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1 Einleitung

Immer  hédufiger werden bei  Untersuchungen von  Herz-Kreislauferkrankungen
Geschlechterunterschiede gefunden, so auch in klinischen und tierexperimentellen Studien zu
linksventrikuldrer Hypertrophie und Herzinsuffizienz. Sexualhormone und/oder deren Rezeptoren
gehoren zu den interessantesten Kandidaten, die zu diesen Befunden beitragen konnten. Wahrend
zu Androgenrezeptoren wenige Informationen vorliegen, fand die Rolle von Ostrogenrezeptoren

(ER) im kardiovaskuldren System in den letzten Jahren vermehrte Aufmerksamkeit.

Die ER alpha und beta gehoren zu der Steroidhormonrezeptor-Superfamilie. Beide ER sind in
kardialen Fibroblasten und Myozyten von Ratten exprimiert' und wurden auch in menschlichen
Herzen nachgewiesen®. Als Mitglieder der Steroidhormonrezeptor-Superfamilie konnen ER als
Transkriptionsfaktoren die Expression verschiedener Gene modulieren®. Zusitzlich konnen sie
auch schnelle Effekte erzielen, denen keine Veranderungen in der Genexpression zugrunde liegen®.

Dazu gehort beispielsweise die schnelle Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)*.

Beide ER besitzen eine dhnliche Molekularstruktur, die sechs Domédnen (A bis F*¢, Abb. 1.1)
aufweist. In der DNA-bindenden Doméne C liegt dabei die hochste Homolgie vor (96%)*’. Es
bestehen aber Unterschiede in den aktivierenden Doménen 1 und 2 (AF-1 und AF-2)*, an welchen
die ER mit Liganden und Cofaktoren interagieren®’. Daraus konnen unterschiedliche Funktionen

der beiden ER resultieren’.

A/B C D E/F

N-

AF-1 AF-2

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Doménen-Struktur von ER nach Zitat [6].

Die Aktivierung von ER kann entweder iiber Ligandenbindung mit Ostrogenen stattfinden oder
durch Phosphorylierungen der aktivierenden Doméanen', vor allem an Serin-Resten von AF-1',
Letzteres kann durch Proteinkinasen geschehen, die durch Wachstumsfaktoren reguliert werden'"'2.
Diese Form der ER-Aktivierung tritt vor allem dann auf, wenn die lokale Konzentration von
Wachstumsfaktoren hoch ist oder wenn die Serum-Ostrogen-Spiegel niedrig sind, wie bei Ménnern

oder bei Frauen nach der Menopause®.
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1.1 Ostrogenrezeptoren und linksventrikulire Hypertrophie

In einer klinischen Studie iiber kardiale Anpassungsmechanismen an Aortenklappenstenose wurde
erstmals auf einen moglichen Geschlechterunterschied in der Entwicklung linksventrikuldrer
Hypertrophie hingewiesen, denn die Herzen der weiblichen Patienten zeigten im Vergleich zu
denen der minnlichen trotz dhnlicher Druckbelastung (Nachlast) eine niedrigere endsystolische
Wandspannung und eine bessere Funktion'. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb exemplarisch
das Krankheitsbild der Aortenklappenstenose (AS) als Modell fiir Geschlechterunterschiede bei

linksventrikuldrer Hypertrophie herangezogen und in ihm die Rolle von ER untersucht werden.

Ergebnisse aus tierexperimentellen Studien lassen vermuten, dass ER in die molekulare
Beeinflussung von kardialer Hypertrophie involviert sind. Es gibt Hinweise darauf, dass ER-
vermittelte Signale die intrazelluldre Calcium (Ca*")-Verfiigbarkeit in Herzmuskelzellen
kontrollieren und somit deren hypertrophes Wachstum regulieren kdnnen. Eine genetische Deletion
von ER in Méusen fiihrte zu einem Anstieg der L-Typ Ca*"-Kanal Expression in ventrikuldren
Herzmuskelzellen', und in einer anderen Studie reduzierte die Gabe von Ostrogen die Aktivitit

dieses Ca?>*-Kanals".

Auch in einem experimentellen Tiermodell fiir Aortenstenose, in welchem Miusen der Aortenbogen
eingeschniirt wurde (TAC, , Transverse Aortic Constriction®), zeigten sich Effekte von ER.
Die Gabe von 17beta-Estradiol schwidchte die Entwicklung von Druckbelastungs-induzierter
linksventrikuldrer Hypertrophie in ovariektomierten Weibchen und verhinderte die Aktivierung
von p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)', die als Hypertrophie-fordernd gelten'”.
Weiterhin erhohte die Aktivierung von ER in Herzmuskelzellen von neonatalen Ratten die
Gentranskription des atrialen natriuretischen Peptids (ANP)'8, welches auf molekularer Ebene iiber

die Regulation von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) Hypertrophie-hemmend wirkt!’.

In menschlichen Herzen fanden sich bisher jedoch nur indirekte Hinweise auf eine mdgliche
Bedeutung von ER. Postmenopausale Frauen mit arterieller Hypertonie, die zusitzlich zur Standard-
Medikation Hormontherapie (HT) einnahmen, zeigten weniger linksventrikuldre Hypertrophie
als die Patientinnen ohne HT®. Aulerdem erhohte HT den Plasmaspiegel von ,,brain natriuretic
peptide* (BNP)?'#2, welches dhnlich dem ANP kardiale Hypertrophie beeinflussen kann'>*. Die
Untersuchung der Expression und Regulation von ER in Herzen von Patienten mit AS konnte
weitere Hinweise auf mogliche molekulare Mechanismen von Geschlechterunterschieden bei

linksventrikuldrer Hypertrophie liefern.
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1.2 Ostrogenrezeptoren und Herzinsuffizienz

In klinischen Studien iiberlebten Frauen mit Herzinsuffizienz ldnger als Ménner mit der gleichen
Erkrankung?*?%. In Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz war dieser Befund besonders
ausgepragt, wenn die Herzinsuffizienz nicht ischdmiebedingt war (FIRST-*” und BEST-Studie?).
Als Modell fiir Geschlechterunterschiede bei Herzinsuffizienz sollte deshalb die dilatative

Kardiomyopathie (DCM) weiter untersucht werden.

Geschlechterunterschiede bei Herzinsuffizienz konnten auch in Tiermodellen nachgewiesen
werden. So starben in verschiedenen transgenen Tiermodellen die ménnlichen Tiere frither an
Herzinsuffizienz als die weiblichen Tiere®®, und bei Relaxin-defizienten Mausen pragten nur die

Mainnchen einen pathologischen Phénotyp aus?.

Die Bedeutung von ER bei Herzinsuffizienz wurde nur in wenigen tierexperimentellen Studien
untersucht, zumeist nach Myokardschadigung durch Ischdmie. In einem Mausmodell mit einer
Deletion von ERalpha (ERKO) in Méannchen wurden deren Herzen komplett entnommen, fiir
45 Minuten in einer kardioplegischen Losung inkubiert und dann wieder reperfundiert®®. Diese
globale Myokardischdmie flihrte bei den ERKO-Maiusen zu stirkerer Myokardschadigung als
bei den Wildtyp-Mausen*’. Weiterhin erhohte eine Deletion von ERbeta (BERKO) in weiblichen
Mausen deren Mortalitit bei chronischer Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt®!. In einer anderen
Studie mit ovariektomierten weiblichen Mausen nach Myokardinfarkt aktivierte die Gabe von
17beta-Estradiol einen ER-Proteinkinase B (Akt)-abhingigen Signalweg, der die Apoptose in

Herzmuskelzellen reduzierte?-34.

Die Regulation der Apoptose scheint auch in menschlichen Herzen ein Mechansimus zu sein,
der zu Geschlechterunterschieden beitragen kann, denn in Herzmuskelzellen von alten Frauen
trat weniger Apoptose auf als bei Mannern®. Ergebnisse aus klinischen Studien lassen bisher nur
indirekt auf eine Bedeutung von ER schlieBen. Die Einnahme von HT oder Ostrogen fiihrte bei
herzinsuffizienten Frauen nach der Menopause - in allerdings diesbeziiglich nicht randomisierten
Studien - unabhdngig von der Ursache der Erkrankung (ischdmisch oder nicht-ischdmisch) zu
einer Reduktion der kardialen Mortalitdt***’. Die Untersuchung der Expression und Regulation
von ER in Herzen von Patienten mit DCM konnte weitere Hinweise auf mogliche molekulare

Mechanismen von Geschlechterunterschieden bei Herzinsuffizienz liefern.
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1.3 ER-Polymorphismen und kardiovaskulirer Phinotyp

Inzwischen konnten Polymorphismen in beiden ER-Genen mit kardiovaskuldren Phédnotypen
assoziiert werden. Im ERalpha-Gen wurde in einer Meta-Analyse von fiinf unabhidngigen
Studien ein Polymorphismus (454-397 T>C ) mit einem erh6hten Risko fiir Myokardinfarkt bei
Minnern verbunden®. Im ERbeta-Gen waren zwei Polymorphismen nur bei Frauen mit der links-
ventrikuldren Masse und Wanddicke assoziiert*. Weiterhin waren ER-Polymorphismen auch mit
Adipositas* und Blutdruck-Regulation*' assoziiert. Die Analyse von ER-Polymorphismen konnte
helfen, weitere Erkenntnisse zur Kldrung von Geschlechterunterschieden bei linksventrikuldrer

Hypertrophie und Herzinsuffizienz zu erhalten.

1.4 17beta-Estradiol, kardiale Fibroblasten und Herzinsuffizienz

Kardiale Fibroblasten besitzen funktionelle ER'*-*, Diese Zellen spielen eine wichtige Rolle
im Rahmen des kardialen ,,Remodeling®, eines strukturellen Anpassungsmechanismus’ an
Veranderungen der kardialen Vor- und Nachlast, wie sie auch bei Herzinsuffizienz auftreten.
Kardiale Fibroblasten kontrollieren Produktion und Abbau der extrazelluldren Matrix (EZM)
und beeinflussen iiber deren Zusammensetzung die systolischen und diastolischen Eigenschaften
des Herzmuskels. Das Ausmal3 des Remodeling wird durch Neurohormone gesteuert, die bei
Herzinsuffizienz erhohte Plasmaspiegel aufweisen. Dazu gehort das Peptidhormon Endothelin-1
(ET-1)*%, welches in menschlichen kardialen Fibroblasten vorwiegend liber seinen ET,-Rezeptor
die verstirkte Bildung von EZM bewirken kann*’. Uberschiessendes Remodeling kann zu Fibrose

und Versteifung des Herzmuskels fiihren und somit die Herzinsuffizienz weiter verstiarken*.

Da es bisher keine Evidenz fiir verinderte Ostrogen-Plasmaspiegel bei Herzinsuffizienz gibt, ist ein
direkter Einfluss von 17beta-Estradiol {iber verdnderte Plasmaspiegel auf die EZM-Produktion in
kardialen Fibroblasten unwahrscheinlich. Hingegen konnte 17beta-Estradiol {iber die Modulation
einer parakrinen/autokrinen neurohormonellen Achse einen indirekten Einfluss auf das kardiale
Remodeling nehmen. Ein mdglicher Hinweis darauf fand sich in einer Studie mit kardialen
Fibroblasten aus neonatalen Ratten, denn dort reduzierte 17beta-Estradiol die durch Angiotensin
II vermittelte Genexpression von ET-1%°. Stimulationsexperimente mit kardialen Fibroblasten
aus explantierten Herzen von herzinsuffizienten Patienten konnten zur Klirung dieser Hypothese

weiter beitragen.
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1.5 Zielsetzung und Fragestellungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, das Verstindnis der molekularen Mechanismen von
Geschlechterunterschieden bei Herz-Kreislauferkrankungen zu erweitern. Dazu sollten mehrere
Fragestellungen zu Ostrogenrezeptoren bearbeitet werden, um Hinweise auf deren Bedeutung
fiir die Pathophysiologie und fiir Geschlechterunterschiede bei kardialer Hypertrophie und

Herzinsuffizienz zu erhalten.

In einer ersten Studie sollte die mRNA-Expresssion von ERalpha und ERbeta in
linksventrikuldren Myokardproben untersucht werden. Befunde aus Spenderherzen sollten
zunidchst mogliche Einfliisse von Alter und Geschlecht auf die ER-Expressionshohe
abgrenzen. Dann sollte die Regulation von ER in Myokardproben von Patienten mit AS
und DCM untersucht werden, um die Krankheitsabhéngigkeit der ER-Genexpression
zu Uberpriifen. Mit der oben genannten Strategie sollte weiterhin untersucht werden, in

welcher Weise das ERalpha Protein in den Patientengruppen reguliert wird.

Anschlieend sollten die erhaltenen Werte fiir die ERalpha- und ERbeta-Expression auf
Korrelationen mit klinischen Parametern, sowie Hypertrophie- und Herzinsuffizienz-
assoziierten Genen untersucht werden, um Hinweise aufmogliche molekulare Mechanismen

zu erhalten.

Eine mogliche Bedeutung von Polymorphismen in den ER-Genen wurde in einem bei der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) auffilligen ,,single-nucleotide-polymorphism® (SNP)
in Exon 4 des fiir ERalpha kodierenden Gens untersucht. Analysiert werden sollte, ob ein
Zusammenhang zwischen Allelfreqenz, Geschlecht und kardialem Phénotyp besteht und

ob dieser SNP mit der Expressionshohe von ERalpha assoziiert werden kann.

In einer Zellkulturstudie sollte die Wirkung von 17beta-Estradiol auf die Expression
von ET-1 und ET,-Rezeptor in kardialen Fibroblasten aus explantierten Herzen von
herzinsuffizienten Patienten untersucht werden. Diese Studie sollte zugleich iiberpriifen,

ob 17beta-Estradiol eine indirekte Rolle beim kardialen Remodeling spielt.






Material und Methoden 13

2 Material und Methoden

2.1 Patientengut

In der vorliegenden Arbeit wurden linksventrikulire Myokardproben aus menschlichen Herzen
untersucht. Diese stammten sowohl von Patienten mit Aortenklappenstenose (AS) als auch von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM). Als Kontrollgruppe dienten Myokardproben von
nicht verwendeten Spenderherzen mit normaler systolischer Pumpfunktion. Die Myokardproben
wurden entweder bei orthotoper Herztransplantation oder im Rahmen einer elektiven Operation
zum Aortenklappenersatz am Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) gewonnen. Alle Patienten

erteilten dazu ihr Einverstindnis nach schriftlicher und miindlicher Aufklarung.

Die Studie wurde im Rahmen eines vom Ethikkomitee der Universitiatsklinik Rudolf-Virchow

genehmigten Protokolls durchgefiihrt und entspricht der Deklaration von Helsinki.

2.1.1 Logistische Uberlegungen

Aufgrund der begrenzten Verfligbarkeit von menschlichen Myokardproben konnten ER-mRNA
und ERalpha-Protein nicht in allen Proben untersucht werden. In der Mehrzahl der Patienten
konnten die Proben mit beiden Verfahren untersucht werden (Tab. 2.1). Alle klinischen Parameter,
sowie die kardiovaskuldre Medikation unterschieden sich nicht signifikant in den so entstandenen
Untergruppen. Die Daten wurden deshalb fiir die gesamte AS- und DCM-Patientengruppe
gemeinsam dargestellt (Tab. 2.3 und 2.4).

Tab. 2.1 Anzahl der Myokardproben, dargestellt nach Untersuchungs-Verfahren

Untersuchungs-Verfahren Anzahl der untersuchten Proben
Kontrollgruppe AS DCM
A: ERalpha- und ERbeta-mRNA 24 14 24
B: ERalpha-Protein 16 11 27
mRNA und Protein (Uberlappung A+B) 24 (100%) 17 (73%) 37 (58%)

Abktirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

Fiir die Zellkultur-Experimente wurden kardiale Fibroblasten von sechs Patienten verwendet,

deren individuelle klinische Daten in Tab. 2.2 dargestellt sind.
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2.1.1.1 Einteilung in Altersgruppen

Die Patienten wurden nach Diagnose, Geschlecht und Alter (< und >50 Lebensjahre [LJ]) in
Gruppen eingeteilt. Damit sollte der Einflul dieser Merkmale auf die Expressionshohe von ER
untersucht werden. Die Altersgrenze wurde auf 50 LJ festgelegt, weil in der westlichen Zivilisation
das Durchschnittsalter fiir das Erreichen der Menopause, je nach Geburtsjahrgang, mit 49-51 LJ

angegeben wird™.

2.1.1.2 Erhebung der klinischen Daten

Die klinischen Daten zeigen die letzten dokumentierten Echokardiografie- und/oder Herzkatheter-

Befunde der linksventrikuldren Funktion vor der entsprechenden Operation.

Die kardiovaskuldre Medikation und der Gebrauch von Hormontherapie (HT) wurde den Patienten-

akten entnommen, bei unvollstindigen Angaben erfolgten Riickfragen.

2.1.2 Beschreibung der AS-Patientengruppe

In der AS-Patientengruppe wurden Myokardproben von insgesamt 17 Patienten untersucht (Tab.
2.3), darunter acht von Frauen und neun von Méannern. Im Alter von <50 LJ war eine Patientin, die

tibrigen 16 (weiblichen wie minnlichen) Patienten gehorten zur Altersgruppe >50 LIJ.

Der mittlere Druckgradient iiber der Aortenklappe (dp mean) war in der gesamten AS-
Patientengruppe mit 48.1+2.4 mmHg deutlich erhéht. Die linksventrikuldre Ejektionsfraktion
(LVEF) betrug 49.6+5.2 %, die fraktionelle Verkiirzung (FS) 27.443.0 %, der linksventrikulére
enddiastolische Durchmesser (LVEDD) 55.4+2.6 mm und der linksventrikuldre enddiastolische
Druck (LVEDP) 24.3+3.0 mmHg.

Als Medikation erhielten 88 % der Patienten ein Diuretikum, 63 % ein Priparat zur Hemmung des
Renin-Angiotensin-Systems (RAS-Antagonist, Hemmer des Angiotensin-Conversions-Enzyms
oder AT -Rezeptor-Blocker), 56 % einen Betablocker, sowie 25 % ein Digitalis-Priparat. Zwei

Patientinnen nahmen Hormontherapie (HT) ein.

2.1.3 Beschreibung der DCM-Patientengruppe

In der DCM-Gruppe wurden Myokardproben von insgesamt 37 Patienten untersucht (Tab. 2.4),
darunter drei von Frauen und 34 von Méannern. Zur Altersgruppe <50 LJ gehorten eine Patientin und
25 Patienten, zur Altersgruppe >50 LJ die verbleibenden (weiblichen wie minnlichen) Patienten.
12 von 37 Patienten (32 %) bekamen vor der Herztransplantation voriibergehend eine ventrikulédre

Herzunterstiitzungspumpe (VAD) implantiert.
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Die linksventrikuldre Funktion war in der gesamten DCM-Gruppe erheblich eingeschrinkt,
alle Patienten waren terminal herzinsuffizient. Die mittlere LVEF betrug 24.3£3.1 %, die
korrepondierende FS 10.5£0.8 % und der LVEDD 75.3£+1.5 mm.

Als Medikation erhielten 100 % der Patienten ein Diuretikum, 95 % einen RAS-Antagonisten,
89 % einen Betablocker, sowie 89 % ein Digitalis-Préparat. HT wurde bei keiner Patientin aus der

DCM-Patientengruppe eingesetzt.

2.1.4 Beschreibung der Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe wurden Myokardproben von insgesamt 24 Spendern untersucht (47.0+3.3
Jahre). Davon waren 10 Frauen, drei von ihnen <50 LJ und sieben >50 LJ (28.1£5.2 vs. 57.3£2.5
Jahre). Weiterhin wurden Myokardproben von 14 Ménnern untersucht, davon sieben <50 LJ und
sieben >50 LJ (32.244.9 vs. 59.4+1.1 Jahre).

