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Problem

Mit dem fortschreitendem Wissensstand uUber die Dopingproblematik werden nicht
nur die Verfahren der Dopinganalytik verbessert, sondern auch die Entwicklung
neuer Doping-Methoden und ergogener Praparate schreitet parallel dazu voran.
Aus diesem Grund liegt es nahe, als mogliche Ergénzung zu den bisherigen Analy-
severfahren alternative Methoden zu etablieren, zu validieren und ihr Potential far
die Praxis zu prufen.

Die Analytik konzentriert sich bis zum heutigen Zeitpunkt entweder auf direkte
Detektionsverfahren bestimmter Substanzen bzw. dessen Metaboliten mittels Mas-
senspektrometrie (MS) oder auf indirekte Nachweismethoden, die sich auf die Aus-
wirkungen einer Substitution stltzen, z. B. die Hamatokrit-Bestimmung als mdg-
liches Indiz eines Erythropoietin-Missbrauchs.

Betrachtet man den Missbrauch pharmakologisch wirksamer Substanzen aus biolo-
gischer Sichtweise, resultieren letztendlich die Doping-Effekte auch in einer Ande-
rung von Gen-Expressionsmustern; d. h. die Substanzen greifen entweder direkt
oder indirekt in die Regulation bestimmter Gene ein. Wie sich solche Anderungen auf
der Expressionsebene widerspiegeln konnen, ist ansatzweise aus Untersuchungen
aus den Bereichen der Haarforschung (Lachgar et al., 1999; Kim et al., 2003) und
der Lebensmittel-produzierender Tiere (Hartel et al., 2003; Meyer, 2001) bekannt.
Letztere Ergebnisse bieten eine Grundlage bei der Suche nach bestimmten Kan-
didatengenen im humanen System. Ein weiterer Punkt, der fur wirkungsbezogene,
molekularbiologische Analysen spricht, ist die Tatsache, dass biologische Systeme
auf geringste Konzentrationen verschiedenster Substanzen reagieren konnen, die
mittels der etablierten Analyseverfahren nur schwer oder gar nicht fassbar sind.
Zudem bergen biologische Systeme die Moglichkeit, auch Auswirkungen unbe-
kannter Substanzen anzuzeigen. Zum anderen konnen Wirkstoffe, wie Steroid-
hormone, Wachstumshormon und beta-Agonisten, nachhaltige Variationen in der
Genexpression hervorrufen, welche noch Uber den Zeitraum der Nachweisbarkeit
mittels MS hinaus reichen konnten.

Auf molekularbiologischer Ebene gibt es derzeit unterschiedliche Denkansatze
die bestehenden Nachweisverfahren durch alternative Techniken zu unterstitzen.
Neben dem direkten Nachweis von verbotenen Substanzen bzw. deren Metaboliten
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ist es ggf. mdglich auch indirekt den Missbrauch anzuzeigen. Bei den maoglichen
Methoden sind zum einen der sog. ,Rezeptor-basierte Screening Assay“ und ,nach-
gelagerte” Methoden wie die mMRNA-Expressionsanalyse zu nennen.

Als Alternative kommen bei Erstgenanntem technikverwandte Methoden der sog.
., mmunogramme* wie RIA oder ELISA zum Einsatz. Diese Methoden beruhen nicht
darauf mittels Antikorper spezifische Substanzen zu binden, sondern sie absorbie-
ren diese auf naturliche Weise Uber den jeweiligen Rezeptor. Diese sog. ,Rezep-
torgramme* kdnnen auch unbekannte Substanzen mit gleicher Wirkungsweise bzw.
Rezeptorbindungseigenschaft aufdecken (Scippo et al., 2004; Danyi et al., 2007).
Als sog. Reporter kdnnen hier verschiedene Techniken eingesetzt werden: GC-MS,
kolorimetrische Verfahren oder aber auch transgene Mikroorganismen oder Zellli-
nien, welche bspw. mit einem Luciferase- oder GFP-(green fluorescent protein)Gen
ausgestattet sind.

Der Denkansatz der vorliegenden Studie beruht darauf als ,Reporter” die Variation
der naturlichen Genexpression heranzuziehen, denn die Bindung einer spezifischen
Substanz an den korrespondierenden Rezeptor kann, wie z. B. im Falle der Steroid-
rezeptoren, direkt die Genexpression des Zielgewebes beeinflussen.

