Aus dem Kardiovaskularen Forschungszentrum CCR /
Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin in der Helmholtz-Gesellschaft
Molekulare Muskelphysiologie

Prof. Dr. Ingo Morano

HABILITATIONSSCHRIFT

Untersuchung der funktionellen Bedeutung von Ostrogen und

Ostrogenrezeptor-alpha im Herzen

zur Erlangung der Lehrbefahigung

fur das Fach Experimentelle Medizin

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat der

Charité-Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. rer. nat. Shokoufeh Mahmoodzadeh

Eingereicht: Méarz 2017
Dekan: Prof. Dr. Axel R. Pries
1. Gutachter: Prof. Dr. Wolfram-Hubertus Zimmermann, Gottingen

2. Gutachter: Prof. Dr. Christoph Maack, Wirzburg


User
Textfeld


Inhaltsverzeichnis

FaN 01 QU | 74U ] o 1= o ISP 4
L. EINICIUNG o 6
1.1. Der Einfluss von Ostrogen auf die Entwicklung kardiovaskularen Erkrankungen?
1.2. Ostrogenrezeptoren............... P 8
1.2.1.  Struktur und Aufbau der Ostrogenrezeptoren ..., 8
1.2.2. Molekulare Mechanismen der Ostrogenrezeptor-Signalwege ................... 10
1.2.2.1. Liganden-abhangige SignalWege ...........cccovvvriiiiiiiiie e 10
1.2.2.2. Liganden-unabhangige Signalwege ............couuuiiiiiiiieiiiiiiiiicieee e 12
1.2.3. Ostrogenrezeptoren und deren Ko-Regulatoren..............ccceeeevveeeeeeeneeenne. 12
1.3.  Wirkung von Ostrogenrezeptoren auf das Herz ..........ccoccoveeeeeeeeeeeciecieenne 13
3 A 1= 1S3 (=Y | 1 Vo USSP 18
2. Eigene Arbeiten ... 19
2.1. Erhohte ER Expression in den Herzen von Patienten mit Aortenstenose ........ 19
2.2. Krankheitsabhangige Regulation kardialer Expression und Lokalisation des ERa
bei Patienten mit HErzinSUfIZIBNZ ..........oooiiiiiiiiii e 28
2.3. Wechselseitige Regulation der ERa Transkription durch NF-kB und E2-
Signalwege im humanen HEIZEN..........ooooiiiiiiiie e 39
2.4. 17B-Ostradiol-induzierte Interaktion des ERa mit NPPA reguliert die
Genexpression der E2-Zielgene im humanen Herzen............cccooevveeiiiiiiineeeeeeeeeeiienns 51
2.5. 17B-Ostradiol-induzierte Interaktion des ERa mit ALC-1 reguliert die
genomischen und nicht-genomischen ERa-Wirkungen im Herzen ...............cccccee. 64

3.

4.

2.6. Uberexpression von ERa in weiblichen murinen Kardiomyozyten erhoht die
Angiogenese und Lymphangiogenese und reduziert die kardiale Fibrose nach einem

Y01 = T o [ 0] =T« S 81
DISKUSSION eeiiiiiice e e ae e 93
3.1. Expression, Lokalisation und krankheitsabhangige Regulation von ERa im
0101 at= Ta =T o I o (=T =T o DO PPPPPPPPPPPPPPP 93
3.2. Identifizierung und funktionelle Analyse neuer Ko-Regulatoren von ERa im
010 g at= Ta [T o I o (=T =T o DT PPP PP PPPPPPPPPPPP 98
3.2.1 Funktionelle Bedeutung der Interaktion von ERa und NPPA im humanen
[ [T 74 o PRSPPI 99

3.2.2. Funktionelle Bedeutung der Interaktion von ERa und ALC-1 im Herzen . 100
3.3. Invivo Analyse der Rolle von ERa in einem transgenen Mausmodell mit

Kardiomyzytoen-spezifischen ERA-UDErexpression ..........cccvveeeeeceeeiveeeceeeseeee s, 102
Zusammenfassung und Ausblicke......c.ccoiiiii 106

2



5.
6.
7.

LIt eratUNV eI ZEICNNIS e
D= 1) G Y=V [ U1 o Lo [

] = U0 o o



5-UTR
Adv
AF-1
AF-2
AKT
ALC-1
Angll
ANP
AP-1
AS

BNP

bp
cAMP
CBP/p300
cGMP
COL1A1
COL3A1
CoRNR
Cx43
DBD
DCM

El

E2

E3
EGF-R
EMSA
eNOS
ER

ERE
ERK1/2
ERKO
ERa
ERa-OE
ERB
ET-1

GF
HDAC
HERS /1l
HET

I/R
IGF-R
kB

kDa
LBD
LCoR

Abkirzungen

5-RACE PCR Rapid amplification of cDNA-ends with polymerase chain reaction

5'-nicht-translatierte Region
Adenovirus

N-terminale Liganden-unabhangige Transaktivierungsdomane
C-terminale Liganden-abhangige Transaktivierungsdoméne

Protein kinase B, PKB

Atriale essentielle leichte Myosinkette
Angiotensin I

Atriales natriuretisches peptid

Activator protein-1
Aortenklappenstenose

B-type natriuretisches peptid

Basenpaar

Cyclisches Adenosinmonophosphat
CREB-bindendes Protein und p300 Ko-Aktivator Familie
Zyklisches Guanosinmonophosphat
Kollagen-Type I, alpha 1

Kollagen-Type lll, Alpha 1
Corepressor-nuclear receptor box
Connexin 43

DNA-bindende Doméne

Dilatative Kardiomyopathie

Estrone

17B-Ostradiol, Ostrogen

Estriol

Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
Electrophoretic Mobility Shift Assay
Endothelialen NO-Synthase
Ostrogenrezeptor

Estrogen Response Element
Extracellular-signal-related kinases 1/2
Ostrogenrezeptor-alpha Knockout
Ostrogenrezeptor alpha
Kardiomyozyten-spezifische ERa-Uberexpression
Ostrogenrezeptor beta

Endothelin 1

Wachstumsfaktoren

Histon-Deacetylase

Heart and estrogen/progestin Replacement study | and Il
Hormonersatztherapie
Ischamie/Reperfusion

Insulindhnlicher Wachstumsfaktor-Rezeptor
Inhibitor of KB

Kilodalton

Liganden-bindende Domane
Ligand-dependent corepressor

4



LYVE-1
MAPK
MMP2
MRF-1
MTA
MyHC
NCoR
NFAT
NF-kB
NPPA
NR3A1
NR3A2
PELP1
PI3K
PPT
REA
RIP-140
SMART
SP-1
SRA
SRC/p160
SWI/SNF
TAC

TF
TNFa
VEGF
VLC-1
WHI
Y2H
Z0-1
a-MHC

Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1
Mitogen-Activated Protein Kinase
Matrix-Metalloproteinase-2

Modulator Recognition Factor-1

Metastasis associated factor

Myosin schwere-Kette Isoform C

Nuclear Receptor Co-Repressor

Nuclear factor of activated T-cells

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Prakursor des atrialen natriutretischen Peptids
Ostrogenrezeptor alpha Gen

Ostrogenrezeptor beta Gen

Proline, glutamic acid, leucine-rich protein 1
Phosphoinositide 3-kinase

4,4°, 4 "- (4-Propyl- (1H) -pyrazol-1,3,5- Triyl) trisphenol
Repressor of ER activity

Receptor-interacting Protein-140

Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid receptors
Specificity protein-1

Steroid-RNA-Aktivator

pl160 Steroidrezeptor Ko-Aktivator Familie
SWitch/Sucrose Non-Fermentable complex
Transversale Aortale Konstriktion
Transkriptionsfaktor

Tumornekrosefaktor-a

Vascular Endothelial Growth Factor

Ventrikulare essentielle leichte Myosinkette
Women’s Health Initiative study

Yeast-Two-Hybrid Assay

Zonula Occludens-1 Protein

a-Myosin schwere-Kette



1. Einleitung

Erkrankungen des kardiovaskularen Systems sind seit vielen Jahren die
Haupttodesursache in westlichen Industrienationen. Epidemiologische Studien weisen
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Inzidenz und Mortalitat der
Herzerkrankungen nach [1-4]. Vor der Menopause haben Frauen ein signifikant
geringeres Mortalitatsrisiko fur kardiovaskulare Erkrankungen im Vergleich zu
gleichaltrigen Mannern. Mit Eintritt der Menopause ist bei Frauen jedoch das Risiko, an
einer Herzerkrankung zu erleiden, wesentlich hoher als bei gleichaltrigen Mannern [5,
6].

Chronische hamodynamische Uberlastungen, wie z.B. bei der arteriellen Hypertonie
oder Aortenstenose, fihren zu Myokardhypertrophie und spéter Herzinsuffizienz.
Hierbei entwickeln Frauen bei Druckbelastung eher eine konzentrische Hypertrophie
und eine diastolische Funktionsstorung, wohingegen Manner eher eine Dilatation und
eine systolische Funktionsstérung entwickeln [7-10]. Frauen mit nicht-ischamischer
Atiologie der Herzinsuffizienz zeigen eine héhere Ausstoffraktion (ejection fraction) und
eine bessere Uberlebensrate als nicht-ischamische Manner [11, 12]. Auch die
Entstehung und Progression von Fibrose lauft im mannlichen und weiblichen Herzen
unterschiedlich. Weibliche Patienten mit Herzerkrankungen wie Aortenstenose,
koronare Herzerkrankung und Atherosklerose zeigen eine geringere Aktivierung pro-
fibrotischer Gene sowie inflammatorischer Marker und folglich eine geringere Fibrose im
Herzen im Vergleich zu méannlichen Patienten [10, 13-16]. Frauen zeigen auch beim
ventrikularen ,Remodelling” (ventrikulare Umbauprozesse im Herzen) nach einem
Myokardinfarkt histologisch nachweisbar weniger Apoptose und Myokardzellnekrosen
im Vergleich zu Mannern [17].

Tierexperimentelle Untersuchungen bestatigen die Existenz von
Geschlechterunterschieden bei kardiovaskularen Erkrankungen. Zum Beispiel konnte
gezeigt werden, dass nach experimenteller transverser aortaler Konstriktion (TAC) die
Entwicklung der kardialen Hypertrophie in den mannlichen Mausen ausgepragter war
als in den weiblichen Mausen, welche mit einer starkeren Zunahme der
KardiomyozytengrbRe  (Kardiomyozytenhypertrophie), einer hoheren  Fibrose-
Entwicklung sowie einer vermehrten pro-fibrotischen Genexpression einherging [18-20].

In Mausmodellen nach experimentellem Myokardinfarkt konnte ebenfalls gezeigt
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werden, dass weibliche Mause eine bessere Prognose hatten als mannliche Mause. Als
Reaktion auf Myokardinfarkt zeigten die mannlichen Mauseherzen ein ausgepragtes
maladaptives Remodeling mit stark dilatiertem linken Ventrikel und beeintrachtigter
linksventrikularer Funktion im Vergleich zu weiblichen Mausen [21-23].

Diese Daten zusammen fihrten zu der Annahme, dass das weibliche Sexualhormon
Ostrogen eine wichtige Rolle bei der Auspragung der Geschlechterunterschiede in der

Pathogenese des Herzen spielen kann.

1.1. Der Einfluss von Ostrogen auf die Entwicklung kardiovaskularen
Erkrankungen

Die natirlich vorkommenden Ostrogene 17B-Ostradiol (E2), Estrone (E1) und Estriol
(E3) sind C18-Steroide, die sich von Cholesterin ableiten [24], wobei E2 das biologisch
wirksamste Ostrogen ist [25]. E2 wird uberwiegend im Ovar und der Plazenta und in
geringen Mengen in den Nebennieren und Hoden synthetisiert. Auf3erhalb der
reproduktiven Systeme kann E2, wenn auch in geringeren Mengen, durch die
Aromatisierung von Androgenen auch im Fett- und neuronalem Gewebe sowie in Brust
und Knochen und im kardiovaskularen System gebildet werden [26, 27]. Ostrogene sind
an der Regulation wichtiger physiologischer Prozesse wie der Reproduktion, des
Zellwachstums, des Fett- und Knochenstoffwechsels und den kardiovaskularen und
neuronalen Aktivitaten beteiligt [28-30]. Neben physiologischen Effekten beeinflussen
Ostrogene aber auch pathologische Prozesse, u. a., im kardiovaskularen System [31].
Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass ein Ostrogendefizit in
ovarektomierten Ratten die Herzhypertrophie fordert und eine Ostrogensubstitution
diesen Effekt revidiert [32]. In ovarektomierten Mausen mit induzierter Druckbelastung
(TAC) bewirkte eine E2-Zugabe eine 30%e-ige Reduktion der druckinduzierten
Hypertrophie gegentber den Mausen mit Placebo-Gabe [33]. In Mausen mit induziertem
Myokardinfarkt fihrte die Zugabe von E2 zu einer Reduktion der Infarktgréf3e und der
Kardiomyozyten-Apoptose in der Infarkizone und Randzone (Peri-Infarktzone) der
Myokardnarbe [34]. Pedram et al. [35] demonstrierten in einer in vitro Studie, dass E2
eine hemmende Wirkung auf die Angiotensin II- (Angll) und Endothelin 1 (Et-1)-
induzierte Hypertrophie in Kardiomyozyten hat.



