellten Versuchen eher zu hypoplastischen Effekten, da sich nur wenige
Kardiomyozytencluster formierten und diese von geringer Grofle waren. Im EB war
somit der Wachstumsprozess der Kardiomyozyten betroffen. Im adulten Herzen handelt
es sich jedoch um postmitotische Kardiomyozyten und es gibt nur wenige
proliferierende Zellen, die als Nachschub fiir Kardiomyozyten dienen kénnen. Somit
sind diese Ergebnisse nur bedingt auf den adulten Organismus iibertragbar, da es sich
nur um wenige im Wachstumsprozess befindliche Zellen handelt.

Auch hier gibt es Widerspriiche in der Forschungsliteratur. Es gibt mehrere Berichte
dariiber, dass AAS schidlich auf Kardiomyozyten von Ratten wirken. So berichten
Welder und seine Mitarbeiter von direkt toxischen Auswirkungen von Testosteron und
einigen AAS auf Kardiomyozyten-Kulturen (Welder et al., 1995). Auch Zaugg und
seine Arbeitsgruppe brachten Ergebnisse hervor, die zeigen, dass AAS in einer
dosisabhingigen Art und Weise apoptotischen Zelltod in ventrikuldren Myozyten von

Rattenherzen, bewirken (Zaugg et al., 2001).
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Diese Ergebnisse sind iibereinstimmend mit den in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnissen filir die synthetischen Steroide THG und Norbolethon, nicht jedoch fiir
Testosteron. Es wurde in dieser Arbeit zwar nicht direkt die Apoptose bei
Kardiomyozyten untersucht, eine Verstirkung der apoptotischen Aktivitit konnte
jedoch eine plausible Erklarung dafiir bieten, warum es zu einer so stark verminderten
Anzahl an Kardiomyozytenclustern kam. Diese Erkldrung greift jedoch nicht fiir
Testosteron, das zu einer starken Zunahme an kleinen Kardiomyozytenclustern fiihrte.
Des Weiteren wurde von zahlreichen Féllen von dilatativer Kardiomyopathie nach
langjdhrigem Missbrauch anaboler Steroide berichtet (Ferenchick, 1991; Schollert und
Bendixen, 1993; Nieminen et al., 1996; Ferrera et al., 1997; Clark und Schofield, 2005).
Auch ein Anstieg der linksventrikuldren Muskelmasse unter Steroid-Einnahme ist gut
dokumentiert (Urhausen et al., 1989; De Piccoli et al., 1991; Pearson et al., 1993;
Sachtleben et al., 1993; Yeater et al., 1996; Dickermann et al., 1997; di Bello et al.,
1999; Karila et al., 2003).

Zudem existieren einige Studien, die dariiber hinaus auf einen deutlichen,
iiberproportionalen Hypertrophieeffekt des Myokards hinweisen (De Piccoli et al.,
1991; Marsh et al., 1998; di Bello et al., 1999; Karila et al., 2003; Urhausen et al., 2004;
Di Paolo et al., 2007). In einer groBen Querschnittsstudie zeigte sich, dass
anabolikafreie Gewichtheber eine signifikant geringere linksventrikuldire Muskelmasse
hatten (sowohl absolut als auch bezogen auf die Korperdimensionen) als Anabolika
konsumierende Kraftsportler und Kraftsportler, deren letzte Anabolikaeinnahme lédnger
als ein Jahr zuriicklag. Aktuelle und frithere Anabolikakonsumenten unterschieden sich
hierbei jedoch nicht (Kindermann, 2006). Demnach scheinen anabol-androgene Steroide
einen auch iiber ldngere Zeit anhaltenden Hypertrophieeffekt auf das Myokard ausiiben
zu konnen.

