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Zusammenfassung

Geschlechterunterschiede (GU) bei Myokardhypertrophie (MH) wurden bereits auf Sexu-
alhormone wie Ostrogen (E2) zuruickgefuhrt. Ziel dieser Arbeit ist die weitere Charakteri-
sierung von GU und der Rolle Ostrogens in der Regulation von Gen- und Proteinexpres-

sion im Energiemetabolismus bei MH.

Dazu wurden Schlisselregulatoren des Fettsduremetabolismus wie der Peroxisomen
Proliferierende Aktivierte Rezeptor a (PPARa), PPARy Ko-Aktivator 1a (PGC-1a) und
PPARB/®, sowie Glukosemetabolismus, Atmungskettenkomplexe und antioxidative En-
zyme in einem Mausmodell drucklast-induzierter linksventrikularer Hypertrophie analy-
siert. Vor Beginn dieser Studie war eine transversale Aortenkonstriktion (TAC) oder eine
Schein-OP (Sham) in weiblichen, méannlichen und ovarektomierten Mausen (OVX) durch-
gefuhrt worden. Die Tiere waren entweder mit phytotstrogenfreiem (Placebo) oder E2-
angereichertem Futter ernahrt worden. Die Organe waren nach vier Wochen entnommen
und bis zur Verwendung bei minus 80°C gelagert worden. Die Analyse der relativen Gen-

und Proteinexpression erfolgte mittels RT-PCR und Western Blot.

Die TAC induzierte eine MH, die E2-Behandlung reduzierte die MH in allen drei TAC-
Gruppen. In Weibchen blieb die Ejektionsfraktion (EF) unveréandert. In den mannlichen
und OVX-Tieren filhrte die TAC zur signifikanten EF-Reduktion (p<0.05). Die E2-
Behandlung verhinderte diese EF-Verminderung.

In Weibchen waren PPARa und PGC-1a nach TAC-Induktion unverandert exprimiert. In
den mannlichen und OVX-Tieren war die Expression von PPARa und PGC-1a, sowie
mehrerer Zielgene signifikant vermindert. Die E2-Behandlung fihrte zum Erhalt einer sig-
nifikant héheren Expression dieser Regulatoren in mannlichen und OVX-TAC-Tieren im
Vergleich zur Placebobehandlung (p<0.05).

Die PPAR/6-Expression war nach TAC-Induktion ausschlielich in den Weibchen ver-
mindert. Unter E2-Behandlung war keine Reduktion der PPARB/d-Genexpression zu ver-
zeichnen. Weiterhin war eine Reduktion mehrerer PPARB/5-Zielgene in den weiblichen

TAC-Tieren zu beobachten.

Die TAC fuhrte zur Reduktion der Glukosetransporter 1 und 4 in Mannchen und Weib-
chen.

Eine TAC-assoziierte Steigerung der Atmungskettenkomplex-Untereinheiten ND1 und
COX3 wurde ausschlie3lich in mannlichen Tieren beobachtet und war unter E2-

Behandlung nicht zu verzeichnen.




Signifikante TAC-induzierte oxidative Proteinschadigungen zeigten sich ausschlieflich in

den placebobehandelten Mannchen.

Die vorliegenden Ergebnisse beschreiben einen Energiestoffwechsel bei kompensierter
MH und bestétigen die bereits beschriebene MH-induzierte Herabregulation des Fettséu-
remetabolismus. Diese scheint jedoch unterschiedlich vermittelt zu werden. Die EF-
Reduktion in Mannchen und OVX ist assoziiert mit einer wahrscheinlich PPARa- und
PGC-1a-vermittelten Reduktion des Fettsdurestoffwechsels. E2 beugt diesem Prozess
vor. In Weibchen fuhrte TAC bei stabiler EF zur PPARB/6-Verminderung. Dies spricht fur
ein gunstigeres MH-Stadium. E2 hemmt die PPARB/d-Senkung in weiblichen Tieren.
Diese Befunde sprechen fir das Vorliegen E2-vermittelter GU in der Regulation des
Fettsdurestoffwechsels bei drucklast-induzierter MH.
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Abstract

The decline of mitochondrial metabolism is a common feature of the hypertrophied heart.
Oestrogen (E2) has previously been suggested to mediate sex differences preserving mi-
tochondrial metabolism in myocardial hypertrophy. This study aims to describe the role of

E2 in gene expression of mitochondrial metabolism in the hypertrophied heart.