Obwohl zahlreiche tierexperimentelle Studien zeigten, dass E2 in der Pathogenese der
Herzerkrankungen eine protektive Rolle spielt, werden aktuell die Gabe von E2- und
konjugierten E2-Praparaten im Rahmen der Hormonersatztherapie (HET)-Studien
aufgrund erhbhtes Auftretens eines Mamma- oder Ovarialkarzinoms, eines
Herzinfarktes oder Schlaganfalls sowie thromboembolischer Ereignisse kontrovers
diskutiert. Beobachtungsstudien und die Nurses Health Study zeigten, dass
postmenopausale Frauen, die eine HET erhielten, eine niedrigere Rate kardiovaskularer
Erkrankungen aufwiesen, als diejenigen, die keine HET bekamen [36-39]. Im Gegensatz
dazu haben die Women's Health Initiative Studie (WHI) und Heart and
Estrogen/Progestin Replacement Studien (HERS | und II) gezeigt, dass HET keine
positive Wirkung auf kardiovaskulare Erkrankungen hat. Im Gegenteil, sie erhéhte sogar
bei postmenopausalen Frauen das Risiko eine Herzerkrankung zu entwickeln [40-44].

Die bisherigen Misserfolge und widerspriuchlichen Ergebnisse der HET demonstrieren
deutlich, dass detaillierte Kenntnisse uiber die Funktion von E2 und Ostrogenrezeptoren
(ER) und die molekularen Wirkmechanismen E2-induzierter ER-Aktivierung im humanen

Herzen nicht zur Genuge untersucht sind.

1.2. Ostrogenrezeptoren

E2 vermittelt seine biologischen Effekte Uberwiegend uber die Ostrogenrezeptoren
alpha und beta (ERa und ER). Der erste Ostrogenrezeptor, der heute als ERa bekannt
ist, wurde 1986 als ein E2-bindender Rezeptor kloniert [45, 46]. Einige Jahre spéter
erfolgte die Klonierung des ERp in verschieden Spezien [47-49]. ERa und ERf( werden
von zwei unterschiedlichen Genen kodiert, die auf verschiedenen Chromosomen liegen.
Das humane ERa Gen (NR3A1) liegt auf Chromosom 6q und kodiert ein Protein mit 595
Aminosauren (66 kDa); das humane ERB Gen (NR3A2) liegt auf Chromosom 14q und
kodiert ein Protein mit 530 Aminosauren (55 kDa) [50, 51]. Beide Rezeptoren zeigen

eine hohe Sequenzhomologie und eine ahnliche Bindungsaffinitat zu E2.

1.2.1. Struktur und Aufbau der Ostrogenrezeptoren
Die Ostrogenrezeptoren gehoren zur Klasse | Superfamilie der nuklearen Rezeptoren.
Alle nukledren Rezeptoren haben einen ahnlichen Aufbau und sind in 6 funktionelle

Doméanen eingeteilt [52-55]. Die N-terminale A/B-Doméne ist in der
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Aminosaurensequenz und Lange sehr variabel und besitzt eine Liganden-unabhangige
Transaktivierungsfunktion (AF1). Die A/B-Domane kann durch verschiedene Kinasen,
unter anderem MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase) und PI3K (Phosphoinositide-3-
Kinase)/AKT (Protein kinase B) Kaskaden, phosphoryliert werden [56-59]. So aktivierter
ER kann durch Interaktion mit Ko-Regulatoren oder mit der basalen
Transkriptionsmaschinerie zellspezifisch die Expression von Zielgenen regulieren [60,
61].

Die hoch konservierte DNA-bindende Domaéane (C-Doméane; DBD) enthélt zwei
Zinkfinger-Motive, welche einerseits die Dimerisierung des Rezeptors, und andererseits
die Bindung des Rezeptors an spezifische DNA-Sequenzen (sog. Estrogen Response
Element (ERE)), innerhalb der Zielgenpromotoren bewirken [62-64].

Die variable D-Domane (Hing-Domane) spielt bei der Dimerisierung und
Kerntranslokation der Rezeptoren eine Rolle und enthalt auch Bereiche fir die
Bindungen der Ko-Regulatoren [47].

Die C-terminale Liganden-bindende Domane (LBD, E-Domane) besteht aus zwolf a-
Helices (H1 bis H12), deren Lage zu einander durch die Ligandenbindung verandert
wird [65]. Die Helices 3, 6, 8 und 11 der LBD bilden eine hydrophobe Tasche, in der alle
Liganden binden [66]. Die Ligandenbindung (je nach Ligand: Ostrogen, Agonist oder
Antagonist) 16st eine spezifische Veradnderung der Konformation des Rezeptors
(Liganden-abhangige Konformationsanderung) aus. In Helix 12 (H12) befindet sich eine
innerhalb der nuklearen Rezeptoren hochkonservierte zweite Liganden-abhangige
Transaktivierungsfunktion (AF-2 Domane), welche fir Liganden-abhangige
Transaktivierungen und Rekrutierungen von Ko-Regulatoren (Ko-Aktivatoren und Ko-
Repressoren) notwendig ist [67, 68]. Die kristallographischen Untersuchungen des
Ostrogen- oder Agonisten-gebundenen ER zeigten, dass es hierbei zu einer
Konformationsdnderung der LBD kommt, bei der H12 die hydrophobe Bindungstasche
verschliel3t, was zu einem Einschluss des Liganden fuhrt [66, 69, 70]. Diese
Konformationsanderung fihrt zu einer Dissoziation der Hitzeschockproteine vom
Rezeptor, einer Rezeptor-Dimerisierung, der Bildung einer funktionellen AF-2 und einer
Interaktion des Rezeptors mit Ko-Regulatoren und den Proteinen der basalen
Transkriptionsmaschinerie [65, 71]. Dahingegen fuhrt die Bindung eines Antagonisten

dazu, dass sich H12 um 110° innerhalb des LBD dreht [72], und dabei die
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Bindungsstelle fur Ko-Aktivatoren besetzt, wodurch die Rekrutierung weiterer Ko-
Aktivatoren verhindert wird [71]. Hierbei wird keine funktionelle AF-2 generiert und somit
kann die hydrophobe Bindungstasche nicht vollstdndig verschlossen werden [72].

Am Ende des C-Terminus liegt die F-Domane. Die Funktion dieser Domane ist nicht
abschlieBend geklart. Es wird vermutet, dass die F-Doméne eine inhibierende Wirkung
auf die E-Domane ausibt und somit deren Aktivitdt kontrolliert [73]. Dartber hinaus
wurde berichtet, dass diese Domane bei der Selektion der Liganden (Agonisten,
Antagonsiten) und der Halbwertzeit der Rezeptoren (proteasomale Degradierung) eine
Rolle spielt [74-76].

1.2.2. Molekulare Mechanismen der Ostrogenrezeptor-Signalwege
Ostrogenrezeptoren konnen hauptsachlich Gber 2 unterschiedlichen Signalwege in die
zellularen Prozesse eingreifen: 1) Liganden-abhangige und 2) Liganden-unabh&ngige

Signalwege (Abbildung 1).

1.2.2.1. Liganden-abhangige Signalwege

Hierbei wird zwischen den Liganden-abhangigen genomischen und nicht-genomischen
Ostrogenrezeptor-Signalwegen unterschieden.

Uber die genomischen Signalwege reguliert der mit E2-aktiverte ER entweder direkt
(klassisch) oder indirekt (tethered) die Expression von E2-Zielgenen. Die Bindung des
E2 an den ER fihrt zu einer Dissoziation der Hitzeschockproteine vom Rezeptor, gefolgt
von einer ER-Dimerisierung (als Homo- oder Heterodimere) und schlie3lich nuklearer
Translokation der Dimere. Beim klassischen Signalweg binden diese Rezeptor-Dimere
Uber ihre DBD direkt ein spezielles palindromisches DNA Motiv innerhalb der E2-
Zielpromotoren mit der Konsensus-Sequenz 5 -A(G/A)GTCAnnnTGACC(T/C)-3" (n =
beliebige Nukleotide), sog. ERE [77-79] und regulieren damit die Transkription der
Zielgene (Abbildung 1.1) [61, 80]. Beim indirekten Signalweg kdnnen E2-aktivierte ER
mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 (Activator-Protein-1), NF-«kB (Nuclear
Factor 'Kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) oder SP1 (Specificity Protein
1), welche bereits an den Promotoren der E2-Zielgene gebunden sind, interagieren und
so die Transkription von Zielgenen, deren Promotoren keine ERE aufweisen,

modulieren (Abbildung 1.1I) [52, 81-83]. Dariber hinaus kénnen EZ2-aktivierte ER
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verschiedene zytosolische Signalkaskaden (z.B. ERK1/2 (Extracellular-signal-Related
Kinases 1/2)/IMAPK, p38/MAPK, PI3K/AKT) aktivieren, die wiederum ER oder andere
beteiligte Transkriptionsfaktoren phosphorylieren, und damit die Expression der E2-
Zielgenen modulieren (Abbildung 1.111) [58, 84-89].

schnelle Gewebeantwort

Nukleus

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Liganden-abh&ngigen und Liganden-unabhangigen
ER-Signalwege. 1) Klassischer (direkter) Liganden-abhéngiger genomischer ER-Signalweg, II)
Indirekter Liganden-abhangiger genomischer ER-Signalweg (tethering), Ill) Indirekter Liganden-
abhangiger genomischer ER-Singalweg (Phosphorylierung), IV) Liganden-abhangiger nicht-
genomischer ER-Signalweg, V) Liganden-unabhangiger genomischer (Va) und nicht-
genomischer (Vb) ER-Signalweg. E2: 17B-Ostradiol, ER: Ostrogenrezeptor, TF:
Transkriptionsfaktor, ERE: estrogen response element, P: Phosphorylierung, EGF-R:
Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor, IGF-R: Insulindhnlicher Wachstumsfaktor-Rezeptor;
GF: Wachstumsfaktoren. (Maodifiziert nach [90]).

Im Gegensatz zu genomischen Signalwegen laufen die Liganden-abhangigen nicht-
genomischen ER-Signalwege innerhalb weniger Sekunden oder Minuten ab und sind
unabhangig von der transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen. Hierbei werden die

membranstandigen bzw. zytoplasmatischen E2-aktivierten ER direkt oder Gber mehrere
11



Zwischenschritte einer Reihe zytosolischer Signalkaskaden, u. a. die Adenlylylzyklase,
MAPK und PI3-Kinase, durch Phosphorylierung aktivieren und damit eine schnelle
Antwort der Zelle/Gewebe induzieren (Abbildung 1.1V) [80, 91, 92].

1.2.2.2. Liganden-unabhangige Signalwege

Neben den Liganden-abhangigen Signalwegen kdénnen die Liganden-freien ER durch
Wachstumsfaktoren wie EGF (Epidermaler Wachstumsfaktoren) und IGF
(Insulindhnlicher Wachstumsfaktoren) oder intrazellulare Effektoren wie cAMP
(Cyclisches  Adenosinmonophosphat) Gber mehrere  Zwischenschritte  durch
Phosphorylierung aktiviert werden (Liganden-unabhangige Signalwege der ER). Es
konnte gezeigt werden, dass ER nach einer IGF oder EGF Behandlung an spezifischen
Serin- oder Thyrosin-Resten durch verschiedenen Kinasen, wie ERK1/2-MAPK und
AKT, phosphoryliert werden und somit ebenfalls genomische und nicht-genomische
Antworten ausldsen kdnnen (Abbildung 1.Va-Vb) [86, 93-95].

1.2.3. Ostrogenrezeptoren und deren Ko-Regulatoren

In den E2/ER Signalwegen spielen Ko-Regulatoren eine wichtige Rolle. Die ER
bendtigen die Ko-Regulatoren, um die Effekte von E2 effizient und spezifisch zu
vermitteln. Studien in den letzten Dekaden haben gezeigt, dass Ko-Regulatoren nicht
nur eine Briuckenfunktion zwischen den ER und der basalen Transkriptionsmaschinerie
haben, sondern auch im Komplex mit ER an zelltypspezifischen Aktionen wie
Chromatin-Remodeling, Histon-Modifikationen, Transkriptionsinitiation und -elongation
beteiligt sind, welche fur die Regulation der Transkription von ER-Zielgenen erforderlich
sind [96]. Von daher wirkt sich die Veranderung der Funktion und Expression der Ko-
Regulatoren auf verschiedene physiologische und pathophysiologische Prozesse aus,
an denen E2/ER Signalwege involviert sind [81, 96]. E2-aktivierte ER nehmen eine
aktive Konformation an, die es ihnen erlaubt Ko-Regulatoren zu binden. Ko-Regulatoren
von ER werden in 2 Gruppen eingeteilt: Ko-Aktivatoren, welche die transkriptionelle
Aktivitat von ER verstarken und Ko-Repressoren, welche die transkriptionelle Aktivitat
von ER unterdriicken [97].

