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Abkürzung Erklärung
Abb. Abbildung
ANP atriales natriuretisches Peptid
AS Aortenklappenstenose
Beta-MHC Beta-Myosin-Schwerkette
BNP „brain natriuretic peptide“
caCnA „constitutively active mutant of CnA“
Cn Calcineurin
CnA Calcineurin A
Con Kontrollen
DCM dilatative Kardiomyopathie
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ER alpha Östrogenrezeptor alpha
ER beta Östrogenrezeptor beta
E2 17-beta Estradiol
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Fr French

FS „Fractional Shortening“ (englisch für fraktionelle 
Verkürzungsfraktion)

g Gramm
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GFP „green fluorescent protein“
GSK3beta „Glycogen synthase kinase 3 beta“
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure
ID „Intercalated disc“ (englisch für Glanzstreifen)
IP Immunpräzipitation
KCl Kalium-Chlorid
LV linksventrikulär

LV dp/dt linksventrikuläre Druckänderung pro Zeit = Index für 
Kontraktilität

LVEDD linksventrikulärer enddiastolischer Diameter
LVEDP linksventrikulärer enddiastolischer Druck
LVEF linksventrikuläre Ejektionsfraktion
LVESD linksventrikulärer endsystolischer Diameter
MDM2 “Mouse Double Minute 2”
MCIP1 „Modulatory Calcineurin Interacting Protein 1“
MgCl2 Magnesium-Chlorid
MgSO4 Magensiumsulfat
ml Milliliter
mmol millimol
µl Mikroliter
µmol mikromol

Abkürzungsverzeichnis
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Abkürzung Erklärung
µM mikromolar
µg Mikrogramm
mmHg Millimeter Quecksilbersäule
MuRF1 Muskel spezifisches Ringfingerprotein 1
mRNA Boten-Ribonukleinsäure
NaCl Natrium-Chlorid
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat
NFAT „Nuclear factor of activated T-cells“
nM nanomolar
NRVM Ventrikelmyozyten neonataler Ratte
ns nicht signifikant
PE Phenylephrin
pH pondus Hydrogenii
RT-PCR “Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion” 
SDS Natrium-Dodecylsulfat
SEM Nanogramm
Sham Scheinoperation
TAC „Transverse Aortic Constriction“
WB Western Blot

(Weiterführung 1 Abkürzungsverzeichnis)
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1. Abstract

Klinische Studien beschreiben Geschlechterunterschiede bei kardialer Hypertrophie und 

Herzinsuffizienz, wobei Frauen einen günstigeren klinischen Verlauf der Erkrankungen zeigen. 

Tierexperimentelle Studien weisen auf kardioprotektive Effekte des weiblichen Geschlechtshormons 

17-beta Estradiol (E2) über seine Östrogenrezeptoren (ER) alpha und beta hin. Die Funktion der 

ER in humanen Herzen und die molekularen Wirkmechanismen der ER sind noch weitgehend 

unbekannt.

Um die Rolle humaner myokardialer ER zu erforschen, wurden in dieser Arbeit zunächst die 

Expression und Lokalisation von ER in linksventrikulären (LV-) Myokardproben von gesunden 

und erkrankten (Aortenklappenstenose, AS, und dilatative Kardiomyopathie, DCM) Männern und 

Frauen untersucht. Anschließend wurde in einem Tiermodell der druckinduzierten LV-Hypertrophie 

(„Transverse Aortic Constriction“ (TAC)) und in Zellkulturversuchen eine funktionelle Analyse 

der antihypertrophen Wirkung von E2 über ER durchgeführt.

Die Untersuchungen zeigten folgende Ergebnisse: 

Expression: ER mRNA- und Proteingehalt waren in LV-Myokardproben von Patienten mit 

AS und DCM signifikant erhöht exprimiert. Es bestand eine inverse Korrelation zwischen ER 

beta mRNA und Calcineurin A (CnA) beta mRNA in LV-Myokardproben von Patienten mit AS. 

Geschlechterunterschiede zeigten sich in einem signifikant höheren Anstieg der ER beta mRNA-

Expression in Herzen von weiblichen Patienten mit AS und einem höheren Anstieg der ER alpha 

Proteinexpression in Herzen von weiblichen Patienten mit DCM. 

Lokalisation und Interaktion: ER alpha wurde in LV-Myokardproben von gesunden Herzen in 

den Zellkernen, an Zellmembranen und Glanzstreifen der Kardiomyozyten, sowie in den Zellkernen 

von Fibroblasten und Endothelzellen lokalisiert. Zusätzlich zeigte sich eine Kolokalisation von 

ER alpha und Beta-Catenin an Glanzstreifen der LV-Myokardproben und eine Interaktion beider 

Proteine in gesunden humanen Herzen. In LV-Myokardproben von Patienten mit AS und DCM 

hingegen war das ER alpha Signal an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten signifikant reduziert 

und eine Kolokalisation von ER alpha und Beta-Catenin nicht nachweisbar. 

Antihypertrophe Wirkung: E2 verminderte druckinduzierte LV-Hypertrophie im Tiermodell. 

Dabei führte E2 zu einer Verhinderung der Kardiomyozytenhypertrophie und verminderte die 

Verschlechterung der linksventrikulären systolischen Funktion und Kontraktilität, die im Rahmen 

der druckinduzierten Hypertrophie entstand. Zellkulturversuche zeigten, daß die antihypertrophe 

Wirkung von E2 auf Kardiomyozyten einem ER-abhängigen Mechanismus über die Erhöhung der 

Degradation von Calcineurin (Cn) entspricht. 
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ER in hypertrophierten und dilatierten humanen 

Herzen signifikant erhöht exprimiert und verändert lokalisiert vorliegen im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen. Im Tiermodell wirkte E2 der druckinduzierten LV-Hypertrophie entgegen und führte zu 

einer Verringerung der Kardiomyozytenhypertrophie und zu einer Verbesserung der LV-Funktion. 

In Zellkulturversuchen zeigte sich eine ER-abhängige antihypertrophe Wirkung von E2 durch eine 

Erhöhung der Degradation von Cn. 

Eine erhöhte Expression kardialer ER bei AS und DCM könnte demnach einem der Hypertrophie 

entgegenwirkenden Kompensationsmechanismus entsprechen. Die Kolokalisation und Interaktion 

von ER alpha und Beta-Catenin in gesunden Herzen könnte auf einen funktionellen Protein-

Komplex hinweisen, der in hypertrophierten und dilatierten Herzen nicht mehr an Glanzstreifen 

vorhanden ist. 
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2. Einleitung und Zielsetzung

Geschlechterunterschiede bei der Entstehung und Progression kardiovaskulärer Erkrankungen 

wurden in klinischen und experimentellen Studien beschrieben (1-6). Die myokardiale 

Druckbelastung, die durch eine Aortenstenose hervorgerufen wird, führt bei Frauen zur 

Ausbildung einer konzentrischen Hypertrophie mit besser erhaltener LV-Funktion, Männer 

hingegen entwickeln eine exzentrische Hypertrophie und LV-Dilatation (4, 7-9). Die Prognose 

für Frauen mit Herzinsuffizienz ist besser und die Mortalität geringer als bei Männern. 

Die Vermutung, dass Effekte des weiblichen Geschlechtshormons E2 das Auftreten von  

Geschlechterunterschieden in kardiovaskulären Erkrankungen beeinflußt, konnte in zahlreichen 

Studien bestätigt werden (10-13). 

E2 wirkt über die Aktivierung zweier Östrogenrezeptoren, ER alpha und beta. Diese gehören 

zur Familie der Steroidrezeptoren, die sowohl als Transkriptionsfaktoren fungieren (genomische 

Effekte), als auch nicht-genomische Effekte ausüben (14, 15). Es wurde beschrieben, dass ER 

im kardiovaskulären System in Zellkernen von Kardiomyozyten, kardialen Fibroblasten und 

Gefäßendothelzellen von Nagetieren exprimiert und funktionell aktiv sind (16-19). In neuerer Zeit 

wird zunehmend eine Lokalisation von ER an Plasmamembranen und eine Interaktion von ER mit 

zytoplasmatischen Proteinen wie Beta-Catenin und GSK3beta in neuronalen und endothelialen 

Zellen diskutiert (20-22).

Funktionell werden kardiovaskuläre ER in vivo und in vitro mit der Prävention von Apoptose (12), 

der Expression antihypertropher Proteine (11) und der Beeinflussung von Zell-Zell Interaktionen 

assoziiert (22). Van Eickels et al berichteten (23), dass E2 in einem Tiermodell der Aortenstenose 

die Entwicklung der druckinduzierten LV-Hypertrophie verminderte. Die Rolle der kardialen ER 

in humanem Myokard hingegen ist weitgehend unerforscht. 

