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4.4.1 Östrogen moduliert die Lokalisation von MCAD, MYL4 und ERα 

Der Einfluss einer Östrogenstimulation auf die Lokalisation von MCAD, MYL4 und ERα sollte 

in AC16 Zellen untersucht werden. Dazu wurden AC16 Zellen über 24 Stunden ausgehungert 

und anschließend mit 17β-Östradiol oder Vehikel über 24 Stunden stimuliert oder mit dem Öst-

rogenrezeptor-Antagonisten ICI 182780 behandelt. Anschließend erfolgte die Fixierung und 

Immunzytologische Färbung mit den jeweils spezifischen Antikörpern gegen MCAD, MYL4 

und ERα. Nach Hybridisierung mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Zweitantikörper wurden die 

Bilder mittels Konfokalmikroskopie dargestellt. 

MCAD wurde mit Anti-MCAD Antikörper in elongierten, fibrillären Strukturen über das Zyto-

plasma verteilt detektiert (Abb. 26 A-F, grünes Signal). Dabei zeigte sich unter Stimulation mit 

17β-Östradiol im juxtanukleären Bereich der AC16 Zellen eine intensiviere Signalgebung des 

MCAD Antikörpers sowie eine Vielzahl fokaler Signalanhäufungen, die als granuläre Konglo-

merate im Kernumfeld imponieren (Abb. 26, A-C). Im Vergleich dazu die mit Vehikel behandel-

ten Proben (Abb. 26, D-F), welche eine insgesamt schwächer erscheinende und aufgrund der 

fehlenden granulären Signalhäufungen homogenere Verteilung der MCAD-Signale über das Zy-

toplasma zeigten. Dieses Verteilungsmuster entspricht dem Verteilungsmuster von Mitochond-

rien im Zytoplasma. Da die ICI 182780 behandelten Proben keine signifikanten Unterschiede zu 

den Vehikel behandelten Proben zeigten, sind nur letztere dargestellt. 

Um die unspezifischen Bindungen des Fluoreszenz-markierten Zweitantikörpers ausschließen zu 

können, wurden hierfür als Negativkontrolle alleinig der Sekundärantikörper (Fitc-konjugiert, 

grünes Signal) zur Färbung eingesetzt. Dabei wurden keine Fluoreszenzsignale durch unspezifi-

sche Bindungen detektiert (Abb. 26, G-I). 

Zur Untersuchung des Einflusses von 17β-Östradiol auf die Lokalisation von MYL4 und ERα 

wurden nach oben beschriebenem Versuchsaufbau AC16 Zellen mit 17β-Östradiol stimuliert 

oder mit Vehikel bzw. ICI 182780 behandelt. Die Lokalisation von MYL4 abhängig von 17β-

Östradiol ist in Abbildung 31 dargestellt und beschrieben. 
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Abbildung 26: Lokalisation von MCAD in AC16 Zellen in Abhängigkeit von 17β-Östradiol. 

Nach Stimulation mit 17β-Östradiol (+E2) sind intensivere MCAD Signale (A und C, grünes Signal) im 

juxtanukleären Bereich beobachtbar. Unter Vehikel-Behandlung (+vehicle) ist die zytoplasmatische Ver-

teilung von MCAD schwächer ausgeprägt und erscheint ohne granuläre Anhäufungen homogener (D und 

F). G-I zeigen die Negativ-Kontrolle, die durch Inkubation mit Fitc-konjugiertem-Anti-Maus Sekun-

därantikörper (grünes Signal) erfolgte. Zellkerne wurden mit DAPI (B und E, blaues Signal) markiert. Im 

Overlay mit Darstellung der Zellkerne sind keine unspezifischen Bindungen detektierbar. Skalierungsbal-

ken 25µm. 

ERα konnte in den Zellkernen sowie im Zytoplasma der AC16 Zellen lokalisiert werden. Die 

Färbung mit spezifischem Anti-ERα und Fluoreszenz-konjugiertem Sekundärantikörper zeigte 

den ERα im Nukleus und im Zytoplasma der AC16 Zellen. Unter 17β-Östradiol Stimulation sind 

eine Anreicherung des Rezeptors im Zellkern sowie verstärkte Signale im Zytoplasma (Abb. 27 

+ 
E

2 
 

+ 
ve

hi
cl

e 
 

ne
ga

tiv
 

 



Ergebnisse 

63 

A-C) im Vergleich zu Vehikel behandelten oder unbehandelten Zellen (Abb. 27 D-F) zu be-

obachten. 

    

    

    

Abbildung 27: Lokalisation von ERα in AC16 Zellen in Abhängigkeit von 17β-Östradiol. Nach 

Stimulation mit 17β–Östradiol (+E2) sind die Signale des Anti-ERα Antikörpers stärker und zeigen durch 

Anreicherung insbesondere im nukleären Bereich die Aktivierung des ERα (A und C, grünes Signal). 

Behandlung mit Vehikel (+vehicle) zeigt eine insgesamt schwächere Signalgebung und im Kern nur 

schwache Signale für ERα (D-F). Die Negativkontrolle erfolgte durch Inkubation mit Fitc-Anti-Maus 

Sekundärantikörper und zeigt keine relevanten unspezifischen Bindungen (G-I, grünes Signal). Zellkerne 

wurden mit DAPI (blaues Signal) markiert. Skalierungsbalken A-C 50 µm; D-I 25 µm. 

4.4.2 Lokalisation von ERα und MCAD in Mitochondrien von AC16 Zellen 

Die Färbungen der AC16 Zellen mit Antikörper gegen MCAD hatten in vorhergehenden Versu-

chen das typische, elongiert erscheinende, perlschnurartige Verteilungsmuster der Mitochondrien 
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gezeigt. Zum Nachweis, dass es sich hierbei tatsächlich um Mitochondrien handelt, wurden diese 

in einem neuen Versuch mit einem selektiv Mitochondrien markierenden Farbstoff (MitoTracker 

CMX Ros) angefärbt. Der MitoTracker wurde dafür mit den AC16 Zellen für eine Stunde inku-

biert, anschließend erfolgte die Hybridisierung mit dem Antikörper gegen MCAD. Die Färbun-

gen zeigen die spezifischen Signale für MCAD im Bereich der markierten Mitochondrien (Abb. 

28). Dargestellt sind AC16 Zellen, markiert mit MCAD (Abb. 28 A, grünes Signal) und Mito-

Tracker (Abb. 28 B, rotes Signal). MCAD ist über das Zytoplasma der Kardiomyozyten verteilt 

detektierbar, wobei die dichtesten Signalintensitäten im Bereich um die Zellkerne zu beobachten 

sind. Die Zellkerne selbst hingegen bleiben frei von Signalen. Die Überlagerung der Aufnahmen 

(Abb. 28 C, gelbes Signal) zeigt die Co-Lokalisation von MitoTracker und MCAD. Aus diesen 

Daten lässt sich schließen, dass der MCAD-Antikörper die Zellareale markiert, in denen sich 

Mitochondrien befinden. 

   

Abbildung 28: MCAD-Antikörper identifiziert Mitochondrien. Dargestellt ist die Co-Lokalisation 

von MCAD (A, Anti-MCAD, grünes Signal) und Mitochondrien (B, MitoTracker, rotes Signal), im Zyto-

plasma von AC16 Zellen. Das Overlay der Aufnahmen (C) zeigt die Assoziation von MCAD und Mito-

chondrien durch die gelbe Färbung. Kernfärbung mit DAPI (blaues Signal). Skalierungsbalken 25µm. 

