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Zusammenfassung 

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Identifizierung geschlechtsspezifisch 

exprimierter miRNAs und ihrer Rolle im Frühstadium linksventrikulärer Hypertrophie. 

Geschlechterunterschiede bei der Entwicklung, Ausprägung und Morbidität von kardia-

ler Hypertrophie sind seit langem bekannt, die molekularen Ursachen sind jedoch wei-

testgehend unklar. Geschlechtsspezifische Genexpression bei kardialer Hypertrophie 

und geschlechterabhängige Effekte von Östrogen im Herzen wurden bereits nachge-

wiesen, aber für miRNAs ist über solche Regulationen im Herzen noch nichts bekannt.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals, dass eine kurzzeitige Behandlung mit 

Estradiol in vivo zu einer weitreichenden, geschlechtsspezifischen Regulation von 

miRNAs in murinen Kardiomyozyten führt. Insgesamt 11 miRNAs wurden durch Estra-

diol nur bei den Weibchen inhibiert. Im gesamten linken Ventrikel hatte Progesteron im 

Vergleich mit Estradiol einen stärkeren Einfluss auf die Regulation von miRNAs. Die 

Wirkung von Progesteron war hier ebenfalls limitiert auf das weibliche Geschlecht und 

führte zu einer Inhibition von 8 miRNAs.  

Im Fall von miR-26a, einer durch Estradiol und Progesteron geschlechtsspezifisch re-

gulierten miRNA, konnte zusätzlich gezeigt werden, dass es die Expression des Pro-

gesteronrezeptors in einer Kardiomyozytenzelllinie hemmt. Untermauert wurde diese 

Beobachtung mit der Detektion einer verstärkten Expression des Progesteronrezeptors 

im hypertrophen, linken Ventrikel, die mit einer entsprechenden Herabregulation von 

miR-26a einherging. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von 

miR-26a und gleichzeitige Stimulation mit Progesteron in einer Kardiomyozytenzelllinie 

vor Apoptose schützt. Diese Ergebnisse sowie der beobachtete starke Effekt von Pro-

gesteron auf die Expression von miRNAs im linken Ventrikel belegen den bisher unter-

schätzten Einfluss von Progesteron im Herzen und verlangen nach einer verstärkten 

Erforschung der Rolle von Progesteron und seiner Rezeptoren bei kardiovaskulären 

Erkrankungen. In dieser Studie wurde mit miR-26a ein neues Zielmolekül identifiziert, 

um den durch Apoptose vermittelten Übergang von der kompensatorischen zur mal-

adaptiven, exzentrischen Form kardialer Hypertrophie zu verhindern. 

Die stärkste, geschlechtsspezifische Inhibition durch Estradiol in Kardiomyozyten und 

im linken Ventrikel wurde für miR-21 nachgewiesen. Übereinstimmend damit konnte 

gezeigt werden, dass Ovarektomie zu einem Anstieg von miR-21 im Herzen führt und 

dass Estradiol und Progesteron synergistisch den Anstieg von miR-21 bei Kardiomy-

ozytenhypertrophie inhibieren. Es ist bekannt, dass miR-21 positiv die Entwicklung von 

Fibrose reguliert.  
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Weiterhin wurde eine geschlechtsspezifische Expression von miR-29b, einer anti-

fibrotisch wirkenden miRNA, mit höheren Werten bei Weibchen im Frühstadium kardia-

ler Hypertrophie identifiziert. Dies entspricht der nachgewiesenen, geringeren Entwick-

lung von Fibrose bei kardialer Belastung im weiblichen Geschlecht und lässt einen 

funktionellen Zusammenhang vermuten.  

Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass miR-29b und miR-21 an der Entwicklung von 

Geschlechterunterschieden bei Fibrose teilhaben. 

 

 



 X 

Summary 

The aim of this work was to identify sex-specifically expressed miRNAs and their role in 

left ventricular hypertrophy. Sex-related differences in the development, severity and 

morbidity of cardiac hypertrophy are well known. The underlying molecular mecha-

nisms are, however, still unclear. Sex-specific expression of mRNAs and proteins in 

cardiac hypertrophy and sex-dependent effects of estrogen have been detected in the 

heart, but for miRNAs such regulations are not yet known. 

The results of this study show for the first time that treatment with estradiol in vivo 

leads to a broad, sex-specific regulation of many miRNAs in murine cardiomyocytes. 

11 miRNAs were shown to be inhibited by estradiol only in females. Comparing the 

effects of progesterone and estradiol on the regulation of miRNAs in the entire left ven-

tricle, progesterone displayed stronger effects than estradiol. The effect of progester-

one in the left ventricle was also limited to the female sex and led to an inhibition of 8 

miRNAs.  

It could be proved that one sex-specifically regulated miRNA, miR-26a, inhibits the ex-

pression of the progesterone receptor in a cardiomyocyte cell line. Supporting this ob-

servation, our findings reveal a downregulation of miR-26a and a corresponding upreg-

ulation of the progesterone receptor in the hypertrophic left ventricle. Moreover, it could 

be shown that an inhibition of miR-26a and a simultaneous stimulation with progester-

one in cardiomyocytes protects against apoptosis. These results and the observed 

powerful effect of progesterone on the expression of miRNAs in the left ventricle 

emphasize the influence of progesterone in the heart and call for an increased 

research of progesterone and its receptors in cardiovascular diseases, an area still 

underrepresented in medical research. This study has identified miR-26a as a new 

target to potentially prevent the transition from compensatory to the maladaptive, 

eccentric form of cardiac hypertrophy by apoptosis. 

The strongest sex-specific inhibition by estradiol was detected for miR-21 in cardiomy-

ocytes and in the left ventricle. Accordingly, an increase of miR-21 in the left ventricle 

after ovariectomy was observed and it could be shown that estradiol and progesterone 

synergistically inhibit the induction of miR-21 during cardiomyocyte hypertrophy. It is 

known that miR-21 positively regulates the development of fibrosis.  

In addition, a sex-specific expression of miR-29b, an anti-fibrotic miRNA, with higher 

values in females was identified during the early stage of cardiac hypertrophy. This is 

consistent with observations of a lower degree of fibrosis in females and therefore indi-

cates a functional relationship.  



 XI 

The results suggest that miR-29b and miR-21 contribute to sex-related differences in 

the development of fibrosis in cardiac hypertrophy. 
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1 Einleitung 

1.1 Linksventrikuläre Hypertrophie 

Herzkrankheiten sind die häufigste Todesursache in den westlichen Staaten. Die Ursa-

chen sind multifaktoriell; sie sind genetisch und umweltbedingt. Zum einen liegen sie in 

Lebensgewohnheiten wie zu wenig Bewegung, fettreichem Essen (Übergewicht), Rau-

chen und Stress. Diese Faktoren führen zu Krankheiten wie Bluthochdruck, arterieller 

Verkalkung oder Diabetes, die bei chronischen Zuständen und ohne hinreichende me-

dizinische Behandlung sekundär zu Veränderungen des Herzens und linksventrikulärer 

Hypertrophie führen. Weiterhin gibt es eine Vielzahl von Genvarianten, die die Entste-

hung von myokardialer Hypertrophie (MH) begünstigen1-2.  

Linksventrikuläre Hypertrophie (LVH) ist die kompensatorische Reaktion des Herzens 

auf Stressfaktoren wie Bluthochdruck, Aortenstenose, Myokardinfarkt, Übergewicht, 

Schwangerschaft oder Training. Um den gesteigerten Pumpanforderungen zu genügen 

und den mechanischen Stress auf die Herzwände zu verringern, reagiert das Herz mit 

einer Verdickung der Ventrikelwände. Es wird unterschieden zwischen pathologischer 

und physiologischer LVH. Physiologische Hypertrophie des Herzens entsteht z. B. 

während der Schwangerschaft oder durch sportliche Aktivitäten („Sportlerherz“)3-5. Sie 

läuft ohne apoptotische oder fibrotische Veränderungen ab und ist reversibel6-8. Patho-

logische Hypertrophie wird durch Bluthochdruck oder durch Aortenstenose ausgelöst 

und geht einher mit weitreichenden strukturellen Veränderungen des Herzens, das 

kardiale Remodeling. Apoptotisch absterbende Myozyten werden durch proliferierende 

Fibroblasten ersetzt, verursachen eine übermäßige Produktion und Akkumulation von 

Kollagenen und Veränderungen der extrazellulären Matrix; es entsteht interstitielle Fib-

rose4 9 10. Es kommt ausserdem zur Reexpression fötaler Gene7. Diese zunächst nütz-

lichen, kompensatorischen Veränderungen führen dauerhaft zu einer krankhaften, 

maladaptiven Umwandlung des Herzmuskels, steigern das Risiko von Arrhytmien und 

enden im chronischen Zustand mit Herzversagen11-12. Initiatoren für molekulare Verän-

derungen bei pathologischer Myokardhypertrophie sind mechanischer Stress13-14, so-

wie die Ausschüttung neurohumoraler Faktoren wie Angiotensin und Endothelin-115-16. 

Dadurch aktivierte und für die Hypertrophieentwicklung entscheidende Signalwege 

umfassen Calcineurin-NFAT, PI3K/Akt/GSK-3, ERK-MAPK, GPCRs etc9 17. Reexpri-

mierte Transkriptionsfaktoren, die zu vermehrter Proteinproduktion und den strukturel-

len Veränderungen führen, sind u. a. MEF2, HDAC, SRF und GATA49 17.  
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Anhand ihrer morphologischen Ausprägungsformen wird die Hypertrophie in konzentri-

sche oder exzentrische Hypertrophie unterteilt4 9 18-19. Konzentrische Hypertrophie be-

zeichnet eine relative Verdickung der Ventrikelwand im Verhältnis zum Kammervolu-

men19. Diese Veränderung, vorrangig hervorgerufen durch gesteigerte Drucklast (pres-

sure overload), entsteht durch neue parallel hinzugefügte Sarkomere und somit in die 

Breite wachsende Kardiomyozyten4 9 19. Bei der exzentrischen Hypertrophie kommt es 

zu einem Anstieg der Herzmasse mit gleichzeitiger Vergrößerung der Kammern3 19. 

Dies entsteht vor allem bei gesteigerter Volumenlast (volume overload) durch seriell 

hinzugefügte Sarkomere und damit in die Länge wachsende Myozyten4 9 19. Bei chroni-

schen Herzkrankheiten kann exzentrische Hypertrophie als Folgestadium der konzent-

rischen Hypertrophie durch das Absterben von Myozyten und Verdünnung der Wände 

entstehen12. Dies führt zur Herzdilatation, Verlust der Pumpfähigkeit und größerem 

klinischen Risiko für Herzversagen. 

1.1.1 Geschlechterunterschiede bei pathologischer Myokardhypertrophie 

Frauen leben in Deutschland durchschnittlich ca. 5 Jahre länger als Männer (Statisti-

sches Bundesamt, 2011). Bei dem Durchschnittsalter kardiovaskulär zu erkranken lie-

gen Frauen ca. 10 Jahre zurück20. Geschlechterunterschiede bei Myokardinfarkt21-22, 

Bluthochdruck23, Herzversagen24-25 und kardialem Remodeling26-27 sind bekannt. Auch 

bei der Inzidenz, der klinischen Prognose und der Ausprägung von MH und Herzinsuf-

fizienz gibt es Unterschiede zwischen den Geschlechtern. In der EuroHeart Failure-

Studie von 2003 verglichen Wissenschaftler die Daten von ca. 5000 Patienten mit di-

agnostizierter Herzinsuffizienz; 61 % der Männer hatten mittel bis starke linksventriku-

läre, systolische Dysfunktion, während nur 35 % der Frauen von dieser Funktionsmin-

derung des Herzens betroffen waren28. Carroll et al.27 beobachteten in einer weiteren 

Patientengruppe, dass bei gleichem Ausmaß von Aortenstenose bei fast allen gemes-

senen Herzfunktionen Männer signifikant schlechtere Werte aufwiesen als Frauen. 

Viele Studien zeigten weiterhin, dass die Entwicklung und die Ausprägung von MH bei 

Frauen geringer ist29-31. In einem Tiermodell wurde gezeigt, dass Geschlechterunter-

schiede erst in der chronischen Form von MH auftreten32. Die bessere klinische Prog-

nose von Frauen bei MH und Herzinsuffizienz wird darauf zurückgeführt, dass diese 

eher die konzentrische Hypertrophie entwickeln, während Männer früher zur exzentri-

schen und dilatativen Form der Hypertrophie tendieren, die schneller zu Herzversagen 

führt20 28 30 33. Es kann weiterhin ein schnellerer Rückgang von MH nach Aortenklappen-

implantation bei Frauen im Vergleich zu Männern beobachtet werden34. Auch auf zellu-

lärer Ebene sind Geschlechterunterschiede bekannt; Frauen entwickeln z. B. weniger 
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Kardiomyozytenapoptose bei Herzversagen26 35-36, welches dazu beitragen könnte, 

dass Männer schneller zur dilatativen Form von MH tendieren. 

Molekulare Untersuchungen zeigten, dass MH bei männlichen Tieren hauptsächlich zu 

einer Expressionsveränderung der Remodeling-Gene führt32. Auch bei Männern mit 

Aortenstenose wurde gezeigt, dass Gene der extrazellulären Matrix (Kollagene I/III, 

MMP2/9) stärker heraufreguliert werden als bei Frauen mit Aortenstenose34. In der 

gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass die Behandlung männlicher und weibli-

cher Fibroblasten mit E2 zu einer entgegengesetzten Expression dieser Gene führt; bei 

Weibchen wird die Expression dieser Gene durch E2 gehemmt, während bei den 

Männchen die Expression induziert wird34. In Übereinstimmung damit wurde nachge-

wiesen, dass männliche Tiere bei MH ein stärkeres Maß an Fibrose entwickeln37. Bei 

Weibchen sind bei MH vorrangig Gene des Metabolismus reguliert32.  

Es wurde gezeigt, dass Geschlechterunterschiede bei MH am stärksten vor der Meno-

pause der Frauen auftreten und nach der Menopause zurückgingen38. Man geht daher 

von einer protektiven Rolle der weiblichen Geschlechtshormone auf das Herz aus20 39-

40. Viele Studien konnten bereits zeigen, dass weibliche Hormone die Ausprägung von 

Hypertrophie reduzieren41-42. Langangelegte Studien mit Hormonersatztherapien für 

den Schutz vor Herzkrankheiten mussten jedoch abgebrochen werden, weil diese eher 

eine entgegengesetzte Wirkung zeigten43-47. Über die Zusammensetzung48-50, den op-

timalen Zeitpunkt51, die Dosierung und den Einnahmeweg der Hormone48 50 wird seit-

dem diskutiert.  

1.2 MikroRNAs 

MikroRNAs (miRNAs) sind 21-22 nt lange, nicht-kodierende RNAs. Durch homologe 

Bindung an die 3’-UTR von Zielgen-mRNAs inhibieren sie deren Translation. Abhängig 

von der Homologie können miRNAs als Translationsrepressoren wirken, oder bei exak-

terer Sequenzhomologie den Abbau der mRNAs herbeiführen52-54.  

MiRNAs sind wie andere Gene im Genom kodiert. Ihre Transkription erfolgt durch die 

RNA-Polymerase II55. Die so entstehenden pri-miRNAs (primary miRNAs) sind 

100-1000 nt lang und können in einer Transkripitionseinheit mehrere, verschiedene 

miRNAs umfassen. Diese pri-miRNAs werden im Nukleus durch den ‚Drosha-

Mikroprozessor-Komplex’, bestehend aus dem RNaseIII-Enzym Drosha, dem RNA-

Bindeprotein DGCR8 und mehreren, interagierenden Komponenten, in ca. 70 nt lange 

hairpin-förmige pre-miRNAs (precursor miRNAs) weiterprozessiert56 (siehe auch Abbil-

dung 1). Die pre-miRNAs werden daraufhin mit Hilfe des Enzyms Exportin-5 aktiv in 
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das Zytoplasma exportiert57. Im Zytoplasma erfolgt die Weiterverarbeitung in doppel-

strängige miRNAs anhand des Dicer-Komplexes58. Durch die Trennung der beiden 

Doppelstränge entsteht die reife einzelsträngige miRNA, die daraufhin in den RISC 

(RNA-induced silencing complex)–Komplex eingebunden wird. Dieser besteht u. a. aus 

den Proteinen Dicer, TRBP und Ago259. Innerhalb des RISC-Komplexes gelangt die 

miRNA an die 3’UTR ihrer Zielgene und bindet diese durch homologe Basenpaarbin-

dung. Die Bindung des gesamten miRNA-RISC-Komplexes an die Zielgen-mRNA führt 

zur Hemmung der Translation oder sogar zum Abbau der mRNA des entsprechenden 

Gens. Zellulären Strukturen, den P-bodies, wurde nachgewiesen, an der 

miRNA/mRNA-Hemmung teilzuhaben60. Sie sammeln gehemmte mRNAs und verhin-

dern für längere Zeit ihren Abbau sowie den Zugang von Translationskomplexen. 

 

Abbildung 1: MiRNA-Synthese und translationelle Inhibition durch miRNAs. (Abbildung aus 
He et al., 2004 61) 

 

Organismen, denen das Dicer Enzym fehlt und die somit keine reifen miRNAs generie-

ren können, sind embryonal letal62-63. Beim Menschen sind derzeit 1577 pre-miRNAs 

und 1921 miRNAs, bei der Maus (M. musculus) 741 pre-miRNAs und 1157 miRNAs 

bekannt (miRBase, Juli 2012). 
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1.2.1 Transkriptionelle Regulation von miRNAs 

MiRNAs werden im Nukleus transkribiert und ihre Expression wird wie die anderer Ge-

ne anhand von Transkriptionsfaktoren reguliert. MiRNA-Gene liegen entweder als ei-

genständige Gene mit Promoter vor oder sind intron- oder exon-ständig innerhalb an-

derer Gene kodiert und werden gemeinsam mit diesen kotranskribiert. Bekannte Tran-

skriptionsfaktoren von miRNAs im Herzen sind u.a. SRF, MYOD, MEF2, und 

MYOCD64-67. Es wurde gezeigt, dass ca. 169 miRNA-Gene (etwa ein Drittel aller zu 

dem Zeitpunkt bekannten miRNAs) von Säugetieren mindestens ein SRF-

Bindeelement (CArG) in ihrer Promotorregion haben66 68. SRF wurde als induzierender 

Faktor für miR-1 und -133 und als inhibierend für miR-21 nachgewiesen69. Für miR-1 

konnte weiterhin gezeigt werden, dass es transkriptionelles Ziel von MyoD und Mef2 

ist67. Weitere Transkriptionsfaktoren von miRNAs im Herzen umfassen GATA4, NFAT, 

STAT3, SMAD3, AP168. Diese, sowie die oben genannten Transkriptionsfaktoren, ge-

hören zu den wichtigsten im Herzen. Man spricht daher davon, dass die Transkription 

von miRNAs im Herzen von einem Netzwerk myogener Faktoren kontrolliert wird64 70. 

Die transkriptionelle Regulation von miRNAs und mRNAs wird somit zum großen Teil 

von den gleichen Faktoren gesteuert. 

1.2.2 Inhibition von Translationen durch miRNAs 

Schätzungen zufolge kann eine durchschnittliche miRNA die Expression von bis zu 

zweihundert Zielgenen regulieren71-72, häufig mehrere Zielgene des gleichen Signal-

wegs. Eine Zielgen-mRNA kann ausserdem von mehreren miRNAs synergistisch regu-

liert werden. Eine kooperative Reprimierung ist besonders wahrscheinlich, wenn sich 

die jeweiligen Bindestellen innerhalb der 3’UTR in lokaler Nähe zueinander befinden73-

74. Viele Gene scheinen durch selektiven Druck spezifische miRNA-Bindestellen in ih-

rer 3’UTR über viele Spezien hinweg konserviert zu haben75. Andere wiederum schei-

nen unter evolutionären Druck zu stehen, komplementäre Bindestellen von koexpri-

mierten miRNAs, z.B. durch Reduktion der 3’UTR-Länge, zu vermeiden76-77. Dies be-

kräftigt die funktionelle Bedeutung von miRNAs im Laufe der Evolution und in Prozes-

sen in der Entwicklung der Organismen.  

MiRNAs binden über die sogenannte seed, eine hochkonservierte 7-8 nt lange Se-

quenz am 5’-Ende der miRNA, mittels komplementärer Basenpaarbindung an die 

3’-UTR der Zielgen-mRNA78. Sequenzstudien von mRNA-Regulationen nach miRNA-

Überexpression konnten zeigen, dass die seed und seed-umgebende Nukleotide in 

3’UTRs der regulierten Gene die am stärksten korrelierenden Motive darstellten79. Ei-

ne, der seed komplementäre, in der 3’UTR der mRNA vorhandene Sequenz ist jedoch 
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nicht immer eine hinreichende Bedingung für eine funktionelle Repression, ebenso ist 

eine komplementäre seed nicht immer notwendig73 80. 

Verschiedene Mechanismen von miRNA-induzierter Translationsinhibition durch Bin-

dung des RISC-Komplexes an die Zielgen-mRNA wurden bislang nachgewiesen. Sie 

reichen von kotranslationeller Proteindegradierung über die Inhibierung der 

Translationsinitiierung oder -elongation bis hin zum Drop-off des Ribosomkomplexes54. 

Bei einer durch den miRNA-RISC-Komplex ausgelösten Deadenylierung kommt es 

darüber hinaus in einigen Fällen zum vollständigen Abbau der Zielgen-mRNA81. 

Microarray-Analysen von Zielgen-Transkripten bei miRNA-Transfektionen weisen 

daraufhin, dass solche Degradierungen relativ häufig sind71 79. Einige Studien zeigten 

weiterhin, dass miRNA-Bindungen an die 5’UTRs von Genen ebenfalls vorkommen 

und die Expression dieser Zielgene beeinflussen können82. Dies scheint aber in der 

Minderheit aller Fälle stattzufinden, denn Sequenzstudien zwischen transfizierten 

miRNAs und regulierten Zielgenen ergaben nur in der 3’UTR nicht in der 5’UTR signifi-

kante Korrelationen79. 

1.2.3 Die Rolle von miRNAs bei linksventrikulärer Hypertrophie 

Auch an physiologischen und pathologischen Prozessen des Kardiovaskularsystems 

sind miRNAs beteiligt. Grundlegende Rollen von miRNAs im Herzen wurden anhand 

von Deletionen verschiedener Komponenten der miRNA-Biogenese identifiziert. So 

wurde mittels herzspezifischer Dicer-Deletion gezeigt, dass miRNAs essentiell für die 

Kardiogenese sind83. In adulten Mäusen löste ein kardiomyozytenspezifischer Knock-

out von Dicer Ventrikelvergrößerung, hypertrophes Wachstum der Kardiomyozyten, 

Fibrose, Induktion fötaler Gene und weitere funktionelle Defekte aus84. Eine 

kardiomyozytenspezifische DGCR8-Deletion führte zur Dilatation des linken Ventrikels 

und zu frühzeitigem Herzversagen85. Bei Menschen mit Herzversagen konnte darüber 

hinaus eine Abnahme der Proteinlevel von Dicer nachgewiesen werden86.  

Die im Herzen am stärksten exprimierten miRNAs umfassen miR-1, -133, -30, -126-3p, 

-26a und let-787. Tiefensequenzierungsdaten ergaben, dass miR-1 einen ca. 40 %igen 

Anteil aller miRNAs im Herzen ausmacht85. Muskelspezifisch und gemeinsam expri-

mierte miRNAs sind miR-1 und miR-13367-68. Ihre Expression ist bei LVH reduziert65 67 

83 88-89. In vitro-Überexpression von miR-1 und -133 inhibierte Myozytenhypertrophie 

und in vivo-Inhibition von miR-133 verursachte starke Hypertrophie90. Identifizierte 

Zielgene von miR-133 sind RhoA, Cdc42, Nelf-A/WHSC290. Zielgene von miR-1 sind 

Transkriptionsfaktoren von Skelettmuskelgenen wie HDAC465 und IRX583 und die 

Schrittmacherkanäle HCN2 und HCN489. Darüber hinaus wurde durch Überexprimie-
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rung von miR-1 während der Entwicklung des Herzen die Expression von Hand2 inhi-

biert und die Zahl an proliferierenden ventrikulären Kardiomyozyten reduziert67. Eine 

miR-1-Knockout-Maus zeigte verschiedene Fehlfunktionen im Herzen, wie z. B. in der 

Regulation der Zellzykluskontrolle, Kardiomorphogenese und elektrischen Weiterlei-

tung83. Eine weitere herzspezifische miRNA, miR-208, ist in einem Intron vom α-MHC-

Gen kodiert und reguliert durch Inhibition von Thrap1 die Expression von β-MHC91. 

Tiere mit einer genetischen Deletion von miR-208 waren vor Myozytenhypertrophie 

und Fibrose geschützt91. Einzelne miRNAs sind somit in der Lage die Entwicklung oder 

das Fortschreiten von MH grundlegend zu beeinflussen92. Überexpression von miR-

195 im Herzen von Mäusen beispielsweise war ausreichend um krankhaftes 

Herzwachstum und Herzversagen auszulösen92 93. Die Überexpression von speziellen 

miRNAs in kultivierten Kardiomyozyten führte zur Aktivierung von fötalen Genen und 

zu zellulärer Hypertrophie93-94.  

Abgesehen von den muskelspezifischen miRNAs miR-1, miR-133 und miR-208 werden 

viele weitere miRNAs während MH differentiell exprimiert, wie z. B. miR-21, -23, -24, 

-26, -27, -29, -30, -149, -195, -199 und -21488 95-96 97 93. Viele der Regulationen wurden 

in Tiermodellen kardialer Hypertrophie identifiziert. Untersuchungen der miRNA-

Expressionen bei Menschen mit Aortenstenose98 oder Herzversagen93-94 99 zeigten je-

doch, dass viele beobachtete Regulationen bei Mensch und Tier übereinstimmen.  

In den nächsten Abschnitten werden die bisher bekannten Funktionen von drei im Her-

zen relevanten miRNAs zusammengefasst, die in dieser Arbeit näher untersucht wur-

den. 

1.2.4 MiRNA-21 

MiR-21 ist eine nahezu ubiquitär exprimierte miRNA, deren Level bei vielen pathologi-

schen Zuständen stark zunimmt. Ihre Expression wird in den meisten Tumortypen stark 

verstärkt, weshalb sie auch als oncomir bezeichnet wird. Ebenso spielt miR-21 im Her-

zen eine wichtige Rolle und ist bei vielen Herzkrankheiten heraufreguliert. Bei MH ist 

sie eine der am stärksten überexprimierten miRNAs88 93 95. Im Herzen sind für miR-21 

profibrotische und anti-apoptotische Funktionen nachgewiesen worden. Thum et al.97 

zeigten, dass miR-21 hauptsächlich in den kardialen Fibroblasten exprimiert wird und 

hier bei Hypertrophie stark induziert wird. Mithilfe von Antagomirbehandlung in vivo 

konnten sie nachweisen, dass miR-21 Spry1 inhibiert und somit die ERK-MAP-Kinase-

Aktivität reguliert97. Dies führte zu verringertem Ausmaß von kardialer Fibrose, kardia-

lem Remodeling, Myozytenhypertrophie und kardialer Dysfunktion97. In einer anderen 

Studie konnten jedoch in miR-21-Knockout-Mäusen keine Unterschiede zu den wildty-
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pischen Tieren in Hypertrophie- und Fibroseentwicklung, sowie im MAP-Kinase-

Signalweg beobachtet werden100. Eine genetische Deletion von miR-21 könnte durch 

kompensatorische Mechanismen100-101 ausgeglichen werden und weist häufig Unter-

schiede zu kurzfristiger, pharmakologischer Inhibition von Zielgenen auf101. In der glei-

chen Studie konnte aber eine Behandlung mit LNA-modifizierten miR-21-Antagomirs 

ebenfalls keinen protektiven Effekt auf LVH und Fibrose bewirken100. Eine neue Publi-

kation konnte jedoch wieder zeigen, dass die Inhibition von miR-21 die Entwicklung 

von Fibrose im atrialen Myokard verhindert102. Darüber hinaus ist für miR-21 auch in 

anderen Organen (Niere, Lunge) eine pro-fibrotische Funktion nachgewiesen 

worden103-106. In Ischämie/Preconditioning-Studien konnte miR-21 via Pdcd4 eine pro-

tektive, anti-apoptotische Rolle nachgewiesen werden107. Validierte Zielgene von miR-

21 sind Pdcd4, RhoB, Sprouty1/2, Apaf1, Faslg, Pten, Btg2, Bcl-2 etc.  

