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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Entwicklung der Myokardhypertrophie

Die Herzinsuffizienz (heart failure, HF) ist eine der haufigsten Ursachen fir Altersmorbiditat
weltweit. Ein wichtiger Vorlaufer der HF ist die Myokardhypertrophie (MH). Sie entsteht als
adaptive Stressantwort, zum Beispiel bei Aortenstenose (AS)'. Zunéchst kommt es zu einer
kompensatorischen Anpassung des Herzens an die veranderte Situation. Hierbei verdicken
sich die Wande ohne eine Einschrankung der Funktionalitdt. Dieses Stadium wird als
konzentrische (adaptive) Hypertrophie bezeichnet (Abbildung 1B). Im weiteren Verlauf der
Erkrankung kann es zu einer Abnahme der Wanddicken sowie zu einer Dilatation des linken
Ventrikels kommen. Bei anhaltender Belastung kann sich eine exzentrische (maladaptive)
Hypertrophie entwickeln, die mit einem Verlust der systolischen Funktion und damit mit der
Verminderung der Ejektionsfraktion (EF) einhergeht®* (Abbildung 1C).
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Abbildung 1: Pathologische Hypertrophie nach Jessup4.

A: Darstellung des linken Ventrikels eines gesunden Herzens. Aufgrund eines pathologischen Reizes kommt es
zunachst zu einer Verdickung der Wande und einer Verringerung des linksventrikuldren Diameters. Es entwickelt
sich eine adaptive Hypertrophie (B). Im weiteren Verlauf nehmen die Wanddicken ab und der Ventrikel dilatiert.
Es entsteht eine maladaptive Hypertrophie (C).

Sowohl in Patienten sowie in verschiedenen pathologischen Tiermodellen konnte eine
Hochregulation des arteriellen natriuretischen Peptides (ANP) und des B-Myosin heavy chain
(BMHC) im hypertrophierten Myokard beobachtet werden®®. Es handelt sich dabei um
Proteine, die wahrend der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle spielen, im adulten
Ventrikel normalerweise aber gering exprimiert sind'®"'?. Bei der pathologischen Hypertrophie
kommt es zu einer Verschiebung zum fétalen Genprogramm. Diese Hypertrophiemarker
korrelieren mit der Auspragung der Hypertrophie' ™. Daher dienen sie im klinischen Bereich

als Marker zur Diagnose von Herzinsuffizienz.
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1.2 Die Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) ist eine dreidimensionale Struktur, die einzelne Myozyten
oder Faszien von Myozyten umgibt' '®. Zum einen stellt die EZM ein Reservoir an bioaktiven
Makromolekiilen, wie zum Beispiel Angiotensin Il (Angll) und Endothelin (ET)-1 dar'’, zum
anderen speichert sie Wachstumsfaktoren und Signalmolekiile, die die Synthese und
Degradation der EZM beeinflussen'®. Bei krankhaften Verdnderungen des Herzens,
beispielsweise einer Myokardhypertrophie, kommt es zur Fibroblastenproliferation, zu einer
erhdhten Kollagensynthese und damit zum Umbau der EZM (Remodeling)'®. Diese
Veranderungen fihren zur Fibrosierung des Myokards und zu einer Einschrankung der
linksventrikuldren Funktionalitat?®. Diese wird durch Stérungen der Erregungsleitung® und
eine Unterversorgung der Myozyten? aufgrund der Kollagenakkumulation hervorgerufen.
Eine geringere Kollagensynthese oder eine erhdhte Kollagendegradation fiihren hingegen zu
einer Dilatation des linken Ventrikels®. Die Synthese der kollagenen Fasern wird auf
zellularer Ebene reguliert, wahrend die Degradation durch die Matrixmetalloproteinasen
(MMP) und deren Inhibitoren, die Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinase (TIMPs),
beeinflusst wird. MMPs sind zinkhaltige Enzyme, von denen zurzeit Uber 20 verschiedene
bekannt sind. Sie werden entsprechend ihrer Substratspezifitdit in Kollagenasen,
Gelatinasen, Stromelysine, membrangebundene und andere MMPs eingeteilt. Zumeist
werden sie als Proenzyme sezerniert. Wichtige MMPs fir kardiale Umbauprozesse stellen
die Gelatinasen MMP2 und MMP9 dar. Sie werden vor allem durch TIMP1 und TIMP2
inhibiert. Voloshenyuk et al.** zeigten einen signifikanten Anstieg des TIMP2-zu-MMP2-
sowie der TIMP1-zu-MMP9-Quotienten in einem Modell von chronischer Volumenbelastung
in Ratten. Hingegen zeigten sich in Patienten mit AS im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
Induktion von MMP2 und eine Inhibierung vom MMP9 auf RNA- und Proteinebene. Die
Aktivitat der MMPs korrelierte invers mit der GroRe des linken Ventrikels?®. Die Expression
der MMPs kann durch den transforming growth factor B (TGFB) gehemmt werden® ?’. TGFB
gehort zu den Zytokinen und spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen biologischen
Prozessen. Hierzu zahlen vor allem die Zellproliferation und -differenzierung®. Es sind fiinf
Isoformen von TGFB bekannt, wobei nur die Isoformen eins bis drei in Saugetieren

nachgewiesen sind®*

. TGFB induziert die Kollagen-Synthese sowie Regulatoren der
Myofibroblastendifferenzierung wie zum Beispiel connective tissue growth factor (CTGF)*" %2,
Die Induktion von CTGF durch TGFB, aber auch durch Endothelin-1 (ET-1), wahrend des

31, 34 Des

Remodeling®® bewirkt eine beschleunigte Herunterregulation seiner Induktoren
Weiteren konnte nach erhdhter CTGF-Expression eine Kardiomyozytenhypertrophie in vitro®®
nachgewiesen werden. In vivo wurde in CTGF-uberexprimierenden Mausen und Ratten eine

Hypertrophie im Alter von 7 Monaten im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Die Tiere
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entwickelten aulerdem einen Verlust der kardialen Funktion. In diesen transgenen Tieren
konnte jedoch keine Fibrosierung festgestellt werden®. Auch andere Autoren beschreiben
CTGF flr die Entwicklung einer Fibrose als wenig bedeutsam, aber es stellt eine wichtige

Schliisselkomponente fiir TGFB in der Fibronektin- und Kollagen 1-Synthese dar®" .

1.3 Geschlechterunterschiede bei Myokardhypertrophie

Die Entwicklung und klinische Manifestation der HF verlaufen bei Mannern und Frauen
unterschiedlich*’. Griinde dafiir sind die Sexualhormone, die einen wichtigen Anteil an der
Entstehung kardiovaskulérer Erkrankungen haben*'. In ménnlichen Patienten mit AS wurde
eine schlechtere kardiale Funktion, als bei Frauen festgestellt. Sie entwickelten zumeist eine
linksventrikulare (LV) Dilatation mit Verlust der systolischen Funktion und somit eine
exzentrische Hypertrophie. Frauen hingegen zeigten einen Anstieg der Wanddicke und damit
eher eine konzentrische Form der Hypertrophie42. Dartber hinaus sind bei Frauen haufig
eine erhaltene Ejektionsfraktion (EF) und ein Verlust der diastolischen Funktion
charakteristisch*’. Weiterhin wurde beschrieben, dass die Fahigkeit zur Entwicklung einer
Myozytenhypertrophie bei weiblichen Individuen haufiger zu beobachten ist als bei

mannlichen** *°.

In weiblichen Ratten konnte beispielsweise eine 4-fach gréRere
Myozytenhypertrophie mit pathologischer Hypertrophie im Vergleich zur Kontroligruppe
verzeichnet werden, wahrend die Myozyten der mannlichen Tiere nur um das 2.5-fache an

GroRe zunahmen*,

In tierexperimentellen Versuchen wurde gezeigt, dass maénnliche Ratten bei gleicher
Drucklast friiher eine linksventrikuldre Dysfunktion entwickelten als die weiblichen Tiere®.
Mannliche Ratten zeigten im Vergleich zu den weiblichen Tieren nach transversaler

Aortenkonstriktion eine starkere Hochregulation der Hypertrophiemarker ANP und BMHC'.

Des Weiteren zeigten sich Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung. So konnten die Autoren
der Framingham heart study bei pramenopausalen Frauen eine geringere Inzidenz fir
kardiale Erkrankungen im Vergleich zu gleichaltrigen Mannern beobachtet werden. In den
Uber 60jahrigen zeigte sich eine erhdhte Rate an Neuerkrankungen (69% pro Lebensdekade

bei Frauen vs. 15% pro Lebensdekade bei Ménnern)*’.

1.4 Ostrogen und Ostrogenrezeptoren im Myokard

Die oben beschriebenen Untersuchungen lassen auf einen Einfluss der Sexualhormone,
insbesondere der Ostrogene schlielRen. Diese gehdren zur Gruppe der Steroidhormone und
werden in den Ovarien synthetisiert. In mannlichen Tieren, bzw. bei Mannern wird
Testosteron durch die Aromatase in Ostradiol umgewandelt. Die Serumkonzentrationen sind

hier aber deutlich geringer als in pramenopausalen, weiblichen Individuen. Postmenopausal
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sinken die Ostrogenlevel von Frauen auf ein den Mannern vergleichbares Niveau. Es ist eine
Vielzahl von Effekten des Ostrogens auf das Herz-Kreislaufsystem beschrieben. Dazu

zahlen unter anderem die Wirkung auf die Kollagen-*, sowie auf die MMP2-Expression®®.

Die Effekte der Ostrogene, aber auch von Phytodstrogenen®, synthetischen Substanzen, wie
selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs)®' oder Wachstumsfaktoren®?, werden vor
allem tber die Ostrogenrezeptoren alpha (ERa) und beta (ERB) vermittelt. Die ER (Abbildung
2) gehéren zur Gruppe der Steroidhormonrezeptoren®. Sie sind in sechs Domanen (A bis F)
unterteilt, wobei die N-terminale Domane A-B die Liganden-unabhangige transkriptionelle
Aktivierungsfunktion erfillt. Sie unterscheidet sich zwischen den beiden ER-Isoformen stark.
Die hochkonservierte C-Domane entspricht der DNA-bindenden Domane (DBD) und ist in
beiden Isoformen zu 96% homolog. Die Hinge-Region des Ostrogenrezeptors ist die D-
Domane. Die Hormon-abhangige transkriptionelle Aktivierungsfunktion (Hormonbindende
Domane, HBD) lUbernimmt die E-Domane. Sie ist zwischen beiden Isoformen zu 53%
homolog. Die F-Domane stellt eine variable Region dar, die durch ihren Aufbau vermutlich fir

die unterschiedlichen Antworten auf 17p-Ostradiol (E2) und SERMs verantwortlich ist>.

A B c o] E F
DBD HBD ERa

ERB

96% 53%

Abbildung 2: Aufbau der Ostrogenrezeptoren nach Mendelsohn®.

ERa und ERp sind aus jeweils sechs Domanen (A-F) aufgebaut. Die Domanen A-B unterscheiden sich in beiden
Isoformen stark voneinander. In der DBD (C) sind beide Rezeptoren zu 96% homolog zueinander. Die D-Domane
enthalt die Hinge-Region des Ostrogenrezeptors. Die HBD (E) weist eine 53% Homologie zwischen beiden
Rezeptoren auf. Die F-Domane zeichnet sich durch ihre Variabilitit aus und ist vermutlich fir die
unterschiedlichen Effekte nach Stimulation mit E2 oder einem SERM verantwortlich.**

Beide Isoformen unterscheiden sich nicht nur strukturell, sondern auch in ihrer Lokalisation.
ERa ist vor allem in Uterus und Niere zu finden, wahrend ERp in Prostata, Ovarien, Blase,
Lunge und im Zentralnervensystem stark exprimiert wird®> °® *_ Eine geringe Expression von
ERB ist auch im Uterus zu finden, allerdings dominiert hier ERa*®. Im Myokard wurden beide

59-62

ER nachgewiesen und sind sowohl in den Myozyten als auch in den Fibroblasten

lokalisiert®®. Die Ostrogenrezeptoren sind in der Lage Homo- und Heterodimere zu bilden .

Eine Stimulation der Ostrogenrezeptoren kann die Expression der Zielgene modulieren
("genomische" Reaktion). Die Wirkung setzt dann nach Stunden oder Tagen ein und kann
zum Beispiel eine Reduktion des Wachstums der glatten Muskelzellen (smooth muscle cell)
oder eine Induktion des Wachstums endothelialer Zellen bewirken. Eine Stimulation der ER

kann auch eine "nichtgenomische" Reaktion hervorrufen, also ohne Anderung der
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Genexpression, Die Effekte zeigen sich innerhalb weniger Minuten und kénnen zum Beispiel

eine Vasodilatation oder eine Stickstoffmonoxid (NO)-Ausschiittung sein®®.

Der Einfluss der Ostrogenrezeptoren auf die Entwicklung einer MH wurde in verschiedenen
Knockout-(KO) Modellen untersucht. Skavdahl et al.** beobachteten zwei Wochen nach
transversaler Aortenkonstriktion (TAC) eine signifikant starker ausgebildete Hypertrophie in
mannlichen Wildtyp-Mausen (WT) im Vergleich zu den weiblichen Tieren. In ERaKO Mausen
war dieser signifikante Geschlechterunterschied ebenfalls nachweisbar, jedoch nicht in den
ERBKO Tieren. Die Autoren schlussfolgern daraus, dass der ERB einen Einfluss auf die
kardialen Umbauprozesse und somit auf die Ausbildung einer Myokardhypertrophie hat. In
einer weiteren Studie konnten in WT Tieren neun Wochen nach TAC signifikante
Geschlechterunterschiede im linksventrikularen-Masse-zu-Tibialange-Quotienten (LVM/TL)
nachgewiesen werden. Dieser Unterschied verschwand in den ERBKO Tieren. Des Weiteren
konnte in diesen Tieren ein Verlust der kardialen Funktion in den mannlichen
scheinoperierten Tieren beobachtet werden. ERB hat damit auch einen Einfluss auf die

kardiale Funktion und deren Erhalt®®.

Weiterhin wurden im Gesamtkollagengehalt des Herzens Geschlechterunterschiede
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass das Basisniveau an kardialem Gesamtkollagen
in WT Mannchen signifikant geringer ist als in weiblichen Tieren. Nach der TAC-Operation,
als pathologischen Stimulus, erhéhte sich der Kollagengehalt im Herzen der Mannchen
signifikant, wahrend bei den Weibchen keine Veranderung zu beobachten war. Allerdings
anderte sich das Bild in den ERBKO-Tieren. Hier zeigten die weiblichen Tiere einen
signifikanten Anstieg an Kollagen im Herzen. Die Entstehung von Fibrose wird

geschlechtsspezifisch durch ERP reguliert®.

1.5 Hormonbehandlung wahrend Myokardhypertrophie

Die Behandlung mit Hormonen wahrend einer Hormonersatztherapie (Hormone
Replacement Therapy, HRT) und deren protektive Wirkung auf das Herz-Kreislaufsystem
werden kontrovers diskutiert”® ®°® Die Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study
(HERS) zeigte ein erhéhtes Risiko flir Thrombosen und kardiovaskulare Erkrankungen, aber
keinen Einfluss auf bestehende Herzerkrankungen nach Applikation von E2 und Progestin®.
Die Studie Women's Health Initiative (WHI) wurde vorzeitig abgebrochen, da die Inzidenz fir
Erkrankungen wie Brustkrebs nach Applikation von E2 und Progestin zunahm®®. Andererseits
hatten postmenopausale, gesunde Frauen nach HRT eine geringere Herzmasse als nicht

behandelte Frauen® °.

In tierexperimentellen Studien flihrte eine Behandlung mit E2 oder ERa-spezifischen

Agonisten zu einer VergréRerung der Uteri”® """°_ In Modellen fiir Myokardinfarkt (Ml) und
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Aortenstenose durch TAC wurde eine erhdhte Mortalitdt nach E2-Behandlung beobachtet® ™
76

1.5.1 Einfluss von Ovariektomie und Behandlung mit 17B-Ostradiol auf die
Myokardhypertrophie

Neben Ostron und Ostriol ist 17p-Ostradiol (E2) das wichtigste natlrliche Ostrogen im

Organismus. Es besitzt die typische Steroidstruktur von drei 6-C-Kohlenstoffringen und

einem 5-C-Kohlenstoffring (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Chemische Strukturformel von 17B-(")stradiol77.

Bisherige Studien zeigten, dass der Entzug von E2 durch Ovariektomie bei jungen
weiblichen Tieren die Entwicklung von MH und Arteriosklerose férdert® ® . So beobachteten
Lee et al.”®* 8 Wochen nach der Ovariektomie weiblicher Ratten eine Zunahme des
Herzgewichtes und der Fibrosierung des Myokards im Vergleich zu den nicht
ovariektomierten Tieren. Des Weiteren flhrte eine Ovariektomie von Sprague-Dawley Ratten
zu einem erhdhten LV-Gewicht, zu einer signifikanten Expression von MHC sowie zu einer
erhohten Akkumulation von Kollagen | und einer reduzierten MMP2-Aktivitat im Myokard.
Nach Applikation von E2 konnte eine Reduktion der MH und ein Erhalt der MMP2-Aktivitat
beobachtet werden™. Iwakura et al.”® konnten eine signifikante Reduktion der Fibrose nach
Ml im Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrolle nachweisen. Des Weiteren verhinderte
die E2-Applikation eine Dilatation des linken Ventrikels und verbesserte die Funktion nach
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MI. Auch schiitzende Effekte vor Inflammation®® 8', Arteriosklerose®’ sowie fiir die

endotheliale und vaskulére Funktion®® durch E2-Behandlung wurden nachgewiesen.

Weiterhin scheint die protektive Wirkung von E2 vom pathologischen Stimulus abhangig zu
sein. Nach Behandlung mit E2 zeigten Tiere mit TAC eine signifikante Reduktion der 3-MHC
und des ANP auf Proteinebene, jedoch nicht in Tieren mit MI. Unabhangig von der Induktion
eines pathologischen Stimulus wurde sowohl in den schein-operierten Tieren als auch in den
TAC- und MI- operierten Tieren eine Reduktion in der Uberlebensrate nach E2-Applikation im

Vergleich zu den Placebo-behandelten Tieren beobachtet®.
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Zhan et al.”® konnten nach MI in ovariektomierten C57BI6-M&usen eine Dosisabhangigkeit
der E2-Wirkung nachweisen. Die Uberlebensrate sank von 82% in den Placebo-behandelten
MI-Tieren auf 20% in der mit E2 (4.2ug/d) behandelten Gruppe. Die Gruppe mit einer
geringeren Dosis (0.42ug/d) zeigte hingegen keine Anderung in der Mortalitatsrate im
Vergleich zu den Placebo-behandelten MI-Tieren. Weiterhin wies die Gruppe, die eine hohe
Dosis E2 appliziert bekam, einen schlechteren Funktionserhalt, eine starkere Dilatation des
linken Ventrikels, sowie eine starkere Myozytenhypertrophie, im Vergleich zu den niedrig-

Dosis-Tieren auf.