Dokumentierte klinische Daten oder Angaben iiber die Medikation lagen nicht vor.

2.1.5 Kilinische Daten - Zellkultur-Experimente

Kardiale Fibroblasten wurden aus linksventrikuldiren Myokardproben von sechs Patienten
isoliert. Vier Patienten mussten sich infolge einer DCM, ein Patient infolge einer ischdmischen
Kardiomyopathie (ICM) und ein Patient infolge einer restriktiven Kardiomyopathie (rKMP) einer

orthotopen Herztransplantation unterziehen (Tab. 2.2).

Tab. 2.2 Individuelle klinische Daten - Zellkultur-Experimente

Diagnose| Alter | Sex| VAD |LVEDD|LVEF| FS [Diuretikum| RAS- Beta- |Digitalis
[mm] | [%] |[%] Antagonist | Blocker
Pat.1| DCM 4 | W - 48 18 | 6 + + + +
Pat.2| DCM 33 | M | DeBakey 59 19 | 7 + + + +
Pat.3| DCM 57 | M | DeBakey 80 27 |10 + + + +
Pat.4| DCM 60 | M - 69 37 |21 + + + +
Pat.5| ICM 57 | M - 69 20 | 7 + + + +
Pat.6| {KMP | 32 | M - 57 57 |25 + - + +

VAD: ventrikuldre Herzunterstiitzungspumpe (hier: Typ DeBakey), +: Therapie eingesetzt, -: Therapie nicht
eingesetzt. Ubrige Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).
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2.2 Chemikalienliste

Alle Chemikalien besalen den Reinheitsgrad pro analysi.

Chemikalie Hersteller
17beta-Estradiol Sigma

5*RT-Puffer Invitrogen
Acrylamidmix Roth

Agarose Biozym

Albumin Standard Perbio/ PIERCE

APS Roth

BCA Protein Assay Perbio/ PIERCE
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems
Blocking Reagenz Chemicon

BSA Sigma

Chloroform Roth

Collagenase Worthington biochemical corporation
DEPC Sigma

Dispase Gibco BRL

DNAse I RNAse-frei Boehringer Mannheim
dNTPs Promega

DTT Gibco BRL
Dulbecco’s MEM, phenolrotfrei PAA

Dulbecco’s MEM, phenolrothaltig PAA

ECL

Amersham Life Science

EDTA Sigma
Eisessig Sigma Aldrich
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Roth

FastStart DNA Master Hybridization Probes

Roche Diagnostics

FastStart DNA Master SYBR Green [

Roche Diagnostics

FCS PAA

Glycerol Roth

Glycin Roth

HEPES PAA
Hybridisierungssonden TibMolBiol
Isoamylalkohol Roth
Isopropanol Roth

Methanol Roth

MgCl, (25mM) Roche Diagnostics
Millipore-H,O Milli-Q UF Plus
MnCl, (8mM) Roth

NaCl Roth

Nonident P-40 Sigma

PBS PAA
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(Weiterfiihrung von 2.2 Chemikalienliste)

Chemikalie Hersteller
Penicillin/Streptomycin/L-Glutamin PAA
PMFS Sigma
Ponceau Rot-S Sigma
Primer TibMolBiol, BioTez
Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC) Sigma
Random-Hexamer-Primer Gibco BRL
Rnasin Promega
RNAZOL B Invitrogen
Rotiload 2 Roth
Rotimark (pre-stained) Roth

SDS Roth
Sepharose / Sephadex G50 Pharmacia
Steriles H,O Roche Diagnostics
Superscript (200U/ul) Gibco BRL
TBE-Puffer Qbiogene
TEMED Roth

Tris HCI Roth
TRIS-Base Roth
Trypsin Invitrogen
Trypsin EDTA PAA
Tween20 Merck
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2.3 Gerateliste

Ger:iit Hersteller

1.5ml Eppendorff Reaktionsgefal3 Eppendorff
96-Well-ELISA-Platte Biozym
Absaug-Apparatur fiir Zellkulturabfalle KNF Neuberger, Schott
Durchsichtscanner (ScanJet 4600 mit Transparenzadapter) HP

Elektrophoresekammern

Biozym, Gibco, Life Technologies

Elektrophorese-Spannungsquellen

Amersham Pharmacia, EPS 301/200

ELISA Platten Reader (MTX Spectramax 250) MTX
Entwicklermaschine (Protec 45 compact Typ 1120) Protec
Falcon-Rohrchen (10ml, 50ml) Falcon
FastPrep-Gerit (FP 120) Savant
Fein-Waagen (PG5002 Delta Range, AE260 Delta Range) Mettler Toledo
Gelvorrichtung (DPR) VWR

GeneAmp 9600™ Applied Biosystems
Hybridisierungsofen Bachofer
Kapillarsequenzer ABI 370™ Perkin Elmer
Kiihlschrank Liebherr
Kiihlzentrifuge Eppendorff
LightCycler™ Roche Diagnostics

LightCycler-Glaskapillaren

Roche Diagnostics

LysisMatrix TypA™ und Typ D™ Qbiogene
Microcon Sdule Amicon
Mikrowelle Bosch
Multipipette Eppendorff

Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL)

Amersham Pharmacia

Photometer (Ultrospec 2000)

Pharmacia Biotech

Pipetten Eppendorff, Labsys
Pipettenspitzen Eppendorff
Rontgenfillm (Kodax Biomax Light-1) Kodax
Rontgenfilm-Kassette (Hypercassette™) Amersham Pharmacia
Saran-Folie Roth
Schiitteltisch/Schwenkinkubator Heidolph

Schiittler Eppendorff
Skalpelle Stéirke 10 Lager

Sterilbank (Lamin Air, HBB2448) Heraeus
Thermoblock Eppendorff
Tiefkiihlschranke Liebherr, Heraeus
Tischzentrifugen Eppendorff
UV-Lampe (Biometra TI3) Biometra

Vortexer VF2 Janke & Kunkel
Wasserbad (julabo 5B) Julabo
Zellkulturpippeten Brand, TPP
Zellkulturschalen/Petrischalen (100x20mm) TPP

Zellschaber Biochrom
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2.4 Pufferansetzungen

Puffer

Herstellungsanweisung

Lysispuffer

10mM Tris, pH 7.5

140mM NaCl

ImM EDTA

25% Glycerol

0.5% SDS

0.5% Nonident P-40

dann auf 1ml folgendes hinzugeben:

0.ImM DTT, 0.5mM PMSF, 100 ng/ml Proteaseinhibitor
Cocktail (PIC)

12.5% SDS-Trenngel

4.0ml 30% Acrylamid-Mix;
2.5ml 1.5M Tris Base pH 8.8
3.3ml Millipore- H,O

100ul 10% SDS

100ul 10% APS

4ul TEMED

5% Sammelgel

1.3ml 30% Acrylamid Mix
Iml 1M Tris-HCI pH 6.8
5.5ml Millipore- H,O
80ul 10% SDS

80ul 10% APS

8l TEMED

Elektrophoresepuffer 5x

15.1g Tris Base pH 8.8

94.0g Glycin

50ml 10% SDS

mit Millipore- H,O auf 1 Liter auffiillen, auf pH 8.3 einstellen

Transferpuffer 4x

14.415 g Glycin

3.03 g Tris Base pH 8.8

mit Millipore- H,O auf 800 ml auffiillen,

auf pH 8.3 einstellen

- 4 Teile gebrauchsfertigen Puffer plus 1 Teil Methanol

TBS-T 5x

12.1 g Tris Base

40 g NaCl

mit Millipore- H,O auf 1000 ml auffiillen,

auf pH 7.6 einstellen

- gebrauchsfertigen Puffer mit 0.1% TWEEN 20 versetzen.

Collagenase-Dispase-Puffer

DNAse 20mg

NaCl 16g

KC10.74g

Na,HPO,0.2¢g

Hepes 12¢g

Glucose 4¢g

Wasser ad 21

pH 7.3, sterilfiltrieren und 5g BSA zugeben

Collagenase 2mg/ml, Dispase 2mg/ml

Vor jeder Aufarbeitung ein Falcon Rohrchen bei RT auftauen

lassen und frisch mit 120ul 2.5% Trypsin und 188ul 0.1M CaCl,

versetzen.
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2.5 Strategie der Probenverwendung

2.5.1 Gefrorene Myokardproben

Gefrorene
Myokardproben

/

RNA-Extraktion (2.6)

M

Realtime PCR (2.7)

4 N

~

Protein-Extraktion (2.9)

\

Western Blot (2.10)

\

cDNA Quantifizierung (2.7.3) cDNA Charakterisierung (2.7.4)

Protein Quantifizierung (2.10.5)

A4

cDNA Sequenzierung (2.8)

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der weiteren Strategie fiir die Verwendung der gefrorenen
Myokardproben. Alle verwendeten Verfahren sind im folgenden Methoden-Teil ausfiihrlich dargestellt.

2.5.2 Frische Myokardproben

Frische
Myokardproben

|

Zellkultur (2.11)

v

RNA-Extraktion (2.6)

\d

Realtime PCR (2.7)

A4

cDNA Quantifizierung (2.7.3)

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der weiteren Strategie fiir die Verwendung der frischen
Myokardproben. Alle verwendeten Verfahren sind im folgenden Methoden-Teil ausfiihrlich dargestellt.
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2.6 RNA-Extraktion und Herstellung von cDNA

Um Kontaminationen mit cDNA- oder DNA-Fragmenten zu verhindern, wurden alle Vorgédnge
der RNA-Extraktion in eigens dafiir eingerichteten Rdumlichkeiten durchgefiihrt. Alle Vorgiinge
fanden unter Probenkiihlung statt. Die RNA-Extraktion basierte auf der Guanidinium-Thiozyanat-

Phenol-Chloroform Methode nach Sacchi und Chomczynski®'.

2.6.1 RNA-Extraktion aus myokardialen Gewebeproben

2.6.1.1 Homogenisierung der myokardialen Gewebeproben

Die gefrorenen Myokardproben wurden in einem FastPrep™-Gerdt homogenisiert. Dazu wurde
jede Myokardprobe in ein 2ml-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, welches mit Keramik-Kiigelchen
(LysisMatrix Typ A™) gefiillt war, und anschlieend mit 600ul RNAZOL™B versetzt. In einem
ndchsten Schritt wurden die Keramik-Kiigelchen in dem FastPrep™-Gerit so stark beschleunigt,
dass die Myokardproben zermdrsert wurden. Dieser Vorgang wurde einmalig fiir 30sec ausgefiihrt
und diente dem mechanischen Zellaufschluss. Die Reaktionsansidtze wurden dann mit 400ul
RNAZOL™B aufgefiillt und bei 4°C fiir 30min zum weiteren chemischen Zellaufschluss auf

einem Schiittler durchmischt.

Ein Teil der Myokardproben wurde durch die Arbeitsgruppe Dr. Reinhard Pregla (DHZB)
aufgearbeitet und als RNA zur weiteren Aufarbeitung zur Verfiigung gestellt.

2.6.1.2 RNA-Prizipitation

Die Proben wurden mit je 200ul eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (im Verhéltnis von
1:24) versetzt, fiir 2min durchmischt und dann fiir 10min bei 4°C und 14.000rpm zentrifugiert.
Dies fiihrte zu einer Trennung des Ansatzes in eine obere klar wissrige RNA-haltige Phase und
in eine untere blaue phenolhaltige Phase mit organischen Bestandteilen und DNA. 500ul des klar
wissrigen Uberstandes wurden in ein neues 1.5ml Eppendorff-GefiB iiberfiihrt, das zuvor mit
500ul Isopropanol befiillt wurde, und die RNA fiir 12h bei —20°C prézipitiert. Danach wurde die
RNA iiber 30min bei 4°C und 14.000rpm in der Kiihlzentrifuge pelletiert und anschlieend zweimal
mit 1ml 80%-igem Ethanol gewaschen. Das ethanolgewaschene RNA-Pellet wurde nachfolgend

luftgetrocknet und resuspendiert.

Dieser Schritt wurde sowohl bei der RNA-Extraktion als auch nach dem DNase-I-Verdau (2.6.4)
durchgefiihrt. Die Resuspension wurde mit 35ul DEPC-Wasser bei der RNA-Extraktion und mit
30ul DEPC-Wasser nach DNase-I-Verdau vorgenommen.
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2.6.2 RNA-Extraktion aus menschlichen kardialen Fibroblasten

Nach Beendigung der Stimulationsversuche (2.11.3) wurden die Zellkulturschalen auf Eis gela-
gert, vom Zellkulturmedium befreit und zweimal mit PBS-Losung gewaschen. Danach wurde auf
jede Schale Iml RNAZOL™B gegeben und mit Schabern verteilt. Dadurch wurden die Fibroblasten
von der Zellkulturschale abgeldst und die Zellen chemisch aufgeschlossen. Dieses Material wurde
zusammengeschabt, in einer 1ml Pipette aufgesogen und in ein 1.5ml Eppendorff-Gefdl tiberfiihrt.

Die weitere Prézipitation der RNA entsprach dem Vorgehen wie in 2.6.1.2 beschrieben.

2.6.3 Vermessung des Nukleotidgehaltes

Der Nukleotidgehalt der RNA-Losungen wurde photometrisch iiber die Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlédnge von A=260nm bestimmt. Dazu wurden in einer 1:20-Verdiinnung
Sul der RNA-Losung und 95ul DEPC behandeltes Wasser gemischt und in eine Quarzkiivette
pipettiert. Anschlieend wurde die OD gemessen. Die Lagerung der RNA-Ldsungen erfolgte bei
-80°C im Tiefkiihlschrank.

2.6.4 DNase-I-Verdau

Nach Extraktion der RNA (2.6.1 und 2.6.2) wurden die Proben einem sog. DNase-I-Verdau unter-
zogen, um DNA-Bestandteile zu entfernen. Pro Mikrogramm RNA wurden eine Einheit DNase,
ImM Mangan(II)-Chlorid (MnCl)) als Co-Faktor und 40 Einheiten RNase-Inhibitor eingesetzt.
Die Reaktion erfolgte bei 37°C in einem Thermoblock und wurde nach 10min durch Zugabe
von Iml RNAZOL™B gestoppt. Anschliefend wurde die RNA, wie bereits in 2.6.1 beschrieben,
erneut extrahiert und der RNA-Gehalt photometrisch vermessen. Die DNase-I-behandelten RNA-
Losungen wurden einheitlich auf die Konzentration 125ng/ul verdiinnt, aliquotiert und bei -80°C

im Tiefkiihlschrank gelagert.

2.6.5 Reverse Transkription (RT)

Zur Herstellung von cDNA wurde eine ,,Reverse Transkription® (RT) durchgefiihrt. Dazu wurden
jeweils 500ng RNA zusammen mit 600ng Random-Hexamer-Primern in ein 1.5ml Eppendortt-
Gefall gegeben, fiir 10min bei 70°C in einem Thermoblock inkubiert und anschlieend auf einem
Eisblock gekiihlt. Die weiteren Reagenzien wurden zu einem Mastermix vereint (Tab. 2.5), von
dem jeweils 9ul zu jedem Reaktionsansatz gegeben wurden. Die Ansdtze wurden durchmischt und
kurz zentrifugiert. Es folgte eine 10min Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieend eine
50min Inkubation bei 42°C in einem Thermoblock. Die RT-Reaktion wurde durch Erhitzen des
Ansatzes fiir Smin bei 95°C beendet. AbschlieBend wurden die Proben auf Eis gekiihlt, auf eine

Endkonzentration von 10ng/pl eingestellt, aliquotiert und bei -20°C im Tiefkiihlschrank gelagert.
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Tab. 2.5 Verwendeter Mastermix fiir die Reverse Transkription (RT)

Bestandteil Volumen / Reaktionsansatz
5 x RT-Puffer (250mM Tris-HCI, 375mM KCI, 15mM MgCl,, pH 8.3) 4ul
DTT (100mM) 2ul
RNAsin (40U/pl) Tul
dNTP-Mix (2.5mM) 1pl
Superscript® (200U/pul) 1l

Siehe Chemikalienliste (Kapitel 2.2). DTT: Dithiothreitol, RNAsin: RN Ase-Inhibitor.
Ubrige Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.7.1 Angewendetes Verfahren der ,realtime RT-PCR”

Zur Quantifizierung und Charakterisierung von mRNA wurde die zugehdrige cDNA mit ,,realtime
RT-PCR*an einem LightCycler™untersucht. Das hier verwendete Verfahren wurde in drei Schritten
(Denaturierung, Primer-Anlagerung und Strang-Verldngerung) durchgefiihrt und entsprach damit
dem Ablauf einer klassischen PCR*. Hervorzuhebendes Kennzeichen der ,realtime PCR* ist,
dass die Amplifikate bereits wihrend der PCR mit Fluoreszenzfarbstoff-Trédgern interagieren und
deshalb in Echtzeit quantifiziert (2.7.3) und anschlieBend charakterisiert (2.7.4) werden konnen.
In der vorliegenden Arbeit dienten als Fluoreszenzfarbstoft-Trager entweder ein spezifisches Paar
Hybridisierungssonden (2.7.3.1) oder der interkalierende Farbstoff SYBR Green I (2.7.3.2).

2.7.2 Primer fiir RT-PCR / Temperatur- und Zyklusprofile

Fiir die RT-PCR wurden jeweils spezifische Primerpaare und gegebenenfalls auch dazugehorige
Hybridisierungssonden erstellt. Die entsprechenden Oligonukleotide wurden mit den Software-
Programmen ,,Primer-Express‘ und ,,Dnasis 2.1.* oder von der Firma TibMolbiol entworfen (Tab.
2.7) und anschlieBend von den Firmen Biotez und TibMolbiol hergestellt. In Tab. 2.6 sind die
verwendeten Temperatur- und Zeitprofile fiir die jeweiligen RT-PCRs dargestellt.

Tab. 2.6 Verwendete Temperatur- und Zeitprofile der enstprechenden realtime RT-PCR

RT-PCR MgCl, | Denaturierung ZyKlusprofil Extension
ERalpha SmM 10" 95°C 45 Zyklen: 10°" 95°C, 25" 62°C, 30" 72°C 5°72°C
ERbeta 4mM 10" 95°C 45 Zyklen: 10" 95°C, 127" 63°C, 30" 72°C 5 72°C
GAPDH 2mM 10" 95°C 40 Zyklen: 10" 95°C, 6™ 60°C, 10" 72°C 5 72°C
ET-1 2mM 10" 95°C 40 Zyklen: 10" 95°C, 6™ 56°C, 10" 72°C 5 72°C
ET(A)»R 4mM 10" 95°C 40 Zyklen: 10*" 95°C, 6*" 60°C, 13" 72°C 5 72°C

*: Minuten, " Sekunden. Ubrige Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).
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Tab. 2.7 Verwendete Oligonukleotid-Sequenzen mit zugehdrigen Basenpaarldngen

Identifikation Oligonukleotid-Sequenzen Linge
ERalpha F-Primer 5'-GGA ATG ATG AAA GGT GGG ATA -37 257 bp
ERalpha R-Primer 5"-TCT GGT AGG ATC ATA CTC GGA -3’

ERalpha Donor-Sonde 5’-CGA CCA GAT GGT CAG TGC CTT GT - FAM

ERalpha Akzeptor-Sonde 5’-LCRed640 — GGA TGC TGA GCC CCC GAT ACT CTA p

ERbeta F-Primer 5-AAG ATC GCTAGAACA CACCTTA -3’ 182 bp
ERbeta R-Primer 5’-GCC TTA CAT CCT TCA CAC GA -3’

ERbeta Donor-Sonde 5’-CAG CCC TGT TAC TGG TCC AGG TTC — FAM

ERbeta Akzeptor-Sonde 5’-LCRed640 — AAG AGG GAT GCT CAC TTC TGC GC p

GAPDH F-Primer 5’-CAC CAT CTT CCA GGA GCG AG-3’ 210 bp
GAPDH R-Primer 5’-GCA GGA GGC ATT GCT GAT-3".