Die meisten ER/Ko-Aktivator Interaktionen werden durch sogenannte NR (Nuclear

Receptor)-Boxen oder LXXLL-Motive (L= Leucin und X= jede beliebige Aminosaure)
12



innerhalb der Ko-Aktivatoren vermittelt [98, 99]. Die Bindungsoberflache fir die Ko-
Aktivatoren in der LBD-Doméane der ER wird durch H3, H4, einen Teil von H5 und H12
Helixen gebildet [100]. Inzwischen sind mehr als 100 Ko-Aktivatoren von ER identifiziert
worden, wie z.B. die Mitglieder der Steroidrezeptor Ko-Aktivator (SRC)/p160-Familie, die
Histon-Acetyltransferase, das (CREB)-bindende Protein (CBP)/p300, die ATP-
abhangige Chromatin-Remodelling-Komplexe wie SWI/SNF (SWIitch/Sucrose Non-
Fermentable), die E3-Ubiquitin-Proteinligasen und der Steroid-RNA-Aktivator (SRA),
welche die Wirkung von ER gewebespezifisch regulieren [101].

Ko-Repressoren hemmen die Aktivierung von ER durch verschiedene Mechanismen,
wie z.B. durch direkte Interaktion mit ungebundenen ER, Konkurrenz mit Ko-Aktivatoren
um die DNA-Bindung, Sequestrierung von Ko-Aktivatoren durch die Bindung an LBD
von ER Uber ihre CoRNR (CoRepressor-Nuclear Receptor box) bzw. NR-Boxen,
Wechselwirkung mit der basalen Transkriptionsmaschinerie, DNA-Methylierung und
Rekrutierung von Komplexen mit Histon-Deacetylase (HDAC) [102, 103]. Die
Bindungsoberflache fir die Ko-Repressoren in der LBD-Doméne von ER wird durch
bestimmte Positionierung von H3, H4 und H5 zu einander gebildet, wodurch die
Bindungsoberflache fur die Ko-Aktivatoren bedeckt wird [100]. Im Gegensatz zu den Ko-
Aktivatoren sind bis dato einige wenige Ko-Repressoren von ER bekannt, wie z.B.
NCoR (Nuclear Receptor Co-Repressor), SMART (Silencing Mediator of Retinoid and
Thyroid receptors), MRF-1 (Modulator Recognition Factor 1), REA (repressor of ER
activity), RIP-140 (Receptor-interacting Protein-140), MTA (metastasis associated
factor), und LCoR (ligand-dependent corepressor) [104, 105].

Obwonhl die Beteiligung dieser Ko-Aktivatoren und Ko-Repressoren in der Regulation
ER-vermittelter Transkription von Zielgenen bekannt ist, gibt es bislang wenig
Informationen Uber die Prozesse, die die Rekrutierung dieser Ko-Regulatoren an ER im

Herzen steuern.

1.3.  Wirkung von Ostrogenrezeptoren auf das Herz

Die Expression beider ER sind im humanen und Nagetier Herzen nachgewiesen [106-
108]. Grohe et al. [106] zeigten, dass Kardiomyozyten und Fibroblasten neonataler und
adulter Ratten funktionell aktive ER besitzen. Ebenfalls konnten die Expression und

Verteilung sowohl von ERa als auch von ER in atrialen und ventrikularen Geweben
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weiblicher und mannlicher Mause und Ratten gezeigt werden [107, 108]. Weitere
Untersuchungen demonstrierten die Lokalisation der beiden ER-Subtypen in
Sarkolemma-, Zytoplasma- und Kernfraktion von Maus und Ratten Kardiomyozyten
[107, 109]. Allerdings scheint die subzellulare Verteilung dieser Rezeptoren im Herzen
unterschiedlich zu sein. Wahrend auf dem Expressionslevel von ERp in beiden murinen
Herzkammern kein Unterschied beobachtet werden konnte, zeigte ERa eine hohere
Expression in den Ventrikeln im Vergleich zu den Atrien [107]. Zusatzlich zeigte diese
Studie, dass die Expression von ERa am Sarkolemma wesentlich héher war als im
Zytoplasma. Die Expression von ER wurde ebenfalls in den Endothelzellen und glatten
Muskelzellen der GefalRe detektiert [110-113], wobei gezeigt werden konnte, dass die
atheroprotektiven Effekte von E2 in diesen Zellen eher durch ERa vermittelt werden
[111, 114, 115]. Es ist bislang nicht klar, wie die Expression und subzellulare
Lokalisation der ER im Herzen unterschiedlich reguliert werden kdnnen. Diese
Unterschiede weisen jedoch bereits auf komplexe ER-Aktionen im Herzen hin.

Neben den Full-length Varianten von ERa (66 kDa) und ERB (55 kDa) sind mittlerweile
auch verschiedene mRNA Spleil3varianten beider ER identifiziert worden [28, 116, 117].
Da diese Spleil3varianten haufig mit ihren Full-length-Pendants ko-exprimiert werden,
wird angenommen, dass sie eine Rolle bei den physiologischen und pathologischen
Prozessen in der Zelle spielen. Obwohl die genaue Funktion und potentielle Rolle dieser
Varianten aufzuklaren bleibt, werden die SpleiRvarianten beider ER als einer der
zellularen Mechanismen angesehen, die u. a. zur Regulation der Funktion von Full-
length ER beitragen [28, 116]. Zum Beispiel war es Flouriot et al. [118] gelungen eine
funktionell aktive Isoform von ERa in MCF7 Zellen (eine humane Krebs-Zelllinie) zu
identifizieren, welche ca. 46 kDa grol3 ist. Diesem Protein fehlt das N-terminale Ende
(A/B Domain) der ERa Full-length Form, und damit die Transaktivierungsfunktion AF-1.
Es wurde spater in anderen Geweben und Zelltypen, unter anderem im Herzen,
nachgewiesen [119]. ERa-46 kDa kann als Homodimer vorliegen oder mit ERa-66 kDa
einen Heterodimer bilden und somit die transkriptionelle Aktivitat des ERa-66 kDa
inhibieren [118]. Die Existenz funktionell aktiver SpleiBvarianten von ER, welche
ebenfalls zell- und gewebespezifisch reguliert werden, verkompliziert zuséatzlich die

Analyse der Wirkung von ER im Herzen.
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Dartiber hinaus ist bekannt, dass die Expression der ER selbst durch verschiedene
Promotoren reguliert wird, was die Analyse der ER-Aktionen noch zuséatzlich erschwert.
Die Transkription des menschlichen ERa kann durch sieben verschiedene
Promotorvarianten (A, B, C, D, E, F und T) eingeleitet werden, deren Transkripte sich
alle in der 5-UTR unterscheiden (Abbildung 2) [120, 121]. Alle diese ERa Transkripte
initiieren an unterschiedlichen 5-Cap-Seiten stromaufwérts von Exon 1 und spleil3en an
eine gemeinsame Akzeptor-Spleif3stelle im Exon 1 der Protein-kodierenden Region des
ERa [122].

Abbildung 2: Genomische Organisation der humanen ERa Promotorregion in Anlehnung an
den Vorschlag von Kos et al. [120]. Die Abbildung zeigt die verschiedenen Promotoren (mit
Pfeilen gekennzeichnet) des humanen ERa Gens und die zugehérigen 5’-nicht translatierten
Exons (farbige Kastchen) mit den vorgeschlagenen Namen A-F. Die Zahlen unterhalb der Exons
(5'-UTR, farbige Kastchen) prasentieren den Abstand der jeweiligen Exons von der urspriinglich
beschriebenen Transkriptionsstartstelle (+1) in Basenpaaren. Die Zahlen zwischen den Exons
zeigen die Grol3e der Introns in Kilobasenpaaren. Die gemeinsame Akzeptor-Splei3stelle in
Exon 1 ist durch ein offenes Dreieck dargestellt.

Die Expression dieser Transkripte werden durch noch unbekannte Mechanismen zell-
und gewebespezifisch reguliert [123]. Zum Beispiel sind die dominanten
Promotorvarianten des ERa im Endometrium A und C, in Ovarien C und F, in Hoden T,
in der Leber E und in Osteoblasten F [118, 124, 125]. Welche Promotorvarianten die
Expression von ERa im Herzen initiieren, ist bis dato jedoch nicht bekannt. Uber die
verschiedenen Promotorvarianten des humanen ERB und deren Regulation ist bislang

wenig bekannt. Li et al. [126] konnten in verschiedenen humanen Zelllinien
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(Prostatakrebs-Zelllinien: PC3, DU145, TSUPrl und HelLa Zellen) zwei Transkripte von
ERP finden, die ebenfalls zelltypspezifisch exprimiert werden.

Um die Funktion von ER in der Physiologie und Pathophysiologie des Herzens zu
verstehen, wurden eine grofe Anzahl von Studien mit genetisch veranderten
Mausmodellen (mit der Deletion der ER-Gene: ER-Knockout), und pharmakologischen
Ansatzen (unter Anwendung ER-selektiver Agonisten) durchgefuhrt. Da in der
vorliegenden Habilitationsschrift der Fokus auf der Rolle von ERa bzw. der durch ERa-
vermittelten Effekte im Herzen liegt, wird im Folgenden nur auf die Rolle von ERa im
Herzen eingegangen, und einige wichtige Wirkungen von ERa im Herzen beschrieben.
Humane Studien zeigten, dass eine reduzierte ERa Expression (bedingt durch die
Polymorphismen im ERa-Gen oder die Methylierung des Gens) mit einem erhdhten
Auftreten atherosklerotischer Plaque bei Méannern und Frauen, insbesondere bei
pramenopausalen Frauen, einhergeht [111, 127].

In Ubereinstimmung mit diesen klinischen Befunden haben Studien mit weiblichen ERa-
Knockout Mausen [128], die einer Ischamie/Reperfusion (I/R) unterworfen waren, im
Vergleich zu den WT-Mausen weniger lebensfahige Kardiomyozyten, eine verminderte
Koronarflussrate, ein myokardiales Odem, eine schwere Schadigung der Mitochondrien
und eine verminderte Kontraktilitat gezeigt [129, 130]. Im Gegensatz dazu flhrte eine
akute Behandlung mit E2 und ERa-Agonisten PPT (4,4 ', 4 "- (4-Propyl- (1H) -pyrazol-
1,3,5- Triyl) trisphenol) in einem in vivo Kaninchenmodell nach I/R zu einer signifikanten
Verringerung der Infarktgré3e und einer verbesserten Herzfunktion im Vergleich zu den
nicht-behandelten Tieren [131]. Eine dhnliche in vivo-Studie mit ovariektomierten Ratten
[132] sowie eine in vitro-Studie an isolierten perfundierten Herzen ovariektomierter
Ratten [133] zeigten, dass die akute Substitution von PPT wahrend der Ischamie zu
einer Verringerung von InfarktgréRe, Neurtophilinfiltration, Oxidationsstress, Nekrose
und einer Verbesserung der Herzfunktion fihrt. Vornehm et al. [134] zeigten an
isolierten perfundierten mannlichen Rattenherzen, dass eine post-ischamische
Administration von PPT ebenfalls eine verbesserte Herzfunktion bewirken kann.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass E2 Uber die Aktivierung des ERa die
Entwicklung der Druckbelastungs-induzierten linksventrikularen Hypertrophie in
ovariektomierten Weibchen schwachte und die Aktivierung der p38-MAPK, die eine

wichtige Rolle bei der Initiierung der kardialen Hypertrophie und bei der Entwicklung von
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Herzinsuffizienz spielt, verhinderte [33, 135, 136]. Weiterhin erhdhte eine Aktivierung
des ERa in Kardiomyozyten neonataler Ratten die Transkription des atrialen
natriuretischen Peptids (ANP) [137], welches wiederum auf molekularer Ebene Uber die
Regulation von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) Hypertrophie-hemmend
wirkt [138].

Zusammengefasst deuten die oben angefuihrten Studien auf eine wichtige Rolle von E2
und ERa in der Physiologie und Pathophysiologie des Myokards hin. Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind allerdings sehr komplex und weitestgehend nicht
verstanden. Daher sind weitere fundierte Studien unerlasslich, um die E2-abh&ngigen

ERa Wirkungsmechanismen im Herzen aufzudecken.

