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Zusammenfassung

In  verschiedenen  Studien zur  Myokardhypertrophie = (MH)  wurden
Geschlechterunterschiede im kardialen Energiemetabolismus nach chronischer
Druckbelastung nachgewiesen. Genexpressionsanalysen konnten dabei zeigen,
dass die Expression mitochondrialer Gene in den Herzen mannlicher
Wildtypmause starker reduziert war als bei weiblichen Tieren. Die
Geschlechterunterschiede bei der Entwicklung einer MH kénnten durch
Unterschiede in der kardialen mitochondrialen Funktion mannlicher und weiblicher
Organismen erklart werden und auf den Einfluss von E2 zuriickzufiihren sein.
Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit Geschlechterunterschiede in der
kardialen oxidative Phosphorylierung (OxPhos) und den Einfluss von17p-Ostradiol
(E2) auf die mitochondriale Respiration zu untersuchen.

Dazu wurde die Studie in zwei Teilbereiche eingeteilt. In der Ex-vivo-Studie wurde
die basale Respiration und der Einfluss von E2 auf die mitochondriale Respiration
in isolierten Herzmuskelfaserpraparaten (skinned fibers) untersucht. In der In-
vivo-Versuchsreihe wurden die lebenden méannlichen und weiblichen Tiere mit E2
und den Ostrogenrezeptoragonisten (ER-Agonisten) behandelt. Zur funktionellen
Untersuchung der OxPhos wurden respirometrische Messungen mit kardialen
skinned fibers in einem Oxygraphen durchgefihrt. Der Sauerstoffverbrauch nach
maximaler ADP-Stimulierung und Depletion (State-3- und State-4-Atmung) wurde
mit der Clark- Elektrode erfasst und daraus der respiratorische Kontrollindex (RCI)
berechnet.

In der Ex-vivo-Studie hatte die 2h E2-Behandlung keinen Effekt auf die
mitochondriale Respiration. Jedoch fluhrte die E2-Langzeitbehandlung der
kardialen skinned fibers fir 24h und 48h zu einer signifikant gesteigerten State-3-
Atmung in beiden Geschlechtern. Auch in der In-vivo-Versuchsreihe zeigte sich
der E2-Effekt auf die mitochondriale Respiration. Nach 5 und 24h E2-Behandlung
war der Sauerstoffverbrauch in den E2 behandelten Tieren héher im Vergleich zu
den Kontrollen. Die geschlechtsspezifischen  Unterschiede in  den
Respirationsraten zu den beiden Versuchszeitpunkten kénnen mit dem
endogenen E2-Spiegel der weiblichen Tiere erklart werden. Die [In-vivo-
Behandlung mit dem ERB-Agonisten fir 5 und 24h konnte den E2-Effekt
reproduzieren, wohingegen der ERa-Agonist keine vergleichbaren Effekte zeigte.
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass E2 die Kapazitat
der OxPhos in kardialen Mitochondrien erhéht. Die Ergebnisse beider Teilbereiche
der Studie lassen auf einen E2-Langzeiteffekt schlieBen, der Uber genomische



Signalwege vermittelt wird. Der ERB-Agonist konnte in beiden Geschlechtern die
State-3-Atmung signifikant erhéhen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der
ERP eine entscheidene Rolle in der Regulation und Vermittlung der E2-Effekte auf
die kardiale OxPhos hat.



Abstract

In several studies of myocardial hypertrophy, sex differences in cardiac energy
metabolism after chronic pressure overload have been shown. Expressions of
mitochondrial genes in the hearts of female wild-type mice were less
downregulated than in male mice. Sex differences in the development of
myocardial hypertrophy were explained by differences in the cardiac mitochondrial
function of the male and female organism and could be referred to the influence of
17B-oestradiol (E2).

Therefore, this study aims to investigate sex differences in cardiac oxidative
phosphorylation and the influence of E2 on mitochondrial respiration. The study
was divided into two parts. First, the basal respiration and the influence of E2 on
mitochondrial respiration in isolated skinned fibers were investigated ex vivo.
Secondly, an in vivo-study was performed where male and female mice were
treated with E2 and oestrogen receptor agonists (ER-agonists) for 5 and 24 hours.
Functional assessment of oxidative phosphorylation in cardiac skinned fibers was
performed by respiratory measurements in an oxygraph. Oxygen consumption
after maximal ADP stimulation and depletion (State-3- and State-4-respiration)
was recorded by the Clark electrode and the respiration control index (RCI) was
calculated.

In the ex vivo-study, E2 treatment for 2 hours had no effect on mitochondrial
respiration, but a longer duration of treatment for 24 and 48 hours of the cardiac
skinned fibers led to a significant increase in State-3-respiration in both sexes. The
in vivo-study similarly showed an effect of E2 on mitochondrial respiration. After 5
and 24 hours of treatment with E2, oxygen consumption reached higher levels in
the E2-treated animals compared to the controls. The sex-specific differences in
respiration rates at the two different time points could be explained by the
endogenous E2 of the female mice. In vivo treatment with ERB-agonist for 5 and
24 hours reproduced the estrogenic effects, but the ERa-agonist showed no
comparable effects.

The present study shows for the first time that E2 enhances the capacity of
oxidative phosphorylation in cardiac mitochondria. Both parts of the study suggest
a long-term effect of E2 that is mediated by genomic pathways. The ERB-agonist
significantly increased State-3-respiration in both sexes. In conclusion the ERpB
plays an important role in regulating and mediating estrogenic effects during
cardiac oxidative phosphorylation.
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Einleitung 1

1.  Einleitung

1.1 Geschlechterunterschiede bei kardiovaskularen Erkrankungen

Herzkreislauferkrankungen (HKE) sind weltweit die h&ufigste Todesursache bei
Mannern und Frauen.! Allerdings bestehen bei HKE gravierende Unterschiede
zwischen mannlichem und weiblichem Geschlecht. Wesentliche Unterschiede
liegen in Entwicklung, klinischem Erscheinungsbild und Alter bei Manifestation der
Krankheit.>™ Frauen entwickeln HKE durchschnittlich 10-20 Jahre spater als
Méanner. HKE bei pradmenopausalen Frauen verlaufen jedoch mit einer

ungiinstigeren klinischen Prognose.®

Bei einer Vielzahl Kkardiovaskularer Erkrankungen entwickelt sich eine
Myokardhypertrophie (MH). Die Anpassungsreaktionen nach Druckbelastung sind
bei beiden Geschlechtern unterschiedlich.>’ Frauen entwickeln eher eine
konzentrische Form der MH mit erhaltener systolischer Funktion, Manner eher
eine exzentrische Form, die zum Verlust der linksventrikularen Funktion und
haufig zur Herzinsuffizienz (HF) filhrt.? Diese Geschlechterunterschiede bei MH
konnten in zahlreichen tierexperimentellen Studien bestatigt werden.®'? Schon
seit langerem wird die Frage, ob diese klinisch manifestierten Unterschiede auf
den Einfluss von Sexualhormonen, insbesondere Ostrogen, zuriickzufiihren sind,

experimentell untersucht.

Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz geht mit einer Dysregulation der
mitochondrialen Atmungskette von Kardiomyozyten einher, was zu einer
unzureichenden ATP-Versorgung der Myozyten und einer verstarkten Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt.”> Somit spielen Veranderungen in der
kardialen Mitochondrienfunktion eine wesentliche Rolle in der Pathologie der HF.

Tierexperimentelle Studien zur Genexpression bei drucklastinduzierter MH
lieferten einen Hinweis darauf, dass Ostrogen die mitochondriale Funktion und

121415 Gene des kardialen

den Energiemetabolismus beeinflussen kann.
Stoffwechsels waren in beiden Geschlechtern bei MH vermindert exprimiert.
Jedoch war die Reduktion der Expression in weiblichen Tieren weniger stark

ausgepragt als in mannlichen Tieren.'?

Dies konnte auf einen besseren Erhalt des kardialen Stoffwechsels und der

Mitochondrienfunktion in den weiblichen Tieren hinweisen.
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1.2 Bedeutung von Ostrogen im kardiovaskulidren System

In diesem Abschnitt werden die bislang bekannten Effekte von Ostrogen im
kardiovaskularen System und die Rolle der Ostrogenrezeptoren beschrieben.

Die natirlich vorkommenden Ostrogene im Menschen, 17B-Estradiol (E2), Estron
(E1) und Estriol (E3), gehdren zur Gruppe der Steroidhormone. '

E2 ist die vornehmlich biologisch aktive und im Blut von Frauen und Mannern
zirkulierende Form des Ostrogens. E2 wird in den Granulosazellen der Ovarien
und den Leydigzellen der Testes synthetisiert. Das Enzym Aromatase katalysiert
die Umwandlung des direkten Vorlauferhormons Testosteron zu E2. Neben der
gonadalen Synthese wird E2 in Fett-, Leber-, Muskel- und Gehirnzellen gebildet,
allerdings hat nur die Synthese im Fettgewebe einen signifikanten Anteil an dem
im Blut zirkulierenden E2. Die Serumkonzentration von E2 liegt bei Mannern
deutlich unter der von pramenopausalen Frauen (Manner: 73-184 pmol/L;
pramenopausale Frauen: 280-1285 pmol/L), postmenopausal sinkt die E2-
Konzentration auf jene gleichaltriger Manner ab.'®"’

Die E2-Effekte werden u.a. durch die beiden Ostrogenrezeptoren (ER) alpha
(ERa) und beta (ERB) vermittelt. ERa und ERP gehdren zur Familie der
Steroidhormonrezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren die Genexpression
verandern kdnnen.?'?2 Abbildung 1 zeigt den strukturellen Aufbau der beiden ER.

i
4
b
1

Estrogen receptor a
1 1

1 1 96 195 477 (530)"
Estrogen receptor 8

Abbildung 1: Struktur der humanen Ostrogenrezeptoren ERa und ERB.2

Wie alle Steroidhormonrezeptoren bestehen die ER aus sechs verschiedenen
Domanen A-F. Die N-terminale AB-Domane enthélt die ligandenunabhangige
transkriptionelle  Aktivierungsfunktion (TAF-1). Diese ist in beiden ER
unterschiedlich aufgebaut.
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Die C-Region beinhaltet die DNA-bindende Doméane (DBD). Die DBD enthélt zwei
Zinkfinger, die der Dimerisierung des Rezeptors und anschlieBenden DNA-
Bindung dienen. Die D-Domane ist die Hinge(H)-Region des Rezeptors. In der E-
Doméne sind die hormonbindende Domane (HBD) und die hormonabhangige
transkriptionelle Aktivierungsfunktion (TAF-2) enthalten.?®

Die F-Domane zeigt eine hohe Variabilitat und ist fir die unterschiedliche Antwort
der Ostrogenrezeptoren auf Ostrogen und die selektiven Ostrogenrezeptor-
Modulatoren (SERMs) verantwortlich.?* Die starksten Homologien zwischen ERa
und ERB finden sich in der DNA-bindenden Doméane (96 %) und in der
hormonbindenden Domane (53 %).

Es sind verschiedene Signalwege fiir Ostrogen in kardialen Zellen beschrieben
(Abbildung 2).232°

Abbildung 2: Multiple Signalwege von Ostrogen in kardialen Zellen.®

Nach Aktivierung des zytosolischen ER durch E2 wird der E2/ER-Komplex in den
Nukleus transloziert und bindet dort als Hetero- oder Homodimer an &strogen-
responsive Elemente (ERE) der DNA, um die Transkription diverser Gene zu
beeinflussen. Der E2/ER-Komplex kann mit anderen Proteinen, wie
Transkriptionsfaktoren, Ko-Aktivatoren, interagieren und auf diese Weise die
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Transkription bestimmter Gene modulieren.?®?” Ko-Aktivatoren kdnnen Proteine
des Transkriptionsapparates rekrutieren und erfillen enzymatische Funktionen.
Die Interaktion des ER mit Ko-Repressoren kann die Transkription bestimmter

Zielgene verhindern.?®

Neben der Einflussnahme auf genomischer Ebene kann E2 an
membranassoziierte ER binden und zytosolische Signalkaskaden aktivieren. Der
membrangebundene E2/ER-Komplex fuhrt zur Aktivierung der Tyrosinkinase
SRC, welche die NOS-Signalkaskade und die MAPK-Signalkaskade aktivieren
kann. Die NOS-Signalkaskade fihrt Uber die Aktivierung von Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K), AKT und Glykogensynthasekinase (GSK3B) Uber die
Stimulierung der NO-Synthase zur Produktion von NO, welches in isolierten
Arterien eine Vasodilatation zur Folge hat.?® E2 kann seine Wirkung auch (iber
einen G-Protein gekoppelten Rezeptor GPR30 vermitteln und induziert dabei den
MAPK-Signaltransduktionsweg.?® Ein weiterer direkter E2-Effekt konnte in
isolierten Kardiomyozyten aus Rattenherzen gezeigt werden. E2 fihrt
konzentrationsabhdngig zu einem Anstieg des Ca*-Einstromes Uber
spannungsabhangige Ca®*-Kanéle in kardialen Myozyten.*

Zum einen kénnen ER unabhangig von E2 durch Wachstumsfaktoren aktiviert
werden.®"*2 Zum anderen kénnen Ostrogenmetabolite wie Catechol-Ostradiol
oder Methoxy-Ostradiol E2-Effekte rezeptorunabhéngig vermitteln. Sie verhindern
unter anderem die Proliferation und Migration von kardialen Fibroblasten und
verbessern die endotheliale GefaBfunktion.*

Grohe et al. konnten erstmals die Funktionalitat der beiden ER in Kardiomyozyten
und Fibroblasten aus Rattenherzen nachweisen.'® In humanem Herzgewebe sind
die ER in Zytoplasma und Nukleus der Kardiomyozyten lokalisiert.”®?° Dariiber
hinaus zeigten die Autoren eine Zunahme der ERa- und ERB-Expression in
Patienten mit Aortenstenose und dilatativer Kardiomyopathie. Diese Ergebnisse
zeigen, dass das Herz als wichtiges Zielorgan der Ostrogene fungiert und
verdeutlichen die Bedeutung der ER in der Vermittlung der E2-Effekte.

1.3 Kardialer Energiemetabolismus

Das Herz hat einen hohen Energiebedarf, um zellulare Prozesse wie
lonentransport, Sarkomerfunktion oder intrazellulare Ca®** Homdostase,
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aufrechtzuerhalten. Die an der ATP-Produktion beteiligten Substratwege muissen
fortwdhrend an die Verédnderungen im Energiebedarf und in der
Substratbereitstellung angepasst werden, da kardiales Gewebe eine geringe

Speicherkapazitat besitzt."®

Im gesunden adulten Herzen fihrt unter
ausreichender Sauerstoffversorgung hauptsachlich die Oxidation von Fettsauren

und Glukose zur ATP-Produktion (Abbildung 3).

FA- TR Rl

Albuming Lipoprotein

Abbildung 3:  Darstellung der Substratwege im kardialen Energiemetabolismus.34

Die Oxidationen von Fettsauren (FA) und Glukose sind die wesentlichen Substratwege fiir die ATP-Synthese
im adulten Herzen. Das aus der Fettsdure- und Glukoseoxidation entstehende Acetyl-CoA wird im
Tricarbonsaurezyklus (TCA) weiter oxidiert. Dabei werden die Reduktionsadquivalente NADH und FADH»
gebildet, die in der Atmungskette oxidiert werden und zur ATP-Synthese flihren. CPT1/2 = Carnitoyl-
Palmitoyl-Transferase 1/2; PDH = Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex.

