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Stufen

Wie jede Blute welkt und jede Jugend

Dem Alter weicht, bluht jede Lebensstufe,
Bluht jede Weisheit auch und jede Tugend
Zu ihrer Zeit und darf nicht ewig dauern.
Es mul das Herz bei jedem Lebensrufe
Bereit zum Abschied sein und Neubeginne,
Um sich in Tapferkeit und ohne Trauern

In andre, neue Bindungen zu geben.

Und jedem Anfang wohnt ein Zauber inne,

Der uns beschitzt und der uns hilft, zu leben.

Wir sollen heiter Raum um Raum durchschreiten,
An keinem wie an einer Heimat hangen,

Der Weltgeist will nicht fesseln uns und engen,
Er will uns Stuf' um Stufe heben, weiten.

Kaum sind wir heimisch einem Lebenskreise
Und traulich eingewohnt, so droht Erschlaffen,
Nur wer bereit zu Aufbruch ist und Reise,

Mag lahmender Gewohnung sich entraffen.

Es wird vielleicht auch noch die Todesstunde
Uns neuen Raumen jung entgegen senden,
Des Lebens Ruf an uns wird niemals enden...

Wohlan denn, Herz, nimm Abschied und gesunde!

Hermann Hesse (1941)
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EINLEITUNG

1.1 Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz

1.1.1 Definition, Atiologie und Prévalenz

Die Myokardhypertrophie wird als adaptiver Mechanismus des Herzens angesehen, der
einen chronischen Anstieg der Arbeitslast kompensiert. Langfristig kann es jedoch zu
einer fehlerhaften Anpassung der kompensatorischen Hypertrophie und zur
Fibrosierung des Herzmuskels kommen, aus der sich die Herzinsuffizienz entwickelt®.

Die chronische Herzinsuffizienz, das Unvermdgen des Herzens, die vom Korper
bendtigte Blutmenge bedarfsgerecht zu befoérdern, stellt in der Allgemeinbevdlkerung
das Endstadium vieler Herzkrankheiten dar. Ihr konnen verschiedene Ursachen
zugrunde liegen: Koronare Herzkrankheit, Hypertonie, Diabetes Mellitus und valvulare
Erkrankungen* °. Die Myokardhypertrophie ist einer der bedeutendsten Vorlaufer der

6

Herzinsuffizienz> und ein wichtiger und unabhangiger negativer Pradiktor

kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat” 8.

In westlichen Industrienationen nimmt die Pravalenz und Inzidenz der Herzinsuffizienz
stetig zu®. Die Pravalenz steigt mit zunehmendem Alter an und betragt fiir Patienten
zwischen 80 und 89 Jahren 6,6% fur Manner bzw. 7,9% fur Frauen. Eine allgemeine
Pravalenz fur beide Geschlechter im Alter von 25 bis 74 Jahren wird mit annahernd 2%
angegeben?, fir 70 Jahre mit 10%°. Die Herzinsuffizienz ist heute die haufigste
Diagnose, die zur Hospitalisierung alterer Menschen fiihrt'°. Trotz neuer, innovativer
Therapieschemata ist die Mortalitdt mit einer 5-Jahres Uberlebensrate von 25% fiir

Méanner und 38% fiir Frauen weiterhin inakzeptabel hoch* '°.

1.1.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei kardiovaskuldren
Erkrankungen

Verlauf und Risikofaktoren der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz unterscheiden

1, 12

sich zwischen Mannern und Frauen . Die Herzinsuffizienz verlauft bei Frauen
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klinisch generell benigner’, wobei sie durch einen spateren Ausbruch der Erkrankung,
eine hohere Pravalenz fur Komorbiditaten, eine gut erhaltene systolische Pumpfunktion
und eine diastolische Stauungsinsuffizienz charakterisiert ist* ' '* '°. Dariiber hinaus
konnen Frauen einen gunstigeren Krankheitsverlauf bei ahnlich eingeschrankter
systolischer Ventrikelfunktion als bei Mannern erwarten® °.

Frauen neigen dazu, eine konzentrische Hypertrophie mit vergleichsweise guter
Ventrikelfunktion aber diastolischer Dysfunktion zu entwickeln. Manner hingegen
tendieren zur dilatativen Myokardhypertrophie mit einer eingeschrankten systolischen

Pumpleistung® "".

Pramenopausale Frauen haben ein vermindertes Risiko, eine Myokardhypertrophie zu
entwickeln. Inzidenz und Schweregrad der kardiovaskularen Erkrankungen steigen
jedoch nach der Menopause stark an'® '°. Diese Beobachtung wird dem fallenden
Plasmaspiegel'? des Sexualhormons Ostrogen postmenopausal zugeschrieben®® und
lasst einen protektiven Effekt der Ostrogene auf das kardiovaskulare System der Frau
vermuten' .

Beobachtungsstudien lieferten anfanglich Anhaltspunkte, die einen protektiven Effekt
des weiblichen Geschlechts und der Sexualhormone auf die Entwicklung

kardiovaskularer Erkrankungen suggerierten® 2,

Trotz dieser gut dokumentierten Geschlechterunterschiede konnten grolde,
randomisierte, klinische Studien, wie die Heart and Estrogen/progestin Replacement
Study (HERS) 1 und HERS 2, die Estrogen Replacement and Atherosclerosis Study
(ERA) und die Women’s Health Initiative Study (WHI) keinen positiven Einfluss der
Hormonersatztherapie auf die Primarpravention der kardiovaskularen Erkrankungen bei

Frauen zeigen®® 2%

. Dies konnte auf ein komplexes Zusammenspiel molekularer
Prozesse schlielRen lassen, das durch die Ostrogenrezeptoren des kardiovaskularen
Systems dirigiert wird und heute nicht genug verstanden ist, um praventive

Behandlungsstrategien zu entwickeln?’.

Es bleibt also die Frage: Wie sehen die molekularen Grundlagen aus, die Frauen vor
der Menopause eine gunstigere Prognose in Hinblick auf kardiovaskulare Erkrankungen
zugestehen? Welcher Mechanismus ist flr die steigende Mortalitat nach der

Menopause verantwortlich?
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1.1.3 Ein méglicher Kandidat: Die Ostrogenrezeptoren

Viele Befunde weisen auf eine direkt und indirekt kardioprotektive Wirkung der
Ostrogene und auf eine besondere Rolle der Ostrogenrezeptoren bei der Entwicklung
der druckinduzierten Myokardhypertrophie hin. So zeigten Van Eickels et al.?®, dass
physiologische Mengen von 17B-Estradiol die Entwicklung der druckinduzierten
Herzhypertrophie in weiblichen, ovariektomierten Mausen mit Aortenstenose
abschwacht und die Querschnittsflache der Kardiomyozyten verkleinert. Die Studie
stiitzt somit die Hypothese der direkten kardioprotektiven Wirkung des Ostrogens auf

Kardiomyozyten und das Herz.

Die molekularen Mechanismen der Geschlechterunterschiede bezuglich Entwicklung
und Verlauf der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz sind nicht vollig erforscht.
Ostrogenrezeptoren kénnten fiir die Unterschiede zwischen Mannern und Frauen in
Hinblick auf Mechanismen, Morbiditdt und Mortalitdt der kardiovaskularen
Erkrankungen verantwortlich sein, da sie bei humanen Herzerkrankungen alters-,

30 In einer neueren

geschlechts- und krankheitsspezifisch reguliert werden®
Untersuchung beschrieben Nordmeyer et al. eine Hochregulation der myokardialen
Ostrogenrezeptoren a und B (ERa und ERB) in Patienten mit Aortenstenose und

Druckhypertrophie®.

Jungste Erkenntnisse weisen auf eine besondere Rolle des ERB bei der Entwicklung
der friihen Myokardhypertrophie hin®" *2.

Skavdahl et al. zeigten in ihrer Studie®® eine direkte Wirkung der Ostrogenrezeptoren
auf die Entwicklung der druckinduzierten Hypertrophie. Sie beobachteten, dass
weibliche Ostrogenrezeptor-B Knockout (B-ERKO) M&use zwei Wochen nach Induktion
einer Aortenstenose eine signifikant starkere Hypertrophie entwickelten als weibliche
Wildtyptiere und schlossen auf einen kardioprotektiven Effekt des ERB. Weibliche a-
ERKO Mause hingegen entwickelten eine ahnlich starke Hypertrophie wie die

Kontrollgruppe.

In einer weiteren Studie®' konnte eine Myokardhypertrophie weiblicher, ovariektomierter

a-ERKO und WT-Mause vier Wochen nach Induktion einer Aortenstenose durch
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Behandlung mit 17B-Estradiol (E2) signifikant reduziert werden. Eine Reduktion der
Herzhypertrophie nach Gabe von E2 war nicht unter -ERKO Mausen zu beobachten.
Die Studie folgerte, dass E2 durch einen ERB vermittelten Mechanismus das murine

Herz gegen Myokardhypertrophie schutzt.

Eine neuere Studie® zeigte an weiblichen, ovariektomierten Mausen in vivo, dass E2
die durch Angiotensin Il induzierte Myokardhypertrophie hauptsachlich durch eine ERp
vermittelte Signalkaskade mindert. Die Studie gibt erstmals Einblicke, wie E2 durch
ERB molekularbiologisch den Angiotensin Il induzierten Signalweg, der zur

Hypertrophie und Fibrose der weiblichen Herzen fuhrte, limitiert.

Fernerhin scheint ERB einen Einfluss auf die Pathogenese der Herzinsuffizienz zu
haben. Pelzer et al. bestatigten in einem Experiment am Mausmodell die Hypothese,
dass die Entwicklung der Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt durch ERP
abgeschwacht wird?’. In dieser Studie wiesen B-ERKO Mause eine héhere Mortalitat

nach chronischem Myokardinfarkt auf.

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass ERB nicht nur im Tiermodel die
Entwicklung der Herzhypertrophie geschlechtsspezifisch beeinflusst, sondern auch im
menschlichen Herzen. Zwei Polymorphismen des ERB Gens wurden mit einer
signifikant veranderten linksventrikularen Masse und Wanddicke bei Frauen, aber nicht
bei Mannern assoziiert. Die Assoziation war am starksten unter jenen Frauen mit
bestehendem Hypertonus ausgepragt®. Dies lasst auf eine filhrende Rolle des ERB auf

die Entstehung der Herzhypertrophie bei der Frau im Vergleich zum Mann schlie3en.

1.1.4 Quantifizierung der Myokardhypertrophie

Im klinischen Alltag kommt Uberwiegend der Echokardiografie die Rolle der
Diagnosesicherung der linksventrikuldren Hypertrophie zu®. Methoden zur
echokardiografischen Erfassung der linksventrikularen Malle mittels M-Mode und die
Berechnung der linksventrikularen Masse sind standardisiert und wurden fur

35-37

Menschen und Mause>®*° detailliert beschrieben.
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Untersuchungen der Framingham Heart Study konnten eindeutig den prognostischen
Wert der Echokardiografie fur die Feststellung der linksventrikularen Hypertrophie

belegen*" *2.

1.2 Die Ostrogenrezeptoren a und £

1.2.1 Struktureller Aufbau der Ostrogenrezeptoren

Ostrogene regulieren Zellvorgénge Uber spezifische, intrazelluldre Rezeptoren, die im
Zielgewebe exprimiert werden. Derzeit sind zwei Ostrogenrezeptoren (ER) bekannt:
ERa und ER. Sie gehdren zur Superfamilie der Nuklearrezeptoren, die im Aufbau eine
gemeinsame, evolutiondr konservierte Struktur aufweisen®. Sie sind jeweils aus fiinf
unabhangigen, jedoch interagierenden Domanen aufgebaut: der N-terminalen A/B-
Doméne, der DNA-Bindungsdomane DBD (C-Domane), der Hinge-Doméane (D-
Domane), der Ligandenbindungsdoméane LBD (E-Domane) und einer C-terminalen
F-Doméne**. ERa unterscheidet sich in Struktur, Substrataffinitat und Funktion von
ERB**". Jedoch weisen beide humanen Ostrogenrezeptoren einen hohen Grad an
Homologie auf Ebene der Aminosauresequenz auf. Sie gleichen sich zu 97% in der
DBD, zu etwa 59% in der LBD, jedoch nur zu 17,5% in der NHy-terminalen A/B-
Domane*®° (Abb. 1).

Vergleicht man die Aminosauresequenz des ERB der Maus und Ratte mit der des
humanen ERp, so fallen die Homologie und der hohe Konservierungsgrad der DBD
(Uber 98%), der LBD (Uber 90%) und der A/B-Domane (etwa 80%) der verschiedenen
Spezies untereinander auf*®.

Die Genprodukte ERa und ERPB sind auf verschiedenen Chromosomen kodiert. Das
Gen fir ERa liegt auf Chromosom 6q25.1°', das Gen fir ERB auf Chromosom
14q23.2%8: %2,
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DBD Hinge LBD
1 185 251 355 549 595

hERa N A/B C D E F[C

148 214 304 500 530
|

AB |  C | D E F|c

hERB

B, S

Homologie 17.5 97.0 30.0 59.1 17.9

Abb. 1: Darstellung des Aufbaus des ERa und ERB in Dominen nach %% %,

Die eindimensionale Proteinstruktur ist durch Balken dargestellt und die einzelnen Doméanen (A-F) sind
voneinander getrennt. Die Start- und Endposition der Aminosaure einer jeden Domane ist Uber dem
Balken aufgetragen. Das N-terminale Ende befindet sich links.

Die prozentuale Homologie der einzelnen Doméanen beider Rezeptoren ist unterhalb dargestellt.

hERa: humaner ERa; hERB: humaner ERB; DBD: DNA-Bindungsdomane; LBD:
Ligandenbindungsdomane;

1.2.2 Gewebsverteilung der Ostrogenrezeptoren

ERa und ERPB konnten in vielen Geweben, in den Geschlechtsorganen und auf3erhalb
dieser, nachgewiesen werden. In einigen Geweben liegt der Anteil beider Rezeptoren
gleich hoch, in anderen dominiert jedoch ein Rezeptortyp*®. Dariiber hinaus kénnen
beide Rezeptorsubtypen in demselben Gewebe exprimiert werden, jedoch in
verschiedenen Zelltypen*®: >3,

Sowohl ERa als auch ERB wurden im Zytosol und im Zellkern von Kardiomyozyten und
Fibroblasten des Rattenherzens nachgewiesen® > °®. Die Lokalisation von ERa und
ERB in humanem Myokardgewebe konnte gezeigt werden®’. Jiingst kam es jedoch zur
Kontroverse, ob das murine Herz ERB exprimiert® 8.

