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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologische Bedeutung kardiovaskularer Erk rankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen gehodren zu den haufigsten und kostspieligsten
Krankheiten. Sie gelten als Haupttodesursache in den westlichen Industrienationen
(Brezinka und Kittel, 1996).

Zu den kardiovaskularen Erkrankungen zéhlen alle Erkrankungen des arteriellen und
vendsen Systems, wie rheumatische Herzkrankheiten, Hypertonie und Hochdruck-
krankheiten, ischamische Herzkrankheiten, Krankheiten des Lungenkreislaufs, sons-
tige Formen von Herzkrankheiten inklusive Herzinsuffizienz, Krankheiten des ze-
rebrovaskularen Systems, Krankheiten der Arterien, Arteriolen und Kapillaren. In der
Altersgruppe der 30- bis 50-jahrigen ist das Vorkommen kardiovaskularer Erkran-
kungen deutlich haufiger bei Mannern als bei Frauen. Die Tatsache, dass sich koro-
nare Herzerkrankungen (KHK) bei Frauen erst durchschnittlich zehn Jahre spéater
manifestieren als bei Mannern, und die Beobachtung, dass das Risiko koronarer
Herzerkrankungen bei postmenopausalen Frauen im Vergleich zu pramenopausalen
Frauen deutlich ansteigt, weist darauf hin, dass Estrogene méglicherweise kardiopro-

tektiv sein kbnnten (Mobasseri et al., 2004).

1.2 Einfluss der Estrogene auf das kardiovaskulare System

Uber einen Zeitraum von etwa 20 Jahren galt die Hormonersatztherapie (HRT) mit
Estrogenen und Estrogen-Progesteron-Kombinationen als protektiv gegen koronare
Herzerkrankungen (Stampfer und Colditz, 1991). Zunachst konnte in Tierversuchs-
studien und in Beobachtungsstudien wie der Nurses’ Health Study (NHS, USA)
(Grodstein et al., 1996) ein protektiver, kardiovaskularer Benefit der HRT nach der
Menopause nachgewiesen werden (Ouyang et al., 2006). In der Theorie wirken
Estrogene Uber zahlreiche Mechanismen kardioprotektiv. Es konnte gezeigt werden,
dass die HRT einen positiven Einfluss auf die Zusammensetzung der Plasmalipide
ausubt. Beispielsweise fuhren Estrogene zu einer Erhéhung des HDL (high density-
Lipoprotein)-Spiegels und gleichzeitig zu einer Reduktion des LDL (low density-
Lipoprotein)-Spiegels (Godsland, 2001). Des Weiteren konnte eine Erniedrigung des
Blutdrucks, eine Verstarkung der Insulinsensitivitdt und ein Einfluss auf die Korper-
fettverteilung beobachtet werden (Walsh et al., 1991; Mercuro et al., 1998; O'Sullivan

und Ho, 1995; Haarbo et al., 1991). Aul3erdem ist gezeigt worden, dass Estrogene
5



antioxidative Eigenschaften aufweisen, die Plattchenaggregation verringern, die Pro-
liferation glatter Muskelzellen hemmen und die endotheliale und arterielle Funktion
verbessern (Bar et al., 1993; Gerhard und Ganz, 1995).

In jingster Zeit ist allerdings der Nutzen der HRT durch die Ergebnisse randomisier-
ter, placebokontrollierter klinischer Studien in Frage gestellt worden. Ein kardiopro-
tektiver Effekt liel3 sich weder in der Primar- (Women's Health Initiative (WHI) Study,
USA) (Rossouw et al., 2002) noch in der Sekundarpravention (Heart and Estro-
gen/progestin Replacement Study (HERS), USA) (Hulley et al., 1998) bestatigen.
Stattdessen zeigte sich ein umgekehrter Trend (Ouyang et al., 2006). Als bisher
grol3te derartige Studie gilt die so genannte WHI-Studie, bei der insgesamt mehr als
26.000 Frauen zwischen 1993 und 1998 beobachtet wurden. Unter anderem wurde
die Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse ausgewertet. Die WHI-Studie wurde 1998
vorzeitig abgebrochen, weil die Applikation der Estrogen-Gestagen-Kombination im
Vergleich zur Placebogruppe zu einer Zunahme des Risikos kardiovaskularer Ereig-
nisse und invasiver Mammakarzinome fihrte. Diesen Befund bestatigte auch eine
Kohortenstudie, die die Daten von mehr als einer Million Frauen (Million Women Stu-
dy, GroRbritannien) im Alter von 50 bis 64 Jahren hauptséchlich bezuglich der Be-
ziehung zwischen einer Hormonersatztherapie und dem Auftreten von Brustkrebs
und der Sterblichkeit untersuchen sollte (Beral et al., 2003). Als Folge dieser Studien
ist das Interesse an der Wirkung und den kardiovaskularen Effekten selektiver Estro-
genrezeptor-Modulatoren (SERMS) als Alternative zur Hormonersatztherapie erheb-
lich gestiegen (Christodoulakos et al., 2006). So konnte beispielsweise die randomi-
sierte Studie Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation (MORE) einen kardiopro-
tektiven Effekt von Raloxifen flr postmenopausale Frauen mit hohem Risiko fur kar-

diovaskulare Erkrankungen zeigen (Barrett-Connor et al., 2002).

1.3 Estrogene

Estrogene gehdren, wie auch Gestagene und Androgene, zu den Steroidhormonen.
Naturlich vorkommende Estrogene mit C18-Steroid-Gerust sind 1703-Estradiol, Estron
und Estriol. Entsprechend ihrer Position in der Biosynthesekaskade werden sie auch
E1 (Estron), E2 (17p-Estradiol) und E3 (Estriol) genannt (Abb. 1).
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Abb.1. Biosynthese der Sexualhormone.

Der wirksamste Vertreter der Estrogene ist das Estradiol. Estron und Estriol besitzen
verglichen mit diesem eine sehr schwache biologische Aktivitat (Berger et al., 1997;
Gutendorf und Westendorf, 2001; Terasaka et al., 2004). Estron und Estriol entste-
hen auch als Metabolite im Verlaufe der Biotransformation des Estradiols (Abb. 1).
Zusammen mit Gestagenen regulieren Estrogene im weiblichen Organismus essen-
tielle biologische Prozesse wie die Embryonalentwicklung und die neuroendokrine
Steuerung des weiblichen Zyklus. AulRerdem wirken sie auf Uterus, Zervix, Vagina
und Mamma und bewirken die Auspragung der sekundaren weiblichen Ge-
schlechtsmerkmale. Neben diesen sexualspezifischen Wirkungen besitzen Estroge-
ne auch eine Reihe sexualunspezifischer Wirkungen: Sie hemmen den Knochenab-
bau durch Osteoklasten und fordern das Knochenwachstum durch Osteoblasten. Sie
wirken prokoagulatorisch, steigern aber gleichzeitig die fibrinolytische Aktivitat.
Estrogene fordern das Wachstum von Endothelzellen, wahrend die Proliferation glat-
ter Muskelzellen gehemmt wird. Im Herz-Kreislauf-System fuhren Estrogene zu einer
Dilatation der BlutgefaRe. Des Weiteren wirken sie proteinanabol und haben Einfluss
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auf den Lipidstoffwechsel, die Blutzuckerwerte, den Melaningehalt der Haut und die
Talgdrisen. Psychotrope Effekte werden den Estrogenen ebenfalls zugeschrieben.
Neben zahlreichen potentiell protektiven Effekten sind aber auch proliferative Effekte
der Estrogene auf estrogensensitive Gewebe bekannt, wodurch die Entstehung von
Tumoren in Uterus, Brust und Ovarien gefordert wird (Albanito et al., 2007; Marquez
und Pietras, 2001; Russo und Russo, 2006; Vivacqua et al., 2006).

1.3.1 Synthese, Freisetzung und Aktivierung von Est  rogenen

Unmittelbare Vorstufe fir die Biosynthese der Sexualhormone ist Cholesterol. Uber
die Zwischenstufe der Gestagene (C21-Steroide) entstehen die Androgene (C19-
Steroide). Die Transformation dieser androgenen Vorlaufermolekile wird katalysiert
durch das Enzym Aromatase. Insbesondere aus Testosteron und Androstendion ent-
stehen durch Aromatisierung von Ring A und Abspaltung des C19-Kohlenstoffatoms
die Estrogene (C18-Steroide). Estrogene werden hauptsachlich in den Ovarien ge-
bildet. Die Steroidbiosynthese erfolgt hier in engem Zusammenspiel zwischen Theka-
und Granulosazellen. In den Granulosazellen ist die dafur erforderliche Aromata-
seaktivitat besonders hoch. Daneben findet sich auch im Fettgewebe eine hohe
Aromataseaktivitat. Deshalb kdnnen hier ebenfalls Estrogene in erheblichem Mal3e
entstehen. Aul3erdem lasst sich eine geringere Aromataseaktivitat auch in Brust, Ge-
hirn, Knochen, Fibroblasten, in glatten und Skelettmuskelzellen und in testikularen
Sertoli-Zellen feststellen. Insbesondere nach der Menopause werden Estrogene
auch aus dem in der Nebenniere gebildeten Dehydroepiandrosteron gebildet. Wah-
rend der Schwangerschaft produziert die Plazenta grof3e Mengen E2.

UbermaRige Aromataseexpression in Brust und umgebendem Fettgewebe kann
durch in situ-Synthese zu extrem hohen lokalen und pathologischen E2-
Konzentrationen fithren (Simpson, 2003). Auf diese Weise kénnen im Brustkrebsge-
webe 50-100-fach héhere Konzentrationen an E2 in Vergleich zu gesundem Brust-
gewebe auftreten (Purohit et al., 2002).

Die E2-Serumkonzentration betragt bei pramenopausalen, erwachsenen Frauen 40—
500 pg/ml in Abhangigkeit des Menstruationszyklus und bei postmenopausalen
Frauen unter 20 pg/ml (Gruber et al., 2002). Gegen Ende einer Schwangerschaft se-
zerniert die Plazenta bis zu 30 mg/d E2. Manner produzieren etwa 20 pg/ml E2.

Im Blut liegt E2 zu ca. 99 % gebunden an Sexualhormon-bindendes Globulin (SHBG)

und Albumin vor, so dass nur etwa 1 % ungebunden ist. Aufgrund seiner Lipophilie
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kann nur freies E2 durch Diffusion die Zellmembran tberwinden. Deshalb ist nicht
der Plasmaspiegel an Gesamtestrogen, sondern nur der freie, ungebundene Anteil

an Estrogen fir die spezifische Zellantwort entscheidend (Gudermann, 2005).

1.4 Estrogenrezeptoren

Die Estrogenrezeptoren (ER) gehoren zu den Steroidhormonrezeptoren der Super-
familie der ligandeninduzierbaren Transkriptionsfaktoren (Nilsson et al., 2001). Diese
Superfamilie umfasst sechs Subfamilien, die mit Liganden wie Steroidhormonen, Re-
tinoiden, Vitamin D3, Schilddrisenhormonen und verschiedenen Eicosanoiden inter-
agieren. FUr andere Rezeptorproteine dieser Familie sind bisher keine natlrlichen

Liganden bekannt. Sie werden als orphan receptors bezeichnet (Gudermann, 2005).

1.4.1 Estrogenrezeptorsubtypen

Ein Grolteil der estrogenvermittelten Effekte wird Uber sogenannte klassische, intra-
zellulare Estrogenrezeptoren vermittelt, von denen zurzeit zwei humane Formen be-
kannt sind: ERa (Greene et al., 1986) und ER[ (Kuiper et al., 1996).

Strukturell weisen ERa und ER[ einen hohen Grad an Homologie auf. Beide Isofor-
men bestehen aus sechs funktionellen Doméanen (Abb. 2). Die N-terminale A/B-
Domane variiert sehr stark innerhalb der beiden Subtypen. Sie Gbernimmt regulatori-
sche Aufgaben und aktiviert zelltypspezifisch und ligandenunabhéngig die Transkrip-
tion (Aktivierungsfunktion 1, AF-1) (Katzenellenbogen et al., 1996; Berry et al., 1990;
Ruff et al., 2000). Sie kann unter anderem durch Wachstumsfaktoren aktiviert wer-
den (Leclercq et al., 2006). Agonistische Effekte der SERMs wie Tamoxifen und Ra-
loxifen werden der Aktivitat der AF-1 zugeschrieben (Berry et al., 1990).

Die sich anschliel3ende hochkonservierte C-Region der Estrogenrezeptoren enthalt
die DNA-bindende Doméne (DBD), die Uber ein sogenanntes Zinkfingermotiv verfugt.
Dabei erfolgt die tetrahedrale Koordination jeweils eines Zinkions durch vier der ins-
gesamt acht Cysteinreste, wodurch es zur charakteristischen Anordnung benachbar-
ter Aminosauresequenzen kommt, die als Zinkfinger bzw. P- und D-Box bezeichnet
werden. Diese beiden Zinkfinger sind fur die Spezifitdt der Rezeptorbindung an be-
stimmte palindromische DNA-Abschnitte (Estrogen-responsive Elemente, ERE) ver-
antwortlich. AulRerdem ist diese Region an der Dimerisierung der Rezeptoren betei-
ligt (Evans, 1988; Freedman, 1992; Ruff et al., 2000). Die E-Region tragt neben ihrer
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Funktion als Ligandenbindungsdomane ebenfalls zur Hetero- und Homodimerisie-
rung der Rezeptoren bei. Au3erdem tritt sie in Interaktion mit Koaktivatoren und Ko-
repressoren und fungiert als ligandenabhangige Aktivierungsfunktion 2 (AF-2). AF-1
und AF-2 kdnnen die Transkription zwar unabhangig voneinander aktivieren, jedoch
wird in der Regel ein synergistisches Zusammenwirken der beiden AF beobachtet
(Leclercq et al., 2006). Daneben finden sich hier das sogenannte nuclear localisation
signal (NLS) und die Hitzeschockprotein (HSP) 90-bindende Region (Leclercq et al.,
2006). Trotz geringer Sequenzhomologie der Ligandenbindungsdoméane (LBD) von
ERa und [ sind sich die dreidimensionalen Strukturen dieser Regionen sehr &hnlich
(Ruff et al., 2000). Innerhalb der Familie der kernstédndigen Rezeptoren variieren die
Regionen D und F in ihrer Grof3e und zeigen nur eine geringe Sequenzhomologie.
Die D-Region verkntpft die LBD mit der DNA-bindenden Doméne (DBD). Die F-
Region verlangert die LBD und enthalt das C-terminale Ende der Estrogenrezeptoren
(Ruff et al., 2000).

Ser 104
oxr 108
Ter |12

I[?I i? &Gf) ”(?

H.M — C B E F — CO0OH
Homologie 30% ag% | 30% 53%,
AF-1 variabel

DED LED

Dimerisierung Dimerisierung
AF-2

HSP30-Bindung
MLS

Abb. 2. Funktionelle Domanen der humanen ERs und Grad der Homologie zwischen ERa und 3
(nach Malek, 2006). DBD: DNA-bindende Doméne; LBD: ligandenbindende Doméne; AF-1/2: Trans-

aktivierungsfunktionen 1 und 2; HSP90: Hitzeschockprotein 90; NLS: nuclear localisation signal.

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass ERa und ER[P sehr unterschiedliche
Funktionen in den reproduktiven Organen Ubernehmen (Couse und Korach, 1999).
Die Verteilung von ERa und ERP und der jeweilige zellulare Kontext werden flr de-
ren unterschiedliche Funktionen verantwortlich gemacht. Es mehren sich die Hinwei-
se, dass die Estrogenrezeptorsubtypen in Geweben, in denen sie nebeneinander

vorkommen, entgegengesetzte Funktionen ausuben (Hall und McDonnell, 1999). Im
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zentralen Nervensystem, im Herz-Kreislauf-System, in Knochen und im Urogenital-
trakt kommen beide Subtypen gleichzeitig vor. Sie unterscheiden sich hier jedoch im
Ausmald ihres Auftretens. In Leber, Brust und Uterus ist fast ausschlie3lich ERa
exprimiert, wohingegen im Gastrointestinaltrakt nur ER nachgewiesen werden konn-
te (Gustafsson, 1999; Pearce und Jordan, 2004) (Abb. 3).

Gehirn
ERq, ERB

kardiovaskulares System
ERa, ERpB

Brust
ERa, ERB
Gastrointestinaltrakt
Leber ERB
ERa

Urogenitaltrakt
ERa, ERB

Uterus: ERco dominiert
Prostata: ERp dominiert

Knochen
ERa, ERPB

Abb. 3. Vorkommen von ERa und ER[ im menschlichen Organismus (nach Pearce und Jordan,
2004).

Aufgrund des vorwiegenden Auftretens von ERa im Brust- und Uterusgewebe wird
diesem Subtyp die Regulation reproduktiver Prozesse zugeschrieben. Infolge seiner
proliferativen Eigenschaften wird ERa auch mit der Entstehung von Brustkrebs in
Verbindung gebracht. Dagegen wird angenommen, dass ER[B im gesunden Brustge-
webe protektive Eigenschaften durch einen modulierenden Effekt auf ERa in Bezug

auf das Zellwachstum austbt (Gustafsson, 1999).

1.4.2 Rezeptortransformation und Genaktivierung

Obwohl im Allgemeinen von kernstandigen Estrogenrezeptoren gesprochen wird, ist

deren Lokalisation in der Zelle noch nicht abschlieRend geklart. Insbesondere fir den
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ERa wird beschrieben, dass er sich in Abwesenheit von Liganden im Zellkern, im
Zytoplasma oder an der Zellmembran aufhalten kann. Mittlerweile wird diskutiert,
dass es sich auch bei den Estrogenrezeptoren um hochmobile Proteine handelt, die
einem kontinuierlichen Shuttling-Mechanismus unterliegen und sich bestandig zwi-
schen den verschiedenen Zellkompartimenten hin- und herbewegen (Leclercq et al.,
2006).

In Abwesenheit von Liganden liegen Estrogenrezeptoren in ihrer physiologisch inak-
tiven monomeren Form gebunden an HSP90 und andere Cochaperone vor. Durch
die Bindung eines Liganden kommt es zu einem Konformationswechsel des Rezep-
tors, der die Dissoziation von HSP90 vom Rezeptor erméglicht (Abb. 4). AuRerdem
steigt der basale Phosphorylierungsgrad des ER auf das 3-4-fache (Le Goff et al.,
1994). Durch Phosphorylierung am N-terminalen Ende des Rezeptors (Serin 104
und/oder 106 und 118) steigt die Affinitdt zu bestimmten DNA-Sequenzen und damit
die Transaktivierungsstarke (Le Goff et al., 1994). Der ligandenabhéngige Konforma-
tionswechsel des ER ermdglicht auRerdem die Dimerisierung des Rezeptors, wobei
Homodimere oder Heterodimere aus ERa und ER[ gebildet werden. Die Rezeptor-
dimere binden an Estrogen-responsive DNA-Sequenzen (ERE) und regulieren zu-
sammen mit Kofaktoren eine spezifische Genexpression (McDonnell und Norris,
2002). Als gesichert gelten die AF-2-Koaktivatoren-1 (steroid receptor coactivator—1),
TIF2 (transcriptional intermediary factor—2, auch bezeichnet als glucocorticoid recep-
tor-interacting protein-1 oder GRIP1) und AIB1 [amplified in breast cancer, auch be-
zeichnet als receptor-associated coactivator 3 (RAC3) und activator of thyroid and
retinoic acid receptors (ACTR)]. Diese Proteine weisen allesamt ahnliche Affinitaten
zu dem ERa auf, so dass davon ausgegangen wird, dass das relative Vorkommen im
entsprechenden Gewebe bestimmt, welcher ER-Koaktivator-Komplex gebildet wird
(McDonnell und Norris, 2002). Aufgabe der Koaktivatoren ist es, weitere Koaktivato-
ren und Histonacetyltransferasen wie p300, CBP [CREB (cAMP response element-
binding protein) binding protein] und pCAF (p300/ CBP-associated factor) zu rekrutie-
ren. Auf diese Weise wird ein Proteinkomplex an der Promoterregion des Zielgens
aufgebaut, der potente Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivitat aufweist, die
Histonproteine moduliert und eine lokale Dekondensation von Chromatin ermoglicht
(McDonnell und Norris, 2002).
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Zellantwort <— Protein <«— mRNj

Abb. 4. Transkriptionsaktivierung durch ERs. R: ERa oder 3; E2: 17[3-Estradiol; TATA: Basensequenz

Plasmamembran

5-TATAAA-3' innerhalb der Promoterregion (TATA-Box); ERE: Estrogen-responsives Element;
HSP90: Hitzeschockprotein 90; pol Il: RNA-Polymerase II; TFIl: Transkriptionsfaktoren der TFII-
Familie; A/B/E/F/H/J: Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase Il (Malek, 2006, nach Katzenellen-
bogen et al., 1997; Tsai et al., 1994).

1.4.3 Alternative Estrogensignalwege

Neben der Estrogen-induzierten Regulation des Estrogenrezeptors gilt es mittlerweile
als erwiesen, dass die Estrogenrezeptoren mit einer Vielzahl von zellularen Kofakto-
ren interagieren (Katzenellenbogen et al., 2000; Mendelsohn und Karas, 2005). Je-
doch kdnnen nicht alle estrogenen Effekte mit der transkriptorischen Regulation von
Zielgenen durch Estrogenrezeptoren erklart werden. Man unterscheidet die estroge-
nen Effekte in Abhangigkeit von der Zeit des eintretenden Effekts in zwei Hauptme-
chanismen: genomische (sog. chronische) und nicht-genomische (sog. akute) Effekte
(Austin, 2000) (Abb. 5). Neben den chronischen Effekten, die innerhalb von Stunden
oder auch Tagen eintreten, kénnen Estrogene wie auch viele andere Steroidhormone
innerhalb von Sekunden oder Minuten eine Aktivierung von Signalmolekilen und
Signalkaskaden induzieren und akute Effekte auslésen. Diese Ereignisse scheinen
unabhangig vom klassischen Estrogenrezeptor-Signalweg und der Aktivierung der
ERE abzulaufen. Die beteiligten Mechanismen scheinen dabei abhé&ngig zu sein von

der untersuchten Spezies, vom entsprechenden Organ und vom biologischen Status
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der betreffenden Gewebe oder Zellen. Diverse Mechanismen und Signalwege der
nicht-genomischen Estrogeneffekte werden zurzeit sehr kontrovers diskutiert.

E2 Sec. mess.
- MAPKs Sec. mess
158308 \\ = PI3K/Akt Ca- und K-Kanéle
Phosphatasen
E Kinasen

Signalkaskaden

:
:
|
|
|
|
|
|
K mRNA —» Protein —» Zellantwort j

Plasmamembran

Abb. 5. Genomische und nicht-genomische Effekte von Estrogenen (nach Malek, 2006).

Transkriptionsaktivierung von Zielgenen durch E2 (genomische Effekte):

(1) klassischer Mechanismus von kernstandigen ERs (R) an Estrogen-responsiven Elementen
(ERES)

(2) ERE-unabhanig via Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren an AP-1 (Aktivatorprotein-1)
oder SP-1 durch kernstandige ERs

Bindung von Wachstumsfaktoren (GF) an Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) induziert eine Aktivierung
von MAPKSs und PI3K und bewirkt transkriptorische Aktivitat:

(3) ligandenunabhéngig via Phosphorylierung von kernstandigen ERs

(4) ERE-unabhéangig an AP-1- oder SP-1-Bindungsstellen

(5) unabhéngig von kernstéandigen ERs durch Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren (TF)

Nicht-genomische Effekte via membranstéandige Estrogen-responsive Rezeptoren durch
(6) Induktion von Signalkaskaden durch MAPKs oder PI3K/Akt oder
(7) direkte Aktivierung von verschiedenen Enzymen oder second messengern, Einfluss auf
ca”*- oder K*-Kanale
(8) Interaktion mit intrazellularen Zielstrukturen (PP2A: Proteinphosphatase 2A)
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1.4.3.1 Cross talk mit Wachstumsfaktoren: Liganden-  unabhangige Aktivie-
rung des ER

Zahlreiche Studien belegen mittlerweile, dass nicht-estrogene Verbindungen, wie
z.B. EGF, IGF-1 und TGF-a, Estrogenrezeptoren und damit die Expression von Ziel-
genen aktivieren konnen (Smith, 1998). Vermittelt wird diese Transaktivierung durch
zellulare Kinasen (Matrtin et al., 2000). Bindung der Wachstumsfaktoren an ihre Re-
zeptoren fuhrt zur deren Autophosphorylierung und in Folge zur Aktivierung ver-
schiedener Signalkaskaden, wie z.B. der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-
Kaskaden. Mittlerweile mehren sich die Hinweise, dass durch Wachstumsfaktoren
aktivierte Kinasen, wie z.B. Akt (Martin et al., 2000), JNK (Feng et al., 2001), pp90rsk
(Joel et al., 1998) und p38 MAPK (Lee et al., 2000), in der Lage sind, Estrogenrezep-
toren zu phosphorylieren und/oder zu aktivieren. Dartber hinaus werden auch die
ER-Koregulatoren, die die ERs mit der transkriptorischen Maschinerie verknipfen,
von denselben Kinasen phosphoryliert und sind damit Bestandteil der ligandenunab-
hangigen Aktivierung der ER (Thorne und Lee, 2003). Voraussetzung fur die ligan-
denunabhangige Aktivierung scheint eine Phosphorylierung der ERs an Serinresten,
insbesondere Serin 118, der AF-1 zu sein (Ignar-Trowbridge et al., 1996). Neben ei-
ner Phosphorylierung von ERs durch die Signalkaskaden der Wachstumsfaktoren ist
aulRerdem die Aktivierung des IGF-1-Rezeptor-Signalwegs durch ERa beschrieben
(Kahlert et al., 2000).

1.4.3.2 Estrogen-vermittelte Signalwege via Rezepto ren in der Plasma-

membran

In Knochen- und Brustgewebe, in Blutgefaf3en und im zentralen Nervensystem kon-
nen Estrogene innerhalb von Sekunden oder Minuten zahlreiche second messenger-
Signaltransduktionskaskaden, die Aktivierung von Kinasen und Phosphatasen und
eine Mobilisation von Calcium stimulieren. Dieses kann einerseits zu genomischen
Effekten der Estrogene flhren, daneben sind aber vor allem nicht-genomische Effek-
te zu beobachten. In den letzten Jahren gibt es zunehmend Studien, die daftr Estro-
gen-responsive Strukturen an der Plasmamembran (mER) verantwortlich machen.
Erst seit einigen Jahren gelten die Existenz und die physiologische Relevanz mem
branstandiger Estrogenrezeptoren als erwiesen. Allerdings besteht noch immer eine

kontroverse Diskussion Uber die Art und Beschaffenheit dieser Rezeptoren. Ver-
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schiedene vermeintlich membranstandige Estrogenrezeptoren, ihr Vorkommen und

ihre funktionellen Charakteristika sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 1. Mdgliche membranstandige Estrogenrezeptoren, ihr Vorkommen und de-

ren funktionelle Charakteristika (Malek, 2006, nach Hasbi et al., 2005).

Name Verteilung Charakteristika Literatur-
verweise
pPER Maus: Leber, Knochen, Nerven, Gefd- Serinphosphatase-Aktivitat, 1
Be, Retina, Brustkrebsgewebe, Endo-  auf der Zellmembran oder
metrium, Prostata der nukledren Membran
ER-X Maus: Neocortex, Uterus; Hypothala- MAPK/ERK-Aktivierung 2.3
mus, Cerebellum und Lunge des feta-
len Pavians
ERa, ERpB Brustkrebszelllinie MCF-7 (human), identischer genetischer Ur- 4-14, 36
Tumorzelllinie der Hypophyse sprung wie nukledre ERa/B,
GH3/B6/F10 (Ratte), endotheliale und EGFR-Transaktivierung,
COS1-Nierenzellen (Affe), MCF-7- ERK-, Adenylylcyclase-,
Mitochondrien und Endothelzellen, PI3K-, und G-, G- oder G-
glattmuskulare Zellen der humanen Protein-Aktivierung, lokali-
Koronararterie siert in Caveolae, Stimulati-
on von BK¢,-Kanélen
y o 15-25
GPR30 Herz, Brust, Lunge, ZNS, Gefalle En- EGFR-Transaktivierung und
dothel, Leukozyten, Brustkrebszell- MAPK/ERK-Aktivierung,
linien MCF-7 und SKBR3, humane Adenylylcyclase-, PKA-,
Keratinozyten PKC-, Src-Tyrosinkinase-,
und NO-Synthase-Aktivie-
rung, Mobilisation von in-
trazellularem Ca*", c-fos-
Expression, G-Protein-Akti-
vierung
nicht identi-  Ovarialzellen des chinesischen Hams- MAPK-Aktivierung 26
fiziert ters (CHO-K1), Nierenzellen des Affen
(COS7), Rat2-Fibroblasten der Ratte
nicht identi-  isolierte Endometriumzellen binden E2 27
fiziert
nicht identi-  kortikale Explantate der Maus MAPK/ERK- und B-Raf- 28
fiziert Aktivierung
nicht identi-  hypothalamische GABA-, POMC- und  Modulation von p-Opioid- 29, 30
fiziert Dopaminneurone des Meerschwein- und GABAg-Neurotrans-
chens mission, PKC-, G-Protein-
Aktivierung
nicht identi-  hypothalamische Neurone des Meer-  Minderung der p-Opioid- 31
fiziert schweinchens agonistischen Aktivierung
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nicht identifi- neuronale Zelllinie GT1-7 Modulation der Acetylcholin- 32
Ziert induzierten Ca**-Mobilisa-

tion
nicht identifi- B-Zellen des Pankreas Aktiviert durch Xenoestro- 33
Ziert gene und E2, G-Protein-

Aktivierung
nicht identifi- Makrophagen der Maus (IC-21) G-Protein-Aktivierung, Inter- 34
Ziert nalisierung nach Bindung

des Agonisten

na-ER Plasmamembran von Uteruszellen Internalisierung, abhangig 35
(Ziege) von Clathrin-haltigen Vesi-
keln

1 (Rao, 1998); 2 (Toran-Allerand et al., 2002); 3 (Toran-Allerand, 2004); 4 (Norfleet et al., 1999); 5
(Pappas et al., 1995); 6 (Razandi et al., 1999); 7 (Razandi et al., 2004a); 8 (Pedram et al., 2006); 9
(Chambliss et al., 2002); 10 (Zhang et al., 2002); 11 (Campbell et al., 2002); 12 (Zivadinovic et al.,
2005); 13 (Wyckoff et al., 2001); 14 (Chen et al., 2004b); 15 (Sukocheva et al., 2006); 16 (Filardo und
Thomas, 2005); 17 (Filardo, 2002); 18 (Filardo et al., 2002); 19 (Filardo et al., 2000); 20 (Carmeci et
al., 1997); 21 (Kanda und Watanabe, 2004); 22 (Thomas et al., 2005); 23 (Revankar et al., 2005); 24
(Ylikomi et al., 2004); 25 (Maggiolini et al., 2004); 26 (Nethrapalli et al., 2005); 27 (Pietras und Szego,
1977); 28 (Singh et al., 2000); 29 (Qiu et al., 2003); 30 (Kelly et al., 2003); 31 (Lagrange et al., 1997);
32 (Morales et al., 2003); 33 (Nadal et al., 2000); 34 (Benten et al., 2001); 35 (Sreeja und Thampan,
2004), 36 ( Han et al., 2006).