Zirkulierende, langkettige, freie Fettsduren haben mit 60-90 % den gréBten Anteil
an der kardialen ATP-Synthese; 10-40 % des produzierten ATP wird Gber die
Glukoseoxidation gewonnen.®>® Nach der B-Oxidation der Fettsduren und der
Oxidation von Pyruvat durch die Pyruvatdehydrogenase (PDH) entsteht in beiden
Substratwegen Acetyl-CoA, das im Tricarbonsaurezyklus (TCA) oxidiert wird. Die
in der B-Oxidation und im TCA gebildeten Reduktionsdquivalente NADH und
FADH, werden in der Atmungskette reoxidiert. Dabei wird ein elektrochemischer
Gradient geschaffen, der in Anwesenheit von Sauerstoff zur ATP-Synthese flhrt.
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Diese chemische Reaktion wird als oxidative Phosphorylierung (OxPhos)

bezeichnet; sie findet in den Mitochondrien der Zellen statt.®’

Mitochondrien, intrazellulare Organellen von etwa 2pum Lé&nge, die in
unterschiedlicher Anzahl in allen eukaryotischen Zellen mit Ausnahme von
Erythrozyten vorkommen, sind die Orte der zellularen Energiegewinnung durch
ATP-Synthese. Die Mitochondrien werden von zwei Membranen gebildet, die
verschiedene Kompartimente beinhalten. Im Inneren der Mitochondrien, der
mitochondrialen Matrix, erfolgt die Endoxidation der Nahrungsmetabolite. Die
Enzyme des TCA und der B-Oxidation sind dort lokalisiert. Die stark gefaltete
innere Mitochondrienmembran enthélt die Multienzymkomplexe der Atmungskette.
In dem zwischen Innen- und AuBenmembran lokalisierten Intermembranraum
befinden sich zwei wichtige Proteinkomplexe der OxPhos: das Elektronen
tbertragende Enzym Cytochrom C und die Adenylatkinase, die die Synthese von
ADP aus AMP katalysiert.®®

Die zur ATP-Synthese erforderliche Energie entstammt formal der

Knallgasreaktion:

H, + 2 0, — H,0 AG? = - 235 kJ/ mol.

Der beim Endabbau von Kohlenhydraten, Aminosauren und Fetten freigesetzte
Wasserstoff wird in Form von Reduktionsdquivalenten als NADH und FADH,
zwischengespeichert. Die Reduktionsdquivalente werden an den Komplexen der
Atmungskette reoxidiert und die Elektronen schrittweise auf den Sauerstoff
Ubertragen (Abbildung 4).
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Abbildung 4:  Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung.39

Die Atmungskette besteht aus vier Multienzymkomplexen (Komplex I-1V) und zwei mobilen Substraten, dem
Ubichinon (Coenzym Q) und dem Cytochrom C, die die Elektronen zwischen den Komplexen Ubertragen. Die
im Intermediarstoffwechsel entstehenden Reduktionsaquivalente NADH und FADH: werden zuerst am
Komplex | bzw. am Komplex Il oxidiert und die Elektronen zum Ubichinon transportiert. Die Elektronen werden
Uber den Komplex lll auf Cytochrom C und von dort (ber den Komplex IV auf den Sauerstoff Ubertragen,
wobei sie diesen unter HO-Bildung reduzieren. Die Komplexe I, lll und IV bauen durch die Translokation von
Protonen vom Matrixraum in den Intermembranraum einen elektrochemischen Gradienten auf, den die F1/Fo-
ATP-Synthase fir die Synthese von ATP aus ADP und anorganischen Phosphat nutzt.

Der Elektronentransport Gber die Komplexe |, lll und IV geht mit einem
Protonentransport aus dem Matrixraum in den Intermembranraum einher. In dem
aufgebauten Protonengradienten wird die bei der Reoxidation der
Reduktionsaquivalente frei werdende Energie zwischengespeichert und von der
F1/Fo-ATP-Synthase zur ATP-Synthese genutzt.>**°

1.4 Einfluss von E2- und ER-spezifischen Agonisten auf die oxidative
Phosphorylierung

E2 kann unterschiedliche Effekte auf die mitochondriale Funktion in verschiedenen

Geweben ausiben.

Zunéachst wurden E2-Bindungsstellen in den Mitochondrien unter anderem an der
Fo/Fi-ATPase gefunden.*’*? Dariiber hinaus konnten beide ER in den
Mitochondrien zahlreicher Gewebe und Zelllinien nachgewiesen werden.***
Yang et al. gelang der Nachweis der Lokalisation von ERB in humanen

Kardiomyozyten.*®
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ERE wurden in der Regulationsregion der mitochondrialen DNA (mtDNA)
identifiziert, was die Vorstellung, dass ligandengebundene ER die Transkription
mitochondrialer DNA beeinflussen kdnnen, unterstiitzt.*” Chen etal. konnten
zeigen, dass E2 die Expression von ERa und ERB in den Mitochondrien von
MCF7-Zellen steigert und die Transkription mitochondrialer Gene, die fur die
Cytochrom-C-Oxidase (COX)-Untereinheiten | und 1l kodieren, erhéht.*® Des
Weiteren wird die Transkription nukledr kodierter Proteine der mitochondrialen

Atmungskette, wie die Untereinheit E der ATP-Synthase, durch E2 induziert.*

Stirone et al. konnten in einer Studie an weiblichen ovarektomierten Ratten
zeigen, dass eine E2-Behandlung in vivo die Kapazitat der OxPhos in isolierten
Mitochondrien aus zerebralen GefaBen steigert. Die E2-Behandlung fihrte sowohl
zu einer signifikant erhéhten Expression von Untereinheiten des Komplex IV der
Atmungskette als auch zur Erhéhung der Aktivitat des Komplex IV und der Citrat-

Synthase, zweier wesentlicher Enzyme der OxPhos.*°

Zur gewebespezifischen Untersuchung der E2-Wirkungen im Tierversuch wurden
hochselektive Agonisten fir ERa und ERP entwickelt. Es werden steroidale
Liganden, wie der ERa-Agonist 16a-Lactone-Estradiol (16a-LEz) und der ERB-
Agonist 83-Vinyl Estradiol (8B-VEz), von neueren nicht-steroidalen Liganden, wie
4,4' 4"-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol (ERa-Agonist PPT) und 2,3-
bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile (ERB-Agonist DPN), unterschieden
(Abbildung 5).



Einleitung 9

ERa-Agonist: OH, 0 ERB-Agonist: OH
fhhfﬁ 8p-VE,

PPT DPN

Abbildung 5: Darstellung der chemischen Strukturformeln der ERa-Agonisten 16a-LE> und PPT
und der ERB-Agonisten 83-VE> und DPN.

Chen et al. zeigten in humanen Brustepithelzellen, dass eine E2-Behandlung die
Expression mitochondrial kodierter Gene der Atmungskette erhéht. Dieser Effekt
konnte durch die Behandlung mit dem ERB-spezifischen Agonisten DPN

reproduziert werden.”’

Bisher ist der Einfluss von E2 auf den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch, der
mit der Aktivitdt der OxPhos Kkorreliert, nur wenig beschrieben. Lediglich fir
isolierte Mitochondrien aus den Gehirnen ovarektomierter Ratten ermittelten
verschiedene Autoren nach In-vivo-Behandlung mit E2 einen erhdhten
Sauerstoffverbrauch der State-3-Atmung und einen erhdhten respiratorischen
Kontrollindex.’**® Dieser zeigt die Kopplung von Atmungskette und OxPhos an
und erlaubt daher eine Aussage Uber die Funktionsfahigkeit isolierter
Mitochondrien
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1.5 Ziele und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie war es, Geschlechterunterschiede in der
mitochondrialen Atmung und die Rolle von E2 auf die OxPhos in linksventrikularen
Herzmuskelfaserpraparaten (skinned fibers) aus Wildtypmausen zu untersuchen.

Der erste Teil der Studie hatte zum Ziel, die basale Respiration in skinned fibers
aus méannlichen und weiblichen Tieren zu erfassen und den Einfluss von E2 ex

vivo auf die mitochondriale Respiration zu untersuchen.
Dabei standen folgende Fragen im Mittelpunkt:

1. Finden sich Geschlechterunterschiede in der basalen mitochondrialen
Respiration?

2. Hat eine E2-Behandlung in skinned fibers einen Einfluss auf die
mitochondriale Respiration ex vivo?

E2-Effekte auf die OxPhos in kardialen Mitochondrien im Ex-vivo-Modell ziehen
eine Prafung und Verifizierung in vivo nach sich. Hierbei wird gesunden
Wildtypmausen eine physiologische E2-Injektion verabreicht. Lasst sich der ex
vivo gemessene E2-Effekt auf die mitochondriale Respiration auch in vivo

eruieren, soll analysiert werden, ob und Uber welchen ER dieser vermittelt wird.

Mit dem in Anschluss durchgeflihrten In-vivo-Modell sollten folgende Fragen

erortert werden:

1. Kann eine In-vivo-E2-Behandlung die mitochondriale Respiration der
skinned fibers erhéhen?

2. Lassen sich Geschlechterunterschiede in den Respirationsraten nach einer
E2-Gabe in vivo feststellen?

3. Werden E2-Effekte auf die OxPhos Uber ERa und/oder ERB vermittelt?
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2. Material

2.1 Chemikalien und Fertigreagenzien

Tabelle 1:  Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und Fertigreagenzien.

Substanz Firma

ADP Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Albumin bovine serum fatty acid free (BSA) Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
17B-Ostradiol Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
2,3 Butanedione monoxime Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
CaCO; Carl Roth (Karsruhe, Deutschland)
CaCl, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Cytochrom C Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Dithiothreitol Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
DMSO Carl Roth (Karsruhe, Deutschland)
EGTA Fluka/ Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
HEPES Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Imidazol Fluka/ Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
KClI Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
K;HPO, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
KH,PO, Carl Roth (Karsruhe, Deutschland)
KOH Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
L-Glutamate acid sodium salt Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
L-Malat Acid Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
MgCl, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
MgSO, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Mg-Acetat Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Methansulfonséure Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Na,ATP Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Na-Azid (NaN,) Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

NaCl Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
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Substanz Firma

Na-Succinat Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
NaHCO; Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
NaH,PO, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Oligomycin Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Palmitoyl- DL-Carnitin-Chlorid
Phosphocreatine Na,H,O
Rotenon

Saponin

Sodium dithionite

Taurin

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

2.2 Gerate und Gebrauchsmaterialien

Tabelle 2:

Ubersicht iiber die verwendeten Gerate und Gebrauchsmaterialien.

Gerate/Gebrauchsmaterialien

Firma

Oxygraph

Prazisionswaage

Tischzentrifuge

Vortexer

Mehrstellenmagnetrihrer POLY 15
Waérmeschrank

pH- Meter
EppendorfreaktionsgefaBe
Falconréhrchen

Pipetten

Kunststoffpipettenspitzen

Hansatech Instruments (England)
Sartorius (Géttingen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
IKA-Werke (Staufen, Deutschland)
Carl Roth (Karsruhe, Deutschland)
GFL 3033 (Burgwedel, Deutschland)
Mettler- Toledo (GieBen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
BD Bioscience (NJ, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
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23 Herstellung der Pufferlésungen
2.3.1 KCL-Puffer

Der KCI-Puffer diente als Messlésung flur die respirometrischen Messungen der
skinned fibers im Oxygraphen und wurde aus den in Tabelle 3 aufgelisteten
Substanzen hergestellt. Der KCI-Puffer wurde mit Aqua bidestillata (ddH,O) auf
200 ml aufgeflllt. Mithilfe des pH-Meters wurde der pH-Wert durch Zugabe von
3 M KOH-Lésung auf den Wert 7,1 eingestellt. Die Pufferlésung wurde bei 4° C
gelagert. Vor Beginn der Messung wurden zur Messlésung 2 mg BSA/ml KCI-
Puffer sowie die Substrate Glutamat (5 mM Glutamat/ml KCI-Puffer) und Malat
(2 mM Malat/ml KCI-Puffer) hinzugeflgt.

23.2 S-Lésung

Die L6sung zur Permeabilisierung der Muskelfasern bestand aus den in Tabelle 3
aufgefihrten Substanzen. Die Losung wurde mit ddH.O auf 500 ml aufgefillt. Der
pH-Wert wurde mit einer 3 M KOH-Lésung auf pH 7,1 eingestellt. Danach wurde
die S-Lésung zu je 50 ml aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Zur
Permeabilisierung der Muskelfasern wurde der S-Lésung am jeweiligen
Versuchstag Saponin zugefligt. Dazu wurden 2,5 mg Saponin in 1 ml Aqua dest.
gelést. Von dem in Wasser gelésten Saponin wurden 60 pl in 2940 pl S-Lésung
pipettiert.

2.3.3 Rg-Loésung

In gleicher Weise wurde die Ro-Lédsung mit den in Tabelle 3 aufgelisteten
Substanzen hergestellt. Aus der Ro-Lésung wurde am jeweiligen Versuchstag die
R-Lésung hergestellt, die fir Waschschritte nach Permeabilisierung der
Muskelfasern verwendet wurde. Dazu wurden der Ro-Lésung 2 mg BSA/ml und
die Substrate Glutamat (5 mM/ml) und Malat (2 mM/ml) hinzugeflgt.

2.34 Krebs-Henseleit-Puffer

Der Krebs-Henseleit-Puffer diente als Storagepuffer nach Organentnahme. Zur
Herstellung des Krebs-Henseleit-Puffers wurden die in der Tabelle 3 aufgeflhrten
Substanzen eingewogen und in 11 ddH.O geldst. Der Puffer wurde bei 4°C
gelagert. Vor Gebrauch des Puffers wurde dieser mit Carbogen oxygeniert, damit

das Herzgwebe vor Permeabilisierung der Fasern nicht ischamisch wurde.
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Tabelle 3:  Puffer und Lésungen.
Bezeichnung Zusammensetzung Menge
3 M KCI 8,3 ml
KCI-Respirationspuffer Hepes 953 mg
Mg-Acetat 128 mg
EGTA 30 mg
100 mM KH,PO, 10 ml
10 MM DTT 6 ml
ddH,O ad 200 ml|
100 mM Ca,EGTA 13,85 ml
100 MM K,EGTA 36,15 ml
500 mM MgCl, 6,56 ml
50 mM Na,ATP 57 ml
S-Losung 100 mM Creatinphosphat 75 ml
1 M Imidazol 10 ml
1 M Taurin 10 ml
10 MM DTT 25 ml
1 M K-Mes 25 ml
ddH,O ad 500 m|
100 mM Ca,KEGTA 13,85 ml
100 MM K,EGTA 36,15 ml
500 mM MgCl, 1,38 ml
1 M K;HPO, 1,5 ml
Ro-LOsung 1 M Imidazol 10 ml
1 M Taurin 10 ml
10 MM DTT 25 ml
1 M K-MES 45 ml
1 M Na-MES 5 ml
ddH;O ad 500 ml
NaCl 699
KClI 350 mg
Krebs-Henseleit-Puffer MgSO, 296 mg
KH,PO, 163 mg
NaHCO; 2,19
ddH,O ad 1000 ml
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24 Herstellung der Lésungen fir die Ex-vivo-Versuche

E2-Stammldsung

Fur die Behandlung der skinned fibers wurde ein wasserldsliches B-Ostradiol
verwendet. Zur Herstellung einer 102 M E2-Stammlésung missten bei einem
Molekulargewicht von 272,38 g/mol 2,7238 mg in 1 ml ddH.O geldst werden. Es
muss allerdings bertcksichtigt werden, dass in 1 g E2 (Dextrin encapsuled) nur
4,76 % reines E2 enthalten ist, sodass fiir eine 102 M Lésung 57,14 mg des in

Dextrin eingehullten E2 in 1 ml Aqua purificata gelést wurde.