Daruber hinaus wird ERa vor allem in Uterus, Leber, und Niere exprimiert und ERp in
erster Linie in der Prostata, Lunge, Gastrointestinaltrakt und Blase. Beide
Rezeptorsubtypen werden im Ovar, der Brustdrise, Knochen und bestimmten

Regionen des Gehirns koexprimiert*® 53 37: %9,
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1.2.3 Molekulare Wirkungen der Ostrogenrezeptoren

Werden Ostrogenrezeptoren durch Steroidhormone aktiviert, kommt es zur
Konformationsanderung des Rezeptormolekiils und Uber mehrere Schritte zur
Anderung der Transkriptionsrate Ostrogen-regulierter Gene, wie beispielsweise der NO-
Synthase®. Zu den einzelnen Schriten gehdren die Dimerisierung von
Rezeptormolekllen, Bindung des Rezeptors an spezifische Estrogen-Response
Elements (ERE), die Rekrutierung von Kofaktoren und anderen Transkriptionsfaktoren

und schlieBlich die Bildung eines Priinitiationskomplexes®'°.

Die zellspezifische
Expression und Regulierung von Koaktivatoren und -inhibitoren gewahrleisten eine
akkurate gewebsspezifische und zeitliche Regelung der Ostrogen-vermittelten
Transkription. Jedoch ist bisher wenig Uber die Funktion koregulatorischer Molekule in
Zellen des Myokards bekannt®®.

Ostrogenrezeptoren kdnnen sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden®® ®’. Dies
tragt zu einer komplexen Regulation der Genexpression in Zellen, die beide
Rezeptorsubtypen exprimieren, bei°.

Dieser klassische, ,genomische® Mechanismus tritt typischerweise in Stunden nach
Aktivierung der ERs ein. Ostrogene kdnnen ebenso (iber einen ,nicht-genomischen®,
meist in wenigen Sekunden oder Minuten nach Aktivierung der ERs einsetzenden
Mechanismus wirken, indem sie Zellmembran-assoziierte ERs® oder Ostrogen-
bindende Proteine®® aktivieren und folglich zu einer Erhéhung intrazelluldrer freier

Kalziumionen oder NO fiihren und Kinasen aktivieren?'.
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1.3 Fragestellung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Geschlechterunterschiede in Atiologie
und Verlauf der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz existieren und da diese
Geschlechterunterschiede zumindest partiell auf Sexualhormone und ihre Rezeptoren
zuriickgefiihrt werden, ist es wichtig, die Rolle der Ostrogenrezeptoren in der
Signaltransduktion, Entwicklung und Pathogenese des Herzens aufzuklaren.

Im Vordergrund steht ER[, dem bisherige Studien eine kardioprotektive Rolle fur die
Entwicklung der Linksherzhypertrophie zusprachen' " 3" 3270,

Zur Untersuchung der Ostrogenrezeptorwirkungen eignen sich Mausmodelle. M3use

48,50 nd ihre Funktion ist

exprimieren dieselben Ostrogenrezeptoren wie Menschen
ahnlich™ ™. Durch genetische Deletion (Knock Out) eines Rezeptors kann die Funktion
dieses Rezeptors besser verstanden werden. Daher wurden in der vorliegenden Studie

weibliche und mannliche Mause mit und ohne Deletion des ER verglichen.

Vor diesem Hintergrund wurden folgende Arbeitshypothesen erstellt:

1. Es besteht ein Geschlechterunterschied in der Entwicklung der linksventrikularen
Hypertrophie und Dysfunktion in Wildtyptieren. Dies soll sich anhand von

echokardiografischen Daten zeigen lassen.

2. ERB hat einen Einfluss auf die Entwicklung der Herzhypertrophie und

linksventrikulare Dysfunktion.

3. Der Effekt von ERP auf die Entwicklung der Herzhypertrophie und

linksventrikularen Dysfunktion ist vom Geschlecht abhangig.

Zur Induktion der Herzhypertrophie wurde das Modell der transversen

Aortenkonstriktion (TAC) gewahlt, da es sich hierbei um ein validiertes und

t72-74

reproduzierbares Tiermodell der druckinduzierten Hypertrophie handel , eine

haufige Ursache linksventrikuldrer Herzhypertrophie im klinischen Alltag* °.
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MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

FiUr diese Studie wurden weibliche und mannliche C57BL/6J Mause mit einer Deletion
des Ostrogenrezeptor B (ERB”) und deren Wildtypen (ERB**) aus derselben Zucht

verwendet’®

. Die Tiere wurden in der institutseigenen Tierhaltung von geschultem
Personal gezlichtet und im Alter von neun bis zehn Wochen in die Studie ibernommen.
Die institutseigene Tierhaltung verfugt Uber eine SPF-Einheit, in der die Tiere in
individually ventilated cages (IVC)-Systemen gehalten wurden. Standardfutter und
Leitungswasser wurden ad libitum gestellt, die Lichtmenge auf zwoIf Stunden taglich
begrenzt. Die Betreuung der Mause erfolgte durch eine geschulte Tierpflegerin und
Doktoranden. Die Tierversuchsnummer lautet GO0084/05 und die behordliche

Genehmigung wurde am 22. April 2005 erteilt.

2.2 Verwendete Materialien

2.2.1 Verwendete Geriéte

2211 Verwendete Gerate zur Genotypisierung

PCR-Cycler:
Mastercycler Gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gelelektrophoresesystem:
Life Technologies Gibco BRL Horizon 11.14 und Gel Casting System 11.14, Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD, USA

Transilluminator:

Intas Gel Jet Imager, Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen,

Deutschland
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2.21.2 Verwendete Gerate und Materialien zur Induktion einer
Aortenstenose

Beatmungsmaschine:

Mouse Ventilator Minivent Type 845, Hugo Sachs Elektronik Harvard Apparatus GMBH,
Deutschland

Stereomikroskop:

Leica MZ 6, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Schweiz

Kaltleuchten:
Schott KL 1500 LCD, Carl Zeiss, Géttingen, Deutschland
Olympus Highlight 2000, Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland

Warmleuchte:
Petra electric 150 Watt

Warmematte:
Sanitas SHK 10

Waage:
Sartorius BL 150 S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Operationsbesteck:

Fine Science Tools GmbH, Deutschland

Endotrachealer Tubus:
BD Venflon Pro Flexule 22 GA 0.9 x 25mm, Beckton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Ligaturfaden:
6.0 Seidenfaden, FST No. 18020-60, Fine Science Tools GmbH, Deutschland
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Ligaturnadel:
Sterican 0.45 x 12mm BL/LB 26 G x 0.5 Nadel, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Faden fur Thoraxnaht:
6.0 Perma-Hand Seide, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

Faden fir Hautnaht:

6.0 Mersilene Polyester, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

Injektionsanasthetikum:

Ketaminhydrochlorid/Xylazinhydrochlorid-Losung, Cat. No. K-113, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Munchen, Deutschland

Losungsmittel:

Isotonische Kochsalzlosung NaCl 0,9%, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad

Homburg, Deutschland

Analgetikum:
Rimadyl ® (Carprofen), Pfizer, Karlsruhe, Deutschland

2213 Verwendete Gerate und Materialien zur Echokardiografie

Ultraschallgerat:

Vevo 770™ High-Resolution In Vivo Micro-lmaging System, Visualsonics Inc., Toronto,
Ont., Kanada

Schallkopf:
RMV Scanhead 707, Visualsonics Inc., Toronto, Ont., Kanada

Multifunktionsplattform:

Vevo Mouse Handling Table, Visualsonics Inc., Toronto, Ont., Kanada
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Elektrodengel:
Spectra 360, Parker Laboratories Inc., Fairfield, NJ, USA

Ultraschallgel:

Aquasonic Clear, Parker Laboratories Inc., Fairfield, NJ, USA

Enthaarungscreme:
Elca Med, Asid Bonz GmbH, Herrenberg, Deutschland

Waage:
Sartorius BL 150 S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Warmleuchte:
Petra electric 150 Watt

Inhalationsnarkotikum:
Isofluran, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland

Medizinischer Sauerstoff:

Medizinischer Sauerstoff, Linde AG, Pullach, Deutschland

2214 Technische Beschreibung des Ultraschallgerats

FiUr diese Studie wurde das kommerziell erhaltliche ,Vevo 770™ High-Resolution In

Vivo Micro-Imaging System“ verwendet. Der Schallkopf ,RMV Scanhead 707° ist

speziell fur die Echokardiographie an Mausen konzipiert. Es handelt sich um einen

mechanischen Sektorscanner mit Einzelelementwandler, der im Frequenzspektrum von

25-35 Megahertz arbeitet und eine fokale Lange von 12,7mm aufweist. Das maximale

Sichtfenster im B-Mode betragt 17 x 17mm mit einer raumlichen Auflésung von 115um

(lateral) und 55um (axial) und einer Bildwiederholungsrate von 90Hz*.

Die maximale Impulsfolgefrequenz (PRF) des gepulsten Dopplers (pulsed wave-

Technik) betragt 120 kHz, was einer maximal messbaren Flussgeschwindigkeit von

4m/s bei einer optimalen Winkeleinstellung zwischen Schallfeld und Blutstrom von 0°
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entspricht. Fur diese Studie wurde eine axiale Messfensterlange (Sample Volume

Length) von 0,25mm verwendet.

2.2.2 Verwendete Chemikalien

2221 Verwendete Chemikalien zur Genotypisierung

DNA-Aufreinigungskit:
Invisorb ® Spin Tissue Mini Kit, Invitek GmbH, Berlin, Deutschland

PCR-Kit:
50mM MgCl,, NH; Reaktionspuffer ohne Magnesium, Tag-DNA-Polymerase,
Rapidozym GmbH, Berlin, Deutschland

dNTPs:
dNTP Mix, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Primer:
BioTeZ Berlin-Buch GMBH, Berlin, Deutschland

Tabelle 1: Primer fiir die Genotypisierung

Basenpaare 5¢-> 3¢ Amplikon Basenpaare
ERBKONeo GCA GCC TCT GTT CCA CAT ACACTTC ‘Neo’-Box 500 bp
ERBKOexon3 AGA ATG TTG CAC TGC CCCTGC TGC T Exon 3 665 bp
ERBKOInt2 GGA GTA GAA ACA AGC AAT CCA GAC ATC Intron 2

2.3 Software

Das ,Vevo 770™ High-Resolution In Vivo Micro-Imaging System® ist eine Microsoft
Windows XP betriebene Workstation und verfugte Gber die Software ,Vevo 770“ in der
Version 1.2.0. Auch die Software Site License, die ein Arbeiten mit der Software an

einem externen Rechner erlaubt, lag in dieser Version vor.
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2.4 Studienbeschreibung - Versuchsablauf

2.4.1 Darstellung der Versuchsgruppen und GruppengréfRen

Das Ziel dieser Studie war es, Geschlechterunterschiede und die Bedeutung des
Ostrogenrezeptor B bei der Reaktion des Myokards auf Druckbelastung im Modell der
Aortenstenose zu verstehen. Zur Untersuchung standen zwei Uberlebenszeitpunkte, die
die Erforschung und Darstellung unterschiedlicher Entwicklungsstadien der
Myokardhypertrophie erlaubten: Es wurden die finalen Zeitpunkte ,zwei Wochen
postoperativ’ und ,neun Wochen postoperativ gewahlt. Daraus ergaben sich unter
Berucksichtigung der zu untersuchenden Genotypen, Geschlechter und
Operationsarten acht Gruppen je Uberlebenszeitpunkt. Tabelle 2 stellt die Gruppierung

der Versuchstiere und die jeweiligen Gruppengrolien dar.

Tabelle 2: Darstellung benétigter Versuchsgruppen und Gruppengrofen
Mannlich (2W) Weiblich (2W) Mannlich (9W) Weiblich (9W)

Wildtyp SHAM 12 12 12 12
Wildtyp TAC 18 18 18 18
B-ERKO SHAM 12 12 12 12
B-ERKO TAC 18 18 18 18

2.4.2 Zeitlicher Versuchsablauf

24.21 Zeitlicher Versuchsablauf fur Versuchsgruppen mit finalem
Zeitpunkt zwei Wochen postoperativ

Die Mause wurden in der institutseigenen Tierhaltung geboren. Zwischen der dritten bis
funften Lebenswoche wurde ihnen eine etwa 1cm lange Schwanzbiopsie zur
Genotypisierung der Mauseindividuen entnommen. Im Alter von neun bis zehn Wochen
wurden die 18 — 25g schweren B-ERKO (ERB™) - und Wildtyptiere (ERB*"*) in die Studie
ubernommen; heterozygote Tiere (ERB*") wurden nicht in die Studie Ubernommen.
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Am Tag 0 wurden die Tiere operiert. Postoperativ wurden die Tiere unter
Standardbedingungen gehalten und nach zwei Wochen (Tag 14) echokardiografisch
untersucht.

Da ein Einfluss von Isofluran auf die Genexpression nicht vollkommen ausgeschlossen
werden konnte (geringe Datenlage der Literatur) und die Tiere vor der
echokardiografischen Untersuchung unter Stress standen, wurden die Mause nach
einer Ruhephase von zwei Tagen getotet, um eine spatere falschpositive oder
falschnegative Messung der Genexpression zu vermeiden. Nach der Totung der Tiere
erfolgte die Organentnahme und Praparation von Herz, Lunge und Leber. Des Weiteren
erfolgte in ausgesuchten Fallen die fotografische Dokumentation der Mauseherzen.

Abbildung 2 veranschaulicht in vereinfachter Form den zeitlichen Versuchsablauf.

Echo
Organentnahme
Geburt Schwanzbiopsie Operation Dokumentation
—
Genotypisierung |
-9. Woche -5. Woche I 2. \Woche

Abb. 2: Studienverlauf der Versuchsgruppen mit finalem Zeitpunkt zwei Wochen postoperativ.

2.4.2.2 Zeitlicher Versuchsablauf fiir die Versuchsgruppen mit finalem
Zeitpunkt neun Wochen postoperativ

Die Mause wurden in der institutseigenen Tierhaltung neun bis zehn Wochen
preoperativ geboren. Zwischen der dritten bis funften Lebenswoche wurde ihnen eine
etwa 1cm lange Schwanzbiopsie zur Genotypisierung der Mauseindividuen
entnommen. Im Alter von neun bis zehn Wochen wurden die 18 — 25g schweren -
ERKO (ERB™) - und Wildtyptiere (ERB**) in die Studie (ibernommen; heterozygote
Tiere (ERB*") wurden nicht in die Studie libernommen.

Am Tag 0 wurden die Tiere operiert. Postoperativ wurden die Tiere unter
Standardbedingungen gehalten und nach zwei Wochen (Tag 14), drei Wochen (Tag
21), vier Wochen (Tag 28), sechs Wochen (Tag 42) und neun Wochen (Tag 63)

echokardiografisch untersucht.
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Da ein Einfluss von Isofluran auf die Genexpression nicht vollkommen ausgeschlossen
werden konnte (geringe Datenlage der Literatur) und die Tiere vor der
echokardiografischen Untersuchung unter Stress standen, wurden sie nach einer
Ruhephase von zwei Tagen getétet, um eine spatere falschpositive oder falschnegative
Messung der Genexpression zu vermeiden. Nach der Tétung der Tiere erfolgte die
Organentnahme und Praparation von Herz, Lunge und Leber. Des Weiteren erfolgte in
ausgesuchten Fallen die fotografische Dokumentation der Mauseherzen. Abbildung 3

veranschaulicht in vereinfachter Form den zeitlichen Versuchsablauf.