ET-1 F-Primer 5’-TCT ACT TCT GCC ACC TGG-3’ 130 bp
ET-1 R-Primer 5'-TTC ACG GTC TGT TGC CTT-3’

ET, -Rezeptor F-Primer 5’-ACC TGT ATG CTC AAT GCC AC-3’ 310 bp
ET, -Rezeptor R-Primer 5-CAT CGG TTC TTG TCC ATC TC-3’

Donor-Sonde: Hybridisierungssonde markiert mit dem Donor-Fluorophor FAM (6-Carboxy-Fluoreszein),
Akzeptor-Sonde: Hybridisierungssonde markiert mit dem Akzeptor-Fluorophor LCRed 640 (LightCyclerRed
640). Ubrige Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

2.7.3 Quantifizierung von cDNA

2.7.3.1 Hybridisierungssonden-Methode

Bei diesem Verfahren wurden zwei sequenzspezifische Oligonukleotide, die Fluoreszenz-
farbstoffe trugen, als Hybridisierungssonden verwendet. Banden diese beiden Sonden wéhrend
der Anlagerungs-Phase der RT-PCR in einer Entfernung von 1-5 Basenpaaren an die Zielsequenz,
so fand zwischen dem 5’ Donor-Fluorophor und dem 3’ Akzeptor-Fluorophor ein Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) statt. Als Donor-Fluorophor wurde 6-Carboxy-Fluoreszein
(FAM)und als Akzeptor-Fluorophor LightCycler Red 640 (LCRed 640) verwendet. Die empfangene
Signalfluoreszenz wurde auf dem Kanal ,,F2“ (A=640nm) des LightCyclers™ aufgezeichnet
und war proportional zur Menge der vorliegenden cDNA-Zielsequenz. Zum Abschluss der
RT-PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, die eine Charakterisierung der cDNA-
Zielsequenz ermoglichte (2.7.4).

Fiir das Verfahren mit Hybridisierungssonden wurden pro Ansatz in 17.5 pl eines Mastermixes
(Tab. 2.8) jeweils 2.5ul (25ng) der zu amplifizierenden cDNA pipettiert. Fiir jede zu messende
Probe wurde bei diesem Verfahren ein Doppelansatz pipettiert. Alle Reaktionsansidtze wurden in
eine auf 4°C vorgekiihlte Glaskapillare pipettiert, in einer Kiihlzentrifuge bei 3.000rpm fiir Ssec

herunterzentrifugiert und dann im Rotor des Light-Cyclers™ positioniert.
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Tab. 2.8 Verwendeter Mastermix fiir jeweilige Hybridisierungssonden — RT-PCR

Bestandteile Volumen / Kapillare Volumen / Kapillare
ERalpha — PCR ERbeta — PCR
Vorwirts-Primer (SuM) Tul 0.5ul
Riickwirts-Primer (5uM) Tul Tl
Donor-Sonde FAM (2uM] 1ul Tl
Akzeptor-Sonde LCRed 640 (2uM] 1ul Tl
FastStart DNA Master Hybridization Probes® 2ul 2ul
MgCl, (25mM) 3ul 2.4ul
Steriles H,O 8ul 9.6ul

Donor-Sonde: Hybridisierungssonde markiert mit dem Donor-Fluorophor FAM (6-Carboxy-Fluoreszein),
Akzeptor-Sonde: Hybridisierungssonde markiert mit dem Akzeptor-Fluorophor LCRed 640 (LightCyclerRed
640), FastStart DNA Master Hybridization Probes®: Reaktionsmix mit Taq DNA-Polymerase. Ubrige
Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

2.7.3.2 SYBR Green I Methode

Der Farbstoff SYBR Green I interkalierte unspezifisch in doppelstringige cDNA-Fragmente.
Dieser Vorgang fiihrte zur drastischen Erhohung der Intensitdt seines griinen Fluoreszenzsignales,
welches kontinuierlich auf dem Kanal ,F1” (A=515nm) des Light-Cyclers™ aufgenommen
wurde. Das empfangene Fluoreszenzsignal korrespondierte dabei zur vorliegenden Menge an
doppelstrangiger cDNA. Die Spezifitit des Fluoreszenzsignals wurde zum Abschluss der RT-PCR

in einer Schmelzkurvenanalyse (2.7.4.1) iiberpriift.

Im SYBR Green I-Verfahren wurden pro Ansatz 17.5 pl eines Mastermixes (Tab. 2.9) und
jeweils 2.5ul der zu amplifizierenden ¢cDNA durchmischt. Alle Reaktionsansdtze wurden in
eine auf 4°C vorgekiihlte Glaskapillare pipettiert, in einer Kiihlzentrifuge bei 3.000rpm fiir Ssec

herunterzentrifugiert und dann im Rotor des LightCyclers™ positioniert.

Tab. 2.9 Verwendeter Mastermix fir SYBR Green I — RT-PCR

Bestandteile Volumen / Kapillare
Vorwirts-Primer (5uM) Tl
Riickwarts-Primer (5uM) Tul
FastStart DNA Master SYBR Green [® 2ul
MgCl, (25mM) 0.8ul
Steriles H,O 12.7ul

Siehe Chemikalienliste (Kapitel 2.2). FastStart DNA Master SYBR Green I®: Reaktionsmix mit Tag DNA-
Polymerase. Ubrige Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 9).
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2.7.3.3 Kontrollreaktionen

Zur Kontrolle auf DNA/cDNA-Kontamination der RT- und PCR-Chemikalien wurde jeweils eine
Probe mit einem RNA-freien RT-Ansatz, sowie eine Wasser-Probe als Ausgangsmaterial mitgefiihrt

und in einer GAPDH-PCR (Tab. 2.6 und 2.7) iiberpriift.

2.7.3.4 Auswertung durch den LightCycler™

Die Auswertung fand automatisch durch den LightCycler™ statt. Dazu wurde zunéchst fiir jede
Kapillare die Steigungsdnderung des Fluoreszenzsignals parallel zur RT-PCR ermittelt. Am Punkt
der maximalen Steigungsdnderung wurde dann der sog. Ct-Wert angegeben (,,Second Derivative
Maximum Method®), der als Ausgangswert fiir die Quantifizierung der cDNA mithilfe des

Standardkurvenprinzips bendtigt wurde.

In jedem RT-PCR-Ansatz wurden Proben in einer Standardkurve mitgefiihrt, die aus einem cDNA-
Gemisch der zu messenden Proben bestanden. Eine Standardkurve wurde dazu benétigt, um eine
relative cDNA-Quantifizierung der Einzelproben zu ermdglichen. Dazu wurden verschiedene
cDNA-Mengen in einer Verdiinnungsreihe eingesetzt, z.B. 50ng, 25ng, 12.5ng, 6.25ng,
3.125ng und 1.5625ng. Nach jedem RT-PCR-Lauf wurde automatisch im LightCycler™ eine
Ausgleichsgerade (lineare Regression) der Standardkurve erstellt und halblogarithmisch dargestellt.
Die Verdiinnungsstufen wurden dabei auf der x-Achse logarithmisch und der zugehorige Ct-Wert
auf der y-Achse linear aufgetragen (Abb. 2.3). Diese halblogarithmische Darstellung resultierte in
einer ,,Geraden®, wobei der Parameter ,,Slope* die Steigung und der Parameter ,,Intercept® den y-
Achsen-Schnittpunkt darstellte. Dann wurden die Ct-Werte aller Kapillaren mit dieser ,,Geraden*

verglichen, die relativen cDNA-Mengen berechnet und die zugehorigen Werte ausgegeben.

— Linear Regression

Intercept = 35.12

36 o B Crossing Points

Slope = - 3.95

32 A

Cycle Number

30 A

28 T T T T T T T L}
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Log Concentration

Abb. 2.3 Schematische Darstellung einer Standardkurve. Log Concentration: logarithmisch aufgetragene
Verdiinnungsstufen, Cycle Number: Punkt der maximalen Steigungsénderung des Fluoreszenzsignals
korrespondierend zu ,,Crossing Points* (Ct), Intercept: y-Achsen-Schnittpunkt, Linear Regression:
enstandene Ausgleichsgerade, Slope: Steigung der Ausgleichsgeraden.
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2.7.3.5 Bezug auf das Referenzgen GAPDH / Korrelation zu anderen Genen

Um Varianzen in der RNA-Aufarbeitung und RT auszugleichen, wurden die Werte der untersuchten
Zielgene durch den zugehdrigen Wert des Referenzgens GAPDH dividiert. Der daraus gebildete

Quotient gab Auskunft {iber die relative Expression des Zielgens in der jeweiligen Probe.

Fiir Korrelations-Untersuchungen zwischen ER und bekannten Hypertrophie- und Herzinsuffizienz-
assoziierten Genen wurden aus einer iiberlappenden Patientengruppe Werte fiir BNP, Calcineurin
Abeta (CnA beta) und Calcineurin B (CnB) verwendet, die in zwei anderen Dissertations-Projekten

(Ulrike Gemke und Jan Bass) erarbeitet wurden.

2.7.4 Charakterisierung der RT-PCR-Amplifikate

2.7.4.1 Schmelzkurve zum Nachweis der RT-PCR-Spezifitit

Unmittelbar nach der RT-PCR wurden die Reaktionsansitze fiir Smin bei 95°C hitzedenaturiert
und dann auf eine Basistemperatur von 60°C heruntergekiihlt, wodurch die Doppelstringe wieder
renaturieren konnten. AnschlieBend wurden diese Ansdtze mit einer konstanten Aufheizrate
von 0.5°C/sec auf 95°C erhitzt. Wahrenddessen wurde in jedem Ansatz das ausgesendete
Fluoreszenzsignal kontinuierlich aufgezeichnet. Durch die steigende Temperatur (6T) dissoziierten
immer mehr Doppelstringe im Ansatz, weshalb die Intensitét der Fluoreszenz stetig abnahm (3F)
(Abb. 2.4A). Das interne Auswertungsprogramm des Light-Cyclers™ bildete die erste negative
Ableitung des Fluoreszenzsignals nach der Temperatur (—0F/6T). So ergab sich fiir jedes Amplifikat
ein spezifischer Schmelzgipfel (Abb. 2.4B), anhand dessen die RT-PCR-Produkte identifiziert

werden konnten.
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2.7.4.2 Charakterisierung eines single-nucleotide-polymorphism (SNP)

Die Schmelzkurve (2.7.4.1) nach realtime RT-PCR mit Hybridisierungssonden (2.7.3.1) erlaubte
die Charakterisierung eines SNPs in der ERalpha cDNA. Dabei fasste die FAM-Sonde den nicht-
polymorphen Bereich des Nukleotidabschnitts. Die LCRed 640-Sonde fasste wiederum die
polymorphe Stelle im Nukleotidabschnitt und wurde als ,,Detektions-Sonde** verwendet. Je nach
vorliegender Zielsequenz loste sich die ,,Detektions-Sonde* in den Proben mit Wildtyp (WT)
und in den Proben mit SNP bei unterschiedlichen Temperaturen (T ) vom Zielstrang, worauthin
verschiedene Schmelzgipfel-Muster (Abb. 2.4) enstanden. Fiir homozygote WT- und SNP-Proben
ergab sich ein eingipfliges Muster, wobei sich deren Schmelzgipfel-T_ unterschieden. Bei den
heterozygoten Proben entstand hingegen ein doppelgipfliges Muster, in welchem sowohl der WT-
Schmelzgipfel als auch der SNP-Schmelzgipfel zu sehen waren. Diese Befunde wurden dann

mithilfe einer Sequenzierungs-Analyse (2.8) weiter liberpriift.

2.8 Sequenzierungs-Analyse

Die Schmelzkurvenanalyse der ERalpha-PCR mit Hybridisierungssonden zeigte drei verschiedene
Muster bei der cDNA aus myokardialen Gewebeproben. Deshalb wurde eine stichprobenartige
Sequenzierungs-Analyse dieser PCR-Amplifikate durchgefiihrt, um die vorliegende
Nukleotidsequenz zu identifizieren. Dazu wurde das Prinzip der Kettenabbruchmethode nach

Sanger verwendet.

2.8.1 Prinzip der Kettenabbruchmethode nach Sanger

Bei dieser Methode mussten die PCR-Amplifikate zunédchst von den iibrigen Chemikalien und
Oligonukleotiden befreit werden (2.8.2). AnschlieBend wurden die aufgereinigten Amplifikate einer
Sequenzierungs-PCR (2.8.3) unterzogen. Dabei wurden neben desoxy-Nukleosid-Tri-Phosphaten
(dNTPs) auch didesoxy-Nukleosid-Tri-Phosphate (ddNTPs) verwendet, die zu einem Abbruch
der Kettenreaktion an zufdlliger Position fithrten. Durch spezifische Fluoreszenzmarkierung der
ddNTPs konnte dann im Sequenzier-Gerit, nach erneuter Aufreinigung (2.8.4), jede Position auf

der detektierten Sequenz einer spezifischen Base zugeordnet werden.

2.8.2 Aufreinigen der PCR-Produkte

Die PCR-Amplifikate wurden {iber Microcon-Sdulen aufgereinigt. Dadurch sollten alle anderen
Bestandteile des PCR-Ansatzes wie z.B. lonen, nicht eingebaute dNTPs und Enzyme entfernt
werden. Dazu wurden 480ul deionisiertes Wasser und das gesamte Volumen an PCR-Amplifikaten

(20pl) aufjede Saule gegeben. Die so beladenen Sdulen wurden fiir 1 5min bei 3000rpm zentrifugiert.
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Anschliefend wurde das Zentrifugat verworfen. Nun wurden die Sdulen umgedreht, mit 20ul
deionisiertem Wasser beladen und fiir Smin bei 3000rpm zentrifugiert. So wurde pro Probe etwa
15-20ul an aufgereinigtem PCR-Amplifikat gewonnen. Davon wurde jeweils 2ul Probe auf ein
2%iges Agarose-Gel aufgetragen. Dieses Gel wurde zuvor in zwei Schritten gefertigt. Zunéchst
wurde ein Agarose-TBE-Gemisch zum Kochen gebracht. Nach kurzer Abkiihlung wurde diesem
Gemisch etwa 2ul Ethidiumbromid zugesetzt. Somit konnten die Proben unter UV-Licht visualisiert
werden. Anhand der Bandenstirke wurde die aufgetragene Amplifikatmenge abgeschitzt. Fiir
die Sequenzierungs-PCR (2.8.3) wurden dann pro Probe etwa 3-10ng aufgereinigtes Amplifikat

verwendet.

2.8.3 Sequenzierungs-PCR

In ein Reaktionsgefdl wurden 3ul BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit, bestehend aus
dNTPs (dATP, dCTP, dITP, dUTP), Amplitag DNA Polymerase, MgCl,, Tris-HCl Puffer pH
9.0 und fluoreszenzmarkierten ddNTPs (ddATP-dichloro[R6G], ddCTP-dichloro[ROX], ddGTP-
dichloro[R110], ddTTP[TAMRA]) gegeben. Dazu wurden 3.2pmol (ca. 3ul) der zugehdrigen
Primer pipettiert, welche bereits in der Ausgangs-PCR verwendet wurden (Tab. 2.6). Dieser Ansatz
wurde mit dem entsprechende Probenvolumen fiir etwa 3-10ng pro Probe und deionisiertem Wasser
auf ein Endvolumen von 10pl aufgefiillt. AnschlieBend wurde eine Sequenzierungs-PCR an einem
GeneAmp 9600 in 25 Zyklen mit folgendem Thermo- und Zeitprofil durchgefiihrt: 10sec bei 96°C,
5sec bei 50°C und 4min bei 60°C. Nach Abschluss der Sequenzierungs-PCR wurde das Gerit auf
4°C heruntergekiihlt. Dort verblieben die Proben bis zum néchsten Aufreinigungsschritt (2.8.4).

2.8.4 Aufreinigung der Sequenzierungs-PCR-Produkte und Analyse

In diesem Schritt wurden die Produkte der Sequenzierungs-PCR von den freien, fluoreszenz-

markierten ddNTPs befreit, welche die Auswertung durch das Sequenziergerét storen wiirden.

Zunichst wurde eine Sephadex-Séule hergestellt. Dazu wurde eine Grundmatrix aus 2.4g Sepharose
und 28ml Wasser erstellt, von der 600ul auf jede Sephadex-Sédule gegeben wurden. Die Sadulen
wurden bei 3000rpm fiir 2min trockenzentrifugiert und konnten anschlieBend verwendet werden.
Die Produkte der Sequenzierungs-PCR (10ul) wurden zusammen mit 10ul deionisiertem Wasser
auf die Sdule gegeben und bei 3000rpm fiir Smin zentrifugiert. Das entstandene Zentrifugat (20ul)

wurde in einem Kapillarsequenzer ABI 370 analysiert.
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2.9 Protein-Extraktion

Der durchgefiihrte Homogenisierungsprozess dhnelte dem zur RNA-Extraktion aus den

myokardialen Gewebeproben (2.6.1). Alle Vorginge fanden unter Probenkiihlung statt.

2.9.1 Protein-Extraktion aus myokardialen Gewebeproben

Jede Myokardprobe wurde in gefrorenem Zustand in einem autoklavierten 1.5ml Eppendorft-
Gefal3 auf einer Feinwaage gewogen. Dann wurden die gefrorenen Myokardproben in ein mit
Keramik-Kiigelchen (LysisMatrix™ Typ D) gefiilltes Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Dort hinein wurde
die fiinffache Probenmenge an Lysispuffer gegeben und die Reaktionsgefdsse in einem FastPrep™-
Gerit positioniert. Die Myokardproben wurden darin durch Kollision mit den Keramik-Kiigelchen
zermorsert. Dieser Vorgang wurde zweimal flir 20sec wiederholt und fiihrte zum mechanischen
Zellaufschluss. Zwischen den beiden Homogenisierungen wurden die Proben auf Eis gelagert.
Danach wurde zu den Ansdtzen 0.05mM SDS-Losung pipettiert und die Ansétze fiir 20min zum
chemischen Zellaufschluss erneut auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 10min bei
14.000rpm zentrifugiert. Der wissrige proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und in ein
gekiihltes 1.5ml Eppendorff-Gefal3 iiberfiihrt. Jeweils 20ul einer Probe wurden fiir die Bestimmung
der Gesamtprotein-Konzentration in ein Extra-Gefdf3 gefiillt und bei -80°C gelagert.

2.9.2 Vermessung der extrahierten Gesamtprotein-Konzentration

Die Vermessung der extrahierten Gesamtprotein-Konzentration jeder Probe erfolgte mit einem

Bicinchoninsdure (BCA) Protein Assay auf einer Mikrotiterplatte im 96-Kanal ELISA-Reader.