GABA: y-Aminobuttersdure; PKA: Proteinkinase A; PKC: Proteinkinase C; POMC: Proopiomelano-
cortin; ZNS: zentrales Nervensystem

Wenn man die Vielzahl der méglichen estrogenbindenenden Strukturen beriicksich-
tigt, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass verschiedene mER existieren und diese
auch nebeneinander vorkommen kdnnen. Zahlreiche Arbeitsgruppen belegten, dass
es sich bei den mER um Varianten der nuklearen ERa und 3 handeln kdnnte. In der
Regel wird eine Homologie des mER mit dem ERa beschrieben (Chambliss et al.,
2002; Han et al., 2006; Norfleet et al., 1999; Pedram et al., 2006a; Razandi et al.,
1999; Razandi et al., 2004a; Wyckoff et al., 2001), aber es gibt ebenfalls Hinweise,
dass die mER verwandt sein konnten mit dem ER[B (Chambliss et al., 2002; Razandi
et al., 1999; Razandi et al., 2004a).

Erst in den letzten Jahren konnten ERa und (3 ebenfalls in Mitochondrien von MCF-7-
und Endothelzellen nachgewiesen werden (Chen et al.,, 2004b; Pedram et al.,
2006b). In zunehmendem Mal3e wird mittlerweile der G-Protein-gekoppelte Rezeptor
GPR30 fur nicht-genomische Effekte von Estrogenen verantwortlich gemacht. Der
GPR30 gehort zur groRen Gruppe der siebenfach membrangéngigen, G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRSs). Diese Rezeptoren wandeln durch Interaktionen

ihrer zytosolischen Bereiche mit G-Proteinen extrazellulare Stimuli in intrazellulare
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Signale um. Der GPR30 konnte in zahlreichen Geweben, wie Plazenta, Knochen,
Gehirn, Ovarien, Prostata, Leber und Blutgefal3en, aber auch in Brustkrebsgewebe
nachgewiesen werden. Inzwischen belegen zahlreiche Studien, dass der GPR30
eine ganze Reihe von nicht-genomischen Effekten der Estrogene bedingt. Der
GPR30 fuhrt zur Phosphorylierung der ERK1/2 (Filardo et al., 2000; Filardo, 2002;
Sukocheva et al., 2006), induziert die Freisetzung von Calcium aus intrazellularen
Speichern, die Synthese von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat und die Bildung
von cAMP (Filardo et al., 2002; Revankar et al., 2005). Daneben wird in zunehmen-
dem Mal3e auch diskutiert, dass die membranstandigen, klassischen ERs a und 3
ihre Signalkaskaden Uber eine Aktivierung von GPCRs vermitteln (Razandi et al.,
1999; Razandi et al., 2004b; Thomas et al., 2005; Wyckoff et al., 2001).

1.4.4 Hemmung estrogener Effekte

Interaktionen zwischen E2 und Estrogenrezeptoren konnen mit Hilfe unterschiedli-
cher Wirkstoffklassen gehemmt werden. Aromataseinhibitoren, wie z.B. Anastrozol,
hemmen die Umsetzung von Androstendion oder Testosteron zu E2 oder E1. Reine
Antiestrogene, wie ICl 182,780 (Fulvestrant, Faslodex®), bewirken ausschlieBlich
antagonistische Effekte an den ERs. Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren, wie
Raloxifen und Tamoxifen, zeigen in Abhangigkeit vom Gewebe agonistische oder

antagonistische Effekte.

1.4.4.1 Estrogenrezeptorantagonisten

Allgemein wird angenommen, dass Estrogenrezeptorantagonisten tdber einen kom-
petitiven Mechanismus die Wirkung der physiologischen Estrogene hemmen. Aller-
dings sind die tatsachlichen Wirkmechanismen dieser Antagonisten und insbesonde-
re der partiellen Agonisten noch nicht vollstandig aufgeklart. So werden beispielswei-
se auch fur ICI 182,780 und RU 58668 (Abb. 6), die als reine Antiestrogene bezeich-
net werden, verschiedene Wirkmechanismen beschrieben. Fir die Wirkung von ICI
182,780 werden unter anderem folgende Mechanismen diskutiert: Ligandenbindung
fuhrt zu einer konformatorischen Veranderung des Rezeptors, vermindert die Rezep-
tordimerisierung, hemmt die transkriptorische Aktivitat beider Aktivierungsfunktionen
der ER (AF-1 und AF-2), vermindert die Lokalisierung des Rezeptors in den Zellkern

(Leclercq et al., 2006) und steigert den proteasomalen Abbau von ERa (Ameller et
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al., 2004, Pearce und Jordan, 2004). Insgesamt gilt es als sicher, dass lediglich die

Expression von ERa vermindert wird (Oliveira et al., 2003).

ICI 182,780

RU 58668

HO

Abb. 6. Strukturformeln von ICI 182,780 und RU 58668.

1.4.4.2 Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren (SER  Ms)

Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMSs), wie z.B. Tamoxifen und Raloxifen
(Abb. 7), sind Substanzen, die gewebespezifisch estrogene oder antiestrogene Wir-
kung zeigen. Tamoxifen wirkt beispielsweise agonistisch an Knochen und Uterus,
aber antagonistisch im Brustgewebe. Therapeutisch angewendet wird es aus diesem
Grund in der adjuvanten Therapie des estrogenabhéngigen Mammakarzinoms. Ein
ahnliches gewebespezifisches Profil zeigt Raloxifen. Allerdings weist es eine héhere
agonistische Aktivitat im Knochengewebe und eine geringere Aktivitat im Uterusge-

webe auf. Folglich wird es angewendet in der Osteoporosetherapie.
N \N
< : T\, /L,
O O
HO S

Raloxifen Tamoxifen

Abb. 7. Strukturformeln von Raloxifen und Tamoxifen.
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Ob ein SERM in einem bestimmten Gewebe agonistisch oder antagonistisch wirkt,
hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab. Die Bindung des SERMs an den ER be-
wirkt eine spezifische, konformatorische Anderung des Rezeptors, die lediglich zu
einer Blockade der AF-2 flhrt. Die resultierende dreidimensionale Struktur legt fest,
welche Koaktivatoren oder Korepressoren gebunden werden kdnnen. Damit ist das
Vorhandensein bzw. das Verhaltnis der Koaktivatoren oder Korepressoren in dem
entsprechenden Gewebe ein bestimmender Faktor fur die agonistische oder antago-
nistische Wirkung. Beispielsweise rekrutiert Tamoxifen einen Koaktivatorkomplex in
Endometriumzellen, aber einen Korepressor-Komplex in Brustkrebszellen (Shang
und Brown, 2002). Des Weiteren ist die Rekrutierung spezifischer Kofaktoren auch
abhangig von den regulatorischen Sequenzen (wie z.B. dem ERE oder den Bin-
dungsstellen fur Transkriptionsfaktoren) der entsprechenden Promoterregion. Ent-
scheidend fur die Wirkqualitat der SERMs ist aul3erdem das Verhéltnis der Estrogen-
rezeptorisoformen zueinander (Deroo und Korach, 2006).

Die getesteten Verbindungen aus der Reihe der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamine, die in der vorliegenden Arbeit untersucht werden sol-
len, sind aus struktureller Sicht dem SERM Tamoxifen und Resveratrol, aber auch
den synthetischen Estrogenen Diethylstilbestrol (DES) und Hexestrol (HEX) sehr
ahnlich (Abb. 8).

N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamine

Diethylstilbestrol Hexestrol Abb. 8. Strukturformeln von
N,N'-Dialkyl-1,2-bis(2,6-di-

HO
O chlor-4-hydroxyphenyl)-
OH
O ethylendiaminen, Diethyl-
stilbestrol, Hexestrol, Tamo-
OH

xifen und Resveratrol (R:
Resveratrol i .
O\AN siehe Tabelle 3)

Tamoxifen
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Fur einige dieser Ethylendiamine ist eine ausgepragte ER-Affinitat nachgewiesen
worden, wobei die meso-Isomere eine hohere Affinitat als die d,I-Isomere aufwiesen.
AulRerdem konnte ein inhibierender Effekt auf 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen
(DMBA)-induzierte, hormonabhéangige Mammakarzinome in Ratten und ein deutli-
cher Effekt im Gewichtstest am Mausuterus nachgewiesen werden (Gust et al., 1995;
von Angerer, 1982). Es liel3 sich daraus schlussfolgern, dass N,N’-Dialkyl-1,2-
bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine estrogene Eigenschaften besitzen
und sie dartber hinaus in Abhangigkeit des Gewebes pharmakologische Charakte-
ristika von SERMs aufweisen kénnten (Lonard und Smith, 2002).

Ein therapeutisch optimales SERM darf keine stimulierende Aktivitat in Brust und
Uterus aufweisen, muss aber agonistisch in Knochen, Leber, Herz-Kreislauf-System
und zentralem Nervensystem wirken (Bian et al., 2001; Katzenellenbogen und Kat-
zenellenbogen, 2000) (Abb. 9). Folglich haben SERMs das Potential, die vorteilhaf-
ten Effekte der Estrogene ohne deren potentielle Nebenwirkungen zu erzielen (Riggs
und Hartmann, 2003; Vogelvang et al., 2006).

Vermeidung von Hitzewallungen

[————— Reduktion von Stimmungsschwankungen
Reduktion von Alzheimer Erkrankungen?

Estrogene Effekte im
zentralen Nervensystem

— Schutz vor Myokardinfarkten ?
. C—=—  Brustkrebspravention

Antiestrogene
Wirkungim
Brustgewebe

Senkung des
Cholesterolspiegels
reduziertes Risiko fiir

keine Uterus- ' ——— Endometriumkarzinome

stimulation _ _ 3
Zunahme der ! _ ' '\ Osteoporosepravention
Knochendichte ' :

Abb. 9. Profil eines optimalen SERMs, das antiestrogene Wirkung in Brust- und Uterusgewebe, aber
estrogene Wirkung in Knochen, Leber, Zentralnervensystem und Herz-Kreislaufsystem aufweist (nach
Jordan et al., 2001).
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1.5 Einfluss der Estrogene auf die Gefal3kontraktili  téat

Estrogene kdnnen auf unterschiedlichen Wegen Einfluss auf die Gefal3kontraktilitat
ausuben. Zum einen kann es zu einer direkten Interaktion der Estrogene mit der glat-
ten Muskulatur der Gefal3e kommen. Zum anderen ist auch eine indirekte Modulation
des Gefaldtonus Uber Interaktionen mit dem Endothel und die Freisetzung von vaso-
relaxierenden (z.B. NO, Prostaglandine und EDHF) und vasokonstriktorischen (z.B.
Endothelin) Faktoren bekannt. Welcher Mechanismus der Modulation zugrunde liegt,
ist abhdngig vom Zeitpunkt des Effekteintritts nach Estrogeneinwirkung auf das Or-
gan. Man unterscheidet deshalb die estrogenen Effekte in genomische und nicht-

genomische Effekte (siehe 1.4.3).

1.5.1 Vorkommen von Estrogenrezeptoren in Blutgefal?  en

Obwohl sowohl ERa als auch ERP in Endothelzellen wie auch in Zellen der glatten
GefalBmuskulatur (VSMCs) nachgewiesen werden konnten (lafrati et al., 1997; Karas
et al., 1994; Kim-Schulze et al., 1996; Venkov et al., 1996; Losordo et al., 1994; Re-
gister und Adams, 1998; Han et al., 2006), ist deren physiologische Bedeutung noch
immer nicht vollstandig aufgeklart. Dennoch werden zahlreiche vaskulare Effekte der
Estrogene auf deren Wirkung am Estrogenrezeptor zurtickgefuhrt (Thompson und
Khalil, 2003). Auch die potentiell gefal3protektiven Wirkungen der Estrogene konnten
noch nicht abschlieBend aufgeklart werden. Dazu gehoren: (i) die Modifikation der
Zusammensetzung der zirkulierenden Lipoproteine, was zu einer Abnahme des LDL-
und einem Anstieg des HDL-Spiegels fiihrt (Godsland, 2001); (ii) die Hemmung der
Lipoprotein-Oxidation (Rifici und Khachadurian, 1992); (iii) die verminderte Entste-
hung arteriosklerotischer Lasionen und die glnstige Veranderung des Homocystein-
Spiegels (Adams et al., 1990; van der Mooren et al., 1998); (iv) die Veranderung der
Gerinnungseigenschaften durch einen Anstieg der aggregationshemmenden Fakto-
ren und eine Hemmung der Plattchen- und Monozytenadhé&sion (Gerhard und Ganz,
1995); (v) die Hemmung einer intravaskularen Akkumulation von Kollagen (Beldekas
et al., 1981); (vi) antiproliferative Effekte auf die glatten GefaBmuskulatur (VSM)
(Khalil, 2005) und (vii) direkte Effekte auf die vaskulare Reaktivitdt (Wellman et al.,
1996).

Einige Studien zeigen, dass insbesondere ERa fir protektive Effekte von Estrogenen

nach einer kunstlichen Verletzung von Blutgefal3en verantwortlich ist (Pare et al.,
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2002). Allerdings ist ERB im Korper weiter verbreitet als ERa, und auch in humanen
Gefallmuskelzellen, insbesondere bei Frauen, dominiert die Expression des ER[
(Orshal und Khalil, 2004; Thompson und Khalil, 2003).

Entscheidend fur die Beurteilung der Ansprechbarkeit eines Gefalies auf Estrogene
ist der arteriosklerotische Zustand des Gefalies. Sowohl funktionelle als auch Klini-
sche Studien weisen darauf hin, dass arteriosklerotisch veranderte Gefal3e eine ver-
minderte oder keine Expression von Estrogenrezeptoren aufweisen (Losordo et al.,
1994; Post et al., 1999; Ouyang et al., 2006).

1.5.2 Genomische, kardiovaskulare Effekte von Estro  genen

Allgemein verandern Sexualhormone die Expression einer Vielzahl von regulatori-
schen und signalgebenden Proteinen in Endothel- und GefaBmuskelzellen. Die In-
teraktion von Estrogenen mit ihren nuklearen/zytosolischen Rezeptoren triggert eine
Reihe von genomischen Effekten, die letztendlich zu einem Wachstum von Endo-
thelzellen fuhren. Dieser Effekt scheint u.a. durch die Aktivierung von mitogenakti-
vierten Proteinkinasen (MAPK) vermittelt zu werden. Belegt ist daflr eine E2-
induzierte Phosphorylierung der MAPK p38 und p42/44, die die Proliferation und Mi-
gration von Endothelzellen der Schweineaorta fordert (Geraldes et al., 2002). Im Ge-
gensatz dazu hemmt E2 sowohl Proliferation als auch Migration von glatten Muskel-
zellen des Schweins (Geraldes et al., 2002). Analog dazu konnte in glatten Muskel-
zellen der humanen Aorta ein hemmender Effekt von E2 auf die MAPK-Aktivitat
nachgewiesen werden (Dubey et al., 1999). Ferner scheinen Estrogene den wachs-
tumsférdernden Effekt von Angiotensin Il auf die GefalBmuskulatur via Induktion und
Aktivierung von Proteinphosphatasen auf genomischem und nicht-genomischem
Wege zu antagonisieren (Takeda-Matsubara et al., 2002). Von Bedeutung ist aul3er-
dem die Steigerung der NO-Produktion durch eine verstarkte eNOS-Expression
(Kleinert et al., 1998; Chambliss und Shaul, 2002). Aul3erdem scheint E2 die TNF-a-
induzierte Destabilisierung der eNOS-mRNA zu verhindern (Sumi et al., 2001). Inte-
ressanterweise konnte auch fur NO ein hemmender Effekt auf Wachstum und Proli-

feration der GefaBmuskulatur nachgewiesen werden (Moncada und Higgs, 2006).
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1.5.3 Genomische, kardiovaskulare Effekte von SERMs

Auch fur die Familie der SERMs sind mittlerweile zahlreiche genomische, kardio-
vaskulare Effekte nachgewiesen worden. So konnte ein gunstiger Einfluss von
SERMs auf das Lipid-Lipoprotein-Profil gezeigt werden (Christodoulakos et al.,
2006). Belegt ist die Reduktion des Cholesterol-Gehalts im Rattenserum (Black et al.,
1994; Kauffman et al., 1997), Kaninchenserum (Bjarnason et al., 2001) und auch im
humanen Serum (Dayspring et al., 2006; Delmas et al., 1997) durch Raloxifen. Des
Weiteren konnte in klinischen Studien belegt werden, dass Raloxifen und Tamoxifen
zu einer Reduktion kardiovaskularer Risikofaktoren, wie dem humanen LDL-
Cholesterol-, dem Fibrinogen- (Dayspring et al., 2006; de Valk-de Roo et al., 1999;
Love et al.,, 1994; Saarto, et al., 1996; Walsh et al., 1998) und dem Homo-
cysteinspiegel (Cattaneo et al., 1998; Walsh et al., 2000), fuhren. Im Gegensatz zu
allen anderen SERMs fihrte Toremifen zu einem Anstieg des HDL-Cholesterol-
Spiegels (Saarto et al., 1996). Allerdings zeigte Raloxifen eine Zunahme der Subfrak-
tion des HDL2-Cholesterols, die insbesondere als atheroprotektiv gilt (Walsh et al.,
1998). Sowohl Raloxifen als auch Tamoxifen fihrten daneben zu einer Reduktion
des C-reaktiven Proteins (Christodoulakos et al., 2006). Fur Raloxifen wurde ein An-
stieg des NO-Endothelin-1-Verhaltnisses nachgewiesen (Saitta et al., 2001). Ferner
konnte eine verminderte Expression von vascular cell adhesion molecules durch Ra-

loxifen nachgewiesen werden (Colacurci et al., 2003).

1.5.4 Nicht-genomische, kardiovaskulare Effekte von Estrogenen

Im Zusammenhang mit Erkrankungen des kardiovaskularen Systems steht insbe-
sondere die Vasodilatation als nicht-genomischer Effekt der Estrogene im Mittelpunkt
des Interesses (Teoh et al., 1999; Diaz et al., 2004; Shaw et al., 2000). Fur die Inter-
aktion von Sexualhormonen mit membranstandigen Rezeptoren in Endothel- und
GefalBmuskelzellen werden verschiedene Mechanismen fur die Vasodilatation ver-
antwortlich gemacht. Fur diese akuten Effekte sind sowohl Endothel-abhangige als
auch direkt auf die Gefaldmuskulatur bezogene Endothel-unabhéngige Mechanismen
beschrieben worden (Orshal und Khalil, 2004). Intensiv untersucht wird insbesondere
die Hemmung der Gefal3kontraktion (Thompson und Khalil, 2003). Es ist bekannt,
dass das GefalRendothel relaxierende Faktoren wie NO, Prostacyclin (PGl,) und
EDHF, aber auch kontrahierende Faktoren wie Endothelin (ET-1) und Thromboxan
A, freisetzen kann. Estrogene, wie auch Progesteron und Testosteron, sind in der
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Lage, eine Vasorelaxation durch die Modifikation von Synthese, Freisetzung und Bio-
reaktivitat verschiedener Faktoren zu induzieren (Orshal und Khalil, 2004).

NO wird mittels des Enzyms NO-Synthase (NOS) durch Umsetzung von L-Arginin zu
L-Citrullin gebildet und ist ein potenter Vasodilatator. Neben der endothelialen
(eNOS) sind auch neuronale (nNOS) und induzierbare (iINOS) NO-Synthasen be-
kannt. Eine schnelle, rezeptorvermittelte Aktivierung der eNOS, gefolgt von einer
Freisetzung von NO, ist nicht nur durch klassische eNOS-Agonisten wie Acetylcholin,
Bradykinin oder Substanz P mdglich, sondern auch fur E2 beschrieben (Bucci et al.,
2002; Chen et al., 1999; Michel, 1999). Daneben ist auch die Endothel-unabhéangige
Aktivierung der nNOS (Han et al., 2007; White et al., 2005) beschrieben. Estrogene
regulieren die NOS-Aktivitat und damit die NO-Produktion und den Gefal3tonus durch
Interaktion mit estrogenbindenden Strukturen in der endothelialen Zellmembran und
Aktivierung nicht-genomischer Signalwege (Chambliss und Shaul, 2002; Haynes et
al., 2003). Hierfur werden unterschiedliche membranstandige ERs a und (3 verant-
wortlich gemacht (Chambliss und Shaul, 2002; Hisamoto und Bender, 2005). Betei-
ligt an der eNOS-Aktivierung sind vermutlich G-Proteine (Chambliss und Shaul,
2002), Veranderungen der intrazellularen Ca**-Konzentration (Orshal und Khalil,
2004) und Signalprozesse wie die Aktivierung von non-receptor tyrosine kinase (c-
Src), Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3-Kinase), Serin/Threonin-Kinase Akt und
MAP-Kinasen (Haynes et al., 2003). Freigesetztes NO aktiviert die Guanylylcyclase
in glatten Muskelzellen. Dieses fuhrt zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels in den
Zellen und nachfolgend zu einer Aktivierung der cGMP-abhangigen Proteinkinase G
(PKG). Die PKG wiederum fiihrt durch Stimulation von Ca**-Extrusionspumpen in der
Plasmamembran und Ca®*-Pumpen in der Membran des sarkoplasmatischen Retiku-
lums zu einer Abnahme des intrazelluldren Ca**-Spiegels. Daneben kommt es ver-
mutlich zu einer Verminderung der Sensitivitat der kontraktilen Myofilamente auf
Ca?*, was ebenfalls zu einer Vasorelaxation fiihrt (Orshal und Khalil, 2004).

Neben NO ist auch PGI, ein vom Endothel freigesetzter vasorelaxierender Faktor. Es
wird vom Enzym Cyclooxygenase (COX) durch die Metabolisierung der Arachidon-
saure gebildet. Neben einer genomisch verstarkten Expression der COX-1 (Jun et
al., 1998) ist auch eine nicht-genomische, Ca**-abhangige, ERB-vermittelte Steige-
rung der PGl,-Synthese beschrieben worden (Sherman et al., 2002).

Endothelium derived hyperpolarising factor (EDHF) wird ebenfalls von Endothelzellen
gebildet und fuhrt auch bei vollstdndiger Hemmung der NO-cGMP- und PGl,-cCAMP-
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Signalwege zu einer Relaxation der Blutgefal3e. EDHF fuhrt zur Aktivierung von
Ca?*-abhangigen K*-Kanalen (BKca) und damit zu einer Hyperpolarisation, gefolgt
von einer Relaxation glatter Muskulatur (Orshal und Khalil, 2004).

Wahrscheinlich ist auRerdem die E2-induzierte Aktivierung der Adenylylcyclase, ge-
folgt von einer gesteigerten cAMP-Produktion. Die Aktivierung des cAMP-Adenosin-
Weges fuhrt in Folge zu einer gesteigerten Konversion von cAMP zu AMP mittels
PDE und dies zu einem Anstieg der Adenosinkonzentration mittels Nukleotidase.
Damit erhoht sich die Adenosinkonzentration am Adenosin-Rezeptor 2, was zum an-
timitogenen Effekt von E2 beitragt (Dubey et al., 2000). Neben dem Ublichen Weg
cAMP-vermittelter Signalkaskaden ist auch die E2-induzierte Adenylylcyclaseaktivie-
rung beschrieben, bei der der Anstieg des cAMP-Levels zu einer cross-Aktivierung
der Proteinkinase G fuhrt (Keung et al., 2005).

Geschlechtsspezifische, kardiovaskulare Divergenzen werden unter anderem auf
Unterschiede in der Expression von Estrogenrezeptoren sowie auf Unterschiede der
Regulationsmechanismen des intrazellularen Ca®*-Spiegels, der Ca**-Sensitivitat der
eNOS, der Reaktivitat der glatten Muskulatur auf NO, ferner auf Unterschiede in der
Zusammensetzung der COX-Produkte, der Endothel-abhangigen Hyperpolarisation
der glatten GefalBmuskulatur (VSM) sowie auf eine hormonelle Regulation der PKG
zuruckgefuhrt. Daneben werden aber auch eine Hemmung der ET-1-Expression und
-Freisetzung durch E2 und eine gesteigerte Freisetzung von ET-1 und Thromboxan
A2 durch Testosteron fir geschlechtsabhangige Unterschiede des Gefaldtonus ver-
antwortlich gemacht (Orshal und Khalil, 2004).

Neben nicht-genomischen, estrogenen Effekten auf das Endothel sind auch solche
auf die GefalBmuskulatur direkt beschrieben worden. Weil Estrogene auch an Blutge-
falen ohne Endothel eine Relaxation verursachen, muss es neben Endothel-
abhangigen Mechanismen auch Endothel-unabhéngige Mechanismen der Vasorela-
xation geben. Diese mussen folglich direkt die GefalBmuskelzellen betreffen (Crews
und Khalil, 1999; Jiang et al., 1991; Mugge et al., 1993; Murphy und Khalil, 1999).
Beispielsweise konnte an vorkontrahierten (PGF,y, KCI und U46619) Koronargefa-
Ren von Kaninchen, Schwein und Mensch ohne Endothel eine Vasorelaxation mit
Estrogenen gezeigt werden (Jiang et al., 1991; Crews und Khalil, 1999; Chester et
al., 1995).

Bekanntermal3en wird die Kontraktion der Gefal3muskulatur durch einen Anstieg der

intrazellularen Ca**-Konzentration getriggert. Des Weiteren kann aber auch die Akti-
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vierung verschiedener Proteinkinasen, wie der MLC-Kinase (myosin light chain), der
Rho-Kinase und unterschiedlicher MAP-Kinasen, aber auch die Hemmung der MLC-
Phosphatase zu einer Kontraktion glatter Muskelzellen fihren (Orshal und Khalil,
2004). An humanen Endometriumzellen konnte daneben auch die Aktivierung der
MAPK p38 durch membranstandige Estrogenrezeptoren nachgewiesen werden (Se-
val et al., 2006).

Fur geschlechtsabhéngige Unterschiede in der Ca®*-Mobilisation kénnen zahlreiche
Effekte der Estrogene verantwortlich sein. In den letzten Jahren mehren sich die
Studien, die darauf hinweisen, dass Ca**- und K*-Kanale eine entscheidende Rolle
bei der Estrogen-induzierten Relaxation verschiedener Gefal3systeme spielen. Dabei
scheint weniger die Hemmung der Ca®*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern
eine Rolle zu spielen (Mermelstein et al., 1996), sondern vor allem die Hemmung des
Eintritts von Ca** aus dem Extrazellularraum (Bucci et al., 2002; Crews und Khalil,
1999; Diaz et al., 2004; Freay et al., 1997; Han et al., 1995; Kitazawa et al., 1997;
Murphy und Khalil, 1999; Nakajima et al., 1995). In anderen Geweben dagegen
konnte aber auch eine schnelle Aktivierung des Ca®*-Influx nachgewiesen werden
(Armen und Gay, 2000). Fir die Hemmung plasmalemmaler Ca®*-Kanale werden
zum Teil direkte Mechanismen verantwortlich gemacht (Salom et al., 2001; Zhang et
al., 1994). Neben der Hemmung von Ca**-Kanalen, ist auch eine Aktivierung von K*-
Kanalen gezeigt worden, die ebenfalls zu einer Vasodilatation von Blutgefaf3en fuhrt
(Diaz et al., 2004). Auch die Estrogen-induzierte Aktivierung von BKcs-Kanélen, die
infolge einer Hyperpolarisation zu einer indirekten Hemmung von spannungsabhéan-
gigen Ca®*-Kanélen fiihrt, ist beschrieben worden (White et al., 2002).

Neben physiologischen Estrogenen sind auch relaxierende Effekte flr synthetische
Estrogene beschrieben worden. Am Papillarmuskel des Hundes wie auch am
Meerschweinchenileum konnte Hexestrol eine Hemmung der Kontraktion durch ei-
nen Ca?“-antagonistischen Effekt induzieren (Himori, 1977). Auch firr Diethylstilb-
estrol konnte eine Vasorelaxation der isolierten Rattenaorta nachgewiesen werden
(Martinez et al., 2003). Diethylstilbestrol fiihrte zur Blockade von Ca?*-Kanalen und
damit zur Hemmung des Ca?*-Influxes an verschiedenen Zelltypen (Zakharov et al.,
2004).