Das hypertrophe Wachstum von Kardiomyozyten wird unter anderem durch intrazelluläre 

Kalziummobilisierug reguliert (24). Ein erhöhter intrazellulärer Kalziumgehalt kann zur 

Aktivierung der kalziumabhängigen Phosphatase Cn führen, die den Transkriptionsfaktor „Nuclear 

factor of activated T-cells“ (NFAT) dephosphoryliert und dadurch dessen nukleäre Translokation 

ermöglicht. Die Interaktion von NFAT mit weiteren Transkriptionsfaktoren führt letztlich zur 

Aktivierung Hypertrophie-fördernder Signalwege (25-31). E2 reduziert die Aktivität von L-Typ-

Kalziumkanälen in vitro und schützt somit vor erhöhtem intrazellulärem Kalziumgehalt (32). 

E2 und ER können der kardialen Hypertrophie entgegen wirken, und eine Inhibition des Cn 

Signalweges könnte dabei eine Rolle spielen (11-13, 23, 33).
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Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Expression und Lokalisation von ER alpha und beta im 

humanen LV-Myokard unter Berücksichtigung möglicher krankheits- und geschlechtsabhängiger 

Unterschiede. Im Tiermodell druckinduzierter Myokardhypertrophie sollte die antihypertrophe 

Wirkung von E2 auf hämodynamischer, funktioneller und zellmorphologischer Ebene beschrieben 

werden. In Zellkulturversuchen an Kardiomyozyten von Mäusen und Ratten sollten die ER 

abhängigen Mechanismen der antihypertrophen Wirkung von E2 über Beeinflussung bekannter 

Hypertrophie-assoziierter Signalwege untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Patienten

LV-Myokardproben von Patienten mit AS (n=14; 8 Frauen (65.6 ± 4.5 Jahre) und 6 Männer  

(67.7 ± 1.4 Jahre)) und von gesunden Kontrollen (n=17, 8 Frauen (57.4 ± 2.1 Jahre) und 9 Männer 

(55.0 ± 2.5 Jahre)), sowie von Patienten mit DCM (n=41; 7 Frauen (38.1 ± 8.5 Jahre) und 34 

Männer (44.9 ± 1.6 Jahre)) und gesunden Kontrollen (n=25; 10 Frauen (46.9 ± 4.8 Jahre) und 15 

Männer (43.7 ± 4.5 Jahre)) wurden für die mRNA- und Proteinmessungen, die Immunhistochemie 

und Immunpräzipitation verwendet.

LV-Myokardproben von Patienten mit AS wurden bei elektivem, operativem Aortenklappenersatz 

gewonnen. Gewebeproben der Kontrollgruppe stammten von nicht verwendeten Spenderherzen 

für Herztransplantationen. Gewebeproben von Patienten mit DCM wurden bei orthotopen 

Herztransplantationen entnommen. 

3.2 Tiermodell

Experimente wurden mit 8-10 Wochen alten weiblichen Wildtyp Mäusen (n = 88; C57BL/6, 

Taconic Laboratories, New York), an transgenen Mäusen, welche ubiquitär einen NFAT aktivierten 

Promotor und Luziferase Reportergen exprimierten (NFAT-Luc Mäuse), und an CnA beta Knockout 

Mäusen durchgeführt (34). 

An Tag -14 (Abbildung 1) wurden alle Mäuse ovariektomiert und erhielten für 7 Tage subkutan 

platzierte Placebo- oder Östrogen-Tabletten (0.25mg/60 Tage Freisetzungstablette; Innovative 

Research of America, Sarasota FL). An Tag 0 erhielten die Mäuse entweder eine Scheinoperation 

(alleiniges Eröffnen und Schließen des Thorax (Sham)) oder TAC-Operation. Somit entstanden 4 

Gruppen: Placebo-Sham (n = 13), E2-Sham (n = 13), Placebo-TAC (n = 29) und E2-TAC (n = 33). 

An Tag 13 erhielten die Wildtyp und NFAT-Luc Mäuse eine echokardiographische Untersuchung, 

an Tag 14 erfolgte eine hämodynamische Evaluation per Herzkatheter, und danach wurden die 

Herzen dieser Mäuse extrahiert und für die Zellkulturuntersuchungen weiterverarbeitet (34-

36). Bei den Untersuchungen an CnA beta Knockout Mäusen wurde die echokardiographische 

Untersuchung an Tag 27 und die hämodynamische Evaluation sowie die Extraktion der Herzen an 

Tag 28 durchgeführt (Abbildung 1).
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3.3 Hämodynamische Evaluation

Druck-Volumen-Kurven wurden erstellt, indem ein kalibrierter 1.0 French (Fr) Druck-

Volumen Conductance-Katheter (PVR-1045, Millar Instruments, Houston Texas) über die 

rechte Karotisarterie im linken Ventrikel platziert wurde. Die Druckgradienten der TAC 

operierten Tiere wurden gemessen, indem ein 1.0 Fr Mikrotip Drucktransducer Katheter  

(Model # SPR-1000, Millar instruments) über die linke Karotisarterie eingeführt wurde und den 

Aortendruck vor und hinter der Konstriktion abnahm (34, 36-38). 

3.4 Morphometrische Analyse der adulten murinen Kardiomyozyten

Zwei Wochen nach Sham- oder TAC-Operation (Placebo- und E2-behandelt) wurden die Myozyten 

der adulten Mäuse (23 Stück) enzymatisch isoliert (39). Der zuletzt verwendete Puffer wurde 

mit einem Übermaß an KCl (30mM) supplementiert, um spontane Myozytenkontraktionen zu 

unterdrücken. Die Zellen wurden unverzüglich auf Glasträger gezogen und an einem Olympus BX40 

Mikroskop in 100x Vergrößerung analysiert. Nach Kalibrierung wurden Fläche, Länge und Breite 

von mindestens 100 Myozyten/Herz gemessen, um einen repräsentativen Mittelwert zu erlangen. 

Alle Messungen erfolgten verblindet.

Abbildung1: Ovex = Ovariektomie, Echo = transthorakales Echokardiogramm, d = Tag, Hemodynamics 
= Herzkatheteruntersuchung, Tissue/Cell Harvest = Anlegen der Zellkultur und Morphometrie der Zellen 
(aus ausgewählter Publikation 7. 3), online Figure I).
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3.5 Zellkultur und Transfektion von Ventrikelmyozyten neonataler Ratten

Für die Anlegung der Zellkulturversuche wurden ein bis zwei Tage alte Sprague-Dawley 

Ratten euthanasiert, die Herzen extrahiert und die Ventrikel in Pufferlösung zerkleinert  

(in mmol/l: 116 NaCl, 20 HEPES, 0.8 Na2HPO4, 5.6 Glukose, 5.4 KCl, 0.8 MgSO4, pH 7.35, 

mit 0.6 mg/ml Pankreatin und 0.4 mg/ml Collagenase Typ II) (40). Bei 37 °C erfolgten mehrere 

Verdauungsvorgänge; die dabei entstandenen Pellets wurden in Zellkulturmedium (Ham´s F10) mit 

10% Pferdeserum und 5% Kohle-gefiltertem fetalem Kälberserum (100 µmol/l BromoDeoxyuridin, 

100 Einheiten/l Penicillin und Streptomycin) gelöst und für 60 Minuten im Brutschrank inkubiert. 

Das diente der Adhäsion der Fibroblasten. Der kardiomyozytenreiche Überstand wurde dann mit 

einer Dichte von 1x105/cm2 auf Zellkulturplatten  (BD Falcon) ausgelegt. Die Kardiomyozyten 

wuchsen für 48 Stunden in serumhaltigem Medium. Danach wurde das Medium durch serumfreies 

Medium (Dulbecco´s modifiziertes Medium (phenolrotfrei)) ausgetauscht. Unter Serumentzug 

wurden die Zellen zunächst mit dem alpha1-adrenergen Rezeptoragonisten Phenylephrin stimuliert 

und dann entweder mit E2 (1 oder 10nM E2 gelöst in 0.1% EtOH Solvens-Stammlösung) oder nur 

mit der Solvens-Stammlösung (0.1%, EtOH) behandelt. In einzelnen Versuchen wurde der ER-

Antagonist ICI 182,780 (ICI) (0.5-1µM) entweder allein oder in Kombination mit E2 verwendet.

Weiterführende Stimulationsversuche erfolgten mit dem Calcineurininhibitor Cyclosporin 

(500ng/ml), dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid (40µg/ml) und dem Proteasominhibitor 

Lactacystin (10µmol/l).

Daraufhin wurden Plasmid-DNA-Transfektionen durchgeführt. Dazu wurde die Calcium Phosphat 

Methode wurde benutzt (41). 1µg des NFAT-Luziferase Plasmids und 0.5µg der L7-RH Beta-

Galaktosidase wurden den 12-Well Platten beim Auslegen der Zellen hinzugefügt. 

Für die pCMV5-myc-Ubiquitin Transfektion wurden 7.5µg Plasmid-DNA den Zellkulturplatten 

(10cm Durchmesser) mit 2.5x106 Zellen hinzugefügt. 