2.9.2.1 Bicinchoninsiure (BCA) Protein Assay

Jede Probe wurde in vier verschiedenen Verdiinnungsstufen in die Einbuchtungen der
Mikrotiterplatte pipettiert: 2l und Spl einer 1:10 Verdiinnung sowie 2ul und 5ul der unverdiinnten
Probe. Jede Verdiinnungsstufe wurde im Doppelansatz pipettiert und auf ein Endvolumen von
20ul mit Millipore-Wasser aufgefiillt. Um das unspezifische Hintergrundsignal des Lysispuffers
abzuschidtzen, wurde dieser in gleicher Weise auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Weiterhin wurden
jeweils 20ul einer Verdiinnungsreihe eines Albuminstandards (2000ug/ml, 1000pug/ml, 500ug/
ml, 400pg/ml, 300pg/ml, 200pg/ml, 100pg/ml) in Doppelansétzen aufgetragen. Nun wurden in
jede Einbuchtung noch 300ul des BCA Protein Assay-Reagenzgemisches mit einer Multipipette
hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte eine 30min Inkubation der Mikrotiterplatte bei 37°C im
Hybridisierungsofen, die zu einem Farbstoffumschlag fiihrte. Dieser kam durch die Reduktion
von Cu?*-Ionen zu Cu'-Ionen zustande, welche dann mit der Bicinchoninsdure einen violetten

Farbkomplex bildeten, und war proportional zur vorliegenden Gesamtprotein-Konzentration.



32 Material und Methoden

2.9.2.2 Vermessung des Gesamtprotein-Konzentration im ELISA-Reader

Die Mikrotiterplatte wurde in den 96-Kanal ELISA-Reader gestellt und die Farb-Extinktionswerte
bei 562nm gemessen. Durch das Gerdt wurde eine Ausgleichsgeraden-Funktion der Albumin-
Verdiinnungsreihe erstellt, anhand derer die Gesamtprotein-Konzentration fiir jede Einbuchtung
in pg/ul angegeben werden konnte. Fiir jede einzelne Probe erfolgte dann die Berechnung der
Gesamtprotein-Konzentration in einem Dreischritt-Verfahren. Im ersten Schritt wurde in jeder
Verdiinnungsstufe der Mittelwert der Doppelansétze gebildet. Dann wurden diese Mittelwerte
mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert. Schlie8lich wurden im dritten Schritt
die vier resultierenden Werte gemittelt und der unspezifische Hintergrundwert des Lysispuffers
subtrahiert. Die Proben wurden auf eine einheitliche Protein-Konzentration von 3pug/ul eingestellt,

aliquotiert und bei -80°C im Tiefkiihlschrank gelagert.

2.10 Western-Blot-Verfahren

2.10.1 Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine wurden durch eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach Threm Molekulargewicht

aufgetrennt.

2.10.1.1 Herstellung eines SDS-Elektrophoresegels

Das SDS-Elekrophoresegel setzte sich aus zwei Anteilen zusammen. Im oberen Anteil befand
sich das weitporige Sammelgel, in welchem die Proben zu einer schmalen Bande konzentriert
wurden. Im unteren Anteil befand sich das engporige Trenngel, in welchem die Auftrennung des

Proteingemisches nach Molekulargewicht erfolgte.

Zuerst wurde das Trenngel zwischen zwei abgedichtete Glasplatten in einer Gelvorrichtung
gegossen und mit einer Wasserschicht bedeckt. Nach etwa 60min war das Trenngel vollstindig
auspolymerisiert und das Wasser konnte abgegossen werden. Uber das 12.5%ige Trenngel wurde
nun das 5%ige Sammelgel gegossen und dort sofort ein 24-zdhniger Kamm hineingesteckt, um
Pipettier-Taschen zu erzeugen. Der gesamte Gelapparat wurde dann mit Saran-Folie abgedeckt,
um eine mogliche Austrocknung des Gels zu verhindern. AnschlieBend wurde der Gelapparat tiber
Nacht bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt. Danach wurde das SDS-Elektrophoresegel in eine
Elektrophoresekammer iiberfiihrt, die mit 2.51 gekiihltem Elektrophoresepufter gefiillt war.
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2.10.1.2 Beladung des SDS-Elektrophoresegels / SDS-PAGE

Jeweils 11ul Probe (ca. 10ug Protein) wurden mit 3ul eines bromphenolblauhaltigen Puffers
(Rotiload 2) versetzt und fiir Smin bei 95°C im Thermoblock denaturiert. Nach Abkiihlen bei
Raumtemperatur, wurden die Pippetier-Taschen des SDS-Elekrophoresegels mit den Proben
beladen. In die erste Tasche wurde Sul eines Molekulargewichts-Markers (Rotimark) pipettiert, um
einen Grofenvergleich der aufgetrennten Proteine innerhalb des Gels durchfiihren zu konnen. In die
Taschen 2-21 wurden dann jeweils 14pl der Proben pipettiert. Die Taschen 22-24 wurden mit jeweils
14pul eines Gemisches aller Proben beladen, um bei der spateren Auswertung (2.10.6) mogliche
Unterschiede im Elektro-Blot (2.10.2) ausgleichen zu konnen. An die Elektrophoresekammer wurde
30min lang 80V und anschlieend 90min lang 100V Spannung bei einer Stromstérke von 350mA

angelegt, bis der bromphenolblauhaltige Ladepuffer sichtbar das Trenngel verlassen hatte.

2.10.2 Elektro-Blot

Die nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend mithilfe eines Elektro-
Blots auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Dazu wurde ein ,,Sandwich® in einem
Kunststoffgitter hergestellt. In Serie wurden ein Schaumstoff-Schwammchen, Filterkartonpapier,
beladenes Trenngel, zugeschnittene Nitrocellulosemembran, Filterkartonpapier und ein
Schaumstoff-Schwdmmchen {ibereinandergelegt und in das Kunststoffgitter eingespannt. Alle
Bestandteile wurden zuvor mit Transferpuffer-Losung édquilibriert. Nach dem Einspannen wurde
das Kunststoffgitter mehrmals glattgestrichen, um mogliche Luftblasen zwischen den Schichten
zu entfernen. Dann wurde das beladene Kunststoffgitter in die Elektro-Blot-Kammer eingelegt
und mit 51 Transferpuffer umspiilt. Der Elektro-Blot erfolgte bei 60V Spannung und 350mA fiir

90min unter standiger Kiihlung der Apparatur durch eine wasserbetriebene Kiihlanlage.

2.10.3 Anfarbung der Nitrocellulose-Membranen mit Ponceau S-Losung

Nach Beendigung des Elektro-Blots wurden die Nitrocellulose-Membranen fiir Imin mit Ponceau
S-Losung (0.1% v/w in 5% Eisessig) auf dem Schiittler rot angefédrbt und je zweimal fiir Smin mit
Aqua-dest gewaschen. Die Proteinbanden der Proben blieben nach dem Waschen rot angefarbt. Die
Banden des Molekulargewichtsmarkers blieben ebenfalls sichtbar und wurden zur Fixierung mit
einem Kugelschreiber nachgezogen. Nach Trocknung auf Filterpapier wurden die Membranen auf
einer Hohe des Molekulargewichtsmarkers geschnitten, die zwischen den zu erwartenden Hohen
von ERalpha (66kD) und GAPDH (36kD) lag. Dies geschah, um den gleichen Elektro-Blot fiir die
Detektion zweier unterschiedlicher Proteine, dem Zielprotein ERalpha und dem Referenzprotein
GAPDH, verwenden zu kdnnen. Die Membranen wurden bis zur Antikdrperhybridisierung (2.10.4)
bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.
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2.10.4 Antikorperhybridisierung

Die Nitrocellulosemembranen wurden zunichst fiir 60min mit 5%igem Blocking-Reagenz versetzt.
Damit sollte die gesamte Membran gleichmiBig mit Proteinen gesdttigt und die unspezifische
Bindung der Antikorper minimiert werden. Danach wurden die Membranen mit dem spezifischen
1. Antikorper, der mit 5%igem Blocking-Reagenz verdiinnt wurde (Tab. 2.10), iiber Nacht auf
einem Schiittler inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte ein Waschvorgang fiir 1x15min und 2x5min
mit TBS-T. AnschlieBend wurden die Membranen dann mit dem horse-raddish-Peroxidase (HRP)
markierten 2. Antikorper (Tab. 2.10) fiir 60min auf einem Schiittler inkubiert. Der 2. Antikorper
lag in 5%igem Blocking-Reagenz in einer 1:10.000 Verdiinnung vor. Danach erfolgte ein

abschlieBender Waschvorgang fiir 1x15min und 2x5min mit TBS-T.

Tab. 2.10 Verwendete Antikorper fiir die Antikdrperhybridisierung

1. Antikorper 2. Antikorper
Name Verdiinnung Name
MC-20 anti-ERalpha, rabbit polyklonal, SantaCruz 1:1000 Donkey anti-rabbit, Dianova
anti-GAPDH, mouse, Chemicon 1:25000 Donkey anti-mouse, Dianova

MC-20 anti-ERalpha: spezifischer 1. Antikdrper gegen ein Epitop von Ostrogenrezeptor alpha, anti-GAPDH:
spezifischer 1. Antikorper gegen ein Epitop von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase.

2.10.5 Detektion des Proteins mit Chemilumineszenz

Die Proteine wurden mit dem Chemiluminiszenz-Verfahren detektiert. Dieses kam durch eine
Oxidation von Luminol zustande, die durch die HRP des 2. Antikorpers katalysiert wurde. Dabei

kam es zur Emission von Lichtwellen, die einen Rontgenfilm belichteten.

Alle Membranen wurden mit 5Sml eines Detektions-Kits (ECL) fiir 4min iiberschichtet.
Anschliefend wurden die Membranen gekippt, sodass das Reagenz ablaufen konnte, und fiir
etwa 30sec luftgetrocknet. Dann wurden die Membranen mit der zu detektierenden Seite nach
unten gerichtet, in eine Cellophan-Folie verpackt und zusammen mit einem Rontgenfilm in eine
Filmkassette gelegt. Der Rontgenfilm wurde fiir 2min (GAPDH) und zwischen 15min und 30min
(ERalpha) mit dem Chemiluminiszenzsignal belichtet, danach aus der Filmkassette genommen
und in eine Entwicklermaschine gegeben. Es resultierten Banden auf der erwarteten Hohe (Abb.

3.12), die dann ausgewertet werden konnten.

Die entwickelten Rontgenfilme wurden in einen Durchsichtscanner gelegt, eingescannt und danach
die Banden mithilfe der Software AlphaEase Version 5.5 (Alpha Innotec, USA) densitometrisch

ausgewertet.
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2.10.6 Auswertungs-Verfahren

Zur Korrektur von mdglichen Varianzen im Protein-Transfer wurden die Dreifach-Ansétze des
aufgetragenen Proteingemisches aller Proben gemittelt. So konnte ein Korrekturfaktor fiir jeden

Elektro-Blot (2.10.2) erstellt werden.

Weiterhin wurde fiir jedes Ziel-Protein eine separate Verdiinnungsreihe erstellt, anhand derer die
Detektionskinetik der jeweiligen Hybridisierungsreaktion abgeschétzt wurde. Hierbei wurde die
eingesetzte Proteinmenge gegen die gemessenen OD-Werte aufgetragen und mit einer Idealkurve
verglichen. Darauthin wurde eine Ausgleichsfunktion durch Regression erstellt, die auf jede

einzelne Probe angewendet wurde.

Im letzten Schritt wurde in jeder Probe der Quotient von ERalpha durch GAPDH gebildet und

somit die relative Proteinmenge angegeben.

2.11 Zellkultur mit humanen kardialen Fibroblasten

2.11.1 Gewinnung der Fibroblasten

Die humanen kardialen Fibroblasten wurden aus linksventrikuliren Myokardproben isoliert,
die nach Herzexplantation im Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) gewonnen wurden. Das
Protokoll zur Fibroblasten-Gewinnung war bereits in der Arbeitsgruppe etabliert und publiziert®>.
Aus den explantierten Herzen wurde jeweils ein etwa 4x4cm grof3es Myokardstiick herausgetrennt
und direkt in Ndhrmedium inkubiert. Nach gekiihltem Transport der Probe ins Labor erfolgte

umgehend die Isolation der Fibroblasten.

Die Isolationsschalen sowie alle Chemikalien wurden auf Eis gelagert. Die Isolation erfolgte unter
semisterilen Bedingungen an einer Sterilbank laminAirFlow™. Zunéchst wurden epi- und endo-
kardiale Gewebereste vom Myokardstiick entfernt. AnschlieBend wurde das Myokard in einer
PBS-gefiillten Petrischale mit einem sterilen Skalpell in Stiickchen (2mm) geschnitten, welche im
AnschluB auf vier mit 10ml PBS-Losung gefiillten Falcon-Rohrchen verteilt und auf Eis gelagert
wurden. Es erfolgte eine 30min Inkubation der Stiickchen mit 5ml eines Kollagenase-Dispase-
Puffers bei 37°C im Wasserbad, um die Fibroblasten aus dem Zellverband zu 16sen. Im Anschluss
an die Inkubation wurden die Falcon-Rohrchen aufgeschiittelt. Nach Sedimentation des noch nicht
durch Kollagenase-Dispase Verdau aufgeldsten Geweberestes konnte ein Uberstand von etwa 4ml
pro Falcon-Rohrchen abgenommen und in einem groferen 50ml Falcon-Rohrchen gesammelt
werden. Die Inkubation der verbleibenden Gewebereste mit der Enzymldsung wurde solange

wiederholt, bis augenscheinlich kein Restgewebe mehr vorhanden war.
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Zu dem gesammelten Zell-Isolat wurde dann ein Isovolumen von 10% FCS-haltigem Zell-
kulturmedium (500ml Dulbecco’s MEM ,,Low Glucose®, 50ml Fetal-Calf-Serum [FCS], 5ml
HEPES, 5ml Penicillin/Streptomycin/L-Glutamin) gegeben, um weitere Enzymaktivitdt zu
unterbinden. Durch Zentrifugation des Zell-Isolats bei 1.500rpm und 4°C fiir 10min resultierte ein
Pellet. Nach einmaliger Splilung mit PBS-Losung wurde dieses Pellet in 20ml 10% FCS-haltigem
Zellkulturmedium resuspendiert. Jeweils 10ml dieser Resuspension wurden auf eine Petrischale
(75cm?) gegeben. AnschlieBend wurde die Petrischale im Brutschrank fiir 60min bei 37°C inkubiert.
Das diente der Adhésion der Fibroblasten an den Petrischalen. Danach wurde das Medium
abgesaugt und jede einzelne Schale zweimal mit PBS-Losung gespiilt, um die nicht-adhdrenten
Zellen und Gewebereste zu entfernen. Abschlieend wurden auf die beiden Petrischalen jeweils
10ml 10% FCS-haltiges Zellkulturmedium gegeben und die Schalen im Brutschrank (begast mit
5% CO,) bei 37°C inkubiert

2.11.2 Kaultivierung und Passagierung der Fibroblasten

Zu Beginn dieser Experiment-Serie wurde ein Teil der isolierten Fibroblasten mit phenolrot-
haltigem Medium kultiviert, spiter aber nur noch mit phenolrotfreiem Medium. Der Zusatzstoff
Phenolrot scheint in unspezifischer Weise schwach strogenartig zu wirken**. Obwohl der relative
Einfluss von Phenolrot auf verschiedene Zelltypen strittig ist>®, sollte dieser mogliche Effekt durch

den Einsatz von phenolrotfreiem Medium umgangen werden.

Das Zellkulturmedium der Fibroblasten wurde in einem Abstand von vier Tagen gewechselt. Dazu
wurde Zellkulturmedium mit einem Gehalt von 10% FCS verwendet. Nach etwa vier Wochen
hatten sich die Fibroblasten konfluent auf den Schalen ausgebreitet und konnten passagiert werden.
Das Medium wurde abgesaugt und pro Schale 2ml Trypsin/EDTA hinzugefiigt. Durch Inkubation
bei 37°C im Brutschrank wurden die Zellen von den Petrischalen enzymatisch abgeldst, und
dann in einem Falcon-Rohrchen gesammelt. Anschliefend wurde ein Isovolumen an 10% FCS-
haltigem Medium hinzugegeben, um weitere Enzymaktivitit zu unterbinden. Dann wurde eine
Zentrifugation bei 1.300rpm und 4°C fiir Smin durchgefiihrt und der Uberstand verworfen. Nach
Resuspension des entstandenen Pellets mit 10% FCS-haltigem Zellkulturmedium wurden die

Zellen in einem Verhéltnis von 1:4 auf acht Petrischalen aufgeteilt.

Die Petrischalen wurden alle vier Tage mit neuem Medium versetzt, bis die Zellen erneut konfluente
Ausbreitung zeigten. Es erfolgte dann eine zweite Passagierung der Fibroblasten nach dem gleichen

Verfahren, bevor die Stimulationsversuche (2.11.3) durchgefiihrt wurden.
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2.11.3 Stimulation der Fibroblasten mit 17beta-Estradiol

2.11.3.1 Herstellung einer 17beta-Estradiol Stammlosung

17beta-Estradiol wurde in Pulverform geliefert. Als Solvens fiir das Pulver wurde 100% Ethanol
verwendet. Die daraus entstandene Losung wurde mit 100% Ethanol stufenweise auf 104 M
verdiinnt. Im letzten Verdiinnungsschritt wurde diese Losung im Verhiltnis 1:10 mit PBS auf
10° M zur 17beta-Estradiol Stammldsung verdiinnt. Das Solvens Ethanol lag in der 17beta-

Estradiol Stammldsung mit 10 v/v% vor.

2.11.3.2 Herstellung einer Solvens-Stammlosung

Fiir die Verwendung in Kontrollschalen wurde eine reine Solvens-Stammldsung erstellt. Dazu
wurde 100% Ethanol 1:10 mit PBS verdiinnt, sodass das Ethanol in dieser Solvens-Stammldsung

mit 10 v/v% vorlag.

2.11.3.3 Stimulationsversuch mit 17beta-Estradiol fiir 6h und 24h

Nachdem die Zellen in der zweiten Passage konfluent ausgebreitet waren, wurde der
Stimulationsversuch durchgefiihrt. Zunédchst wurden die Zellen fiir 48h mit 10ml von 0.4% FCS-
haltigem Zellkulturmedium versetzt. Mit dem niedrigen Gehalt an FCS sollte der unspezifische
Einfluss von Wachstumsfaktoren im FCS auf das Stimulationsergebnis minimiert werden. Zum
Stimulationsbeginn wurde dieses Medium abgesaugt und 10ml von frischem, 0.4% FCS-haltigem
Zellkulturmedium hinzugegeben. Zu diesem Medium wurde in die Kontrollschalen 100ul der
Solvens-Stammlosung und in die Stimulationsschalen 100ul der 17beta-Estradiol Stammldsung
gegeben. Somit lag Ethanol in allen Schalen mit 0.1 v/v% vor und 17beta-Estradiol in den

Stimulationsschalen mit 10”7 M.

Nach Zugabe der Stammldsungen wurden alle Petrischalen bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Ein Teil der Schalen wurde fiir 6h im Brutschrank belassen, ein anderer Teil fiir 24h. Nach der
Inkubationsphase wurde das Medium von den Petrischalen abgesaugt und — nach Waschung der

Petrischalen mit PBS-Losung - die RNA der humanen, kardialen Fibroblasten extrahiert (2.6.2).
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2.12 Statistik

Alle Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Zum Vergleich von Gruppen
wurde zundchst auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test gepriift. Bei dem
Vergleich von zwei Gruppen wurde bei Normalverteilung der Student s t-Test, ansonsten der Mann-
Whitney U-Test verwendet. Bei dem Vergleich von mehreren Gruppen wurde bei Normalverteilung
eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit ,Bonferroni‘ post-Test durchgefiihrt, ansonsten
ein Kruskall-Wallis-Test mit ,Dunn‘ post-Test. Korrelationskoeffizienten wurden nach Pearson
ermittelt. Analysen von Kontingenztafeln wurden mit Fisher’s exaktem Test oder mit einem Chi-
Quadrat-Test (1 Freiheitsgrad) durchgefiihrt. Die Untersuchungen zu Expressionsverdnderungen
in Fibroblasten wurden mit einem Wilcoxon-Rang-Test analysiert. Werte ab p<0.05 wurden als
statistisch signifikant angenommen. Die nicht signifikanten p-Werte wurden bis auf den Dunn

post-Test exakt angegeben, dort konnte nur der Grenzwert p>0.05 angegeben werden.