Das zelluläre Expressionsmuster von ERα in AC16 Zellen zeigt, dass ERα nicht nur im Nukleus 

sondern auch im Zytoplasma präsent ist. Untersuchungen an 17β-Östradiol stimulierten AC16 

Zellen zeigten die partielle Überlappung des ERα mit den markierten Mitochondrien. Zur Identi-

fizierung der Mitochondrien wurden AC16 Zellen mit dem selektiven Mitochondrienmarker Mi-

toTracker CMX Ros inkubiert, anschließend mit Anti-ERα Antikörper hybridisiert und mit Fitc-

konjugiertem Sekundärantikörper angefärbt. ERα konnte dabei in den Nuklei und im Zyto-

plasma der AC16 Zellen detektiert werden (Abb. 29 A, grünes Signal). Die zelluläre Verteilung 

der Mitochondrien zeigte sich in einem fädig imponierenden Muster, welches die Zellen durch-

zieht und fokal erhöhte Signalintensitäten zeigt, die ähnlich kleiner Granula imponieren (Abb. 29 
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B, rotes Signal). Im Overlay beider Aufnahmen ist durch Gelbfärbung die partiell deckungsglei-

che Lokalisation von ERα und Mitochondrien markiert (Abb. 29 C, gelbes Signal). Diese Daten 

konnten die zytoplasmatischen Kompartimente, in denen ERα lokalisiert, als Mitochondrien 

identifizieren und zeigen erstmalig eine mitochondriale Fraktion des ERα in humanen Kardio-

myozyten. 

 

   

Abbildung 29: Mitochondriale Fraktion des ERα. Die Lokalisation von ERα in 17β-Östradiol be-

handelten AC16 Zellen wurde mittels spezifischem Anti-ERα Antikörper in Zellkern und Zytoplasma der 

Kardiomyozyten detektiert (A, grünes Signal). Die Mitochondrien wurden durch Markierung mit Mito-

Tracker CMX Ros im Zytoplasma der AC16 Zellen dargestellt (B, rotes Signal). Das Overlay beider Auf-

nahmen zeigt durch die Überlagerung beider Färbungen die mitochondriale Fraktion des ERα (C, gelbes 

Signal). Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI (blaues Signal). Skalierungsbalken 15µm. 

4.4.3 E2 vermittelte Co-Lokalisation von MCAD und ERα im Zytoplasma 

Die erhobenen Daten konnten zeigen, das MCAD tatsächlich in Mitochondrien der AC16 Zellen 

lokalisiert ist. Im nächsten Schritt sollte die Co-Lokalisation von MCAD und ERα und ein mög-

licher Einfluss von 17β-Östradiol auf die Co-Lokalisation untersucht werden. Hierzu wurden 

AC16 Zellen für jeweils 24h mit 17β-Östradiol stimuliert oder mit Vehikel behandelt und an-

schließend mit spezifischen Antikörpern gegen MCAD und ERα hybridisiert und mit Fluores-

zenz-gekoppelten Zweitantikörpern gefärbt. Die Bildauswertung erfolgte unter dem Konfokal-

mikroskop. 

Die Co-Lokalisation von MCAD und ERα konnte in AC16 Zellen mittels Immunofluoreszenz 

gezeigt werden. Die Färbung für MCAD zeigte in 17β-Östradiol stimulierten AC16 Zellen ein 

dichtes, fädig elongiertes Muster (Abb. 30 A, grünes Signal), im Vergleich zu Vehikel behandel-

ten AC16 Zellen, in denen das Signal für MCAD schwächer ausfiel (Abb. 30 D). ERα erscheint 
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im Nukleus sowie im Zytoplasma in Anwesenheit von 17ß-Östradiol, im Vergleich zur Ver-

suchsreihe mit Vehikel behandelten Zellen, verstärkt nachweisbar (Abb. 30 B und E, rotes Sig-

nal). Im Overlay zeigen die Färbungen die Co-Lokalisation von MCAD und ERα in AC16 Zel-

len, wobei diese unter 17β-Östradiol Stimulation deutlich stärker ausgeprägt imponiert (Abb. 30 

C und F, gelbes Signal).  

Diese Daten zeigen die Co-Lokalisation von MCAD und ERα in AC16 Zellen, welche sich ab-

hängig vom Einfluss von 17β-Östradiol verstärkt darstellt. 

    

    

Abbildung 30: Co-Lokalisation von ERα und MCAD in AC16 Zellen. Gezeigt sind die Ergebnisse 

der 17β-Östradiol stimulierten (+ E2) oder Vehikel behandelten (+vehicle) AC16 Zellen nach Markierung 

mit Antikörpern gegen MCAD (grünes Signal) und ERα (rotes Signal). Die Stimulation mit 17β-Östradiol 

bewirkt ein verstärktes MCAD Signal im Zytoplasma (A vs. D), eine verstärkte Anreicherung von ERα 

im Zellkern (B vs. E) sowie ein verstärktes Co-Lokalisationssignal von ERα und MCAD im Zytoplasma 

gegenüber den Vehikel behandelten Zellen (C vs. F). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blaues Signal) 

markiert. +E2: 17β-Östradiol stimulierte Zellen; +vehicle: Vehikel behandelte Zellen. Skalierungsbalken 

25 µm. 
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4.4.4 Co-Lokalisation von MYL4 und ERα in Zytoplasma und Zellkern der 

AC16 Zellen 

Immunfluoreszenzfärbungen an 17β-Östradiol stimulierten und Vehikel behandelten AC16 Zel-

len zeigten die Co-Lokalisation von ERα und MYL4 (Abb. 31). Überraschenderweise sahen wir 

in den über 24h 17β-Östradiol stimulierten Zellen eine Signalanreicherung für MYL4 im Bereich 

der Zellkerne (Abb. 31 A, grünes Signal) im Vergleich zu unbehandelten Proben (Abb. 31 D). 

Dieses Ergebnis war unerwartet, da eine nukleäre Form der MYL4 bislang nicht bekannt ist.  

Im Zytoplasma ist die Verteilung der MYL4-Signale diffus gestreut und keine regelmäßige Mus-

terung erkennbar. Dies ist dadurch erklärbar, dass in AC16 Zellen Strukturproteine der Kardio-

myozyten exprimiert werden, diese allerdings nicht den geordneten Aufbau der Kardiomyozyten 

des menschlichen Herzens zeigen. Aufgrund dieser fehlenden Struktur sind die beobachteten 

Signale nicht einer Sarkomerstruktur zugeordnet, wie dies in den vorher gezeigten Aufnahmen 

der Gewebeproben der Fall war.  

ERα zeigte unter 17β-Östradiol Stimulation im Vergleich zu Vehikel behandelten Zellen eine 

vermehrte Anreicherung in AC16 Zellen insbesondere nukleär (Abb. 31 B und E). Bei Überlage-

rung beider Färbungen ist durch die gelb erscheinenden Signale im Zytoplasma eine Co-

Lokalisation von MYL4 und ERα erkennbar, die sich unter Stimulation mit 17β-Östradiol aus-

geprägter darstellt (Abb. 31 C und F, gelbes Signal). 
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Abbildung 31: Co-Lokalisation von MYL4 und ERα in AC16 Zellen. Stimulation mit 17β-

Östradiol (+E2) bzw. Behandlung mit Vehikel (+vehicle) zeigte für Anti-MYL4 (grünes Signal) markier-

te Zellen eine Anreicherung des Signals im Bereich des Zellkerns (A), in Vehikel behandelten Zellen 

hingegen sieht man eine diffuse Fluoreszenzverteilung im Zytoplasma der Zellen (D). ERα (rotes Signal) 

ist unter Stimulation mit 17β-Östradiol verstärkt angereichert im Zellkern wie auch im Zytoplasma be-

obachtbar (B vs. E). ERα und MYL4 co-lokalisieren im Zytoplasma und im Nukleus vermehrt unter Sti-

mulation mit 17β-Östradiol im Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen (C vs.F). Kernfärbung mit DAPI 

(blaues Signal). +E2: 17β-Östradiol stimulierte Zellen; +vehicle: Vehikel behandelte Zellen. Skalierungs-

balken 25 µm. 

Die vorliegenden Daten konnten durch Co-Lokalisationsexperimente die Interaktion zwischen 

MYL4 und ERα im Zytoplasma von AC16 Zellen bestätigen. Der Einfluss von 17β-Östradiol 

zeigt sich in einer verstärkten Co-Lokalisation beider Interaktionspartner in AC16 Zellen.  

