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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass sich Manner und Frauen zum einen
funktionell in ihrer Physiologie als auch im Hinblick auf die Pathogenese verschiedener
Erkrankungen signifikant unterscheiden. Daher reicht es nicht mehr aus die Pathophysiologie
einer Erkrankung nur an einem Geschlecht zu untersuchen, zu verstehen und basierend
darauf eine generelle Therapie fur beide Geschlechter zu entwickeln. Aus diesem Grund
haben sich weltweit verschiedenste Organisationen, wie das National Institute of Health und
die Europaische Union, diesem Thema in den letzten Jahren angenommen und verfolgen die
Implementierung des Faktors ,Geschlecht sowohl in der klinischen Forschung als auch in
der Grundlagenforschung intensiv. Dabei ist hervorzuheben, dass die Forderung des
Einbezugs von Geschlechteraspekten in die Grundlagenforschung einen direkten Einfluss
auf die Entwicklung von neuen Medikamenten sowie auf das Design und die Durchfiihrung
von klinischen Studien nehmen kann. Das angestrebte Ziel ist es, Mannern und Frauen

zuklnftig eine besser angepasste Therapie von Krankheiten zukommen zulassen.

1.1 Erkrankungen des Herz- Kreislauf- Systems

Wie die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) in ihrem ersten
~Weltbericht Gber Altwerden und Gesundheit® aus dem Jahre 2015 darlegte, steigt die
Lebenserwartung der Menschen weltweit an [1]. Dennoch geht ein langes Leben oft mit
erheblichen Beeintrachtigungen durch mehrere, gleichzeitig auftretende, Krankheiten einher.
Die Grinde hierfir liegen insbesondere in der Abnahme der physiologischen Funktionen,
dem Verlust der kérpereigenen Regenerationsprozesse und der ansteigenden Anfalligkeit
gegenuber verschiedenen chronischen Erkrankungen mit zunehmendem Alter [1]. Zu denen
dabei am haufigsten auftretenden chronischen Erkrankungen gehdéren die des Herz-
Kreislauf- Systems. In den westlichen Industrienationen zéhlen sie seit vielen Jahren zur
Todesursache Nummer eins von Frauen und Mannern. Im Jahr 2015 fielen in Deutschland
39 Prozent der Todesfélle auf Herz- Kreislauf- Erkrankungen zurtick
(Statistisches Bundesamt, Wiesbaden 2017, [2]). Das hei3t, 356. 616 Menschen, darunter
157. 996 betroffene Manner und 198. 620 Frauen, verstarben infolge einer Erkrankung des

Herzens.

Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass kardiovaskulare Erkrankungen Frauen
und Manner auf unterschiedliche Weise betreffen konnen. Die wesentlichen Unterschiede
liegen dabei in der Inzidenz, der Manifestation und Progression der Erkrankung sowie in der
Pravalenz von Komorbiditaten und der Mortalitat [3]. Generell kann beobachtet werden, dass
Méanner unter 50 Jahren eine starkere Neigung zur Entwicklung von Erkrankungen des
Herz- Kreislauf- Systems als Frauen im vergleichbaren Alter zeigen. Dagegen erkranken

Frauen 7 - 10 Jahre spater als Manner. Tritt die Herzerkrankung jedoch in friiheren Jahren,
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zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr auf, so ist die klinische Prognose fur Frauen
schlechter [4].

Zu den fuhrenden Ursachen innerhalb der Gruppe der Herzerkrankungen, bei denen
Unterschiede zwischen Mannern und Frauen nachgewiesen werden konnen, zahlen die
chronische ischamische Herzerkrankung, der akute Myokardinfarkt und die Herzinsuffizienz
(Statistisches Bundesamt, Wiesbaden 2017, [2]). So unterscheiden sich am Beispiel der
chronischen ischamischen Herzerkrankung das zeitliche Auftreten und die
Obstruktionsformen zwischen Patienten und Patientinnen. Bei Mannern ist friher und
haufiger eine obstruktive ischdmische Herzerkrankung im Vergleich zu Frauen zu
beobachten. Dies gilt als ursachlich dafir, dass Manner in jingerem Alter 6fter einen akuten
Herzinfarkt als Frauen erleiden und daran versterben [4, 5]. Frauen dagegen zeigen haufiger
eine nicht- obstruktive ischamische Herzerkrankung. Zudem weisen sie im Gegensatz zu
Mannern, die eher eine Einschrankung in den groRen Koronararterien entwickeln, eine
Funktionsstorung der mittleren und kleinen Koronarien auf [5, 6]. Die nicht- obstruktive Form
ist schwerer als die obstruktive Form der ischamischen Herzerkrankung zu diagnostizieren
und wird folglich verspétet therapiert, wodurch sich die klinische Prognose von Frauen
gegenuber der von Mannern signifikant verschlechtert [7]. Die Herzinsuffizienz betrifft
Méanner und Frauen in einer vergleichbaren Anzahl [2]. Signifikante Unterschiede zwischen
Méannern und Frauen zeigen sich dabei in der Form der Funktionsstorung des Herzens.
Frauen entwickeln Uberwiegend eine Herzinsuffizienz mit erhaltener Auswurffraktion
(heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF), die sich als eingeschrénkte
diastolische Funktion des Herzens versteht, wogegen Méanner eher eine Herzinsuffizienz mit
einer eingeschrankten linksventrikularen systolischen Funktion (heart failure with reduced
ejection fraction, HFrEF) aufweisen [8, 9]. Wahrend die systolische Dysfunktion relativ gut
untersucht ist und deren Behandlung durch die Leitlinien abgedeckt ist, ist die
zugrundeliegende Pathophysiologie der diastolischen Dysfunktion nur unzureichend
verstanden und behandelbar [10]. Jedoch ist zu beobachten, dass der klinische Verlauf der

Erkrankung sowie die Mortalitatsrate bei Frauen besser als bei M&nnern ist [9, 11, 12].

1.2 Kardiale Umbauprozesse

Die Morphologie und Funktion des Herzens kann durch verschiedene Umbauprozesse
verandert werden, welche einen Anpassungsmechanismus infolge einer dauerhaft erhéhten
Belastung des Herzens darstellen [13]. Diese Umbauprozesse kénnen ein physiologischer
Prozess als Reaktion auf das postnatale Wachstum, Schwangerschaft oder korperliches
Ausdauertraining sein (Abbildung 1) [14]. Dabei ist die physiologische Myokardhypertrophie
durch eine Zunahme der Herzmuskelmasse und VergrofRerung der Herzmuskelzellen

(Kardiomyozyten) ohne Apoptose charakterisiert. Aul3erdem zeichnet sie sich durch eine
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gleichbleibende oder verbesserte Herzfunktion, ohne Entwicklung einer kardialen Fibrose,

aus und ist reversibel.

Zudem wurden mit dem Alterungsprozess verbundene Umbauprozesse des Herzens
beschrieben (Abbildung 1). Dabei kommt es ebenfalls zu einer VergroRerung des
Herzmuskels und der Kardiomyozyten, aber auch zur Abnahme der Myozytenanzahl durch
eine vermehrte Apoptose, Nekrose oder Autophagie [15]. Ferner ist die Ausbildung einer
kardialen Fibrose und Abnahme der Herzfunktion zu beobachten [16]. Es ist umstritten, ob
die altersassoziierten kardialen Umbauprozesse zu denen der physiologischen oder
pathologischen Myokardhypertrophie gezahlt werden kdnnen. Dennoch wird hier zwischen
einem physiologischen Alterungsprozess des Herzens und Prozessen, die aufgrund
zusatzlicher Komorbiditdten zu einer pathologischen Myokardhypertrophie fihren
unterschieden. Es ist aber unumstritten, dass die altersbedingten Umbauprozesse zu einem
Verlust der endogenen kardialen Schutzmechanismen fihren und daher mitverantwortlich fur
die erhdhte Anfélligkeit des alternden Herzens gegenlber verschiedenen Erkrankungen sind
und je nach Art und Weise, auch die Manifestation und den Verlauf der Pathologie
bestimmen kénnen [15, 17, 18].

Physiologische kardiale Umbauprozesse Pathologische kardiale Umbauprozesse

Postnatales Wachstum | Linker
\ » | Ventrikel

Schwangerschaft, korperliches
Ausdauertraining

Chronische Druck-, Volumen- und
mechanische Belastung
(z. Bsp.: Myokardinfarkt)

« Zunahme GréRe und Masse = Zunahme GréRe und Masse des + Zunahme GréRe und Masse
des Herzens Herzens des Herzens

+ Zunahme « Zunahme Kardiomyozytengréie +  Zunahme
Kardiomyozytengrélie Kardiomyozytengrélie

= Abnahme

« Gleichbleibende/verbesserte Kardiomyozytenanzahl durch + Nekrose und Apoptose der

Herzfunktion vermehrte Apoptose und Kardiomyozyten
Nekrose
« Keine kardiale Fibrose « Kardiale Fibrose

- Kardiale Fibrose
- Systolische und diastolische
- Abnahme Herzfunktion Dysfunktion des Herzens

Abbildung 1: Schematische Ubersicht der kardialen Umbauprozesse wahrend der
physiologischen, Alters-assoziierten und pathologischen Myokardhypertrophie. Die Darstellung
zeigt die wichtigsten Adaptionen des Herzens, die charakteristisch fur die physiologische, Alters-

assoziierte und pathologische Myokardhypertrophie sind.

Die kardialen Umbauprozesse kénnen aber auch eine pathologische Konsequenz sein:

Hervorgerufen durch eine chronische Druckbelastung des Herzens, wie zum Beispiel bei der

3
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arteriellen Hypertonie oder Aortenstenose sowie durch eine Volumenbelastung bei
Aorteninsuffizienz, oder als Folge einer mechanischen Belastung im Rahmen eines
Myokardinfarkt (Abbildung 1) [19]. Bei der pathologischen Myokardhypertrophie kommt es
anfangs zu einer Steigerung der Herzfunktion, im weiteren Verlauf verschlechtert sich die
Funktion jedoch bis hin zum Herzversagen und pl6tzlichen Tod des Patienten [20]. Dabei
fuhrt die Belastung des Herzens zunachst, vergleichbar zu der physiologischen
Myokardhypertrophie, zu einer Zunahme der Herzmuskelmasse und Kardiomyozytengrof3e
[21]. Spater aber kommt es zur Apoptose oder Nekrose der Myozyten sowie zur Ausbildung
einer kardialen Fibrose [21], welche die Progression der Herzerkrankung signifikant
vorantreibt [22].

1.3 Die kardiale Fibrose

Das Auftreten von fibrotischen Prozessen stellt einen ,Point of no return“ dar und treibt die
Progression der Herzerkrankung bis hin zur Herzinsuffizienz wesentlich voran. Hauptsachlich
ist die Fibrose durch den Umbau des kardialen Bindegewebes, der sogenannten
extrazelullaren Matrix, charakterisiert [22, 23]. Sie besteht Uberwiegend aus kollagenhaltigen
Fasern, die sich primar aus dem Kollagen des Typs | und IIl sowie kleineren Mengen an
Kollagen IV, V und VI zusammensetzten. Kollagen | besitzt durch seine dicken Fasern eine
hohe Zugfestigkeit und tragt wesentlich zur Stabilitat des Herzgewebes bei. Dagegen bildet
Kollagen IlI ein lockeres Netzwerk aus dinnen Fasern und gewahrleistet die Elastizitat des
Myokards [24]. Beide Kollagentypen beeinflussen somit die Spannung und Elastizitat des
Herzens wahrend der Kontraktions- (Systole) und Entspannungsphase (Diastole). Weitere
Komponenten der extrazellularen Matrix sind die Matrix  Metalloproteinasen
(matrix metalloproteinases, MMP). Hierbei handelt es sich um eine Familie zinkabhangiger
Endopeptidasen, die als einzige Enzyme in der Lage sind, die durch eine auf3erordentlich
hohe proteolytische Resistenz gekennzeichneten fibrillaren Kollagene zu spalten [25]. lhre
Aktivitat wird wiederum Uber die Tissue Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP) kontrolliert und
reguliert [26]. Ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Synthese und Degradation der
Matrixkomponenten ist dabei fur den Erhalt der extrazellularen Matrix von mafl3geblicher
Bedeutung. Kommt es zu einer langer anhaltenden Stérung des Gleichgewichts, bedingt dies

eine Veradnderung der Form und Funktion des Myokards.

Die kardiale Fibrose tritt bei fast allen Formen der Herz- Kreislauf- Erkrankungen auf und
zeichnet sich hauptsachlich durch eine gesteigerte Synthese und Ablagerung der Kollagene |
und Il aus [27]. Anfangs stellt sie einen reparativen Mechanismus dar, um den Verlust der
Kardiomyozyten zu kompensieren. Dagegen fihrt eine andauernde Kollagensynthese und
somit exzessive Ablagerung im Herzen zu einer Verdichtung und Verhartung der

Gewebestruktur, somit zur Reduktion der passiven Dehnbarkeit des Herzmuskels, und wird
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als Ursache fur die diastolische und systolische Funktionsstérung angesehen [28]. Des
Weiteren kann die erhohte Ablagerung der Kollagene zwischen den Kardiomyozyten zu einer
Storung der elektrischen Erregung innerhalb der Systole, Beeintrachtigung des Zell- Zell
Kontaktes und Reduktion der Kapillardichte fiihren [29]. Letztere hat zur Folge, dass es zu
einer Einschrankung der Sauerstoff- Diffusion im Herzen, gefolgt von einer Hypoxie der
Kardiomyozyten, kommen kann. Der Grund fir eine erhdhte Kollagenablagerung im Herzen
ist aber nicht nur durch eine gesteigerte Synthese, sondern auch durch den ineffizienten

Abbau der Kollagene durch die abnehmende Enzymaktivitdt der MMP, begriindet [25].

Ein entscheidender Schritt bei der Entstehung der kardialen Fibrose ist die Aktivierung der
Fibroblasten und deren Differenzierung zu Myofibroblasten [30]. Dabei spielt die
Zellaktivierung durch den Transformierenden Wachstumsfaktor beta 1
(transforming growth factor beta 1, TGF- 1) eine der bedeutendsten Rollen [31]. Dieser
Faktor bewirkt eine Zunahme der Zellproliferation sowie eine erhohte Synthese und
Sezernierung der extrazellularen Matrixproteine. Insbesondere die Re-Expression des
matrizellularen Proteins Periostin gilt heutzutage als potentieller Marker fir aktivierte
Myofibroblasten [30]. Zudem beeinflusst Periostin verschiedene zellulare, wie Proliferation
und Migration, und extrazellulare Prozesse, inklusive der Prozessierung von strukturellen
Matrixproteinen [32], und rickt daher mehr und mehr in den Fokus dominant an der
Progression der kardialen Fibrose beteiligt zu sein. Zusatzlich exprimieren die
Myofibroblasten glattmuskuléres Aktin (a- smooth muscle actin, a- SMA), wodurch sie in der
Lage sind, ahnlich den glatten Muskelzellen, zu kontrahieren [30]. Kirzlich durchgefihrte
klinische und tierexperimentelle Studien konnten nachweisen, dass hauptséchlich die
residenten, intra- kardialen Fibroblasten an den fibrotischen Prozessen im Herzen beteiligt
sind [33-36]. Zuséatzlich wird der Beitrag von Fibroblasten- &ahnlichen Zellen, die aus
Endothelzellen [37] oder endothelialen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark [38]
differenzieren, an der Entstehung der kardialen Fibrose diskutiert. Ihre genaue Rolle und wie
grof3 ihr Anteil an den fibrotischen Prozessen im Herzen ist, wird derzeit aber noch aktiv

beforscht.

1.4 Kardiale Umbauprozesse sind geschlechtsspezifisch

Unterschiede in den kardialen Umbauprozessen zwischen Méannern und Frauen bei der
trainingsinduzierten physiologischen [3, 39] und altersbedingten Myokardhypertrophie [40],
sowie bei verschiedenen Herzerkrankungen [3, 41], konnten beobachtet werden. Diese
beinhalten geschlechtsspezifische Anpassungen in der Morphologie und Funktion sowie
strukturelle Veradnderungen und molekularbiologische Mechanismen des Herzens. Die
verantwortlichen geschlechtsdimorphen Mechanismen in der Physiologie und Pathologie des

Herzens sind bis heute aber noch nicht im Detail verstanden und bedirfen weiterhin
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intensiver Forschung. Die Identifikation und therapeutische Modifikation der fir die
Geschlechterunterschiede verantwortlichen Schlisselregulatoren kdnnte dabei zu einem
besseren Erhalt der Morphologie und Funktion des Herzens in beiden Geschlechtern
beitragen.

