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Abstract

Abstract

Sowohl das erhdhte kardiovaskulare Erkrankungsrisiko bei postmenopausalen
Frauen als auch das Auftreten von diastolischer Dysfunktion, kardialer Fibrose und
Hypertrophie im Ostrogen-freien Tiermodell deuten auf die kardioprotektive Rolle
von Ostrogenen hin. GroRe randomisierte Human-Studien mit synthetischem
Ostrogen-Ersatz lieferten jedoch widerspriichliche Resultate und trieben die Suche
nach alternativen Therapien voran. Phyto-Ostrogene sind pflanzliche Hormone,
welche agonistische Aktivititen zu den Ostorgen-Rezeptoren aufweisen und
alternative Substanzklassen zu synthetischen Ostrogenen darstellen kénnten.

In zwei Studien der vorliegenden Arbeit wurde der geschlechtsspezifische Einfluss
des Phyto-Ostrogen Genistein auf das kardiale Proteinmuster in der Maus als
Tiermodell untersucht. Durch Genistein konnte im adulten Herzen eine Erhéhung
von Fettsaure-abbauenden Enzymen und von Proteinen zur Energiegewinnung
festgestellt werden. Die somit erhOhte Energiegewinnung kdnnte ein Hinweis auf die
protektive Wirkung von Genistein darstellen. Des Weiteren konnte ausschlieBlich bei
weiblichen Tieren eine erhohte Menge an phosphorylierter regulatorischer Myosin-
Leichtkette-2 durch Kastration beobachtet werden, welche durch Genistein verstarkt
wurde. Diese Hochregulation kdnnte moglicherweise adaptatorisch sein, da eine
herabgesetzte Myosin-Phosphorylierung mit verminderter Myokardfunktion in
Zusammenhang gebracht wird.

In einer weiteren Studie konnte die protektive Wirkung von Endothelin in einem NO-
Knockout Tiermodell gezeigt werden. Diese Protektion beruht moglicherweise auf
der Unterbindung der zytoskelettalen Disassemblierung, hervorgebracht durch
veranderte Abundanz von Cofilin und Destrin. Weiterhin kdnnte die Verschiebung
des Stoffwechsels von der Beta-Oxidation hin zur Glykolyse und die Verbesserung
der oxidativen Umgebung zur protektiven Wirkung von Endothelin beigetragen

haben.



Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen die am weitesten verbreitete Krankheitsgruppe
mit Todesfolge dar [1,2]. GroRe epidemiologische Studien zeigen, dass Frauen
durchschnittlich 10 bis 15 Jahre spater als Manner kardiovaskulare Erkrankungen
entwickeln, jedoch steigt das kardiovaskulare Erkrankungsrisiko bei
postmenopausalen Frauen exponentiell an [3]. Weiterhin zeigen epidemiologische
Studien, dass bezuglich der Gewichtung einzelner Risikofaktoren fir die Entwicklung
kardiovaskularer Pathologien deutliche Unterschiede zwischen den Geschlechtern
bestehen [4-7]. Dies deutet auf einen Kkardioprotektiven Effekt weiblicher
Sexualhormone hin, obgleich genaue Wirkungsmechanismen nicht ausreichend
untersucht wurden [8]. Die potenzielle Bedeutung Sexualhormon-vermittelter Effekte
auf die Entwicklung kardiovaskularer Pathologien wird weiterhin dadurch
unterstrichen, dass sich Expressionsunterschiede der Ostrogen-Rezeptoren alpha
und beta im Rahmen atherosklerotischer Veranderungen und der ventrikularen
Hypertrophie nachweisen lassen [9-11]. Obgleich mit dem Nachweis einer
Verbindung zwischen Ostrogen-abhangigen Signaltransduktionsprozessen und der
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-1 (ET-1) bzw. der Modulation
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf molekularer Ebene erste Hinweise
auf moégliche Wirkungsmechanismen dieser Substanzen existieren [12-15], ist eine
umfassende Analyse geschlechtsspezifischer molekularer Veranderungen bislang
nicht erfolgt. GroRe randomisierte Studien zeigen jedoch, dass ein Modell, in dem
weibliche Sexualhormone pauschal eine kardioprotektive Rolle spielen, fur eine
Ubertragung in die klinische Praxis zu vereinfacht ist [16]. So fand sich in der
Women's Health Initiative Studie nicht nur ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung
von Mamma- bzw. Endometriumskarzinomen unter einer postmenopausalen
Hormonersatztherapie; auch der vermutete kardioprotektive Effekt einer
Hormonsubstitution lieR sich in dieser grof3en randomisierten Studie nicht bestatigen
[17]. Eine Reihe von Beobachtungen deutet darauf hin, dass Unterschiede zwischen
synthetischen und natlrlich vorkommenden Steroiden flir diese Diskrepanzen
verantwortlich sein kénnten [18]. Phyto-Ostrogene wie Genistein und Daidzein, die
zum Beispiel in groBem MaRe in Soja vorkommen und mit den Ostrogen-Rezeptoren
alpha und beta interagieren, konnten hier eine mogliche Alternative darstellen