Echo
Organentnahme:
Gehurt Schwanzhiopsie Operation Echo Echo Echo Echo Dokumentation
—_—
Genotypisierung
1 1 I 1 1 1 1 1
-0, Woche -5. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche 6 Woche 4. Woche

Abb. 3: Studienverlauf der Versuchsgruppen mit finalem Zeitpunkt neun Wochen postoperativ

2.4.3 Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien

Die in die Studie eingeschlossenen Mause wogen zum Zeitpunkt der Operation
zwischen 18 — 25g und hatten ein Alter von neun bis zehn Wochen.

Konnte ein Tier langerfristig, d.h. Uber die normale postoperative Erholungsphase von
einer Woche hinaus, ein Gewicht von mindestens 18g nicht halten, so wurde es aus der
Studie herausgenommen. Ebenso wurden Tiere mit infizierten Operationswunden aus

der Studie herausgenommen.

Seite |16



Material und Methoden

2.5 Methoden

2.5.1 Genotypisierung

2511 Praparation genomischer DNA aus Schwanzbioptat

Zur Isolierung genomischer DNA aus murinen Schwanzspitzen wurde der kommerziell
erhaltliche Invisorb ® Spin Tissue Mini Kit verwendet. Dabei wurde gemafl® dem
mitgelieferten Protokoll verfahren und die gewonnene genomische DNA bei 4°C im

Klhlschrank zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.
2.51.2 Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

FUr die vorliegende Arbeit wurde folgendes PCR-Protokoll verwendet:

H-0: 37,75ul
Puffer (10x): Sul
ErbKOint2 Primer: Tl
ErbKOexon3 Primer: 1ul
ErbKONeo Primer: 1ul
dNTPs: 1ul
Taq.-Polymerase: 0,25ul
DNA-Probe: 1ul
Gesamtvolumen: 50ul
Programm:
95°C: 4 Minuten
95°C: 30 Sekunden
66°C: 30 Sekunden 34 Zyklen
72°C: 45 Sekunden
72°C: 10 Minuten
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2513 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung und Visualisierung der DNA-Fragmente erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese. Zur Herstellung von 100ml 0,8%igem Agarosegel wurde
0,8g Agarose mit 100ml TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) erhitzt, 5yl
Ethidiumbromid dazugegeben und im Gel Casting System zum Erkalten gebracht.
Jedes PCR-Produktvolumen von 50ul wurde mit 7ul Gelladepuffer versetzt und hiervon
15ul in eine Geltasche pipettiert. Nach Anlegen einer Spannung von 150V liefen die
PCR-Produkte flr 40 Minuten im Gel. Zur GréRenbestimmung lief parallel ein 100 bp-
Marker mit.

Auf einem UV-Transilluminator wurde die DNA sichtbar gemacht. Die Dokumentation

erfolgte durch Einscannen und Ausdrucken der Bilder (Abb. 4).

2514 Selektion der geeigneten Mause

Die Einordnung der Mause in B-ERKO-, Wildtyp- und heterozygote Tiere erfolgte visuell
anhand der Geldokumentation.

Fand sich nur eine Bande mit einer Grof3e von 500bp, so handelte es sich um ein B-
ERKO Tier; bei Auftreten nur einer Bande von 665bp um ein Wildtyptier. Bei
gleichzeitigem Vorkommen beider Banden handelte es sich um ein heterozygotes Tier,
das nicht mit in die Studie aufgenommen wurde (Abb. 4).

Bei fehlendem oder unklarem Bandenmuster wurde die PCR wiederholt.

Alle so erhaltenen Informationen wurden in einer zentralen Exceldatei

zusammengefuhrt und gespeichert.
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Abb. 4: Ergebnis einer Gelelektrophorese.

2.5.2 Induktion einer Aortenstenose

Nach dem Wiegen wurden die Mause mittels einer Losung aus Ketaminhydrochlorid/
Xylazinhydrochlorid (1ml/kg KG, intraperitoneale Gabe) anasthesiert. AnschlieRend
wurden die Tiere auf einer Warmematte in Rickenlage fixiert und endotracheal
intubiert. Die Beatmung erfolgte Uber eine Beatmungsmaschine mit einem
Atemzugvolumen von 0,2ml Raumluft und einer Respirationsrate von 200 Atemzigen
pro Minute. Als Standardzugang zum Thorax diente die mediane Sternotomie. Dazu
wurde ein 2 cm langer, vertikaler Hautschnitt auf dem Brustkorb gesetzt und der Thorax
mittels eines 1-1,5cm langen Sternumschnitts er6ffnet. Der Aortenbogen wurde
exponiert, die transversale Aorta zwischen dem Truncus Brachiocephalicus und der
Arteria carotis communis sinistra isoliert und mit einem 6.0 Seidenfaden ligiert, der
gegen eine 26-Gauge-Nadel gezogen wurde (Abb. 5). Die Nadel wurde sofort entfernt
und hinterlie3 eine Konstriktion der Aorta von 0,457mm im Durchmesser. Dies

entspricht einer Reduktion der Aortenflache von Uber 80%. Scheinoperierte Mause
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durchliefen eine vergleichbare Operationsprozedur ohne Konstriktion der Aorta. Der
Thorax und die Haut wurden jeweils mit einer 6.0 Naht verschlossen und die Mause
erholten sich von der Narkose unter einer Rotlichtlampe. Zur postoperativen Analgesie
erhielt jedes Tier Carprofen (5mg/kgKG, intraperitoneale Gabe). Die Operation wurde

unter einem Stereomikroskop durchgefiihrt und dauerte etwa 20 Minuten. ">

Abb. 5: A-D zeigen die Ligatur der transversalen Aorta.

5A) Mobilisation der Aorta mittels Haken. 5B) Der Ligaturfaden wird dorsal der Aorta durchgezogen.
5C) Darstellung des durchgezogenen Ligaturfadens und Platzierung der 26-Gauge-Nadel ventral der

Aorta. 5D) Darstellung der Ligatur wenige Momente vor Entfernen der 26-Gauge-Nadel.

2.5.3 Echokardiografie

2531 Vorbereitungen zur echokardiografischen Untersuchung

Nach dem Wiegen wurden die Mause mit 1,5%igem Isofluran anasthesiert und in

Ruckenlage auf einer Multifunktionsplattform fixiert. Jede Extremitat wurde zur
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Herzfrequenzmessung mit Elektrodengel und Tape an transkutanen EKG-Elektroden
befestigt. Die Kérpertemperatur wurde Uber einen rektalen Thermometer gemessen und
mittels der integrierten Warmeplattform und einer Rotlichtleuchte bei 36 — 38°C

3. 76 Alle Haare wurden mit chemischem Haarentferner vom Brustkorb

gehalten
entfernt. Als akustisches Ankopplungsmedium flir den Schallwandler wurde
vorgewarmtes Kontaktgel gro3zigig auf dem enthaarten Brustkorb verteilt. Nach 1 — 2
Minuten stabilisierte sich die Herzfunktion und es wurde mit der Echokardiografie

begonnen.
2.5.3.2 Echokardiografische Untersuchung

Alle Mause durchliefen dieselbe echokardiografische Untersuchung.

Jede Untersuchung begann mit der Darstellung des linken Ventrikels in der
linksparasternalen Langsachsenebene im zweidimensionalen Echokardiogramm (B-
Mode-Echokardiogramm). Daraufhin folgten zwei Aufnahmen des murinen Herzens in
der linksparasternalen Querachsenebene in Hohe der Papillarmuskelspitzen (B-Mode).
Es folgten durch Selektion einer M-Mode-Linie aus dem zweidimensionalen Bild drei bis
funf Aufnahmen des linksventrikularen Kavum im M-Mode-Echokardiogramm (Abb. 6
und 7).

M-Mode Overlay
Rechte Ventrikelwand ——jp - -2
" 4
Sepium —> | .
S 2
£
Diastole Systole /| 2D - Bild
[ umen des » / des linken
linken Ventrikels r Venirikels
/
/
’ /
Hinterwand —3p l /

Abb. 6: Schematische Darstellung des M-Mode der parasternalen Kurzachse des Herzens auf

Papillarmuskelebene (modifiziert nach Visualsonics, Inc.: Vevo 770 Operators Manual).
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LYID; d {2} : PSA = LVMID; s (2): PSA =
D7 4.05 mm D: 309 mm

P

LPSA = N

Papillarmuskelebene im 7A) B-Mode und 7B) M-Mode.
In 7A) ist der M-Mode Overlay zu sehen. 7B) zeigt die im Versuch gemessenen Parameter.
IVS: Interventrikulares Septum, LV: Linksventrikulares Lumen, LVID: Linksventrikularer Diameter, PW:

Linksventrikulare Hinterwand.

Durch drehen des Schallwandlers in die rechtsparasternale Langsachsenebene im
zweidimensionalen  Echokardiogramm  wurde der  Aortenbogen und bei
aortenstenosierten Tieren die Stenose aufgenommen (Abb. 8). Es folgte ein Wechsel in
die Dopplerechokardiografie und es wurden zwei Aufnahmen des Stromungsprofils der
proximalen aszendierenden Aorta gemacht. Das Messfenster des pulsed wave-Strahles
wurde direkt distal der Aortenklappe positioniert. Des Weiteren wurde bei
aortenstenosierten Tieren das Flussprofil distal der Stenose zweimalig aufgezeichnet.
Bei scheinoperierten Tieren erfolgten zwei Aufnahmen des Stromungsprofils distal des
Abgangs der Arteria carotis communis sinistra (Abb.8). Es wurde auf eine
Winkeleinstellung zwischen Schallfeld und Blutstrom von 0° - 20° geachtet. Eine
Winkelabweichung zwischen 0° und 20° verfalscht den Wert der Dopplerverschiebung
nur um hochstens 6% 8. Bei Winkelabweichungen iiber 20° nimmt der Fehler rasch zu.

Zuletzt folgten durch Selektion einer M-Mode-Linie aus dem zweidimensionalen
Ubersichtsbild des Aortenbogens vier Aufnahmen des Aortenlumenquerschnitts der
proximalen aszendierenden Aorta im M-Mode-Echokardiogramm. Auf einen
senkrechten Strahlengang des Schallfelds gegenuber der Aortenwand wurde geachtet.

Nach Beendigung der echokardiografischen Untersuchung wurden die Mause kurz mit
reinem medizinischen Sauerstoff beatmet, von der Multifunktionsplattform befreit und
getrocknet. Sie erholten sich von der Narkose unter einer Rotlichtlampe. Die

vollstandige Untersuchung dauerte etwa 15 Minuten.
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Abb. 8.: Echokardiografische Darstellung des Aortenbogens in rechtsparasternaler

Langsachsenebene im B-Mode und der dazugehorigen Flussprofile im Doppler-Mode.

Das Doppler-Messfenster, die Winkeleinstellungen (8A und 8B) und die gemessenen Parameter (8C und
8D) sind zu erkennen. 8A) zeigt den Aortenbogen eines scheinoperierten Tieres. In 8B) ist eine
transversale Aortenstenose zu sehen (zwischen Truncus brachiocephalicus und Art. carotis communis
sinistra).

Das in 8C) dargestellte Flussprofil wurde durch das in 8A) gezeigte Doppler-Messfenster erfasst. Das in
8D) dargestellte Flussprofil wurde durch das in 8B) gezeigte Doppler-Messfenster distal der Stenose
erfasst.

Ao Vmax: Maximale Flussgeschwindigkeit des Blutes in mm/s.
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2533 Durchgefuihrte Messungen

Alle echokardiografischen Messungen wurden entsprechend den Standards der
American Society of Echocardiography durchgefihrt®®>>’. Zur Bestimmung der
linksventrikularen Mafle und des linksventrikularen Gewichts wurde im M-Mode-
Echokardiogramm der linke Ventrikel auf HOhe der Papillarmuskelspitzen in der
linksparasternalen Querachsenebene vermessen. Es wurde der linksventrikulare
Diameter (LVID), die linksventrikulare Hinterwand (LVPW) und das interventrikulare
Septum (IVS) wahrend der Endsystole (s) und Enddiastole (d) vermessen. Alle
enddiastolischen Messungen wurden zum Zeitpunkt des groften linksventrikularen
Diameters durchgefuhrt und alle endsystolischen Messungen zum Zeitpunkt des
kleinsten linksventrikularen AusmafRes. Je Versuchstier wurden drei M-Mode-
Aufnahmen vermessen. Je M-Mode-Aufnahme wurden drei Herzzyklen vermessen und
aus den neun Wertepaaren ein Mittelwert gebildet.

Anhand des Dopplerspektrogramms wurde an mindestens funf aufeinander folgenden
Herzzyklen die Herzfrequenz gemessen. Des Weiteren wurde die maximale
linksventrikulare Ausflussstromgeschwindigkeit distal der Aortenklappe gemessen und
aus sechs Werten ein Mittelwert gebildet. Bei aortenstenosierten Tieren konnte die
poststenotische Flussgeschwindigkeit gemessen und somit spater mittels der
maximalen linksventrikularen Ausstromgeschwindigkeit der maximale instantane
Druckgradient an der Stenose berechnet werden. Bei auftretendem ,Aliasing“-Effekt
aufgrund zu hoher Flussgeschwindigkeiten wurde die Null-Linie verschoben. Reichte
die Nulllinienverschiebung nicht aus, um die maximale Flussgeschwindigkeit zu
ermitteln, so wurde die Messung verworfen. Aus sechs Werten, die aus zwei
Dopplerspektren erhalten wurden, bildete man einen Mittelwert. Bei scheinoperierten
Tieren ohne Aortenstenose wurde die maximale Flussgeschwindigkeit distal des
Abgangs der Arteria carotis communis sinistra gemessen und aus sechs Werten ein
Mittelwert gebildet.