1.4.1 Geschlechterunterschiede bei physiologischen kardialen Umbauprozessen

Untersuchungen im Menschen, die sich explizit mit Geschlechterunterschieden in der
Entwicklung der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie beschéftigten,
sind momentan unterreprasentiert. Die wenigen durchgeflhrten Studien zeigen entweder
eine geringere, vergleichbare oder gréRere Zunahme der Herzmuskelmasse in den
Athletinnen gegeniber den Athleten [42-44]. Die Ergebnisse dieser Studien werden jedoch
kontrovers diskutiert, da zum Beispiel der Hormonstatus der untersuchten Athleten und
Athletinnen sowie die Trainingsdauer und - intensitat nicht mit einbezogen wurden, oder nur
schwer zum beobachteten Herzwachstum in Relation zu setzten sind. Deutlich ist aber, dass
das Geschlecht einen Einfluss auf die Auspragung einer trainingsinduzierten physiologischen

Myokardhypertrophie nimmt.

Im Gegensatz dazu bieten Tiermodelle eine gute Mdoglichkeit die Entwicklung der
trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie im direkten Geschlechtervergleich
zu untersuchen und dabei die Trainingsbedingungen klar zu definieren und zu kontrollieren.
Die Anzahl der bisher durchgefiihrten Studien, in denen weibliche und mannliche Tiere im
direkten Vergleich trainiert wurden, ist jedoch auch hier gering. Die bisher publizierten
Ergebnisse zeigen aber eindeutig, dass es unabhangig vom freiwilligen oder erzwungenen
Charakter des Trainings zu signifikanten Geschlechterunterschieden in der physiologischen
Myokardhypertrophie kommt. In einem chronischen Schwimmmodell mit Ratten konnte in
den weiblichen Tieren eine signifikant starkere Zunahme der Herzmasse sowie eine
verbesserte Kontraktilitat gegenliber den trainierten mannlichen Ratten beobachtet werden
[45-47]. Im Gegensatz dazu kam es bei erzwungenem Training auf dem Laufband zu keiner
Zunahme der Herzmasse bei beiden Geschlechtern [48]. Daflr wurde aber in den
mannlichen, jedoch nicht in den weiblichen Ratten eine signifikante Erhdhung der
linksventrikularen Funktion gemessen. In diversen Mausmodellen, in welchen die Tiere
entweder ein freiwilliges oder erzwungenes Training absolvierten, entwickelten die
weiblichen Mause eine signifikant starkere physiologische Myokardhypertrophie im Vergleich
zu den mannlichen Tieren [49-51]. Obwohl die weiblichen Mause im freiwilligen
Laufradtraining eine langere Strecke als die mannlichen Tiere rannten [49, 50], zeigte sich
nach der Normalisierung der Zunahme der Herzmasse zur gelaufen Strecke eine signifikant
starkere physiologische Myokardhypertrophie in den weiblichen Mausen gegeniber den

mannlichen Tieren [50].
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Ahnlich wie bei der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie gibt es nur
eine begrenzte Anzahl an Studien zu Unterschieden in den kardialen Umbauprozessen
zwischen Méannern und Frauen mit zunehmendem Alter [40]. Dabei konnte bei Mannern eine
signifikant starkere Zunahme der Kardiomyozytengrtf3e sowie starkere Abnahme der
Myozytenanzahl im linken Herzventrikel, gegenuiber gleichaltrigen Frauen, beobachtet
werden [52]. Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede konnten auf eine hohere
Apoptose, Nekrose oder Autophagie der Myozyten im maéannlichen Herzen zurickgefuhrt
werden [52]. In beiden Geschlechtern kommt es im Alter zu einer Zunahme der Masse und
Wanddicke des linken Ventrikels sowie zur Abnahme der Herzfunktion [40]. Diesbezlglich
wurden zwar fur die Einschrankung der diastolischen Funktion des alternden Herzens [53]
noch keine Geschlechterunterschiede beschrieben [40], dagegen zeigen jedoch altere
Manner gegenlber gleichaltrigen Frauen haufiger eine Einschrankung der systolischen
Herzfunktion [54, 55]. Hinsichtlich der zu beobachtenden Entwicklung einer altersbedingten
Fibrose, hervorgerufen durch die Zunahme des Kollagengehaltes im Herzen [56], wurden

bisher noch keine Geschlechterunterschiede beschrieben [40].

1.4.2 Geschlechterunterschiede bei pathologischen kardialen Umbauprozessen

Zahlreiche klinische Studien zeigen signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Form der pathologischen Myokardhypertrophie. Frauen entwickeln bei chronischer
hamodynamischer Uberlastung des Herzens, wie zum Beispiel bei Vorliegen einer
Aortenstenose [57-62] oder arteriellen Hypertonie [63] eher eine konzentrische Form der
pathologischen Myokardhypertrophie. Die Herzen sind dabei durch kleinere und
dickwandigere linke Ventrikel, eine geringere Dilatation sowie bessere systolische Funktion
gegenuber den ménnlichen Patienten charakterisiert. Im Gegensatz dazu zeigen Manner
eher eine exzentrische Form der pathologischen Myokardhypertrophie. Diese zeichnet sich
durch einen vergroRerten Durchmesser des linken Ventrikels, eine ausgepragte Dilatation
und eine eingeschrankte systolische Herzfunktion aus. Zudem sind Unterschiede bei
Méannern und Frauen in der Entwicklung der kardialen Fibrose bei verschiedenen
Herz- Kreislauf- Erkrankungen zu beobachten. Dabei konnte in mannlichen Patienten mit
Aortenstenose [62, 64], hypertropher Kardiomyopathie [65], koronarer Herzerkrankung [66]
und Atherosklerose [67] eine signifikant h6here Kollagenablagerung im Herzen, im Vergleich
zu Frauen mit einem vergleichbaren Grad der Pathologie, nachgewiesen werden. Unsere
Untersuchungen in Patienten mit Aortenstenose weisen darauf hin, dass mannliche Herzen
ebenfalls eine signifikant héhere Expression fibrotischer Gene, wie Kollagen | und 11l sowie

dem MMP-2 und -9, im Vergleich zu den Herzen der Patientinnen aufweisen [58].

Mit Hilfe einer Vielzahl von Tiermodellen, die kardiovaskulare Erkrankungen beim Menschen

nachahmen, konnten die beobachteten Unterschiede in der pathologischen
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Myokardhypertrophie zwischen M&nnern und Frauen bestétigt werden [68, 69]. In Modellen
zur chronischen Volumen- und Druckbelastung des Herzens sowie induziertem
Myokardinfarkt konnte in mannlichen Mausen und Ratten eher die Entwicklung einer
exzentrischen Myokardhypertrophie beobachtet werden. Die ménnlichen Tiere zeigten dabei
eine signifikant starkere Zunahme der Herzmuskelmasse [70-73], eine Dilatation des linken
Ventrikels sowie eine schnellere Progression zur Herzinsuffizienz gegentiber den Weibchen
[74-80]. Im Gegensatz dazu wiesen die Herzen weiblicher Mause und Ratten eine
konzentrische Myokardhypertrophie, ohne Dilatation des linken Ventrikels und Entwicklung
einer Herzinsuffizienz sowie eine besser erhaltene systolische Herzfunktion auf [80-82].
Ebenfalls konnten die in der Klinik beobachteten Geschlechterunterschiede in der
Entwicklung der kardialen Fibrose in tierexperimentellen Untersuchungen mit Ratten und
Mausen bestatigt werden. Dabei wurde in der pathologischen Myokardhypertrophie nach
induzierter Druck- [73, 75, 80, 83] oder Volumenbelastung des Herzens [71] sowie nach
einem Myokardinfarkt [76] eine starkere Kollagenablagerung und Induktion fibrotischer Gene

in den Herzen der mannlichen gegeniiber den weiblichen Tieren beobachtet.

Die hier dargestellten klinischen und tierexperimentellen Untersuchungen zeigen, dass
geschlechterabhéngige Unterschiede sowohl bei physiologischen als auch bei
pathologischen kardialen Umbauprozessen zu finden sind.

1.5 Rolle von 17B- Ostradiol bei kardialen Umbauprozessen

Der Grund fir die in der Klinik und im Tiermodell beobachteten geschlechtsspezifischen
kardialen Umbauprozesse kann durch mehrere Ursachen begriindet sein. Einerseits kénnen
die Unterschiede genetisch, namlich durch die Geschlechtschromosomen oder durch
Geschlechtsdimorphismen in der Epigenetik manifestiert sein. Andererseits akkumulieren
sich Hinweise aus Kklinischen und tierexperimentellen Untersuchungen, dass das
Sexualhormon 17B-Ostradiol (E2) dabei eine wichtige regulatorische Rolle einnimmt [3, 69].
E2 gehort, neben Estron und Estriol, zur Familie der lipophilen Steroidhormone und stellt die
biologisch aktivste Form der Ostrogene dar [84]. E2 wird hauptsachlich im Ovar, in der
Plazenta und zu einem geringen Teil auch in der Nebennierenrinde synthetisiert. Manner
produzieren ebenfalls kleine Mengen an E2 im Hoden [85]. Zudem kann E2 lokal aus
Testosteron im Fett- und neuronalem Gewebe, in der Brust, Knochen und im Herz durch das
Enzym Aromatase in beiden Geschlechtern gebildet werden [86]. E2 spielt eine wichtige
regulatorische Rolle bei verschiedenen physiologischen Prozessen wie der Reproduktion,
dem Zellwachstum, dem Fett- und Knochenstoffwechsel sowie im neuronalen und
kardiovaskularen System [84]. Es beeinflusst aber auch viele pathologische Prozesse, wie
die bei Erkrankungen des Herzens [84]. Mehrere Studien, welche die kardiale Expression

des Aromatase- Gens (Cypl19al) [87-89] sowie eine kardiale E2- Produktion nachwiesen
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[89, 90], lassen vermuten, dass die lokale Synthese von E2 ebenfalls eine Rolle in der

Physiologie und Pathologie des Herzens spielt.

1.5.1 Rolle von 17B- Ostradiol bei physiologischen kardialen Umbauprozessen
Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass E2 im gesunden Herzen einen
Einfluss auf die HerzgroRe sowie kardiale Genexpression hat. In ovarektomierten Ratten
wurde eine Zunahme der Herzmuskelmasse sowie deren Revidierung durch eine
E2-Supplementation beschrieben [91]. Im Gegensatz dazu wiesen mehre Studien mit
ovarektomiertern M&usen nach, dass die E2-Behandlung zu einer Vergro3erung der
Herzmuskelmasse sowie der Kardiomyozyten fiihren kann [92, 93]. Des Weiteren konnte in
alten ovarektomierten Ratten beobachtet werden, dass es durch das Defizit an E2 neben
einer signifikanten Ablagerung von Kollagen | auch zu einer Abnahme von Kollagen IIl und
der MMP2- Aktivitat kam, wobei auch hier die Behandlung der Tiere mit E2 die Effekte
wieder aufhob [94].

1.5.2 Rolle von 17B-Ostradiol bei pathologischen kardialen Umbauprozessen

Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass Frauen vor der Menopause gegenuiber
gleichaltrigen Mannern vor kardiovaskularen Erkrankungen geschitzt sind. Nach dem
Einsetzten der Menopause steigt das Auftreten von Herz- Kreislauf- Erkrankungen jedoch
rasant an und ist vergleichbar mit der Anzahl der Erkrankungen von Mannern im gleichen
Alter [95-97]. Als mdgliche Ursache wird angenommen, dass das Sexualhormon E2 in
Frauen vor der Menopause eine protektive Wirkung auf das Herz- Kreislauf- System austibt
[98]. Mehrere Studien berichteten ebenfalls Uber eine modulatorische Rolle von E2 auf die
Entstehung von Herz- Kreislauf- Erkrankungen bei Mannern. So zeigten zum Beispiel
Méanner mit einem reduzierten E2- Plasmaspiegel oder mit einer E2- Resistenz,
hervorgerufen durch eine Mutation im CYP19A1 Gen, neben der Entwicklung einer
Insulinresistenz, einen erhdhten Cholesterinspeigel, eine eingeschrankte Glukosetoleranz,
die Entwicklung eines Diabetes Typ Il sowie eine reduzierte GefaRelastizitat [99-101]. Diese
Daten lassen vermuten, dass auch bei Mannern die physiologische E2- Konzentration das
Risiko, an einer Herz- Kreislauf- Erkrankung zu erkranken, senkt. Interessanterweise zeigte
eine Untersuchung, dass bei Mannern mit einer systolischen Herzinsuffizienz ein zu niedriger
(<13 pg/ml) oder zu hoher E2- Gehalt (>37 pg/ml) im Serum mit einer erhéhten Mortalitat
gegeniber Mannern mit normalen E2- Spiegeln (22 - 30pg/ml) assoziiert ist [102]. Diese
Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass E2 die Entwicklung und den Verlauf von

kardiovaskularen Erkrankungen in beiden Geschlechtern beeinflusst.

Tierexperimentelle Untersuchungen bestatigten den modulierenden Effekt von E2 auf die

pathologischen kardialen Umbauprozesse in beiden Geschlechtern. Ahnlich wie beim
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Menschen, konnte in weiblichen Tieren eine protektive Rolle von E2 im erkrankten Herzen
beobachtet werden. Ovarektomierte Mause [103-106] und Ratten [107] mit einer drucklast-
bzw. volumenlastinduzierten Myokardhypertrophie zeigten durch die Substitution mit E2 eine
geringere Zunahme der linksventrikularen Masse und der Kardiomyozytengrof3e, keine
Veranderung der Kammergrof3en, Schutz vor der Dilatation des Herzens und eine besser
erhaltende Pumpfunktion im Vergleich zu den ovarektomierten Tieren ohne E2- Gabe. In
Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte am Tiermodell mit einem induzierten
Myokardinfarkt oder Ischamie/Reperfusion beobachtet werden, dass ovarektomierte Mause
und Ratten ein kleineres Infarktgebiet und weniger Kardiomyozytenapoptose durch die
Behandlung mit E2 aufwiesen [108-114]. Untersuchungen mannlicher Nagetiere wiesen
ebenfalls auf eine schiitzende Rolle von E2 auf das Herz unter pathologischen Bedingungen
hin. In mannlichen Ratten mit einer volumenlastinduzierten Myokardhypertrophie fuhrte die
Applikation von E2 zu einer Abschwéachung des kardialen pathologischen Umbaus und
verbesserte die Herzpumpfunktion [115]. Zudem konnte in mannlichen Mausen mit einem
induzierten Myokardinfarkt durch E2 eine verlangsamte Entwicklung der Herzinsuffizienz im
Vergleich zur mannlichen Kontrollgruppe ohne E2- Gabe nachgewiesen werden [116]. Im
Gegensatz dazu existieren aber auch Studien, die nachwiesen, dass in ovarektomierten
M&ausen mit einem induzierten Myokardinfarkt eine E2- Substitution die Zunahme der
Herzmasse und die Mortalitatsrate steigerte [117] sowie die Dilatation und Abnahme der
Pumpfunktion des Herzens unter pathologischen Umstanden nicht verhindern konnte [106].

Dass E2 ebenfalls in den beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschieden der
kardialen Fibrose eine regulatorische Rolle spielt, wurde durch mehrere Studien an
weiblichen Mausen und Ratten, mit druck- und volumenlastinduzierter Myokardhypertrophie
sowie nach Myokardinfarkt, belegt. Hierbei wurde beobachtet, dass ein Defizit an E2 in
ovarektomierten Tieren zur einer signifikant starkeren Kollagenablagerung in den
hypertrophierten Herzen gegentiber den intakten Kontrolltieren fuhrte [104, 118-120]. Die
Substitution mit E2 revidierte diesen Effekt und die Herzen der ovarektomierten Tiere wiesen

eine vergleichbare Auspragung der kardialen Fibrose wie die intakten Kontrolltieren auf.