Zur Infektion mit replikationsdefizienten Adenoviren („constitutively active mutant of CnA” 

(caCnA), „green fluorescent protein” (GFP)) wurden jeder Platte beim Zeitpunkt des Auslegens 

der Zellen Viren hinzugegeben und über Nacht im Brutschrank inkubiert.
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3.6 Luziferase Assay

24 Stunden nach Stimulation wurden die Zellen in Reporter Lysis Puffer (Promega) lysiert 

und die Luziferase Aktivität gemessen (Luziferase Assay Sysem (Promega)). Die Messung der  

Beta-Galaktosidase Aktivität wurde zur Bestimmung der Transfektionseffizienz herangezogen, 

und die resultierenden Werte wurden zur Normalisierung der Lumineszenzmessungen verwandt.

Außerdem wurden Luziferase Assays an myokardialen Lysaten transgener Mäuse (NFAT- 

Luc Mäuse) durchgeführt.

3.7 Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion

RNA wurde aus humanen und murinen LV-Myokardproben sowie Myozyten neonataler und adulter 

Ratten extrahiert und eine Reverse Transkription durchgeführt. Im Doppelansatz wurde eine „hot 

start“ Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion für ER alpha und beta  mit Hybridisierungsproben im 

Light Cycler Instrument durchgeführt. CnA beta, „brain natriuretic peptide“ (BNP), Beta-Myosin-

Schwerkette (Beta-MHC), atriales natriuretisches Peptid (ANP) und „Modulatory Calcineurin 

Interacting Protein 1.4“ (MCIP 1.4) wurden im Dreifachansatz am Taqman Instrument mit SYBR 

green gemessen. Die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mRNA-Expression 

wurde mit Hilfe von SYBR green quantifiziert. Der mRNA Gehalt jedes Zielgens wurde in jeder 

Probe in Bezug auf den mRNA Gehalt von GAPDH normalisiert.

3.8 Western Blot

LV-Myokardproben wurden mit LysisMatrix Partikeln und Detergenz Lysispuffer in einem 

FastPrep Homogenisator (FP 120, Qbiogene) homogenisiert. Der Proteingehalt wurde gemessen  

(BCA protein assay, Pierce), mit Hilfe eines 10% SDS-Gels aufgetrennt und auf 

Nitrozellulosemembranen transferriert.

Polyklonale Antikörper gegen den C-terminus von ER alpha (MC-20, Santa Cruz) gerichtet 

oder monoklonale Antikörper gegen GAPDH (Chemicon) und Beta-Catenin (BD Biosciences) 

wurden benutzt. Mit ECL Detektionskit (Amersham Pharmacia Biotech) wurden die Signale 

sichtbar gemacht und mit Alpha Ease FC (software, version 3.1.2, Alpha Innotech Corporation) 

quantifiziert.
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3.9 Immunhistochemie

In 4% Formaldehyd fixierte linksventrikuläre Myokardproben wurden in Paraffin eingebettet. 

Mit einem Mikrotom wurden 5 µm dicke Schnitte angefertigt und auf SuperFrost® Objektträger 

gezogen. Diese wurden bei Raumtemperatur getrocknet und für 12 Stunden in einem Brutschrank 

bei 60°C auf die Objektträger fixiert. Die Entferung des Paraffins erfolgte in einem Xylolbad mit 

darauffolgendem Waschen in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 70% Ethanol). 

Die Schnitte wurden 3x für 5 Minuten in Zitratpuffer (ph 6) bei 600 Watt in der Mikrowelle 

gekocht, um die Epitope für Antikörper zugänglich zu machen. Nach dem Abkühlen folgte das 

Blocken unspezifischer Epitope mit bovinem Serumalbumin (BSA) und die Inkubation mit den 

Primärantikörpern bei Raumtemperatur für 12 Stunden (ER alpha (Santa Cruz, MC-20), Troponin 

T (Neomarkers, AB 13-11), Vinculin (Sigma, hVin-1), Vimentin (Oncogene, Ab-1), Beta-Catenin 

(BD Biosciences), Caveolin-3 (Santa Cruz, A-3), Connexin 43 (Zymed, CX-1B1), Myosin-

Schwerkette (Developmental studies, Hybridoma Bank).  Nach weiterem Waschen und Blocken 

folgte die Inkubation mit den FITC-konjugierten anti-Kaninchen (Dianova) oder CY3- konjugierten 

anti-Maus (Dianova) Sekundärantikörpern für 2 Stunden. Eine Kernfärbung erfolgte mit DAPI 

(236276, Roche). Die Sichtbarmachung erfolgte an einem Konfokalmikroskop (Zeiss Confocal 

LSM 510). Unspezifische Bindungen der Primär-, Sekundärantikörper oder Autofluoreszenzen des 

Myokardgewebes wurden durch Auslassen der Primär- und/oder Sekundärantikörper und durch 

Benutzen eines Blocking Peptides ausgeschlossen. 

3.10 Immunopräzipitation

LV-Myokardproben humaner Spenderherzen wurden in eisgekühlter Pufferlösung A (50 mM Tris 

pH 6.8, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 300 mM Sukrose, 0.25% (v/v) Triton X-100 und Complete 

Protease InhibitorTM Mix (Roche)) in einem Dounce-Homogenisator bei 4°C homogenisiert. Die 

Homogenate wurden für 30 Minuten mit Benzonase (250 Einheiten) bei 4°C unter ständigem 

Schütteln inkubiert und danach zentrifugiert. 1.1 ml des Überstandes wurde mit 50µl Protein  

A-Sepharose für 30 Minuten bei 4°C geschüttelt. Die Protein A-Sepharose Kugeln wurden durch 

Zentrifugieren entfernt und 20µl anti-ER alpha Antikörper wurden zu 0.5ml des Überstandes 

gegeben. Nach einer weiteren Inkubations- und Sedimentationsphase wurden die Proteine mithilfe 

eines 7.5% SDS-Gel getrennt und ein Western Blot mit einem monoklonalen Antikörper gegen 

Beta-Catenin (siehe 3.8) durchgeführt.
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3.11 Statistik

Alle Messwerte wurden als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) angegeben. Bei dem Vergleich von 

zwei Gruppen wurden entweder der Student’s t-Test oder der Mann-Whitney U-Test verwendet. 

Bei dem Vergleich von mehreren Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ein- oder zweifaktorielle 

ANOVA) und gegebenenfalls eine Bonferroni-Korrektur oder ein Student Newman-Keuls post-Test 

durchgeführt. Korrelationskoeffizienten wurden nach Pearson ermittelt. Die Immunfluoreszenz-

Schnitte wurden von zwei unabhängigen Beobachtern bewertet. Für alle Tests wurde ein  

p-Wert von < 0.05 als statistisch signifikant angenommen. 

Alle statistischen Analysen wurden mit kommerziell erhältlicher Software (SPSS Version 11.0,  

GraphPad Instat3 Demoversion) durchgeführt.
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4. Ergebnisse

4.1 ER-Expression in humanen LV-Myokardproben

4.1.1 ER werden in humanen AS und DCM signifikant erhöht exprimiert

ER alpha mRNA war in LV-Myokardproben von Patienten mit AS 2.6 fach (p = 0.003, Abbildung 

2A), ER alpha Protein 1.7 fach (p = 0.026, Abbildung 2B) erhöht im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen. ER beta mRNA lag in LV-Myokardproben von Patienten mit AS 2.6 fach (p<0.005, 

Abbildung 2C) erhöht vor.

In LV-Myokardproben von Patienten mit DCM zeigte sich ein 1.8 facher Anstieg des ER alpha 

mRNA- und Proteingehalts (p = 0.0001, Abbildung 3A,B).

4.1.2 Geschlechterunterschiede in der mRNA-Expression der ER in Patienten mit AS und 
DCM

ER beta mRNA-Gehalt war signifikant höher in LV-Myokardproben gesunder Männer als in denen 

gesunder Frauen (p<0.005, Abbildung 2D). Der prozentuale Anstieg des ER beta mRNA-Gehalts 

in LV-Myokardproben von Frauen mit AS war jedoch signifikant höher als der Anstieg bei Männern 

mit AS (p = 0.005, Abbildung 2D).

Frauen mit DCM zeigten einen signifikant höheren prozentualen Anstieg des ER alpha Proteingehalts 

als Männer mit DCM (p = 0.013, Abbildung 3D).  

4.1.3 Korrelation zwischen ER und Hypertrophiemarkern

Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen ER beta und CnA beta (r = -0.83, p = 0.002, 

Abbildung 2E), jedoch keine Korrelation zwischen ER beta und BNP (Abbildung 2F). ER alpha 

mRNA korrelierte weder mit CnA beta mRNA, noch mit BNP mRNA (Daten werden nicht gezeigt). 