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit die Interaktion von ERα mit MCAD bzw. MYL4 in 

Anwesenheit von 17β-Östradiol nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte die Interaktion 

von MYL4 mit der EF-Domäne der ERα gezeigt werden. Die Co-Transformation mit N-und C-

terminalen MYL4 Fragmenten zeigte die entscheidende Beteiligung des N-terminalen Proteinbe-

reiches an der Interaktion. Alle diese Resultate konnten mittels β-Galaktosidase Assay bestätigt 

werden. Weiterhin konnten wir mit Hilfe der Konfokalmikroskopie die Lokalisation und Co-

Lokalisation von ERα und MCAD bzw. MLY4 im humanen Herzen und in AC16 Zellen zeigen. 
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MYL4 konnte in einem ausgeprägt quergestreiften Muster im humanen Atrium lokalisiert wer-

den und interagiert mit ERα im Bereich der H-Bande. In AC16 Zellen erschien MYL4 diffus 

verstreut und zeigte nach Stimulation mit 17β-Östradiol zusätzlich eine Signalintensivierung und 

Interaktion mit ERα im Zellkern. MCAD ist in AC 16 Zellen hauptsächlich in Mitochondrien 

verteilt über das Zytoplasma nachweisbar, wohingegen im humanen Herzen longitudinale Struk-

turen markiert werden, welche mit ERα in einem regelmäßigen, intermyofibrillären Muster in-

teragieren. 
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5 Diskussion 

Östrogenrezeptoren vermitteln den überwiegenden Anteil der Östrogenwirkungen und spielen 

eine wichtige Rolle bei der Modulation kardiovaskulärer Erkrankungen. Aufgrund der Bedeu-

tung des Östrogens für geschlechtsspezifische Unterschiede bei Erkrankungen des Herz-

Kreislauf-Systems sind die Östrogenrezeptoren seit vielen Jahren Gegenstand intensiver For-

schung. Jedoch ist das Verständnis zur Rolle der Östrogenrezeptoren als Vermittler der Östro-

genwirkung am humanen Herzen und in der Entwicklung und Progression von Erkrankungen des 

Myokards noch lückenhaft und die komplexen molekularen Grundlagen bleiben überwiegend 

ungeklärt. Neue Erkenntnisse zu molekularer Funktion und Wirkungsweise des ERα können 

durch die Analyse der Interaktionen des ERα mit zellulären Proteinen gewonnen werden. Vor 

diesem Hintergrund sollten die im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschriebenen Interaktions-

partner des ERα, MCAD und MYL4, neue Erkenntnisse zu östrogenvermittelten Wirkungen im 

menschlichen Herzen liefern. 

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals MCAD und MYL4 als neue Interaktionspartner des 

humanen ERα im „Yeast-Two-Hybrid“ System nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte ge-

zeigt werden, dass MCAD und MYL4 nur mit dem Östrogen gebundenen ERα, nicht aber mit 

dem freien Rezeptor oder dem Antagonist-gebundenen ERα interagieren. Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass diese Interaktionen im humanen Herzen stattfinden. Die Co-Lokalisation 

von ERα mit MCAD konnte im humanen Myokardgewebe und in Mitochondrien der links-

ventrikulären Kardiomyozytenzelllinie AC16 gezeigt werden. Zudem konnte ERα erstmals in 

den Mitochondrien der ventrikulären AC16 Zellen lokalisiert werden. Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass ERα mit MYL4 co-lokalisiert, was im humanen Herzgewebe und AC16 Zellen 

nachgewiesen werden konnte. 

5.1 Rolle der Östrogenrezeptoren im gesunden und kranken 

Herzen  

Der Einfluss der Östrogene auf das kardiovaskuläre System sind lang vor der Entdeckung der 

Östrogenrezeptoren beschrieben worden. Mit der Entdeckung der Östrogenrezeptoren im Myo-

kard konnten Herz und Gefäßsystem als Zielorgan für Östrogenwirkung identifiziert werden.39, 40  

Die Expression des ERα wurde in zytoplasmatischen und nukleären Kompartimenten sowie im 

Bereich der Glanzstreifen humaner Kardiomyozyten gezeigt.39 Ropero et al. lokalisierten ERα 

im Bereich der T-tubulären Membran und legen den Schluss nahe, dass diese Rezeptorkomplexe 
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spezifisch der Vermittlung nicht-genomischer Östrogeneffekte in Herzmuskelzellen dienen. Ex-

pression und Lokalisation des ERα im humanen Herzen unterliegen zudem einer krankheitsbe-

dingten Regulation, wie Untersuchungen von Patienten mit Dilatativer Kardiomyopathie (DCM) 

und Aortenklappenstenose zeigen.39, 41 Darüber hinaus ist eine unterschiedliche Verteilung des 

ERα innerhalb des Myokards beschrieben. Lizotte et al. demonstrierten im Vergleich mit dem 

Atrium eine vermehrte Expression des ERα im Ventrikel von Mäusen.68 Diese Daten lassen auf 

eine besondere Rolle des ERα für die Funktion des ventrikulären Myokards schließen. 

Wesentliche Erkenntnisse zur Bedeutung der Östrogenrezeptoren stammen aus tierexperimentel-

len Studien, in denen durch pharmakologische Manipulation oder spezifische Knock-Out Model-

le die Bedeutung des ERα im Myokard untersucht wurde. In einem Mausmodell mit Deletion 

von ERα (ERKO) konnte gezeigt werden, dass Myokardischämie in ERKO Mäusen im Ver-

gleich zu Wildtyp-Mäusen zu weit ausgeprägterer Schädigung des Myokards führte, ein Effekt, 

der besonders deutlich für das weibliche Geschlecht beobachtet wurde.69, 70  

Es ist eine Vielzahl von Östrogen vermittelten Effekten beschrieben, die einer zell- und gewebe-

spezifischen Regulation unterliegen.71, 72 Dies weist auf die Bedeutung weiterer Faktoren für die 

ERα vermittelten Effekte hin, welche durch direkte Protein-Protein-Interaktion mit dem Östro-

genrezeptor auch Signalwege außerhalb des Nukleus beeinflussen können.73, 74 

Allerdings wurden bislang nur wenige herzspezifische Interaktionspartner des ERα beschrieben 

(siehe Abschnitt 1.3). Mit der vorliegenden Arbeit konnten mit MCAD bzw. MYL4 zwei neuar-

tige Interaktionspartner des ERα im humanen Herzen identifiziert werden, die von entscheiden-

der Bedeutung für den Energiestoffwechsel des Myokards bzw. bedeutsam für die kontraktilen 

Eigenschaften des Myokards sind. Auf Grundlage dieser Interaktionen lassen sich mögliche mo-

lekulare Mechanismen aufzeigen, über die ERα geschlechterspezifische Unterschiede in der Pa-

thophysiologie kardiovaskulärer Erkrankungen vermitteln kann. 

5.2 Nachweis der Interaktion des humanen ERα mit MCAD und 

MYL4 im „Yeast-Two-Hybrid“ 

MCAD und MYL4 als Interaktionspartner von ERα konnten in „Yeast-Two-Hybrid“ Experimen-

ten identifiziert und bestätigt werden. Dabei handelte es sich um eine Liganden-abhängige Inter-

aktion, die ausschließlich in Anwesenheit von 17β-Östradiol beobachtbar war. Darüber hinaus 

konnten weitere Untersuchungen im „Yeast-Two-Hybrid“-System die an dieser Interaktion be-
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teiligten Proteindomänen bestimmen. Dabei wurde gezeigt, dass die Interaktion von ERα mit 

MCAD ausschließlich im Beisein des vollständig exprimierten Östrogenrezeptors stattfand.  