Obwohl die Vielzahl der tierexperimentellen Studien einen protektiven Effekt von E2 auf die
Pathogenese der Herzerkrankungen in beiden Geschlechtern zeigten und somit eine Gabe
von E2 als pharmakologische Therapie implizieren, wird die Behandlung mit E2 und dessen
protektive Wirkung auf das Herz- Kreislauf- System im Menschen kontrovers diskutiert
[121-123]. Ein Grund dafir sind die Vielzahl an Hormonersatztherapie- Studien
(hormone replacement therapies, HRT), die widerspriichliche Daten hervorbrachten. Auf der
einen Seite berichteten mehrere Beobachtungsstudien, wie zum Beispiel die Nurse’s Health
Study, dass die Anzahl der kardiovaskuldren Erkrankungen und die damit verbundene

Mortalitatsrate in Frauen, die nach Einsetzten der Menopause eine HRT erhielten, im
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Vergleich zu gleichaltrigen Frauen ohne HRT signifikant geringer war [124-127]. Auf der
anderen Seite zeigten die Heart and Estrogen/Progestin Replacement Studies | and Il
(HERS 1 und II) ein erhohtes Risiko fur Thrombosen und Herz- Kreislauf- Erkrankungen, aber
keinen Einfluss auf bestehende Herzerkrankungen nach Applikation von E2 und Progestinen
[122]. Die Women's Health Initiative Studie musste sogar vorzeitig abgebrochen werden, da
die Inzidenz fir Erkrankungen wie Brustkrebs nach Applikation von E2 in Kombination mit
Progestinen in den behandelten Frauen signifikant zunahm [123]. Unterschiede zwischen
den Studien im Aufbau, den eingeschlossenen Frauen und deren Anzahl, die Form und
Dosierung des verabreichten E2 sowie dessen Pharmakokinetik kénnen dabei als urséachlich
fur die kontroversen Ergebnisse der Studien in Betracht gezogen werden [128-130]. Dass
insbesondere der Zeitpunkt der Verabreichung der HRT eine Rolle spielt, konnte in zwei
kurzlich durchgefuhrten Studien, der Kronos Early Estrogen Prevention Study (KEEPS) und
der Early Versus Late Intervention Trial with Estradiol (ELITE) Studie, gezeigt werden.
Hierbei war zu beobachten, dass bei Frauen, die mit der HRT in einem frlihen Zeitraum nach
Einsetzten der Menopause begannen, schitzende Effekte auf Herz- Kreislauf- Erkrankungen
zu erkennen waren. Dagegen wurde bei Frauen, die mit der HRT zu einem spéateren

Zeitraum der Menopause anfingen, keine protektive Wirkung mehr detektiert [131-133].

1.6 Rolle der Ostrogenrezeptoren bei kardialen Umbauprozessen

Die im vorangegangenen Abschnitt dargelegten Erkenntnisse zeigen auf, wie komplex,
widersprichlich und weitgehend unverstanden die regulatorischen Wirkmechanismen von E2
auf das Herz- Kreislauf- System sind. Aus diesem Grund ist es essentiell die Effekte und
molekularen Wirkmechanismen von E2 im Herzen detaillierter zu untersuchen und zu
verstehen. E2 vermittelt seine Wirkung hauptsachlich durch die Bindung an die klassischen
Rezeptoren Ostrogenrezeptor alpha (ERa) und beta (ERB), die zur Familie der

Steroidhormonrezeptoren gehoéren [134].

Nach einer E2- vermittelten Aktivierung kénnen beide ER Uber einen genomischen und
nicht- genomischen Weg zelluldre Prozesse modulieren (Abbildung 2) [135]. Beim
genomischen Weg agieren beide Rezeptoren als Liganden- induzierte Transkriptionsfaktoren
(Abbildung 2A), wobei sie als Homo- oder Heterodimere an bestimmte DNA- Sequenzen
binden und die Transkription zahlreicher Zielgene regulieren. Dabei kbnnen die ER einerseits
durch die direkte Bindung an das Ostrogen- Responsive Element (estrogen responsive
element, ERE) oder andererseits durch die Interaktion mit anderen DNA- gebundenen
Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel dem Aktivator- Protein- 1
(activator protein- 1, AP- 1), Spl (specifity protein 1), NF- kB (nuclear factor ‘kappa- light-
chain- enhancer’ of activated B- cells) und GATA, wirken. Zudem ist beschrieben, dass E2

an die zytoplasmatischen ER bindet, die daraufhin mit anderen Proteinen interagieren und
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gemeinsam verschiedene zytosolische Signalkaskaden aktivieren kénnen (Abbildung 2B).
Dies kann wiederum zur Phosphorylierung der ER oder der bereits an der DNA- gebundenen
Transkriptionsfaktoren fihren und somit deren transkriptionelle Aktivitat veréndern [136-139].

Im Gegensatz zu dem genomischen kommt es bei dem nicht- genomischen Weg bereits
innerhalb weniger Sekunden oder Minuten zu einer Wirkung der E2- aktivierten ER
(Abbildung 2C). Hierbei bindet E2 an die zytoplasmatischen bzw. Membran-assoziierten ER,
wodurch andere membranstandige Proteine und Signaltransduktionswege aktiviert werden

und somit die schnelle Wirkung von E2 induziert wird [135].

ER ER (B) ‘P, (C) Schnelle Wirkung
---» | Signalkaskaden »

ER-Ziel Gene

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ostrogenrezeptor vermittelten genomischen und
nicht-genomischen Wirkung. Genomische Wirkung der E2-aktivierten ER Uber A) direkte Bindung
der Rezeptoren an das ERE oder durch die Interaktion der ER mit anderen, bereits an der DNA-
gebundenen TF, wie zum Beispiel AP- 1, Sp1, NF- KB und GATA. B) Weiterhin ist die Bindung von E2
an die zytoplasmatischen ER beschrieben, welche die Aktivierung verschiedener intra-zelluléarer
Signalkaskaden initiieren kdnnen. Dies filhrt wiederum zur Phosphorylierung der ER oder anderer
Transkriptionsfaktoren und somit zur Veréanderung ihrer transkriptionellen Aktivitat. C) Weiterhin ist die
nicht-genomische Wirkung der E2-aktivierten ER beschrieben. Hierbei werden die zytoplasmatischen
ER durch E2 gebunden, wodurch verschiedene Signaltransduktionswege aktiviert werden und die
schnelle Wirkung von E2 induziert wird. E2: 17B-Ostradiol, ERa/B: Ostrogenrezeptor alpha/beta, ERE:
Ostrogen-Responsives-Element, TF: Transkriptionsfaktor, P: Phosphorylierung. Modifizierte Abbildung
[140].
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Da die Expression beider ER in den Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und
glatten Muskelzellen des humanen Herzens [141, 142] sowie von Nagetieren beider
Geschlechter nachgewiesen werden konnte [78, 89, 143-153], liegt es nahe anzunehmen,
dass die beschriebene Wirkung von E2 im Herzen teilweise auf direkte ER-vermittelte
Effekte in den kardialen Zellen zurtickzufuhren ist. Kararigas und Kollegen konnten hierbei in
gesunden weiblichen Mausen nachweisen, dass E2 Uber die Aktivierung des ERa die
Zunahme der HerzgréRe reguliert [93]. Unsere Untersuchungen in Mausen mit einer
Kardiomyozyten- spezifischen ERa- Uberexpression untermauerten diese Ergebnisse und
zeigten, dass die erhéhte Menge an ERa- Protein zu einer Zunahme der linksventrikularen
Masse sowie Kardiomyozytenlange fiihrte [152]. Diese Daten deuten darauf hin, dass E2

seine regulatorische Rolle tber die ER im gesunden Herzen vermittelt.

1.6.1 Rolle der Ostrogenrezeptoren bei pathologischen kardialen Umbauprozessen

Dass beide ER eine modulierende Wirkung auf die Morphologie des Herzens und
Entwicklung von Herzerkrankungen in Frauen und Mé&nnern haben, konnte bereits durch
mehrere Studien belegt werden. Eine durch Mutationen im Gen fir ERa und ERP
hervorgerufene verénderte ER- Expression wurde mit einem erhdhten Gewicht sowie einer
Zunahme der Wanddicke des Herzens in Zusammenhang gebracht [154, 155]. Ebenso
wurde die reduzierte Expression von ERa, hervorgerufen durch Single Nukleotid
Polymorphismen (Single nucleotide polymorphism, SNP) oder Methylierung des Gens, in
Frauen und Maé&nnern mit einem erhéhten Auftreten koronarer und ischamischer
Herzerkrankungen sowie mit einem gesteigerten Risiko gegeniiber einem Myokardinfarkt
assoziiert [156-161]. Auch fur ERB ist der Zusammenhang, zwischen einer veranderten
Genexpression durch vorhandene SNP und einem erhdhten Risiko einen Myokardinfarkt zu
erleiden, in beiden Geschlechtern beschrieben [162, 163]. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass die Expression von ERa und ERPB in den Herzen von Patientinnen und Patienten mit
Aortenstenose, dilatativer Kardiomyopathie und koronarer Herzerkrankung gegeniber
gesunden Probanden erhoht ist [141, 142, 164]. Zudem konnte ERa im gesunden Herzen in
den Glanzstreifen der Kardiomyozyten lokalisiert werden, wogegen im erkrankten Herzen der
Patientinnen und Patienten mit Aortenstenose und dilatativer Kardiomyopathie dort kein ERa
mehr zu detektieren war [141, 142]. Die krankheitsabhangige Regulation der Expression und
Lokalisation beider ER im Herzgewebe zeigt, dass die ER bei Frauen und Mannern im

pathologischen Kontext einen modulierenden Einfluss nehmen kdnnen.

Um die modulierende Rolle beider ER bei kardiovaskularen Erkrankungen besser zu
verstehen, wurde eine Vielzahl von Studien mit systemischen ERa- (ERKO) und
ERB- (BERKO) knock- out Mausen durchgefiihrt und der Effekt spezifischer ER- Agonisten

auf die Entstehung der pathologischen Myokardhypertrophie im Tiermodell ndher analysiert
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[140]. Hierfur wurden in verschiedenen Modellen zur druck- und volumenlastinduzierten
Myokardhypertrophie und Myokardinfarkt, weibliche und ménnliche ERKO- und BERKO-
Méause im direkten Vergleich zu Wildtyp (WT)- Mausen untersucht. Zu beobachten war, dass
weibliche ERKO- Mause eine zu den WT-Mausen vergleichbare Zunahme der
Herzmuskelmasse entwickeln [72]. Dagegen wiesen weibliche BERKO- Mause eine starkere
GrolRenzunahme des Herzens und Dilatation gegeniiber den WT- Mausen auf [71-73].
Unsere Untersuchungen zeigten, dass dies mit  einer  ausgepragteren
Kardiomyozytenhypertrophie und Apoptose, im Vergleich zu den weiblichen WT- Mausen,
einherging [73]. Hinweise darauf, dass dabei der E2-aktiverte ER[ eine Rolle spielt, konnte
in ovarektomierten WT- , ERKO- und BERKO- Mausen nach Drucklast- oder Angiotensin II-
induzierter Myokardhypertrophie erbracht werden. Im Vergleich zu den ovarektomierten
Tieren fuhrte die Supplementation mit E2 nur in den WT- und ERKO- Mausen, nicht aber in
den BERKO- Mausen, zu einer geringeren Zunahme der Herzmasse nach pathologischem
Stimulus [105, 165]. Zudem kam es in mannlichen BERKO- Maus Herzen ebenfalls zu einer
starkeren Hypertrophie der Kardiomyozyten und Apoptose sowie zu einer beschleunigten
Entwicklung der Herzinsuffizienz gegeniber mannlichen WT- Tieren. Demzufolge kann
geschlussfolgert werden, dass im Mausmodell mit einer drucklastinduzierten pathologischen
Myokardhypertrophie, ERB in beiden Geschlechtern eine protektive Rolle einnimmt. Uber
eine schitzende Rolle von ERB nach einem Myokardinfarkt wurde ebenfalls berichtet: Bei
weiblichen ovarektomierten ERKO- Mausen konnte dabei ein signifikant kleinerer
Infarktbereich im Vergleich zu BERKO- Mausen beobachtet werden [166]. In einer anderen
Studie zeigten weibliche BERKO- Mause zusatzlich eine erhdhte Mortalitdt und schnellere
Entwicklung einer Herzinsuffizienz gegeniber weiblichen WT- Mausen [167]. Eine weitere
Studie untermauerte diese Ergebnisse und wies nach, dass der durch einen spezifischen
Agonisten aktivierte ERp in ovarektomierten WT- Mausen zu einer besseren und schnelleren
Heilung der Infarktregion nach Ischamie/Reperfusion gegeniber Tieren ohne Substitution
fihrte [168]. Unsere Studie bestétigte diesen Befund und wies zusatzlich nach, dass es
durch den spezifischen ERB- Agonisten zu einer geringeren Nekrose und Apoptose der
Kardiomyozyten sowie zu einem besseren Erhalt der Kontraktilitat des Herzens in
ovarektomierten Mausen kam [114]. Weitere Studien berichteten ebenfalls Uber eine
protektive Rolle von ERa bei kardialen Umbauprozessen in beiden Geschlechtern. Nach
Ischamie/Reperfusion zeigten weibliche WT- Mause eine besser erhaltene Herzfunktion
gegenuber den Mannchen sowie mannlichen und weiblichen ERKO- Mausen [169].
Ovarektomierte Ratten zeigten, dass die Behandlung mit einem spezifischen ERa- Agonisten
zu einer Verkleinerung des Infarktgebietes [170, 171] und in mannlichen M&usen die
Abwesenheit von ERa in zu einer verschlechterten Herzfunktion, dem Auftreten von

Arrhythmien und myokardialen Nekrose nach Ischamie/Reperfusion fuhrte [172].
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Weitere Studien untersuchten die Rolle von ERa und ERp bei der E2- vermittelten Inhibition
der Fibroseentstehung genauer. In ovarektomierten Mausen und Ratten fuhrte die Gabe
eines spezifischen ERa- Agonisten zur Reduktion der kardialen Fibrose gegeniber den
unbehandelten Weibchen nach drucklastinduzierter Myokardhypertrophie und Myokardinfarkt
[104, 118]. AuRBerdem zeigten weibliche BERKO- Mause eine signifikant stéarkere Fibrose
gegenuber weiblichen WT- Mausen nach induzierter Volumen- oder Drucklast sowie
Angiotensin Il- und Endothelin- Behandlung [71, 153, 173]. Im Gegensatz dazu konnten wir
zeigen, dass die Deletion von ERB in mannlichen Mausen in einer geringeren kardialen
Fibrose gegeniber den mannlichen WT- Tieren resultierte [73]. Diese Ergebnisse flhrten
uns zu der Annahme, dass im Gegensatz zum weiblichen Herzen, ERB im mannlichen

Herzen die Entwicklung der Fibrose sogar fordert.

Zusammenfassend belegt die derzeitige Datenlage, dass beide ER eine Rolle in der
Pathologie des Herzens im mannlichen und weiblichen Geschlecht spielen. Bisher konnte
aber nicht eindeutig geklart werden, ob ERa oder ER die schiitzende Rolle im geschadigten
Herz einnimmt. Es scheint eher so, dass die regulatorische Rolle von ERa und ERP
abhéngig von der jeweiligen Pathologie sowie vom Geschlecht ist. Erschwerend kommt
hinzu, dass die Expression und Lokalisation der ER sowie deren vermittelte Genregulation
zellspezifisch ist. Zudem ist beschrieben, dass ERa und ERP die gleichen Gene
unterschiedlich regulieren kénnen. Hierbei stellt sich die Komplexitat der E2- ER vermittelten
Regulation dar und zeigt auf, dass ein tieferes und detaillierteres Verstandnis der E2 und

ER- vermittelten Mechanismen im Herzen notwendig ist.

1.6.2 Effekte von Ostrogen und Ostrogenrezeptoren in kardialen Fibroblasten

Um die E2- und ER- vermittelten Effekte auf die Entwicklung der kardialen Fibrose in beiden
Geschlechtern detaillierter zu verstehen und zukunftig therapeutisch prazise zu modulieren,
ist es notwendig den verantwortlichen Zelltyp zu identifizieren und die involvierten
molekularen  Regulationsmechanismen zu analysieren. Bisher zeigten in- vitro
Untersuchungen in kardialen Fibroblasten, dass E2 eine inhibierende Wirkung auf die
Kollagenbiosynthese hat [174, 175]. Unsere Arbeiten mit isolierten kardialen Fibroblasten
von Ratten wiesen in beiden Geschlechtern eine Inhibition der MMP- 2 Genexpression durch
den E2- aktivierten ERa nach [176]. Der zugrundeliegende Signalmechanismus beinhaltet
eine Aktivierung des ERa und der Mitogen- aktivierten Proteinkinase ERKZ1/2
(mitogen- activated protein kinase ERK1/2, MAPK- ERK1/2). Zudem konnten wir erstmals
beschreiben, dass die Expression von Kollagen | und Il unterschiedlich in weiblichen und
mannlichen kardialen Fibroblasten durch E2 reguliert wird [58]. Hierbei wurde eine
inhibierende Wirkung von E2 auf beide Kollagentypen in den Zellen weiblicher Ratten

detektiert, wogegen eine Induktion von Kollagen I und Il in den mé&nnlichen Zellen durch E2
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beobachtet wurde. Die Ergebnisse einer weiteren von uns durchgefuhrten Studie zeigten,
dass die Expression Fibrose-assozierter MikroRNAs (microRNAs, miRNAs), wie miR- 24,
miR- 27a, miR- 27b, miR- 106a und miR- 106b, durch den spezifischen ERp- Agonisten
ebenfalls geschlechtsspezifisch in kardialen Rattenfibroblasten reguliert werden [177].