Key regulators of fatty acid metabolism (peroxisome proliferator-activated receptor a
(PPARQ), PPARYy coactivator 1 alpha (PGC-1a) and PPARB/3) and glucose metabolism,
mitochondrial respiratory chain complexes and antioxidative enzymes were analysed in a
murine model of pressure overload-induced left ventricular hypertrophy (LVH). Prior to the
analysis, female, male and ovariectomised (OVX) female mice aged nine weeks had been
subjected to transverse aortic constriction (TAC) or sham surgery (sham) and fed with
phytooestrogen-free (placebo) or E2-enriched food. Organs had been harvested after
week four. Relative gene and protein expression were measured by RT-PCR and western

blot, respectively, in left ventricle whole cell lysates.

TAC induced LVH, and E2 reduced LVH in all groups. In female mice, ejection fraction
(EF) remained stable. In placebo male and OVX mice, TAC significantly decreased EF.
E2 treatment prevented the EF decline.

The expression of PPARa and PGC-1a remained stable in females but was significantly
reduced in male and OVX mice. Several PPARa target genes were downregulated ac-
cordingly in males and OVX. E2 treatment preserved a significantly higher expression of

these genes in males and OVX.

TAC induced a reduction in glucose transporters 1 and 4 in both males and females.
In males only, TAC was associated with an increase in ND1 and COX3, subunits of res-
piratory chain complex IV. Under E2 treatment, no changes were observed.

Furthermore, TAC induced significant oxidative protein damage in males only.

Our results are consistent with an energy metabolism of compensated LVH and suggest
that TAC-induced changes in fatty acid metabolism occur in both females and males, but
are mediated differently. In male and OVX animals, the decline of EF is associated with a
decrease in PPARa and PGC-1a. In females, no reduction in EF occurred, indicating a
more favourable stage of LVH. LVH in female mice is associated with a decrease of
PPARP/®.

In males and OVX, E2 prevents EF decline and preserves PPARa/PGC1-a expression. In

females, E2 prevents TAC-induced PPARPB/S decrease. These findings emphasise sex
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differences and a major role of E2 in the regulation of mitochondrial metabolism in TAC-

induced LVH in both males and females.
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1 Einleitung

1.1  Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz

Linksventrikulare Myokardhypertrophie (LVH) ist ein Kompensationsmechanismus des
Herzens, der bei langfristig erhohter Arbeitslast zur Aufrechterhaltung eines adaquaten
Herzminutenvolumens beitragt. Dennoch gilt sie als Risikofaktor fur die Entstehung von
Herzinsuffizienz (heart failure, HF)'. HF ist ein komplexes klinisches Syndrom, welches
sich sowohl in Form von Dyspnoe, Ermidungserscheinungen, pulmonalen und peripheren
Odemen, als auch Nykturie manifestieren kann?. Es resultiert aus strukturellen oder
funktionellen Stérungen der ventrikularen Fillung oder des Blutauswurfs. Dabei ist
derjenige prozentuale Anteil des enddiastolischen linksventrikularen Volumens, welcher in
den Kreislauf ausgeworfen wird, als Ejektionsfraktion (EF) definiert. HF kann mit Bezug
auf die EF in 2 Formen unterteilt werden: die HF mit reduzierter EF (HFrEF) liegt vor bei
einer EF <40%. Bei der zweiten Form handelt es sich um die HF mit erhaltener EF
(HFpEF)?, teilweise auch als HF mit normaler EF bezeichnet (HFNEF)®. Eine Chronisch
erhohte Drucklast, wie zum Beispiel durch eine Aortenklappenstenose (AS) oder
Hypertonie induziert, fuhrt durch die Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie zur
Erhohung der linksventrikularen Masse (LVM). Die dauerhaft erhohte Druckbelastung des
linken Ventrikels zahlt zu den haufigsten Ursachen der HF*. Weitere Risikofaktoren der
HF sind Diabetes mellitus, Metabolisches Syndrom und Artherosklerose. Darlber hinaus
konnen strukturelle Anomalien des Herzens in Form von Kardiomyopathien
unterschiedlicher Genese zu HF filhren®.