Fir die Behandlung der skinned fibers wurde eine physiologische E2-
Konzentration von 10®mol/l in R-Lésung verwendet. Dazu wurde die zuvor
hergestellte E2-Stammldsung mit einer Konzentration von 102 mol/l dreimal
nacheinander mit R-Lésung 1:100 verdinnt. Zu 990 pl R-Lésung wurden 10 ul aus
der 102 M E2-L&sung pipettiert, wodurch eine 10* M E2-Lésung entstand. Aus der
10*M E2-Lésung wurden wiederum 10 pl zur vorgelegten 990 ul R-Lésung
pipettiert. FUr die Faserpraparation wurden 3 ml Pufferlésung eingesetzt. Daftr
wurden 2970 pl R-Lésung in einem Becherglas vorgelegt und 30 pl der 10° M E2-
Lésung hinzupipettiert, sodass die gewiinschte E2-Konzentration von 10 mol/l

erreicht wurde.

25 Herstellung der Lésungen fir die In-vivo-Versuchsreihe

E2-Stammldsung

In der In-vivo-E2-Studie sollten méannlichen und weiblichen Wildtypméausen eine
einmalige intraperitoneale Injektion von E2 in physiologischer Konzentration
(2,6 ng/ 25 g Maus) verabreicht werden.

Dazu wurde zunachst eine E2-Stammldésung aus einem dextrin-ummantelten,
wasserléslichen E2 hergestellt. Es wurden 2,625 mg E2 eingewogen und in 1 ml
ddH,O geldst. Dies entspricht einer E2-Konzentration von 125 pg/ml. Diese
Lésung wurde zu 50 pl aliquotiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Am Versuchstag wurde die E2-Stammlésung 1:5 in Natriumchloridlésung (NaCl)
verdinnt. In 105 ul der verdinnten E2-Lésung ist die flr eine 25 g Maus zuvor

berechnete Dosis enthalten.
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ERB-Agonist

Far die In-vivo-Versuchsreihe standen zwei verschiedene ERpB-Agonisten,
Compound A und Compound E der Firma Karobio, zur Verfigung. Zuséatzlich
wurde eine Kontrollldsung folgender Zusammensetzung verwendet: 5 % DMSO,
40 % PEG 400, 55 % Wasser. Von beiden Agonisten sind 1,7 mg/ml in der

Kontrolllésung gelést.

Die Injektion mit Compound A sollte die gleiche Konzentration wie die verabreichte
E2-Dosis haben. Die Bindungsaffinitdt von Compound A zum ERP ist 10-fach
niedriger, als die von E2 (EC50 17p Estradiol=0,5nM, EC50 Compound
A = 5nM), daher musste die 10-fach héhere Konzentration von Compound A fir
die Injektion eingesetzt werden. (26 ug pro 25 g Maus)

Die Compound A-Lésung wurde am Versuchstag 1:10 mit NaCl verdinnt. In 1 pl
der verdinnten Lésung sind 0,17 ug des Agonisten enthalten, sodass fir eine
Dosis von 26 ug pro 25g Maus 152,9 ul Compound A-Lésung injiziert wurde. Die
Kontrollldsung wurde in gleicher Weise verdinnt wie die Compound A-L&sung und

es wurde die gleiche Dosis verabreicht.

Der zweite ERB-Agonist, Compound E, sollte ebenfalls in dieser Versuchsreihe
getestet werden. Da die Bindungsaffinitadt von Compound E zu ERB 8-fach
geringer als die von E2 ist, musste die 8-fach hdhere Konzentration von
Compound E (20,8 pg/ 25g Maus) verabreicht werden.

In analoger Weise zur Compound A-Lésung erfolgte am jeweiligen Versuchstag
auch fir die Compound E-Ldésung eine 1:10 Verdinnung mit NaCl. Die
gewlinschte Dosis von 20,8 ug pro 25g Maus war in 122,3 ul Compound E-
Lésung enthalten. Nach Umrechnung auf das tatsachliche Mausgewicht wurde

diese injiziert.

ERa-Agonist

Fir den ERa-Agonisten PPT musste zunachst eine Stammlésung hergestellt
werden. Bei einem Molekulargewicht von 395,46 g/mol wurden 3,9 mg PPT
eingewogen und in 1 ml DMSO gelést. Einer 25 g schweren Maus sollten 5,2 ug
PPT injiziert werden. 1,33 pl der PPT Stammlésung enthalten 5,2 ug PPT. Es
folgte eine 1:100 Verdinnung mit NaCl; die verdiinnte PPT-Lésung wurde bei -
20°C gelagert. Am Versuchstag wurden einer 25 g Maus 100 ul der verdinnten

PPT-L6sung injiziert.
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2.6 Herstellung der Substrate fiir die mitochondriale Sauerstoffmessung

Glutamat
L-Glutamat hat ein Molekulargewicht von 169,1 g/mol. Fir eine 1 M Ldsung
wurden 1,691 g eingewogen und in 10 ml ddH>O geldst. AnschlieBend wurde die

Glutamat-Lésung zu 1 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Malat

Bei einem Molekulargewicht von 134,09 g/mol wurden fir 10 ml einer 1 M Malat-
Lésung 1,34 g Malat eingewogen und mit ddH>O auf 10 ml aufgefiillt. Die Malat-
Lésung wurde zu 1 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Palmitoyl-Carnitin

Es wurde eine 102 M-Stock-Lésung angesetzt. Dazu wurde bei einem
Molekulargewicht von 436,1 g/mol 4,36 mg Palmitoyl-Carnitin in 1 ml ddH,O
geldst.

Mg-ADP

Bei einem Molekulargewicht von 501,3 g/mol wurden fir 2 ml einer 0,5 M ADP-
Lésung 501,3 mg ADP eingewogen und zunédchst in 1350 ul ddH.O geldst.
AnschlieBend wurden 100 ul 0,5 M MgCl,-Lésung hinzugefligt.

Dann wurde der pH-Wert mit Teststreifen ermittelt und zunéchst 350 pl KOH zu
der Lésung pipettiert. Der pH-Wert wurde mit KOH und HCI auf einen Wert von 7,1
eingestellt und die Lésung auf das Endvolumen mit ddH,O aufgefillt. Die ADP-
Lésung wurde zu 50 pl aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Rotenon

Far eine 0,5mM Rotenon-Lésung wurden bei einem Molekulargewicht von
394 g/mol 1,97 mg eingewogen und in 10 ml EtOHaps0ut gelést. Die Lagerung von
Rotenon erfolgte bei -20°C.

Succinat

Far die Herstellung einer 1M Succinat-Lésung wurden bei einem
Molekulargewicht von 270,1 g/mol 2,701 g eingewogen und zun&chst in 7 ml
ddH>O gelést. Nach Einstellen des pH-Wertes auf 7,1 mit 37 % HCI wurde die
Lésung auf 10 ml mit ddH.O aufgefillt.

Die Succinat-Lésung wurde zu je 500 pl aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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Cytochrom C

Zur Herstellung einer 0,8 mM Cytochrom-C-Lésung wurden 39 mg der Substanz
eingewogen und in 4 ml ddH>O geldst. Die Cytochrom-C-L&sung wurde aliquotiert
und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.

Azid

Azid hat ein Molekulargewicht von 65,01 g/mol. Fir die Herstellung von 5 ml einer
1 M-Lésung wurden 325 mg Azid eingewogen und anschlieBend mit ddH,O auf
5 ml aufgeflllt. Die Azid-Lésung wurde zu je 500 pl aliquotiert und bei -20°C
gelagert.

Oligomycin

Bei einem Molekulargewicht von 791 g/mol wurde fir eine 1 mM Oligomycin-
Lésung 0,791 mg der Substanz eingewogen und in 1 ml 50% igen EtOH geldst.
Die Lagerung von Oligomycin erfolgte bei -20°C.
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3. Methoden

3.1 Tierexperimentelle Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten Tierversuche erfolgten gemaB § 8
Abs. 1 des Tierschutzgesetzes nach Erteilung der Genehmigung zur Vornahme
von Versuchen an lebenden Wirbeltieren fiir das Versuchsvorhaben G0027/11, die
am 24.03.2011 vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales (LaGeso) genehmigt

wurden.

3.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Far alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden ausschlieBlich mannliche und
weibliche Wildtypmause des Stammes C57BL/6J verwendet. Die Tiere hatten
freien Zugang zu Wasser und Standardfutter (ad libitum) und wurden in Gruppen
unter spezifiziert pathogenfreiem Status (SPF) in IVC-Standardkéafigen in
klimatisierten Raumen gehalten. Die Belichtung erfolgte in einem 12-Stunden-
Tages-/Nacht-Rhythmus. Vor Versuchseinsatz wurden die Zyklusstadien der
weiblichen Tiere mittels vaginalen Abstriches bestimmt. Weibliche M&use, die sich

im Ostrus befanden, wurden von den Versuchen ausgeschlossen.

Die Tierhaltung und die Tierexperimente wurden durch das Komitee fir Tierschutz
an der Charité-Universitatsmedizin Berlin geprift und gemaB den Vorgaben
durchgeflhrt.

3.2 Studiendesign

Die Konzeption der vorliegenden Studie sah die Einteilung in zwei Teilbereiche
vor. Der erste Teil bestand aus der Ex-vivo-Versuchsreihe, in deren Rahmen
basale Geschlechterunterschiede und der Einfluss von E2 auf die mitochondriale
Atmung in isolierten kardialen Faserpraparaten untersucht werden sollte. Im
Anschluss erfolgte die In-vivo-Versuchsreihe, in der die lebenden Tiere mit E2
oder den ER-Agonisten behandelt wurden.

Die folgenden Abbildungen veranschaulichen die genaue Vorgehensweise flr
beide Teilbereiche.
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Abbildung 6:  Studiendesign der Ex-vivo-Versuchsreihe.
Nach der Organentnahme wurden die kardialen Faserpréparate hergestellt und anschlieBend mit E2 oder der

Kontrollsubstanz fir 2h, 24h oder 48h behandelt. Danach folgte die respirometrische Messung im
Oxygraphen. Dex = Dextrin = Kontrolllésung

@
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Abbildung 7:  Studiendesign der In-vivo-Versuchsreihe.
Nach einmaliger Injektion von E2 bzw. den ER-Agonisten oder der Kontrollsubstanz erfolgte nach 5h Wirkzeit
und in einer weiteren Versuchsreihe zum 24h-Zeitpunkt die Organentnahme. Im Anschluss wurden die

Faserpraparate  hergestellt

und

nach  weiterer  Aufarbeitung im

Veh = Vehicle = Kontrollldsung; OE = Organentnahme; t = Zeit

Oxyraphen

gemessen.
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3.2.1 Ex-vivo-Experimente

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick (iber die Gruppenzusammensetzung
und die Tieranzahl in der Ex-vivo-Versuchsreihe.

Tabelle 4:  Anzahl der Tiere und Gruppenzusammensetzung fiir die Ex-vivo-Experimente.

Ménnliche Tiere Weibliche Tiere
Behandlung Vehicle E2 Vehicle E2
2h 5 5 5 5
24h 5 5 5
48h 5 5 5 5

Es wurden Wildtypmause vom Stamm C57/BlI6J (Firma Harlan Winkelmann) im
Alter von 9-12 Wochen untersucht. Die skinned fibers wurden entweder mit E2
oder einer Kontrolllésung fir jeweils 2h, 24h und 48h behandelt. AnschlieBend
erfolgte die respirometrische Messung der skinned fibers mittels eines

Oxygraphen (Beschreibung der Methode unter 3.3).

3.2.2  In-vivo-Experimente

im zweiten Studienteil wurden méannlichen und weiblichen Wildtypmausen eine
einmalige physiologische Dosis E2 (2,6 ug pro 25 g Maus) intraperitoneal injiziert.
Nach einer fanf- bzw. 24-stiindigen Wirkzeit wurden die Tiere getdtet. Die Herzen
wurden entnommen und nach Herstellung der skinned fibers erfolgten die
Respirationsmessungen. Bei dieser Versuchsreihe diente Dextrin als
Kontrollsubstanz.

In weiteren Versuchsreihen sollte detailliert untersucht werden, tber welchen ER
eine Ostrogenwirkung auf die mitochondriale Respiration vermittelt wird. Zunéchst
sollte Uberprift werden, ob die mitochondrialen E2-Effekte Gber ERB vermittelt
werden. Daflr wurden mannliche und weibliche Tiere zunachst mit einem ERp-
Agonisten fir 5h behandelt. Es standen zwei verschiedene Agonisten Compound
A und Compound E zur Verfligung, die beide an finf ménnlichen und finf
weiblichen Tieren im Vergleich zur Kontrolle getestet wurden.

Eine weitere analoge Versuchsreihe wurde mit dem ERa-Agonisten PPT
durchgefihrt. Als Kontrollldésung wurde DMSO verwendet, indem das PPT der

Stammlésung zuvor geldst wurde.
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Die Tabellen 5 und 6 geben die Gruppenzusammensetzung und Anzahl der Tiere

fur die jeweiligen Untersuchungen wieder.

Tabelle 5:  Ubersicht {iber die 5h In-Vivo-Behandlungen mit E2, ERB-und ERa-Agonist.

Behandlung 5h in vivo Ménnliche Tiere Weibliche Tiere
Vehicle Dextrin 6 6
E2 6 6
Vehicle ERB/ ERa Agonist 5 5
ERB-Agonist Compound A 5 5
ERB-Agonist Compound E 5 5
ERa-Agonist PPT 5 5

Um eine Vergleichbarkeit zur E2-Studie zu gewahrleisten, wurde auch fir die
jeweiligen ER-Agonisten ein Behandlungszeitraum von 24h gewahlt (Tabelle 6).

Tabelle 6:  Ubersicht iiber die 24h In-Vivo-Behandlungen mit E2, ERB-und ERa-Agonist.