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine geschlechtsspezifische Aktivierung der ER
ein moglicher Mechanismus fir die geschlechtsspezifische E2- und ER- vermittelte
Regulation fibrotischer Gene sein konnte. Detaillierte Analysen dieses potentiellen
Mechanismus koénnten dazu beitragen, therapeutische Ziele fir beide Geschlechter zu

identifizieren und pharmakologisch zu modulieren.
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1.7 Zielstellung

Uber die Unterschiede in den kardialen Umbauprozessen zwischen Mannern und Frauen
wurde bisher in mehreren Studien berichtet und sie finden zunehmende Akzeptanz.
Verschiedene Untersuchungen weisen auf die regulatorische Rolle von E2 sowie des ERa
und ERP in diesen Prozessen bei beiden Geschlechtern hin. Obwohl dabei eine protektive
Wirkung der E2- und den ER- vermittelten Effekten nachgewiesen werden konnte, ist die
therapeutische Anwendung bei Herzerkrankungen aufgrund der noch unverstandenen
Mechanismen umstritten. Daher bilden die weitere Identifikation und detaillierte Analyse der
E2- und ER-vermittelten Mechanismen, welche fir die geschlechtsdimorphen
Umbauprozesse des Herzens verantwortlich sind, die Grundlage fur die Gewahrleistung
einer optimaleren Therapie fur Mann und Frau.

Daher standen im Mittelpunkt der hier zusammengefassten Forschungsarbeiten:

1) Molekularbiologische Unterschiede, die eine Rolle in den geschlechtsspezifischen

kardialen Umbauprozessen spielen, zu identifizieren.
2) ER- vermittelte Signalmechanismen innerhalb der kardialen Umbauprozesse, die zur
geschlechtsspezifischen Auspragung der Herzadaption beitragen, zu identifizieren

und naher zu charakterisieren.

3) E2- und ER-vermittelte Regulationsmechanismen im Rahmen kardialer

Umbauprozesse in beiden Geschlechtern detailliert zu analysieren.
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2 Eigene Arbeiten

2.1 Geschlechterunterschiede in der trainingsinduzierten physiologischen

Myokardhypertrophie sind durch den Ostrogenrezeptor beta moduliert

Sex differences in exercise- induced physiological myocardial hypertrophy are modulated by

oestrogen receptor beta

Eine Reihe von Studien belegt die Existenz von Geschlechterunterschieden in der
Entwicklung der pathologischen Myokardhypertrophie im Menschen sowie in Tiermodellen
fur kardiovaskulare Erkrankungen [3, 68, 69]. Die Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
[72, 105, 153] und unsere Ergebnisse am Mausmodell zeigten, dass ERa und ERB dabei
eine Rolle spielen [73, 78, 104, 152]. Bisher durchgefihrte Studien zur trainingsinduzierten
physiologischen Myokardhypertrophie im Tiermodell konnten nachweisen, dass auch in
diesem Fall Geschlechterunterschiede existieren [49-51]. Unbekannt war dagegen, ob und

welche Rolle die ER dabei spielen.

Demzufolge untersuchten wir in dieser Arbeit die Bedeutung beider ER in der Auspragung
von geschlechtsspezifischen Unterschieden in der physiologischen Myokardhypertrophie und
setzten uns die Identifikation moglicher dafir verantwortlicher Mechanismen zum Ziel. Zur
Induktion der physiologischen Myokardhypertrophie absolvierten die weiblichen und
mannlichen WT- Méause ein freiwilliges, ein- oder achtwochiges Laufradtraining. Um die Rolle
der ER aufzuklaren, wurden ERKO- und BERKO- Mause beider Geschlechter ebenfalls
einem Laufradtraining ausgesetzt. In Ubereinstimmung mit anderen Studien liefen die
weiblichen WT- Mause innerhalb von 24h eine signifikant langere Laufstrecke gegeniber
den mannlichen Mausen. Nach achtwdchigem Training wurde in beiden Geschlechtern eine
signifikante Zunahme der linksventrikularen Herzmuskelmasse beobachtet, welche starker in
den weiblichen als in den mannlichen Mausen ausgepragt war. Die weiblichen
ERKO- Mause liefen nicht freiwillig in ihrem Laufrad. Dagegen zeigten die maéannlichen
ERKO- Mause eine vergleichbare Laufaktivitat und Zunahme der linksventrikularen
Herzmuskelmasse gegeniiber den mannlichen WT- Mausen. Die ménnlichen und weiblichen
BERKO-Mause absolvierten im Vergleich zu den WT- Mausen eine gleich lange Laufstrecke
innerhalb von 24h, jedoch fihrte die Laufaktivitat zu keiner Zunahme der Herzmuskelmasse
in beiden Geschlechtern. In den Analysen bezlglich der involvierten molekularen
Mechanismen konnten wir eine Erhohung der Aktivitdten der Serin/Threonin Protein Kinase
B (serin/threonin- specific kinase B, AKT), der MAPK- ERK1/2, der Mitogen- aktivierten
Proteinkinase p38 (mitogen- activated protein kinase p38, MAPK-p38) und der
Phosphorylierung des ribosomalen S6 Proteins in den weiblichen, aber nicht in den
mannlichen WT- Mausen nach dem Training nachweisen. Des Weiteren war nur in den

weiblichen, aber nicht in den méannlichen WT-Mausen eine Zunahme des
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Expressionsniveaus verschiedener Schlisselregulatoren der mitochondrialen Funktion sowie
den Proteinen der mitochondrialen Atmungskette durch das Training zu messen. Zudem
wiesen nur die weiblichen WT- Mause eine Abnahme der grof3en Mitochondrien hin zu
kleineren Mitochondrien auf. Die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in den

WT- Mausen wurden durch die Deletion von ERB aufgehoben.

Basierend auf den Ergebnissen konnten wir schlussfolgern, dass die Auspragung von
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der trainingsinduzierten physiologischen
Myokardhypertrophie durch ERB vermittelt wird. Eine starkere Zunahme der Myokardmasse
in den weiblichen gegeniber den mannlichen Mausen ist auf die ERB- vermittelte Aktivierung
des AKT- und MAPK- Signalweges, Erhoéhung der Proteinsynthese sowie der

mitochondrialen Adaption zuriickzufiihren.

Dworatzek E*, Mahmoodzadeh S*, Schubert C, Westphal C, Leber J, Kusch A, Kararigas G,
Fliegner D, Moulin M, Ventura-Clapier R, Gustafsson JA, Davidson MM, Dragun D, Regitz-
Zagrosek V. Sex differences in exercise-induced physiological myocardial hypertrophy are

modulated by oestrogen receptor beta. Cardiovasc Res. 2014;102(3):418-28.
*geteilte Autorschaft

https://doi.org/10.1093/cvr/cvu065
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2.2 Maladaptive Umbauprozesse in Herzen von Frauen mit Aortenstenose sind mit

einer erhdhten Sterberate nach Aortenklappenersatz assoziiert

Maladaptive remodeling is associated with impaired survival in women but not in men after

aortic valve replacement

Klinische Studien berichteten bei Patienten mit Aortenstenose Uber signifikante Unterschiede
in der Form der pathologischen Myokardhypertrophie zwischen Mé&nnern und Frauen
[60, 62, 75]. In einer von uns durchgeflhrten Studie zeigten wir, dass bei vergleichbarem
Grad der Erkrankung, Frauen uberwiegend eine adaptive Form der Myokardhypertrophie
entwickeln [58]. Dagegen weisen die Herzen der Manner haufiger eine maladaptive
Myokardhypertrophie und starkere Aktivierung fibrotischer Gene, wie Kollagen I, 1ll, MMP- 2
und -9 gegenldber Patientinnen auf. Interessanterweise zeigten die Frauen mit
Aortenstenose, im Gegensatz zu Mannern, nach Entlastung des Herzens mittels eines
operativen Aortenklappenersatzes bereits nach einer Woche eine signifikante post- operative
Reversibilitat der Myokardhypertrophie. Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass es
geschlechtsspezifische Unterschiede bei den kardialen Umbauprozessen sowohl unter
Belastung, als auch bei Entlastung des Herzens gibt, bei denen die Fibrose méglicherweise

eine wichtige Rolle spielt.

In dieser weiterfuhrenden Studie erhoben wir klinisch relevante Parameter um den Verlauf
der post- operativen Reversibilitdt der Myokardhypertrophie in Manner und Frauen mit
Aortenstenose nach Aortenklappenersatz Uber einen langeren Zeitraum naher zu
analysieren. Des Weiteren wurde das Uberleben der Patientinnen und Patienten nach der
Operation genauer betrachtet. Der Fokus lag hierbei auf der Analyse, ob die
Geschlechterunterschiede in der Form der pathologischen Myokardhypertrophie in einen
Zusammenhang mit dem post- operativen Uberleben von Frauen und Mannern mit
Aortenstenose gebracht werden kénnen. Um zu untersuchen, ob die geschlechtsspezifische
Expression fibrotischer Gene mit Geschlechterunterschieden in der kardialen Fibrose
assoziiert ist, wurde in intra-operativ entnommenen linksventrikularen Biopsien das Mal3 der
Kollagenablagerung sowie Fibrose-assoziierte Signalmechanismen und
Schlisselregulatoren analysiert. In 128 Patienten mit Aortenstenose, darunter 63 Frauen
(71 + 9 Jahre) und 65 Manner (70 £+ 10 Jahre), konnten wir mittels Echokardiographie zeigen,
dass 62 % der Frauen und 45 % der Manner eine adaptive Form der Myokardhypertrophie
aufwiesen (p<0,05). 4 + 1,6 Jahre nach Aortenklappenersatz konnte bei 75 % der Frauen
und in 49 % der M&nner eine adaptive Myokardhypertrophie beobachtet werden (p<0,031).
Die histologische Untersuchung der intra- operativ enthnommenen Biopsien zeigte, dass
Méanner mit Aortenstenose zum Zeitpunkt der Operation eine signifikant hohere

Kollagenablagerung gegentiber den méannlichen gesunden Kontrollen und im Vergleich zu
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den Patientinnen aufwiesen (p<0,05). Diese war mit einer Induktion des fibrotischen
Schlusselproteins TGF- 31, der Phosphorylierung des durch TGF- 31 aktivierten Smad2
sowie einem erhohten Periostin Proteinniveau in den Herzen der ménnlichen Patienten
gegenuber den gesunden Mannern assoziiert. Bei der Betrachtung der post- operativen
Uberlebensrate ergab sich, dass Frauen mit einer adaptiven Form der Myokardhypertrophie
eine signifikant bessere Uberlebensrate gegeniber Frauen mit maladaptiver
Myokardhypertrophie hatten. Im Gegensatz dazu hatte die Form der pathologischen
Myokardhypertrophie in Mannern keinen Einfluss auf das Uberleben nach Operation.

Daraus ergibt sich als Schlussfolgerung, dass Frauen mit Aortenstenose Uberwiegend eine
adaptive Form der Myokardhypertrophie zeigen. Dagegen weisen die Herzen der Manner
eher eine maladaptive Form der pathologischen Myokardhypertrophie und mehr Fibrose als
Patientinnen auf. Zudem konnten wir nach Aortenklappenersatz eine Reversibilitdt der
Myokardhypertrophie in den Frauen, aber nicht in den Mannern mit Aortenstenose
beobachten. Diese Daten belegen, dass Patientinnen nicht nur in der frilhen post-operativen
Phase, sondern auch vermehrt Uber einen langeren Zeitraum nach dem Eingriff bezlglich
der Reversibilitat gegentber erkrankten Mannern profitieren. Der Befund, dass bei Frauen
eine maladaptive Myokardhypertrophie signifikant mit einer schlechteren post-operativen
Uberlebensrate assoziiert ist, verdeutlicht, dass das Geschlecht als modulierender Faktor mit
in die Behandlungsstrategien von Patienten und Patientinnen mit Aortenstenose einbezogen

werden muss.

Petrov G*, Dworatzek E*, Schulze TM*, Dandel M, Kararigas G, Mahmoodzadeh S,
Knosalla C, Hetzer R, Regitz-Zagrosek V. Maladaptive remodeling is associated with
impaired survival in women but not in men after aortic valve replacement. JACC Cardiovasc
Imaging. 2014;7(11):1073-80.

*geteilte Autorschaft

https://doi.org/10.1016/j.jcmg.2014.06.017
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2.3 Geschlechtsspezifische Regulation Fibrose- und Inflammations- assoziierter
Gene im humanen linken Ventrikel von Patienten und Patientinnen mit

Aortenstenose

Sex- dependent regulation of fibrosis and inflammation in human left ventricular remodelling

under pressure overload.

In unseren Studien mit Patienten mit Aortenstenose konnten wir Geschlechterunterschiede in
der Form der pathologischen Myokardhypertrophie nachweisen [58, 178]. Diese
Unterschiede fuhren nicht nur zu einem Geschlechtsdimorphismus in der Funktion des
Herzens und dem Voranschreiten der Pathologie, sondern spielen ebenfalls eine Rolle im
post- operativen Verlauf, wie zum Beispiel bei der Reversibilitit der Myokardhypertrophie

und Mortalitat nach Aortenklappenersatz bei Mannern und Frauen [58, 178].

Ziel dieser Studie war es, verantwortliche molekularbiologische Mechanismen fir die
Geschlechterunterschiede in den kardialen Umbauprozessen zu identifizieren. In 104
Patienten mit Aortenstenose, davon 56 Frauen (70 = 9 Jahre) und 48 Mannern
(69 = 10 Jahre), konnten wir mittels Echokardiographie zeigen, dass 65 % der Manner und
33 % der Frauen eine maladaptive Form der Myokardhypertrophie aufwiesen (p<0,01). Mit
Hilfe einer Chip- basierten Genexpressionsanalyse wurden intra- operativ entnommene
linksventrikulare Biopsien einer reprasentativen Subpopulation von 19 Patienten
(53 % Frauen) im Vergleich zu Herzgeweben von 18 gesunden Spendern untersucht. Die
Transkriptomanalysen ergaben eine Regulation von 2873 Genen in Mannern und von 3491
Genen in Frauen mit Aortenstenose gegenuber ihren gesunden Kontrollen. Die
Schnittmenge zwischen Mannern und Frauen bestand in 1382 Genen, die in beiden
Geschlechtern vergleichbar reguliert waren. Die dbrigen Gene zeigten eine
geschlechtsdimorphe Regulation. Eine Subanalyse belegte, dass insbesondere
Fibrose- assozierte Gene und Signalwege nur in den Herzen der méannlichen Patienten
induziert waren. Dagegen konnte eine Inhibierung von inflammatorischen Genen und
assoziierten Signalwegen nur in weiblichen Herzen mit Aortenstenose beobachtet werden.
Die geschlechtsspezifische Regulation einzelner Fibrose- und Inflammations- assoziierter
Gene in den Herzen der Patienten mit Aortenstenose konnten wir auf Gen- und
Proteinebene bestétigen, sowie eine starker ausgepragte Fibrose in den M&nnern gegenuber

den Frauen nachweisen.

Unsere Studie zeigt, dass sich verschiedene molekulare Mechanismen wahrend des
kardialen Umbauprozesses bei drucklastinduzierter Myokardhypertrophie zwischen Frauen
und Mannern unterscheiden lassen. Die maladaptive Form der pathologischen
Myokardhypertrophie, die haufiger bei Mannern als bei Frauen zu beobachten ist, ist dabei

durch eine Induktion inflammatorischer und Fibrose- assoziierter Gene sowie
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pro- fibrotischer Signalwege in den mannlichen Herzen charakterisiert. Schlussfolgernd
nehmen wir an, dass die geschlechtsspezifische Regulation der kardialen Umbauprozesse
zu den in der Klinik beobachteten Geschlechterunterschieden in der Entwicklung der

Herzinsuffizienz beitragt.