Das Problem, welches sich der skizzierten molekularbiologischen Analyse in den
Weg stellt, liegt in den biologischen Ablaufprozessen begriundet. Um auf der Ebene
der Genexpression Auswirkungen der genannten Substanzen bestimmen zu kon-
nen, muss das jeweilige biologische System auch ausreichend sensitiv auf diese
Substanzen reagieren. Es ist nicht per se gegeben, dass die jeweiligen Rezeptoren
der Substanzen oder deren Metabolite ubiquitar in allen Geweben exprimiert sind.
Gleichwohl es einige Organe gibt, die aul3erst sensitiv auf die bestimmten Wirkstoffe
reagieren konnen, besteht eine weitere Hurde in der ethischen Vertretbarkeit einer
Entnahme geeigneter Zellen oder Gewebe. Somit ist die Entnahme erforderlicher
Mengen an geeigneter Zellen bzw. Geweben (bspw. der Muskulatur) nicht immer
vertretbar bzw. auch fur die Praxis in der Dopinganalytik nicht durchfuhrbar.

Zusammenfassend stehen fir den spezifischen Nachweis des Missbrauchs von
Substanzen nur sehr wenige Zelltypen bzw. Gewebe zur Verfigung, die einerseits
in ausreichender Menge aus dem Korper isolierbar sind und andererseits auch noch
sensitiv auf die zu untersuchenden Substanzen reagieren. Letztlich kommen flr
derartige Untersuchungen an Athletinnen bzw. Athleten deshalb nur Blutproben,
respektive die Untersuchung von Leukozyten/Lymphozyten, die Mundschleimhaut-
und Haarfollikelzellen in Frage.

Die Gewinnung der Zellen ist im Fall der Haarfollikel u. U. schwierig, aber mit der
Maoglichkeit, auch aus sehr geringem Zellmaterial reproduzierbare Expressionsana-
lysen durchzufiihren, liegt dies durchaus im Bereich des Moéglichen (z. B. Ando et
al., 1999).

Hauptziel dieser interdisziplinaren und durch die Ethikkommission genehmigten
Studie war es aus humanen Lymphozyten, Mundschleimhaut- und Haarfollikelzel-
len Genexpressionsmarker zu validieren, welche mdglicherweise auf die Gabe von
anabolen Substanzen (hier Testosteron und Clenbuterol) schliel3en lassen, um die-
se erganzend mit einem geeigneten Tierversuch zu untermauern.
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Das Projekt gliederte sich in die folgenden Fragestellungen:

« Etablierung einer adaquaten und hinreichenden Zellisolation und RNA-Extraktion
fur real-time gRT-PCR Analysen aus humanen Lymphozyten, Haarfollikelzellen
und Mundschleimhautepithelzellen;

* Erstellung von Genexpressionsmustern in Haarfollikeln;

* Lymphozyten- und Mundschleimhautzellkultur zur Testung missbrauchlich ver-
wendeter Substanzen (Testosteron, Clenbuterol) und anschlielRender Analyse von
Genexpressionsmustern mit mindestens 20 Kandidatengenen in Abhangigkeit der
Hormonbehandlung und korperlichen Aktivitat;

* Tierexperimenteller Ansatz: kontrolliertes Ratten-Laufmodell mit subkutaner Appli-
kation adaquater pharmakologischer Hormonmengen.

Methoden

Zellkultur

Alle Zellkulturen wurden gemald den Herstellerangaben bzw. in Standardmedien
kultiviert:

« Hair follicle dermal papillae cells (HFDPC): Cell Applications San Diego, USA;

* Mundschleimhautzellen BICR10 (ECACC): Salisbury, UK;

* Periphere Mononukleare Blutzelle (PMBC): in MCDB 153 (Biochrom) plus 10 %
FBS (Biochrom);

* Humane Mundschleimhautzellen: in MCDB 153.

Die Vitalitat und die Proliferation der Zellkulturen wurden mittels WST1- (Fa. Roche)

bzw. Kristallviolettassay Uberpruft. Die Zellgewinnung erfolgte bei den PMBC durch

Dichtezentrifugation und bei den Mundschleimhautzellen durch Abschilferung mit-

tels sterilen Zytobursten.

Tierversuch

Initialwurden 112 mannliche Wistarratten (> 350 g) nach einer einwdchigen Eingewdh-
nungsphaseinvier Gruppenaufgeteilt: sitzend+Testosteron, Bewegung+Testosteron,
nur sitzend oder nur Bewegung. Alle Bewegungsgruppen erhielten ein Standardbe-
wegungsprogramm von 2 Std. pro Tag. Die Applikation des Testosterons erfolgte
subkutan (1.0 mg/kg BW). Jeweils in den Zeitabstanden 0 h, 6 h und 24 h wurden
je Gruppe acht Tiere mit CO, narkotisiert und mittels Dekapitation euthanisiert. Die
PMBC wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen.