Behandlung 24h in vivo Ménnliche Tiere Weibliche Tiere
Vehicle Dextrin 6 6
E2 6 6
Vehicle ERB und ERa Agonist 5 5
ERpB-Agonist Compound A 5 5
ERa-Agonist PPT 5 5

3.3 Faserpraparatherstellung — Skinned-fiber-Technik

Far die Untersuchung von mitochondrialen Respirationsparametern im kardialen
Gewebe wird das erstmalig von Veksler beschriebene Verfahren zur Herstellung
von skinned fibers als Alternative zu der sehr aufwendigen Mitochondrienisolation

verwendet.>*

Die Skinned-fiber-Technik beruht auf einer mechanischen und chemischen
Permeabilisierung der Muskelfasen. Dabei werden die Muskelfasern zuerst
mithilfe von feinen Kanllen vorsichtig aufgefasert und anschlieBend in einer
Pufferldsung mit Saponin behandelt. Aufgrund der sehr hohen Bindungsaffinitat
von Saponin zu Cholesterol wird die sehr cholesterolreiche Zellmembran der
Muskelfasern permeabilisiert, wohingegen die Zellmembranen der Mitochondrien

und anderer Zellorganellen intakt bleiben.>®
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Wie in Abbildung 8 gezeigt, werden durch die Porenbildung in der Zellmembran
das Zytosol und die darin gelésten Metabolite und Enzyme ausgewaschen,
sodass sich der Intrazellularraum mit dem extrazellularen Inkubationsmedium
equilibriert. Daher kénnen die funktionell intakt gebliebenen Mitochondrien schnell
auf Konzentrationsédnderungen von lonen, Adenin-Nukleotiden, Substraten und
Inhibitoren reagieren.

Pore formation

a R b
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Plasma membrane

Sarcoplasmic reticulum ‘ Cholesterol
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Myosin |:| Extracelluar medium

Actin l:l Cytosol

Abbildung 8: Prinzip der selektiven Plasmamembran-Permeabilisation.>®
a) Muskelzelle vor und b) nach Saponin-Behandlung.

3.3.1  Herstellung der skinned fibers

Nach fachgerechter Tétung der Mause wurden die Herzen enthommen und mit
einem speziellen Inkubationsmedium, dem zuvor oxygenierten Krebs-Henseleit-
Puffer, gespllt. AnschlieBend wurde das Herzgewicht bestimmt. Danach wurden
die Vorhéfe und der rechte Ventrikel entfernt, sodass die weiteren
Praparationsschritte an linkem Ventrikel und Septum erfolgten (Abbildung 9).
Zusatzlich wurden die Musculi solei prapariert.
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Abbildung 9:  Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte bei der Faserung am Beispiel des Musculus
solei aus Ratte.”

a) isolierter gesamter Muskel in einer Petrischale auf Eis; b) einzelne Muskelfaserstreifen in S-Lésung, Fett

und Bindegewebe wurden entfernt; c) aufgefaserte Muskelfaserbiindel, die mit Saponin permeabilisiert

wurden.

Linker Ventrikel und beide Skelettmuskeln wurden in eine Petrischale mit
saponinhaltiger Pufferldsung (S-Lésung) Uberflhrt, in der die weitere Préaparation
auf Eis erfolgte. Zur besseren Faserung wurde der linke Ventrikel in zwei gleich
groBe Stlicke geschnitten.

Nach Entfernung des Myokards wurde das Endokard zerfasert. Dabei wurden
zwei Injektionsnadeln verwendet, wobei mit einer das Gewebe fixiert und mit der
anderen vorsichtig dartibergestrichen wurde. Das Fasern sollte nicht langer als 20
Minuten dauern, da anderenfalls die Faserpraparate ischamisch werden kénnten.

3.3.2  Aufarbeitung der skinned fibers

Die Fasern wurden in ein Becherglas mit S-Lésung tberfihrt und darin 30 Minuten
im Kihlraum bei 4°C auf dem Magnetrihrer (Umdrehungsgeschwindigkeit
250 U/min)  saponiert. Nach der Saponinbehandlung erfolgten zwei
Waschvorgange von jeweils 10 Minuten Dauer mit je 3 ml R-Lésung.

3.3.3 Aufbau des Oxygraphen

Die mitochondriale Atmung in den Herz-und Skelettmuskelfasern wurde durch die
Messung des Sauerstoffverbrauchs mithilfe eines Oxygraphen der Firma
Hansatech-Instruments untersucht (Abbildung 10).



Methoden 25

Abbildung 10:  Oxygraph-Messeinheit mit Messkammer und eingesetzter Clark-Typ-Elektrode
(Hansatech-Instruments).

Der Oxygraph besteht aus zwei separaten Messkammern, die durch ein
Schlauchsystem mit einem Wasserbad in Verbindung stehen, sodass die
Messungen bei konstanter Temperatur von 25°C durchgefihrt wurden. Die
Messkammern enthalten jeweils eine Sauerstoff-Elektrode vom Clark-Typ, die aus
einer Platin-Kathode und einer Silber-Anode besteht. Die Elektroden sind von
einer 17,5 %igen KCI-Lésung umgeben und mit einer PTFE (Teflon)-Membran
bedeckt, die flr Sauerstoff durchlassig ist. Unter der Membran befindet sich zur
gleichmaBigen Verteilung der Elektrolytiésung zwischen Anode und Kathode ein

Stiick Zellulosepapier.®®

In Abbildung 11 sind die an den Elekiroden ablaufenden Reaktionen dargestellt.
Bei einer Spannung von 700 mV wird der durch die Membran diffundierte
Sauerstoff an der Platin-Kathode zu OH" reduziert. Der gemessene Stromfluss ist
direkt proportional zur Sauerstoffkonzentration in der Messprobe.

C‘:

Membrane l’ 1’

Cathode (Pl See— Teesee.,
Oy +2H O+le—~H OIHDH'
;sz'Ze-*?_DH

CTe——

S=—FKCI bridge
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=+ ~—de” -';-:-t-:— Aq {@node)
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dAq 4|14 AqC|

Abbildung 11: Darstellung der Reaktionen an der Clark-Elektrode.*®

Der in der Messkammer enthaltene Sauerstoff diffundiert durch die Membran und wird an der Platin-Kathode
zu OH  reduziert. Somit flieBt ein Strom zwischen den Elektroden, die durch die KCI-Lésung miteinander in
Verbindung stehen. An der Silber-Anode wird Silber oxidiert und Silberchlorid lagert sich an der Anode ab. Der
gemessene Stromfluss ist proportional zum Sauerstoffverbrauch an der Kathode.
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Durch gleichmaBiges elektromagnetisches Ruhren wird die Probe optimal
durchmischt, sodass eine Sauerstoffverarmung an der Platin-Kathode verhindert

wird.>®

Die Software Oxygraph Plus der Firma Hansatech Instruments zeichnet die
Signale der Clark-Elektrode auf und zeigt den Sauerstoffverbrauch in nmol/ ml pro

Minute an.

3.3.4 Vorbereitung der Elektroden

Nach Anschalten des Wasserbades wurden die Elektroden zuné&chst visuell auf
Sauberkeit Gberprift. AnschlieBend wurden einige Tropfen einer 17,5 %igen KCL-
Lésung auf die Platin-Kathode und die Silber-Anode gegeben. Fir die beiden
Elektroden wurden jeweils ein Stlick Zellulosepapier der Gr6Be 1 x 1 cm und ein
Stiuck PTFE-Teflonmembran von 1,5x1,5cm GréBe zurecht geschnitten. Das
Stick Papier wurde unter der Membran auf der Kathode platziert und
anschlieBend mit einem Gummiring befestigt. Die membranbespannten
Elektroden wurden in die Messkammern eingesetzt, sodass die Elektroden den
Boden des ReaktionsgeféBes bildeten. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml steriles
H>O in die beiden Messkammern pipettiert.

3.3.5 Kalibrierung der Elektroden

Die Kalibrierung erfolgte immer am Tag der Messung mit dem aktuellen Luftdruck
und in 1 ml H2O, da die Messung auch in 1 ml KCI- Puffer durchgefiihrt wurde.
Somit handelt es sich um eine Kalibrierung in flissiger Phase. Die Eichung der
Elektroden wurde nach einer Zwei-Punkt-Kalibrierung durch Messung der
Sauerstoffkonzentration in der bellfteten, H,O enthaltenden Messkammer und
nach Zugabe von Dithionit (NaxS204) durchgefihrt. Als starkes Reduktionsmittel
verbraucht Dithionit den gesamten Sauerstoff in der Messkammer, sodass die
Sauerstoffmessung nach  Reduktion dem  Nullwert entspricht. Nach
abgeschlossener Kalibrierung wird flr die Messkammer ein Kalibrierungsfaktor

angezeigt, welcher der gesamten Messung zugrunde liegt.

3.3.6  Durchfiihrung der respirometrischen Messung

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs der skinned fibers wurde im Oxygraphen
in 1 ml KCI-Respirationspuffer unter elektromagnetischem Ruhren durchgeflhrt.

Nach Zugabe der KCI-Lésung in die Messkammern steigt die



Methoden 27

Sauerstoffkonzentration kurzzeitig auf Gber 300nM an. Danach normalisiert sich
der Sauerstoffgehalt in den Messkammern wieder auf den Umgebungsdruck,
sodass mit der Messung der unbehandelten Herz-und Muskelfasern begonnen
werden konnte. Dazu wurde der aufgefaserte linke Ventrikel in gleich groBe
Stlicke von ca. 3-5mg Feuchtgewicht separiert. Jeweils ein Herzmuskelstlick
wurde in die Messkammer gegeben; anschlieBend wurden diese mit einem
Stopfen luftdicht verschlossen. Die Stopfen enthalten im Inneren eine Kapillare,
durch die mit Hilfe von Hamiltonspritzen Substrate in die Kammern verabreicht

wurden.

Zunachst wurde die basale Atmung der skinned fibers in Gegenwart der Substrate
Glutamat und Malat aufgezeichnet (Abbildung 12). Glutamat und Malat sind
wichtige Substrate der OxPhos, da sie durch die Bildung von NADH Uber den
Komplex | in die Atmungskette eintreten. AnschlieBend wurde die mitochondriale
Atmung durch die Zugabe von jeweils 4 ul ADP (0,5 mM) (2mM geséttigte Lésung)
in die Messkammern maximal stimuliert. Diese gemessene maximale
Respirationsrate bei Vorhandensein von ausreichend ADP, Sauerstoff und
Substraten wird als State-3-Atmung bezeichnet.

Nachfolgend wurden 10 pul Rotenon in die Messkammern appliziert, welches
selektiv den Komplex | der Atmungskette inhibiert. Danach konnte mit der Zugabe
von 10 pl Succinat die Respirationsrate des Komplexes Il aufgezeichnet werden.
Zur Uberpriifung der &uBeren Mitochondrienmembran und deren Kopplung
wurden nach zwei Minuten 10yl Cyt C pro Kammer injiziert. Cyt C ist ein
peripheres Protein der inneren Mitochondrienmembran. Bei intakter &uBerer
Mitochondrienmembran &ndert sich die Respirationsrate nach Zugabe von Cyt C
nicht, wohingegen bei Membranschdden das endogene CytC aus dem
Intermembranraum freigesetzt wird und die Atmung verringert. Das exogene Cyt C

kann dann zu einem Anstieg der Respirationsrate fuhren.
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Abbildung 12: Aufzeichnung einer typischen Oxygraphmessung fiir kardiale skinned fibers aus
gesundem Mausgewebe.

Der Kurvenverlauf zeigt die Veranderung der Sauerstoffkonzentration (Y-Achse) Uber die Zeit (X-Achse) an. In
der Auswertung der Messung werden die Respirationsraten fir die unterschiedlichen Atmungszusténde als
erste Ableitung dieser Funktion bestimmt. Zunachst wird die basale Atmung der skinned fibers in Gegenwart
der Substrate Glutamat und Malat aufgezeichnet. Nach Zugabe von ADP in die Messkammer steigt der
Sauerstoffverbrauch stark an, die maximale Atmungsrate betragt hier 28,55 nmol/ml/min (State-3-Atmung).
Rotenon hemmt den Komplex |, sodass der Sauerstoffverbrauch auf 7,89 nmol/ml/min absinkt. Die Succinat-
Atmung erreicht eine maximale Respirationsrate von 17,88 nmol/ml/min. Danach erfolgt der Cyt C-Test: die
Respirationsrate steigt nach Cyt C nicht an. Zum Schluss wird Oligomycin in die Messkammer injiziiert und die
Respirationsrate sinkt auf 3,285 nmol/ml/min (State-4-Atmung).

Nach dem Cyt C-Test kann die Entkoppelung der OxPhos durch die Zugabe von
jeweils 7,5 ul Azid erfolgen, das Cyt C und Komplex IV der Atmungskette hemmt.
Die Azid-lonen blockieren das aktive Zentrum der Cytochrom-C-Oxidase
irreversibel, sodass keine Sauerstoffbindung mehr mdglich ist. So kommt es
letztendlich zur Akkumulation von Elektronen, wodurch alle Komponenten der

OxPhos-Kette reduziert werden und somit ihre Funktion verlieren.

Mit der Applikation von jeweils 3 pl Oligomycin in die Messkammern wird die F1/Fo-
ATP-Synthase blockiert und somit die State-4-Atmung erreicht, die die Respiration
unter Abwesenheit von ADP beschreibt. Die mitochondriale Atmung muisste
eigentlich zum Stillstand kommen. Es werden zwar sehr niedrige Atmungsraten
registriert, jedoch wird nie der Nullwert erreicht, da noch eine sogenannte

Leakatmung existiert. Diese beruht auf der Tatsache, dass auch wahrend der
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Abwesenheit von ADP ein Protonenfluss Uber die innere Mitochondrienmembran

in den Matrixraum existiert.®’

3.3.7 Respiratorischer Kontrollindex (RCI)

Der respiratorische Kontrollindex wird als Quotient aus der State-3-Atmung und

der State-4-Atmung berechnet:

State—3—-Atmun
RCI = g

- State—4—Atmung

RCI ist ein MaB fir die Kopplung von Atmungskette und OxPhos in den
Mitochondrien und erlaubt Ruckschlisse auf die Funktionsfahigkeit der
untersuchten Mitochondrien. Durch Schaden an der inneren
Mitochondrienmembran wird der Ruckfluss von Protonen in den Matrixraum
erm@glicht, was zur Substratoxidation ohne ATP-Synthese flhrt. Daraus resultiert
eine erhdhte State-4-Atmung und ein kleiner RCI. Je geringer der Zahlenwert ist,
desto starker sind die Mitochondrien geschadigt. Der RCI sollte fur kardiale
skinned fibers aus Wildtypmausen bei 7-9 liegen.>®

3.3.8  Substrat und Inhibierungsversuche

Neben der respirometrischen Messung mit den oben beschriebenen Substraten
kénnen mithilfe von Substrat- und Inhibierungsversuchen die einzelnen Komplexe

der OxPhos néher untersucht werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Substrat- und Inhibierungsstudien.®

Abbildung a) zeigt den schematischen Aufbau der mitochondrialen Atmungskette sowie die Substrate und
Inhibitoren der einzelnen Komplexe: Glu/Mal = Glutamat und Malat Substrate fir Komplex |, Rot = Rotenon,
hemmt Komplex I. Succ = Succinat Substrat fir Komplex I, Ant A = Antimycin A hemmt Komplex lII.
TMPD/Asc = TMPD und Ascorbat Substrate fiir Komplex IV, ADP Substrat von Komplex V.

Abbildung b) gibt eine Oxygraphmessung von permeabilisierten Zellen mit durchgefiihrten Substrat-und
Inhibierungsstudien wieder. Die graue Kurve stellt die Sauerstoffkonzentration dar, die rote Kurve zeigt die
Respirationsrate. Die blauen Pfeile kennzeichnen die Zugabe der Substrate und Hemmstoffe.