Kararigas G, Dworatzek E, Petrov G, Summer H, Schulze TM, Baczko |, Knosalla C, Golz S,
Hetzer R, Regitz-Zagrosek V. Sex-dependent regulation of fibrosis and inflammation in
human left ventricular remodelling under pressure overload. Eur J Heart Fail
2014;16(11):1160-7.

https://doi.orq/10.1002/ejhf.171
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2.4 Effekt des Alterns auf die kardiale extrazellulare Matrix in Mannern und Frauen

Effects of aging on cardiac extracellular matrix in men and women

Unsere Untersuchungen mit Patienten mit Aortenstenose zeigten, dass signifikante
Geschlechterunterschiede in  der kardialen  Fibrose  basierend auf einer
geschlechtsdimorphen Regulation extrazellularer Matrixkomponenten existieren
[58, 178, 179]. Zudem ist beschrieben, dass es mit zunehmendem Alter zur Entwicklung
einer Fibrose im Herzen kommt [180]. Bis dato war aber nicht im Detail geklart, welchen
Effekt das Altern auf einzelne Komponenten der extrazellularen Matrix in gesunden
Individuen hat, und ob diese Effekte mdglicherweise geschlechtsspezifisch sind.

Vor diesem Hintergrund charakterisierten wir die Auswirkungen des Alterns auf die
Proteinmenge verschiedener extrazellularer Matrixkomponenten in Herzbiopsien gesunder
Frauen und Manner. Wir untersuchten hierfir zwei verschiedene Altersgruppen: junge
Probanden (17 - 40 Jahre, n = 7 Manner, n = 7 Frauen) im Vergleich zu alteren Probanden
(50 - 68 Jahre, n = 9 Manner, n = 8 Frauen). Der Vergleich der beiden Altersstufen zeigte
eine signifikante altersabhangige geschlechtsspezifische Regulation der Proteine Kollagen I,
Il und VI, von TIMP 3 sowie Smad2 und Smad3. Generell konnten wir in der jungen
Altersgruppe beobachten, dass die Menge der extrazellularen Matrixproteine geringer in
Frauen als in Mannern war. Dagegen zeigte sich in der Gruppe der alteren Probanden, dass
die Herzen der Frauen eine groRere Menge dieser Proteine im Vergleich zu den Méannern
aufweisen. Somit konnten wir erstmals nachweisen, dass Geschlechterunterschiede in der
altersbedingten Regulation der extrazellularen Matrix im humanen Herzen bestehen. Die
Veranderungen der extrazellularen Matrix mit zunehmendem Alter kdnnten dabei eine
limitierende Rolle im alternden Herzen darstellen, um auf eine zunehmende Arbeitslast und

Gewebeverletzungen ausreichend kompensatorisch zu reagieren.

Dworatzek E, Baczko I, Kararigas G. Effects of aging on cardiac extracellular matrix in men
and women. Proteomics Clin Appl. 2016;10(1):84-91.

https://doi.org/10.1002/prca.201500031
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2.5 Die geschlechtsspezifische Regulation der Expression von Kollagen | und 1l

durch 17B- Ostradiol in kardialen Fibroblasten: Rolle der Ostrogenrezeptoren

Sex- specific regulation of collagen | and Ill expression by 173- Estradiol in cardiac
fibroblasts: role of estrogen receptors

In unseren vorangegangenen Untersuchungen war es uns moglich,
Geschlechterunterschiede in der Entwicklung der kardialen Fibrose im Menschen und in
Tiermodellen fir kardiovaskuldre Erkrankungen aufzuzeigen [58, 73, 178, 179]. Dabei
wiesen Manner und mannliche M&use eine starkere Aktivierung fibrotischer Gene,
fibrotischer Schlisselproteine und mehr Kollagenablagerung im Herzen gegeniber den
Patientinnen und weiblichen Mausen auf. Verschiedene Studien mit ovarektomierten Tieren
konnte den hemmenden Effekt von E2 auf die Entstehung der Fibrose nachweisen
[104, 118, 120, 153]. Zudem konnten wir in unseren vorangegangenen in- vitro Analysen mit
isolierten Fibroblasten aus Rattenherzen nach der E2- Behandlung weiblicher Zellen eine
signifikante Unterdrickung der Kollagen | und Il mMRNA beobachten [58]. Dagegen kam es in
den mannlichen Zellen durch die Inkubation mit E2 zu einer signifikanten Erhéhung der

MRNA beider Kollagene.

Diese Daten fihrten uns zu der Annahme, dass die E2- vermittelte geschlechtsspezifische
Kollagen | und lll Regulation in den kardialen Fibroblasten fir die in der Klinik beobachteten
Geschlechterunterschiede in der kardialen Fibrose verantwortlich sein konnte. Mit diesem
Hintergrund untersuchten wir die Rolle von E2 und den ER in der geschlechtsdimorphen
Regulation von Kollagen | und 1l in isolierten kardialen Fibroblasten von Menschen und
Nagern sowie in-vivo detaillierter. Zunachst konnten wir nachweisen, dass die
E2- vermittelte geschlechtsspezifische Regulation der Kollagen | und Il mRNA ebenfalls in
humanen kardialen Fibroblasten zu beobachten ist, welches auf einen konservierten
Mechanismus zwischen den Spezies schlieBen lasst. Weiterhin bestatigten wir die E2-
vermittelte geschlechtsdimorphe Regulation beider Kollagene auf Proteinebene in kardialen
Fibroblasten von Ratten. Untersuchungen mit spezifischen ERa- und ERB- Agonisten legten
nahe, dass in weiblichen Zellen ERa flir die Reduktion und ERB in mannlichen Zellen fiir die
Induktion der Kollagen | und lll Expression verantwortlich ist. Zudem induzierte E2 nur in
weiblichen Zellen eine Phosphorylierung des ERa am Serin 118. Im Gegensatz dazu wurde
ERB am Serin 105 durch E2 nur in den mannlichen Zellen phosphoryliert. Die
geschlechtsspezifische Aktivierung der Rezeptoren fiihrte zu einer geschlechtsdimorphen
Bindung beider ER an die Promotoren von Kollagen | und Ill. Dabei konnte in den weiblichen
kardialen Fibroblasten eine Bindung von ERa und ERB nachgewiesen werden, wogegen in
den méannlichen Zellen nur eine ERB-Bindung an die Kollagenpromotoren detektierbar war.

Weiterfuhrende Untersuchungen in 3D- Zellkulturen aus weiblichen und maéannlichen
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kardialen Fibroblasten bestéatigten die E2- vermittelte geschlechtsdimorphe Regulation der
Kollagen | und Il mRNA in einer Herzgewebe- ahnlichen Umgebung. Zusétzlich konnte eine
E2- induzierte geschlechtsspezifische Regulation der Gewebeeigenschaften beobachtet
werden. Hierbei fuhrte die E2-Behandlung weiblicher 3D- Zellkulturen zu einer
eingeschrankten Kondensation, wogegen mannliche 3D- Zellkulturen unter E2 stérker
kondensierten und eine erhthte Gewebefestigkeit aufwiesen. Abschliel3end bestatigten wir
die inhibierende Wirkung von E2 auf die Kollagen | und 11l Expression in weiblichen M&usen
unter physiologischen und pathologischen Bedingungen. Basierend auf unseren Daten
nehmen wir an, dass die in der Klinik beobachteten Unterschiede in der kardialen Fibrose
zwischen weiblichen und méannlichen Patienten auf eine geschlechtsspezifische Regulation
von Kollagen | und Il auf E2 zurtickzufiihren sein kénnte, welche durch die unterschiedliche

Aktivierung der ER in weiblichen und ménnlichen kardialen Fibroblasten begriindet ist.

Dworatzek E, Mahmoodzadeh S, Schriever C, Kusumoto K, Kramer L, Santos G, Fliegner
D, Leung YK, Ho SM, Zimmermann WH, Lutz S, Regitz-Zagrosek V. Sex-specific regulation
of collagen | and Ill expression by 17beta-Estradiol in cardiac fibroblasts: role of estrogen
receptors. Cardiovasc Res, 2019. 115(2): p. 315-327.

https://doi.org/10.1093/cvr/cvy185
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Diskussion

3 Diskussion

Zwischen Mannern und Frauen unterscheiden sich die kardialen Umbauprozesse bei der
trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie [3, 39], bei zunehmendem Alter
[40] und bei der pathologischen Myokardhypertrophie [3]. Die verantwortlichen
molekularbiologischen Mechanismen im Herzen sind bisher aber noch nicht im Detail
verstanden. Dabei bilden die Identifikation und detaillierte Analyse dieser
geschlechtsspezifischen Mechanismen die Grundlage fir die Entwicklung neuer
Therapiekonzepte fir beide Geschlechter. In diesem Kontext befasste sich die Forschung im
Rahmen der vorgelegten Habilitationsschrift mit den molekularen Geschlechter-
unterschieden, die eine Rolle bei den kardialen Umbauprozessen in der Entwicklung der
physiologischen sowie pathologischen Myokardhypertrophie spielen. Weiterhin wurden die
ER- vermittelten Signalmechanismen, die zu geschlechtsspezifischen Auspragungen
beitragen, sowie die Rolle von E2 im Rahmen der kardialen Umbauprozesse naher

betrachtet und analysiert.

3.1 Geschlechterunterschiede in der trainingsinduzierten physiologischen
Myokardhypertrophie sind durch die geschlechtsdimorphe Aktivierung zellularer
Signalkaskaden vermittelt

Geschlechterunterschiede in der Entwicklung der physiologischen Myokardhypertrophie im

Menschen und am Tiermodell wurden bereits beschrieben [39]. Die wenigen durchgefihrten

Untersuchungen in Athletinnen und Athleten lieferten kontroverse Ergebnisse [42-44]. Im

Mausmodell zeigten die Weibchen, unabhangig vom freiwiligen oder erzwungenen

Charakter des Trainings, eine signifikant starkere Zunahme der Herzmasse im Vergleich zu

den mannlichen Tieren [49-51]. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnten wir in

unserer Arbeit die beobachteten Geschlechterunterschiede in der Entwicklung der
physiologischen Myokardhypertrophie mit der beschriebenen signifikant héheren Zunahme
der linksventrikularen Masse in den weiblichen Mausen nach achtwochigem Laufradtraining

bestéatigen (Manuskript 2.1, [143]).

Die mit dem Ausdauertraining verbundene Entwicklung der physiologischen
Myokardhypertrophie ist mit der Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, die am
Wachstum des Herzens und somit an dem Adaptionsprozess beteiligt sind, assoziiert [21].
Zu ihnen gehoéren unter anderem die Phosphoinositide 3- Kinase- Serin/Threonin Protein
Kinase B (phosphoinositide 3- kinase- serin/threonin- specific kinase B, PI3- K- AKT), die
Mitogen- aktivierten Proteinkinasen (mitogen- activated protein kinases, MAPK), die
Glykogen Synthase Kinase 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK- 3B), die
AMP- aktivierte Proteinkinase (AMP dependent protein kinase, AMPK) sowie die p70 s6

Kinase (p70 s6 kinase, S6K). Letztere phosphoryliert das ribosomale Protein S6, welches fir
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eine erhohte Proteinsynthese in den Kardiomyozyten verantwortlich ist [14, 181].
Insbesondere die gesteigerte Phosphorylierung von AKT spielt eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie [181]. Die
detaillierte  Betrachtung der verantwortlichen Mechanismen fir die beobachte
geschlechtsdimorphe Auspragung der trainingsinduzierten physiologischen
Myokardhypertrophie stand bisher nur in zwei Arbeiten im Fokus [50, 51]. Konhilas und
Kollegen konnten dabei in den Herzen weiblicher M&use eine vermehrte Aktivierung der
Ca®*/Calmodulin- abhéngigen Proteinkinase (Ca**/calmodulin- dependent protein kinase,
CaMK) gegenuber den mannlichen Tieren nach freiwilligem Laufradtraining nachweisen [50].
Zudem zeigten nur die Weibchen eine Phosphorylierung von GSK- 38 nach dreiwdchigem
Training. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass im weiblichen Geschlecht der
anti- hypertrophe Faktor GSK- 33 inaktiviert wird und somit das physiologische Wachstum
des weiblichen Herzens starker gefordert wird [182, 183]. In der Studie von
Foryst- Ludwig et al. konnte nach vierwdchigem Laufbandtraining eine Steigerung der
Phosphorylierung von AKT in den weiblichen gegenidber den mannlichen Mausen
nachgewiesen werden [51]. Diese korrelierte mit einer signifikant héheren Zunahme der
linksventrikularen Masse in den weiblichen Tieren. Somit konnte geschlussfolgert werden,
dass die geschlechtsspezifische AKT- Aktivierung an der geschlechtsdimorphen Entwicklung

der physiologischen Myokardhypertrophie beteiligt ist.

Unsere Daten zeigten neben der signifikant starkeren Zunahme der Herzmasse ebenfalls
eine exklusive Phosphorylierung von AKT in den weiblichen Mausen nach achtwochigem
Laufradtraining (Manuskript 2.1, [143]). Daruber hinaus konnten wir eine Erhdhung der
Phosphorylierung der MAPK- p38, MAPK- ERK1/2 und dem ribosomalen Protein S6 in den
weiblichen, aber nicht in den mannlichen Mausen beobachten. Bereits nach einer Woche
freiwilligen Laufradtrainings wiesen die weiblichen Mause eine signifikante Zunahme in der
Phosphoylierung von MAPK- ERK1/2 und dem Protein S6 im Herzen auf. Dass eine
gesteigerte MAPK- ERK1/2 Phosphorylierung eine dominante Rolle bei der Entwicklung der
physiologischen Myokardhypertrophie spielt, konnte bereits in transgenen Mausen mit einer
konstitutiven MAPK- ERK1/2 Aktivierung bewiesen werden [184]. Weiterhin ist bekannt, dass
der aktivierte MAPK- ERK1/2- Signalweg unter anderem fir die Phosphorylierung des
Proteins S6 in Kardiomyozyten verantwortlich ist und somit zu einer Zunahme der
Proteinsynthese sowie ZellgroRe der Myozyten fihrt [185-187]. Somit legen unsere
Ergebnisse nahe, dass im Gegensatz zu den Herzen der ménnlichen Mause, die Weibchen
bereits nach einer Woche freiwilligen Laufradtrainings auf molekularer Ebene adaptieren.
Nach achtwdchigem Training beobachteten wir nur in den weiblichen Tieren eine relevante
Erh6hung der Phosphorylierung von AKT und MAPK- p38 im Vergleich zu den méannlichen

Tieren. Fir beide Signalkaskaden konnte ebenfalls bereits gezeigt werden, dass sie
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essentiell fur die Entwicklung der physiologischen Myokardhypertrophie sind [14]. Somit
gelang es uns in dieser Arbeit weitere und neue verantwortliche Signalkaskaden fur die
beobachteten Geschlechterunterschiede in der physiologischen Myokardhypertrophie zu
identifizieren. Interessanterweise zeigt sich in der Entwicklung der physiologischen
Myokardhypertrophie, ahnlich der pathologischen Myokardhypertrophie [83], dass bereits
frihe Unterschiede in den kardialen Umbauprozessen zwischen weiblichen und mannlichen
Tieren zu einer geschlechtsdimorphen Form der Myokardhypertrophie und Funktion des

Herzens fuhren kénnen.

Hervorzuheben ist, dass das Ausdauertraining eine protektive Wirkung auf das
kardiovaskulare System hat [188] und als gesicherte Primarpréavention vor Erkrankungen des
Herz- Kreislauf- Systems gilt [189]. Zudem erwies sich die gezielte Aktivierung der mit der
physiologischen Myokardhypertrophie assoziierten Signalkaskaden in der pathologischen
Myokardhypertrophie als protektiv. So zeigte sich zum Beispiel, dass die Aktivierung des
PI3- K- AKT Signalweges zu einem verbesserten Uberleben der Mause im Modell der
dilatativen Kardiomyopathie [190] und einer besser erhaltenen Herzfunktion sowie
geringeren kardialen Fibrose bei drucklastinduzierter Myokardhypertrophie fiihrte [191].
Aufgrund dessen besteht ein gesteigertes Interesse daran, die an der Entwicklung der
physiologischen Myokardhypertrophie beteiligten Mechanismen zu identifizieren und
genauer zu analysieren. Eine gezielte Modulation dieser Mechanismen kénnte dabei eine
neue Strategie darstellen, die Entwicklung der pathologischen Myokardhypertrophie zu
verhindern und die Therapie zu verbessern [21, 192].