Zur Erstellung des Texts und der Grafiken, sowie der Statistik wurden kommerziell erhéltliche
Software-Programme (Microsoft Windows XP, Microsoft Office 2003, SigmaPlot Version 8.0,
SPSS Version 11.0, GraphPad InStat3, EndNote 7.0) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation von ER mRNA in humanen Myokardproben

3.1.1 Expression von ERalpha mRNA in Myokardproben von Kontrollen

Die basale Expressionshohe von ERalpha wurde nicht vom Geschlecht beeinflusst. Die Expression
von ERalpha war bei Frauen und Méannern nicht signifikant verschieden (p=0.15, Tab. 3.1 und
Abb. 3.1A). Dies wurde auch bestitigt, nachdem eine Altersaufteilung in jeder Geschlechtergruppe
durchgefiihrt wurde (Tab. 3.1 und Abb. 3.1C). AnschlieBend wurden alle Kontrollen <50 LJ mit
denjenigen >50 LJ unabhéngig vom Geschlecht verglichen. Dabei zeigte sich ebenfalls keine unter-
schiedliche Expression (p=0.40, Tab. 3.1 und Abb. 3.1B). Weiterhin zeigte sich keine Korrelation
zwischen ERalpha mRNA und dem Alter der Kontrollen (n=24, r=0.317, p=0.13, Abb. 3.1D).

Tab. 3.1 ERalpha /GAPDH mRNA in Kontrollproben

Kontrollen, Frauen [n=10] Kontrollen, Ménner [n=14]
0.64 +0.08 0.82 +0.09
<50 LJ [n=3] >50 LJ [n=7] <50 LJ [n=7] >50 LJ [n=7]
0.52+£0.02 0.69£0.12 0.72 £ 0.09 0.92+0.14
Kontrollen, <50 LJ [n=10] Kontrollen, >50 LJ [n=14]
0.66 + 0.07 0.80 + 0.09

Abkiirzungen siche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.1 ERalpha /GAPDH mRNA in Kontrollproben [n=24].
A: Unterteilung nach Geschlecht,
B: Unterteilung nach Altersgruppe.
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Abb. 3.1 ERalpha /GAPDH mRNA in Kontrollproben [n=24].
C: Unterteilung nach Geschlecht und Altersgruppe,
D: Korrelationsanalyse zwischen ERalpha /GAPDH mRNA und dem Lebensalter (o Frauen, @ Méanner).

3.1.2 Expression von ERbeta mRNA in Myokardproben von Kontrollen

Bei ERbeta wurde ein Geschlechterunterschied in der basalen Expression festgestellt. Die Ménner
hatten eine 2.0-fach hohere ERbeta-Expression als die Frauen (p<0.01, Tab. 3.2 und Abb. 3.2A). Das
Alter hatte keinen Einfluss auf die Expressionshdhe von ERbeta in Kontrollen (p=0.41, Tab. 3.2 und
Abb. 3.2B). Dies wurde auch bestitigt, nachdem die Altersaufteilung in jeder Geschlechtergruppe
durchgefiihrt wurde (Tab. 3.2 und Abb. 3.2C). Weiterhin fehlte eine Korrelation zwischen ERbeta
mRNA und dem Alter in Kontrollen (n=24, r=-0.072, p=0.74, Abb. 3.2D).

Tab. 3.2 ERbeta /GAPDH mRNA in Kontrollproben

Kontrollen, Frauen [n=10] Kontrollen, Méinner [n=14]
0.14 £ 0.02 0.28 £0.03*
<50 LJ [n=3] >50 LJ [n=7] <50 LJ [n=7] >50 LJ [n=7]
0.15+0.05 0.14 £ 0.03 0.29 +0.05 0.27 +0.03
Kontrollen, <50 LJ [n=10] Kontrollen, >50 LJ [n=14]
0.25+0.04 0.21 £0.03

*p<0.01. Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.2 ERbeta /GAPDH mRNA in Kontrollproben [n=24].

A: Unterteilung nach Geschlecht,

B: Unterteilung nach Altersgruppe,

C: Unterteilung nach Geschlecht und Altersgruppe,

D: Korrelationsanalyse zwischen ERbeta /GAPDH mRNA und dem Lebensalter (o Frauen, ® Ménner).

3.1.3 Folgerungen fiir die weitere Auswertungsstrategie

Bei ERalpha zeigte sich weder ein signifikanter Einfluss von Alter noch vom Geschlecht auf
die basale Expressionshohe in Kontrollproben. Hingegen wurde fiir ERbeta ein Geschlechter-

unterschied in der basalen Expressionshohe gefunden.

Da sich bei ERalpha und ERbeta keine Altersabhidngkeit in der Expressionshohe fand, wurde in
den weiteren Untersuchungen folgende Strategie verfolgt, um die Krankheitsabhdngigkeit der
Expressions-Verdnderungen abzugrenzen: Zundchst wurden alle untersuchten Patienten einer
Krankheitsgruppe mit allen Kontrollen verglichen; anschlieSend wurden die Patientengruppen nach

Geschlecht unterteilt und mit der entsprechenden Untergruppe der Kontrollproben verglichen.
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3.1.4 Regulation von ERalpha mRNA in Myokardproben von Patienten mit AS

Die ERalpha mRNA war in der Gesamtgruppe der AS-Patienten 3.0-fach hoher exprimiert als in
allen Kontrollproben (p<0.001, Tab. 3.3 und Abb. 3.3A). Weibliche und ménnliche AS-Patienten
unterschieden sich nicht hinsichtlich der ERalpha mRNA Expression (p>0.05, Tab. 3.1 und Abb.
3.3B). Anschlieend wurden die Patienten nach Geschlecht unterteilt und mit der entsprechenden
Untergruppe der Kontrollproben verglichen. Dabei wurde in der Gruppe der Frauen eine signifikant
3.9-fach hohere Expression gegeniiber den Kontrollen gemessen (p<0.05, Tab. 3.1 und Abb. 2B),
und in der Gruppe der Ménner eine nicht signifikante 2.2-fach hohere Expression (p>0.05, Tab. 3.1
und Abb. 3.3B), die aber den Trend bestitigte.

Tab. 3.3 ERalpha /GAPDH mRNA in AS-Proben

Kontrollen [n=24] AS [n=14]
0.74 + 0.06 2.19 £ 0.65%*
Frauen Miénner
Kon [n=10] AS [n=8] Kon [n=14] AS [n=6]
0.64 £ 0.08 2.49 £1.12% 0.82 +0.09 1.79 £0.38

*p<0.05, **p<0.001. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte
entsprechen Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.3 ERalpha /GAPDH mRNA in AS [n=14] A: versus alle Kontrollen, B: Unterteilung nach
Geschlecht und Vergleich mit Kontrollen.
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3.1.5 Regulation von ERbeta mRNA in Myokardproben von Patienten mit AS

Die ERbeta mRNA war in allen Proben von AS-Patienten 2.6-fach hoher exprimiert als in allen
Kontrollen (p<0.001, Tab. 3.4 und Abb. 3.4A). Der Gehalt an ERbeta mRNA war in weiblichen und
minnlichen Patienten nicht unterschiedlich (p>0.05, Tab. 3.4 und Abb. 3.4B). Bei der Unterteilung
nach Geschlecht wurde eine 4.3-fach hohere Expression von ERbeta mRNA bei weiblichen
Patienten im Vergleich zu weiblichen Kontrollen gemessen (p<0.001, Tab. 3.4 und Abb. 3.4B).
Bei ménnlichen Patienten wurde eine 1.9-fach hohere Expression von ERbeta mRNA gegeniiber
ménnlichen Kontrollen festgestellt (p<0.01, Tab. 3.4 und Abb. 3.4B). Der prozentuale Anstieg
der ERbeta mRNA im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen war in weiblichen Patienten

signifikant hoher als in minnlichen Patienten (n=8, 433+51% vs. n=6 190+30%, p<0.01).

Tab. 3.4 ERbeta /GAPDH mRNA in AS-Proben

Kontrollen [n=24] AS [n=14]
0.22+0.02 0.57 £ 0.05%**
Frauen Minner
Kon [n=10] AS [n=8] Kon [n=14] AS [n=6]
0.14 £ 0.02 0.61 £0.07** 0.28 +0.03 0.53 £ 0.08*

*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.001. Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die
dargestellten Werte entsprechen Mittelwert = Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.4 ERbeta /GAPDH mRNA in AS [n=14] A: versus alle Kontrollen, B: Unterteilung nach
Geschlecht und Vergleich mit Kontrollen.
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3.1.6 Korrelation von ER mRNA zu klinischen Parametern in AS

Bei Patienten mit AS korrelierten ERbeta mRNA und linksventrikuldre Ejektionsfraktion
(LVEF) negativ miteinander (n=10, r=-0.70, p<0.05, Tab. 3.5 und Abb. 3.5). Bei der Analyse
von Untergruppen ergab sich, dass die negative Korrelation nur in weiblichen Patienten mit AS
statistische Signifikanz erreichte, nicht aber in ménnlichen Patienten (n=5, r=-0.99, p<0.001
versus n=5, r=-0.43, p=0.47, Abb. 3.5). Dies konnte jedoch auf die geringe Probenzahl und einen
moglichen Ausreifler-Wert bei den Méinnern zuriickzufiihren sein. Weitere Korrelationen zwischen

ER mRNA und anderen gemessenen klinischen Parametern wurden nicht gefunden (Tab. 3.5).

Tab. 3.5 Korrelation von ER mRNA zu klinischen Parametern in AS

Korrelationen zu
klinische Parameter
ERalpha /GAPDH mRNA ERbeta /GAPDH mRNA
Op mean [mmHg] r=0.34, p=0.26 r=0.25, p=0.42
LVEF [%] r=0.03, p=0.93 r=-0.70, p<0.05
LVEDD [mm)] r=-0.03, p=0.92 r=0.18, p=0.55
FS [%] r=0.08, p=0.81 r=0.09, p=0.78
LVEDP [mmHg] r=-0.40, p=0.32 r=-0.10, p=0.81

Fettgedruckt: dies stellt einen signifikanten Wert dar. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis

(Kapitel 5).

90 1
80 A
70 A

60

LVEF [%]

50

40 A

30

20
0,2

0,3

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
ER beta/GAPDH mRNA

Abb. 3.5 Korrelation von ERbeta /GAPDH mRNA mit LVEF in AS (o Frauen, @ Ménner).
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3.1.7 Korrelation von ER mRNA zu Hypertrophie-assoziierten Genen in AS

Bei dieser Untersuchung fanden sich negative Korrelationen zwischen ERbeta und CnA beta
(n=11, r=-0.89, p<0.001, Tab. 3.6 und Abb. 3.6), sowie zu CnB (n=10, r=-0.88, p<0.001, Tab. 3.6

und Abb. 3.6). Die weiteren Analysen ergaben keine statistisch signifikanten Korrelationen (Tab.

3.6).

Tab. 3.6 Korrelation von ER mRNA zu Hypertrophie-assoziierten Genen in AS

Hypertrophie-assoziierte Gene

Korrelationen zu

ERalpha /GAPDH mRNA ERbeta /GAPDH mRNA
ERalpha /GAPDH mRNA - r=0.09, p=0.77
BNP /GAPDH mRNA =-0.31, p=0.38 =0.13, p=0.92
CnA beta /GAPDH mRNA =0.22, p=0.52 r=-0.89, p<0.001
CnB /GAPDH mRNA r=-0.15, p=0.67 r=-0.88, p<0.001

Fettgedruckt: dies stellt einen signifikanten Wert dar. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis

(Kapitel 5).
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Abb. 3.6 Korrelation von ERbeta mRNA in AS mit A: CnA beta, B: CnB (o Frauen, ® Ménner).
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3.1.8 ER-Expression im Bezug auf die Medikation in AS

Eswurde fiir kein Medikament eine signifikante Interaktion mit der ER mRNA Expression gefunden.
Dies galt sowohl fiir die Gabe eines RAS-Inhibitors (Tab. 3.7) als auch eines Betablockers (Tab.
3.8). Die Untersuchung des Einflusses der iibrigen kardiovaskuldren Medikamente war statistisch
nicht moglich oder sinnvoll, da keine ausgewogenen Untergruppen gebildet werden konnten

(12 von 14 Patienten bekamen ein Diuretikum und 3 von 14 Patienten ein Digitalispréparat).

Tab. 3.7 ER mRNA im Bezug auf RAS-Inhibitor-Gabe in AS

RAS-Inhibitor (RAI) + RAS-Inhibitor (RAI) -
Genexpression in AS
[n=8] [n=6]
ERalpha /GAPDH mRNA 2.89+1.09 1.25+£0.17
ERbeta /GAPDH mRNA 0.55+0.07 0.61 +0.09

Tab. 3.8 ER mRNA im Bezug auf Betablocker-Gabe in AS

Betablocker (BB) + Betablocker (BB) -
Genexpression in AS
[n=7] [n=7]
ERalpha /GAPDH mRNA 2.97+1.24 1.40+0.31
ERbeta /GAPDH mRNA 0.55+0.06 0.60 = 0.09

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwerts.

Der Gebrauch von Hormontherapie (HT) konnte nur bei zwei Patientinnen ermittelt werden.
Die gemessenen ER-Werte der beiden AS-Patientinnen mit HT (ERalpha: 2.05+0.57, ERbeta:
0.49+0.19) lagen jedoch im Bereich des Mittelwertes der gesamten Gruppe der AS-Patientinnen
(ERalpha: 2.49+1.12, ERbeta: 0.61+0.07).
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3.1.9 Regulation von ERalpha mRNA in Myokardproben von Patienten mit DCM

Die Expression von ERalpha mRNA war in allen Proben von DCM-Patienten 1.8-fach hdher
als in allen Kontrollen (p<<0.001, Tab. 3.9 und Abb. 3.7). Der Gehalt an ERalpha mRNA war in
weiblichen und ménnlichen Patienten nicht unterschiedlich (p>0.05, Tab. 3.9 und Abb. 3.7). Bei
der Unterteilung nach Geschlecht wurde bei den Frauen eine 1.9-fach hohere Expression bei DCM-
Patientinnen gegeniiber den Kontrollen gemessen, wobei dieser Befund aufgrund der geringen
Fallzahl statistisch nicht siginifikant war (p>0.05, Tab. 3.9 und Abb. 3.7). In der Untergruppe der
Manner fand sich ebenfalls eine nicht signifikante 1.6-fach hohere Expression (p>0.05 Tab. 3.9

und Abb. 3.7), die aber den Trend bestétigte.

Tab. 3.9 ERalpha /GAPDH mRNA in DCM-Proben

Kontrollen [n=24] DCM [n=24]
0.74 + 0.06 1.33 £0.16**
Frauen Miénner
Kon [n=10] DCM [n=2] Kon [n=14] DCM [n=22]
0.64 £ 0.08 1.21 £0.05 0.82 £ 0.09 1.34+£0.18

**p<0.001. Abkiirzungen siche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte

entsprechen Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.7 ERalpha /GAPDH mRNA in DCM [n=24] A: versus Kontrollen, B: Unterteilung nach

Geschlecht und Vergleich mit Kontrollen.
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3.1.10 Regulation von ERbeta mRNA in Myokardproben von Patienten mit DCM

Der Gehaltan ER beta mRNA war in allen Proben von Patienten mit DCM 1.4-fach hoher als in allen
Kontrollen (p<0.05, Tab. 3.10 und Abb. 3.8A). Dieser signifikante Befund in der Gesamtgruppe
konnte dadurch zustande kommen, dass die ERbeta mRNA in weiblichen Kontrollen niedriger als
bei den ménnlichen exprimiert war (Tab. 3.2 und Abb. 3.2), die DCM-Gruppe aber vorwiegend
aus Ménnern bestand (22 von 24 Proben). In den Untergruppen zeigte sich keine Erhdhung der
ERbeta mRNA bei den Méannern (p>0.05, Tab. 3.10 und Abb. 3.8B). Bei den Frauen war wiederum
keine sinnvolle statistische Aussage moglich (p>0.05, Tab. 3.10 und Abb. 3.8B).

Tab. 3.10 ERbeta /GAPDH mRNA in DCM-Proben

Kontrollen [n=24] DCM [n=24]
0.22 £0.02 0.31 £0.03*
Frauen Minner
Kon [n=10] DCM [n=2] Kon [n=14] DCM [n=22]
0.14+£0.02 0.29+£0.15 0.28 £0.03 0.32+0.03

*p<0.05. Abkiirzungen siche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.8 ERbeta /GAPDH mRNA in DCM [n=24] A: versus Kontrollen, B: Unterteilung nach
Geschlecht.
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3.1.11 Korrelation von ER mRNA zu klinischen Parametern in DCM

Die Expressionshohe der ER mRNA korrelierte in den Myokardproben von Patienten mit DCM

mit keinem gemessenen klinischen Parameter (Tab. 3.11).

Tab. 3.11 Korrelation von ER mRNA zu klinischen Parametern in DCM

Korrelationen zu
Klinische Parameter
ERalpha /GAPDH mRNA ERbeta /GAPDH mRNA
LVEF [%] r=0.03, p=0.94 r=-0.03, p=0.94
LVEDD [mm] r=-0.38, p=0.07 r=-0.21, p=0.34
FS [%] r=-0.07, p=0.73 r=0.05, p=0.81

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

3.1.12 Korrelation von ER mRNA zu Herzinsuffizienz-assoziierten Genen in DCM

Der Gehalt an ER mRNA korrelierte in den Myokardproben von Patienten mit DCM weder

untereinander noch mit Herzinsuffizienz-assoziierten Genen (Tab. 3.12).

Tab. 3.12 Korrelation von ER mRNA zu Herzinsuffizienz-assoziierten Genen in DCM

Herzinsuffizienz-assoziierte Korrelationen zu
Gene ERalpha /GAPDH mRNA ERbeta /GAPDH mRNA
ERalpha /GAPDH mRNA - r=0.33, p=0.11
BNP /GAPDH mRNA r=0.11, p=0.70 r=0.01, p=0.99
CnA beta /GAPDH mRNA r=-0.13, p=0.66 r=-0.22, p=0.45
CnB /GAPDH mRNA r=0.45, p=0.11 r=0.10, p=0.74

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

3.1.13 ER-Expression im Bezug auf die Medikation in DCM

Diese Untersuchung war in der Gruppe der DCM-Patienten statistisch nicht moglich oder sinnvoll,
da eine sehr dhnliche kardiovaskuldre Medikation eingesetzt wurde. 24 von 24 Patienten erhielten
ein Diuretikum, 22 von 24 Patienten bekamen einen RAS-Inhibitor, 21 von 24 Patienten einen

Betablocker, sowie 22 von 24 Patienten ein Digitalispréparat.

Der Gebrauch von HT konnte bei keiner Patientin aus der DCM-Patientengruppe ermittelt

werden.
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3.2 Regulation von ERalpha Protein in humanen Myokardproben

Wie bei der ER mRNA-Untersuchung wurden zunichst die Kontrollproben untersucht, um den
Einfluss von Alter und Geschlecht zu iiberpriifen. Dann wurden das ERalpha Protein in den

Patientengruppen mit der Kontrollgruppe verglichen.