So kann zum Beispiel mit der Zugabe von Rotenon oder Amytal selektiv der
Komplex | der Atmungskette inhibiert werden, sodass keine Elektronen mehr von

Komplex | auf Ubichinon Ubertragen werden kénnen.

Danach wurde Succinat in die Messkammern appliziert, um Komplex Il der
Atmungskette zu stimulieren und somit die Atmungsrate nur fir diesen Komplex
zu bestimmen. Des Weiteren konnte mit der Zugabe von Antimycin der Komplex
I gehemmt und anschlieBend mit TMPD und Ascorbat Komplex IV der
Atmungskette aktiviert werden. Die Hemmung des Komplexes IV erfolgte mit Azid.
Zum Schluss wurde Oligomycin in die Messkammern gegeben, um die State-4-

Atmung zu erhalten.
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34 Statistik

Die statistische Auswertung der Respirationsmessungen erfolgte mit dem
Statistikprogramm SPSS fir Windows. Fir die basalen Respirationsmessungen
wurden die Mittelwerte der State-3-Atmung, der State-4 Atmung und des RCI
zwischen der mannlichen und der weiblichen Versuchsgruppe bzw. zwischen der
Glutamat/Malat und der Palmitoyl-Carnitin-Gruppe mit einem unabhangigen t-Test
verglichen.

Auch in der Ex-vivo-Versuchsreihe wurde mit den Mittelwerten der
Respirationsraten und des RCI aus der E2-Gruppe und der Kontrollgruppe far die
verschiedenen Messzeitpunkte ein unabhangiger t-Test durchgefihrt. Bei den t-
Tests wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant gewertet.

Bei den In-vivo-Versuchen ergaben sich vier Versuchsgruppen: die méannlichen
und weiblichen Kontrolltiere und die mannlichen und weiblichen behandelten
Tiere. Die Mittelwerte der State-3-Atmung, der State-4-Atmung und des RCI der
vier Gruppen wurden jeweils mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (einfaktorielle
ANOVA) untersucht. Als Post-hoc-Analyse wurde ein  Tukey-B-Test
angeschlossen. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.

Die grafische Darstellung aller Ergebnisse erfolgte in  Form von
Saulendiagrammen, in denen die Mittelwerte der Atmungsraten und des RCI mit
der Standardabweichung abgebildet sind (MW= SD).
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4. Ergebnisse

4.1 Basale mitochondriale Respiration

4.1.1 Die basale mitochondriale Respiration mit den Substraten Glutamat/
Malat zeigt keine geschlechtsspezifischen Unterschiede

In der ersten Versuchsreihe wurden die basalen Respirationsraten fir

unbehandelte mannliche und weibliche Wildtypmause verglichen.

Als Substrate fir die mitochondriale Atmung wurden Glutamat und Malat
verwendet, die sowohl in der R-Lésung als auch in der KCI-L6sung enthalten

waren.

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte nach Zugabe von ADP, Cyt C und
Oligomycin. Die Respirationsraten wurden in Anwesenheit von ADP (State-3-
Atmung) und in Abwesenheit von ADP (State-4-Atmung) bestimmt und auf das
Trockengewicht (TG) der skinned fibers bezogen. Zusatzlich wurde der RCI
berechnet.

Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der basalen Respirationsmessungen flr die

mannlichen und weiblichen Tiere.

O 40,00 -

o I

£

= 30,00 -

£

lE“" 20,00 - State 3 MW
= m State 4 MW
Q

E 20,00 - W RCI W
£ ‘ ﬂ

~ ;|

S5 000 y "

Abbildung 14: Darstellung der basalen mitochondrialen Respiration in unbehandelten méannlichen
und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n = 5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz P

< 0,05 an.

Die Respirationsraten der State-3- sowie der State-4-Atmung und der RCI in
mannlichen und weiblichen Tieren wurden vergleichend gegenlbergestellt.

Es konnten keine Geschlechterunterschiede im Sauerstoffverbrauch (State-3-und

State-4-Atmung) in unbehandelten Wildtypmausen festgestellt werden. Die State-
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3-Respirationsraten lagen in den weiblichen Faserpéparaten im Mittel bei 28 nmol
O./ mg TG und in den mannlichen Faserpaparaten bei 35 nmol O,/ mg TG. Diese
Werte entsprechen den aus der Literatur bekannten Respirationsraten fir linke
Ventrikel aus Mauseherzen.>

Der RCI unterschied sich ebenfalls nicht zwischen mannlichen und weiblichen
Tieren. Dieser lag in beiden Geschlechtern bei 7, sodass von gut gekoppelten

Mitochondrien auszugehen war.>

4.1.2 Die basale mitochondriale Respiration mit der Fettsaure Palmitoyl-
Carnitin zeigt keine Geschlechterunterschiede

Die Messung der basalen Respiration wurde auch fir die Fettsaure Palmitoyl-
Carnitin als Substrat der mitochondrialen Atmung durchgefihrt.

In vier mannlichen und weiblichen Wildtypmausen wurden die Respirationsraten
mit Glutamat/Malat mit denen von Palmitoyl-Carnitin verglichen. Eine
Messkammer enthielt die KCI-Lésung mit Glutamat/Malat, die andere mit
Palmitoyl-Carnitin-LOsung, sodass jeweils ein direkter Vergleich beider Substrate
pro Mausherz méglich war (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Darstellung der mitochondrialen Respiration mit den Substraten Glutamat/Malat im
Vergleich zu Palmitoyl-Carnitin in mannlichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3-, State-4- und der Succinat-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg

Trockengewicht angegeben. TG = Trockengewicht; n = 4 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz P < 0,05 an.

Abbildung 15 zeigt, dass der Sauerstoffverbrauch der State-3-Atmung mit den
Substraten Glutamat und Malat mit 35 nmol O/ mg TG im Mittel signifikant héhere
Werte erreichte als mit Palmitoyl-Carnitin mit einem Mittel von 22 nmol O,/ mg TG.
Die State-4-Atmung unterschied sich in beiden Gruppen nicht signifikant.
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Durch die Zugabe von Rotenon wurde bei dieser Versuchsreihe selektiv der
Komplex | der Atmungskette inhibiert und durch die Applikation von Succinat der
Komplex Il stimuliert. So konnten die Respirationsraten nur fiir die Succinat-
Atmung bestimmt werden, die sich zwischen den Substraten nicht unterschieden.

Der RCI war fir die basale Respiration mit Glutamat/Malat in der Tendenz héher
als der RCI der Palmitoyl-Carnitin-Atmung.

Bei den weiblichen Tieren wurden &hnliche Ergebnisse generiert (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Darstellung der mitochondrialen Respiration mit den Substraten Glutamat/Malat im
Vergleich zu Palmitoyl-Carnitin in weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3-, State-4- und der Succinat-Atmung wird in  nmol/ml/min/ mg

Trockengewicht angegeben. TG = Trockengewicht; n = 4 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz P < 0,05 an.

Wie aus Abbildung 16 deutlich wird, war auch in den weiblichen Tieren die
Respirationsrate der State-3-Atmung fir die Substrate Glutamat/Malat signifikant
héher im Vergleich zu der von Palmitoyl-Carnitin. Die State-4- und die Succinat-
Atmung waren in beiden Gruppen gleich. Auch bei den weiblichen Tieren zeigte
der RCI der Glutamat/Malat-Atmung in der Tendenz héhere Werte als der RCI mit
Palmitoyl-Carnitin; dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Zusammenfassend konnte kein Geschlechterunterschied in der Substratpraferenz
fur die basale mitochondriale Atmung festgestellt werden.

4.2 Ex-vivo Versuche

4.2.1  Die E2-Langzeitbehandlung der skinned fibers flir 24h und 48h erhalt
die mitochondriale Respiration

Die Ex-vivo-Stimulationsversuche mit E2 erfolgten fur finf méannliche und finf

weibliche Tiere an je drei unterschiedlichen Messzeitpunkten im Abstand von 2h,
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24 und 48h nach der Behandlung. Nach der jeweiligen Behandlungszeit wurden
die mit E2 behandelten skinned fibers parallel zu den mit Dextrin behandelten

Fasern im Oxygraphen gemessen.

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse fur die zweistindige E2-Behandlung der
skinned fibers dargestellt. Die Messwerte flr die skinned fibers aus mannlichen
und weiblichen Tieren wurden in einem Diagramm zusammengefasst, da keine

signifikanten Geschlechterunterschiede festgestellt wurden.
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Abbildung 17: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 2h E2-Behandlung ex vivo der
kardialen skinned fibers im Vergleich zu den dextrinbehandelten Kontrollen in
maéannlichen und weiblichen Tieren.

Die Messwerte fir die mannlichen und weiblichen Tiere sind zusammengefasst. M = Mannchen;

W = Weibchen; Dex = Dextrin; E2 = 17B-Ostradiol; TG = Trockengewicht; n=5 Tiere pro Gruppe;*gibt

Signifikanz P < 0,05 an.

Nach einer zweistiindigen E2-Behandlung der kardialen skinned fibers zeigte sich
kein Unterschied in der State-3-Atmung und dem RCI. Analog zur Darstellung der
Ergebnisse fir die zweistiindige E2-Behandlung sind die Werte flr die 24-stiindige
E2-Behandlung der kardialen skinned fibers aus mannlichen und weiblichen Tiere
in Abbildung 18 zusammengefasst.
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Abbildung 18: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 24h E2-Behandlung ex vivo der
kardialen skinned fibers im Vergleich zu den dextrinbehandelten Kontrollen in
maénnlichen und weiblichen Tieren.

Die Messwerte flr die mannlichen und weiblichen Tiere sind in dem Diagramm zusammengefasst.

M = Mannchen; W = Weibchen; Dex = Dextrin; E2 = 17p-Ostradiol; TG = Trockengewicht n =5 Tiere pro

Gruppe;*gibt Signifikanz P < 0,05 an.

Die 24h-Behandlung fihrte in beiden Geschlechtern zu einer signifikant héheren
State-3-Respiration in den E2-behandelten Fasern im Vergleich zu den mit Dextrin
behandelten Kontrollen. Der Mittelwert der State-3-Atmung von den 24h E2-
behandelten Fasern aus méannlichen und weiblichen linken Ventrikeln lag bei 36
nmol Oo/ mg TG, die dextrinbehandelten Fasern zeigten Respirationsraten von 27
nmol O mg TG. Der RCI unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht

signifikant.

Wie Abbildung 19 verdeutlicht, konnte auch nach 48h ein E2-Effekt auf die
OxPhos in kardialen Mitochondrien gezeigt werden, der sich in beiden
Geschlechtern gleich darstellte (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 48h E2-Behandlung ex vivo der
kardialen skinned fibers im Vergleich zu den dextrinbehandelten Kontrollen in
mannlichen und weiblichen Tieren.

Die Messwerte fir die mannlichen und weiblichen Tiere sind zusammengefasst.

M = Mannchen; W = Weibchen; Dex = Dextrin; E2 = 17B-Ostradiol; TG = Trockengewicht; n=5 Tiere pro

Gruppe;*gibt Signifikanz P < 0,05 an.

Nach der Langzeitbehandlung der skinned fibers fir 48h in R-Lésung konnten flr
die State-3-Atmung Respirationsraten zwischen 20 und 30 nmol O,/ mg TG
erreicht werden. Dabei wurde, wie nach 24h, ein signifikanter Unterschied im
Sauerstoffverbrauch wahrend der State-3-Atmung zwischen den mit E2 und
Dextrin behandelten Fasern gemessen. Die State-3-Atmung der mit E2
behandelten skinned fibers lag im Mittel bei 30 nmol O,/ mg TG, die der Kontrollen
bei 22 nmol O,/ mg TG. Somit lagen die Respirationsraten der Kontrollen nach
48h deutlich unter den Werten der basalen Messung zum Zeitpunkt Oh. Die
Behandlung der skinned fibers mit E2 konnte dagegen die State-3-Atmung nach
48h auf dem Ausgangsniveau erhalten. Fir den RCI ergaben sich in beiden
Gruppen geringere Werte im Vergleich zu friiheren Untersuchungszeitpunkten.
Dieser lag in der E2-Gruppe bei 6 und damit in der Tendenz héher als der RCI der
Kontrollgruppe.

Die E2-Stimulation ex vivo wurde ebenfalls in Skelettmuskelfasern aus Musculi
solei der mannlichen und weiblichen Tiere durchgeflihrt. Die respirometrischen
Messungen erfolgten mit unbehandelten Skelettmuskelfasern und nach 24h-
Behandlung der Fasern mit E2 oder Dextrin.

Die Ergebnisse der basalen Respirationsmessungen von unbehandelten
Skelettmuskelfasern sind Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Darstellung der basalen mitochondrialen Respiration in Skelettmuskelfasern aus
unbehandelten méannlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n =5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05 an.

Die Respirationsraten und der RCI sind fir mannliche und weibliche Tiere im
Vergleich gegenlbergestellt. In unbehandelten Skelettmuskelfasern wurden,
aquivalent zu den unbehandelten kardialen skinned fibers, keine
Geschlechterunterschiede in der State-3-Atmung und im RCI festgestellt. Die
State-3-Atmung ist im Skelettmuskelgewebe generell geringer als im linken
Ventrikel und lag in dieser Messreihe fir mannliche und weibliche Tiere im Mittel
bei 20 nmol O,/ mg TG.

Die Ergebnisse der 24h E2-Stimulation der Skelettmuskelfasern sind in Abbildung
21 dargestellt.
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Abbildung 21: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 24h Ex-vivo-E2-Behandlung der
Skelettmuskelfasern im Vergleich zu den dextrinbehandelten Kontrollen in
maéannlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n =5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05 an.

Die Respirationsraten und der RCI in den E2 behandelten Skelettmuskelfasern
sind fir beide Geschlechter im Vergleich zu den dextrin-behandelten Fasern
dargestellt. Sowohl in den mannlichen als auch in den weiblichen Tieren flihrte die
24-stindige E2-Behandlung zu einer signifikant erhéhten State-3-Atmung. Der E2-
Effekt war in den Muskelfasern der weiblichen Tiere starker ausgepragt; hier
wurden signifikant h6here Respirationsraten im Vergleich zu den E2-behandelten

skinned fibers aus den mannlichen Tieren erreicht.

Die State-3-Respiration der mit E2 stimulierten Fasern lag fur die weiblichen Tiere
bei 28 nmol O,/ mg TG und fur die mannlichen bei 24 nmol O,/ mg TG.

Insgesamt wurde in der Ex-vivo-E2-Studie deutlich, dass E2 die Kapazitat der
OxPhos in Mitochondrien aus Herz- und Skelettmuskelgewebe nach 24h und 48h

Behandlungszeit aufrechterhalten kann.

4.3 E2-Behandlung in vivo

4.3.1 Die E2-Behandlung in vivo steigert die mitochondriale Respiration in
beiden Geschlechtern

Auf Basis der Ergebnisse aus den Ex-vivo-Versuchen wurden flr die In-vivo-
Stimulationsversuche mit E2 Behandlungszeitrdume von 5 und 24h gewahlt. In
Abbildung 22 sind die Ergebnisse der E2-Stimulation nach 5h dargestellt.
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Abbildung 22: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 5h E2-Behandlung in vivoim
Vergleich zu den mit Dextrin behandelten Kontrollen in ménnlichen und weiblichen
Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n = 6 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05 an.