MiR-21 gehört weiterhin zu den miRNAs, bei denen eine Regulation durch E2 und 

MPA in Brustkrebszellen108 und endometrialen Zellen109 identifiziert wurde (siehe 1.3.2 

und 1.3.3).  

1.2.5 MiRNA-26 

MiR-26 gehört zu den im Herzen am stärksten exprimierten miRNAs, wurde hier bis-

lang jedoch weit weniger stark untersucht als miR-21. Ihre funktionelle Rolle wurde 

hauptsächlich in apoptotischen Prozessen identifiziert. Während der Entwicklung von 

Myoblasten zu Myotuben nimmt miR-26a stark zu und trägt durch die Repression von 

Ezh2, einem Inhibitor der Skelettmuskelzelldifferenzierung, zur Myogenese bei110. 

Zhang et al.111 bestätigten EZH2 und identifizierten MTDH als Zielgene in MCF7-

Brustkrebszellen und beobachteten einen proapoptotischen Effekt von miR-26a. Auch 

während der Differenzierung von menschlichen, glatten Muskelzellen der Aorta 

(AoSMCs) ist die Expression von miR-26a hochreguliert112. Die Autoren dieser Studie 

zeigten weiterhin, dass miR-26a die Expression von ACTA2, MYH11, SMAD1 und 

SMAD4 reguliert und die Inhibition von miR-26a in SMCs zur Proliferationsreduktion 

und zu einem Anstieg von Apoptose führt. In Kardiomyozyten wurde wiederum eine 

proapoptotische Funktion von miR-26a durch direkte Inhibition von GSK-3β und eine 

Regulation des Bcl-2/Bax-Verhältnisses nachgewiesen113.  

MiR-26a wurde ebenfalls als E2- und MPA-regulierte109 miRNA identifiziert (siehe 1.3.2 

und 1.3.3), sowie als eine der miRNAs, die die Expression des Progesteronrezeptors 

reguliert (1.3.4).  
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1.2.6 MiRNA-29 

Die Familie der miR-29 besteht aus miR-29a, -b, und –c. Sie werden bicistronisch ex-

primiert, wobei jeweils miR-29a und -29b-1 und miR-29c und -29b-2 koexprimiert wer-

den114. Die bislang identifizierten Funktionen von miR-29 liegen in der Regulation von 

Kollagenen und Fibrose114-116, sowie von DNA-Methyltransferasen117-118. Im Herzen 

wird miR-29 hauptsächlich in den Fibroblasten exprimiert70 und in der Randzone eines 

Myokardinfarkts (MI) wurde ihre Expression stark reduziert detektiert114. In der gleichen 

Studie konnte nachgewiesen werden, dass TGFβ die Transkription von miR-29 hemmt, 

während miR-29 wiederum die Expression von Elastin (ELN), Fibrillin 1 (FBN1) und 

den Kollagenen COL1A1/2 und COL3A1 reguliert114. Weiterhin wurde gezeigt, dass 

miR-29b die Expression der Methyltransferasen DNMT3A und –3B und DNMT1 regu-

liert und eine Überexpression von pre-miR-29b zur Demethylierung und darauffolgen-

der Reexpression von Östrogenrezeptor-α führt117.  

1.3 Östrogen und Progesteron 

Östrogene sind Steroidhormone und gehören zu den weiblichen Geschlechtshormo-

nen. Ihr vorherrschendes und aktivstes Molekül bei Menschen ist 17β-Estradiol (E2). 

Östrogene werden zum größten Teil in den Eierstöcken produziert, daraufhin ins Blut 

abgegeben und zirkulieren somit durch den gesamten Körper. Serumlevel von E2 

schwanken bei Frauen abhängig vom Menstruationzyklus zwischen 30-600 ng/l und 

sinken in den Wechseljahren unter 10 ng/l. Bei Männern liegen die Werte von E2 eben-

falls um 10 ng/l und sind somit mindestens 10-20-fach geringer als bei geschlechtsrei-

fen Frauen. E2 wird bei den Männern hauptsächlich in den Hoden und durch Umwand-

lung von Testosteron produziert. Bei C57BL/6-Mäusen liegen die E2-Spiegel bei Weib-

chen um 10 ng/l und bei Männchen bei ca. 4 ng/l31. Eine weitere wichtige Gruppe der 

weiblichen Geschlechtshormone ist die der Gestagene, deren Hauptvertreter Progeste-

ron (P4) ist, das bei Frauen ebenfalls hauptsächlich im Eierstock produziert wird. Wäh-

rend der Schwangerschaft ist es von großer Bedeutung und Serumwerte können um 

das 200-fache steigen. Außerhalb der Schwangerschaft sind bei Frauen vor der Meno-

pause abhängig vom Zyklus Werte zwischen 0,3-25 µg/l im Blut normal. Nach der Me-

nopause gleichen sich die Werte mit 0,2 µg/l denen der Männer an.  

E2 und P4 übermitteln ihre Wirkung als Liganden durch Bindung an die entsprechen-

den Rezeptoren, den Östrogen- (ER) oder Progesteronrezeptoren (PR). Direkte, ge-

nomische Effekte werden durch die Bindung an zytoplasmatische Östrogenrezeptoren 

erzielt, welche daraufhin ihre Konformation verändern und in den Zellkern wandern119-
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120. Hier binden sie als Dimere mit verschiedenen Kofaktoren (z. B. Ap1, Sp1) an Pro-

motoren spezifischer Zielgene und verändern deren transkriptionelle Aktivität121-122. Für 

die ERs sind spezielle Erkennungssequenzen bekannt; die estrogen response 

elements (ERE = 5'-AGGTCAnnnTGACCT-3'). Nicht-genomische und somit indirekte, 

aber schnellere Wirkung können Steroide durch membrangebundene Rezeptoren (wie 

ER, GPR30 und MAPR123-124) vermitteln. Ligandenbindung löst dabei intrazelluläre Sig-

nalkaskaden aus. Weitere nicht-genomische Effekte werden durch Bindung an die zy-

toplasmatischen Rezeptoren und folgenden intrazellulären Interaktionen mit Kofaktoren 

erreicht. 

Zwei verschiedene ER-Isoformen wurden identifiziert; ERα (ESR1) und ERβ (ESR2)125-

126. Sie werden von verschiedenen Genen kodiert, zellspezifisch unterschiedlich stark 

exprimiert und haben verschiedene Zielgene und Funktionen. In einigen Fällen spielen 

sie entgegensätzliche Rollen. So wurde ERα als proliferativ gezeigt, während ERβ anti-

proliferativ wirkte127. Studien in Zellkultur konnten weiterhin belegen, dass ERβ die Ak-

tivität von ERα inhibiert128. Auch im Herzen werden die beiden Isoformen exprimiert. 

Anhand von ERβ-KO-Tieren konnte nachgewiesen werden, dass die ERβ-Deletion bei 

Weibchen zu verstärkter Hypertrophie führt, welches auf eine protektive Rolle von ERβ 

hindeutet31 129. Weiterhin wurde gezeigt, dass ERβ-KO-Tiere stärkere Kardiomyozyten-

hypertrophie und Apoptose bei Hypertrophie entwickeln37. Bei Weibchen verringerte 

ERβ die Entwicklung von Fibrose37 130. Physiologische Effekte von E2 auf das Herz 

umfassen Vasodilatation durch verstärkte Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion131-132, 

Verringerung des Blutdrucks49, Senkung des LDL/HDL-Cholesterol-Spiegels sowie 

antioxidative Effekte133. 

Der Progesteronrezeptor (PR) kommt in drei Isoformen vor, PR-A (94 kDa), PR-B 

(116 kDa) und PR-C (60 kDa). Die Isoformen werden anhand unterschiedlicher Promo-

terregionen vom gleichen Gen transkribiert; PR-A ist eine gekürzte Version von PR-B 

mit 164 Aminosäuren am N-terminalen Ende weniger134-135. PR-C ist wesentlich kleiner 

als die beiden anderen Isoformen, es besitzt keine DNA-Bindestelle und es ist noch 

fraglich, ob es in vivo überhaupt exprimiert und funktionell tätig ist135. Obwohl PR-A und 

PR-B zum größten Teil gleich sind, konnte mehrfach gezeigt werden, dass sie einzigar-

tige, spezifische Effekte haben und an völlig unterschiedliche Promotoren binden kön-

nen136-139. Während PR-B hauptsächlich als Transkriptionsaktivator agiert, ist PR-A 

eher als Repressor u. a. auch von PR-B bekannt139-141. 

PR ist ebenfalls im Herzen exprimiert, dieses gilt somit als progesteronresponsives 

Gewebe142-143. Während die Rolle der ERs und von E2 im Herzen sehr stark untersucht 

ist, wurde über den Einfluss von P4 weit weniger geforscht. Beobachtete physiologi-
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sche Effekte von P4 auf das Herz umfassen die Steigerung der Herzauswurffraktion144, 

Verringerung des arteriellen Druckes145-146, Dilatation von Herzarterien147, sowie eine 

Steigerung der Proteinsynthese im Herzmuskel148 149. Morrissy et al.149 konnten zeigen, 

dass P4 durch die Induktion von Bcl-xl und eine dadurch folgende Reduktion von 

Apoptose eine protektive Wirkung auf Kardiomyozyten hat. 

1.3.1 Steroidregulation von miRNAs 

Eine Regulation der miRNA-Expression durch Steroide ist auf verschiedene Weise 

möglich. Steroide können über ihre Rezeptoren genomisch wie auch bei mRNAs als 

Transkriptionsfaktoren für miRNAs agieren. MiRNAs, bei denen eine ER-Bindestelle in 

der regulatorischen Region identifiziert wurde, sind miR-21, -27a/b und -23a150. 

MiRNAs, die in Introns von E2-regulierten Genen kodiert vorliegen, sind let-7c/g, 

miR-30c und -9150. PR-Bindestellen in Promotoren von P4-regulierten miRNAs wurden 

bis jetzt noch nicht beschrieben. 

Eine umfassendere Modulation der miRNA-Expression ist durch die Steroidregulation 

von Komponenten innerhalb der Biogenese der miRNAs gegeben. Zu den Komponen-

ten zählen die prozessierenden Enzyme Dicer, Drosha und Dgcr-8, sowie Komponen-

ten des RISC-Komplexes Argonaut-2, Exportin-5 etc. Das einzige dieser Gene mit ei-

ner ER-Bindestelle im Promoter ist Dicer-1150. Im Uterus steigern E2 und P4 die Ex-

pression von Exportin-5 und eine Steigerung von Dicer-1 durch P4 wurde gezeigt151. 

Argonaut-2 ist in MCF-7-Zellen nach E2-Behandlung und durch die Behandlung mit 

einem ERα-Agonisten verstärkt exprimiert152. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass 

E2-aktivierter ERα durch indirekte Bindung mit Drosha zur Inhibition der Prozessierung 

von pri-miRNAs führt und somit die absolute Menge reifer miRNAs reduziert153. Alle 

diese möglichen posttranslationellen Regulationen erklären beobachtete Modulationen 

größerer Gruppen von reifen miRNAs nach Steroidbehandlung. 

Eine Zusammenfassung publizierter Regulationen von miRNAs durch E2 oder P4 ist 

der Tabelle 1 zu entnehmen. 



Einleitung
 
 

 
12 

Tabelle 1: Publizierte Regulation von miRNAs durch E2 oder MPA 

Zellen Stimulation Referenz
a) let-7a let-7i miR-21 miR-143 MCF-7 E2 (10 nM) 4 h Bhat-Nakshatri

let-7b miR-103 miR-23a miR-27a et al. (2009)
let-7c miR-107 miR-30b miR-27b
let-7d miR-17-5p miR-30c miR-302b*
let-7e miR-200a miR-424 miR-506
let-7f miR-200b miR-98 miR-524*
let-7g miR-200c miR-9
let-7i miR-203

b) let-7a miR-193b miR-26a MCF-7 E2 (10 nM) 48 h Maillot
let-7c miR-200a miR-26b et al. (2009)
let-7f miR-200c miR-27a 
let-7g miR-203 miR-27b 
miR-181a miR-21 miR-499
miR-181b miR-23a miR-520d* 
miR-181d miR-23b miR-98
miR-193a miR-24

c) miR-16 MCF-7 E2 (10 nM) 48 h Yu et al. (2012)
miR-143
miR-203

d) let-7c miR-183 miR-26b let-7a MCF-7  E2 (10 nM) 6 h Klinge 
let-7d miR-195 miR-27a let-7f et al. (2009)
let-7g miR-200a miR-27b miR-149
let-7i miR-200b miR-30b miR-200c
miR-106b miR-203 miR-365 miR-21
miR-151 miR-20a miR-489 miR-320
miR-15a miR-23a miR-7 miR-328
miR-15b miR-23b miR-92 miR-342
miR-16 miR-25 miR-98 miR-423
miR-182 miR-26a

e) miR-26a miR-21 hMSMC E2 (10 nM) 24 h Pan et al. (2008)
miR-26a hLSMC

f) miR-20a hESC/hGSC E2 (10 nM) 24 h Pan et al. (2007)
miR-21

miR-26a
g) miR-17-5p miR-23a/b hESC E2 (10 nM) 6 h Toloubeydokhti

miR-542-3p et al. (2008)
miR-17-5p miR-542-3p hGEC
miR-23b miR-23a

h) miR-21 MCF-7 E2 (10 nM) 48 h Wickramasinghe 
et al. (2009)

Zellen Stimulation Referenz
i) miR-27b* miR-101 miR-29b miR-371-5p T47D MPA (10 nM) 6 h Cochrane 

miR-30c-1* miR-1229 miR-29c miR-374a et al. (2012)
miR-412 miR-130a miR-301a miR-487b
miR-483-5p miR-141 miR-30b miR-525-5p
miR-513a-5p miR-19b miR-30e
miR-513b miR-20a miR-32
miR-634 miR-212 miR-324-5p
miR-921 miR-220b miR-370

j) miR-20 hESCs MPA (10 nM) 24 h Pan et al. (2007)
miR-21
miR-26a

miR-20 hGECs
miR-26a

miR-21
k) miR-26a hMSMC MPA (10 nM) 24 h Pan et al. (2008)

miR-21 miR-26a hLSMC
l) miR-452–3p miR-23a hESC MPA (10 nM) 6 h Toloubeydokhti

miR-17-5p et al. (2008)
miR-17-5p miR-452–3p hGEC
miR-23a/b

E2-induziert E2-inhibiert

MPA-inhibiertMPA-induziert

 
a) 150, b) 154, c) 155, d) 120, e) 156, f) 109, g) 157, h) 108, i) 158, j) 109, k) 156, l) 157. 
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1.3.2 Östrogen-regulierte miRNAs 

Eine Zusammenfassung aller bekannten Regulationen von miRNAs durch E2 wurde 

vor kurzem in einem Review veröffentlicht159. Die wichtigsten Ergebnisse wurden in die 

Tabelle 1 eingefügt. 

Cohen et al160 waren die ersten, die eine Regulation von miRNAs durch E2 in vivo be-

schrieben. Sie zeigten, dass eine E2-Behandlung von männlichen Zebrafischen zu 

einer Regulation von 38 miRNAs führt, wobei die Regulation gewebeabhängig unter-

schiedlich war160. Die stärksten Regulationen wurden bei miR-196b, -122, -130c, -101a 

und let-7h beobachtet. In einem Modell von E2-induzierter Karzinogenese bei ACI-

Ratten wurde eine Herabregulation von 15 miRNAs (u. a. miR-99a, -106a, -499) und 

eine Heraufregulation von 19 miRNAs (u. a. miR-17-5p, -20a, -21, -106a) im Brustge-

webe detektiert161. Eine weitere Studie beschreibt die Unterdrückung von Interferon-γ 

in Lymphozyten durch E2-regulierte miRNAs162. In humanen MCF-7-Brustkrebszellen 

konnte die Inhibition von miR-21 durch E2 über ERα und ERβ beschrieben werden108. 

Ebenfalls inhibiert wurde die Expression von miR-21 durch E2 in Zellen der glatten 

Muskulatur des Myometriums (MSMC) und des Leiomyoms (LSMC)109. Eine zellspezi-

fische Expression konnte hier für miR-26a nachgewiesen werden; reduzierte 

Expression in LSMCs und induzierte in MSMCs nach E2-Stimulation. In Leberzellen 

wurde eine indirekt durch E2 gesteigerte Expression von miR-29a/b gezeigt, welche 

weibliche Mäuse vor Ccl4-induzierter Leberfibrose schützt163. Die Induktion von 

miR-29a/b erfolgte in diesen Zellen durch eine Unterdrückung des NF-κB-Signalweges 

durch E2. Umfangreichere miRNA-Regulationen nach E2-Behandlung wurden in meh-

reren Studien in MCF7-Zellen identifiziert120 150 153-155 und sind in Tabelle 1 zusammen-

gefasst. Bhat-Nakshatri et al.150 erfassten 21 herauf- und 7 herabregulierte miRNAs; 

Klinge et al.120 fanden 29 herauf- und 9 herabregulierte miRNAs; Maillot et al.154 identi-

fizierten nur inhibierte Expressionen von 23 miRNAs. Yu et al.155 zeigte ebenfalls nur 

inhibierte Expressionen von miR-16, -143 und -203. Während bei kurzen E2-

Stimulationen jeweils mehr Heraufregulationen detektiert wurden, wurden bei längeren 

Stimulationszeiten nur herabregulierte miRNAs gefunden (Tabelle 1). Dies könnte be-

deuten, dass kurzfristige hormonelle Veränderungen andere Regulationen von miRNAs 

hervorrufen als längerfristige Änderungen des Hormonstatus. 

1.3.3 Progesteron-regulierte miRNAs 

Eine Liste aller bisher bekannten P4- bzw. Progestin-regulierten miRNAs wurde in ei-

nem kürzlich veröffentlichtem Review164 zusammengefasst. Die wichtigsten Ergebnisse 
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sind ebenfalls in Tabelle 1 zu sehen. In allen Studien wurde Medroxyprogesteronacetat 

(MPA), ein synthetisches Progesteron, benutzt.  

In vielen Studien wurde eine zellspezifische Regulation durch Progestine beobachtet. 

Pan et al.109 zeigten, dass die Expression von miR-21 und miR-26a in endometrialen 

Stromazellen (ESCs) durch MPA reduziert wird, in den benachbarten endometrialen 

Drüsenzellen (GECs) jedoch zu einer gesteigerten Expression der gleichen miRNAs 

führt. Umgekehrt zeigte Toloubeydokhti et al.157 eine gesteigerte Expression von 

miR-452-3p in ESCs und eine Reduktion in GECs nach MPA-Stimulation. Ebenso wur-

de die Expression von miR-26a durch MPA in MSMCs gesteigert, in LSMCs aber ge-

hemmt156. In endometrialen Krebszellen wurden nach MPA-Behandlung mehrere regu-

lierte miRNAs detektiert; u. a. miR-625*, -21, -142-5p, und 146b-5p herauf, miR-633, 

-29c, -29*, und -193b herab. Alle diese Progestineffekte wurden in Zellen des reproduk-

tiven Traktes gemessen. Während viele Studien die Rolle von E2 auf die miRNA-

Expression in Brustkrebszellen untersuchten, gibt es bislang erst eine, die die Auswir-

kungen von P4 beschreibt158. In dieser Untersuchung waren in T47D-Zellen sechs 

Stunden nach MPA-Stimulation 20 miRNAs herunter- und 8 miRNAs heraufreguliert. 

Effekte von P4 auf miRNAs in kardialen Zellen sind noch nicht bekannt.  

1.3.4 Regulation der Expression des Progesteronrezeptors durch miRNAs 

Die PR mRNA besitzt eine sehr lange 3’UTR, in der sich viele vorhergesagte miRNA-

Bindestelle befinden. Bisher wurde die Regulation von PR durch miRNAs lediglich in 

fünf Studien nachgewiesen154 158 165-167. Anhand eines Luciferase-Assays sowie mit Hil-

fe von Antagomirs und Mimics wurde gezeigt, dass miR-26a und -181a die Proteinex-

pression von PR in MCF-7-Zellen inhibieren154. Für miR-126-3p konnte eine direkte 

Regulation der Translation des PRs in Brustepithelzellen von Mäusen nachgewiesen 

werden166. Cochrane et al.158 zeigten, dass miR-513a-5p, deren Expression durch MPA 

induziert wird, PR-Proteinlevel in Brustkrebszellen reduziert. MiR-513a-3p, welche von 

der gleichen pre-miRNA entstammt, hatte in diesen Zellen keinen regulativen Effekt auf 

PR, obwohl sechs Bindestellen in der 3’UTR vorhergesagt werden. Anhand einer 

miRNA-Mimic-Studie wurde weiterhin miR-193b als PR-inhibierend identifiziert165. Dar-

über hinaus wurde eine transkriptionelle Inhibition der PR-Expression durch 

miR-423-5p-Bindung im Promoterbereich und folgender Behinderung der RNA-

Polymerase II-Bindung nachgewiesen167.  
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1.4 Therapeutische und diagnostische Anwendungen von miRNAs  

Die Identifizierung der Funktionen von miRNAs im Herzen wird neue Erkenntnisse in 

der Entwicklung von Herzkrankheiten und ihren molekularen Ursachen bringen. Medi-

ziner versprechen sich neben dem erweiterten Verständnis der Krankheiten u. a. zwei 

weitere Nutzen der miRNA-Biologie.  

Einerseits können miRNAs therapeutisch als neue Zielmoleküle für Medikamente ge-

nutzt werden168-171. Regulationen spezifischer miRNAs durch systemisch oder lokal 

angewendete miRNA-Inhibitoren oder -Mimics, könnten ganze Gennetzwerke in den 

entsprechenden Organen beeinflussen94. Diverse in vivo-Behandlungen wurden bereits 

in Tiermodellen durchgeführt72 172. Durch miR-21-Inhibition bei Mäusen wurde z. B. die 

Entwicklung von Fibrose in kardialer Hypertrophie vermindert97.  

Weiterhin können miRNAs als Biomarker diagnostisch zum frühzeitigen Erkennen von 

Krankheiten und für Messungen eines Therapieerfolges genutzt werden173 174. Bei vie-

len Krankheiten sind nicht nur veränderte miRNA-Level in den jeweiligen Geweben 

messbar, sondern auch extrazellulär in Körperflüssigkeiten. So wurden bereits erhöhte 

Level von miR-1 und -499 im Plasma von Patienten mit akutem Myokardinfarkt175-176 

detektiert, im Tiermodell wurde miR-208 als Biomarker für Beschädigungen des Myo-

kards identifiziert177 und eine Vielzahl weiterer miRNAs wurde im Plasma von Patienten 

mit koronaren Herzerkrankungen identifiziert178. 

1.5 Ziele und Fragestellung 

Das Ziel dieser Arbeit war es, Geschlechterunterschiede und Regulationen von 

miRNAs im Frühstadium von LVH, sowie den Einfluss von E2 und P4 auf die Tran-

skription von miRNAs im Herzen zu untersuchen. Zugrunde gelegt wurde die Hypothe-

se, dass miRNAs eine Rolle in der geschlechtsspezifischen Ausprägung von MH spie-

len. Dies kann auf eine geschlechterabhängige Expression von miRNAs im linken 

Ventrikel zurückzuführen sein, verursacht z. B. durch Steroidhormone wie E2 und P4. 

Während MH regulierte miRNAs können durch Translationshemmung von Zielgenen 

zu Geschlechterunterschieden führen. Interessante Zielgene sind hierbei z. B. Rezep-

toren von Geschlechtshormonen wie ER und PR, sowie relevante Gene für die kardiale 

Funktion oder für die Entwicklung von Fibrose. 

Daher sollten Expressionsstudien von miRNAs in einem Tiermodell mit LVH durchge-

führt werden. Speziell wurde die Expression von miRNAs im frühen Stadium der LVH, 

zwei Wochen nach transverser Aortenkonstriktion (TAC), analysiert. Auf diese Weise 
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sollten molekulare Ursachen von Geschlechterunterschieden während der Entstehung 

und Entwicklung von MH näher identifiziert werden. Weiterhin wurde der Einfluss von 

E2 und P4 auf die Expression von miRNAs im linken Ventrikel und in Kardiomyozyten 

von Mäusen analysiert.  

Folgende Unterpunkte wurden untersucht: 

1. Identifizierung von miRNAs, die im LV exprimiert werden, sowie ihre Regulation 

bei LVH 

2. Identifizierung geschlechtsspezifisch exprimierter miRNAs; im basalen Zustand 

(Sham) sowie bei Anfangsstadien der LVH (2 Wochen nach TAC) 

3. Einfluss von weiblichen Geschlechtshormonen auf die Expression von miRNAs 

im gesamten LV und in isolierten Kardiomyozyten 

4. Einfluss spezifischer miRNAs auf die Expression geschlechtsspezifisch 

relevanter Proteine (z. B. Hormonrezeptoren) und Proteine der kardialen 

Funktion 

Über die Rolle von miRNAs bei MH, insbesondere bei den Geschlechterunterschieden 

der Krankheit, ist noch wenig bekannt. Auch in Hinblick auf die diskutierte Nutzung von 

miRNAs als pharmakologisches Ziel, sowie als Biomarker für Krankheiten (wie z. B. bei 

Herzkrankheiten) ist die Kenntnis endogener, geschlechtsspezifischer Expressionen 

von miRNAs grundlegend.  
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2 Material  

2.1 Biologisches Material 

2.1.1 Tiere 

Mäusestamm: C57BL/6 Wildtyp  

2.1.2 Zelllinien 

Für alle Experimente in der Zellkultur wurde die murine Kardiomyozytenzelllinie HL-1 

benutzt179. Die Zellen entstammen einem atrialen Kardiomyozytentumor einer weibli-

chen Maus und sind imstande in Kultur zu kontrahieren. Die HL-1-Zelllinie wurde 

freundlicherweise von Prof. William C. Claycomb zur Verfügung gestellt. 

2.1.3 Bakterienstämme 

E. coli DH5α 

OneShot® Topo 10     Life Technologies, Carlsbad, USA 

2.1.4 Plasmide 

psiCHECK™-2-Vektor  Promega, Madison, USA 

pCR™4-TOPO® TA-Vektor Life Technologies, Carlsbad, USA 

 

2.1.5 Enzyme 

GenTherm Taq-DNA-Polymerase    Rapidozym, Berlin, Deutschland 

2.1.5.1 Restriktionsenzyme 

NotI  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

XhoI  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

PmeI  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

2.1.5.2 Ligationsenzyme 

T4-DNA-Ligase 
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2.1.6 Antikörper 

2.1.6.1 Primäre Antikörper 

Actin (I-19)-R (sc-1616-R) Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

PR (C-20) sc-539 Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

 

2.1.6.2 Sekundäre Antikörper 

Donkey-anti-rabbit Dianova, Hamburg, Deutschland 

 

2.1.7 Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide wurden selbstständig designt und bei Thermo Scientific 

(Deutschland) synthetisiert. 