Mit einer Pravalenz von 1-2% zahlt HF zu den haufigsten kardiovaskularen Erkrankungen
westlicher Lander®. Trotz bedeutender therapeutischer Fortschritte ist Herzinsuffizienz mit

einer deutlich verringerten Lebenserwartung und Lebensqualitit assoziiert®.

1.2  Geschlechterunterschiede bei Myokardhypertrophie

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die weltweit haufigste Todesursache bei Mannern
und Frauen’. Mé&nner entwickeln Herzkreislauferkrankungen einschlieRlich HF im
Durchschnitt in einem jiingeren Alter als Frauen®. Laut der Framingham Herzstudie ist die
Prognose nach dem Einsetzen der Herzinsuffizienz bei Frauen deutlich giinstiger als bei
Mé&nnern®. Dariiber hinaus unterscheiden sich HF-Patienten und -Patientinnen in ihrem
Risikofaktorprofil. So stellt arterielle Hypertonie bei Frauen ein grol3eres attributives Risiko
fur die Entwicklung von HF als bei Mannern dar'. Weiterhin stellen bei Frauen Adipositas,
Diabetes und eine gestorte Glukosetoleranz im Vergleich zu Mannern ein erhéhtes Risiko

fur HF dar und filhren zu starkeren Stoffwechselstérungen'. Dagegen sind bei
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mannlichen Patienten koronare Herzkrankheiten und dilatative Kardiomyopathien als
Hauptrisikofaktoren beschrieben®™. Frauen entwickeln bei langzeitig erhohter Drucklast
tberwiegend eine HF mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF), die eine gunstigere Form
der LVH darstellt'>. Bei Mannern uberwiegt die HF mit reduzierter EF (HFrEF)™. Diese
stellt jedoch bei Manifestation der Myokardhypertrophie einen grof3eren Risikofaktor fir
weibliche Betroffene dar'®. Dennoch ist auch die HFpEF bei Frauen eine schwere
Erkrankung, fir die es noch keine Standardtherapie gibt.

Bei Patienten und Patientinnen mit diagnostizierter Aortenklappenstenose (AS), spielt die
erhohte Nachlast eine zentrale Rolle fur die Myokardhypertrophie- und HF-Genese.
Untersuchungen zur Hypertrophie-Entwicklung bei Patienten mit AS im Alter von
mindestens 60 Jahren wiesen auf deutliche Unterschiede im Geschlechtervergleich hin.
Demnach wiesen weibliche Herzen mit AS eine eher adaptive, konzentrische Form der
MH auf, wohingegen mannliche Herzen starker zur maladaptiven, exzentrischen MH mit
Dilatation des linken Ventrikels tendierten'**®.

Die oben angefuhrten Beispiele fir kardiovaskulare Geschlecheterunterschiede (GU)
weisen auf die Tragweite geschlechtsspezifischer Pathomechanismen hin. Die
zugrundeliegenden biologischen und molekularen Prozesse werden noch nicht
ausreichend verstanden, um geeignete neue Therapiekonzepte zu etablieren. Diese
Prozesse konnten durch Ostrogen und Ostrogenrezeptoren vermittelt werden®®. Aus
diesem Grund liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit in der Untersuchung von
Stoffwechselwegen, die durch Ostrogen und die entsprechenden Rezeptoren beeinflusst

werden.