Im Gegensatz dazu zeigte sich im Rahmen der hier erhobenen Daten fiir AAS zwar,
dass es zu einer Abnahme der Anzahl an Myozytenclustern kam, es sollte jedoch daran
erinnert werden, dass es sich hierbei nicht um adulte Zellen handelt, sondern um
embryonale Stammzellen. Ob und in welchem Maf3e diese Stammzellen Nachschub fiir
zugrundegegangene Kardiomyozyten bieten konnen ist noch Gegenstand intensiver
Forschung. Zudem muss beriicksichtigt werden, dass es sich hier um einen sehr kurzen
Beobachtungszeitraum von maximal zwdlf Tagen handelte.

So kamen auch Goldman-Johnson und seine Mitarbeiter zu dem Schluss, dass - um die

Auswirkungen von Testosteron auf die Differenzierung von Kardiomyozyten zu
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beurteilen - eine Behandlung mit Testosteron wéhrend der kompletten Phase der
Differenzierung stattfinden muss (Goldman-Johnson et al., 2008). Dies ist bei den hier
aufgefiihrten Daten weder fiir Testosteron, noch fiir Norbolethon oder THG der Fall.
Goldman-Johnson et al. konnten auch am Modell von embryonalen Stammzellen von
Maiusen zeigen, dass Androgene eine Steigerung der Differenzierung zu
Kardiomyozyten bewirken. Dies ist gut in Einklang zu bringen mit den in dieser Arbeit
fiir Testosteron gewonnenen Daten. Auch die Aussage, dass der Einfluss von
Testosteron erst nach fiinf bis zehn Tagen sichtbar ist (Goldman-Johnson et al., 2008),
kann hier bestétigt werden. Die Zahlen der gezdhlten Kardiomyozytencluster lagen auch
hier erst ab dem sechsten Tag nach Plattierung der Embryoid Bodies {iber der Anzahl
der Kontrollgruppe und tiberstieg diese bis zum letzten Beobachtungszeitpunkt auf sehr
eindriickliche Art und Weise.

Auch mogliche Unterschiede der Auswirkung von Testosteron auf ménnliche und
weibliche Stammzellen wurden untersucht. In einer Arbeit von Goldman-Johnson und
seinen Mitarbeitern wurden drei ménnliche sowie eine weibliche Stammzelllinie mit
Testosteron behandelt. Interessanterweise wurden in der weiblichen Stammzelllinie die
gleichen Effekte von Testosteron, ndmlich eine steigende Anzahl an schlagenden
Kardiomyozyten, wie bei den ménnlichen Stammzellen beobachtet. Alle vier Zelllinien
zeigten einen statistisch signifikanten Zuwachs an sich formierenden Kardiomyozyten
(Goldman-Johnson et al., 2008).

Es ist durchaus denkbar, dass dies (eine Zunahme der Zellzahl) auch fiir die in dieser
Arbeit vorgestellten Ergebnisse fiir Testosteron zutrifft. Allerdings wurden in dieser
Arbeit Cluster von Herzmuskelzellen untersucht und nicht die Anzahl einzelner
Kardiomyozyten erfasst. Daher kann man nicht sicher sagen ob es bei dem hier fiir
Testosteron festgestellten Zuwachs an Myozytenclustern auch zu einer erh6hten Anzahl
an einzelnen Kardiomyozyten kam oder ob es sich um Cluster mit wenigen groflen
Myozyten handelte.

Um dies zu differenzieren und um sagen zu kénnen, ob es — wie bei Goldman-Johnson
und Mitarbeitern fiir Testosteron — unter dem Einfluss von anabolen Steroiden zu einem
Zuwachs an einzelnen Kardiomyozyten kommt werden noch weitere Untersuchungen
mit anabolen Steroiden bei genauer Bestimmung der Myozytenzellzahl nétig sein.
Goldman- Johnson et al. gingen jedoch nicht genauer auf die GroBe der entstandenen
Kardiomyozyten ein. So ist es zwar moglich, dass sich viele kleine Kardiomyozyten

formieren, wenn sich jedoch nur kleine Herzmuskelzellen bilden, bleibt die Frage nach

76



der Funktionalitét der Zellen und ob diese kleinen Zellen im Zellverband den gerade bei

Hochleistungssportlern sehr hohen Belastungen standhalten konnen.