Donaldson et al.®* wiesen eine signifikante Reduktion der Myozytenhypertrophie zwei
Wochen nach TAC mit E2-Behandlung im Vergleich zu Placebo-behandelten TAC-Tieren
nach. Des Weiteren konnten eine Verbesserung der Funktion und eine signifikant geringere
VergroRerung des linksventrikularen inneren Diameters (LVID) in Systole und Diastole, sowie

der Masse des linken Ventrikels gezeigt werden.

In vitro konnten Effekte von E2-Behandlung in humanen und in tierischen Zelllinien
nachgewiesen werden. Dabei wurde die MMP2-mRNA-Expression in Rattenfibroblasten im
Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen signifikant reduziert®®. Die Behandlung mit E2
verringerte auch die Phenylephrin-induzierte Kardiomyozytenhypertrophie und die ANP-

Genexpression in vitro®®.
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1.5.2 Behandlung mit ER-spezifischen Agonisten

Fir eine ER-spezifische Behandlung im Tierversuch sind der ERa Agonist (ERaA)16a-LE2,
bzw. der ERB Agonist (ERBA) 8B-VE2 haufig verwendetet Substanzen. Beide Agonisten
haben eine mit E2 vergleichbare Wirksamkeit. Des Weiteren sind beide Agonisten 17f3-
Ostradiol im Aufbau &hnlich (Abbildung 4) und das Auftreten von unterschiedlichen

biologischen Effekten wird somit reduziert”.

OH

ERa-Agonist ERB-Agonist
16a-LE2 8B-VE2

Abbildung 4: Chemische Strukturformel des ERa-Agonisten 16a-LE2 und des ERB-Agonisten 8[3-VE287.

Im Tierversuch flihrte eine Aldosteron-induzierte Hypertrophie in ovariektomierten Ratten zu
einer signifikanten Zunahme der perivaskularen Fibrose des Herzens im Vergleich zu
gesunden Tieren. Weiterhin wurden eine Myozytenhypertrophie und eine Zunahme des
systolischen Blutdrucks fur dieses Modell beschrieben. Die Behandlung mit E2, 16a-LE2
oder 8B-VE2 verringerte die Myozytenhypertrophie sowie den Blutdruck im Vergleich zu den
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Placebo-behandelten Tieren’" ®. Weiterhin wurde die perivaskuldre Fibrose deutlich

reduziert’". Auch in spontan-hypertensiven Ratten (SHR) konnte eine Abnahme der

Hypertrophie und eine Verbesserung der kardialen Funktion nach Behandlung mit E2 oder
16a-LE2 beobachtet werden’.
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1.5.3 Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs)

Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) bezeichnen eine Gruppe von Substanzen,
die gewebeabhangig sowohl als Agonisten, als auch als Antagonisten auf die ER wirken. Ein
SERM ist das zu den Benzothiophenderivaten gehérende Raloxifen. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen ER-spezifischen Agonisten ist die Steroidstruktur von E2 bei Raloxifen
nicht erhalten (Abbildung 5).

CN/\/O o
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Abbildung 5: Chemische Strukturformel der SERMs Raloxifen”.

Raloxifen hat eine etwa vierfach héhere Bindungsaffinitat zu ERaq, als zu ERBBg, wobei die
genauen Wirkungsmechanismen auf ERa und ER B nicht bekannt sind®. Raloxifen wirkt als
Antagonist in Brust und Uterus und als Agonist in Knochen und Herz. Die kardioprotektive
Wirkung von Raloxifen wurde bereits beschrieben®. Im Maus-Modell konnte 4 Wochen nach
TAC eine signifikante Zunahme der Hinterwanddicke sowie eine Zunahme der linken
Ventrikelmasse nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich die
Ejektionsfraktion nach Druckbelastung signifikant verschlechterte. Durch die Behandlung mit
Raloxifen konnten diese Effekte reduziert werden®'. Allerdings gibt es auch fiir die Wirkung
von Raloxifen kontroverse Studien. So wurde in der Multiple Outcomes of Raloxifene
Evaluation- (MORE-) Studie eine signifikante Reduktion des Risikos fur kardiovaskulare
Ereignisse nach der Behandlung mit Raloxifen bei Frauen beobachtet®™. Die gleichen
Autoren konnten in der spater durchgefihrten Raloxifene Use for The Heart- (RUTH-)
Untersuchung keine Unterschiede im kardiovaskularen Risiko mehr feststellen, beobachteten

aber eine Erhdhung der Mortalitatsrate aufgrund von Schlaganfallen und Embolien®.
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1.6 Hypothesen

Vergleichende Studien zur Wirkung von ERaA, ERBA und Raloxifen auf das Herz im
Mausmodell sind bisher nicht gezeigt worden. Deshalb soll in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss von Ovariektomie und Behandlung mit E2, einem spezifischen ERa Agonisten (16a-
LE2), einem spezifischen ERB Agonisten (83-VE2) und einem SERM (Raloxifen) auf die
drucklastinduzierte Myokardhypertrophie vergleichend untersucht werden. Fir die
weiterflihrenden molekularbiologischen Untersuchungen sollen die Umbauprozesse der

extrazellularen Matrix im Mittelpunkt stehen.
Aufgrund der vorliegenden Literatur wurden die folgenden Hypothesen entwickelt:

I.  Die transversale Aortenkonstriktion induziert die Entwicklung einer linksventrikularen
Hypertrophie, in deren Verlauf sich die kardiale Funktion verschlechtert. Weiterhin

kommt es zu einer erhohten Kollagensynthese und Kollagenakkumulation.

II.  Der Entzug von endogenem E2 durch Ovariektomie beschleunigt die Progression der
Myokardhypertrophie und den Verlust der kardialen Funktion und férdert die

Entstehung von Fibrose im Vergleich zu den nicht-ovariektomierten Tieren.

lll. Die Behandlung mit E2, ER-spezifischen Agonisten oder Raloxifen reduziert die
Effekte der Ovariektomie (Vgl. Il.), vermindert die Entwicklung der
Myokardhypertrophie und verbessert die kardiale Funktion nach TAC.

IV. Die Behandlung mit E2, dem ERa-Agonisten oder dem ERB-Agonisten reduziert

sowohl die Myozytenhypertrophie als auch die Entstehung von Fibrose.
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2. Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten Tierversuche erfolgten gemal® § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes unter Genehmigung zur Vornahme von Versuchen an lebenden
Wirbeltieren fir das Versuchsvorhaben G0149/06, die am 13.09.2006 vom Landesamt vom

Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) erteilt wurde.

Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter (ad libitum). Die Haltung der Tiere
erfolgte in Gruppen unter spezifiziert pathogenfreiem Status (SPF) in IVC-Standardkéafigen in
klimatisierten Raumen. Die Belichtung erfolgte in einem 12-Stunden-Tag-/ Nacht- Rhythmus.
Der Gesundheitszustand wurde taglich durch die Experimentatoren, das Pflegepersonal
sowie durch monatliche veterinarmedizinische Kontrollen tGberwacht. Die Tierhaltung und die
Tierexperimente wurden durch das Komitee flr den Tierschutz an der Charité

Universitatsmedizin Berlin geprift und gemal den Vorgaben durchgefihrt.

2.1 Versuchsdesign

2.1.1 Tiere
Mausstamm: C57BI/6J (weiblich)
Lieferant: Harlan Winkelmann GmbH Deutschland, Borchen Deutschland

2.1.2 Versuchsdurchfiihrung

Um den Einfluss von Phytodstrogenen in dem durchgeflihrten Tierexperiment zu minimieren

wurden alle Tiere auf einer sojafreien Spezialdiat gehalten.

Zur Durchfliihrung des Projektes wurden sieben Wochen alte C57BI/6J Mause zunachst
ovariektomiert (OVX), bzw. schein-ovariektomiert. Eine Woche spater wurden den Tieren
Release-Pellets entsprechend des Versuchsdesigns (Tabelle 1) implantiert (PI). Im Alter von
neun Wochen wurde die Drucklast mittels transversaler Aortenkonstriktion (TAC) induziert. In
den Kontrollgruppen wurde eine schein-TAC durchgefihrt. Einen Tag vor sowie zwei und
neun Wochen nach TAC wurde eine echokardiografische Untersuchung (Echo) durchgefiihrt.
Neun Wochen nach Drucklastinduktion wurden die Tiere getdtet und die Organe entnommen
(OE) (Abbildung 6).

(0)7).4 Pl Echo TAC Echo Echo OE
® L 4 L 4 L 2 L ®
d-14 d-7 dA1 do d14 d63 d64

Abbildung 6: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf des Tierexperimentes.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Gruppenverteilung.

Ovariektomie Behandlung TAC Tierzahl
Schein Placebo Schein 15
OVX Placebo Schein 14
Schein Placebo TAC 14
OvX Placebo TAC 13
OovX Ostradiol TAC 12
OovX ERa Agonist TAC 14
ovX ERB Agonist TAC 14
ovX Raloxifen TAC 13

2.2 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.1 Ovariektomie

Fir die Ovariektomie (OVX) wurden die Tiere mit Ketaminhydrochlorid/Xylazinhydrochlorid
(Sigma Aldrich; Cat-No.: K-113; 1ml/kg KG intraperitoneal [IP]) betaubt und anschlieend auf
dem Bauch liegend fixiert. Auf jeder Seite wurde im Flankenbereich ein ca. 0.75cm langer
Schnitt gesetzt. Nach Lokalisation des ovarialen Fettgewebes konnten die Ovarien frei
prapariert werden. Am Ubergang zu den Uteri wurden die Ovarien abgebunden und
anschlielend abgetrennt. Die Uteri wurden wieder in seine urspriingliche Lage gebracht und
die Hautschnitte geklammert (MikRon® Autoclip). Die nicht ovariektomierten Tiere (SOVX)
durchliefen die gleiche Prozedur ohne die Ligation der Eileiter und die Entfernung der

Ovarien.

Im Anschluss an die Operation erhielten die Tiere eine Analgesie mit Rimadyl® (Pfizer;
4.0mg/kg KGW; IP) und wurden bis zum Erwachen aus der Narkose unter eine Rotlichtlampe

gelegt.

2.2.2 Implantation der Releasepellets

Die verschiedenen Behandlungen wurden Uber permanent eingebrachte Release-Pellets
durchgefihrt. Fur die Implantation der Pellets wurden die Tiere im Alter von acht Wochen
zunachst mit Ketaminhydrochlorid/Xylazinhydrochlorid (Sigma Aldrich; Cat-No.: K-113; 1
mi/kg KG intraperitoneal [IP]) betaubt. Im Nacken wurde ein kleiner Hautschnitt gesetzt, das
Pellet unter die Haut appliziert und der Schnitt anschlieRend geklammert. Eine Ubersicht

Uber die Dosierung der verschiedenen Wirkstoffe ist in Tabelle 2 zu finden.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Releasepellets.

Pellet Konzentration Name Firma
E2 390ug/90d
Placebo E2
ERaA 70ug/90d 160-LE2
Placebo ERaA Innovative Research
ERBA 70pg/90d 8B-VE2 of America
Placebo ERBA
SERM 22.5mg/90d Raloxifen
Placebo SERM

2.2.3 Transversale Aortenkonstriktion

Die Narkose erfolgte durch Ketaminhydrochlorid/Xylazinhydrochlorid (Sigma Aldrich; Cat-
No.: K-113; 1 ml/kg KG, IP). Die neun Wochen alten Tiere wurden auf dem Ricken liegend
fixiert und mit einem 22 Gauge Venenverweilkanile (BD VenflonTM Pro) intubiert. Die
Beatmung wurde mit einem Hubvolumen von 8ul/g Kérpergewicht durch den Mouse Minivent

(Mouse Minivent, Hugo Sachs, Deutschland) durchgeflihrt.

Entlang des Sternums wurde ein vertikaler Hautschnitt gesetzt und der Brustkorb
anschliel®end erdéffnet. Anschlie®end wurde zunachst die Aorta frei prapariert. Die Ligation
der Aorta erfolgte zwischen der Carotis communis sinistra und dem Truncus
brachiocephalicus mit einer 6-0 Seidennaht und mit Hilfe einer 26-Gauge-Nadel. Die
Konstriktion hatte damit einen standardisierten Durchmesser von 0.46 mm. Die
scheinoperierten Tiere durchliefen die Operation bis zur Konstriktion, ohne dass diese

gesetzt wurde. Anschlieffend wurden Brustkorb und Haut wieder verschlossen.

Im Anschluss an die Operation wurden die Tiere analgetisch versorgt (Rimadyl®; Pfizer; 4.0

mg/kg KGW; IP) und bis zum Erwachen aus der Narkose unter eine Rotlichtlampe gelegt.

2.2.4 Echokardiographie

Die echokardiographischen Untersuchungen fanden unter 1.5% Isofluran-Inhalationsnarkose
statt. Die Messungen wurden mit dem Echogerat Vevo 770 (VisualSonics Inc., Toronto,
ONT, Canada) durchgefihrt und fanden nach denen von der American Society of
Echocardiography festgelegten Standards statt*. Die Tiere wurden in Riickenlage fixiert und
der Thorax enthaart (Veet Enthaarungscreme). Die Darstellung des Herzens erfolgte in der

kurzen Achse (short axis). Des Weiteren wurden zur Kalkulation der linksventrikularen (LV)
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enddiastolischen und endsystolischen Kammerdimension auf Hohe der Papillarmuskeln
Messungen im M-Mode (Short axis view) durchgeflhrt (Abbildung 7).

LV short axis

adualabinhn
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, |
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2l
LT T LT

Abbildung 7: Echokardiographisches Bild der linksventrikuldren kurze Achse (short axis) (links) und
stilistische Zeichnung der LV short axis (rechts).

Die gelb gestrichelte Linie markiert die Messebene fir den M-Mode. Die Papillarmuskeln (rote Markierung in der
stilistischen Zeichnung) dienten der Orientierung im Ventrikel und zur Bestimmung der korrekten Messebene.

Vermessen wurden LV Diameter (LVID), die linksventrikulare Hinterwand (LVPW) und das
interventrikulare Septum (IVS) wahrend der Endsystole (s) und Enddiastole (d). Die Masse
des linken Ventrikels (LVM), die linksventrikularen Volumina (LV Vol) in Systole und Diastole,

die Ejektionsfraktion (EF) und die fraktionelle Faserverkirzung (FS) wurden berechnet.
Die Berechnung der einzelnen Werte erfolgte mit folgenden Formeln:

LVM [mg] = 1,05 = [(MW LVIDd + MW LVPWd + MW 1VSd)® — MW LVIDd?]

Formel 1: Linke Ventrikelmasse (LVM) in mg.

LVM = linksventrikulare Masse, MW = Mittelwert. d = diastolisch, LVID = linksventrikuldrer innerer Diameter,
LVPW = linksventrikulare posteriore Wand, IVS = intraventrikulares Septum

7,0
2,4+ MW LVIDs

LV Vols [ul] = ] * MW LVIDs?

Formel 2: Linksventrikulédres systolisches Volumen (LV Vol s) in pl.
LV Vol = linksventrikulares Volumen, s = systolisch, MW = Mittelwert, LVID = linksventrikularer innerer Diameter
7,0

Lvvold W] = | =W viDa

] * MW LVIDd?

Formel 3: Linksventrikulidres diastolisches Volumen (LV Vol d) in pl.

LV Vol = linksventrikulares Volumen, d = diastolisch, MW = Mittelwert, LVID = linksventrikulérer innerer Diameter
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Die Ejektionsfraktion (EF, %), ist ein Parameter fur die systolische Funktionsfahigkeit des

Herzens.

LV Vold—LV Vols
EF [%] = IV Vold * 100

Formel 4: Ejektionsfraktion (EF) in %.

EF = Ejektionsfraktion, d = diastolisch, s = systolisch, LV Vol = linksventrikulares Volumen

Die Kontraktionsfahigkeit des linken Ventrikels wird durch die prozentuale Faserverkirzung
(FS) angegeben. Die FS ist, wie die EF, ein Parameter fir die Funktionsfahigkeit des
Herzens.

_ [MW LVIDd — MW LVIDs

MW LVIDd * 100

Formel 5: Faserverkiirzung (FS) in %.

FS = Faserverkirzung, MW = Mittelwert, LVID = linksventrikularer innerer Diameter, d = diastolisch, s = systolisch
Die relative Wanddicke (Th/r) beschreibt die Form der kardialen Hypertrophie. Ein Th/r von
0.33 gilt als physiologisch. Ein hoherer Wert ist ein Parameter flr eine adaptive Hypertrophie.
Charakteristisch daflr sind verdickte Wande und ein unveranderter oder geringerer Diameter
im Vergleich zum gesunden Herzen. Eine maladaptive Hypertrophie zeichnet sich durch
einen niedrigen Th/r-Quotienten, durch abnehmende Wanddicken und einen dilatierten

Diameter aus.

Th [LVPWd]
= *

r LVIDd

Formel 6: Relative Wanddicke (Th/r).

Th/r = Relative Wanddicke, d = diastolisch, LVPW = linksventrikulare posteriore Wand, LVID = linksventrikularer
innerer Diameter

Aulerdem wurde eine Doppler-Messung in der aszendierenden Aorta, sowie Uber der
Stenose in der deszendierenden Aorta durchgefiihrt und hier die Herzrate und die
Flussgeschwindigkeit des Blutes bestimmt. Bei den scheinoperierten Tieren wurde die
Doppler-Messung in der deszendierenden Aorta distal des Abganges der Arteria carotis

communis sinistra durchgefuhrt.

Aus den Doppler-Messungen konnte der Druckgradient (Gradient p) ermittelt werden,

welcher einen Kontrollparameter fir die TAC darstellt.
Gradient p = 4 * (A,V,qxp0ststen?® — A,V .. pristen?)

Formel 7: Druckgradient p liber der Stenose in mm/s.

AcVmaxpoststen = Flussgeschwindigkeit des Blutes Uber der Stenose, AoVmaxprasten = Flussgeschwindigkeit des
Blutes vor der Stenose

2.2.5 Organentnahme
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Zur Toétung wurden die Tiere nochmals mit Isofluran-Inhalationsnarkose betaubt und durch
einen Kehlschnitt getdtet. Die Leber, die Lunge, das Herz, der Uterus und die Tibia wurden
entnommen. Die Lunge wurde gewogen und anschlie®end verworfen. Die Tibia wurde
vermessen, um sie spater mit dem Herzgewicht ins Verhaltnis setzten zu kénnen. Der Uterus

wurde ebenfalls entnommen und gewogen.

Das Herz wurde von Fett, Aurikeln und Atrien befreit, das Gewicht ermittelt und anschlielend
linker und rechter Ventrikel und Septum voneinander getrennt. AufRerdem wurde fir
histologische Untersuchungen ein Querschnitt des Herzens angefertigt.