1.3  Ostrogen und Ostrogenrezeptoren

1.3.1 Wirkungswege des Steroidhormons Ostrogen

Die biologischen Funktionen des Hormons 17-B-Ostradiol werden unter anderem durch
die klassischen Ostrogenrezeptoren ERa und ERB Ubermittelt. Diese gehéren zur Familie
nukledrer Steroidhormonrezeptoren, welche als liganden-abhéngige Transkriptions-
faktoren agieren'’. Beide Rezeptoren bestehen aus den Doméanen A bis F, wobei die
Domanen A/B die gréRten strukturellen Unterschiede aufweisen'®. Nach passivem
Durchtritt durch die Plasmamembran lagert sich E2 an einen ER an. Dadurch wird die
Bildung von Homo- oder Heterodimeren der ER’s und deren Bewegung in den Nukleus
induziert'®. Dort erfolgt die Bindung Ostrogen-responsiver Elemente (ERE) der Zielgene
und somit die Initierung der Transkription®. Andererseits kann der Hormon-Rezeptor-
Komplex auch durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren indirekt die Transkription

von Genen stimulieren (Abbildung 1.1).




Neben diesem klassischen genomischen Wirkmechanismus Uber nukledre Rezeptoren
wurden fur Ostrogen auch schnelle, nicht genomische Effekte, welche Uber
membranstindige klassische Ostrogenrezeptoren® oder iiber nicht-klassische G-Protein-
gekoppelte Ostrogenrezeptoren (GPER) vermittelt werden®, beschrieben. Weiterhin
konnte eine Lokalisation von Ostrogenrezeptoren in den Mitochondrien nachgewiesen
werden®,

E2

GPR30

\ ErR E2
Nicht-genomische
Effekte S

| Direkt
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~— Transkritionsfaktor
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Abbildzling 1.1: Genomische und nicht-genomische Ostrogenwirkungen, adaptiert von Meldrum
(2007)".

1.3.2 Einfluss von Ostrogen auf die Myokardhypertrophie

Eine Vielzahl von Studien weist darauf hin, dass die Geschlechtshormone Ostrogen und
Testosteron und ihre Rezeptoren mafgeblich zur unterschiedlichen Ausprdgung von
Herzkreislauferkrankungen bei Frauen und Mannern beitragen®. Weiterhin zeigen
Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen, dass GU in der MH-Auspragung durch
E2 vermittelt werden. In einer Studie an ovarektomierten (OVX-) Mausen mit hypertropher
obstruktiver Kardiomyopathie wurde durch die E2-Behandlung die diastolische
Herzfunktion deutlich verbessert®™. In einer weiteren Studie wurde die Ejektionsfraktion
(EF) in OVX-Ratten mit hypertonie-induzierter MH durch die Behandlung mit einem ERa-
Agonisten signifikant gesteigert®®. In OVX-Méausen mit zweiwdchiger drucklast-induzierter
MH-Entwicklung flihrte eine E2-Behandlung zur signifikanten Reduktion von Fibrose und
Hypertrophie und zu signifikant hdéheren EF-Werten im  Vergleich  zur
Placebobehandlung?’. Auch eine Angiotensin-induzierte MH-Entwicklung in OVX-Mausen
wurde durch eine E2-Behandlung gehemmt®. Weiterhin wiesen transgene weibliche
Mause mit einer Deletion im ERa-Gen (ERaKO) eine E2-vermittelte Verminderung der
MH-Entwicklung auf. Dagegen fiihrte die E2-Behandlung in weiblichen ERBKO-Tieren im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht zur Hemmung der MH-Entwicklung®. Eine weitere
Studie zeigte, dass eine transversale Aortenkonstriktion (TAC) in weiblichen Mausen mit
ERaKO zu einer dhnlich starken MH-Auspréagung fiihrte wie in weiblichen WT*. Dagegen

fuhrte die Deletion von ERB (ERBKO) zu verstarkter MH weiblicher Herzen. Die MH bei
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WT-TAC-Mannchen wies keine signifikanten Unterschiede zu jener bei TAC-Mannchen
mit ERa- oder ERB-Deletion auf®. ERB scheint unterschiedliche Effekte bei weiblichen und
mannlichen TAC-Mausen zu vermitteln. Bei Weibchen wurde eine ERPB-vermittelte
Hemmung der MH-Entwicklung beobachtet. Dagegen beglnstigte ERB bei Mannchen
eine verstarkte MH-Entwicklung mit vermehrter Fibrosierung®®. In beiden Geschlechtern
fanden sich nach ERB-Deletion jedoch eine erhthte Myozytenhypertrophie und Apoptose-
Rate. Dies zeigt, dass vor allem in weiblichen Individuen die Progression der
Myokardhypertrophie wahrscheinlich durch ERB glnstig beeinflusst wird.