[19,20]. So werden diesen Verbindungen verschiedene kardioprotektive Effekte
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Einleitung und Zielsetzung

inklusive einer Verbesserung des Lipidprofils sowie einer direkten Wirkung auf die
Proliferation und Migration glattmuskularer Zellen im Rahmen der Pathogenese der
Atherosklerose zugeschrieben [21-25]. Parallel zeigte sich in zahlreichen
Untersuchungen ebenfalls eine gunstige Wirkung von Soja auf die Reduktion vieler
menopausaler Symptome [26]. Zusammenfassend konnten damit sowohl in
epidemiologischen als auch in tierexperimentellen Studien Uberzeugende Hinweise
auf eine wesentliche Bedeutung geschlechtsspezifischer Faktoren fur die
Physiologie und Pathophysiologie des kardiovaskularen Systems gezeigt werden.
Es erscheint daher plausibel, dass pharmakologische Therapiestrategien, die diese
Unterschiede berucksichtigen, zu einer verbesserten Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen und Risikofaktoren beitragen konnten. Die Erfahrungen mit der
postmenopausalen Hormonersatztherapie zeigen jedoch ebenfalls, dass unser
derzeitiges Verstandnis geschlechtsspezifischer Komponenten der kardiovaskularen
Pathophysiologie unvollstandig und eine direkte Ubertragung
grundlagenwissenschaftlicher Erkenntnisse in die klinische Praxis noch nicht erlaubt
ist. In den vorliegenden Studien sollen durch Anwendung moderner Verfahren der
Proteinbiochemie neue Erkenntnisse Uber die Bedeutung geschlechtsspezifischer
Faktoren flr die Physiologie des kardiovaskularen Systems liefern und somit

perspektivisch zu einer Verringerung dieser Diskrepanz beitragen.

2 Zielsetzung

Ziel des Promotionsvorhabens war es, den Einfluss der Faktoren Geschlecht und
Alter auf die Zusammensetzung des kardialen Proteoms in einem Tiermodell zu
untersuchen. Daruber hinaus wurde gezielt der Einfluss mannlicher und weiblicher
Geschlechtshormone sowie der Einfluss von Phyto-Ostrogenen analysiert, um
molekulare Korrelate der eingangs beschriebenen Unterschiede in der klinischen
Wirkung dieser Stoffgruppen zu identifizieren. Als Modell dienten sowohl Wildtyp-
Mause als auch genetisch manipulierte Tiere, in denen wichtige Regulatoren des
Blutdrucks (ET-1 und NO-Synthasen) modifiziert wurden. Mittels einer Kombination
aus hochauflésender zweidimensionaler Gelelektrophorese und
massenspektrometrischen Technologien sollten hierzu zunachst Proteine identifiziert
werden, die einer alters-, geschlechts- oder hormonspezifischen Regulation

unterlagen bzw. in ihrer Expression durch Phyto-Ostrogene verandert wurden.



Methodik

3 Methodik

Alle Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit den genehmigten
Tierversuchsantragen (G 0050/07).