Die Hypertrophiemarker CnA beta und BNP waren in LV-Myokardproben von Patienten mit AS 

2.5 fach (p<0.001) und 10.1 fach (p<0.05) erhöht exprimiert im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

(Daten werden nicht gezeigt).
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Abbildung 2: ER alpha und beta Expression in Patienten mit AS. 
A) und B) ER alpha mRNA- und Proteingehalt waren signifikant erhöht in Patienten mit AS (p=0.003, 
p=0.026). C) ER beta mRNA-Gehalt war signifikant erhöht in Patienten mit AS (p<0.005). D) ER beta 
mRNA-Gehalt war signifikant verschieden in weiblichen und männlichen Kontrollen (p<0.005) und war 
erhöht in weiblichen und männlichen Patienten mit AS (p<0.001, p<0.05). Der prozentuale Anstieg von 
ER beta mRNA war höher bei weiblichen als bei männlichen Patienten (p=0.005). E) ER beta mRNA 
zeigte eine inverse Korrelation mit Cn A beta in Patienten mit AS (r=-0.83, p=0.002). F) ER beta mRNA 
zeigte keine Korrelation zur BNP-Expression in Patienten mit AS ((○) Frauen, (●) Männer).  
(*,**,*** = siehe oben) (nach ausgewählter Publikation 7. 1), Figure 1,3,4), 
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Abbildung 3: ER alpha Hochregulation in Patienten mit DCM. 
A) und B) ER alpha mRNA- und Proteingehalt waren in Patienten mit DCM signifikant erhöht 
(p=0.0001). C) und D) ER alpha mRNA- und Proteingehalt in gesunden Herzen und ihr 
Expressionsanstieg in Patienten mit DCM bei Männern (p=0.01, p=0.006) und Frauen (p=0.013, 
p=0.046). E) Exemplarischer Western Blot: 66kDa ER alpha Protein war in LV-Myokardproben von 
Patienten mit DCM hochreguliert (3:weiblich, 4: männlich) im Vergleich zu Kontrollen (1:weiblich,  
2:männlich). (*,** = siehe oben) (aus ausgewählter Publikation 7. 2), Figure 1).
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4.2 Lokalisation und Interaktion von ER in humanen LV-Myokardproben

4.2.1 Lokalisation von ER alpha im humanen Myokard

ER alpha waren im gesunden humanen Myokard in Kardiomyozyten membranassoziiert 

am Sarkolemm und an den Glanzstreifen lokalisiert. Außerdem wurden ER alpha Signale in 

Zellkernen von Myozyten und Nichtmyozyten, wie Fibroblasten, Gefäßendothelzellen und glatten 

Muskelzellen in Gefäßwänden nachgewiesen (Abbildung 4). 

Es zeigte sich ein gestreiftes Muster der ER alpha Verteilung in Kardiomyozyten. Um eine 

räumliche Assoziation von ER alpha zu myofibrillären, kontraktilen Strukturen zu untersuchen, 

wurden die LV-Myokardproben mit Antikörpern gegen Troponin T und ER alpha, und Myosin-

Schwerkette und ER alpha gefärbt. In beiden Fällen wurde ein sich abwechselndes gestreiftes 

Muster ohne Anhalt für eine Kolokalisation gefunden (Abbildung 4C,F). Es zeigte sich daher kein 

Anhalt für eine direkte räumliche Assoziation zwischen ER alpha und Troponin T oder Myosin-

Schwerkette im gesunden Myokard von Männern und Frauen, sondern den Hinweis auf eine 

benachbarte Lokalisation.

Das myokardiale Sarkolemm umgibt die Myofibrillen und wurde anhand von Vinculinfärbungen 

sichtbar gemacht (Abbildung 4H). Vinculin ist ein myokardiales Strukturprotein, das am 

Sarkolemm an Transversaltubuli und Z-Scheiben vorkommt und an den Glanzstreifen lokalisiert 

ist. Die Doppelfärbung von ER alpha und Vinculin ergab eine Kolokalisation an Sarkolemm und 

Glanzstreifen und somit den Hinweis auf eine identische Lokalisation von ER alpha und Vinculin 

im gesunden Myokard (Abbildung 4I). ER alpha waren somit am myokardialen Sarkolemm und 

an den Glanzstreifen lokalisiert.

Eine Lokalisation von ER alpha in Caveolae von Plasmamembranen kardialer Myozyten wird 

diskutiert. Eine Doppelfärbung von ER alpha mit dem Caveolae Marker Caveolin-3 zeigte jedoch 

keinen Anhalt für eine Kolokalisation (Abbildung 4L).

Um herauszufinden, ob ER alpha mit weiteren Proteinen an Glanzstreifen kolokalisierte, wurden 

die LV-Myokardproben mit Antikörpern gegen ER alpha und dem „gap junction“ Protein 

Connexin 43 gefärbt. ER alpha und Connexin 43 waren in gesunden Herzen an Glanzstreifen der 

Kardiomyozyten lokalisiert, zeigten aber keine Kolokalisation (Fig 4N, O). 

Fibroblasten und Endothelzellen konnten anhand von Vimentinfärbungen sichtbar gemacht werden. 

Eine Kofärbung von ER alpha und Vimentin zeigte ER alpha positive Signale in Zellkernen 

Vimentin positiver Zellen im Myokard (Fibroblasten) (Abbildung 4R), und in Zellkernen Vimentin 

positiver Zellen im Lumen von Gefäßen (Endothelzellen). In größeren Gefäßen zeigten sich  
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ER alpha Signale ebenfalls in Zellkernen der Gefäßwand, die am ehesten glatten Gefäßmuskelzellen 

entsprachen (siehe ausgewählte Publikation 7. 2), Figure 2K). 

Zellkerne wurden anhand von DAPI-Färbungen sichtbar gemacht und ER alpha Signale in 

vielen, aber nicht allen Zellkernen von Myozyten im gesunden und dilatiertem Myokard gezeigt 

(Abbildung 4T, U).

Anhand von Negativkontrollen wurde die Spezifität des ER alpha Signals nachgewiesen.  

Um unspezifische Bindungen der Sekundärantikörper auszuschließen, wurden die Primär-

antikörper weggelassen (Abbildung 5C). Um unspezifische Signale des Myokards sichtbar zu 

machen, sogenannte Autofluoreszenzen, wurden Primär- und Sekundärantikörper ausgespart  

(Abbildung 5D).

Unspezifische Bindungen des ER alpha Primärantikörpers wurden durch die Verwendung eines 

spezifischen Blocking Peptides für ER alpha ausgeschlossen (Abbildung 5A, B). Unspezifische 

Bindungen der Antikörper lagen nicht vor. Antikörperunabhängige Signale, Autofluoreszenzen 

des Myokards, fanden wir perinukleär in Kardiomyozyten (Lipofuszin) (Abbildung 5D).

Abbildung 4:   
LV-Myokard Schnitte gesunder Herzen. Jede horizontale Reihe stellt jeweils einen Myokardschnitt dar, 
der für ER alpha und ein weiteres Protein angefärbt wurde. Die erste Spalte zeigt jeweils ER alpha (grün) 
(A,D,G,J,M,P,S), die zweite das jeweils andere Strukturprotein (Troponin T (rot,B), Myosin-Schwerkette 
(rot,E),  Vinculin (rot,H), Kolokalisation ER alpha und Vinculin (gelb,I), Caveolin-3 (rot,K), Connexin 43 
(rot,N), Vimentin, (rot,Q),  DAPI (blau, rot=Lipofuszin,T)) und die dritte Spalte zeigt ein Fusionsbild der 
beiden ersten Bilder (nach ausgewählter Publikation 7. 2), Figure 2).

  ►
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Abbildung 5: Negativkontrollen: A und B zeigen ER alpha und Blocking Peptid; zur Darstellung des 
Myokards erfolgte die Anfärbung für Troponin T (rot,A); C zeigt kein Signal nach Weglassen des 
Sekundärantikörpers und D zeigt das Ergebnis nach Weglassen der Primär- und Sekundärantikörper.  
Punktförmige perinukleäre Strukturen entsprachen am ehesten Lipofuszin (rot/grün in A, grün in B, rot in 
C und D). Es zeigten sich keine falsch positiven Signale, die ER alpha Signalen ähnelten.
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4.2.2 Lokalisationsänderung von ER alpha in DCM und AS

In 12  (86%) von 14 Myokardproben gesunder Kontrollen konnte ein ER alpha Signal an den 

Glanzstreifen nachgewiesen werden (Abbildung 6A). Im Myokard von Patienten mit DCM 

zeigte sich eine signifikante Reduktion des ER alpha Signals an den Glanzstreifen in 4 (30%) 

von 13 Myokardproben (p<0.001) bei vergleichbarem ER alpha Signal an Zellmembranen der 

Kardiomyozyten (Abbildung 6B, 7D, F) und in Zellkernen von Myozyten und Nichtmyozyten 

(Daten nicht gezeigt). In einer Probe eines Patienten mit AS konnte ebenfalls kein ER alpha Signal 

an den Glanzstreifen der Myozyten detektiert werden (Abbildung 7G, I).