Das Uterusgewicht ist ein anerkannter Parameter zur Uberpriifung der Effektivitat der

Ovariektomie und der Behandlung” °. Die erfolgreiche Ovariektomie reduziert das

Uterusgewicht signifikant im Vergleich zu nicht ovariektomierten Tieren. Eine Behandlung mit

E2 oder einem ERGA fiihrt hingegen zu einer VergroRerung der Uteri”™® "> 7,
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2.2.6 Verbrauchsmaterialien fiir die tierexperimentellen Eingriffe

Tabelle 3: Ubersicht iiber die fiir die tierexperimentellen Eingriffe bendtigten Materialien.

OP-Materialien

ToughCut™ Iris Schere F.S.T., Foster City, USA
Eye dressing forceps F.S.T., Foster City, USA
6/0 Seidenfaden F.S.T., Foster City, USA
MikRon® Autoclip 9mm BD, Franklin Lakes, USA

B. Braun Melsungen, Melsungen,

Anlegepinzette Deutschland

MikRon® AUTOCLIP® Remover BD, Franklin Lakes, USA

22 Gauche Venenverweilkatheter, BD

Venflon ProTM BD, Franklin Lakes, USA

Mouse Mini Vent Hugo Sachs, March-Hugstetten, Deutschland
Spinal cord hook (Sonderanfertigung) F.S.T., Foster City, USA
Suture tying forceps F.S.T., Foster City, USA
Castroviejo Nadelhalter F.S.T., Foster City, USA

Ethicon, Johnson & Johnson MEDICAL,

Perma Hand Seide Norderstedt, Deutschland

Ethicon, Johnson & Johnson MEDICAL,

Mersilene resorbierbarer Seidenfaden Norderstedt, Deutschland

Echokardiographie
Vew 770 (Schallkopf 707B) VisualSonics Inc., Toronto, Kanada
Veet Enthaarungscreme Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland
Elektrodengel Spectra 360 Senoprax, Wesel, Deutschland
Aquasonic Clear® Parker Laboratories Inc., Fairfield, USA
Organentnahme

Standard chirurgische Schere F.S.T., Foster City, USA
Dulbecco's PBS PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Eppendorf ReaktionsgefalRe (1.5, 2.0ml)  Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schieblehre
Flussiger Stickstoff
Eis

Anastesie
Ketamin-Xylazin Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Forene (Wirkstoff Isofluran) Abbot, Wiesbaden, Deutschland

Analgesie
Rimaldyl Pfizer, NY, USA

sonstige Lésungen

0.9% isotonische Kochsalzl6ésung Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

sonstiges
Rotlichtlampe Philips, Hamburg, Deutschland
Durapore™ 1.25cm x 9.14m 3M, St. Paul, USA
26 Gauche Einmal-Insulin-Kantile, B. Braun Melsungen, Melsungen,
Sterican® Deutschland

Binokular Leica, Solms, Deutschland
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2.3 Puffer und Losungen

2.3.1 Chemikalien und Puffer

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

37% HCL (rauchend)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aceton

Mallinckroth Baker, Phillipsburg, USA

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Glyzerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Neo-Clear® Merck, Darmstadt, Deutschland

phosphatgepufferte Salzlésung- (PBS-)
Tabletten

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Pikrinsaure

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

PonceauS-L6sung

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Roti®-Load1 (4x)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

sodium dodecylsulfate
(Natriumdodecylsulfat, SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TRIS Base

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

18



Material und Methoden

Tabelle 5: Ubersicht iiber verwendete Puffer.

Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS)

PBS Tablette

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

in Wasser

Trisgepufferte Salzlésung (Tris buffered saline, TBS) (x)

TRIS Base 50mM
NaCl 150mM
Trisgepufferte Salzlésung -Tween 20 (TBS-T)
TBS 1x
Tween 20 0.1% (Vv)

2.4 Gerate und Gebrauchsmaterialien

Tabelle 6: Gerate und Gebrauchsmaterialien.

Gerate

Abzug

Koéttermann, Uetze/Hanigsen, Deutschland

GFL Schiittelinkubator 3033

GFL, Burgwedel, Deutschland

Homogenisator FastPrep FP 120

Thermo Scientific, Rockford, USA

pH-Meter

Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland

Prazisionswaage

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Thermomixer Comfort/Compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifugen Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Vortexer IKA®-Werke, Staufen, Deutschland
Zentrifugen Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gebrauchsmaterialien

Eppendorf Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falconréhrchen

BD Biosciences, NJ, USA

Kunststoffpipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Lysis Matrix D

MP Biomedicals, Solon, USA

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Quarzkuvetten

Hellma, Miullheim, Deutschland
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2.5 Genexpressionsanalysen

2.5.1 Isolation der RNA

Die Gewebestlicke wurden in Lysis Matrix D Gefalke gegeben und mit 600ul RNazol versetzt.
AnschlieBend wurden die Proben bei Stufe 4 des Fast Prep Gerates fir 20 Sekunden
homogenisiert und weitere 400ul RNazol zugegeben. Nach einer 5 mindtigen Inkubation auf
Eis wurden die Proben fir weitere 30 Minuten bei 4°C geschiittelt und im Anschluss das
Homogenat in ein 1.5ml Reaktionsgefal® Uberfiihrt. Nach einer weiteren Inkubation auf Eis (5
Minuten) und einem Zentrifugationsschritt bei 14000 Umdrehungen pro Minute (UpM) bei
4°C wurde der klare Uberstand in ein neues 1,5ml Reaktionsgefal Uberfiihrt, mit der
gleichen Menge Isopropanol versetzt und Uber Nacht bei -20°C gefallt. Die Probe wurde 30
Minuten bei 14000 UpM pelletiert, der Uberstand dekantiert und das entstandene RNA-Pellet
zweimal mit 80%igen Ethanol gewaschen. Der Uberstand wurde abgenommen und das
RNA-Pellet ca. 30min luftgetrocknet. AnschlieRend wurde die Probe mit DEPC-H,O

aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.5.2 Messung der isolierten RNA

Die Bestimmung der Qualitdt und Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem 2700
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeflhrt. Durch diese
Technologie ist zum einen die Bestimmung des Verhaltnisses 28S/18S-RNA méglich. Zum
anderen kann degradierte RNA identifiziert werden und stellt damit eine Qualitatskontrolle

dar.

2.5.3 Reverse-Transkription (RT)

Nach der Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die Proben auf 125ng/ul verdinnt. Zur
Umschreibung der RNA in cDNA wurden 500ng der Probe eingesetzt und mit dem
Mastermix (High Capacity cDNA Reverse Transcription KIT, ABlI Applied Bioscience,
Carlsbad, USA) vermengt. Die Proben wurden zunachst bei 42°C inkubiert und die

Enzymreaktion anschlief3end fur 5 Minuten bei 95°C inaktiviert.

Zur Kontrolle der RT wurde eine Negativprobe ohne RNA mitgefihrt. Nach Abschluss des
Umschreibevorganges wurden die Proben aliquotiert und bis zur weiteren Nutzung bei -20°C

gelagert.
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2.5.4 AQuantitative Real Time Polymerasekettenreaktion (quantitative real time

polymerase chain reaction; qRT-PCR)

Die relative Genexpression ausgewahlter Gene wurde mittels gRT-PCR bestimmt. Es wurde

folgender Reaktionsansatz verwendet (Angaben entsprechen einem Ansatz):

SYBR Green: 12.54l
Aqua bidest.: 5.5l
Primer FW: 1.0ul
Primer RV: 1.0ul
cDNA-Probe (2ng/pl): 5.0yl

Dieser Reaktionsansatz wurde im Doppelansatz in eine 96-Lochplatte pipettiert, bei 4°C
zentrifugiert und anschlieRend die qRT-PCR, mittels 7300 Real Time PCR System, ABI,
durchgefinhrt.

Die mRNA-Konzentration wurde mittels Standardkurve errechnet und auf die mRNA Menge

des Referenzgenes Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) normalisiert.
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2.5.5 Verbrauchsmaterialien fiir die Genexpressionsanalysen

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Oligonukleotide (Primer) der in dieser Arbeit untersuchten Gene.

Tabell

Amplifikatlange

Primer-

RV: TGA TGC TCT TCT CTG TGA CC

Gen Primersequenz (5'—3") (bp) verhaltnis

FW: CCT GTG TAC AGT GCG GTG TC

ANP 79 1:1
RV: CCT CAT CTT CTA CCG GCA TC
FW: GCA CAA GAT AGA CCG GAT CG

BNP 81 1:1
RV: CAG GCA GAG TCA GAA ACT GGA
FW: TTC CCG AGA AGG GTC AAG CT

CTGF 130 1:1
RV: TTG GGT CTG GGC CAAATG T
FW: GCT TTC CCT GGT TAA GCA GTA CA

HPRT 76 1:1
RV: ACA CTT CGA GAG GTC CTT TTC AC
FW: TGT AAA CAC CCC AGC GAA GAA

col1a2 136 3:1
RV: CTG AGT TGC CAT TTC CTT GGA
FW: CTC ACC CTT CTT CAT CCC ACTCTT A

col3a1 117 1:1
RV: ACA TGG TTC TGG CTT CCA GAC AT
FW: TAC GAT GAT GAC CGG AAG TG

MMP2 154 1:1
RV: GGA AGT TCT TGG TGT AGG TG
FW: CAA AGG CAA GGC AAA GAA AG

BMHC 80 1:1
RV: TCA CCC CTG GAG ACTTIG TC
FW: CCA AGG AGA CGG AAT ACA GG

TGFR1 135 1:1
RV:GTT CAT GTC ATG GAT GGT GC
FW: TAC TGC AGG AGA AGG CAA GC

TGFB2 139 1:1
RV: TAG AAA GTG GGC GGG ATG
FW: GCA AAG AGC TTT CTC AAA GAC C

TIMP1 75 1:3
RV: AGG GAT AGA TAA ACA GGG AAACACT
FW: CCT CTG TGA CTT CAT TGT GC

TIMP2 175 1:1

e 8: Verwendete Chemikalien und Geréte fiir die RNA-Aufarbeitung und cDNA-Synthese.

RNA-Aufarbeitung und cDNA-Synthese

RNAzol B Biozol, Eching, Deutschland

2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA
DNA Ladder Invitrogen, Carlsbad, USA

Master Cycler Gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MultiScribe™ Reverse Transcriptase

ABI Applied Bioscience, Carlsbad, USA

POWER SYBR®Green, PCR Master Mix

ABI Applied Bioscience, Carlsbad, USA

MicroAmp™ Optical 96-well Reaction Plate

ABI Applied Bioscience, Carlsbad, USA

MicroAmp™ Optical Adhensive Film

ABI Applied Bioscience, Carlsbad, USA

7300 Real Time PCR System

ABI Applied Bioscience, Carlsbad, USA
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2.6 Proteinanalysen

2.6.1 Isolation der Proteine

Zur Isolierung der Proteine wurde das Gewebe zunéchst in Lysis Matrix D Gefalle Uberfuhrt
und mit eiskaltem Proteinlysispuffer (Tabelle 9) versetzt. Im Anschluss an die Zerkleinerung
im Homogenisator (FastRrep FP120, Thermo Scientific), wurde den Proben 10% SDS
zugesetzt. Einer 20 minltigen Lyse auf Eis folgte eine Zentrifugation von 10 Minuten. Der

Proteinuberstand wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberflhrt.

Mittels BCA Protein Assay Kit wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Daftr wurden 20l
der Probe mit dem Reaktionsgemisch des Kits vermengt (300ul, Reagenz A: Reagenz B
50:1) und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Extinktion bei einer

Wellenlange von 550nm gemessen.

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien und Gerate zur Proteinaufarbeitung und Protein-
konzentrationsbestimmung.

Proteinlysispuffer

Tris, pH 7.5 10mM
NaCl 140mM
EDTA mM
Glycerin 25%
SDS 0.50%
Nonident P-40 0.50%
Protein Inhibitor Cocktail 100ng/pl

Proteinaufarbeitung

Roche Applied Science, Mannheim,

Nonidet P40 Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim,

Protein Inhibitor Cocktail Deutschland

Bestimmung der Proteinkonzentration

BCA Protein Assay Kit Thermo Schientific, Rockford, USA

2.6.2 Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht wurden sowohl
8%-ige, als auch 10%-ige SDS-Trenngele gegossen (Tabelle 10). Nachdem diese
auspolymerisiert waren, wurden diese mit einer 5%-igen Sammelgellésung (Tabelle 11)
Uberschichtet. Die fur funf Minuten bei 95°C denaturierten Proben wurden, zusammen mit

einer Standardkurve und dem Marker, unter Elektrophoresepuffer (Tabelle 12) aufgetragen.
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Die Gelelektrophorese wurde bei 4°C zunachst bei 80V gestartet und nach 30 Minuten flr
1,5 Stunden auf 100V erhoht.

Tabelle 10: Gelvolumen fiir die eingesetzten Trenngele.

Loésung fir 15ml Gelvolumen (ml)
H.O 6.9
30% PAA 4.0
1.5M Tris (pH8.8) 3.8
8%
10%SDS 0.15
10% APS 0.15
TEMED 0.009
H.O 5.9
30% PAA 5.0
1.5M Tris (pH8.8) 3.8
10%
10%SDS 0.15
10% APS 0.15
TEMED 0.006
Tabelle 11: Gelvolumen fiir das 5%ige Sammelgel.
Lésung fur 6ml Gelvolumen (ml)
H.O 4.100
30% PAA 1.000
1.5M Tris (pH8.8) 0.750
10%SDS 0.060 5%
Pyronin Y 0.012
10% APS 0.060
TEMED 0.006
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Tabelle 12 Puffer fur Elektrophorese und Western Blot (Semi-Dry-System).

51 Elektrophoresepuffer (5x)

Glyzin 250mM

TRIS Base 25mM

10% SDS 3.5mM

Transferpuffer

Glyzin 193.7mM
TRIS Base 25mM

Methanol 20%

2.6.3 Western Blot (Halbtrockenverfahren, engl. Semi-Dry-System)

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine mit Hilfe des Semi-Dry-Systems
auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL, GE Healthcare, Fairfield, USA) Ubertragen.
Daflir wurde die Membran zunachst funf Minuten in Wasser aktiviert. Anschliefiend wurde
diese zusammen mit dem SDS-Trenngel in Transferpuffer aquilibriert (Tabelle 12). Membran
und Gel wurden zwischen, mit Transferpuffer angefeuchtetes Whatman-Papier gelegt. Der
fur den Transfer angelegte Strom betrug 1mA/1cm?2 Bei einer Gelgrélte von etwa

16cmx6cm=96cm? wurde der Transfer bei 100mA pro Gel durchgefihrt.

Im Folgenden wurden die Membranen mit Ponceau-Rot (Tabelle 14) gefarbt, welches
unspezifisch und reversibel an die Proteine bindet. Die Gele wurden mit Coomassie Blau

(Tabelle 14) gefarbt. Beide Methoden dienen zur Uberpriifung des Transfers.
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Tabelle 13: Geréte fiir den Western Blot (Semi-Dry-System).

Gerate Western Blot

GielRstande

Bio-Rad, Hercules, USA

Kamme

Bio-Rad, Hercules, USA

Nitrozellulosemembran Hybond ECL

GE Healthcare, Fairfield, USA

Tabelle 14: Farbelosungen fiir Nitrozellulosemembran und SDS-Gele.

Ponceau-Rot

Ponceau S 0.1% (wW/v)
Essigsaure 5% (Wv)
Coomassie-Loésung (11)
Coomassie Brilliant Blue 0.25¢g
Methanol 40%
Eisessig 10%
in Wasser

Coomassie-Entfarber (11)
Eisessig 10%
Methanol 40%

in Wasser

2.6.4 Antikorperhybridisierung und Proteindetektion

Die Nitrozellulosemembranen wurden zunachst eine Stunde mit Blocking Lésung (Tabelle

15) inkubiert. Entsprechend des zu detektierenden Proteins folgte der Primarantikdrper

(Tabelle 16). Nach dreimaligem Waschen fir je 10 Minuten in TBS-T wurden die Membranen

eine Stunde mit dem Sekundarantikérper inkubiert und die Waschschritte wiederholt.

Tabelle 15: Zusammensetzung der Blocking L6sung.

Blocking L6sung

Milchpulver

5%

in TBS-T (1x)
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Tabelle 16: Ubersicht iiber die eingesetzten Antikérper (AK) fiir Western blot.

AK = Antikdérper, Konz. = Konzentration, kDA = Kilo Dalton, RT = Raumtemperatur, UGN = tber Nacht

Protein Firma 1. AK Konz. 1. AK 2. AK  Firma 2.AK KOZZK 2. grgr;‘:‘zi(“t')a)
B-Actin = Santa Cruz (11:5 SR?'I(')) Dor;l;s;t;itanti Dianova 1(1:1533_()) 43
(E[\:':S) Santa Cruz ~ 1:200 (iN) DO’:;EE;;”“ Dianova 1(:1:1023_()) 22
(E[\:ZS) Santa Cruz ~ 1:200 (iN) DO’:;?;;”“ Dianova 1(:1:102%) 21

Die Detektion erfolgte mit ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare,
Fairfield, USA). Die Detektionsdauer des Chemoluminiszenzsignales betrug zwischen 10 und
45 Minuten.

Tabelle 17: Ubersicht iiber die fiir Gelelektrophorese, Western Blot und Proteindetektion benétigten
Chemikalien.

Gele

ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, Fairfield, USA

Autoradiographiefilm Kodak, Stuttgart, Deutschland

Chemoluminiszenzscanner Cubix 60 Agfa, Kdln, Deutschland

2.6.5 Stripping Prozedur

Nach der Detektion wurden die Membranen fur die weitere Benutzung vorbereitet. Daflr
wurden sie zunadchst mit Stripping Puffer (Tabelle 18) fur 30 Minuten bei 50°C im
Schuttelinkubator aufbewahrt. Im Folgenden wurden die Membranen bei 4°C Gber Nacht mit

Blocking Lésung (Tabelle 15) inkubiert, um die unspezifischen Bindungen zu blocken.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Stripping Puffers.

Stripping Puffer

Glycin 25mM

SDS 3.5mM

pH 2 mit 37%iger Schwefelsaure einstellen

in millipore Wasser

2.6.6 Auswertung der Western Blots

Die Auswertung der Western Blots wurde mit dem Programm Alpha EaseFC™ durchgefiihrt.
Dafiir wurden die entwickelten Filme zunachst eingescannt und die Proteinbanden markiert.

Die Kalkulation der Intensitat der jeweiligen Bande erfolgt durch das Programm. Die
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ermittelten Intensitiaten des zu untersuchenden Proteins wurden dann ins Verhaltnis zum

Referenzprotein B-Actin gesetzt.