27



1.5.5 Nicht-genomische, kardiovaskulare Effekte von SERMs

Auch fur SERMs sind mittlerweile zahlreiche nicht-genomische, kardiovaskulare Ef-
fekte beschrieben worden. Insbesondere die Vasorelaxation glatter Muskulatur spielt
dabei eine wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass Tamoxifen eine schnelle,
Endothel-abhéangige (Figtree et al., 2000) wie auch Endothel-unabhéngige (Hutchi-
son et al., 2001), Estrogenrezeptor-abhangige Vasorelaxation an Koronararterien
des Schweins und des Kaninchens bewirkt. An der Aorta der Ratte fihrte Tamoxifen
zu einer Endothel- und Rezeptor-unabhangigen Relaxation, die neben der Hemmung
von L-Typ-Ca?*-Kanalen auch auf eine Hemmung von MAPK p38 und ERK1/2 zu-
rackzufihren war (Park et al., 2003). An humanen Endometriumzellen dagegen
konnte eine Aktivierung der MAPK p38 sowohl durch Tamoxifen als auch durch Ra-
loxifen nachgewiesen werden (Seval et al., 2006). In isolierten VSMC der Ratte fuhr-
te Tamoxifen zu einer Hemmung von L-Typ-Ca®*-Kanalen (Song et al., 1996). Eben-
so konnte am Duodenum der Maus eine Tamoxifen-induzierte Relaxation durch eine
Blockade von L-Typ-Ca?*-Kanalen festgestellt werden (Diaz, 2002). Auch fiir Raloxi-
fen ist eine schnelle, ER- und Endothel-abhangige Vasorelaxation der Koronararte-
rien von Kaninchen beobachtet worden (Figtree et al., 1999). An der Koronararterie
des Hundes verbesserte Raloxifen die koronare Durchblutung und die Kontraktilitat
des Herzmuskels durch die Freisetzung von NO und die Offnung von Ca?*-aktivierten
K*-Kanalen. Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von NO uber den
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt-Signalweg vermittelt wurde (Ogita et al.,
2004). Auch an der humanen Nabelschnurvene wurde nachgewiesen, dass Raloxi-
fen durch die Interaktion mit ERa und der PI3K zu einer nicht-genomischen Aktivie-
rung der eNOS und damit zu einer vermehrten NO-Synthese in Endothelzellen fuhrt
(Simoncini et al., 2002). An Pulmonalarterien, intralobaren Nierenarterien und Zere-
bralarterien von Ratten bewirkte Raloxifen eine Endothel- und ER-unabhangige Va-
sorelaxation durch die Hemmung von L-Typ-Ca**-Kanalen (Chan et al., 2005; Leung
et al., 2005, Tsang et al., 2004). Auch an isolierten ventrikularen Myozyten des Meer-
schweinchens lieR sich die Hemmung der L-Typ-Ca**-Kanéle durch Raloxifen besta-
tigen (Liew et al., 2004). An der Koronararterie des Schweins konnte neben der En-
dothel-unabhangigen Relaxation durch die Hemmung der L-Typ-Ca?*-Kanéle auch
eine Aktivierung der BKca-Kandle durch Raloxifen gezeigt werden (Leung et al.,
2007; White et al., 1995).
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Einleitung

Fur das Polyphenol Resveratrol wurde sowohl eine Endothel-abhangige, NO-
vermittelte (Rakici et al., 2005) als auch eine Endothel-unabhangige, K*-Kanal-
vermittelte (Novakovic et al., 2006) Vasorelaxation der humanen Brustwandarterie
und der Saphenavene nachgewiesen. An der Koronararterie des Schweins konnte
eine Resveratrol-induzierte, ER-unabhangige Relaxation mit einer Endothel-
abhangigen Komponente (Freisetzung von NO) und eine Endothel-unabh&ngigen
Komponente (Hemmung von spannungsabhangigen Ca®*-Kanalen) gezeigt werden
(Li et al., 2006). An Herzen von Ratten aktivierte Resveratrol sowohl die MAPK p38
wie auch die ERK1/2 (Das et al., 2006). Ob auch die potentiell SERM-Charakteristika
aufweisende Reihe der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendi-

amine vasodilatatorische Effekte ausiiben kann, ist bisher nicht untersucht worden.

1.6 Zielsetzung

Da zu den therapeutischen Zielen eines optimalen SERMs neben der Linderung kli-
makterischer Beschwerden und der Vermeidung von Osteoporose-bedingten Kno-
chenbrichen auch ein mdglichst protektiver Einfluss auf das kardiovaskulare System
gehort, sollten die vasorelaxierenden Eigenschaften dieser Substanzklasse am Mo-
dell der Schweinekoronararterie untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die vasodilatatorischen Effekte des physiologischen
Estrogens E2, der SERMs Raloxifen und Tamoxifen und einer Reihe der N,N’-
Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine mit SERM-Eigenschaften
funktionell an der porcinen Koronararterie charakterisiert und Estrogen- bzw. SERM-
bindende Strukturen erkannt werden. Darlber hinaus sollten Unterschiede und Ge-
meinsamkeiten in der vasorelaxierenden Wirkung von Estrogenen und SERMs iden-
tifiziert werden. Aul3erdem galt es zu bestimmen, ob alle SERMs diese Wirkung Uber
einen einheitlichen Mechanismus ausiiben, oder aber ob Unterschiede innerhalb die-

ser Gruppe bestehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Gerate

Bandelin Sonorex TK52
Einkammer-Organbader, 20 ml,
temperierbar

Einkanalpipetten, Discovery
(Volumenbereich 2-5000 pl)
Elektromechanischer Druckwandler,
Transducer TF6V5
Elektrophoresekammer Multigel Long
Entwicklungskassette
Eppendorf-Zentrifuge 5415D

Faden Mersilene® EH 451
Gefrierschrank Hera Freeze, -80°C
Magnetriihrer IKA Kombimag® RCT

Megafuge 1.0 R, max. 2800 rpm
Kugelmiihle, Mikro-Dismembrator® U
Organhékchen, Edelstahl, d=0.3 mm
pH-Meter 766 Calimatec
UV-Photometer Gene-Ray

Pump Easyload Masterflex

Reagenzglasschuttler, IKA Lab Dancer

Rocking Platform WT16
Rotary shaker KS10 Swip + TH10
Shaker IKA® MTS 2

Standard Power Pack P25
Tankblot-System

Thermoblock TB1

Verstarker, Transducer Coupler 4711

Vierkanal-x-t-Kompensationsschreiber,

Kompensograph C1016
Vortex mixer REAX top

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Cryotube™ vials

Einmal-Kivetten, Polystyrol, Lichtweg 10 mm
Einwegpipettenspitzen, unsteril (2-5000 pl)

Film Kodak X-OMAT, XAR-5
Immobilon™-Transfermembran,
Polyvinylidendifluorid
Nitrocellulosemembran

Pipette, serologisch, 2, 5, 10, 25 ml
Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl
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Bandelin electronics, Berlin
TSE, Bad Homburg

Abimed, Langenfeld
Fleck, Mainz

Biometra, Gottingen

Kodak, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Ethicon, Norderstedt

Heraeus Instruments, Disseldorf
Jahnke und Kunkel GmbH & Co. KG
IKA Labortechnik, Staufen

Heraeus Sepatech, Osterode

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Eigenanfertigung

Knick, Nurnberg

Biometra, Gottingen

Microgon, Laguna Hills, CA

Carl Roth, Karlsruhe

Biometra, Gottingen

Edmund Buhler GmbH, Tldbingen
Jahnke und Kunkel GmbH & Co. KG
IKA Labortechnik, Staufen

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

TSE, Bad Homburg

Siemens, Munchen

Heidolph Instruments, Schwabach

Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Numbrecht
Abimed, Langenfeld
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Millipore, Schwalbach

Schleicher & Schiill, Dassel
Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht
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Spritze mit Kanule (0.9 x 40 mm, 20G x 11/2”) B/Braun, Melsungen

Spritze mit Kaniile (Omnifix® 0.5 x 16 mm,
25G x 5/8")

UV-Kuvetten Plastibrand, halbmikro
Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

17a-Estradiol

17p3-Estradiol

17p-Estradiol, wasserldslich

4-Aminopyridin
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid-
hydrochlorid

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (29:1)
Ammoniumpersulfat
Anti-mouse-Antikérper, 1gG, HRP-konjugiert

Anti-rabbit-Antikorper, goat-lgG,
HRP-konjugiert

Aprotinin

BAPTA-AM

Bromphenolblau
-Catenin-Antikdrper, mouse-I1gG,
monoklonal
Calciumchloriddihydrat
Carbogen

Cimetidin

Clozapin
D-Glucosemonohydrat
Dimethylsulfoxid (99 %)
Dinoprost-Tromethamin
(Prostaglandin Fyq)
Dithiothreitol

Entwickler und Fixierer, GBX
Ethanol
Ethylendiaminetetraessigsaure
Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigsaure
Glibenclamid

Glycerol

Glycin

GPR30-Antikorper, rabbit-1gG, polyklonal
ICI 182,780

Imidazol

Indomethacin

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Koffein

B/Braun, Melsungen

Brand, Wertheim
Sarstedt, NUmbrecht

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tocris, Bristol, Grof3britannien
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Cell Signalling Technology, Beverly,
MA

Calbiochem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BD Transduction Laboratories,
Heidelberg

Merck, Darmstadt

Air Liquide, Dusseldorf
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Upjohn, Kalamazoo, MI

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tocris, Bristol, GroRR3britannien
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MBL, Woburn, MA

Tocris, Bristol, GroR3britannien
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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KT 5720

KT 5823

Leupeptin

LumiGlo® Kit
Magnesiumsulfatheptahydrat
Mesulerginhydrogenmaleat
N®-Nitro-L-argininmethylester
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat-Probenpuffer
Natriumdodecylsulfat (98.5 %)
Natrium-3-glycerolphosphat
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumnitroprussid
Natriumorthovanadat
N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-
4-hydroxyphenyl)ethylendiamine und
verwandte Strukturen
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
OoDQ

p38-MAPK-Antikorper, rabbit-1gG,
monoklonal

PD 98059

Pepstatin

Pertussistoxin
Phenylmethylsulfonylfluorid

Phospho-p38-MAPK-Antikorper, rabbit-IgG,

monoklonal

Phosphorsaure
Propranololhydrochlorid
Protein-GrolRenmarker
Raloxifenhydrochlorid
(S)-(-)-Bay K 8644
Salzsaure

SB 203580

Serva Blue G
(Coomassie-Brillantblau G-250)
SQ 22536

Stickstoff, fliissig

Substanz P
Tamoxifencitrat
Tetraethylammoniumchlorid
Tris-Base (99.9 %)

Tris-HCI (99 %)

Triton X-100
Trockenmilchpulver Sucofin
Tween 20
Verapamilhydrochlorid
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Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

New England Biolabs, Beverly, MA
Merck, Darmstadt

Novartis, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

von Angerer, 1982; Karl et al., 1988;
Gust et al., 1995

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tocris, Bristol, Grof3britannien
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Praxair, Dusseldorf
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
TSI, Zeven

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Synopharm, Barsbdttel
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2.1.4  Zubereitung der Testsubstanzen

Von allen verwendeten Substanzen wurden Stammlésungen von 1-100 mmol/l her-
gestellt. Wenn mdglich, erfolgte die Losung in demineralisiertem Wasser. Um eine
bessere Ldslichkeit zu erzielen, wurden abweichend davon auch andere Losungsmit-
tel verwendet. Indomethacin und Raloxifen wurden in Ethanol (50 % V/V) gel6st, (S)-
(-)-Bay K 8644 in Ethanol (96 % V/V). E2, Glibenclamid, KT 5823, KT 5720 und
ODQ wurden in DMSO, N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendi-
amine unter Zusatz einer dquimolaren Menge 1 N HCI in DMSO (50 % V/V) geldst.
Stammldsungen wurden mit demineralisiertem Wasser zur benétigten Endkonzentra-
tion verdinnt. Kontrollversuche wurden mit dem entsprechenden Losungsmittel (Ve-
hikel) durchgefihrt. In den Organbéadern erreichte die DMSO-Konzentration maximal
0.2 % (Ausnahmen: Glibenclamid 1 %, ODQ 0.3 %). Die Ethanolkonzentration betrug
maximal 0.05 %.

Alle Stammlésungen konnten bei -18°C gelagert werden (Ausnahme: Pertussistoxin-
Stammldsung, 50 ug/500 pl, 4°C).

2.2 Methoden

2.2.1 Versuche an isolierten Organen

2.2.1.1 Isolierte Koronararterie des Schweins

Herzen weiblicher und kastrierter mannlicher zur Fleischverarbeitung verwendeter
Schlachtschweine mit einem Gewicht von 100-120 kg (Alter = 6 Monate) wurden von
der Lehr- und Versuchstieranstalt Teltow-Ruhlsdorf zur Verfiigung gestellt. Die Be-
taubung der Schweine erfolgte elektrisch, die Tétung durch Entbluten nach Eréffnung
der vorderen Hauptschlagader und der vorderen Hohlvene. Die Organe wurden nach
Entnahme in eisgekihlte, mit O, / CO, (95 % / 5 %) gesattigte Krebs-Henseleit-
Losung Uberfuhrt und transportiert. AnschlieRend wurden der absteigende Ast der
linken Koronararterie (Ramus interventricularis anterior) und die rechte Koronararte-
rie (Arteria coronaria dextra) entnommen und vom umgebenden Gewebe befreit. Die
auf diese Weise vorbereiteten Gefalie konnten bei Lagerung in begaster Krebs-
Henseleit-Losung (4°C) Uber eine Dauer von vier Tagen fiur Versuche verwendet wer-
den (Hussain und Mustafa, 1993).
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2.2.1.2 Verwendete Pufferlésungen

Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung (mM, pH 7.4)

118 NaCl

4.7 KCI

1.6 CaCl, - 2 H,O
1.2 MgSO, - 7 H,O
1.2 KH,PO,4

25 NaHCO;

11 D-Glucose - H,O

Ca?*-freie Krebs-Henseleit-Lésung (mM, pH 7.4)

62.7 NacCl

60 KCI

1.2 MgSO, - 7 H,O
1.2 KH,PO,4

50 Tris

0.03 EDTA

11 D-Glucose - H,O

2.2.1.3 Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Fir die Versuche wurden die Arterien (d=2—3 mm) in Ringe mit jeweils 3—4 mm Lan-
ge geschnitten. Wenn nétig, konnte das Endothel durch vorsichtiges Rollen mittels
einer eingeflhrten Pinzette entfernt werden. Die Arteriensegmente wurden auf zwei
horizontal in das GefalR3lumen eingefuhrte Edelstahlhdkchen (d=0.3 mm) positioniert
und in Organbader von 20 ml Fassungsvermdgen eingehangt, die eine der beschrie-
benen Krebs-Henseleit-Lésungen enthielten.

Diese Losung wurde kontinuierlich mit O, / CO, (95 % / 5 %) begast und auf 37°C
temperiert. Zur isometrischen Messung der Druckentwicklung wurden die eingehang-
ten Segmente mit elektromechanischen Druckwandlern (Transducer TF6V5), Ver-
starkern (TSE Transducer Coupler 4711) sowie Schreibern (Siemens Kompen-
sograph C1016) verbunden. Die Ruhekraft zu Beginn aller Experimente betrug 20
mN. Wahrend einer Aquilibrierungsphase von 60 min wurde die Pufferlésung nach

jeweils 30 min ausgetauscht und die Ruhekraft von 20 mN durch mehrmaliges Nach-
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spannen wiederhergestellt. Im Anschluss wurde eine Kontraktion der Arterienseg-
mente durch die Zugabe von KCI (30 mM) ausgelost. Darauf folgten je nach Ver-
suchsaufbau zwei Kontraktionen mittels KCI (30 mM) oder PGFy4 (3 uM). Die ersten
beiden Kontraktionen wurden durch eine 5-minitige Waschphase beendet, gefolgt
von einer Stabilisierungsphase (15 min), einer erneuten Waschphase (3 min) und
weiteren 15 min Stabilisierungsphase. Die Intaktheit des Endothels wurde wahrend
der dritten Kontraktion durch das Ausmal’ der Endothel-abhangigen Relaxation nach
Zugabe von Substanz P (10 nM) zum Zeitpunkt der maximalen Kontraktion funktio-
nell bestimmt. Eine vollstdndige Entfernung des Endothels wurde durch das Ausblei-
ben der Vasorelaxation angezeigt. Die dritte Kontraktion wurde durch eine 10-
mindtige Waschphase, eine Stabilisierungsphase (15 min) und eine weitere Wa-
schung (3 min) beendet. Alle Experimente wurden in Anwesenheit von Indomethacin
(6 uM) durchgefuhrt, um eine COX-abhangige Bildung von Eicosanoiden und deren

Einfluss auszuschlielRen.

2.2.1.4 Untersuchung von vasorelaxierenden Effekten

Nachdem durch die Vorstimulationen eine konstante Kontraktilitat der Organe er-
reicht war, wurden die Arteriensegmete erneut mit KCI (30 mM) oder PGFyq (3 uM)
kontrahiert. Bei Erreichen einer stabilen Kontraktion (Plateau) wurde eine kumulative
Konzentrations-Wirkungskurve oder eine Relaxation in nichtkumulativer Technik fur
unterschiedliche Agonisten durchgefuhrt. Bei Verwendung der kumulativen Technik
wurde die Agonistenkonzentration unmittelbar nach Erreichen eines Plateaueffektes
in halblogarithmischen Schritten bis zum Erreichen eines Maximaleffektes erhoht. Bei
Verwendung der nichtkumulativen Technik wurde an jedem Arteriensegment nur je-
weils eine einzige Konzentration eines Agonisten appliziert. Um dabei auch die Zeit-
abhangigkeit der Vasorelaxation zu untersuchen, wurde die Relaxation in separaten
Versuchen nach 15, 30, 60, 90 und 120 min (E2) bzw. 3, 5, 7, 10, 20, 30, 60, 90 und
120 min (Tamoxifen) unterbrochen und das Ausmal} der Dilatation ausgewertet. Da
die Tamoxifen (10 pM)-induzierte Relaxation eine ausgepragte Endothel-Abhangig-
keit zeigte, wurde die Beteiligung der eNOS durch Inkubation (10 min) der Arterien-
segmente mit L-NAME (200 uM) vor der PGF,q (3 pM)-induzierten Kontraktion unter-

sucht.
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2.2.1.5 Pharmakologische Charakterisierung vasorela xierender Effekte
mittels Antagonisten

Zur pharmakologischen Charakterisierung der vasorelaxierenden Effekte verschie-
dener Agonisten wurden die Relaxationen in Anwesenheit von Antagonisten diverser
Zielstrukturen durchgefihrt. Dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen der
Agonisten verwendet, um submaximal relaxierende Effekte herbeizufiihren. Bei die-
sen Versuchen wurden die Arteriensegmente 30 bis 120 min vor der Kontraktion mit
KCI (30 mM) oder PGFyq (3 pM) mit entsprechenden Antagonisten inkubiert. Alterna-
tiv wurden die Antagonisten in die Bader gegeben, wenn das Plateau der Kontraktion

erreicht war.

2.2.1.5.1 Beteiligung klassischer Estrogenrezeptore n

Um eine Beteiligung klassischer Estrogenrezeptoren an der Estrogen- oder SERM-
induzierten Relaxation der Koronararterie des Schweins zu untersuchen, wurden die
Organe vor der Kontraktion 60 min mit ICI 182,780 (1-10 pM) inkubiert. Anschlie-
Bend wurde eine Kontraktion mit KCI [30 mM; d,I-N,N’-Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamin (Verbindung 8)] oder PGF,4 (3 uM; Raloxifen) induziert.
ICI 182,780 hatte dabei keinen Einfluss auf die Kontraktilitat. AnschlieRend konnte
eine Konzentrations-Wirkungskurve (Verbindung 8) oder eine Relaxation in nicht-
kumulativer Technik (Raloxifen, 1 uM; Tamoxifen, 10 uM) aufgenommen werden. In
separaten Versuchen wurde eine Beteiligung klassischer Estrogenrezeptoren im

Calcium-freien Medium untersucht (siehe 2.2.1.7).

2.2.1.5.2 Beteiligung des G-Protein-gekoppelten Rez  eptors GPR30

Da in zunehmendem MalRe der G-Protein-gekoppelte Rezeptor GPR30 fir nicht-
genomische, membranvermittelte Effekte von Estrogenen verantwortlich gemacht
wird, wurde dessen Beteiligung an der Estrogen- oder SERM-induzierten Relaxation
der porcinen Koronararterie untersucht. Dafir wurden die Organe zunachst 90 min
mit Pertussistoxin (PTX, 100-200 ng/ml), einem Inhibitor Gj-gekoppelter Proteine,
inkubiert. Anschliel3end wurde eine Kontraktion mit KCI (30 mM) induziert. PTX hatte
dabei keinen Einfluss auf die Kontraktilitat. Anschlieend wurden Konzentrations-
Wirkungskurven mit E2 (PTX: 200 ng/ml) und Verbindung 8 (PTX: 100-200 ng/ml)

aufgenommen.

36



Material und Methoden

2.2.1.5.3 Beteiligung von Kalium-Kanélen

Um zu untersuchen, ob Kalium-Kanéle bei der SERM-vermittelten Vasorelaxation
eine Rolle spielen, wurden Arteriensegmente mit Endothel mit Inhibitoren unter-
schiedlicher K*-Kanale inkubiert. Verwendet wurden TEA (1 mM), ein Inhibitor Ca**-
aktivierter und spannungsabhangiger K*-Kanale (BKca) hoher Leitfahigkeit, Glibenc-
lamid (100 uM), das ATP-sensitive K*-Kanéle (Karp) inhibiert, und 4-AP (1 mM), ein
Inhibitor spannungsabhangiger K*-Kanale (Ky).

Nach einer Inkubationsphase von 30 min wurde eine Kontraktion mit KCI (30 mM)
induziert. Bei Erreichen stabiler Kontraktionen (Plateau) wurden kumulative Kon-
zentrations-Wirkungskurven mit Verbindung 8 (10 nM — 30 uM) aufgenommen. TEA
und 4-AP hatten dabei keinen Einfluss auf die Kontraktilitat der Organe. Glibenclamid
dagegen reduzierte die KCl-induzierte Kontraktion von 114 +5 % (Vehikel) auf 45 + 4
% (n=7) im Verhaltnis zur dritten KCI-Kontraktion.

2.2.1.5.4 Untersuchung beteiligter Signalkaskaden

Um zu untersuchen, ob die Adenylyl- oder Guanylylcyclase oder die Proteinkinasen
A oder G fur die SERM-induzierte Vasorelaxation eine Rolle spielen, wurden Arte-
riensegmente mit Endothel 30 min vor der Zugabe von KCI (30 mM) mit entspre-
chenden Inhibitoren inkubiert. Verwendet wurden der Adenylylcyclase-Inhibitor SQ
22536 (100 uM), der Guanylylcyclase-Inhibitor ODQ (30 uM), der Proteinkinase A-
Inhibitor KT 5720 (300 nM) und der Proteinkinase G-Inhibitor KT 5823 (1 uM). Zum
Zeitpunkt stabiler Kontraktionen wurden jeweils Konzentrations-Wirkungskurven mit
Verbindung 8 (10 nM — 30 uM) aufgenommen.

Um darlber hinaus die Beteiligung der MAPK-Kaskade, insbesondere eine Aktivie-
rung der MAPK p38 und der extrazellular-regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2), zu
untersuchen, wurden vasorelaxierende Effekte von E2, Raloxifen, Tamoxifen und
Verbindung 8 an Arteriensegmenten mit und ohne Endothel in Gegenwart des p38-
MAPKinase-Inhibitors SB 203580 (10 puM) bzw. des ERK1/2-Kinase-Inhibitors PD
98059 (10 uM) durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurden die Or-
gane mittels PGF,, (3 pM) kontrahiert. E2 (10 uM), Raloxifen (3 uM), Tamoxifen (10
uM) und Verbindung 8 (10 uM) wurden zum Zeitpunkt der maximalen Kontraktion
appliziert. Der vasorelaxierende Effekt dieser Verbindungen wurde in An- bzw. Ab-

wesenheit der Inhibitoren kontinuierlich gemessen und nach 120 min ausgewertet.
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2.2.1.5.5 Beteiligung intrazellularen Calciums

Um in Relaxationsversuchen eine Beteiligung intrazellularen Calciums zu untersu-
chen, wurde der intrazellular wirkende Ca?*-Chelator BAPTA-AM (10-20 pM) zum
Zeitpunkt einer stabilen PGF,, (3 pM)-induzierten Kontraktion in die Organbader ge-
geben. BAPTA-AM hatte dabei keinen Einfluss auf die Kontraktion. Nach einer Inku-
bationsphase von 30 min wurden die Gefal3ringe mit Raloxifen (3 uM) relaxiert. Nach

120 min wurde das Ausmal’ der Relaxation ausgewertet.

2.2.1.6 Untersuchung der Reversibilitdt vasorelaxie  render Effekte

Um die Reversibilitat vasorelaxierender Effekte von Estrogenen und SERMs zu un-
tersuchen, wurden KCI (30 mM)-vorkontrahierte Arteriensegmete mit Endothel in
nichtkumulativer Technik mit E2 (10 uM), Raloxifen (10 puM) oder Verbindung 8 (10
pHM) Uber einen Zeitraum von 120 min relaxiert. Anschlie3end wurden die Organe
ein-, drei-, funf-, sieben- oder neunmal einer jeweils zehnminttigen Waschphase un-
terzogen. Jeder Waschphase folgte eine fiinfminttige Ruhephase. Nach der letzten
Waschung folgte entsprechend der jeweiligen Gruppe eine Stabilisierungsphase von
120, 90, 60, 30 oder null min. Innerhalb eines Zeitraums von 45 min erfolgte eine
letzte KCI (30 mM)-induzierte Kontraktion. Das Ausmal? dieser Kontraktion wurde ins

Verhéltnis zur vorhergehenden Kontraktion gesetzt.

2.2.1.7 Untersuchungen im Calcium-freien Medium

Da sich in ersten Versuchen kein Unterschied zwischen Organen mit und ohne En-
dothel ergab, wurden diese Versuche im Folgenden nur noch ohne Endothel durch-
gefuhrt. Fur Untersuchungen im Ca®*-freien, depolarisierenden Medium (K*: 60 mM)
wurden die Arteriensegmente eingangs mit KCl (30 mM) und anschliel3end zweimal
mit PGF,q (3 uM) in der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung kontrahiert. Im An-
schluss daran erfolgte in den Organbadern der Austausch der modifizierten Krebs-
Henseleit-Losung gegen das Ca?'-freie, depolarisierende Medium. Dieser Medium-
wechsel wurde Uber einen Zeitrum von 7 min durchgefihrt. Die dabei nur voriberge-
hend auftretende spontane Kontraktion der Arteriensegmente wurde auf eine Entlee-
rung intrazellularer Calcium-Speicher zurickgefuhrt. Nach einer Stabilisierungsphase
von 30 min wurde eine Kontraktion durch Zugabe von CaCl, (3 mM) induziert. Been-

det wurde die Kontraktion durch eine Waschphase von 5 min. Nach einer 15-
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minutigen Ruhephase folgte eine weitere dreiminitige Spulung. Anschliel3end erfolg-
te eine Aquilibrierungsphase von 60 min in An- oder Abwesenheit von E2 (1-10 uM),
Verbindung 8 (0.3-10 uM), Raloxifen (0.3—3 uM) oder Verapamil (0.3 uM). Weitere
Experimente wurden in gleichzeitiger Anwesenheit von E2 (10 uM), Verbindung 8
(0.3-10 uM) oder Raloxifen (0.3—1 uM) und dem Estrogenrezeptor-Antagonisten ICI
182,780 (1-10 pM) durchgefuhrt. Im Anschluss erfolgte die Aufnahme einer Kon-
zentrations-Wirkungskurve durch Zugabe von CacCl, in halblogarithmischen Schritten
(10 uM = 20 mM). In anderen Versuchen wurde die Konzentrations-Wirkungskurve in
Anwesenheit des L-Typ-Calcium-Kanal-Aktivators (S)-(-)-Bay K 8644 (0.1 uM) nach
einer Inkubationszeit von 60 min aufgenommen. Auch dieses wurde in An- und Ab-
wesenheit von E2 (10 uM), Verbindung 8 (0.3-10) oder Raloxifen (0.3—-3 pM) durch-
gefuhrt.

2.2.1.8 Untersuchung zur Beteiligung von intrazellu  laren Calcium-Speichern

mit Hilfe einer Koffein-induzierten Kontraktion

Fur diese Untersuchungen wurden Arteriensegmente mit und ohne Endothel ein-
gangs mit KCI (30 mM) und anschlie3end zweimal mit PGF,, (3 puM) in der modifi-
zierten Krebs-Henseleit-Losung kontrahiert. Nach einer 30-minttigen Stabilisie-
rungsphase wurde mittels Koffein (10 mM) eine transiente Kontraktion ausgelost.
Nach einer Waschphase von 5 min folgte eine Ruhephase von 3 min. Im Anschluss
an eine Aquilibrierungsphase von 30 min wurde eine zweite Kontraktion in An- und
Abwesenheit von Raloxifen (3 uM) mit Koffein (10 mM) ausgeldst. Das Ausmal} die-
ser Kontraktion bezogen auf die vorausgegangene Koffein-Kontraktion wurde be-

stimmt.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Extraktion zellularer Proteine

Fur die Isolierung aller zellularen Proteine wurde ein Lysepuffer folgender Zusam-

mensetzung verwendet:

Lysepuffer 1
50 mM Tris
138 mM NacCl
2.7 mM KCI

0.05 % Tween 20
0.1% Triton X-100
0.1% SDS
Unmittelbar vor Gebrauch wurden folgende Bestandteile zugesetzt:
80 mM Natrium-B3-glycerolphosphat
20 mM Imidazol
1mM DTT
1 mM NaszVO4
1 mM NaF
10 pg/ml Aprotinin
1uM Leupeptin
500 uM AEBSF
1 mM EDTA

Fur die Extraktion der Membranproteine wurde ein Lysepuffer folgender Zusammen-

setzung verwendet:

Lysepuffer 2
20 mM Tris-HCI
5 mM MgCl,
1 mM EDTA
0.6 MM  EGTA
Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde der Puffer mit Protease- und Phosphatase-

Inhibitoren versetzt:
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50 mM NaF
1mM PMSF

1 mM NaszVO4

1 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Aprotinin
1 pg/ml Pepstatin

Die Extraktion zellularer Proteine wurde durchgefiihrt, um eine Aktivierung der intra-
zellularen MAPK p38 und die Anwesenheit des membranstandigen GPR30 zu unter-
suchen.

Die molekularbiologischen Untersuchungen zur Aktivierung der MAPK-Kaskade er-
folgten nach einer Vorbehandlung von Arteriensegmenten im Organbad. Daftr wur-
den die Organe mit PGF,, (3 uM), Verbindung 8 (10 uM), Raloxifen (3 uM), Tamoxi-
fen (10 uM) oder E2 (10 uM) behandelt, oder sie wurden zunachst mit PGF,4 (3 uM)
kontrahiert und anschlieBend mit Verbindung 8 (10 uM), Raloxifen (3 uM), Tamoxifen
(10 uM) oder E2 (10 uM) behandelt. Kontrollsegmente wurden gleichzeitig unbehan-
delt belassen. Nach 120 min wurden die Gefal3ringe aus den Organbadern entfernt
und sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Die gefrorenen Segmente wurden in
einem 2 ml-Kryoréhrchen mit 200 pl eisgekihltem Lysepuffer 1 im Mikro-
Dismembrator U (Wolframcarbidkugel, d=5 mm) 60 s bei 2000 min™* homogenisiert
und nachfolgend 30 min eisgekuhlt. Daraufhin wurde das Homogenat bei 10.000 g
und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde anschlieRend weiterbe-
arbeitet.