Hingegen konnte für MYL4 in Anwesenheit von Östrogen zusätzlich eine Interaktion mit der 

EF-Domäne des ERα gezeigt werden. Die EF-Domäne des ERα ist als Liganden-bindende Do-

mäne bekannt 38, 75, 76 und ist bedeutend im Kontext der Interaktionen des ERα mit verschiedenen 

bekannten interagierenden Proteinen.77  

Eine Vielzahl von Protein-Protein-Interaktionen innerhalb zellulärer Prozesse werden über be-

stimmte Motive vermittelt. In diesem Zusammenhang ist das LxxLL-Motiv beschrieben, welches 

zahlreiche Interaktionen des ERα mit weiteren Proteinen vermittelt und in einer großen Anzahl 

von Co-Aktivatoren des ERα nachgewiesen werden konnte.43, 44, 78-80 Dabei handelt es sich um 

ein leucinreiches Motiv, wobei L für Leucin und x für beliebige weitere Aminosäuren steht. Eine 

komplementäre Tasche im Bereich der EF-Domäne des ERα bildet die Kontaktoberfläche des 

Rezeptors (nach Heery, Kalkhoven et al., Nature 1997).78  

Weder MCAD noch MYL4 weisen das LxxL-Motiv auf. Das Fehlen bekannter Motive, welche 

Bindungsstellen für Protein-Protein-Interaktionen darstellen, lässt Spielraum für eine Reihe wei-

terer Möglichkeiten. Das LxxL-Motiv ist häufig in sehr stabile Protein-Interaktionen involviert, 

somit wäre für die Interaktion von ERα mit MCAD oder MYL4 ein dynamisches Geschehen 

vorstellbar, welches auf eine transitorische Interaktion zwischen ERα und dem Interaktions-

partner hinweisen könnte. Es kann sich bei den gezeigten Interaktionen zwischen ERα und 

MCAD bzw. MYL4 um noch unbekannte Interaktionsmechanismen handeln, nicht zuletzt da 

eine Vielfalt an Protein-Protein-Interaktionen über sehr kurze Bereiche, oft weniger als zehn 

Aminosäuren lang, vermittelt werden können.81  

Über die Expasy Datenbank konnte im N-terminalen Bereich der MYL4 ein PxxP-Motiv identi-

fiziert werden (Abb. 32). Das PxxP-Motiv wird durch Prolin und zwei beliebige weitere Amino-

säuren gebildet und erstreckt sich über die N-terminalen Aminosäuren 31-34 der MYL4. Die N-

terminale Prolinreiche Sequenz vermittelt die Interaktion der MYL4 mit dem Aktin-Myosin-

Komplex über SH3 Domänen des Myosins.82 
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1  MAPKKPEPKKEAAKPAPAPAPAPAPAPAPAPEAPKEPAFDPKSVKIDFTADQ 52 

53 IEEFKEAFSLFDRTPTGEMKITYGQCGDVLRALGQNPTNAEVLRVLGKPKP 103 

104EEMNVKMLDFETFLPILQHISRNKEQGTYEDFVEGLRVFDKESNGTVMGA  153 

154ELRHVLATLGEKMTEAEVEQLLAGQEDANGCINYEAFVKHIMSG   197 

Abbildung 32: PxxP-Motiv im N-Terminalen Bereich der MYL4. Die Prolin-reiche (P) Sequenz 

mit zwei beliebigen weiteren Aminosäuren (x) erstreckt sich von AS 31-34 der MYL4. 

Für das PxxP-Motiv ist die Interaktion mit dem LxxLL-Motiv beschrieben. In diese war ein so-

genanntes Linker- oder Adapterprotein involviert, über welches LxxLL-Motiv und PxxP-Motiv 

miteinander interagieren. Ein solches wurde von Barletta et al. als MNAR (Modulator of Nonge-

nomic Action of Estrogen Receptor) beschrieben und konnte später als PELP1 (Proline-glutamic 

acid-, leucine-rich proteine) identifiziert werden.80 MNAR/PELP1 dient als eine Art Adapterpro-

tein, welches die Interaktion von MNAR/PELP1, ERα und Src verlinkt und die Aktivierung des 

Src (Tyrosin) Kinasen Signalweges ermöglicht.43 MNAR/PELP1 enthält multiple Protein-

Protein-Interaktionsdomänen, N-terminal ca. zehn LxxLL-Motive und drei PxxP-Motive. Über 

das PxxP-Motiv interagiert MNAR/PELP1 einerseits mit der SH3 Domäne der Src Kinase und 

zugleich über LxxLL-Motive mit ERα.44 Auf diese Weise können zwei primär nicht direkt mit-

einander in Wechselwirkung stehende Proteinmodule miteinander interagieren.  

Unsere Daten untermauern die These, dass der N-terminale Bereich der MYL4 mit ERα intera-

gieren kann. In Anlehnung an die Arbeit von Barletta et al. wäre die Interaktion mit ERα über 

das N-terminale PxxP-Motiv der MYL4 und ein noch unbekanntes Adapterprotein, ähnlich dem 

beschriebenen PELP1/MNAR, vorstellbar. Adapterproteine wurden 1988 erstmalig beschrieben.83 

Sie weisen typischerweise Protein-Protein-Interaktionsdomänen, wie die SH3-Domäne, und In-

teraktionsmotive auf. Andererseits ist das PxxP-Motiv im humanen Proteom wie im Proteom 

anderer Organismen, wie zum Beispiel der Hefe, häufig vertreten.84 Somit ließe sich über die 

Existenz eines bisher unbekannten Adapterproteins spekulieren, welches die in unseren Daten 

gezeigte Interaktion zwischen ERα und MYL4 im humanen Herzen vermittelt. 
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5.3 Die funktionelle Bedeutung der Interaktion von ERα mit 

MYL4 

5.3.1 MYL4 verbessert die Kontraktilität des Myokards 

Die in vorliegender Arbeit identifizierte atriale MYL4 wird normalerweise nur fetal im gesamten 

Herzen exprimiert und bleibt postnatal auf das Atrium beschränkt. Unter pathophysiologischen 

Bedingungen kommt es zu einer ventrikulären Re-Expression der MYL4, welche mit einer ver-

besserten Kontraktilität der betroffenen Herzen assoziiert ist.63, 85, 62, 86 Abdelaziz et al. entwi-

ckelten ein transgenes Rattenmodell, welches die humane MYL4 im Ventrikel überexprimiert 

und konnten in diesem eine Steigerung der kontraktilen Parameter im Vergleich zu den Kontroll-

tieren messen.87  

Entscheidend für den Kontraktilitätssteigernden Effekt der MYL4 benennen Morano et al. die 

Aktin-Affinität der Myosin-Leichtketten.64 Die atriale MYL4 zeigt im Vergleich zur ventrikulä-

ren Isoform eine deutlich schwächere Aktin-Bindungsaffinität. Diese Affinitätsminderung er-

leichtert Bindung und Lösung der Myosin-Aktin Verbindungen innerhalb eines Kontraktionszyk-

lus der Myokardfasern und steigert über die Myosin-Aktin Querbrückenkinetik die Kontraktilität 

der Muskelfasern.64, 88 

Der N-terminale Abschnitt der MYL4 ist in diesem Zusammenhang von besonderer Bedeutung, 

da in diesem Bereich die Aktin-Myosin-Bindung der MYL4 stattfindet.89, 82  

Interessanterweise konnte mit unseren Daten genau dieser N-terminale Bereich der MYL4, 

MYLAS 1-55, als relevanter Bereich für Interaktion mit ERα im „Yeast-Two-Hybrid“ System iden-

tifiziert werden. Die N-terminalen Aminosäuren der MYL4 formen einen aus dem Molekül frei 

herausragenden „Arm“, der eine etwa 8 nm lange Brücke zum Aktinfilament schlägt (Abb. 33, 

blau markiert).88, 85 Darüber wird die Interaktion mit dem Aktin-Myosin-Komplex vermittelt, 

einerseits über Ionenbindungen (Aktin) und andererseits über SH3 Domänen des Myosins, die 

mit dem PxxP-Motiv der N-terminalen MYL4 interagieren.82, 85 Die daraus resultierende verän-

derte Aktin-Bindungsaffinität erleichtert Assoziation sowie Dissoziation des Aktin-Myosin 

Komplexes innerhalb eines Kontraktionszyklus und verbessert so die Kontraktilität der Muskel-

faser. 

Dass der N-terminale Bereich der MYL4 für die Kontraktilität des Myokards eine entscheidende 

Rolle spielt, konnte durch eine Untersuchung an transgenen Ratten bestätigt werden, die im Her-
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zen ausschließlich den N-terminalen Anteil der MYL4 überexprimierten. Die transgenen Tiere 

erreichten eine deutlich verbesserte myokardiale Kontraktilität gegenüber den Kontrolltieren.90  

Die Interaktion zwischen ERα und der N-terminalen MYL4 wäre ein möglicher Mechanismus, 

über welchen Östrogeneffekte auf die Muskelkontraktilität vermittelt werden können. 