Zuletzt wurde anhand der M-Mode-Aufnahmen des Aortenlumens der proximalen
aszendierenden Aorta der Diameter der Aorta vermessen. Je Echokardiogramm wurden
drei Herzzyklen vermessen. Aus drei M-Mode-Echokardiogrammen wurden somit neun

Werte erhalten und daraus ein Mittelwert gebildet.
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2534 Durchgefuhrte Berechnungen

Die linksventrikulare Muskelmasse wurde aus den im M-Mode gemessenen Parametern

|38, 39,77

nach der Penn-cube Forme errechnet:

LVM :1,05((LVIDd +LVPWd + IVSd )® - |_V|Dd3)

LVM [mg]: Linksventrikuldre Muskelmasse

LVIDd [mm]: Enddiastolischer linksventrikuldarer Diameter
LVPWd [mm]: Enddiastolische linksventrikuldre Hinterwanddicke
IVSd [mm]: Enddiastolische interventrikuldre Septumdicke

Weitere Werte, die aus den gemessenen Parametern errechnet wurden, sind die

)*® und die

linksventrikulare Faserverkirzung in Prozent (Fractional Shortening
linksventrikulare Auswurffraktion (Ejection Fraction). Sie dienen der Einschatzung der
systolischen Funktion des Herzens und gehen dabei von einer regelmafigen Struktur

des Ventrikels aus.

_ LVIDd - LVIDs y
LVIDd

FS [%]: Linksventrikuldre Faserverkiirzung
LVIDd [mm]: Enddiastolischer linksventrikuldarer Diameter
LVIDs [mm]: Endsystolischer linksventrikuldrer Diameter

FS 100

B LVVold — LVVols y
B LVVold

EF [%]: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion
LVVold [ml]: Enddiastolisches linksventrikuldres Volumen
LVVols [ml]: Endsystolisches linksventrikuldres Volumen

EF 100

Das linksventrikulare Schlagvolumen wurde mit Hilfe der Teichholz-Formel far

Einzelvolumina wie folgt berechnet’®:

7

LVWWold =| ——
2,4+ LVIDd

Jx LVIDd® LVVols =[ Jx LVIDs®

2,4+ LVIDs

LVVold [ml]: Enddiastolisches linksventrikuldres Volumen
LVVols [ml]: Endsystolisches linksventrikuldares Volumen
LVIDd [mm]: Enddiastolischer linksventrikuldrer Diameter
LVIDs [mm]: Endsystolischer linksventrikuldarer Diameter
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LVSV = T x LVIDd® — _r x LVIDs®
2,4+ LVIDd 2,4+ LVIDs

LVSV [ml]: Linksventrikulares Schlagvolumen
LVIDd [mm]: Enddiastolischer linksventrikuldarer Diameter
LVIDs [mm]: Endsystolischer linksventrikuldarer Diameter

Anhand der in der Dopplerechokardiografie gemessenen maximalen pre- und
poststenotischen Flussgeschwindigkeiten konnte mittels der vereinfachten Bernoulli-

Gleichung der Druckgradient an der Stenose bestimmt werden’®:

AoPeakGrad = 4(\/ max poststen® —V max prestenz)

AoPeakGrad [mmHG]: Druckgradient an Stenose
Vmaxpresten [m/s]: Maximale prestenotische Flussgeschwindigkeit
Vmaxpoststen [m/s]: Maximale poststenotische Flussgeschwindigkeit

Die relative, linksventrikulare Wanddicke Th/R zeigt eine konstante Beziehung zum
linksventrikularen, systolischen Druck am gesunden Herzen bei Kindern und
Erwachsenen’ ®°. Ein Th/R Quotient von 0,33 gilt als physiologisch. Hohere Werte
werden bei Patienten mit kompensierter Aortenstenose gefunden. Er berechnet sich wie

folgt®®83:

Th/R = 2x LVPWd
LVIDd
Th/R: Relative, linksventrikulare Wanddicke

LVPWd [mm]: Enddiastolische linksventrikuldre Hinterwanddicke
LVIDd [mm]: Enddiastolischer linksventrikuldrer Diameter
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2.5.4 Tétung und Organentnahme

Die Tiere wurden mit 3%igem Isofluran anasthesiert und anschlie®end wurde ein
Kehlschnitt durchgefihrt. Die Tiere verstarben innerhalb von Sekunden aufgrund
Verblutens oder Durchtrennens der Halswirbelsaule.

Der Thorax wurde beidseits lateral eroffnet, das noch schlagende Herz exponiert, von
Gefallen und mediastinalem Gewebe abgetrennt, herausgenommen und in eisgekihlte
PBS-L6sung gelegt.

Daraufhin wurde mit der Praparation des linken Ventrikels begonnen: Die Vorhofe
wurden auf Hohe der Klappenebene vom Herzen abgesetzt und das Herz gewogen.
Weiterhin wurde es in links-, rechts- und interventrikulare Muskelmasse getrennt und
das Material fir weitere molekularbiologische Untersuchungen in Flussigstickstoff
eingefroren.

Des Weiteren wurde die rechte Tibia frei prapariert und ihre Lange mit einem

Schiebelineal bestimmt. Die Mausekadaver wurden fachgerecht entsorgt.

2.5.5 Statistische Methoden

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die echokardiografischen
Daten wurden anhand einfaktorieller ANOVA und nachfolgender Tukey-Korrektur
miteinander verglichen. Bei Vergleich verschiedener Zeitpunkte wurde der abhangige t-
Test verwendet. Alle Tests waren zweiseitig. P < 0,05 wurde als statistisch signifikant
erachtet.

Die grafische Prasentation der Daten wurde mit SIGMAPLOT (Version 10, SYSTAT
Software Inc., San Jose, CA, USA) erstellt. Zur statistischen Auswertung der
Ergebnisse wurde SPSS (Version 13.0 und 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

verwendet.
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ERGEBNISSE

3.1 Vorversuch zur Quantifizierung der Aortenkonstriktion
nach TAC

Zur Bestimmung des verbleibenden Aortenlumens und der Starke der Konstriktion nach
TAC wurde ein Vorversuch durchgefuhrt. Mittels Echokardiografie wurde der
diastolische und systolische Diameter der aszendierenden Aorta von jeweils 20
weiblichen und mannlichen Tieren gemessen und spater die Lumenflache berechnet
(Flache = 0,785 x [Diameter?]). Ebenso wurde die verbleibende Lumenflache nach
Stenoseinduktion mittels 25G, 26G und 27G — Nadel berechnet (Tabelle 3 und Tabelle
4).

Tabelle 3: Vergleich der unterschiedlichen Gaugestarken und deren AuBendurchmesser nach
ISO/DIN 9626.

GaugegroRe AuRendurchmesser [mm]

25 Gauge 0,508
26 Gauge 0,457
27 Gauge 0,406

Tabelle 4: Darstellung der gemessenen systolischen und diastolischen Diameter der Aorta und
der errechneten, verbleibenden Aortenfliche nach Stenose mit gegebener Nadel.

Werte sind als Mittelwert + Standardfehler in Millimeter dargestellt.

Mannlich (n=20) Weiblich (n=20)

Diastolischer Diameter [mm] 1,21+0,02 1,15+0,02
Systolischer Diameter [mm] 1,44+0,03 1,39+0,03
Flache (diastolisch) [mm?] 1,15+0,04 1,04+0,04
Nadelgrofie Aortenrestflache [%]

25G 17,62 19,56

26G 14,26 15,83

27G 11,25 12,50
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Aufgrund der gemessenen und errechneten Werte wurde zugunsten der 26G-Nadel
entschieden. Das Aortenlumen wird somit um 85% stenosiert. Unter Verwendung einer
27-Gauge Nadel ware mit der vorzeitigen Entwicklung einer dekompensierten
Herzinsuffizienz und einem Anstieg der postoperativen Mortalitat im neunwdchigen

Verlauf zu rechnen gewesen.

3.2 Druckgradient tuber der Stenose

Ein ausgepragter Druckgradient Uber der Stenose war bei druckbelasteten Tieren zwei,
drei, vier, sechs und neun Wochen nach Operation mit einer 26G-Nadel vorhanden
(Abb. 9A und B). Der Anstieg war im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe signifikant
(jeweils p=0,000). Bei druckbelasteten B-ERKO-Mausen trat sechs (p=0,016) und neun
(p=0,001) Wochen postoperativ ein Geschlechterunterschied im ausgebildeten
Druckgradienten auf: Der Druckgradient weiblicher Tiere war signifikant hoher als bei
mannlichen Tieren (Abb. 9B).

Zeitlicher Verlauf des transstenotischen Druckgradienten in WT Mausen

A.

# #
| #
60 # #
_ 50 -
E # # # # #
40
& 30 —
3
%.) 20 -
8 10
©7 = = 3 —— —
-10

T T T T T
Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 6 Woche 9

—e— Weiblich WT SHAM (n=12)
—O— Weiblich WT TAC (n=16)
—w— Mannlich WT SHAM (n=12)
—A— Mannlich WT TAC (n=17)

Abb. 9A
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Zeitlicher Verlauf des transstenotischen Druckgradienten in BERKO Mausen

B .

60 -

50

40

30 A

20 -

Druckgradient [mmHg]

10 A

°1 —— ¢ —9—9¢——9

-10

T T T T T
Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 6 Woche 9

—e— Weiblich BERKO SHAM (n=12)
—O— Weiblich BERKO TAC (n=186)
—w— Mannlich BERKO SHAM (n=11)
—A— Mannlich BERKO TAC (n=17)

Abb. 9A und B zeigen den zeitlichen Verlauf des transstenotischen Druckgradienten der WT-(A)
und ERB"-(B) Miduse in mmHg.

9A) zeigt die Gradienten zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen nach Operation bei WT-Mausen, 9B)
zeigt die Gradienten zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen nach Operation bei ERB"'-Méusen.

Als Kontrolle dienten geschlechts- und genotypgleiche, scheinoperierte Tiere.

*p<0,05 Mannlich TAC vs. Weiblich TAC, **p<0,01 Mannlich TAC vs. Weiblich TAC, #p<0,01 TAC vs.
SHAM

WT: Wildtyp, BERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:
Scheinoperiert.
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3.3 Link§ventrikulére Auswurffraktion — zeitlicher Verlauf
der Anderungen

3.3.1 Wildtyptiere — Effekt von TAC und Geschlecht

Zwei Wochen nach TAC-Operation unterschied sich die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (EF) weiblicher und mannlicher Wildtyptiere in den Kontrollgruppen
nicht von denen druckbelasteter Tiere. Ein Trend zu niedrigeren EF Werten in
mannlichen TAC-Tieren erreichte keine Signifikanz (Abb. 10A).

Die Unterschiede zur Kontrollgruppe erreichten in den mannlichen TAC-Tieren
Signifikanz nach vier Wochen, in den weiblichen TAC-Tieren erst nach sechs Wochen
(Abb. 10A). Druckbelastete, mannliche Wildtyptiere zeigten von der zweiten bis neunten
Woche einen Trend zu einer niedrigeren EF (nicht signifikant) gegenuber
druckbelasteten weiblichen Tieren.

Die EF der mannlichen WT-Kontrollgruppe nahm von der zweiten zur neunten Woche
signifikant ab (p=0,02). Dagegen blieb die EF der weiblichen WT-Kontrollgruppe
unverandert. In der TAC-Gruppe nahm die EF in mannlichen und weiblichen Tieren
signifikant ab (jeweils p<0,01). Der Abfall war in den mannlichen Tieren im Trend

starker ausgepragt und ging schneller vor sich.

3.3.2 ERB™”-Tiere — Effekt von TAC und Geschlecht

Zwei Wochen nach TAC-Operation war die linksventrikulare Ejektionsfraktion der ERB™
Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen unabhangig vom Geschlecht unverandert
(Abb. 10B). In der vierten, sechsten und neunten Woche bestand ein signifikanter
Unterschied der EF zwischen den druckbelasteten, mannlichen ERB"'—Méusen und der
Kontrollgruppe (Abb. 10B). Weibliche ERB-TAC-Tiere erreichten eine statistisch
signifikante Differenz der EF zur Kontrollgruppe in der neunten Woche (Abb. 10B).
Druckbelastete, mannliche ERB-Mause zeigten von der dritten bis neunten Woche
einen Trend zu einer niedrigeren EF (nicht signifikant) gegenltber weiblichen TAC-

Tieren.
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Zeitlicher Verlauf der Auswurffraktion in WT Mausen

A
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50 ~ +
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Auswurffraktion in %

35 4 #

30 o #+
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—&— Weiblich WT SHAM (n=12)
—O— Weiblich WT TAC (n=16)
—w— Mannlich WT SHAM (n=12)
—&— Mannlich WT TAC (n=17)

B Zeitlicher Verlauf der Auswurffraktion in B-ERKO Mausen

65

60

55 -
NS A
(=
é 50 -
8
g 45
‘% 40 -
2 #

#+
35
#
30 #+

T T T T T
Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 6 Woche 9

—@&— Weiblich BERKO SHAM (n=12)
—O— Weiblich BERKO TAC (n=16)
—w%— Mannlich BERKO SHAM (n=11)
—4— Mannlich BERKO TAC (n=17)

Abb. 10A zeigt die Auswurffraktion der Wildtyptiere zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen
postoperativ. Abb. 10B zeigt die Auswurffraktion der ERB"'-Tiere zwei, drei, vier, sechs und neun
Wochen postoperativ.

Als Kontrolle dienten geschlechts- und genotypgleiche, scheinoperierte Tiere.

#p<0,05 TAC vs. SHAM, *p<0,05 Mannlich vs. Weiblich; +p<0,05 neunte gegenlber zweite Woche
(abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, B-ERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:

Scheinoperiert;
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Ein messbarer Geschlechterunterschied der linksventrikularen Auswurffraktion trat neun
Wochen postoperativ zwischen den ERB"'—KontroIIgruppen auf (p=0,04, unabhangiger t-
Test p=0,006). Die EF weiblicher Tiere war hoher als die mannlicher Tiere.

Die EF der weiblichen und méannlichen ERB™-TAC-Gruppe nahm von der zweiten zur
neunten Woche ab (p=0,000). Der Abfall war in den mannlichen Tieren im Trend starker

ausgepragt und ging schneller vor sich.

3.3.3 Weibliche Tiere — Effekt von TAC und Genotyp

Zwei Wochen nach der TAC-Operation anderte sich die linksventrikulare
Ejektionsfraktion weiblicher TAC-Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen kaum.
Sie wurde unabhangig vom Genotyp aufrechterhalten (Abb. 10C).

Weiterhin zeigten die weiblichen TAC-Gruppen zwei Wochen postoperativ eine
annahernd gleiche EF, die bis zur neunten Woche signifikant abnahmen (jeweils
p=0,000) (Abb. 10C). Ein Genotypenunterschied in der Ausbildung der EF unter

weiblichen TAC-Gruppen konnte nicht beobachtet werden.