2.1.7.1 Primer für qRT-PCR 

miRNA Primersequenz 

Mmu-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 
Mmu-let-7b TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGT 
Mmu-let-7c  TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT 
Mmu-let-7d  AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTT 
Mmu-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 
Mmu-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 
Mmu-let-7i TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTT 
Mmu-miR-1 TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT 
Mmu-miR-100 ACCCGTAGATCCGAACTT 
Mmu-miR-103 GCAGCATTGTACAGGGC 
Mmu-miR-106a AAGTGCTAACAGTGCAGGTAG 
Mmu-miR-106b TAAAGTGCTGACAGTGCAGAT 
Mmu-miR-107 GCAGCATTGTACAGGGC 
Mmu-miR-126-3p TCGTACCGTGAGTAATAATGC 
Mmu-miR-130a AGTGCAATGTTAAAAGGGC 
Mmu-miR-133a CCCCTTCAACCAGCTG 
Mmu-miR-133a* GCTGGTAAAATGGAACCAA 
Mmu-miR-133b GTCCCCTTCAACCAGCTA 
Mmu-miR-143 TGAGATGAAGCACTGTAGCTC 
Mmu-miR-145 GTCCAGTTTTCCCAGGAAT 
Mmu-miR-16 TAGCAGCACGTAAATATTGG 
Mmu-miR-195 GCAGCACAGAAATATTGGC 
Mmu-miR-199a-5p CCCAGTGTTCAGACTACCTG 
Mmu-miR-19b TGTGCAAATCCATGCAA 
Mmu-miR-21 TAGCTTATCAGACTGATGTTGA 
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Mmu-miR-22 AAGCTGCCAGTTGAAGAA 
Mmu-miR-221 AGCTACATTGTCTGCTGGG 
Mmu-miR-222 AGCTACATCTGGCTACTGG 
Mmu-miR-23a TCACATTGCCAGGGATTT 
Mmu-miR-23b ATCACATTGCCAGGGATTAC 
Mmu-miR-24 GGCTCAGTTCAGCAGG 
Mmu-miR-26a TTCAAGTAATCCAGGATAGGCT 
Mmu-miR-27a CACAGTGGCTAAGTTCCG 
Mmu-miR-27b TCACAGTGGCTAAGTTCTGC 
Mmu-miR-290-5p CAAACTATGGGGGCACTT 
Mmu-miR-29a TAGCACCATCTGAAATCGG 
Mmu-miR-29b TAGCACCATTTGAAATCAGTG 
Mmu-miR-301a CAGTGCAATAGTATTGTCAAAG 
Mmu-miR-30a GTAAACATCCTCGACTGGAAG 
Mmu-miR-30b TGTAAACATCCTACACTCAGCT 
Mmu-miR-30c TGTAAACATCCTACACTCTCAGC 
Mmu-miR-30d ACATCCCCGACTGGAAG 
Mmu-miR-30e TGTAAACATCCTTGACTGGAAG 
Mmu-miR-378 ACTGGACTTGGAGTCAGAAG 
Mmu-miR-497 CAGCAGCACACTGTGGTTT 
Mmu-miR-99a ACCCGTAGATCCGATCTTG 

 

Primer Referenzgene 
HS_RNU1A-1 (miScript PCR controls) Qiagen 
HS_RNU6B-2 (miScript PCR controls) Qiagen 

 

Genname Primersequenz 

mm-Timp3 FW: CTTGGGCTTGTCGTGCTC 
RV: CTTCTTTCCCACCACTTTGG 

mm-Pten FW: CCACAAACAGAACAAGATGCTC  
RV: CCATTTTCCACTTTTTCTGAGG  

mm-Pdcd4 FW: GGTGGATGTGAAAGATCCAAA 
RV: CATCCAGGGGCAAAACTACA 

mm-Spry1  FW: TAGGTCAGATCGGGTCATCC 
RV: GTGGGGTCCTCTTTCAAGG 

mm-Reck  FW: ATAGGCTGCAAACCCATCAT 
RV: CCGTAACATCCCAGCACATA 

mm-Hprt FW: GCTTTCCCTGGTTAAGCAGTACA 
RV: ACACTTCGAGAGGTCCTTTTCAC 

 

2.1.7.2 Oligos für Klonierungen  

Name Sequenz 
XhoIPGR-long CTCGAGCCCAGGAGTTGTACAA 
NotIRPG-long GCGGCCGCCTAACTAAACATGCCAT 
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2.1.7.3 PNAs miRNA-Inhibitoren (Panagene) 

Katalog No. miRNA Name Familie miRNA Sequenz 
PI-1067 hsa-miR-26a miR-26 UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU 
PI-1087 hsa-miR-30a miR-30 UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG 

PN-1001 Negativ Kontrolle     
 

Panagene, Daejeon, Südkorea 

2.1.8 Längenmarker für DNA und Proteine 

1kb DNA Ladder, Invitrogen 

100 bp DNA Ladder, Invitrogen 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific 

2.2 Verbrauchsmaterial und Chemikalien  

2.2.1 Puffer und Medien 

Claycomb Medium mit Phenolrot Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Claycomb Medium ohne Phenolrot Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco's PBS (1x), ohne Ca & Mg PAA 

 

2.2.2 Chemikalien 

6x DNA Loading dye Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Agarose Biozym 

APS Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Chloroform Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

CoCl2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Complete, Proteaseinhibitor-Cocktail Roche, Mannheim, Deutschland 

DEPC-behandeltes H2O Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dextrin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Endothelin-1 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Essigsäure 100% Rotipuran® Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Estradiol, wasserlöslich Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/mirna/mirna_entry.pl?id=hsa-miR-26a
http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/mirna/mirna_entry.pl?id=hsa-miR-30a
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Ethanol (rein) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol (vergällt)  Herbeta Arzneimittel 

FBS-CS Life Technologies, Carlsbad, USA 

Fugene HD Transfection Reagent Promega, Madison, USA 

GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain Biotium 

GenTherm DNA-Polymerase Rapidozym 

Glycerin Rotipuran 99,5% pa Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycin  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumacetat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

LB-Medium Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

L-Glutamine with Penicillin/Strep  PAA 

MgCl2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Milchpulver, Blotting Grade  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

MTT Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Na3VO6 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland 

NaF Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

NaOH Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumchlorid min. 99% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Norepinephrin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Penicillin/Streptomycin PAA 

PhosSTOP Roche, Mannheim, Deutschland 

Ponceau S Lösung  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Power Sybr Green PCR Master Mix Life Technologies, Carlsbad, USA 

Progesteron, wasserlöslich Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

RNA-Bee, RNA Isolation Reagent Tel-Test 

Rnase Out  Life Technologies, Carlsbad, USA 

RotiLoad reduzierend, 4x konz. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure 37 % (rauchend) Rotipuran Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SDS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

SYBR® Green PCR Master Mix Qiagen, Hilden, Deutschland 

Taq Polymerase  PeqLab 

TEMED 99% pa Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS PUFFERAN®, min. 99,9 %, p.a. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Trypsin/EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tween-20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Wasser für Molekularbiologie  Millipore 

 

2.2.3 Kits 

Agilent RNA 6000 Nano Ladder Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Amersham™ ECL™ Prime Western Blot-

ting Reagent GE Healthcare Life Sciences, UK 

BCA Protein Assay Reagent A  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

BCA Protein Assay Reagent B  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Dual Glo Luciferase System Promega, Madison, USA 

miRNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

miRNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

miScript I RT Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Pierce® BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Power SYBR® Green PCR Master Mix Life Technologies, Carlsbad, USA 

PureLink™ HiPure Plasmid Purification Kit Life Technologies, Carlsbad, USA 

RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

TOPO® TA Cloning® Kit Life Technologies, Carlsbad, USA 

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kits Zymo Research, Irvine, USA 

 

2.3 Geräte 

7300 Real-Time PCR System  Life Technologies, Carlsbad, USA 

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien 

Benchmark Plus Microplate Reader Bio-Rad, Hercules, USA  

Eppendorf Mastercycler® gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Feinwaage ALT 220-5DAM Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland 

Gelkammer Biometra, Göttingen, Deutschland 

Hettich Mikro 22R Tuttlingen, Deutschland 

NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Schüttelinkubator 3033 GFL, Burgwedel, Deutschland 
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Transferkammer Labtech 

VICTOR3 Multilabel Reader PerkinElmer, Waltham, USA 

 

2.4 Software/Datenbanken 

GraphPad Prism, La Jolla, USA 

IBM SPSS Statistics 19 

ABI Prism Taqman (Applied Biosystems) 

ImageJ, Image Processing and Analysis in Java, Open-Source-Software 

Photoshop 

CorelDRAW X3 

EndNote  

http://cpdb.molgen.mpg.de/, Überrepräsentationsanalyse von Zielgenen  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, Literatursuche  

http://www.targetscan.org/, Suchprogramm für putative Zielgene von miRNAs 

http://www.mirbase.org/, miRNA-Datenbank  

http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/, Datenbank validierter Zielgene 

von miRNAs 

2.5 Sonstiges 

Combitips Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Falcon-Röhrchen BD Biosciences, NJ, USA 

Fuji Super RX Film, Medical X-Ray Films Fujifilm, Tokio, Japan 

Hybond ECL Nitrocellulose Membran  GE Healthcare Life Sciences, UK 

Lysing Matrix D  MP Biomedicals, Santa Ana, California 

MicroAmp Fast Optical 96-well Life Technologies, Carlsbad, USA 

Optical Adhesive Covers  Life Technologies, Carlsbad, USA 

Rotilabo-Mikrotest-Platten Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Serologische Pipetten Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

http://cpdb.molgen.mpg.de/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.targetscan.org/
http://www.mirbase.org/
http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
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Zellkulturplatten und -flaschen Biochrom, Berlin, Deutschland 
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3 Methoden 

3.1 MiRNA-Microarray 

Für die Erfassung des genomweiten Expressionsmusters von miRNAs im LV von Tie-

ren mit myokardialer Hypertrophie wurde der miRXplore Microarray von Miltenyi Biotec 

gewählt. Der miRXplore Microarray bietet ein System zur semiquantitativen Analyse 

von differentieller miRNA Expression. Die Probenspots auf dem miRXplore MicroArray 

sind DNA-Oligonukleotide, deren Sequenzen revers-komplementär zu den entspre-

chenden reife miRNAs sind. Insgesamt befanden sich Proben von 1194 verschiedenen 

miRNAs und 72 Kontrollen in je vierfacher Ausführung auf dem Array. Die Proben um-

fassten alle zum damaligen Zeitpunkt (August 2007) bekannten miRNAs von Mensch, 

Maus und Ratte, sowie alle bekannten viralen miRNAs.  

Für den Microarray wurde die miRNA-Fraktion aus dem LV der Sham-/TAC-operierten 

Mäuse von der mRNA-Fraktion getrennt isoliert (siehe Abschnitt 3.2.3.1). Je vier Pro-

ben von männlichen und weiblichen, TAC- und Sham-operierten Mäusen wurden mit 

dieser Methode untersucht. Die Proben wurden mit dem Fluoreszenzstoff Cy3 markiert. 

Eine Probe einer weiblichen Sham-Maus wurde mit Cy5 markiert und diente als Kon-

trollreferenz der Hybridierungseffizienz auf allen Arrays. Jede einzelne Probe wurde mit 

der Cy5-Referenzprobe vermischt und zur Bindung der miRNAs an die Probenspots 

auf einen einzelnen Array hybridisiert. Anhand der Zweifarben-Hybridisierung kann die 

Farbsignalkalibrierung durch das Verhältnis der beiden Signalintensitäten für jede 

miRNA erfolgen und macht die verschiedenen Arrays miteinander vergleichbar. Die 

kalibrierten Signalintensitäten jeder miRNA jeder Probe müssen daraufhin noch mittels 

einer internen Referenz normalisiert werden. 

Die Berarbeitung des Microarrays wurde von dem Labor für Funktionelle Genomfor-

schung Charité Core Facility durchgeführt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Cy5 und 

Cy3 und die Hybridisierungen wurden von Frau Dr. Ute Ungethüm nach Angaben des 

miRXplore microarray hybridization-Protokolls realisiert. Die Farbsignalkalibrierung der 

Arrays und Rohdatenerfassung der Signalintensitäten jeder Probe wurden von Herrn 

Dr. Ralf-Jürgen Kuban durchgeführt. Die interne Normalisierung der Proben und Da-

tenauswertung wurde von der Autorin dieser Arbeit ausgeführt. 

3.1.1 Auswertung des Microarrays 

Um experimentelle und technische Fehler der RNA-Isolation zwischen den verschiede-

nen Proben auszugleichen, müssen nach der Farbsignalkalibrierung der verschiede-

nen Arrays untereinander die kalibrierten Signalintensitäten aller miRNAs aller Proben 
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mit einer internen Kontrolle normalisiert werden. Für diese Kontrolle wurde der Mittel-

wert der Signalintensitäten von 51 detektierten miRNAs der jeweiligen Probe des jewei-

ligen Arrays gewählt. Der normalisierte Wert ist somit der Quotient aus der kalibrierten 

Signalintensität einer miRNA mit dem Mittelwert der kalibrierten Signalintensitäten von 

51 miRNAs der jeweiligen Probe. Signalintensitäten mit einem Schwellenwert > 50 

wurden in die Auswertung aufgenommen. 

Für die Expressionsanalyse wurde der Mittelwert ± Standardfehler (SEM) der vier Pro-

ben einer Gruppe erstellt. Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

berechnet. Um das Ausmaß der TAC-Operation auf die miRNA-Expression zu analy-

sieren, wurde zusätzlich das Verhältnis (Ratio) des Mittelwerts der operierten Gruppe 

zur nicht-operierten Gruppe eines Geschlechts erstellt. 

3.1.2 Überrepräsentationsanalyse der Zielgene regulierter miRNAs mit CPDB 

Die funktionelle Anreicherungsanalyse wurde mit Hilfe des Programms 

ConsensusPathDB (CPDB)180-182 erarbeitet. Mögliche Zielgene der einzelnen miRNAs 

wurden mit Hilfe des Programms Targetscan identifiziert. Jeder miRNA werden hier 

durchschnittlich ca. 500 mögliche Zielgene zugeordnet. Die Zielgene wurden in drei 

Gruppen eingeteilt: eine Gruppe umfasste alle vorhergesagten Zielgene der herabregu-

lierten miRNAs, eine die der heraufregulierten miRNAs und die dritte umfasste alle 

vorhergesagten Zielgene von im Microarray nicht regulierten miRNAs. Die jeweiligen 

Zielgenlisten wurden daraufhin separat voneinander bei CPDB eingelesen und es wur-

de eine Analyse der überrepräsentierten Signalwege durchgeführt. 

3.2 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1 Transformation in Bakterien 

Bei der Transformation von E. coli nehmen die Bakterien nach entsprechender Be-

handlung (Hitzeschock, Elektroschock oder chemische Poration machen die Zell-

membran durchlässig) freie DNA auf. Dazu wurden 40 µl kompetente Zellen des 

E. coli-Stammes DH5α, die bei -80 °C aufbewahrt werden, aufgetaut und mit 1 µl des 

Ligationsansatzes vermischt. Die Zellen wurden 5 ms einem Elektroschock von 2500 V 

ausgesetzt und anschließend wurde 800 µl frisches antibiotikafreies LB-Medium hinzu-

gefügt. Die Suspension wurde zur Regeneration der Bakterienzellwand und zur Ex-

pression des Antibiotikaresistenzgens für 30 min in einem 37 °C warmen Schüttler in-

kubiert. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert und der Überstand bis auf einen klei-

nen Rest verworfen. Das Pellet wurde im restlichen Medium resuspendiert, auf LB-

Amp-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 



Molekularbiologische Methoden 
 

 

 
27 

3.2.2 Methoden mit DNA 

3.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

Für die Vermehrung der Plasmid-DNA wurden 2 ml LB-Amp-Medium mit einem Bak-

terienklon, in den das entsprechende Plasmid transformiert wurde, angeimpft und 

über Nacht im Schüttler bei 37 °C inkubiert. Der Suspension wurde 1 ml entnom-

men, die Zellen pelletiert und der Überstand verworfen. Die Zellen können in diesem 

Zustand bei -20 °C aufbewahrt werden. Das Pellet wurde in 150 µl P1-Puffer resus-

pendiert. Dann wurden 150 µl P2-Puffer hinzugegeben und sechsmal langsam über 

Kopf gedreht. Hierzu wurden wiederum 150 µl P3-Puffer gegeben und die gesamte 

Lösung wurde 5 min auf Eis belassen, währenddessen chromosomale DNA und 

Proteine ausfallen und nur die Plasmid-DNA in Lösung bleibt. Die Proben wurden 

nun 10 min bei 17860 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 

überführt und nochmalig 10 min bei 17860 x g zentrifugiert. Daraufhin wurde der 

Überstand abgenommen und mit 900 µl 100 %igem Ethanol vermischt und für 

30 min bei -80 °C belassen (Fällung der Plasmid-DNA). Im Anschluss daran wurde 

die Probe 10 min bei 17860 x g und 4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Das Pellet wurde mit 500 µl 80 %igen Ethanol gewaschen, anschließend 10 min bei 

RT getrocknet und in 50 µl Wasser resuspendiert.  

P1-Puffer (Resuspension): 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 10 mM EDTA 

 100 µg/ml RNase A 

  

P2-Puffer (Lyse): 200 mM NaOH 

 1 % SDS (w/v) 

  

P3-Puffer (Neutralisierung): 3 M Kaliumacetat, pH 5,0  

 

 

 

Zur Aufreinigung größerer Mengen von Plasmid-DNA (Maxi-Prep) wurde der Pure-

Link™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit von Invitrogen nach Angaben des Herstel-

lers benutzt. 

3.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifizierung kurzer DNA-Fragmente. 

Dem Fragment entsprechende 5’- und 3’-Oligonukleotidprimer wurden bestellt und 
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sind in Abschnitt 2.1.7.2 aufgelistet. In einem typischen Reaktionsansatz von 25 µl 

wurden 10-100 ng DNA-Template, je 10 pmol der Primer, 250 µM des dNTP-Mixes 

(Rapidozym), 2 mM MgCl2, 1 U Taq-DNA-Polymerase (Rapidozym) und 2,5 µl des 

entsprechenden 10x Puffers in einem PCR-Reaktionsgefäß vermengt. Der Ansatz 

wurde in der PCR-Maschine dem folgenden Programm ausgesetzt: 

Tabelle 2: PCR Programm 

Funktion Temperatur Zeit Zyklusanzahl 
Denaturierung 95°C 5 min 1 
Denaturierung 95°C 35 sek 

} 35 Annealing 55°C 30 sek 
Elongation 72°C 1 min 
Elongation 72°C 10 min 1 

Reaktionsstopp 4°C unbegrenzt   

 

3.2.2.3 Agarosegelelektrophorese 

Anhand der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente innerhalb eines 

elektrischen Feldes ihrer Größe nach getrennt. Abhängig von der Größe der zu un-

tersuchenden DNA-Fragmente wurden 0,8 %ige (für Fragmente > 3000 bp)-2 %ige 

(für Fragmente < 500 bp) Agarosegele angesetzt. Die Agarose wurde mit der ent-

sprechenden Menge TAE-Puffer versetzt und durch Aufkochen vollständig gelöst. 

Der Flüssigkeit wurde DNA-Färbelösung (GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain, Biotium) 

im Verhältnis 1:10000 beigefügt und in eine horizontale Kastenform gegossen. Nach 

der Aushärtung wurde das Gel in eine mit TAE-Laufpuffer gefüllte Elektrophorese-

Kammer gegeben und die mit 6x DNA-Ladepuffer vermischten DNA-Proben sowie 

ein DNA-Marker wurden in die Geltaschen eingefüllt. Die DNA wurde daraufhin im 

Gel bei 90 V 1-2 Stunden (Std.) elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-Banden 

wurden anschließend unter UV-Licht detektiert. 

TAE-Puffer (1 l 50x Stock): 242 g Tris-Base 

 57,1 ml 100 %ige Essigsäure 

 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

  mit H2O auf Endvolumen auffüllen 

 

3.2.2.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte anhand des 

Zymoclean™ Gel DNA Recovery-Kits nach Angaben des Herstellerprotokolls. 
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3.2.2.5 Ligation 

Bei der Ligation wird ein DNA-Fragment in einen linearisierten DNA-Vektor einge-

fügt. Ligationsansätze wurden auf ein Reaktionsvolumen von 10 µl (1 µl linearisier-

ter Vektor, 1 µl DNA-Fragment, 0,5 µl T4-DNA-Ligase, 1 µl des nach Herstelleran-

gaben enzymspezifischen 10x Ligasepuffers) zusammengestellt, gut vermischt und 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Subklonierungen in den TOPO® TA-Vektor erfolgten 

ohne Ligase anhand des Herstellerprotokolls.  

Anschließend wurden die DNA-Plasmide zur Selektion in E. coli-Bakterien transfor-

miert. 

3.2.2.6 Restriktionsverdau von Plasmiden 

Zur Linearisierung des psiCHECK™-2-Vektors wurde 10 µg Plasmid, 0,5 µl XhoI- 

und 1 µl NotI-Restriktionsenzym sowie der den Angaben des Herstellers entspre-

chende Enzympuffer in einem Reaktionsvolumen von 50 µl vermengt. Der Verdau 

wurde für 2 Std. bei 37 °C durchgeführt.  

Zur Beseitigung von nicht linearisierten und damit nicht erfolgreich klonierten Vekto-

ren wurde nach der Ligation des psiCHECK™-2-Vektors ein PmeI-Verdau durchge-

führt. Zwischen den ursprünglichen NotI- und XhoI-Seiten liegt eine PmeI-

Schnittstelle. Alle Vektoren, die beim XhoI/NotI-Verdau nicht erfolgreich geschnitten 

wurden und daher nicht das richtige Insert besitzen, können durch den PmeI-Verdau 

linearisiert und für die folgende Transformation in E. coli untauglich gemacht wer-

den. Dazu wurde 1 µl PmeI-Enzym mit 1 µl des entsprechenden 10x-Puffers und 

3 µl des Ligationsansatzes auf 10 µl Reaktionsvolumen für 20 min bei 65 °C inku-

biert. 

3.2.2.7 Klonierung von 3’UTRs potentieller miRNA-Zielgene in den psiCHECK™-
2-Vektor 

Um zu überprüfen, ob ein Gen von miRNAs reguliert wird bzw. eine vorhergesagte 

miRNA-Bindestelle funktionell ist, wird die gesamte oder die Bindestelle umfassen-

den Teilstücke der entsprechenden 3’UTR in den psiCHECK™-2-Vektor hinter die 

Renilla-Sequenz kloniert und anschließend wird ein Luciferase-Assay (siehe 3.4.3) 

durchgeführt. Wenn eine Bindestelle funktionell ist, binden die von der Zelle expri-

mierten, spezifischen miRNAs an die UTR und die Translation von Renilla wird re-

duziert. 

Die Klonierung erfolgte in drei Schritten: 1. PCR, 2. Subklonierung in den TOPO-TA-

Vektor mit nachfolgender Sequenzierung, 3. Klonierung in den psiCHECK™-2-

Vektor. 



Methoden
 
 

 
30 

1. Die gesuchte 3’UTR wurde mit den entsprechend designten Primern inklusive 

angehängter XhoI oder NotI-Sequenz (siehe 2.1.7.2) mittels PCR und einem cDNA-

Template aus dem LV der Maus amplifiziert. Die Größe des Amplifikats wurde in ei-

nem Agarosegel kontrolliert und passende Inserts nachfolgend aus dem Gel extra-

hiert. 

2. Das ausgewählte Insert wurde in einem Ligationsschritt in den TOPO-TA-Vektor 

subkloniert. Zur Überprüfung der erfolgreichen Klonierung wurde der Insertbereich 

ausgewählter Klone sequenziert. Die Sequenzierungen der Plasmid-DNA wurden 

von den SMB Services in Molecular Biology durchgeführt. In einem XhoI/NotI-

Verdau wurde das Fragment wieder aus dem TOPO-Vektor isoliert. 

3. Im letzten Schritt wurde das XhoI/NotI-Fragment in den vorher XhoI/NotI-

geschnittenen psiCHECK™-2-Vektor ligiert. Anhand eines Nachverdaus mit PmeI 

wurde der Hintergrund der leeren (falsch-positiven) Vektoren reduziert. 

3.2.3 Methoden mit RNA/miRNA 

3.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Herzgewebe und Zellen 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe und Zellen erfolgte anhand einer 

Phenol-Chloroform-Extraktion. 

Herzgewebsstücke (10-30 mg) wurden in 400 µl RNA-Bee in FastPrep™ Lysing 

Matrix D-Gefäßen (MP Biomedicals) im Fast Prep-Gerät (FP 120, Thermo Savant) 

zweimal 20 Sekunden auf Stufe 4 homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlie-

ßend mit weiteren 600 µl RNA-Bee versetzt und 20 min bei 4 °C lysieren gelassen. 

Bei adheränt-wachsenden Zellen wurde das RNA-Bee direkt auf das Well 

(1 ml/6-well) gegeben, die Zellen abgeschabt und in ein Reaktionsgefäß überführt. 

Dem Phenollysat wurde ein Fünftel des Gesamtvolumens an Chloroform hinzuge-

fügt, das Gemisch 2 min heftig geschüttelt und für 5 min auf Eis belassen. Daraufhin 

wurde der Ansatz durch 10-minütige Zentrifugation mit 20800 x g bei 4 °C in zwei 

Phasen aufgetrennt. Die obere, wässrige Phase, in der die RNA gelöst ist, wurde in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt, möglichst ohne DNA-Verunreinigungen aus 

dem Phasenübergang zu übertragen. Im neuen Gefäß wurde der RNA-Lösung ein 

gleiches Volumen an Isopropanol hinzugefügt, das neue Gemisch nochmals heftig 

geschüttelt und die RNA über Nacht bei -20 °C gefällt. Daraufhin wurde die gefällte 

RNA über 30 min bei 4 °C und 20800 x g abzentrifugiert und der Überstand an-

schließend verworfen. Zwei Waschschritte mit 80 % EtOH und je zwei 10-minütige 

Zentrifugationsschritte bei 20800 x g folgten. Die Überstände wurden jeweils verwor-

fen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das RNA-Pellet an der Luft getrocknet. 
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Abschließend wurde die RNA in DEPC-gereinigtem H2O gelöst und die RNA-

Konzentration wurde, wie in Abschnitt 3.2.3.3 beschrieben, gemessen. 

3.2.3.2 Fraktionierte Isolierung von mRNA und miRNA 

Für den Microarray wurden miRNA und mRNA-Fraktionen aus dem linken Ventrikel 

getrennt isoliert. Dafür wurden die Gewebestücke im Lysispuffer des miRNeasy Mini 

Kits in FastPrep™ Lysing Matrix D-Gefäßen (MP Biomedicals) im Fast Prep-Gerät 

(FP 120, Thermo Savant) zweimal 20 Sekunden auf Stufe 4 homogenisiert. Aus den 

aufgeschlossenen Proben wurden die miRNA- und mRNA-Fraktionen getrennt von-

einander mittels des miRNeasy Mini Kits von Qiagen anhand des Herstellerproto-

kolls isoliert.  

3.2.3.3 Qualitative und quantitative Konzentrationsmessung von 
mRNA/miRNA/DNA 

Die quantitative Konzentrationsmessung von RNA und DNA erfolgte mit dem Nano-

Drop ND-1000 Gerät und dem Programm (ND-1000 V3.3.0). Sollte gleichzeitig eine 

qualitative Überprüfung der RNA bzw. miRNA-Fraktionen erfolgen, wurde eine Mes-

sung am Bioanalyzer nach Herstellerangaben mit RNA Nano Chips (Agilent 

Technolgies) durchgeführt. 

3.2.3.4 Reverse Transkription (RT) von mRNA und miRNA 

Die Umschreibung der miRNAs in cDNA erfolgte mittels des miScript I RT Kit von 

Qiagen anhand des Herstellerprotokolls. 

MiRNAs, die keinen poly-A-Anhang besitzen, werden hierbei zunächst durch eine im 

Puffer enthaltene Poly(A)-Polymerase polyadenyliert. Ein ebenfalls im Puffer enthal-

tener Oligo-dT-Primer mit einem Anhang geheimer Sequenz (Universal tag) kann 

daraufhin an den Poly-A-Schwanz binden und mit Hilfe der auch im Puffer enthalte-

nen Reversen Transkriptase kann die miRNA-Sequenz in die komplementäre cDNA 

umgeschrieben werden.  

In folgenden Messungen mit qRT-PCR werden 5’-Primer mit Sequenzen der zu 

messenden miRNA eingesetzt. Als 3-Primer wird der miScript Universal Primer mit 

der Sequenz des Universal tags eingesetzt. Diese geheime Sequenz wurde in der 

vorliegenden Arbeit durch Klonierung und nachfolgender Sequenzierung einer 

miRNA-cDNA ausfindig gemacht (siehe 3.2.3.5). 
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Abbildung 2: Reverse Transkription von miRNAs in cDNA mit miScript I RT Kit (Qiagen) 

 

Im gleichen Ansatz der Reversen Transkription wurden auch die in der Probe ent-

haltenen mRNAs in cDNAs umgeschrieben.  