Fur die Membranfraktionierung zur Untersuchung des membranstandigen GPR30
wurden unbehandelte, tiefgeklhlte Arteriensegmente verwendet. Die Homogenisie-
rung erfolgte unter Verwendung von Lysepuffer 2 wie oben beschrieben. Anschlie-
Rend wurden die Kryor6hrchen dreimal fur jeweils 10 s mit Ultraschall behandelt. Der
gesamte Inhalt wurde in Eppendorf-Tubes tberfihrt und in diesen sehr kurz mit we-
nigen Umdrehungen zentrifugiert, um grof3e Organbestandteile abzutrennen. Um den
Aufschluss der Zellen zu unterstiitzen, wurde der Uberstand in einem weiteren Ep-
pendorf-Tube jeweils zehnmal durch Kantlen von 0.9 und 0.5 mm Durchmesser auf-
gezogen. Um groRere Zellorganellen abzutrennen, erfolgte eine Zentrifugation mit
400 g bei 4°C fur 5 min. Zur Abtrennung der Membranproteine von der Igslichen

Fraktion erfolgte nun eine Zentrifugation mit 30.000 g bei 4°C fur 90 min. Das Pellet
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wurde mit 50 pl Lysepuffer 2 aufgenommen und die Proteinkonzentration mittels
Bradford-Methode bestimmt (siehe 2.2.2.2). Die fir die Kontrolle verwendeten Lysate
von GPR30-negativen MDA-MB-231-Zellen wurden freundlicherweise vom Arbeits-
kreis Prof. Dr. B. Kleuser, Institut fir Pharmazie, Freie Universitat Berlin, zu Verfi-

gung gestellt.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Br  adford

Damit bei der nachfolgenden Gelelektrophorese einander entsprechende Protein-
mengen eingesetzt werden konnten, war eine Bestimmung der Proteinkonzentration
in den einzelnen Proben erforderlich. Diese Bestimmung erfolgte nach der Methode
von Bradford (Bradford, 1976). Diese Methode basiert auf dem Gleichgewicht zwi-
schen drei Zustanden des Coomassie Blau-Farbstoffes. Unter stark sauren Bedin-
gungen ist die rote, doppelt-protonierte Form (Absorptionsmaximum: 470 nm) am
stabilsten. Nach Bindung an ein Protein ist die blaue, unprotonierte Form (Absorpti-
onsmaximum: 595 nm) stabiler. Die einfach-protonierte, griine Form (Absorptions-
maximum: 650 nm) stellt die am wenigsten stabile Form dar.

Durch die Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm kann die Kon-
zentration einer unbekannten Proteinldsung bestimmt werden. Die Berechnung er-
folgt mit Hilfe der Steigung einer Eichgeraden. Bovines Serumalbumin (BSA) hat sich
als international anerkannter Standard fur die Eichung durchgesetzt und wurde des-

halb verwendet.

Bradford-Reagenz (5-fach)
125mg  Coomassie-Brillantblau G-250
125 ml Ethanol (96 %)
250 ml HsPO, (85 %)
125 ml Aqua bidest.

Unmittelbar vor der Durchfihrung der Proteinbestimmung wurde das Bradford-
Reagenz 1:5 mit Aqua bidest. verdiunnt. Zur Ermittlung der Eichgeraden wurde aus
einer wassrigen Stammlésung (50 pg/100 pl) des bovinen Serum-Albumins (BSA)
eine Verdiunnungsreihe erstellt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der eigent-
lichen Proben wurden diese mit Aqua bidest. verdiinnt und das verdinnte Bradford-

Reagenz zugesetzt. Die Proben wurden wie folgt erstellt (Tabelle 2):
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Tabelle 2. Schema der Proteinbestimmung nach Bradford

BSA-Stamm- BSA-Kon- Lysepuffer 2 Aqua bidest. Bradford-
l6sung [pl] zentration [ug] [ul] [ul] Reagenz [ml]
0 0 5 95 1
5 2.5 5 90 1
10 5.0 5 85 1
15 7.5 5 80 1
20 10.0 5 75 1
Zelllysat [pul] 5 95 1

Die Absorptionen wurden mittels Photometer 922 bei 595 nm gemessen. Die Ergeb-
nisse der Vermessung der BSA-Verdunnungsreihe wurden einer linearen Regression
unterzogen. Um die Proteinkonzentration der eigentlichen Proben zu bestimmen,

wurde folgende Gleichung verwendet:

Ast =X - ug BSA
Protein [ug/100 pl] = A/ x - 20

Asi: Absorption des BSA-Standards bei 595 nm
A: Absorption der Probe bei 595 nm

2.2.2.3 Proteinbestimmung mittels SDS-Polyacrylamid  -Gelelektrophorese

und Western Blot

2.2.2.3.1 Lo6sungen fur die Gelelektrophorese und We stern Blot-

Experimente

Probenpuffer (zum Auftragen des Proteins auf das Gel)
500 uM Tris-HCI

25 % Glycerol

2% SDS

0.05 % Bromphenolblau
in Aqua bidest.
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Laufpuffer (10-fach, pH 8.3)

144 g/l
30.2 g/l
10 g/l

n

Glycin
Tris-Base
SDS

Aqua bidest.

Sammelgelpuffer (pH 6.8)

60 g/l

in

Tris-HCI
Aqua bidest.

Trenngelpuffer (pH 8.8)

224.8 gl

in

Tris-Base

Aqua bidest.

Phosphathaltiger Puffer (PBS)

0.2 g/l
8.0 g/l
0.2 g/
1.44 g/l

In

KCI

NacCl
KH,PO,4
Na,HPO,
Aqua bidest.

SDS-Polyacrylamidgel (Trenngel, 10 %)

5.4 ml
1.2 ml
2.4 ml
10 pl
60 pl
3.0ml
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Sammelgel (5 %)
2.3 ml
0.4 ml
0.8 ml
4 ul
20 pl
0.5 ml

Aqua bidest.

SDS (1 % in Aqua bidest.)

Sammelgelpuffer

TEMED

Ammoniumpersulfat (0.1 g/ml in Aqua bidest.)

Acrylamid Rotiphorese® Gel 40

TBS-Puffer (10-fach)

12.14 gl
87.66 g/l

in

Tris-HCI
NaCl
Aqua bidest.

Zur Herstellung von TBST-Puffer wurden 0.1 % Tween 20 zugesetzt und der

pH-Wert auf 8 eingestellt.

Blotpuffer (10-fach)

144 g/l
30 g/l

n

Blocklésung
5%

in

Glycin
Tris-Base

Aqua bidest.

Trockenmilchpulver Sucofin (fettarm)
TBST

2.2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Molekulargewichte:

p38 MAPK ~ 38 kDa
phospho-p38 MAPK ~ 38 kDa
GPR30 ~ 38 kDa
[-Catenin ~ 92 kDa

Die elektrophoretische Auftrennung zur Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe eines

5 %igen Polyacrylamid-Sammelgels und eines 10 %igen Polyacrylamid-Trenngels
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zwischen Glasplatten. Zwei Glasplatten, voneinander getrennt durch Spacer und
Dichtungen, wurden dafir mittels Klammern aneinander befestigt. Die Bestandteile
des Sammelgels wurden in der oben angegebenen Reihenfolge gemischt. Davon
wurden 9.5 ml zwischen die Glasplatten gegossen und mit 1 ml Isopropanol Uber-
schichtet, um eine glatte Oberflache zu erhalten und Austrocknung zu verhindern.
Nach der Aushartung dieser Gelschicht wurde der Isopropanol abgegossen. Die Be-
standteile des Sammelgels wurden in der angegebenen Reihenfolge gemischt und
anschlielend auf das Trenngel gegossen. Sofort wurde ein Kamm zur Formung der
Probentaschen eingesetzt. Nach der Aushartung wurden jeweils zwei dieser Glas-
kammern in eine Elektrophorese-Kammer gestellt. Mit Aqua bidest. verduinnter Lauf-
puffer wurde in den oberen und unteren Tank der Elektrophoresekammer gegeben.
Nach der Entfernung der Kdmme wurden die Probentaschen mit den Proteinproben
beladen. Als GroRenmarker wurde ein kommerziell erhéltliches Standard-
Proteingemisch verwendet. Die Trennung erfolgte bei einer Stromstarke von 35 mA

im Sammelgel und 55 mA im Trenngel.

2.2.2.3.3 Western Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines Tank-Blot-Systems von den Poly-
acrylamidgelen auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)- bzw. Nitrocellulosemembranen tber-
tragen. Nach abgeschlossener Auftrennung der Proteine in den Gelen wurden die
Glasplatten und die Sammelgele vorsichtig entfernt und die Trenngele fir 15 min im
Blotpuffer inkubiert. Zur Vorbereitung des Proteintransfers wurden die PVDF-
Membranen zur Benetzung fur 15 s mit Methanol aktiviert, danach 2 min mit Wasser
gewaschen und fur 5 min im Blockpuffer &quilibriert. Anschlieend wurde die Memb-
ran unter Vermeidung von Luftblasen auf das Trenngel gelegt. Von beiden Seiten
wurden zahlreiche, mit Blotpuffer getrankte Filterpapiere, nach auf3en durch getrank-
te Schwamme begrenzt, geschichtet. Mit Hilfe eines Fixierrahmens wurde das Sys-
tem in eine mit Blotpuffer (verdiinnt mit Aqua bidest.) geflllte Tank-Blot-Kammer ein-
gebracht. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte tber Nacht bei einer Strom-
starke von 100 mA. Anschlielend wurde die Membran entnommen. Zur Visualisie-
rung der entsprechenden Proteine diente die indirekte Immunodetektion. Zunéchst
wurden die Membranen zur Absattigung unspezifischer Bindungen 1 h in 50 ml
Blocklésung bei 37°C vorsichtig geschwenkt. Weil der GPR30-Antikdrper nur in sehr

kleinen Mengen erhéltlich ist, wurden diese Membranen dicht ober- und unterhalb
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der 38 kDa-Bande geschnitten, um das Volumen der Antikdrperlésung so gering wie
maoglich zu halten. Der obere Teil Membran wurde mit anti-B-Catenin-Antikdrper be-
handelt. Die Membranen fur die Bestimmung der MAPK p38 und phospho-p38 konn-
ten dagegen als ganzes inkubiert werden. Die Blockldsung wurde durch dreimaliges
Waschen der Membranen mit TBST-Puffer entfernt. AnschlieRend wurden die Ziel-
proteine mit den primaren Antikbrpern markiert, indem die Membranen in den Anti-
korperldsungen vorsichtig geschwenkt wurden (2 h bei Raumtemperatur fir die -
Catenin- und MAPK-Antikérper oder iber Nacht bei 4°C fur den GPR30-Antikorper).
Die Antikérper wurden daftr entweder in Aqua bidest. (20 ml pro Membran; p38,
phospho-p38, B-Catenin) oder in 0.4 % BSA in phosphathaltigem Puffer (PBS; 2 ml
pro Membran; GPR30) 1:1000 verdinnt. AnschlieRend wurden die Membranen
dreimal fur jeweils 5 min mit TBST gewaschen, um eine Inkubation mit den signalge-
benden, Meerrettich-Peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikbrpern zu ermog-
lichen. Dafir wurden die entsprechenden Antikérper 1:1000 mit Blocklésung ver-
dinnt und die Membranen in dieser Losung 1 h bei Raumtemperatur und vorsichti-
gem Schwenken inkubiert. Nach drei weiteren Waschungen mit TBST-Puffer konnte
der Poteinnachweis mittels Chemilumineszenz unter Verwendung des LumiGlo®-Kits
angeschlossen werden. Dafiir wurden die Peroxidase und das Luminol-Reagenz 1:1
gemischt und anschlieend 1:10 mit Aqua bidest. verdinnt. In dieser Losung wurden
die Membranen 1 min lang vorsichtig geschwenkt. Anschlieend wurden sie luftbla-
senfrei zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. In einer Entwicklungskassette wurden
Rontgenfilme durch Exposition auf den Membranen belichtet. Die durch den Umsatz
des Reagenzes freiwerdende Photoenergie — in Gegenwart von Wasserstoffperoxid
und des Enzyms HRP bildet sich aus Luminol das entsprechende Dianion, welches
Licht emittiert — wurde dabei durch Auflegen der photoempfindlichen Schicht sichtbar
und bestandig gemacht. Die Expositionszeit war abhangig von den jeweiligen Anti-
korpern und dem entsprechenden Test und richtete sich nach der Intensitat des zu
erwartenden Signals. Die Sichtbarmachung der Proteinbanden erfolgte anschlieRend
durch Behandlung des Films mit Entwickler und Fixierer. Schlie3lich erfolgte die den-
sitometrische Quantifizierung der erhaltenen Banden.

2.2.3 Datenanalyse und Statistik

Alle Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes

(S.E.M) angegeben. Der Stichprobenumfang fur jeden Versuch ist mit n fir die An-
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zahl der Tiere angegeben. Die Potenz der Agonisten wurde als pECso-Wert angege-
ben. Dieser Wert gibt den negativen dekadischen Logarithmus der Stoffmengenkon-
zentration eines Agonisten an, die einen halbomaximalen Effekt hervorruft. Der durch
einen Agonisten vermittelte Maximaleffekt wurde als Enax-Wert angegeben. Dieser
Wert gibt den maximal beobachteten Effekt im Verhéltnis zur Kontraktion durch KCl,
PGF,4 oder CaCl; in Prozent an.

Wurden mehrere Mittelwerte miteinander verglichen, kam eine Varianzanalyse
(ANOVA) in Verbindung mit einem geeigneten Post-hoc Test (Tukey-Test) zur An-
wendung. Zur Auswertung aller anderen Daten wurde der t-Test nach Student ange-
wendet, ungepaart fur den Vergleich von voneinander unabhangigen Werten, ge-
paart fir den Vergleich von Experiment und Kontrollversuch. Vorangestellt werden
musste die Untersuchung auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) und die Untersu-
chung auf Homogenitét der Varianzen (F-Test). Unterschiede der Mittelwerte wurden

als signifikant angesehen, wenn die P-Werte < 0.05 waren.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Validierung des pharmakologischen Modells der K oronararterie des

Schweins

Die Charakterisierung vasorelaxierender Effekte von SERMs sollte mittels Organ-
badversuchen durchgefuhrt werden. Fir diese Untersuchung existieren bereits ver-
schiedene Organmodelle. Allerdings bestehen groRe Unterschiede in den pharmako-
logischen Charakteristika verschiedener Gefal3systeme. Weiterhin weisen gleiche
GefalRe unterschiedlicher Spezies grundlegende Differenzen im Ausmal ihrer Inner-
vation auf. Aul3erdem unterscheiden sie sich in der Verwendung von intra- und extra-
zellularem Ca®* bei Kontraktionen der glatten GefaRmuskulatur und in ihrem Rezep-
torexpressionsprofil (Blaylock und Wilson, 1995). In diesem Zusammenhang ist zu
betonen, dass Menschen und Schweine anatomische, physiologische, histologische
und biochemische Gemeinsamkeiten aufweisen (Pound und Houpt, 1978). Da aus
diesem Grund Schweine das bevorzugte Modell fir koronare Herzerkrankungen sind
(Nikol et al.,, 2001), wurden fur alle Experimente isolierte Koronararterien des
Schweins verwendet.

Um die Eignung dieser Arterien zur Testung vasorelaxierender Substanzen zu besta-
tigen, wurden Relaxationsversuche mit dem Endothel-unabhangigen NO-Donator
Nitroprussid-Natrium und dem Ca®'-Kanal-Blocker Verapamil durchgefiihrt. An-
schlieBend wurde in zahlreichen Experimenten die Wirkung von E2 untersucht. Alle
Ergebnisse wurden mit Literaturdaten verglichen.

Zunachst wurden Arteriensegmente der Koronararterien mit oder ohne Endothel mit-
tels KCI bzw. PGF,4 vorkontrahiert. Innerhalb von etwa 10 bis 20 min erreichte die
Kontraktion der Gefaliringe unabhangig vom kontrahierenden Agens eine Plateau-
phase. Nach Zugabe von KCI (30 mM) erzielten Ringe mit intaktem Endothel eine
Kontraktionskraft von 3.3 £ 0.4 g (n=6), Ringe ohne Endothel 3.3 £ 0.3 g (n=6). Nach
Zugabe von PGF,4 (3 uM) wurde eine Kontraktionskraft von 2.7 £ 0.3 g (n=6) in Rin-
gen mit intaktem Endothel erreicht. Ringe ohne Endothel entwickelten eine Kontrak-
tionskraft von 3.0 £ 0.5 g (n=6).

Experimente mit Nitroprussid-Natrium lieferten in KCl-vorkontrahierten Arterienseg-
menten mit Endothel einen pECso-Wert von 6.65 = 0.13 (n=5), in Arteriensegmenten
ohne Endothel einen pECso-Wert von 7.09 = 0.16 (n=5) (Abb. 10, oben). Vergleichba-
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re Werte sind an verschiedenen Organen in der Literatur beschrieben worden (siehe
4.2).

Experimente mit dem Ca?*-Kanal-Blocker Verapamil lieferten in KCl-vorkontrahierten
Arteriensegmenten mit Endothel einen pECso-Wert von 7.04 + 0.08 (n=4), an Arte-
riensegmenten ohne Endothel einen pECso-Wert von 6.82 + 0.07 (n=4) (Abb. 10, Mit-
te). Vorkontraktion mit PGF,4 (3 uM) lieferte vergleichbare Werte. Organe mit Endo-
thel ergaben einen pECsp-Wert von 6.93 + 0.06 (n=6). Ohne Endothel ergab sich ein
Wert von 6.58 + 0.01 (n=2) (Abb. 10, unten). Auch diese Werte entsprachen den in

der Literatur gefundenen Daten (siehe 4.2).
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3.2 Charakterisierung der vasorelaxierenden Effekte von 17 B-Estradiol

3.2.1 Einfluss von 17 B-Estradiol auf vorkontrahierte Koronararterien des

Schweins

3.2.1.1 Verwendung unterschiedlicher 17 B-Estradiol-Losungen; Einfluss des

Endothels auf die Relaxation duch 17 [B-Estradiol

Um die vasodilatatorischen Eigenschaften von 17B-Estradiol (E2) zu untersuchen,
wurden kumulative Konzentrations-Wirkungskurven an der Koronararterie des
Schweins aufgenommen. Zunéchst sollte die Eignung von reinem E2 oder der E2-
Cyclodextrin-Einschlussverbindung fir die weitere Charakterisierung der vasorelaxie-
renden Effekte von E2 bestimmt werden. Dabei zeigte die wasserlosliche E2-
Cyclodextrin-Einschlussverbindung (45 mg E2 pro Gramm Feststoff; in 2-
Hydroxypropyl-B-cyclodextrin) eine geringere Vasorelaxation [P<0.05; ohne Endo-
thel: pECso = 4.68 + 0.08 und Enax = 75 = 11 % (n=6); mit Endothel: pECso = 4.80 +
0.07 und Emax = 67 £ 10 % (n=6)] als eine Lésung von E2 in DMSO [ohne Endothel:
PECs0 = 4.94 £ 0.01 und Enax = 108 + 3 % (n=5); mit Endothel: pECso = 5.00 £ 0.03
und Emax = 111 £ 2 % (n=5)]. Wie Abb. 11 zeigt, ist die starkere Relaxation der E2-
DMSO-LAsung nur zu einem geringen Teil ein DMSO-Effekt. Aus diesem Grund
wurde die E2-DMSO-L6sung fir alle weiteren Experimente verwendet. In beiden
oben genannten Lésungen verursachte E2 (0.1-100 uM) eine konzentrationsabhan-
gige Vasorelaxation der vorkontrahierten Gefaldringe. Die agonistischen Potenzen
(PECs0) und die maximalen agonistischen Effekte (Emax) waren identisch in Segmen-
ten mit und ohne Endothel (Abb. 11). Im Gegensatz zu E2 zeigte 17a-Estradiol keine

Vasorelaxation der porcinen Koronararterie (ohne Abb.).

% - Abb. 11. Vasorelaxierende Effekte von
20+
8% ] E2 in DMSO und der E2-Cyclodextrin
g ‘§ 401 —*—Vehikel (DMSO, - E) (CD)-Einschlussverbindung an Schwei-
—_ x . .
S £ 6ol Vehikel (DMSO, + E) nekoronararterien mit (+E) und ohne (-
s¢ | —#—E2-CD(-E) i ) i
3N 60| —8—E2:CD (+E) E) Endothel. Dargestellt sind die relaxie-
§ 2 1 —A—E2in DMSO (- E) renden Effekte in Prozent der KCI (30
8§ 1009 —¥—E2in DMSO (+ E) mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M.
_'8 ' '7 ' _'6 ' '5 ' _'4 ' '3 (n=3 Tiere).
log [E2] (M)
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3.2.1.2 Zeitabhangigkeit der Relaxation

Um die vasorelaxierenden Effekte einheitlich auswerten zu kénnen, wurde die Zeit-
abhangigkeit der E2-induzierten Vasorelaxation untersucht. Dabei erwies sich ein
Endpunkt der Inkubation nach 120 min als optimal, um die entsprechende Plateau-
phase der Relaxation auszuwerten (Abb. 12). Fur alle Versuche, in denen nur eine
Konzentration von E2 und SERMs verwendet wurde, wurde dieser Zeitpunkt fur die

Auswertung Ubernommen.

100 —= vehikel
1 223 E2 (10 pM)

% Relaxation der KCI (30 mM)-
induzierten Kontraktion

15 15 30 60 90 120
Inkubationszeit [min]

Abb. 12. Zeitabhangigkeit der vasorelaxierenden Effekte von E2 in DMSO (10 uM) an Schweinekoro-
nararterien mit Endothel. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-

induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=4 Tiere).

3.2.2 Reversibilitat der Relaxation durch 17  B-Estradiol

Um die Reversibilitat des E2-Effekts in Arteriensegmenten mit Endothel zu untersu-
chen, wurde die kontraktile Wirkung von KCI (30 mM) zu Versuchsbeginn mit der am
Versuchsende nach wiederholten Auswaschungen und einer Gesamtversuchsdauer
von 130 min verglichen. Die Behandlung der Gefal3ringe mit E2 (10 yM; 120 min In-
kubation) fuhrte nicht zu einer Hemmung der KCl-induzierten Kontraktion am Ver-
suchsende, sondern zeigte eine vollstandige Reversibilitat des relaxierenden Effekts.
In Kontrollexperimenten erreichten die Gefafldringe bei KCI-Zugabe eine Kontrakti-
onskraft von 107 + 3 %. Nach E2-Inkubation (10 uM) und Auswaschzeiten von 10,
30, 50, 70 oder 90 min (n=4) erreichten die Arteriensegmente Kontraktionskréafte von
111 +6,112 +6, 106 £ 3,101 + 4 und 108 + 3 % (A bb. 13).
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Abb. 13. Kontraktion (KClI 30 mM) der Schweinekoronararterie mit Endothel nach E2-induzierter
Relaxation und anschlieBenden Auswaschphasen von 10, 30, 50, 70 oder 90 min + S.E.M. (n=4

Tiere).

3.2.3 Einfluss von 17 B-Estradiol auf Calcium-Kanale

Im depolarisierenden Medium (K*: 60 mM) konnte eine kumulative Ca*-
Konzentrations-Wirkungskurve (pECso = 3.51 + 0.04, Enax= 136 £ 3 %, n=10) an Ar-
terienringen ohne Endothel durch E2 (10 uM) konzentrationsabhéngig nach rechts
verschoben werden (pECsp = 3.27 £ 0.07, Enax = 110 £ 4 %, n=9). In einer Konzen-
tration von 1 uM bewirkte E2 keine Rechtsverschiebung (pECso = 3.55 £ 0.06, Emax =
128 + 2 %, n=6). AuRerdem verminderte sich konzentrationsabhéngig der maximale
kontraktile Effekt. Die Hemmung durch E2 (10 yM) konnte dabei nicht mit dem ER-
Antagonisten ICI 182,780 (1 pM) beeinflusst werden (pECso = 3.25 + 0,10, Enax =
110 + 3 %, n=3) (Abb. 14). Die Hemmung von L-Typ-Ca?*-Kanélen konnte durch eine
Rechtsverschiebung der Kontrollkurve mit Verapamil (0.3 uM) bestatigt werden (-E:
PECso = 2.53 £ 0.14, Emax = 99 £ 8 %, n=6; +E: pECsp = 2.62 £ 0.03, Epax =110 £ 5
%, n=6) (ohne Abb.). Die pECsp- und Enax-Werte an Arteriensegmenten mit oder oh-

ne Endothel unterschieden sich nicht signifikant voneinander (ohne Abb.).
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Abb. 14. Hemmung des kontraktilen Effekts von CaCl, durch E2 in An- und Abwesenheit von ICI
182,780 an Koronararterien des Schweins ohne Endothel. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte der

CaCl, (3 mM)-induzierten Kontraktion in Prozent + S.E.M. (n=3-10 Tiere).

Arteriensegmente, die vor der Kontraktion mit dem L-Typ-Ca®*-Kanal-Aktivator (S)-
(-)-Bay K 8644 (0.1 uM) inkubiert wurden, zeigten in der Ca?*-Kontrollkurve eine
Linksverschiebung (pECso = 3.96 £ 0.07, Ejax = 168 £ 5 %, n=9). E2 (10 pM) konnte
den Effekt von (S)-(-)-Bay K 8644 konzentrationsabhé&ngig hemmen (pECs = 3.50 *
0.07, Emax = 163 £ 5 %, n=6) (Abb. 15).
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Abb. 15. Einfluss von (S)-(-)-Bay K 8644 auf die CaCl,-induzierte Kontraktion in An- und Abwesenheit
von E2 an Schweinekoronararterien ohne Endothel. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte der CaCl,
(3 mM)-induzierten Kontraktion in Prozent + S.E.M. (n=6-10 Tiere).
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3.2.4  Beteiligung von Signalkaskaden an der Relaxat ion durch 17 B-Estradiol

Da in der Literatur die Aktivierung der MAPK p38 mit einer Vasorelaxation der Koro-
nararterien vom Schwein in Verbindung gebracht werden konnte, sollte auch die Be-
teiligung dieser Signalkaskade durch E2 (10 uM) untersucht werden. Funktionelle
Untersuchungen zeigten allerdings keinen Einfluss des MAPK-p38-Inhibitors SB
203580 (10 uM) auf die E2-induzierte Relaxation [Emax (Kontrolle): 85 + 3 % (—E); 84
+ 5 % (+E); n=4; Enax iIn Anwesenheit von SB 203580: 84 £ 9 % (-E); 88 £ 5 % (+E);
n=4; P>0.05]. Auch der ERK1/2-Kinase-Inhibitor PD 98059 (10 uM) zeigte in separa-
ten Experimenten keinen Einfluss auf diese Vasorelaxation [Enax in Anwesenheit von
PD 98059: 90 + 6 % (-E); 84 + 3 % (+E); n=4; P>0.05] (Abb. 16). SB 203580 veran-
derte dabei die PGF,y (3 puM)-induzierte Kontraktion nicht, wohingegen PD 98059
diese reduzierte (P<0.05; ohne Abb.).

100
80+
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40+

induzierten Kontraktion

20+

% Relaxation der PGF 5, (3 pM)-

Ktr. SB 203580 PD 98059
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Abb. 16. Einfluss der Inkubation (30 min) der Arteriensegmente der Schweinekoronararterie mit (+E)
und ohne Endothel (-E) mit SB 203580 (10 pM) und PD 98059 (10 yM) auf die E2 (10 uM)-induzierte
Relaxation nach 120 min. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der PGF,, (3 pM)-

induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=4 Tiere).

Erganzend wurde mittels Western Blot-Analyse die Phosphorylierung der MAPK p38
durch E2 untersucht. Arteriensegmente, die ausschliel3lich mit E2 (10 uM, 120 min)
behandelt wurden, zeigten wie auch Gefaldringe, die zunachst mittels PGFyq (3 uM)
vorkontrahiert wurden und anschlieRend durch Zugabe von E2 (10 uM, 120 min) re-
laxiert wurden, eine signifikante Zunahme der phosphorylierten MAPK p38. In unbe-

handelten Kontrollsegmenten konnte keine Phosphorylierung beobachtet werden.
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Diese Versuche wurden jeweils an Arteriensegmenten mit und ohne Endothel durch-

gefuihrt. In PGF,4 (3 pM)-vorkontrahierten Gefal3ringen konnte nach 120 min kein

Anstieg der phosphorylierten Form der MAPK p38 nachgewiesen werden (Abb. 17,

Abb. 18). Der Einfluss von E2 und anderen Verbindungen auf den Grad der

Phosphorylierung der MAPK p38 wurde nach 120 min ausgewertet, weil die Relaxa-

tion in funktionellen Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt als Maximaleffekt ausge-

wertet wurde.
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E2  PGF,,
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Abb. 17. Immunoblot von Proteinen der
Schweinekoronararterie, aufgetrennt mittels
SDS-PAGE, ubertragen auf Nitrocellulose-
membranen und inkubiert mit einem priméren
Antikorper gegen die nicht-phosphorylierte
(p38) und die phosphorylierte MAPK p38
(phospho-p38). Ringe der Schweinekoronar-
arterie mit (+E; A) oder ohne Endothel (-E; B)
wurden im Organbad verschiedenen Behand-
lungen ausgesetzt: keine Inkubation (basale
Bedingungen), PGF,, (3 uM), E2 (10 pM), und
PGF,, (3 yM) + E2 (10 pM). Nach 120 min
wurden die Ringe unmittelbar eingefroren,
homogenisiert und dann der SDS-PAGE un-
terzogen. Dieser Blot steht reprasentativ fir
vier verschiedene Experimente mit vergleich-
baren Ergebnissen.

Abb. 18. Das Balkendiagramm zeigt Veréande-
rungen des Phosphorylierungsgrads der
MAPK p38 in Ringen der Schweinekoronarar-
terie mit (+E) und ohne Endothel (-E). Durch-
fihrung der Experimente siehe Legende von
Abb. 17. Dargestellt ist der durch densito-
metrische Auswertung bestimmte relative
Anteil von phospho-p38 (phospho-
p38/p38%100) + S.E.M. (n=4 Tiere).