 

 

Abbildung 33: Interaktion der N-terminalen MYL4 mit dem Aktin-Myosin-Komplex. Die Zeich-

nung zeigt die N-terminalen Aminosäuren der MYL4, die einen aus dem Myosin Molekül frei herausra-

genden „Arm“ formen, der eine etwa 8 nm lange Brücke zum Aktinfilament schlägt (blau markiert). My-

osinköpfchen (grau-weiß schraffiert) interagiert mit dem Aktinfilament. Die Myosin-Leichtketten, atriale 

MYL4 und die regulatorische Leichtkette (RLC) sind in der ‚neck-region’ des Myosins lokalisiert. MHC 

bezeichnet die helikal gewundene Myosin-Schwerkette. Modifiziert nach Schaub et al.88 

5.3.2 Die Rolle der Östrogene in der Muskelfunktion 

Unterschiede zwischen den Geschlechtern -bezogen auf deren Muskelfunktion- sind seit langem 

bekannt und umfassen die Zusammensetzung der Muskelfasern, Kontraktionsgeschwindigkeit 

und Energiestoffwechsel.91 Geschlechterunterschiede sind auch für die kardiale Muskelleistung 

bekannt. Dies zeigte unter anderem die Beobachtung, dass unter herzinsuffizienten Patienten 

Frauen im Vergleich zu Männern sehr viel häufiger eine konservierte systolische Pumpfunktion 

aufweisen.92 Eine Beteiligung der Östrogene an der Ausprägung dieser Unterschiede ist nahelie-

gend, allerdings ist das Verständnis über zugrunde liegende molekulare Prozesse noch sehr lü-

ckenhaft.  
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5.3.2.1 ERα und Muskelkontraktilität  

Verschiedene Studien konnten eine protektive Wirkung des Östrogens auf muskuläre Schädi-

gung mit nachfolgendem Kontraktilitätserhalt zeigen. Am Mausmodell konnte eine Minderung 

der kontraktilen Muskelfunktion an ovarektomierten Mäusen demonstriert werden, die durch 

Östrogensubstitution aufhebbar war.93 Brown et al. fanden durch Untersuchungen an ERα 

Knock-Out Mäusen Hinweise darauf, dass die Effekte von Östrogen auf die Kontraktilität der 

Muskeln durch ERα vermittelt werden.94 In Anlehnung dazu konnte in Kaninchen ein verbesser-

tes Outcome des Ischiämie-beschädigten Herzens unter Behandlung mit ERα Agonisten beo-

bachtet werden.21 In ovarektomierten SHR Ratten führte die Behandlung mit ERα Agonisten zu 

einer Verbesserung der kardialen Auswurfleistung.19 Jedoch ist über die zugrunde liegenden Me-

chanismen der Wirkung von Östrogen im Muskel bisher wenig bekannt. Brown et al. konnten in 

ihrer Studie signifikante Unterschiede in der Muskelspannungsentwicklung in ERα-Knock-Out 

Tieren im Vergleich zu Wildtypen zeigen.94 Allerdings waren diese Unterschiede nicht in allen 

untersuchten Muskelarten vorhanden, sondern scheinen typspezifisch aufzutreten, was eine Be-

teiligung weiterer Faktoren wahrscheinlich macht. Dies könnte durch interagierende Proteine im 

Komplex mit ERα geschehen. Die in unseren Daten gezeigte Interaktion des ERα mit MYL4 im 

humanen Myokard ist ein möglicher Mechanismus, über welchen ERα Einfluss auf die Muskel-

kontraktilität des Myokards nehmen kann.  

Die Expression des ERα innerhalb der myofibrillären Struktur ist bereits beschrieben worden.95, 

96 In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten immunhistologischen Färbungen wurde ERα 

im Myokard männlichen und weiblichen Geschlechts nachgewiesen. Die Signale des ERα im 

humanen Myokard stellten sich in einem quergestreiften Muster in ventrikulären wie atrialen 

Kardiomyozyten dar. Dieses Expressionsmuster ist vergleichbar mit weiteren Arbeiten, die ERα 

im menschlichen Myokard bzw. im Ratten-Myokard zeigen.39, 34 

MYL4 konnte in dieser Arbeit im humanen Myokard ebenfalls in quergestreifter Anordnung 

regelmäßiger Doppelbanden lokalisiert werden (Abb. 23-25). α Aktinin-markierte Z-Scheiben 

stellten sich in regelmäßigem Wechsel mit den MYL4 markierten Strukturen dar, ohne zu co-

lokalisieren. Doppelfärbungen mit α Aktinin dienten in diesem Fall der Identifikation der mar-

kierten Sarkomerelemente, da dieses als sarkomerisches Gerüstprotein quergestreifter Muskel-

zellen Aktinfilamente auf Höhe der Z-Scheiben bindet.97  

Unsere Daten weisen auf die Lokalisation der MYL4 im Bereich der Myosin-haltigen A-Banden 

innerhalb des Sarkomers hin. A-Banden sind zwischen den Z-Scheiben lokalisiert, die typi-
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scherweise kein Myosin enthalten.88 Dies konnte in den Immunofluoreszenz-Studien dieser Ar-

beit korrekt dargestellt werden und steht in Übereinstimmung zu Daten aus tierexperimentellen 

Studien, welche die atriale Myosin-Leichtkette im Herzmuskelgewebe lokalisieren konnten.87, 98  

Doppelfärbungen für MYL4 und ERα zeigten eine abwechselnd gestreifte Anordnung für ERα 

und MYL4, die bei Überlagerung der Fluoreszenzbilder schmale Banden deckungsgleicher Area-

le offenbarten. Vor diesem Hintergrund co-lokalisieren ERα und MYL4 am wahrscheinlichsten 

im Bereich der H-Zone zwischen den A-Banden eines Sarkomers (Abb. 34). 

Abbildung 34: Schematisches Modell der Interaktion von ERα und MYL4. ERα (rot) und MYL4 

(grün) interagieren im Bereich der H-Bande des Sarkomers. Das Modell zeigt ein Sarkomer, begrenzt 

durch zwei Z-Scheiben, bestehend aus Myosin- (gelb) und Aktinmolekülen (braun). Die Myosinmoleküle 

befinden sich innerhalb der A-Bande des Sarkomers, die in ihrem Zentrum eine Aktin-freie Zone zeigen, 

die sogenannte H-Bande.  

Tatsächlich verweisen die Daten dieser Arbeit auf eine Assoziation des ERα mit MYL4 inner-

halb der Sarkomere von Herzmuskelzellen. Dies legt eine Bedeutung des ERα für die muskuläre 

Funktion nahe. Beschriebene Effekte des Östrogens auf kontraktile Eigenschaften des Myokards 

könnten möglicherweise durch einen ERα-MYL4 Komplex vermittelt werden.  

In vorliegender Arbeit zeigen wir erstmals die Interaktion des ERα mit dem kontraktilen Protein 

MYL4 im menschlichen Herzen. Von allen bekannten Interaktionspartnern des ERα im Myokard 

ist dies der erstmalige Nachweis einer Interaktion von ERα mit einem Teil des Myosin Motor-

Proteins.  

Für MYL4 ist bekannt, dass es kontraktile Eigenschaften der Muskelfaser verbessert.98, 60, 99 

MYL4 moduliert die Aktin-Myosin Bindung und beeinflusst dadurch die Kontraktilität der Mus-

kelfasern, welche eine erhebliche Abhängigkeit von der Aktin-Myosin Interaktion zeigt. 60, 64, 85 
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Hypothetisch gedacht könnte ERα im Komplex mit MYL4 durch Modulation der Aktin-Myosin 

Bindungen in den Herzmuskelzellen die Kontraktilität des gesamten Myokards verbessern. 