State-3-, State-4-Atmung und RCI der mannlichen und weiblichen mit E2
behandelten Tiere wurden den dazugehdérigen Kontrolltieren gegentbergestellt. In
den mannlichen Tieren zeigte sich ein Effekt des E2 auf die mitochondriale
Respiration. Fur die State-3-Atmung wurde im Mittel bei den behandelten Tieren
O2-Werte von 39 nmol/ mg TG und bei den Kontrollen von 33 nmol Oz mg TG

gemessen. Dieser Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.

In den weiblichen Tieren fuhrte die E2-Behandlung nach 5h zu einer signifikant
erhéhten State-3-Respiration. Der Mittelwert der State-3-Atmung in der E2-Gruppe
lag bei 37 nmol O/ mg TG und in der Kontrollgruppe bei 31 nmol O/ mg TG. Im

RCI zeigte sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen.

Im Vergleich dazu wurde nach 24h E2-Behandlung in beiden Geschlechtern eine
signifikant erhéhte State-3-Atmung gegeniber den Kontrollen gemessen
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 24h E2-Behandlung in vivo im
Vergleich zu den mit Dextrin behandelten Kontrollen in ménnlichen und weiblichen
Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State 3-und State-4-Atmung wird in  nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n = 6 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05 an.

Im Gegensatz zur Stimulation nach 5h war der Unterschied in der State-3-Atmung
zwischen E2- und Kontrollgruppe in den méannlichen Tieren starker ausgepragt.
Dabei lag der maximale Sauerstoffverbrauch wie schon nach der 5h-Behandlung
bei 39 nmol O,/ mg TG, ohne E2 sank die State-3-Respiration auf 30 nmol Oy/ mg
TG.

In den weiblichen Tieren konnten nach 24h E2-Behandlung nicht die
Respirationsraten der 5h-Stimulation erreicht werden. Der Mittelwert der State-3-
Atmung lag nur bei 30 nmol O,/ mg TG, war aber im Vergleich zu den
Kontrolltieren signifikant héher. In beiden Geschlechtern ergaben sich fir den RCI
in den mit E2 behandelten Tieren in der Tendenz héhere Werte im Vergleich zu

den Kontrollen.

Im Rahmen der respirometrischen Messungen der In-vivo-Versuchsreihe wurde
gezielt der Komplex Il durch die Zugabe von Succinat stimuliert. Dabei wurde kein
Einfluss von E2 auf den Sauerstoffverbrauch der Succinat-Atmung festgestellt.

Die respirometrischen Messungen wurden auch fir Skelettmuskelgewebe
durchgefuhrt. Dabei konnten weder nach 5h noch nach 24h E2-Effekte auf die

State-3-Atmung eruiert werden.

In der In-vivo-E2-Studie wurde deutlich, dass E2 bereits nach 5h die
mitochondriale Atmung der kardialen skinned fibers in beiden Geschlechtern
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steigern kann. Dieser E2-Effekt war nach 24h in den mannlichen Tieren starker
ausgepragt.

Mit den folgenden In-vivo-Studien sollte die Rolle der ER in der Vermittlung der

E2-Effekte auf die Atmungskette néher untersucht werden.

4.3.2 Die In-vivo-Behandlung mit einem ERB-Agonisten steigert in beiden
Geschlechtern die mitochondriale Respiration

Zunachst erfolgte mit den beiden verfigbaren ERB-Agonisten Compound A und
Compound E eine 5h-Behandlung von jeweils finf mannlichen und finf weiblichen

Tieren.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, fihrten beide Substanzen zu den gleichen
Ergebnissen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 5h In-vivo-Behandlung mit

Compound A (links) und Compound E (rechts) in ménnlichen und weiblichen Tieren.
Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht
angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n =5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz
P <0,05 an.

Die In-vivo-Behandlung mit Compound A und Compound E flhrte in gleicher
Weise zu signifikant erhdhten State-3-Respirationsraten in beiden Geschlechtern.
In den mannlichen mit ERB-Agonist behandelten Tieren stieg der
Sauerstoffverbrauch der State-3-Atmung auf 49 nmol Oy mg TG, in den
weiblichen Tieren auf 46 nmol Oy mg TG an. Im RCI zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den mit ERB-Agonist behandelten Tieren und den
Kontrollgruppen.

Im Vergleich zur E2-Behandlung nach 5h wurden mit dem selektiven ER-
Agonisten hoéhere State-3-Respirationsraten in beiden Geschlechtern erreicht.
Bereits nach 5h Behandlung mit Compound A oder Compound E konnte in den
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mannlichen Tieren im Gegensatz zur E2-Versuchsreihe ein signifikanter
Unterschied in der State-3-Atmung festgestellt werden, der im Vergleich zu den

weiblichen Tieren starker ausgepragt war.

Da beide Substanzen nach 5h die gleiche Wirksamkeit zeigten, wurde die 24h
ERB-Agonist-Versuchsreihe nur mit Compound A durchgefliihrt. Die Ergebnisse
der mitochondrialen Respiration nach 24h ERB-Agonist-Behandlung sind in
Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 24h In-vivo-Behandlung mit
Compound A in mannlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. Méannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n=5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05an.

Ebenso wie nach 5h steigerte der ERB-Agonist auch nach 24h die State-3-Atmung
in beiden Geschlechtern signifikant. Im Gegensatz zur 5h-Stimulation zeigten die
weiblichen Tiere hdhere Werte fir die State-3-Atmung (50 nmol O,/ mg TG) als die
mannlichen Tiere (44 nmol Oo/ mg TG).

Auch far den 24h-Vergleich wurde deutlich, dass die Behandlung mit einem ERp-
Agonisten den gleichen Effekt ausweist wie eine E2-Stimulation. Dabei wurden in
den mit ERB-Agonist behandelten Tieren hdhere State-3-Respirationsraten
gemessen als in den mit E2 behandelten Tieren.

In der Versuchsreihe mit dem ERB-Agonisten wurden die respirometrischen
Messungen auch flr Skelettmuskelgewebe durchgefiihrt. Nach der 5h-
Behandlung mit Compound A oder Compound E konnten keine Unterschiede in
der State-3-Atmung festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich nach 24h
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auch im Skelettmuskel ein signifikanter Unterschied in der mitochondrialen
Respiration (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Darstellung der mitochondrialen Respiration in Skelettmuskelfasern nach 24h In-vivo-
Compound-A-Behandlung von méannlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n =5 Tiere pro Gruppe; *gibt Signifikanz

P <0,05 an.

In méannlichen und weiblichen mit Compound A behandelten Tieren stieg die
State-3-Atmung der Skelettmuskelfasern in gleicher Weise an. Im Mittel lagen die
Werte der State-3-Respiration in den mannlichen Tieren bei 34 nmol O,/ mg TG, in

den weiblichen Tieren bei 36 nmol O,/ mg TG.

Die erhéhten Respirationsraten nach E2-Stimulation konnten mit der ERB-Agonist-

Behandlung fir beide Versuchszeitpunkte reproduziert werden.

4.3.3 Die In-vivo-Behandlung mit einem ERa-Agonisten fiihrt nach 5h nur
in den mannlichen Tieren zur gesteigerten mitochondrialen
Respiration

In gleicher Weise wurde die Rolle des ERa in der Vermittlung der E2-Effekte auf

den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch untersucht. Dazu wurden jeweils finf

mannliche und funf weibliche Tiere mit dem ERa-Agonisten PPT fir 5h und 24h

behandelt.

In Abbildung 27 sind die Ergebnisse der Respirationsmessungen nach 5h

Behandlung mit PPT dargestellt.
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Abbildung 27: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 5h In-vivo-PPT-Behandlung von
maéannlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht n =5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05 an.

Nach 5h PPT-Behandlung zeigte sich ein Geschlechterunterschied in den State-3-
Respirationsraten. In den weiblichen Tieren hatte PPT keinen Effekt auf die State-
3-Atmung. In den mannlichen Tieren hingegen flhrte der ERa-Agonist zu einer
signifikant héheren State-3-Respiration im Vergleich zu den Kontrollen. Wie bei
der ERB-Agonist-Behandlung stieg auch mit PPT der Sauerstoffverbrauch in den
mannlichen Tieren auf 49 nmol O,/ mg TG.

Nach 24h zeigten sich in beiden Geschlechtern keine signifikanten Unterschiede
in den Respirationsraten zwischen den PPT-behandelten Tieren und den
Kontrollen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Darstellung der mitochondrialen Respiration nach 24h In-vivo-PPT-Behandlung von
mannlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n =5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05an.
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Die State-3-Atmung der mit PPT behandelten Tiere lag im Mittel bei
43 nmol O/ mg TG und damit leicht Gber den Respirationsraten der Kontrollen; im
Gegensatz zu der 24h-E2- oder -ERB-Agonist-Behandlung war dieser Unterschied

jedoch nicht signifikant.

Im Skelettmuskelgewebe zeigten sich nach 5h Behandlung mit PPT keine
Unterschiede in den State-3-Respirationsraten. Zum Zeitpunkt 24h wurde nur in
den Skelettmuskelfasern der mannlichen mit PPT behandelten Tieren eine
erhdhte State-3-Atmung festgestellt; in den weiblichen Tieren unterschieden sich

die Respirationsraten zwischen den Gruppen nicht.
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Abbildung 29: Darstellung der mitochondrialen Respiration in Skelettmuskelfasern nach 5h und 24h
In-vivo-PPT- Behandlung von ménnlichen und weiblichen Tieren.

Der Sauerstoffverbrauch der State-3- und State-4-Atmung wird in nmol/ml/min/ mg Trockengewicht

angegeben. M = Mannchen; W = Weibchen; TG = Trockengewicht; n =5 Tiere pro Gruppe;*gibt Signifikanz

P <0,05 an.

4.4 Morphologische Daten: Herz-und Uterusgewichte

Im Rahmen der In-vivo-Stimulationsversuche mit E2 und den ER-Agonisten
wurden nach Tétung der Tiere die Herzgewichte bestimmt, um einen mdglichen
Effekt der Behandlung mit E2 oder den ER-Agonisten festzustellen. Dazu wurden
die Herzgewichte auf die Tibialange normalisiert (HG/TL). Die Tibialange ist eine
relativ konstante GréBe und ist unabhangig vom Koérpergewicht, Fettanteil und

Muskelmasse.
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Tabelle 7:  Ubersicht iiber die Herzgewichte nach 5h Behandlung.

Ménnliche Tiere Weibliche Tiere
onandung  WERORWR  Twednge om  Hemsewich  Thanse e
Kontrolle 103,40 17,07 6,05 85,00 15,80 5,38
E2 108,18 16,66 6,44 87,02 15,82 5,50
Comp A 112,84 17,02 6,62 97,58 16,46 5,93
Comp E 129,45 16,85 7,67 91,25 16,43 5,56
PPT 94,2 15,78 5,97 107,04 16,62 6,43

Die 5h E2- bzw. ER-Agonisten- Behandlung flhrte zu keiner signifikanten
Veranderung des HG/TL-Quotienten in méannlichen und weiblichen Tieren.

Die Herzgewichte der mannlichen Tiere waren mit Ausnahme der PPT
behandelten Tiere in allen Gruppen héher als in den weiblichen Tieren (Tabelle 7).
Dartber hinaus wurden den weiblichen Tieren die Uteri entfernt und deren
Gewicht bestimmt. Nachfolgende Tabelle stellt die Mittelwerte der Uterusgewichte
fur die verschiedenen Behandlungsgruppen dar (Tabelle 8).

Tabelle 8 :  Ubersicht iiber die Uterusgewichte nach 5h Behandlung.

Kontrolle E2 Comp A Comp E PPT

Uterusgewicht

52,98 101,15 100,67 134,63 70,23
(mg)

Nach 5h E2-Behandlung stieg das Uterusgewicht signifikant an, wodurch die
Effektivitdt der E2-Behandlung nachgewiesen wurde. Die beiden ERB-Agonisten
konnten den E2-Effekt auf das Uterusgewicht reproduzieren. Im Gegensatz dazu
fuhrte die PPT-Behandlung nur zu einem geringen Anstieg des Uterusgewichts.
Das unterschiedliche AusmaB des Effekts der ER-Agonisten auf das
Uterusgewicht kann auf die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass die Tiere nicht
ovarektomiert wurden und somit endogene Ostrogeneinfliisse  nicht

ausgeschlossen werden kénnen.
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5. Diskussion

In verschiedenen Studien wurde die Hypothese untersucht, ob die
Geschlechterunterschiede bei der Entwicklung einer MH auf Unterschiede in der
kardialen mitochondrialen Funktion mannlicher und weiblicher Organismen und

auf den Einfluss von E2 zuriickzufiihren sind.'?'*1°

Die Wirkung von E2 auf die Respirationsraten kardialer Mitochondrien wurde
bisher nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt
werden, dass E2 die Kapazitdt der OxPhos in kardialen skinned fibers in beiden
Geschlechtern steigern kann. Sowohl in der Ex-vivo-Versuchsreihe als auch in der
In-vivo-Studie fuhrte die E2-Langzeitbehandlung zu einer signifikant erhdhten
State-3-Respiration. In der In-vivo-E2-Studie wurde ein Geschlechterunterschied
der E2-Wirkung auf die Respirationsraten zu den beiden Versuchszeitpunkten
deutlich, die mit dem endogenen E2-Spiegel der weiblichen Tiere erklart werden
kénnen. Die In-vivo-E2-Behandlung wies keinen Effekt auf die Succinat-Atmung
(Komplex 1) auf. Daraus lasst sich folgern, dass die E2-Wirkung auf die
mitochondriale Respiration Uber Komplex | vermittelt wird.

Die In-vivo-Stimulationsversuche mit den ER-Agonisten zeigten, dass der ERp
hauptséachlich an der Vermittlung der E2-Effekte auf die mitochondriale
Respiration beteiligt ist. Die Behandlung mit dem ERB-Agonisten konnte nach 5h
und 24h die Ergebnisse einer E2-Behandlung in beiden Geschlechtern
reproduzieren. Demgegeniber fihrte die Stimulation des ERa mit PPT nach 5h
nur in den mannlichen Tieren zu einer erhdhten Respirationsrate, nach 24h zeigte
sich in beiden Geschlechtern kein Effekt des ERa-Agonisten auf die
mitochondriale Respiration.

5.1 Basale mitochondriale Respiration

In den eigenen Untersuchungen zur basalen mitochondrialen Atmung der
kardialen skinned fibers sowie den Skelettmuskeln mit den Substraten Glutamat
und Malat konnte weder in der State-3-Atmung noch beim RCI ein

Geschlechterunterschied eruiert werden.

Diese Befunde stehen im Einklang mit der experimentellen Studie von Sanz et al.
zu Geschlechterunterschieden in der Mitochondrienfunktion.®® Weder fiir isolierte
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Mitochondrien aus Herzen noch aus Skelettmuskeln fanden die Autoren einen
Geschlechterunterschied im Sauerstoffverbrauch der State-3-Atmung. Gleiche

Ergebnisse wurden auch fiir den mitochondrialen ATP-Gehalt ermittelt.