2.7 Histologie

Die fur die Histologie vorgesehenen Gewebesticke wurden in Frozen Section Medium
eingebettet und 5um dicke Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden auf einen Objekttrager

uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die fiir Histologie verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien

R. Langenbrinck Labor-& Medizintechnik,

Deckglaser f. Mikroskopie (24x50mm) Emmendingen, Deutschland

Jung Frigocut 2800E Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Leica CTR MIC Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Leica DM IRE2 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Q Imaging Retiga 1300 Q Imaging, Surrey, Kanada

SUPER PAP PEN Invitrogen Corporation, Camarillo, USA

Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig,

Thermo Scientific, Superfrost® Plus Deutschland

2.7.1 WGA (Wheat germ agglutinin) Farbung

Die Gefrierschnitte wurden vor der Farbung 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und
anschliefend mit einem Fettstift umrandet. Zunachst wurde eine Stunde mit Donkey Serum
geblockt. Eine zweistlindige Inkubation mit dem Fluoresceinisothiocyanat- (FITC-) markierten
Antikérper in der Dunkelkammer schloss sich daran an. AnschlieRend wurden die Schnitte
fur 3 Minuten mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) behandelt. Nach drei Waschschritten flr
je funf Minuten mit PBS Puffer wurden die Schnitte mit VectaShield® Mounting Medium fiir
Fluoreszenzmikroskopie eingedeckt. Bis zum weiteren Gebrauch am Fluoreszenzmikroskop

wurden die Schnitte im Dunkeln bei -20°C gelagert.
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Tabelle 20: Ubersicht iiber die fiir die WGA Firbung benétigten Materialien.

WGA Farbung

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West

Donkey Serum Growe, USA

Fluorescein wheat germ agglutinin Antikorper  Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

VectaShield® Mounting Medium for
Fluorescence, H-1000

DAPI (1:50 000) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

2.7.2 Auswertung der Bilder der WGA Farbung

Zur Bestimmung der MyozytengréRe wurden zehn Bilder pro Schnitt mit einem Fluoreszenz
Mikroskop (Leica) in 20-facher VergroRerung aufgenommen. Jeder Ausschnitt wurde
zweimal entsprechend des Anregungsspektrums der Farbungen fotografiert. Die Aufnahmen
erfolgten fir das FITC-markierte Areal bei einer Wellenlange von 530nm, flr den DAPI-
markierten Bereich bei 460nm. AnschlieRend wurden die Aufnahmen Ubereinandergelegt.
Die Zellwande wiesen, der FITC-Farbung entsprechend, eine griine Farbe auf, wahrend die

Zellkerne aufgrund von DAPI-Farbung blau eingefarbt wurden.

Die Vermessung der Myozyten erfolgte mit dem Programm Axio Vision Rel. 4.7. Es wurden

nur Zellen mit einem annadhernd runden Umfang und einem sichtbaren Zellkern vermessen.

Cc

Abbildung 8: Beispiel einer WGA-Farbung.

A: FITC-Farbung der Zellmembranen, B: DAPI-Férpung der Zellkerne, C.:. Overlay. SOVX = Scheinovariektomie,
QVX = Ovariektomie, Plac = Placebo, E2 = Ostradiol, ERoA = Ostrogenrezeptor a Agonist, ERBA =
Ostrogenrezeptor B Agonist, Ralox = Raloxifen, STAC = Schein-TAC, TAC = transversale Aortenkonstriktion
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2.7.3 Sirius Rot Farbung

Zur Bestimmung des Gesamtkollagengehaltes wurde die Sirius Rot Farbung angefertigt. Bei

dieser Farbemethode stellen sich die kollagenen Fasern rot, das Ubrige Gewebe gelb dar.

Die Schnitte wurden zunachst fir zehn Minuten in Aceton fixiert und anschliel3end fir je 10
Minuten einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70%) behandelt. Die Farbung

erfolgt eine Stunde unter Schiitteln bei Raumtemperatur in Sirius Rot Lésung. Im Anschluss

wurden die Schnitte fur finf Minuten in 0,1%iger Essigsaure gewaschen und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 96% fir je drei Minuten und 100% fir zweimal drei

Minuten) und zehn Minuten in Xylol entwassert. AbschlieRend wurden die Schnitte mit

VectaMount™

permanent mounting medium eingedeckt.

Tabelle 21: Chemikalien fiir die Sirius Rot Farbung.

Sirius Rot Farbung

Acteon

70%, 80%, 96%, 100% Ethanol

0.1% Essigsaure

Sirius Rot Lésung

Xylol

Sirius Rot Lésung

1,2% gesattigte, wassrige Pikrinsaure 8g Pikrin in 250ml heilRen Aqua bidest.

0.1% Sirius Red Ldsung

0.2g Sirius Red (Pulver) in 200ml Pikrins&ure
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2.7.4 Auswertung der Bilder der Sirius Rot Farbung

Die Auswertung der histologischen Bilder erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ und
mittels eines fur die Auswertung geeigneten Makros. Es wurden zunachst zwei identische
Bilder gedffnet, wovon eines in 8-bit (schwarz-weily Aufnahme) konvertiert wurde (Abbildung
9A und B). Mit Hilfe der Option firr das Festlegen des Thresholdes (Schwellenwert) werden
die dunklen Bereiche (kollagene Fasern) rot eingefarbt. Der Schwellenwert wurde so
eingestellt, dass die roten Bereiche des 8-bit Bildes mit denen des Originalbildes
Ubereinstimmen (Abbildung 9C). Der angegebene Wert entspricht der Teilflache und wurde
notiert. AnschlieRend wurde diese Vorgehensweise flr die Gesamtflache wiederholt. In
diesem Fall wurde der Schwellenwert so weit festgelegt, dass das Bild, mit Ausnahme des
durch Geweberisse sichtbaren Hintergrundes, komplett rot eingefarbt war (Abbildung 9D).
Auch dieser Schwellenwert wurde notiert. Die Methodik wurde fur 30% aller angefertigten

Bilder wiederholt. Der Gesamtkollagengehalt wurde mit folgender Formel berechnet:

Gesamtkollagen [%] = | ——-L ache ] 100
= *
esamtiotagen L4 Gesamtflache
Formel 8: Gesamtkollagengehalt in %.
A B

Abbildung 9: Auswertung der Sirius Rot Farbung mit Hilfe des Programms ImageJ.

A:Beispiel einer Sirius Rot Farbung. Die kollagenen Fasern stellen sich rot, das Ubrige Gewebe gelb dar. B: Fur
die Auswertung mit /ImageJ wird das Bild in 8bit konvertiert. C: Der untere Schwellenwert wird so gesetzt, dass
sich die kollagenen Fasern in dem 8bit Bild rot darstellen. D: Der obere Schwellenwert farbt das vollstandige
Gewebe, mit Ausnahme des Hintergrundes, rot ein.
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2.7.5 Farbung der Kollagene 1 und 3 und der MMPs 2 und 9

Um die histologischen Praparate zu fixieren, wurden diese zunachst zweimal 10 Minuten in
Neoclear® gegeben. AnschlieBend folgten eine Inkubation von 5 Minuten in Millipore Wasser,
von 30 Minuten in 0.3%igen Wasserstoffperoxid (H,O;) und von 5 Minuten in 1x PBS.
Unspezifische Bindungen wurden dann in einer Stunde Inkubation mit Blocking L&sung
(Tabelle 22) geblockt. Im Anschluss wurden die histologischen Schnitte eine Stunde mit dem
ersten Antikérper (Tabelle 22) inkubiert und im Folgenden fir 5 Minuten mit PBS gewaschen.
Wahrend dessen wurde die ABC-Lésung (Tabelle 22) vorbereitet, da diese 30 Minuten bei
Raumtemperatur gelagert werden muss. Dem Waschen folgten jeweils 30 Minuten
Inkubation mit dem 2. Antikérper und mit ABC-Lésung. Nach einem weiteren Waschschritt
inkubierten die Schnitte 3 Minuten mit DAB-L6sung (Tabelle 22). Der nachste Waschschritt
erfolgte fur 5 Minuten in Millipore Wasser, bevor die Gegenfarbung mit Hamalaun und das

blauen mit Leitungswasser erfolgte.

AbschlieRend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und mit

VectaMount™ permanent mounting medium eingedeckt.

Tabelle 22: Ubersicht iiber die fiir die Farbung der Kollagene 1 und 3 und fiir die MMP2 und 9 verwendeten
Reagenzien.

Blocking Losung

10mM PBS, pH 7.4 9400l
goat Serum 300ul
Bovines Serumalbumin (BSA) 300ul

1. Antikdrper

Col1A2 1:250 in PBS
Col3A1 1:250 in PBS
MMP2 1:50 in PBS
MMP9 1:50 in PBS

2. Antikorper
10mM PBS, pH 7.4 10 000l
goat Serum 150yl
biotynilierter Antikdrper (1:200)
Vectastain Reagent (ABC-L6sung)

Reagent A 100ul (2 Tropfen)
PBS 5000ul

Reagent B 100ul (2 Tropfen)

DAB-L6sung

Millipore H,O 5000ul

Buffer Stock Solution 2 Tropfen

DAB Stock Solution 4 Tropfen

H,O, Solution 2 Tropfen
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Tabelle 23: Ubersicht iiber die fiir die Firbung der Kollagene 1 und 3 und der MMPs 2 und 9 verwendeten
Materialien.

Kollagen- /MMP- Farbung

Peroxidase Substrate Kit, DAB Vector Laboratories, Inc. Bulingame, USA
Vectastain ABC Kit Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA
VectaMountTM permanent mounting Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
medium USA
g\gz/um/n Solution from bovine serum, Sigma Aldrich
(o]

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

Normal goat serum West Grove, USA

Col1A2 Antikorper (sc28654) Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Col3A1 Antikorper (sc28888) Santa Cruz, Santa Cruz, USA
MMP2 Antikérper (ab7032) Abcam plc, Cambridge, UK
MMP9 Antikérper (ab38898) Abcam plc, Cambridge, UK

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, USA

anti-rabbit biotynilierter Antikdrper

anti-mouse biotynilierter Antikorper

2.7.6 Auswertung der Farbung der Kollagene 1 und 3 und der MMPs 2 und 9

Fur die Auswertung der Kollagen- und MMP-Farbungen wurden zunachst mindestens zehn
Aufnahmen in 20-facher Vergrolkerung pro Schnitt angefertigt. Die Bestimmung der
Kollagen- bzw. MMP-Akkumulation wurde mit Hilfe von Photoshop CS4 durchgefiihrt. Daflr
wurde fur jedes Bild der Farbbereich zunachst so gewahlt, dass die braungefarbten Proteine
durch das Programm markiert wurden. Die Pixel wurden automatisch gezahlt und in einer
Excel-Tabelle vermerkt (Teilflache). Anschlie’iend wurde die Prozedur wiederholt. In diesem
Fall war der Farbbereich der Hintergrund, der dann von der Gesamtflache abgezogen wurde.
Die Teilflache wurde ins Verhaltnis zur Gesamtflache gesetzt und so der Anteil der zu

untersuchenden Proteine kalkuliert.

Abbildung 10: Immunhistochemische Farbung, beispielhaft fiir Col1a2.

Braune Bereiche: Col1a2, violette Bereiche: Gegenfarbung mit Hdmalaun (Cytosol und Kerne)
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2.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikpakets PASW 18.0. Die Graphen wurden mit
Sigma Plot 11.0 oder PASW 18.0 angefertigt (Tabelle 24).

Um die aus den echokardiographischen Daten berechnete LVM anhand der gewogenen
Herzmuskelmasse zu validieren, wurde der Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson
herangezogen. Ein signifikanter Zusammenhang wurde bei p-Werten kleiner als 0.05

angenommen und damit die Qualitat der echokardiographischen Aufnahmen Uberprdift.

In einem ersten Schritt wurden globale Determinanten fir Hypertrophie und Funktion, sowie
deren funktionale und temporale Abhéangigkeit von Ovariektomie-/Ostrogen-Behandlung
untersucht. Daflr wurden zunachst die wichtigsten Echokardiographievariablen in eine
Faktorenanalyse® eingeschlossen. Die Faktorenanalyse ermdglicht als statistisches Modell
eine Vereinfachung komplexer Zusammenhange, indem aus mehreren Variablen eine neue
Variable, welche als Faktor bezeichnet wird, generiert wird. Hierbei handelt es sich daher um
ein dimensionsreduzierendes Verfahren. Bei der Faktorenanalyse werden die korrelative
Struktur der Daten untersucht und hoch korrelierende Variablen zu Faktoren
zusammengefasst. Die Korrelation zwischen den Variablen wird als Faktorladung bezeichnet
und gibt nicht nur Auskunft Gber das Ausmal} der Korrelation, sondern Iasst sich auch
inhaltlich auf die Art der Veranderung interpretieren. Im zweiten Schritt wurde eine
Rangvarianzanalyse nach Friedman® fiir jede der zu untersuchenden Gruppen durchgefiihrt.
Dieser Test ermoglicht die Untersuchung zeitlicher Veranderungen der ermittelten Faktoren
innerhalb einer Gruppe. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von

Liniendiagrammen.

Im Folgenden wurde der Einfluss von Ovariektomie bzw. Ostrogenbehandlung auf
verschiedene echokardiographische, morphometrische und molekulare Marker fir MH mit
einer einfaktoriellen Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) untersucht®. Im Fall,
dass der F-Test fur das Gesamtmodell ein signifikantes Ergebnis erbracht hat, wurden Post
Hoc multiple Vergleiche nach Scheffé (Behandlung vs. Behandlung) oder Dunnett
(Behandlung vs. Placebo) vorgenommen. Die graphische Darstellung erfolgte in
Saulendiagrammen. Alle Werte im Text, den Abbildungen und Tabellen sind als Mittelwert +

Standardfehler (standard error oft the mean, SEM) angegeben.
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2.9 Software

Tabelle 24: Ubersicht iiber die, fiir die Anfertigung der Arbeit, benétigte Software.

Software

ABI7300 System Software

ABI

AlphaEaseFC™3.1.2

Alpha Innotech Corporation (CA, USA)

AxioVision Rel 4.7.2

Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH

EndNote X3 Thomson IS research

Wayne Rasband, National Institute of Health
Imaged 1.40g (USA)
Microsoft Office 2007 Microsoft (USA)

Photoshop 7.0

Adobe Systems Incorporated (CA, USA)

Sigma Plot 11.0

Systat Software Inc. (Richmont, CA, USA)

PASW 18.0

SPSS Inc. (Chicago, I, USA)

Vevo 770 V2.3.0/3.0.1

VisualSonics (Toronto, Canada)
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3. Ergebnisse

3.1 Validierung der Wirksamkeit von Ovariektomie und Behandlung

Die Ovariektomie (OVX) reduzierte das Uterusgewicht signifikant. Die Applikation des ERB-
Agonisten oder von Raloxifen nach OVX hatte keinen Einfluss auf das Uterusgewicht. Eine
Behandlung mit E2 oder dem ERa-Agonisten fiihrte zu einer signifikanten Gewichtszunahme
der Uteri (Abbildung 11).

Tiere, in denen nicht die erwarteten Veranderungen in Bezug auf das Uterusgewicht
beobachtet werden konnten (MW + 2-fache Standardabweichung), wurden von den

weiterfihrenden Untersuchungen ausgeschlossen.
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Abbildung 11: Uterusgewicht in mg elf Wochen nach Ovariektomie.

Das Uterusgewicht verringerte reduzierte sich signifikant in ovariektomierten Placebo- behandelten sowie in
ERPBA- und Raloxifen-behandelten Tieren. Nach E2- und ERaA-Behandlung erhdhte es sich signifikant. ANOVA,
Scheffé: ***p<0.001.

Fir die weiterfiUhrenden Analysen wurden zwei Versuchsgruppen getrennt betrachtet. Die
Placebo-behandelten Gruppen wurden zur Charakterisierung der Hypertrophie nach TAC,
sowie fur den Einfluss der Ovariektomie auf die Entwicklung dieser herangezogen. Die
Effekte der Behandlungen wurden durch Analyse der behandelten Gruppen in Bezug auf die

Placebo-behandelte ovariektomierte TAC-Gruppe untersucht.
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3.2 LVM-Berechnung und Validierung anhand des Herzgewichtes

Zur Validierung der echokardiographisch ermittelten linksventrikularen Masse, und damit zur
Uberprifung der Qualitat der echokardiographischen Aufnahmen, wurde das Herzgewicht
mit der kalkulierten Masse des linken Ventrikels korreliert. Um einen Einfluss der
Ovariektomie oder der Behandlungen auszuschlieen, wurden die Korrelationen mit der
SOVX+Placebo+STAC-Gruppe, bzw. mit der SOVX+Placebo+TAC-Gruppe durchgefihrt. In
beiden Fallen zeigte sich eine signifikante Korrelation nach Pearson (r=0.847, p<0.01 fir
SOVX+Plac+STAC; r=0.799, p<0.01 fir SOVX+Plac+TAC) (Abbildung 12A, B).
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Herzgewicht (mg) Herzgewicht (mg)

Abbildung 12: A: Korrelation HW zu LVM in der Gruppe SOVX+Plac+STAC; B: Korrelation HW zu LVM in
der Gruppe SOVX+Plac+TAC.

Die LVM korrelierte sowohl in den schein-TAC operierten Tieren, als auch in den TAC- operierten Tieren
signifikant mit dem Herzgewicht. Bivariate Korrelation nach Pearson, SOVX+Plac+STAC p=0.001;
SOVX+Plac+TAC p=0.002.

3.3 Verifizierung der Drucklastinduktion

Die Verifikation der Drucklastinduktion erfolgte wahrend der Echokardiographie. Die

Flussgeschwindigkeit des Blutes betrug pra-TAC weniger als 100cm/s. Nach einer

erfolgreichen Stenose wurden Werte von mehr als 3m/s gemessen (Abbildung 13A, B).

A

Abbildung 13: Doppleraufnahme in der deszendierenden Aorta des gleichen Tieres Pra-TAC (A) und neun
Wochen Post-TAC (B).

Neun Wochen nach TAC zeigte sich eine deutliche Zunahme der Flussgeschwindigkeit im Bereich der Stenose.
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Der Druckgradient p stellt einen wichtigen Parameter zur Uberpriifung des Erfolges der TAC-
Operation dar.

Nach Aortenkonstriktion kam es zu einem signifikanten Anstieg des Druckgradienten im
Vergleich zu den STAC-Gruppen. Es konnte weder ein Effekt der Ovariektomie (Abbildung
14A), noch der medikamentésen Behandlung (Abbildung 14B) beobachtet werden.
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Abbildung 14: A: Druckgradient p in mm/s der Placebo-behandelten Gruppen zwei und neun Wochen
nach TAC-Operation; B: Druckgradient p in mm/s der behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach
TAC-Operation.

Der Druckgradient p erhéhte sich in allen TAC-operierten Gruppen, unabhangig von Ovariektomie und
Behandlung. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: ***p<0.001.
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34 Die Behandlung mit E2 und dem ERaA reduziert die

Uberlebenswahrscheinlichkeit signifikant

Die Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier zeigte ein 100%-iges Uberleben in den STAC
operierten Tieren (Daten nicht gezeigt). In den TAC-operierten Gruppen war ein reduziertes
Uberleben nach der Operation zu verzeichnen. Die beste Uberlebensrate zeigten hier die
Placebo-behandelten, ovariektomierten Tiere (92.3%). Die nicht ovariektomierten TAC-
operierten Tiere wiesen eine Uberlebensrate von 78.9% auf. Die Unterschiede im

postoperativen Uberleben waren nicht signifikant (Abbildung 15).