Somit wird deutlich, dass sich die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse nur zum
Teil mit denen der bisherigen Forschungsliteratur decken. Testosteron und die
Designersteroide verhielten sich sehr unterschiedlich. Aufgrund dieser groflen
Unterscheide beziiglich Wirkung und Nebenwirkungen der Steroide, wie auch aufgrund
grofer Differenzen innerhalb der Forschung, werden hier weitere Untersuchungen von

Noten sein.

Ergebnisse der Arbeitsgruppe von A. Schmidt zeigten in Experimenten mit
Ethyltestosteron und Propyltrenbolon, zwei weiteren synthetisch hergestellten
Steroiden, ebenfalls deren Auswirkung auf die Entwicklung von Kardiomyozyten
(Schmidt et al., 2006; Schmidt et al., 2007). Auch hier wurde am Stammzellmodell der
Maus gearbeitet und Embryoid Bodies wurden als Untersuchungsobjekte
herangeziichtet. Es zeigte sich hierbei, dass sich die Designersteroide Ethyltestosteron
und Propyltrenbolon wiederum komplett anders als THG und Norbolethon verhielten.
Sie bewirkten, wie man es auch fiir THG und Norbolethon erwartet hatte, einen im
Vergleich  zur  Kontrollgruppe  deutlichen = Zuwachs an  sehr  groBen
Kardiomyozytenclustern (>3000 um Léange). Dabei war die Anzahl der
Kardiomyozytencluster der kleinsten Kategorie (0-500 um Linge) geringer als die der
Kontrollgruppe. Somit stimmen die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von A. Schmidt mit
den Aussagen iiberein, dass es unter der Einnahme von AAS zu einer deutlichen
Neigung zu kardialer Hypertrophie kommen kann.

Vergleicht man die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von A. Schmidt mit den in dieser
Arbeit vorgestellten Ergebnissen, fillt jedoch auch wieder auf, dass die
Designersteroide nicht alle das gleiche Wirkungsverhalten zeigen. Das macht sie
natiirlich auch hinsichtlich moglicher Nebenwirkungen unberechenbar.

Bedenkt man, wie leicht es ist, ein Derivat eines bereits bekannten Steroids zu
synthetisieren, wie es im Falle von THG bereits geschehen ist, muss davor gewarnt
werden, diese Substanzen ohne vorherige Testungen und wissenschaftliche
Untersuchungen einzunehmen, da bereits geringfiigige strukturelle Verdanderungen zu

groBBen Auswirkungen auf das Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrum fithren konnen.
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Aufgrund der unterschiedlichen Nebenwirkungen der anabolen Steroide bei Madnnern
und Frauen erstaunt, dass sie sich anscheinend hinsichtlich der Beeinflussung der
Kardiomyozytogenese kaum unterscheiden (Goldman-Johnson et al., 2008). Trotzdem
muss betont werden, dass Frauen einem groflen Risiko fiir irreversible
Virilisierungserscheinungen wie Brustatrophie, Hirsutismus, Verdnderung der
Stimmlage, Amenorrho, Klitorishypertrophie, u.v.m. ausgesetzt sind (Kicman, 2008).

AufBlerdem besteht flir beide Geschlechter die Gefahr von kardiovaskuldren

Zwischenfillen, wie auch fiir lebensbedrohliche Leberschiden (Kicman, 2008).