3.2.3.5 Quantitative Realtime PCR (qRT-PCR) 

Anhand der quantitativen Realtime-PCR kann die relative Menge einer 

mRNA/miRNA spezifischer Gene innerhalb verschiedener Proben quantifiziert und 

miteinander verglichen werden. Dazu wird die Anhäufung der PCR-Amplifikate wäh-

rend jedem Zyklus mittels eines Fluoreszenzsignals gemessen. Hierzu wird Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) mit der cDNA der jeweiligen 

Probe vermengt. Das SYBR Green bindet während jedem PCR-Schritt an die dop-

pelsträngigen Amplifikate und emittiert daraufhin ein starkes Fluoreszenzsignal rela-

tiv zur Menge der Amplifikate. Bei der folgenden Denaturierung der beiden DNA-

Stränge wird das SYBR Green wieder freigelassen. 

Für die Quantifizierung von miRNAs wurde die cDNA der Proben auf je 0,05 ng/µl 

verdünnt, für mRNA-Messungen eines bestimmten Gens wurde die cDNA auf 

0,5 ng/µl verdünnt. Pro Probe wurden Duplikate mit folgendem Reaktionsansatz in 

ein Loch einer 96-well-Platte pipettiert: 
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RT-PCR Ansatz: 10 µl Power SYBR® Green PCR Master Mix 

 0,8 µl 5’Primer (5 pmol/µl) 

 0,8 µl 3’Primer (5 pmol/µl) 

 4 µl cDNA 

 4,4 µl H2O 

 

Das Programm der PCR-Maschine entsprach folgendem Schema: 

Tabelle 3: Programm qRT-PCR-Maschine 

Funktion Temperatur Zeit Zyklusanzahl 
Denaturierung 95°C 10 min 1 
Denaturierung 95°C 15 sek 

} 35 Annealing 
60°C 60 sek 

Elongation 

Dissoziationskurve 
95°C 15 sek 

1 60°C 1 min 
95°C 15 sek 

 

Die Sequenzen der benutzten Primer sind in Abschnitt 2.1.7.1 aufgelistet. mRNA-

Primer wurden mittels des Programms Primer3 in der Regel intronüberspannend 

entworfen. 

Die 5’-Primer für miRNAs entsprechen der gesamten mature miRNA-Sequenz oder 

sind um 1-2 Nukleotide kleiner, so dass sie idealerweise einer Schmelztemperatur 

von 60 °C entsprechen. Der 3’-Primer entspricht einer geheimen Sequenz, die wäh-

rend der Reversen Transkription mit dem miscript RT Kit (Qiagen) an die entstehen-

de cDNA angehängt wird. Die quantitative RT-PCR von miRNAs wäre somit nur mit 

dem miScript PCR Kit (Qiagen) und dem darin enthaltenen miScript Universal 

Primer mit der geheimen Sequenz möglich. Aus Kostengründen wurde im Rahmen 

dieser Arbeit ein Amplifikat, welches in einer qRT-PCR mit dem miScript PCR Kit 

und dem miScript Universal Primer vervielfacht wurde, in den TOPO-TA-Vektor klo-

niert und sequenziert. Dadurch konnte die geheime 3’UTR-Sequenz identifiziert und 

ein selbsterstellter Universal Primer bestellt werden. Hiermit wurde die Messung von 

miRNAs mit dem Power SYBR® Green Master Mix (ABI) und damit Messungen von 

vielen verschiedenen miRNAs im großen Umfang erst möglich.  

Zur Auswertung der gemessenen Gene wurde die Methode der relativen Quantifi-

zierung mittels Standardkurve gewählt. Dazu wurde für alle gemessenen Gene eine 

Standardkurve anhand eines Pools aller Proben pipettiert und die Menge der ein-

zelnen Proben darauf normalisiert. Die Effizienz der PCR-Amplifikation wird anhand 
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der Neigung der Standardkurve gemessen, die im Idealfall dem Wert -3.3 entspricht. 

Alle normalisierten Proben werden weiterhin mit einem Referenzgen innerhalb der 

jeweiligen Probe kalibriert, welches in allen Proben nicht reguliert vorliegen sollte. 

Dazu wird der Quotient der normalisierten Werte von Zielgen zu Referenzgen gebil-

det.  

Für Messung der mRNA-Expression wurde Hprt als Referenzgen genutzt. Für die 

Bestimmung der miRNA-Expression wurde als Kalibrationswert der Mittelwert der 

Referenzgene Rnu1a und Rnu6b (miScript PCR Controls, Qiagen) gewählt. 

3.3 Biochemische Methoden  

3.3.1 Isolierung von Proteinen aus Herzgewebe und Zellen 

Herzgewebsstücke (10-30 mg) wurden mit 400 µl supplementiertem RIPA-Puffer in 

FastPrep™ Lysing Matrix D-Gefäßen (MP Biomedicals) im Fast Prep-Gerät (FP 120, 

Thermo Savant) zweimal 20 Sekunden auf Stufe 4 homogenisiert. Das Homogenat 

wurde anschließend mit 0,5 % SDS Endkonzentration versetzt und 20 min bei 4 °C 

lysieren gelassen.  

Bei Zellen wurde der RIPA-Puffer direkt auf das Well (300 µl/6-well) gegeben, die Zel-

len abgeschabt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Zellen wurden ebenfalls für 

20 min bei 4 °C lysieren gelassen.  

Nach der Lyse erfolgte eine Zentrifugation bei 20800 x g über 10 min bei 4 °C, worauf-

hin der wässrige Überstand in neue Eppendorfröhrchen überführt und nach der Pro-

teinkonzentrationsbestimmung bei -80 °C weggefroren wurde.  

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 Suppl. RIPA-Puffer: RIPA-Puffer 

 150 mM NaCl  1x PhosSTOP  

 1 % NP-40  1x Mini Complete  

 1 mM EDTA  1 mM Na3VO6 

 0,25 % Na-Deoxycholate  10 mM NaF 

 

3.3.2 Photometrische Konzentrationsmessung von Proteinen nach Bradford183 

Die Proteinkonzentrationsmessung erfolgte mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit 

nach dem Protokoll des Herstellers. Zur Determination der Proteinkonzentrationen 

wurde eine Albumin (BSA)-Standardkurve mit bekannten Proteinkonzentrationen er-
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stellt, anhand derer die unbekannten Konzentrationen der zu messenden Proben er-

schlossen werden können. 

Die photometrische Messung wurde am BIORAD Benchmark Plus Microplate Reader 

durchgeführt.  

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Bei der denaturierenden SDS-PAGE nach Laemmli (1970)184 werden Proteine inner-

halb eines elektrischen Feldes nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Abhängig 

von der Größe der zu untersuchenden Proteine wurden 8 %ige (Proteine > 70 kDa), 

10 %ige (30–70 kDa Proteine) oder 12 %ige (Proteine < 30 kDa) Polyacrylamidgele 

angesetzt. Über die Trenngele wurde 5 %iges Sammelgel gegeben, in dem die Probe 

aufgetragen wird und als eine definierte Bande zusammenläuft. Die Zusammensetzung 

der Gele ist der Tabelle 4 zu entnehmen. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen 

mit 4x Roti-Load (reduzierend) versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Als Molekular-

gewichtsmarker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) 

verwendet. Die Proteine wurden in einem vertikalen Gelelektrophoresesystem im Elekt-

rophoresepuffer bei 120 V ca. 3 Std. elektrophoretisch aufgetrennt. 

Tabelle 4: Zusammensetzung der Trenngele (SDS-PAGE) 

Gesamtvolumen 

20 ml 

8 % SDS-PAGE 

(Angaben in ml) 

10 % SDS-PAGE 

(Angaben in ml) 

12 % SDS-PAGE 

(Angaben in ml) 

H2O 9,3 7,9 6,6 

30 % PAA 5,3 6,7 8 

        10 % SDS 0,2 0,2 0,2 

10 % APS 0,2 0,2 0,2 

TEMED 0,012 0,008 0,008 
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Tabelle 5: Zusammensetzung des Sammelgels (SDS-PAGE) 

Gesamtvolumen 

5 ml 

Sammelgel 

(Angaben in ml) 

H2O 3,4 

30 % PAA 0,830 

1 M Tris, pH 6,8 0,630 

10 % SDS 0,050 

10 % APS 0,050 

TEMED 0,005 

 

 

Elektrophorese-Puffer (5l 5x Stock): 75,5 g Tris Base 

 470 g Glycin 

 4 l H2O 

 250 ml 10 % SDS 

 mit H2O auf Endvolumen auffüllen 

 

3.3.4 Western Blot 

Bei dem Western-Blot werden die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf 

eine Nitrozellulosemembran transferiert, auf der sie mittels Antikörperhybridisierung 

detektiert werden. Die Nitrozellulosemembran sowie das Polyacrylamidgel wurden für 

10 min im Transferpuffer äquilibriert. Beide wurden dann zwischen zwei, in Transfer-

puffer getränkte Filterpapiere (Whatmanpaper) und Schwämme gelegt, in die Appara-

tur eingespannt und vertikal in eine mit Transferpuffer gefüllte Kammer (Biorad) ge-

steckt. Wichtig ist, dass die Membran zwischen dem Gel und dem Pluspol der Kammer 

lokalisiert ist. Der Transfer wurde entweder über Nacht bei 100 mA oder für 1,5 Std. bei 

400 mA in der Kältekammer durchgeführt. Der Erfolg des Transfers wurde mittels Pon-

ceaufärbung, die die Proteine auf der Membran rot anfärbt, überprüft. Dafür wurde die 

Membran eine Minute in Ponceau gebadet und daraufhin wurde durch 3maliges Wa-

schen der Membran mit Wasser überschüssiges Ponceau abgewaschen. 

Nach dem (überprüft) erfolgreichen Proteintransfer wurde die Membran 1 Std. mit 5 % 

Magermilchpulver in TBS-T geblockt. Zur Detektion spezifischer Proteine auf der 

Membran wurde diese mit den entsprechenden Primärantikörpern wiederum in 5 % 

Magermilchpulver in TBS-T in der jeweiligen Verdünnung für mind. 3 Std. inkubiert. 
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Nach drei 10 minütigen Waschschritten mit TBS-T wurde die Membran mit einem 

Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper für 1 Std. inkubiert und nachfolgend wieder 

gewaschen. Im Anschluss wurden die Banden nach Inkubation der Membran für 

5 Minuten in ECL-Lösung (GE Healthcare) durch Lichtdetektion aufgrund der Chemi-

luminiszenz auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht. 

Die quantitative Auswertung der Proteinbanden erfolgte mit Hilfe des Programms 

ImageJ. 

Tris buffered 
saline (TBS): 

10x Stock (2 l)  Tris buffered saline 
+ Tween (TBS-T): 

1x Stock (1 l) 

Tris Base  48,8 g  10x TBS Stock 100 ml 

NaCl 160 g  H2O 900 ml 

H2O 2 l  Tween-20 1 ml 

 mit H2O auf Endvolumen auf-

füllen und auf pH 7,6 einstellen 
   

 

Transferpuffer  Transferpuffer  

(5 l 4x Stock): 72,73 g Tris Base (5 l 1x Stock): 1 l 4x Transferpuffer 

 345,95 g Glycin  1 l Ethanol 

 mit H2O auf Endvolumen auffüllen  3 l H2O 

    

 

3.4 Zellbiologische Methoden 

3.4.1 Zellkultivierung 

Die HL-1-Zellen wurden in supplementiertem Claycomb-Medium mit 10 % Fetal bovine 

serum (FBS) nach Anleitung des Protokolls von Prof. Claycomb kultiviert179. Vor der 

Passage der Zellen auf neue Flaschen wurden sie mit PBS gewaschen und mit Trypsin 

und unter Klopfen an der Schale gelöst. In supplementiertem Claycomb-Medium wur-

den die Zellen verdünnt und auf mit Gelatin/Fibronectin-beschichtete Flaschen oder 

Platten verteilt. Die Zellen wurden in einem 37 °C-Inkubator mit 5 % CO2 wachsen ge-

lassen. 

Alle Behandlungen der Zellen erfolgten bei einer 50-70 %igen Konfluenz. 
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Supplementiertes Claycomb Medium: 100 ml Endkonzentration 

Claycomb Medium 87 ml  

HL-1 FBS 10 ml 10 % 

Penicillin/Streptomycin 1 ml 100 U/ml : 100 µg/ml 

Norepinephrin 1 ml 0,1 mM 

L-Glutamin 1 ml 2 mM 

 

3.4.1.1 Behandlung der Zellen mit E2, P4 und Endothelin-1 

Für die Induktion von Hypertrophie wurden die HL-1 Zellen mit 50 nM Endothelin-1 

(Et-1) stimuliert. Zeitgleich wurden die Zellen mit 100 nM P4, 10 nM E2 oder der 

entsprechenden Dextrin- bzw. Ethanol-Kontrolle behandelt. Die Zellen wurden 24 

Std. vor der Behandlung mit einem supplementierten Medium mit 2,5 % FCS be-

deckt. Die Stimulation erfolgte über 48 Std. ebenfalls in 2,5 %-FCS-Medium. Für alle 

Experimente wurde Claycomb-Medium ohne Phenolrot benutzt, da dieses östro-

genähnliche Eigenschaften besitzt. Ebenso wurde in jeder Hormonbehandlung nur 

Aktivkohle-behandeltes FCS benutzt, wodurch die im FCS enthaltenden Steroid-

hormone weitestgehend eliminiert wurden. 

3.4.1.2 Behandlung der Zellen mit miR-Inhibitoren, P4 und CoCl2 

Für die Untersuchung des Einflusses von miR-26a und miR-30a auf die Zellviabilität 

wurden HL-1-Zellen bei einer ca. 50 %igen Konfluenz mit 200 nM miR-Inhibitoren 

(Panagene) transfiziert. Sechs Stunden nach der Inhibition der miRNAs wurden die 

Zellen im gleichen Medium zusätzlich mit 100 nM P4 bzw. ihrer Dextrinkontrolle sti-

muliert. 24 Std. danach wurde Apoptose induziert, indem CoCl2 mit einer Endkon-

zentration von 200 µM in das vorhandene Medium gegeben wurde. Nach weiteren 

12 Std. wurden 0,4 µg/µl MTT hinzugegeben und wiederum nach drei Std. erfolgte 

der Assay gemäß 3.4.4.  

3.4.2 Transiente Transfektion der Zellen 

3.4.2.1 Transiente Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA 

Transiente Transfektion der Zellen erfolgte mit Hilfe des Transfektiosagenz Fugene 

HD. Einen Tag vor Transfektion wurden die Zellen auf Antibiotika-freies Medium 

gewechselt. Für die Transfektion wurde 100 µl Claycomb-Medium pro 12-well mit 

3 µl Fugene HD und 1 µg Plasmid-DNA vermengt und für 15 min bei RT inkubiert. 
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Daraufhin wurde die Mischung auf die Zellen gegeben und diese für 24-48 Std. in-

kubiert. 

3.4.2.2 Transfektion der Zellen mit miRNA-Inhibitoren 

Die Zellen wurden bei 50-60 %iger Konfluenz auf Antibiotika-freies, supplementier-

tes Claycomb-Medium gewechselt. Die Inhibitoren wurden mit 3 µl Fugene-HD in 

150 µl nicht-supplementiertem Claycomb-Medium verdünnt, 15 min inkubiert und 

auf den Zellen verteilt, so dass eine Endkonzentration von 200 nM erreicht wurde. 

Es folgte eine Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren für 48 Std. bei 37 °C bei 5 % 

CO2. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und RNA sowie Proteine isoliert (sie-

he 3.2.3.1 und 3.3.1). Eine Transfektion der Zellen mit den PNA-miRNA-Inhibitoren 

(Panagene) ist ohne Transfektionsagent möglich, wurde in allen Experimenten je-

doch mit HD-Fugene-Transfektionsagent durchgeführt. 

3.4.3 Luciferase-Reporter-Assay 

Für die Messung des Luciferase-Signals des psiCHECK™-2-Vektors wurde der Dual-

Glo-Luciferase-Assay von Promega genutzt. Hierzu wurden die mit dem Vektor trans-

fizierten Zellen 24 Std. nach der Transfektion mit PBS gewaschen. Daraufhin wurde 50 

µl PBS pro Well einer 48-Wellplatte auf die Zellen gegeben und zum Aufbruch der Zel-

len die gesamte Platte bei -80 °C eingefroren. Nach schnellem Auftauen im Wasserbad 

wurde das Zelllysat der Proben in eine 96-Wellplatte überführt. Für die Transfekti-

onsnormalisierung wurde zunächst die Firefly-Luciferase-Aktivität gemessen, indem 50 

µl Dual-Glo Luciferase Reagenz pro 96-Well zu den Zelllysaten hinzugefügt wurde. Die 

Platte wurde im Luminometer Victor 3 Plate Reader  (PerkinElmer) 10 Sekunden ge-

schüttelt und nach 10 minütiger Inkubation wurde die Luminiszenz jeder Probe bei 

550 nm bestimmt. Zum Stoppen der Firefly-Luciferase-Aktivität und zur Messung der 

Renilla-Luciferase-Aktivität wurde danach 50 µl Dual-Glo Stop&Glo Reagenz pro Probe 

hinzugefügt. Die Platte wurde wiederum im Luminometer für 10 sec geschüttelt und 

nach 10 Minuten wurde die Renilla-Luciferase-Aktivität gemessen. Anhand des 

Renilla/Firefly-Quotienten kann der Einfluss der klonierten 3’UTR auf die Translation 

des Renilla-Proteins gemessen werden. Eine Verringerung der Renilla-Aktivität spricht 

für eine funktionelle miRNA-Bindung an die 3’UTR und für eine folgende Inhibition der 

Translation des entsprechenden Proteins durch miRNAs. 

3.4.4 MTT-Test 

Der MTT-Test dient der Analyse der Vitalität von Zellen, sowie der Zytotoxizität oder 

protektiven Funktion von Substanzen auf Zellen oder Gewebe. Die Vitalität der Zellen 
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wird anhand ihrer metabolischen Umsetzung von MTT zu farbigem Formazan gemes-

sen, dessen Gehalt photometrisch bestimmt wird. 

Für den Test wurden die Zellen in 48-well-Platten ausgesät. Die Zellen wurden 48 Std. 

vor der Messung mit 200 nM miRNA-Inhibitoren transfiziert. Sechs Stunden danach 

wurden die Zellen zusätzlich mit 100 nM P4 oder ihrer Dextrinkontrolle stimuliert. Zur 

Induktion von Apoptose wurden die Zellen 12 Std. vor der MTT-Messung mit 200 µM 

Kobaltchlorid (CoCl2) versetzt. CoCl2 imitiert Hypoxie und induziert somit Apoptose. Am 

nächsten Tag wurde in jedes Well 0,4 µg/µl MTT gegeben und die Zellen für 3 Std. 

hiermit inkubiert. Während dieser Zeit wird ausreichend Formazan gebildet. Das Kul-

turmedium wurde entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und in je 200 µl DMSO ly-

siert. Das gelöste Formazan wurde photometrisch bei 550 nm gemessen. Je niedriger 

die Absorption, desto weniger Formazan wurde von den Zellen gebildet und desto 

niedriger war die Vitalität. 

3.5 Tierexperimentelle Methoden 

3.5.1 Tiere und Tierhaltung 

Es wurden neun Wochen (TAC) bzw. elf Wochen (Hormonbehandlung) alte, wildtypi-

sche C57BL/6-Mäuse aus dem Tierzuchtlabor der Harlan Winkelmann GmbH bezogen. 

Die Tiere wurden im institutseigenen Tierstall unter Tierschutzauflagen gehalten. Was-

ser und Futter stand ihnen unbegrenzt zur Verfügung. Für die TAC-OP musste ein 

Mindestkörpergewicht zwischen 18-25 g erreicht sein. Alle Tierversuche waren vom 

Landesamt für Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt. 

3.5.2 Transverse Aortenstenose (TAC) 

Die transverse Aortenstenose dient als Modell der operativ-induzierten LVH. Es führt 

primär zu einer chronischen Nachlasterhöhung und nachfolgend zu einer kompensie-

renden LVH, die schlussendlich zu einer Herzinsuffizienz führt.  

Die TAC-Operationen der Tiere für diese Arbeit wurden von Frau Dr. D. Fliegner und 

Frau Dr. C. Westphal durchgeführt und erfolgten nach bereits publiziertem Protokoll37. 

Kurz: Mittels eines Längsschnitts entlang des Sternums (Sternotomie) wurde der 

Brustkorb geöffnet und der Zugang zum Herz und zur Aorta freigelegt. Für die Konstrik-

tion der Aorta wurde der Durchmesser des Aortenbogens im Bereich zwischen dem 

ersten und zweiten Ast (Truncus brachiocephalicus und A. carotis communis sinistra) 

mit einem Seidenfaden verengt. Zur normierten Verengungsgröße diente als Platzhal-

ter eine Kanüle (26 Gauge) mit einem Durchmesser von 0,45 mm, welches zu einer 
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80 %igen Verengung der Ausgangsgröße der Aorta führt. Bei Sham-Tieren (scheinope-

rierte Kontrolltiere) wurde ebenfalls die Sternotomie durchgeführt; die Ligation der Aor-

ta und somit eine Induktion von LVH erfolgte hingegen nicht. Echokardiographische 

Messungen der Herzfunktion wurden einen Tag vor der Organentnahme von Dr. C. 

Westphal und S. Niehage durchgeführt. 14 Tage nach der OP wurden die Tiere getötet 

und die Herzen entnommen. 

Die Studie lief unter der Tierversuchsnummer G 0200/09 und wurde vom Landesamt 

für Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt. 

3.5.3 Ovarektomie 

Die Messungen von miR-21 im LV von ovarektomierten Mäusen sind aus RNA-Proben 

der Doktorarbeit ‚Einfluss von Östrogen und Östrogenrezeptoragonisten/-modulatoren 

auf kardiale Umbauprozesse bei drucklastinduzierter Hypertrophie’ von Frau 

Dr. C. Westphal. Alle Details zu den Tieren und der Ovarektomie sind der Arbeit zu 

entnehmen. Kurz: Sieben Wochen alten, weiblichen C57BL/6J-Mäusen wurden durch 

einen Schnitt in der Flanke die Ovarien freigelegt. Am Übergang zu den Uteri wurden 

die Ovarien abgebunden und anschließend abgetrennt. Bei nicht ovarektomierten Tie-

ren (SOVX) erfolgte die gleiche Prozedur ohne die Ligation der Eileiter und die Entfer-

nung der Ovarien. Die Organentnahme erfolgte elf Wochen nach der Ovarektomie. 

3.5.4 In vivo-Behandlung mit E2 und P4 

Elf Wochen alten Tieren wurde 0,2 mg in Wasser gelöstes E2, 0,23 mg P4 bzw. als 

Kontrolle die entsprechende Menge gelöstes Dextrin pro Kilogramm Körpergewicht 

intraperitoneal in die Bauchhöhle injiziert. Fünf Stunden nach der Injektion wurden die 

Tiere getötet und die Herzen entnommen. Die Injektionen und Tötungen wurden von 

Vanessa Riese durchgeführt. Die Herzentnahme und nachfolgende Messun-

gen/Auswertungen wurden von der Autorin dieser Arbeit vorgenommen. 

Die Studie lief unter der Tierversuchsnummer G 0001/11 und wurde vom Landesamt 

für Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt. 

3.5.5 In vivo-Behandlung mit E2 und nachfolgende Isolierung kardialer Myozy-
ten  

Die Messungen von miRNAs in isolierten Kardiomyozyten aus Mäusen nach fünfstün-

diger E2-Behandlung erfolgte in RNA-Proben, die in der Arbeitsgruppe bereits vorhan-

den waren. Die Behandlung der Mäuse und Aufbereitungen der Proben wurden von 

Dr. Georgios Kararigas in der Universität Leuven durchgeführt und wurden bereits ver-
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öffentlicht185. Kurz: 11- bis 14-Monate alten C57BL/6J-Mäusen wurde 0,2 mg/kg E2 

bzw. Dextrin als Kontrolle injiziiert und fünf Std. später wurden die Versuchstiere getö-

tet. Die Kardiomyozyten wurden isoliert und die RNA-Fraktionen aufgereinigt. Die Ex-

perimente wurden genehmigt von der Ethikkommission der Universität Leuven. 

3.6 Statistische Analyse 

Statistische Analysen und grafische Darstellung der Messungen wurden mit Hilfe der 

Programme GraphPad Prism oder IBM SPSS Statistics 19 durchgeführt.  

Für Experimente mit vier Gruppen und zwei Faktoren (Geschlecht, Behand-

lung/Operation) wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (2-way ANOVA) durchge-

führt. Mit dem anschließenden Bonferroni Posthoc Test wurden die Signifikanzen zwi-

schen den einzelnen Gruppen erhoben. Experimente mit nur einem Faktor (z. B. Be-

handlung von Zellen) wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (1-way ANOVA) 

und anschließendem Bonferroni Posthoc Test statistisch untersucht. Für zwei einzelne 

Stichproben wurde der Zweistichproben-t-Test angewandt. Werte mit p < 0,05 wurden 

als statistisch signifikant gewertet. In den grafischen Darstellungen sind die Mittelwerte 

± Standardfehler (SEM) der einzelnen Gruppen angegeben. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Ausprägung linksventrikulärer Hypertrophie zwei Wochen nach Aor-
tenstenose 

Die Entwicklung und das Ausmaß der LVH lässt sich anhand verschiedener physiolo-

gischer, funktioneller und molekularer Parameter bestimmen. Physiologische Parame-

ter sind z. B. das Verhältnis von Herzgewicht zum Körpergewicht. Gesteigerte Werte 

indizieren eine Vergrößerung des linken Ventrikels und somit eine fortschreitende Ent-

wicklung von kardialer Hypertrophie. Anhand von echokardiographischen Messungen 

können Funktionen wie die Ejektionsfraktion (Auswurffraktion) des Herzens untersucht 

werden. Im Laufe der Entwicklung der LVH entsteht ein Umbau des Herzmuskels, wel-

cher mit abnehmender Pumpfunktion und verringerten Ejektionsfraktionen einhergeht. 

Diese Verschlechterung der Herzfunktion führt im Endstadium zu Herzversagen. Als 

molekularer Marker wird u. a. die gesteigerte Expression von Nppa genutzt.  

Für die vorliegende Arbeit wurde bei neun Wochen alten C57BL/6-Mäusen eine Aor-

tenstenose durch transversale Aortenkonstriktion (TAC) erzeugt, die zu Bluthochdruck 

und LVH führt. MiRNA-, mRNA- oder Proteinexpressionen im LV wurden von männli-

chen und weiblichen Sham- oder TAC-operierten Mäusen untersucht und miteinander 

verglichen. Zwei Wochen nach der Aortenkonstriktion wurden daher die Herzen ent-

nommen und RNA- oder Proteinfraktionen isoliert. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich 

das Herz in Anfangsstadien der LVH, wobei die maladaptive Form der Hypertrophie-

entwicklung noch nicht eingetreten ist.  

In Abbildung 3 ist das Ausmaß der LVH zwei Wochen nach der Operation anhand ver-

schiedener Parameter zu sehen. Das Herzgewicht war im Verhältnis zum Körperge-

wicht bei beiden Geschlechtern signifikant gestiegen (Abbildung 3A). Die Pumpfunktion 

des Herzens war noch nicht signifikant reduziert, wobei jedoch tendenziell bereits eine 

stärkere Verschlechterung bei den Männchen aufgetreten war (Abbildung 3B). Bei den 

Weibchen sank die Ejektionsfraktion nach zwei Wochen lediglich um 2 %, während bei 

den Männchen bereits ein mittlerer Unterschied von 19 % auszumachen war. Nppa, 

ein molekularer Marker für kardiale Hypertrophie, war in beiden Geschlechtern signifi-

kant erhöht (Abbildung 3C). Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass bei den TAC-

operierten Mäusen eine Ausbildung von LVH begonnen hatte. 
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Abbildung 3: Darstellung verschiedener Parameter zur Messung der LVH zwei Wochen 
nach TAC-Operation. A) Herzgewicht im Verhältnis zum Körpergewicht (KG). B) Ejektionsfrak-
tion des linken Ventrikels. C) Anstieg des molekularen Markers Nppa. (n = 10-14), * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test 

4.2 Microarray 

Zur Erfassung der im linken Ventrikel (LV) von Mäusen exprimierten miRNAs und zur 

Regulationsanalyse von miRNAs während LVH wurde ein genomweiter miRNA-

Microarray durchgeführt. Hiermit konnte einerseits ein Überblick gewonnen werden, 

welche miRNAs im LV exprimiert werden. Weiterhin konnten die Regulationen von 

miRNAs während der Entwicklung von LVH, sowie Unterschiede zwischen den Ge-

schlechtern analysiert werden. Vier Gruppen wurden miteinander verglichen: Männli-

che Sham (MS)-, männliche TAC (MT)-, weibliche Sham (WS)- und weibliche TAC 

(WT)-Tiere. Aus jeder Gruppe wurde die miRNA-Expression von vier biologischen Rep-

likaten mit dem Array gemessen. 