SOVX+Plac+STAC (100%);
OVX+Plac+STAC (100%)

0.959

OVX+Plac+TAC (92.3%)

0.85

SOVX+Plac+TAC (78.9%)

0.759

Kum. Uberleben

0.657

0.557

T
0 20 40 60
Tage post TAC

Abbildung 15: Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier.

Die TAC erhdhte die Mortalitatsrate verglichen mit den schein-TAC Tieren. Die Angaben in den Klammern
entsprechen der Uberlebensrate in %. Log-Rank Test: $ p<0.05 vs. OVX+Plac+TAC.
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Die Behandlung mit Raloxifen (81.3%) und dem ERBA (77.8%) reduzierte das postoperative
Uberleben im Vergleich zu den nichtbehandelten Tieren (92.3%). Dieser Unterschied war
nicht signifikant. Eine signifikant verminderte Uberlebensrate wiesen die mit E2 (58.3%) und
dem ER0A (53.8%) behandelten Tiere auf (p<0.05, Log-Rank Test) (Abbildung 16).

0.954

OVX+Plac+TAC (92.3%)
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Abbildung 16: Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier.

Die Behandlung mit E2 oder ERaA reduzierte das Uberleben signifikant verglichen mit den Placebo-behandelten
Tieren. Die Angaben in den Klammern entsprechen der Uberlebensrate in %. Log-Rank Test: $ p<0.05 vs.
OVX+Plac+TAC.

3.5 Hypertrophie und Funktion

3.5.1 Die Behandlung mit E2 und ERaA verhindert signifikante Veranderungen in der

LV Funktion wahrend des Versuchszeitraumes

Die Faktorenanalyse stellt ein statistisches Modell zur Analyse der zeitlichen Veranderungen,

in diesem Fall wahrend der Entwicklung einer MH, dar.

Die Faktorenanalyse ergab zwei neue Faktoren. Die Variablen LVIDs (Faktorladung 0.974),
EF (Faktorladung -0.911) und FS (Faktorladung -0.905) laden flir Faktor 1. Die Faktorladung
war flr die Variable LVIDs positiv und fir die Variablen EF und FS negativ. Inhaltlich kann
damit eine LV-Dilatation und eine Verschlechterung von Pumpfunktion (EF) und Kontraktilitat
(FS) vorausgesagt werden. Daher wurden die beschriebenen Veranderungen im Faktor 1 im

Folgenden als Zeichen der linksventrikuldren Funktion inhaltlich interpretiert.

Analog fasst Faktor 2 die Variablen IVSs (Faktorladung 0.917), LVPWd (Faktorladung,
0.904), LVPWs (Faktorladung 0.891) und LVM/TL (Faktorladung 0.851) zusammen. Die
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Faktorladungen waren in allen Fallen positiv, was mit einer Zunahme der Wanddicken und
der Muskelmasse gleichzusetzen ist. Faktor 2 wurde im Folgenden als LV Morphologie
interpretiert.

EF

Faktor 1 FS => Faktor der linksventrikularen Funktion
LVIDs

IVSs

LVPWd .
Faktor 2 LVPWs = Faktor der LV Morphologie

LVM/TL

Abbildung 17: Darstellung der im Folgenden interpretierten Faktoren, ermittelt mit Hilfe der Faktoranalyse.

Im nicht-hypertrophierten Herzen (STAC-Modell) konnten im Verlauf, sowohl bei den nicht
ovariektomierten als auch bei den ovariektomierten Tieren keine Anderungen der
myokardialen Funktion festgestellt werden. Auch der linke Ventrikel zeigte im Verlauf keine

Anzeichen fir eine Veranderung in diesen beiden Gruppen (Abbildung 18A, B).
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Abbildung 18: A: Faktoranalyse der Gruppe SOVX+Plac+STAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC. B:
Faktoranalyse der Gruppe OVX+Plac+STAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC.

Griine Linie entspricht der linksventrikularen Morphologie, blaue Line entspricht der linksventrikuldaren Funktion.
Angegeben ist die Auspragung von Hypertrophie und Dysfunktion in %. Der Friedman-Test ergab keine
signifikanten Veranderungen.

41



Ergebnisse

Im TAC-Modell dagegen kam es innerhalb des Versuchszeitraums zu einer signifikanten
Zunahme der Wanddicken sowie der Muskelmasse in allen Subgruppen. Diese Anderungen
fanden in den ersten zwei Wochen nach Drucklastinduktion statt. Im Zeitraum zwischen zwei
und neun Wochen wurde dann eine ,Plateau“-Phase erreicht, in welcher keine
nennenswerten Veranderungen mehr stattfanden. Signifikante Veranderungen im Faktor LV
Funktion zeigten die Entwicklung einer linksventrikularen Dekompensation wahrend des

Versuchszeitraumes (Abbildung 19A, B).
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Abbildung 19: A: Faktoranalyse der Gruppe SOVX+Plac+TAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC. B:
Faktoranalyse der Gruppe OVX+Plac+TAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC.

Griine Linie entspricht der linksventrikularen Morphologie, blaue Line entspricht der linksventrikuldaren Funktion.
Angegeben ist die Auspragung von Hypertrophie und Dysfunktion in %. Friedman-Test: *p<0.05 signifikante
Veranderung in der Entwicklung Gber den Versuchszeitraum der untersuchten Parameter.

Die Behandlung mit E2 fuhrte zu einer signifikanten Veranderung im Faktor der
linksventrikularen Hypertrophie Uber den gesamten Versuchszeitraum. Gleichzeitig wurden
keine signifikanten Veranderungen in der LV Funktion tGber den Versuchszeitraum gefunden
(Abbildung 20).

1 - =
7] ovx+E2+TAC :

60+
40+

20 \//

T T T
0 Wochen 2Wochen 9 Wochen

o
1

Ausmai der
Veranderung (%)

Zeitpunkt
LV Funktion

= |\ Morphologie

Abbildung 20: Faktoranalyse der Gruppe OVX+E2+TAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC.

Griine Linie entspricht der linksventrikularen Morphologie, blaue Line entspricht der linksventrikuldaren Funktion.
Angegeben ist die Auspragung von Hypertrophie und Dysfunktion in %. Friedman-Test: *p<0.05 signifikante
Veranderung in der Entwicklung Gber den Versuchszeitraum der untersuchten Parameter.
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Vergleichbar mit der E2-Behandlung konnte auch bei der Behandlung mit dem ERaAA eine
signifikante Veranderung der LV Morphologie, jedoch keine signifikanten Anderungen in der

LV Funktion Gber den gesamten Versuchszeitraum festgestellt werden (Abbildung 21).

;\? -
55 'oo] OVX+ERGA+TAC s
=4 >
S5 60
£ g 407
g £ 207
H
< a-’ 0 1 1 1
> 0 Wochen 2Wochen 9 Wochen
Zeitpunkt
LV Morphologie LV Funktion

Abbildung 21: Faktoranalyse der Gruppe OVX+ERaA+TAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC.

Griine Linie entspricht der linksventrikularen Morphologie, blaue Line entspricht der linksventrikuldaren Funktion.
Angegeben ist die Auspréagung von Hypertrophie und Dysfunktion in %. Friedman-Test: *p<0.05 signifikante
Veranderung in der Entwicklung Gber den Versuchszeitraum der untersuchten Parameter.

Die Behandlung mit dem ERBA oder dem SERM Raloxifen verhinderte die signifikante

Veranderung der LV Morphologie, sowie der LV Funktion im untersuchten Zeitraum nicht

(Abbildung 22).
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Abbildung 22: A: Faktoranalyse der Gruppe OVX+ERBA+TAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC. B:
Faktoranalyse der Gruppe OVX+Ralox+TAC vor, zwei und neun Wochen nach TAC.

Griine Linie entspricht der linksventrikularen Morphologie, blaue Line entspricht der linksventrikuldaren Funktion.
Angegeben ist die Auspragung von Hypertrophie und Dysfunktion in %. Friedman-Test: *p<0.05 signifikante
Veranderung in der Entwicklung Gber den Versuchszeitraum der untersuchten Parameter.
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3.5.2 Parameter der Morphologie — Die Behandlung mit E2 und dem ERaA verzdégert

den Verlust der kardialen Funktion nach TAC

Um die aus der Faktoranalyse gewonnen Erkenntnisse zu spezifizieren und die
Veranderungen, die innerhalb des Versuchszeitraumes aufgetreten sind zu charakterisieren,

wurden wichtige Parameter in der Manifestation einer MH im Folgenden genauer betrachtet.

Die Masse des linken Ventrikels (LVM) wurde aus den echokardiographischen Messungen
kalkuliert und zur Tibialange (TL) normalisiert (LVM/TL).

Im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren konnte ein signifikanter Anstieg des LVM/TL-
Quotienten in den Placebo-behandelten, TAC-operierten Gruppen zwei und neun Wochen
nach TAC-Operation verzeichnet werden. Es konnte kein Effekt der Ovariektomie in Bezug
auf LVM/TL festgestellt werden.

Die Behandlung mit E2 oder dem ERaoA reduzierte tendenziell die Hypertrophie zwei Wochen
nach TAC um 19.2% bzw. 10.3% im Vergleich zu Placebo-behandelten Tieren. Die
Behandlung mit dem ERBA oder Raloxifen hingegen verstarkte die Hypertrophie um 12.9%
bzw. 10% zwei Wochen nach TAC-Operation. Alle Veranderungen erreichten jedoch keine
statistische Signifikanz (Abbildung 23A).

Neun Wochen nach TAC konnten keine Effekte der Behandlung mit E2 oder dem ERGQA in
Bezug auf das Ausmald der Hypertrophie mehr festgestellt werden. Die Behandlung mit
ERBA hatte keinen Einfluss auf das Ausmal} der Hypertrophie. Die Behandlung mit Raloxifen
erhohte die Hypertrophie neun Wochen nach TAC um 21.2%. Zu diesem Zeitpunkt konnten
keine signifikanten Unterschiede durch die Behandlung festgestellt werden (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: A: LV-Masse zu Tibialdnge Quotient in mg/mm der Placebo-behandelten Gruppen zwei und
neun Wochen nach TAC-Operation; B: Verhiltnis LV-Masse zu Tibialdnge Quotienten in mg/mm der
behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach TAC-Operation.

TAC hatte eine signifikante Zunahme von LVM/TL zwei und neun Wochen nach OP im Vergleich zu den
Kontrollgruppen zur Folge. Die Behandlung mit E2 oder ER0A reduzierte tendenziell LVM/TL zwei Wochen, aber
nicht neun Wochen nach TAC. Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach
TAC. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: ***p<0.001.
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Die diastolische Vorderwanddicke (IVSd) nahm zwei und neun Wochen nach TAC im
Vergleich zu den STAC-Tieren signifikant zu (Abbildung 24A).

Zwei Wochen nach TAC fihrte die Applikation von E2 oder dem ERoA zu einer
Verminderung der IVSd im Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrolle. Diese
Veranderungen erreichten allerdings nicht das Signifikanzniveau von p<0.05. Die
Behandlung mit dem ERBA hatte keinen Effekt auf die IVSd im Vergleich zur Placebo-
behandelten Gruppe. Raloxifen flhrte zu der gréf3ten Dickenzunahme der Vorderwand. Zwei
Wochen nach TAC zeigte sich ein signifikanter Unterschied in den Wanddicken von E2- zur
Raloxifen-Behandlung. Neun Wochen nach TAC konnten keine Unterschiede in der IVSd
mehr detektiert werden (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: A: Linksventrikulare enddiastolische Vorderwand in mm der Placebo-behandelten Gruppen
zwei und neun Wochen nach TAC-Operation; B: Linksventrikulare enddiastolische Vorderwand in mm der
behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach TAC-Operation.

TAC hatte eine signifikante Zunahme von IVSd zwei und neun Wochen nach OP im Vergleich zu den
Kontrollgruppen zur Folge. Die Behandlung mit E2 reduzierte tendenziell IVSd zwei Wochen, aber nicht neun
Wochen nach TAC. Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC.
Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-
Test: *p<0.05, ***p<0.001.
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Nach TAC-Operation konnte eine signifikante Zunahme der diastolischen Hinterwanddicke
(LVPWA) in TAC-operierten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Ein
Unterschied zwischen zwei und neun Wochen konnte in den Placebo-behandelten Tieren

jedoch nicht festgestellt werden (Abbildung 25A).

Die Behandlung mit E2 fuhrte zwei Wochen nach TAC zu einer signifikant geringeren
LVPWd im Vergleich zu den Placebo-behandelten Tieren. Die Behandlung mit dem ERadA,
dem ERPBA oder Raloxifen reduzierte die Wanddicke ebenfalls, jedoch wurde das
Signifikanzniveau nicht erreicht. Neun Wochen nach TAC nahm LVPWd nach E2-, ERaA-
oder Raloxifen-Applikation zu. Die Placebo- und ERBA-behandelten Tiere zeigten keine
Anderung der Wanddicken (Abbildung 25B).
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Abbildung 25: A: Linksventrikulare enddiastolische Hinterwand in mm der Placebo-behandelten Gruppen
zwei und neun Wochen nach TAC-Operation; B: Linksventrikuldare enddiastolische Hinterwand in mm der
behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach TAC-Operation.

TAC hatte eine signifikante Zunahme von LVPWd zwei und neun Wochen nach OP im Vergleich zu den
Kontrollgruppen zur Folge. Die Behandlung mit E2 reduzierte LVPWd signifikant zwei Wochen, aber nicht neun
Wochen nach TAC. Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC.
Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-
Test: ***p<0.001 Dunnett-Test: #p<0.05.
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Der linksventrikulare enddiastolische Diameter (LVIDd) gibt das Ausmal} der Dilatation des

linken Ventrikels an.

Zwei Wochen nach TAC kam es zunachst zu einer Abnahme des LVIDd in den Placebo-
behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Verringerung des Diameters war in
den ovariektomierten Tieren signifikant im Vergleich zur ovariektomierten Kontrolle. Neun
Wochen nach TAC nahm LVIDd in den TAC Tieren zu, ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen (Abbildung 26A).

Die Behandlung mit E2, dem ERaoA oder Raloxifen flhrte zu keinen Unterschieden der
enddiastolischen Kammerdimension im Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrolle. Die
Behandlung mit dem ERBA flihrte zwei Wochen nach TAC zu einem signifikant grof3eren
Diameter versus Placebo-behandelte und ERoA-Behandlung. Neun Wochen nach
Aortenkonstriktion zeigten alle Gruppen eine Zunahme des LVIDd. Die Raloxifen-
behandelten Tiere wiesen hier die grofite Zunahme der Kammerdimension auf (Abbildung
26B).
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Abbildung 26: A: Linksventrikuldarer enddiastolischer Diameter in mm der Placebo-behandelten Gruppen
zwei und neun Wochen nach TAC-Operation; B: Linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter in mm der
behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach TAC-Operation.

LVIDd war zwei Wochen nach TAC in den ovariektomierten Placebo-behandelten Tieren, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, signifikant vermindert. Die ERBA-Behandlung flihrte zwei Wochen nach TAC zu einem signifikant
gréReren enddiastolischen Diameter. Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen
nach TAC. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: *p<0.05.
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Die Faserverkurzung (FS) gibt Auskunft Gber die Kontraktionsfahigkeit des linken Ventrikels.

Zwei Wochen nach TAC waren in den nichtbehandelten TAC-Tieren keine Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Neun Wochen nach TAC nahm die FS in den nicht
ovariektomierten Tieren ab. Die ovariektomierten Tiere zeigten eine signifikante Reduktion
der FS in Bezug auf die Kontrollgruppe (Abbildung 27A).

Die Behandlung mit E2, dem ERaA und Raloxifen bewirkte zwei Wochen nach TAC eine
bessere der Kontraktionsfahigkeit verglichen mit den nichtbehandelten Tieren. Neun Wochen
nach TAC-Operation nahm die FS in diesen Gruppen ab, und es waren keine Unterschiede
zwischen den behandelten und den nichtbehandelten Tieren mehr zu beobachten. Die
Behandlung mit dem ERBA hatte keinen Einfluss auf die FS (Abbildung 27B).
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Abbildung 27: A: Faserverkiirzung in % der Placebo-behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach
TAC-Operation; B: Faserverkiirzung in % der behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach TAC-
Operation.

Die Ovariektomie bewirkte zum Zeitpunkt zwei Wochen nach TAC eine tendenzielle Reduktion FS. In der nicht-
ovariektomierte Gruppe sowie nach E2, ERaA und Raloxifen-Behandlung war FS zu diesem Zeitpunkt nicht
reduziert. Neun Wochen nach TAC konnten keine signifikanten Unterschiede in den TAC-operierten Tieren mehr
festgestellt werden. Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC.
Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-
Test: *p<0.05.

48



Ergebnisse

Die Folge einer verminderten FS und damit der Kontraktionsfahigkeit des Herzens ist eine
Reduktion der Ejektionsfraktion (EF). Diese beschreibt die systolische Funktion des Herzens

und wird bei maladaptiver Myokardhypertrophie stark vermindert.

Im Vergleich zu den STAC-Gruppen war zwei Wochen nach TAC-Operation in den Tieren
mit intakten Ovarien keine Veranderung der EF zu verzeichnen. In der Gruppe der
ovariektomierten Tiere wurde die EF um 22% vermindert. Dieser Unterschied war jedoch
nicht signifikant. Neun Wochen nach Drucklastinduktion konnte auch eine verminderte
Funktion in den nicht ovariektomierten TAC-Tieren nachgewiesen werden (statistisch nicht
signifikant; Dunnett-Test p=0.101). Die EF der ovariektomierten Tiere verschlechterte sich

signifikant im Vergleich zur ovariektomierten Kontrolle (Abbildung 28A).

Die Behandlung mit E2, dem ERoA oder Raloxifen bewirkte eine signifikante Verbesserung
der systolischen Funktion zwei Wochen nach TAC-Operation. Die Behandlung mit dem
ERBA dagegen konnte die Funktion nach TAC-Operation nicht erhalten. Neun Wochen nach
TAC-OP konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in der
EF beobachtet werden (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: A: Ejektionsfraktion in % der Placebo-behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach
TAC-Operation; B: Ejektionsfraktion in % der behandelten Gruppen zwei und neun Wochen nach TAC-
Operation.

Die Ovariektomie bewirkte zum Zeitpunkt zwei Wochen nach TAC eine tendenzielle Reduktion EF. In der nicht-
ovariektomierte Gruppe sowie nach E2, ERaA und Raloxifen-Behandlung war EF zu diesem Zeitpunkt nicht
reduziert. Neun Wochen nach TAC konnten keine signifikanten Unterschiede in den TAC-operierten Tieren mehr
festgestellt werden. Schwarze Balken: zwei Wochen nach TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC. ANOVA,
Post Hoc, Scheffé-Test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Neun Wochen nach TAC war eine Verminderung der Kontraktionsfahigkeit des linken
Ventrikels auch auf den echokardiographischen Aufnahmen erkennbar. Die Vorder- und
Hinterwand waren verdickt und die Wandbewegung deutlich eingeschrankt (Abbildung 29A,
B).