3.2 Geschlechterunterschiede in der trainingsinduzierten physiologischen
Myokardhypertrophie werden durch Ostrogenrezeptor beta vermittelt
Bisher war nicht bekannt, ob die ER, é&hnlich wie bei der pathologischen
Myokardhypertrophie, eine modulierende Rolle auf die geschlechtsspezifischen
Mechanismen in der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie nehmen.
Unsere Studie zeigte erstmalig welche Rolle der ERa und ERB dabei in beiden
Geschlechtern spielen (Manuskript 2.1, [143]). Interessanterweise zeigten die weiblichen
ERKO- Mause ein generell eingeschranktes Laufverhalten, was auf eine noch unbekannte
aber essentielle Rolle des ERa im Bewegungsverhalten von weiblichen Tieren hindeutet.
Einige Studien legen nahe, dass der zugrundeliegende Mechanismus fir das von uns
beobachtete eingeschrankte Bewegungsverhalten dabei auf Effekte von ERa im zentralen
Nervensystem zu suchen sind [193, 194]. Mannliche ERKO- Mause wiesen dagegen ein
vergleichbares Laufverhalten und eine ahnliche Zunahme der linksventrikularen Masse
gegeniuber den méannlichen WT- Mausen auf. Dieser Befund weist darauf hin, dass ERa

keine Rolle bei der Entwicklung der physiologischen Myokardhypertrophie in ménnlichen
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Mausen spielt. Im Gegensatz dazu konnte in den BERKO- Mausen, trotz vergleichbarer
Laufergebnisse zu den WT- Mausen, in keinem der beiden Geschlechter eine Zunahme der
linksventrikularen Masse nach acht Wochen beobachtet werden. Zudem fand in den
weiblichen BERKO- Mausen, vergleichend zu den weiblichen WT- Mausen, Kkeine
Aktivierung der oben genannten wachstumsstimulierenden Signalwege statt. Ein mdglicher
Grund hierfur kdnnte sein, dass der bendtigte ERB, wie bereits in weiblichen Rattenherzen,
im Skelettmuskel und Ratten- Myoblasten beschrieben [195-197], fur die Aktivierung des
PI3- K- AKT Signalweges in den weiblichen BERKO- Maus Herzen fehlt. Daten, die eine
direkte Interaktion von ERB und AKT nachwiesen [198], bestarken diese Annahme. Obwohl
wir in den mannlichen WT- Mdusen eine signifikante Entwicklung der physiologischen
Myokardhypertrophie nach achtwéchigem Training beobachteten, gelang es uns in dieser
Studie nicht die verantwortlichen Mechanismen, die durch ERB moduliert werden, zu
identifizieren. Dies koénnte auf die zwei gewahlten Zeitpunkte, eine und acht Wochen nach
freiwilligem Laufradtraining, unserer Analysen zurlickzuftihren sein. Da beschrieben worden
ist, dass die involvierten wachstumsstimulierenden Signalkaskaden im Herzen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten aktiviert werden kénnen [14, 50], liegt es nahe anzunehmen,
dass wir die Adaptionsprozesse, die zwischen den zwei Zeitpunkten lagen, in unserer Studie
nicht detektiert haben.

3.3 Ostrogenrezeptor beta vermittelt die geschlechtsdimorphe Adaption der

Mitochondrien in der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie
Neben der Identifikation neuer mdoglicher verantwortlicher Signalwege fir die
Geschlechterunterschiede in der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie,
gelang es uns zusatzlich zu demonstrieren, dass die Expression verschiedener
Schlisselregulatoren der mitochondrialen Funktion geschlechterabhangig durch das Training
reguliert werden (Manuskript 2.1, [143]). Dabei wurde in den weiblichen, aber nicht die
mannlichen WT- Mausen, eine trainingsinduzierte Zunahme des Proteinniveaus der
Transkriptionsfaktoren: Nukleé&rer Respiratorischer Faktor- 1 und -2
(nuclear respiratory factor-1, -2, NRF-1 und -2) und dem Myozyten- spezifischen
Enhancer- Faktor 2A (Myocyte- specific enhancer- factor 2A, Mef2a) sowie vier ausgewahlter
Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette, beobachtet. Die fehlende Zunahme der
Expression von NRF- 1 und - 2 und Induktion der Proteine der mitochondrialen Atmungskette
in den weiblichen BERKO- Mausen nach achtwochigem Training sowie bereits publizierte
Daten zur E2- und ER- vermittelten Regulation mitochondrialer Proteine Uber NRF- 1 und
- 2 in verschiedensten Geweben und Zelltypen [199-203], weisen dabei auf die direkte
Beteiligung von ERB hin. Diese Annahme kann zusétzlich durch die von uns beobachtete
Induktion der mRNA von NRF- 1, - 2 und Mef2a nach E2- und spezifischen ERB- Agonisten
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Behandlung in einer humanen, atrialen Kardiomyozyten- &hnlichen Zelllinie bestatigen

werden.

Zusatzlich zur Expressionsveranderung mitochondrialer Schlisselregulatoren, kann die
trainingsinduzierte Adaption der Mitochondrienfunktion tUber die Zunahme oder Abnahme der
Mitochondriengro3e reguliert werden [204]. Dieser Prozess wird tber die Fission und Fusion
der Mitochondrien gesteuert [205]. In beiden Geschlechtern der WT- Mause konnten wir
einen Anstieg der Anzahl kleiner Mitochondrien durch das achtwochige Laufradtraining
beobachten. Dagegen konnten wir in den weiblichen und mannlichen BERKO- M&usen keine
Veradnderung in der GroRe der Mitochondrien nachweisen. Zuséatzlich kam es zu einer
Abnahme der Anzahl der groRen Mitochondrien, welche aber nur in den weiblichen WT-
Mausen, assoziiert mit einer signifikanten Reduktion des Fusionsproteins Mitofusin- 2,
signifikant war. Somit schlie3en wir aus diesen Daten, dass es in den Herzen der weiblichen
Mause zu einer hoheren Umwandlungsrate der grof3en Mitochondrien in Kleinere

Mitochondrien im Vergleich zu den ménnlichen Tieren kommt.

Zusammenfassend schlieBen wir aus unseren Ergebnissen, dass die trainingsinduzierte,
signifikant starkere Zunahme der linksventrikularen Masse in den weiblichen Mausen auf der
Aktivierung wachstumsfordernder Signalkaskaden sowie der effizienteren Adaption der

Mitochondrien, vermittelt tber den ERB, gegenliber den mannlichen Tieren basiert.

3.4 Die altersbhedingten kardialen Umbauprozesse  sind durch eine
geschlechtsspezifische Regulation der extrazellularen Matrix gekennzeichnet
Weltweit steigt die Lebenserwartung der Menschen an, ist aber durch eine zunehmende
Anfalligkeit gegentber verschiedenen chronischen Erkrankungen, wie denen des Herz-
Kreislauf- Systems begleitet, wodurch die Lebensqualitdt erheblich negativ beeintrachtigt
wird [1]. Um die hohere Lebenserwartung mit einer verbesserten Lebensqualitat im Alter zu
ergénzen, muassen nicht nur die Behandlungen der chronischen Erkrankungen, sondern auch
die Praventionsmalinahmen optimiert werden. Das tiefere Verstandnis Uber die kardialen
Umbauprozesse wahrend des Alterns, die fur die nachlassende Kompensationsfahigkeit des
Herzens und somit fur die steigende Anfélligkeit gegentber chronischen Erkrankungen

verantwortlich sind, kénnte hierfur die Vorrausetzung sein.

In unserer Arbeit konnten wir mittels Vergleich verschiedener Altersstufen zeigen, dass es zu
geschlechtsspezifischen altersabhangigen Veradnderungen einzelner extrazellularer
Matrixproteine kommt (Manuskript 2.4, [206]). In den Herzen der jingeren Probandinnen
fanden wir eine geringere Proteinmenge von Kollagen I, 11l und VI, von TIMP3 sowie von
Smad2 und Smad3 gegeniber den Mannern aus der jungeren Altersstufe. Dagegen kehrte
sich das Verhdaltnis mit zunehmendem Alter um, und die zu detektierende Menge der

genannten Proteine war in den &alteren Frauen gréRer als bei den Mannern im vergleichbaren
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Alter. Generell konnte somit mit zunehmendem Alter eine Abnahme der genannten Proteine
in den Herzen der Manner und ein Anstieg in den weiblichen Herzen beobachtet werden.
Diese Befunde sind im Einklang mit Untersuchungen in Mausen und Ratten, die ebenfalls
eine Veranderung einzelner extrazellularer Matrixproteine, wie MMP und TIMP, im Alter
zeigten [207-209]. Dass ein Anstieg der MMP und von TIMP1 zu einer altersbedingten
Fibrose beitragen, wurde ebenfalls bereits dokumentiert [210]. Zudem konnte eine Studie
den altersbedingten Anstieg der Kollagen | Proteinmenge sowie Faserdicke im humanen
Herzen nachweisen [56]. Eine andere Untersuchung legt dabei nahe, dass dieser Anstieg
hauptsachlich tber die Neusynthese von Kollagen vermittelt wird [211]. Insbesondere die
erhohte Kollagenablagerung gilt als ursachlich fir die beobachtete Einschréankung der
diastolischen Herzfunktion im Alter [212, 213]. Diese wiederum wird als pradisponierend fur
eine spatere Entwicklung einer HFpEF diskutiert [17, 40, 53, 214], deren zunehmende
Entwicklung in der alteren Bevélkerung zu beobachten ist [215-217]. Zudem kann eine
erhdhte Kollagenmenge im Herzen zu Herzrhythmusstérungen fiihren [218]. Da Frauen im
Alter eher eine Entwicklung von HFpEF als Manner aufzeigen [8, 214, 219] und anfalliger
gegeniuber einer medikamenteninduzierten Verldngerung des QT-Intervalls sowie
Herzrhythmusstérungen sind [220-223], kdnnte der beobachtete Anstieg der Proteine von
Kollagen | und lll sowie von TIMP3 in den alternden Frauenherzen zu einer spateren

Entwicklung der genannten Pathologien beitragen.

Erwahnt werden muss aber, dass die von uns gezeigte altersabhangige Zunahme der
extrazellularen Matrixproteinmenge in den weiblichen Herzen geringer ausfiel als der Anstieg
der Fibrose-assoziierten Gene und Proteine in den mannlichen Patienten mit Aortenstenose,
welcher zu einer signifikant héheren Induktion der Fibrose in den mannlichen Herzen fihrte
(Manuskript 2.2 und 2.3, [178, 179]). Zudem konnten wir keine Erhéhung von Periostin sowie
gesteigerte Kollagenablagerung in den weiblichen Herzen beobachten. Diese Befunde
weisen darauf hin, dass der altersbedingte Anstieg der extrazellularen Matrixproteine in den
Herzen der Frauen als physiologischer Anpassungsprozess verstanden werden kann. Ein
weiterer Punkt ist, dass wir im Gegensatz zu den mannlichen Patienten mit Aortenstenose,
welche eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung von Smad2 zeigten
(Manuskript 2.2, [178]), nur eine erhéhte Phosphorylierung von Smad3 und einen Anstieg
der Proteinmenge von Smad4 in den Herzen der alteren Probandinnen beobachteten.
Bekannt ist, dass TGF-B1l seine fibrotische Wirkung hauptséchlich Uber die
Phosphorylierung der Smad2 und Smad3 Proteine vermittelt. Dabei bilden die aktivierten
Smad- Proteine gemeinsam mit Smad4 heterodimere oder trimere Komplexe, die daraufhin
in den Zellkern lokalisieren und zusammen mit anderen Ko- Regulatoren die Transkription
verschiedener fibrotischer Gene, wie zum Beispiel die Expression von Kollagen regulieren

[224]. In diesem Zusammenhang wurde fir die TGF- 1 und Smad2/Smad3- vermittelte
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Genregulation ein hierarchisches Model beschrieben, wobei es zu einer zeitversetzten
Aktivierung sowie unterschiedlichen regulatorischen Rollen der beiden Smad- Proteine
kommt [225]. Hierbei wurde der Komplex aus Smad3 und Smad4 als Vermittler fir die
kurzfristigen Regulationen nach TGF- 31 Aktivierung beschrieben, wogegen Smad2 im
Komplex mit Smad4 als Transmitter nach langer anhaltender TGF-f1 Stimulation dient und
letztendlich zur Fibrose fuhrt. Dieser Befund unterstreicht unsere Annahme, dass es sich bei
dem Anstieg der extrazellularen Matrixproteine in den Herzen der &élteren Frauen um keinen

pathologischen Umbauprozess handelt.

Die genauen Griinde sowie verantwortlichen Mechanismen, die zu den altersbedingten
Veranderungen der extrazellularen Matrix im humanen Herzen fiihren, sind nicht bekannt.
Mdogliche Ausloser fir die Umbauprozesse kénnen unter anderem in einer altersbedingten
Abnahme der Durchblutung, einem veranderten Metabolismus, einer verringerten
Dehnbarkeit der GefaBe und somit einem zunehmend ansteigenden Blutdruck liegen.
Vorstellbar ist, dass die darauffolgende Adaption des Herzens, &hnlich wie bei der
pathologischen Myokardhypertrophie, hauptsachlich (ber die Umbauprozesse der
extrazellularen Matrix und dabei insbesondere Uber die Kollagensynthese [226], realisiert
wird. Somit stellen sie auf der einen Seite einen Adaptionsmechanismus dar, um die
Integritat und Funktion des Herzens aufrecht zu erhalten, und tragen auf der anderen Seite
zusatzlich dazu bei, dass das alternde Herz in seiner Kompensationsfahigkeit eingeschrankt
wird. Wahrend der kardialen Umbauprozesse ist einer der hauptverantwortlichen
Mechanismen die Regulation der Kollagene und anderer fibrotischer Gene auf
transkriptioneller Ebene zu finden [29]. Da bereits beschrieben worden ist, dass einige der
extrazellularen Matrixkomponenten in ihrer Genexpression durch die Sexualhormone
moduliert werden [58, 176, 227], liegt es nahe anzunehmen, dass bei den altersbedingten
Umbauprozessen der extrazellularen Matrix die Sexualhormone eine modulierende Rolle
spielen. Insbesondere fir E2 ist eine Veranderung der Konzentration mit dem Alter in beiden
Geschlechtern beschrieben, die mit einem erhéhten Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen
einhergeht [86]. Zudem muss in Betracht gezogen werden, dass der Effekt von E2 im Herzen
dabei geschlechtsspezifisch ausfallen kann [58, 228, 229].Beispielsweise erhtht E2 die
mMRNA von Kollagen | und Il in mannlichen kardialen Fibroblasten, wogegen E2 beide
Kollagene in weiblichen Zellen unterdrickt [58]. Demnach kdnnte E2 fir die Repression der
extrazellularen Matrixgene in den Herzen der Frauen verantwortlich sein. Aus diesem Grund
nehmen wir an, dass in den von uns untersuchten alteren Frauen, wobei es sich um
Probandinnen im post- menopausalen Alter handelt, ein erniedrigter E2- Spiegel fur die
Erh6hung der extrazellularen Matrixkomponenten im alternden Herzen verantwortlich sein

konnte.
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In der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass es mit zunehmendem Alter zu
einer Veranderung einzelner extrazellularer Matrixkomponenten im Herzen kommt, die
geschlechtsspezifisch ausféllt. Zudem ist es vorstellbar, dass die geschlechtsspezifischen
Umbauprozesse der extrazellularen Matrix im alternden Herzen ebenfalls zu spéater

auftretenden Geschlechterunterschieden in der Pathologie beitragen.