4.2.1 81 miRNAs wurden im linken Ventrikel detektiert 

Es wurden 81 miRNAs detektiert, die im murinen LV exprimiert waren (Tabelle 6).  



Microarray 
 

 

 
45 

Tabelle 6: 81 im LV der Maus detektierte miRNAs. 

let-7a miR-126-3p miR-199a-5p miR-296-5p miR-378
let-7b miR-130a miR-199b miR-29a miR-378*
let-7c miR-133a miR-199b-5p miR-29b miR-451
let-7d miR-133a* miR-19b miR-29c miR-486-5p
let-7e miR-133b miR-203 miR-301a miR-487b
let-7f miR-140-3p miR-208b miR-30a miR-497
let-7g miR-143 miR-20a miR-30a* miR-499-5p
let-7I miR-145 miR-21 miR-30b miR-500-3p
miR-1 miR-151-5p miR-22 miR-30c miR-503
miR-100 miR-152 miR-221 miR-30d miR-690
miR-103 miR-15a miR-23a miR-30e miR-720
miR-106a miR-15b miR-23b miR-30e* miR-878-3p
miR-106b miR-16 miR-24 miR-31 miR-99a
miR-107 miR-185 miR-26a miR-335-3p
miR-125a-3p miR-193a-3p miR-27a miR-345-5p
miR-125b miR-193b miR-27b miR-34a
miR-125b-3p miR-195 miR-290-5p miR-350

Systematischer Name

 
Mittels miRNA-Microarray detektierte miRNAs im murinen LV, deren kalibrierte Signalintensitä-
ten in mindestens drei Proben einer Gruppe größer als 100 waren. 

 

Die 25 miRNAs mit der stärksten Signalintensität auf dem Array sind in der Tabelle 7 

aufgelistet. Auffällig ist, dass sich vielfach mehrere Mitglieder einer miRNA-Familie 

(z. B. miR-133, -30, -27, let-7) unter den im LV stark angereicherten miRNAs befinden. 

Tabelle 7: Die im LV am stärksten exprimierten miRNAs.  
Ranking miRNA

1 miR-133b
2 miR-133a
3 miR-126-3p
4 miR-24
5 miR-22
6 miR-143
7 miR-26a
8 miR-378
9 miR-23a
10 miR-27a
11 let-7a
12 miR-29a
13 miR-23b
14 miR-30c
15 miR-30d
16 miR-30a
17 miR-16
18 miR-30b
19 miR-145
20 let-7c
21 miR-27b
22 miR-1
23 let-7d
24 miR-30e
25 let-7f  

Aufgelistet nach absteigender Signalintensität im Microarray. 
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4.2.2 Regulation von miRNAs durch hypertrophen Stress und Geschlecht 

Alle mittels Microarray identifizierten, regulierten miRNAs zwei Wochen nach Aortens-

tenose sind der Tabelle 8 zu entnehmen. Es wurden neun miRNAs identifiziert, deren 

Expression nach TAC zugenommen hatte (miR-199a-5p, -497, -23b, -24, 107, -19b, -

27a/b und let-7i) (Tabelle 8). Drei von ihnen, miR-24 und miR-27a/b, befinden sich 

auch unter den 25 im LV am stärksten exprimierten miRNAs.  

Sieben miRNAs waren nach Aortenstenose herunterreguliert (Tabelle 8). Dies sind 

Mitglieder der Familie der miRNA-30 und -133, sowie miR-26a und miR-145. Alle diese 

miRNAs befinden sich unter den 25 im LV am stärksten exprimierten miRNAs.  

Ein Unterschied zwischen den Geschlechtern wurde bei miR-103 identifiziert. Die zwei-

faktorielle Varianzanalyse wies hier eine signifikante Interaktion zwischen TAC-

Operation und Geschlecht auf; grenzwertige Signifikanzen der Interaktion wurden bei 

miR-497 und -130a gemessen (Tabelle 8).  

 

Tabelle 8: Regulierte miRNAs nach Aortenstenose (TAC) 

Hochreguliert nach TAC Herabreguliert nach TAC Interaktion (Geschlecht * TAC)
miR-199a-5p *** miR-30c ** miR-103 *
miR-497 *** miR-30d ** miR-497 (*)
let-7i ** miR-133a * miR-130a (*)
miR-23b ** miR-133b * 
miR-24 ** miR-145 *
miR-107 * miR-26a *
miR-19b * miR-30b *
miR-27a *
miR-27b * 
miR-195 (*)  
Relative Expression der miRNA-Expression analysiert mittels miRNA-Microarray, (n = 3-4). 
(*) p < 0,075 (grenzwertige Signifikanz), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, 2-faktorielle Vari-
anzanalyse. 

 

Insgesamt konnten anhand des Microarrays zwei Wochen nach TAC neun hoch- und 

sieben herabregulierte miRNAs identifiziert werden. Zusätzlich wurde ein Geschlech-

terunterschied bei miR-103 ausgemacht. Um die Microarray-Daten zu verifizieren, wur-

de die Expression ausgewählter miRNAs mittels quantitativer Realtime-PCR (qRT-

PCR) überprüft (siehe Abschnitt 4.4).  

4.3 Überrepräsentation von Zielgenen regulierter miRNAs in herz-
assoziierten Signalwegen 

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die Regulation der miRNAs auf die Entwick-

lung der LVH haben könnte, wurde eine Überrepräsentationsanalyse der Zielgene der 
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regulierten miRNAs durchgeführt. Für die Untersuchung überrepräsentierter Signalwe-

ge wurde das Programm CPDB (siehe Abschnitt 3.1.2) gewählt; angereicherte Signal-

wege mit einem p < 0,01 wurden analysiert. Zur Identifizierung möglicher Zielgene der 

miRNAs wurde die Datenbank Targetscan genutzt. Eine miRNA besitzt hier durch-

schnittlich ca. 500 vorhergesagte Zielgene.  

Die anhand des Microarrays identifizierten, regulierten miRNAs wurden in zwei Grup-

pen aufgeteilt. Die Gruppe der herunterregulierten miRNAs umfasste miR-133, -30, -1, 

-26 und -145. In der Gruppe der hochregulierten miRNAs befanden sich miR-199-5p, 

-27, -107, -19, -497/195, -23 und -24. Let-7i wurde ausgespart, weil alle anderen let-7-

Mitglieder nicht signifikant reguliert waren und die vorhergesagten Zielgene aufgrund 

derselben ‚seed‘ gleich sind. In einer Kontrollgruppe wurden die Zielgene von nicht-

regulierten, im Herzen jedoch stark exprimierten miRNAs (miR-22, -99, -100 und let-7) 

zusammengefasst.  

Aufgrund der großen Menge an Zielgenen pro Gruppe waren sehr viele Signalwege 

angereichert. Die 15 Signalwege mit dem kleinsten p-Wert pro Gruppe sind in Tabelle 

9 aufgelistet. Weiterhin waren in der Analyse viele Signalwege aus Prozessen im Her-

zen überrepräsentiert (herz-assoziierte Signalwege). Sie sind in derselben Tabelle auf-

geführt. Bei allen Gruppen war der in Wikipathways annotierte Signalweg ‚Muskelzelle’ 

(‚Muscle Cell‘) jeweils der am zweitstärksten angereicherte Signalweg (Tabelle 9). Die 

mit dem Microarray detektierten miRNAs waren im Herzen stark angereicherte miRN-

As. Dass auch ihre vorhergesagten Zielgene in Muskelzellen angereichert vorliegen, 

bekräftigt die funktionelle Bedeutung von miRNAs in Muskelzellen (bzw. in Kardiomy-

ozyten) und bestätigt die Effizienz der Zielgen-Suchprogramme. 

Viele Zielgene der regulierten miRNAs waren in herzspezifischen Signalwegen und bei 

Signalwegen in pathologischen Prozessen des Herzens angereichert (herz-assoziierte 

Signalwege). Bei der Kontrollgruppe der nicht-regulierten miRNAs war dies nicht der 

Fall. Die Zielgene der herunterregulierten miRNAs sind bei kardialer Hypertrophie, bei 

Prozessen der Muskelkontraktion und bei arrythmogenen Kardiomyopathien überre-

präsentiert (Tabelle 9). Die Anreicherung der Zielgene der heraufregulierten miRNAs 

umfasst die Signalwege Hypertrophie, Muskelkontraktion, Herzentwicklung und spezi-

elle Signalwege wie ‚Stickstoffmonoxid-Aktionen im Herzen’. Der Signalweg ‚Kalzium-

regulation in kardialen Zellen’ ist in allen Gruppen überrepräsentiert; dieser Signalweg 

ist als einziger herz-assoziierter Prozess auch in der Kontrollgruppe angereichert. Da in 

der vorliegenden Arbeit die Rolle von miRNAs in der Entwicklung von LVH untersucht 

wird, wurden alle Zielgene aus den herz-assoziierten Signalwegen in einer Liste zu-

sammengefasst (Tabelle 10). Für weitere Studien zur Rolle von miRNAs in LVH könnte 

damit die Menge potentieller, relevanter Zielkandidaten im Herzen reduziert werden. 
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Unter den Zielgenen von herabregulierten miRNAs finden sich auffallend viele Gene 

kodierend für strukturelle und kontraktile Proteine wie Integrine (ITG), Tropomyosine 

(Tpm), Actine (ACT), Actinine (ACTN), sowie Gene von Calciumkanälen (CACN) und 

Calcineurin (PPP3) (siehe Tabelle 10). Weiterhin sind Transkriptionsfaktoren wie 

GATA4, HAND2 und HDAC9 Zielgene von herabregulierten miRNAs. Unter den Ziel-

genen der heraufregulierten miRNAs finden sich übermäßig viele MAP-Kinase-Gene, 

sowie NFATC- und VEGF-Gene (siehe Tabelle 10). Zielgene, die in beiden Gruppen zu 

finden sind, besitzen sowohl vorausgesagte Bindestellen von herab- sowie heraufregu-

lierten miRNAs. Für viele der identifizierten Zielgene ist bereits bekannt, dass sie wäh-

rend LVH die entgegengesetzte Regulation aufweisen als die beobachtete Regulation 

der entsprechenden miRNAs (z. B. GATA4, HAND2, Integrine, Tropomyosine). Dies 

verstärkt die Wahrscheinlichkeit einer funktionellen Rolle von miRNAs bei der Regula-

tion dieser Gene. Für einige vorhergesagte Zielgene sind bereits Geschlechterunter-

schiede im Herzen identifiziert; auch hierbei könnten miRNAs eine Rolle spielen und ihr 

Einfluss müsste in weiteren Experimenten untersucht werden. 



 

 
 

Tabelle 9: Überrepräsentierte Signalwege von Zielgenen LVH-regulierter miRNAs 

Rang Zielgene hochregulierter miRNAs Zielgene herabregulierter miRNAs Zielgene nicht-regulierter miRNAs

1 EGFR1 (NetPath) Lymphocyte TarBase (Wikipathways) MAPK signaling pathway (Wikipathways)

2 Muscle cell TarBase (Wikipathways) Muscle cell TarBase (Wikipathways) Muscle cell TarBase (Wikipathways)

3 Lymphocyte TarBase (Wikipathways) Epithelium TarBase (Wikipathways) MAPK signaling pathway (KEGG) 

4 VEGF (INOH) Squamous cell TarBase (Wikipathways) Lymphocyte TarBase (Wikipathways)

5 IL-7 signaling (INOH) Axon guidance (Reactome) Signalling by NGF (Reactome)

6 EPO signaling (INOH) Developmental Biology (Reactome) mapkinase signaling pathway (BioCarta)

7 Axon guidance (KEGG) EGFR1 (NetPath) EGF-Core (Signalink)

8 Insulin signaling pathway (Wikipathways) Axon guidance (KEGG) Insulin Signaling (Wikipathways)

9 Pathways in cancer (KEGG) Signalling by NGF (Reactome) Pathways in cancer (KEGG) 

10 EGF-EGFR Signaling Pathway (Wikipathways) Insulin Signaling (Wikipathways) ATF-2 transcription factor network (PID)

11 MAPK signaling pathway (KEGG) EGF-Core (Signalink) ErbB1 downstream signaling (PID)

12 EGF-Core (Signalink) Wnt signaling pathway (KEGG) NGF signalling via TRKA from the plasma membrane (Reactome)

13 Signaling by EGFR in Cancer (Reactome) Pathways in cancer (KEGG) Post-transcriptional Silencing By Small RNAs (Reactome)

14 Signaling by EGFR (Reactome) Leukocyte TarBase (Wikipathways) AP-1 transcription factor network (PID)

15 Developmental Biology (Reactome) MAPK signaling pathway (Wikipathways) Signaling by PDGF (Reactome)

MicroRNAs in cardiomyocyte hypertrophy (Wikipathways) Physiological and Pathological Hypertrophy of the Heart (Wikipathways) Calcium Regulation in the Cardiac Cell (Wikipathways)

Calcium Regulation in the Cardiac Cell (Wikipathways) Calcium Regulation in the Cardiac Cell (Wikipathways)

Vascular smooth muscle contraction (KEGG) Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) (KEGG)

nfat and hypertrophy of the heart (BioCarta) Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy  (Wikipathways)

Physiological and Pathological Hypertrophy of the Heart (Wikipathways) nfat and hypertrophy of the heart (BioCarta)

role of egf receptor transactivation by gpcrs in cardiac hypertrophy (BioCarta) Vascular smooth muscle contraction (KEGG)

actions of nitric oxide in the heart (BioCarta) MicroRNAs in cardiomyocyte hypertrophy (Wikipathways)

Heart Development (Wikipathways) Dilated cardiomyopathy  (KEGG)

Smooth Muscle Contraction (Reactome)

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) (KEGG)

Muscle contraction (Wikipathways)

Überrepräsentierte Signalwege (Datenbank/Quelle)

Überrepräsentierte, herz-assoziierte Signalwege (Datenbank/Quelle)
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Tabelle 10: Zielgene von LVH-regulierten miRNAs in herz-assoziierten Signalwegen 

ACTB    DMD    KCNMB2    PRKAG2    ACTA2    CHRM1    MAP2K1    PLA2G6    

ACTC1    DSC2    LIF    PRKCB    ADAM12    CHUK    MAP2K3    PPP1CB    

ACTG1    EDN1    LIFR    PRKCD    ADCY1    EDNRA    MAP2K4    PPP1CC    

ACTN1    EDNRA    LRP6    PRKCE    ADCY3    EDNRB    MAP2K7    PPP1R12A    

ACTN4    FZD2    MAPK3    PRKCQ    ADCY6    EGFR    MAP3K14    PRKAR2A    

ADCY5    GATA4    MAPK8    PXN    ADCY7    FGF10    MAPK1    PRKCA    

ADCY6    GJA1    MEF2C    ROCK1    ADORA2A    FOXC2    MAPK14    PRKCB    

ADRA1D    GNA13    MRVI1    ROCK2    ADORA2B    GNA12    MAPK3    PRKCD    

ADRB1    GNAQ    MYH11    SGCB    ADSS    GNA13    MAPK7    PRKCE    

ARHGEF12    GSK3B    MYL12B    SLC8A1    ARAF    GNAQ    MAPK8    PRKG1    

ATP2A2    HAND2    MYLK    SORBS3    ARHGEF12    GSK3B    MEF2C    RAF1    

BRAF    HDAC9    PIK3CD    SOS1    BMPR1A    HBEGF    MYEF2    ROCK1    

CACNA1C    IGF1    PIK3R2    TCF7    BMPR2    HSP90AA1    MYLK    ROCK2    

CACNA1D    IGF1R    PIK3R3    TCF7L2    BRAF    IGF1    NFATC1    RPS6KB1    

CACNB4    IL6ST    PLA2G4A    TGFB2    CACNA1C    IGF1R    NFATC2    SLC7A1    

CALM1    ITGA5    PLCB1    TPM3    CALCRL    IKBKB    NFATC3    SOS1    

CALM2    ITGA8    PPP1R12A    TPM4    CALD1    IL6ST    PDE3A    TBX20    

CAMK2D    ITGA9    PPP3CA    WNT5A    CALM1    IRX4    PDE3B    TBX5    

CAMKK2    ITGB3    PPP3CB    CALM3    ISL1    PDPK1    TNF    

CDH2    ITPR1    PRKAA2    CAMK2B    LIF    PIK3CA    VEGFA    

CDK9    JUP    PRKACB    CAMK2D    LIFR    PIK3R1    VEGFC    

CAMKK1    LRP5    PIK3R3    WNT3A    

CAV1    LRP6    PLA2G10    YWHAH    

Zielgene heraufregulierter miRNAs Zielgene herabregulierter miRNAs 

 

4.4 Validierung des Microarrays mittels qRT-PCR 

Zur Validierung des Microarrays wurde das Expressionsmuster ausgewählter miRNAs 

mittels qRT-PCR analysiert. Die 27 ausgewählten miRNAs umfassten im Microarray 

detektierte, nach TAC regulierte miRNAs wie miR-133a, -145, -24, -26a, -27a/b, -30a, 

sowie die (tendenziell) geschlechtsspezifisch regulierten miRNAs miR-103, -497 und 

-130a. Weiterhin wurden miRNAs untersucht, die im Array zu schwach detektiert wur-

den, aber bereits als im Herzen funktionell relevant bekannt waren (miR-21, 

miR-221/222). Zusätzlich wurden miRNAs, die in einem 9-Wochen-TAC-Modell inner-

halb der Arbeitsgruppe als geschlechtsspezifisch exprimiert detektiert wurden 

(miR-106a/b, miR-290-5p; noch nicht publizierte Daten) auch im 2-Wochen-TAC-

Modell gemessen.  

MiR-21 war als einzige der 27 gemessenen miRNAs nach TAC hochreguliert. Mir-27b 

und -221, bei denen im Microarray eine Zunahme der Expression detektiert wurde, 

erreichten Quotienten (Ratios) größer als 1,1, erlangten jedoch keine statistische Signi-

fikanz (Tabelle 12).  
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11 der 27 gemessenen miRNAs zeigten eine signifikante Abnahme der Expression 

nach TAC. Dies sind miR-145, -26a, -30a, -133a, -106b sowie miR-29a/b und Mitglie-

der der let-7-Familie (siehe Tabelle 11). Damit konnten alle mittels Microarray identifi-

zierten und überprüften Herabregulationen bestätigt werden. Darüber hinaus erreichten 

viele Expressionsreduktionen mit qRT-PCR statistische Signifikanz, die im Microarray 

nur solche Tendenzen aufwiesen (miR-29a/b, -30a, let-7b/g). Die geschlechtsspezifi-

sche Expression von miR-103 aus dem Microarray konnte nicht bestätigt werden. 

Ebenso wenig konnten Geschlechterunterschiede bei der Expression von miR-497 

und-130a ausgemacht werden, die im Microarray eine solche Tendenz aufwiesen. Un-

terschiede zwischen Microarray und qRT-PCR sind auf Messungenauigkeiten, unter-

schiedliche Aufreinigung der miRNAs und verschiedene Normalisierung der Werte in 

beiden Methoden zurückzuführen (siehe Diskussion 5.2). 

Geschlechterunterschiede wurden mittels qRT-PCR bei der Expression von miR-29b 

nachgewiesen (siehe Tabelle 11); diese miRNA war bei Weibchen stärker exprimiert 

als bei Männchen. Auch im Microarray wies miR-29b eine geschlechtsspezifische Ten-

denz auf (Abbildung 18B); ebenfalls mit tendenziell stärkerer Expression bei den Weib-

chen. MiR-29b reguliert Kollagene und Fibrose (Abschnitt 1.2.6) und ist damit in Pro-

zesse involviert, bei denen bereits Geschlechterunterschiede nachgewiesen wurden.  

 

Tabelle 11: Regulierte miRNAs nach Aortenstenose (TAC)  
Hochreguliert nach TAC Herabreguliert nach TAC Geschlechtsspezifisch reguliert
miR-21 ** miR-145 *** miR-29b **

miR-26a ***
miR-29a ***
miR-30a ***
let-7g ***
let-7b **
let-7i **
miR-29b **
miR-133a *
miR-106b *
let-7c *   

Relative Expression der miRNA-Expression analysiert mittels qRT-PCR, (n = 8-14). * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, 2-faktorielle Varianzanalyse. 

 

Ein direkter Vergleich der Ergebnisse des Microarrays mit den qRT-PCR-Messungen 

ist in der Tabelle 12 aufgeführt. In dieser Tabelle sind ebenfalls die relativen 

Regulationsstärken anhand der TAC/Sham-Verhältnisse jeweils in Männchen und 

Weibchen angegeben.  

Anhand des Microarrays wurden miR-199a-5p und -497 als die am stärksten heraufre-

gulierten miRNAs ausgemacht. Am stärksten herabreguliert waren miR-133a/b bei den 
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Weibchen und miR-29b bei den Männchen. Mittels qRT-PCR wurde miR-21 die 

stärkste Hochregulation nachgewiesen und miR-29a/b, -26a und -145 waren hier die 

relativ am stärksten herabregulierten miRNAs. Mitglieder der let-7-Familie waren so-

wohl im Microarray als auch mittels qRT-PCR bei den Weibchen stärker herabreguliert 

als bei den Männchen (Tabelle 12). Obwohl hier weder beim Geschlecht noch bei der 

Interaktion eine statistische Signifikanz erreicht wurde, könnte es biologische Relevanz 

haben und sollte bei weiteren Untersuchungen von Geschlechterunterschieden im Au-

genmerk behalten werden (siehe Diskussion 5.2). 

 

Tabelle 12: Regulation von miRNAs im LV nach TAC-Operation gemessen mittels Microarray 
und qRT-PCR  

Rang miRNA WT/WS MT/MS Geschlecht Operation Interaktion WT/WS MT/MS Geschlecht Operation Interaktion
11 let-7a 0,81 0,97 ns ns ns

let-7b 0,61 1,04 ns ns ns 0,69 0,87 ns ** ns
20 let-7c 0,77 1,14 ns ns ns 0,70 0,89 ns ns ns
23 let-7d 0,66 0,97 ns ns ns 0,74 0,98 ns ns ns
25 let-7f 0,69 0,69 ns ns ns

let-7g 0,62 1,09 ns ns ns 0,63 0,72 ns ** ns
let-7i 1,52 1,14 ns ** ns 0,74 0,91 ns * ns

22 miR-1 0,70 0,67 ns ns ns
miR-100 1,30 0,90 ns ns ns
miR-103 2,99 0,63 ns ns * 0,84 1,00 ns ns ns
miR-106a ² 0,97 1,02 ns ns ns
miR-106b ² 0,86 0,88 ns * ns
miR-107 1,78 1,28 ns * ns

3 miR-126-3p 1,08 0,85 ns ns ns
miR-130a 2,10 0,97 ns ns (*) 0,80 0,91 ns ns ns

2 miR-133a 0,55 0,86 ns * ns 0,78 0,82 ns * ns
miR-133a* 1,15 0,79 ns ns ns

1 miR-133b 0,58 0,87 ns * ns
6 miR-143 0,87 0,73 ns ns ns 0,81 0,95 ns ns ns
19 miR-145 0,83 0,70 ns * ns 0,72 0,70 ns *** ns
17 miR-16 1,28 1,04 ns ns ns 0,85 1,06 ns ns ns

miR-195 1,54 1,42 ns (*) ns
miR-199a-5p 2,92 3,70 ns *** ns
miR-19b 1,63 1,12 ns * ns
miR-21 ² 2,17 1,97 ns ** ns

5 miR-22 0,79 1,18 ns ns ns
miR-221 ² 1,09 1,14 ns ns ns
miR-222 ² 0,92 0,98 ns ns ns

9 miR-23a 1,19 1,15 ns ns ns
13 miR-23b 1,49 1,34 ns ** ns
4 miR-24 1,88 1,32 ns ** ns 0,82 1,04 ns ns ns
7 miR-26a 0,69 0,76 ns * ns 0,71 0,72 ns *** ns
10 miR-27a 1,45 1,30 ns * ns 0,95 1,17 ns ns ns
21 miR-27b 1,45 1,46 ns * ns 1,11 1,37 ns ns ns

miR-290-5p ² 0,73 0,90 ns ns ns
12 miR-29a 0,73 0,76 ns ns ns 0,69 0,58 ns *** ns

miR-29b ³ 1,50 0,60 ns ns ns 0,74 0,71 ** * ns
miR-301a ² 0,84 0,95 ns ns ns

16 miR-30a 0,90 0,81 ns ns ns 0,78 0,73 ns *** ns
18 miR-30b 0,79 0,81 ns * ns
14 miR-30c 0,67 0,75 ns ** ns
15 miR-30d 0,73 0,71 ns ** ns
24 miR-30E 0,72 0,76 ns ns ns
8 miR-378 1,80 0,70 ns ns ns 0,86 0,78 ns ns ns

miR-497 ³ 3,84 1,42 ns *** (*) 1,17 0,99 ns ns ns
miR-99a 0,86 1,04 ns ns ns

(*) p<0,075 (grenzwertige Signifik.)
 * p < 0,05 ² Rohwerte zu schwach im Array Hochreguliert Ratio < 1,25
** p < 0,01 ³ Weiblich Sham n=2 Herabreguliert Ratio > 0,75

*** p < 0,001 ns = nicht signifikant

MicroArray (n=4) qRT-PCR (n=8-14)
Regulation Statistische Signifikanz nach ANOVA Regulation Statistische Signifikanz nach ANOVA
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4.5 Regulation von miRNAs in Kardiomyozyten nach E2-Behandlung in 
vivo 

Es wird angenommen, dass Geschlechterunterschiede bei LVH zum Teil auf 

Regulationen durch weibliche Hormone zurückzuführen sind. Eine dieser Arbeit zu-

grunde gelegte Hypothese war, dass eine geschlechtsspezifische Expression von 

miRNAs im LV, verursacht durch Sexualhormone wie E2, für Geschlechterunterschie-

de bei LVH verantwortlich ist. Es ist möglich, dass Geschlechterunterschiede in der 

miRNA-Expression bei Untersuchungen des gesamten LVs nicht detektiert wurden, 

obwohl sie existieren, weil zellspezifische Regulationen die Messungen beeinflussen. 

Daher sollte der direkte Effekt von E2 auf die Expression von miRNAs in Kardiomyozy-

ten untersucht werden. Die Expression spezifischer miRNAs in Kardiomyozyten von 

weiblichen und männlichen Mäusen, denen intraperitoneal E2 oder die entsprechende 

Dextrinkontrolle injiziert wurde, wurde mittels qRT-PCR analysiert. Die gemessenen 

miRNAs wurden ausgewählt, weil sie im frühen oder chronischen (unpublizierte Daten 

der Gruppe) Hypertrophiemodell geschlechtsspezifisch exprimiert waren oder weil sie 

potentielle Bindestellen in mRNAs von Steroidrezeptoren oder Mylip, einem in diesen 

Zellen identifizierten, geschlechtsspezifisch regulierten Gen, haben. 

Ein umfangreicher, geschlechtsspezifischer Effekt von E2 auf die Expression von 

miRNAs in Kardiomyozyten nach fünf Stunden Steroidbehandlung konnte nachgewie-

sen werden. Von 21 untersuchten miRNAs war die Expression bei 11 miRNAs in den 

Kardiomyozyten der weiblichen Tiere durch E2 inhibiert (Tabelle 13). Keine der unter-

suchten miRNAs war nach der Behandlung induziert. Die am stärksten herabregulier-

ten miRNAs waren miR-21, -126-3p, -106a/b, -29a/b, -26a, -20a und let-7c. Bei einer 

weiteren miRNA, miR-27a, war nach E2-Behandlung ein Geschlechterunterschied 

auszumachen, da die E2-Behandlung bei den weiblichen Zellen zu einer tendenziellen 

Herabregulation und bei den männlichen Zellen zu einer tendenziellen Heraufregulati-

on führte. MiR-106a wies unter Kontrollbedingungen eine geschlechtsspezifische Ex-

pression mit höheren Werten in den weiblichen Kardiomyozyten auf. 