Die Darstellung des kardialen Proteoms der Versuchstiere erfolgte mit Hilfe der
hochauflosenden zweidimensionalen Gelelektrophorese (2-DE). Nach Visualisierung
des Proteinmusters konnten so mehr als 1200 verschiedene Proteinspots aus dem
Gesamtextrakt des Mausherzens gleichzeitig betrachtet werden. Die Identifizierung
differenziell regulierter Proteine bzw. Proteinspots erfolgte im Anschluss mit Hilfe
einer spezialisierten Software (Proteomweaver). Schliellich erfolgte die
Identifizierung dieser Proteinspots durch die NanoLC Electrospray lonisation lon
Trap Mass Spectrometry (NanoLC-ESI-MS/MS). Um biologisch relevante Netzwerke
zu identifizieren, wurden die unteschiedlich abundanten Proteine in Netzwerke
organisiert und relevante Schlusselproteine wurden weiterhin auf Protein- und/oder
RNA-Ebene validiert. Posttranslationale Modifikationen spielen in zellularen
Prozessen eine bedeutende Rolle. Wahrend Genomics-Analysen Genprodukte nur
quantifizieren kénnen, bieten Proteomics-Analysen die Charakterisierung ihrer
aktiven Produkte auf Proteinspeziesebene. Eine Proteinspezies beschreibt nicht nur
eine Splicing-Variante, sondern beinhaltet alle posttranslationalen Modifikationen
eines Proteins wie z. B. Phosphorylierung, Acetylierung oder Proteinspaltung.
Ausgewahlte Proteine wurden mittels Linear lon Trap Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (LTQ-FT-ICR-MS/MS) auf solche
posttranslationale Modifikationen untersucht. Des Weiteren wurden histologische
und immunhistochemische Techniken eingesetzt, um pathologische Veranderungen
im Herz- und Aorta-Gewebe zu analysieren. Alle eingesetzten Methoden sind in den

beigefligten Publikationen detailliert beschrieben.
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4 Ergebnisse

4.1 Publikation 1: Dietary phytoestrogen supplementation induces sex
differences in the myocardial protein pattern of mice: A comparative

proteomics study

In dieser Studie wurde der Einfluss von Genistein, einem pflanzlichen Hormon mit
Affinitat zu beiden Ostrogen-Rezeptoren, auf das kardiale Proteinmuster sowonhl
intakter als auch kastrierter mannlicher und weiblicher Tiere untersucht. Durch
Genistein-Zugabe konnte bei intakten mannlichen Tieren eine Erhdhung sowohl des
Herz- als auch des Kdrpergewichts beobachtet werden. Dieser Effekt konnte bei
kastrierten Tieren nicht beobachtet werden. Des Weiteren wiesen adulte mannliche
Tiere verglichen mit intakten weiblichen Tieren erhohte Herz- und Korpergewichte,
vergrofRerte Kardiomyozyten-Durchmesser (Hinweis auf Herzhypertrophie) und
fortgeschrittene Fibrose auf. Durch Kastration wurden bei mannlichen Tieren sowohl
der Kardiomyozyten-Durchmesser als auch der Fibrosegrad herabgesetzt, wobei
dieser Effekt durch Genistein-Zugabe verstarkt wurde. Diese Ergebnisse weisen auf
maogliche protektive Genistein-Effekte bei mannlichen Tieren hin.
Da Genistein agonistische Aktivitaten fiir beide Ostrogen-Rezeptoren aufweist,
wurden diese auf Proteinebene quantifiziert. Bei intakten adulten Tieren bewirkte die
Genistein-Behandlung eine Herabsetzung beider Rezeptoren in weibliche Tieren,
jedoch eine Erhéhung des Ostrogen-Rezeptors alpha in mannlichen Tieren. Diese
Unterschiede wurden durch Kastration unterbunden. Die Proteom-Analyse ergab
insgesamt 269 differenziell abundante Proteinspots, von denen 212 erfolgreich
mittels LC-ESI-MS/MS identifiziert wurden. Diese Proteinspots reprasentierten
insgesamt 122 verschieden Proteine, da ein Protein auf Grund seiner verschiedenen
Spezies in mehr als einem Spot prasent sein kann.
Die prominentesten Proteinnetzwerke, welche durch die Genistein-Zugabe verandert
wurden, waren filamentale Proteine des Zytoskeletts und mitochondriale Proteine,
die sowohl beim Fettsaureabbau als auch bei der oxidativen Phosphorylierung und
dem oxidativen Stress eine Rolle spielen. Bezuglich zytoskelettaler Proteine waren
u.a. Desmin sowohl in weiblichen als auch in mannlichen Tieren verschieden
exprimiert. Dagegen waren LIM-domain-binding-Protein-3 und die regulatorische
Myosin-Leichtkette-2 nur in weiblichen Tieren verandert. Mehrere Proteine des
Fettsdureabbaus, z. B. Langketten-spezifische Acyl-CoA Dehydrogenase (ACADV),
4