5.3.2.2 Östrogen und Apoptose im Myokard 

Einen weiteren Aspekt der Östrogenwirkung in Hinblick auf Geschlechterunterschiede der kar-

dialen Funktion stellen Prozesse der Apoptose dar. Diese spielen eine Rolle in einer Reihe von 

Erkrankungen des kardiovaskulären Systems, deren Endpunkt die terminale Herzinsuffizienz 

darstellt.100 Dabei handelt es sich um eine Art des programmierten Zelltodes, bei dem eine Reihe 

von zellulären Signalkaskaden aktiviert werden und den kontrollierten Zelltod einleiten. In Kar-

diomyozyten führt dies zur Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und der Akti-

vierung proteolytischer Caspasen. Caspase3 ist eines der Schlüsselenzyme in der Spaltung zellu-

lärer Bestandteile und zeigt direkte Auswirkungen auf die kontraktilen Eigenschaften von 

Kardiomyozyten.101, 102 Die Aktivierung der Caspase3 wurde unter anderem im Myokard von 

Patienten mit terminalem Herzversagen identifiziert.103 Im Ventrikel von Kaninchenherzen 

konnte durch Aktivierung der Caspase3 ein Kontraktilitätsverlust der ventrikulären Myozyten 

nachgewiesen werden.102 Allerdings bleiben die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen 

bislang unklar.  

Möglicherweise steht dieser Verlust der kardialen Kontraktilität mit dem Verlust von MYL4 

durch Caspase-Aktivierung im Zusammenhang. MYL4 wird im hypertrophierten Ventrikel re-

exprimiert und verbessert die globale Kontraktilität des Myokards.104, 63, 85, 62, 105 Unter Progredi-

enz der Herzinsuffizienz vom kompensierten Stadium hin zum terminalen Herzversagen fällt die 

ventrikuläre Expression der MYL4 unter die Nachweisgrenze (Morano et al., persönliche Kom-

munikation).  

Indem unter hypertrophen Stimuli MYL4 kompensatorisch reguliert und vermehrt exprimiert 

wird, geht diese Expression bei zunehmender Dekompensation der Herzinsuffizienz erneut zu-

rück. Eine mögliche Ursache hierfür könnte der proteolytische Abbau der MYL4 im insuffizien-

ten Myokard sein. So konnten Communal et al. durch in-vitro Untersuchungen an Kaninchen- 

und Rindermuskel zeigen, dass myofibrilläre Proteine durch Caspasen proteolytisch abgebaut 

werden.106 Arbeiten von Moretti et al. identifizierten die Myosin-Leichtkette als Zielprotein der 

Caspase3, die im dekompensierten Kaninchenherzen den proteolytischen Abbau der Myosin-

Leichtkette bedingte.107 Moretti et al. untersuchten in ihrer Studie die ventrikuläre Isoform der 

Myosin-Leichtkette, die atriale Myosin-Leichtkette war in der Untersuchung nicht berücksichtigt 

worden (Moretti et al., persönliche Kommunikation). Dies ist deshalb von Bedeutung, da die 
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beschriebene Zielsequenz der Caspase3, DFVE135G, im C-terminalen Bereich der Myosin-

Leichtkette liegt, in welchem die atriale und ventrikuläre Isoform eine starke Homologie ihrer 

Aminosäuresequenzen aufweisen.56, 89 So ist die Schnittsequenz der Caspase3 in identischer 

Aminosäurenfolge im C-terminalen Bereich der atrialen MYL4 zu finden.61 Es ist unter diesen 

Umständen durchaus vorstellbar, dass MYL4 ein Zielprotein der Caspase3 darstellt und durch 

diese degradiert wird. Dies spricht dafür, dass die kompensatorische Re-Expression der MYL4 

durch Apoptoseprozesse im Myokard aufgehoben wird, mit der Folge einer zunehmenden De-

kompensation des Myokards.  

In Anlehnung an Daten aus Studien, welche eine Östrogen bedingte Reduktion der Caspase3 

Aktivität im Myokard von Mäusen bzw. im Zentralnervensystem zeigen konnten, lässt sich spe-

kulieren, dass die in dieser Arbeit gezeigte Interaktion zwischen ERα und MYL4 die atriale My-

osin-Leichtkette auf noch nicht bekanntem Weg vor einem proteolytischen Abbau durch die 

Caspase3 schützt.108, 109, 110 Vorstellbar wäre hypothetisch eine Konformationsänderung der 

MYL4 bedingt durch die Interaktion mit ERα, welche eine Bindung und proteolytische Aktivität 

der Caspase3 verhindert und MYL4 somit Schutz vor der Degradation durch die Caspase3 bietet. 

Auf diesem Wege könnte Östrogen dazu beitragen, die Kontraktilität des Myokards zu erhalten. 

Dies wäre ein möglicher Ansatzpunkt, über welchen sich Geschlechterunterschiede in der systo-

lischen Pumpfunktion, die zwischen Frauen und Männern mit Herzinsuffizienz beobachtet wer-

den können, erklären lassen. 

Zur Stützung dieser Hypothese müsste in weiterführenden Versuchen gezeigt werden, dass 

MYL4 tatsächlich ein Substrat der Caspase3 darstellt. Dies könnte in Anlehnung an die Arbeit 

von Communal et al. durch Verfügbarkeit einer rekombinanten Caspase3 in einem in-vitro Assay 

realisiert werden. In weiteren Schritten ermöglichen eine induzierte Caspase3 Aktivierung und 

die 17ß-Östradiol Stimulation in Zellkultur die Auswirkungen auf die Expression der MYL4 zu 

untersuchen. 

5.3.3 ERα beeinflusst die Expression von MYL4  

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war, das ERα in Zellkultur die Expression von MYL4 beein-

flusst. Um den Einfluss von Östrogen auf die Interaktion von MYL4 und ERα untersuchen zu 

können, erfolgten Stimulationsversuche mit 17β-Östradiol in Zellkultur. Immunofluoreszenzfär-

bungen an AC16 Kardiomyozyten lokalisierten ERα im Zytoplasma und im Nukleus. Nach der 

Stimulation mit Östrogen war im Vergleich zu unstimulierten Zellen eine deutliche Verschie-

bung des ERα vom Zytoplasma in den Nukleus beobachtbar. Diese zeigt die Aktivierung des 
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Rezeptors durch die Östrogenbindung an, welche bereits beschrieben wurde.40 AC16 Zellen ex-

primieren Muskelstrukturproteine gleich den Kardiomyozyten.67 Allerdings ist eine Zuordnung 

zu definierten Strukturen des Sarkomers nicht möglich, da es sich um nicht ausdifferenzierte 

ventrikuläre Kardiomyozyten handelt, welche keine organisierte Sarkomerstruktur ausbilden. 

MYL4 konnte in AC16 Zellen diffus im Zytoplasma der Kardiomyozyten verteilt lokalisiert 

werden. Unter Stimulation mit Östrogen wurden verstärkte Signale für MYL4 im Zytoplasma 

und überraschenderweise im Zellkern beobachtet. Diese Ergebnisse waren insofern unerwartet, 

als MYL4 selbst kein nukleäres Signalpeptid besitzt. Auch in der Literatur finden sich hierzu 

keine Hinweise. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass MYL4 an der Regulation der 

eigenen Expression beteiligt ist. Ein interessanter Aspekt ist in diesem Zusammenhang die in der 

Literatur beschriebene unveränderte absolute Anzahl der essentiellen Myosin-Leichtketten im 

Ventrikelmyokard, welche sich auch unter ventrikulärer Re-Expression der atrialen MYL4 nicht 

verändert. Dies bedeutet, dass die ventrikuläre Myosin-Leichtkette in entsprechendem Maße 

gegenreguliert wird.88, 98, 86 Dieser Shift von ventrikulärer zu atrialer Myosin-Leichtkette bei 

gleichbleibender Gesamtanzahl der essentiellen Myosin-Leichtketten konnte unabhängig davon 

beobachtet werden, ob es sich um eine vermehrte Expression von MYL4 in Folge von Re-

Expression durch pathophysiologische Anpassung des Myokards an erhöhte Belastung oder eine 

transgene Überexpression von MYL4 im Ventrikelmyokard handelte.59, 87 Die Regulationsme-

chanismen dieses Prozesses sind noch unklar. 