Bei den Männchen war keine signifikant veränderte Expression nach E2-Behandlung 

nachzuweisen.  
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Tabelle 13: miRNA-Expression in isolierten Kardiomyozyten nach E2- oder Dextrinbehandlung 
in vivo. 

Weiblich E2/Dex Männlich E2/Dex Kontrolle W/M E2 W/M
miR-21 0,65 * 1,13 1,10 0,64 *
miR-126-3p 0,66 * 1,03 1,01 0,64
miR-106b 0,66 * 0,76 1,11 0,97
miR-29b 0,67 * 0,78 1,08 0,92
miR-29a 0,67 *** 0,87 1,00 0,77
miR-26a 0,70 ** 1,16 1,12 0,68 **
miR-106a 0,71 * 1,16 1,31 * 0,81
let-7c 0,72 ** 0,81 0,93 0,83
miR-222 0,72 0,79 1,11 1,01
miR-20a 0,73 ** 0,93 1,14 0,91
miR-30a 0,74 * 1,06 1,09 0,76 *
miR-24 0,81 0,96 1,11 0,94
miR-27b 0,81 * 0,95 0,96 0,82 *
miR-221 0,83 1,05 1,14 0,90
miR-23a 0,83 0,94 0,97 0,86
miR-145 0,89 0,97 1,03 0,95
miR-27a 0,90 1,19 0,98 0,74 **
miR-206 0,90 1,01 1,17 1,05
miR-19b 0,92 1,23 1,21 0,90
miR-133a 0,99 0,96 0,96 1,00
miR-378 1,09 0,92 0,94 1,11  

Relative Expression von miRNAs in isolierten Kardiomyozyten von weiblichen (W) und männli-
chen (M) Mäusen nach E2- oder Dextrinbehandlung in vivo (n=4-7). Dargestellt sind die 
E2/Dextrin-Expressionsverhältnisse von Männchen und Weibchen, sowie das Expressionsver-
hältnis zwischen den Geschlechtern (W/M) nach Kontroll- und E2-Behandlung. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, Unpaired t-test. 

 

 

Die miRNAs mit dem größten Geschlechterunterschied nach E2-Behandlung umfassen 

miR-21, -26a, -27b, -30a und -126-3p (Abbildung 4A). Andere miRNAs waren bei den 

Weibchen nach E2-Behandlung herabreguliert und wiesen bei den Männchen ebenfalls 

eine solche Tendenz auf, erreichten hier jedoch keine statistische Signifikanz 

(Abbildung 4B). Diese waren miR-106b, -29a/b und let-7c.  
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Abbildung 4: MiRNA-Expression in Kardiomyozyten nach E2-Behandlung. Dargestellt ist die 
relative Expression von miRNAs nach E2-Behandlung oder der entsprechenden Dextrin-
Kontrollbehandlung in weiblichen und männlichen Kardiomyozyten. A) miRNAs mit ge-
schlechtsspezifischer Inhibition nach E2-Behandlung nur in den weiblichen Kardiomyozyten. 
B) miRNAs mit signifikanter Inhibition nach E2-Behandlung bei den Weibchen und tendenzieller 
Herabregulation bei den Männchen. (n = 4-7) * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Unpaired t-
test. 

 

Es wurde ein geschlechtsspezifischer Effekt von E2 mit einer Inhibition von 11 miRNAs 

in den Kardiomyozyten der Weibchen nachgewiesen. Darüber hinaus wiesen 

miR-106a unter Kontrollbedingungen und miR-27a nach E2-Behandlung einen Ge-

schlechterunterschied auf. 

4.6 Regulation von miRNAs im LV nach E2- und P4-Behandlung in vivo 

Auffällig war, dass viele der E2-regulierten miRNAs in anderen Zellen auch bereits als 

P4-regulierte miRNAs bekannt waren (miR-21, -26, -27, -29b, -30, let-7) (siehe Tabelle 

1). Die Hypothese, dass geschlechtsspezifische Expressionen von miRNAs im LV für 

Geschlechterunterschiede bei LVH verantwortlich sind, umfasste Regulationen durch 

P4 ebenso wie E2. Um somit auch die Effekte von P4 auf miRNAs im Herzen zu über-
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prüfen und um zu testen, ob E2 die beobachteten Regulationen nur in den Kardiomy-

ozyten verursacht oder im gesamten LV gleichermaßen wirkt, wurde eine 5-stündige 

Behandlung in vivo mit E2, P4 oder der Dextrin-Kontrolle durchgeführt. Die miRNAs 

wurden daraufhin aus dem gesamten LV isoliert. Die Expression von ausgewählten, in 

den Kardiomyozyten durch E2 regulierten miRNAs wurde anhand von qRT-PCR analy-

siert. 

Die P4-Behandlung hatte im Vergleich mit E2 im LV eine stärkere Wirkung auf die 

miRNA-Regulation (Tabelle 14). Der regulierende Effekt durch P4 war (wie schon bei 

E2 in den Kardiomyozyten) limitiert auf das weibliche Geschlecht. 10 der 13 gemesse-

nen miRNAs wurden durch P4 geschlechtsspezifisch inhibiert. In vielen Fällen war die 

Expression durch P4 bei den Weibchen im Vergleich zu den Männchen bis zu 40 % 

reduziert (miR-21, -30, -24, -27a, -106b). Im Gegensatz zu den Kardiomyozyten hatte 

E2 im gesamten LV bei den gemessenen miRNAs keinen signifikanten Effekt. Die Ex-

pression von miR-27a/b, -29a/b, -26a wurde zwar wie in den Kardiomyozyten im LV 

der Weibchen durch E2 tendenziell gehemmt, erlangte hier jedoch keine statistische 

Signifikanz. Einzige Ausnahme bildete miR-21. Die Expression von miR-21 war im LV 

bereits initial bei den weiblichen Kontrolltieren geringer als bei den männlichen (Dex 

W/M = 0,79, siehe Tabelle 14). Nach E2-Behandlung war miR-21 zudem geschlechts-

spezifisch reguliert, mit einer doppelt so starken Expression bei den Männchen im Ver-

gleich zu den Weibchen (E2 W/M = 0,51). Sowohl in den Kardiomyozyten als auch im 

gesamten LV war miR-21 die am stärksten durch E2 herabregulierte miRNA. 

Bei den Männchen hatte weder P4 noch E2 einen signifikanten Effekt auf die miRNA-

Expression.  
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Tabelle 14: miRNA-Expression im gesamten LV nach E2-, P4- oder Dextrinbehandlung in vivo. 

W E2/Dex W P4/Dex M E2/Dex M P4/Dex E2 W/M P4 W/M Dex W/M
mir-21 0,77 0,69 1,19 0,89 0,51 * 0,61 ** 0,79
mir-27a 0,83 0,55 * 0,82 1,01 1,13 0,61 * 1,10
mir-29b 0,85 0,60 * 1,02 0,90 0,97 0,77 1,16
mir-24 0,86 0,58 ** 0,86 0,98 1,04 0,62 ** 1,03
mir-30a 0,87 0,52 ** 1,07 1,17 1,06 0,58 ** 1,31
mir-29a 0,87 0,56 ** 0,91 0,96 1,05 0,64 ** 1,09
mir-26a 0,88 0,68 * 0,99 1,06 0,98 0,71 ** 1,11
mir-27b 0,89 0,63 * 0,90 1,02 1,08 0,67 * 1,08
mir-126-3p 1,00 0,75 1,04 0,88 0,84 0,74 * 0,87
mir-106b 1,08 0,64 * 0,87 1,05 1,34 0,67 * 1,08
mir-106a 1,19 0,74 0,96 0,93 1,20 0,77 0,96
let-7c 1,24 0,73 1,06 0,98 1,28 0,81 1,09
mir-222 1,28 0,79 0,84 0,91 1,51 0,86 0,99  

Relative Expression von miRNAs im LV von weiblichen (W) und männlichen (M) Mäusen nach 
E2-, P4- und Dextrinbehandlung in vivo (n = 5). Dargestellt sind die E2/Dextrin- bzw. 
P4/Dextrin-Expressionsverhältnisse von Männchen und Weibchen, sowie das Expressionsver-
hältnis zwischen den Geschlechtern (W/M) nach Kontroll-, E2- oder P4-Behandlung. * p < 0,05, 
** p < 0,01, Unpaired t-test. 

 

4.6.1 Zellspezifische Regulation von miRNAs durch E2 

Die Regulation der miRNAs durch E2 in den Kardiomyozyten und im LV lassen sich 

direkt miteinander vergleichen, da die Experimente in der gleichen Weise durchgeführt 

wurden. In beiden Fällen wurde C57BL/6-Mäusen intraperitoneal 0,2 mg/kg E2 bzw. 

Dextrin als Kontrolle injiziert und nach fünf Stunden wurde das Herz entnommen. Für 

die Kardiomyozytenmessungen wurden die Kardiomyozyten daraufhin aus dem LV 

isoliert und danach wurde die Gesamt-RNA aus diesen Zellen aufgereinigt. Bei 

Messungen des gesamten LVs wurde die Gesamt-RNA direkt aus dem LV isoliert. Da 

E2 sowohl im LV als auch in den Kardiomyozyten nur bei den Weibchen eine Modifizie-

rung der miRNA-Expression verursachte, werden in diesem Abschnitt nur die 

Expressionen in diesem Geschlecht miteinander verglichen.  

Auffällig war, dass E2 in den Kardiomyozyten die Expression vieler miRNAs inhibierte, 

im LV hingegen kaum einen signifikanten Effekt erzielte. Dennoch wurde auch im LV 

bei vielen miRNAs eine tendenzielle Inhibition bei den Weibchen beobachtet (miR-21, 

-26a, -27b, -29a/b, -30a; Abbildung 5A). Bei anderen miRNAs hingegen wurde in den 

Kardiomyozyten eine Herabregulation, im LV tendenziell eher die entgegengesetzte 

Regulation durch E2 beobachtet (let-7c, miR-106a/b, -126-3p; Abbildung 5B). Diese 

Ergebnisse deuten daraufhin, dass E2 neben den geschlechtsspezifischen Effekten 

ebenso einen zellspezifischen Einfluss auf die Regulation der miRNAs mit einer stärke-

ren Wirkung in Kardiomyozyten als im gesamten LV hat. 
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Abbildung 5: Zellspezifische Regulation von miRNAs durch E2 im Herzen von weiblichen 
Mäusen. Relative Expression von miRNAs nach E2-Behandlung im Vergleich zur Dextrinkon-
trolle im linken Ventrikel (LV) und in Kardiomyozyten (KM) in weiblichen Mäusen. A) miRNAs 
mit herabregulierter Expression in KMs und tendenzieller Herabregulation im LV. B) miRNAs mit 
zellspezifischer Expression nach E2-Behandlung.. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Un-
paired t-test. 

 

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde das Augenmerk auf folgende drei miRNAs gelegt: 

miR-21, miR-26a und miR-29b. Ihre Regulationen bei LVH und durch E2 und P4 wur-

den separat betrachtet und mit weiteren Experimenten näher untersucht. 

4.7 MiRNA-21 

4.7.1 Stärkere Expression von miR-21 im linken Ventrikel von Männchen 

MiRNA-21 ist eine der im LV am stärksten hochregulierten miRNAs nach Aortensteno-

se93. Die induzierte Expression nach TAC erfolgt bei Männchen und Weibchen gleich-

ermaßen. Unter basalen Bedingungen konnte eine stärkere Expression von miR-21 im 

LV der Männchen beobachtet werden (W/M Sham = 0,67, Abbildung 6). Dieses Ex-

pressionsmuster wurde ebenso im 9-Wochen-TAC-Modell unserer Arbeitsgruppe 
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nachgewiesen. Hier erreichte der Unterschied zwischen den Geschlechtern im basalen 

Zustand statistische Signifikanz (unpublizierte Daten). Überdies wurde bereits in Brust-

krebszellen und im Endometrium nachgewiesen, dass die Expression von miR-21 

durch E2 und P4 reguliert werden kann. Daher wurde beschlossen, die Regulation von 

miR-21 in weiteren Experimenten näher zu untersuchen.  
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Abbildung 6: Expression von miRNA-21 im LV nach induzierter Aortenstenose. Isolierte 
miRNAs aus dem LV von Mäusen zwei Wochen nach Sham- oder TAC-Operation gemessen 
mittels qRT-PCR (n = 11-14). * p < 0,05 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni 
Posthoc Test.  

 

4.7.2 Ovarektomie induziert die Expression von miR-21 im LV 

Die Eierstöcke sind der wichtigste Produktionsort der weiblichen Sexualhormone E2 

und P4, deren Level im Blut nach Ovarektomie drastisch sinkt. Um die Hypothese zu 

überprüfen, dass die verminderte Expression von miR-21 in weiblichen Herzen auf eine 

Inhibition durch weibliche Hormone zurückzuführen ist, wurde zunächst der Effekt des 

Entzugs der Hormone durch Ovarektomie untersucht. RNA-Proben aus dem LV von 

weiblichen, ovarektomierten Mäusen waren in der Arbeitsgruppe vorhanden und 

miR-21 konnte mittels qRT-PCR gemessen werden. 

Der Abbildung 7 ist zu entnehmen, dass die Expression von miR-21 im LV nach Ova-

rektomie signifikant anstieg. Die Zunahme entspricht einem 1,5-fachen Anstieg des 

ursprünglichen Epressionslevels. Dieser Unterschied ist in genau diesem Ausmaß bei 

den Sham-Tieren zwischen Männchen und Weibchen zu beobachten (siehe Abbildung 

6). 
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Abbildung 7: Die Expression von miR-21 im LV steigt nach Ovarektomie. Isolierte miRNAs 
aus dem LV von Mäusen neun Wochen nach Ovarektomie (Ovx) bzw. Sham-Ovarektomie 
(SOVX). (n = 5), ## p < 0,01, Unpaired T-Test 

4.7.3 E2- und P4-Behandlung in vivo inhibiert miR-21 im LV von Weibchen  

Es konnte eine Induktion von miR-21 im LV von weiblichen Mäusen nach Ovarektomie 

gemessen werden. Es sollte nun näher untersucht werden, welches der weiblichen 

Hormone die Expression von miR-21 im Herzen inhibiert und ob dieser Effekt bei bei-

den Geschlechtern auftritt. Um dies zu testen, wurde weiblichen und männlichen Tie-

ren intraperitoneal jeweils 0,2 mg/kg E2, P4 oder Dextrin (Kontrolle) injiziert und ihr 

Effekt auf die miRNA-Expression nach fünf Stunden wurde mittels qRT-PCR unter-

sucht.  

Sowohl die E2 als auch die P4-Behandlung führte zu einer geschlechtsspezifischen 

Regulation der Expression von miR-21 (Abbildung 8). Bereits initial waren miR-21-

Level bei den Weibchen geringer als bei den Männchen (Kontrolle W/M = 0,79, Tabelle 

14). Fünf Stunden nach der E2-Injektion war miR-21 bei den Weibchen halb so stark 

exprimiert wie bei den Männchen (W/M = 0,51 Tabelle 14, Abbildung 8A). Ebenso wur-

de miR-21 durch P4 reguliert. Die P4-Behandlung führte zu einem Geschlechterunter-

schied durch eine Inhibition von miR-21 bei den Weibchen (W/M = 0,61 Tabelle 14, 

Abbildung 8B). Bei den Männchen hatte weder E2 noch P4 einen signifikanten Effekt 

auf die miR-21-Expression. 
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Abbildung 8: Geschlechtsspezifische Expression von miR-21 im LV nach E2- und P4-
Behandlung in vivo. Isolierte miRNAs aus dem LV von Mäusen A) 5 Stunden nach intraperi-
tonealer E2-Injektion (n = 5) und B) 5 Stunden nach intraperitonealer P4-Injektion. * p < 0,05, 
** p < 0,01, 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

E2 und P4 führen zu einer geschlechtsspezifischen Expression von miR-21 im LV mit 

inhibierender Wirkung ausschließlich bei den Weibchen. 

4.7.4 E2-Behandlung in vivo inhibiert miR-21 in weiblichen Kardiomyozyten  

Der linke Ventrikel besteht überwiegend aus Myozyten und Fibroblasten. MiR-21 wird 

in beiden Zellen exprimiert. Die Konzentration von miR-21 in Kardiomyozyten ist jedoch 

wesentlich geringer als in Fibroblasten. Um zu untersuchen, ob die beobachtete ge-

schlechtsspezifische Expression von miR-21 nach E2-Behandlung im LV auf eine zell-

spezifische Regulation in den Fibroblasten zurückzuführen ist oder ebenfalls in 

Kardiomyozyten stattfindet, wurde miR-21 in isolierten Kardiomyozyten nach E2-

Stimulation gemessen.  

Auch in den Kardiomyozyten führte die E2-Behandlung zu einer geschlechtsspezifi-

schen Expression von miR-21 aufgrund einer inhibierenden Wirkung von E2 nur bei 

den Weibchen. MiR-21 wurde bei den Weibchen durch E2 um 40 % reduziert 

(Abbildung 9). Bei den Männchen hatte die E2-Behandlung keinen Effekt. Im basalen 

Zustand konnte in diesen Zellen keine geringere Expression bei den Weibchen 

beobachtet werden.  
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Abbildung 9: Geschlechtsspezifische Inhibition von miR-21 in isolierten Kardiomyozyten 
nach E2-Behandlung in vivo. Isolierte miRNAs aus murinen Kardiomyozyten fünf Stunden 
nach intraperitonealer E2- oder Dextrininjektion (n = 4-7). * p < 0,05, ** p < 0,01, 2-faktorielle 
Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

4.7.5 E2 und P4 inhibieren die miR-21-Induktion bei Hypertrophie  

Um zu überprüfen, ob P4 und E2 ebenfalls einen inhibierenden Effekt auf die Induktion 

von miR-21 bei Hypertrophie haben und somit Einfluss auf die geschlechtsspezifische 

Entwicklung der LVH nehmen können, wurde in einer Kardiomyozytenzelllinie Hyper-

trophie induziert und eine Hormonbehandlung durchgeführt. 

HL-1-Zellen sind immortalisierte Zellen aus einem atrialen Kardiomyozytentumor einer 

adulten, weiblichen C57BL/6J-Maus179. Die Zellen kontrahieren bei ausreichender Kon-

fluenz in Kultur und exprimieren Östrogen (ER)- und Progesteronrezeptoren (PR). Die 

Induktion von Hypertrophie in den HL-1-Zellen erfolgte durch Stimulation mit 50 nM des 

Peptidhormons Endothelin-1 (Et-1). Gleichzeitig wurden die Zellen mit 10 nM E2, 

100 nM P4 bzw. mit E2 plus P4 behandelt. Als Kontrolle wurden Zellen mit der gleichen 

Hormonbehandlung ohne Hypertrophieinduktion mitgeführt. 48 Stunden nach der Sti-

mulation erfolgte die RNA-Isolierung.  

Im Gegensatz zu den primären Kardiomyozyten führte E2 bei den HL-1-Zellen (immor-

talisierte Kardiomyozyten) zu einer Induktion von miR-21 (Abbildung 10A). Die Zunah-

me von miR-21 durch E2 in diesen Zellen könnte auf den Krebsursprung der Zellen 

oder auf die Proliferationsinduktion von E2 auf Kulturzellen zurückgeführt werden. Die-

se Regulation wurde allerdings durch gleichzeitige Behandlung der Zellen mit P4 inhi-

biert. Alleinige P4-Stimulation hatte keinen Effekt auf miR-21.  

Hypertrophieinduktion durch Et-1 führte wie erwartet und wie im LVH-Tiermodell 

(Abbildung 10B) zu einer gesteigerten Expression von miR-21. Diese Zunahme konnte 

durch seperate P4- oder E2-Beigabe nicht signifikant verringert werden. Durch ge-
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meinsame Behandlung mit E2 und P4 wurde jedoch ein synergistischer Effekt erzielt; 

die durch Et-1 induzierte miR-21-Expression wurde komplett inhibiert (Abbildung 10B). 
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Abbildung 10: Synergistische Inhibition der Et-1-induzierten Heraufregulation von miR-21 
durch E2 und P4. qRT-PCR-Quantifizierung der Expression von miR-21 in HL-1-Zellen 48 Std. 
nach Hormonbehandlung A) unter Kontrollbedingungen, und B) 48 Std. nach Hypertrophiein-
duktion durch Et-1-Stimulation (n = 9). * p < 0,05, ** p < 0,01, 1-faktorielle Varianzanalyse mit 
folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

Gleichzeitige Behandlung mit P4 und E2 konnte den Anstieg von miR-21 bei Kardio-

myozytenhypertrophie vollständig verhindern; somit konnte ein synergistischer Effekt 

von P4 und E2 auf miR-21 nachgewiesen werden.  

4.7.6 Zielgene von miR-21 werden geschlechtsspezifisch reguliert 

Es wurde gezeigt, dass miR-21 bei Männchen im LV stärker exprimiert wird als bei 

Weibchen. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von miR-21 

durch P4 und E2 bei Weibchen vermindert wird. Es stellte sich die Frage, welche Rolle 

miR-21 in der geschlechtsspezifischen Ausprägung von LVH spielt. Identifizierte Funk-

tionen von miR-21 im Herzen sind profibrotische und anti-apoptotische Wirkungen. 

Fünf validierte Zielgene von miR-21, die in geschlechtsspezifisch regulierten 

Prozessen involviert sind, wurden daher in den TAC-operierten Tieren auf mRNA-

Ebene untersucht. Die Zielgene umfassten bei apoptotischen Prozessen mitwirkende 

Gene (Pdcd4 und Pten) und Gene, die in Fibrose involviert sind (Spry1, Timp3 und 

Reck) (Abbildung 11).  

Bei den Genen aus apoptotischen Signalwegen wurde keine Regulation nach TAC 

oder zwischen den Geschlechtern gemessen (Abbildung 11A). Zwei der drei unter-
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suchten Fibrose regulierenden Gene wiesen jedoch eine geschlechtsspezifische Regu-

lation auf (Abbildung 11B). So hatte bei Spry1 und Reck nach zweifaktorieller Vari-

anzanalyse sowohl die TAC-Operation als auch das Geschlecht signifikanten Einfluss 

auf die Expression (Abbildung 11C). Beide Gene sind in Remodeling-Prozessen wie 

Fibrose und Umwandlung der extrazellulären Matrix involviert, in deren Entwicklung 

bereits mehrfach Geschlechterunterschiede nachgewiesen werden konnten. In beiden 

Fällen war eine Induktion der mRNA-Expression bei LVH zu beobachten. Auch die 

Expression von miR-21 ist bei LVH induziert und sollte daher zu einer Inhibition ihrer 

Zielgene führen. MiRNAs regulieren allerdings die Translation ihrer Zielgene und füh-

ren nur in einigen Fällen zum Abbau der mRNA. Die beobachtete Induktion der mRNA 

könnte ein positiver Feedback auf eine inhibierte Proteinregulation sein. Für Spry1 

wurde bereits gezeigt, dass die Proteinexpression durch miR-21 inhibiert wird, ihre 

mRNA jedoch nicht degradiert wird97. In einer Korrelationsanalyse wurde weiterhin ge-

zeigt, dass die Expression von Spry1 und Reck signifikant mit miR-21 korrelierten 

(Tabelle 15). 
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Abbildung 11: mRNA-Expression von Zielgenen von miR-21 im LV bei kardialer Hypertro-
phie. A) Zielgene in apoptotischen Prozessen und B) Zielgene innerhalb von Fibrose. C) Er-
gebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse der Expression der fibrotischen Zielgene. (n = 8-
10), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni 
Posthoc Test. 
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Tabelle 15: Korrelation der Expression von miR-21 zur mRNA-Expression der Zielgene  

Korrelationen 

 mir-21 Spry1 Timp3 Reck Pten Pdcd4 

Korrelation nach Pearson 1 ,508** -,090 ,348* ,192 ,251 

Signifikanz (2-seitig)  ,002 ,607 ,040 ,269 ,146 

mir-21 

N 35 35 35 35 35 35 

Korrelation nach Pearson ,508** 1 ,359* ,345* ,265 ,072 

Signifikanz (2-seitig) ,002  ,029 ,037 ,114 ,670 

Spry1 

N 35 37 37 37 37 37 

Korrelation nach Pearson -,090 ,359* 1 ,475** ,353* ,036 

Signifikanz (2-seitig) ,607 ,029  ,003 ,032 ,831 

Timp3 

N 35 37 37 37 37 37 

Korrelation nach Pearson ,348* ,345* ,475** 1 ,380* ,275 

Signifikanz (2-seitig) ,040 ,037 ,003  ,020 ,099 

Reck 

N 35 37 37 37 37 37 

Korrelation nach Pearson ,192 ,265 ,353* ,380* 1 ,577** 

Signifikanz (2-seitig) ,269 ,114 ,032 ,020  ,000 

Pten 

N 35 37 37 37 37 37 

Korrelation nach Pearson ,251 ,072 ,036 ,275 ,577** 1 

Signifikanz (2-seitig) ,146 ,670 ,831 ,099 ,000  
Pdcd4 

N 35 37 37 37 37 37 

**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

 
  

Zwei Zielgene von miR-21, Spry1 und Reck, waren in Sham/TAC-Tieren geschlechts-

spezifisch reguliert. Beide Zielgene sind an der Entwicklung von Fibrose und extrazel-

lulärem Remodeling des Herzens beteiligt.  

4.8 MiRNA-26a  

MiRNA-26a und -30a/b/c/d/e befinden sich unter den 25 am stärksten im linken Ventri-

kel angereicherten miRNAs (Tabelle 7). Anhand einer Zielgensuche mit Hilfe des Pro-

gramms Targetscan wurde herausgefunden, dass der Progesteronrezeptor (PR) als 

mögliches Zielgen sowohl für miR-26a/b als auch für miR-30a/b/c/d/e vorhergesagt 

wurde. Sämtliche Mitglieder der Familien miR-26 und miR-30 wurden zwei Wochen 

nach Aortenstenose mittels Microarray-Analyse als herunterreguliert detektiert (Tabelle 

8); die Herabregulation von miR-26a und -30a wurde mit qRT-PCR bestätigt 

(Abbildung 12). Eine Regulation von PR durch miR-26 oder -30 könnte somit eine Her-

aufregulation von PR nach Aortenstenose zur Folge haben, welche nachfolgend eine 

geschlechtsspezifische Ausprägung der LVH nach sich ziehen könnte. 

Die Hypothese, dass PR durch miRNAs, speziell durch miR-26a und -30a, reguliert 

wird, sollte daher untersucht werden.  
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Abbildung 12: Regulation von miR-26a und miR-30a im LV nach Aortenstenose. Expression 
gemessen mittels qRT-PCR von A) miR-26a und B) miR-30a zwei Wochen nach TAC im LV 
von Mäusen (n = 10-14). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, 2-faktorielle Varianzanalyse mit 
folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

4.8.1 Der Progesteronrezeptor wird durch miRNAs reguliert 

Um zu überprüfen, ob die Translation von PR durch miRNAs reguliert wird, wurden 

1 kb von insgesamt 3,4 kb der murinen 3’UTR des PRs aus dem Herzen amplifiziert 

und in einen Dual-Luciferase-Vektor kloniert (Abbildung 13A). Wenn im Luciferase-

Assay eine Herabregulation von Renilla festgestellt wird, besteht eine Inhibition der 

Translation von Renilla durch miRNA-Bindung an die klonierte 3’UTR-Sequenz. 

Dadurch kann die Regulation des untersuchten Gens durch miRNAs bestätigt werden 

(siehe auch 3.2.2.7 und 3.4.3). 

Im Luciferase-Assay zeigte der Vektor mit der klonierten PR-UTR im Vergleich zur Ne-

gativkontrolle (Vektor ohne jegliche klonierte 3’UTR) eine ca. 50 %ige Reduktion der 

Renilla-Aktivität (Abbildung 13B). Dieses Ergebnis bestätigte, dass miRNAs an die klo-

nierte 3’UTR binden und daraus kann geschlossen werden, dass die Translation von 

PR durch miRNAs reguliert wird. 