Ergebnisse

Carnitine O-palmitoyltransferase 2 (CPT2), Fettsaure-bindendes Protein (FABPH)
und Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase (HCDH) waren sowohl in mannlichen und
auch in weiblichen Tieren verschieden reguliert. Dabei unterlagen die meisten dieser
Proteine einer Hochregulation durch Genistein. Aus der Literatur ist bekannt, dass
die Genexpression dieser Proteine durch den Ostrogen-Rezeptor alpha und/oder
des Peroxisome-proliferator-activated-Receptor alpha (PPARA) reguliert wird. Beide
Rezeptoren benoétigen einen Aktivierungsfaktor: Peroxisome-proliferator-activated-
Receptor-Gamma-Coactivator-1 alpha (PRGC1). Um eine Uberexpression auf
Genebene festzustellen, wurden deshalb PRGC1 und Zielproteine von PPARA
analysiert. Sowohl fur PRGC1 als auch fir ausgewahlte Zielgene von PPARA
konnte eine erhohte Expression nachgewiesen werden, die einer Genistein-
Regulation unterlag. Die Ergebnisse zeigen, dass Genistein den Fettsaureabbau
nicht nur auf transkriptionaler Ebene (mRNA-Analyse), sondern auch auf
Proteinebene (Immunoblot-Analyse) und Proteinspeziesebene (2-DE-Analyse)

beeinflusst.

4.2 Publikation 2: Adaptation of proteomic techniques for the identification

and characterization of protein species from murine heart

Der Einfluss von Genistein auf posttranslationale Modifikationen vier ausgewahlter
Proteine wurde auf Proteinspeziesebene untersucht. Die Proteine ATP-Synthase
alpha, ftrifunktionelles Enzym alpha, Malat-Dehydrogenase und Myosin-
regulatorische-Leichtkette-2 wurden in jeweils 9, 4, 7 und 4 Proteinspots identifiziert.
Der Unterschied zwischen Spezies des gleichen Proteins konnte mittels 2-DE
zunachst grob anhand der Position im 2-DE-Gel beschrieben werden (veranderter
isoelektrischer Punkt und veranderte ProteingrofRe). Im weiteren Verlauf wurden
mittels massenspektrometrischer Verfahren und der Kombination verschiedener
Proteasen zur Erhdhung der Proteinsequenzabdeckung Spaltprodukte und
chemische Modifikationen identifiziert und beschrieben.

Far ATP-Synthase alpha wurden vier degradierte Spezies, zwei intakte
unmodifizierte Spezies, zwei Spezies mit jeweils einer Acetylierung an der
Aminosaure Serin 106 und eine Spezies mit drei translationalen Modifikationen
(Phosphorylierungen an Serin 52 und Serin 53 und Acetylierung and Serin106)
identifiziert. Fur das trifunktionelle Enzym alpha konnten zwei intakte unmodifizierte
Spezies und zwei intakte, jedoch verschieden acetylierte Spezies (Lysin 255 und

Lysin 415) gemessen werden. Malat-Dehydrogenase wies insgesamt drei
5



Ergebnisse

degradierte und vier intakte Spezies auf, wobei chemische Modifikationen nicht
festgestellt werden konnten. Fur Myosin-regulatorische-Leichtkette-2 wurden je eine
degradierte und eine zweifach phosphorylierte Spezies (Serin 14 und Serin 15)
gemessen, sowie zwei unmodifizierte intakte Spezies und eine phosphorylierte

intakte Spezies (Serin 15).