Abbildung 6: ER alpha Lokalisationsänderung in LV-Myokardproben von Patienten mit DCM. A) 
Ausschnitt einer LV-Myokardprobe eines männlichen gesunden Herzens und B) eines männlichen 
Patientens mit DCM. ER alpha (grün), Troponin T (rot). Pfeile zeigen die Areale der Glanzstreifen, das 
Dreieck zeigt einen ER alpha enthaltenden Kern. C) In Patienten mit DCM war das ER alpha Signal 
an den Glanzstreifen signifikant reduziert (P<0.001). ID=Intercalated disc (engl. für Glanzstreifen), 
n = Probenanzahl. ID-Signal= positives Signal für ER alpha an Glanzstreifen der Kardiomyozyten. 
ID-Signal: not detected = keine Glanzstreifen mit positivem ER alpha Signal in untersuchter LV-
Myokardprobe, ID-Signal: sporadically present = ER alpha Signal in weniger als 50% der Glanzstreifen 
der untersuchten LV-Myokardprobe vorhanden, ID-Signal: over 50% present = ER alpha Signal in mehr 
als 50% der Glanzstreifen der untersuchten LV- Myokardprobe vorhanden, ID-Signal: always present = 
ER alpha Signal in allen Glanzstreifen der untersuchten LV-Myokardprobe vorhanden (aus ausgewählter 
Publikation 7. 2), Figure 3).
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4.2.3 Kolokalisation von ER alpha mit Beta-Catenin

Ein ER alpha Signal an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten konnte in 86% der gesunden humanen 

Myokardproben gezeigt werden. ER alpha kolokalisierte mit Vinculin an den Glanzstreifen und 

zeigte keine Kolokalisation mit Connexin 43 oder Caveolin-3, die ebenfalls an Glanzstreifen 

lokalisiert waren.

Glanzstreifen von Kardiomyozyten bestehen zu einem Teil aus Adhäsionskomplexen, die das 

Protein Beta-Catenin enthalten. Um eine eventuelle Kolokalisation zu untersuchen, wurden  

LV-Myokardproben mit Antikörpern gegen ER alpha und Beta-Catenin angefärbt. In 14 (100%) 

Myokardproben gesunder Patienten zeigte sich ein deutliches Signal für Beta-Catenin an den 

Glanzstreifen (Abbildung 7B); in den untersuchten Myokardproben, die ER alpha Signale an 

Glanzstreifen aufwiesen (in 12 (86%) von 14 Myokardproben), zeigte sich eine Kolokalisation für 

ER alpha und Beta-Catenin (Abbildung 7C).

In Myokardproben, in denen kein Signal für ER alpha an Glanzstreifen nachweisbar war  

(9 (70% von 13 DCM-Myokardproben), konnte keine Kolokalisation für ER alpha und Beta-

Catenin gezeigt werden (Abbildung 7F, I). Die Lokalisation und Lokalisationsänderung von  

ER alpha wies keinerlei Geschlechterunterschiede auf. 
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Abbildung 7: ER alpha (grün, A,C,D,F,G,I) und Beta-Catenin (rot, B,C,E,F,H,I) zeigten im gesunden 
humanen Myokard (A-C) eine Kolokalisation (gelb,C) an Glanzstreifen. Im Myokard von Patienten mit 
DCM (D-F) und AS (G-I) ist kein ER alpha Signal an Glanzstreifen (D,F,G,I) zu erkennen, somit auch 
keine Kolokalisation mit Beta-Catenin (F,I). Jede horizontale Reihe zeigt jeweils einen Myokardschnitt, 
der für ER alpha (grün) und Beta-Catenin (rot) gefärbt wurde. Das dritte Bild jeder Reihe zeigt jeweils ein 
Fusionsbild der ersten beiden (aus ausgewählter Publikation 7. 2),  Figure 4).
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4.2.4 ER alpha und Beta-Catenin interagieren im gesunden humanem Myokard

Nachdem die Kolokalisation von ER alpha und Beta-Catenin an Glanzstreifen im gesunden 

humanen Myokard gezeigt werden konnte, wurde im Anschluß eine Interaktion zwischen 

beiden Proteinen durch einen Koimmunopräzipitationsassay nachgewiesen (Abbildung 8). 

Diese Interaktion spricht für einen potentiell funktionellen Proteinkomplex aus ER alpha und Beta-

Catenin in gesunden humanen Herzen. 

Abbildung 8: Immunpräzipitationsanalyse der Interaktion von ER alpha und Beta-Catenin im gesunden 
humanen Myokard. 
Lysate myokardialer Proben von gesunden Kontrollen wurden mit Antikörpern gegen ER alpha 
inkubiert (Spur 1), woraufhin Proteinkomplexe mit Protein A-Sepharose Kugeln präzipitierten. Protein 
A-Sepharose Kugeln und Lysate alleine wurden als  Negativkontrollen genutzt (Spur 2). Lysate, die 
weder Antikörper, noch Protein A-Sepharose beinhalten, wurden als Positivkontrolle genutzt (Spur 3). 
Der Antikörper gegen Beta-Catenin zeigt auf der zu erwartenden Höhe von 92kDa eine Bande für Beta-
Catenin (Spur 1 und 3) (aus ausgewählter Publikation 7. 2), Figure 6).
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4.3 Funktion von E2 in vivo und in vitro

4.3.1 E2 verbessert Hämodynamik und reduziert druckinduzierte LV-Hypertophie im 
Tiermodell

Die TAC-Operation führte in der Placebo-Gruppe zu einem Anstieg der LV-Masse, des LV 

enddiastolischen und endsystolischen Durchmessers (LVEDD und LVESD; p<0.01, p<0.01) 

sowie zur Reduktion der Verkürzungsfraktion (FS, p<0.05). Die Substitution von E2 führte zu 

einer Verringerung der LV-Dilatation und Verbesserung der LV-Funktion (p<0.05), sowie zu einem 

abgeschwächten Anstieg der LV-Masse (Abbildung 9A).

In der Placebo-TAC Gruppe zeigte sich eine Verschlechterung der kardialen Funktion in Form 

von signifikant erhöhtem linksventrikulären enddiastolischen Druck (LVEDP, p<0.05) und einem 

verringerten LV dP/dt (p<0.05), die durch E2-Substitution verbessert wurden (LVEDP, p<0.05; LV 

dP/dt, p = ns; siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Table).

Die Analysen der Druck-Volumen Kurven zeigten darüberhinaus, dass die TAC-Operation zu 

einer Verminderung des Schlagvolumens (p<0.05) und des Herzzeitvolumens (p<0.05) führte, 

die durch E2-Substitution signifikant verbessert wurde (p<0.05, p<0.05). Außerdem trat nach 

TAC-Operation eine signifikante LV-Dilatation (p<0.05) und Reduktion der LVEF (p<0.05) 

auf. Die E2-Substitution verhinderte diese LV-Dilatation (p<0.05) und führte zu einer partiellen 

Wiederherstellung der LVEF (p<0.05, Abbildung 9 B).

TAC reduzierte zwei hämodynamische Messwerte für Kontraktilität: das endsystolische Druck-/

Volumenverhältnis (ESPVR= “endsystolic pressure volume relationship“) und die vorlastabhängige 

Schlagarbeit (PRSW=“preload recruitable stroke work“; p<0.05, p<0.05). Beide Werte wurden 

durch E2-Substitution normalisiert. (p<0.05, p<0.05, Abbildung 9 B).

Ein vergleichbares Ausmaß der Aortenkonstriktion in der Placebo- und der E2-Gruppe konnte anhand 

von echokardiographisch ähnlich gemessener mittlerer Geschwindigkeiten im Pulswellendoppler 

gezeigt werden (Placebo-TAC = 3.91 ± 0.12 m/s versus E2-TAC = 3.84 ± 0.29 m/s). In beiden 

Fällen zeigte sich die Aortenkonstriktion signifikant höher als bei Sham operierten Mäusen  

(1.080 ± 0.10 m/s; p<0.001 vs. TAC Gruppe; Daten werden nicht gezeigt).
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4.3.2 E2 reduziert Hypertrophie kardialer Myozyten

In placebobehandelten Mäusen erhöhte die TAC-Operation die Fläche, Länge und Breite der 

Myozyten im Vergleich zu Sham (p<0.05). E2-Substitution verringerte signifikant die Fläche und 

Länge der Myozyten (p<0.05), wirkte sich aber nicht signifikant auf das Breitenwachstum aus  

(p = ns; Abbildung 10).

Zusammenfassend verringert E2-Substitution druckinduzierte LV- und Myozytenhypertrophie 

durch Verhinderung der Myozytenelongation, LV-Dilatation und LV-Dysfunktion und begünstigt 

eine eher konzentrische Form der Hypertrophie.

A

B

Abbildung 9:  A) LVEDD und LVESD wurden durch TAC signifikant erhöht (P<0.05) und durch E2-
Substitution wurde diese Entwicklung während druckinduzierter Hypertrophie verhindert. FS wurde 
durch TAC signifikant reduziert (P<0.05) und durch E2-Substitution wurde dies verhindert.*=p<0.05 
Placebo-TAC vs. Sham, †=p<0.05 E2-TAC vs. Placebo-TAC.
B) Druck-Volumen-Analyse: Beispielhafte Kurven von Sham, E2-TAC und Placebo-TAC. Die Kurve der 
Placebo-TAC verschob sich nach rechts, im Sinne einer LV-Dilatation, die durch E2-Substitution  
(E2-TAC) aufgehalten wurde (aus ausgewählter Publikation 7. 3), Figure1).
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4.3.3 E2 beeinflusst die Expression hypertropher Gene und Calcineurinsignalwege in vivo

Die TAC-Operation führte zu einer signifikanten Erhöhung der Genexpression von ANP und beta-

Myosin-Schwerkette (beta-MHC) (p<0.05, p<0.05) in placebobehandelten Mäusen, wohingegen 

die Genexpression von ANP und beta-MHC in östrogensubstituierten Mäusen signifikant verringert 

war (p<0.05, p<0.05; Daten werden nicht gezeigt). 