Abbildung 29: M-Mode Aufnahmen des LV des gleichen Tieres Pra-TAC (A) und 9 Wochen Post-TAC (B).

Die relative Wanddicke (Th/r) ist ein Parameter zur Charakterisierung der Hypertrophie. Ein
Th/r-Wert von 0.33 gilt als physiologisch, wahrend ein héherer Wert auf eine adaptive

Hypertrophie schlielen lasst. Ein geringerer Wert beschreibt eine maladaptive Hypertrophie.

In den nichtbehandelten Tieren zeigte sich eine signifikante Zunahme von Th/r zwei Wochen
nach TAC im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Ein Unterschied zwischen SOVX+TAC
versus OVX+TAC konnte nicht beobachtet werden. Neun Wochen nach TAC zeigte sich eine
Verringerung des Th/r-Quotienten, die jedoch statistisch nicht signifikant war (Abbildung
30A).

Die Behandlung mit E2 (p=0.073, ANOVA, Post Hoc, Dunnett) oder dem ERBA (p=0.075,
ANOVA, Post Hoc, Dunnett) fluhrte zu einem geringeren Th/r zwei Wochen nach TAC. Nach
ERBA- und Raloxifen-Behandlung zeigte sich neun Wochen nach TAC eine nicht signifikante
Abnahme des Th/r. Die Behandlung mit E2 oder dem ERaA hatte zu diesem Zeitpunkt
keinen Effekt auf Th/r (Abbildung 30B).
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Abbildung 30: A: Relative Wanddicke (Th/r) in % der Placebo-behandelten Gruppen zwei und neun
Wochen nach TAC-Operation; B: Relative Wanddicke (Th/r) in % der behandelten Gruppen zwei und neun
Wochen nach TAC-Operation.

Die TAC-Operation bewirkte eine signifikante Zunahme von Th/r zwei und neun Wochen nach TAC im Vergleich
zu den Kontrollgruppen. Die Behandlung mit E2 und dem ERBA hatte zwei Wochen nach TAC einen tendenziell
geringeren Th/r vergleichen mit den Placebo-behandelten Tieren zur Folge. Schwarze Balken: zwei Wochen nach
TAC, graue Balken: neun Wochen nach TAC. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: **p<0.01, ***p<0.001.
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3.5.3 Die Ovariektomie induziert die Expression der Hypertrophiemarker nach TAC

Zunachst wurden die Hypertrophiemarker ANP, BNP und BMHC mittels quantitativer Real

Time-PCR untersucht und fir die Auswertung auf das Referenzgen HPRT normalisiert.

Es konnten keine Unterschiede zwischen den nicht ovariektomierten und ovariektomierten
STAC Tieren in der Genexpression von ANP festgestellt werden. In den TAC-operierten
Placebo-behandelten Tieren wurde eine signifikant hdhere ANP-Quantitat im Vergleich zur
Kontrolle verzeichnet (Abbildung 31A).

Im Vergleich zur nichtbehandelten Gruppe war die ANP-Expression nach Behandlung mit
E2, ERaA oder ERBA vermindert. Diese Anderungen erreichten das Signifikanzniveau von
p<0.05 nicht. Die Raloxifen-Behandlung zeigte keinen Einfluss auf die ANP-Genexpression
(Abbildung 31B).
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Abbildung 31: A: ANP-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: ANP-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die TAC-Operation fuhrte in zu einer signifikanten Induktion der ANP-Genexpression im Vergleich zu schein-
operierten Kontrolle. Die Behandlung mit E2, ERaA und ERBA reduzierten die Genexpression von ANP (ns.).
ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: *p<0.05.
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Es konnte kein Effekt der Ovariektomie in den STAC-Gruppen in Bezug auf die BNP-
Expression festgestellt werden. Auch war sie in der SOVX+TAC-Gruppe im Vergleich zur
Kontrolle nicht verandert. Die Ovariektomie mit dem zusatzlichen pathologischen Stimulus
fuhrte dagegen zu einer signifikanten Induktion der BNP-Expression, sowohl im Vergleich zur
ovariektomierten Kontrolle, als auch zur SOVX+TAC-Gruppe (Abbildung 32A).

Die Behandlung mit E2 verminderte die BNP-Expression mit einem p-Wert von 0.065
(ANOVA, Post Hoc, Dunnett), wahrend die Behandlung mit dem ERaA oder dem ERBA zu
einer signifikant geringeren BNP-Expression fiihrte (Abbildung 32B).
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Abbildung 32: A: BNP-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: BNP-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die TAC-Operation flihrte in ovariektomierten Tieren zu einer signifikanten Induktion der BNP-Genexpression im
Vergleich zu schein-operierten Kontrolle. Nicht-ovariektomierte Tiere wiesen eine signifikant geringere BNP-
Expression verglichen mit der ovariektomierten Gruppe auf. Die Behandlung mit E2, ERaA und ERBA reduzierten
die Genexpression von BNP. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: *p<0.05, **p<0.01.

Es konnten keine Unterschiede zwischen den nicht ovariektomierten und ovariektomierten
STAC-Tieren von BMHC auf mRNA-Ebene festgestellt werden, wahrend in den TAC
operierten Tieren eine hohere relative Genexpression verzeichnet wurde. Diese war in allen
ovariektomierten, TAC-operierten signifikant zur jeweiligen Kontrolle erhéht. Des Weiteren
wurde ein signifikanter Anstieg der ovariektomierten, Placebo-behandelten TAC-Tiere im
Vergleich zu den nicht ovariektomierten TAC-Tieren beobachtet (Abbildung 33A).

Die Behandlung mit E2 reduzierte die BMHC-Expression, erreichte jedoch mit p=0.055 nicht
das Signifikanzniveau (ANOVA, Post Hoc, Dunnett). Die Behandlung mit ERaA oder dem
ERBA zeigte ebenfalls eine statistisch ebenfalls nicht signifikant, geringere Expression von
BMHC. Die Behandlung mit Raloxifen hatte keinen Einfluss auf die BMHC-Expression
(Abbildung 33B).
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Abbildung 33: A: BMHC-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: BMHC-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die TAC-Operation fiihrte zu einer signifikanten Induktion der MHC-Genexpression im Vergleich zu schein-
operierten Tieren. Nicht-ovariektomierte Tiere wiesen eine signifikant geringere BMHC-Expression verglichen mit
der ovariektomierten Gruppe auf. Die Behandlung mit E2, ERaA und ERBA reduzierten die Genexpression von
BMHC (ns.). ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: *p<0.05, ***p<0.001.

Die LVM/TL korrelierte sowohl in den Placebo-behandelten Gruppen, als auch in den
behandelten  Tieren  signifikant zum  Hypertrophiemarker = BMHC/HPRT.  Der
Korrelationskoeffizient nach Pearson betrug in den Placebo-Gruppen 0.718 und in den
behandelten Mausen 0.786 und war mit p<0.001 in beiden Fallen signifikant (Abbildung 34A,
B).
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Abbildung 34: A: Korrelation LVM/TL zu BMHC/HPRT in den Placebo-behandelten Gruppen; B: Korrelation
LVM/TL zu BMHC/HPRT in den behandelten Gruppen.

Der Hypertrophiemarker MHC korrelierte signifikant mit LVM/TL in Placebo-behandelten und behandelten Tieren.
Bivariate Korrelation nach Pearson, A: p<0.001; B: p<0.001
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Die Hypertrophiemarker zeigten des Weiteren eine negative Korrelation zu den
Funktionsparametern EF und FS (Tabelle 25).

Tabelle 25: Korrelation der Hypertrophiemarker ANP, BNP und BMHC mit den Funktionsparameter EF und
FS.

EF FS
Korr.-koeff. r p-Wert Korr.-koeff. r p-Wert

ANP unbeh. Gr. -0.345 0.025 -0.338 0.029
beh. Gr. -0.456 0.001 -0.441 0.002

BNP unbeh. Gr. -0.328 0.026 -0.330 0.025
beh. Gr. -0.530 0.000 -0.518 0.000

BMHC unbeh. Gr. -0.396 0.007 -0.389 0.008
beh. Gr. -0.465 0.000 -0.450 0.001

3.5.4 Die Behandlung mit Raloxifen fiihrt zu einer  signifikanten

Myozytenhypertrophie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppe

Es konnte kein Effekt der Ovariektomie auf die Myozytenflache, weder in den STAC-, noch in
den TAC-Gruppen verzeichnet werden. Diese war neun Wochen nach TAC-Operation
vergroRert. Der Unterschied zwischen der nicht ovariektomierten STAC-Gruppe und der TAC
Gruppe zeigte hier einen statistischen Trend (p=0.06; ANOVA, Post Hoc, Dunnett), war aber
nicht signifikant (Abbildung 35A).

In den E2-, ERaA- oder ERBA-behandelten Gruppen konnten keine Unterschiede in der
Myozytenflache beobachtet werden. Die Behandlung mit Raloxifen fuhrte zu einer signifikant
groReren Myozytenflache im Vergleich zu den Placebo-behandelten Tieren. Der Unterschied
zwischen der Raloxifen-Gruppe und der mit dem ERaA behandelten Tiere wies mit p=0.094
(ANOVA. Post Hoc, Dunnett) einen starken statistischen Trend auf (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: A: Myozytenflache (um?) der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: Myozytenflache (um?) der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die TAC-Operation vergrofierte die Myozytenflaiche tendenziell. Die Behandlung mit Raloxifen hatte signifikant
gréRere Myozyten verglichen mit der Placebo-behandelten Kontrolle zur Folge. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test:
*p<0.05.
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Zur Evaluierung der Messung der Myozytenflache wurde eine Korrelation von LVM/TL mit
der Myozytenflache durchgefiihrt. Diese ergab sowohl in den Placebo-behandelten Gruppen
(p=0.000), als auch in den behandelten Gruppen (p=0.01) eine signifikante Korrelation nach
Pearson (Abbildung 36A, B).
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Abbildung 36: A: Korrelation LVM/TL (mg/mm) zu Myozytenfliche (pm?) der Placebo-behandelten
Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation; B: Korrelation LVM/TL (mg/mm) zu Myozytenflache (um?) der
behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die Myozytenflache korrelierte signifikant mit LVM/TL in Placebo-behandelten und behandelten Tieren. Bivariate
Korrelation nach Pearson, Placebo-behandelte Gruppen p=0.000; OVX+Plac+TAC und behandelte Gruppen
p=0.01.

3.6 Fibrose

3.6.1 Ovariektomie erhoht den Kollagengehalt nach TAC

Es konnte kein Effekt der Ovariektomie in Bezug auf den Kollagengehalt in den STAC-
Gruppen festgestellt werden. Bei nicht ovariektomierten Tieren mit TAC konnte nur ein
geringer Anstieg beobachtet werden, der jedoch nicht signifikant war. In den
ovariektomierten Tieren wurde nach TAC eine erhdhte Fibrose verzeichnet. Der Unterschied
im Fibrose-Score war nicht signifikant, ist jedoch mit einem statistischen Trend von p=0.062
hervorzuheben (ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test) (Abbildung 37A).

Die Behandlung mit 17B-Ostradiol, aber auch dem ERaA oder dem ERBA filhrte zu einer
Reduktion der Fibrose nach TAC. Auch hier konnte kein Signifikanzniveau erreicht werden.
Die Behandlung von Raloxifen hatte keinen Einfluss auf die Kollagenablagerungen im
Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrolle (Abbildung 37B).
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Abbildung 37: Gesamtkollagengehalt in %, neun Wochen nach TAC-Operation.

Die Sirius Rot Farbung zeigt einen héheren Gesamtkollagengehalt in ovariektomierten, Placebo-behandelten

TAC-Tieren. Die E2-, ERoA- und ERBA-Behandlung reduzierte den Gesamtkollagengehalt im Gewebe (ns.).
ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test

Abbildung 38: Sirius-Rot-Farbung, je ein typisches Bild pro Gruppe.

Rote Farbung: Kollagene Fasern.

In Ergénzung zur Sirius Rot Farbung wurde die Genexpression und der Proteingehalt der
Kollagene-I und Il analysiert.
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3.6.2 Behandlung mit Raloxifen induziert col1 Genexpression neun Wochen nach
TAC

Es konnte weder in den STAC-, noch in den TAC-Gruppen ein Effekt der Ovariektomie auf
col1a2-Genexpressionsebene beobachtet werden. Die TAC-Operation hatte einen nicht
signifikanten Anstieg der col1a2-Genexpression neun Wochen nach TAC zur Folge
(Abbildung 39A).

Die Behandlung mit E2 oder dem ERBA hatte keinen Effekt auf die col1a2-Expression im
Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrolle. Der ERaA verringerte die col1a2-Expression
mit p=0.075 (ANOVA; Post Hoc, Dunnett) mit statistischem Trend. Raloxifen steigerte die
Expression von col1a2 signifikant zur ERaA-Behandlung (ANOVA, Post Hoc, Scheffé). Im
Ubrigen konnte eine héhere col1a2-Genexpression in der Raloxifen-Gruppe verzeichnet

werden, die allerdings nicht das Signifikanzniveau von p<0.05 erreichte (Abbildung 39B).
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Abbildung 39: A: col1a2-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: col1a2-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die col1-Genexpression erhdhte sich nicht signifikant nach TAC-Operation. Die Behandlung mit ERaA reduzierte
die col1-Genexpression (ns.), wahrend die Behandlung diese erhdhte (ns.). ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test:
*p<0.05.

Vergleichbar der col1a2-Genexpression war die col3a1-Expression. Es konnte kein Effekt
der Ovariektomie in den STAC- oder in den TAC-Tieren festgestellt werden. Neun Wochen
nach TAC konnte ein Anstieg in den Placebo-behandelten Gruppen beobachtet werden
(p=0.083, ANOVA, Post Hoc, Scheffé) (Abbildung 40A).

Die Behandlung mit E2 oder ERBA fuhrte zu einer geringeren, aber nicht signifikanten,
col3a1-Expression im Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrolle. Eine Behandlung mit
dem ERaA bewirkte eine signifikant geringere col3a1-Genexpression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Raloxifen hatte keinen Effekt auf die col3a1-Quantitat (Abbildung 40B).
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Abbildung 40: A: col3a1-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: col3a1-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die TAC erhdhte die col3-Genexpression in Placebo-behandelten Tieren (ns.). Die Behandlung mit ERaA
reduzierte die col3-Genexpression signifikant. ANOVA, Post Hoc, Dunnett-Test: #p<0.05,.

3.6.3 Ovariektomie und TAC erhdohten Col1-Proteingehalt, wahrend Behandlung die

Effekte der Ovariektomie neutralisierten

Es konnte in den STAC-Gruppen kein Effekt der Ovariektomie auf den Proteingehalt von
Col1a2 festgestellt werden. In den nicht ovariektomierten konnte nach TAC-Operation ein
héheres Col1a2-Proteinlevel im Vergleich zur nicht ovariektomierten Kontrolle nachgewiesen
werden (p=0.052, ANOVA, Post Hoc, Dunnett). Die ovariektomierten Tiere wiesen einen
signifikant héheren Col1a2-Gehalt auf (Abbildung 41A).

Die Behandlung mit E2, dem ERaA, dem ERBA oder Raloxifen reduzierte den Col1a2-
Proteingehalt im Vergleich zur Kontrolle im Trend. Allerdings waren diese Anderungen nicht
signifikant (Abbildung 41B).
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Abbildung 41: A: colla2-Proteingehalt der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: col1a2-Proteingehalt der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die Ovariektomie erhdhte den Col1a2-Gehalt in TAC-operierten Tieren. Die Behandlung mit E2, ERaA, ERBA und
Raloxifen reduzierte Col1 auf Proteinebene. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: **p<0.01.

Die TAC hatte auf den Kollagen3-Proteinspiegel weder in ovariektomierten, noch in den nicht

ovariektomierten Tieren einen Einfluss (Abbildung 42A).
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Die Behandlung mit E2 oder dem ERPBA reduzierte den Kollagen 3 Proteingehalt nicht
signifikant. Die ERaA-Behandlung bewirkte eine Reduktion an Col3a1-Protein im Vergleich
zur Placebo-behandelten Kontrolle. Eine Behandlung mit Raloxifen zeigte keine

Unterschiede im Vergleich zur Placebo-Behandlung (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: A: Col3a1-Proteingehalt der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: Col3a1- Proteingehalt der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die Behandlung mit ERaA reduzierte den Col3a1 Proteingehalt im Vergleich zu Placebo-behandelten Kontrolle
(ns.). ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: #p<0.05.

3.6.4 Ovariektomie induzierte die Expression der Matrixgene TGFB1, TGFB2 und
CTGF; Behandlung mit E2, dem ERaA und dem ERPBA reduzierte die CTGF-

Genexpression

Die Ovariektomie ohne TAC-Operation, sowie die Induktion von Drucklast in SOVX-Tieren
hatte keinen Einfluss auf die TGFB1- und TGFB2-Expression. In ovariektomierten TAC-
Tieren konnte aber ein signifikanter Anstieg im Vergleich zur ovariektomierten Kontrollgruppe
beobachtet werden. Im Vergleich der TGFB2-Genexpression von der ovariektomierten zu der
nicht ovariektomierten TAC-Gruppe konnte mit p=0.053 ein starker statistischer Trend
verzeichnet werden (Abbildung 43A, Abbildung 44A).

Die Behandlung mit ERBA oder Raloxifen reduzierte im Trend die TGFB1-Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Die starkste Reduktion war in der Raloxifen-behandelten Gruppe zu
verzeichnen (ANOVA, Post Hoc, Dunnett; p=0.067) (Abbildung 43B).

Eine Veranderung der TGFB2-Genexpression in den behandelten Gruppen im Vergleich zu

den nichtbehandelten Tieren konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 44B).
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Abbildung 43: A: TFGB1-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: TGFB1-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

In ovariektomierten Tieren wurde ein signifikanter Anstieg der TGFB1-Genexpression verzeichnet. Raloxifen
vermindert diese (ns.). ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test: *p<0.05.
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Abbildung 44: A: TFGB2-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: TGFB2-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Der Entzug von endogenem Ostrogen induziert eine signifikante TGFR2-Genexpression nach TAC. ANOVA, Post
Hoc, Scheffé-Test: **p<0.01.

Die Ovariektomie hatte in STAC-Gruppen keinen Einfluss auf die Expression von CTGF.
Auch in den nicht ovariektomierten TAC-Tieren konnte keine Anderung im
Genexpressionslevel von CTGF im Vergleich zu STAC-Kontrolle beobachtet werden. Die
ovariektomierten TAC-Tiere zeigten eine signifikante Induktion von CTGF im Vergleich
sowohl zur ovariektomierten STAC-Gruppe, als auch zur nicht ovariektomierten TAC-Gruppe
(Abbildung 45A). Die TGFB1-Genexpression korrelierte ebenso signifikant mit der CTGF-
Expression in den nichtbehandelten Tieren (r=0.595; p=0.000), wie die TGFB2-Expression
(r=0.924; p=0.000) (Graphen nicht gezeigt).