4.3 Publikation 3: Endothelin-1 overexpression restores diastolic function in
eNOS knockout mice

Die NO- und ET-1-Systeme regulieren den Blutdruck und sind starke Effektoren des
gesamten kardiovaskularen Systems, wobei sich beide Systeme gegenseitig
beeinflussen und regulieren. Dabei ist ET-1 ein starker Vasokonstriktor und NO ein
Vasodilatator. Da in der Vergangenheit die Uberexpression von ET-1 im
Modellorganismus der Maus auf Grund einer kompensatorischen Hochregulation
des NO-Systems nicht den erwarteten blutdrucksteigernden Effekt verursachte,
wurden in dieser Studie sowohl das ET-1- als auch das NO-Synthase-System (NOS,
u.a. endotheliale NOS oder eNOS) manipuliert. eNOS-Knockout-Tiere entwickelten
im Vergleich zu ET-1 transgenen und Kontrolltieren sowohl eine Hypertonie als auch
eine diastolische Dysfunktion sowie eine kardiale Hypertrophie. Dieser Effekt konnte
durch gleichzeitige Uberexpression von ET-1 in den eNOS-Knockout-Tieren
unterbunden werden. Die vergleichende Analyse des kardialen Proteoms zeigte in
eNOS-Knockout-Tieren eine erhdhte Abundanz von Cofilin und Destrin, welche bei
der Deassemblierung von Aktin-Filamenten eine Rolle spielen. Dies konnte durch
die zuséatzliche Uberexpression von ET-1 in den eNOS-Knockout-Tieren
unterbunden werden. Ferner fiihrte die Uberexpression von ET-1 zu einer erhdhten
Expression von Enzymen, die bei der Beseitigung reaktiver Sauerstoff-Species
(ROS) beteiligt sind (u.a. Peroxiredoxin-6, Glutathion-S-Transferase-mu-2, und
Hitzeschock-Protein-beta-7).  Gleichzeitig konnte eine Verschiebung des

Stoffwechsels von der Beta-Oxidation hin zur Glykolyse beobachtet werden.
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5 Diskussion

5.1 Publikationen 1 und 2: Proteom-Analyse im Herzen der Maus nach

Manipulation von Geschlechtshormonen

In diesen Studien wurde der Einfluss von Genistein im Zusammenhang mit
Geschlecht, Alter und gonadalen Hormonen auf das Herz-Proteinmuster untersucht,
wobei in einem weiteren Schritt posttranslationale Modifikationen ausgewahlter
Proteine identifiziert und charakterisiert wurden. Hierbei ist die Bedeutung der 2-DE
hervorzuheben, da Proteine auf Proteinspeziesebene quantifiziert werden kdnnen,
wodurch alle chemischen Veranderungen eines Proteins erfasst und mit der
Proteinfunktion genauer korreliert werden kdnnen.
Die Zugabe von Genistein bewirkte u.a. eine Herabsetzung des Kardiomyozyten-
Durchmessers und des Fibrosegrads. Dies unterstutzt eine mogliche Rolle von
Phyto-Ostrogenen bei der Pravention der Herz-Hypertrophie.
Sowohl auf mRNA- als auch auf Protein- und Proteinspeziesebene konnte
nachgewiesen werden, dass Genistein eine Erhohung verschiedener Enzyme und
Regulatoren (u.a. PPARA und PRGC1) des Fettsaure-Metabolismus bewirkte,
welche u.a. Ostrogen-Rezeptor alpha aktivieren oder durch diesen aktiviert werden
[27-29]. Des Weiteren wurde festgestellt, dass ATP-Synthase alpha, ein wichtiges
Enzym der Atmungskette, vermehrt exprimiert war. Untersuchungen zu
posttranslationalen Modifikationen fur die ATP-Synthase ergaben verschiedene
Acetylierungs- und Phosphorylierungsstellen (Serin 52, Serin 53 und Serin 106), die
neben der erhdhten Proteinmenge ebenfalls zur gesteigerten Enzymaktivitat
beitragen konnen [30]. Wahrend zur Energiegewinnung im gesunden Herzen der
Fettsaureabbau favorisiert wird, wird der Energiebedarf im erkrankten Myokard
Uberwiegend durch den Abbau von Glukose abgedeckt [31-34]. Die Erhohung
Fettsaure-abbauender Enzyme und Regulatoren im adulten Herzen durch Genistein
und eine moglicherweise damit verbundene Erhdhung der Atmungskapazitat konnte
ein Hinweis auf dessen protektive Wirkung darstellen.
Interessanterweise konnte in adulten mannlichen Tieren durch Genistein eine
Erhdhung von Enzymen (NADH-Ubiquinone-Oxidoreduktase und Succinat-
Dehydrogenase-Ubiquinone-Flavoprotein)  detektiert ~ werden, welche im
Zusammenhang mit der Entstehung von ROS stehen [35,36]. Zusatzlich wiesen
Enzyme mit antioxidativer Wirkung (Peroxiredoxin-3, Superoxid-Dismutase und
7
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Hitzeschock-Protein-beta-7 [37-39]) eine herabgesetzte Abundanz auf. Eine genaue
Balance zwischen oxidativer Kapazitat und oxidativem Stress ist von aulerster
Wichtigkeit fur die mitochondriale Energetik [40,41]. Die Genistein-Substitution
bewirkte maoglicherweise eine Stérung dieser Balance, jedoch nur in mannlichen
Tieren. Diese Annahme wird weiterhin dadurch untermauert, dass das Enzym
Akonitat-Hydratase, welches eine protektive Rolle beim Schutz und der Stabilitat
mitochondrialer DNA spielt [42,43], bei mannlichen Tieren durch Genistein-Zugabe
erhoht vorlag.