Es zeigten sich keine Expressionsunterschiede von CnA beta mRNA durch alleinige TAC-

Operation oder zusätzliche E2-Substitution. CnA beta Proteingehalt hingegen war in Placebo-TAC 

Mäusen signifikant erhöht (p<0.05) und durch E2-Substitution verringert (p<0.05; Abbildung 11). 

Die gleichen Ergebnisse wurden für eine Splicevariante des „modulatory calcineurin interacting 

protein 1“ (MCIP 1) gezeigt, der MCIP 1.4 mRNA. MCIP 1.4 ist an der Calcineurin-NFAT-

Aktivierung beteiligt (siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 2A).

Abbildung 10: TAC erhöhte signifikant die Fläche (myocyte area), die Länge (myocyte length) und 
die Breite (myocyte width) der Kardiomyozyten. E2-Substitution verhinderte die druckinduzierte 
Vergrößerung der Fläche und Länge, nicht jedoch der Breite. *=p<0.05 Placebo-TAC und E2-TAC vs. 
Sham, †=p<0.05 E2-TAC vs. Placebo-TAC (aus ausgewählter Publikation 7. 3), Figure 1).

Abbildung 11: CnA Protein wurde in Placebo-TAC signifikant erhöht; dies wurde durch E2-Substitution 
verhindert. *=p<0.05 Placebo-TAC vs. Sham, †=p<0.05 E2-TAC vs. Placebo-TAC (aus ausgewählter 
Publikation 7. 3), Figure 2).
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4.3.4 E2-Substitution verringert Calcineurin-NFAT-Aktivierung

Um die Auswirkung der E2-Substitution auf die Calcineurin-NFAT-Aktivierung in vivo zu 

untersuchen, wurden transgene Mäuse (n = 18), die ubiquitär NFAT-aktivierte Promotor-Luziferase 

Reporterkonstrukte exprimierten, genutzt, die dem gleichen Versuchsprotokoll unterzogen wurden, 

wie in Abbildung1 dargestellt wurde. Eine erhöhte Luziferaseaktivität war dabei Ausdruck einer 

erhöhten Aktivierung des Calcineurin-NFAT-Signalweges.

Luziferase Reporterassays an myokardialen Zelllysaten zeigten eine signifikante Erhöhung 

der Luziferaseaktivität in Placebo-TAC Mäusen verglichen mit Sham Mäusen (p<0.05); E2-

Substitution verminderte signifikant den Anstieg der Luziferaseaktivität (p<0.05) und somit den 

zur Hypertrophie führenden Signalweg über die Calcineurin-NFAT-Aktivierung (siehe ausgewählte 

Publikation 7. 3), Figure 2B).

4.3.5 E2 zeigt keinen antihypertrophen Effekt in Calcineurin A beta Knockout Mäusen

Als nächstes wurde der Effekt der E2-Substitution bei TAC-induzierter Hypertrophie in weiblichen 

homozygoten CnA beta Knockout-Mäusen (n = 20) und deren Wildtyp-Wurfgeschwistern als 

Kontrollen (n = 27) untersucht. 

E2-Substitution verhinderte LV-Hypertrophie in Wildtyp-TAC Mäusen (p<0.05), nicht jedoch in 

CnA beta Knockout-Mäusen, die einer TAC-Operation unterzogen wurden (siehe ausgewählte 

Publikation 7. 3), Figure 2C). Dies spricht dafür, dass E2 seine antihypertrophe Wirkung über die 

Beeinflussung von Calcineurin ausübt.

Ventrikuläre Myozyten neonataler Ratten (NRVM) wurden mit einem alpha1-adrenergischem 

Rezeptoragonist, Phenylephrine (PE), stimuliert, um einen Hypertrophiestimulus zu setzen. 

E2-Substitution verhinderte PE-induzierte Vergrößerung der Kardiomyozytenzellfläche (p<0.05; 

Abbildung 12) und verringerte signifikant die PE-induzierte Erhöhung der ANP Expression (p<0.05; 

siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 3B). Diese E2-Effekte wurden durch Präinkubation 

mit dem ER-Antagonisten ICI  182,780 verhindert (ICI) (p<0.05; Abbildung 12), was für einen 

ER-vermittelten Effekt von E2 spricht.

4.3.6 E2 beeinflusst Kardiomyozytenhypertrophie und Calcineurinsignaling über ER in vitro
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E2 verhinderte ebenfalls den PE-induzierten Anstieg von CnA beta Proteingehalt und ICI machte 

dies wiederum rückgängig (p<0.05; siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 4A). E2 hatte dabei 

keinen Effekt auf CnA beta mRNA 6-24h nach PE Stimulation (siehe ausgewählte Publikation 7. 3),  

supplemental Figure IV,B).

E2 verhinderte außerdem signifikant die PE-induzierte NFAT-Aktivierung in NRVM (p<0.05; 

siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 4A). 

Um herauszufinden, ob die antihypertrophe Wirkung von E2 der Beeinflussung der 

Calcineurinsignalwege bedarf, wurden NRVM entweder mit einer Calcineurinmutations- 

(constitutively active (ca) mutant of CnA) oder einem GFP-Konstrukt als Kontrolle transfiziert.

E2 übte keinen Effekt auf Myozytenwachstum oder NFAT-Aktivierung der NRVM aus, die mit 

der caCnA Mutante infiziert waren, verringerte jedoch die PE-induzierte Zellvergrößerung und 

NFAT-Aktivierung in GFP exprimierenden NRVM (p<0.05; siehe ausgewählte Publikation 7. 3), 

Figure 4B).

Als nächstes wurden NRVM vor der Stimulation mit PE entweder mit E2, dem Calcineurininhibitor 

Cyclosporin oder einer Kombination der beiden vorbehandelt. Die Kombination von E2 und dem 

Calcineurininhibitor Cyclosporin führte dazu, dass E2 das PE-induzierte Myozytenwachstum nicht 

mehr verhinderte (siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 4C).

Abbildung 12:  Relative Cell Area = relative Fläche der Zellen (der ventrikulären Myozyten neonataler 
Ratten). E2 oder ICI alleine veränderten die relative Zellfläche nicht. Stimulation mit PE führte zu einem 
signifikanten Anstieg der relativen Zellfläche im Vergleich zu Kontrollen (Con) (*=p<0.05 immer vs. 
Con). Die Präinkubation der Zellen mit E2 vor einer Stimulation mit PE führte zu einer signifikanten 
Reduktion des Anstiegs der relativen Zellfläche im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit PE (†=p<0.05 
PE-E2 vs. PE) (aus ausgewählter Publikation 7. 3), Figure 3).



34 Ergebnisse

4.3.7 E2 beeinflusst die Degradation von Calcineurin

Da E2-Substitution zu einer Verringerung des Proteingehaltsanstiegs, nicht jedoch des mRNA-

Gehalts von Calcineurin führte, wurde untersucht, ob E2 diesen Effekt über die Beeinflussung der 

Degradation von Calcineurin ausübt.

NRVM wurden vor der Stimulation mit PE mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximide 

vorbehandelt, um mögliche Beeinflussung durch Proteinneusynthese auszuschließen.

Die Halbwertszeit von Calcineurin in Kontrollzellen betrug 15.1 Stunden (Daten werden nicht 

gezeigt). Diese wurde durch PE-Stimulation signifikant verlängert (p<0.05), was zu der Annahme 

führte, dass der Anstieg von Calcineurin durch eine reduzierte Degradation von Calcineurin 

bewirkt wurde. E2 verhinderte die PE-induzierte Stabilisierung von Calcineurin in Anwesenheit 

von Cycloheximide (p<0.05). Dies wurde durch den ER-Antagonisten ICI verhindert (p<0.05; 

Daten werde nicht gezeigt).

Die Calcineurindegradation bedarf 26S Proteasomen (42). Um eine mögliche Beeinflussung 

der Calcineurindegradation durch E2 zu prüfen, wurden die Kardiomyozyten mit einem 

Proteasominhibitor, Lactacystin, 1 Stunde vor PE-Stimulation behandelt.    