RNA-Gewinnung und RT-PCR

Die Gesamt-RNA-Isolation der Zell- und Gewebeproben erfolgte mittels Trifast (Fa.
Peqglab). Die RNA wurde anschlieRend am Nanodrop (Fa. Peglab) quantifiziert und
auf Verunreinigungen Uberpruft. Die genspezifische Amplifizierung mittels realtime
PCR wurde am RotorGene (Fa. Corbett) unter Verwendung des SuperScript Il Pla-
tinum SYBR Green One-Step gPCR Kit (Invitrogen, Carslbad, USA) durchgefihrt.
Pro Probe und Reaktionsansatz wurden 10 ng Gesamt-RNA eingesetzt.
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Gene Array

Um erste Kandidatengene fur die PCR aufzuzeigen, welche moglicherweise durch
Testosteron moduliert werden, kamen zwei Standard Gene Arrays mit unterschied-
lichen Zielgenen zum Einsatz. (Inflammation und Breast Cancer DualChip Array,
Fa. Eppendorf).

Ergebnisse

Um auf zellphysiologischer Ebene Veranderungen durch die Hormonapplikation
nachzuweisen, wurden alle Zellkulturen auf lhre Proliferationskapazitat und mito-
chondriale Aktivitat Uberpruft. Weder fur die Mundschleimhaut-, die Haarfollikel-
noch die Blutzellen lieRen sich signifikante Anderungen, bezogen auf die Vitalitat
und die Proliferation, durch Testosteron oder Clenbuterol nachweisen.

Im Zuge der RNA-Isolation aus den nativen Mundschleimhautzellen deutete sich
eine deutliche Verunreinigung durch bakterielle RNA an, die zum Ausschluss der
Proben fur die weiteren Untersuchungen fuhrte. Ebenso eignete sich die native
Haarfollikelkultur aufgrund der sehr geringen Zellausbeute nicht fur die nachfol-
genden Untersuchungen. Diese Umstande fuhrten dazu, dass die nativen Zellkul-
turen aus der Mundschleimhaut (BICR10) und den Haarfollikeln (HFDPC) durch
Permanentkulturen ersetzt wurden.

Ein Screeningverfahren mittels Gene Array in den BICR10 als auch PMBC Kulturen
zeigte eine Vielzahl an potenziellen Genen auf, die moglicherweise durch Testoste-
ron in ihrer Expressionshohe moduliert wurden. Tab. 1 zeigt eine Zusammenstel-
lung moglicher Kandidatengene aus den getesteten Zellkulturen.
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Tab. 1. Genexpressionsvergleich (in Vielfachen) zwischen Kontrolle und 6h
Testosteron (0,1uM). Aufregulation = positive Werte, Abregulation = negative

Werte.
BICR10 PMBC
Gene Regulation Gene Regulation
BCL2 3,3754 IGFBP1 -186,0581
SERBP1 -2,0924 CAV1 -163,0767
VLDLR 4,5515 IGFBP3 -145,3588
SOX9 3,5449 CTGF -102,5798
VWF 3,4535 S100A8 101,0569
KRT17 -2,1754 CD2 106,0412
KRT8 -1,3997 IL1B 159,9258
MMP11 3,3255 CCL7 212,9581
MMP2 -1,549 CCL8 645,0854
CAV1 -1,9389
CD44 -1,5809
PHYH 4,127
VEGFa 3,2505
FGF2 3,3088
FGF8 3,8998
TP53BP2 3,5152
CTSB -1,8561
NMET | 3 7080
ODC1 -1,4476
PCNA -1,5813
ST13 3,2178
YBX1 -5,2225
IL6 3,2859

Die semiquantitative Verifizierung ausgewahlter Kandidatengene erfolgte mittels
realtime PCR und den entsprechenden genspezifischen Primern. Hierbei konnte fur
die Haarfollikelzellen gezeigt werden, dass Kandidatengene aus dem Bereich des
Endokrinums und der Wachstumsfaktoren unter einem signifikanten Einfluss der
Testosteronbehandlung standen: positiv reguliert waren Androgen Rezeptor, FGF-2
(Fibroblast Growth Factor) und FGF-7 (1 nM), eine negative Regulation zeigten
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Growth Hormon Receptor und FGF-7(100 nM). Im Falle der Mundschleimhautzel-
len konnten mittels dreifaktorieller ANOVA ebenfalls signifikante Behandlungsef-
fekte gezeigt werden. Die Effektgrof3en waren hier vornehmlich die Hormone selbst
und nicht so sehr deren Konzentrationen. Auch hier zeigte FGF-2 als auch CAV1
(Caveolin 1) einen signifikanten Gruppenunterschied zwischen der Clenbuterol-
und der Testosteronbehandlung als auch zwischen der Clenbuterolbehandlung und
den Kontrollproben. Auch das peroxisomale Protein PHYH, welches phytanoyl-CoA
zu 2-hydroxyphytanoyl-CoA umwandelt, wies einen signifikanten Unterschied zwi-
schen der Kontrolle und der Testosteronbehandlung auf.