Diese Studien weisen darauf hin, dass die Ostrogenrezeptoren und E2 eine zentrale Rolle
in der Vermittlung von GU in der MH-Entwicklung spielen. Neben den ERB- und ERa-
vermittelten Einflissen Ostrogens auf die MH finden sich zahlreiche Hinweise fur E2-
Wirkungen auf den mitochondrialen Energiestoffwechsel. Insbesondere die Bedeutung
von GU im Energiemetabolismus wurde in der Pathogenese von MH und HF

16,29

hervorgehoben und ist aktueller Forschungsgegenstand.

1.4  Der Energiestoffwechsel bei Myokardhypertrophie und die Rolle Ostrogens

Das Herz hat einen sehr grollen Energiebedarf, jedoch nur geringe
Energiespeicherkapazitaten®. Daraus folgt ein enormes Energieproduktionsvermégen. Im
Normalzustand stellen Fettsauren (FA) neben Glukose die Hauptsubstrate (Abbildung 1.2)
der Energiegewinnung in Myozyten gesunder Herzen erwachsener Saugetiere dar®'. 60-
90% des myokardialen ATP entstammt der Fettsaureoxidation (FAO), wéhrend 10-40%
auf die Oxidation von Glukose und Laktat in der Glykolyse zuriickzufiihren sind®.

Der Grofdteil der Glykolyse findet im Zytosol statt. Glukosemolekile werden dabei tber
Proteine wie die Glukosetransporter Typ 1 (Glutl) und 4 (Glut4) in die Zelle importiert. Im
nachsten Schritt erfolgt die Phosphorylierung des Glukosemolekiils durch die Hexokinase
(HK). Die HK gehort neben der Phosphofruktokinase (PFK) und der Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH) zu den Schlisselenzymen, welche die geschwindigkeits-
bestimmenden Schritte der Glykolyse katalysieren®. Dabei erfolgt ihr letzter Schritt, die

Bildung von Acetat durch die PDH, sowie die gesamte FAO im Mitochondrium3>%,
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Abbildung 1.2 Darstellung der Hauptsubstratwege des mitochondrialen Metabolismus und der ATP-
Synthese, adaptiert von Finck und Kelly (2007)**. OMM = auRere Mitochondrienmembran; IMM = innere
Mitochondrienmembran; CPT = Carnitin-Palmitoyl-Transferase; TCA = Tricarbonsaure, Zitronensaure; ETK =
Elektronentransportkette.

Das in beiden Stoffwechselwegen entstehende Acetyl-CoA wird dem mitochondrialen
Zitratzyklus zugefuhrt. Im Zitratzyklus und in der FAO entstehen durch Bindung
energiereicher Elektronen die reduzierten Formen der Reduktionsédquivalente
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinucleotid (FADH,). Die
Elektronen werden schliel3lich auf die Elektronentransportkette (ETK) Ubertragen, an der
eine Folge von Reduktions- und Oxidationsreaktionen stattfindet. Die hierdurch
mobilisierte Energie dient dem Pumpen von Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den
Intermembranraum. Die Energie des dadurch aufrechterhaltenen Gradienten dient der
FO/F1-ATP-Synthase zur ATP-Produktion. Das generierte ATP dient als Energiesubstrat
fir die energieabhéngigen zellularen Prozesse wie lonentransport, Kalziumhomdostase

und Myozytenkontraktion®.

1.4.1 Mitochondriale Atmungskette bei MH und die Rolle Ostrogens

Die mitochondriale Elektronentransportkette (ETK) ist direkt an der ATP-Produktion
beteiligt (Abbildung 1.3). Sie besteht aus einer Reihe von Metalloproteinen, welche an der
inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind und die Komplexe | bis IV bilden. Die
Biogenese der ETK-Komplexe geht zu einem grof3en Anteil von der nuklearen DNA
(nDNA) aus. Es werden jedoch 13 Untereinheiten von Atmungskettenkomplexen von der
mitochondrialen DNA (mtDNA) kodiert®.
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Abbildung 1.3: Darstellung der Komponenten der Elektronentransportkette37.