Friedel et al. fiihrten zudem an der Deutschen Sporthochschule Koln Untersuchungen
an Hefezellmodellen durch. Diese werden hiufig dazu genutzt, molekulare
Mechanismen der Steroidhormonwirkung zu studieren. Dabei fanden sie heraus, dass
THG zwar mit hoher Affinitét, allerdings unselektiv an den Androgenrezeptor bindet.
THG bindet auch an den Progestin-, Glucocorticoid- und Mineralocorticoidrezeptor.
Dabei zeigte es die hochste Affinitdt zum Glucocorticoidrezeptor (Friedel et al., 2005).
Diese Ergebnisse zeigen, dass THG dementsprechend auch als funktionelles Progestin,
Glucocorticoid oder Mineralocorticoid wirken kann. Somit steigt das Risiko fiir weitere,
ernste Nebenwirkungen.

Daraus wird deutlich, wie wichtig strenge Dopingkontrollen und gute Aufkldrung

beziiglich moglicher Wirkungen und Nebenwirkungen von Designersteroiden sind.

78



5. Ausblick

Die Menschen haben schon seit langer Zeit den Traum, ihre kdorperliche
Leistungsfahigkeit durch die Einnahme pharmakologischer Wirkstoffe zu verbessern.
Es ist bekannt, dass Sportler bereits bei Wettkimpfen in der Antike stimulierende
Substanzen einnahmen um leistungsstérker als ihre Gegner zu sein (Fraser, 2004).

Doch erst in den 1960er Jahren wurden erste Dopingverbote eingefiihrt, nachdem es zu
plotzlichen Todesfdllen, vor allem im Radsport, gekommen war.

Wir leben heute in einer leistungsorientierten Gesellschaft, in der es fiir Spitzensportler
sehr schwierig ist ohne pharmakologische Unterstiitzung konkurrenzfdhig zu sein. Der
Hochleistungssport ist ein Milliardengeschift, in welches ganze Industriezweige
involviert sind. Es geht schon lange nicht mehr nur um ,,Ruhm und Ehre®, sondern auch
um viel Geld in diesem Geschiift.

Allerdings hat in den letzten Jahren auch der Anteil an Freizeit- und Fitnesssportlern
zugenommen, die anabole Steroide oder andere pharmakologische Substanzen
einnehmen, um ,,Investitionen ins korperliche Kapital“ zur Steigerung der ,,sozialen
Anerkennung und Selbstgewissheit (Gugutzer, 2007) vorzunehmen - dies wird
besonders bei der Betrachtung der Bodybuilder-Szene deutlich.  Bei dieser
Sportlergruppe finden sich jedoch sicherlich andere Motive als im Hochleistungssport.
Hier geht es hdufig nicht um den funktionalen, sondern um den optischen Aspekt des
(asthetischen) Korpers. Die so genannte Muskeldysmorphie, das zwanghafte Streben
nach einem muskulosen Korper, ist besonders in Bodybuilder-Kreisen weit verbreitet
(Mosley, 2008; Cafri et al., 2008).

Es muss auch daran erinnert werden, dass die meisten Doping-Substanzen urspriinglich
zur Therapie von Krankheiten hergestellt wurden und zum grofiten Teil ein nicht
unbetrdchtliches Spektrum an Nebenwirkungen besitzen. Somit ist die Gefahr, dem
Korper schwere und auch dauerhafte Schaden zuzufiigen, groB3. Vielen Sportlern scheint
nicht bewusst zu sein, welch groem Risiko sie ihren Kdrper damit aussetzen.

Es ist inzwischen bekannt, dass bei Sportarten im heutigen Spitzensport, bei denen die
motorischen Grundeigenschaften Kraft, Schnelligkeit und Ausdauer im Vordergrund
stehen, flichendeckend gedopt wird.

Am 19. Juli 2007 titelte die Siiddeutsche Zeitung: ,,Doping ruiniert den deutschen
Radsport™, nachdem nach vielen anderen Radsportlern auch noch Radprofi Patrik

Sinkewitz positiv auf Testosteron getestet wurde. Und nun wundert man sich bei den
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olympischen Sommerspielen 2008, dass ein Weltrekord nach dem anderen aufgestellt
wird. Man fragt sich, ob es mdglich ist, dass alleinig andere Trainingsmethoden und
bessere Ausrlistung zu solch klaren Siegen und Weltrekorden fithren konnen. Oder
haben wir es tatsdchlich mit einer ungewohnlichen Anzahl an Jahrhunderttalenten zu
tun?