3.3.4 Mannliche Tiere — Effekt von TAC und Genotyp

Mannliche TAC-Gruppen zeigten eine annahernd gleiche EF zwei Wochen
postoperativ, die bis zur neunten Woche signifikant abnahmen (jeweils p = 0,000, Abb.
10D). In der vierten, sechsten und neunten Woche bestand ein signifikanter
Unterschied der EF zwischen den druckbelasteten, mannlichen ERB"'—Méusen und der
Kontrollgruppe (Abb. 10D). Mannliche WT TAC-Tiere erreichten eine statistisch
signifikante Differenz der EF zur Kontrollgruppe ab der vierten Woche (Abb. 10D). Ein
Genotypenunterschied in der Ausbildung der EF unter mannlichen TAC-Gruppen

konnte nicht beobachtet werden.
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Zeitlicher Verlauf der Auswurffraktion weiblicher Versuchsgruppen
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—O— Weiblich WT TAC (n=16)

—w— Weiblich BERKO SHAM (n=12)
—4— Weiblich BERKO TAC (n=16)

Zeitlicher Verlauf der Auswurffraktion mannlicher Versuchsgruppen

D.
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—&— Mannlich BERKO TAC (n=17)

Abb. 10C zeigt die Auswurffraktion der weiblichen Versuchsgruppen zwei, drei, vier, sechs und
neun Wochen postoperativ. Abb. 10D zeigt die Auswurffraktion der mannlichen Versuchsgruppen
zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen postoperativ.

Als Kontrolle dienten geschlechts- und genotypgleiche, scheinoperierte Tiere.

#p<0,05 TAC vs. SHAM, +p<0,05 neunte gegentiber zweite Woche (abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, B-ERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:
Scheinoperiert;
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3.4 Geschlechterunterschiede in der Ausbildung der
Hypertrophie

3.4.1 Wildtyptiere

Sowohl in der TAC-Gruppe der mannlichen als auch weiblichen Wildtypmause flhrte
die Induktion der Aortenstenose von der zweiten bis neunten Woche postoperativ zu
einer signifikanten Vergroferung der linksventrikularen Masse (LVM/TL) im Vergleich
zur jeweiligen Kontrollgruppe (Abb. 11A). Dabei war die LVM/TL mannlicher WT-TAC-
Mause von der dritten bis neunten Versuchswoche postoperativ hdher als die weiblicher
TAC-Wildtyptiere (pwoche 3 = 0,066, pwoche 4 = 0,006, pwoche 6 = 0,015, pwocheo= 0,01),
wohingegen die LVM/TL der Kontrollgruppen praktisch identisch war (Abb. 11A). Ab der
vierten Versuchswoche bestand ein signifikanter Geschlechterunterschied in der

Ausbildung der Linksherzhypertrophie bei Wildtyptieren.

3.4.2 ERB”-Tiere

In der TAC-Gruppe der mannlichen und weiblichen ERB"-Mause fiihrte die Induktion
der Aortenstenose zu einer signifikanten Myokardhypertrophie im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe von der zweiten bis neunten Woche postoperativ (Abb. 11B).
Die LVM/TL der Kontrollgruppen war praktisch identisch. Ein Geschlechterunterschied
in der Ausbildung der Linksherzhypertrophie wurde unter TAC-Gruppen nicht
beobachtet (Abb. 11B). Im Vergleich zu den Wildtyptieren war der signifikante
Unterschied aufgehoben.
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Zeitverlauf der LVM/TL in WT Mausen
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Zeitverlauf der LVM/TL in B-ERKO Mausen
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Abb. 11A zeigt die linksventrikularen Muskelmassen zur Tibialdnge der Wildtyptiere zwei, drei,
vier, sechs und neun Wochen postoperativ. Abb. 11B zeigt die linksventrikularen Muskelmassen
zur Tibialdnge der ERB"'-Tiere zwel, drei, vier, sechs und neun Wochen postoperativ.

Als Kontrolle dienten geschlechts- und genotypgleiche, scheinoperierte Tiere.

#p<0,05 TAC vs. SHAM, *p<0,05 Mannlich vs. Weiblich, **p<0,01 Mannlich vs. Weiblich, +p<0,05 Neunte
gegenuber zweiter Woche (abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, B-ERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:
Scheinoperiert, LVM: Linksventrikuldre Masse, TL: Tibialange;
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3.4.3 Weibliche Tiere

In weiblichen TAC-Gruppen flihrte die Induktion der Aortenstenose zu einer
signifikanten Hypertrophieentwicklung im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe von
der zweiten bis neunten Woche postoperativ (Abb. 11C).

Weibliche TAC-Gruppen zeigten zwei Wochen postoperativ denselben Grad an
Myokardhypertrophie. Das Ausmal® der Hypertrophie nahm zu den folgenden
Untersuchungszeitpunkten in beiden Gruppen zu. Druckbelastete, weibliche ERB"‘-
Tiere wiesen drei, vier und neun Wochen einen leicht h6heren, nicht signifikanten Grad
an Hypertrophie auf als weibliche Wildtyptiere. Es wurde kein signifikanter Unterschied

der LVM/TL zwischen den Kontrollgruppen beobachtet.

3.4.4 Médnnliche Tiere

In  mannlichen TAC-Gruppen flhrte die Induktion der Aortenstenose zu einer
signifikanten Hypertrophiezunahme im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe von der
zweiten bis neunten Woche postoperativ (Abb. 11D).

Die linksventrikulare Hypertrophie mannlicher TAC-Wildtypmause war von der zweiten
bis neunten Versuchswoche postoperativ im Trend starker ausgebildet als in
druckbelasteten, mannlichen ERB™-Tieren (Abb. 11D), wobei ein initial bestehender
Unterschied verstarkt wurde. Jedoch erreichte die Differenz erst in der neunten Woche
statistische Signifikanz (pwoche 2 = 0,074, pPwoche 3 = 0,280, pwoche 4 = 0,125, pwoches =
0,094, pwoche 9 = 0,035). Der LVM/TL-Quotient der Kontrollgruppen war praktisch
identisch (Abb. 11D).
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Zeitlicher Verlauf der LVM/TL weiblicher Versuchsgruppen
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Zeitlicher Verlauf der LVM/TL mannlicher Versuchsgruppen
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Abb. 11C =zeigt die linksventrikuliren Muskelmassen zur Tibialdnge der weiblichen
Versuchsgruppen zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen postoperativ. Abb. 11D zeigt die
linksventrikularen Muskelmassen zur Tibialange der ménnlichen Versuchsgruppen zwei, drei,
vier, sechs und neun Wochen postoperativ.

Als Kontrolle dienten geschlechts- und genotypgleiche, scheinoperierte Tiere.

Ap<0,05 BERKO vs. WT, #p<0,05 TAC vs. SHAM, +p<0,05 Neunte gegeniber zweiter Woche
(abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, B-ERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:
Scheinoperiert, LVM: Linksventrikulare Masse, TL: Tibialange;
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3.5 Relative linksventrikulare Wanddicke

3.5.1 Wildtyptiere

Sowohl in der TAC-Gruppe der mannlichen als auch weiblichen Wildtypmause fuhrte
die Induktion der Aortenstenose von der zweiten bis neunten Woche postoperativ zu
einem signifikanten Anstieg der relativen Wanddicke im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe (Abb. 12A). Dabei konnte kein Geschlechterunterschied zwischen den
TAC-Wildtypgruppen beobachtet werden. Der Th/R-Quotient der mannlichen WT-TAC-
Gruppe fiel von der zweiten zur neunten Woche signifikant ab (p=0,019, Abb. 12A).

3.5.2 ERB”-Tiere

In der TAC-Gruppe der mannlichen als auch weiblichen ERB"-Méause filhrte die
Induktion der Aortenstenose von der zweiten bis neunten Woche postoperativ zu einem
signifikanten Anstieg der relativen Wanddicke im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe (Abb. 12B). Dabei war die relative Wanddicke weiblicher ERB™-TAC-
Tiere von der zweiten bis neunten Versuchswoche postoperativ hdher als die
mannlicher ERB”-TAC-Mause, wohingegen der Th/R-Quotient der Kontrollgruppen
praktisch identisch war (Abb. 12B). Der Geschlechterunterschied war bereits ab der
zweiten Woche signifikant (pwoche 2 = 0,016, pwoche 3 = 0,011, pwoche 4 = 0,05, Pwoche 6 =
0,002, pwoche 9 = 0,001). Die relative Wanddicke der mannlichen ERB"-TAC-Gruppe fiel
von der zweiten zur neunten Woche signifikant ab (p=0,05). Weibliche ERB™-TAC-
Mause zeigten die starkste konzentrische Hypertrophie aller Versuchsgruppen (Abb.
12B). Der Effekt war bereits nach zwei Wochen voll ausgepragt und bei der

Kontrollgruppe nicht zu finden.
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A Zeitlicher Verlauf der relativen Wanddicke bei WT Mausen
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B Zeitlicher Verlauf der relativen Wanddicke bei BERKO MAusen
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Abb. 12A zeigt den Th/R-Quotienten der Wildtyptiere zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen
postoperativ. Abb. 12B zeigt den Th/R-Quotienten der ERB"'-Tiere zwei, drei, vier, sechs und neun
Wochen postoperativ.*p<0,05 Mannlich vs. Weiblich, **p<0,01 Mannlich vs. Weiblich, #p<0,05 TAC vs.
SHAM, +p<0,05 zweite gegentber neunte Woche (abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, B-ERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:

Scheinoperiert;
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3.5.3 Weibliche Tiere

In den TAC-Gruppen der weiblichen Mause flhrte die Induktion der Aortenstenose von
der zweiten bis neunten Woche postoperativ zu einem signifikanten Anstieg der
relativen Wanddicke im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (Abb. 12C). Ein
signifikanter Genotypenunterschied zwischen den weiblichen TAC-Gruppen konnte
nicht beobachtet werden. Jedoch zeigten weibliche ERB-TAC-Mause zwei, drei, vier
und neun Wochen nach Operation einen Trend zu einer héheren relativen Wanddicke
als weibliche WT-TAC-Mause. Die relative Wanddicke der Kontrollgruppen war

praktisch identisch.

3.5.4 Médnnliche Tiere

In den TAC-Gruppen der mannlichen Mause fuhrte die Induktion der Aortenstenose von
der zweiten bis neunten Woche postoperativ zu einem signifikanten Anstieg der
relativen Wanddicke im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (Abb. 12D). Eine
signifikante Abnahme des Th/R-Quotienten war unter mannlichen Gruppen von der
zweiten zur neunten Woche zu beobachten (jeweils p<0,05, Abb. 12D). Dies spricht flr
eine Ventrikeldilatation. Die Abnahme ist bei den ERB"'—Tieren etwas starker
ausgepragt als bei den Wildtyptieren. Dies steht in Kontrast zu weiblichen TAC-
Gruppen, die keine signifikante Ventrikeldilatation im Vergleich zweite zu neunte Woche
zeigten (Abb. 12C).
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C Zeitlicher Verlauf der relativen Wanddicke bei weiblichen Tieren

Relative Wanddicke
o
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—e— Weiblich WT SHAM (n=12)
—O— Weiblich WT TAC (n=16)
—w— Weiblich BERKO SHAM (n=12)
—&— Weiblich BERKO TAC (n=16)

D Zeitlicher Verlauf der relativen Wanddicke bei mannlichen Tieren

Relative Wanddicke
o
(¢,
o
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0,30 T T T T T
Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 6 Woche 9

—e— Mannlich WT SHAM (n=12)
—O— Maénnlich WT TAC (n=17)
—w— Mannlich BERKO SHAM (n=11)
—A&— Maénnlich BERKO TAC (n=17)

Abb. 12C zeigt den Th/R-Quotienten der weiblichen Versuchsgruppen zwei, drei, vier, sechs und
neun Wochen postoperativ. Abb. 12D zeigt den Th/R-Quotienten der mannlichen
Versuchsgruppen zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen postoperativ.

*p<0,05 Mannlich vs. Weiblich, **p<0,01 Mannlich vs. Weiblich, #p<0,05 TAC vs. SHAM, +p<0,05 zweite
gegeniber neunte Woche (abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, B-ERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:

Scheinoperiert;
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Tabelle 5: Vergleich der relativen linksventrikuldren Wanddicke und des Quotienten aus Septum-
und Hinterwanddicke durch linksventrikuldren Diameter.

Als Kontrolle dienten geschlechts- und genotypgleiche, scheinoperierte Tiere.

#p<0,05 TAC vs. SHAM, *p<0,05 Mannlich vs. Weiblich, **p<0,01 Mannlich vs. Weiblich, +p<0,05 zweite
gegeniber neunte Woche (abhangiger t-Test);

WT: Wildtyp, BERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:
Scheinoperiert, Th/R: relative linksventrikulare Wanddicke, LVIDd: diastolischer linksventrikularer

Diameter, IVSd: diastolische, interventrikulare Septumdicke, PWd: diastolische Hinterwanddicke;

Th/R = (2 x PWd)/LVIDd (PWd+IVSd)/LVIDd

Versuchsgruppe N Woche 2 Woche 9 Woche 2 Woche 9
W WT Sham 12 0,35+0,01 0,35+0,02 0,35+0,01 0,37+0,02
W WT TAC 16 0,53+0,06# 0,48+0,03# 0,5110,04# 0,48+0,02#
M WT Sham 12 0,35+0,02 0,34+0,02 0,35+0,02 0,34+0,01

M WT TAC 17 0,51+0,02# 0,47+0,02#+ 0,51+0,02# 0,50+0,02#
W BERKO Sham 12 0,36+0,02 0,37+0,01 0,37+0,01 0,3810,01
W BERKO TAC 16 0,61+0,05# 0,58+0,05# 0,58+0,03# 0,57+0,03#
M BERKO Sham 11 0,35+0,02 0,33+0,02 0,35+0,02 0,34+0,02
M BERKO TAC 17 0,52+0,03#* 0,42+0,03#**+ 0,53+0,03# 0,44+0,02#**+

Tabelle 5 vergleicht die relative linksventrikulare Wanddicke mit dem Quotienten aus
Septum- und Hinterwanddicke durch den linksventrikularen Diameter. Somit wurde der
spezifische Bezug der Hinterwanddicke bei der Berechnung des Th/R-Quotienten
relativiert, indem ein neuer Quotient gebildet wurde, in den ebenso die Septumdicke

Eingang fand. Der neu gebildete Quotient wich unwesentlich vom Th/R-Quotienten ab.
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3.6 Linksventrikulare Diameter, Septum- und Hinterwand-
dicken

3.6.1 Linksventrikuldre Diameter

Zwei Wochen postoperativ tendierten weibliche und mannliche TAC-Gruppen im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe zu kleineren diastolischen, linksventrikularen
Diametern (LVIDd, nicht signifikant). Mannliche ERB™-TAC-M&ause wiesen einen
signifikanten Abfall des LVIDd gegenuber der Kontrollgruppe auf. Zwei Wochen
postoperativ traten keine Geschlechterunterschiede auf (Tabelle 6).

Zur neunten Woche nahm der LVIDd aller TAC-Gruppen signifikant zu (abhangiger t-
Test, p<0,05). Es zeigten sich signifikante Geschlechterunterschiede: Beide mannlichen
TAC-Gruppen zeigten einen signifikant groReren diastolischen Diameter als die
weiblichen Vergleichsgruppen (Tabelle 6). Der LVIDd der mannlichen ERB™-
Kontrollgruppe nahm zur neunten Woche signifikant zu und war signifikant héher als in

der weiblichen ERB™-Kontroligruppe (Tabelle 6).