Viele Daten zu kongenitalen ETK-Defekten belegten die zentrale Rolle der ETK innerhalb
des zellularen Energiehaushalts®.

Das Verhalten einzelner ETK-Komponenten bei Herzinsuffizienz oder Hypertrophie wurde
in verschiedenen Modellen beschrieben. Die dazugehdrigen Daten sind jedoch teilweise
widerspruchlich.  Fur insuffiziente Herzen wurden reduzierte Aktivitaiten der
Atmungskettenkomplexe | bis IV beschrieben®. Weiterhin zeigten sich in hypertrophierten
Rattenherzen eine Reduktion der Proteinexpression von Untereinheiten der Komplexe |l
und V, wahrend die Untereinheiten der Komplexe I, lll und IV eine Erhéhung der
Proteinexpression aufwiesen*. Andererseits zeigten Studien, dass in druckbelasteten
Herzen ohne Anzeichen von HF keine signifikante Verminderung der
Atmungskettenaktivitaten stattfand®*.

Die Datenlage zum Einfluss von E2 auf die ETK im gesunden sowie im druckbelasteten
Myokard ist begrenzt. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass E2-Rezeptoren auch
intramitochondrial lokalisiert sind®®. Nilsen et al. wiesen éstrogene Wirkungen auf die ETK
im Gehirn von OVX-Ratten nach. Demnach zeigte sich infolge einer Ostrogenbehandlung
eine Steigerung der Proteinexpression und Aktivitdt der Cytochrom-c-Oxidase-
Untereinheiten COX | bis 1V, sowie die Expression der ATP-F1-Synthase-Untereinheiten

alpha und beta®.

1.4.2 Regulation der ETK-Synthese und die Rolle Ostrogens

Die Biogenese der mitochondrialen ETK wird durch mehrere metabolische Regulatoren
koordiniert. Dazu zahlen die nuclear respiratory factors (NRF’'s 1 und 2)*. Die NRF'’s
fuhren zur Aktivierung der Transkription der Mehrheit der Gene von Untereinheiten, aus
denen sich die fiinf Komplexe der ETK zusammensetzen*. Daneben wirken NRF-1 und -
2 als Stimulatoren der mtDNA-vermittelten ETK-Biogenese, indem sie die Transkription
des mitochondrialen Transkritionsfaktors A (Tfam) anregen®. Tfam gilt als wichtiger

Transkriptionsfaktor der mtDNA und reguliert gemeinsam mit  weiteren
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Transkriptionsfaktoren wie TFB1M und TFB2M die Biogenese der insgesamt 13
mitochondrial kodierten Untereinheiten der ETK-Komplexe®. Abbildung 1.4 stellt die auf
der mtDNA lokalisierten Gene schematisch dar.

‘omplex |
‘omplex I
‘omplex IV

‘omplex V

Abbildung 1.4: Das mitochondriale Genom*®. Die Abbildung zeigt die Lokalisation von 13 mRNA, 2 rRNA
(12s und 16s) und 21tRNA kodierenden Genen. Die mRNA kodierenden Gene sind farblich den
entsprechenden Atmungskettenkomplexen zugeordnet. Py, Promotor fiir die Transkription des schweren
Stranges; P, Promotor fiir die Transkription des leichten Stranges.

E2-Wirkungen auf die Regulatoren der ETK-Synthese konnten Mattingly und Kollegen
aufzeigen. Sie wiesen nach, dass E2 in weiblichen humanen MCF-7-Zellkulturen die NRF-
1-Transkriptionsrate steigerte und dies mit erhOhter mitochondrialer Biogenese
einherging®’. Neben der NRF-1-Transkription waren auch jene von Tfam und die mtDNA-
Replikation nach E2-Behandlung gesteigert. Dieser Effekt wurde nach Ausschaltung von
NRF-1 nicht mehr beobachtet. Dies weist daraufhin, dass E2 in der Regulation der

mtDNA-vermittelten ETK-Biogenese vornehmlich tiber NRF-1 agiert®’.