3.5 Geschlechterunterschiede bei pathologischen kardialen Umbauprozessen

Nachdem wir Geschlechterunterschiede in den verantwortlichen Mechanismen der
physiologischen Myokardhypertrophie nach Ausdauertraining und wahrend des Alterns
nachweisen konnten, ergaben sich nunmehr auch Nachweise flr geschlechtsspezifische
kardiale Umbauprozesse in der pathologischen Myokardhypertrophie (Manuskript 2.2. und
2.3, [178, 179]). Vorangegangene Studien zeigten bereits, dass Frauen und Méanner dabei
unterschiedlich adaptieren, wobei kardial erkrankte Manner eher zu maladaptiven kardialen
Umbauprozessen und der Ausbildung einer exzentrischen Myokardhypertrophie neigen
[58, 60-62]. Die Daten unserer Studie bestatigen diese Befunde und zeigten, dass Manner
mit Aortenstenose vorwiegend eine maladaptive Form, wogegen Patientinnen eher eine
adaptive Form der Myokardhypertrophie entwickeln (Manuskript 2.2, [178]). Zudem gelang
es uns erstmalig nachzuweisen, dass die dimorphe Adaptation in der pathologischen
Myokardhypertrophie zwischen Mannern und Frauen ebenfalls einen Einfluss auf das
Uberleben nach Aortenklappenersatz hat. Frauen, die eine maladaptive Form der
Myokardhypertrophie entwickelten, trugen dabei ein signifikant hoheres Mortalitatsrisiko im
Vergleich zu Patientinnen mit einer adaptiven Form der Myokardhypertrophie nach
Aortenklappenersatz. Bei den mannlichen Patienten hatte die Form der pathologischen
Myokardhypertrophie keinen Einfluss auf das post- operative Uberleben. Die Ergebnisse
unserer Studie zeigten somit auf, dass geschlechtsspezifische Unterschiede in den
pathologischen kardialen Umbauprozesse nicht nur zu Unterschieden in der Form und
Funktion bei Herzerkrankungen beitragen, sondern auch einen Einfluss auf den
Therapieverlauf und sogar das Uberleben nehmen kénnen. Folglich ist das Verstandnis tiber
die verantwortlichen regulatorischen Mechanismen, die zu den beobachteten
geschlechtsspezifischen Unterschieden fiihren, wichtig, und hilft potenziell schitzende

Mechanismen fir Frauen und Mannern zu identifizieren.

Dass bestehende pré- operative Geschlechterunterschiede eine Rolle in der Reversibilitat
der Myokardhypertrophie nach der operativen Entlastung des Herzens einnehmen, konnten
wir bereits in einer unserer vorangegangenen Studien zeigen [58]. Hierbei war die
post- operative Reversibilitat der Herzhypertrophie in den Frauen bereits nach einer Woche
signifikant starker als in den Mannern ausgepragt. Diese Geschlechterunterschiede konnten

wir in dieser Studie bestatigen und zeigten dartber hinaus, dass die Rickbildung der
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Hypertrophie bei Frauen selbst nach vier Jahren starker ausgepragt gegentber den Mannern
ausfiel. Somit konnten wir auch in dieser Untersuchung zeigen, dass die
geschlechtsdimorphen, friihen post- operative Unterschiede nach Aortenklappenersatz auch
in der spateren post- operativen Phase bestehen, vergleichbar zu den Befunden der
physiologischen (Manuskript 2.1, [143]) und pathologischen Myokardhypertrophie [83].

3.5.1 Geschlechterunterschiede in der kardialen Fibrose

Vorhandene Geschlechterunterschiede in der Entwicklung der kardialen Fibrose bei
verschiedenen Herz- Kreislauf- Erkrankungen wurden mehrfach beschrieben. Mannliche
Patienten mit Aortenstenose [62, 64], hypertropher Kardiomyopathie [65], koronarer
Herzerkrankung [66] und Atherosklerose [67] zeigen, im Vergleich zu Frauen mit einem
vergleichbaren Grad der Pathologie, eine signifikant hthere Kollagenablagerung im Herzen.
Erste Hinweise darauf, dass die in unserer Studie eingeschlossenen Patienten eine
ausgepragtere Fibrose gegeniiber den Patientinnen aufweisen, ergaben sich bereits aus
einer unseren vorangegangenen Studien [58]. Hier zeigten wir, dass Patienten eine héhere
Genexpression von Kollagen | und 11l sowie MMP- 2 und - 9 im Vergleich zu den weiblichen
Herzen aufwiesen. In der jetzigen Arbeit konnten wir diese Vermutung untermauern und
zeigten, dass Manner mit Aortenstenose pra- operativ eine signifikant hohere kardiale
Kollagenablagerung gegeniiber Frauen aufwiesen (Manuskript 2.2, [178]). Dies war
verbunden mit einer signifikanten erhdhten Proteinmenge an TGF- 31, Phosphorylierung von
Smad2 und induzierten Proteinmenge des TGF- 31 Zielgens Periostin [230] in den Herzen
der Manner gegeniber den Patientinnen mit Aortenstenose. Geschlechterunterschiede in
der Menge an Periostin konnte bereits im Blut von Patienten und Patientinnen mit einer
Herzinsuffizienz gefunden werden, wobei in Serumproben von Mannern gegeniiber Frauen
eine groéfRere Menge an Protein gemessen wurde [231]. In unserer Studie gelang es uns nun
Zu zeigen, dass eine signifikant hohere kardiale Expression von Periostin mit einer erhdhten

kardialen Fibrose und maladaptiven Myokardhypertrophie in Mannern assoziiert ist.

3.5.2 Frauen und Manner mit Aortenstenose unterscheiden sich in der Expression
Fibrose- und Inflammations- assoziierter Gene

Um weitere molekularbiologische Mechanismen, die an den Geschlechterunterschieden in
den pathologischen kardialen Umbauprozessen beteiligt sind zu identifizieren, untersuchten
wir eine reprasentative Sub- Kohorte der Patienten und Patientinnen mit Aortenstenose
mittels einer Chip- basierten Genexpressionsanalyse (Manuskript 2.3, [179]). Hierbei
identifizierten wir eine Gruppe bekannter Hypertrophie- assoziierter Gene, die durch die
Drucklast auf das Herz in gleicher Weise in beiden Geschlechtern induziert waren, wie den

Prékursor des atrialen naturetischen Peptids (naturetic peptide A, NPPA) und MEF2A.
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Dagegen fanden wir aber auch eine Vielzahl an krankheitsabhéngigen verandert Genen, die
in Mannern vergleichend zu Frauen in einem unterschiedlichen Ausmal’ oder gegensatzlich
reguliert waren. Das traf auf eine Vielzahl Fibrose- assoziierter Gene zu, welche signifikant
starker in den Patienten gegeniber den Patientinnen mit Aortenstenose induziert waren. In
diesem Kontext fanden wir in den mannlichen Herzen mittels einer Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG)- Signalweg- Analyse eine signifikante Anreicherung von
Genen, die zu den KEGG- Signalwegen der extrazellularen Matrix- Rezeptor- Interaktion,
des Renin- Angiotensin Systems sowie des TGF- B1 Signalweges gehdren. Diese Daten
sind im Einklang mit der von uns gezeigten erhthten Proteinmenge an TGF- 31 sowie der
Phosphorylierung des TGF- 31 Vermittlerproteins Smad2 in den untersuchten Herzen der
Patienten mit Aortenstenose (Manuskript 2.2., [178]). Darliber hinaus konnten wir Periostin
als signifikant und am starksten induziertes Gen in den Patienten mit Aortenstenose
gegenuber den mannlichen Kontrollherzen identifizieren, dessen Regulation auf
MRNA- Ebene sich auf Proteinebene widerspiegelt (Manuskript 2.2, [178]).
Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass die mannlichen Herzen unter
pathologischer Drucklast starker mit der Entwicklung einer kardialen Fibrose reagieren als
Frauen. Dieser Unterschied beruht dabei bereits auf einer geschlechtsspezifischen
Regulation der mRNA fibrotischer Gene (Manuskript 2.3, [179] und [58]), fuhrt infolgedessen
zu unterschiedlichen Mengen an extrazellularen Matrixproteinen und Schlisselregulatoren
sowie letztendlich zu einer signifikant hoheren Kollagenablagerung in den Herzen der

Manner gegeniber den Patientinnen mit Aortenstenose (Manuskript 2.2., [178]).

Im Gegensatz zu den Patienten fanden wir in den Herzen der Frauen mit Aortenstenose
sogar eine Inhibierung fibrotischer Gene. Im Spezifischen identifizierten wir, gegeniber den
weiblichen Kontrollherzen, eine signifikant geringere Expression von TGF- 31 aber auch von
Angiotensinogen (angiotensinogen, AGT), einem Vorlauferprotein von Angiotensin Il, das
ebenfalls zu der Aktivierung kardialer Fibroblasten und somit erhdhten Synthese und
Sezernierung extrazellularer Proteine fuhrt [232]. Darliber hinaus fanden wir in den Herzen
der Patientinnen, gegeniber den weiblichen Kontrollen, eine Unterdriickung von Genen, die
in der KEGG- Signalweg- Analyse den Zytokin- , Chemokin- und Inflammations- assoziierten
Wegen signifikant zuzuordnen waren. Bekannt ist, dass Kardiomyozyten unter
pathologischen Umstanden Zytokine produzieren sowie sezernieren, wodurch eine
pro-fibrotische Umgebung geschaffen wird und es zur Aktivierung und Proliferation der
residenten Fibroblasten kommt [23]. Zudem fordern Chemokine die Einwanderung von
Fibrozyten, welche an der Entstehung der kardialen Fibrose beteiligt sind [233], und erh6éhen
zudem die Migration von Leukozyten im erkrankten Herzen. Die Unterdrickung dieser

Mechanismen in den weiblichen Herzen unter Drucklast kdnnte somit in den Frauen protektiv
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wirken und zu einem geringeren Grad der Fibrose im Vergleich zu den Mannern mit

Aortenstenose fuhren.

3.6 Geschlechtsspezifische Regulation von Kollagen | und Il durch 17B- Ostradiol
und Ostrogenrezeptoren in kardialen Fibroblasten
Untersuchungen unserer sowie anderer Arbeitsgruppen zeigten am Tiermodell, dass E2 und
die ER in beiden Geschlechtern eine regulatorische Rolle in der Entwicklung der Fibrose
einnehmen [71, 73, 104, 118, 120, 153]. Wir beschrieben in isolierten kardialen Fibroblasten
von mannlichen und weiblichen Ratten eine unterschiedliche Regulation von Kollagen | und
Il durch E2 [58]. Hierbei konnte eine inhibierende Wirkung von E2 auf beide Kollagene in
den Zellen weiblicher Ratten, dagegen eine Induktion von Kollagen | und Il in den
mannlichen Zellen durch E2 beobachtet werden. Um die E2- und ER- vermittelten Effekte auf
die Entstehung der kardialen Fibrose in beiden Geschlechtern detaillierter zu verstehen, und
zuklnftig therapeutisch prazise zu modulieren, haben wir in unserer Studie die
regulatorische Rolle von E2 und den ER auf die Expression von Kollagen | und Il in
mannlichen und weiblichen kardialen Fibroblasten analysiert (Manuskript 2.5, [234]). Obwohl
die E2- vermittelte Modulation der Expression von Kollagen | und Il [235-237] sowie die
geschlechtsspezifische Regulation verschiedener Gene und Proteine bereits im Kontext
anderer Zellen beschrieben wurde [58, 177, 229, 238, 239], blieb der verantwortliche
Mechanismus  bisher unvollstdndig verstanden. Im Zusammenhang mit der
geschlechtsspezifischen E2- induzierten Regulation von Kollagen | und Il in den kardialen
Fibroblasten konnten wir nun erstmals nachweisen, dass sowohl ERa als auch ERB darin
involviert sind (Manuskript 2.5, [234]). Dabei zeigte sich in den weiblichen Zellen der
aktivierte ERa verantwortlich fir die inhibierende Wirkung auf die Expression von Kollagen |
und Ill, wogegen die alleinige Aktivierung von ERB zur Induktion beider Kollagene in den

mannlichen Zellen fuhrte.

3.6.1 Geschlechtsspezifische Aktivierung beider Ostrogenrezeptoren in kardialen
Fibroblasten durch 17B- Ostradiol

Corthesy und Kollegen fanden in Leberzellen, dass ein unterschiedliches Expressionsniveau
beider ER zwischen den Geschlechtern fur die E2- vermittelte geschlechtsspezifische
Regulation des Vitellogenine- Gens verantwortlich ist [238]. Im Rahmen unserer
Untersuchungen fanden wir eine vergleichbare Menge an ERa- Protein in den kardialen
Fibroblasten beider Geschlechter sowie eine htheres ERB- Proteinniveau in weiblichen
gegenuber mannlichen Zellen (Manuskript 2.5, [234]). Somit schlussfolgerten wir, dass
Unterschiede in der Proteinmenge von ERa und ERB in den kardialen Fibroblasten

weiblicher und mannlicher Ratten kein mdglicher Grund fir die beobachtete

85



Diskussion

geschlechtsspezifische Aktivierung der ER sein kénnen. Neben der zellularen Proteinmenge
beider Rezeptoren spielen post-translationelle Modifikationen, wie zum Beispiel die
Phosphorylierung, eine ebenso wichtige Rolle bei der Aktivierung beider ER als
Transkriptionsfaktoren [240-242]. Insbesondere die E2-induzierte Phosphorylierung von
Serin 118 des ERa‘'s und von Serin 105 im ERPB wurde als essentiell fur die
Bindungskapazitadt beider ER gegenuber E2 als auch fir die Proteinstabilitat, die
Dimerisierung, die sub- zellulare Lokalisation, die DNA-Bindung und die Interaktion mit
anderen Ko- Regulatoren beschrieben [240, 241]. Daher analysierten wir, ob eventuelle
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Phosphorylierung beider ER nach
E2- Behandlung in den kardialen Fibroblasten nachzuweisen sind. Durch die Inkubation mit
E2 konnten wir eine exklusive Phosphorylierung am Serin 118 des ERa- Proteins in den
kardialen Fibroblasten weiblicher Ratten finden. Dagegen kam es nur in den maéannlichen
Zellen zu einer E2- induzierten Phosphorylierung von Serin 105 im ERB. Somit konnten wir
mittels unserer Analysen eine E2- abhéngige, geschlechtsspezifische Aktivierung beider ER
zeigen, die in der von uns angenommenen Weise flr die geschlechtsdimorphe Regulation
von Kollagen | und Il verantwortlich ist. Als ursachlich fir die unterschiedliche
Phosphorylierung beider ER durch E2 kdnnte eine E2- induzierte, geschlechtsspezifische
Aktivierung von oberhalb der ER gelegenen Signalkaskaden, wie MAPK, PI3- K- AKT,
Cyclin- abhangige Kinase 7 (cyclin- dependent kinase 7, Cdk7) und GSK- 3B [240, 242] in
den kardialen Fibroblasten in Frage kommen. Welche dieser Signalkaskaden in den
kardialen Fibroblasten fur die E2-induzierte geschlechtsdimorphe Aktivierung der ER
verantwortlich ist, bleibt jedoch bislang ungeklart und muss in weiterfihrenden

Untersuchungen ermittelt werden.

3.6.2 Die 17B- Ostradiol aktivierten Ostrogenrezeptoren binden geschlechtsdimorph
am Promoter von Kollagen I und Il

Neben der von uns beschriebenen geschlechtsspezifischen ER- Aktivierung konnten wir die
unterschiedliche Bindung von ERa und ERB an die Genpromotoren von Kollagen | und Il in
den  weiblichen und mannlichen kardialen Rattenfibroblasten nachweisen
(Manuskript 2.5, [234]). Dabei bindet ERa gemeinsam mit ERB an zwei putative ERE
innerhalb des Promotors von Kollagen | und 1l in den weiblichen Zellen, wogegen in den
mannlichen Fibroblasten E2 die alleinige Bindung von ER an den Promotoren beider Gene
induzierte. In Ubereinstimmung mit unseren Befunden zeigten Powell und Kollegen, dass die
selektive Aktivierung des ERas entweder zur Bildung eines ERa- Homodimeres oder eines
ERA/ERB- Heterodimeres fuhren kann [243]. Im Gegensatz dazu fihrt die selektive
Aktivierung des ERB zur alleinigen Bildung eines Homodimeres [243]. Obwohl beide ER
dieselbe Affinitdt gegenlber E2 haben [244] und an die gleichen ERE- Motive binden [245],
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wie zum Beispiel in unserer Studie innerhalb der Promotoren von Kollagen | und 1ll, kénnen
sie die Transkription ihrer Zielgene unterschiedlich regulieren. Nach der Bindung beider ER
innerhalb des Genpromotors folgt die Rekrutierung verschiedenere Ko- Regulatoren, welche
dann entweder fur die Induktion oder Inhibierung der Genexpression verantwortlich sind [84].
Die Existenz spezifischer Ko- Regulatoren von ERa und ER ist bereits beschrieben und es
zeigte sich, dass diese hauptsachlich fur die Unterschiede in der E2- und ER- vermittelten
Regulation der Genexpression verantwortlich sind [84]. Basierend darauf nehmen wir an,
dass die beobachtete geschlechtsdimorphe Bindung der ER an die Promotoren von Kollagen
I und 11l durch die Bindung unterschiedlicher Ko-Regulatoren begleitet wird (Abbildung 3).