3.2.1 ERalpha Protein in Kontrollproben

Der Gehalt an ERalpha Protein wurde nicht vom Geschlecht beeinflusst, denn die Werte der Frauen
und Ménnern waren nicht signifikant verschieden (p=0.55, Tab. 3.13 und Abb. 3.9). AnschlieBend
wurden alle Kontrollen <50 LJ mit denjenigen >50 LJ unabhédngig vom Geschlecht verglichen.
Dabei wurde keine unterschiedliche Expression von ERalpha mRNA bei Kontrollen <50 LJ
gegentiber >50 LJ gefunden (p=0.31, Tab. 3.13 und Abb. 3.9). Dies wurde auch gefunden, nachdem
die Altersaufteilung in jeder Geschlechtergruppe durchgefiihrt wurde (Tab. 3.13und Abb. 3.9). Der
Gehalt an ERalpha Protein korrelierte nicht zum Alter (n=16, r=-0.33, p=0.22, Abb. 3.9).

Tab. 3.13 ERalpha /GAPDH Protein in Kontrollproben

Kontrollen, Frauen [n=7] Kontrollen, Manner [n=9]
0.62 +0.07 0.72+0.15
<50 LJ [n=3] >50 LJ [n=4] <50 LJ [n=5] >50 LJ [n=4]
0.75+0.07 0.53+0.08 0.78 £0.25 0.65+0.13
Kontrollen, <50 LJ [n=8] Kontrollen, >50 LJ [n=8]
0.77+0.15 0.59+0.07

Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.9 ERalpha /GAPDH Protein in Kontrollproben [n=16].

A: Unterteilung nach Geschlecht,

B: Unterteilung nach Altersgruppe,

C: Unterteilung nach Geschlecht und Altersgruppe,

D: Korrelationsanalyse zwischen ERalpha /GAPDH Protein und dem Lebensalter (o Frauen, @ Ménner).

3.2.2 Folgerungen fiir die weitere Auswertungsstrategie

Die Analyse des Proteingehaltes von ERalpha in Kontrollen war Grundlage fiir die Untersuchung

moglicher, krankheitsabhéngiger Verdnderungen.

Da sich keine Altersabhidngkeit des ERalpha Proteingehalts fand und ein Vergleich mit den mRNA
Befunden ermdglicht werden sollte, wurden alle untersuchten Patienten einer Krankheitsgruppe
mit allen Kontrollen verglichen. AnschlieBend wurden die Patientengruppen nach Geschlecht

unterteilt und mit den entsprechenden Patienten der Kontrollproben verglichen.
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3.2.3 ERalpha Protein in Myokardproben von AS-Patienten

Der ERalpha Proteingehalt war in allen Proben von AS-Patienten 1.5-fach hoher als in allen
Kontrollen (p<0.05, Tab. 3.14, Abb. 3.10 und Abb. 3.12). Weibliche und ménnliche Patienten mit
AS unterschieden sich nicht hinsichtlich des ER alpha Proteingehalts (p>0.05, Tab. 3.14 und Abb.
3.10). In der Gruppe der Frauen zeigten die AS-Patientinnen 1.5-fach hohere ERalpha-Werte als
die Kontrollen, wobei dieser Trend statistisch nicht signifikant war (p>0.05, Tab. 3.14 und Abb.
3.10). Auch in der Gruppe der Ménner tendierten die AS-Patienten zu 1.4-fach hoheren ERalpha-
Werten gegeniiber den Kontrollen, was aber ebenfalls statistisch nicht signifikant war (p>0.05,
Tab. 3.14 und Abb. 3.10).

Tab. 3.14 ERalpha /GAPDH Protein in AS-Proben

Kontrollen [n=16] AS [n=11]
0.68 + 0.09 0.99 £ 0.10*
Frauen Miénner
Kon [n=7] AS [n=6] Kon [n=9] AS [n=5]
0.62 £ 0.07 0.96 +0.15 0.72+0.15 1.02+£0.16

*p<0.05. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.10 ERalpha /GAPDH Protein in AS [n=14]
A: versus Kontrollen, B: Unterteilung nach Geschlecht und Vergleich mit Kontrollen.
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3.2.4 Korrelation von ERalpha Protein zu klinischen Parametern in AS

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen ERalpha Protein und den gemessenen klinischen
Parametern (Tab. 3.15).

Tab. 3.15 Korrelation von ERalpha /GAPDH Protein zu klinischen Parametern in AS

Klinische Parameter Korrelationen zu
ERalpha /GAPDH Protein
Op mean [mmHg] r=0.002, p=0.99
LVEF [%] r=-0.45, p=0.38
LVEDD [mm)] r=10.52, p=0.12
FS [%] r=-0.10, p=0.78
LVEDP [mmHg] r=0.49, p=0.41

Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

3.2.5 ERalpha Protein im Bezug auf die Medikation in AS

Es wurde fiir kein Medikament eine signifikante Beeinflussung des ERalpha Proteingehaltes
gefunden. Dies galtsowohl fiir die Gabe eines RAS-Inhibitors (Tab. 3.16) als auch eines Betablockers
(Tab. 3.17). Die Untersuchung des Einflusses der iibrigen kardiovaskuldren Medikation war
statistisch nicht moglich oder sinnvoll, da 9 von 11 Patienten ein Diuretikum bekamen und 3 von

11 Patienten ein Digitalispréparat.

Tab. 3.16 ERalpha Protein im Bezug auf RAS-Inhibitor-Gabe in AS

e + . 3

iR o o A RAS-Inhibitor (RAI) RAS-Inhibitor (RAI)
[n=6] [n=5]

ERalpha /GAPDH Protein 0.90+0.14 1.09+£0.15

Tab. 3.17 ERalpha Protein im Bezug auf beta-Blocker-Gabe in AS

+ -
PR A Betablocker (BB) Betablocker (BB)
[n=5] [n=6]
ERalpha /GAPDH Protein 0.90£0.15 1.06 £0.15

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwerts.

Der Gebrauch von Hormontherapie (HT) konnte nur bei einer Patientin ermittelt werden. Der
gemessene Wert (1.15) lag im Bereich des Mittelwertes der Gesamtgruppe der AS-Patientinnen
(0.96 £ 0.15).
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3.2.6 ERalpha Protein in Patienten mit DCM

Der Proteingehalt von ERalpha war in allen Proben von DCM-Patienten 1.9-fach hoher als in
allen Kontrollen (p<0.001, Tab. 3.18, Abb. 3.11 und Abb. 3.12). Da nur eine Patientin mit DCM
untersucht wurde, konnten keine statistische Aussagen in der Untergruppe der Frauen getroffen
werden. Die Patientin wies aber einen hoheren ERalpha-Wert gegeniiber den Kontrollen auf
(Tab. 3.18 und Abb. 3.11). In der Gruppe der Ménner hatten die DCM-Patienten 1.6-fach hohere
ERalpha-Werte als die Kontrollen (p<0.01, Tab. 3.18 und Abb. 3.11).

Tab. 3.18 ERalpha /GAPDH Protein in DCM-Proben

Kontrollen [n=16] DCM [n=27]
0.68 = 0.09 1.31 £0.14%*
Frauen Minner
Kon [n=7] DCM [n=1] Kon [n=9] DCM [n=26]
0.62 +0.07 3.28 £ 0.00 0.72+0.15 1.24 £0.12%

*p<0.01, **p<0.001. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte
entsprechen Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.11 ERalpha /GAPDH Protein in DCM [n=27] A: versus Kontrollen, B: Unterteilung nach
Geschlecht und Vergleich mit Kontrollen.
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3.2.7 Korrelation von ERalpha Protein zu klinischen Parametern in DCM

Es wurde keine Korrelation zwischen ERalpha Protein und den gemessenen klinischen Parametern
gefunden (Tab. 3.19).

Tab. 3.19 Korrelation von ERalpha /GAPDH Protein zu klinischen Parametern in DCM

Klinische Parameter L0 L D
ERalpha /GAPDH Protein
LVEEF [%] r=10.29, p=0.34
LVEDD [mm] r=0.06, p=0.77
FS [%] r=0.13, p=0.53

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

3.2.8 ERalpha Protein im Bezug auf die kardiovaskulire Medikation in DCM

Die Untersuchung war in der Gruppe der DCM-Patienten statistisch nicht moglich oder sinnvoll,
da die kardiovaskuldre Medikation in der DCM-Gruppe sehr dhnlich angesetzt wurde. 27 von 27
Patienten erhielten ein Diuretikum, 27 von 27 Patienten bekamen eine RAI, 25 von 27 Patienten

einen BB, sowie 25 von 27 Patienten ein Digitalispriparat.

Der Gebrauch von HT konnte bei keiner Patientin aus der DCM-Patientengruppe ermittelt

werden.

3.2.9 Reprisentative Ausschnitte eines Western-Blots

In Abb. 3.12 sind reprédsentative Ausschnitte eines Western-Blots mit Myokardproben von
Kontrollen, AS und DCM gezeigt. Man sieht die Heraufregulation von ERalpha Protein in den
AS- und DCM-Proben im Vergleich zu den Kontrollproben.

ERalpha C-term
[66 kD]

GAPDH

. | o ey --

Kon AS DCM

Abb. 3.12 Reprisentative Ausschnitte eines Western-Blots mit Myokardproben von
Kontrollen [1 und 2], AS [3 und 4] und DCM [5 und 6].
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3.3 Analyse eines SNP in Exon 4 des fiir ERalpha kodierenden Gens

3.3.1 Schmelzkurven und Sequenzierungsanalyse

Die Schmelzkurven nach der ERalpha PCR (2.7.4.2) zeigten zwei unterschiedliche Gipfel (bei ca.
64°C und 68°C, Abb. 3.13). Bei einem Teil der Proben war jeweils nur einer der beiden Gipfel

sichtbar, bei dem anderen Teil der Proben zeigte sich ein doppelgipfliges Muster (Abb. 3.13).

Somit lag die Vermutung nahe, dass es sich bei diesem Phdnomen um die Darstellung eines SNP

handelte.

Nach der Sequenzierungsanalyse konnte festgestellt werden, dass es sich um einen bereits bekannten
SNP in Codon 325 von Exon 4 (CCC - CCG) des fiir ERalpha kodierenden Gens handelte (NCBI,
Reference SNP, Clusterreport: rs1801132). Es befanden sich unter den untersuchten Myokardproben

sowohl homozygote Patienten mit dem Genotypen C/C und G/G, als auch heterozygote mit dem

Genotypen C/G. Jeder Genotyp konnte einem Schmelzgipfel-Muster zugeordnet werden (Abb.

3.13) worauthin die Genotypisierung der untersuchten Proben anschlieBend nur noch mithilfe der

Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt wurde.
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Abb. 3.13 A: Exemplarische Schmelzkurvenanalyse (LightCycler™), oben: abnehmendes Fluoreszenz-

signals mit steigender Temperatur, unten: Darstellung der Schmelzgipfelmuster (O-®), B: zugehorige

Nukleotidsequenzen.
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3.3.2 Uberpriifung auf Hardy-Weinberg-Aquilibrium

Die Uberpriifung auf das Hardy-Weinberg-Aquilibrium untersuchte, ob das Auftreten der SNP-
Genotypen dem Auftreten in einer Idealpopulation dhnelte. In der Gesamtgruppe aller untersuchten
Proben fand sich eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium, ebenso in den meisten
Untergruppen. Nur die Untergruppen aller weiblichen Proben und der DCM-Patientengruppe
wichen nicht vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium ab (Tab. 3.20).

Tab. 3.20 Genotyphiufigkeiten und Uberpriifung auf Hardy-Weinberg-Aquilibrium

Erwartete Genotyphéufigkeit nach Beobachtete .
z - .. | Abweichung vom
. dem Hardy-Weinberg-Gesetz Genotyphiufigkeit .
Patientengruppen D2 2xp.xp D2 Hardy- Weinberg-
© c* Pg G Aquilibri
i OT) | (s @0 || (e ey | B2 || O | © quiibrivm
0.015 0.212 0.773 ja (p<0.001)
Al EToe (0.93) (13.14) | @793 | * 7oA chi? = 13.200
0.016 0.218 0.766 nein (p>0.05)
Frauen (0.32) 4.36) | (15.32) ! 3 16 chi? = 1.899
) 0.014 0.210 0.776 ja (p<0.001)
Ménner (0.59) (8.82) 3259 | 3 410 chi? = 12.657
0.021 0.249 0.730 ia (p<0.03)
Rt (0.51) (5.98) a7s)y | 2 3 19 chi? = 5.965
0.011 0.191 0.797 ia (p<0.05)
AS (0.16) (2.68) (11.16) ! ! 12 chi> = 5.526
0.011 0.186 0.803 nein (p>0.05)
bEM (0.26) (4.48) (19.26) ! 312 chi? = 2.624

p.: relative Haufigkeit des Allels C, p,.: relative Haufigkeit des Allels G, chi®: TestpriifgroBe (hier
signifikant ab einem Wert <3.84). Ubrige Abkiirzungen siche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

3.3.3 Genotyphiufigkeiten in allen myokardialen Proben

Vier von 62 untersuchten Proben zeigten den Genotyp C/C (6.4%), sieben den Genotyp C/G
(11.3%) und 51 Proben den Genotyp G/G (82.3%). Somit wurde in den untersuchten Proben der
Genotyp G/G als hdufigster Genotyp gefunden (Tab. 3.20 und Abb. 3.14).
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Abb. 3.14 Genotyphaufigkeiten in allen myokardialen Proben.
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3.3.4 Allelfrequenz und Geschlecht

Die Allelfrequenz in allen untersuchten Proben betrug 0.121 fiir das C-Allel und 0.879 fiir das

G-Allel. Die Allelfrequenzen unterschieden sich nicht signifikant zwischen Frauen und Ménnern

(p=0.78 , Tab. 3.21).

Tab. 3.21 Allelfrequenzen aufgeteilt nach Geschlecht

Allelfrequenz [absolute Anzahl des Allels]

Patientengruppen Probenanzahl
C-Allel G-Allel
alle Proben 62 0.121 [15] 0.879 [109]
Frauen 20 0.125 [5] 0.875[35]
Mainner 42 0.119 [10] 0.881 [74]

3.3.5 Allelfrequenz und kardiovaskulirer Phanotyp

Die untersuchten Krankheitsgruppen unterschieden sich hinsichtlich der Allelfrequenz nicht von
der Kontrollgruppe (Kontrollen vs. AS, p=0.74; Kontrollen vs. DCM, p=0.76, Tab. 3.22). Diese

Analyse zeigte, dass in den untersuchten Gruppen keine Assoziation zwischen Allelfrequenz und

kardialem Krankheitsbild bestand.

Tab. 3.22 Allelfrequenzen aufgeteilt nach Patientengruppen

Allelfrequenz [absolute Anzahl des Allels]

Patientengruppen Probenanzahl
C-Allel G-Allel
Kontrollen 24 0.146 [7] 0.854 [41]
AS 14 0.107 [3] 0.893 [25]
DCM 24 0.104 [5] 0.896 [43]

Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).
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3.3.6 Genotyp und Expressionshohe von ERalpha mRNA

Obwohl der untersuchte SNP die Aminosduresequenz nicht veridnderte, sollte untersucht werden, ob
der Genotyp mit unterschiedlicher Expressionshéhe von ER alpha mRNA assoziiert ist. Auch eine
Anderung der Sekundirstruktur der mRNA kann die Stabilitéit der mRNA und /oder die Ableserate
verdndern®®. Deshalb konnte auch ein SNP ohne Aminosdurenverdnderung einen funktionellen
Einflu3 haben.

Es fand sich in keiner untersuchten Gruppe ein Anhalt fiir eine Assoziation zwischen dem ERalpha

Genotyp und der jeweiligen Expressionshohe von ERalpha mRNA (Tab. 3.23 und Abb. 3.15).

Tab. 3.23 Expressionshohe von ERalpha /GAPDH in Abhéngikeit vom Genotyp

Mittelwerte ERalpha /GAPDH Signifikanz-
Patientengruppen | Probenanzahl ;
C/C — Genotyp | C/G - Genotyp | G/G — Genotyp niveau
Kontrolle 24 0.69 +0.25 0.94 +0.13 0.72 +0.07 p=0.34
AS 14 1.47 £0.00 1.63 £0.00 2.29+0.76 p=0.99
DCM 24 0.87 +0.00 1.26 £0.42 1.35+£0.19 p=0.80

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwerts.
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Abb. 3.15 Expressionshohe von ERalpha / GAPDH in Abhéngikeit vom Genotyp. A: Darstellung in der
Kontrollgruppe, B: Darstellung in der AS-Gruppe, C: Darstellung in der DCM-Gruppe.
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3.4 Stimulation humaner, kardialer Fibroblasten mit 17beta-Estradiol

3.4.1 Konstanz des Referenzgens GAPDH

Das Referenzgen GAPDH wurde in menschlichen kardialen Fibroblasten sowohl nach 6h als auch

nach 24h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol nicht signifikant veréndert (Tab. 3.24).

Tab. 3.24 GAPDH Fluoreszenzwerte

GAPDH Fluoreszenzwerte Signifikanz-
Patientengruppe .
Kontrolle 100nM 17beta-Estradiol niveau
alle Patienten, 6h 5562+ 736 [n=18] 54404484 [n=19] p=0.89
alle Patienten, 24h 739241507 [n=18] 56554548 [n=18] p=0.50

Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5). Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwerts.

3.4.2 Effekte auf die Expression von ERalpha

Die Stimulation fiihrte in den kardialen Fibroblasten der Patienten zu keinem einheitlichen Trend
in der ERalpha Expression (Tab. 3.25 und 3.26), weshalb der Durchschnittswert aller Proben weder
nach 6h (100% vs. 108+14%, p=0.69) noch nach 24h (100% vs. 114+7%, p=0.09) verdndert war.

Tab. 3.25 ERalpha / GAPDH nach 6h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol

ERalpha / GAPDH in % des Mittelwertes der Kontrollen
Patienten | Sex | Alter | VAD
Kontrollen, 6h 17beta-Estradiol, 6h
Pat. 1, DCM | W 14 - 100 + 13 [n=3] 095 + 28 [n=3]
Pat.2, DCM | M 33 | DeBakey 100 £21 [n=3] 138 £16 [n=4]
Pat. 3, DCM | M 57 | DeBakey 100 + 06 [n=3] 118 £ 02 [n=3]
Pat. 4, DCM | M 60 - 100 + 09 [n=3] 104 + 12 [n=3]
Pat. 5, ICM M 57 - 100 + 19 [n=3] 048 + 14 [n=3]
Pat. 6, TKMP | M 32 - 100 £ 11 [n=3] 145 + 18 [n=3]

Tab. 3.26 ERalpha / GAPDH nach 24h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol

ERalpha / GAPDH in % des Mittelwertes der Kontrollen
Patienten | Sex | Alter | VAD
Kontrollen, 24h 17beta-Estradiol, 24h
Pat. 1, DCM | W 14 - 100 £ 15 [n=3] 101 + 04 [n=2]
Pat.2, DCM | M 33 | DeBakey 100 £ 43 [n=3] 105 + 48 [n=4]
Pat. 3, DCM | M 57 | DeBakey 100 £ 01 [n=3] 097 £07 [n=3]
Pat. 4, DCM | M 60 - 100 + 07 [n=3] 121 £ 26 [n=3]
Pat. 5, ICM M 57 - 100 + 33 [n=3] 142 + 34 [n=3]
Pat. 6, tKMP | M 32 - 100 + 18 [n=3] 117 £16 [n=3]

+ Therapie eingesetzt, - Therapie nicht eingesetzt. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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3.4.3 Effekte auf die Expression von Endothelin-1 (ET-1)

Die Stimulation fiihrte in den kardialen Fibroblasten der Patienten zu keinem einheitlichen Trend
in der ET-1 Expression (Tab. 3.27 und 3.28), weshalb der Durchschnittswert aller Proben weder
nach 6h (100% vs. 113£14%, p=0.31) noch nach 24h (100% vs. 105+£6%, p=0.56) verdndert war.