In der klonierten PR-UTR befanden sich mehrere vorhergesagte miRNA-Bindestellen 

(Abbildung 13A). Darunter eine konservierte (dickgedruckt) und eine nicht-konservierte 

Bindestelle für miR-26, sowie eine nicht-konservierte Bindestelle für miR-30. Diese 

beiden miRNAs waren von besonderem Interesse, weil sie im Herzen stark exprimiert 

und bei LVH herabreguliert waren. Ob eine dieser beiden miRNAs an der beobachte-

ten Regulierung von PR beteiligt ist, sollte in weiteren Experimenten untersucht wer-

den. MiR-200 und -223, weitere miRNAs mit vorhergesagten Bindestellen in der klo-

nierten PR-UTR, wurden im LV anhand des Microarrays nicht detektiert und daher 

nicht weiter untersucht. 



MiRNA-26a 
 

 

 
67 

PR 3‘UTR:

Kontrolle PR 3'UTR 
0.0

0.5

1.0

1.5 ______________***

Re
ni

lla
/L

uc
ife

ra
se

A

B

CCCAGGAGTTGTACAAATATGTCTGGTAAGTGCAGGGTCACTAGATATTTGTAGTATATAAACTACATCGTTAAG
GTTTAATATGTGCAAGGCATTACAGCATTACTTATATGCAACTTGAATGAGATAAGTGCTAAAAAATAGTATTTT
AAAATTAATAATTATTTAATCTAGGCAACTGCCAGCAATTAATTTGCTTTAAACTTTTGTGTATATTTGTATATT
GGAAAAGTTTTAATACCATTTTTCAAAAATATAAATAAAATAAAATATTTTTAAGATCTCTCAAATAGAATACCT
GGGAACTTTTGTTCTGTGGCAGTTGTATTCGTTGTGAGAGATTGGTGACCCAAAAACAATGTCATGAGTCCTTTT
AGTAAAGTAATGAACCCTGAAACACTAGATACAATCATTATTCAGTTATTCATTATTCAATTAGTTTTCCTTTGA
ATTAAAGGATTAGTTTGATAGTAGTTATCTTTGTATATCAGCACAGTTTAACTTTCAAAATAATGAAAAGTTTCT
AATTTCATTTAACAGTGAGGAAATAGAGTATGTTGGCCCCAGGACTGAATTTTATAGTGTCCCTTGTTTTGGAAC
TGTCTAAAAACACTTGACAGTCTTGACCTTGATCTCCATGGGTAGTTTAAATGTCTAAACACCAGGTTTTAATAT
TTAAGGCTAAGCTTAGAAAGAAAAATATTCCCAGAAGAACATGACATGAGCAAATGGAAGTTATCTCATCTCCAA
ATCTTTTAATCTACAATTCCAACTGCCGAGACTCCATGCCTGTGTAGTCATCATAACCTTTATCTCCACTCTGAA
GACCATGCTCTTTGGGTTGCTCTAAACTAAAATAAAAGCTTAAGAACAAAGGAAATACTTGAAGCTTAGATGATT
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MiRNA-Bindestellen (‚seeds’): 
Mir-26: UACUUGAA 
Mir-30: UGUUUACA 

Mir-200: CAGUAUUA 
Mir-223: AACUGACA 

C

 

Abbildung 13: Inhibition der Renillaexpression durch Klonierung der PR-3’UTR. A) 1 kb der 
PR-3’UTR wurde aus einem murinen LV amplifiziert. B) Klonierung der amplifizierten PR-3’UTR 
in die multiple Klonierungsseite des psiCHECK™-2-Vektors. C) Renilla-Reporterassay weist eine 
Inhibition der Renillaexpression durch PR-3’UTR auf (n = 9), *** p < 0,001, Unpaired t-test. 

 

4.8.2 MiRNA-26a inhibiert die Expression von PR 

Es konnte gezeigt werden, dass die Translation des PRs durch miRNAs reguliert wer-

den kann. Um zu untersuchen, ob miR-26a und/oder miR-30a die Expression von PR 

regulieren können, wurden sie in HL-1-Zellen inhibiert. Dazu wurden die Zellen mit 

spezifischen Antagomirs gegen miR-26a bzw. miR-30a transfiziert und nach 48 Std. 

wurden die Proteine isoliert. 

Mittels Western Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von miR-26a 

zu einer verstärkten Expression sowohl von PR-A als auch -B führt (Abbildung 14). Die 

Proteinlevel waren 48 Stunden nach Inhibitorbehandlung bis um das 1,5-fache gestie-

gen. Gleiche Behandlung der Zellen mit dem miR-30a-Inhibitor hatte keinen Einfluss 

auf PR (Abbildung 14C).  
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Abbildung 14: Inhibition von miR-26a führt zur verstärkten Expression des Progesteronre-
zeptors (PR). A) Western Blot von PR 48 Std. nach Transfektion von AntagomiR-30a, -26a und 
einer Negativkontrolle in HL-1-Zellen. Quantifizierung der Proteinexpression der PR-A und -B-
Isoformen nach B) miR-26a- und C) miR-30a-Inhibition im Vergleich zur Negativkontrolle 
(n = 2). # p < 0,05, Unpaired t-test. 

 

Somit konnte nachgewiesen werden, dass miR-26a in der Lage ist, die Proteinexpres-

sion des PRs zu inhibieren.  

4.8.3 PR-Expression wird während kardialer Hypertrophie induziert 

Da miR-26a zwei Wochen nach TAC im LV herabreguliert ist und gezeigt werden konn-

te, dass miR-26a die Expression von PR inhibiert, wurde die Proteinexpression von PR 

in den Sham/TAC-Tieren mittels quantitativem Western Blot untersucht.  

Sowohl bei den Weibchen als auch bei den Männchen war eine Heraufregulation des 

PRs in den TAC-Tieren zu detektieren (Abbildung 15). Die Proteinlevel beider 

PR-Isoformen waren zwei Wochen nach Aortenstenose um das Doppelte gestiegen. 

Diese Ergebnisse bekräftigen die Hypothese, dass die Herabregulation von miR-26a 

im frühen Stadium der LVH zu einer verstärkten Expression von PR führt.  
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Abbildung 15: Der Progesteronrezeptor wird im frühen Stadium von LVH verstärkt expri-
miert. A) Western Blot von PR im LV von Mäusen zwei Wochen nach Sham-/TAC-Operation. 
B) Quantifizierung der Proteinexpression der PR-A- sowie der PR-B-Isoform.(n = 5-9), 
* p < 0,05, ** p < 0,01, 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

4.8.4 MiR-26a-Inhibition und gleichzeitige P4-Stimulation schützt Myozyten vor 
CoCl2-induzierter Apoptose 

Es wurde gezeigt, dass miR-26a während der Entwicklung von LVH herabreguliert 

wird, miR-26a die Expression von PR reguliert und dass PR-Proteinlevel während LVH 

verstärkt exprimiert werden. Daraufhin stellte sich die Frage, welche funktionellen 

Auswirkungen dies auf die Ausprägung von pathologischer Hypertrophie haben kann. 

MiR-26a wurden pro-apoptotische Funktionen nachgewiesen111 113 und für P4 wurde 

gezeigt, dass es vor Apoptose schützend auf Myozyten wirkt149. Daher wurde die Hy-

pothese erstellt, dass die reduzierte Expression von miR-26a während LVH zu einer 

verstärkten Expression von PR führt und mittels P4 die Myozyten vor Apoptose 

schützt.  

Um diese Hypothese zu testen, wurde miR-26a in HL-1-Zellen inhibiert und die Zellen 

gleichzeitig mit P4 stimuliert. Antagomir-30a und eine Negativkontrolle des Herstellers 

dienten als Transfektionskontrolle, sowie Dextrin als Kontrolle für die P4-Stimulation. 

Nach 24 Std. wurde in den Zellen durch Zugabe von CoCl2 Apoptose induziert und 

nach weiteren 12 Std. wurde die Zellviabilität mittels MTT-Assay überprüft. Es wurden 

ebenfalls Zellen mit der gleichen Behandlung ohne induzierte Apoptose mitgeführt. 

Beim MTT-Assay wird dem Medium lebender Zellen MTT beigefügt, woraufhin dieses 

von den Zellen in einem Reduktionsvorgang durch intakte Mitochondrien in Formazan-
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kristalle umgewandelt wird. Diese werden gelöst, ihr Gehalt photometrisch bestimmt 

und dadurch können Rückschlusse auf die Vitalität der Zellen gezogen werden. Je we-

niger Formazan gebildet wurde, desto niedriger war die Vitalität. 

Die 12-stündige Behandlung der HL-1-Zellen mit 200 µM CoCl2 führte zu einer 

ca. 20 % geringeren Produktion von Formazan und somit zu einem 20 %igem Verlust 

der Vitalität der Zellen (Abbildung 16A-C). Die Behandlung der Zellen mit den Inhibito-

ren oder mit P4 hatte unter Kontrollbedingungen weder einen positiven noch negativen 

Effekt auf die Zellviabilität (Abbildung 16 D). Eine verbesserte Vitalität der Zellen nach 

Inhibition von miR-26a und gleichzeitiger P4-Stimulation konnte aber nach induzierter 

Apoptose beobachtet werden (Abbildung 16E). Die miR-26a-Inhibition und P4-

Behandlung schützte die Zellen um ca. 15 % vor der induzierten Apoptose im Vergleich 

zu den Kontrollbehandlungen. Die Zellen mit miR-26a-Inhibition ohne P4-Stimulation 

wiesen ebenfalls eine leicht verbesserte Viabilitiät nach CoCl2-induzierter Apoptose 

auf; diese erlangte jedoch keine statistische Signifikanz.  
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Abbildung 16: Inhibition von miR-26a und Stimulation mit P4 schützt Zellen vor CoCl2-
induzierter Apoptose. MTT-Zellviabilitätsassay: A) Ausschnitt aus 48-well-Platte zeigt Forma-
zanbildung 24 Std. nach Kontroll- und CoCl2-Behandlung. B) 20-fache-Vergrößerung zeigt 
Formazan-Bildung innerhalb der HL-1-Zellen. C) Quantifizierung der Formazanproduktion nach 
CoCl2-Behandlung. ## p < 0,01, Unpaired T-test. Einfluss der Antagomir- und P4-Behandlung 
auf die Zellviabilität D) unter Kontrollbedingungen und E) bei CoCl2-induzierter Apoptose 
(n = 3). * p < 0,05, 1-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von miR-26a und 

gleichzeitige P4-Stimulation einen protektiven Effekt auf die Zellen hat. Dies führt zu 

der Hypothese, dass die Herabregulation von miR-26a bei LVH, eine daraufhin gestei-

gerte Expression von PR sowie ausreichende Mengen von P4 kardiale Zellen vor 

Apoptose schützen. 

4.8.5 Geschlechterabhängige Inhibition von miR-26a durch P4 und E2  

Es wurde nachgewiesen, dass miR-26a die Expression von PR reguliert und eine Inhi-

bition von miR-26a mit gleichzeitiger P4-Behandlung protektiv gegen Apoptose wirkt. 

Es ist weiterhin bekannt, dass PR in menschlichem Herzgewebe nach E2-Behandlung 

geschlechtsspezifsch exprimiert wird183. Es sollte die Möglichkeit überprüft werden, 

dass miR-26a durch E2 geschlechtsspezifisch reguliert wird und somit für die beobach-

tete geschlechtsspezifische Expression von PR mitverantwortlich sein könnte. Daher 
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wurde miR-26a in den Kardiomyozyten der E2-behandelten Tiere gemessen. Weiterhin 

wurde die Expression von miR-26a auch in den Proben des LVs von E2-/P4-

behandelten Tieren untersucht. 

E2 hatte im gesamten LV bei beiden Geschlechtern keinen Einfluss auf die Expression 

von miR-26a (Abbildung 17A). P4 hingegen führte zu einer ca. 40 %igen Herabregula-

tion von miR-26a nur in den weiblichen Tieren (Abbildung 17B). Bei den Männchen 

hatte die P4-Behandlung keinen Effekt. In den isolierten Kardiomyozyten konnte im 

Gegensatz zum LV durch E2 ebenfalls eine geschlechtsspezifische Inhibierung von 

miR-26a bei den Weibchen beobachtet werden, während bei den Männchen wiederum 

keine Regulation gemessen werden konnte (Abbildung 17C). Dies spricht für einen 

myozytenspezifischen Effekt von E2 auf miR-26a. Die Herabregulation von miR-26a 

durch P4 konnte ebenfalls in der weiblichen Kardiomyozytenzelllinie HL-1 bestätigt 

werden (Abbildung 17D). Interessant ist, dass in E2-behandeltem Herzgewebe bereits 

eine geschlechtsspezifische Regulation des PRs mit einer Heraufregulation nur im 

weiblichen Myokardgewebe bekannt ist183. Diese Regulation korreliert mit der beobach-

teten entgegengesetzten Regulation von miR-26a durch E2 in den Myozyten. Dies be-

kräftigt die Hypothese, dass miR-26a im Herzen die Expression von PR reguliert und 

lässt vermuten, dass die geschlechtsspezifische Regulation von PR durch E2 via 

miR-26a geschieht.  



MiRNA-29b 
 

 

 
73 

A B

Kontrolle E2 Kontrolle E2
0.0

0.5

1.0

1.5

______________________
Weibchen Männchen

R
el

at
iv

e 
Ex

pr
es

si
on

 v
on

 m
iR

-2
6a

Kontrolle P4 Kontrolle P4
0.0

0.5

1.0

1.5 _____________**
______**

______________________
Weibchen Männchen

Kontrolle E2 Kontrolle E2
0.0

0.5

1.0

1.5

_______**

______________***

______________________
Weibchen Männchen

R
el

at
iv

e 
Ex

pr
es

si
on

 v
on

 m
iR

-2
6a

Linker Ventrikel Linker Ventrikel

Kardiomyozyten

Kontrolle  24 Std. P4 48 Std. P4
0.0

0.5

1.0

1.5 __________________#

HL-1-ZellenC D

 

Abbildung 17: Einfluss von E2- oder P4-Behandlung auf die Expression von miR-26a im 
Herzen. Mittels qRT-PCR gemessene Expression von miR-26a A) im LV 5 Stunden nach E2- 
oder B) P4-Injektion (n = 5), C) in isolierten Kardiomyozyten 5 Std. nach E2-Injektion (n = 4-7) 
und D) in HL-1-Zellen 24 und 48 Std. nach P4-Stimulation (n = 9). * p < 0,05, ** p < 0,01, 
2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test, # p < 0,05, 1-faktorielle 
Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

Es konnte gezeigt werden, dass miR-26a die Expression von PR reguliert und dass 

eine Herabregulation von miR-26a mit einer Heraufregulation von PR zwei Wochen 

nach Aortenstenose korreliert. Ebenfalls wurde nachgewiesen, dass E2 und P4 

miR-26a geschlechtsspezifisch im weiblichen Herzen inhibieren können. Höhere Level 

von P4 und E2 bei Weibchen und geschlechtsspezifische Inhibitionen von miR-26a 

durch diese Hormone, sowie die beobachtete protektive Wirkung einer Inhibition von 

miR-26a plus P4 in einer Kardiomyozytenzelllinie lassen vermuten, dass P4, E2 und 

miR-26a über die Aktivierung von PR an der geringeren Apoptose kardialer Myozyten 

bei Frauen beteiligt sind.  

4.9 MiRNA-29b 

MiR-29b war die einzige miRNA, bei der ein signifikanter Geschlechterunterschied in 

den Sham/TAC-Tieren detektiert wurde. Die Expression von miR-29b war im LV der 

Männchen geringer als bei den Weibchen (Abbildung 18A). Die TAC-Operation führte 
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zu einer Herabregulation von miR-29b in beiden Geschlechtern (2-faktorielle ANOVA: 

** p < 0,01), die allerdings in den einzelnen Gruppen anhand des Bonferroni-Posthoc-

Tests keine statistische Signifikanz erreichte. In der Microarray-Analyse wies miR-29b 

in den Weibchen ebenfalls eine höhere Expression auf als bei den Männchen 

(Abbildung 18B). Die Werte erreichten jedoch aufgrund der kleinen Probenanzahl und 

der stark schwankenden Werte innerhalb der Gruppen keine statistische Signifikanz. 

Für miR-29b wurde mehrfach nachgewiesen, dass es die Expression fibrotischer Gene 

hemmt (siehe 1.2.6). Übereinstimmend mit der höheren Expression von miR-29b bei 

Weibchen ist daher die beobachtete, stärkere Fibroseentwicklung bei Männchen37. 

Dies legt die Vermutung nahe, dass miR-29b eine Rolle in der geschlechterspezifi-

schen Ausprägung von Fibrose spielt. 
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Abbildung 18: Regulation von miR-29b zwei Wochen nach Aortenstenose. A) Messung der 
miR-29b-Expression mit qRT-PCR (n = 10-14). B) Messung der miR-29b-Expression mittels 
Microarray (n = 2-4). C) Ergebnisse der 2-faktoriellen Varianzanalyse der jeweiligen Messun-
gen. * p < 0,05, ** p < 0,01, 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

Um zu überprüfen, ob die geschlechtsspezifische Expression von miR-29b durch weib-

liche Hormone reguliert wird, wurde diese miRNA daher ebenfalls in den hormonbe-

handelten Tieren untersucht. Im gesamten LV hatte E2 keinen Effekt auf die 

Expression von miR-29b (Abbildung 19A). P4 hingegen führte hier zu einer ge-

schlechtsspezifischen Inhibition von miR-29b nur bei den Weibchen (Abbildung 19B). 

In den isolierten Kardiomyozyten führte die E2-Behandlung zu einer Herabregulation 

von miR-29b in beiden Geschlechtern (ANOVA: * p < 0,05); der Effekt war jedoch zu 

schwach, um in der nachfolgenden Bonferroni-Analyse statistische Signifikanzen in 

den einzelnen Gruppen zu ergeben (Abbildung 19C). Bemerkenswert ist, dass auch 
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hier im LV unter Kontrollbedingungen tendenziell höhere miR-29b-Werte bei den Weib-

chen nachzuweisen waren (Dex W/M = 1,16; Abbildung 19A, B). 
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Abbildung 19: Einfluss von E2- oder P4-Behandlung auf die Expression von miR-29b im 
Herzen. Mittels qRT-PCR gemessene Expression von miR-26a A) im LV 5 Stunden nach E2- 
oder B) P4-Injektion (n = 5), C) in isolierten Kardiomyozyten 5 Std. nach E2-Injektion (n = 4-7). 
** p < 0,01, 2-faktorielle Varianzanalyse mit folgendem Bonferroni Posthoc Test. 

 

Es wurde eine geschlechtsspezifische Expression von miR-29b im LV von Sham/TAC-

Tieren mit einer stärkeren Expression in den Weibchen nachgewiesen. Weiterhin wur-

de eine geschlechtsspezifische Inhibition von miR-29b durch P4 im LV von Weibchen 

detektiert. Diese Regulation stimmt nicht mit der beobachteten stärkeren Expression 

von miR-29b in Weibchen der Sham/TAC-Tiere überein. Die geschlechtsspezifische 

Expression von miR-29b muss daher einen anderen Ursprung haben (siehe Diskussion 

5.6). 
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5 Diskussion 

Erstmals wurde in dieser Arbeit eine geschlechter- und hormonabhängige Regulation 

von miRNAs im Herzen nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass E2 und P4 in 

vivo umfangreiche geschlechtsspezifische Effekte auf die Expression von kardialen 

miRNAs haben. Eine Steroidbehandlung führte dabei sowohl bei E2 als auch bei P4 

nur im weiblichen Geschlecht zur Inhibition von verschiedenen miRNAs. Neu und auf-

fällig war auch, dass E2 und P4 auf viele miRNAs dieselbe geschlechtsspezifisch inhi-

bierende Wirkung im Herzen hatten.  

Im Folgenden wird die beobachtete Regulation von miRNAs bei LVH sowie durch die 

Steroidhormone detaillierter diskutiert. Darüber hinaus wird der Einfluss der ge-

schlechtsspezifischen und steroidhormonabhängigen Regulation von miR-21, miR-26a 

und miR-29b auf Fibrose und Apoptose explizit erörtert.  

Die Ergebnisse weisen darauf hin, wie wichtig es ist, bei Untersuchungen zur kardi-

ovaskulären Funktion das Geschlecht sowie den Hormonstatus zu berücksichtigen.  

5.1 Frühstadium der linksventrikulären Hypertrophie  

Zweiwöchige TAC-Mäuse dienen als Modell für das Frühstadium von LVH. Zu diesem 

Zeitpunkt befindet sich das Herz in der Umbau- und Anpassungsphase, der adaptiven 

Phase. Das Herzgewicht war in beiden Geschlechtern zwei Wochen nach der OP 

schon signifikant gestiegen (Abbildung 3A); eine konzentrische Form der Hypertrophie 

bildet sich aus. Der molekulare Marker für LVH Nppa war ebenfalls in beiden Ge-

schlechtern verstärkt exprimiert (Abbildung 3C). Die Ejektionsfraktion sank bei den 

Weibchen nach zwei Wochen lediglich um 2 %, während bei den Männchen schon ein 

mittlerer Unterschied von 19 % auszumachen war. Bei Menschen ist ähnliches zu be-

obachten. Männer mit Aortenstenose sind im Vergleich mit Frauen häufig durch 

schlechtere Pumpfunktion und stärkere linksventrikuläre Dilatation charakterisiert27. 

Signifikante Geschlechterunterschiede manifestieren sich im Tiermodell allerdings erst 

in späteren Stadien beim Einsetzen von chronischer LVH32. 

Für die medizinische Forschung ist das zweiwöchige TAC-Modell besonders interes-

sant, weil es den Beginn der LVH widerspiegelt186. Der Einfluss pharmakologischer 

Behandlungen auf die Entwicklung der krankhaften Umwandlung des Herzens kann 

getestet werden186 und der Übergang zur maladaptiven Form der Hypertrophie kann 

verzögert oder verhindert werden. Bei Untersuchungen der Geschlechterunterschiede 

ist dieses Modell von besonderem Interesse, weil molekulare Ursachen gefunden wer-
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den können, die die späteren phänotypischen Geschlechterunterschiede begründen. 

Weiterhin ist das TAC-Modell im Gegensatz zu anderen Hypertrophiemodellen beson-

ders realitätsnah, weil es die Verengung der Aorta bei Aortenstenose und den darauf-

folgenden Bluthochdruck imitiert ohne weitere Veränderungen im Tier zu verursachen.  

5.2 Regulation von miRNAs während linksventrikulärer Hypertrophie 

Das Interesse an miRNAs und ihren Funktionen ist in sehr kurzer Zeit stark gestiegen. 

Nachdem im Jahre 2000 die ersten miRNAs beim Menschen identifiziert wurden und 

2006 die ersten Publikationen eine Rolle von miRNAs bei Herzkrankheiten beschrie-

ben93, vermehrten sich die Studien an miRNAs in Herzkrankheiten88 94-95 und entspre-

chende Reviews70 92 187-190 explosionsartig. Bei Studienbeginn war das Wissen über die 

Regulation von miRNAs bei LVH noch sehr limitiert und die Ergebnisse vorhandener 

Publikationen nicht immer homogen. Es wurde daher eine Methode gesucht, mit der 

die genomweite miRNA-Expression im LV untersucht werden konnte und gleichzeitig 

die Expressionsregulation zwischen Sham- und TAC-Tieren, sowie zwischen beiden 

Geschlechtern detektiert werden konnte. Der miRXplore-MicroArray bot ein System, 

mit dem alle bekannten miRNAs aus Mensch, Maus, Ratte und Viren erkannt werden 

und die Expression verschiedener Proben miteinander verglichen werden konnten.  

81 miRNAs wurden detektiert, die im LV exprimiert werden. Die 25 am stärksten ex-

primierten miRNAs sind in Tabelle 7 aufgelistet und identifizieren miR-133a und -b als 

die am stärksten angereicherten miRNAs. Diese Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen 

anderer Gruppen überein87. Die relativ geringe Menge an detektierten miRNAs im 

Microarray ist auf die Aufreinigung der miRNA-Fraktionen mittels Säulen zurückzufüh-

ren; schwächer exprimierte miRNAs wie miR-21 erreichten häufig nicht in allen Grup-

pen den gesetzten Schwellenwert der Signalintensitäten.  

Es wurden 15 miRNAs identifiziert (7 anhand des Microarrays und 8 weitere mittels 

qRT-PCR), deren Expression bei LVH abnahm. 10 nach Aortenstenose heraufregulier-

te miRNAs wurden mittels Microarray detektiert. Während mit der qRT-PCR alle im 

Microarray gemessenen Herabregulationen nach TAC bestätigt werden konnten und 

sogar beobachtete Tendenzen mit dieser Methode Signifikanz erlangten, wurde mit 

qRT-PCR nur miR-21 als hochreguliert detektiert. Die im Microarray gemessenen 

Hochregulation von z. B. miR-24 oder miR-27, konnten mit qRT-PCR nicht bestätigt 

werden, stimmen jedoch mit Ergebnissen anderer Studien überein93. Ursachen für die 

Unterschiede in der Detektion von regulierten miRNAs zwischen den beiden Methoden, 

Microarray und qRT-PCR, liegen in der limitierten Messgenauigkeit und in der unter-

schiedlichen Normalisierung der Werte. Generell wird der qRT-PCR bessere Mess-

genauigkeit bescheinigt; hier wurde auch eine größere Anzahl an Tieren untersucht.  
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Auffällig war, dass alle herunterregulierten miRNAs zu den im LV am stärksten expri-

mierten miRNAs gehörten. Eine Reduktion der translationshemmenden miRNAs bei 

LVH korreliert mit der Steigerung der Proteinsynthese bei LVH. Dies könnte bedeuten, 

dass miRNAs für die Zelle ökonomisch günstige Inhibitoren darstellen, die übermäßige 

Translationen kontrollieren. Die beobachtete relativ lange Stabilität von miRNAs bekräf-

tigen diese Theorie191-192.  

Limitationen ergeben sich durch Messungen des gesamten Gewebes. Ein LV besteht 

aus Myozyten, Fibroblasten, Endothel- und glatten Gefäßmuskelzellen (VSMCs). Eine 

stärkere Wirkung von E2 auf die miRNA-Expression in Kardiomyozyten im Vergleich 

zur Messung im gesamten LV war auffällig (Abbildung 5). Die Messungen in den 

Sham-/TAC-Tieren erfolgten an miRNA-Fraktionen aus dem gesamten LV. Zellspezifi-

sche Geschlechterunterschiede konnten daher hier nicht ausgemacht werden, können 

jedoch die Gesamtwerte beeinflussen. Zusätzlich erschwerend wirken die zyklusab-

hängigen Hormonschwankungen und das operationsabhängige Ausmaß der LVH. Da 

alle diese Faktoren Einfluss auf die miRNA-Expression haben, schwanken die gemes-

senen Werte häufig sehr stark. In vielen Fällen waren geschlechtsspezifische Tenden-

zen auszumachen (siehe miR-21), jedoch variierten die Werte innerhalb einer Gruppe 

stark, so dass keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Um in diesen frühen Stadi-

en genauer mögliche Geschlechterunterschiede detektieren zu können, müsste die 

Tierzahl pro Gruppe erhöht und/oder zellspezifische Untersuchungen durchgeführt 

werden. Dennoch ist es wichtig, auffällige Tendenzen, die sich in mehreren Experimen-

ten wiederholen, näher zu untersuchen. Mitglieder der let-7-Familie beispielsweise 

zeigten tendenziell stärkere Herabregulationen nach Aortenstenose bei Weibchen 

(Tabelle 12), erreichten jedoch keine statistische Signifikanz im Faktor Geschlecht. In 

Kardiomyozyten war die E2-Behandlung auf let-7c inhibierend und auch in vielen publi-

zierten Studien mit E2 war let-7 reguliert (Tabelle 1). Let-7 sollte daher bei weiteren 

Studien an Geschlechterunterschieden im Augenmerk behalten werden.  

5.3 Weitreichende Inhibition von miRNAs durch weibliche Hormone im 
Herzen 

Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass E2 und P4 in vivo umfangreiche, ge-

schlechtsspezifische Effekte auf die miRNA-Expression im Herzen haben. Geschlech-

terabhängige Effekte von Steroidhormonen auf die Expression von mRNAs und Protei-

ne sind bekannt185 34, auf miRNA-Ebene im Herzen ist dies neu.  