17



1.4. Zielstellung

Es ist allgemein anerkannt, dass das Herz ein Zielorgan fur E2 und ERa ist. Obwohl
viele Tierversuche und Studien an Menschen eine protektive Wirkung von E2/ERa auf
das kardiovaskulare System zeigten, ist deren therapeutische Anwendung bei
Herzerkrankungen durch die Tatsache, dass die zugrunde liegenden Mechanismen der
Wirkung von E2/ERa nicht vollstadndig bekannt sind, begrenzt. Daher sind umfassendere
Kenntnisse Uber E2/ERa Wirkmechanismen erforderlich, um ein besseres Verstandnis
der Wirkungen von E2 und ERa im Herzen zu erlangen, und somit Wege zur selektiven
Verbesserung vorteilhafter Wirkungen auf das kardiovaskulare System aufzuzeichnen.
Um das Verstandnis Uber die Regulationsmechanismen von E2/ERa im Herzen zu
erweitern, und dabei Hinweise auf deren Bedeutung fur die Physiologie und
Pathophysiologie des Myokards zu erhalten, sollen daher im Rahmen der hier
zusammengefassten Forschungsarbeiten die folgenden grundlagenorientierten Themen
bearbeiten werden:

1) Untersuchungen zur Expression und Lokalisation von ERa im humanen linken
Ventrikel unter Bertcksichtigung maoglicher krankheits- und
geschlechtsabhangiger Unterschiede.

2) Analyse der transkriptionellen Regulation des ERa-Gens im humanen Herzen.

3) Identifizierung und Charakterisierung der Interaktionspartner des E2-aktivierten
ERa im humanen Herzen, sowie die Analyse der funktionellen Bedeutung dieser
Interaktionen fir die Vermittlung der genomischen und nicht-genomischen
Wirkungen des E2/ERa im humanen Herzen.

4) Analyse der molekularen Mechanismen und Funktion des ERa speziell in
Kardiomyozyten in einem transgenen Mausmodell unter physiologischen und

pathologischen Bedingungen.
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Erhdhte ER Expression in den Herzen von Patienten mit Aortenstenose
Chronisch hamodynamische Uberlastungen, wie bei Aortenklappenstenose (AS), fihren
zur Myokardhypertrophie und folglich zur Herzinsuffizienz, welche einer der haufigsten
Todesursachen in Industrielandern ist. Obwohl humane und tierexperimentelle
Untersuchungen darauf hinwiesen, dass Ostrogenrezeptoren (ER) in der Entwicklung
kardialer Hypertrophie involviert sind [18, 19, 33, 137, 139-141], wurden bis dato die ER-
Expression im menschlichen Herzen und ihre Beziehung zur Hypertrophie-bedingten
Genexpression nicht analysiert. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit
geschlechts- und krankheitsabhangige Veranderungen der ER-Expression in den
Herzen von Patienten mit AS, und deren Korrelation mit der Expression Hypertrophie-
assoziierter Gene untersucht. Hierfir wurden linksventrikulare Biopsien von weiblichen
und méannlichen Patienten mit AS (n=14) und Kontrollherzen mit normaler systolischer
Funktion (n=17) verwendet. Mit Hilfe der quantitativen PCR und Westernblot Analyse
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Expression von ER
krankheitsabhangig reguliert wird. Im AS Herzen war im Vergleich zu den Kontrollherzen
die Expression von ERa sowohl auf mRNA (2,6-fache) als auch auf Proteinebene (1,7-
fache) signifikant erhoht. Mittels Immunfluoreszenzfarbungen mit anschlieRender
konfokaler Laserscanmikroskopie konnte erstmalig ERa im humanen linksventrikularen
Myokard im Zytoplasma (an den Sarkomeren) und in den Kernen der Kardiomyozyten
detektiert werden. Obwohl die mRNA Expression von Hypertrophiemarkern, wie
Calcineurin A-B, ANP (atriales natriuretisches Peptid) und BNP (B-type natriuretisches
Peptid), in den Herzen von AS Patienten signifikant erhoht war, konnte keine Korrelation
zwischen ERa Expression und diesen Hypertrophiemarkern gefunden werden. Die
linksventrikulare ERB mRNA war in Patienten mit AS um das 2,6-fache erhéht, wobei
der prozentuale Anstieg der ERB mRNA bei weiblichen Patienten starker ausgepragt
war als bei mannlichen Patienten. ERB wurde ebenfalls im Zytoplasma (an den
Sarkomeren) und in den Kernen der Kardiomyozyten detektiert. Zusatzlich fanden wir
bei den Patienten mit AS eine inverse Korrelation zwischen ERB mRNA und Calcineurin
A-B. Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass die humane kardiale Expression
von ERa und ERPB durch Myokarddruckiiberladung, also krankheitsabhangig, reguliert
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werden, und somit Hinweise auf die Relevanz und funktionelle Rolle dieser Rezeptoren
in der Pathogenese der Herzerkrankungen liefern.

Upregulation of myocardial estrogen receptors in human aortic stenosis. Nordmeyer J*,
Eder S*, Mahmoodzadeh S, Martus P, Fielitz J, Bass J, Bethke N, Zurbriigg HR, Pregla
R, Hetzer R, Regitz-Zagrosek V. Circulation. 2004;110(20):3270-5.
http://dx.doi.org/10.1161/01.CIR.0000147610.41984.E8 [142].
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2.2. Krankheitsabhangige Regulation kardialer Expression und Lokalisation des
ERa bei Patienten mit Herzinsuffizienz
Die Herzinsuffizienz ist mit Veranderungen der Myokard-Architektur verbunden, die zu
einer Herzdysfunktion und letztendlich zum Tod fihren kdnnen. Tierexperimentelle
Studien sowie unsere eigenen Arbeiten deuten darauf hin, dass ER an dem
myokardialen Remodelling in der Herzhypertrophie beteiligt sind [106, 137, 142]. Vor
diesem Hintergrund untersuchten wir in der vorliegenden Arbeit, ob die Expression,
Lokalisation sowie die Assoziation des humanen myokardialen ERa mit den
Strukturproteinen im Falle einer menschlichen Herzinsuffizienz (bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie: DCM; n=41) im Vergleich zu Kontrollherzen mit normaler
systolischer Funktion (n=25) verandert ist. Quantitative PCR und Westernblot Analysen
zeigten, dass die ERa Expression in den Herzen weiblicher und mannlicher Patienten
mit DCM um das 1,8-fache, gegenluber den Kontrollherzen, erhdoht war. In den Kontroll-
und in DCM Herzen konnte mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen und konfokaler
Laserscanmikroskopie das ERa-Signal in den Kernen von Kardiomyozyten,
Fibroblasten, vaskularen glatten Muskel- und Endothelzellen, sowie nahe dem
Sarkolemma und im Zytoplasma an den Sarkomeren der Kardiomyozyten lokalisiert
werden. Wahrend an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten in den gesunden Herzen
ein starkes ERa Signal beobachtet werden konnte, fehlte dieses ERa Signal weitgehend
an den Glanzstreifen in den DCM Herzen. Die Ko-Lokalisationsexperimente von ERa
mit einigen Strukturproteinen zeigten, dass in den Kardiomyozyten gesunder Herzen
eine Assoziation zwischen ERa mit B-Catenin und Vinculin, aber nicht mit TroponinT,
Cx43 (Connexin 43) und Vimentin besteht. Immunprazipitationsstudien bestatigten, dass
ERa und B-Catenin miteinander interagieren und im gesunden Herzen in einem
Proteinkomplex vorliegen. In den erkrankten Herzen jedoch konnte aufgrund des
Fehlens des ERa-Signals an den Glanzstreifen fast keine ERa und (-Catenin Ko-
Lokalisation beobachtet werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die
Interaktion von ERa und B-Catenin an den Glanzstreifen von funktioneller Bedeutung ist
und ein Verlust dieser Assoziation eine Rolle beim Fortschreiten der Herzinsuffizienz
spielen konnte. Somit konnte die erhohte Expression von ERa in den DCM Herzen

einen kompensatorischen Prozess darstellen.
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Estrogen receptor alpha up-regulation and redistribution in human heart failure (2006).
Shokoufeh Mahmoodzadeh*, Sarah Eder*, Johannes Nordmeyer*, Elisabeth Ehler,
Otmar Huber, Peter Martus, Jorg Weiske, Reinhard Pregla, Roland Hetzer, and Vera
Regitz-Zagrosek.

http://dx.doi.org/10.1096/fj.05-5148com [143].

(* geteilte Autorschaft)
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2.3. Wechselseitige Regulation der ERa Transkription durch NF-kB und E2-
Signalwege im humanen Herzen
Unsere eigenen Arbeiten mit humanen linksventrikularen Biopsien von Patienten mit AS
und DCM zeigten, dass die Expression von ERa krankheitsabhangig reguliert wird [142,
143], allerdings waren bis dato die Mechanismen, die an der Regulation der Expression
des ERa Gens selbst im humanen Herzen beteiligt sind, unklar. Bislang sind fur das
humane ERa Gen 7 verschiedene Promotorvarianten mit jeweils eigener 5-UTR (A, B,
C, D, E, F und T) identifiziert, welche zell- und gewebetypabhéngig die Transkription des
humanen ERa Gens regulieren [120]. Vor diesem Hintergrund untersuchten wir als
erstes, welche dieser 5-UTR Transkriptvarianten des ERa Gens im menschlichen
Herzen vorhanden sind. AnschlieRend analysierten wir die molekularen Mechanismen,
die bei der Regulation der am haufigsten vorkommenden Promotorvariante beteiligt
sind. Mittels 5'-RACE PCR (Rapid Amplification of cDNA-Ends with polymerase chain
reaction), PCR und semiquantitativer PCR konnte gezeigt werden, dass die 5-UTR-
Varianten A, B, C und F im menschlichen Herzen exprimiert werden, wovon der F-
Promotor die dominante Variante ist. Mit Hilfe des Luziferase-Reporter Assays, der site-
directed-mutagenesis und der EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)/Supershift
konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor NF-kB (p50 Untereinheit) an dem
F-Promotor, zwischen -483bp und -448bp, bindet und somit die basale F-Promotor-
Aktivitdt des humanen ERa Gens in AC16 Zellen (eine humane ventrikulare
Kardiomyozyten-Zelllinie) massiv unterdrickt. Die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch
Parthenolid, ein NF-kB Inhibitor, hingegen fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung der
transkriptionellen Aktivitat des F-Promotors in AC16 Zellen. Parthenolid verhinderte die
Aktivierung und somit die Translokation von NF-kB in den Kernen der Kardiomyozyten.
Im Gegensatz dazu fuhrte die Erhéhung der NF-kB-Expression durch den Einsatz von
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) zu einer Verringerung der Expression von ERa, was
nochmals bestétigte, dass der NF-kB Signalweg die Expression von ERa in humanen
Kardiomyozyten hemmt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass E2 die
transkriptionellen  Aktivitaten  aller identifizierten kardialen humanen ERa-
Promotorvarianten nur in Anwesenheit von ERa in Kardiomyozyten signifikant erhdht
(Autoregulation). Somit wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass im menschlichen

Herzen die Inflammationsstimuli Gber die Aktivierung des NF-kB die ERa-Expression
39



Uber den F-Promotor unterdricken, und E2 Uber ERa die hemmende Wirkung von NF-
kB durch erhohte Aktivierung der ERa-Promotoren im menschlichen Myokard

antagonisieren kann.