Ergebnisse

3.3 Charakterisierung der vasorelaxierenden Effekte von Raloxifen

3.3.1 Einfluss von Raloxifen auf vorkontrahierte Ko ronararterien des

Schweins

Raloxifen (0.1-10 uM) verursachte eine konzentrationsabhéngige Vasorelaxation

vorkontrahierter Gefal3ringe mit und ohne Endothel. Die Relaxationen wurden Uber

einen Zeitraum von 120 min beobachtet. Sowohl nach KCI- als auch nach PGF,q4-

induzierter Kontraktion setzte die Relaxation unmittelbar nach Zugabe von Raloxifen

ein. Dies stimmte mit dem vasorelaxierenden Effekt von E2 tberein. Allerdings wurde

durch Raloxifen im Gegensatz zu der E2-induzierten Relaxation normalerweise in-

nerhalb von 120 min kein Plateau erreicht. Das Ausmal der Relaxation durch Raloxi-

fen war unabhéangig vom kontrahierenden Agens (PGF,, oder KCI), ebenso wie von
der An- bzw. Abwesenheit eines intakten Endothels (Abb. 19).
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Abb. 19. Relaxierende Effekte von Ralox-
ifen (0.1-10 yM) nach Vorkontraktion mit
KCI (30 mM; oben) oder PGFyq (3 uM;
unten) nach 120 min an Ringen der
Schweinekoronararterie mit (+E) und
ohne Endothel (-E). Die relaxierenden
Effekte von Raloxifen wurden individuell
um das Abschlaffen der entsprechenden
Kontrollsegmente korrigiert. Dargestellt
sind die relaxierenden Effekte in Prozent
der KCI (30 mM)- oder PGF,q (3 UM)-
induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=5-6
Tiere).
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In separaten Versuchen wurden die Arteriensegmente mit Raloxifen (1-3 pM) 60 min
inkubiert, bevor eine Kontraktion mit KCI (30 mM) oder PGF,, (3 uM) ausgeldst wur-
de. Dabei verminderte Raloxifen den kontraktilen Effekt von KCI oder PGF,4 (Abb.
20).
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Abb. 20. Hemmung des kontraktilen Effekts von KCI (30 mM, oben) und PGF,, (3 uM, unten) durch
Raloxifen (Inkubationszeit: 60 min) an Ringen der Schweinekoronararterie mit (+E) und ohne Endothel
(—-E). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte von KCI (30 mM) und PGF,, (3 pM) bezogen auf die
vorangehende Kontraktion = S.E.M. (n=4-10 Tiere), *P<0.05.

3.3.2 Reversibilitat der Raloxifen-induzierten Rela  xation

Um die Reversibilitat des Raloxifen-Effekts in Arteriensegmenten mit Endothel zu
untersuchen, wurden die kontraktilen Effekte von KCI (30 mM) zu Beginn des Versu-
ches mit den kontraktilen Effekten von KCl am Ende des Versuches nach wiederhol-
ten Auswaschungen und einer Gesamtversuchsdauer von 130 min verglichen. Be-
handlung der Gefal3ringe mit Raloxifen (10 yM; 120 min Inkubation) fuhrte zu einer
Hemmung der abschlieRenden KCl-induzierten Kontraktion. In Kontrollexperimenten
erreichten die Gefalringe bei KCI-Zugabe eine Kontraktionskraft von 109 + 2 %.
Durch Raloxifeninkubation (10 yM) wurde diese auf 46 £ 6,45 +7,46 £6,46 9 und
46 + 8 % nach Auswaschzeiten von 10, 30, 50, 70 oder 90 min reduziert (n=5) (Abb.
21). Dies steht im Gegensatz zur vollstandigen Reversibilitdt des E2-induzierten Ef-
fekts (siehe 3.2.2).
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Abb. 21. Kontraktion (KClI 30 mM) der Schweinekoronararterie mit Endothel nach Raloxifen-
induzierter Relaxation und anschlieBenden Auswaschphasen von 10, 30, 50, 70 oder 90 min + S.E.M.
(n=5 Tiere).

3.3.3 Einfluss von ICI 182,780 auf die Raloxifen-in  duzierte Relaxation

Eine 60-mindtige Vorinkubation mit dem spezifischen ER-Antagonisten ICl 182,780
(10 uM) fuhrte nicht zu einer Hemmung der Raloxifen (1 pM)-induzierten Relaxation
in PGF,4-vorkontrahierten Gefal3ringen mit und ohne Endothel (Abb. 22).

100+

% Relaxation der PGF, (3 pM)-
induzierten Kontraktion

Kontrolle + ICI (10 pM)

Abb. 22. Einfluss der Inkubation der Arteriensegmente der Schweinekoronararterie mit (+E) und ohne
Endothel (-E) mit ICI 182,780 (10 uM, 60 min) auf die Raloxifen (1 yM)-induzierte Relaxation nach
120 min. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der PGF,, (3 uM)-induzierten Kontrakti-
on £ S.E.M. (n=4 Tiere).
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3.3.4 Einfluss von Raloxifen auf intrazellulare Cal cium-Kanale

In Arteriensegmenten mit und ohne Endothel wurde mittels Koffein (10 mM), das zur
Freisetzung von Ca*" aus intrazellularen Speichern fiihrt, eine transiente Kontraktion
ausgelost. Diese konnte nicht durch Raloxifen (3 yM) gehemmt werden (Abb. 23,
links). Darlber hinaus wurde die Raloxifen (3 puM)-induzierte Relaxation nicht durch
den intrazellularen Ca?*-Chelator BAPTA-AM (10-20 pM) beeinflusst (Abb. 23,
rechts).
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Abb. 23. Einfluss von Raloxifen auf intrazellulare Ca®*-Kanéle in Arteriensegmenten der Schweineko-
ronararterie mit (+E) und ohne Endothel (-E). Links: Koffein-induzierte, transiente Kontraktion in Ab-
und Anwesenheit von Raloxifen. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte von Koffein (10 mM) bezogen
auf die vorangegangene Koffein-Kontraktion + S.E.M. (n=4 Tiere). Rechts: Relaxierende Effekte von
Raloxifen in Ab- und Anwesenheit von BAPTA-AM (10 und 20 uM). Dargestellt sind die relaxierenden
Effekte in Prozent der PGF,, (3 uM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=6 Tiere).

3.3.5 Einfluss von Raloxifen auf L-Typ-Calcium-Kana le

In Arterienringen ohne Endothel konnte im depolarisierenden Medium (K*: 60 mM)
eine kumulative Ca?*-Konzentrations-Wirkungskurve (pECso = 3.29 + 0.05, n=6)
durch Raloxifen (0.3—-3 uM) konzentrationsabhangig nach rechts verschoben werden.
AulRerdem verminderte sich konzentrationsabhangig der maximale kontraktile Effekt
(Abb. 24). Die Hemmung durch Raloxifen (1-3 uM) konnte dabei nicht durch ICI
182,780 (1-10 uM) beeinflusst werden (ohne Abb.).
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Arteriensegmente, die vor der Kontraktion mit dem L-Typ-Ca**-Kanalaktivator (S)-(-)-
Bay K 8644 (0.1 uM) inkubiert wurden, zeigten in der Ca?*-Kontrollkurve eine Links-
verschiebung (pECso: 3.77 £ 0.09, n=3; Abb. 25, links). Raloxifen (0.3—3 mM) konnte
den Effekt von (S)-(-)-Bay K 8644 konzentrationsabhangig hemmen (Abb. 25,

rechts).
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Abb. 25. Einfluss von (S)-(-)-BayK 8644 auf die CaCl,-induzierte Kontraktion in Ab- und Anwesenheit
von Raloxifen in Arteriensegmenten der Schweinekoronararterie ohne Endothel. Links: Kumulative
Konzentrations-Wirkungskurven von CacCl, in An- und Abwesenheit von (S)-(—)-Bay K 8644. Rechts:
Kumulative Konzentrations-Wirkungskurven von CacCl, in Anwesenheit von (S)-(-)-Bay K 8644 und in
An- und Abwesenheit von Raloxifen (0.3 — 3 uM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte von CacCl,
bezogen auf eine vorangegangene CacCl, (3 mM)-induzierte Kontraktion in Prozent + S.E.M. (n=3-6

Tiere).
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3.3.6 Beteiligung von Signalkaskaden an der Raloxif en-induzierten
Relaxation

Der MAPK-p38-Inhibitor SB 203580 (10 pM) verminderte die Raloxifen (3 pM)-
induzierte Relaxation in Arterienringen mit Endothel (n=6; P>0.05) von 80 + 4 %
(Kontrolle) auf 69 + 4 % und in Arterienringen ohne Endothel (n=6; P<0.05) von 81 +
4 % (Kontrolle) auf 61 + 4 %, ohne dabei die PGF,4 (3 uM)-induzierte Kontraktion zu
beeinflussen (Abb. 26). Im Gegensatz dazu zeigte der ERK1/2-Kinase-Inhibitor PD
98059 (10 uM) weder in Ringen mit noch in Ringen ohne Endothel einen Einfluss auf
die Raloxifen (3 pM)-induzierte Relaxation (Abb. 26).
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Abb. 26. Einfluss der Inkubation (30 min) der Arteriensegmente der Schweinekoronararterie mit (+E)
und ohne Endothel (-E) mit SB 203580 (10 uM) und PD 98059 (10 uM) auf die Raloxifen (3 puM)-
induzierte Relaxation nach 120 min. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der PGFy, (3
MM)-induzierten Kontraktion £ S.E.M. (n=6 Tiere).

Da SB 203580 die Raloxifen-induzierte Relaxation hemmte, wurde ergdnzend mittels
Western Blot-Analyse das Ausmald der phosphorylierten und unphosphorylierten
MAPK p38 bestimmt. Arteriensegmente, die ausschliel3lich mit Raloxifen (3 yM, 120
min) behandelt wurden, zeigten wie auch Gefal3ringe, die zunachst mittels PGF,4 (3
MM) vorkontrahiert wurden und anschlie3end durch Zugabe von Raloxifen (3 uM, 120
min) relaxiert wurden, eine signifikante Zunahme der phosphorylierten MAPK p38. In
unbehandelten Kontrollsegmenten konnte keine Phosphorylierung beobachtet wer-
den. Auch in PGF,4 (3 pM)-vorkontrahierten Gefaf3ringen konnte nach 120 min kein

Anstieg der phosphorylierten Form der MAPK p38 nachgewiesen werden. (Abb. 27,
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Abb. 28). Diese Versuche wurden jeweils an Arteriensegmenten mit und ohne Endo-
thel durchgefuhrt.
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Abb. 27. Immunoblot von Proteinen der
Schweinekoronararterie, aufgetrennt mittels
SDS-PAGE, (bertragen auf Nitrocellulose-
membranen und inkubiert mit einem priméaren
Antikorper gegen die nicht-phosphorylierte (p38)
und die phosphorylierte MAPK p38 (phospho-
p38). Ringe der Schweinekoronararterie mit
(+E; A) oder ohne Endothel (-E; B) wurden im
Organbad verschiedenen Behandlungen aus-
gesetzt: keine Inkubation (basale Bedingungen),
PGF,, (3 uyM), Raloxifen (3 uM), und PGFy, (3
pM) + Raloxifen (3 yM). Nach 120 min wurden
die Ringe unmittelbar eingefroren, homogeni-
siert und dann der SDS-PAGE unterzogen.
Dieser Blot steht reprasentativ fir vier verschie-
dene Experimente mit vergleichbaren Ergebnis-
sen.

Abb. 28. Das Balkendiagramm zeigt Verande-
rungen des Phosphorylierungsgrads der MAPK
p38 in Ringen der Schweinekoronararterie mit
(+E) und ohne Endothel (-E). Durchfliihrung
der Experimente siehe Legende von Abb. 27.
Dargestellt ist der durch densitometrische
Auswertung bestimmte relative Anteil von
phospho-p38 (phospho-p38/p38x100) + S.E.M.
(n=4 Tiere).
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3.4 Aspekte der Tamoxifen-induzierten Vasorelaxatio n

3.4.1 Einfluss von Tamoxifen auf vorkontrahierte Ko ronararterien des

Schweins

Tamoxifen verursachte eine konzentrationsabhéngige Vasorelaxation vorkontrahier-
ter Gefalringe mit und ohne Endothel (ohne Abb.). Die Relaxationen wurden Uber
einen Zeitraum von 120 min durchgefihrt. Nach PGF,4-induzierter Kontraktion setzte
die Relaxation unmittelbar nach Zugabe von Tamoxifen (10 pM) ein. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den vasorelaxierenden Effekten von E2 und Raloxifen. Aller-
dings erreichte die Tamoxifen-induzierte Relaxation verglichen mit der E2-induzierten
Relaxation innerhalb von 120 min kein Plateau. Im Gegensatz zu der E2- oder Ralo-
xifen-induzierten Dilatation ist die Relaxation durch Tamoxifen zumindest teilweise

abhangig von der Anwesenheit eines intakten Endothels (Abb. 29).

801 —-E 801z + E
z T
1{:
‘I’,,g 60+
SE
5 < 40+
TE
S
© N
X 2
% 'E 204
D: 4
S

0l=

3 5 7 10 20 30 60 90 120

807 3 - E + L-NAME (200 pM) 801 + E + L-NAME (200 pM)
3 T
€ o 609
FE ] =
o E
T2
B 40
c =
Qo o
T N
X 2
% 'E 204
D: 4
S

O ——"

3 5 7 10 20 30 60 90 120

Tamoxifen (10 uM), Inkubationszeit [min]

Abb. 29. Zeitabhangigkeit der vasorelaxierenden Effekte von Tamoxifen (10 uM) an Schweinekoro-
nararterien mit (+E) und ohne (-E) Endothel (oben). Vasorelaxation in Anwesenheit des NOS-
Inhibitors L-NAME (200 uM, unten). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30

mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=4 Tiere).
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An Arteriensegmenten mit Endothel setzte die Relaxation nach Tamoxifen-
Applikation sofort ein, erreichte nach 10 min ein vorlaufiges Plateau, verringerte sich
zwischen 10 und 30 min wieder und nahm nach 30 min allm&hlich wieder zu. Die
Phase der schnellen Relaxation war an Arteriensegmenten ohne Endothel nicht zu
beobachten. Hier zeigte sich ausschlie3lich die langsame Relaxation.

Die Hemmung der Endothel-abhangigen Relaxation durch den NOS-Inhibitor L-
NAME (200 puM, 10 min Inkubation) bestatigte die Beteiligung der eNOS (Abb. 29).

3.4.2 Einfluss von ICI 182,780 auf die Tamoxifen-in  duzierte Relaxation

Eine Inkubation mit dem spezifischen ER-Antagonisten ICI 182,780 (10 uM) fur 60
min fihrte nicht zu einer Hemmung der Tamoxifen (10 uM)-induzierten Relaxation in

PGF,q-vorkontrahierten Gefal3ringen mit und ohne Endothel (ohne Abb.).

3.4.3 Beteiligung von Signalkaskaden an der Tamoxif en-induzierten

Relaxation

Wie in der Literatur beschrieben und in den vorhergehenden Versuchen demons-
triert, weist Tamoxifen in bezug auf die vasorelaxierenden Eigenschaften sowohl
pharmakologische Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zu E2 und Raloxifen
auf. Im Gegensatz zur Relaxation durch Raloxifen, aber in Analogie zur E2-
induzierten Relaxation, lie3 sich die Tamoxifen (10 pM)-induzierte Dilatation nicht
durch den MAPK-p38-Inhibitor SB 203580 (10 pM) hemmen. Ubereinstimmend lie-
Ren sich die Relaxationen von E2, Raloxifen und Tamoxifen nicht durch den ERK1/2-
Kinase-Inhibitor PD 98059 hemmen (ohne Abb.). Da aber dennoch sowohl E2 (10
puM) als auch Raloxifen (3 puM) zu einer Aktivierung der MAPK p38 flihrten, wurde
ebenfalls die Phosphorylierung der MAPK p38 durch Tamoxifen mittels Western Blot-
Analyse Uberprift. Tamoxifen (10 uM) zeigte an Gefaldringen mit und ohne Endothel
einen Anstieg der phosphorylierten Form der MAPK p38 im Vergleich zu Kontrollver-
suchen. Dieser Effekt war unabhangig davon, ob die GefalRe zuvor mit PGF,4 (3 uM)
vorkontrahiert wurden oder nicht (Abb. 30, Abb. 31).
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A Abb. 30. Immunoblot von Proteinen der
(+E) Schweinekoronararterie, aufgetrennt mittels
SDS-PAGE, (bertragen auf Nitrocellulose-

e membranen und inkubiert mit einem priméaren
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— und die phosphorylierte MAPK p38 (phospho-

Kontrolle PGF,, Tamox PGF,, p38). Ringe der Schweinekoronararterie mit
+
Tamox (+E; A) oder ohne Endothel (-E; B) wurden im
B Organbad verschiedenen Behandlungen aus-
(-E)

gesetzt: keine Inkubation (basale Bedingungen),
PGF,, (3 uM), Tamoxifen (10 uM), und PGF,, (3
MM) + Tamoxifen (10 pyM). Nach 120 min wur-

. S » phospho-p38 den die Ringe unmittelbar eingefroren, homo-

» 038

genisiert und dann der SDS-PAGE unterzogen.
Kontrolle PGF,, Tamox PGF,_

+ Dieser Blot steht représentativ fur vier verschie-

Famex dene Experimente mit vergleichbaren Ergebnis-

sen.

00 -€
g
pos ]
™
2 60+
o
2 ]
[oR
g 40
<
o J
T 20
0
Ktr. PGF,, Tamoxifen PGF,,
3um  (10pM) (3 pM)
+
Tamoxifen
(10 uM)

Abb. 31. Das Balkendiagramm zeigt Veranderungen des Phosphorylierungsgrads der MAPK p38 in
Ringen der Schweinekoronararterie mit (+E) und ohne Endothel (-E). Durchfiihrung der Experimente
siehe Legende von Abb. 30. Dargestellt ist der durch densitometrische Auswertung bestimmte relative
Anteil von phospho-p38 (phospho-p38/p38x%100) + S.E.M. (n=4 Tiere).
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3.5 Charakterisierung der relaxierenden Effekte von N,N’-Dialkyl-1,2-bis-
(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiaminen

3.5.1 Vergleich der relaxierenden Effekte von  N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-
4-hydroxyphenyl)ethylendiaminen auf vorkontrahierte Koronararterien

des Schweins

Aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamine mit den synthetischen Estrogenen HEX und DES wie
auch mit dem SERM Tamoxifen und Resveratrol, pharmakologisch nachgewiesenen
estrogenen Eigenschaften und potentiellen SERM-Charakteristika (siehe 1.4.4.2)
wurden die vasorelaxierenden Eigenschaften dieser Verbindungen untersucht. In-
nerhalb der getesteten Verbindungen der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamine (1-10; Nummerierung siehe Tabelle 3) fuhrten nur die
Verbindungen 4, 5, 6, 8 und 10 zu einer signifikanten Relaxation vorkontrahierter Ar-
teriensegmente mit und ohne Endothel (Abb. 32). Die Vasorelaxation setzte unmit-
telbar nach Zugabe der entsprechenden Substanzen ein. Dies war vergleichbar mit
dem vasorelaxierenden Effekt von E2. Das Ausmald der Relaxationen nach Zugabe
der Verbindungen 4, 5, 6, 8 und 10 war dabei unabhéngig von der An- oder Abwe-
senheit des Endothels. Die d,I-Verbindungen erwiesen sich als potenter als die ent-
sprechenden meso-Verbindungen (Abb. 32).

Tabelle 3. Chemische Strukturen der N,N’-Dialkyl-1,2-
bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine

Verbindung R

123, 2° H

32 4° CHs

5% 6° C,Hs

72 8P CsH-

92 10° CaHo
2meso, °d,|
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% Relaxation der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion
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Abb. 32. Vergleich der relaxierenden Ef-
fekte der meso-N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-
dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine 1,
3,5, 7 und 9 (jeweils 10 uM; oben) und der
d,I-N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamine 2, 4, 6, 8
und 10 (jeweils 10 pM; unten) nach 120
min auf vorkontrahierte Koronararterien
des Schweins mit (+E) und ohne (—E) En-
dothel. Dargestellt sind die relaxierenden
Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-
induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=4-9
Tiere), *P<0.05 (bezogen auf die Kontrol-
le).
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3.5.2 Kumulative Konzentrations-Wirkungskurven ausg ewdahlter N,N’-Dialkyl-
1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine

Da sich die Verbindungen 4, 5, 6 und 8 als besonders potente Vasodilatatoren der

Koronararterie des Schweins erwiesen haben, wurden fir diese kumulative Kon-

zentrations-Wirkungskurven aufgenommen (Abb. 33).
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Abb. 33. Vasorelaxierende Effekte von ausgewahlten Ethylendiaminen (Verbindungen 4, 5, 6 und 8)
an Schweinekoronararterien mit (+E) und ohne (-E) Endothel. Alle Verbindungen wurden gleichzeitig
in einem Versuchsdurchgang mit E2 und Vehikel als Vergleiche vermessen. Dargestellt sind die rela-
xierenden Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=5-7 Tiere).

Die vasorelaxierenden Effekte waren in Segmenten mit und ohne Endothel identisch.
Verbindung 8 erwies sich als potentester Vasodilatator dieser Reihe. Sie zeigte ge-
genuber E2 eine 12-15-fach h6here vasodilatatorische Wirkung. Die agonistischen
Potenzen (PECsp) und die maximalen agonistischen Effekte (Emax) Sind in Tabelle 4

Zusam mengefasst.
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Tabelle 4. Relaxierende Effekte von N,N’-Dialkyl-1,2-bis-
(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiaminen

Verbindung E PECso Emax

%
E2 - 4.88 +0.04 (7) 107 £2 (7)
E2 + 4.95+0.05 (7) 110+ 3 (7)
4 - 457 +£0.12 (5) 72+£11(5)
4 + 4.28 £0.16 (5) 60 £7 (5)
5 - 5.81+£0.10 (5) 49 + 4 (5)
5 + 5.95+0.11 (5) 54 +7 (5)
6 - 5.18 £0.09 (5) 857 (5
6 + 5.26 £0.09 (5) 88 +7 (5
8 - 5.98 =+ 0.06 (6) 98 + 3 (6)
8 + 6.13 +0.07 (5) 97 +2 (5)
E Endothel; Anzahl der Versuche in Klammern

In Arteriensegmenten mit und ohne Endothel wurden kumulative Konzentrations-
Wirkungskurven mit d,I-N,N’-Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylen-
diamin (Verbindung 8) in Abwesenheit (-E: pECsp = 6.08 + 0.08, Ennax = 101 + 3 %,
n=4; +E: pECso = 6.13 + 0.08, Enax = 101 £ 3 %, n=4) und Anwesenheit des Estro-
genrezeptor-Antagonisten ICI 182,780 (-E: pECso = 5.95 + 0.06, Emax = 102 = 5 %,
n=4; +E: pECsp = 5.97 + 0.10, Epnax = 97 = 4 %, n=4) durchgefihrt. Die Vasorelaxati-
on durch Verbindung 8 wurde durch ICI 182,780 (10 uM, 60 min) nicht inhibiert (Abb.

34).

Abb. 34. Vasorelaxierende Effekte von

1 —&— +1CI (10 uM, - E)
100+

renden Effekte in Prozent der KCI (30
mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M.
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Um eine Beteiligung von B-Adrenozeptoren, 5-HT,- und 5-HT7-, H,- und Dopamin-
Rezeptoren an der Vasorelaxation durch Verbindung 8 auszuschlie3en, wurden die
Relaxationen in Gegenwart verschiedener Antagonisten durchgefihrt. Allerdings
zeigten Propranolol (10 puM), Clozapin (1 uM), Cimetidin (30 puM) und Mesulergin (1

M) keinen Einfluss auf den vasorelaxierenden Effekt von Verbindung 8 (ohne Abb).

3.5.3 Reversibilitat der Relaxation durch d,I-  N,N’-Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-
4-hydroxyphenyl)ethylendiamin

Um die Reversibilitdt der Relaxation durch Verbindung 8 in Arteriensegmenten mit
Endothel zu untersuchen, wurden die kontraktilen Effekte von KCI (30 mM) zu Be-
ginn des Versuches mit den kontraktilen Effekten von KClI am Versuchsende nach
wiederholten Auswaschungen und einer Gesamtversuchsdauer von 130 min vergli-
chen. Behandlung der Gefafiringe mit Verbindung 8 (10 uM; 120 min Inkubation)
fuhrte zu einer Hemmung der abschlieRenden KCl-induzierten Kontraktion. In Kon-
trollexperimenten erreichten die GefalRringe bei KCI-Zugabe eine Kontraktionskraft
von 95 + 2 %. Durch Inkubation mit Verbindung 8 (10 uM) wurde diese auf 27 + 1, 32
5,29 +£2, 25 +4 und 26 + 2 % nach Auswaschzeiten von 10, 30, 50, 70 oder 90
min reduziert (n=4) (Abb. 35). Dies steht im Gegensatz zur vollstandigen Reversibili-
tat des E2-induzierten Effekts, aber in Ubereinstimmung mit der teilweisen Reversibi-

litat der Raloxifen-induzierten Relaxation (siehe 3.2.2 und 3.3.2).
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Abb. 35. Kontraktion (KClI 30 mM) der Schweinekoronararterie mit Endothel nach Verbindung 8-
induzierter Relaxation und anschlieBenden Auswaschphasen von 10, 30, 50, 70 oder 90 min + S.E.M.
(n=4 Tiere).

71



3.54 Einfluss von d,I- N,N’-Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamin auf Kalium-Kanale

In  Arteriensegmenten mit Endothel wurden kumulative Konzentrations-
Wirkungskurven mit Verbindung 8 in Abwesenheit (Vehikel, KHS; pECs, = 5.89 +
0.08; n=7) und Anwesenheit verschiedener K*-Kanal-Blocker durchgefiihrt. Die Rela-
xation durch Verbindung 8 konnte weder durch TEA (1 mM; pECso = 5.89 + 0.08;
n=7) noch durch Glibenclamid (100 uM; pECso = 5.82 + 0.07; n=7) oder 4-AP (1 mM,;
PECso = 5.93 £ 0.06; n=7) gehemmt werden (Abb. 36)
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Abb. 36. Vasorelaxierende Effekte von Verbindung 8 in Ab- und Anwesenheit verschiedener K-
Kanal-Inhibitoren an Schweinekoronararterien mit (+E) und ohne (—E) Endothel. Dargestellt sind die

relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=7 Tiere).

3.5.5 Einfluss von d,|I- N,N’-Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamin auf Calcium-Kanéle

In Arteriensegmenten ohne Endothel wurden im Ca*-freien, depolarisierenden Me-
dium (K*: 60 mM) kumulative Konzentrations-Wirkungskurven mit Ca** aufgenom-
men (pPECsp, 3.29 = 0.05; n=6). Diese wurden durch Verbindung 8 (0.3—-10 uM) kon-
zentrationsabhangig nach rechts verschoben. Auch der maximale kontraktile Effekt
wurde konzentrationsabhangig vermindert (Abb. 37). Die durch Verbindung 8 (0.3-10
HM) vermittelte Hemmung der Kontraktion konnte durch ICI 182,780 (1 uM) nicht be-
einflusst werden. Durch Inkubation mit (S)-(-)-Bay K 8644 (0.1 pM) konnte die Ca**-

Kontrollkurve an GefalRringen ohne Endothel nach links verschoben werden (pECso =

12
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3.77 £ 0.09; n=3). Verbindung 8 konnte den Effekt von (S)-(-)-Bay K 8644 konzentra-
tionsabhangig hemmen (Abb. 38).
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Abb. 37. Hemmung des kontraktilen Effekts von CaCl, durch Verbindung 8 in An- und Abwesenheit
von ICI 182,780 an Koronararterien des Schweins ohne Endothel. Dargestellt sind die kontraktilen
Effekte der CaCl, (3 mM)-induzierten Kontraktion in Prozent £ S.E.M. (n=2-6 Tiere).
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Abb. 38. Einfluss von (S)-(-)-Bay K 8644 auf die CaCl,-induzierte Kontraktion in An- und Abwesenheit
von Verbindung 8 an Schweinekoronararterien ohne Endothel. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte
der CaCl, (3 mM)-induzierten Kontraktion in Prozent + S.E.M. (n=2—6 Tiere).
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3.5.6 Beteiligung von Signalkaskaden an der Vasorel axation durch d,- N,N’-
Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethyle ndiamin

Ziel dieser Versuche war es, die Beteiligung verschiedener Signalkaskaden an der
durch Verbindung 8 induzierten Vasorelaxation zu untersuchen. In Arteriensegmen-
ten mit Endothel konnte die Vasorelaxation durch Verbindung 8 weder durch den
Adenylylcyclase-Inhibitor SQ 22536 (100 puM) noch durch den Guanylylcyclase-
Inhibitor ODQ (30 uM), den Proteinkinase A-Inhibitor KT 5720 (300 nM) oder den
Proteinkinase G-Inhibitor KT 5823 (1 uM) gehemmt werden (Abb. 39).

204

407 —7— vehikel (KHS)
60 | —@— Kontrolle
| —A— + KT5823 (1 uM)
80 —#—+ KT5720 (300 nM)
1 —¥—+0DQ (30 pMm)

100+ —m— + SQ22536 (100 pM)

% Relaxation der KCI (30 mM)-
induzierten Kontraktion

-8 -7 -6 -5 -4
log [Verb. 8] (M)

Abb. 39. Vasorelaxierende Effekte von Verbindung 8 in An- und Abwesenheit des Adenylylcyclase-
Inhibitors SQ 22536 (100 uM), des Guanylylcyclase-Inhibitors ODQ (30 uM), des Proteinkinase A-
Inhibitors KT 5720 (300 nM) und des Proteinkinase G-Inhibitors KT 5823 (1 uM) an Schweinekoronar-
arterien mit Endothel. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte der KCI (30 mM)-induzierten Kontrak-

tion in Prozent £ S.E.M. (n=4 Tiere).

Dartber hinaus waren auch SB 203580 (10 uM) und PD 98059 (10uM) nicht in der
Lage, die Relaxation PGFy,, (3 uM)-vorkontrahierter Gefal3ringe durch Verbindung 8
(10 pM) zu inhibieren (Abb. 40). In Arteriensegmenten ohne Endothel erreichte die
Relaxation durch Verbindung 8 einen Maximaleffekt von 69 + 7 %. In Ringen mit
Endothel ergab sich ein Wert von 63 = 6 %. In Anwesenheit von SB 203580 wurde
eine Relaxation von 61 + 15 % in Ringen ohne Endothel und 69 + 9 % in Ringen mit
Endothel erreicht (n=4; P>0.05). In Anwesenheit von PD 98059 erreichte die
Relaxation durch Verbindung 8 einen Maximaleffekt von 68 += 7 % in
Arteriensegmenten ohne Endothel und 69 + 7 % in Segmenten mit Endothel (n=4;
520.05).
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1009 ==-
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% Relaxation der PGF,, (3 pM)-
induzierten Kontraktion

Kir. SB 203580 PD 98059
(10 pm) (10 pm)

Abb. 40. Einfluss der Inkubation (30 min) der Arteriensegmente der Schweinekoronararterie mit (+E)
und ohne Endothel (-E) mit SB 203580 (10 uM) und PD 98059 (10 uM) auf die Relaxation durch
Verbindung 8 (3 pM) nach 120 min. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der PGF,, (3
pM)-induzierten Kontraktion £ S.E.M. (n=4 Tiere).