Die Behandlung mit E2, dem ERaA oder dem ERPBA reduzierte die CTGF-Genexpression,
allerdings ohne das statistische Signifikanzniveau von p<0,05 zu erreichen. Die Behandlung
mit Raloxifen hatte keinen Einfluss auf die CTGF-Expression (Abbildung 45B). Auch hier
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zeigte sich eine signifikante Korrelation mit der TGFB1-Genexpression (r=0.278, p=0.049)
und der TGFB2-Expression (r=0.885; p=0.000) (Graphen nicht gezeigt).
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Abbildung 45: A: CTGF-zu-HPRT-Quotient der Placebo-behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-
Operation; B: CTGF-zu-HPRT-Quotient der behandelten Gruppen neun Wochen nach TAC-Operation.

Die CTGF-Genexpression erhohte sich signifikant in Placebo-behandelten, TAC-operierten Tieren. Die
Behandlung mit E2, ERaA oder ERBA reduzierte CTGF-Genexpression. ANOVA, Post Hoc, Scheffé-Test:
*p<0.05, ***p<0.001.
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3.6.5 Ovariektomie und Behandlungen hatten keinen Einfluss auf die MMP- und
TIMP-Genexpression oder den MMP-und TIMP-Proteingehalt neun Wochen
nach TAC

Des Weiteren wurde die Expression der Matrixgene Matrixmetalloproteinase 2 (MMP2)
undTissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinase 1 und 2 (TIMP1 und TIMP2) untersucht.

Sowohl in den Placebo-behandelten, als auch in den mit E2-, den ER-Agonisten oder den mit
Raloxifen behandelten Gruppen konnten keine Unterschiede in der MMP2-Genexpression

festgestellt werden (Tabelle 26).

In den Placebo-behandelten Gruppen konnten keine Unterschiede in der TIMP1-
Genexpression festgestellt werden. Die Expression von TIMP2 war sowohl in der
ovariektomierten STAC-, als auch in der TAC-Gruppe verringert. Allerdings waren diese
Veranderungen nicht signifikant. Auch in den behandelten Gruppen konnten weder in der
TIMP1-, noch in der TIMP2-Genexpression Unterscheide detektiert werden (Tabelle 26).

Tabelle 26: Ubersicht iiber relative MMP2, TIMP1 und TIMP2 Genexpression normalisiert auf HPRT.

Gruppe MMP2/HPRT TIMP1/HPRT TIMP2/HPRT
SOVX+Placebo+STAC 0.74+0.14 0.31+0-10 1.66+0.29
OVX+Placebo+STAC 0.62+0.05 0.21+0.04 1.02+0.15
SOVX+Placebo+TAC 0.70+0.13 0.70+0.25 0.99+0.18
OVX+Placebo+TAC 0.81+0.10 0.84+0.20 0.97+0.10

Gruppe MMP2/HPRT TIMP1/HPRT TIMP2/HPRT
OVX+Placebo+TAC 0.81+0.10 0.84+0.20 0.97+0.10
OVX+E2+TAC 0.67+0.18 0.62+0.16 1.09+0.14
OVX+ERaA+TAC 0.48+0.12 0.55+0.18 1.16+£0.15
OVX+ERBA+TAC 0.61+0.10 0.45+0.09 1.14+0.11
OVX+Raloxifen+TAC 0.58+0.08 1.16+0.35 1.35+£0.18

Der MMP2-Proteingehalt nahm sowohl in den nicht ovariektomierten Tieren, als auch in den
ovariektomierten Tieren ab. Signifikante Veranderungen konnten aber auch hier nicht
verzeichnet werden. Ein Effekt der Ovariektomie konnte weder in den STAC-, noch in den
TAC-Gruppen beobachtet werden. Auch in den behandelten Gruppen konnten keine
Unterschiede in der MMP2 Akkumulation im Gewebe beobachtet werden (Tabelle 27).

Es konnten keine Einflisse der Ovariektomie, der TAC oder der Behandlung auf den MMP9-

Proteingehalt neun Wochen nach TAC-Operation festgestellt werden (Tabelle 27).
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Die Daten der TIMP1-Genexpression konnten auch auf Proteinebene bestatigt werden. Es
wurden keine signifikanten Anderungen, weder in den Placebo-behandelten, noch in den

behandelten Gruppen festgestellt (Tabelle 27).

Tabelle 27: Ubersicht iiber TIMP1 Proteingehalt normalisiert auf B-Actin, sowie MMP2- und MMP9-Gehalt
im Verhaltnis zur Gesamtflache.

Gruppe MMP2 (%Flache) MMP9 (%Flache) TIMP1/g-Actin
SOVX+Placebo+STAC 23.92+5.32 20.67+1.79 0.77+0.14
OVX+Placebo+STAC 26.01+8.47 28.111+4.01 0.87+0.20
SOVX+Placebo+TAC 23.04+4.57 29.39+5.05 0.70+0.16
OVX+Placebo+TAC 22.92+2.10 25.1242.30 0.58+0.04

Gruppe MMP2 (%Flache) MMP9 (%Flache) TIMP1/B-Actin
OVX+Placebo+TAC 22.92+2.10 25.1242.30 0.58+0.04
OVX+E2+TAC 24.51+7.82 28.72+4.18 0.58+0.07
OVX+ERaA+TAC 19.4615.04 25.91+5.35 0.7240.20
OVX+ERBA+TAC 31.1245.76 25.64+3.06 0.70+0.19
OVX+Raloxifen+TAC 24.50+1.84 22.83+3.61 0.61+0.07
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4. Diskussion

In klinischen Studien wurde eine geringere Inzidenz fir das Auftreten kardiovaskularer
Erkrankungen in pramenopausalen Frauen im Vergleich zu gleichalten Mannern beobachtet.
Manner entwickelten zu einem friiheren Zeitpunkt eine HF, als Frauen. Diese Entwicklung
konnte auch in verschiedenen Tiermodellen nachgewiesen werden'® > %" % Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden die Sexualhormone und deren Rezeptoren, insbesondere E2 und die ER,
als wichtige Regulatoren von Genen, die in die Entwicklung einer Myokardhypertrophie

involviert sind, identifiziert® > %1%,

Die Untersuchungen zur Behandlung mit E2 oder ER-Agonisten fiihrten sowohl in klinischen
Studien, als auch im Tierversuch zu kontroversen Ergebnissen. Einige Autoren konnten
protektive Effekte einer Behandlung mit E2 oder ER-Agonisten nachweisen® . In anderen
Studien konnten hingegen keine oder sogar negative Auswirkungen der Behandlung

nachgewiesen werden®” %%,

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von einer Behandlung mit E2, einem ERaA
(16a-LE2), einem ERPA (8B-VE2) und einem SERM (Raloxifen) auf die Entstehung von
Myokardhypertrophie nach pathologischem Stimulus durch Druckbelastung vergleichend

untersucht.

Aus der vorliegenden Literatur ist bekannt, dass Phytodstrogene, wie zum Beispiel das
Isoflavon Genistein eine grofe strukturelle Ahnlichkeit mit Ostrogenen haben und daher auch
als deren Agonisten wirken kénnen. Da Isoflavone im Standardfutter flr Versuchstiere

d103

enthalten sin und der Einfluss dieser Phytodstrogene ausgeschlossen werden sollte,

wurden die Tiere auf einer Genistein-freien Diat gehalten.

4.1 Die Behandlung mit E2 oder 16a-LE2 fihrt zu einer signifikanten

VergroRerung der Uteri

In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Literatur® ® " fiihrte der Entzug des endogenen
Ostrogens zu einer signifikanten Reduktion des Uterusgewichtes. Da der ERB im Uterus

nicht lokalisiert ist'® 1%

, hatte die Behandlung mit 8B-VE2 keinen Einfluss auf das
Uterusgewicht. Auch Raloxifen zeigte, seinen antagonistischen Eigenschaften auf den
Uterus entsprechend, keine Wirkung auf das Uterusgewicht. Die Behandlung mit E2 und
16a-LE2 bewirkte eine signifikante VergroRerung der Uteri im Vergleich sowohl zu den
Placebo-behandelten, als auch zu den nicht ovariektomierten Tieren. Diese Entwicklung ist
auf die agonistische Wirkung beider Substanzen auf den ERa, nicht nur im Herzen, sondern

auch in anderen Organen, zurlckzufUhren. Die verabreichte Dosis an E2 wurde in
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Anlehnung an die Literatur gewahlt®* ™ " um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu

gewahrleisten.

Das Uterusgewicht wurde in der vorliegenden Arbeit als Indikator fur die Wirksamkeit von
Ovariektomie und Behandlung gewahlt, was ein aus der Literatur bekanntes Vorgehen
darstellt” . Tiere, die nicht die erwarteten Verénderungen in Bezug auf das Uterusgewicht

zeigte, wurden aus dem Versuch ausgeschlossen.

4.2 LVM-Berechnung und Validierung anhand des Herzgewichtes

Zur Uberprifung der Qualitdt der echokardiographischen Messungen und den daraus
resultierenden Ergebnissen, wurde die mittels Echokardiographie errechnete LVM mit dem
durch Wiegen bestimmten Herzgewicht (HW) korreliert. Um einen Einfluss von Ovariektomie
oder Behandlung auszuschliefen, wurde die Korrelation mit den nicht-ovariektomierten
schein-TAC- und TAC operierten Tieren durchgeflhrt. In beiden Fallen korrelierten LVM und
HW signifikant miteinander (Vgl. Abbildung 12).

4.3 Verifizierung der Drucklastinduktion

Zur Validierung der Drucklastinduktion wurde der Druckgardient p herangezogen. Nach
Induktion einer Drucklast sollte dieser auf 60 bis 100 mmHG signifikant erhéht sein'®. In der
vorliegenden Arbeit erhdhte sich der Gradient in allen TAC-operierten Tieren unabhangig von
Ovariektomie oder Behandlung (Vgl. Abbildung 14A, B). Es kann daher von einer

erfolgreichen Drucklastinduktion ausgegangen werden.

44 Die Behandlung mit E2 oder 16aLE2 reduziert die
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach TAC

Eine pathologische Hypertrophie und die daraus resultierende HF erhdht das
Mortalitatsrisiko. Klinische Studien zeigten eine geringere Uberlebenszeit der Manner mit
Diagnose HF, im Vergleich zu den Frauen mit vergleichbarer Diagnose'”’. Diese Befunde
werden in verschiedenen Tiermodellen kontrovers diskutiert. Ubereinstimmend mit der hier
vorliegenden Studie zeigten Patten et al.® und van Eickels et al.®, dass E2 bei Ml und TAC
das Uberleben reduziert. Weiterhin wurde in klinischen Studien ein erhdhtes Risiko fir
Thrombosen®’, Brustkrebs® und Gallenblasenerkrankungen® festgestellt. Im Gegensatz

dazu stellten Thireau et al.'®

eine Korrelation des endogenen E2-Spiegels im Blut fest. In der
vorliegenden Arbeit konnte diese Beobachtung nicht bestéatigt werden, da das hdchste post-
operative Uberleben in ovariektomierten Tieren beobachtet wurde. Die nicht ovariektomierten

Tiere, sowie die mit dem ERBA- oder die mit Raloxifen-behandelten Gruppen zeigten eine
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geringere Uberlebensrate. Die Applikation von E2, aber auch dem ER0A, filhrten zu einer
signifikant  verschlechterten Uberlebensrate nach TAC. Nachtragliche postmortale
Untersuchungen konnten keine offensichtlichen kardialen Ursachen zeigen. Allerdings
zeigten die Tiere eine starke VergroRerung der Uteri nach Stimulation mit E2 oder dem
ERaA. Da beide Gruppen eine gute kardiale Funktion zeigten, sind die Ursachen fir die

reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit wahrscheinlich nichtkardialen Ursprungs.

4.5 Entwicklung der Myokardhypertrophie

Die Myokardhypertrophie ist eine Stressantwort des Herzens auf Stimuli, wie zum Beispiel
Bluthochdruck oder Aortenstenose’. Dabei entwickelt sich zundchst eine adaptive
Hypertrophie, die durch eine Verdickung der Wande und einer Verkleinerung des
linksventrikularen Diameters charakterisiert ist. Die kardiale Funktion wird in diesem Stadium
noch nicht vermindert. Dieser Befund konnte in der vorliegenden Arbeit zwei Wochen nach
TAC in nicht ovariektomierten Tieren bestatigt werden. In Ubereinstimmung mit der

64, 65

Literatur entwickelte sich eine Myokardhypertrophie ohne Verlust der systolischen

Funktion. Weibliche Patienten entwickeln im weiteren Verlauf haufig eine HF mit erhaltener

19% 19 Im Unterschied dazu nimmt bei

systolischer und reduzierter diastolischer Funktion
Mannern die linksventrikulare Wanddicke ab, der linke Ventrikel dilatiert und die systolische
Funktion verschlechtert sich'''. Es entwickelt sich eine maladaptive Hypertrophie und im
Folgenden eine HF. Weiterhin zeigen Manner im Vergleich zu Frauen eine beschleunigte
Progression zur HF. Auch im Tiermodell konnte ein Funktionserhalt in weiblichen WT-
Mé&usen verglichen mit den maénnlichen Tieren in SH-Ratten*® beobachtet werden. In
Ubereinstimmung mit der Literatur'> waren auch in der vorliegenden Studie die
ovariektomierten Tiere nicht in der Lage, die Hypertrophie langfristig zu kompensieren und,
wie die Faktorenanalyse belegt, die LV Funktion zu erhalten.

Bisherige Daten®" '"°

sowie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine Induktion der
Hypertrophiemarker ANP, BNP und BMHC, was auf eine Induktion des fétalen
Genprogrammes schlieBen lasst® '°. Dabei konnte eine signifikant héhere Genexpression
von BNP und BMHC der ovariektomierten Tiere gegentber den nicht ovariektomierten Tieren
beobachtet werden. Dementsprechend kann geschlussfolgert werden, dass E2 die
Expression der Hypertrophiemarker reduziert'>. Weiterhin korreliert die Expression der

3. 14 und dem Erhalt der

Hypertrophiemarker mit der Auspragung der Hypertrophie
kontraktilen Reserven'. Auch diese Befunde kénnen mit den vorliegenden Daten bestétigt
werden, da die Genexpression der Hypertrophiemarker positiv mit der linksventrikularen

Masse und negativ mit EF und FS korrelierte.
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In der Entwicklung der Myokardhypertrophie kann sich auf Zellebene in Form einer
Myozytenhypertrophie wiederspiegeln. Die Myozyten weiblicher Individuen sind dabei zu
einer starkeren VergroRerung in der Lage als Myozyten mannlicher Individuen** *°. So

zeigten Tamura et al®®

eine maximale Myozytenhypertrophie von 40% bei weiblichen spontan
hypertensiven und herzinsuffizienten Ratten (spontanous hypertensive and heart failure,
SHHF) im Vergleich zum nicht-hypertrophierten Herzen. Die Myozyten der mannlichen
Herzen vergroferten sich hingegen nur um 12%. Auch in der vorliegenden Arbeit wiesen die
TAC-operierten Tiere eine Myozytenhypertrophie auf. Allerdings konnte keine Unterschiede
in der MyozytengroRe zwischen nicht ovariektomierten und ovariektomierten Tieren
festgestellt werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Applikation von E2 oder dem ERaA vor maladaptiven

t"® und den Verlust der systolischen Funktion reduziert’. Die

Remodeling schitz
Faktorenanalyse zeigte fir diese beiden Gruppen keine signifikante Veranderung der LV
Funktion wahrend des Versuchszeitraumes. Nach Auswertung der echokardiographischen
Daten wurde zwei Wochen nach TAC eine signifikante Verbesserung der EF im Vergleich zu
Placebo-behandelten Tieren beobachtet. Neun Wochen nach TAC war die EF nach E2- oder
ERaA-Behandlung im Vergleich zum zwei Wochen Zeitpunkt reduziert, allerdings weniger
stark, als bei den Placebo-behandelten Kontrolltieren. In der vorliegenden Studie flhrte die
Applikation von E2 oder dem ERaA ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der
Genexpression der Hypertrophiemarker ANP, BNP und BMHC®'. Die Behandlung mit E2
oder dem ER0A konnte somit die Entwicklung der maladaptiven Hypertrophie nicht
verhindern oder hemmen. Allerdings verlangsamte die Behandlung die Progression der

Hypertrophie und verzdgerte den Funktionsverlust.

Die Behandlung mit dem ERBA zeigte weder zwei Wochen noch neun Wochen nach TAC
Unterschiede in LV Masse oder LV Funktion. Des Weiteren unterschied sich die
MyozytengroRe nicht von den Tieren mit Placebo-Behandlung. Diese Daten stehen im

.88 in welcher eine Reduktion der LV Masse sowie ein Erhalt der

Widerspruch zur Literatur
LV Funktion gezeigt wurde. Allerdings handelt es sich hier um Rattenmodelle mit SHR, bzw.
Aldosteron- induzierter Hypertrophie. Die Applikation des ERBA fluhrte aber zu einer
geringeren Expression der Hypertrophiemarker ANP und BMHC sowie zu einer signifikant
geringeren Expression von BNP.

" sowie in einer klinischen Studie

Raloxifen wird in tierexperimentellen Studien®®
(Versuchszeitraum 4 Jahre)* als kardioprotektiv beschrieben. In der hier vorliegenden Arbeit
bewirkte die Behandlung mit Raloxifen zwei Wochen nach TAC eine signifikant verbesserte
EF im Vergleich zur Placebo-behandelte Kontrolle. Im Gegensatz dazu konnten Barrett-

Connor et al®® in einer klinischen Studie zur Wirksamkeit zum Einfluss von Raloxifen auf die
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Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen keine signifikanten Effekte des Raloxifens Gber den
Behandlungszeitraum, von durchschnittlich 5.6 Jahren, nachweisen. In der vorliegenden
Studie konnte neun Wochen nach TAC eine vergleichbar schlechte systolische Funktion und
eine starker ausgepragte Myokardhypertrophie, ahnlich der Placebo-behandelten Gruppe
nachgewiesen werden. Diese Daten werden von der Genexpression der Hypertrophiemarker
gestutzt. Die Applikation von Raloxifen hatte, verglichen mit der Placebo-Gruppe, keine
Effekte auf die Expression von ANP, BNP und BMHC neun Wochen nach TAC.

Die Raloxifen-Behandlung hat im Stadium der adaptiven Hypertrophie funktionserhaltende
Effekte, kann aber die Progression der Hypertrophie und den damit einhergehenden
Funktionsverlust nicht im gleichen MaR beeinflussen, wie die Behandlung mit E2 oder dem
ERaA.