Die Bildung intrazellularer Energie-Einheiten, bestehend aus Mitochondrien und
kontraktilen Proteinen, wie z. B. Aktin, Desmin, LIM-domain-binding-Protein-3 und
Myosin, ist ein wichtiger Modulator mitochondrialer Energetik und kardiomyozytarer
Kontraktion [44]. Diese Proteine waren nach Genistein-Zugabe nur bei adulten
weiblichen Tieren erhdht. In diesem Zusammenhang spielt die Phosphorylierung der
regulatorischen Mpyosin-Leichtkette-2 eine wichtige Rolle, da hierdurch die
Generierung von Energie und somit die Kontraktion reguliert wird [45,46]. Dabei wird
durch die Phosphorylierung der regulatorischen Myosin-Leichtkette-2 Uber eine
Serin-Aminosaure (murines Serin 14 oder 15) das Protein negativ geladen und
verursacht so das Heraustreten der Myosin-Schwerkette aus dem Myosinverband
hin zum Aktin, wodurch ein Strecken des Zytoskeletts erfolgt. Dagegen fuhrt die
Dephosphorylierung der regulatorischen Myosin-Leichtkette-2 zum
Zusammenziehen des Zytoskeletts. Wiederholt flhrt dieser Vorgang zur
Kardiomyozyten-Kontraktion. Eine herabgesetzte Myosin-Phosphorylierung wird in
Zusammenhang mit verminderter Myokardfunktion gestellt [47,48]. In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte Phosphorylierung der regulatorischen
Myosin-Leichtkette-2 bei mannlichen Tieren im Vergleich zu weiblichen Tieren
vorlag. Dies konnte durch Zugabe von Genistein unterbunden werden und kénnte
auf protektive Effekte von Genistein hinweisen. Des Weiteren konnte durch
Kastration eine erhohte Menge an phosphorylierter regulatorischer Myosin-
Leichtkette-2 beobachtet werden, welche jedoch nur bei weiblichen Tieren auftrat,
wobei die Genistein-Zugabe eine weitere Erhéhung bewirkte (Daten nicht
veroffentlicht). Diese Hochregulation kdnnte moglicherweise auf eine adaptatorische
Kompensation hindeuten. WeiterfUhrende Untersuchungen zu regulatorischen
Proteinen dieser Phosphorylierungsprozesse deuten auf einen Zusammenhang von

Genistein und dem RhoA-Signalweg hin: Eine erhéhte Myosin-Leichtketten-Kinase-
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Abundanz sowie eine verminderte Myosin-Leichketten-Phosphatase-Aktivitat
konnten im gleichen Tiermodell bereits festgestellt werden (Daten nicht
veroffentlicht). Erste Hinweise auf verantwortliche Effektoren dieses Reaktionsweges
deuten auf eine mogliche Beteiligung von RhoA und der regultorischen Untereinheit
14A der Protein Phosphatase 1 (CPI117) hin (Daten nicht veroffentlicht).