E2, Raloxifen und Tamoxifen zeigen vasorelaxierende Eigenschaften, die auch bei
Verbindung 8 nachgewiesen wurden. Darlber hinaus flhrten sowohl E2 als auch
Raloxifen und Tamoxifen zu einer Aktivierung der MAPK p38. Deshalb wurde auch
die Phosphorylierung der MAPK p38 durch Verbindung 8 mittels Western Blot-
Anlayse untersucht. Im Gegensatz zu Arteriensegmenten, die mit Raloxifen (3 puM),
Tamoxifen (10 uM) oder E2 (10 uM) behandelt wurden, zeigte Verbindung 8 (10 uM)
weder in Gefal3ringen ohne noch mit Endothel einen Anstieg der phosphorylierten
Form der MAPK p38. Dieser Effekt war unabhangig davon, ob die Gefal3e zuvor mit
PGF,,4 (3 uM) vorkontrahiert wurden oder nicht (Abb. 41, Abb. 42).
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— TS p phospho-p38
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+ +
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Abb. 41. Immunoblot von Proteinen der Schweinekoronararterie, aufgetrennt mittels SDS-PAGE, U-
bertragen auf Nitrocellulosemembranen und inkubiert mit einem priméren Antikdrper gegen die nicht-
phosphorylierte (p38) und die phosphorylierte MAPK p38 (phospho-p38). Ringe der Schweinekoro-
nararterie mit (+E; A) oder ohne Endothel (-E; B) wurden im Organbad verschiedenen Behandlungen
ausgesetzt: keine Inkubation (basale Bedingungen), Verbindung 8 (10 uM), PGF,, (3 uM), Raloxifen
(3 UM, als Positivkontrolle), PGF,, (3 pM) + Verbindung 8 (10 uM) und PGF,, (3 uM) + Raloxifen (3
UM, als Positivkontrolle). Nach 120 min wurden die Ringe unmittelbar eingefroren, homogenisiert und
dann der SDS-PAGE unterzogen. Dieser Blot steht reprasentativ fir vier verschiedene Experimente

mit vergleichbaren Ergebnissen.

1004 —]_E
_— +E Abb. 42. Das Balkendiagramm zeigt Verande-
g . rungen des Phosphorylierungsgrads der MAPK
E 60__ p38 in Ringen der Schweinekoronararterie mit
g 40- (+E) und ohne Endothel (-E). Durchfiihrung
g 20_- der Experimente siehe Legende von Abb. 41.
1 Dargestellt ist der durch densitometrische
0 Kir. PGF,, Verb. 8 PGF,, Auswertung bestimmte relative Anteil von
(1oum)  (10WM) (3 Hw phospho-p38 (phospho-p38/p38x100) + S.E.M.
Verb. 8 (n=4 Tiere).
(10 pm)
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3.6 Relaxierende Effekte von weiteren 1,2-Diaryleth  ylendiaminen und N-
Alkyl-2,6-dichlor-4-hydroxybenzylaminen
3.6.1 Untersuchung der relaxierenden Effekte von N,N’-Dialkyl-1,2-bis(4-
hydroxyphenyl)ethylendiaminen

Im Folgenden sollte mit Hilfe von N,N’-Dialkyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylendi-
aminen (Abb. 43) der Einfluss der Chlorsubstituenten auf das vasorelaxierende Po-

tential der zuvor beschriebenen Ethylendiamine untersucht werden.

3 3 C H5 CZH5
VN 172 - meso VN 154 - meso
HO._ 'l .. _OH HO. '. l. _OH
C3H7 3H7 (CHs)zCH CH(CHa)z
VN 142 —d,| VN 143 —-d,||

Abb. 43. Strukturfomeln von N,N’-Dialkyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylendiaminen.

In der Reihe der getesteten Verbindungen der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamine fiihrte nur die Verbindung VN 143 — d,| zu einer signifikanten Relaxa-
tion vorkontrahierter Arteriensegmente mit Endothel (Abb. 44). Die Vasorelaxation
setzte unmittelbar nach Zugabe der entsprechenden Substanz ein. Dies war ver-

gleichbar mit dem vasorelaxierenden Effekt von E2.
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Abb. 44. Vergleich der relaxierenden Effekte von N,N’-Dialkyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylendi-
aminen (10 pM) nach 120 min auf vorkontrahierte Koronararterien des Schweins mit Endothel. Darge-
stellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M.
(n=2-3 Tiere), *P<0.05.

3.6.2 Untersuchung der relaxierenden Effekte von N-Ethyl-1,2-bis(2,6-di-
chlor-4-hydroxyphenyl- und N-Ethyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylen-
diaminen

Im Zuge dieser Versuchsreihe wurde mit Hilfe monosubstituierter erythro- und threo-

N-Ethyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine und des erythro-N-Ethyl-

1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylendiamins (Abb. 45) untersucht, ob die Substitution

beider Stickstoffatome der Ethylendiamine eine Voraussetzung fir die Vasorelaxati-

on der Koronararterie des Schweins darstellt.

HO l ] OH HO l Cl Ci l OH
NH NH cl

2 N NH, '}lH cl
C:Hs CoHs
VN 454 — erythro (meso) VN 424 — erythro (meso)

VN 439 —threo (d,l)

Abb. 45. Strukturformeln von erythro-N-Ethyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylendiamins (VN 454) und
erythro- und threo-N-Ethyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine (VN 424 und VN 439).

Von den getesteten N-Alkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)- und N-Alkyl-1,2-

bis(4-hydroxyphenyl)ethylendiaminen fuhrte nur die vierfach chlorierte Verbindung
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VN 424 zu einer signifikanten Relaxation vorkontrahierter Arteriensegmente mit En-
dothel (Abb. 46). Die Vasorelaxation setzte unmittelbar nach Zugabe der
entsprechenden Substanz ein. Dies war vergleichbar mit dem vasorelaxierenden
Effekt von E2.

100+

80+

% Relaxation der KCI (30mM)-
induzierten Kontraktion

Vehikel VN 454 VN 424 VN 439

Abb. 46. Vergleich der relaxierenden Effekte des N-Ethyl-1,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethylendiamins VN
454 (10 uM) und der N-Ethyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine VN 424 (10 uM) und
439 (10 pM) nach 120 min auf vorkontrahierte Koronararterien des Schweins mit Endothel. Dargestellt
sind die relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=2-3
Tiere), *P<0.05.

3.6.3 Untersuchung der relaxierenden Effekte von N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-di-
chlor-4-methoxyphenyl)ethylendiamine

Da fir die Wirkung von Estrogenen und SERMs am ER die Stellung der Hydroxyl-
funktionen in den Verbindungen mafRgeblich verantwortlich gemacht wird, sollte im
Folgenden die Bedeutung der OH-Gruppe der Ethylendiamine untersucht werden.
Verwendet wurden methoxylierte, N,N’-disubstituierte Tertrachlor-Verbindungen
(N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-methoxyphenyl)ethylendiamine) (Abb. 47).

H,CO cl ¢l I OCH, H,CO I cl cl I OCH,
ci NH '}IH cl ci NH P|~|H cl
CH, CH, C,H; C.H,
V 75 — meso A 61 - meso
V75-d,l AB61-—d|l

Abb. 47. Strukturformeln der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-methoxyphenyl)ethylendiamine.
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Von den getesteten N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-methoxyphenyl)ethylendiami-
nenV 75 -meso,V75-d,, V61 -mesoundV 61 -d, fihrte nur die Verbindung V
75 - d,I zu einer signifikanten Relaxation vorkontrahierter Arteriensegmente der
Schweinekoronararterie mit Endothel (Abb. 48). Die Vasorelaxation setzte unmittel-
bar nach Zugabe der entsprechenden Substanz ein. Dies war vergleichbar mit dem

vasorelaxierenden Effekt von E2.

100+
80
60

40+

20+

% Relaxation der KCI (30mM)-
induzierten Kontraktion

1 Vehikel V75 V75 A6l
-20 dl meso d|l

Abb. 48. Vergleich der relaxierenden Effekte von N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-methoxyphenyl)-
ethylendiaminen (10 uM) nach 120 min auf vorkontrahierte Koronararterien des Schweins mit Endo-
thel. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion +
S.E.M. (n=3 Tiere), *P<0.05.

3.6.4 Untersuchung der relaxierenden Effekte wvon N-Alkyl-2,6-dichlor-4-
hydroxybenzylaminen als strukturelle Bestandteile d er N,N’-Dialkyl-1,2-
bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine

Als strukturelle Bausteine der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethy-

lendiamine sollten auch die folgenden N-Alkyl-2,6-dichlor-4-hydroxybenzylamine

(Abb. 49) auf ihre vasorelaxierenden Eigenschaften hin untersucht werden.
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OH

cl cl
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OCH,

cl cl cl
CH,
NH,
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Abb. 49. Strukturformeln der N-Alkyl-2,6-dichlor-4-hydroxybenzylamine.

Von den getesteten Verbindungen der N-Alkyl-2,6-dichlor-4-hydroxybenzylamine

fuhrte nur die Verbindung VR 102 zu einer signifikanten Relaxation vorkontrahierter

Arteriensegmente der Koronararterie des Schweins mit Endothel (Abb. 50). Die Va-

sorelaxation setzte unmittelbar nach Zugabe der entsprechenden Substanz ein. Dies

war vergleichbar mit dem vasorelaxierenden Effekt von E2.

100+

% Relaxation der KCI (30mM)-
induzierten Kontraktion

Vehikel

VR
99

VR
100

VR
101

VR
102

\
106

Abb. 50. Vergleich der relaxierenden
Effekte von N-Alkyl 2,6-dichlor-4-
hydroxybenzylaminen (10 pM) nach
120 min auf vorkontrahierte Koronar-
arterien des Schweins mit Endothel.
Dargestellt sind die relaxierenden
Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-
induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=3
Tiere), *P<0.05.
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3.6.5 Vergleich der vasorelaxierenden Effekte ausge  wahlter Verbindungen

Der Vergleich strukturell abgewandelter Ethylendiamine mit den eingangs beschrie-
benen N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiaminen zeigte ein
uneinheitliches Bild. So zeigte das nichtchlorierte Derivat (VN 142) von Verbindung 8
keinerlei vasorelaxierenden Effekt. Das nicht-chlorierte, zweifach mit Isopropylgrup-

pen substituierte Ethylendiamin (VN 143) dagegen zeigte eine Vasorelaxation (Abb.
51).

100
Abb. 51. Vergleich der relaxierenden Effekte

o]
o
L 1 .

von Verbindung 8 (10 puM) mit den nicht-
chlorierten Derivaten VN 142 (10 pM) und VN
143 (10 pM) nach 120 min auf vorkontrahierte

60 4

40 - Koronararterien des Schweins mit Endothel.

Dargestellt sind die relaxierenden Effekte in
Sl Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontrak-
tion £ S.E.M. (n=2-3 Tiere), *P<0.05. Verb. 8

Verb. 8 VN 142 VN 143 und VN 143 vs. Kontrolle P<0.05; VN 142 vs.
(10 pM) (10 pi) (10 pi) Kontrolle P>0.05.

% Relaxation der KC| (30mM)-
induzierten Kontraktion

Auch die Bedeutung der Anzahl der Alkylketten lieferte in Bezug auf die vasorelaxie-
rende Potenz ein uneinheitliches Ergebnis. So erwies sich das monosubstituierte De-

rivat (VN 424) der Verbindung 5 als signifikant potenterer Vasodilatator (Abb. 52).

100+
Abb. 52. Vergleich der relaxierenden Effekte
B0 von Verbindung 5 (10 pM) mit dem monosub-
stituierten Derivat VN 424 (10 puM) nach 120
min auf vorkontrahierte Koronararterien des
Schweins mit Endothel. Dargestellt sind die
relaxierenden Effekte in Prozent der KCI (30
mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=2-3
Tiere), *P<0.05. Verb. 5 und VN 424 vs. Kon-

Verb. § VN 424 trolle P<0.05.
(10 M) (10 uM)

% Relaxation der KCI (30mM}-
induzierten Kontraktion
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Dagegen zeigte das monosubstituierte Derivat (VN 439) von Verbindung 6 eine ge-
ringere, im Vergleich zum Vehikel (siehe Abb. 46) nicht signifikante, Vasorelaxation
(Abb. 53).

100+
Abb. 53. Vergleich der relaxierenden Effekte von
Verbindung 6 (10 pM) mit dem monosubstituier-
ten Derivat VN 439 (10 uM) nach 120 min auf
vorkontrahierte Koronararterien des Schweins
mit Endothel. Dargestellt sind die relaxierenden
Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten
Kontraktion + S.E.M. (n=2-3 Tiere), *P<0.05.
Verb. 6 und VN 439 vs. Kontrolle P<0.05.

% Relaxation der KCI (30mM)-
induzierten Kontraktion

Auch die Ergebnisse der Untersuchung O-methylierter Verbindungen sind wider-
spruchlich. Die Methylierung beider phenolischer Hydroxylgruppen von Verbindung 4
fuhrte zu einer erheblichen Zunahme der vasorelaxierenden Potenz. Durch diese
Derivatisierung entsteht mit Verbindung V 75 — d,| ein besonders potenter Vasodila-
tator (Abb. 54).

100+

Abb. 54. Vergleich der relaxierenden Effekte von

[=2]
[==)
L | L

Verbindung 4 (10 uM) mit dem methoxylierten
Derivat V 75 - d,| (10 uM) nach 120 min auf vor-
kontrahierte Koronararterien des Schweins mit
Endothel. Dargestellt sind die relaxierenden Ef-
fekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten
Kontraktion + S.E.M. (n=2-3 Tiere), *P<0.05.
Verb. 4 und V75 —d,l vs. Kontrolle P<0.05.

% Relaxation der KCI (30mM)-
induzierten Kontraktion

Dagegen verursacht die Einfihrung von Methylgruppen an die phenolischen
Hydroxylfunktionen (A 61 — d,) der potenten Verbindung 6 einen vollstandigen
Verlust der vasorelaxierenden Potenz (Abb. 55).
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E,L. ) Abb. 55. Vergleich der relaxierenden Effekte von
§ 5 B0 r Verbindung 6 (10 pM) mit dem methoxylierten
§§ o Derivat A 61 —d,l (10 uM) nach 120 min auf vor-
T % kontrahierte Koronararterien des Schweins mit
é % 40+ Endothel. Dargestellt sind die relaxierenden Ef-
% E ' fekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten
:f': = 20 / Kontraktion + S.E.M. (n=2-3 Tiere), *P<0.05.
od ) Verb. 6 vs. Kontrolle P<0.05; A 61 —d,l vs. Kon-
Verb. 6 AB1—dl trolle P>0.05.
(10 M) (10 M)

3.7 Expression von GPR30 in der Koronararterie des  Schweins

Da in der Literatur nicht-genomische Effekte von Estrogenen und SERMs immer hau-
figer auf eine Beteiligung des Gi-Protein-gekoppelten Rezeptors GPR30 zurickge-
fuhrt werden, sollte mittels Western Blot-Experimenten auch die Expression dieses
membranstéandigen ERs in der porcinen Koronararterie untersucht werden. Der
Nachweis dieses Proteins konnte unter Verwendung der Membranfraktion lysierter

Schweinekoronararterien erbracht werden (Abb. 56).

Il *
-— C— I PRS0, 38 kDa
A-Catenin, 92 kDa
—— e —— '
PCA | PCA Il PCA 1l MDA-
& 3 Q MB-231

Abb. 56. Immunoblot von Membranproteinen der porcinen Koronararterie (PCA), aufgetrennt mittels
SDS-PAGE, ubertragen auf PVDF-Membranen und inkubiert mit einem primaren Antikbrper gegen
GPR30 (oben) und B-Catenin (unten). Vergleich mit den GPR30-negativen Brustkrebszellen MDA-MB-
231. Segmente der Schweinekoronararterie mit Endothel wurden lysiert, Membranproteine isoliert und
diese einer SDS-PAGE unterzogen.

Die GPR30-negative humane Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 diente als Ne-
gativkontrolle. Laut Vergleich mit den Proteinmarkerbanden des Grél3enmarkers
zeigten die Proteine in der SDS-PAGE eine Mobilitat, die einer Molmasse von ca. 38
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kDa entsprach. Um die gleichmé&Rige Isolation und Applikation von Membranprotei-
nen zu bestatigen, wurde in den Proben gleichzeitig das membranassozierte Protein

-Catenin nachgewiesen.

3.8 Einfluss von Pertussistoxin auf die Vasorelaxat  ion durch Estrogene
und SERMs

Um GPR30 als mdgliche Zielstruktur von E2 und SERMs zu identifizieren und eine
Beteiligung dessen an der Vasorelaxation zu bestimmen, wurde die Vasorelaxation
durch Estrogene und SERMs in An- und Abwesenheit von Pertussistoxin (PTX), ei-
nem Inhibitor G;-gekoppelter Proteine, untersucht. In Arteriensegmenten mit Endothel
wurden kumulative Konzentrations-Wirkungskurven mit E2 in Abwesenheit (pECso =
4.88 £ 0.05; Eqax = 103 £ 3 %; n=2) und in Anwesenheit von PTX (200 ng/ml; pECsg
= 4.89 = 0.07; Enax = 106 = 4 %; n=2) durchgefuhrt. Die Relaxation durch E2 konnte
nicht durch PTX gehemmt werden (Abb. 57).

<
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g & 20- Abb. 57. Vasorelaxierende Effekte
Q=

= ';fg i von E2 in Ab- und Anwesenheit
Q € 404 e

= S _ von Pertussistoxin (PTX, 200

2 & 607 ng/ml) an Schweinekoronararte-
L o J

‘:rg N 804 —7 Vehikel rien mit Endothel. Dargestellt sind
C T

E £ 1 —&— Kontrolle die relaxierenden Effekte in Pro-
N zent der KCI (30 mM)-induzierten

1004 —@—+ PTX (200 ng/ml)

T T T T — T T L 1 Kontraktion + S.E.M. (n=2 Tiere).
-8 -7 -6 -5 -4 -3

log [E2] (M)

Ferner wurden an Arteriensegmenten mit Endothel kumulative Konzentrations-
Wirkungskurven mit Verbindung 8 in Abwesenheit (pECsp = 5.66 + 0.05; Eqax = 83
4 %; n=6) und in Anwesenheit von Pertussistoxin (PTX, 100 ng/ml: pECso = 5.70 %
0.08; Emax = 85 = 13 %; n=2 und 200 ng/ml: pECsp = 5.62 + 0.11; Enax = 87 £ 3 %;
n=4) bestimmt. Auch die Relaxation durch Verbindung 8 konnte nicht durch PTX ge-
hemmt werden (Abb. 58).
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Abb. 58. Vasorelaxierende Effekte von Verbindung 8 in Ab- und Anwesenheit von Pertussistoxin
(PTX, 100 bzw. 200 ng/ml) an Schweinekoronararterien mit Endothel. Dargestellt sind die relaxieren-
den Effekte in Prozent der KCI (30 mM)-induzierten Kontraktion + S.E.M. (n=2-4 Tiere).
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4 Diskussion

4.1 SERMSs: Eine Alternative zur Hormonersatztherapi e?

Die Widersprichlichkeit der Ergebnisse von Tierversuchen und Beobachtungsstu-
dien, verglichen mit den Ergebnissen randomisierter, placebokontrollierter, klinischer
Studien, wirft viele unbeantwortete Fragen zum Umgang mit der Hormonersatzthera-
pie (HRT) auf. Nachdem in klinischen Studien zur klassischen HRT kein kardiovasku-
larer Vorteil, dafiir aber ein Anstieg der Brustkrebsrate gezeigt werden konnte, wur-
den im Juli 2001 von der American Heart Association (AHA) neue Richtlinien zur Be-
handlung von Herzerkrankungen in Kombination mit der Hormonersatztherapie he-
rausgegeben (Mosca et al., 2001b). In diesen Richtlinien bekundet die AHA, dass die
Hormonersatztherapie in den Wechseljahren - anders als bisher empfohlen - nicht
zur Vorbeugung von kardiovaskularen Erkrankungen geeignet sei. In den USA fihrte
dies bis zum Ende des Jahres 2002 zu einer Reduktion der Einnahme von HRT-
Praparaten um 38 %. Als Folge der reduzierten Verschreibungen konnte dort seit
Mitte 2002 eine signifikante Verminderung des Auftretens von Brustkrebs bei Frauen
ab 50 Jahren verzeichnet werden (Ravdin et al., 2007).

Das Auftreten von Brust- und Endometriumkarzinomen und ein umstrittener Einfluss
auf das Herzkreislaufsystem haben in den letzten zehn Jahren zu einem beachtli-
chen wissenschaftlichen, klinischen und 6ffentlichen Interesse an der Nutzen-Risiko-
Bewertung der HRT gefiihrt und gleichzeitig die Aufmerksamkeit auf die Anwendung
von SERMs gerichtet (Stefanick, 2006). Die ehemals weit verbreitete Annahme, dass
die HRT kardioprotektive Wirkung habe, fuhrte zu der Hoffnung, dass auch SERMs
prophylaktisch gegen KHK wirken kénnten. Allerdings zeigte die 1998 veroffentlichte
Kohortenstudie The Breast Cancer Prevention Trial (P-1) (National Surgical Adjuvant
Breast and Bowel Project, USA, Fisher et al., 1998) zwar eine Reduktion des Risikos
von invasivem Brustkrebs und Knochenbriichen durch Tamoxifen, jedoch dagegen
ein erhohtes Risiko fur das Auftreten von Endometriumkarzinomen, Schlaganféllen,
Lungenembolien und Thrombosen. Auch die randomisierte, placebokontrollierte Mul-
tiple Outcomes of Raloxifene Evaluation (MORE)-Studie (Barrett-Connor et al., 2002)
konnte eine Senkung des Risikos invasiver Mammakarzinome und vertebraler Kno-
chenbriche durch Raloxifen bestéatigen. Und obwohl Raloxifen zu einer Zunahme

vendser Thromboembolien fihrte, konnte eine Abnahme kardiovaskularer Ereignisse
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bei Frauen mit erhdhtem kardiovaskuléaren Risiko belegt werden (Cummings et al.,
1999; Barrett-Connor et al., 2002).

In die Reihe der bedeutsamen Studien auf dem Gebiet der SERMs fligt sich auch die
internationale, randomisierte, placebokontrollierte Studie Raloxifene Use for the
Heart (RUTH) ein. Eingeschlossen wurden mehr als 10.000 Frauen mit KHK oder
multiplen Risikofaktoren fur KHK. Die primare Zielsetzung galt der Beurteilung, in wie
weit die perorale Einnahme von Raloxifen zu einer Reduktion des Risikos fur kardio-
vaskulare Ereignisse und invasive Mammakarzinome fuhrte (Mosca et al.,, 2001a).
Nach einer durchschnittlichen Raloxifen-Behandlung von 5,6 Jahren ergab sich be-
zuglich des Risikos fur KHK (Tod aufgrund koronarer Ursachen, nichttodlicher Myo-
kardinfarkt und Hospitalisierung durch ein akutes koronares Syndrom) kein Unter-
schied gegenuber der Placebogruppe. Dagegen konnte auch in dieser Studie die
Reduktion des Risikos fur invasive Mammakarzinome und Wirbelbriiche belegt wer-
den. Allerdings zeigte sich ebenfalls ein geh&auftes Auftreten von ventsen Throm-
boembolien und tédlichen Schlaganfallen (Barrett-Connor et al., 2006).

In Anbetracht der ungunstigen klinischen Studienergebnisse beztglich einer Estro-
gentherapie und koronarer Herzerkrankungen ist es nicht Uberraschend, dass auch
Raloxifen mit keinem reduzierten Risiko fir koronare Ereignisse in Verbindung ge-
bracht werden konnte. Da nach Raloxifenbehandlung verminderte LDL- und erhdhte
HDL-Spiegel gezeigt wurden (Dayspring et al., 2006; Neven et al., 2005), sind folg-
lich Anderungen im Lipidspiegel allein nicht mit einem verminderten koronaren Risiko
gleichzusetzen (Stefanick, 2006).

Die ebenfalls erst kirzlich ver6ffentlichten Studie Study of Tamoxifen and Raloxifene
(STAR, P-2) (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project, USA; Vogel et al.,
2006), in die Frauen mit erhdhtem Risiko fir Brustkrebs einbezogen wurden, belegte,
dass Raloxifen ebenso effektiv in Bezug auf die Senkung des Risikos fir invasive
Mammakarzinome ist wie Tamoxifen. Dagegen zeigt Raloxifen ein geringeres Risiko
fur thromboembolische Ereignisse. Das Risiko fiir andere Krebsarten, Knochenbri-
che, ischamische Herzerkrankungen und Schlaganfalle war fur beide Arzneistoffe
ahnlich (Vogel et al., 2006).

Obwohl Raloxifen die positiven Merkmale von E2 in sich vereint, ist es trotz zahlrei-
cher Kklinischer Studien abschlieBend nicht mdglich, eine Aussage Uber den kardio-
vaskularen Benefit der SERMs zu treffen. Alle Studien unterscheiden sich erheblich

in ihren Einschlusskriterien. Der arteriosklerotische Zustand der Blutgefal3e zu Be-
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ginn der jeweiligen Therapie wird dadurch unterschiedlich bertcksichtigt. Folglich
muss das Nutzen-Risiko-Verhaltnis zwischen einer Reduktion des Risikos invasiver
Mammakarzinome und vertebraler Knochenbriichen einerseits und der Zunahme von
vendsen Thromboembolien und Schlaganfallen andererseits insbesondere unter Be-

ricksichtigung des Therapiebeginns abgewagt werden.

41.1 Einfluss des arteriosklerotischen Zustands de r GefalRe auf die Vasore-

laxation

Estrogene zeigen sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf das kardio-
vaskulare System (Abb. 59). Tierversuche und Beobachtungsstudien wie die Nurses’
Health Study (Grodstein et al., 1996) haben einen positiven, kardiovaskularen Ein-
fluss der HRT gezeigt, sofern diese frihzeitig zu Beginn der Perimenopause oder
allgemein vor der Entwicklung einer signifikanten Arteriosklerose begonnen wurde.
Dagegen zeigten randomisierte, placebokontrollierte, klinische Studien an postme-
nopausalen Frauen weder in der primaren noch in der sekundéaren Préavention von
kardiovaskularen Ereignissen einen Benefit, sondern einen gegensatzlichen Trend
hin zur Erhéhung dieses Risikos.

Die Arteriosklerose wird als eine Entziindung in der Intima grofRer Arterien verstan-
den, die von einem erhdhten Serum-Cholesterol-Spiegel getriggert wird und in der
verschiedene Zelltypen, wie Makrophagen, Endothelzellen, glatte Muskelzellen, T-
Zellen und Thrombozyten eine komplexe Aneinanderreihung von Interaktionen be-
wirken (Ross, 1999). Eine Vielzahl von Substanzen wie Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren scheinen diese inflammatorischen Prozesse zu induzieren, zu
verstarken oder zu modulieren (Kobayashi et al., 2004).

Es gibt zunehmend Anzeichen dafir, dass die Wirkung von Estrogenen auf das Ge-
falsystem teilweise davon abhangig ist, in welchem Ausmald eine Arteriosklerose
manifestiert ist. Beispielsweise ist die Estrogenrezeptor-Expression in arterioskleroti-
schen Arterien deutlich verringert (Losordo et al., 1994; Post et al., 1999). Folglich
sind in erkrankten Arterien all jene estrogenen Effekte in dem Ausmal3, in dem direk-
te, Rezeptor-abhangige Effekte zu der anti-arteriosklerotischen Wirkung beitragen,
verringert oder ganzlich fehlend (Ouyang et al., 2006). Darlber hinaus kénnen estro-
gene Effekte in Abhangigkeit des arteriosklerotischen Zustandes der Gefal3e unter-
schiedliche Auswirkungen haben. Beispielsweise kann die Hochregulation der

Matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9) durch Estrogene im erkrankten Gefal3 zu einer

89



Ruptur der Plaques, gefolgt von akuten koronaren Ereignissen, fuhren (Karas und
Clarkson, 2003). Auch die Estrogenrezeptor-vermittelte Aktivierung der COX-2, die
gefolgt ist von einer vermehrten Bildung von Prostacyclin (PGl,), spielt im gesunden
Gewebe eine wichtige Rolle in der Prophylaxe der Arteriosklerose (Egan et al.,
2004). PGI, hemmt die Thrombozytenaggregation, die Kontraktion der glatten Ge-
falBmuskulatur und deren Proliferation (Cheng et al., 2002). Ferner wird die Interakti-
on der Leukozyten mit Endothelzellen und die Cholesterolesterhydrolase gehemmt
(Kobayashi et al., 2004).

Beginnende Arteriosklerose Manifestierte Arteriosklerose

— nekrotischer
Lipidkern
profferierende,

glatte Muskelzels
Makrophage
(Schaumzeds)

Positive Effekte der HRT Verinderte Wirkungen der HRT

T Wasodilatation J Akthierung von Entzindungsprozessen 1 ER-Expression, -F unktion

TnO TND 1 Vasodilstation

} Endothelin 4 Adhasionsmolekile T Aktivierung von Entziindungsprozessen

T COX-2 J Monozyten-Chemoattraktives Protein-1, T Plaque-Instabilitat

e T Matrixmetalloproteinase
4 Entwicklung von Lasionen T Neovaskularisation
THO + Plattchenaktivierung
L entzindliche + Proliferation glatter Muskelzellen

Tolladhasionen

} LDL-Oxidation/Bindung

Abb. 59. Zeitabhangige Veranderungen des Wirkprofils der HRT in Abhangigkeit vom arterioskleroti-
schen Zustand der Gefal3e — protektive und thrombogene Effekte der Estrogene auf das Frih- bzw.
Spatstadium der Arteriosklerose. Die Arteriosklerose ist gekennzeichnet durch den sukzessiven Ver-
lust vaskularer, protektiver Mechanismen und die Entstehung von fortgeschrittenen, instabilen L&sio-
nen (Mendelsohn und Karas, 2005).
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Einen Beleg fur die Bedeutung des Therapiebeginns mit Estrogenen konnten Versu-
che am Affenmodell erbringen. Oral applizierte Estrogene wirkten nur bei Affen mit
minimalen, nicht aber mit manifesten arteriosklerotischen Erscheinungen protektiv
(Karas und Clarkson, 2003). Es ist anzunehmen, dass dieses auch fur die Wirkstoff-
klasse der SERMs zutrifft. Neben funktionellen Gemeinsamkeiten beziglich der Va-
sorelaxation zeigen Estrogene und SERMs auch Ubereinstimmende Wirkungen be-
zuglich der Entwicklung einer Arteriosklerose. Am Beginn der Entstehung der Arte-
riosklerose steht die vermehrte Rekrutierung von Makrophagen und Lymphozyten in
die arterielle Intima. In Gegenwart von uberschissigem Cholesterol entstehen aus
den Makrophagen sogenannte Schaumzellen. Schaumzellen formen fetthaltige Be-
reiche, die im Verlaufe des Geschehens in arteriosklerotische Plaques Ubergehen
(Stary et al., 1995). Das Monozyten-Chemoattraktive Protein-1 (MCP-1) gehort zur
Subfamilie CC der Zytokine und ist das bedeutendste chemoattractant fir Monozy-
ten. Sowohl E2 als auch Raloxifen sind in der Lage, die MCP-1-induzierte Migration

zu hemmen (Yada-Hashimoto et al., 2006).