Sowohl der Effekt von E2 auf die miRNAs in den Kardiomyozyten als auch die Wirkung 

von P4 auf die miRNAs im gesamten LV war limitiert auf Inhibitionen ausschließlich bei 
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den Weibchen. In beiden Behandlungen war eine erhebliche Anzahl der miRNAs regu-

liert; 11 miRNAs in den Kardiomyozyten nach E2-Behandlung und 8 miRNAs im LV 

durch P4 waren jeweils bei den Weibchen herabreguliert. Die Inhibition von miRNAs 

scheint eine Methode der Zelle zu sein, schnell und mit geringem Aufwand auf Steroid-

stimulationen reagieren und große Veränderungen in Proteinmengen herbeiführen zu 

können.  

Die Regulation von miRNAs könnte einerseits aufgrund von direkter, transkriptioneller 

Inhibition durch ER- oder PR-Bindung an die Promotoren der spezifischen miRNAs 

erfolgen. Weiterhin ist eine Hemmung der miRNA-Biogenese z. B. durch eine Inaktivie-

rung der Prozessierungsenzyme oder eine Induktion der Degradation von miRNAs 

durch Steroide möglich. Der schnelle Effekt der Steroide, miRNA-Level innerhalb von 

fünf Stunden fast bis auf die Hälfte zu verringern, spricht für eine nicht-genomische 

Regulierung und daher für einen Eingriff in die Biogenese oder auf die miRNA-

Stabilität. Yamagata et al.153 zeigten, dass die Prozessierung von spezifischen 

pri-miRNAs zu pre-miRNAs durch Drosha mittels E2-aktiviertem ERα inhibiert werden 

kann. Diese hormonelle Reprimierung erfolgt durch Interaktion von ERα mit RNA-

Bindeproteinen des Drosha-Komplexes, p72 und p68, die pri-miRNAs im Nukleus 

rekrutieren und zur Weiterprozessierung zu Drosha führen153. Durch die Interaktion 

dieser Komplexkomponenten mit ERα wird die Prozessierungseffizienz und somit die 

Menge reifer miRNAs vermindert153. Unterschiedlich starke Regulationen der miRNAs 

könnten durch verschiedene Turnover-Raten der jeweiligen miRNA-Expressionen zu 

erklären sein. Über die relativen Expressionsaktivitäten der einzelnen miRNAs ist 

nichts bekannt. Es wurde mehrfach jedoch gezeigt, dass die Halbwertszeit von 

miRNAs relativ lang ist (t1/2 = 24-210 Std.), wobei sich die Stabilitäten verschiedener 

miRNAs sehr stark voneinander unterscheiden191-192. In einigen der regulierten miRNAs 

wurden bereits ER-Bindestellen identifiziert (siehe 1.3.1), die zusätzlich für eine direkte, 

transkriptionelle Inhibition durch die aktivierten Steroidrezeptoren sprechen würden. 

Eine Kombination beider Regulationsmechanismen ist möglich.  

5.3.1 Geschlechtsspezifische und zellspezifische Regulation von miRNAs 
durch weibliche Hormone 

Durch den Vergleich des Einflusses von E2 auf die Expression von miRNAs in Kardio-

myozyten und im LV konnte bei einigen miRNAs eine zellspezifische Regulation fest-

gestellt werden (Abbildung 5B). Nur eine von den in Myozyten durch E2 regulierten 

miRNAs, miR-21, wies auch im gesamten LV eine durch E2 geschlechtsspezifisch in-

hibierte Expression nur bei den Weibchen auf (Tabelle 14). Auf die Expression der an-

deren miRNAs hatte E2 im gesamten Ventrikel keinen signifikanten Effekt. Dies deutet 

daraufhin, dass eine zellspezifische Regulation von miRNAs durch E2 mit einem stär-
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keren, inhibierenden Effekt in den Kardiomyozyten im Vergleich zu den anderen Zellen 

im Herzen (Fibroblasten, Endothel- und VSMC-Zellen) vorliegt. Diese zellspezifischen 

Effekte von E2 könnten zu Detektionsschwierigkeiten von Geschlechterunterschieden 

bei miRNA-Messungen im gesamten LV führen (siehe 5.2). Der zellspezifische Effekt 

auf die miRNA-Expression kann durch eine unterschiedliche Aktivierung der Rezepto-

ren oder durch eine  zellspezifische Rekrutierung von Kofaktoren erklärt werden.  

Die Steroidbehandlung führte sowohl bei E2 als auch bei P4 nur im weiblichen Ge-

schlecht zur modifizierten Expression von miRNAs. Geschlechtsspezifische Regulatio-

nen lassen sich ebenfalls wie zellspezifische Wirkungen auf eine geschlechterabhängi-

ge Aktivierung der Rezeptoren oder Rekrutierung von Kofaktoren erklären. Weiterhin 

ist es möglich, dass sich die Mengen der vorhandenen Rezeptoren und das relative 

Verhältnis der Rezeptorisoformen in den Geschlechtern unterscheiden und somit Ge-

schlechterunterschiede hervorrufen. Cochrane et al.164 weisen daraufhin, dass die 

miRNA-Regulation einen neuen Mechanismus für zell- und gewebespezifische Regula-

tion von Genen durch Steroidhormonrezeptoren darstellt. Dies lässt sich nun auch auf 

eine geschlechtsspezifische Regulation ausweiten. Für die meisten miRNAs war die 

Steroidregulation in den Kardiomyozyten eindeutig geschlechtsspezifisch (Abbildung 

4A). Bei einigen miRNAs schien E2 jedoch auch einen tendenziell herabregulierenden 

Effekt bei den Männchen zu haben (let-7c, miR-106b, -29a/b, Abbildung 4B). Der stär-

kere Einfluss der E2-Behandlung auf diese miRNAs bei den Weibchen kann auf die 

bereits höheren Basislevel von E2 im Blut der weiblichen Tiere zurückzuführen sein.  

Nicht nur bei Herzkrankheiten sind die beobachteten starken und auf Weibchen limitier-

ten Effekte von E2 und P4 auf miRNAs von Interesse, sondern bei allen Prozessen, bei 

denen Steroide und entsprechende miRNAs eine Rolle spielen wie z. B. bei Brustkrebs 

oder im Endometrium. Auch für Forschung an pre- oder postmenopausalen Hormon-

behandlungen ist die identifizierte Regulation von großer Bedeutung. 

5.3.2 Regulation von miRNAs durch Estradiol 

Die durchgeführte Behandlung von Mäusen mit E2 führt innerhalb von 2 Std. zu einem 

2,5-fachen Anstieg von E2 im Blut193. Bei Frauen steigen die E2-Werte während des 

Zyklus um das 10 - 20-fache, weiterhin haben geschlechtsreife Frauen einen 

10 - 20-mal so hohen E2-Spiegel im Blut wie Männer. 

11 von den 21 untersuchten miRNAs wurden in Kardiomyozyten von Weibchen durch 

E2 inhibiert, keine Expression der miRNAs wurde bei den Männchen durch E2 verän-

dert. Im LV war nur miR-21 nach E2-Behandlung geschlechtsspezifisch reguliert. 
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In Genen von fünf der elf regulierten miRNAs sind E2-Bindestellen in ihren regulativen 

Regionen identifiziert worden (miR-21, -27a/b) bzw. sind die miRNA-Gene innerhalb 

von Genen mit bekannten EREs (let-7c, miR-30) kodiert150. Dies spricht für die Mög-

lichkeit einer zielgerichteten, transkriptionellen Inhibition dieser miRNAs durch E2. An-

dererseits deutet der beobachtete, weitreichende Einfluss (die Hälfte aller untersuchten 

miRNAs war bei den Weibchen reguliert) von E2 in den Myozyten eher auf eine regu-

lierende Wirkung innerhalb der Biogenese von miRNAs speziell in diesen Zellen hin. 

Eine Reprimierung der Drosha-vermittelten Prozessierung von miRNAs durch E2-

aktivierten ERα wurde schon nachgewiesen153 (siehe auch 5.3). Für die am stärksten 

durch E2 regulierte miRNA, miR-21, ist eine Kombination der möglichen Regulierungen 

wahrscheinlich. 

5.3.3 Regulation von miRNAs durch Progesteron 

Bei dem Vergleich der Effekte von P4 und E2 im gesamten LV hatte P4 einen stärke-

ren Effekt auf die Expression der untersuchten miRNAs als E2. Fast alle gemessenen 

miRNAs waren durch P4 geschlechtsspezifisch reguliert.  

Ebenso wie bei E2 in den Kardiomyozyten ist die Wirkung von P4 im LV ausschließlich 

inhibierend; keine miRNA wurde induziert. Ursache hierfür können wiederum Inhibitio-

nen der miRNA-Prozessierungsenzyme, Transkriptionsinhibitionen oder miRNA-Abbau 

sein (siehe 5.3). Heraufregulationen von Dicer und Exportin-5 durch P4 konnten im 

Uterus nachgewiesen werden151, diese würden aber nicht die beobachtete Inhibition 

erklären. Über eine Interaktion von PR mit dem Drosha-Komplex und folgenden Re-

duktionen reifer miRNAs, wie bei ERα gezeigt153, ist noch nichts bekannt. Auch PREs 

in Promotoren von miRNAs wurden noch nicht identifiziert. Da aber innerhalb der kur-

zen, nur fünf Stunden andauernden Behandlungszeit bei vielen miRNAs eine fast 

50 %ige Reduktion erreicht wurde, erscheint eine nicht-genomische Aktion von Proges-

teron wahrscheinlich. Es wurde gezeigt, dass P4 zu einer Steigerung der Proteinsyn-

these im Herzen148 und in Myozyten8 führt. Eine Reduktion von miRNAs durch P4 und 

damit verhinderte Translationsinhibitionen könnten eine Ursache hierfür bilden.  

Auffällig ist, dass E2 und P4 im Herzen auf viele miRNAs dieselben Effekte haben. 

MiR-21, -126-3p, -106b, -26a, -29a/b und -27a wurden in den Kardiomyozyten durch 

E2 und im gesamten LV durch P4 geschlechtsspezifisch nur bei Weibchen inhibiert. Es 

ist anzunehmen, dass die beiden weiblichen Hormone in vivo kompensatorische, aber 

auch potenzierende Effekte haben können. Damit übereinstimmend konnte in dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass bei Myozytenhypertrophie E2 und P4 synergistisch einen 

inhibierenden Effekt auf miR-21 haben.  
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Die in dieser Arbeit detektierte Regulation von miRNAs durch P4 im Herzen sowie die 

detektierte Regulation des PRs durch miRNAs, sprechen für die Notwendigkeit ver-

mehrter Studien der Rolle von P4 bei kardiovaskulären Erkrankungen. Analysen über 

die Wirkung von P4 im Herzen sind im Vergleich zu E2 stark unterrepräsentiert. Auch 

über eine synergistische Funktion von P4 und E2 ist wenig bekannt. Für neue Ansätze 

in der umstrittenen Hormonersatztherapie und für das Verständnis der Geschlechterun-

terschiede bei Herzkrankheiten sind weitere Studien notwendig. Angesichts der 

Tatsache, dass P4 bei Schwangeren stark ansteigt, und parallel dazu physiologische 

Herzhypertrophie entsteht, kann hypothetisiert werden, dass P4 zu einer eher physio-

logischen Form der MH bei Frauen beiträgt. Dass weibliche Hormone an der Schwan-

gerschaftshypertrophie teilhaben können, wurde bereits am Beispiel von E2 

demonstriert194. Es ist daher denkbar, dass höhere Level von P4 und E2 bei Frauen 

auch bei der pathologischen Form von Hypertrophie Einfluss haben und die Ausbildung 

des exzentrischen Phänotyps verzögern. 

5.4 MiRNA-21 

MiR-21 war nach E2- und P4-Behandlung die am stärksten regulierte miRNA und ihre 

Expression war nach nur fünf Stunden bei den Weibchen bis zu 50 % reduziert. Dar-

über hinaus konnte eine gesteigerte Expression von miR-21 im LV von ovarektomier-

ten Mäusen nachgewiesen werden. Weiterhin wurde die Induktion von miR-21 bei Zell-

hypertrophie durch E2 und P4 unterdrückt. MiR-21 ist in Myozyten in wesentlich gerin-

gerer Menge vorhanden als in Fibroblasten70 97, wird hier aber ebenfalls wie im gesam-

ten Herzen durch E2 inhibiert. Die Ergebnisse werfen die Frage auf, welche funktionel-

le Wirkung die relative Anzahl einer miRNA in einer Zelle hat. Es könnte vor allem ei-

nen funktionellen Einfluss auf die zellspezifische Zielgenregulation haben. So wäre 

denkbar, dass in Zellen mit geringerer Konzentratrion von miR-21 (z. B. Myozyten) nur 

Zielgene effektiv reguliert werden, deren Transkripte auch in geringer Menge vorhan-

den sind. Dem entgegengesetzt würde eine größere Menge der gleichen miRNA in 

anderen Zellen (z. B. Fibroblasten) auch Zielgene funktionell regulieren, die in stärke-

rem Maß exprimiert vorliegen. Auch die geschlechtsspezifische Inhibition von miR-21 

durch E2 und P4 im Herzen könnte so zu nachfolgenden geschlechtsspezifischen Re-

gulationen führen, weil in Weibchen einige Zielgene nicht mehr effektiv gehemmt wer-

den. MiRNAs bilden somit weitere Faktoren, die zur Entwicklung von geschlechts- und 

zellspezifischen Regulationen beitragen. 

Die Regulation von miR-21 durch E2 und P4 kann auf verschiedene Weise erfolgen. 

Einerseits wurde bereits eine ER-Bindestelle im Promoter von miR-21 identifiziert. E2-
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aktivierter ER kann also direkt als Transkriptionsrepressor wirken. Auch AP-1-

Bindestellen wurden im Promoter von miR-21 gefunden195; ERα interagiert direkt mit 

AP-1 und reguliert dadurch die Transkiption von Zielgenen196. Somit wäre eine direkte, 

transkriptionelle Regulation von miR-21 durch E2 möglich. Darüber hinaus wurde ge-

zeigt, dass die Transkription von miR-21 durch Il6/Stat3 induziert und von BMP6 ge-

hemmt werden kann197-199 und dass TGFβ und BMP4 über SMAD-Proteine zur Indukti-

on der Drosha-Prozessierung und folgender Hochregulation von miR-21 führen200. 

Steroidregulationen von Il6, Stat3, TGFβ und BMP6 sind bekannt201-204 und bieten so-

mit indirekte Angriffspunkte für E2 und P4 zur Regulation von miR-21. Eine Regulation 

der miRNA-Biogenese durch E2 und P4 ist ebenfalls möglich und wurde bereits in Ab-

schnitt 5.3 diskutiert. 

In fast allen Studien in Tiermodellen von MH sowie bei Patienten mit Aortenstenose 

oder Herzinsuffizienz gehörte miR-21 zu den am stärksten hochregulierten miRNAs. 

Für miR-21 sind profibrotische97 102 205 und anti-apoptotische107 206-208 Wirkungen im 

Herzen nachgewiesen worden. Zur Untersuchung der funktionellen Relevanz der höhe-

ren Expression von miR-21 bei Männchen wurden Expressionen von Zielgenen aus 

beiden dieser Prozesse gemessen. Es wurde gezeigt, dass Spry1 und Reck, beides 

Regulatoren von Fibrose und Zielgene von miR-21, bei LVH geschlechtsspezifisch 

exprimiert sind. Für eine nähere Identifikation der Rolle von miR-21 bei Geschlechter-

unterschieden während LVH und Fibrose muss zukünftig die Proteinexpression dieser 

Zielgene untersucht werden. In Fibroblasten wurde bereits gezeigt, dass miR-21 die 

Proteinexpression von Spry1 inhibiert, jedoch keinen Einfluss auf die mRNA-

Expression hat97. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass Spry1-Proteinexpression bei 

Menschen mit Herzinsuffizienz abnahm, korrelierend mit gesteigerter miR-21-

Expression97.  

5.5 MiRNA-26a 

MiRNA-26a ist eine der im LV am stärksten exprimierten miRNAs und ihre Expression 

ist im frühen Stadium der LVH stark reduziert (Abbildung 12A). Dennoch gibt es bislang 

wenige Publikationen über die Rolle von miR-26a im Herzen und noch gar keine über 

ihre Rolle bei MH. Eine der zentralen Herausforderungen der miRNA-Forschung liegt in 

der Identifizierung von Zielgenen einzelner miRNAs. In der vorliegenden Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass miR-26a die Expression von PR in Kardiomyozyten inhibiert. 

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Expression von PR während LVH indu-

ziert wird und somit mit der Herabregulation von miR-26a korreliert. Darüber hinaus 

wurden Kardiomyozyten durch die Herabregulation von miR-26a und gleichzeitiger P4-

Behandlung vor Apoptose geschützt. Geschlechtsspezifische Inhibitionen von miR-26a 
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bei Weibchen wurden in Kardiomyozyten nach E2-Stimulation und im LV durch P4 aus-

findig gemacht.  

Cochrane et al.164 stellten die These auf, dass P4-aktivierte PRs die Expression mehrer 

ihrer Zielgene sowohl durch 5’ als auch durch 3’-Regulation kontrollieren. Aktivierter 

PR wirkt danach als direkter Transkriptionsfaktor eines Zielgens und reguliert gleichzei-

tig spezifische miRNAs, die wiederum inhibierend auf die Zielgenexpression wirken.  

Die in dieser Arbeit identifizierten Regulationen von PR und miR-26a lassen ein noch 

dichteres Netz der Hormonregulationen und eine Selbstregulation von PR vermuten. In 

dieser Arbeit wurde gezeigt, dass miR-26a die PR-Expression inhibiert. Weiterhin wur-

de gezeigt, dass P4 und E2 miR-26a bei Weibchen inhibieren. Anhand dieser Daten 

wurde ein hypothetisches Modell erstellt (Abbildung 20). Aktivierter ERα führt zu ver-

stärkter Expression von PR209-210. Zusätzlich reduzieren weibliche Hormone die Level 

von miR-26a im LV, wodurch die Inhibition von PR verringert und eine verstärkte 

Expression ermöglicht wird. Dadurch könnte miR-26a wiederum stärker gehemmt wer-

den (positiver Feedback). Anhand dieses Modells ließe sich die publizierte ge-

schlechtsspezifische Expression von PR im Herzen nach E2-Behandlung erklären183. 

Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass eine miR-26a-Inhibition plus P4-

Stimulation Kardiomyozyten vor Apoptose schützen. Eine vorherige Publikation zeigte, 

dass P4 durch die Induktion von Bcl-xl die Kardiomyozytenapoptose verringert wird149. 

Die neuen Ergebnisse erlauben die Hypothese, dass die Inhibition von miR-26a zur 

erhöhten PR-Expression und mit nachfolgender P4-Stimulation zu der beobachteten 

geringeren Apoptose führte. Höhere endogene E2- und P4-Werte sowie geschlechts-

spezifische Inhibitionen von miR-26a durch P4 und E2 bei Weibchen können somit 

Ursache der geringeren Apoptose und des geringeren Verlusts von Myozyten bei 

Frauen sein26 35-36. Die Herabregulation von miR-26a und die nachgewiesene gestei-

gerte Expression von PR bei LVH könnte gemeinsam mit höheren E2- und P4-Werten 

bei Frauen zu Geschlechterunterschieden in Apoptose und zu geschlechtsspezifi-

schen, transkriptionellen Regulationen führen. 
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Abbildung 20: Schematische Darstellung möglicher Regulationen von PR via miR-26a im 
Herzen vermittelt durch P4, E2 oder hypertrophen Stress. Hypertropher Stress führt zur 
Herabregulation von miR-26a. Weiterhin wird miR-26a durch E2 und P4 geschlechtsspezifisch 
nur bei Weibchen gehemmt. Eine Abnahme von miR-26a hat eine verstärkte Expression von 
PR zur Folge. Eine geschlechterabhängige Regulation von miR-26a durch E2 und P4, sowie 
höhere Level von P4 bei Weibchen zur Aktivierung des PRs können zu Geschlechterunter-
schiede bei Apoptose und Herzkrankheiten beitragen. 

 

Bei Patienten mit Aortenstenose konnte bereits gezeigt werden, dass miR-26b herab-

reguliert ist98. MiR-26a und miR-26b unterscheiden sich in einer Base, wobei die ‚seed’ 

diesselbe ist und somit die vorhergesagten Zielgene gleich sind. Über eine Regulation 

von PR bei Aortenstenose bei Menschen ist bis jetzt nichts bekannt. 

5.6 MiRNA-29b 

In dieser Arbeit wurde für miR-29b eine geschlechtsspezifische Expression bei LVH mit 

höherer Expression bei den Weibchen nachgewiesen. MiR-29b liegt im Herzen ange-

reichert in den Fibroblasten vor und hemmt die Expression von Kollagenen und ande-

ren Genen der extrazellulären Matrix114. Die nachgewiesenen höheren Werte von 

miR-29b in Weibchen sind insofern besonders interessant, weil sie mit der geringeren 

Expression von Kollagenen und der geringeren Ausbildung von Fibrose bei Weibchen 

korrelieren37. Mit miR-29b wurde somit ein neuer Faktor identifiziert, der in der initialen 

Phase der LVH mit einer stärkeren Hemmung der fibrotischen Gene bei Weibchen zu 

der stärkeren Ausprägung von Fibrose und damit schlechteren klinischen Prognose bei 



Ausblick und medizinische Relevanz 
 

 

 
87 

Männchen beitragen kann. Weitere identifizierte Zielgene von miR-29b sind die Methyl-

transferasen DNMT3A/B und DNMT1, durch deren Hemmung sie zur Reexpression 

von ERα beitragen117. Höhere Werte von miR-29b können somit auch indirekt durch 

die Regulierung von ERα zu Geschlechterunterschieden führen. 

Um die Ursache der geschlechtsspezifischen Regulation von miR-29b auszumachen, 

wurde die miRNA in den hormonbehandelten Tieren gemessen. In einer anderen Stu-

die wurde miR-29b durch P4 reguliert detektiert158. Im LV hatte lediglich P4 einen Ef-

fekt; es inhibierte miR-29b geschlechtsspezifisch bei den Weibchen. In den 

Kardiomyozyten allerdings konnte auch E2 die Expression hemmen, ebenfalls nur in 

den Weibchen. Diese Inhibitionen erklären allerdings nicht die beobachtete, höhere 

Expression von miR-29b bei den Sham-Weibchen. Möglich ist eher, dass keine direkte 

Hormonregulierung verantwortlich für die stärkere Expression von miR-29b bei den 

Weibchen ist. In Leberzellen wurde bereits gezeigt, dass die E2-Regulierung des 

NF-kB-Signalweges zu einer verstärkten Expression von miR-29 führt163. Interessan-

terweise konnte eine andere Studie ebenfalls eine geschlechterabhängige Expression 

von Mitgliedern der miR-29-Familie im Gehirn infolge einer Röntgenbestrahlung fest-

stellen211 und eine weitere Studie wies höhere miR-29-Werte in der Leber von weibli-

chen im Vergleich mit männlichen Ratten nach212. Weitere Untersuchungen über die 

geschlechtsspezfische Expression von miR-29b und ihre Regulierung müssen folgen. 

5.7 Ausblick und medizinische Relevanz 

Obwohl das Geschlecht seit langem als signifikanter Faktor bei der Inzidenz, dem Ver-

lauf und der Mortalität vieler Krankheiten bekannt ist, wurde die Erforschung ge-

schlechtsspezifischer Mechanismen und der Einfluss von Geschlechtshormonen er-

heblich unterschätzt. Bis heute werden viele Krankheiten und Medikamente lediglich an 

Männchen erforscht und mögliche Geschlechterunterschiede völlig ignoriert. Dabei 

bietet der weibliche Organismus, zumindest bei Herzkrankheiten, einen natürlichen 

Schutz. Das Wissen über geschlechtsspezifische Wirkungen und deren Erforschung 

wird mittlerweile jedoch von vielen Medizinern und Naturwissenschaftlern als Notwen-

digkeit angesehen und die Geschlechtermedizin erlangt immer mehr Aufmerksamkeit. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einmal mehr, wie gravierend die Effekte von weib-

lichen Hormonen sein können. Darüber hinaus konnte eine starke geschlechtsspezifi-

sche Wirkung der Hormone auf die Expression von miRNAs nachgewiesen werden. 

Eine Verdopplung der physiologischen Werte von E2 und P4 zog eine weitreichende 

Inhibition der miRNAs im Herzen nach sich, war jedoch limitiert auf das weibliche Ge-

schlecht. Premenopausale Frauen unterliegen solchen und stärkeren hormonellen 
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Schwankungen monatlich. Darüber hinaus ist der Grundspiegel von E2 und P4 bei 

Frauen doppelt so hoch wie bei Männern. Dass diese Hormonunterschiede und deren 

geschlechtsspezifische Wirkung auf die Regulation der miRNAs zu weiterführenden 

Geschlechterunterschieden bei Krankheiten führen, ist sehr wahrscheinlich.  

Die geschlechtsspezifische Inhibition von miRNA-21 durch E2 und P4 wurde in dieser 

Arbeit speziell näher untersucht, weil es sich um eine der bei MH am stärksten unter-

suchten miRNAs handelt. Ihr wird eine Fibrose-verursachende Rolle zugesprochen und 

sie zählt zu den miRNAs von therapeutischem Interesse für Behandlungen von Herz-

krankheiten171 213. Dabei wird die pharmakologische Inhibierung von miR-21 zur Be-

handlung von MH und Fibrose in Betracht gezogen. Zwei Studien konnten bereits ei-

nen heilsamen Effekt von miR-21-Inhibitor-Therapien auf Herzfunktion und Fibrose-

entwicklung bei LVH im Tiermodell nachweisen97 102; bei einer dritten Studie blieb ein 

positiver Effekt aus100. Die Tatsache, dass geringere endogene Level von miR-21 im 

Herzen bei den weiblichen Tieren in dieser Arbeit nachgewiesen wurden und somit mit 

der positiven Prävalenz der weiblichen Tiere bei MH und Fibrose korrelieren, spricht für 

den klinischen Vorteil niedriger miR-21-Werte im Herzen. MiRNA-21 steht nicht nur für 

therapeutische Funktionen zur Diskussion, sondern ist auch als möglicher diagnosti-

scher Biomarker bei kardiovaskulären Erkrankungen, Diabetes und Krebs im Ge-

spräch178 199 214-216. Es wurde auch bereits ein Patent für miR-21 in Herzkrankheiten 

angemeldet173. Die in dieser Arbeit beschriebene geschlechtsspezifische, regulierende 

Wirkung der weiblichen Hormone auf miR-21 lässt jedoch vermuten, dass diese Regu-

lation (besonders bei premenopausalen Frauen) zu stark schwankenden Werten führt 

und somit für die Nutzung als Biomarker keine optimalen Voraussetzungen gegeben 

sind.  

Die Identifizierung der Regulation des Progesteronrezeptors durch miR-26a im Herzen 

und der dadurch resultierende Schutz vor Apoptose eröffnet neue Therapieansätze. 

Infusionen mit miR-26a-Inhibitoren und P4 im Akutfall bei Herzinfarkten zur Verringe-

rung der Infarktgröße wären denkbar. Myozytensterben ist ebenfalls ein ausschlagge-

bender Faktor beim Übergang von der kompensatorischen MH zum Endstadium der 

Herzinsuffizienz12. Neue anti-apoptotische Therapien werden gesucht, um diesem 

Wechsel vorzubeugen12. Mit miR-26a wurde in dieser Arbeit ein mögliches neues Ziel-

molekül identifiziert. Darüber hinaus unterstreichen die erzielten Ergebnisse den Bedarf 

verstärkter Erforschung der Rolle von P4 und seiner Rezeptoren bei Herzkrankheiten. 

Bei Hormonersatztherapien wurden bis jetzt größtenteils synthetisierte Progesterone, 

sogenannte Progestine, eingesetzt. Mehrere Studien deuten daraufhin, dass unter-

schiedliche Effekte durch synthetische Progestine und natürlichem Progesteron (P4) 

hervorgerufen werden können, u. a. bei Bluthochdruck49 und bei der Entwicklung von 

Thrombosen bei HRTs48 50. Auch die identifizierte, stärkere Wirkung von P4 im Ver-
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gleich zu E2 auf miRNAs im gesamten LV macht eine stärkere Fokussierung auf die 

Rolle von P4 im Herzen in Zukunft erforderlich. 
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