Insofern lässt sich spekulieren, dass MYL4 im Zellkern auf noch unbekanntem Wege gemeinsam 

mit ERα seine eigene Expression regulieren könnte. Als dominante Isoform der essentiellen My-

osin-Leichtketten im Ventrikel würde MYL4 zu einer verbesserten Kontraktilität des Kammer-

muskels führen.87, 88, 63 Der östrogenaktivierte ERα könnte dabei als Transkriptionsfaktor mit 

MYL4 als Cofaktor die nukleäre Translokation ermöglichen und im Komplex mit MYL4 im 

Zellkern die Expression der MYL4 regulieren. 

Die Daten der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass MYL4 unter Stimulation mit 

17β-Östradiol in den Kardiomyozyten verstärkt exprimiert wird und eine Translokation in den 

Zellkern zeigt. Das Östrogen kontraktile Proteine regulieren kann, ist in der Literatur beschrie-

ben. Pelzer et. al. konnten in ihrer Studie zur Östrogenwirkung am Myokard eine Östradiol-

abhängige Myosin-Schwerketten Heraufregulation zeigen.23 Daher wäre es denkbar, dass 17ß-

Östradiol die Expression von MYL4 ebenfalls reguliert. 
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Weitere Untersuchungen wären nötig, um die aufgestellte Hypothese zu prüfen. Mittels gezielter 

Kernfraktionierung kann der Nachweis der MYL4-Anreicherung nach 17β-Östradiol Stimulation 

in den Nuklei der Kardiomyozyten geführt werden. Eine Bindung des MYL4-ERα Komplexes 

an den MYL4-Promotor, wie sie im Falle einer Auto-Regulation zu erwarten wäre, könnte mit-

tels eines Chip-Assays untersucht werden. 

5.4 ERα und MCAD interagieren im humanen Myokard 

In der vorliegenden Arbeit zeigten wir erstmals die Interaktion des humanen ERα mit MCAD im 

humanen Myokard. Durch Immunofluoreszensuntersuchungen wurde die Assoziation von ERα 

und MCAD im humanen Herzen bestätigt. Besonders im Herzen spielt MCAD als schrittgeben-

des Enzym der Fettsäureoxidation eine herausragende Rolle, da im Myokard die Energiegewin-

nung hauptsächlich durch Fettsäureverwertung gewährleistet wird.50 Diese Daten liefern Hinwei-

se auf eine bedeutende Rolle des ERα im Energiestoffwechsel des menschlichen Myokards.  

Darüber hinaus zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit die mitochondriale Lokalisation von 

MCAD und stehen damit in Übereinstimmung mit weiteren Studien.111, 51 Wir schließen daraus, 

dass die Interaktion von ERα mit MCAD zumindest zum Teil entsprechend in den Mitochond-

rien stattfinden muss.  

5.4.1 ERα interagiert mit MCAD in Mitochondrien von AC16 Zellen  

In vorliegender Arbeit konnte ERα erstmalig in Mitochondrien humaner Kardiomyozyten AC 16 

lokalisiert werden. Das zelluläre Expressionsmuster von ERα zeigte diesen im Nukleus und dar-

über hinaus auch im Zytoplasma der Kardiomyozyten. Im Zytoplasma zeigte ERα ein charakte-

ristisches Verteilungsmuster, welches partiell mit der perlschnurartigen Aufreihung der Mito-

chondrien übereinstimmte (siehe Abb. 29). Diese Daten zeigen erstmals eine Fraktion des 

zellulären ERα in Mitochondrien humaner Kardiomyozyten.  

Bisherige Arbeiten konnten ERα in uterinen und ovariellen Mitochondrien des Kaninchens, in 

Mitochondrien von MCF7 Zellen und C2C12 Zellen zeigen.112, 113, 114 Jedoch konnte ERα kürz-

lich in Mitochondrien neonataler Rattenkardiomyozyten lokalisiert werden.45 

Daten unserer Co-Lokalisationsstudien in AC16 Zellen konnten darüber hinaus die Interaktion 

von ERα mit MCAD in herzspezifischen Mitochondrien lokalisieren. Kardiale Mitochondrien als 

Interaktionsort für die Interaktion des ERα mit einem Protein des Fettsäurestoffwechsels wurden 

in einer kürzlich veröffentlichten Studie beschrieben.45 Jazbutyte et al. konnten in dieser Studie 

in Mitochondrien der Kardiomyozyten neonataler Ratten die Interaktion des ERα mit 17ß-
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Hydroxysteroid Dehydrogenase zeigen, einem kurzkettigem Vertreter der Acyl-CoA Dehydro-

genasen. Diese Daten stützen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und weisen darauf hin, dass 

ERα nicht nur eine bedeutende Rolle im Energiestoffwechsel der Kardiomyozyten spielt, son-

dern auch für die mitochondriale Funktion von Bedeutung ist, worauf in den folgenden Absätzen 

eingegangen werden soll.  

5.4.2 Die Bedeutung des ERα für die mitochondriale Funktion 

Die Lokalisation von ERα in Mitochondrien ist für verschiedene Zelllinien beschrieben.113, 45, 114 

Wenig bekannt ist hingegen zur Bedeutung für die zellulären Reaktionen auf Östrogenstimulus.  

Mitochondrien als Kraftwerke der Zelle sind besonders in Muskelzellen als Energielieferanten 

wichtig und machen teilweise mehr als 30% des Zellvolumens in Kardiomyozyten aus.115 Ener-

gie entsteht in Form von ATP durch die Verstoffwechslung von freien Fettsäuren oder Glukose, 

wobei die ß-Fettsäureoxidation pro Molekül eine größere Anzahl ATP`s liefert und die 

Hauptenergiequelle der adulten Kardiomyozyten darstellt. Die Herzfunktion ist im Umkehr-

schluss in starkem Maße abhängig von der in Mitochondrien generierten Energie.116, 50  

Die Wirkungen der Östrogene auf die mitochondriale Funktion ist für eine Reihe von Geweben 

und Zellen untersucht worden und eine Vielzahl direkter und indirekter Effekte sind beschrieben, 

die auf eine entscheidende Rolle des Östrogens und des ERα in Regulation und Erhalt der mito-

chondrialen Funktion hinweisen.117, 118, 119, 69 Zhai et al. untersuchten vitalitätsgeminderte Kardi-

omyozyten im Ischämie-Reperfusions-Modell in ovarektomierten Ratten und in ERα Knock-Out 

Mäusen. Sie beobachteten geschwollene und fragmentierte Mitochondrien in den ovarektomier-

ten Ratten und ERα-Knock-Out Tieren, wobei die Effekte in den ovarektomierten Ratten unter 

Östrogensubstitution aufhebbar waren. Damit konnte eine direkte kardioprotektive Wirkung 

durch Erhalt der mitochondrialen Integrität demonstriert werden.119, 69 Auch Lagranha et. al. 

konnten in einer kürzlich publizierten Studie zeigen, dass mitochondriale Proteine zur kardiopro-

tektiven Wirkung nach Ischämie/Reperfusionsschädigung beitragen.120 

In einer Studie an ovarektomierten Ratten konnte gezeigt werden, das Östrogenbehandlung die 

Fettsäureoxidation stimuliert und unter Östrogeneinfluss die Glukoseoxidation verstärkt repri-

miert wird.121 Diese Daten liefern Hinweise auf eine Beteiligung des ERα an Regulation bzw. 