4.2 Verwendbarkeit des Modells isolierter Koronarar terien des

Schweins

Vaskulare Effekte von Estrogenen (Mendelsohn und Karas, 1999; Meyer et al., 2006)
werden in nicht-genomische und genomische Wirkungen eingeteilt (siehe 1.4.3).
Ubereinstimmend wurde publiziert, dass E2 und SERMs in verschiedenen GefaRsys-
temen direkt zu einer Vasorelaxation fuhren. Allerdings werden die verantwortlichen
Mechanismen weiterhin kontrovers diskutiert. So ist auch umstritten, ob die Relaxa-
tion Endothel-abhangig oder -unabhéangig verlauft (White, 2002).
Ziel dieser Arbeit war es, die Vasorelaxation von auf dem Markt befindlichen SERMs,
insbesondere von Raloxifen, in vitro zu charakterisieren und Unterschiede und Ge-
meinsamkeiten zu der E2-vermittelten Vasorelaxation zu beschreiben. Ferner sollte
auch die Gruppe der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine
auf ihre vasoaktive Potenz hin untersucht werden, da diese Substanzen in anderen
Untersuchungen SERM-Charakteristika aufwiesen. Daruber hinaus wurden fir diese
Verbindungsklasse Struktur-Wirkungs-Beziehungen ermittelt.
Da die Koronararterie des Schweins in der Forschung als bevorzugtes Modell fur ko-
ronare Herzerkrankungen verwendet wird, wurden alle Experimente an diesem Or-
gan durchgefuhrt. Fur die Eignung dieses Gewebes wurden die Ergebnisse von Re-
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laxationsversuchen mit dem Endothel-unabhéngigen NO-Donator Nitroprussid-
Natrium und dem Ca?*-Kanal-Blocker Verapamil mit Literaturdaten verglichen.

An KCl-vorkontrahierten Gefal3en mit und ohne Endothel liel3en sich fir die Relaxati-
on mit Nitroprussid-Natrium pECso-Werte von 6.7 bzw. 7.1 ermitteln. Vergleichbare
Werte sind an verschiedenen Organen in der Literatur beschrieben worden: An Rin-
gen der Rattenaorta mit Endothel konnte an KCIl-vorkontrahierten Gefal3en ein
PECso-Wert von 7.5 fur Nitroprussid-Natrium bestimmt werden (Lincoln und Fischer-
Simpson, 1984). Am gleichen Gefald erreichte die Relaxation durch Nitroprussid-
Natrium nach Vorkontraktion mit Phenylephrin einen pECso-Wert von 7.6 (Ajay et al.,
2007). An der humanen Arteria radialis mit Endothel lieferte Nitroprussid-Natrium ei-
nen pECso-Wert von 6.7 nach Vorkontraktion mit U46619, 6.2 nach Vorkontraktion
mit KCI und 6.8 nach Vorkontraktion mit ET-1 (He und Yang, 1999). Nach Vorkon-
traktion mit U46619 wurde an der humanen Nabelschnurvene ein pECso-Wert von
6.3 ermittelt (Lovren und Triggle, 2000). An der Gebarmutterarterie des Schafes mit
Endothel wurde nach Phenylephrin-Kontraktion ein pECso-Wert von 6.9 bestimmt
(Xiao et al., 2007). SchlieR3lich konnte nach ET-1-Kontraktion an Koronararteriolen
des Schweins mit Endothel ein pECso-Wert von etwa 6.2 fur Nitroprussid-Natrium
ermittelt werden (Griffin et al., 2001).

Experimente mit dem Ca?*-Kanal-Blocker Verapamil lieferten in KCl-vorkontrahierten
Arteriensegmenten mit und ohne Endothel pECso-Werte von 7.0 bzw. 6.8. Nach Vor-
kontraktion der Gefalringe mit und ohne Endothel mit PGF,, ergaben sich pECsp-
Werte von 7.1 bzw. 6.8. Auch diese Werte entsprachen den in der Literatur gefunde-
nen Daten: An der Rattenaorta ergab sich fir Verapamil nach Phenylephrin-
Kontraktion ein pECso-Wert von 6.6 an GefaRen ohne Endothel (Huang, 1998). An
den gleichen GefalRen mit Endothel konnte nach KCI-Kontraktion ein pECso-Wert von
7.2 ermittelt werden (Becker et al., 2004). An der Koronararterie des Schweins mit
Endothel ergab sich nach KCI-Kontraktion ein pECso-Wert von 7.2 (Johnson und
Fugman, 1983).

Da die Mechanismen der E2-induzierten Vasorelaxation nach wie vor widersprich-
lich diskutiert werden, sollte zunachst dessen Verhalten an der Koronararterie des
Schweins charakterisiert werden. Eine Losung von E2 in DMSO lieferte fur Vasorela-
xationen Werte (ohne Endothel: pECsp = 4.9 und Enax = 108 %; mit Endothel: pECsg
= 5.0 und Enax = 111 %), die mit denen anderer Arbeitsgruppen an unterschiedlichen

Tiermodellen vergleichbar waren: An der Mesenterialarterie der Ratte wurde an Ge-
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falken ohne Endothel nach Vorkontraktion mit KCI fur E2 ein pECso-Wert von 5.0 er-
mittelt (Tsang et al., 2002). Versuche an der Intrarenalarterie von weiblichen Ratten
zeigten ahnliche Ergebnisse. Nach Vorkontraktion mit U46619 ergaben sich pECso-
Werte von 5.5 (mit Endothel) bzw. 5.5 (ohne Endothel). Nach Vorkontraktion mit KCI
ergab sich ein pECso-Wert von 5.5 an dem gleichen Gefal3 ohne Endothel. Keine Un-
terschiede zeigten sich zu mannlichen Ratten (Leung et al., 2005). Auch an der Rat-
tenaorta mit Endothel zeigte sich nach Vorkontraktion mit Phenylephrin ein pECso-
Wert von 5.4 (Bucci et al., 2002). Untersuchungen an der Koronararterie von Kanin-
chen ergaben nach Vorkontraktion von Geféalien mit Endothel mit KCI einen pECso-
Wert von 5.2 und einen Epac-Wert von 100 % (Lund et al., 2004). Auch an Koronarar-
terien des Schweins ohne Endothel sind vergleichbare Ergebnisse publiziert worden.
Nach Vorkontraktion mit U46619 wurde ein pECso-Wert von 4.5 berechnet (Teoh et
al., 1999), nach PGF,,-Kontraktion ergab sich ein pECso-Wert von 5.0. Keinen Unter-
schied ergab dazu eine Vorkontraktion mit KCI (Crews und Khalil, 1999). Vorkontrak-
tionen mit ET-1 ergaben Relaxationen mit pECso-Werten von 4.7 mit Endothel und
4.5 ohne Endothel (Leung et al., 2006).

In Analogie dazu ist auch die Hemmung der Kontraktion von Gefaldsegmenten nach
einer Vorinkubation mit E2 in der Literatur beschrieben. Vorinkubation der Koranarar-
terie des Schweins mit E2 verringerte die U46619-induzierte Kontraktion (Traupe et
al., 2007). Und auch die konzentrationsabhangige Hemmung der ET-1-, 5-HT- und
U46619-induzierten Kontraktion durch E2 konnte gezeigt werden (Teoh et al., 2000).
Analog dazu filhrte eine Inkubation mit E2 auch zur Hemmung des Ca®*-Einstroms
durch Membrandepolarisation mittels KCI (Freay et al., 1997).

Aufgrund dieser Datenlage wurde das Modell der Koronararterien des Schweins zur

Charakterisierung der Vasorelaxation durch E2 und SERMs verwendet.

4.3 Charakterisierung der vasorelaxierenden Effekte von 17 B-Estradiol

Wie unter 2.2.1.3 beschrieben, wurde die Kontraktion der Gefal3e in zahlreichen Ver-
suchen durch eine Erhéhung der extrazellularen K*-Konzentration ausgeldst. Dieses
fuhrt zu einer Depolarisation der Plasmamembran und in Folge zu einer Aktivierung
spannungsabhangiger Ca®*-Kanale. Dadurch wird ein Einstrom von extrazellularem
Ca’" hervorgerufen (Catterall et al., 2005; Katz, 1996; Moudgil et al., 2006). In ande-
ren Experimenten wurde die Kontraktion durch Stimulation von Prostanoid-TP-

Rezeptoren (Thromboxan A,-Rezeptoren) durch den Vasokonstriktor PGF,, ausge-
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l6st. Es konnte gezeigt werden, dass die TP-Rezeptor-vermittelte Kontraktion auf
einem Einstrom von extrazelluldarem Ca*" durch L-Typ-Ca®*-Kanale beruht (Tosun et
al., 1998). Die Applikation von E2 induzierte die Relaxation sowohl von Rezeptor-
unabhangig KClI-kontrahierten als auch von Rezeptor-abhangig PGF,4-kontrahierten
GefalRen. Darlber hinaus hemmte E2 die CaCly-induzierte Kontraktion nicht-
kompetitiv. In Gegenwart des L-Typ-Ca®*-Kanal-Aktivators (S)-(-)-Bay K 8644 wurde
die Konzentrations-Wirkungskurve von Ca*" nach links verschoben. Die Linksver-
schiebung dieser Ca®*-Kurve konnte mittels E2 konzentrationsabhangig gehemmt
werden. Wie vorausgegangene Studien an unterschiedlichen BlutgefélRen verschie-
dener Spezies zeigten, lieRen auch die Beobachtungen an der Koronararterie des
Schweins die Schlussfolgerung zu, dass E2 seine vasorelaxierende Wirkung tber
eine Hemmung des Ca**-Einstroms durch Inhibition von L-Typ-Ca**-Kanalen vermit-
telt (Diaz et al., 2004; Han et al., 1995; Leung et al., 2005; Salom et al., 2002). An
isolierten Muskelzellen der porcinen Koronararterie liel3 sich ebenfalls die Hemmung
des Einstroms von Ca*" aus dem Extrazellularraum durch E2 bestatigen (Murphy und
Khalil, 1999). Allerdings bleibt die vermitteinde Struktur weiterhin kontrovers disku-
tiert.

Dariiber hinaus verlauft die EZ2-induzierte Relaxation der Koronararterie des
Schweins Endothel-unabhangig (Moritz et al., 2007). Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Studien an der Rattenaorta (Abou-Mohamed et al., 2003; Bucci et
al., 2002; Woodman et al., 2004), aber in Ubereinstimmung zu Studien an der Hals-
schlagader und der Aorta des Kaninchens (Figtree et al., 1999; Salom et al., 2002),
an der Nierenarterie, der Koronararterie und der Mesenterialarterie der Ratte (Leung
et al., 2005; Shaw et al., 2000) und an der humanen Koronararterie (Miugge et al.,
1993). Folglich scheinen der E2-induzierten Vasorelaxation in Abhangigkeit von der
Art des Blutgefal3es und der Spezies sowohl Endothel-abhéngige als auch Endothel-
unabhanige Mechanismen zugrunde zu liegen (Orshal und Khalil, 2004). Dabei ist zu
beachten, dass pharmakologische Charakteristika bestimmter Blutgefal3e nicht
zwangslaufig Ubertragbar auf andere Blutgefal3e in anderen Spezies sind.
Ubereinstimmend mit den Forschungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen am Duo-
denum der Maus, an der Halsschlagader des Kaninchens, der Mesenterialarterie der
Ratte und der porcinen Koronararterie (Diaz et al., 2004; Salom et al., 2002; Shaw et
al., 2000; Teoh et al., 1999) zeigte der ER-Antagonist ICI 182,780 keinen Einfluss auf

den vasorelaxierenden Effekt von E2 an Koronararterien des Schweins mit und ohne
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Endothel. Dagegen konnte an der Rattenaorta eine Hemmung der E2-induzierten
Relaxation durch ICI 182,780 und damit eine Beteiligung klassischer ERs gezeigt
werden (Bucci et al., 2002).

In der Regel erreichte die Relaxation nach Applikation einer einzelnen E2-
Konzentration nach spatestens 120 min eine Plateauphase, so dass an diesen Or-
ganen kumulative Konzentrations-Wirkungskurven aufgenommen werden konnten
(Moritz et al., 2007). An der Koronararterie des Kaninchens erfolgte die Relaxation
dagegen schneller, so dass kumulative Konzentrations-Wirkungskurven tber einen
Zeitraum von 10 bis 15 min aufgenommen werden konnten (Figtree et al., 1999).
Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Relaxation durch E2 an Schweine-
koronararterien schon nach einer Waschung von 10 min vollstdndige Reversibilitat
aufweist (Moritz et al., 2006). Eine vollstdndige Reversibilitat konnte auch am Duo-
denum der Maus gezeigt werden (Diaz et al., 2004).

Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Raloxifen-induzierte
Relaxation der porcinen Koronararterie zumindest teilweise von der Aktivierung der
MAPK p38 abhangig ist (Moritz et al., 2006), wurde auch fir E2 die Beteiligung die-
ses Signalweges untersucht. In der Literatur ist die Aktivierung der MAPK p38 durch
E2, Raloxifen, Tamoxifen und Resveratrol in isolierten, humanen Endometriumzellen
und am isolierten Rattenherz beschrieben worden (Das et al., 2006; Seval et al.,
2006). Der Einfluss von E2, Verbindung 8, Raloxifen und Tamoxifen auf den Grad
der Phosphorylierung der MAPK p38 wurde nach 120 min ausgewertet, weil die Re-
laxationen dieser Verbindungen in funktionellen Untersuchungen zu diesem Zeit-
punkt als Maximaleffekte definiert und ausgewertet wurden. Die Western Blot-
Experimente zeigten 120 min nach der alleinigen Applikation von E2 oder der Appli-
kation von E2 nach einer PGFy4-Kontraktion einen Anstieg der phosphorylierten
Form der MAPK p38 an Koronararterien des Schweins mit und ohne Endothel (Mo-
ritz et al., 2007). Unter den gleichen experimentellen Bedingungen hatte die Kontrak-
tion mit PGF,q alleine keinen Einfluss auf das Ausmal’d phosphorylierter MAPK p38.
Eine erst kirzlich vertffentlichte Studie zeigt, dass PGF,4 an isolierten, glattmuskula-
ren Zellen der Schweinekoronararterie zu einer schnellen Aktivierung der MAPK p38
fuhrt. Maximalwerte werden spatestens nach 10 min erreicht, die Abnahme erfolgt
innerhalb von 60 min (Teng et al., 2005). Das Unvermdgen von PGF,,, die MAPK
p38 innerhalb von 120 min zu aktivieren, steht folglich in Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen dieser Studie. Unlangst konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der
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MAPK p38 fur eine Kardioprotektion wahrend der ischamischen Prakonditionierung
verantwortlich ist (Sanada et al., 2001). Unter ischamischer Prékonditionierung ver-
steht man kurze ischamische Perioden, die der anhaltenden Ischamie vorausgehen
und die die InfarktgréRe limitieren. Ferner konnte gezeigt werden, dass nicht die
ERK, sondern die MAPK p38 an der Modulation der Kontraktionskraft der glatten
Muskulatur beteiligt ist (Yamboliev et al., 2000). In funktionellen Untersuchungen
zeigten allerdings weder der MAPK p38-Inhibitor SB 203580 noch PD 98059, ein
Inhibitor der ERK1/2, einen Einfluss auf die Relaxation der porcinen Koronararterien
mit und ohne Endothel. Dagegen konnte eine Beteiligung der ERK1/2 an der Endo-
thel-abhangigen Vasorelaxation der Gebarmutterarterie des Schafs belegt werden
(Chen et al., 2004a). Auch eine Aktivierung mittels GPR30 durch E2 konnte in den
humanen Brustkrebszelllinien MCF-7 und SKBR3 nachgewiesen werden (Filardo et
al., 2000). Daruber hinaus wurde die Beteiligung der Phosphorylierung der ERK1/2
an der NO-Synthese in humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene belegt (Joy et
al., 2006). Ebenso fuhrte E2 in der humanen Brustarterie zu einer Aktivierung der
ERK1/2, wobei auch hier dessen Bedeutung noch nicht identifiziert werden konnte
(Haas et al., 2007).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass E2 durch die Hemmung des Ca*'-
Einstroms Uber spannungs- oder Rezeptor-abhangige L-Typ-Ca**-Kanale zu einer
vollstandig reversiblen Vasorelaxation von Koronararterien des Schweins fihrt. Die-
ser Effekt ist unabhangig von der Anwesenheit eines intakten Endothels. Ferner sind
ICI 182,780-sensitive Estrogenrezeptoren nicht an der Vasorelaxation beteiligt. Eine
Beteiligung von Pertussistoxin-sensitiven G-Protein-gekoppelten Rezeptoren konnte
nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnte auch eine direkte Beteiligung der MAPK
p38 und der ERK1/2 an der Vasorelaxation nicht belegt werden. Allerdings zeigt E2
eine signifikante Aktivierung der MAPK p38 zum Zeitpunkt seines maximalen relaxie-
renden Effekts. Um allerdings den Mechanismus der Aktivierung der MAPK p38 und
deren Rolle bei der Relaxation von Blutgefal3en zu untersuchen, sind weiterfiihrende

Untersuchungen notwendig.

4.4 Charakterisierung der vasorelaxierenden Effekte von Raloxifen

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der vasorelaxierende Effekt von Raloxifen
an der vorkontrahierten Koronararterie des Schweins untersucht. Die Kontraktion der
GefaRe wurde zum einen durch eine Erhéhung der extrazellularen K*-Konzentration
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mittels KCl und zum anderen durch Stimulation von Prostanoid-TP-Rezeptoren durch
die Zugabe von PGF,, ausgelost. Raloxifen war in der Lage, sowohl die Rezeptor-
unabhangige als auch die Rezeptor-abhangige Kontraktion zu hemmen wie auch
KCI- oder PGF,s-vorkontrahierte Gefal3e zu relaxieren. Raloxifen erwies sich dabei
10-fach potenter als E2 (Moritz et al., 2006). In einer anderen Studie wurde dartber
hinaus auch die Inhibition der Kontraktion durch U46619, 5-HT und Endothelin belegt
(Leung et al., 2007). Des Weiteren konnte Raloxifen, wie auch E2, eine CaCl,-
induzierte Kontraktion nicht-kompetitiv hemmen. In Gegenwart des L-Typ-Ca®*-
Kanal-Aktivators (S)-(—)-Bay K 8644 wurde die Konzentrations-Wirkungskurve von
Ca?* nach links verschoben. Die Linksverschiebung dieser Ca?*-Kurve konnte mittels
Raloxifen konzentrationsabhangig gehemmt werden. Diese Beobachtungen zeigen,
dass Raloxifen als Inhibitor von L-Typ-Ca®'-Kanalen an Koronararterien des
Schweins wirkt (Moritz et al., 2006). Die Ergebnisse stimmen mit denen vorausge-
gangener Studien an unterschiedlichen BlutgefalRen anderer Spezies, wie der Koro-
nararterie des Kaninchens, Pulmonararterien und -venen und Zerebral- und Nieren-
arterien von Ratten, Uberein (Figtree et al., 1999; Chan et al., 2005; Tsang et al.,
2004; Leung et al., 2005). Erst kirzlich bestétigte aul3erdem eine weitere Arbeits-
gruppe diese Ergebnisse auch an der porcinen Koronararterie (Leung et al., 2007).
Einen indirekten Beweis dafiir, dass der Einstrom von extrazellularem Ca** durch
Raloxifen in PGF,,-vorkontrahierten GefalRen gehemmt wird, lieferten auch Experi-
mente mit dem intrazellularen Ca**-Chelator BAPTA-AM. Die Raloxifen-induzierte
Vasorelaxation nach Vorkontraktion mit PGF,4 blieb in Gegenwart von BAPTA-AM
unverandert. Ferner konnte gezeigt werden, dass Raloxifen nicht in der Lage war, die
Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern zu inhibieren. Raloxifen fiihrte
nicht zu einer Hemmung von Koffein-induzierten, transienten Kontraktionen. Analog
dazu war Raloxifen nicht in der Lage, die Konzentration von Ca*" im sarkoplasmati-
schen Retikulum nach Koffein-Applikation in ventrikularen Myozyten des Meer-
schweinchens zu modifizieren (Liew et al., 2004). Folglich hat Raloxifen ebenso wie
E2 keinen Einfluss auf die Ca**-Freisetzung aus intrazellularen Speichern in der glat-
ten Muskulatur der Blutgefal3e (Kitazawa et al., 1997; Moritz et al., 2006). Die oben
beschriebenen Ergebnisse lassen vermuten, dass Raloxifen seinen vasorelaxieren-
den Effekt Uberwiegend durch eine Hemmung des Ca®*-Einstroms (iber die Zell-

membran vermittelt.
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Ferner sei erwahnt, dass die Raloxifen-induzierte Relaxation der Koronararterie des
Schweins Endothel-unabhangig verlauft (Moritz et al., 2006). Dies steht im Gegen-
satz zu einer Studie an Koronararterien des Kaninchens (Figtree et al., 1999), aber in
Ubereinstimmung zu Studien an Pulmonal-, Zerebral- und Nierenarterien der Ratte
(Chan et al., 2005; Tsang et al., 2004; Leung et al., 2005). Folglich scheinen der Ra-
loxifen-induzierten Vasorelaxation — analog zur E2-induzierten Dilatation — in Abh&n-
gigkeit von der Art des BlutgefalRes und der Spezies sowohl Endothel-abhangige als
auch -unabhangige Mechanismen zugrunde zu liegen. Besonders interessant ist in
diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass Tamoxifen neben einer langsamen
Dilatation auch eine Endothel-abhéngige Vasorelaxation an der Koronararterie des
Schweins induziert. Dieser Effekt wurde auch an Koronararterien des Kaninchens
belegt (Figtree et al., 2000).

Ubereinstimmend mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen an unterschiedli-
chen Tier- und GefalBmodellen (Bracamonte et al., 2002; Chan et al., 2005; Leung et
al., 2005; Tsang et al.,, 2004) zeigte der Estrogenrezeptor-Antagonist ICI 182,780
keinen Einfluss auf den vasorelaxierenden Effekt von Raloxifen an Koronararterien
des Schweins mit und ohne Endothel (Moritz et al., 2006). Interessanterweise erwies
sich an der Koronararterie des Kaninchens nur die Endothel-abhangige, nicht aber
die Endothel-unabhéangige Vasorelaxation durch Raloxifen als ICl 182,780-sensitiv
(Figtree et al., 1999). Dieser Effekt konnte auch bei E2 beobachtet werden (Bucci et
al., 2002). Die Unterschiede zwischen den Effekten von Raloxifen auf die Koronarar-
terien vom Schwein oder Kaninchen kénnen vermutlich vor allem auf Speziesunter-
schiede zurtickgefuhrt werden. Analog zur Raloxifen-induzierten Relaxation zeigte
ICI 182,780 auch bei der Dilatation der porcinen Koronararterie durch Tamoxifen kei-
nen Einfluss. Dies steht im Gegensatz zu Beobachtungen an der Koronararterie des
Kaninchens (Figtree et al., 2000).

An der Koronararterie des Schweins zeigten sich Unterschiede im zeitlichen Verlauf
der Relaxation durch Raloxifen verglichen mit der E2-induzierten Relaxation. In den
meisten Fallen erreichte die Relaxation nach Applikation einer einzelnen Raloxifen-
Konzentration auch nach 120 min keine Plateauphase (Moritz et al., 2006). Das glei-
che Phanomen zeigte sich bei Tamoxifen. Aus diesem Grund war es nicht moglich,
an der Koronararterie des Schweins Konzentrations-Wirkungskurven fur Raloxifen
bzw. Tamoxifen aufzunehmen. Eine andere Studie konnte dagegen an ET-1-

vorkontrahierten Koronararterien des Schweins eine Relaxation durch Raloxifen zei-
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gen, die bereits innerhalb weniger Minuten einen Maximaleffekt erzielte und damit
die Aufnahme von Konzentrations-Wirkungskurven ermdglichte (Leung et al., 2007).
Auch an der Kaninchenkoronararterie erfolgte die Vasorelaxation durch Raloxifen
wesentlich schneller, so dass an diesen Organen ebenfalls kumulative Konzentrati-
ons-Wirkungskurven in einem Zeitraum von 90 min durchgefihrt werden konnten
(Figtree et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die Relaxation
durch Raloxifen an Schweine- (Moritz et al., 2006) wie auch an Kaninchen-
Koronararterie (Figtree et al., 1999) selbst nach wiederholten Waschungen nicht voll-
standig reversibel ist. Eine langsame Diffusion von Arzneistoffen dieser Substanz-
klasse aus der Rezeptor-Biophase ist auch aus Klinischer Sicht bekannt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Tamoxifen-Konzentration im Brustkrebsgewebe wesentlich
hoher als im Serum ist (Kisanga et al., 2004). Der langsame Anstieg und die lange
Wirkdauer von Raloxifen, die sich an der Koronararterie des Schweins zeigten, konn-
ten vorteilhaft fur die Langzeittherapie von kardiovaskularen Erkrankungen sein. Dies
misste allerdings in ergdnzenden Studien nachgewiesen werden. In diesem Zu-
sammenhang sei nochmals betont, dass die E2-induzierte Relaxation im Gegensatz
zu Raloxifen innerhalb von 120 min eine Plateauphase erreichte und dartiber hinaus
bereits nach einer Waschphase von 10 min vollstandige Reversibilitat zeigte.
Western Blot-Experimente zeigten 120 min nach der Applikation von Raloxifen oder
der Applikation von Raloxifen nach PGF,4-Kontraktion einen Anstieg der phosphory-
lierten Form der MAPK p38 an Koronararterien des Schweins mit und ohne Endothel
(Moritz et al., 2006). Zu den gleichen Ergebnissen flihrten Experimente mit Tamoxi-
fen. Unter identischen experimentellen Bedingungen flihrte die Kontraktion mit PGFq4
alleine zu keiner Aktivierung der MAPK p38. Unlangst wurde bewiesen, dass die Ak-
tivierung dieser Kinase fir eine Kardioprotektion wahrend der ischdmischen Préakon-
ditionierung verantwortlich ist (Sanada et al., 2001). Mit Ausnahme der Beteiligung
der MAPK p38 an der Adenosinrezeptor-vermittelten Relaxation der Schweinekoro-
nararterie (Teng et al.,, 2005) gab es bisher keine Beweise fir die Beteiligung der
dieser Kinase an der Endothel-unabhéngigen Vasodilatation. Allerdings konnte in
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass SB 203580 die Raloxifen-induzierte Re-
laxation an der Koronararterie des Schweins Endothel-unabhangig hemmt (Moritz et
al., 2006). Die Beobachtung, dass SB 203580 nicht in der Lage war, die Raloxifen-

induzierte Relaxation an Koronararterien des Schweins mit intaktem Endothel eben-
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falls signifikant zu hemmen, lasst darauf schliel3en, dass weitere Signalwege an der
Relaxation beteiligt sind. Erwédhnenswert ist auf3erdem, dass die ERK1/2 weder an
Schweinekoronararterien mit noch ohne Endothel an der Raloxifen-induzierten Rela-
xation beteiligt war. Die Tamoxifen-induzierte Relaxation dagegen wurde weder
durch einen Inhibitor der MAPK p38 noch der ERK1/2 beeinflusst. Erst kirzlich konn-
te an ischdmischen Herzen von Hunden gezeigt werden, dass Raloxifen die koronare
Perfusion, die Kontraktilitdt des Herzmuskels und den myokardialen Metabolismus
verbessert (Ogita et al., 2004). Auch die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Ra-
loxifen beziglich humaner kardiovaskularer Erkrankungen protektiv wirken kénnte.

Es lasst sich zusammenfassen, dass Raloxifen in der Lage ist, Koronararterien des
Schweins durch die Hemmung des Ca®*-Einstroms durch spannungs- oder Rezeptor-
abhangige L-Typ-Ca®*-Kanale zu relaxieren. Dagegen vermag Raloxifen nicht, die
Freisetzung von Ca®" aus intrazellularen Speichern zu hemmen. Dieser Effekt ist un-
abhangig von der Anwesenheit eines intakten Endothels. Ferner sind ICI 182,780-
sensitive Estrogenrezeptoren nicht an der Vasorelaxation beteiligt. Dartiber hinaus
konnte erstmals bewiesen werden, dass die Raloxifen-induzierte Relaxation der Ko-
ronararterie des Schweins zumindest teilweise von der Aktivierung des MAPK-
Signalwegs abhangig ist. Jingst wurde gezeigt, dass Raloxifen an isolierten, huma-
nen Endometriumzellen nicht-genomisch zu einer Aktivierung der MAPK p38 flhrt
(Seval et al., 2006). Allerdings sind noch weiterfiihrende Untersuchungen notwendig,
um den Mechanismus der Aktivierung der MAPK p38 und die Rolle dieser Aktivie-

rung an der Relaxation von Blutgefal3en aufzuklaren.

4.5 Charakterisierung der vasorelaxierenden Effekte von 1,2-Diaryl-

ethylendiaminen

N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine stellen eine Verbin-
dungsklasse dar, die strukturell mit Estrogenen und SERMs verwandt ist. Besonders
hoch ist die strukturelle Ahnlichkeit zu HEX aufgrund des Fehlens der Styren-
Doppelbindung und zu Tamoxifen durch die Anwesenheit des Diarylalkan-
/Diarylalken-Grundgerists. Da sich in der Reihe der getesteten Verbindungen die
vasodilatatorischen Potenzen der d,I-Verbindungen signifikant von denen ihrer kor-
respondierenden meso-Verbindungen an Ringen der Schweinekoronararterie unter-
scheiden, ist die Relaxation der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamine folglich abhangig von deren Stereochemie (Moritz et al., 2007).