Zwei Wochen postoperativ zeigten weibliche und mannliche TAC-Gruppen keinen
signifikanten Unterschied des systolischen, linksventrikularen Diameters (LVIDs) zu
Kontrolle und keine signifikanten Geschlechterunterschiede (Tabelle 6).

Zur neunten Woche nahm der LVIDs aller TAC-Gruppen signifikant zu (abhangiger t-
Test, p<0,05). Bis auf die mannliche ERB”-TAC-Gruppe zeigten alle TAC-Gruppen

einen signifikant groReren LVIDs gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe (Tabelle 6).

3.6.2 Septum- und Hinterwanddicken

Zwei Wochen postoperativ war die diastolische, interventrikulare Septumdicke (1VSd)
weiblicher und mannlicher TAC-Gruppen signifikant hoher als in den Kontrollgruppen.
Es wurden keine Geschlechterunterschiede beobachtet (Tabelle 6).

Zur neunten Woche nahm die IVSd aller TAC-Gruppen signifikant zu (abhangiger t-
Test, p<0,05). Die IVSd der scheinoperierten Kontrollgruppen anderte sich kaum, wie
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es fur ein gesundes Herzwachstum zu erwarten war. Mannliche WT TAC-Gruppen
zeigten eine signifikant groRere 1VSd als die weibliche Vergleichsgruppe (Tabelle 6).

Zwei Wochen postoperativ zeigten alle TAC-Gruppen eine signifikant dickere
diastolische Hinterwand (PWd) gegenuber Kontrolle. Bereits zwei Wochen nach der
TAC-Operation zeigte sich ein signifikanter Geschlechterunterschied: Mannliche ERB™-
Mause zeigten eine signifikant dunnere diastolische Hinterwand als die weibliche
Vergleichsgruppe. Dieser Geschlechterunterschied blieb neun Wochen nach der
Operation erhalten, da die PWd weiblicher ERB”-TAC-Mause gegeniiber der zweiten
Woche weiterhin signifikant zunahm, die PWd der mannlichen TAC-Mause mit Deletion
des ERB jedoch nicht (Tabelle 6). Die diastolische Hinterwand scheinoperierter
Kontrollgruppen anderte sich kaum von der zweiten zur neunten Woche, wie es fur ein

gesundes Herzwachstum zu erwarten war (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Darstellung der linksventrikularen Massen zur Tibialdnge, der diastolischen linksventrikuldaren Diameter und der diastolischen Septum-

und Hinterwanddicken.
#p<0,05 TAC vs. Sham, *p<0,05 Mannlich vs. Weiblich, **p<0,01 Mannlich vs. Weiblich; *p<0,05 BERKO vs. WT, +p<0,05 zweite gegeniber neunte Woche;
WT: Wildtyp, BERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham: Scheinoperiert, LVIDd: diastolischer linksventrikularer

Diameter, IVSd: diastolische, interventrikulare Septumdicke, PWd: diastolische Hinterwanddicke;

LVM/TL [mg]

Gruppe

W WT SHAM

W WT TAC

M WT SHAM

M WT TAC

W BERKO SHAM
W BERKO TAC
M BERKO SHAM
M BERKO TAC

n  Woche 2
12 5,140,18
16 8,21x0,42#
12 5,87+0,34
17  8,93+0,45#
12 5,35%0,22
16 8,17+0,27#
11 6,120,26
17  7,64+0,31#

Woche 9
6,01£0,16
11,18+0,75#
6,94+0,33
14,09+0,76#**
6,030,17
11,86+0,50#
7,2610,30
11,64+0,64#"

LVIDd [mm]

Woche 2 Woche 9
3,88+0,07 4,00£0,05
3,76x0,07 4,24+0,11 +
4,03+0,09 4,33+0,12
3,97+0,09 4,66+0,11 *+
3,81+0,07 3,91+0,07
3,61+0,06 4,16+0,08 +
4,14+0,15 4,44+0,10 **+
3,77+0,07 # 4,55+0,12 *+

IVSd [mm]

Woche 2 Woche 9
0,67+0,02 0,78+0,03 +
0,91+£0,03 # 1,02+0,04 #+
0,73+0,03 0,72+0,03
0,97+0,03 # 1,1540,03 #*+
0,71%0,02 0,77+0,03
0,96+0,05 # 1,1310,06 #+
0,71+0,03 0,77+0,02
0,96+0,03 # 1,06+0,03 #+

PWd [mm]

Woche 2 Woche 9
0,66+0,03 0,68+0,03
0,96+0,06 # 1,02+0,05 #
0,69+0,03 0,76+0,03
0,97+0,03 # 1,06+0,04 #
0,69+0,03 0,72+0,03
1,081£0,11 # 1,1610,05 #+
0,71%0,02 0,72+0,04
0,91+0,03 #*  0,9510,04 #**

Tabelle 7: Darstellung der linksventrikuldren Massen zur Tibialdnge, der diastolischen linksventrikuldren Diameter und der diastolischen Septum-

und Hinterwanddicken als Prozent von Kontrolle.
*p<0,05 Mannlich vs. Weiblich, **p<0,01 Mannlich vs. Weiblich; *p<0,05 BERKO vs. WT, *p<0,01 BERKO vs. WT, +p<0,05 zweite gegeniber neunte Woche;

LVM/TL [%]

Gruppe

W WT TAC

M WT TAC

W BERKO TAC
M BERKO TAC

n
16
17
16
17

Woche 2
159,67+8,18
152,11%7,65
152,65+4,99
124,86+4,98"

Woche 9
185,89+12,42+
202,83+11,00+
196,67+8,25+
160,25+8,78+

LVIDd [%]
Woche 2 Woche 9
98,01+1,83  105,03+2,44+
98,17£2,47  106,01£2,60+
94,09+1,91  106,04+2,15+
91,12+1,70 104,33+3,06+

IVSd [%]

Woche 2
138,52+4,04
138,27+3,97
135,21+3,55
135,25+4,21

Woche 9
134,77+3,93
159,32+4,76**+
144,16+4,22
140,11+4,09M

PWd [%]

Woche 2 Woche 9
152,1548,32 157,3916,61
143,64+4,65  138,83%5,03
154,11+£8,06  161,14£10,02

130,63+4,38

132,88+5,55*
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3.7 Korpergewichte und Tibialangen

Sowohl zwei als auch neun Wochen postoperativ waren mannliche Mause der TAC-
und Kontrollgruppen signifikant schwerer als weibliche. Alle Gruppen nahmen von der
zweiten zur neunten Versuchswoche signifikant an Gewicht zu (Tabelle 8).

Alle Versuchsgruppen wiesen eine vergleichbare Tibialange auf. Es traten lediglich
interindividuelle Schwankungen auf. Ein Geschlechter- oder Genotypenunterschied
wurde nicht beobachtet (Tabelle 8).

Tabelle 8: Darstellung des Korpergewichts zwei und neun Wochen postoperativ und der
Tibialangen.

**p<0,01 Mannlich vs. Weiblich; +p<0,05 zweite gegeniber neunte Woche;

WT: Wildtyp, BERKO: B-Estrogen Receptor Knock-out, TAC: Transverse Aortenkonstriktion, Sham:

Scheinoperiert;

Korpergewicht [g] Tibialange [mm]

Versuchsgruppe n Woche 2 Woche 9 Woche 9
W WT Sham 12 20,21+0,46 ** 23,15+0,32 **+ 17,24+0,12
W WT TAC 16 20,3240,29 ** 23,24+0,50 **+ 17,07+0,06
M WT Sham 12 23,53+0,67 26,86+0,56 + 17,26+0,13
M WT TAC 17 23,40+0,55 27,50+0,60 + 17,26+0,10
W BERKO Sham 12 19,84+0,37 ** 22,92+0,42 **+ 17,08+0,10
W BERKO TAC 16 20,49+0,41 ** 23,59+0,34 **+ 17,09+0,04
M BERKO Sham 11 24,22+0,95 27,52+0,66 + 17,46+0,17
M BERKO TAC 17 23,15+0,45 27,53+0,46 + 17,41+0,21
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3.8 Makropathologische Charakterisierung der
enthommenen Herzen

Bei der Betrachtung entnommener Herzen zeigte sich, dass die Herzen druckbelasteter
Tiere zwei und neun Wochen nach der Operation deutlich an Grof3e zugenommen
hatten (Abb. 14). Die Herzspitzen waren bereits zwei Wochen nach der TAC-Operation
im Vergleich zu den Herzen der Sham-Tiere deutlich abgerundet. Die Konsistenz des
Gewebes gegenuber Herzen scheinoperierter Tiere war deutlich fester und der Farbton
des Gewebes bleicher. Dies lasst auf eine Fibrosierung des Herzmuskels schlie3en
(Abb. 14).

Die Morphologie unterlag weder Genotyp- noch Geschlechterunterschieden.

Abb. 13 zeigt ein Herz zwei Wochen nach Induktion der Aortenstenose.

Zur Beurteilung der HerzgréRRe dient ein Millimetermall am linken Bildrand (HerzgréRe etwa 7 mm).

SHAM (9W) TAC (9W) TAC (2W) TAC (9W)
Abb. 14: A) dokumentiert den Unterschied zwischen den Herzen scheinoperierter und

druckbelasteter Tiere neun Wochen postoperativ. B) veranschaulicht den Verlauf der

Hypertrophieentwicklung zwei Wochen und neun Wochen postoperativ.
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DISKUSSION

Die Myokardhypertrophie wird durch Ostrogene abgeschwacht®® ®: 8% wie in

Tiermodellen gezeigt wurde, doch nur eine limitierte Anzahl von Studien konzentrierte
sich bisher auf die genaue Rollenverteilung des ERa und ERp bei der Entstehung der
Myokardhypertrophie. Um den Einfluss des ERPB auf die Entwicklung der
Myokardhypertrophie und linksventrikularen Dysfunktion zu bestimmen, wurden ER[

Knock-out Mause und Wildtyptiere beiden Geschlechts verwendet.

Wir fanden, dass zwei Wochen nach TAC die systolische Pumpfunktion aller Gruppen
infolge signifikanter Myokardhypertrophie und konzentrischen Remodelings gleichmalig

aufrechterhalten wurde.

Es bestand ein signifikanter Geschlechterunterschied in der Entwicklung der
Linksherzhypertrophie: Mannliche Wildtyptiere entwickelten nach TAC eine signifikant

starkere Linksherzhypertrophie als altersgleiche, weibliche Wildtyptiere.

ERB modulierte die Entwicklung der Hypertrophie geschlechtsspezifisch: Weibliche
ERB™-Tiere zeigten nach TAC einen Trend zu einer starkeren konzentrischen
Linksherzhypertrophie mit ausgepragter Septum und Hinterwanddicke als weibliche
Wildtyptiere. ERB hemmt somit das exzentrische Ventrikelwachstum bei weiblichen
Wildtyptieren.

Mannliche Mause mit Deletion des ER[B entwickelten im neunwdchigen Verlauf eine
niedrigere Linksherzhypertrophie als mannliche Wildtyptiere. Beide Gruppen wiesen
dabei eine Abnahme der relativen Hinterwanddicken und somit eine exzentrische
Hypertrophie auf. Dies war bei ERB'/'-Méusen etwas starker ausgepragt als bei WT-
Tieren. ER[ wirkt sich somit positiv auf das Remodeling des mannlichen Ventrikels aus.
Damit ibereinstimmend zeigten mannliche ERB"-Mause gegeniiber den weiblichen
Vergleichstieren neun Wochen nach TAC einen signifikanten Abfall des
transstenotischen  Druckgradienten und die niedrigste Auswurffraktion aller

Versuchsgruppen.
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Es wurden Geschlechterunterschiede der kardialen Funktion bei Druckhypertrophie
beobachtet: Mannliche Versuchsgruppen zeigten gegenuber weiblichen Mausen eine
im Trend schlechtere Ventrikelfunktion und neun Wochen nach TAC einen Verlust des
konzentrischen Remodelings mit signifikanter Ventrikeldilatation. ERB hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die systolische Funktion.

Diese Studie zeigt zum ersten Mal einen protektiven Einfluss des ERP auf die
Linksherzhypertrophie des mannlichen Herzens und bestatigt die dem ERP in der

Literatur zugeschriebene protektive Rolle flr das weibliche Mauseherz.
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4.1 Determinanten der linksventrikularen Herzmuskelmasse

Der Anstieg des LVM/TL Quotienten, Marker fur den Schweregrad der Hypertrophie, fiel
unter den TAC-Gruppen bei erhaltener Herzfunktion zwei Wochen postoperativ
gleichmalig aus. Die Wanddicken beider Geschlechter nahmen signifikant zu, eine
Dilatation des Ventrikels trat nicht auf. Die Beobachtungen sprechen fir eine
kompensierte, konzentrische Myokardhypertrophie, wie sie beim Menschen als Folge
einer kardiovaskularen Krankheit im Anfangsstadium zu beobachten ist. Es wurden

keine Geschlechterunterschiede nachgewiesen.

4.1.1 Geschlechterunterschiede in der Entwicklung der
Myokardhypertrophie

4111 Entwicklung der linksventrikularen Myokardhypertrophie in
Wildtypmausen beider Geschlechter

Die Myokardhypertrophie wird als adaptiver Mechanismus des Herzens angesehen, der
einen chronischen Anstieg der Arbeitslast kompensiert. Bei langfristiger Druckbelastung
fuhrt dies zur maladaptiven und dilatativen Myokardhypertrophie mit Verlust der

Ventrikelfunktion.

Interessanterweise war ab der vierten Woche nach TAC ein Geschlechterunterschied in
der Ausbildung der linksventrikularen Hypertrophie zu sehen. Mannliche Wildtypmause
bildeten von der vierten bis neunten Versuchswoche postoperativ eine signifikant
starkere linksventrikulare Myokardhypertrophie aus als weibliche Wildtyptiere.

Ahnliche Ergebnisse prasentierten Skavdahl et al.*2. Sie zeigten an einem murinen
Modell der druckinduzierten Hypertrophie, dass der hypertrophe Phanotyp vom
Geschlecht bestimmt wird. Mannliche Wildtypmause entwickelten zwei Wochen nach
TAC eine signifikant starkere Hypertrophie als weibliche Wildtypmause.

Die Beobachtungen der vorliegenden Untersuchung und der Studie von Skavdahl et al.
sprechen fiur einen Geschlechterunterschied in der Pathogenese der frihen

Myokardhypertrophie und wahrend des Ubergangs zum Herzversagen.
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Wie lasst sich das spatere Auftreten des Geschlechterunterschieds in der Entwicklung
der Myokardhypertrophie im Vergleich zur Studie von Skavdahl et al. erklaren?