Erhalt kardialer Energieversorgung. 
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5.4.3 Bedeutung der MCAD im Energiestoffwechsel des humanen Myo-

kards 

MCAD als neuer Interaktionspartner für ERα ist besonders interessant, da es ein Schlüsselenzym 

für die β-Fettsäureoxidation in den Mitochondrien darstellt, die im Stoffwechsel des Herzmus-

kels den Hauptanteil zur Deckung des Energiebedarfs beiträgt.50  

Im hypertrophierten Herzen, wie auch postischämisch, kommt es zu einem Wechsel der Ener-

giegewinnung in den Kardiomyozyten mit bevorzugter Glukoseverwertung.122, 123 Begleitend ist 

eine Herabregulation der MCAD Expression beobachtbar, die post infarctum im Myokard124 und 

für druckbelastungsinduzierte Hypertrophie beschrieben wurde.48, 125 In einem Ratten-Modell mit 

Hypertension, linksventrikulärer Hypertrophie und Progression zur Herzinsuffizienz (SHHF) 

konnte gezeigt werden, dass die Expression von MCAD auf mRNA Ebene um bis zu 70% ver-

mindert war. Im Gegensatz dazu war auf Proteinebene weder eine Veränderung der Enzymakti-

vität noch der Expression von MCAD beobachtbar. Diese blieben bis zum Eintreten der Herzin-

suffizienz konstant.126 Dies deutet darauf hin, dass die erhaltene Enzymaktivität von MCAD auf 

anderen, translationalen oder post-translationalen Veränderungen im hypertrophierten Herzmus-

kel beruhen muss. Daraus lässt sich schließen, dass durch erhöhte Stabilität bzw. Verfügbarkeit 

von MCAD eine effizientere Energieausbeute im Myokard erreicht werden kann. 

5.5 Bedeutung der Interaktion von ERα und MCAD 

Vor diesem Hintergrund stellt die Interaktion von ERα und MCAD einen denkbaren Mechanis-

mus zur Konservierung der kardialen Energieversorgung dar, die im hypertrophierten Herzen 

sowie im ischämisch geschädigten Myokard gestört ist. Durch erhöhte Stabilität oder Verfügbar-

keit von MCAD kann eine ATP-effiziente Energiegewinnung durch Fettsäureoxidation im Myo-

kard erreicht werden. Die Vermutung, dass die Interaktion mit ERα Funktion oder Regulation 

des schrittgebenden Enzyms der Fettsäureverwertung beeinflusst, liegt hier nahe. Dazu lassen 

sich mit vorliegenden Daten folgende Hypothesen anführen: 

Die Interaktion von ERα mit MCAD in Mitochondrien könnte der Stabilisierung des MCAD-

Proteins und damit dem Erhalt der Enzymfunktion dienen. Dieser Vorgang ist besonders im hy-

pertrophierten Myokard von Bedeutung, in welchem die Interaktion mit ERα dazu beitragen 

könnte, die verminderten MCAD mRNA Level zu kompensieren und die Fettsäureverwertung 

zur effizienten Energiegewinnung im Myokard aufrecht zu erhalten.  
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Ein weiterer denkbarer Mechanismus wäre ein im Komplex mit ERα erleichterter Transport 

durch die Mitochondrienmembran. Die Interaktion mit ERα könnte dabei den Transfer von 

MCAD aus dem Zytoplasma in die Mitochondrien als Wirkungsort befördern und auf diesem 

Wege die Energiegewinnung des Myokards verbessern.  

Folgende weiterführende Untersuchungen könnten hierzu Antworten liefern: Mitochondrien als 

Interaktionsort für die Interaktion zwischen ERα und MCAD konnten bisher nur durch Immuno-

fluoreszenzanalysen in Zellkultur gezeigt werden. In einem nächsten Schritt sollte diese durch 

gezielte Isolation der mitochondrialen Proteinfraktion mittels Co-Immunopräzipitationsverfahren 

oder GST Pull down spezifisch in Mitochondrien nachgewiesen werden.Die Vermutung, dass 

ERα tatsächlich an der Stabilisierung von MCAD beteiligt ist, ließe sich durch quantitative Wes-

tern Blot Analysen von MCAD-mRNA versus MCAD-Protein an Kardiomyozyten unter Hyper-

trophie-Induktion und selektiver 17ß-Östradiol Stimulation untersuchen.   
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5.6 Hypothetisches Modell zur Interaktion des ERα mit MCAD 

und MYL4 

 

 

Abbildung 35: Hypothesenmodell 

 

Das gegenwärtige Verständnis der molekularen Grundlagen der Östrogenwirkung im Herz-

Kreislauf System ist noch sehr begrenzt. Die Komplexität und Vielfalt der Interaktionen des ERα 

stellt die Forschung diesbezüglich vor große Herausforderungen. Die Identifikation von MCAD 

und MYL4 als neue Interaktionspartner des ERα sowie die Lokalisation dieser Interaktionen im 

humanen Myokard bilden einen weiteren wichtigen Schritt zur Aufklärung der zugrundeliegen-

den physiologischen und pathophysiologischen Mechanismen, deren Kenntnis in Zukunft helfen 

könnte, neue therapeutische Strategien gegen Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu entwickeln. 
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6 Zusammenfassung 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind die Hauptursache für Morbidität und Mortalität in der westli-

chen Welt. Klinische Daten weisen geschlechtsabhängige Unterschiede bei Erkrankungen des 

Herzens aus, wobei Frauen eine zeitlich verzögerte Entwicklung und eine Konservierung der 

kardialen Pumpfunktion zeigen. Tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass Östrogen 

durch Vermittlung von ERα in der Pathogenese von Herzerkrankungen eine Rolle spielt. In die-

ser Arbeit konnten MCAD und MYL4 als neue Interaktionspartner des ERα im humanen Herzen 

identifiziert werden.  

Die östrogenabhängige Interaktion zwischen ERα und MCAD konnte mittels „Yeast-Two-

Hybrid“ nachgewiesen werden Die Interaktion war von der Anwesenheit eines vollständigen 

ERα abhängig. Ergebnisse der CoIP zeigten diese Interaktion ebenso im humanen Myokard. 

MCAD ist als schrittgebendes Enzym des Fettsäurestoffwechsels vor allem im Herzen von ent-

scheidender Bedeutung für die Energieversorgung und wird im erkrankten Myokard auf mRNA- 

und Proteinebene reguliert. Die Interaktion mit ERα könnte durch Stabilisierung von MCAD im 

erkrankten Myokard den Erhalt der Energieversorgung des Herzens und somit der Integrität der 

kardialen Funktion gewährleisten. Die Co-Lokalisation von ERα und MCAD wurde im Zyto-

plasma von AC16 Zellen gezeigt. Unsere Daten identifizierten die zytoplasmatischen Komparti-

mente, in denen ERα und MCAD interagieren, als Mitochondrien. Die Expression von ERα in 

Mitochondrien einer humanen Kardiomyozytenzelllinie konnte in diesem Zusammenhang erst-

malig gezeigt werden.  

MYL4 als Teil des Myosin Motorproteins, dessen Expression einen ausgeprägten Einfluss auf 

die kontraktilen Eigenschaften des Myokards hat, konnte als Interaktionspartner des ERα mittels 

„Yeast-Two-Hybrid“ bestätigt werden. Die Interaktion mit ERα konnte zudem im menschlichen 

Myokard nachgewiesen werden. Co-Lokalisationsexperimente konnten die Interaktion innerhalb 

der H-Banden der Sarkomere der Kardiomyozyten lokalisieren. Verstärkte Signale für MYL4 im 

Nukleus von AC16 Zellen nach Östrogenstimulation ergaben Hinweise auf eine Expressionsre-

gulation der MYL4. Die Identifikation der involvierten Domänen beider Interaktionspartner wie-

sen für den ERα die C-terminale EF Region als entscheidenden Bereich aus, der isoliert zu einer 

Interaktion mit der atrialen MYL4 befähigt war. Für MYL4 wiesen die Daten den N-terminalen 

Bereich des Proteins, der für die kontraktilitätsmodulierenden Eigenschaften der MYL4 verant-

wortlich ist, als Ort der Interaktion aus. Diese Interaktion könnte einen Mechanismus auf mole-
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kularer Ebene darstellen, über welchen Östrogen zu einer Kompensation der funktionellen Ein-

schränkung des hypertrophierten Myokards beiträgt. 

Mit vorliegender Arbeit wurden durch die Untersuchung neuer Interaktionspartner des ERα im 

humanen Myokard neue Erkenntnisse zu herzspezifischen Hormonwirkungen erzielt, aus wel-

chen sich in Zukunft neue therapeutische Ansätze für Herz-Kreislauf-Erkrankungen ableiten las-

sen. 
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