Nuclear factor-kappaB regulates estrogen receptor-alpha transcription in the human
heart. Mahmoodzadeh S*, Fritschka S*, Dworatzek E, Pham TH, Becher E, Kuehne A,
Davidson MM, Regitz-Zagrosek V. J Biol Chem. 2009; 284(37):24705-14.
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M109.000463 [144].
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2.4. 17B-Ostradiol-induzierte Interaktion des ERa mit NPPA reguliert die
Genexpression der E2-Zielgene im humanen Herzen
Fur eine akkurate und effiziente Vermittlung genomischer E2-Effekte, bendtigen die ER
die Interaktion mit anderen regulatorischen Proteinen, die so genannten Ko-Aktivatoren
oder Ko-Repressoren [145-147]. Bis dato waren nur wenige Ko-Regulatoren im
menschlichen Herzen beschrieben. Von daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit
neue Protein-Interaktionspartner zu identifizieren, die mit ERa im humanen Herzen
interagieren und somit die E2-abhangige ERa-Aktivitat regulieren. Mit Hilfe des ,Yeast-
Two-Hybrid“-Systems (Y2H) und unterschiedlichen Domanen des ERa (Full-length, AB-,
AD- und EF-Doméne) als Koderprotein wurde eine cDNA Bibliothek des humanen
Herzes nach neuen Interaktionspartnern durchsucht. Von den dabei identifizierten
Proteinen wurde das NPPA Protein, der Prékursor des atrialen natriuretischen Peptids A
(ANP, ein bekannter Hypertrophiemarker [148]), ausgewahlt, welches als ein neuartiger
ERa-Interaktionspartner im humanen Herzen nur in Anwesenheit von E2 mit ERa Full-
length sowie mit ERa-EF Domain interagierte. Funktionelle Analysen mit Hilfe der
Luziferase-Reporter-Assay mit verschiedenen NPPA-Promotorsequenzen in AC16
Zellen zeigten, dass mit E2-aktiviertem ERa die Transkription von NPPA in
Kardiomyozyten hochreguliert wird. Eine E2-induzierte Interaktion von NPPA mit ERa
fuhrte jedoch zu einer Inhibierung der transkriptionellen Aktivitat des ERa, und
supprimierte somit die Hochregulation des NPPA-Gens. Damit wurde mit NPPA ein
selektiver Ko-Repressor des ERa im humanen Herzen identifiziert. Weitere
Mutationsanalysen und Immunfluoreszenzdaten zeigten, dass das LXXLL-Motiv
innerhalb des NPPA-Proteins, welches ein bekanntes Motiv innerhalb der Ko-
Regulatoren der ER ist [98, 149], fur die Interaktion von NPPA mit ERa, fur die
Translokation von NPPA in die Zellkerne von Humanen- und Ratten-Kardiomyozyten,
sowie fur die Wirkung von NPPA als Repressor der ERa-Aktivitdt, notwendig ist.
Daruber hinaus wurde eine ERE-Bindungsstelle fur ERa innerhalb des NPPA-Promotors
identifiziert, welches fur die E2-induzierte Transkription des NPPA-Gens wichtig ist. In
Anwesenheit von NPPA konnte jedoch ERa nicht mehr an den NPPA-Promotor binden.
Interessanterweise haben weitere Analysen gezeigt, dass die E2-induzierte NPPA/ERa
Interaktion auch die Expression einiger anderer E2-Zielgene regulierte, die bei der

Entwicklung der Herzhypertrophie\Herzinsuffizienz eine Rolle spielen, wie z.B. Cx43,
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Alpha-Aktinin-2, NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells), COL1A1 (Kollagen-Type |,
alpha 1) und COL3A1(Kollagen-Type Ill, Alpha 1). Somit liefern diese Daten starke
Indizien dafir, dass E2 und ERa mit Mechanismen, welche die physiologischen und die
pathophysiologischen Prozesse in Kardiomyozyten regulieren, interferieren. In dieser
Hinsicht konnte NPPA ein therapeutisches Zielmolekul darstellen, welches selektiv die
Progression kardiovaskularer Erkrankungen reguliert.

17B-Estradiol-induced interaction of ERa with NPPA regulates gene expression in
cardiomyocytes. Mahmoodzadeh S, Pham TH, Kuehne A, Fielitz B, Dworatzek E,
Kararigas G, Petrov G, Davidson MM, Regitz-Zagrosek V. Cardiovasc Res. 2012;
96(3):411-21.

http://dx.doi.org/10.1093/cvr/cvs281 [150].
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2.5. 17B-Ostradiol-induzierte Interaktion des ERa mit ALC-1 reguliert die
genomischen und nicht-genomischen ERa-Wirkungen im Herzen

Obwohl das ALC-1 Protein (atriale essentielle leichte Myosinkette) aufgrund seiner
positiv inotropen Wirkweise als ein wichtiges Protein fur die Regulation kardialer
Kontraktilitat erachtet wird [151-153], war bis dato wenig tUber die Regulation seiner
Expression bekannt. Vor dem Hintergrund, dass E2 bei der Regulation der kontraktilen
Funktion im Herzen eine Rolle spielt, wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst der
Einfluss von E2 und ERa auf die Regulation der ALC-1 Expression im humanen Herzen
untersucht, und anschlie3end die funktionelle Bedeutung E2-induzierter Regulation von
ALC-1 analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass E2 die Expression von ALC-1 im
menschlichen atrialen Gewebe beider Geschlechter und in AC16-Zellen herunter
reguliert. E2-aktivierter ERa bindet an das ERE-Motiv innerhalb des humanen ALC-1
Promotors und reduzierte seine transkriptionelle Aktivitat. Immunfluoreszenzstudien
zeigten, dass nach einer E2-Aktivierung ERa und ALC-1 zusammen in die Zellkerne von
AC16 Zellen transportiert werden, was auf eine ko-regulatorische Funktion des
humanen ALC-1 hindeutet. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass humanes ALC-1
den inhibitorischen Effekt von E2/ERa verstarkt. Damit wurde eine neue Funktion fir
das humane ALC-1 Protein, namlich als ein Ko-Repressor von E2-aktiviertem ERa fur
seinen eigenen Promotor und fir einige andere E2-Zielpromotoren (mit funktionellem
ERE), nachgewiesen. Unterstitzend dazu konnte mittels Y2H gezeigt werden, dass
ERa und ALC-1 nur in Anwesenheit von E2 miteinander interagieren, und dadurch die
Expression der Zielgene zusammen regulieren. Als weitere neuartige Wirkung konnten
wir zeigen, dass E2 in adulten Maus-Kardiomyozyten der humanen ALC-1-vermittelten
Verbesserung der kontraktilen Funktion entgegen wirkte, und die Verkirzungsamplitude
der Kardiomyozyten signifikant reduzierte und die Verkirzungs- und Relaxations-
Geschwindigkeiten abschwachte. Dies konnte fir die Kompensationsprozesse in den
Uberbelasteten Herzen und die Erhaltung der Herzfunktion von Bedeutung sein.

17B-Estradiol-induced interaction of estrogen receptor a and human atrial essential
myosin light chain modulates cardiac contractile function. Duft K, Schanz M, Pham H,
Abdelwahab A, Schriever C, Kararigas G, Dworatzek E, Davidson MM, Regitz-Zagrosek
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V, Morano |, Mahmoodzadeh S. Basic Res Cardiol. 2017 Jan;112[154]:1. Epub 2016
Nov 11.
http://dx.doi.org/10.1007/s00395-016-0590-1 [155].
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2.6. Uberexpression von ERa in weiblichen murinen Kardiomyozyten erhoht die
Angiogenese und Lymphangiogenese und reduziert die kardiale Fibrose
nach einem Myokardinfarkt

Verschiedene Studien demonstrierten, dass der aktivierte ERa in der Pathogenese der

Herzerkrankungen, wie Myokardinfarkt, eine wichtige Rolle spielen [129-131, 133]. Die

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht im Detalil

verstanden. Um die spezifische Rolle von ERa in Kardiomyozyten nach einem

Myokardinfarkt zu analysieren, wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst ein neues

transgenes Mausmodell mit einer Kardiomyozyten-spezifischen ERa-Uberexpression

(ERa-OE) generiert. Im Vergleich zu den WT-Mausen zeigten die weiblichen und

mannlichen ERa-OE Mause eine signifikant erhdhte ERa-Proteinexpression (10- bis 12-

fach) und ERa-Phosphorylierung (3- bis 5-fach) in den linken Ventrikeln, wobei ERa

hauptsachlich in den Kernen der Kardiomyozyten lokalisiert war. Die ERa-OE Mause
entwickelten unter basalen Bedingungen eine kardiale Hypertrophie, die mit einer
hoheren linksventrikularen Masse, erhdhten linksventrikularen Volumina, einer grol3eren

Kardiomyozytenldnge und verstarkter Expression von Hypertrophie-Markern assoziiert

war. Die ERa-OE Mause zeigten keine erhdhte Kollagenablagerung im Vergleich zu den

Kontrolltieren. Zwei Wochen nach der Induktion eines Myokardinfarktes zeigten nur die

weiblichen ERa-OE Mause keine signifikante Zunahme der linksventrikularen Volumina

und keine signifikant reduzierte linksventrikulare Wanddicke im Vergleich zu den
weiblichen und ménnlichen WT und mannlichen ERa-OE Méause. Ebenfalls wurde nur in
den weiblichen ERa-OE Méausen Post-Infarkt eine signifikant geringere Induktion von

Fibrose-assoziierten Genen (COL1Al1, COL3A1) und Kollagenablagerung im Herzen

beobachtet. Allerdings fuhrte in beiden Geschlechtern die ERa-OE zu einer erhdhten

Expression von Angiogenese- und Lymphangiogenese Markern (VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor), LYVE-1 (Lymphatic Vessel Endothelial hyaluronan receptor

1), sowie einer erhdhten Neovaskularisierung im Peri-Infarktbereich. Zusammenfassend

konnte diese Studie zeigen, dass ERa als Antwort auf kardiale Ischamie speziell in

weiblichen Kardiomyozyten durch die Verbesserung der vaskularen Struktur und

Funktion und eine Reduktion kardialer Fibrose kardioprotektiv wirkt.
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Cardiomyocyte-specific  Estrogen  Receptor Alpha Increases Angiogenesis,
Lymphangiogenesis and Reduces Fibrosis in the Female Mouse Heart Post-myocardial
Infarction. Shokoufeh Mahmoodzadeh, Joachim Leber, Xiang Zhang, Frédéric Jaisser,
Smail Messaoudi, Ingo Morano, Priscilla A Furth, Elke Dworatzek and Vera Regitz-
Zagrosek. J Cell Sci Ther 5: 153.

http://dx.doi.org/10.4172/2157-7013.1000153 [156].
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3. Diskussion

Zahlreiche Studien weisen auf eine protektive Wirkung von E2 und ERa auf das
kardiovaskulare System hin, die zugrundeliegenden Steuerungsmechanismen des
E2/ERa Signalweges im menschlichen Herzen sind allerdings im Detail nicht
verstanden. Ein umfassendes Verstandnis der Funktion von E2/ERa im Herzen bedarf
noch weiterer Forschung. Dies konnte dazu beitragen, einerseits die E2-vermittelten
Wirkungen besser aufzuklaren, und andererseits die molekularen Mechanismen
geschlechtsspezifischer Unterschiede bei Herzerkrankungen zu verstehen. Mit diesem
Wissen konnten neue Diagnose- und Therapieansatze von Herzerkrankungen

ermoglicht werden.

3.1. Expression, Lokalisation und krankheitsabhangige Regulation von ERa im
humanen Herzen
Fur die Analyse der ER-Funktionen im Herzen ist eingehende Kenntnisse der
Expression und Lokalisation des ER im Herzen unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen erforderlich. Die Expression und Lokalisation myokardialer
ER wurden bis dato hauptsachlich in Mause- und Rattenherzen untersucht [106, 107]. In
der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass ERa im humanen Herzen
exprimiert und funktionell aktiv ist. Es konnten gezeigt werden, dass die Expression von
ERa sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene in den linksventrikularen
Myokardgeweben weiblicher und ménnlicher Patienten mit AS und DCM gegenuber
Kontrollherzen signifikant hochreguliert war. (Manuskript 2.1 und 2.2: [142, 143]).
Vergleichbare Ergebnisse lie3en sich spater in &hnlichem MalRe auch fur eine erhtdhte
ERa Expression in den Herzen von Patienten mit koronarer Herzerkrankung
nachweisen [157]. Diese krankheitsabhdngige ERa Expression weist auf eine
physiologische Funktion dieses Rezeptors im humanen Herzen hin, und kdnnte einen
Kompensationsmechanismus des ERa widerspiegeln, um einer Verschlechterung der
ventrikularen Funktion bei diesen Herzerkrankungen entgegenzuwirken. Diese
Annahme wird durch tierexperimentelle Untersuchungen unterstlitzt, welche gezeigt
haben, dass eine Deletion des ERa Gens [128] mit schweren Herzschaden und

schlechterer Herzfunktion nach I/R-Verletzungen assoziiert ist [129, 130], wahrend bei
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einer Behandlung mit einem spezifischen ERa-Agonisten die normale Herzfunktion nach
I/R wiederhergestellt werden kann [131-134].

Die Analyse der subzellularen Lokalisationen von ERa in menschlichen Herzen lieferte
weitere Hinweise fur die physiologische Rolle des ERa im Herzen. In Ubereistimmung
mit der Dbereits bekannten Rolle von ERa als Liganden-induzierbarer
Transkriptionsfaktor, der im Zellkern die Expression der Zielgene reguliert, wurde in
unseren Studien das ERa Signal immunhistologisch in den meisten Kernen von
Kardiomyozyten, Fibroblasten, vaskularen glatten Muskel- und Endothelzellen von
gesunden sowie erkrankten Herzen lokalisiert (Manuskript 2.1 und 2.2: [142, 143]).
Diese Befunde waren in Ubereinstimmung mit anderen Studien, die ebenfalls eine
nukleare Lokalisation von ERa in den Mause- und Rattenherzen zeigten [106, 109, 158].
Grohe et al. [106] und Nuedling et al. [158] [154] haben eine nukledre Translokation von
ERa in den Kernen von Rattenkardiomyozyten und —Fibroblasten nach einer Stimulation
mit E2 nachgewiesen, was auf eine funktionelle Rolle dieses Rezeptors als
Transkriptionsfaktor (genomische Wirkung von ERa) hindeutet. Tatsachlich zeigten
unsere Studien und die von den anderen, dass ERa als Transkriptionsfaktor in humanen
und Rattenkardiomyozyten und Fibroblasten nach einer E2-Stimulation aktiv die
Transkription verschiedener E2-Zielgene, wie z.B. Cx43, NPPA, COL1Al, COL3Al,
NFAT, a-MHC (a-Myosin schwere-Kette), MMP2 (Matrix-Metalloproteinase-2), ALC-1,
Ca’" L-Type Kanal und ERa selbst regulieren kann (Manuskript 2.3 [144], 2.4 [150], 2.5
[155], 2.6 [156], und [88, 106, 137]).