Es ist bemerkenswert, dass Mausstamm-abhangige Unterschiede in der Entwicklung

8 Die verwendeten

t7°.

der Myokardhypertrophie nach TAC beobachtet wurden®®
Mausstamme beider Studien wurden jedoch urspringlich im selben Labor generier
Unterschiede in der Hypertrophieantwort sollten nicht ins Gewicht fallen, da in beiden
Fallen mit C57BL/6 Mausen gekreuzt wurde.

Skavdahl et al. setzten mit einer 27-Gauge Nadel eine engere Aortenstenose, als es in
dieser Studie mit einer 26-Gauge Nadel getan wurde. Dies fuhrte zu einer starkeren
Druckbelastung des linken Ventrikels und folglich zu einer friheren und starkeren
Myokardhypertrophie, die zu einem zeitigeren Auftreten des Geschlechterunterschieds

bereits zwei Wochen postoperativ beigetragen haben konnte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Hypertrophieantwort des Herzens auf
die permanente Druckbelastung durch TAC vom Geschlecht der Tiere abhangig ist und
dass mannliche Wildtyptiere insgesamt mehr linksventrikulare Hypertrophie entwickeln.
Es ist nun von Interesse, ob dieser Unterschied durch ERB geschlechtsspezifisch

reguliert wird.

4.1.1.2 Entwicklung der linksventrikularen Myokardhypertrophie in
ERB”-Mausen beider Geschlechter

Im Gegensatz zu den Wildtyptieren wurde bei Tieren mit Deletion des ERB kein
Geschlechterunterschied in der Ausbildung der Linksherzhypertrophie nach TAC
beobachtet. Der starke Geschlechtereffekt war aufgehoben. Somit ist die Deletion des
ERB fur das Ausbleiben des Geschlechterunterschieds in der Entstehung der
Myokardhypertrophie verantwortlich. Doch in welchem Geschlecht spielt ERB eine Rolle
fur die Auspragung des hypertrophen Phanotyps?
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4.1.2 Einfluss des Genotypen fiir die Entwicklung der
Myokardhypertrophie

41.21 Einfluss des ERPB auf die Entwicklung der Myokardhypertrophie
des weiblichen Herzens

Unter weiblichen TAC-Gruppen konnte kein reiner Effekt des ERP fur die
linksventrikulare Massenzunahme beobachtet werden: Weibliche WT- und ERB"'-Tiere
zeigten nach TAC eine vergleichbare Massenzunahme. Diese Beobachtung steht in
Kontrast zu einer Anzahl publizierter Studien, die zeigten, dass ERPB die
Myokardhypertrophie bei weiblichen Tieren abschwacht®' 32,

Eine Studie von Babiker et al.®’

zeigte in einem Hypertrophiemodell (TAC) an
weiblichen Mausen, dass ovariektomierte ERB”-Mause nach Behandlung mit 17p-
Estradiol (E2) vier Wochen postoperativ einen hdheren Grad an Myokardhypertrophie
entwickelten als ERa”- und Wildtyptiere. Babiker et al. schlossen daraus, dass E2 die
Abschwachung der Myokardhypertrophie durch ERB vermittle.

Die Studie von Skavdahl et al. zeigte ebenso einen signifikant hoheren Grad an
Hypertrophie in weiblichen ERB”-M&usen gegeniiber weiblichen Wildtyptieren zwei

Wochen nach TAC*.

Interessanterweise zeigte ERP einen selektiven Einfluss auf das linksventrikulare
Remodeling weiblicher Herzen, d.h. eine selektive Veranderung der relativen
Wanddicke ohne Veranderung der linksventrikularen Masse. Weibliche ERB'/'-Méuse
wiesen die starkste konzentrische Hypertrophie auf. Das spricht fur einen Effekt der
ERPB Deletion. ERB scheint bei weiblichen Tieren wachstumshemmend zu wirken. Der
Effekt war bereits in der zweiten Woche voll ausgepragt und fand sich nicht bei der
Kontrollgruppe.

In Anbetracht der sehr dicken Hinterwand, die weibliche ERB™-Tiere zeigten, wurde der
spezifische Bezug der Hinterwanddicke bei der Berechnung des Th/R-Quotienten
relativiert, indem ein neuer Quotient gebildet wurde, in den ebenso die Septumdicke
Eingang fand (Tabelle 5, Seite 43). Der neu gebildete Quotient wich unwesentlich vom
Th/R-Quotienten ab, so dass es sich hier um einen echten Effekt des ER[B auf das

konzentrische Remodeling des Myokards bei weiblichen Tieren mit Deletion des ERf
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unter Druckbelastung handelt, der unabhangig von einer Erhdhung der Myokardmasse
stattfand.

In Anbetracht der beschriebenen Studien und dieser Beobachtungen kann gefolgert
werden, dass ERB die Entwicklung des konzentrischen Remodelings des weiblichen,

murinen Herzens verlangsamt.

4.1.2.2 Einfluss des ERB auf die Entwicklung der Myokardhypertrophie
des mannlichen Herzens

Erstaunlicherweise fuhrte die Deletion des ERB bei mannlichen Mausen wahrend aller
Untersuchungszeitpunkte zu einer geringeren Hypertrophie als bei Wildtyptieren, wobei
ein initial bereits bestehender grof3er Unterschied verstarkt wurde. Die signifikanten
Abnahmen der Th/R-Quotienten der mannlichen TAC-Gruppen sprechen fur eine
Ventrikeldilatation im neunwdchigen Verlauf bei Mannchen, wobei die Abnahme bei
ERB™-Tieren friiher und stirker stattfand als bei Wildtyptieren. Angesichts dieser
Beobachtungen laf3t sich folgern, dass sich ERB bei mannlichen Mausen positiv auf das
Remodeling des Ventrikels auswirkt und die Ventrikeldilatation verzdgert.

Bisherige Studien richteten ihren Fokus vornehmlich auf das weibliche Geschlecht
(Tabelle 9, Seite 55). Nur Skavdahl et al. untersuchten den geschlechtsspezifischen
Einfluss von ERp auf die kardiale Reaktion in mannlichen Mausen.

Sie berichteten, dass der Verlust des ERB zwei Wochen nach TAC-Operation zu
keinem Anstieg der Herzhypertrophie bei mannlichen ERB-Mausen fuhrte®. Sie
schlossen daraus, dass ERP bei weiblichen Tieren kardioprotektiv wirkte, dass der
Verlust des ERB beim mannlichen Pendant jedoch aufgrund der niedrigen,
physiologischen E2-Serumkonzentration die Hypertrophieantwort nicht beeinflusste. Die
physiologische E2-Serumkonzentration betragt bei Frauen ~100-120pg/ml (stark
abhangig von der Zyklusphase) und bei Mannern ~40pg/ml™ 2”31,
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Tabelle 9: Vergleich ausgewaihlter, publizierter Studien, die den Einfluss des ERB auf die
Entwicklung der Myokardhypertrophie oder Herzinsuffizienz untersuchten.

k.A. = keine Angabe, TAC = Transverse Aortic Constriction, Ml = Myokardinfarkt, pOP = postoperativ;

Einfluss des

ERB besitzt
Verwendetes ERPB auf
Studie Jahr Verwendetes Modell Messzeitpunkt kardioprotektiven
Geschlecht mannliches
Effekt
Herz
Skavdahl Weiblich, Hypertrophiemodell ) )
- 2004 L 2 Wochen pOP ja nein
etal. Mannlich (TAC)
Pelzer et o Herzinsuffizienz- ;
- 2005 Weiblich 8 Wochen pOP ja k.A.
al. modell (MI)
Korte et o )
|70 2005 Weiblich Mi 6 Wochen pOP ja k.A.
al.
Babiker et - Hypertrophiemodell ;
- 2006 Weiblich 4 Wochen pOP ja k.A.
al. (TAC)
Ischamie-
Nikolic et o Reperfusionsmodell )
‘ 2007 Weiblich ) 2 Wochen pOP ja k.A.
al. ERP selektiver
Agonist
Nach 2
Pedram o Hypertrophiemodell :
- 2008 Weiblich . . : Wochen E2 ja k.A.
etal. (Angiotensininfusion) o
Substitution
Diese Weiblich, Hypertrophiemodell 2,3,4,6,9 . .
a a
Studie Mannlich (TAC) Wochen pOP ! !

In weiterfuhrenden Experimenten konnte an diesem Mausmodell mittels Microarray
Analysen gezeigt werden, dass in Herzen mannlicher Wildtypmause neun Wochen
nach TAC hauptsachlich Gene der extrazellularen Matrix hochreguliert wurden,

wohingegen in mannlichen ERB"‘

-TAC-Mausen Gene des Apoptoseprogramms
induziert waren®®. Dies kdnnte zu einem Verlust von Kardiomyozyten und folglich zu
einer geringeren linksventrikularen Muskelmasse bei mannlichen Mausen mit Deletion
des ERB neun Wochen nach TAC-Operation geflhrt haben. ERB verlangsamt somit
eine vorzeitige Kardiozytenapoptose und Ventrikeldilatation bei mannlichen

Wildtyptieren.

In diesem Zusammenhang sind ebenso Studien zu ERB-Polymorphismen in
mannlichen Spezies, die den Rezeptor funktionell einschranken, von gro3em Interesse.
Peter et al. studierten an 547 Mannern und 702 Frauen aus der Framingham Heart
Study die Assoziation zwischen Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) der ERa und

ERB Gene und der Herzmasse und anderer kardialer Parameter®*. Sie fanden keine
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Anhaltspunkte flr eine Assoziation zwischen den getesteten ERB-Polymorphismen und
einer Veranderung der Herzmasse oder kardialen Funktion bei Mannern.
Demgegenuber konnten zwei ERp-Polymorphismen mit einer Veranderung der
linksventrikularen Masse und linksventrikuldrer Wanddicke bei Frauen assoziiert

werden. Die Assoziation war am starksten bei Frauen mit bestehendem Hypertonus.

Nikolic et al." zeigten in einem Ischamie-Reperfusions-
o . ) ER-f selective agonist:
Modell, dass Herzen weiblicher Wildtypmause nach

OH
Ovariektomie einen signifikanten Abfall des Rate- g
Pressure Product (Produkt aus linksventrikularem g
Druck und Herzfrequenz) vorwiesen. Die Behandlung | Ho fﬁ

mit dem ERp-selektiven Agonisten DPN (Abb. 15)

sorgte flr eine Wiederherstellung des Rate-Pressure

DPN

Product bei ovariektomierten Mausen, denen | app.15: Chemische
Strukturformel des ER[3-
selektiven Agonisten 2,3-bis (4-

zweiwdchige Behandlung mit DPN zu einer | hydroxyphenyl)-propionitrile
(DPN)". Abbildung angelehnt an”.

endogenes Ostrogen fehlte. Dariiber hinaus fiihrte eine

Hochregulierung kardioprotektiver Gene bei weiblichen

Wildtypmausen. Nikolic et al. folgerten, dass ein ERPB-selektiver Agonist
kardioprotektive Eigenschaften verleiht. Der kardioprotektive Effekt war bei weiblichen
Spezies mit normalen Ostrogenserumkonzentrationen jedoch schwer abzuschétzen, da
sie einen teilweisen, endogenen Schutz zeigten. Doch wie wirde sich die Gabe von
DPN auf die Herzen mannlicher Wildtyptiere auswirken? Wirde dies ebenso zu einer
Hochregulierung kardioprotektiver Gene beim mannlichen Geschlecht fuhren?

In der vorliegenden Studie fuhrte die Deletion des ERB bei mannlichen Mausen zu
einem geringeren Grad an linksventrikularer Hypertrophie im Vergleich zu Wildtyptieren.
Eine Behandlung mannlicher ERB"'—Méuse mit DPN sollte zu keiner Veranderung der
linksventrikularen Muskelmasse fuhren. Da die Serumkonzentration endogener
Ostrogene bei mannlichen Wildtyptieren weitaus geringer ist als bei weiblichen Tieren,
kann man spekulieren, dass nach TAC und Behandlung mit DPN mit einer Veranderung

der Hypertrophieantwort gegentiber unbehandelter TAC-Tiere gerechnet werden durfte.

Seite |56




Diskussion

4.2 Kardiale Funktion

4.2.1 Geschlechterunterschiede der kardialen Funktion

Die Beschreibung der systolischen Pumpfunktion durch Echokardiografie zeigte, dass
sich die Tiere neun Wochen nach TAC-Operation im Ubergang zur Herzinsuffizienz
befanden. Die linksventrikulare, systolische Pumpfunktion nahm wahrend der
neunwdchigen Studie bei allen TAC-Gruppen ab und erreichte Werte von unter 40%.
Hier wiesen mannliche Tiere gegenuber den weiblichen Vergleichsgruppen durchweg
einen Trend zu einer schlechteren Ventrikelfunktion auf. Die Funktionsabnahme war bei
mannlichen WT-Tieren starker ausgepragt und ging schneller vor sich. Dies ist mit einer
besseren systolischen Funktion bei weiblichen Tieren vereinbar und wurde so in der
Literatur bei Tier®® und Mensch® %% ®' beschrieben.

Douglas et al. demonstrierten an einem Modell der linksventrikularen Druckhypertrophie
an Ratten, dass 20 Wochen nach Aortenbanding mannliche Tiere, jedoch nicht
weibliche einen friihen Ubergang zur Herzinsuffizienz mit Kammerdilatation, Abnahme
des konzentrischen Remodelings, diastolischer Dysfunktion und schlechterer

systolischer Funktion zeigten®®.

Eine retrospektive Studie an 232 Frauen und Mannern mit Aortenstenose zeigte anhand
kardialem Index, linksventrikularem Spitzendruck, relativer Wanddicke und
Auswurffraktion, dass die linksventrikulare, systolische Funktion bei Frauen besser
erhalten bleibt®. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Aurigemma et al.*® und Carroll et

al.®" an Patienten mit Aortenstenose.

4.2.2 Genotypeffekte

In dieser Studie wiesen weibliche wund mannliche TAC-Gruppen keine
Genotypenunterschiede der Ventrikelfunktion im neunwdchigen Verlauf auf. Dies spricht
gegen einen signifikanten Einfluss von ERB auf die Entwicklung der linksventrikularen
Dysfunktion, wie sie in dieser Studie unter Wildtyptieren zu beobachten war und in der

Literatur bei Mensch und Ratte beschrieben wurde® 897,
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Die bessere systolische Funktion weiblicher Tiere kann daher nicht durch einen Effekt

von ERP auf das Myokard weiblicher oder mannlicher Tiere erklart werden.

Vergleichbare Ergebnisse prasentierten Skavdahl et al.: Sie konnten zwei Wochen nach
TAC keinen Unterschied der Herzfunktion zwischen weiblichen Wildtypmausen und
Mausen mit Deletion des ERB zeigen®.