1.4.3 Der Fettsaurestoffwechsel

Wie oben beschrieben stellen Fettsduren (FA) die Hauptenergiequelle des Herzens unter
Normalbedingungen dar. Der FA-transport und -abbau wird durch eine Vielzahl an
Transportern und Enzymen kontrolliert. Der Import langkettiger Fettsduren in die Zelle
wird durch Fettsauretransporter wie CD36 gesteuert*®. Daraufhin findet eine Veresterung
mit Coenzym A (CoA) statt. Anschlie@end kdnnen die FA zur FAO in Mitochondrien
beférdert werden. Dieser Prozess erfordert im Falle langkettiger FA die Carnitin-
Palmitoyltransferasen (CPT's). CPT1 erzeugt dabei aus Carnitin und Acyl-CoA Acyl-
Carnitin, welches daraufhin Uber die Carnitin-Acylcarnitin-Translocase in die
mitochondriale Matrix Uberfuhrt wird*®. Hier katalysiert CPT2 die Reaktion von Acyl-
Carnitin zu Carnitin und Acyl-CoA>® zur weiteren Prozessierung der FA im Rahmen der B-
Oxidation. Je nach Lange der FA beteiligen sich verschiedene Dehydrogenasen an der
Degradierung der FA-Ketten. Dazu gehdren die Medium Chain Acyl CoA Dehyrogenase
(MCAD), Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase (LCAD) und Very Long Chain Acyl-CoA

Dehydrogenase (VLCAD). Die auf diese Weise sukzessiv gewonnenen




Reduktionsaquivalente NADH und FADH2 leiten die energiereichen Elektronen an die
ETK weiter. Das verbleibende Acetyl-CoA wird dem Zitratzyklus zugefuhrt (siehe
Abbildung 1.5). Neben der B-Oxidation innerhalb der mitochondrialen Matrix findet auch
eine peroxisomale FAO statt. Der reaktionsgeschwindigkeitsbestimmende Schritt dieses
Stoffwechselwegs ist die Oxidierung von Acyl-CoA durch die Acyl-CoA-Oxidase (ACOX)
zu 2-Trans-Enoyl-CoA mit Reduktion FAD zu FADH,. Nebenprodukt dieser Reaktion ist
Wasserstoffperoxid (H,0,)".

extrazelluldr

intrazellulér

Gcan)

Enoyl-CoA <— FADH,
C NAD*
NADH
TCA
Acetyl-CoA e Cycle

Mitochondrium

NAD+
Q NADH P -
Astyiican. == |
& _4

Abbildung 1.5 Schematische Ubersicht  des mitochondrialen und peroxisomalen
Fettsduremetabolismus.

1.4.4 Regulation des Fettsaurestoffwechsels und die Rolle Ostrogens

Die Regulation der Transkription im Fettsdurestoffwechsel wird maf3geblich durch die
Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARa, PPARB/S, PPARY), die zur Familie
der ligandenaktivierten nukledren Rezeptoren gehéren, bestimmt®. Alle PPAR-Typen
lassen sich durch FA aktivieren und binden in Form eines Heterodimers mit dem Retinoid-
X-Rezeptor (RXR) das entsprechende responsive Element (PPRE)>. Dieses PPRE
befindet sich in Promoter-Regionen von Zielgenen, die in Prozesse des FA-Metabolismus
wie peroxisomale und mitochondriale B-Oxidation involviert sind®’. Die PPAR-Isoformen
sind unterschiedlich auf die Gewebe verteilt und verschieden stark angereichert™. PPARa
ist hauptsachlich in Herz, Leber, Niere und Skelettmuskel exprimiert55. Zu den PPARa-
Zielgenen in der FAO zahlen unter anderem CD36, CPT-1°° und CPT-2°, MCAD®,
LCAD*, ACOX-1% und die Entkopplungsproteine (UCP’s) 2 und 3°°!. PPARB/® wird
ubiquitar exprimiert und ist im Herzen und zahlreichen anderen Geweben in hohen
Mengen vorhanden>. Seine Wirkungen auf den Fettsauremetabolismus sind denen von
PPARa &hnlich®. So uberlappen die Zielgenspektren beider nukledren Rezeptoren
deutlich®®. Auch PPARy koordiniert Fettsdureimport und —abbau, ist vermehrt im

Fettgewebe reprasentiert und in geringerem Ausmag im Herzmuskel®.