ERa kann, zusatzlich zu seiner Rolle als Transkriptionsfaktor in den Zellkernen, mit
verschiedenen zytoplasmatischen Proteinen interagieren [159, 160]. Wir fanden in den
Kardiomyozyten von gesunden sowie von erkrankten Herzen (AS und DCM) ein
regelmaRig alternierendes Muster von ERa und Troponin T Signalen an den
Sarkomeren (Manuskript 2.1 und 2.2: [142, 143]), wie dieses in den
Rattenkardiomyozyten beobachtet wurde [109, 158]. Da das ERa Signal in den
Kardiomyozyten in der Nahe von Troponin T detektiert war, aber mit diesem nicht ko-
lokalisierte, nahmen wir eine Ko-Lokalisation vom ERa mit den Proteinen des
myofibrilaren Apparates an. Wahrend keine ERa Ko-Lokalisation mit der MyHC-Isoform
(Myosin schwere-Kette) detektiert werden konnte, wurde interessanterweise eine Ko-

Lokalisation von ERa mit humanem ALC-1 beobachtet (Manuskript 5: [155]), was u.a.
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auf eine funktionelle Rolle von ERa in der Regulation der Kontraktilitdt in den
Kardiomyozyten hindeutete (siehe dazu auch den Punkt 3.2.2).

Mittels einer Doppel-Immunfarbung mit Vinculin, ein sarkolemmaler Membranmarker,
konnte in dieser Arbeit erstmals die Lokalisation von ERa an der Plasmamembran
humaner Kardiomyozyten gezeigt werden, wo ERa mit Vinculin ko-lokalisierte
(Manuskript 2.2: [143]). Es ist bislang nicht klar, ob ERa in der Plasmamembran der
Kardiomyozyten integriert ist oder damit lediglich assoziiert ist. Da der ERa aber keine
transmembranare Domane besitzt, scheint es unwahrscheinlich, dass dieser Rezeptor
in der Membran lokalisiert ist. Von daher ist eine enge Assoziation vom ERa mit
anderen Proteinkomplexen an der Membran eher plausible. Kandidaten daftir kdnnten
z.B. Shc, c-Src, IGF-1-Rezeptor, Caveolin und PI3-Kinase sein [89, 161-163].
Oberflachenmarkierungsexperimente mit einem Membran-nicht-permeablen
fluoreszenzmarkierten E2 (E2-BSA-FITC) lieferten weitere Hinweise auf das
Vorhandensein membranassoziierter ERa in Kardiomyozyten, welcher eine kritische
Rolle bei der Vermittlung der schnellen, nicht-genomischen Effekte von E2 spielen [164,
165].

Interessanterweise zeigten unsere Immunfluoreszenz-Analysen, dass im Gegensatz zu
den gesunden Herzen das ERa-Signal an den meisten Glanzstreifen der Herzgewebe
von Patienten mit AS und DCM fehlte (Manuskript 2.2: [143]). Diese
krankheitsabhangige Lokalisationsverdnderung des ERa an den Glanzstreifen deutet
nochmals auf eine funktionelle Rolle des ERa in den humanen Herzen hin. Aufgrund der
Tatsache, dass die Glanzstreifen die benachbarten Kardiomyozyten fest miteinander
verbinden und somit eine wichtige Rolle bei der Integritdt und Stabilitat der
Kardiomyozyten spielen, jedoch unter pathologischen Bedingungen, wie
Herzhypertrophie oder Herzinsuffizienz, erhebliche strukturelle und funktionelle
Verdanderungen aufweisen [166], war es von Bedeutung zu untersuchen, ob ERa bei
diesen Prozessen eine Rolle spielt. Innerhalb der Glanzstreifen befinden sich Gap
junctions, Adherens junctions und Desmosomen. Uber die Gap junctions sind die
Kardiomyozyten elektrisch gekoppelt. Adhaerens junctions und Desmosomen verleihen
dem Kardiomyozytenverband Stabilitat und ermdglichen eine Kraftiibertragung zwischen
den Zellen.
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Cx43 ist der Hauptbestandteil von Gap junctions. An den Glanzstreifen im gesunden
Herzen liegt Cx43 uberwiegend in phosphorylierter Form vor [167]. Cx43 ist bei
ischamischen Ereignissen hingegen dephosphoryliert und wird von den Gap junctions
ins Zytoplasma oder an die Plasmamembran der Kardiomyozyten transloziert [168-170].
Dieses Phanomen konnte auch in den Kardiomyozyten unserer DCM Herzen
beobachtet werden (Manuskript 2.2: [143]). Chung et al. [165] berichteten, dass Cx43 in
den Rattenkardiomyozyten Uber den E2-aktivierten ERa phosphoryliert werden kann. Es
ware auch in gesunden humanen Herzen denkbar, dass ERa die Phosphorylierung des
Cx43 und somit die Lokalisation an den Gap junctions beglnstigt. Diese Annahme
wurde auch durch die Tatsache gestitzt, dass in den Herzen von Patienten mit DCM die
Signale fur ERa und Cx43 an den Gap junctions fehlten. Das Fehlen des ERa an den
Gap junctions konnte eine Erklarung fur geringere Phosphorylierung von Cx43 und
somit dessen Translokation weg von den Gap junctions sein. Die Tatsache, dass in
unserer Studie keine Ko-Lokalisation von ERa und Cx43 in den humanen Herzproben
nachgewiesen werden konnte, schlief3t eine solche Wechselwirkung jedoch nicht aus.
Denn es konnte sein, dass diese Effekte im Komplex mit anderen Proteinen stattfinden.
So ein Proteinkomplex konnte z.B. beim 3-Catenin, a-Catenin, ZO-1 (Zonula Occludens-
1) und Cx43 Komplex beschrieben werden, dessen Zusammensetzung fur die Bildung
von Gap junctions notwendig ist, wie dies in den Kardiomyozyten von Ratten gezeigt
wurde [171].

B-Catenin gehort zu den sogenannten Adherens junctions innerhalb der Glanzstreifen
von Kardiomyozyten und spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zell-
Zell-Adhasion sowie bei der intrazellularen Signalibertragung [172, 173]. In den
gesunden Herzen fanden wir immunhistologisch eine Ko-Lokalisation von ERa mit -
Catenin an Glanzstreifen der Kardiomyozyten, und konnten mittels der Co-
Immunoprazipitation auch deren Interaktion nachweisen. Diese Befunde sind in
Ubereinstimmung mit anderen Studien, welche ebenfalls eine Interaktion von ERa mit B-
Catenin in anderen Zelltypen gezeigt haben [172, 174]. Bedingt durch das Fehlen des
ERa Signals an Glanzstreifen der Herzen von Patienten mit AS und DCM, war diese Ko-
Lokalisation in den erkrankten Herzen nicht mehr nachweisbar (Manuskript 2.2: [143]).

Daher ist es denkbar, dass in den menschlichen Kardiomyozyten einen
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Multiproteinkomplex mit ERa, B-Catenin und Cx43 existiert, der die Struktur/Funktion der

Gap Junctions und Adherens junctions an den Glanzstreifen regulieren kann.

Um die zelltypspezifischen Expression und die vielfaltigen funktionelle Rollen von ERa
besser zu verstehen, ist die detaillierte Charakterisierung des ERa-Promotors von
gro3er Bedeutung. Es sind bislang 7 verschiedene Promotorvarianten des humanen
ERa (A, B, C, D, E, F und T) identifiziert worden, die Uber Interaktionen mit
unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren [175-179] die Expression des ERa zell- und
gewebespezifisch regulieren kdnnen [180, 181]. Wir konnten zeigen, dass in den
humanen linksventrikularen Herzproben, die von Spenderherzen stammten, die ERa-
MRNA von vier verschiedenen 5'-UTR-Varianten des ERa-Gens und deren assoziierten
Promotoren A, B, C und F transkribiert werden, wobei das F-Transkript und damit der
distale F-Promotor (ca. -117140 bp stromaufwarts vor dem Transkriptionsstartpunkt +1)
die dominante Form darstellt (Manuskript 2.3, [144]). Einige Studien haben gezeigt,
dass dieser F-Promotor auch die Expression der ERa-mRNA in den humanen Knochen
und priméren Osteoblasten reguliert [125, 182, 183]. Die Verwendung verschiedener
ERa-Promotorvarianten wird als ein Kontrollmechanismus betrachtet, welcher zu einer
gewebespezifisch  koordinierten bzw. kontrollierten ERa-Genexpression unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen beitragt [123, 184]. Ferner
weisen unsere Befunde darauf hin, dass inflammatorische Stimuli Uber die Aktivierung
von NF-kB auf die transkriptionelle Aktivitit des ERa F-Promotors im Herzen
supprimierend wirken und damit die Expression von ERa reduzieren. Dies kdnnte der
Grund dafur sein, dass bei postmenopausalen Frauen mit einer bereits bestehenden
Arteriosklerose und einer erhohten NF-kB-Aktivitat die Expression von ERa stark
reduziert ist und deshalb eine E2-Substitution nicht kardioprotektiv wirkt und der Verlauf
der Arteriosklerose nicht beeinflusst werden kann [185, 186]. Eine erhdhte Aktivierung
von NF-kB wurde ebenfalls bei mehreren Herzerkrankungen, u. a. kardialer
Hypertrophie, Myokardinfarkt, Myokarditis und kardialem Remodelling beschrieben,
wohingegen die Blockierung des NF-kB-Signalwegs den Patienten eine Verbesserung
der Herzfunktion und erhohte Uberlebenschancen brachte [187-190].

Es wurde berichtet, dass E2 Uber ERa die Aktivierung von NF-kB durch verschiedene

Mechanismen inhibieren kann, wie z.B. durch 1) direkte ERa-NF-kB Interaktion [191], 2)
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Erh6éhung der IkB Synthese [192], 3) Verhinderung der NF-kB-Bindung an die DNA
[193, 194] und 4) Konkurrenz um gemeinsame Ko-Aktivatoren [195, 196]. Vor diesem
Hintergrund untersuchten wir, ob E2 die Aktivitat verschiedener ERa-Promotorvarianten
beeinflussen kann. Unsere Untersuchungen in AC16 Zellen ergaben, dass nach einer
Behandlung mit E2 alle humanen ERa-Promotorvarianten A, B, C, und F nur in
Anwesenheit von ERa eine erhohte Promotoraktivitdt zeigten. Es kann, in
Ubereinstimmung mit anderen Studien [180, 182, 197], geschlussfolgert werden, dass
ERa seine eigene Expression steigern kann (positiver Feedback Loop). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind nicht vollstdndig erforscht. Da aber alle diese
Promotorvarianten einige halbpalindromische ERE-Motive besitzen, kann davon
ausgegangen werden, dass durch die Bindung von E2-aktiviertem ERa an diese Motive
innerhalb der ERa-Promotorvarianten die transkriptionelle Aktivitat dieser Promotoren
erhoht wird. Zusammenfassend zeigten wir, dass die inflammatorischen Stimuli die
ERa-Expression durch die Aktivierung und die anschlieende Bindung von NF-kB an
den ERa F-Promotor im humanen Herzen verringern, und E2/ERa die inhibitorische
Wirkung von NF-kB antagonisieren konnen. Diese Befunde demonstrieren eine
Wechselwirkung zwischen E2/ERa und den kardialen pro-hypertrophen und

entzindlichen Reaktionen tber NF-kB.

3.2. Identifizierung und funktionelle Analyse neuer Ko-Regulatoren von ERa im
humanen Herzen

Um die genomischen und nicht-genomischen Effekte von E2 effizient zu vermitteln,
bendtigen die ER die Interaktion mit anderen regulatorischen Proteinen in der Zelle.
Daher haben Ko-Regulatoren einen grof3en Einfluss auf die E2/ER Signalwege. Die fir
eine effiziente EZ2/ER-Regulation notwendigen Ko-Regulatoren und die damit
verbundenen Regulationsmechanismen im humanen Herzen sind bislang
weitestgehend unbekannt. Die Identifizierung neuer Interaktionspartner und die
Charakterisierung ihrer Aktivitaten fihren zu neuen Erkenntnissen Uber molekulare
Mechanismen von E2 und ER im humanen Herzen. Eingriffe in diese Mechanismen
konnten sehr spezifische therapeutische Ansatze ermdglichen.