" ERB ERB
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Kollagen | und lll Gen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der 178-Ostradiol und Ostrogenrezeptor vermittelten
geschlechtsspezifischen Regulation von Kollagen | und Il in kardialen Fibroblasten. In
weiblichen kardialen Fibroblasten kommt es nach der Behandlung mit E2 zur Phosphorylierung von
ERa am Ser118. Dieser bildet daraufhin gemeinsam mit ERB ein Heterodimer. Zusammen
translozieren beide ER in den Zellkern und binden an die identifizierten ERE innerhalb der Promotoren
des Kollagen | und Il Gens. AnschlieBend erfolgt die Rekrutierung eines oder mehrere Ko-
Repressoren wodurch es zur Inhibierung der mRNA beider Kollagentypen in den weiblichen Zellen
kommt. In mannlichen kardialen Fibroblasten fihrt die Inkubation mit E2 zur Phosphorylierung des
ERB am Ser105, der danach mit ER(3 ein Homodimer bildet, welches in den Zellkern transloziert. Dort
bindet das ERB-Homodimer an die ERE der Promotoren von Kollagen | und Ill. Diese ist gefolgt von
der Rekrutierung eines oder mehrerer Ko-Aktivatoren, welche zur Induktion der mRNA von Kollagen |
und 1l in den mannlichen kardialen Fibroblasten fiihrt. E2: 17B-Ostradiol, ERa/B: Ostrogenrezeptor
alpha/beta, ERE: Ostrogen-Responsives-Element, Ser: Serin, Ko-A: Ko-Aktivator, Ko-R: Ko-
Repressor, P: Phosphorylierung. Modifizierte Abbildung [246].
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Demnach ist in unserer Untersuchung nach der Bindung beider ER in den weiblichen
kardialen Rattenfibroblasten die Rekrutierung eines oder mehrerer Ko- Repressoren als
urséchlich fur die Inhibition der Genexpression von Kollagen | und 1l vorstellbar. Dagegen
vermuten wir in den ménnlichen Zellen eine durch die Bindung von ERB hervorgerufene
Rekrutierung eines oder mehrerer Ko-Aktivatoren, welche verantwortlich fur die Induktion der
Genexpression beider Kollagentypen sind.

3.6.3 Die geschlechtsspezifische Rolle der Ostrogenrezeptoren bei der kardialen
Fibrose

Dass ERa sowie ERB auf die Entwicklung der kardialen Fibrose in beiden Geschlechtern
einen modulierenden Einfluss nehmen, konnte bereits in einer Vielzahl von Tiermodellen fir

kardiovaskulare Erkrankungen des Menschen gezeigt werden [71, 73, 104, 118, 153, 247].

In ménnlichen Mausen fihrte die Deletion des ERB zu einer geringeren kardialen Fibrose
gegenuber den WT- Mausen nach chronischer Druckbelastung des Herzens [73]. Die in- vivo
Daten weisen darauf hin, dass der ER[ einen fordernden Effekt auf die kardiale Fibrose im
mannlichen Geschlecht hat. Diese Vermutung kann durch unsere Befunde bestatigt werden
und sie deuten darauf hin, dass dies teilweise Uber die E2- ERB induzierte Erh6hung der
MRNA und Proteine von Kollagen | und Ill in den mé&nnlichen kardialen Fibroblasten
vermittelt wird (Manuskript 2.5, [234]). Im Gegensatz dazu wurde in weiblichen Mausen
beobachtet, dass die Aktivierung von ERa [104] aber auch von ERB [247] den Schweregrad
der Fibrose im Herzen abmildert. Dagegen fihrt eine Deletion von ERB zu einer verstarkten
Entwicklung der Fibrose im weiblichen Herzen [71, 73, 153]. Basierend darauf wird
angenommen, dass sowohl ERa als auch ERB an der Einddmmung der kardialen Fibrose im
weiblichen Herzen beteiligt sind. Auch hier untermauern unsere Daten in den weiblichen
kardialen Fibroblasten diese Vermutung und liefern mit der gezeigten E2- induzierten
Aktivierung von ERa, der gemeinsamen Bindung beider ER am Promoter von Kollagen | und
Il sowie der daraus resultierenden Inhibition der Expression einen moglichen

verantwortlichen Mechanismus.

Obwohl bereits mehrere Studien den inhibierenden Effekt von E2 und den ER auf die
kardiale Fibrose in weiblichen Mausen und Ratten nachgewiesen haben, ist der detaillierte
Mechanismus noch nicht geklart. Die Ergebnisse einer Studie von Pedram und Kollegen
weisen darauf hin, dass der E2- aktivierte ER( die Protein Kinase A (protein kinase A, PKA)
und AMP- aktivierte Proteinkinase (AMP- activated protein kinase; AMPK) in kardialen
Fibroblasten aktiviert. Dadurch kommt es zur Inhibierung der Rho- assoziierte Proteinkinase
(Rho- associated protein kinase, ROCK) Aktivitdt und somit zur E2- und ER- vermittelten
anti- fibrotischen Wirkung [247]. Ahnliche Daten lieferten Lee und Kollegen und zeigten, dass
nach E2- Behandlung, ERa die RhoA- ROCK- vermittelte Induktion des Strukturproteins
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Aktin inhibiert und somit die Entwicklung der kardialen Fibrose unterdriickt wird [118].
Zusatzlich bietet die in unserer Studie gezeigte E2- vermittelte Regulation der mRNA von
Kollagen | und Ill durch die direkte Bindung beider ER als Transkriptionsfaktoren eine
weitere Moglichkeit die Entwicklung der Fibrose zu modulieren. Um hier die Genexpression
beider Kollagentypen prazise in den kardialen Fibroblasten zu manipulieren, bildet die
Identifizierung der involvierte ER Ko- Regulatoren die Voraussetzung, um diese dann gezielt

therapeutisch modifizieren zu kénnen.

3.6.4 Geschlechtsspezifische Regulation von Kollagen | und 1l durch 17B- Ostradiol
in gewebeadhnlichen 3D- Zellkulturen aus kardialen Fibroblasten

Mit Hilfe von 3D- Zellkulturen aus weiblichen und ménnlichen kardialen Rattenfibroblasten
gelang es uns, die E2- vermittelte geschlechtsspezifische Regulation der mRNA von
Kollagen | und Il in einem gewebeédhnlichen Umfeld zu bestatigen (Manuskript 2.5, [234]).
Daruber hinaus konnten wir eine geschlechtsdimorphe Gewebeeigenschaft nach E2-
Behandlung detektierten. Dabei beobachteten wir bei den 3D- Kulturen weiblicher Zellen
eine Zunahme des Volumens durch E2, was auf eine eingeschrankte Kondensation hinwies.
Dagegen zeigten die méannlichen 3D- Zellkulturen eine starkere Kondensation durch die
Behandlung mit E2, welche mit einer erhthten Steifigkeit des Gewebes verbunden war.
Beschrieben ist, dass kardiale Fibroblasten sich innerhalb einer Kollagenmatrix an die
Kollagenfibrillen heften, proliferieren sowie migrieren und dadurch eine Zugkraft auf das
Gewebe ausiiben, was dann zur Kondensation fihrt [248]. Basierend darauf nehmen wir an,
dass es in den weiblichen 3D- Kulturen durch E2 zu einer Reduktion der Kollagen- Sekretion
und somit Kondensation kommt. Im Gegensatz dazu, fihrt die E2- Behandlung der
mannlichen 3D- Kulturen zu einer erhdhten Sekretion der Kollagene und somit zu einem
kompakteren Gewebe mit einer erhéhten Steifigkeit. In Betracht gezogen werden muss aber,
dass der Umbau der extrazellularen Matrix einen komplexen Prozess darstellt. Zudem ist die
geschlechtsspezifische Regulation [58, 83, 178, 179] und die E2- vermittelte Modulation
[118, 153, 176, 177] einzelner Komponenten der extrazellularen Matrix beschrieben und es
konnte in dieser Studie nicht ausgeschlossen werden, dass diese ebenfalls zu den
geschlechtsdimorphen Gewebeeigenschaften der 3D- Kulturen beitrugen. Eine gezielte
Manipulation der E2- und ER-vermittelten Regulation der Kollagene in zuklnftigen

Untersuchungen stellt eine Moglichkeiten der Klarung dar.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Zahlreiche Studien weisen auf Geschlechterunterschiede in den kardialen Umbauprozessen
in der physiologischen und pathologischen  Myokardhypertrophie  hin.  Die
Forschungsergebnisse der im Rahmen der vorliegenden Habilitationsschrift vorgestellten
Arbeiten tragen dazu bei, weitere Details zu den dafir verantwortlichen
geschlechtsspezifischen molekularen Mechanismen aufzuzeigen. Aul3erdem gelang es mit
Hilfe der durchgefiihrten Untersuchungen, die regulatorische Rolle von E2 sowie ERa und

ERB in beiden Geschlechtern genauer zu definieren.

Zunachst konnten wir in unseren Untersuchungen, Uber bereits beschriebene Mechanismen
hinaus, weitere verantwortliche Signalwege zur geschlechtsdimorphen Entwicklung der
trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie am Tiermodell identifizieren.
Weiterhin zeigten wir Unterschiede in der kardialen mitochondrialen Adaption zwischen
weiblichen und mannlichen Mausen, und es gelang uns in beiden Geschlechtern die
modulierende Rolle von ERB bei der Auspragung der trainingsinduzierten physiologischen
Myokardhypertrophie aufzudecken. Bereits durchgefiihrte Untersuchungen zeigten, dass
sich die gezielte Aktivierung der mit dem physiologischen Wachstum des Herzens
assoziierten Signalkaskaden bei verschiedenen Herzerkrankungen als protektiv erwies.
Daher ist es vorstellbar, dass die Aktivierung der von uns identifizierten Mechanismen mit
spezifischen, selektiven ER[3- Agonisten eine neue Strategie darstellt kdnnte die Entwicklung
der pathologischen Myokardhypertrophie einzudammen und die Therapie fur beide
Geschlechter zu verbessern. Um dies zukunftig in Betracht zu ziehen, sollte hierfir in
weiterfihrenden Studien der verantwortliche Zelltyp im Herzen identifiziert, und die
involvierten molekularen Regulationsmechanismen néher analysiert werden. Die
Untersuchungen von Mausen mit einer Kardiomyozyten- spezifischen Deletion oder
Uberexpression von ERB, die eine gezielte Aktivierung von ERB in den Zellen nachstellen,
kénnten dafir als nachsten Schritt in Betracht gezogen werden und weitere Details zur Rolle

von ERB in der trainingsinduzierten physiologischen Myokardhypertrophie liefern.

Zudem konnten wir mit Hilfe eines Vergleiches verschiedener Altersstufen beider
Geschlechter erstmalig Unterschiede zwischen Mannern und Frauen im altersbedingten
Umbau der kardialen extrazellularen Matrix beschreiben. Hierbei zeigten sich mit
zunehmendem Alter eine Abnahme ausgewdhlter extrazellularen Matrixproteine in den
Herzen der M&nner und ein Anstieg dieser Proteine in den weiblichen Herzen. Unsere Daten
weisen durch die unverénderte Kollagenmenge im Herzen darauf hin, dass es sich bei den
altersabhangigen  Veradnderungen der extrazellularen Matrixproteine um  einen
physiologischen Adaptionsprozess des alternden Herzens handelt. Die nachgewiesenen
geschlechtsspezifischen Umbauprozesse der extrazellularen Matrix im alternden Herzen

kénnten dabei eine Rolle bei den auftretenden Geschlechterunterschieden in der Pathologie
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spielen. Weitere Analysen der altersbedingten Umbauprozesse im Herzen kénnten dabei
helfen, die Entwicklung der Herzpathologien besser zu verstehen und neue Ansatzpunkte fir
die Therapie zu liefern.

AuBerdem konnten wir im Rahmen der hier durchgefihrten Arbeiten belegen, dass es
signifikante Geschlechterunterschiede in der Entstehung der kardialen Fibrose in Patienten
mit Aortenstenose gibt. Frauen zeigen hierbei eine deutlich geringere Aktivierung pro-
fibrotischer Sighalmechanismen, die mit einer verringerten Expression von fibrotischen
Schlisselregulatoren und einer geringeren Kollagenablagerung im Gewebe einhergeht.
Zudem zeigen Frauen, im Vergleich zu Mannern, eine schnellere post-operative Regression
der Myokardhypertrophie und eine bessere Uberlebensrate nach Aortenklappenersatz. Diese
Ergebnisse  belegen, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Anpassungsreaktion, sowohl unter Belastung als auch bei Entlastung des Herzens, gibt. In

beiden Fallen spielt die kardiale Fibrose dabei eine wichtige Rolle.

Des Weiteren ist es uns gelungen, mit Hilfe von Chip- basierten Genexpressionsanalysen in
intra-operativ entnommenen linksventrikulare Biopsien der Patientinnen und Patienten mit
Aortenstenose zu zeigen, dass es in den Herzen der Frauen sogar zu einer Inhibierung der
Expression einzelner fibrotischer Gene sowie zu einer signifikanten Unterdriickung von
Zytokin-, Chemokin- und Inflammations- assoziierten Wegen in der Pathologie kommt.
Dagegen konnte wir bestéatigen, dass im speziellen Fibrose- assoziierte Gene und
Signalwege in den Herzen der Patienten mit Aortenstenose induziert wurden und Manner
eine starkere Pradisposition zur Entwicklung einer Fibrose aufweisen. Weiterfihrende
Analysen sollten hierbei die geschlechtsspezifische Regulation der fibrotischen Marker néher

charakterisieren.

Um ein besseres Verstdandnis uUber die verantwortlichen Mechanismen fir die
Geschlechterunterschiede in der kardialen Fibrose zu erlangen, untersuchten wir in diesem
Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit die modulierende Rolle von E2 und den ER in der
geschlechtsspezifischen Regulation von Kollagen | und 1l in kardialen Fibroblasten
detaillierter. Dabei gelang es uns, als verantwortliche Mechanismen die E2- induzierte
geschlechtsspezifische ER- Aktivierung und - Bindung an den Promotoren beider Kollagene
zu identifizieren. Die aufgestellte Hypothese, dass die unterschiedliche ER- Bindung in
weiblichen und méannlichen kardialen Fibroblasten durch eine Rekrutierung unterschiedlicher
Ko- Regulatoren begleitet wird, muss hierbei in zuklnftigen Analysen getestet werden.
Weiterhin nehmen wir an, dass die Mechanismen der E2-vermittelten
geschlechtsspezifischen Regulation von Kollagen | und Il unter anderem fir die in der Klinik
beobachteten Geschlechterunterschiede in der kardialen Fibrose verantwortlich sein
kénnten. Diese Vermutung kann durch die E2-induzierte dimorphe Regulation von

Gewebeeigenschaften weiblicher und maéannlicher 3D- Zellkulturen untermauert werden.
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Zusammenfassung

Hierbei flhrte die E2-Behandlung weiblicher 3D- Zellkulturen zu einer eingeschrénkten
Kondensation, wogegen mannliche 3D- Zellkulturen unter E2 starker kondensierten und eine
erhdhte Gewebefestigkeit aufwiesen. Um die beschriebenen Mechanismen und
SchlUsselregulatoren zuklnftig im humanen Umfeld zu testen, sollen homogen und
heterogene 3D- Gewebe aus humanen weiblichen und méannlichen kardialen Fibroblasten
sowie Kardiomyozyten ndher analysiert werden.

Zusammenfassend zeigen die prasentierten Daten in dieser Arbeit weitere
Geschlechterunterschiede im Umbauprozess des Herzens auf und tragen zum besseren
Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen bei. Basierend darauf ist das langfristige
Ziel weiterfihrender Arbeiten pharmakologisch modulierbare Schliisselregulatoren zu
identifizieren, die eine optimalere Therapie fir Mann und Frau gewéhrleisten.
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Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften
sowie die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.
Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur

Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser
Satzung verpflichte.

Datum Unterschrift
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