100



Diskussion

Interessanterweise zeigen die d,l-Stereoisomere eine hohere agonistische Potenz als
ihre korrespondierenden meso-Verbindungen in Bezug auf die Vasorelaxation der
Blutgefalle. Dagegen weisen die meso-Verbindungen eine héhere ER-Affinitat auf
(Gust et al., 1995; von Angerer, 1982). Dies spricht folglich gegen eine Beteiligung
klassischer ERs an der Vasorelaxation durch diese Verbindungen. DarUber hinaus
zeigten nur solche Verbindungen der d,I-Reihe eine signifikante Vasorelaxation, de-
ren basische Stickstoffe mit Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder Butyl-Gruppen substituiert
waren (Moritz et al., 2007). Keinen Einfluss auf die Vasorelaxation der Arterien-
segmente der Schweinekoronararterie hatte die An- oder Abwesenheit eines intakten
Endothels (Moritz et al., 2007). Dies steht damit in Ubereinstimmung zu den vasore-
laxierenden Effekten von E2, Tamoxifen und Raloxifen am gleichen Gefal3 (Salas et
al., 1994; Hutchison et al., 2001; Leung et al., 2007; Moritz et al., 2006). Als poten-
teste Verbindung erwies sich die Verbindung 8, die an beiden basischen Stickstoff-
atomen mit Propyl-Gruppen substituiert ist. Die vasorelaxierende, agonistische Po-
tenz von Verbindung 8 war etwa 12—-15-fach héher als die von E2. Der vasorelaxie-
rende Effekt von Verbindung 8 konnte nicht durch ICI 182,780 beeinflusst werden
(Moritz et al., 2007). Klassische, ICI 182,780-sensitive Estrogenrezeptoren waren
demnach nicht an der Vasorelaxation durch Verbindung 8 beteiligt. Eine Inkubation
der Gefallsegmente mit Verbindung 8 fiihrte zu einer konzentrationsabhéngigen
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve von Ca®*. Daneben wurde
aulRerdem der maximale kontraktile Effekt von Ca®" reduziert. Die Hemmung der
Ca?*-Kontraktion konnte durch ICI 182,780 nicht beeinflusst werden (Moritz et al.,
2007). Auch dies steht in Ubereinstimmung zu den Beobachtungen der vasorelaxie-
renden Effekte von E2 und Raloxifen an der Koronararterie des Schweins (Teoh et
al., 1999; Leung et al., 2007; Moritz et al., 2006). Wie im Falle der E2-induzierten Va-
sorelaxation, scheint auch der Vasorelaxation durch Verbindung 8 ein nicht-
genomischer Signalmechanismus zugrunde zu liegen. Die Beobachtung, dass Ver-
bindung 8 nicht-kompetitiv die Ca**-induzierte Kontraktion im depolarisierenden Me-
dium inhibierte, lasst den Schluss zu, dass diese Verbindung ihren relaxierenden
Effekt an Schweinekoronararterien ebenfalls (iber einen Ca**-antagonistischen Me-
chanismus ausibt. Einen weiteren Beleg fur eine Hemmung von extrazellularen
Ca?*-Kanélen lieferten Experimente mit dem L-Typ-Ca®*-Kanal-Aktivator (S)-(-)-Bay
K 8644. Die von (S)-(-)-Bay K 8644 verursachte Linksverschiebung der Konzentrati-

ons-Wirkungskurve von Ca?* konnte durch Verbindung 8 konzentrationsabhéngig
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gehemmt werden (Moritz et al., 2007). Ein Ca**-antagonistischer Effekt konnte eben-
falls fur E2 und Raloxifen an Koronararterien des Kaninchens und des Schweins
nachgewiesen werden (Jiang et al., 1991; Figtree et al., 1999; Leung et al., 2007;
Moritz et al., 2006). Um aber die Ca?*-antagonistische Wirkung von Verbindung 8
eindeutig nachweisen zu kdnnen, sind in weiterfihrenden Studien elektrophysiologi-
sche Aufnahmen des Ca?'-Einstroms durch spannungsabhéngige Ca?*-Kanéle not-
wendig.

Verbindungen, die in der Lage sind, Blutgefal3e zu relaxieren, die mit einer mafiigen
Anhebung der extrazellularen K*-Konzentration (z. B. 30 mM) vorkontrahiert wurden,
werden als potentielle K*-Kanal-Offner betrachtet (Nelson und Quayle, 1995). Es
konnte gezeigt werden, dass auch K*-Kanéle an den vasorelaxierenden Effekten der
Estrogene an Koronararterien des Schweins beteiligt sind (White et al., 1995). In der
glatten Muskulatur der Arterien existieren verschiedene K'-Kanal-Subtypen. Be-
schrieben sind spannungsabhangige, Ca?*-aktivierte (BKc,) und ATP-sensitive K*-
Kanale (Hirst und Edwards, 1989; Nelson und Quayle, 1995). Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde gezeigt, dass die Vasorelaxation durch Verbindung 8 nicht durch eine Zu-
nahme des K*-Effluxes durch Ca®*-aktivierte K*-Kanale hoher Leitfahigkeit (BKca),
durch ATP-sensitive K'-Kandle (Karp) oder durch spannungsabhingige K*-Kanale
(Kyv) vermittelt wird. Experimente mit Inhibitoren zeigten, dass weder der BKc,- und
Kyv-Kanal-Inhibitor TEA noch der selektive Ky-Kanal-Inhibitor 4-AP noch der Karp-
Kanal-Inhibitor Glibenclamid in der Lage sind, die Relaxation durch Verbindung 8 zu
hemmen (Moritz et al., 2007). Die Tatsache, dass Glibenclamid die KCl-induzierte
Vorkontraktion reduziert, ist darauf zurtickzufiihren, dass Glibenclamid selbst einen
hemmenden Einfluss auf den Ca*-Einstrom durch Ca®*-Kanéle besitzt (Chan et al.,
2000).

Der zeitliche Verlauf der Vasorelaxation der Koronararterie des Schweins durch N,N’-
Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine war vergleichbar mit dem
Verlauf der Relaxation durch E2. In der Regel zeigten Relaxationen durch eine ein-
zelne Konzentration der N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendi-
amine das Erreichen einer Plateauphase innerhalb von 120 min. Allerdings waren
Relaxationen durch N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine
im Gegensatz zu E2, aber in Ubereinstimmung mit Raloxifen und Tamoxifen auch
nach wiederholten Waschphasen der behandelten Arteriensegmente nicht reversibel
(Moritz et al., 2007).
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Experimente, die die Beteiligung von Signalwegen der Vasorelaxation durch Verbin-
dung 8 untersuchten, zeigten, dass weder die Adenylylcyclase, die Guanylylcyclase,
die Proteinkinase A noch die Proteinkinase G beteiligt sind (Moritz et al., 2007). Dies
ist teilweise fur den vasorelaxierenden Effekt von E2 an der Schweinekoronararterie
beschrieben worden, der ebenfalls nicht durch die Inhibitoren der Guanylylcyclase
und der Proteinkinase A beeinflusst werden konnte (Keung et al., 2005). Aber im
Gegensatz zu der Vasorelaxation durch Verbindung 8 waren die Adenylylcyclase und
die Proteinkinase G an der E2-induzierten Dilatation in diesem Gewebe beteiligt
(Keung et al., 2005).

Da gezeigt werden konnte, dass die Raloxifen-induzierte Relaxation der Koronararte-
rie des Schweins zumindest teilweise von der Aktivierung der MAPK p38 abhéngig
ist, wurde auch fur die Verbindung 8 eine Beteiligung dieses Signalweges untersucht.
Raloxifen wurde dabei als Referenz verwendet. In der Literatur ist die Aktivierung der
MAPK p38 durch E2, Raloxifen, Tamoxifen und Resveratrol in isolierten, humanen
Endometriumzellen und am isolierten Rattenherz beschrieben worden (Das et al.,
2006; Seval et al., 2006). In diesem Zusammenhang wurde das Vermdgen von E2
und Tamoxifen hinsichtlich der Aktivierung der MAPK p38 untersucht, weil vermutet
wurde, dass die Wirkungsmechanismen dieser Verbindungen alle den gleichen zellu-
laren Mechanismen an der Schweinekoronararterie unterliegen. Interessanterweise
fuhrte im Gegensatz zu Raloxifen, Tamoxifen und E2 die alleinige Inkubation mit
Verbindung 8 oder Verbindung 8 appliziert nach Vorkontraktion mit PGF,4 nicht zu
einer Aktivierung des p38-Signalweges (Moritz et al., 2007). Dementsprechend zeig-
ten die Western Blot-Untersuchungen keinen Anstieg der phosphorylierten Form der
MAPK p38 nach einer 120-mindtigen Inkubation der Segmente der Schweinekoro-
nararterie mit Verbindung 8 alleine oder nach Vorkontraktion der Gefalde mit PGF,q.
Der Einfluss von Verbindung 8, E2, Raloxifen und Tamoxifen auf den Grad der
Phosphorylierung der MAPK p38 wurde nach 120 min ausgewertet, weil Relaxati-
onsversuche dieser Verbindungen zu diesem Zeitpunkt ausgewertet wurden. Dieses
Ergebnis war unabhéngig von der An- oder Abwesenheit eines intakten Endothels.
Ubereinstimmende Resultate lieferten dazu auch funktionelle Untersuchungen: We-
der der MAPK-p38-Inhibitor SB 203580 noch der ERK1/2-Kinase-Inhibitor PD 98059
konnten die Relaxation durch Verbindung 8 beeinflussen (Moritz et al., 2007).

Es lasst sich zusammenfassen, dass Verbindung 8 zu einer Vasorelaxation von

Schweinekoronararterien fuhrt. Die agonistische Potenz liegt dabei etwa um das
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12-15-fache Uber der von E2. Die Relaxation der glatten Muskelzellen von Koronar-
arterien wird dabei offensichtlich durch eine Hemmung des Ca**-Influx durch L-Typ-
Ca?*-Kanéle vermittelt. Diese Wirkung ist nicht-genomisch, unabhéngig von einem
intakten Endothel und ICI 182,780-sensitiven Estrogenrezeptoren. K*-Kanéle spielen
bei der Vermittlung des vasorelaxierenden Effekts keine Rolle. Interessanterweise
fuhrt Verbindung 8 im Gegensatz zu E2, Raloxifen und Tamoxifen nicht zu einer Ak-
tivierung der MAPK p38

Da Verbindungen, die zu einer Vasorelaxation der Koronararterien fihren kénnen,
potentiell gegen kardiovaskulare Erkrankungen eingesetzt werden kdnnten, wéren
weitere Studien erforderlich, die einen protektiven Effekt von Verbindung 8 untersu-

chen.

4.5.1  Strukturelle Abwandlungen der 1,2-Diarylethyl  endiamine

Der Vergleich strukturell verwandter 1,2-Diarylethylendiamine und verschiedener N-
Alkyl-2,6-dichlor-4-hydroxybenzylamine als strukturelle Bestandteile mit den ein-
gangs beschriebenen N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiami-
nen zeigt ein uneinheitliches Bild. So fuhrt beispielsweise die Entfernung der Chlor-
substituenten aus Verbindung 8 zur unwirksamen Verbindung VN 142. Substitution
der Propylgruppen aus Verbindung VN 142 durch Isopropylgruppen bewirkt dagegen
wiederum einen vasorelaxierenden Effekt der Verbindung VN 143.

Auch die Bedeutung der Anzahl der Alkylketten lieferte in Bezug auf die vasorelaxie-
rende Potenz ein widersprichliches Ergebnis. Wahrend die Entfernung einer Alkyl-
kette zu einem Anstieg der vasorelaxierenden Potenz der meso-Verbindung 5 fuhrt
(VN 424), wurde die von der d,l-Verbindung 6 vermindert (VN 439).

Die Methylierung beider phenolischer Hydroxylgruppen von Verbindung 4 zeigt inte-
ressanterweise eine besonders potente vasodilatatorische Wirkung (V 75 — d,l). Da-
gegen fuhrt die Einfihrung vom Methylgruppen in die potente Verbindung 6 zu einem
vollstandigen Verlust der vasorelaxierenden Potenz (A 61 — d,l).

Aufgrund dieser Widerspruchlichkeiten und des unvollstdndigen Vorliegens der ge-
testeten Verbindungen lassen sich bei diesen Verbindungen keinerlei Struktur-
Wirkungs-Beziehungen ableiten. Die Synthese und Testung der fehlenden Verbin-
dungen kdnnte an dieser Stelle aber weitere Erkenntnisse liefern. Insbesondere die

Untersuchung des Wirkmechanismus der Vasorelaxation durch die methoxylierte
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Verbindung V 75 — d,| ist dabei von Interesse, weil die fur die Wirkung am ER ver-
antwortlichen Hydroxylfunktionen nicht zur Verfiigung stehen.

4.6 Bedeutung des GPR30 fir akute, estrogene Effekt e

Die Modelle fur die Vermittlung akuter, estrogener Effekte kdnnen in zwei grol3e
Gruppen von ERs eingeteilt werden. Die eine Gruppe favorisiert die klassischen ERs
a und B als Vermittler schneller, membranvermittelter Ereignisse. Zum einen wird die
Lokalisierung klassischer ERs an der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran
durch Palmitoylierung (Acconcia et al., 2004; Li et al., 2003) bzw. Phosphorylierung
(Balasenthil et al., 2004; Wang et al., 2002) beschrieben. Zum anderen wird die Be-
teiligung von Adapterproteinen wie Shc (Evinger und Levin, 2005) und MNAR (Boo-
nyaratanakornkit und Edwards, 2004; Greger et al., 2007) beschrieben, die zur Re-
krutierung des ERa an die Zellmembran und insbesondere an Caveolae fuhrt. Postu-
liert wird die Einleitung von Signalkaskaden durch Assoziation mit Strukturen der
Zellmembranen wie G-Proteine, Caveoline und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Hewitt et
al., 2005). Darliber hinaus wird in der Literatur eine kontroverse Diskussion dartber
gefuhrt, welche Moleklle beteiligt sind und welche Signalkaskaden ablaufen. Im
zweiten Modell wird angenommen, dass nicht die klassischen, nuklearen ERs a oder
B, sondern andere membransténdige, estrogenbindende Proteine an der Vermittlung
dieser estrogenen Effekte beteiligt sind (Hewitt et al., 2005). In der Literatur werden
dafur unter anderem Rezeptoren von Wachstumsfaktoren und auch der G-Protein-
gekoppelte Rezeptor GPR30 diskutiert (Prossnitz et al., 2007). Eine Phosphorylie-
rung der ERK 1/2 durch die Aktivierung des GPR30 konnte fur E2, Tamoxifen und ICI
182,780, nicht aber fur 17a-Estradiol nachgewiesen werden (Filardo et al., 2000).
Dieser Effekt wird Uber Pertussistoxin (PTX)-sensitive Signalkaskaden vermittelt, was
eine Beteiligung von Gj,-heterotrimeren G-Proteinen anzeigt. PTX hemmt aus-
schlie3lich Gqi-Einheiten inhibitorischer G-Proteine, indem es die ADP-Ribosylierung
eines Cystein-Restes an Position 4 des C-Terminus der meisten Gq-Untereinheiten
der Gj-Familie katalysiert. Somit wird der Austausch von GDP durch GTP verhindert
und eine Kopplung von Rezeptor und G-Protein unmoglich gemacht (Fields und Ca-
sey, 1997).
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Neben nicht-genomischen Effekten konnten erst kirzlich auch genomische, das
Zellwachstum von Mamma-, Endometrium-, Ovarial- und Schilddriisentumoren for-
dernde Effekte durch den GPR30 beobachtet werden (Albanito et al., 2007).

Analog zu ihren estrogenen Eigenschaften weisen die physiologischen Estrogene
entsprechende Affinitaten zum GPR30 auf. E2 besitzt eine hohe, Estriol und Estron
eine geringere Affinitat zu diesem Rezeptor. Dariiber hinaus zeigen auch Tamoxifen
und ICI 182,780 eine hohe Affinitat (Thomas et al., 2005). Widersprichlich diskutiert
wird neben der Bedeutung dieses Rezeptors auch seine Lokalisierung. Sowohl in der
Plasmamembran (Thomas et al., 2005) als auch in der Membran des Endoplasmati-
schen Retikulums (Revankar et al., 2005) konnte der GPR30 nachgewiesen werden.
Mit der Lokalisierung des Rezeptors in der Membran des Endoplasmatischen Retiku-
lums kénnten zwar einerseits viele physiologische Effekte von Estrogenen, nicht aber
die schnellen, zellmembranvermittelten Effekte erklart werden (Hewitt et al., 2005).
Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass nicht vollstandig geklart ist, wie
GPCRs ihren Syntheseort, das Endoplasmatische Retikulum, verlassen und zur
Zellmembran gelangen (Terrillon und Bouvier, 2004).

Nachgewiesen wurde der GPR30 in zahlreichen humanen Geweben wie Nerven,
Plazenta, Herz, Ovarien, Prostata, Leber, Gefal3epithel, Lymphknoten, Saphenave-
nen, Brustarterien und Brustkrebs (Thomas et al., 2005; Haas et al., 2007). Sowohl in
humanen als auch in porcinen Koronararterien wurde GPR30 bisher nicht nachge-
wiesen. Auch eine Beteiligung an der vasorelaxierenden Wirkung von Estrogenen
konnte bisher nicht erbracht werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Expression
des GPR30 in der Schweinekoronararterie mittels Western Blot-Experimenten erst-
mals gezeigt werden. Allerdings war es nicht moglich, eine Beteiligung dieses Re-
zeptors an der Estrogen- und SERM-induzierten Vasorelaxation zu bestétigen. PTX
beeinflusste selbst in unterschiedlichen Konzentrationen die Dilatation durch E2 und
Verbindung 8 nicht. An humanen, koronaren Arteriolen konnte gezeigt werden, dass
PTX in einer Konzentration von 100 ng/ml nach einer Inkubationszeit von 60 bis 90
min zu einer Hemmung von Gj-Proteinen fiihrt (Bosnjak et al., 2003). Auch an der
Aorta vom Kaninchen fuhrte eine zweistindige Inkubation mit PTX (250 ng/ml) zu
einer Hemmung dieser Proteine (Mukhopadhyay et al., 2002).

Im Vergleich der unterschiedlichen Modelle zeigt sich, dass die Bedeutung des
ER0/ERB und des GPR30 in der Vermittlung akuter Effekte durch E2 und SERMs

weiterhin unklar bleibt und widersprichlich diskutiert wird. Zu der Komplexitat der
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Diskussion

diskutierten Mechanismen und beteiligten Strukturen tragt bei, dass die vielfaltigen
nicht-genomischen Estrogenwirkungen an &uf3erst unterschiedlichen biologischen
Modellen und mit génzlich verschiedenen Methoden untersucht wurden. Zur Klarung
dieser Diskussion wirde die Bestimmung der physiologischen Rolle dieses potentiel-
len Mediators estrogener Effekte beitragen. Entscheidend ist auch die Frage, ob
dessen akute Effekte an genomische Effekte nuklearer ERs gekoppelt sind.

4.7 Vergleich der Effekte von 17 B-Estradiol und SERMs

Obwohl sich die vasorelaxierenden Effekte von E2 und den therapeutisch verwende-
ten SERMs Raloxifen und Tamoxifen wie auch die Effekte von Verbindung 8 in wei-
ten Teilen ahneln, wurden im Rahmen dieser Arbeit doch auch erhebliche Unter-
schiede in deren Wirkungen erkennbar. So fuhren alle getesteten Verbindungen zu
einer Vasorelaxation, die im Wesentlichen auf eine Hemmung von L-Typ-Ca?*-
Kanalen zurtickzufuhren ist. Dartiber hinaus kann auch fir alle Verbindungen eine
Beteiligung von ICI 182,780-sensitiven ERs an der Koronararterie des Schweins
ausgeschlossen werden. Obwohl fur die vasorelaxierenden Effekte von E2, Raloxifen
und Verbindung 8 eine Beteiligung des Endothels ausgeschlossen werden konnte,
zeigt Tamoxifen eine Dilatation, die zumindest teilweise auf der Aktivierung der
eNOS beruht. Einen weiteren Unterschied liefert die Mitwirkung der MAPK p38 an
der Relaxation. Die Hemmung der MAPK p38 beeinflusst lediglich die Raloxifen-
induzierte Relaxation an Segmenten der porcinen Koronararterie ohne Endothel. In
diesem Zusammenhang zeigt sich noch ein weiterer bedeutender Unterschied: Wah-
rend sowohl E2 als auch Raloxifen und Tamoxifen zu einer Phosphorylierung der
MAPK p38 fuihren, bleibt Verbindung 8 diesbeztiglich ohne Wirkung.

Es lasst sich festhalten, dass die Mechanismen, die der E2- oder SERM-induzierten

Vasorelaxation zugrunde liegen, nicht vereinheitlicht werden kénnen.

4.8 Ausblick: Therapeutische Verwendung von 17  B-Estradiol und

SERMs
Zu den therapeutischen Zielen eines optimalen SERMs gehdéren die Linderung Kli-
makterischer Beschwerden und die Vermeidung von Osteoporose-bedingten Kno-

chenbriichen, ohne dabei negative Auswirkungen auf das Brust- und Endometrium-

gewebe zu zeigen. Im Hinblick auf das kardiovaskulare System missen dariber hin-
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aus negative Einflisse vermieden, im gunstigsten Fall sollte ein protektiver Effekt
ausgeubt werden. Da klinische Studien bislang keinen kardiovaskularen Benefit fur
SERMs belegen konnten, aber auch die Bedeutung des arteriosklerotischen Zu-
stands und damit die Bedeutung des Therapiebeginns nicht eindeutig geklart werden
konnten, ist es von erheblicher Bedeutung, die Mechanismen zu identifizieren, die
der Vasorelaxation und damit der potentiellen kardiovaskularen Protektion zugrunde
liegen. Nach den vorliegenden Ergebnissen ist es dariiber hinaus entscheidend, die
vaskularen Effekte von Estrogenen und SERMs nicht zu vereinheitlichen und als
Klasseneffekte zu beurteilen. Vielmehr missen die unterschiedlichen Wirkqualitaten
bestimmt und deren Bedeutung fur die Kardioprotektion definiert werden. Weiterhin
ist es von grol3em Interesse, die Estrogen- und SERM-bindenden Strukturen zu iden-
tifizieren, die die nicht-genomischen Effekte vermitteln. In diesem Zusammenhang
wére es interessant, eine mogliche Beteiligung des GPR30 naher zu untersuchen.
Auch die Verwendung des ersten, spezifischen GPR30-Agonisten G-1 (Bologa et al.,
2006) konnte durch Vergleich der Signalwege hiertiber Aufschluss geben. Aul3erdem
ware die Untersuchung der Vasorelaxation der auf3erst potenten, vasorelaxierenden
Verbindung V 75 — d,| aufschlussreich, da in dieser Verbindung beide phenolischen
Hydroxylfunktionen nicht fir Wasserstoffbriickenbindungen zur Verfigung stehen,
die zumindest fir eine Aktivierung klassischer Estrogenrezeptoren verantwortlich
sind.

Wenn die Bedeutungen der beteiligten Strukturen von Signalkaskaden der Vasorela-
xation eindeutig bestimmt sind, kdnnen diese Erkenntnisse auch fir die Beurteilung
der neuen, in klinischen Studien befindlichen SERMs (Idoxifen, Droloxifen, Ospemi-
fen, Arzoxifen, Acolbifen, Levormeloxifen, Lasofoxifen, Bazedoxifen und HMR 3339)
herangezogen werden (Vogelvang et al., 2006). Méglicherweise kénnen dann Aus-
sagen Uber ein zu erwartendes Risiko vendser Thromboembolien oder aber eine po-

tentielle Kardioprotektion dieser Verbindungen getroffen werden.

108



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung
Kardiovaskulare Erkrankungen gehodren zu den haufigsten und kostspieligsten

Krankheiten in den westlichen Industrienationen und gelten in diesen Landern als
Haupttodesursache. Die Tatsache, dass sich koronare Herzerkrankungen (KHK) bei
Frauen erst durchschnittlich zehn Jahre spéater manifestieren als bei Mannern, und
die Beobachtung, dass das Risiko koronarer Herzerkrankungen bei postmeno-
pausalen Frauen im Vergleich zu pramenopausalen Frauen deutlich ansteigt, weist
darauf hin, dass Estrogene méglicherweise kardioprotektiv sein konnten. Uber einen
Zeitraum von etwa 20 Jahren galt die Hormonersatztherapie (HRT) als protektiv ge-
gen koronare Herzerkrankungen. Zunachst konnte in Tierversuchs- und in Beobach-
tungsstudien ein kardiovaskuléarer Nutzen der HRT nach der Menopause nachgewie-
sen werden. In jungster Zeit ist allerdings die HRT durch die Ergebnisse randomisier-
ter, placebokontrollierter klinischer Studien in Frage gestellt worden. Ein kardiopro-
tektiver Effekt lield sich nicht bestatigen. Als Folge dieser Studien ist das Interesse an
den kardiovaskularen Effekten selektiver Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMSs) als
Alternative zur HRT erheblich gestiegen. SERMs, wie z.B. Raloxifen, sind Substan-
zen, die gewebespezifisch estrogene oder antiestrogene Wirkung zeigen. Die N,N’-
Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamine, die neben Raloxifen in
der vorliegenden Arbeit untersucht werden sollten, sind aus struktureller Sicht dem
SERM Tamoxifen, aber auch verschiedenen Estrogenen sehr &hnlich und kdnnten
selbst SERM-Charakteristika aufweisen. Da zu den therapeutischen Zielen eines op-
timalen SERMs neben der Linderung klimakterischer Beschwerden und der Vermei-
dung von Osteoporose-bedingten Knochenbriichen auch ein mdglichst protektiver
Einfluss auf das kardiovaskuldre System gehort, sollten die vasorelaxierenden Ei-
genschaften als nicht-genomischer Effekt dieser Substanzklasse am Modell der
Schweinekoronararterie untersucht und mit den Effekten von E2 verglichen werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die vasorelaxierenden Eigenschaften insbesonde-
re von Raloxifen und d,I-N,N’-Dipropyl-1,2-bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylen-
diamin (Verbindung 8) charakterisiert. Beide Verbindungen filhren an KCI- oder
PGF,q-vorkontrahierten Gefal3en zu einer nicht-reversiblen, Endothel-unabhangigen,
konzentrationsabhangigen Vasodilatation, die nicht durch den Estrogenrezeptor-
Antagonisten ICI 182,780 gehemmt werden kann. Sie sind wie auch E2 in der Lage,
eine CaCl,-induzierte Kontraktion nicht-kompetitiv zu inhibieren. Darlber hinaus
hemmen E2, Raloxifen und Verbindung 8 die Wirkung des L-Typ-Ca®*-Kanal-
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Aktivators (S)-(-)-Bay K 8644. Damit kann die Vasorelaxation durch diese Verbin-
dungen im Wesentlichen auf eine Hemmung von L-Typ-Ca?*-Kanélen zuriickgefiihrt
werden.

Trotz zahlreicher Gemeinsamkeiten weisen Raloxifen und Verbindung 8 einen er-
heblichen Unterschied in Bezug auf die Beteiligung der Mitogen-aktivierten Protein-
kinase (MAPK) p38 auf. Die Hemmung der MAPK p38 beeinflusst lediglich die Ra-
loxifen-induzierte Relaxation, nicht aber die Relaxation durch Verbindung 8. Analog
dazu zeigt nur Raloxifen, nicht aber Verbindung 8 eine Phosphorylierung der MAPK
p38.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist es nicht moglich, die Wirkmechanismen der
SERMs zu vereinheitlichen. Vielmehr missen die unterschiedlichen Wirkqualitaten
bestimmt und deren Bedeutung fir die Kardioprotektion definiert werden, um Aus-
sagen Uber ein zu erwartendes Risiko vendser Thromboembolien oder aber eine po-

tentielle Kardioprotektion dieser Verbindungen treffen zu kbénnen.
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Zusammenfassung

6 Summary

Coronary heart diseases are the most common and expensive disorders and are
considered as the leading cause of death in women in western industrialized coun-
tries. The fact that coronary heart disease on average manifests a decade later in
women compared to men and the observation that the incidence of coronary heart
disease events in postmenopausal women increases dramatically compared to pre-
menopausal women suggests that hormones might be cardioprotective. For two dec-
ades, hormone replacement therapy (HRT) was thought to possess a protective ef-
fect against coronary heart disease. Initially, animal and observational studies have
shown beneficial cardiovascular effects of HRT after the menopause. The potential
cardiovascular benefits of hormone replacement therapy, however, have recently
been questioned on the basis of findings from randomized, placebo-controlled clinical
studies, since a benefit could not be shown. Consequently, the outcomes of these
studies have aroused increasing interest in cardiovascular effects of selective estro-
gen receptor modulators (SERMs) as an alternative to HRT. SERMs such as
raloxifene represent a class of non-hormonal agents that show tissue-specific estro-
gen agonist or antagonist effects. N,N’-Dialkyl-1,2-bis(2,6-dichloro-4-hydroxyphenyl)-
ethylenediamines which should be characterised within this thesis represent a class
of compounds that are structurally similar to the SERM tamoxifen and several estro-
gens and may exhibit SERM-characteristics themselves.

Successful treatment with an ideal SERM includes the alleviation of climacteric ail-
ments in addition to prevention of osteoporosis-induced fractures and a preferable
protective effect on the cardiovascular system as well. Therefore, the non-genomic
vasorelaxant responses to these compounds should be characterised and compared
with the effects of E2 using the isolated porcine coronary artery as in vitro assay. The
present study characterises the vasorelaxant responses particularly with regard to
raloxifene and d,l-N,N’-dipropyl-1,2-bis(2,6-dichloro-4-hydroxyphenyl)ethylenedi-
amine (compound 8). Tissues precontracted either with KCI or PGF,, are concentra-
tion-dependently relaxed by both compounds. Raloxifene and compound 8 induce
endothelium-independent relaxation, which is not inhibited by the estrogen receptor
antagonist ICl 182,780 and cannot be reversed by repeated washings. Calcium con-
centration dependent contractions are insurmountably inhibited by both compounds

as well as by E2. In addition, E2, raloxifene, and compound 8 block the effect of the
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L-type Ca** channel activator (S)-(-)-Bay K 8644. Hence, it is concluded that the
vasorelaxant effects to both compounds can primarily be attributed to an inhibitory
effect on voltage-gated and receptor operated L-type Ca* channels.

In spite of numerous similarities, raloxifene and compound 8 exhibit a considerable
difference regarding the involvement of the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
p38. The inhibition of the MAPK p38 affects solely the vasorelaxant response to ra-
loxifene but not the relaxant response to compound 8. In line with this observation,
raloxifene induces the phosphorylation of MAPK p38 in contrast to compound 8. The
present findings show that it is not possible to unify the mode of action of SERMs.
Accordingly, the different modes of action have to be established. It is of outmost im-
portance to define the relevance of the mechanisms of action of SERMs to cardiopro-
tection in order to predict the risk of venous thromboembolism or even a potential

protective effect.
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