Auf der Suche nach funktionellen Protein-Interaktionspartnern von ERa im humanen

Herzen konnten unter anderem NPPA und ALC-1, als neue E2-abhangige Protein-
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Interaktionspartner des humanen ERa identifiziert werden (Manuskript 2.4 und 2.5: [150,
155]). Die funktionelle Analyse der Interaktionen von ERa mit diesen Proteinen ist von
groRer Bedeutung, da bekannt ist, dass sowohl NPPA wie auch ALC-1 an den

physiologischen und pathologischen Prozessen im Herzen beteiligt sind.

3.2.1 Funktionelle Bedeutung der Interaktion von ERa und NPPA im humanen
Herzen

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) ist ein korpereigenes Peptid, welches die
Diurese und Natriurese, die periphere Vasodilatation und die Hemmung der Renin- und
Aldosteron-Sekretion fordert und dariber hinaus antihypertrophe und antifibrotische
Wirkungen besitzt [148, 198, 199]. In gesunden adulten Herzen ist die Expression des
NPPA-Gens lUberwiegend auf die Atrien begrenzt. In fetalen und neonatalen Ventrikeln
ist das NPPA-Gen hoch exprimiert, postnatal sinkt jedoch die NPPA-Expression auf ein
sehr niedriges Niveau, auf unter 1 % des atrialen Levels, ab [199, 200]. Bei gering
ausgepragter Myokardhypertrophie steigt die NPPA Expression und Sekretion im
Atrium, bei fortschreitender linksventrikularer Hypertrophie und Herzinsuffizienz findet
sich zusatzlich eine NPPA Expression und Sekretion im linken Ventrikel [199, 201]. Der
NPPA/ANP-Spiegel im Serum gilt als Marker fur den Schweregrad einer
Herzerkrankung mit linksventrikularer Dysfunktion. Eine vermehrte Expression und
Sekretion von NPPA/ANP wird allgemein als kardioprotektiver Mechanismus erachtet,
welcher die Volumenbelastung im Herzen reduziert.

Viele Studien deuten bereits darauf hin, dass E2/ER die Expression von NPPA im
Herzen beeinflusst. Mause mit einer Deletion des NPPA-Rezeptor (NPR-A)-Gens
zeigten eine starke kardiale Hypertrophie [202, 203], wobei die Herzhypertrophie bei
den méannlichen Knock-out Mausen wesentlich gré3er war als bei den weiblichen, was
auf eine Pravention der Herzhypertrophie durch E2 und NPPA bei weiblichen Tieren
schlieBen lie3. Ovarektomie reduzierte in diesem Modell den atrialen NPPA mRNA-
Level in weiblichen Ratten und fuhrte zur Zunahme kardialer Hypertrophie. Eine E2-
Substitution revidierte diese Verédnderungen [204]. Darlber hinaus wurde in einem
anderen Hypertrophie-Modell (TAC) gezeigt, dass ovarektomierte Mause eine starkere
linksventrikulare Hypertrophie entwickelten als ovarektomierte mit E2-Substitution [33].

Interessanterweise wurde in der letzteren Gruppe eine erhodhte ventrikulare NPPA-
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Expression beobachtet. Darlber hinaus reduziert E2/ERa die Phenylephrin- und
Endothelinl-induzierte Hypertrophie in neonatalen Kardiomyozyten und stimuliert die
NPPA-Expression [137]. ICI 182 780, ein ER-Antagonist, blockiert beide Effekte. Damit
konnte gezeigt werden, dass die E2/ERa-vermittelte Induktion von ANP maf3geblich an
den Hypertrophie-hemmenden Effekten beteiligt ist. Bis dato blieb jedoch ungeklart, wie
E2/ERa die Expression von NPPA reguliert. Wir konnten zeigen, dass der E2-aktivierte
ERa durch direkte Bindung an das ERE-Motiv innerhalb des NPPA-Promotors die
Expression von NPPA in den Kardiomyozyten erhoht.

Darltber hinaus konnte NPPA als ein neuer Interaktionspartner von ERa im humanen
Herzen identifiziert werden, der nur in Anwesenheit von E2 mit ERa interagiert. NPPA
bindet Uber sein LXXLL-Motiv, welches ein bekanntes Motiv innerhalb der Ko-
Regulatoren von ER ist, an den E2-aktivierten ERa, was sich als eine Voraussetzung fur
die nukleare Translokation von NPPA in die Zellkerne der Kardiomyozyten darstellte, wo
er als Ko-Repressor die transkriptionelle Aktivitat des E2-aktivierten ERa inhibiert. Die
Interaktion von ERa mit seinem Ko-Repressor NPPA moduliert in den Kardiomyozyten
die genomische Wirkung von E2 auf mehrere E2-responsiven Gene, wie NPPA, Cx43,
COL1A1, COL3ALl und NFAT, die bei der Entwicklung der kardialen Hypertrophie und
Fibrose eine immanente Rolle spielen, und folglich reguliert das Ausmal3 der
transkriptionelle Antwort auf unterschiedliche physiologische und pathophysiologische
Bedingungen. Somit wird deutlich, dass die Analyse dieser Interaktion von grof3er
Bedeutung ist, denn die E2-induzierte ERa-NPPA Interaktion stellt bis dahin einen

unbekannten Mechanismus fur die Regulation kardiovaskularer Erkrankungen dar.

3.2.2. Funktionelle Bedeutung der Interaktion von ERa und ALC-1 im Herzen

Als ein weiterer neuartiger kardialer Interaktionspartner von ERa identifizierten wir
humanes ALC-1, das nur in Anwesenheit von E2 mit ERa interagiert. ALC-1 spielt bei
der Regulation der mechanischen Funktion des kontraktilen Apparates der
Kardiomyozyten eine wichtige Rolle. Die Bedeutung von ALC-1 fir die
Kontraktionsregulation beruht auf seinen besonderen Bindungseigenschaften [205]. Die
schwache Interaktion von ALC1 mit Aktin erhdht die Verkirzungsgeschwindigkeit der
Kardiomyozyten, wahrend die sehr starke Bindung von ALC1 an den Hebelarm der

schweren Myosinkette (MyHC) die Kraftentwicklung steigert [206]. Auch die spezifische
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Expressionsregulation von ALC-1 deutet auf wichtige Funktionen bei der
Kontraktionsregulation des Herzens hin. Im Verlauf der embryonalen Entwicklung wird
ALC-1 in allen quergestreiften Muskeltypen exprimiert. Wahrend der postnatalen
Entwicklung beschrankt sich die ALC-1 Expression jedoch auf das Atrium. In den
Ventrikeln wird die ventrikel-spezifische essentielle leichte Myosinkette (VLC-1)
exprimiert. Unter pathologischen Bedingungen, wie bei Ischamie oder kardialer
Hypertrophie, wurde jedoch eine Re-expression von ALC-1 in den Ventrikeln der
Patienten beobachtet [207-210]. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass infolge
partieller Substitution der VLC-1 durch ALC-1 sowohl die Kontraktionsgeschwindigkeit
als auch die Kontraktionskraft gesteigert werden konnte (positive Inotropie Eigenschaft
von ALC-1) [152, 211-213]. Wie aber die ALC-1 Expression im Herzen reguliert wird,
war bis dato kaum verstanden.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmalig zeigen, dass ALC-1 ein E2/ERa-Zielgen
im humanen Herzen ist. Der EZ2-aktivierte ERa reduzierte signifikant die ALC-1
Expression in menschlichen atrialen Geweben beider Geschlechter und in humanen
ventrikularen AC16-Zellen durch eine direkte Bindung an das ERE-Motiv innerhalb des
humanen ALC-1 Promotors. Dariiber hinaus induzierte E2 die nukleére Translokation
von ALC-1 in AC16-Zellen, wo ALC-1 den inhibitorischen Effekt von E2/ERa auf seinen
eigenen Promotor verstarkte. Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
humanes ALC-1 als Ko-Repressor von E2-aktiviertem ERa an der Regulation seiner
eigenen Promotoraktivitat, aber auch einiger anderen E2-Target-Promotoren (mit
funktionellem ERE) in den Kardiomyozyten beteiligt ist. Es wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht eindeutig experimentell bewiesen, dass in den humanen Kardiomyozyten
ALC-1 seine repressorische Wirkung auf die transkriptionelle Aktivitdt des ERa durch
eine direkte Bindung an ERa ausibt. Unsere Y2H Experimente sowie
Immunfluoreszenz-Befunde belegen jedoch, dass humane ALC-1 und ERa in
Anwesenheit von E2 miteinander interagieren, und somit im Komplex die Expression
von E2-Zielgenen regulieren kdénnen. Dartber hinaus zeigten unsere Y2H Analysen,
dass zusatzlich zu dem humanen ALC-1 Full-length auch das N-terminale Ende vom
humanen ALC-1 in Anwesenheit von E2 mit ERa interagiert. Dieses N-terminale Ende
enthdlt ein PXXP-Motiv (P: Prolin; X: beliebige Aminosauren) zwischen den

Aminosauren 31-34, welches zum ersten Mal in PELP1 (proline, glutamic acid, leucine-
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rich protein 1) identifiziert wurde, das als ein Ko-Regulator des ERa bekannt ist [214,
215]. PELP1 wurde als Adapterprotein beschrieben, das ERa mit anderen Proteinen
verbindet, die zusammen sowohl die genomische als auch die nicht-genomische
Wirkung von E2 vermitteln [214-216]. Es ware von daher denkbar, dass die N-terminale
Region des humanen ALC-1 mit E2-aktivietem ERa und einem weiteren noch
unbekannten Adapter-Protein, wie fir PELP1 berichtet, in einem Komplex interagiert
und die transkriptionelle Aktivitdt des E2-aktivierten ERa in den humanen
Kardiomyozyten unterdrickt.

Unsere Immunfluoreszenz Analysen zeigten noch zusatzlich eine Bindung des ERa an
die A-Bande des Sarkomers und eine Ko-Lokalisation mit ALC-1 in den humanen
Atriumproben. Wir nahmen von daher an, dass dies zu einer direkten Modulation der
kontraktilen Funktion der Kardiomyozyten und damit zu einer Veranderung der
Herzleistung fihren kdonnte. Wie erwartet, zeigten die mit AdvALC-1 infizierten Maus-
Kardiomyozyten im Vergleich zu Kontrollen, eine signifikante Zunahme der
Verkirzungsamplitude und schnellere Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeiten,
unabhangig vom Ca?*-Aktivierungslevel. E2 inhibierte die Uberexpression vom humanen
ALC-1 in den Kardiomyozyten, und konterkarierte die ALC1-vermittelte Verbesserung
der kontraktilen Funktion in den Kardiomyozyten, wodurch die Verkirzungsamplitude
signifikant reduziert und die Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeiten signifikant
abgeschwacht wurden. Dieses Phanomen konnte fur die ALC-1 bedingten
Kompensationsprozesse in den uUberbelasteten Herzen und die Erhaltung der
Herzfunktion von Bedeutung sein.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass die E2-induzierte Interaktion
von humanem ALC1 mit ERa in Kardiomyozyten ein bislang unbekannter Mechanismus
ist, der in physiologischen und / oder pathologischen Prozessen im Herzen wichtig sein
konnen, indem sie die transkriptionelle Aktivitat von ERa im Herzen regulieren und die
kontraktilen Eigenschaften von Kardiomyozyten modulieren.

3.3. In vivo Analyse der Rolle von ERa in einem transgenen Mausmodell mit
Kardiomyzytoen-spezifischen ERa-Uberexpression
Durch den Einsatz von systemischen ERa-Knockout M&usen oder pharmakologischen

Substanzen, wie spezifische ERa-Agonisten oder Antagonisten, konnte gezeigt werden,
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dass der ERa bei ischamischen Herzen eine protektive Rolle spielt, und die
Herzfunktion nach einer Ischamie wieder herstellen kann. Diese Ansétze haben
allerdings gewisse Limitationen. Da ERa in fast allen Organen exprimiert wird, konnten
bei diesen Ansatzen der systemische Effekt des ERa nicht ausgeschlossen werden, und
es blieb bis dahin offen, ob die beobachteten Effekte im Herzen nur aufgrund der
Aktivitat von ERa im Herzen verursacht werden. Die Tatsache, dass es bei einem
Herzinfarkt, als Folge einer Minderversorgung mit Sauerstoff, zum massiven Absterben
Uberwiegend von Kardiomyozyten im Infarktbereich kommt, zeigt, dass Kardiomyozyten
im Vergleich zu anderen Herzzelltypen anfalliger fir Ischamie sind [217]. Um die Rolle
von ERa speziell in Kardiomyozyten nach einer Ischamie analysieren zu kénnen, wurde
in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe eines Tet-Off-Systems eine neue transgene
Mauslinie hergestellt, bei der ERa nur in Kardiomyozyten kontinuierlich Gberexprimiert
(ERa-OE) wird (Manuskript 2.6, [156]). Dieses Modell ermoéglichte die Untersuchung der
Rolle von ERa in den Kardiomyozyten unter basalen und pathologischen Bedingungen
ohne eine Interferenz mit systemischen Wirkungen des ERa.