5.2 Publikation 3: Proteom-Analyse im Herzen der Maus nach genetischer

Manipulation von Blutdruck-regulierenden Hormonen und Enzymen

Bei den eNOS-Knockout-Tieren konnte eine linksventrikulare Dysfunktion festgestellt
werden, welche auf Proteinebene moglicherweise mit der erhohten Abundanz der
Proteine Destrin und Cofilin zurlckzufihren ist. Sowohl Destrin als auch Cofilin
stehen im Zusammenhang mit der Sarkomer-Deassemblierung und kdnnten somit
fur die reduzierte Kardiomyozyten-Kontraktion verantwortlich sein [49,50]. Dabei ist
zu beachten, dass ROS die Aktivierung dieser Proteine durch ihre
Dephosphorylierung erhdhen kénnen [51]. Durch zusatzliche Expression von ET-1
im eNOS-Knockout-Hintergrund konnte die kardiale Dysfunktion unterbunden
werden, wobei viele ROS-beseitigende Enzyme erhoht vorlagen. Mdglicherweise
besteht bei einem eNOS-Knockout-Hintergrund und einer ET-1-Uberexpression ein
direkter Zusammenhang zwischen ROS-Beseitigung, verringerter Aktivitat von
Deassemblierungsproteinen und kardialer Kontraktion bzw. Funktion. Des Weiteren
konnte in den gleichen Tieren eine Verschiebung des kardialen Stoffwechsels von
der Oxidation von Fettsauren zur Oxidation von Glukose beobachtet werden. Dieser
Vorgang tritt in der Regel mit zunehmendem Alter und im Krankheitsfall auf und wird
als adaptatorischer Schutzmechanismus angesehen, da mit der vorliegenden
Sauerstoffversorgung Glucose mehr Energie liefern kann [52,53]. Eine protektive
Wirkung von ET-1 durch die Verschiebung des Stoffwechselweges ist somit moglich.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von eNOS zur
Kardiomyozyten-Hypertrophie, Hypertonie und kardialen Dysfunktion,
maoglicherweise bedingt durch das fehlerhafte Zusammenspiel kontraktiler Proteine,
fuhrte. Diese Dysfunktion konnte durch eine zusatzliche ET-1-Expression verhindert
werden. ET-1 verminderte sowohl die ROS-Entstehung als auch die myofilamentale
Destabilisierung und fluhrte moglicherweise auf Grund der besseren

Energieversorgung zur verbesserten kardialen Kontraktilitat.



Ausblick

6 Ausblick

In den vorliegenden Studien konnten Einblicke in das murine kardiale Proteome
gewonnen werden, wobei zahlreiche Proteine und Proteinverbande identifiziert
wurden, die einer alters-, geschlechts- oder hormonellen Regulation unterlagen.

In zwei Teilstudien konnten Hinweise darauf gewonnen werden, dass die
Phosphorylierung der regulatorischen Myosin-Leichtkette-2 im  Tiermodell
moglicherweise einer u.a. Genistein-abhangigen Ostrogenrezeptor-vermitttelten
Regulation unterliegt. In diesem Zusammenhang konnten weiterflhrende
Zellkulturexperimente zur Aufklarung dieses Reaktionsweges beitragen. Die
Uberexpression eines der Ostrogen-Rezeptoren und die gleichzeitige Behandlung
mit Genistein oder Ostradiol kénnten dabei helfen, den verantwortlichen Ostrogen-
Rezeptor zu ermitteln. Dies koénnte durch Nutzung spezifischer Agonisten
vervollstandigt werden. Ferner kdnnte die Beteiligng von Effektormolekulen wie z. B.
CPI17, RhoA und Proteinkinase N durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren
genauer untersucht werden.

Des Weiteren konnten durch die Uberexpresseion von ET-1 in einem eNOS-
Knockout Hintergrund Erkenntnisse gewonnen werden, welche auf eine protektive
Wirkung von ET-1 hinweisen. Dies kdnnte nicht nur auf die bekannte antiapoptische
Wirkung von ET-1 beruhen [54], sondern auch auf Grund eines angepassten
Metabolismus und einer verbesserten oxidativen Umgebung stattgefunden haben.
Diese Einblicke konnten fur die Entwicklung therapeutischer Wirkstoffe zur
Behandlung der Herzinsuffizienz von Bedeutung sein, da bisherige klinische Studien
mit Endothelin-Rezeptor-Antagonisten nicht den gewilnschten Erfolg gezeigt haben
[55].
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