In friheren Studien zur Mitochondrienfunktion im braunen Fettgewebe wurde ein
Unterschied im mitochondrialen Metabolismus zwischen mannlichen und
weiblichen Ratten postuliert.®>*> Die weiblichen Tiere zeigten einen hdheren
Sauerstoffverbrauch und damit eine erhdéhten Energieaufwand im Vergleich zu

den mannlichen Tieren.®°

Auch fir die aus der Leber isolierten Mitochondrien von Ratten konnte ein
Geschlechterunterschied in der basalen Respiration gezeigt werden. So war der
gemessene Sauerstoffverbrauch der State-3-Atmung in den weiblichen Tieren im
Vergleich zu den ménnlichen doppelt so hoch. Darlber hinaus wurde eine hdhere
Aktivitat der mitochondrialen Fi/Fo-ATPase in den weiblichen Tieren festgestellt,
sodass die Hypothese einer h6heren Kapazitat der oxidativen Phosphorylierung in
weiblichen im Vergleich zu méannlichen Ratten bestatigt werden konnte.®® Diese
gegensatzlichen Untersuchungsergebnisse legen den Schluss nahe, dass die
mitochondriale Respiration in verschiedenen Geweben unterschiedlichen

Regulationsmechanismen unterliegt.

Der kardiale Metabolismus weist basal keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede auf, wohingegen unter pathologischen Stimuli durchaus
Geschlechterunterschiede nachgewiesen wurden.

So konnte in verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden, dass sich der
myokardiale Metabolismus unter pathologischen Bedingungen
geschlechtsspezifisch unterscheidet.®*®® Eine Studie zur Funktion des nukledren
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a (PPARa) in der zelluldren
Lipidhomdostase zeigte, dass das Geschlecht einen entscheidenden Einfluss auf
den metabolischen Phanotyp in PPARa-defizienten Mausen hat. Nach Inhibierung
des Fettsaureimportes in die kardialen Mitochondrien wurden in den
Wildtypmausen PPARa-Zielgene aktiviert, die fur Enzyme der Fettsaureoxidation
kodieren. In den PPARa-Knockout-Mausen flihrte die Inhibierung des
mitochondrialen Fettsduremetabolismus zu Lipidakkumulation, Hypoglyk&mie und
Tod. Dabei starben 100 % der mannlichen PPARa-defizienten Tiere, wohingegen
in den Weibchen die Mortalitatsrate bei 25 % lag.®* Die Autoren folgerten aus ihren
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Ergebnissen einen Einfluss des Geschlechts auf den kardialen Lipidmetabolismus
und postulierten eine far weibliche Tiere erhdhte basale Kapazitadt der
Fettsdureoxidation. Allerdings konnten sie keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede in der Expression von Schliisselenzymen der Fettsdureoxidation

nachweisen.®

Fliegner et al. zeigten in ihrer Studie zur drucklastinduzierten MH an
Wildtypméausen basal ebenfalls keine Geschlechterunterschiede im kardialen
Metabolismus anhand von Genexpressionsanalysen. Diese traten erst nach einer
neunwdchigen drucklastinduzierten MH auf.’? Diese Befunde bestétigen unsere
eigenen Untersuchungen, in denen ebenfalls kein Einfluss des Geschlechts auf

die basale mitochondriale Fettsdaureoxidation festgestellt werden konnte.

Insgesamt lassen die Ergebnisse darauf schlieBen, dass es im Herzen keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede im basalen kardialen Metabolismus gibt
oder aber diese mit den bisher angewandten Untersuchungsmethoden nicht
nachgewiesen werden konnten. Unter pathologischen Bedingungen hingegen

konnten eindeutige Geschlechterunterschiede gezeigt werden.

5.2 Einfluss von Ostrogen auf die mitochondriale Respiration

In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe von respirometrischen Messungen der
Einfluss einer Ex-vivo- bzw. In-vivo-E2-Behandlung auf den mitochondrialen
Sauerstoffverbrauch und damit auf die Kapazitat der OxPhos im Herzgewebe
nachgewiesen werden. In der Ex-vivo-Versuchsreihe zeigte sich eine signifikante
Erhdhung der mitochondrialen Respiration der kardialen skinned fibers nach einer
Langzeitbehandlung mit E2 nach 24h und 48h in beiden Geschlechtern. Nach 2h
E2-Behandlung konnte hingegen kein Effekt festgestellt werden. Die Ergebnisse
aus der Ex-vivo-Studie sind bereits ein erster Hinweis darauf, dass es sich bei
Aktivitatssteigerung der OxPhos um einen E2-Langzeiteffekt handelt, der

vermutlich Uber genomische Signalwege vermittelt wird.

In den In-vivo-Untersuchungen wurde bereits nach 5h und ebenso nach 24h ein
E2-Effekt auf die State-3-Atmung beobachtet. Dieser war nach 5h E2-Behandlung
in den weiblichen Tieren starker ausgepragt, wohingegen nach 24h die E2-
Wirkung auf die State-3-Atmung verstarkt bei mannlichen Tieren auftrat. Der
beobachtete Geschlechterunterschied des E2-Effektes zu beiden Messzeitpunkten
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kénnte mit dem héheren endogenen E2-Serumspiegel der weiblichen Tiere erklart
werden. Méglicherweise flhrt eine zusatzliche E2-Dosis in den weiblichen Tieren
zunachst zu einer stark erhéhten State-3-Atmung und nach 24h wird dieser Effekt
durch eine Abnahme der zuvor durch E2 aktivierten ER oder durch Induktion einer
verstarkten E2-Metabolisierung abgeschwacht.

In den letzten Jahren befassten sich mehrere Autoren mit dem Einfluss von
Ostrogen auf die mitochondriale Atmungskette in verschiedenen Geweben, wobei
Untersuchungen im Zentralnervensystem (ZNS) im Vordergrund standen.
Brinton et al. konnten nachweisen, dass E2 die Produktion von ATP in
hippocampalen Neuronen erhdht.®® In mitochondrialen Proteomanalysen wurde
deutlich, dass E2 Schlisselenzyme im kardialen Metabolismus, wie zum Beispiel
die Pyruvatdehydrogenase und die ATP-Synthase, regulieren kann. Die durch E2
hervorgerufenen Veranderungen in der Proteinexpression betrafen auch Enzyme
der Atmungskette und flihrten somit zu einer erhdhten mitochondrialen

Respiration.®’

Auch Irwin et al. untersuchten die Effekte von E2 auf die mitochondriale Funktion
im Gehirn und kombinierten dabei Respirationsmessungen zur Untersuchung der
Atmungskettenaktivitdt mit Proteinexpressionsanalysen. FlUr die isolierten
Mitochondrien aus den Gehirnen ovarektomierter Ratten zeigte sich nach einer
24h In-vivo-E2-Behandlung ein Anstieg der State-3-Respiration und des RCI. Die
gesteigerte Effizienz der mitochondrialen Respiration war mit einer erhdhten
Aktivitat und Expression des Komplex IV der Atmungskette verbunden.®®

Nilsen et al. konnten die E2-Wirkug zur Neuroprotektivitat bestatigen. Sie zeigten,
dass eine gesteigerte mitochondriale Respiration ein wichtiger Mechanismus des
E2-bedingten Schutzes vor Amyloid-beta-induzierter Apoptose neuronaler Zellen
darstellt. Der Sauerstoffverbrauch der State-3-Atmung war fir die isolierten
Mitochondrien aus den Gehirnen der mit E2 behandelten ovarektomierten Ratten

signifikant hdher im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren.*?

Neben der gesteigerten mitochondrialen Respiration konnten auch Nilsen et al. in
Ubereinstimmung mit friheren Studien eine durch E2 gesteigerte Aktivitat des
Komplex IV der Atmungskette nachweisen. Sie zeigten, dass die erhdhte COX-
Aktivitdt mit einer gesteigerten mRNA-Expression der COX-Untereinheiten I-IV
einhergeht. Sowohl die Genexpression der mitochondrial kodierten Untereinheiten
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I-1ll als auch die der nuklear kodierten Untereinheit IV waren signifikant erhéht.
Ferner fihrte E2 zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression der ATP-
Synthase-Untereinheiten F1a und F1B. Dieses Ergebnis stimmt mit der von
Brinton et al. beobachteten erhéhten ATP-Produktion in primaren Neuronen

tberein.®’

Bisher wurden keine vergleichbaren  Studien zum  mitochondrialen
Sauerstoffverbrauch im kardialen Gewebe nach E2-Behandlung durchgefihrt. Die
erzielten Ergebnisse in der vorliegenden Untersuchung lassen auf einen
vergleichbaren positiven E2-Effekt auf die mitochondriale Respiration im
Herzgewebe schlieBen, dessen exakter Mechanismus jedoch detaillierterer

Untersuchungen bedarf.

5.3 Einfluss von ER-spezifischen Agonisten auf die mitochondriale
Respiration

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der beiden ER-Subtypen in der
Regulation der mitochondrialen Respiration naher untersucht. Die einmalige In-
vivo-Dosis des ERB-Agonisten Compound A fiihrte in weiblichen und méannlichen
Tieren sowohl nach 5h als auch nach 24h zu einer signifikant erhéhten State-3-
Atmung. Die Stimulation des ERa mit PPT hatte nach 5h nur in den méannlichen
Tieren erhdhte Respirationsraten zur Folge, nach 24h zeigte sich in beiden
Geschlechtern kein Effekt von PPT auf die mitochondriale Respiration.

Aktuelle Befunde aus dem eigenen Labor in einem Myokardinfarkt (MI)- Tiermodell
mit kardiomyozytenspezifischer ERa-Uberexpression zeigten, dass nach Induktion
eines MI die mitochondriale Respiration zwischen den Genotypen und den
Geschlechtern unterschiedlich ist.® In den mannlichen Wildtyptieren wurde im
Gegensatz zu den weiblichen Wildtypmausen nach MI eine signifikante Abnahme
der State-3-Atmung im infarktfernen Gewebe gemessen. Die ERa-Uberexpression
fihrte nur in den méannlichen Mausen zum Erhalt der State-3-Atmung in skinned
fibers aus infarktfernem Gewebe.®® Diese Resultate bestdtigen die eigenen
Ergebnisse dahingehend, dass die Rolle von ERa in der mitochondrialen

Respiration geschlechtsspezifische Unterschiede aufweist.
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Demgegenulber zeigen die Ergebnisse der Respirationsmessungen, dass ERp die
E2-Effekte auf die kardiale mitochondriale Atmung in beiden Geschlechtern

vermitteln kann.

Irwin et al. konnten fiir isolierte Mitochondrien aus Gehirnen ovarektomierter
Ratten nachweisen, dass sowohl eine Stimulierung von ERa als auch von ERpB
durch die selektiven Agonisten PPT und DPN zu einer gesteigerten
mitochondrialen Funktion fihrt. Beide ER-Agonisten bewirkten nach einer 24h-
Behandlung eine signifikant erhéhte mitochondriale Respiration.®® Diese
unterschiedlichen Resultate lassen den Schluss zu, dass sich die Wirkung von
E2/ERa im Gehirn von der im Herzen unterscheidet. Beide ER konnten in den
Mitochondrien aus Herz und Gehirn nachgewiesen werden.®® Jedoch kann eine
unterschiedliche Expression der ER in verschiedenen Geweben eine veranderte
Wirkung der ER verursachen. Darlber hinaus existieren fiir beide ER-Subtypen
eine Vielzahl von Isoformen in den verschiedenen Geweben, die durch

alternatives Splicing der mRNA entstehen.

So konnten beispielsweise Cammarata et al. fir den humanen ERB zeigen, dass
neben der Wildtyp-Form (ERB1) noch vier verschiedene Splice-Varianten (ERB2-
5) in humanen Linsenepithelzellen exprimiert sind, die sich in ihrer subzellularen
Verteilung unterscheiden. ERB1 wurde vorwiegend in den Mitochondrien aber
auch im Nukleus nachgewiesen, wohingegen die Isoform ERB2 nur im Zytosol in

Assoziation zum Nukleus exprimiert war.”

Auch die Transkription des ERa wird zell-und gewebespezifisch reguliert und flihrt
somit zu einer unterschiedlichen Expression in verschiedenen Geweben und
Zelllinien.”""? Fir ERa wurden insbesondere im Gehirn zahlreiche Splice-
Varianten nachgewiesen, die in verschiedenen Hirnarealen unterschiedlich
exprimiert sind.”® Zusatzlich wird die Transkriptionsaktivitit des ERa-Gens von
gewebespezifisch unterschiedlichen Promotoren reguliert.”* Darliber hinaus ist
eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren bekannt, die mit den unterschiedlichen
Promotoren interagieren und so verschiedene Funktionen des ERa aktivieren oder

inhibieren kdnnen.”>"®

Die unterschiedliche subzellulare Verteilung der ER-Isoformen in den
verschiedenen Geweben hat einen Einfluss auf die Regulation und Funktion des
ER-Signalsystems® und kann somit auch unterschiedliche E2-Effekte erklaren.
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Bisher konnte die genaue Funktion der mRNA-Splicevarianten in den
unterschiedlichen Geweben wie zum Beispiel im Herzen oder im Gehirn noch
nicht bestimmt werden, da diese ER-Isoformen haufig mit der Wildtyp-Form ko-

exprimiert sind.”’

In frheren Studien wurde deutlich, dass im Allgemeinen gewebespezifische
Effekte  von E2 und ER-Agonisten zum Teil durch spezifische
Konformationsanderungen der ER determiniert werden. Dadurch kommt es zur
zellspezifischen Assoziation von Ko-Aktivatoren oder Ko-Repressoren, sodass

unterschiedliche E2-Wirkungen resultieren.?*78

Alle oben genannten Faktoren kénnen die unterschiedliche Wirkung des ERa-
Agonisten PPT auf die mitochondriale Respiration im Herzen im Vergleich zum
Gehirn erklaren, jedoch wurden die genauen molekularen Mechanismen der E2-
Wirkung und die spezifische Rollenverteilung der ER in den Mitochondrien aus
Herz und Gehirn noch nicht untersucht. Im Vergleich zur Studie von Irwin et al.
erbrachten die eigenen Respirationsmessungen flir kardiale Mitochondrien
zusatzlich den Nachweis, dass bereits eine 5h-Behandlung mit einem ER-
Agonisten die State-3-Atmung signifikant erhéhen kann. Dies lasst darauf
schlieBen, dass zu beiden Versuchszeitpunkien ERB die E2-Effekte auf die
oxidative Phosphorylierung Gber den klassischen genomischen Signalweg

vermitteln kdnnte.

54 Molekulare Mechanismen der E2-Wirkung

In der vorliegenden Studie wurden neben den Respirationsmessungen keine
weiteren Untersuchungen zu molekularen Wirkmechanismen von E2 auf die

Atmungskette durchgefuhrt.