Kardiomyozyten-spezifische ERa-Uberexpression fiihrte in beiden Geschlechtern zur
Entwicklung einer myokardialen Hypertrophie, die mit einer signifikant erhdhten
linksventrikularen Masse, grol3erer systolischer und diastolischer Volumina, jedoch mit
keiner Veranderung der Herzwanddicke, einer Zunahme des Langenwachstums der
Kardiomyozyten, und einer verstarkten Expression Hypertrophie-assoziierter Gene wie
NPPA und NPPB einherging. Zusatzlich entwickelten diese Mause keine kardiale
Fibrose. In Ubereinstimmung mit unseren Befunden zeigten Ma&ause mit einer
Kardiomyozyten-spezifischen ERa-Deletion beider Geschlechter eine Abnahme der
linksventrikularen Masse, sowie der linksventrikularen Volumina in den Herzen [218].
Eine weitere Bestatigung fur die von uns erhobenen Befunde ist die Beobachtung, dass
ERa in den Kardiomyozyten mit dem Wachstum der Herzmasse assoziiert ist [219]. Die
beobachteten Effekte konnen z.T. auf direkte Wirkungen von ERa als
Transkriptionsfaktor ~ zurtckzufihren sein, denn die immunhistochemischen
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigten eine starke nukleare Lokalisation
von ERa in den Kernen der Kardiomyozyten der ERa-OE Mause, was zusammen mit
der erhohten Phosphorylierung des ERa an Serll8 auf eine erhdhte transkriptionelle

Aktivitat des ERa als Transkriptionsfaktor bei ERa-OE Mausen hindeutet. Diese
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Befunde zeigen, dass ERa das Wachstum der Kardiomyozyten und somit die Erh6hung
der Herzmasse bei beiden Geschlechtern unter basalen Bedingungen kontrolliert.

Unter pathologischen Bedingungen, nach einer Induktion des Myokardinfarktes, war die
Mortalitat innerhalb der akuten Phase (ersten 24h) des Myokardinfarktes" unter allen
Gruppen hoch. Nach dieser akuten Phase jedoch Uberlebten die weiblichen ERa-OE
Mause vollstandig (100%), was darauf hindeutet, dass die ERa-Uberexpression nur bei
den weiblichen Herzen das Uberleben nach einem Myokardinfarkt erhohte. Die
Induktion des Myokardinfarktes fiihrte im Vergleich zu WT- und mannlichen ERa-OE
Méausen nur bei den weiblichen ERa-OE Herzen nicht zu einer Erhohung der
systolischen und diastolischen Volumina und einer Verringerung des linksventrikularen
Wanddicken. Dies kdénnen zu einer verminderten Wandbelastung und somit zu einer
Verlangsamung nachteiliger post-infarzieller Remodellingsprozesse in den Herzen der
weiblichen ERa-OE Mause flhren. Tatséchlich konnte eine abgeschwéchte Fibrose nur
in den Herzen der weiblichen ERa-OE Mause nach dem Myokardinfarkt nachgewiesen
werden. Diese Daten werden durch eine Studie bestatigt, die zeigte, dass der ERa
signifikant an der Hemmung kardialer Fibrose bei weiblichen Mausen beteiligt ist [220].
In der vorgelegten Arbeit konnte eine verstarkte Angiogenese und Lymphangiogenese
im Peri-Infarktbereich von den Herzen der ERa-OE Mé&ause bei beiden Geschlechtern
nachgewiesen werden, was auf die Rolle von ERa bei der Induktion der Angiogenese
und Lymphangiogenese im Herzen nach Myokardinfarkt hindeutet. Diese Daten sind in
Ubereinstimmung mit anderen Studien, die nachgewiesen haben, dass die bekannten
pro-angiogenetischen Eigenschaften von E2 hauptsachlich durch ERa in verschiedenen
Geweben unter normalen und pathologischen Bedingungen vermittelt werden [221-223].
Der Angiogenese-Prozess ist bei ERKO-Mausen oder bei einer Behandlung mit ERa-
Antagonisten beeintrachtigt und wird durch ERa-Agonisten beschleunigt [224-229]. Bis
dato war nicht klar, inwieweit ERa die Lymphangiogenese im Herzen nach einem
Myokardinfarkt beeinflusst. Wir konnten in der vorgelegten Arbeit erstmalig die
Beteiligung von ERa an der Verstarkung der kardialen Lymphangiogenese nach dem
Myokardinfarkt zeigen.

Beide Prozesse, Angiogenese und Lymphangiogenese, sind aufgrund ihrer wichtigen
Rollen bei der Wundheilung und Gewebereparatur von hohem klinischen Interesse,

denn hierbei werden neue Blutgefalle bzw. neue Lymphgefalle aus bereits
104



existierenden Gefal3en im Peri-Infarkt- und Infarktbereich gebildet. Die Angiogenese
erleichtert die Zufuhr von Sauerstoff- und Energiesubstraten in den Peri-Infarkt- und
Infarktbereich und dadurch werden die Zellen um die betroffene L&sion in friihen
Stadien nach dem Myokardinfarkt vor dem Absterben geschiitzt [230]. Die
Lymphangiogenese verbessert den Abtransport von Stoffwechselprodukten aus dem
Peri-Infarktbereich und férdert somit den Riuckgang der Entziindung in diesem Bereich,
wodurch ein Ausléser fur die Entwicklung der interstitiellen Fibrose reduziert wird [231-
233].

Obwohl die ERa-OE die Neovaskularisierung im Peri-Infarktbereich bei beiden
Geschlechtern erhohte, zeigten paradoxerweise nur die weiblichen ERa-OE Mause
nach dem Myokardinfarkt eine abgeschwachte kardiale Fibrose. Unsere Studie legt
daher nahe, dass ERa in Kardiomyozyten durch die Verbesserung der vaskularen
Struktur und Funktion und durch die Verringerung der kardialen Fibrose das Ausmalf}
des ischamischen Schadens in den weiblichen ERa-OE Herzen verringert und das
Uberleben der weiblichen ERa-OE Mause beginstigt, und somit die ERa-OE als
Reaktion auf Myokardinfarkt nur bei weiblichen Mausen kardioprotektiv wirkt. Obwohl
die mannlichen ERa-OE-Mause auch eine hohere Aktivierung der Angiogenese und
Lymphangiogenese zeigten, waren diese offensichtlich nicht ausreichend, um die
nachteiligen post-infarziellen Remodellingsprozessen in Mannchen entgegenzuwirken.
Auch wenn ein Uberexpressionsmodell den ERa-Effekt in einer physiologischen
Umgebung nicht genau wiederspiegelt, kann dies trotzdem die moéglichen Wirkungen
von spezifischen ERa-Agonisten auf Kardiomyozyten, die ein therapeutisches Potential

bei der Behandlung von ischamischen Herzerkrankungen haben, veranschaulichen.
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4. Zusammenfassung und Ausblicke

Zahlreiche Studien weisen auf eine kausale Rolle von E2 und ERa in der Physiologie
und Pathophysiologie des Myokards hin, die zugrunde liegenden Mechanismen im
menschlichen Herzen sind allerdings noch nicht geniigend verstanden. Die Analyse der
grundlegenden Mechanismen der Regulierung der ERa-Expression, der ERa-
Lokalisation, sowie die Identifizierung der interagierenden Protein-Partner des ERa und
der Wirkungsweise von ERa speziell in Kardiomyozyten in gesunden und erkrankten
Herzen kdénnen zum besseren Verstandnis der Wirkungsweise von E2 und ERa im
Herzen beitragen. Dies erlaubt die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Charakterisierung dieser zellularen
Mechanismen im Herzen.

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten konnte erstmalig die ERa-Expression, -
Lokalisation und -Interaktion mit anderen kardialen Proteinen im menschlichen Herzen
nachgewiesen werden. ERa wurde im Zytoplasma, im Sarkolemma und in den
Glanzstreifen humaner Kardiomyozyten, sowie in den Kernen von Kardiomyozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen lokalisiert. Interessanterweise beobachteten wir in den
Herzen von Patienten mit AS und DCM eine Hochregulation der ERa Expression und
eine Krankheitsabhéngige Re-Lokalisation des sich im gesunden Herzen auf den
Glanzstreifen der Kardiomyozyten befindlichen ERa, wobei die Ko-Lokalisation mit -
Catenin, welche in den gesunden Herzen beobachtet wurde, verloren ging. Diese
Befunde deuten darauf hin, dass ERa im humanen Herzen funktionell aktiv ist und eine
Rolle bei der Entwicklung der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz spielt. In einer
weiteren Arbeit identifizierten wir die Promotorvarianten A, B, C und F, welche die
Expression des ERa Gens im humanen Herzen regulieren, wobei der distale F-Promotor
die dominierende Variante ist. Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der NF-kB-
Signalweg an der Regulation der ERa-Expression im menschlichen Herzen beteiligt ist.
Ferner konnte eine eindeutige Wechselwirkung (antagonistischer Effekt) zwischen
E2/ERa und den prohypertrophen und proinflammatorischen Reaktionen auf die NF-kB
Signalwege identifiziert werden. Ein weiterer Teil der Arbeit befasste sich mit der
Identifizierung der Protein-Interaktionspartner von ERa im humanen Herzen. Dabei
haben wir humane NPPA und ALC-1 als bislang unbekannte kardiale

Interaktionspartner von ERa identifiziert, die nur in Anwesenheit von E2 mit ERa
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interagieren. Im Zellkern der Kardiomyozyten fungieren sie als Ko-Repressoren des E2-
aktivierten ERa, und regulieren somit auch die Expression von E2-Zielgenen. Zusatzlich
zur nukledren Funktion der E2-induzierten ERa/ALC-1 Interkation konnten wir zeigen,
dass chronische E2-Behandlung adulter Maus-Kardiomyozyten, die humanes ALC-1
Uberexprimieren, den ALC-1-vermittelten positiv intropen Effekt abschwacht, welche fur
die Kompensationsprozesse in den uberbelasteten Herzen und die Erhaltung der
Herzfunktion von Bedeutung sein kdnnte.

Um den in vivo Rolle des ERa speziell in den Kardiomyozyten unter pathologischen
Bedingungen zu analysieren, wurden weibliche und mannliche Mause mit
Kardiomyozyten-spezifischer Uberexpression von ERa einem Myokardinfarkt
unterzogen. Unsere Untersuchungen zeigten, dass ERa nur die weiblichen Maus-
Kardiomyozyten durch die Verbesserung der vaskularen Struktur und Funktion (erhdhte
Angiogenese/Lymphangiogense) und die Reduktion des kardialen Remodellings
(beeintrachtigte Fibrose) vor den Folgen der Ischdmie schitzt.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass ERa auch im humanen Herzen
funktionell aktiv ist und zusammen mit anderen ko-regulatorischen Proteinen die
genomischen und nicht-genomischen Effekte von E2 vermittelt, die bei physiologischen
und pathophysiologischen Prozessen im Herzen eine wichtige Rolle spielen. Unsere
Arbeit beantwortet zwar einige grundlegende Fragen zur Funktion des E2/ERa im
humanen Herzen, jedoch ist das Gesamtbild der E2/ERa Wirkmechanismen im Herzen
viel komplexer, denn die Funktionen bereits beschriebene ERa-Interaktionspartner bzw.
Ko-Regulatoren sind noch weitgehend unbekannt, und es ist nicht auszuschlief3en noch
weitere bislang nicht identifizierte ERa-Interaktionspartner im Herzen existieren. Daher
ist weitere Forschung zur Identifizierung und Charakterisierung der ER-
Interaktionspartner bzw. Ko-Regulatoren, welche die E2/ERa Singalwege im Herzen
unter physiologischen und/oder pathologischen Bedingungen beeinflussen, erforderlich.
Ein detaillierteres Verstandnis der Rolle der E2/ERa Signalwege und ihrer
Wirkmechanismen im Herzen ist eine wichtige Grundlage fir die Entwicklung neuartiger
Medikamente, die bei kardiovaskuléaren Erkrankungen spezifischer wirken, und somit bei

beiden Geschlechtern therapeutisch eingesetzt werden kénnen.
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Erklarung

8§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wurde,

die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit
technischen Hilfskraften sowie die verwendete Literatur vollstdndig in der
Habilitationsschrift angegeben wurden,

mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.
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dieser Satzung verpflichte.

25.03.2017...ccocives

Datum

Unterschrift
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