Im Fall der nativen humanen PMBC konnte neben Hormon- und Zeiteffekten ein
zusatzlicher Einfluss des Blutabnahmezeitpunktes im zeitlichen Verhaltnis zu einer
standardisierten Belastung fur die Gentranskripte von CCL7 und CD2 gezeigt wer-
den (Tab. 2)

Tab. 2. Genregulation in kultivierten peripheren mononuklearen Blutzellen in
Abhéngigkeit prae / post Belastung, Kulturdauer und Hormonbehandlung.

GenelD Abnahme Kulturdauer Behandlung
prae vs post Ohvs.6h Clenbuterol, Testosteron
Belastung Ohvs.24h und Kontrolle
CAV1 - - -
CCL7 p =0,011 6h vs. 24h:
p<0,001
Oh vs. 24h: p
< 0,001
CCL8 - - -
IL1b - 6h vs. 24h: | -
p<0,001
Oh vs. 24h: p
< 0,001
CD2 p =0,04 - -
MDH1 - - -
S100A8 | - - Nur Post Belastung
Clen vs. Kontr.: p = 0,002
Clen vs. Testo.: p = 0,01

Im abschlieRenden Tierversuch konnte gezeigt werden, dass binnen 6 Stunden
nach der Testosteron-Applikation eine signifikante Reduktion der Androgenrezep-
tor-Expression in den PMBCs erfolgte. Diese Reduktion des Androgenrezeptors
war primar unabhangig von der chronischen Belastung, d. h. sowohl sitzende als
trainierende Ratten zeigten diese Genexpressionsmodulation.
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Diskussion und Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass unter Berucksichtigung der Zelli-
solation und koérperlicher Belastung das Genexpressionsscreening eine potenzielle
Methode zur Stutze klassischer Analyseverfahren in der Dopinganalytik darstellen
konnte.

Sowohl in der Mundschleimhaut als auch in peripheren Blutzellen lassen sich
potenzielle Kandidatengene zeigen, welche auch schon von anderen Autoren als
hormonsensitiv beschrieben wurden (Whitaker et al., 1997; Nehse & Tunn, 1994;
Ojanotko-Harri, 1992). In Hinblick auf eine praktische Anwendung als Screeningme-
thode in der Dopinganalytik sind die Mundschleimhautzellen aufgrund der Gefahr
einer Verunreinigung durch bakterielle RNA wohl eher ungeeignet.

Die differenzierte Geneexpression in Abhangigkeit des applizierten Hormons (Testo-
steron bzw. Clenbuterol) zeigt an, dass hier mit Kreuzeffekten zu rechnen, was mit
einem androgenabhangiger Immunresponse zu vergleichen ist (Bebo et al., 1999).
Weiterhin darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass die Ergebnisse der Blutzell-
kulturen mit hoher Wahrscheinlichkeit einen Belastungseinfluss vermuten lassen,
gleich wohl die PMBC mehrere Stunden nach der Belastung ex vivo kultiviert wur-
den.

Diese Vermutung eines potenziellen Belastungseinflusses wird durch die in vivo
Studien bekraftigt, denn der initiale Abfall der Androgenrezeptor-Expression kehrt
sich zunachst in der Gruppe der aktiven Ratten um. Diese mdgliche Belastungsab-
hangigkeit wurde unter anderem auch von Kawai et al. (2007) und Radom-Aizik et
al. (2009) gezeigt. Daruber hinaus wurde der Androgen Rezeptor in den Blutzellen
der Ratte durch die Testosterongabe reprimiert, was auch durch andere Autoren
sowohl im Humansystem als auch bei der Maus gezeigt werden konnte (vgl. Sader
etal., 2005, ,...in Maus und Mensch...“, Roberts et al., 2009, ,....in jungen und alteren
Mannern...“).

Aufgrund der komplexen zellularen Zusammenhange zwischen korperlichen Bela-
stungen und einer Hormongabe sind auf jeden Fall weitere standardisierte Unter-
suchungen erforderlich. DarUber hinaus missen auch mdgliche epigenetische Ein-
flussfaktoren, wie bspw. DNA-Methylierung, mit in die Diskussion einbegezogen
werden.
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