Tab. 3.27 ET-1/ GAPDH nach 6h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol

Endothelin-1 / GAPDH in % des Mittelwertes der Kontrollen
Patienten | Sex | Alter | VAD
Kontrollen, 6h 17beta-Estradiol, 6h
Pat. 1, DCM W 14 - 100 £+ 11 [n=3] 105 + 14 [n=3]
Pat. 2, DCM M 33 | DeBakey 100 £+ 05 [n=3] 124 + 09 [n=4]
Pat. 3, DCM M 57 | DeBakey 100 £+ 04 [n=3] 141 £ 10 [n=3]
Pat. 4, DCM M 60 - 100 £+ 07 [n=3] 104 £ 06 [n=3]
Pat. 5, ICM M 57 - 100 £ 13 [n=3] 055+ 12 [n=3]
Pat. 6, TKMP | M 32 - 100 & 06 [n=3] 149 + 19 [n=3]

Tab. 3.28 ET-1/ GAPDH nach 24h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol

Endothelin-1 / GAPDH in % des Mittelwertes der Kontrollen
Patienten | Sex | Alter | VAD
Kontrollen, 24h 17beta-Estradiol, 24h
Pat. 1, DCM A\ 14 - 100 £ 02 [n=3] 108 £ 02 [n=2]
Pat. 2, DCM M 33 | DeBakey 100 £26 [n=3] 096 + 14 [n=4]
Pat. 3, DCM M 57 | DeBakey 100 £+ 11 [n=3] 126 £ 01 [n=3]
Pat. 4, DCM M 60 - 100 £+ 07 [n=3] 099 + 21 [n=3]
Pat. 5, ICM M 57 - 100 £ 24 [n=3] 126 + 33 [n=3]
Pat. 6, TKMP | M 32 - 100 £ 24 [n=3] 085 £ 15 [n=3]

+ Therapie eingesetzt, - Therapie nicht eingesetzt. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).
Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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3.4.4 Effekte auf die Expression von ET, -Rezeptor

Die Stimulation fiihrte in den kardialen Fibroblasten der Patienten zu keinem einheitlichen Trend
in der ET,-Rezeptor Expression (Tab. 3.29 und 3.30), weshalb der Durchschnittswert aller Proben
weder nach 6h (100% vs. 111+7%, p=0.22) noch nach 24h (100% vs. 100£9%, p=0.99) verdndert

war.

Tab. 3.29 ET,-Rezeptor / GAPDH nach 6h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol

O e e ET(A)-R / GAPDH in % des Mittelwertes der Kontrollen
Kontrollen, 6h 17beta-Estradiol, 6h
Pat. 1, DCM | W 14 - 100 + 23 [n=3] 115+ 71 [n=3]
Pat.2,DCM | M 33 | DeBakey 100 £ 29 [n=3] 132 £ 29 [n=4]
Pat. 3, DCM | M 57 | DeBakey 100 + 03 [n=3] 107 £ 05 [n=3]
Pat. 4, DCM | M 60 - 100 + 13 [n=3] 090 + 12 [n=3]
Pat. 5, ICM M 57 - 100 + 21 [n=3] 093 + 17 [n=3]
Pat. 6, tIKMP | M 32 - 100 + 25 [n=3] 126 + 16 [n=3]

Tab. 3.30 ET,-Rezeptor / GAPDH nach 24h Stimulation mit 100nM 17beta-Estradiol

o T ET(A)-R / GAPDH in % des Mittelwertes der Kontrollen
Kontrollen, 24h 17beta-Estradiol, 24h
Pat. 1, DCM | W 14 - 100 £ 16 [n=3] 127 + 30 [n=2]
Pat. 2, DCM | M 33 | DeBakey 100 + 24 [n=3] 077 £ 17 [n=4]
Pat. 3, DCM | M 57 | DeBakey 100 + 16 [n=3] 126 = 17 [n=3]
Pat.4,DCM | M 60 - 100 £ 12 [n=3] 075 + 04 [n=3]
Pat. 5, ICM M 57 - 100 £ 18 [n=3] 094 + 04 [n=3]
Pat. 6, TKMP | M 32 - 100 £ 08 [n=3] 098 + 12 [n=3]

+ Therapie eingesetzt, - Therapie nicht eingesetzt. Abkiirzungen siche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).

Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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3.4.5 Korrelationen der Stimulationseffekte nach 6h

Nach 6h Stimulation wurde eine positive Korrelation zwischen den Stimulationseffekten auf die
Expression von ERalpha und ET-1 gefunden (r=0.94, p<0.01, Tab. 3.31 und Abb. 3.16). Sonst

wurden keine weitere signifikante Korrelationen gefunden (Tab. 3.31).

Tab. 3.31 Korrelationen der Stimulationseffekte nach 6h

Korrelationen nach 6h Stimulation mit 17beta-Estradiol
ERalpha /GAPDH ET-1 /GAPDH
ET-1 /GAPDH r=0.94, p<0.01 -
ET(A)-R /GAPDH r=0.75, p=0.08 =0.64, p=0.17

Fettgedruckt: signifikanter Wert. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).
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Abb. 3.16 Korrelation zwischen ERalpha /GAPDH und ET-1 /GAPDH nach 6h Stimulation.

3.4.6 Korrelationen der Stimulationseffekte nach 24h

Nach 24h Stimulation wurden keine signifikante Korrelationen zwischen den Stimulationseffekten

auf die Expression von ERalpha, ET-1 oder ET,-Rezeptor gefunden (Tab. 3.32).

Tab. 3.32 Korrelationen der Stimulationseffekte nach 24h

Korrelationen nach 24h Stimulation mit 17beta-Estradiol
ERalpha /GAPDH ET-1 /GAPDH
ET-1 /GAPDH =0.13, p=0.81 -
ET(A)-R /GAPDH r=-0.49, p=0.32 =0.48, p=0.34

Abkiirzungen siche Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 5).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Krankheitsabhéngigkeit in der Regulation von
myokardialen ER beim Menschen beschrieben’*® und ein Zusammenhang zur Funktion bei

linksventrikuldrer Hypertrophie®” und Herzinsuffizienz*® hergestellt.

In Myokardproben von Patienten mit Aortenklappenstenose waren ERalpha- und ERbeta-mRNA
(Abb. 4.1), sowie ERalpha-Protein heraufreguliert. Dabei konnte dem Subtyp ERbeta eine
besondere Funktion zugeordnet werden, denn es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen
den Transkriptmengen von ERbeta und den Transkriptmengen der Calcineurin-Isoformen CnA
beta und CnB. Weiterhin war der prozentuale Anstieg der ERbeta-Erhohung in der Gruppe der
Frauen doppelt so hoch wie bei den Méannern (Abb. 4.1). Bei dilatativer Kardiomyopathie (DCM)
konnte dem Subtyp ERalpha eine hervorgehobene Funktion zugeordnet werden, denn es waren
ERalpha-mRNA und -Protein heraufreguliert, nicht aber ERbeta-mRNA (Abb. 4.1). Hingegen
wurde fiir einen SNP in Exon 4 des fiir ERalpha kodierenden Gens kein Hinweis auf eine
funktionelle Bedeutung gefunden. Es zeigte sich keine Assoziation zum kardialen Phénotyp oder
vorliegender ERalpha mRNA-Menge. Schlielich fanden sich in humanen kardialen Fibroblasten
aus insuffizienten Herzen Hinweise darauf, dass 17beta-Estradiol die Genexpression von ET-1 und

ET,-Rezeptor individuell beeinflussen kann.

Q¢ 4

¢ 4
ERalpha mRNA f f ERalpha mRNA f f

| ERbetamRNA A 4 | ERbetamRNA = —

Aortenklappenstenose DCM

Abb. 4.1 Schematische Darstellung der ERmRNA-Regulation bei Aortenklappenstenose und dilatativer
Kardiomyopathie (DCM), aufgetrennt nach Geschlecht. (Bilder nach www.metrohealth.org).

Beide ER konnten in allen untersuchten Myokardproben nachgewiesen werden, was Befunde aus
Studien mit Herzen von Ratten und Menschen unterstiitzt'>*. Die Lokalisation von ERalpha im
humanen Myokard wurde in einer Publikation beschrieben®®, in der auch Teile der vorliegenden
Arbeit enthalten sind. In gesunden Herzen war ERalpha im Cytoplasma, in den Glanzstreifen und im
Zellkern lokalisierbar® - dhnlich Befunden aus Studien mit Herzmuskelzellen aus Ratten®. Hingegen
war ERalpha in Myokardproben von Patienten mit DCM nicht mehr in den Glanzstreifen vorhanden®®,

was zu struktureller Instabilitit und gestorter kardialer Kontraktilitét beitragen konnte.
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4.1 ER bei linksventrikulirer Hypertrophie durch Aortenklappenstenose

Es konnte gezeigt werden, dass beide Ostrogenrezeptoren (ER) in linksventrikuliren Myokard-
proben von Patienten mit AS heraufreguliert wurden. Die vorliegende Arbeit liefert damit erstmals
Hinweise auf eine Rolle von ER bei linksventrikuldrer Hypertrophie im menschlichen Herzen. In
Tiermodellen wurden bereits protektive Wirkungen fiirbeide ER gefunden. Die spezifische Anregung
von ERalpha verhinderte die Ausbildung kardialer Hypertrophie in spontan-hypertensiven Ratten®!

und ERbeta verhinderte kardiale Hypertrophie in Mausen nach experimenteller Aortenstenose®?.

Bei der Untersuchung von molekularen Mechanismen kardialer Hypertrophie nimmt das Ca**-lon
eine Schliisselposition ein. Viele bekannte Vermittler kardialer Hypertrophie, wie das adrenerge
System oder das Renin-Angiotensin-System (RAS), erhéhen den intrazellularen Ca*-Gehalt
von Herzmuskelzellen®%. Dies aktiviert tiber die Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin den
Hypertrophie-fordernden Transkriptionsfaktor NFAT®-%°. Calcineurin ist ein Heterotrimer aus
einer katalytischen Einheit A (CnA) und einer regulatorischen Einheit B (CnB), sowie dem Ca?*-
bindenden Protein Calmodulin™. Fiir die Hypertrophie-fordernden Effekte scheint die Isoform
CnA beta besonders wichtig zu sein, denn deren isolierte Gen-Deletion verhinderte die Auspriagung

kardialer Hypertrophie in einem transgenen Mausmodell”'.

Inder vorliegenden Arbeit zeigte sich eine negative Korrelation zwischen den Transkriptmengen von
ERbeta und den Transkriptmengen der Calcineurin-Isoformen CnA beta und CnB. Daraus lésst sich
eine mogliche Verbindung zwischen dem Anstieg in der ERbeta mRNA und einer Unterdriickung
von Calcineurin mRNA herstellen. Dies konnte entweder eine entgegengesetzte Regulation dieser
Molekiile durch unabhingige Faktoren, wie Peptid-Wachstumshormone’", oder eine direkte
Interaktion anzeigen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte diese Unterscheidung nicht
getroffen werden. Falls eine direkte molekulare Verbindung bestiinde, konnte die Verringerung der
Hypertrophie-fordernden Calcineurin-Effekte eine vorteilhafte Wirkung von ERbeta darstellen.
Ein Hinweis darauf fand sich in isolierten Herzmuskelzellen von Ratten, wo 17beta-Estradiol
iiber die Gen-Induktion von MCIP-1 die Phosphatase-Aktivitidt von Calcineurin und die NFAT-

abhéngige Transkription reduzierte’.

Ergebnisse aus klinischen Studien lieen eine Interaktion zwischen ER und BNP vermuten, denn
die Einnahme von HT erhohte den BNP-Plasma-Spiegel?-*2. Weiterhin scheint bei Frauen der
basale BNP-Spiegel hoher zu sein als bei Ménnern”. BNP gilt als Hypertrophie-hemmend'®",
da es die kardiale Vor- und Nachlast senkt und auch auf molekularer Ebene die Hypertrophie-
Entwicklung einschriankt’. Eine Korrelationsanalyse zwischen ER- und BNP-Transkriptmengen
zeigte aber keine Assoziation, weshalb eine direkte Verbindung zwischen der Regulation der Gen-

Expression von ER and BNP unwahrscheinlich ist.
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ERbeta - Geschlechterunterschied in der Vermittlung kardialer Hypertrophie

Der prozentuale Anstieg der ERbeta-Erhhung war in der Gruppe der Frauen doppelt so hoch wie
bei den Miannern. Weiterhin ist die enge negative Korrelation zwischen der Menge an ERbeta mRNA
und der LVEF in der Gesamtgruppe auf die Frauen zurlickzufiihren. Das kdnnte bei der geringen
Fallzahl und moglichen AusreiBBer-Werten statistisch zuféllig sein, aber auch ein Hinweis auf
Geschlechterunterschiede bei der Kompensation linksventrikuldrer Hypertrophie sein. Dies wiirde
mit klinischen Befunden iibereinstimmen, in welchen Frauen mit AS bei dhnlicher Druckbelastung
des linken Ventrikels eine bessere Herzfunktion zeigten'*. Wenn man in diesem Kontext vorteilhafte
Wirkungen von ERbeta annimmt, scheinen Frauen eine erhohte kompensatorische Reserve bei

linksventrikuldrer Hypertrophie zu besitzen.

Diese These wird durch einen Befund aus einem experimentellen Tiermodell fiir Aortenstenose
(TAC) gestiitzt””. In dieser Studie wurde zunichst eine Deletion von ERbeta (BERKO) in
Miusen durchgefiihrt. Nach TAC wiesen die weiblichen BERKO-Maéuse eine verstirkte
Hypertrophie gegeniiber den Wildtyp-Tieren auf. Bei den madnnlichen BERKO-Miausen wurde
dieser Unterschied hingegen nicht gefunden”. Daraus folgerten die Autoren, dass ERbeta fiir
den Geschlechterunterschied in der Vermittlung kardialer Hypertrophie verantwortlich sei. Die
Arbeitsgruppe Regitz-Zagrosek, der auch der Autor dieser Dissertation angehdrte, konnte diesen

Befund in BERKO Tieren bestdtigen (Schubert et al., unpubliziert).

Der Befund scheint einen Geschlechterunterschied widerzuspiegeln und nicht einen Unterschied
im Ostrogen-Plasmaspiegel, denn die gemessenen ERbeta Werte der beiden Patientinnen mit HT
lagen im Bereich des Mittelwerts der gesamten Gruppe der AS-Patientinnen. Dies ist deshalb
bedeutsam, da die Aortenklappenstenose cher eine Erkrankung des dlteren Menschen darstellt’

und bei Frauen meist erst nach der Menopause auftritt.
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4.2 ER bei Herzinsuffizienz

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Heraufregulation von ERalpha in linksventrikuldren
Myokardproben von Patienten mit DCM beschrieben. ERbeta wurde in diesem Zusammenhang
nicht reguliert, was sich von den Befunden bei AS unterscheidet. Dies konnte darauf hinweisen, dass
ER bei Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz verschieden reguliert werden und ERalpha dabei
eine herausgehobene physiologische Bedeutung hat.

Zusitzlich zu seiner Funktion als Transkriptionsfaktor kann ERalpha auch mit cytoplasmatischen
Proteinen interagieren”. Deshalb konnte ERalpha zwei wichtige Mechanismen in der Progression von
Herzinsuffizienz vorteilhaft beeinflussen: den Untergang von Herzmuskelzellen durch Apoptose®®-#?
sowie die gestorte Zell-Zell-Interaktion®’. Ein indirekter Hinweis auf vorteilhafte ER-Wirkungen
ergibt sich aus einer Tierstudie, in der die Gabe von 17beta-Estradiol die Uberlebensrate mannlicher
Miuse erhohte, welche zuvor eine DCM nach Uberexpression von TNF-alpha entwickelt hatten®.
In einer kiirzlich publizierten Arbeit konnte eine Reduktion der myokardialen Apoptoserate nach
Ischdmie-Stress iiber einen ERalpha-PI3-kinase-Akt-abhidngigen Signalweg gezeigt werden”. Eine
Erhohung von ERalpha in DCM kénnte einen kompensatorischen Versuch darstellen, die Apoptoserate

zu verringern und somit die Progression der Herzinsuffizienz zu verlangsamen.

Eine DCM kann durch eine Vielzahl von Ursachen ausgeldst werden und ist durch eine Dilatation
des linken Ventrikels oder beider Ventrikel gekennzeichnet® . Dies fiihrt zu einer gestorten Zell-
Zell-Interaktion an den ,,gap junctions* *% welche der chemischen und elektrischen Kopplung von
Herzmuskelzellendienen®’. In diesem Zusammenhang spielt Connexin43 (Cx43)* eine wichtige Rolle,
da es das vorherrschende Protein der ,,gap junctions* darstellt. Cx43 wird bei DCM zusammen mit
anderen Molekiilen der Connexin-Gruppe herunterreguliert®, was zu einer verminderten kontraktilen
Funktion des Myokards und erhohter Arrhythmie-Neigung fithren kann**°. Eine Heraufregulation
von ERalpha bei DCM konnte als Versuch einer Kompensation interpretiert werden, denn die Gabe
von 17beta-Estradiol aktivierte Cx43 iiber einen ER-abhidngigen Mechanismus®'. Weiterhin konnte
ERalpha die Cx43-Expression erhdhen, denn in einer Studie mit HeLa-Zellen erhohte ,,Ini* - ein
kleines nukledres Protein - die Responsivitit des Cx43 Promotors spezifisch gegeniiber ERalpha®.
Zwar konnte in einer Publikation, in der auch Teile der vorliegenden Arbeit enthalten sind, ERalpha
mit Cx43 im menschlichen Myokard nicht kolokalisiert werden, eine mogliche Verbindung dieser

beiden Molekiile, auch unter Miteinbeziehung anderer Proteine, ist jedoch nicht ausgeschlossen.

Kein Geschlechterunterschied in der ER-Regulation bei DCM

Die Regulation der ER bei DCM schien keinen Geschlechterunterschied aufzuweisen. Allerdings kann
keine statistische Aussage dariiber getroffen werden, da nur drei von 37 untersuchten Myokardproben

von weiblichen DCM-Patienten stammten. Die ungleiche Verteilung ist zum einen Ausdruck der
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Limitation in der Verfiigbarkeit von menschlichen Myokardproben, konnte aber auch Ausdruck einer

moglicherweise geringeren Priavalenz von DCM bei Frauen sein®*.

4.3 ERin Spenderherzen

In Spenderherzen war die Expressionshdhe beider ER unabhédngig vom Alter. Es wurde aber ein
Geschlechterunterschied in der Expressionshohe von ERbeta gefunden, denn die Ménner wiesen
doppelt so hohe Werte auf als die Frauen. Effekte des Serum-Ostrogen-Spiegels scheinen dabei eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Fiir diese These spricht, dass sich die ER-Expression zwischen
postmenopausalen Frauen und gleichaltrigen Ménnern unterschied, obwohl nach allgemeinen
Befunden davon ausgegangen werden kann, dass die Serum-Ostrogen-Spiegel in beiden Gruppen
dhnlich niedrig sind (5-20 pg/ml)*. Einschrankend muss erwahnt werden, dass aufgrund begrenzter
klinischer Angaben tiiber die Organspender ein moglicher Einfluss von Hormontherapie (HT) auf
die ER-Expression in der vorliegenden Arbeit nicht diskutiert werden kann. Weiterhin konnten
Effekte von kurzfristigen Anderungen des Serum-Ostrogen-Spiegels nicht erfasst werden, da die
vorliegende Untersuchung als Querschnitts-Studie durchgefiihrt wurde. In einer Zellkulturstudie
mit Endothelzellen von Schafen fiihrte bspw. eine 6-stiindige Stimulation mit 17beta-Estradiol zu
einer Verdnderung der ER-Expression, welche aber nach 24 Stunden wieder auf den Ausgangswert

zuriickgegangen war®.