Aus den genannten Studien von Brinton et al., Nielsen et al. sowie Irwin et al. zur
Rolle von E2 in zerebralen Mitochondrien wurde deutlich, dass E2 die Kapazitat
der OxPhos durch Veranderung der Proteinexpression sowohl nukledr als auch
mitochondrial kodierter Proteine der Atmungskette steigern kann. Die Mehrzahl
der Proteine der Atmungskette wird durch nukledare DNA kodiert, die nach der
Proteinsynthese an Ribosomen in die Mitochondrien transportiert werden und sich
dort mit den 13 mitochondrial kodierten Proteinen zu den flinf Komplexen der
Atmungskette vereinen. Daher ist die Koordination der Expression nukledrer und
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mitochondrialer Gene wichtig, um die normale mitochondriale Funktion
aufrechtzuerhalten.”®* E2 kann diese Interaktionen zwischen den beiden
Gensystemen koordinieren und auf diese Weise die mitochondriale Respiration
regulieren.*” An der Vermittlung der E2/ER-Effekte auf die Expression nukleér und
mitochondrial kodierter Proteine sind eine Reihe von Transkriptionsfaktoren
beteiligt.

Die nukledaren Respirationsfaktoren 1 und 2 (NRF-1 und NRF-2) spielen eine
zentrale Rolle in der Koordination der Transkription nuklearer und mitochondrialer
Gene. Sie regulieren die Transkription nuklear kodierter mitochondrialer Proteine,
wie der Mehrzahl der Proteine der Atmungskette und der mitochondrialen
Transkriptionsfaktoren Tfam, TFB1M und TFB2M, die ihrerseits die Transkription
von mitochondrialer DNA kontrollieren.®® Stirone et al. bewiesen erstmalig den
Einfluss von E2 auf die Transkription von NRF-1. Die Langzeitbehandlung
ovarektomierter weiblicher Ratten mit E2 flhrte zu einem Anstieg der Expression

von NRF-1 in zerebralen BlutgefaBen.°

Mattingly et al. erbrachten fir eine Brust-und Lungenkrebszelllinie den Nachweis,
dass E2 die mRNA-Expression von NRF-1 erhéht und dies ein direkter
genomischer Effekt der ER ist. Zusatzlich konnten sie zeigen, dass im Promoter
des NRF-1 Gens ein E2-responsives Element (ERE) enthalten ist, welches ERa
und ERP binden kann. Der durch E2 induzierte Anstieg von NRF-1 flhrte zur
erhéhten Transkription von Tfam. Daraus folgte eine gesteigerte Transkription von
mitochondrialen Zielgenen, wie der Untereinheit | der COX und der NADH-
Dehydrogenase. Der durch E2 stimulierte Tfam flhrte auch zu einer gesteigerten
mitochondrialen Replikation. Somit wurde der Nachweis erbracht, dass E2 einen
direkten Einfluss auf die mitochondriale Biogenese ausiibt.®’

Die Studie von Mattingly et al. zeigte einen molekularen Mechanismus auf, der die
Erhdhung der mitochondrialen Aktivitat durch E2 erklaren kann. Auch im Herzen
ist ein vergleichbarer Mechanismus der E2-Wirkung denkbar. Sowohl die
Ergebnisse der Ex-vivo-Studie als auch der In-vivo-Studie nach 5h und 24h
Behandlungszeit lassen auf einen genomischen Langzeiteffekt von E2/ER
schlieBen, der die Kapazitat der Oxidativen Phosphorylierung steigert.
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5.5 Hypothetisches Modell

Auf Grundlage der bereits nachgewiesenen molekularen Mechanismen wurde ein
hypothetisches Modell zur Wirkungsweise von E2/ER auf die kardiale
mitochondriale Respiration entwickelt. Abbildung 30 gibt eine Ubersicht (iber vier
mogliche Signalwege von E2/ER, die eine gesteigerte Kapazitat der OxPhos in
kardialen Mitochondrien bewirken kénnen.

Zellmembran

Nukleus

Mitochondrium

Abbildung 30: Hypothetisches Modell zur Wirkungsweise von E2/ER auf die kardiale mitochondriale
Respiration.

1.) E2/ER-bindet im Nukleus an ERE der DNA und fuhrt zur Transkription mitochondrialer Proteine. 2.) E2
bindet an mitochondriale ER und steigert die Transkription der mitochondrial kodierten Proteine der
Atmungskette. 3.) direkter nicht genomischer E2-Effekt: E2/ER binden direkt an ERE der
Atmungskettenkomplexe IV und V. 4.) indirekter nicht genomischer E2-Effekt: E2/ER aktiviert die NOS-
Signalkaskade. MRC = mitochondrial respiratory chain = mitochondriale Atmungskette; HK = Hexokinase;
PFK = Phosphofruktokinase; PDH = Pyruvatdehydrogenase; Q = Ubichinon; C = Cytochrom C.

1. Der E2/ER-Komplex bindet im Nukleus an ERE der DNA und kann so die
Transkription zahlreicher mitochondrialer Proteine stimulieren. Im Nukleus wird
durch den E2/ER-Komplex die Transkription von NRF-1 und NRF-2 gesteigert,
die ihrerseits die Expression von nuklear kodierten mitochondrialen Proteinen
stimulieren. Dabei handelt es sich um an der Replikation, Transkription und
Translation von mitochondrialer DNA beteiligte Proteine, um Proteine der
Atmungskette und um mitochondriale Transportproteine. Nach ihrer Synthese
an den zytosolischen Ribosomen werden diese in die Mitochondrien
transportiert.
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2. E2 bindet ebenso an die ER in den Mitochondrien und verstérkt die Bindung an
die ERE der mtDNA. E2/ER bildet mit mitochondrialen Transkriptionsfaktoren
einen Komplex, der die Transkription von miDNA steigert. Aus der
mitochondrialen mRNA werden mithilfe von Proteinfaktoren die 13
mitochondrial kodierten Proteine der Atmungskette translatiert, die sich mit den
nuklear kodierten Proteinen zu den funf Komplexen der
Elektronentransportkette vereinen.

3. Auch ein direkter, nicht-genomisch vermittelter E2-Effekt auf die Komplexe IV
und V der Atmungskette ist aufgrund des Nachweises von ERE an diesen
Komplexen als wahrscheinlich anzusehen.*'*? Méglicherweise bewirkt der
E2/ER-Komplex nach Bindung an die ERE der Atmungskettenkomplexe eine
durch Phosphorylierung gesteigerte Proteinaktivitat. Der genaue Mechanismus
dieses Effektes wurde bislang nicht geklart.

4. Nach Bindung von E2 an membranassoziierte ER wird die Tyrosinkinase SRC
stimuliert, welche die NOS-Signalkaskade aktiviert. Die gesteigerte NO-
Produktion bewirkt eine Vasodilatation. Dieser nicht-genomische Effekt kann
indirekt Uber eine verbesserte Durchblutung und somit einer erhéhten
Substratbereitstellung zu einer gesteigerten Aktivitat der OxPhos fihren.

Neben der gesteigerten Transkription von Proteinen der Atmungskette kann E2
auch die Expression von metabolischen Schlisselenzymen, wie PDH und ATP-
Synthase, erhéhen®. Auch die Expression der Regulationsenzyme der Glykolyse,
Hexokinase (HK) und Phosphofruktokinase (PFK), kann E2-abhangig gesteigert
werden.® In der Folge resultiert eine erhdhte Glukoseoxidation. Dies ist ein
weiterer indirekter Effekt von E2 auf die mitochondriale Atmung, da das erhdhte
Substratangebot zu einer gesteigerten Aktivitat der OxPhos flhrt.

Zusatzlich verdeutlicht die vorliegende Studie die besondere Rolle des ERP in der
Vermittlung der E2-Effekte auf die mitochondriale Respiration im Herzgewebe. In
einem Trauma-Hamorrhagie-Modell an mannlichen Mausen konnte nachgewiesen
werden, dass E2 und der ERB-Agonist DPN die mitochondriale Biogenese Uber
eine verstarkte Expression des ERB in den Mitochondrien steigern kénnen. Der
durch E2 oder DPN aktivierte ERB steigerte auch die COX-Aktivitat.*

Alle oben beschriebenen Signalwege kdnnen an der Vermittlung der E2-Effekte
auf die OxPhos im Herzen beteiligt sein. Die genomischen E2-Effekte, die zu einer

veranderten nukledren und mitochondrialen Genexpression flhren, scheinen die
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wichtigsten molekularen Mechanismen zu sein und werden mdglicherweise im

Herzen vorwiegend tGber ERB vermittelt.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war durch respirometrische Messungen einen
Einfluss von E2 auf die mitochondriale Respiration nachzuweisen. Detaillierte
Untersuchungen zu mdglichen Signalwegen von E2/ER, die eine gesteigerte
Kapazitat der OxPhos hervorrufen, bleiben weiteren Studien vorbehalten.

5.6 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Studie konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass E2 die
mitochondriale Atmungskapazitat in kardialen skinned fibers steigern kann.

In der Ex-vivo-Versuchsreihe zeigte sich nach E2-Langzeitbehandlung fir 24h und
48h eine signifikant erhéhte State-3-Respiration in beiden Geschlechtern. Diese
Ergebnisse konnten in der In-vivo-E2-Studie bestatigt werden. Sowohl nach 5h als
auch nach 24h war der Sauerstoffverbrauch in den mit E2 behandelten Tieren
héher im Vergleich zu den Kontrollen. Dabei zeigte sich ein
Geschlechterunterschied der E2-Wirkung auf die Respirationsraten zu beiden
Versuchszeitpunkten, die mit dem endogenen E2-Spiegel der weiblichen Tiere

erklart werden kénnen.

E2 hatte keinen Effekt auf den Sauerstoffverbrauch der Succinat-Atmung, was
darauf schlieBen lasst, dass die E2-Wirkung auf die kardiale OxPhos Uber den

Komplex | vermittelt wird.

Die In-vivo-Behandlung mit einem ERB-Agonisten konnte die E2-Effekte nach 5h
und 24h in beiden Geschlechtern reproduzieren. Im Gegensatz dazu flihrte die
PPT-Behandlung nicht zu vergleichbaren Effekten. Dies lasst darauf schlieBen,
dass ERPB bei der Vermittlung der E2-Effekte auf die OxPhos im Herzen eine
entscheidene Rolle spielt und diese Effekte hauptsachlich Uber diesen Rezeptor

reguliert werden.

5.7 Methodendiskussion und Limitationen

Zur funktionellen Untersuchung der oxidativen Phosphorylierung in kardialen
Mitochondrien wurden respirometrische Messungen mit kardialen skinned fibers in

einem Oxygraphen durchgefihrt.
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Die Untersuchung der Mitochondrienfunktion in intakten Zellen ist wegen der
fehlenden Permeabilitdt der Zellmembran fir die Substrate der oxidativen
Phosphorylierung nicht durchfihrbar. Aus diesem Grund muss der Zugang zu den
Mitochondrien geschaffen werden, was auf diversen Wegen mdglich ist. Das
vielfach angewandte Verfahren der Mitochondrienisolierung weist verschiedene
Nachteile auf. Zunéachst ist, bedingt durch unvermeidbare Praparationsverluste,
eine groBe Gewebemenge flir die Untersuchung erforderlich. Weiterhin besteht
das Risiko der praparationsbedingten Auswahl einzelner Mitochondrien-
Subpopulationen, die sich in ihren Eigenschaften und Funktion unterscheiden

kénnen.>®

Ein wesentlicher Vorteil der hier angewandten Skinned-fiber-Technik ist die wegen
der fehlenden Préaparationsverluste deutlich héhere Empfindlichkeit. Kunz et al.
konnten nachweisen, dass etwa 90 % der in der Zelle vorhandenen Mitochondrien

im Versuchsansatz fiir die Respirationsmessung zur Verfligung standen.*®

Die Mitochondrien verbleiben in ihrer physiologischen Umgebung, wodurch ihre
Intaktheit gewahrleistet werden kann. Dies konnte durch die Zugabe von
Cytochrom C wahrend der Messungen gesichert werden.

Durch die Messergebnisse der basalen Respiration konnten zudem die
Zuverlassigkeit der Methode und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
nachgewiesen werden. Entsprechend stellt sich die Skinned-fiber-Technik als
geeignete Methode zur Durchfihrung von respiratorischen Messungen kardialer

Mitochondrien dar.

In den In-vivo-Versuchsreihen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
weibliche und mannliche Wildtypmause verwendet. Im Gegensatz zu den
vergleichbaren E2-Studien im Gehirn wurden die weiblichen Tiere vor der E2-oder
ER-Agonisten-Behandlung keiner Ovarektomie unterzogen. Daher konnte der
zusatzliche Einfluss des endogenen E2 auf die Regulation der mitochondrialen
Respiration in den weiblichen Tieren nicht unterdrickt werden. Da in der basalen
Respiration jedoch keine Geschlechterunterschiede feststelloar waren und in den
In-vivo-Versuchen in beiden Geschlechtern erhdhte Respirationsraten mit E2 und
dem ERpB-Agonisten gemessen werden konnten, sind die E2-Effekte auf die State-

3-Atmung auf das exogene E2 zuriickzuflhren.
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Zur Untersuchung der ER-Subtypen in der Regulation der OxPhos wurden die In-
vivo-Versuchsreihen mit selektiven ER-Agonisten durchgefthrt. Durch die
zusatzliche Verwendung von spezifischen ERa- bzw. ERB-Antagonisten und
nachfolgende gezielte Stimulierung des anderen ER hétte eine genauere Analyse

zur Funktion der ER in der mitochondrialen Respiration erzielt werden kénnen.

In der In-vivo-Studie hatte durch die Messung der E2-Serumspiegel der Tiere der
Nachweis flr eine erhéhte E2-Aktivitat erbracht werden sollen. Jedoch sind fur die
derzeit verfigbaren Messmethoden die gewonnenen Blut- bzw. Serummengen

aus Mausen nicht ausreichend, um reproduzierbare Messwerte zu erhalten.

5.8 Ausblick

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konnten den Einfluss von E2 auf
den kardialen Energiemetabolismus bestatigen. Demnach lassen sich die
beobachteten Geschlechterunterschiede bei der Entwicklung einer MH, die im
klinischen Alltag auftreten und in den Tiermodellen bestatigt wurden, teilweise auf
Unterschiede in der Regulation der mitochondrialen Respiration zwischen den
Geschlechtern zurlckflhren.

Weiterfhrende Untersuchungen zur Wirkung von E2 und den ER-Agonisten in
einem MH-Tiermodell wirden die E2-Effekte auf die mitochondriale
Atmungskapazitat unter pathologischen Bedingungen nachweisen.

Es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten, die in dem aufgezeigten
hypothetischen Modell postulierten Wirkungsmechanismen von E2 auf die kardiale
OxPhos im Einzelnen zu analysieren. Dazu musste zum Beispiel die
Proteinexpression der Komplexe der Atmungskette vor und nach E2-Stimulation
mittels Western-Blot gemessen werden, um den Nachweis zu erbringen, dass
auch am Herzen die Komplexe 1V und V der Atmungskette E2-abhéngig reguliert
werden. Als direkter Nachweis flr einen molekularen Wirkmechanismus von E2

musste gezielt ein Signalweg im Tierversuch geblockt werden.

Die Kenntnis der Wirkmechanismen von E2 und ER-Agonisten ist die
Voraussetzung flr einen eventuellen therapeutischen Einsatz entsprechender

Wirkstoffe in Prophylaxe und Therapie kardiovaskularer Erkrankungen.
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