4.6 Umbauprozesse der EZM

Fibrose ist die Akkumulation von kollagenen Fasern, ausgel6st durch einen pathologischen
Stimulus und haufig einhergehend mit einem Ungleichgewicht der Matrixproteine und deren
Regulatoren. Die Folgen sind Anderungen im Metabolismus der Myozyten und der kardialen
Funktion''®. Des Weiteren kann es zu Stérungen der Erregungsleitung der Myozyten?' und
langfristig zur Unterversorgung aufgrund von einer gestdrten Kapillarisierung?® kommen.
Durch diese Effekte hat die Fibrose einen mal3geblichen Anteil an der Entstehung der HF.
Ein Entzug des endogenen E2 fordert die Entstehung der Fibrose einhergehend mit der
Kollagenakkumulation™®. Die Daten der vorliegenden Arbeit stiitzen diesen Befund. Nach
pathologischem Stimulus nahm der Fibrosegehalt des linken Ventrikels in der
ovariektomierten TAC-Gruppe, im Vergleich zur ovariektomierten Kontrolle, signifikant zu
(Abbildung 37). Die starkere Fibrosierung des linken Ventrikels der ovariektomierten Tiere
erklart auch die Funktionseinschrankungen dieser Gruppe. Pedram et al'"’
signifikante Reduktion der Fibrose in WT- und EraKO-, jedoch nicht bei ERBKO-Tieren nach

Behandlung von E2 in einem Modell der Angll-induzierten Hypertrophie. Die Autoren

zeigten eine

schliefen daraus, dass die Fibrose-reduzierenden Prozesse Uber den ERPB vermittelt
werden. Des Weiteren wurde eine Erhéhung des Fibrosegehaltes neun Wochen nach TAC in
ERBKO-Tieren beschrieben®. In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte ein geringerer
Gesamtkollagengehalt der mit dem ERBA, aber auch der mit E2 behandelten Tiere
festgestellt werden. In Widerspruch dazu wurde eine Reduktion der Fibrose auch nach der
Behandlung mit dem ERa-Agonisten beobachtet werden. Die Behandlung mit Raloxifen-
Behandlung zeigte in Bezug auf die Kollagenakkumulation keinen Unterschied zur Kontrolle.

Folglich ist die spezifische Aktivierung beider ER flir das Gleichgewicht der EZM notwendig.
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Es bleibt jedoch ungeklart, ob verschiedene Mechanismen durch die unterschiedlichen

Agonisten induziert werden.

Der Abbau der Kollagene erfolgt Gber die MMPs. Eine verminderte MMP-Aktivitat fordert die
Kollagen-Akkumulation wéahrend der Hypertrophieentwicklung''®'®. Die MMPs und die
TIMPs spielen somit eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Myokardhypertrophie. Eine
Hemmung der MMPs kann nicht nur {ber die TIMPs, sondern auch (iber TFGB erfolgen®.
Die TGFB-Isoformen zahlen zu den Wachstumsfaktoren und werden in der ersten
Stressantwort induziert. Beispielsweise induziert TGFB unter anderem CTGF. Wahrend der
Entwicklung einer Myokardhypertrophie kommt es sowohl zu einer Induktion der TGFf3-
Isoformen, als auch von CTGF'?"'%_ In dieser Arbeit zeigten die ovariektomierten TAC-
operierten Tiere eine signifikante Induktion der TGFB1-, TGFB2- und CTGF-Genexpression
im Vergleich zur ovariektomierten Kontrolle. In den nicht ovariektomierten Tieren hingegen
konnte keine Induktion der TGFB-Isoformen oder des CTGF nachgewiesen werden.
Daneben zeigten die ERBA-behandelten Tiere eine nicht signifikant geringere Expression der
TGFB-Isoformen und eine Inhibierung von CTGF. Die Raloxifen-Applikation fihrte zu einer
geringeren Expression von TGFB1 und TGFB2. Im Gegensatz dazu wurde eine, zu den
Placebo-behandelten Tieren vergleichbar hohe, CTGF-Genexpression verzeichnet. Eine
mogliche Erklarung ware, dass TGF nicht nur CTGF induziert, sondern auch durch CTGF

gehemmt werden kann®" .

Sowohl die Ergebnisse der Placebo-behandelten Tiere, als auch die Behandlungen mit E2
oder den spezifischen ER-Agonisten lassen auf eine hemmende Wirkung von Ostrogen auf
die Expression von TGFB und CTGF schlielen. Ein mdglicher zugrundeliegender
Mechanismus stellt die Aktivierung der Rho-Kinase durch RhoA dar'®* '®. Die Rho-Kinase
stimuliert sowohl TGFB als auch CTGF'#* ' und kann sowohl durch eine E2-Behandlung,
als auch durch Applikation des spezifischen ERB-Agonisten Diarylpropoionitril (DPN) inhibiert

werden'?2,

In der vorliegenden Studie zeigten sich weder in den Placebo-behandelten, noch in den
behandelten Tieren signifikante Unterschiede in der MMP2-Genexpression oder auf MMP2-
und MMP9-Proteinebene. Die Genexpression von TIMP1 und TIMP2 war nicht verandert.
Die MMPs kénnten durch eine Aktivierung der TGFB-Isoformen gehemmt werden®® 2" 127,

Wie bereits beschrieben wurde TGFf3 neun Wochen nach TAC induziert.

In der vorliegenden Studie konnten nur geringe Effekte auf den MMP2 und MMP9
Proteingehalt gezeigt werden. Auch TIMP1 und TIMP2 zeigten keine Effekte zum Zeitpunkt
neun Wochen nach TAC. Eine Hemmung der MMPs durch TGFB ist aus der Literatur
bekannt®® #’. Weiterhin zeigte sich eine Ubereinstimmung der Daten mit den von Nagatomo

et al'® gewonnen Erkenntnissen. Die Autoren verzeichneten hier durch zymographische
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Untersuchungen in einem PO-Modell einen Anstieg der MMP- und TIMP-Aktivitat in einem
akuten Stadium der pathologischen Stimulation. Die Aktivitaten waren in der chronischen
Phase jedoch wieder auf das Niveau der Kontrollgruppe reduziert'®. In Patienten mit AS
wurde eine signifikante Genexpression der Kollagene 1 und 3 sowie von MMP2 und MMP9
in Mannern beobachtet. In Frauen konnten diese Effekte nicht verzeichnet werden. Die
Autoren schlielfen daher auf unterschiedliche regulatorische Mechanismen in der Matrix
Synthese'®. Bezugnehmend auf die Daten der vorliegenden Arbeit stellt der TGF-

Signaltransduktionsweg einen Anhaltspunkt fir das geschlechtsspezifische Remodeling dar.

Weiterhin wurden in SHR-Modellen eine Induktion der MMP2-Aktivitdt im Stadium der
dekompensierten Hypertrophie verzeichnet''® "°. Auch in einem Modell von chronischer
Volumenbelastung zeigte sich ein signifikant héherer TIMP2-zu-MMP2- und TIMP1-zu-
MMP9-Quotient in ovariektomierten Ratten. Diese Veranderungen konnten durch eine
Behandlung mit E2 aufgebhoben werden®. Die unterschiedlichen Beobachtungen in der
Regulation der MMPs und TIMPs in der chronischen Myokardhypertrophie lassen auf eine
Abhangigkeit vom pathologischen Stimulus und dem Modell schlieRen. Somit sind Effekte zu

einem friheren Zeitpunkt nicht ausgeschlossen. Der Mechanismus bleibt zunachst ungeklart.

4.7 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurden der Einfluss von E2, einem ERaA (16a-LE2), einem ERBA (8B.VE2)
und einem SERM (Raloxifen) auf die drucklastinduzierte Hypertrophie im Tiermodell

untersucht.

Basierend auf den Beobachtungen der Faktoranalyse kann davon ausgegangen werden,
dass eine myokardiale Dekompensation durch eine kontinuierliche Hypertrophie innerhalb
der ersten zwei Wochen vollstandig kompensiert werden kann. Bei anhaltendem
pathologischem Stimulus, kommt es zu einer zunehmenden Dekompensation, wie sie neun

Wochen nach TAC zu beobachten ist.

Die transversale Aortenkonstriktion induzierte in allen Tieren eine LV Hypertrophie. Der
Entzug des endogenen Ostrogens bewirkte dabei bereits zwei Wochen nach TAC eine
Reduktion der LV Funktion, wahrend die Tiere mit intakter ovarieller Funktion erst neun
Wochen nach TAC eine Verminderung der EF zeigten. Weiterhin bewirkte der Entzug des

endogenen Ostrogens neun Wochen nach TAC die Entstehung einer Fibrose.

Die Daten dieser Arbeit lassen auf einen protektiven Einfluss des ERa in der Entwicklung der
Myokardhypertrophie und in der Progression zur Dysfunktion schlielen. Die protektive
Wirkung von E2, bzw. ERa-Agonisten ist in der adaptiven Phase der Hypertrophie gegeben.

Die Behandlung mit E2 und 16a-LE2 verzdgert die Entwicklung von der adaptiven zur
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maladaptiven Hypertrophie. Raloxifen ist ebenso in der Lage die Entstehung einer
Dysfunktion zu verzégern, jedoch in einem geringeren Ausmafy als E2 und 16a-LE2.
Allerdings kann die Behandlung mit E2, dem ERoA oder Raloxifen die Entwicklung einer
maladaptiven Hypertrophie lediglich verzégern und die Daten lassen auf eine weitere
Reduktion der Behandlungseffekte mit fortschreitender pathologischer Entwicklung
schlief3en.

Ferner begunstigen die E2- und die ERaA-Behandlung die Krebsentstehung in Brust und
Uterus® und erhdhten die Mortalitatsrate in der vorliegenden Arbeit und in der Literatur® ™.
Beide Substanzen waren daher im durchgefihrten Tiermodell zur Behandlung nicht
geeignet. Die Applikation des ERB-Agonisten fiihrte neun Wochen nach TAC lediglich zu
einer geringen Verminderung der Kollagenakkumulation. Eine schitzende Wirkung vor
Hypertrophie oder Dysfunktion konnte weder zwei noch neun Wochen nach TAC

nachgewiesen werden.

Die histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurden zum Zeitpunkt neun
Wochen nach TAC-Operation durchgefiihrt. Eine Vervollstandigung dieser Daten zu einem

Zeitpunkt der adaptiven Hypertrophie wiirde diese Studie sinnvoll erganzen.

4.8 Limitationen der Arbeit

Es wurden CS57BI/6J Inzuchtmause der Firma Harlan Winkelmann verwendet. Trotz der
Inzucht gab es individuelle Reaktionen der Tiere auf die Interventionen und Behandlungen,
die sich in der Standardabweichung bemerkbar machen kénnen und die statistische Power

beeinflussen.

Der Versuchszeitraum wurde auf neun Wochen festgelegt, da in vorangegangen Studien zu
diesem Zeitpunkt eine manifestierte myokardiale Hypertrophie beobachtet werden konnte®.
Weiterhin wurden in verschiedenen Publikationen der Einfluss der Behandlungen mit E2 oder

ER-spezifischen Agonisten zu friiheren Zeitpunkten gewahit” & %

, als in der vorliegenden
Studie. Fokus dieser Studie war es, den Einfluss der Behandlungen auf die chronische

Druckbelastung zu untersuchen.

Die eingesetzten Release-Pellets, sowie die applizierten Konzentrationen wurden aus der
vorhandenen Literatur entnommen, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewiahrleisten® 7" 7% 7088 90 Der ERBA 8B-VE2 wurde bisher in Rattenmodellen eingesetzt’"
8 und in diesen per subkutane Injektion verabreicht. Fiir die Substanz ist die Applikation mit
Release-Pellets moglicherweise weniger gut geeignet, da sie als metabolisch weniger stabil
beschrieben wurde’™. Eine Alternative zum Einsatz von 8B-VE2 stellt der neuere ERp-

spezifische Agonist DPN dar.
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Mannliche Individuen entwickeln haufig eine HF mit einer systolischen Dysfunktion. Im
Gegensatz dazu ist die HF bei weiblichen Individuen oftmals durch einen Erhalt der
systolischen und einen Verlust der diastolischen Funktion charakterisiert. Die diastolische
Funktion kann mit den in dieser Arbeit durchgefihrten Methoden nicht bestimmt werden.
Daher war die Feststellung einer HF in dieser Arbeit nicht mdglich, es konnten lediglich

Hinweise, die fiur eine HF mit diastolischer Dysfunktion sprechen, festgestellt werden.

Bei der Faktoranalyse werden die untersuchten Faktoren aufgrund des Modeldesigns als
unabhangig voneinander betrachtet (nicht Kkorreliert). Ein Zusammenhang zwischen
Hypertrophie und Funktion ist biologisch gesehen aber unumstritten. Die Faktorenanalyse
stoldt hier als statistisches Modell an seine Grenzen. Dennoch eignet sie sich fur die
Untersuchung des Einflusses von E2, den ERa- und ERB-Agonisten und Raloxifen auf die
Adaptation des Herzens und die Progression der Myokardhypertrophie nach Druckbelastung

sehr gut.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten der Einfluss der Ovariektomie und die Behandlung mit E2,
einem selektiven ERa-Agonisten (16a-LE2), einem selektiven ERB-Agonisten (83-VE2) und
einem SERM (Raloxifen) auf die Umbauprozesse bei der Entstehung einer
Myokardhypertrophie untersucht werden. Die Hypertrophie in weiblichen C57BI/6J Mausen
wurde durch eine transversale Aortenkonstriktion (TAC) induziert. Hierbei handelt es sich um

eine anerkannte Methode fir das Modell der drucklastinduzierten Hypertrophie.

Die Drucklastinduktion verringerte das postoperative Uberleben im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Das beste Uberleben nach TAC war in den ovariektomierten Placebo-
behandelten Tieren zu verzeichnen. Die Behandlung mit 83-VE2 oder Raloxifen fuhrte zu
keinen signifikanten Unterschieden in der Uberlebensrate im Vergleich zur Kontroligruppe.
Die Behandlung mit E2 und 16aLE2 reduzierte die Uberlebensrate signifikant im Vergleich

zur unbehandelten Kontrollgruppe.

Die Auspragung einer kompensatorischen Hypertrophie sowie die Progression zur
myokardialen Dekompensation wurden durch Ovariektomie und unterschiedliche
Ostrogenbehandlungen in spezifischer Art und Weise modifiziert. Sowohl nicht
ovariektomierte, als auch die ovariektomierten Tiere entwickelten im Versuchszeitraum eine
signifikante linksventrikulare Hypertrophie sowie eine signifikante linksventrikulare
Dysfunktion. Die Entwicklung der linksventrikularen Hypertrophie wurde vor allem bis zum
Zeitpunkt zwei Wochen post-TAC beobachtet. Die nichtovariektomierten Tiere sowie die
Gruppen mit E2-, 16a-LE2- und Raloxifen-Behandlung konnten die LV Funktion zu diesem
Zeitpunkt gegenlber den ovariektomierten Placebo-behandelten TAC-Tieren erhalten. Die
Reduktion der LV Funktion nach Behandlung mit dem 8B-VE2 war vergleichbar mit der
Placebo-Behandlung in den ovariektomierten TAC-Tieren. Neun Wochen nach TAC
reduzierte sich die LV Funktion in den ovariektomierten Tieren weiter. Auch die nicht-
ovariektomierte Gruppe sowie die Raloxifen-behandelten Tiere zeigten hier eine
Verminderung der LV Funktion. Die E2- und 16a-LE2-Behandlung reduzierte die Funktion
neun Wochen nach TAC ebenfalls, allerdings weniger stark. Die Genexpressionsanalysen
der Hypertrophiemarker ANP, BNP und BMHC korrelierten negativ mit der reduzierten
Funktion. Des Weiteren wurde gezeigt, dass das endogene Ostrogen und die Behandlung
mit E2, 16aLE2 und 8B-VE2 eine Verminderung der Fibrose sowie eine Reduktion der TGF{-

und CTGF-Genexpression bewirkten.

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen eine beschleunigte Progression der
ovariektomierten Tiere zur maladaptiven Hypertrophie. Das endogene Ostrogen, aber auch

die Raloxifen-Behandlung zeigten protektive Effekte im Funktionserhalt zum Zeitpunkt zwei
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Wochen nach TAC, konnten aber mit fortschreitendem Krankheitsverlauf die Progression der
Hypertrophieentwicklung und dem damit einhergehenden Funktionsverlust nicht mehr
kompensieren. Die Behandlung mit E2 oder 16a-LE2 verzégerte den Verlust der
linksventrikularen Funktion. Beide Substanzen flihrten aufgrund von agonistischen Effekten
auf den ERa im Uterus zu einer Veranderung des Uterusgewebes und erhohten die
Mortalitatsrate signifikant. Die Effekte der Behandlung mit 83-VE2 waren, im Vergleich zu

den anderen Interventionen, deutlich geringer ausgepragt.
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6. Summary

The aim of this study was to investigate the influence of ovariectomy (OVX) and the
treatment with 17B-estradiol (E2), a selective ERa agonist (16a-LE2), a selective ERf
agonist (8B-VE2) and the selective estrogen receptor modulator (SERM) Raloxifene on the
remodeling process during the development of MH. Hypertrophy was induced in female
C57BIl/6J mice by transverse aortic constriction (TAC), an accepted model for pressure

overload-induced hypertrophy.

Pressure overload decreased postoperative survival rate compared with control animals. The
best survival was observed in the Placebo-treated group. Treatment with 8B-VE2 or
Raloxifen did not significantly affect survival rate compared to the control group. The
treatment with E2 or 16a-LE2 reduced survival rate significantly versus Placebo-treated

animals.

The development of compensatory hypertrophy and the progression to myocardial
decompensation was modified by ovariectomy and hormone treatment in a different manner.
Both ovariectomized and sham-ovariectomized animals developed a significant left
ventricular hypertrophy and a leftventricular dysfunction during the experiment. The
progression to left ventricular hypertrophy was particularly observed till the time point two
weeks after TAC. The sham-OVX (SOVX) animals, as well as the E2-, 16a-LE2- and
Raloxifene-treated animals’ maintained cardiac function compared to the Placebo-treated
OVX-group. The treatment with 8B-VE2 reduced the ejection fraction (EF) similarly to the
ovariectomized Placebo-treated group. Nine weeks after TAC there was a further reduction in
the EF of the OVX+Placebo-treated mice. Additionally, the EF decreased in the
SOVX+Placebo- and Raloxifene-treated animals. The treatment with E2 or 16a-LE2 reduced
the EF nine weeks after TAC as well; however, in a smaller degree than the treatments with
Placebo, 83-VE2 and Raloxifene. Analyzing the gene expression of the hypertrophic markers
ANP, BNP und BMHC showed negative correlation to cardiac function. Furthermore, the
treatment with E2, 16a-LE2, and 8B-VE2 diminished the development of fibrosis and reduced
the TGFB and CTGF gene expression.

The data of the current study show an accelerated progression to maladaptive hypertrophy in
the OVX+Placebo-animals. Endogenous estrogen and Raloxifene treatment had protective
effects on cardiac function two weeks after TAC, but they did not compensate for the
development of MH and the loss of cardiac function after nine weeks of TAC. The treatment
with E2 and 16a-LE2 was able to maintain cardiac function for a longer period. However both

of these substances induced changes in the uterus through to agonistic effects on ERa and
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Summary

significantly increased the mortality rate after TAC. The effects of 8B-VE2 treatment were

less comparable to the other pharmacologic interventions.
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