Babiker et al. untersuchten an ovariektomierten und E2-substituierten ERB™- und WT-
TAC-Mausen vier Wochen nach Operation anhand hamodynamischer Messungen die
linksventrikulare Funktion und konnten bei keiner der Gruppen eine Verschlechterung
der kardialen Funktion feststellen. Selbst ovariektomierte und E2-substituierte ERB™-
Mause, deren Hypertrophieentwicklung nicht inhibiert wurde, zeigten keine Anderung
der hamodynamischen  Parameter. Sie  schlossen daraus, dass die
Myokardhypertrophie nicht zum Erhalt der kardialen Leistung bei Druckbelastung des
Ventrikels nétig ist*'. Zu derselben Aussage kam ein weiteres Tiermodell, welches
durch Inhibition der NO-Synthese eine schwere Hypertonie bei Ratten induzierte und
nachwies, dass sich das Herz ohne signifikante Hypertrophie, sondern allein durch
linksventrikulares Remodeling und verbesserte Kontraktilitdt an eine schwere
Druckbelastung anzupassen vermag®.

Diese Beobachtungen widersprechen der derzeitigen Vorstellung, dass Hypertrophie
als obligater Kompensationsmechanismus fiir eine erhéhte hdmodynamische Last gilt®'.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Geschlechterunterschiede des
linksventrikularen Remodelings und der Herzfunktion nach Druckhypertrophie bestehen.
Ein selektiver Einfluss des ERPB auf die geschlechtsspezifische Entwicklung der
Hypertrophie geht nicht mit einem signifikanten geschlechtsspezifischen Einfluss des

ERP auf die linksventrikulare Dysfunktion einher.

Weiterfuhrende molekularbiologische Studien sind notig um die
Kompensationsmdglichkeiten und Reserven des Herzens bei Dysfunktion besser

verstehen zu kdnnen.
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4.2.3 Determinanten des Druckgradienten

In der gegenwartigen Studie waren druckbelastete Mause einer chronischen Erhéhung
der Nachlast ausgesetzt, wie der transstenotische Druckgradient zeigte (43-57mmHg,
Mittelwert: 52,85 mmHg).

Der Druckgradient ist einerseits von der Aortenrestflache nach Stenose und
andererseits von der Pumpleistung des linken Ventrikels abhangig. In dieser Studie
wurde eine 26-Gauge Nadel verwendet, um einen Kompromiss zwischen niedriger
Mortalitat infolge linksventrikularer Dysfunktion Uber neun Wochen und einem kraftigen
Druckgradienten von 50mmHg zu finden. Eine Studie von Smeets et al.®; die den
Einfluss von PPARa auf die Entstehung der Myokardhypertrophie untersuchte, zeigte
mit einer 25-Gauge Nadel einen niedrigeren transstenotischen Gradienten (35-40
mmHg) vier Wochen nach TAC. Studien, die eine 27-Gauge Nadel verwendeten,
untersuchten vornehmlich die Hypertrophiezunahme nach 1-4 Wochen (Tabelle 10,
S.62). Unter Verwendung einer 27-Gauge Nadel ware mit der vorzeitigen Entwicklung
einer dekompensierten Herzinsuffizienz und einem Anstieg der postoperativen

Mortalitat zu rechnen gewesen.

Des Weiteren war die Messung der Druckgradienten ein wichtiges Kriterium zur Prufung
der TAC-Operation. Alle druckbelasteten Mause, die einen transstenotischen

Gradienten unter 35 mmHg aufwiesen, wurden von der Datenanalyse ausgeschlossen.
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4.3 Limitationen und Perspektiven

4.3.1 Implikationen fiir zukiinftige Studien

Zur Bestimmung des verbleibenden Aortenlumens und der Starke der Konstriktion nach
TAC wurde ein Vorversuch mit verschiedenen Nadelstarken durchgefuhrt. Je kleiner der
AuBendurchmesser der verwendeten Nadel (gemessen in Gauge (G)), desto enger fallt
die gesetzte Stenose aus.

Fir diese Studie wurde eine 26G-Nadel gewahlt, die eine reproduzierbare, transverse
Aortenkonstriktion von 85% hervorruft (Tabelle 4, S.28). Dies widerspricht den Angaben
von Rockman et al.”, die eine Konstriktion der Aorta um 65-70% bei Verwendung einer
27G Nadel vorhersagten. Rockman et al. beschrieben als Erste die Methode des
transversen Aortenbandings 1991, als die technischen Gegebenheit, die zur akkuraten
Messung einer Mausaorta notig sind, nicht gegeben waren. Entsprechend unseren
Messungen und Berechnungen hatte die Verwendung einer 27G-Nadel die Konstriktion
der Aorta um beinahe 90% zur Folge (Tabelle 4, S.28). Dies wird durch gangige
Literatur gestiitzt™.

Einen kurzen Uberblick und Vergleich ausgewahlter, publizierter Studien mit Angabe
der verwendeten NadelgroRen und weiteren methodischen Kriterien gibt Tabelle 10,
S.62.

Die Konstriktion der transversen Aorta der Maus fuhrt Uber eine linksventrikulare
Druckbelastung zur progressiven, kompensatorischen Hypertrophie und letztlich zur
Herzinsuffizienz. Jedoch treten selbst bei gleichgeschlechtlichen Tieren derselben
Zuchtung Unterschiede im Auspragungsgrad der Hypertrophie als auch in der Zeit bis
zur Manifestation der Herzinsuffizienz auf®® (und eigene Beobachtungen). In einer

1.9 wiesen nur 60% der Versuchsmause eine Herzinsuffizienz elf

Studie von Liao et a
Wochen postoperativ auf. Des Weiteren war ein Anstieg der Variabilitat des
linksventrikularen Gewichts elf Wochen postoperativ gegenuber der zweiten, vierten
und sechsten Woche postoperativ zu beobachten. Mdogliche Grinde, die eine
Variabilitat der Hypertrophieantwort erklaren, sind eine vorzeitige Ldsung oder
Lockerung des Knotens oder ein Einwachsen des Fadens in die Aortenwand®®. Ebenso

kann die Menge des Bindegewebes, das beim Freilegen der Aorta entfernt wird,
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variieren. Bleibt Bindegewebe in situ zurlck, so fallt die Stenose enger aus als
beabsichtigt.

Lygate et al.®

veranschlagten aufgrund ihrer Beobachtungen den Anteil der Mause, bei
denen der Faden in die Aortenwand einwuchs, auf bis zu 30%. Um ein Einwachsen des
Fadens zu vermeiden, empfehlen sie das Knupfen zweier Suturen nebeneinander. Dies

fuhre jedoch zu einer schnelleren und schwereren Hypertrophiebildung.

Die erdrterten methodischen Mangel und die Verwendung verschiedener Nadelgrofien

konnen den Vergleich von Ergebnissen verschiedener Studien erschweren.

4.3.2 Limitationen und Perspektiven des ER3 Knock-Out Modells

Diese Untersuchung verwendete Mause mit einer systemischen Deletion des ER[. Da

%9.67 und somit

Ostrogenrezeptoren sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden kénnen
zu einer komplexen Regulation der Genexpression in Zellen, die beide
Rezeptorsubtypen exprimieren, filhren®, kénnten einige Befunde hinsichtlich der
Entwicklung der Linksherzhypertrophie und Dysfunktion bei Mausen mit Deletion des
ERP durch ERa allein beeinflusst worden sein.

Dafiir spricht ebenso das Konzept der ,Ying-Yang' Beziehung der Ostrogenrezeptoren,
die besagt, dass die Rezeptorsubtypen physiologisch gegensatzliche und Uberlappende
Funktionen regulieren® %. Dieses Konzept wird ebenso durch Beobachtungen von
Nikolic et al. gestutzt. Sie zeigten, dass einige Gene durch Estradiol (ein nichtselektiver
ER-Agonist) anders reguliert wurden als nach alleiniger Gabe von DPN (ein ERp-
selektiver Agonist)'.

Dank der Entwicklung selektiver ERa- und ERB-Agonisten und Antagonisten ist die
Funktionsanalyse der Rezeptorsubtypen nicht mehr alleine auf die Verwendung
genetischer Knock-Out Modelle beschrankt, sondern kann auf pharmakologischem

Wege untersucht werden® #’.
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Tabelle 10: Vergleich ausgewahlter publizierter Studien, die eine Myokardhypertrophie bei Mausen mittels Aortenbanding induzierten und
ausgewadhlter methodischer Kriterien. k.A. = keine Angabe, n.s. = nicht signifikant, TAC = Transverse Aortic Constriction, MTAB = Minimally Invasive

Transverse Aortic Banding, Asz. Aorta = Banding der aszendierenden Aorta.

Gauge + Art .
Studie Jahr Sex Gewicht Stamm T Alter bei OP Anasthesie Hypertrophiezunahme Abfall der EF
er
Rockman et
|72 1991 kA 18-22g C57BL/6 27, TAC 8 Wochen Ketamin/Xylazin/Morphium 41% nach 7 Tagen k.A.
al.
Van Eickels ) . ~100% nach 4 und 8
28 2001 W k.A. C57BL/6 27, TAC k.A. Ketamin/Xylazin k.A.
et al. Wochen
Weinberg” 2003 M/W k.A. FVB 27, TAC 8 Wochen Ketamin/Xylazin ~50% nach 30 Wochen n.s.
Hu et al.®* 2003 M 20-30g C57BL/6 27, MTAB k.A. Chloralhydrat ~65% nach 2 Wochen n.s.
Tarnavski et FVBIN,
- 2004 k.A. k.A. 25, Asz. Aorta  11-12 Wochen Trapanal k.A. k.A.
al. C57BL/6
Skavdahl et W: 31% und M: 64% nach 2
3 2004 M/W  18-25g C57BL/6 27, TAC 7 Wochen Isofluran n.s.
al. Wochen
Takimoto et >100% nach 3 Wochen, >150% o
98 2005 k.A. k.A. C57BL/6 k.A. 8-11 Wochen k.A. signifikant
al. nach 9 Wochen
Kee etal.®® 2006 M k.A. CD1 22, Asz. Aorta k.A. Ketamin/Xylazin ~50% nach 2 Wochen n.s.
Babiker et
31 2006 W k.A. C57BL/6 k.A. 10 Wochen Ketamin/Xylazin 35-50% nach 4 Wochen k.A.
al.
Roos et C57BL/6
100 2007 k.A. k.A. 27, TAC 4 Monate k.A. 60% nach 3 Wochen n.s.
al. x C3HF1
Smeets et
|92 2008 M k.A. C57BL/6 25, TAC 12-14 Wochen Ketamin/Xylazin/Isofluran ~23% nach 4 Wochen n.s.
al.
Diese
—_ M/W  18-25g C57BL/6 26, TAC 9-10 Wochen Ketamin/Xylazin Siehe Tabelle 7, S. 46 signifikant
udie
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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund und Ziel — Frauen und Manner unterscheiden sich deutlich in
Pathogenese und Verlauf der linksventrikularen Hypertrophie und Herzinsuffizienz.
Diese Geschlechterunterschiede koénnen zumindest partiell auf Sexualhormone,
besonders Ostrogene zurlickgefuhrt werden. Ostrogene wirken biologisch Uber zwei
verschiedene Ostrogenrezeptoren: ERa und ERB. Viele Befunde weisen auf eine
kardioprotektive Wirkung der Ostrogene und speziell auf eine besondere Rolle des ERB
bei der Entwicklung der druckinduzierten Myokardhypertrophie und Dysfunktion hin.
Das Ziel dieser Studie war es, die Rolle des ERB flir die geschlechtsspezifische
Entwicklung der druckinduzierten Myokardhypertrophie und linksventrikularen

Dysfunktion bei Mausen zu untersuchen.

Methoden — An mannlichen und weiblichen Wildtypmausen (WT) und Mausen mit
Deletion des ERB (ERB”) wurde die transverse Aortenkonstriktion (TAC) bzw.
Scheinoperation (SHAM) durchgefuhrt. Jedes Tier wurde zwei, drei, vier, sechs und
neun Wochen nach der Operation echokardiografisch untersucht. Dabei wurden der
transstenotische Druckgradient, die linksventrikulare Masse (LVM/TL), Auswurfsfraktion

(EF) und relative diastolische Wanddicke bestimmit.

Ergebnisse — Zwei Wochen nach TAC wurde die systolische Pumpfunktion aller
Gruppen infolge signifikanter Myokardhypertrophie und konzentrischen Remodelings
gleichmalig aufrechterhalten.

Geschlechterunterschiede in der Entwicklung der Linksherzhypertrophie wurden
beobachtet. Mannliche Wildtypmause entwickelten nach TAC eine signifikant starkere
linksventrikulare Hypertrophie als altersgleiche, weibliche Wildtypmause (4.-9.Woche
p<0,02).

ERB modulierte die Hypertrophieantwort geschlechtsspezifisch: Weibliche ERB™-Tiere
zeigten nach TAC einen Trend zu einer starkeren konzentrischen Linksherzhypertrophie
mit ausgepragter Septum und Hinterwanddicke als weibliche Wildtyptiere. ERB hemmt
somit das exzentrische Ventrikelwachstum bei weiblichen Wildtyptieren.

Mannliche Mause mit Deletion des ER[B entwickelten im neunwdchigen Verlauf eine

niedrigere Linksherzhypertrophie als mannliche Wildtyptiere. Beide Gruppen wiesen
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dabei eine Abnahme der relativen Hinterwanddicken und somit eine exzentrische
Hypertrophie auf. Dies war bei ERB-Mausen etwas starker ausgepragt als bei WT-
Tieren. Des Weiteren zeigten mannliche ERB-Mause gegeniiber den weiblichen
Vergleichstieren neun Wochen nach TAC einen signifikanten Abfall des
transstenotischen Druckgradienten.

Es bestanden Geschlechterunterschiede der kardialen Funktion bei Druckhypertrophie:
Mannliche Versuchsgruppen zeigten gegenuber weiblichen Mausen eine im Trend
schlechtere Ventrikelfunktion und neun Wochen nach TAC einen Verlust des
konzentrischen Remodelings mit signifikanter Ventrikeldilatation (9.Woche p<0,05).

ERP hatte keinen signifikanten Einfluss auf die systolische Funktion.

Schlussfolgerung — Das Geschlecht beeinflusst signifikant die Entwicklung der
Linksherzhypertrophie und linksventrikularen Dysfunktion nach Druckbelastung. ERp
wirkt hierbei modulierend.

Bisherige Studien zeigten vornehmlich einen protektiven Effekt des ERP fur das
weibliche Herz. Diese Untersuchung zeigt darUber hinaus eine protektive Wirkung des
ERP auf die Hypertrophieantwort des mannlichen Myokards.

Weitere Studien sind nétig, um die Rolle des ERB fir die geschlechtsspezifische
Entwicklung der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz bei Frau und Mann zu

untersuchen.
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