Noch nie wurde das Thema 6ffentlich so viel diskutiert wie in den letzten Jahren. Zuerst
hat das Image des Radsports betriachtlich gelitten, nun aber betrifft die Dopingthematik
fast alle Sportarten.

Soll das Dopingkontrollsystem erfolgreich arbeiten, ist es wichtig einen weltweit
einheitlichen Strafenkatalog einzurichten, nach dem sich alle Sportarten in jedem Land
zu richten haben.

Ein groBes Problem stellt hierbei der Nachweis verbotener Substanzen dar. Trotz des
Einsatzes modernster Nachweismethoden ist es nicht mdglich, die Einnahme sdmtlicher
verbotener Substanzen nachzuweisen. Es werden immer wieder neue Substanzen
entwickelt, die mit den bisher verwendeten Detektionsverfahren noch nicht erfasst
werden. Zum Teil bewirken bereits kleinste Verdnderungen an der molekularen Struktur
bestimmter Substanzen (z. B. anaboler Steroide), dass diese mit den gdngigen Methoden
nicht mehr nachweisbar sind. Ein negativer Dopingtest bestédtigt somit nicht, dass ein

Sportler keine verbotenen Substanzen eingenommen hat.

AuBlerdem besteht, wie auch aus dieser Arbeit deutlich wird, noch groBer
Forschungsbedarf. Es gibt noch einige Gebiete, in denen Uneinigkeit herrscht. Dazu
zéhlen auch z. B. die in dieser Arbeit untersuchten Auswirkungen der Designersteroide
und von Testosteron auf die Gefdalle und das Herz. Zusitzlich sollte gut zwischen den
einzelnen Designersteroiden differenziert werden. Wie die hier erhobenen Daten zeigen
konnten, gibt es sehr grole Unterschiede trotz fast identischer Struktur. Eine kleine
strukturelle Verdnderung reicht aus, um ein Steroid vollkommen unberechenbar zu
machen. Deshalb sollten die einzelnen Steroide genauer beziiglich ihrer potentiellen
Nebenwirkungen untersucht werden. Denn nur wenn man Wirkung und
Nebenwirkungen der Substanzen kennt kann man auch glaubhaft vor der Einnahme
warnen. Viel zu viele Freizeit- und Profisportler nehmen diese Substanzen ein, ohne

auch nur geringste Kenntnisse iiber die moglichen Nebenwirkungen zu haben.
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Wie hier dargestellt sind Stammzellen ein gutes System um die Wirkungen von
Steroidhormonen zu untersuchen, da sie pluripotent sind und somit die Fihigkeit
besitzen, sich zu jedem Zelltyp zu entwickeln. Allerdings werden in Zukunft auch

weitere in-vivo-Versuche notig sein, um die in vitro-gewonnenen Daten zu bestitigen.

Es sind also sowohl die Ausdehnung der Forschung auf diesem Feld als auch
Aufklarung, strikte, randomisierte Dopingkontrollen und konsequente und léngere
Disqualifikationen dopender Sportler ndtig, um die Gefahren durch Einnahme dieser
Substanzen zu verringern und Sport auch wieder fiir Sportler, die sich weigern,
Dopingsubstanzen zu sich zu nehmen und auch fiir Zuschauer attraktiv werden zu

lassen.
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6. Zusammenfassung

Doping ist ein weit verbreitetes Problem, das nicht nur im Wettkampfsport, sondern
auch im Freizeitsport und beim Krafttraining von Bedeutung ist.