Lactacystin verhinderte die Degradation von Calcineurin und führte somit zu einem Anstieg des 

Proteingehalts von CnA (p<0.01; siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 5B). Eine PE-induzierte 

Erhöhung des CnA Proteins war nicht mehr möglich, da die Degradation durch Lactacystin bereits 

verhindert wurde. E2-Substitution führte unter diesen Bedingungen nicht zu einer Verringerung 

des Proteingehaltes von CnA (siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 5A). Die Präinkubation 

mit Lactacystin verhinderte ebenfalls die antihypertrophe Wirkung der E2-Substitution auf PE-

induzierte Hypertrophie (Zellgröße) der NRVM (siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 5B). 

Dies führt zu der Annahme, daß intakte 26S Proteasome für die Regulation der CnA Expression 

durch PE und E2 notwendig sind.

Bei der Proteindegradation spielt die Ubiquitinilierung, das Hinzufügen von Polyubiquitinketten 

an Lysinreste spezifisch markierter Proteine, eine wichtige Rolle. 

Daher wurde das Ausmaß und eine mögliche Beeinflussung der Ubiquitinilierung  von CnA durch 

Vorbehandlung mit E2 während PE-stimulierter Hypertrophie untersucht.

NRVM wurden dafür mit einem Plasmid transfiziert, welches mit einem myc-tagged ubiquitin 

Konstrukt kodiert war. Die Zellen wurden vier Stunden nach PE-Stimulation geerntet und 

Immunpräzipitationen mit Antikörpern gegen myc-Epitope oder Calcineurin durchgeführt. 
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Calcineurin-Ubiquitinilierung wurde durch PE-Stimulation verringert (p<0.05), und E2-

Vorbehandlung stellte die Calcineurin-Ubiquitinilierung wieder her (p<0.05; Abbildung 13).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, daß E2 die Degradation von CnA durch einen ER-

abhängigen Mechanismus verstärkt, wobei die Ubiquitinilierung von CnA eine Rolle spielt.

Die Degradation von CnA ist abhängig von der spezifischen E3 Ubiquitin Ligase Atrogin1, welche 

mit CnA assoziiert ist und die CnA Ubiquitinilierung katalysiert. 

Daher wurde die mRNA Expression von Atrogin1 und von zwei weiteren E3 Ubiquitin Ligasen, 

„Mouse Double Minute 2“ (MDM2) und Muskel spezifisches Ringfingerprotein 1 (MuRF1) 

in TAC- und Wildtyp-Mäusen quantifiziert. TAC führte zu einer signifikanten Verringerung 

der Expression von Atrogin1, MDM2 und MuRF1 in placebobehandelten Mäusen (p<0.05)  

(siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 6). E2-Substitution hatte keinen Effekt auf TAC-

induzierte Verringerung der Atrogin1 Expression, normalisierte jedoch die Expression von 

MDM2 (p<0.05) und MuRF1 (p<0.05) Levels vergleichbar zu den in Sham-operierten Mäusen  

(siehe ausgewählte Publikation 7. 3), Figure 6). 

Abbildung 13:
Die Stimulation der ventrikulären Myozyten neonataler Ratten mit PE führte zu einer signifikanten 
Reduktion der Calcineurin-Ubiquitinilierung (*=p<0.05 PE vs. Con). E2-Substitution vor PE-Stimulation 
führte zu einer signifikanten Verhinderung der Reduktion der Calcineurin-Ubiquitinilierung (†=p<0.05 
PE-E2 vs. PE) (aus ausgewählter Publikation 7. 3), Figure 5).
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5. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ER in hypertrophierten und dilatierten humanen Herzen 

signifikant erhöht exprimiert vorlagen. Frauen zeigten dabei einen höheren Expressionsanstieg 

als Männer. Eine Lokalisation von ER alpha konnte an Zellmembranen und Glanzstreifen von 

Kardiomyozyten und in Zellkernen von Myozyten und Nichtmyozyten gezeigt werden. ER alpha 

kolokalisierte und interagierte mit dem Protein Beta-Catenin an Glanzstreifen gesunder Herzen und 

war signifikant reduziert an den Glanzstreifen myokardialer Proben von Patienten mit DCM und 

AS. Im Tiermodell wirkte E2 der druckinduzierten LV-Hypertrophie entgegen und führte zu einer 

Verminderung der Kardiomyozytenhypertrophie und zu einer Verbesserung der LV-Funktion. In 

Zellkulturversuchen konnte gezeigt werden, dass E2 seinen antihypertrophen Effekt ER abhängig 

über die Erhöhung der Degradation von Cn vermittelte. 

Bisher wurde die Expression, Lokalisation und Funktion myokardialer ER hauptsächlich an Nage-

tieren untersucht (11-13, 17-19, 23, 33). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Expression 

myokardialer ER und deren krankheits- und geschlechtsabhängige Expressionsunterschiede in 

humanen LV-Myokardproben gezeigt. Die krankheitsabhängig erhöhte Expression der ER in Herzen 

von Patienten mit AS und DCM könnte auf eine funktionelle Rolle myokardialer ER hinweisen, 

und der höhere Anstieg der ER-Expression bei Frauen steht gegebenenfalls in Zusammenhang 

mit den klinischen Vorteilen bei kardiovaskulären Erkrankungen, die beobachtet werden. In 

der Entwicklung kardialer Hypertrophie spielt auf molekularer Ebene die kalziumabhängige 

Phosphatase Calcineurin und insbesondere die Isoform CnA beta eine hervorgehobene Rolle 

(29). In den in dieser Arbeit untersuchten Patienten mit AS zeigte sich ein zu erwartender Anstieg 

von CnA beta mRNA (43) und zusätzlich eine signifikante inverse Korrelation zwischen ER beta 

und CnA beta auf mRNA Ebene. Dieses Phänomen der niedrigen Genexpression von CnA beta 

bei erhöhter Genexpression von ER beta könnte auf einen der Hypertrophie entgegenwirkenden 

Mechanismus durch ER beta in humanem Myokard hinweisen.

In einer Arbeit von Taylor et al. wurden ER in multiplen menschlichen Geweben und dabei auch in 

menschlichem Myokard immunhistochemisch nachgewiesen (16). In der vorliegenden Arbeit wurde 

erstmals die genaue Lokalisation des ER alpha in gesunden und erkrankten Herzen von Frauen und 

Männern mittels Immunfluoreszenz und Konfokalmikroskopie untersucht, sowie die Interaktion 

von ER alpha mit benachbarten myokardialen Proteinen. Es zeigte sich eine Lokalisation für ER 

alpha in Zellkernen von Kardiomyozyten, kardialen Fibroblasten, Gefäßendothel- und glatten 

Muskelzellen. Die Tatsache, daß nicht alle Zellkerne ER alpha Signale aufwiesen, könnte ein 

Zeichen für eine inhomogene Stimulation der myokardialen Zellen sein. Nuedling et al. zeigten in 

isolierten Rattenkardiomyozyten ein gestreiftes Muster für ER alpha und eine nukleäre Translokation 
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der Rezeptoren nach Östrogenstimulation (44). In Übereinstimmung mit diesen Daten zeigten sich  

ER alpha Signale im humanen Myokard ebenfalls in gestreifter Anordnung an Plasmamembranen 

und Glanzstreifen der Kardiomyozyten. Dabei zeigte sich ein abwechselnd gestreiftes Muster für 

ER alpha und Troponin T und ER alpha und Myosin-Schwerkette. Eine fehlende Kolokalisation von 

ER alpha mit Troponin T und Myosin-Schwerkette, beides Bestandteile myofibrillärer Strukturen, 

verwies auf eine perimysiale Lokalisation des ER alpha. 

Eine Membranassoziation eines funktionellen ER alpha ist beschrieben (45). Die Kolokalisation 

von ER alpha mit Vinculin, einem myokardialen Strukturprotein des Sarkolemm, welches an 

Transversaltubuli und Z-Scheiben lokalisiert ist, spricht für einen membranassoziierten ER alpha im 

humanen Myokard. ER alpha weist keine hydrophoben Anteile auf, die transmembrane Domänen 

darstellen könnten. Eine direkte intramembranöse Lokalisation scheint daher unwahrscheinlich; 

eher kann von einer Interaktion mit membranständigen Proteinen in Multi-Protein-Komplexen 

ausgegangen werden. Eine solche funktionelle Interaktion ist für ER alpha und Caveoline an 

endothelialen Plasmamembranen beschrieben (46,47). Eine Doppelfärbung von ER alpha mit dem 

Caveolae Marker Caveolin-3 zeigte jedoch keinen Anhalt für eine Kolokalisation in myokardialen 

Caveolae. Dies schließt jedoch eine Interaktion mit anderen caveolären Proteinen, wie zum Beispiel 

mit eNOS oder iNOS, nicht aus. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das ER alpha Signal erstmals an den Glanzstreifen humaner 

Kardiomyozyten gezeigt. Ropero et al. zeigten das ER alpha Signal an Plasmamembranen und 

Glanzstreifen in Rattenmyokard  (48). 

Glanzstreifen bestehen aus „Gap junctions“, „Desmosomen“ und „Adhaerens junctions“. „Gap 

junctions“ regulieren die elektrische Weiterleitung während „Desmosome“ und „Adhaerens 

junctions“ Intermediärfilamente integrieren und Myofibrillen ans Sarkolemm verankern. 