In der Literatur findet sich nur eine Arbeit, dic den Einfluss von Alter und Geschlecht auf die
Expressionshohe von ER im Myokard von Sprague-Dawley Ratten untersuchte®. Darin wurden
allerdings neonatale (4 Tage alte) und adulte (55 Tage alte) Ratten miteinander verglichen und
nicht adulte Tiere unterschiedlichen Alters®. In dieser Studie wurde eine Abhéingigkeit der ER-
Expression vom Alter gefunden, nicht aber vom Geschlecht™. Im linken Ventrikel zeigte ERalpha mit
zunehmendem Alter eine erhdhte und ERbeta eine geringere Expression®®. Die Autoren interpretierten
dies als Expressions-Dynamik im Zuge der Entwicklung vom neonatalen zum adulten Herzen®.
In der vorliegenden Arbeit hingegen wurde ein Geschlechterunterschied bei der ER-Expression

gefunden, der unabhingig vom Alter bei adulten Menschen war.

Unterschiede in der ER-Subtypverteilung konnten Auswirkungen auf die ER-Signaltransduktion
haben, denn die Molekularstruktur der beiden ER unterscheidet sich in den aktivierenden Doménen
1 und 23, an welchen die ER mit Liganden und Cofaktoren interagieren®’. Aulerdem wurde gezeigt,
dass beide ER unabhingige Wirkungen voneinander erzielen konnen®. So aktivierte bevorzugt ERbeta
die Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase in Herzmuskelzellen von Ratten?”. Bisher konnte jedoch
noch keine selektive Zuordnung von ER zu spezifischen Signaltransduktionswegen vorgenommen
werden. Durch die Verwendung von ER-Deletionen in Tiermodellen und den Einsatz selektiver ER-
Modulatoren (SERMs) finden sich aber in der Literatur gehduft Hinweise auf spezifische Wirkungen
der beiden ER®77.
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4.4 ERalpha-SNP und kardialer Phinotyp

Einin der Literatur bereits bekannter SNP*%-1% in Exon 4 des fiir ERalpha kodierenden Gens wurde
in der vorliegenden Arbeit gefunden und betraf die dritte Basenposition des Nukleinsduretripletts
von Kodon 325 (rs1801132). In den hier untersuchten Proben war G/G der am haufigsten
vorkommende Genotyp. Fiir diesen SNP hat das ,,National Center for Biotechnology Information
(NCBI)* Sequenzanalysen von 359 Individuen zum Vergleich zusammengestellt. Darin wird C/C
als haufigster Genotyp ausgewiesen. Aufgrund der insgesamt geringen Probenanzahl der Sammlung
und aufgrund mdoglicher ethnischer Unterschiede der untersuchten Individuen kann man anhand
dieser Ergebnisse nicht abschlieBend feststellen, welcher Genotyp in der Gesamtbevolkerung am

hiufigsten vorliegt.

Von besonderer Bedeutung wire diese Information, wenn der vorliegende ERalpha-Genotyp mit
einem kardialen Phénotyp assoziiert werden konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
keine Assoziation zwischen Allelfrequenz und Geschlecht oder beobachtetem kardialen Phénotyp
gesehen. In einer Analyse der Framingham-Studie, einer systematischen Untersuchung von
Ursachen und Risiken der Koronaren Herzkrankheit, wurde dieser SNP bei Méannern mit dem
Korpermassen-Index (BMI) assoziiert*. Auch Arbeiten aus anderen medizinischen Fachbereichen
fanden Assoziationen zwischen diesem SNP und Phéanotypen® ', obwohl alle Genotyp-Varianten

die gleiche Aminosdure (Prolin) kodieren.

Eine mogliche Funktion von SNPs an dritter Basenposition, die keine Verdnderung der
Aminosduresequenz bewirken, konnte in Studien gezeigt werden, die deren Einfluss auf die
Stabilitdt der mRNA'"! und die Regulation der mRNA-Expression nachwiesen®. In dieser Arbeit
fand sich jedoch kein Zusammenhang zwischen Genotyp und vorliegender ERalpha mRNA-
Menge, auch nicht nach Aufteilung in Krankheitsgruppen. Einschrinkend muss erwdhnt werden,
dass die Stichproben-Anzahl zu klein war, um statistische Unterschiede sicher erfassen zu konnen.
Weiterhin zeigen Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium in den untersuchten Gruppen
an, dass die vorgenommenen Untersuchungen nur als Pilotstudien fiir weitere Arbeiten betrachtet

werden konnen.

Ausgehend von den Daten dieser Pilotstudien scheint der untersuchte SNP in Exon 4 von ERalpha
kein Kandidat fiir die Erklarung von Geschlechterunterschieden im Phénotyp von kardialer
Hypertrophie oder Herzinsuffizienz zu sein. Dies fligt der quantitativen ERalpha-Analyse, die

ebenfalls keinen Geschlechterunterschied zeigte, einen weiteren Befund hinzu.
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4.5 17beta-Estradiol und Endothelin - ,,Achse”

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals humane kardiale Fibroblasten aus insuffizienten
Herzen mit 17beta-Estradiol stimuliert, um dessen Einfluss auf die Expression von Endothelin-1

(ET-1) und seinem ET,-Rezeptor zu tberpriifen.

Vorbefunde aus Experimenten mit kardialen Fibroblasten aus Ratten* sowie humanen und bovinen
Endothelzellen'>!* lieen eine einheitliche Herabregulation der ET-1 Genexpression nach
Stimulation mit 17beta-Estradiol erwarten. Die humanen kardialen Fibroblasten zeigten jedoch
ein uneinheitliches Muster. Beispielsweise war bei beiden Patienten, die zuvor eine ventrikuldre
Herzunterstiitzungspumpe (VAD) implantiert bekommen hatten, ET-1 nach 6h Stimulation leicht
heraufreguliert und nach 24h wieder verringert. Hingegen wurde gar keine Veranderung der ET-1

Genexpression bei den Patienten ohne vorherige VAD-Implantation gesehen.

Der untersuchte Zelltyp und die zugrundeliegenden Krankheitsbilder konnten die Stimulierbarkeit
der ET-1 Genexpression durch 17beta-Estradiol beeinflussen. Weiterhin konnte die VAD-Therapie
die Stimulierbarkeit der ET-1 Genexpresion verdndern, denn in einer Studie reduzierte die VAD-
Therapie in herzinsuffizienten Patienten den Plasmaspiegel von systemisch zirkulierendem ET-1'".
Interessanterweise zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der gemessenen ERalpha- und
ET-1-Genexpression nach 6h. Dies konnte darauf hinweisen, dass beide Gene kurzfristig durch
einen unabhédngigen molekularen Mechanismus reguliert werden oder dass eine direkte molekulare

Interaktion zwischen beiden Genen stattgefunden hat.

Wihrend extern zugefiihrtes ET-1 als Fibrose-férdernd beschrieben wurde?’, ist die funktionelle
Bedeutung von parakrinem/autokrinem ET-1 innerhalb des kardialen Remodeling noch weitgehend
unbekannt. In einem transgenen Tiermodell mit spezifischer Deletion von ET-1 in Herzmuskelzellen
wurde parakrin sezerniertes ET-1 als Fibrose-hemmend beschrieben, was sich nach 10 Monaten in

einer histologischen Untersuchung zeigte'®.

Im Vergleich zu seinem Liganden ET-1 fiel die Verdnderung in der Genexpression von ET,-
Rezeptor prozentual geringer aus. Befunde aus Experimenten mit anderen Zelltypen!® lieBen eine
einheitliche Regulation von ET, -Rezeptor erwarten. In der vorliegenden Arbeit hingegen wies die
Regulation von ET,-Rezeptor keinen einheitlichen Trend auf. Eine Korrelationsanalyse zwischen
ET-1 und ET,-Rezeptor ergab keinen signifikanten Befund. Ein koordinierter Einfluss von 17beta-
Estradiol auf beide Komponenten der untersuchten ET-1/ET,-Rezeptor ,,Achse* scheint daher

unwahrscheinlich.
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4.6 Limitationen der experimentellen Arbeit

Da in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich humane Myokardproben verwendet wurden, ergaben
sich durch das verfligbare Material Limitationen. Daher konnten nicht alle Untersuchungen in allen
Proben durchgefiihrt werden und ausgewogene Untergruppen nicht immer gewéhrleistet werden.
Dies war vor allem der Fall bei der Untersuchung der DCM-Patienten, wo keine statistische
Aussage iiber mogliche Geschlechterunterschiede in der ER-Expression getroffen werden konnte.

Weiterhin muss bei der SNP-Analyse erneut kritisch auf die Probenanzahl hingewiesen werden.

Die Verwendung von HT konnte bei den Organspenderinnen nur in Einzelfdllen eruiert werden.
Aussagen iiber den Einfluss von HT auf die ER-Expression im linksventrikulidren Myokard konnten
nur begrenzt getroffen werden. Dazu wurden die Werte der HT-Nutzerinnen mit den Mittelwerten

der Gesamtgruppe verglichen. Dies ermoglichte allerdings nur eine grobe Abschétzung.

Die verwendeten Techniken wie realtime RT-PCR und Western-Blot sind etablierte Verfahren,
besitzen aber Limitationen im Auflosungsvermogen von Unterschieden. Die hier detektierten
Unterschiede in den Myokardproben waren jedoch so grof3, dass dieser Punkt nur eine geringe
Limitation dieser Arbeit darstellt. Weiterhin zeigten die Doppelansdtze akzeptable Variations-
koeffizienten (9-11% fiir realtime RT-PCR und 5-7% fiir Western-Blot), sodass die gefundenen

Unterschiede die Streubreite der verwendeten Verfahren tibertraf.

Bei der Untersuchung der kardialen Fibroblasten waren die Mehrfachansitze breit gestreut, sodass
nur begrenzte Aussagen moglich waren. Weiterhin wurde nicht gepriift, ob 17beta-Estradiol seine
Wirkungen iiber ERs erzielte. Der Einsatz von selektiven ER-Modulatoren (SERMs) konnte dies
zwar untersuchen, allerdings ist der Einsatz der bisher verwendeten Substanzen ICI 182, 780 und
Tamoxifen insofern problematisch, als sie in einer Studie auch unabhéngig von der ER-Modulation

eigene Wirkungen auf das kardiale Zellwachstum ausiiben konnten!'?’,

Es wurde in der vorliegenden Arbeit nicht geklédrt, ob sich die detektierten Unterschiede in der
ERbeta mRNA auch in der Hohe der ERbeta-Proteinmenge widerspiegeln. Dies konnte in einer

Western-Blot-Analyse weiter untersucht werden.
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4.7 Zusammenfassung

Immer  hédufiger werden bei  Untersuchungen von  Herz-Kreislauferkrankungen
Geschlechterunterschiede gefunden, so auch in klinischen und tierexperimentellen Studien zu
linksventrikulirer Hypertrophie und Herzinsuffizienz. Ostrogenrezeptoren (ER) gehorten in
tierexperimentellen Studien zu den interessantesten Kandidaten, die zu diesen Befunden beitragen
konnten. In der vorliegenden Arbeit wurden nun erstmals Hinweise auf deren Bedeutung in

menschlichen Herzen gefunden.

Es konnte gezeigt werden, dass beide ER in linksventrikuldren Myokardproben von Patienten
mit Aortenklappenstenose heraufreguliert wurden (mRNA: ERalpha 3.0-fach und ERbeta 2.6-
fach, jeweils p<0.001; Protein: ERalpha 1.5-fach, p<0.05). ERbeta schien dabei eine besondere
Bedeutung zu haben, denn es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen den Transkriptmengen
von ERbetaund den Transkriptmengen der Calcineurin-Isoformen CnA beta (r=-0.89, p<0.001) und
CnB (r=-0.88, p<0.001), welche als Hypertrophie-férdernd gelten. Falls eine direkte Verbindung
zwischen diesen Molekiilen bestiinde, konnte die Verringerung der Hypertrophie-férdernden
Calcineurin-Effekte eine vorteilhafte Wirkung von ERbeta darstellen. Weiterhin scheint ERbeta
ein Kandidat fiir den Geschlechterunterschied in der Kompensation kardialer Hypertrophie zu
sein, denn der prozentuale Anstieg der ERbeta-Erhhung war in der Gruppe der Frauen doppelt so
hoch wie bei den Ménnern (433% vs. 190%, p<0.01), und es fand sich eine negative Korrelation
zwischen der Menge an ERbeta mRNA und der LVEF nur bei Frauen (r=-0.99, p<0.001).

Bei dilatativer Kardiomyopathie (DCM) wurde nur ERalpha heraufreguliert (mRNA: 1.8-
fach, p<0.001, Protein: 1.9-fach, p<0.001). ERbeta wurde in diesem Zusammenhang nicht
reguliert, was sich von den Befunden bei kardialer Hypertrophie unterschied. Dies konnte darauf
hinweisen, dass ER bei Herzinsuffizienz verschieden reguliert werden und ERalpha dabei eine
herausgehobene physiologische Bedeutung hat. Es konnte kein Geschlechterunterschied in der
ER-Expression festgestellt werden, wobei einschriankend erwédhnt werden muss, dass nur 3 von
37 Myokardproben von weiblichen DCM-Patienten stammten. Korrelationsanalysen zwischen
ER und Herzinsuffizienz-assoziierten Genen oder haimodynamischen Parametern ergaben keine

signifkanten Befunde.

Ein in der Literatur bereits bekannter ,,single-nucleotide-polymorphism (SNP)“ in Exon 4 des
fiir ERalpha kodierenden Gens (rs1801132) wurde in der vorliegenden Arbeit gefunden, wobei
G/G den am hiufigsten vorkommenden Genotyp darstellte. Es wurde keine Assoziation zwischen
Allelfrequenz und Geschlecht oder beobachtetem kardialen Phanotyp gesehen. Weiterhin fand sich

kein Zusammenhang zwischen Genotyp und vorliegender ERalpha mRNA-Menge, auch nicht nach
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Aufteilung in Krankheitsgruppen. Einschrankend muss erwdhnt werden, dass die Stichproben-
Anzahl zu klein war, um statistische Unterschiede sicher erfassen zu konnen. Ausgehend von den
Daten dieser Pilotstudien scheint der untersuchte SNP in Exon 4 von ERalpha kein Kandidat fiir
die Erkldrung von Geschlechterunterschieden bei kardialer Hypertrophie oder Herzinsuffizienz zu
sein. Dies filigt der quantitativen ERalpha-Analyse, die ebenfalls keinen Geschlechterunterschied

zeigte, einen weiteren Befund hinzu.

17beta-Estradiol scheint die Genexpression von ET-1 und ET,-Rezeptor in humanen kardialen
Fibroblasten aus insuffizienten Herzen beeinflussen zu koénnen und somit moglicherweise eine
individuelle Komponente in der Beeinflussung des kardialen Remodeling beizutragen. Es zeigte
sich jedoch ein uneinheitliches Muster. So war zum Beispiel bei beiden Patienten, die zuvor
eine ventrikuldre Herzunterstlitzungspumpe (VAD) implantiert bekommen hatten, ET-1 nach 6h
Stimulation leicht heraufreguliert und nach 24h wieder verringert. Hingegen wurde gar keine
Verdnderung der ET-1 Genexpression bei den Patienten ohne vorherige VAD-Implantation gesehen.
Die zugrundeliegenden Krankheitsbilder und VAD-Therapie konnten daher die Stimulierbarkeit
der ET-1 Genexpression durch 17beta-Estradiol beeinflussen. Ahnlich der Situation mit ET-1
wies auch ET,-Rezeptor nach Stimulation keinen einheitlichen Trend auf. Korrelationsanalysen
zwischen ET-1 und ET,-Rezeptor ergaben keine signifikanten Befunde (6h: 1=0.64, p=0.17;
24h: r=0.48, p=0.34). Deshalb scheint ein koordinierter Einfluss von 17beta-Estradiol auf beide

Komponenten der untersuchten ET-1/ET,-Rezeptor ,,Achse* unwahrscheinlich.

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, dass Ostrogenrezeptoren (ER) auch in menschlichen
Herzen eine physiologische Bedeutung zu haben scheinen. ER stellen somit neue Komponenten
im komplexen Zusammenspiel molekularer Mechanismen bei linksventrikuldrer Hypertrophie
und Herzinsuffizienz dar. Mogliche vorteilhafte Effekte von ER reflektierten sich in deren erhohter
Expression in linksventrikuldren Myokardproben und konnten als kompensatorische Mechanismen
verstanden werden. ERbeta scheint ein Kandidat fiir die Erkldrung des Geschlechterunterschieds
in der Kompensation kardialer Hypertrophie zu sein. Weitere Studien miissen nun die molekularen
Signalwege von ER-Wirkungen aufkldren, um deren physiologische Bedeutung besser verstehen

zu konnen.



Abkiirzungsverzeichnis

75

5 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklirung

Abb. Abbildung

ACE-Hemmer Hemmer des Angiotensin-Converting-Enzyms
AF aktivierende Doméne

Akt Proteinkinase B

ANP atriales natriuretisches Peptid

AS Aortenklappenstenose

BERKO Deletion von Ostrogenrezeptor beta

BNP brain natriuretic peptide

bp Basenpaare

Ca?" Calcium

cDNA copy-Desoxyribonukleinsdure

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CnA beta Calcineurin Abeta

CnB Calcineurin B

DNA Desoxyribonukleinsdure

DCM dilatative Kardiomyopathie

DEPC Diethylpyrocarbonat

Op mean mittlerer Druckgradient iiber der Aortenklappe
dNTP desoxy-Nukleosid-Tri-Phosphat

ddNTP didesoxy-Nukleosid-Tri-Phosphat

ER Ostrogenrezeptor(en)

ERalpha Ostrogenrezeptor alpha

ERbeta Ostrogenrezeptor beta

ERKO Deletion von Ostrogenrezeptor alpha
ET(A)-R ET-Rezeptor

ET-1 Endothelin-1

EZM extrazelluldre Matrix

F-Primer Vorwirtsprimer

FS fraktionelle Verkiirzung

g Gramm

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
HT Hormontherapie

ICM ischamische Kardiomyopathie

HCl Salzsdure

KCl Kalium-Chlorid

Kon Kontrolle(n)

LJ Lebensjahre

LVEDD linksventriukldrer enddiastolischer Durchmesser
LVEDP linksventrikuldrer enddiastolischer Druck
LVEF linksventriukldre Ejektionsfraktion

mA Milliampere
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(Weiterfiihrung von 5 Abkiirzungsverzeichnis)

Abkiirzung Erklirung

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
MgCl, Magnesium-Chlorid

ml Milliliter

ul Mikroliter

uM mikromolar

min Minuten

mm Millimeter

mM millimolar

mmHg Millimeter Quecksilbersiule
mRNA Boten-Ribonukleinsdure

M molar

MW Mittelwert

n Probenanzahl

ng Nanogramm

NO Stickstoffmonoxid

oD optische Dichte

p Signifikanzniveau

Pat. Patient

PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerasekettenreaktion
RAS Renin-Angiotensin-System

r Korrelationskoeffizient

rKMP restriktive Kardiomyopathie
RNA Ribonukleinséure

rpm Umdrehungen pro Minute
R-Primer Riickwirtsprimer

RT reverse Transkription

SDS Natrium-Dodecylsulfat

sec Sekunden

SEM Standardfehler des Mittelwerts
SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus
Tab. Tabelle(n)

A% Volt

VAD ventrikuldre Herzunterstiitzungspumpe
VS. versus

WT Wildtyp
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