Der Missbrauch von anabolen Steroiden wurde bereits seit 1950 beobachtet, ist jedoch
erst seit dem Jahre 1974 verboten.

Um die gédngigen Dopinganalysen zu umgehen wurde die Molekiilstruktur einzelner
Steroidhormone geringfiligig verdndert, sodass die Produkte - die so genannten
Designersteroide - mit den tliblichen Nachweisverfahren nicht mehr erfasst wurden. Die
Einnahme von anabolen androgenen Steroiden ist zwar weit verbreitet, diese sind
allerdings nur ungeniigend hinsichtlich moglicher Nebenwirkungen untersucht.

In der hier vorgestellten Arbeit wurden zwei dieser Designersteroide - Norbolethon und
Tetrahydrogestrinon - beziiglich ihrer Auswirkungen auf das Gefal3system und auf die
Entwicklung von Kardiomyozyten untersucht und jeweils zu Testosteron als endogenem
Steroid und zu einer unbehandelten Kontrollgruppe in Bezug gesetzt.

Hierzu wurden embryonale Stammzellen aus Méiusen wihrend unterschiedlicher
Zeitspannen mit Tetrahydrogestrinon und Norbolethon behandelt. AnschlieSend wurden
sie einer Immuhistochemie unterzogen, um einerseits Endothelzellen, Angioblasten und
Gefidfanlagen, andererseits Kardiomyozyten sichtbar zu machen. Daraufthin wurden die

fixierten Embryoid Bodies mikroskopisch untersucht.

Bei der mikroskopischen Analyse der GefdBanlagen und der Endothelzellen wurden die
Anzahl der vorhandenen GefdlBanlagen, deren Qualitdit und Morphologie, die
endotheliale Proliferation und die endotheliale Apoptose untersucht.

Hierbei konnten starke Effekte der Designersteroide auf die Gefdle wihrend
unterschiedlicher Entwicklungsstadien beobachtet werden. Nicht nur kam es zu einer
betrachtlich gesteigerten Anzahl an Gefiflenanlagen, es konnten auch deutliche
Auswirkungen auf die Gefdfqualitit und GefaBmorphologie dokumentiert werden.
Zusitzlich konnten deutliche Auswirkungen auf die Proliferations- und Apoptoseraten
der Endothelzellen beobachtet werden. Die Proliferationsraten unter dem Einfluss der
Designersteroide und unter der Einwirkung von Testosteron waren im Vergleich zur
Kontrolle gesteigert. Aulerdem kam es zu erhéhten Raten an endothelialer Apotose

unter dem Einfluss von Testosteron, Norbolethon und Tetrahydrogestrinon.
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Somit wird deutlich, dass die Designersteroide Norbolethon und Tetrahydrogestrinon
das GefdBsystem in den verschiedenen Entwicklungsstadien beeinflussen und zu

Verdnderungen in der Qualitdt und Morphologie der Gefidl3e fiihren.

Bei der mikroskopischen Untersuchung der Kardiomyozytencluster wurde die Anzahl
der vorhandenen Kardiomyozytencluster pro Embryoid Body und deren Grofle
analysiert. Auch hier konnten deutliche Effekte der Designersteroide auf die Zellen
vermerkt werden. Es kam zu negativen Auswirkungen von Tetrahydrogestrinon und
Norbolethon auf die Menge und GréBe der vorhanden Kardiomyozytencluster.

Anders verhielt es sich mit dem natiirlichen Steroidhormon Testosteron. Unter der
Einwirkung von  Testosteron konnte eine Zunahme der Anzahl an
Kardiomyozytenclustern festgestellt werden, diese waren jedoch von geringerer Grof3e

als in der Kontrollgruppe.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Designersteroide Tetrahydrogestrinon
und Norbolethon sowohl das Gefdflsystem als auch die Entwicklung von
Kardiomyozytenclustern deutlich beeinflussen und somit groBe Risiken hinsichtlich

moglicher Nebenwirkung bergen.
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