Glanzstreifen sind elementar für eine normale Zell-Zell Interaktion zwischen Myozyten (49). In 

insuffizienten Herzen sind Glanzstreifen in Struktur und Funktion signifikant verändert (50).

In adultem Myokard bestehen „Gap junctions“ zum Großteil aus Connexin 43 (51). Nach 

Myokardschädigung wird Connexin 43 dephosphoryliert und von den Glanzstreifen ins 

Zytosol transloziert (52). In Kardiomyozyten von Ratten ist beschrieben, daß E2 via ER an der 

Phosphorylierung von Connexin 43 beteiligt ist (53). Dies könnte einer Funktion des ER alpha an 

Glanzstreifen entsprechen. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob ER alpha und Connexin 43 

an den Glanzstreifen kolokalisierten. Eine Kolokalisation für ER alpha und Connexin 43 konnte 

nicht gezeigt werden, eine gegenseitige Beeinflussung ist jedoch nicht ausgeschlossen. In Herzen 

von Patienten mit DCM lagen sowohl ER alpha als auch Connexin 43 verringert an Glanzstreifen 
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vor. Man kann spekulieren, daß ER alpha in gesunden Herzen die Phosphorylierung von Connexin 

43 und somit die Lokalisation an den „Gap junctions“ begünstigt und diese Funktion in erkrankten 

Herzen verloren geht. 

Ein weiteres Protein an den Glanzstreifen kardialer Myozyten, das Teil der „Adhaerens junction“ 

ist und eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zell-Zell Adhäsionen und intrazellulärem 

Signaling spielt, ist Beta-Catenin. Beta-Catenin spielt eine Rolle bei der Herzentwicklung (54-

56) und bei physiologischer und pathologischer Hypertrophie kardialer Myozyten (57). Eine 

funktionelle Interaktion zwischen ER alpha und Beta-Catenin wird in verschiedenen Zelltypen 

wie humanen Darmkrebszellen (58) und hippokampalen Zellen der Ratte (59) beschrieben, wobei 

eine Lösung von Beta-Catenin aus diesem Komplex durch Östrogenstimulation beschrieben ist 

(59). Doppelfärbungen ergaben eine deutliche Kolokalisation von ER alpha und Beta-Catenin an 

den Glanzstreifen gesunder Herzen. In humanen Herzen von Patienten mit DCM und AS hingegen 

zeigte sich ein Verlust dieser Kolokalisation, da das ER alpha Signal an den Glanzstreifen nicht 

mehr vorhanden war. Koimmunopräzipitationsexperimente ergaben den Nachweis einer Inter-

aktion zwischen ER alpha und Beta-Catenin in gesunden Herzen. Ein Komplex aus ER alpha und 

Beta-Catenin im gesunden humanen Myokard scheint daher möglich und ein Fehlen eines solchen 

Komplexes in Herzen von Patienten mit DCM und AS wahrscheinlich. In dilatierten Herzen ist 

eine Desorganisation der Proteine an Glanzstreifen beschrieben und vergesellschaftet mit einer 

Destabilisierung der myokardialen Strukturen mit kontraktiler Dysfunktion und Entstehung von 

Arrhythmien (60-63). Eine stabilisierende Funktion des ER alpha an Glanzstreifen und ein Verlust 

dieser Funktion im Rahmen der krankheitsabhängigen Umstrukturierung der Glanzstreifen scheint 

möglich.

Im Tiermodell druckinduzierter LV-Hypertrophie wirkte E2 der Hypertrophie entgegen, wie bereits 

in vorherigen Studien gezeigt wurde (23,34). Es verminderte die Entstehung einer LV-Dilatation 

und die Verschlechterung der systolischen Funktion und Kontraktilität. Auf Myozytenebene 

wirkte E2 inhibierend auf das Längenwachstum, nicht jedoch auf das Breitenwachstum. In vitro 

Experimente mit ER-Antagonisten zeigten, dass die antihypertrophe Wirkung von E2 über ER 

stattfand.

Der antihypertrophe Effekt von E2 ging einher mit einer Reduktion des Proteingehalts an 

Calcineurin. Die Tatsache, daß dieser Effekt von E2 in CnA beta knockout Mäusen ausblieb, 

sprach dafür, dass die Beeinflussung des Calcineurinproteingehaltes ausschlaggebend war für die 

antihypertrophe Wirkung von E2. Mit Ausbleiben des Proteinanstiegs von Calcineurin durch E2 



39Diskussion

kam es zu einer Erhöhung der Ubiquitinilierung und proteasomalen Degradation von Calcineurin. 

Somit führte E2-Substitution über ER abhängige Mechanismen zu einer Limitation von LV- und  

Kardiomyozytenhypertrophie, indem die proteasomale Degradation von Calcineurin erhöht 

wurde.

Pedram et al. (33) zeigten, dass E2 die Expression des „modulatory calcineurin interacting protein 1“,  

MCIP1, erhöhte und dass die Herunterregulation von MCIP1 durch siRNA den inhibierenden 

Effekt von E2 auf Agonisten-induzierte Hypertrophie verhinderte. Die vorliegenden Ergebnisse 

stimmen damit nicht überein, wobei im Falle der Studie von Pedram Zellkulturversuche mit 

neonatalen Kardiomyozyten benutzt wurden und in unserer Studie MCIP1 Expression von in vivo 

Myokardproben stammten. Außerdem wurde die MCIP1 Isoform MCIP1.4 quantifiziert, dessen 

Expression durch NFAT Aktivierung gesteuert wird. MCIP1.4 mRNA Gehalt wurde in Placebo-

TAC erhöht, und dies wurde durch E2-Substitution vermindert. In vitro und in vivo Studien zeigten, 

dass MCIP1 die Aktivierung von Calcineurin und somit die pathologische Hypertrophie inhibiert 

(64-66). MCIP1 Knockout Mäuse hingegen entwickeln erstaunlicherweise weniger druckinduzierte 

Hypertrophie im TAC-Modell und weniger Calcineurinaktivierung (67), was zu der Annahme 

führt, dass MCIP physiologischerweise Calcineurinaktivierung und LV-Hypertrophie eher 

erleichtert als inhibiert. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass die Rolle der MCIPs in Bezug auf  

Kardiomyozytenhypertrophie bisher nicht ausreichend geklärt ist und weitere Untersuchungen 

notwendig  sein werden.

Es konnte gezeigt werden, daß E2 die Hypertrophie-induzierte Erhöhung des Calcineurin-

proteingehalts durch Erhöhung der Calcineurindegradation verhinderte, und dies über einen  

ER-abhängigen Mechanismus geschieht.

Li et al. zeigten eine Assoziation von Calcineurin mit der E3 Ubiquitin Ligase, Atrogin 1 (42). In vitro 

verhinderte eine Überexpression von Atrogin 1 eine alpha-adrenerg induzierten Hypertrophie in 

neonatalen Rattenkardiomyozyten und in vivo eine druckinduzierte LV-Hypertrophie. Gleichzeitig 

kam es zu einer Verminderung des Proteingehalts und der Aktivität von Calcineurin. In der 

vorliegenden Arbeit konnte kein Effekt der E2-Substitution auf Atrogin1 Gehalt festgestellt werden, 

was eine Beteiligung von Atrogin1 an der antihypertrophen Wirkung von E2 unwahrscheinlich 

macht. E2 Substitution wirkte jedoch auf die Expression der E3 Ubiquitin Ligasen MDM2 und 

MuRF1, indem die TAC induzierte Reduktion beider Ligasen verringert wurde. Potentielle Effekte 

von MDM2 und MuRF1 auf ER-vermittelte Erhöhung der Calcineurindegradation durch E2 

bedürfen weiterer Untersuchungen. 



40 Diskussion

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werden, daß myokardiale ER in humanen Herzen in 

Zellkernen, an Plasmamembranen und an Glanzstreifen lokalisiert waren, und sie im Myokard 

von Patienten mit AS oder DCM signifikant erhöht exprimiert und in ihrer Lokalisation verändert 

vorlagen. Eine in gesunden Herzen bestehende Kolokalisation von ER alpha und Beta-Catenin an 

Glanzstreifen war in Herzen von Patienten mit AS und DCM signifikant reduziert. E2 reduzierte 

druckinduzierte Kardiomyozytenhypertrophie und LV-Dilatation in vivo und in vitro und bewirkte 

dabei eine eher konzentrische Form der Myokardhypertrophie mit Erhalt der LV-Funktion 

und Kontraktilität. Erstmals konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung der proteasomalen 

Degradation des Proteins Calcineurin bei der antihypertrophen Wirkung von E2 über ER eine 

Rolle spielt. Die erhöhte Expression von ER im Myokard von Patienten mit AS oder DCM könnte 

einem Kompensationsmechanismus entsprechen. Frauen zeigten dabei einen stärker ausgeprägten 

krankheitsabhängigen Anstieg der ER Expression und somit gegebenenfalls einen Vorteil durch 

Beeinflussung Hypertrophie-assoziierter Signalwege. 
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