Als wichtiger Ko-Aktivator der PPAR's gilt der peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1a (PGC-1a ®, firr den eine zentrale Bedeutung in der Regulation der
myokardialen Lipidhomdostase beschrieben wurde. Daruber hinaus initiiert PGC-1a durch
Stimulation der NRF-Transkription die Biogenese von Untereinheiten der ETK-
Komplexe®. Die héchste PGC-1a-Expression findet sich im Herzmuskel und in braunem
Fettgewebe®.

Daten zu E2-Wirkungen und Geschlechterunterschieden (GU) in der Regulation des
Fettsdurestoffwechsels bei MH sind kaum vorhanden. Die Existenz ¢strogen-responsiver
Elemente (ERE) in den Genen aller drei PPAR-Isoformen weist auf einen mdglichen
Einfluss des Ostrogens auf die FAO-Regulation hin®. In einem PPARaKO-Modell wurde
die Relevanz von Ostrogen und GU innerhalo des Fettsauremetabolismus
hervorgehoben: CPT-1-Hemmung fihrte zu hepatischer und kardialer Lipidakkumulation
und in 100% der mannlichen Tiere zum Tod, wahrend nur 25% der Weibchen verstarben.
Eine vorausgegangene E2-Behandlung konnte die gesteigerte Mortalitdt der M&nnchen
signifikant verringern®®. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Ovarektomie zur Reduktion
der PPARy-Proteinexpression in Aortengewebe fiihrte, wahrend eine E2-Behandlung die
Proteinexpression erhdhte. Die E2-vermittelte PPARy-Steigerung war dabei vasoprotektiv,
da sie zu einer signifikant verminderten Belastung durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) fiuhrte und die durch Ovarektomie gestdrte vasodilatatorische Endothelfunktion

signifikant verbesserte®.

1.4.5 Metabolische Verdnderungen bei Hypertrophie

Bei MH liegt ein modulierter Energiestoffwechsel vor*®. Ein Anhaltspunkt in der
Erforschung der Ursachen einer mechanischen Dysfunktion des Herzens ist daher die
Theorie eines kardialen Energiemangels®*. Demnach (ibersteigt der myokardiale Bedarf
an ATP bei chronisch erhdhter Arbeitslast die Kapazitat, ATP zur Verfigung zu stellen.
Daraus folgt eine gestorte mechanische Herzfunktion und ein Fortschreiten der MH zur
HF ®°. Weiterhin wurde ein Wechsel der Substratpréaferenzen mehrfach als metabolisches
Charakteristikum der HF beschrieben’. So findet sich im kardialen Stoffwechsel bei HF
haufig eine Reduktion der FAO bei gesteigerter Glukoseoxidation.

In diesem Zusammenhang wurde vielfach vom Wechsel der Substratpraferenzen von FA
hin zu Glukose bei Hypertrophie und HF berichtet’. Bislang wird kontrovers diskutiert, ob
dieser Prozess als giinstig oder maladaptiv zu bewerten ist”>. Dem Schliisselregulator
PGC-1a wird eine wichtige Rolle im Prozess der metabolischen Umstrukturierung
zugeschrieben, da bei MH und HF héaufig eine Minderung der PGC-1a-Expression
beobachtet wurde (siehe Abbildung 1.6). Dabei wirkt sich diese lber eine gedrosselte
PPAR-Aktivierung® auf die FAO aus. Weiterhin fiihrt der PGC-1a-Mangel iiber die NRF-




Tfam-Achse zur Reduktion der ETK-Kapazitat”®. Ob die MH-assoziierten Veranderungen
des Stoffwechsels Geschlechterunterschiede aufweisen und .inwieweit diese durch
Ostrogen vermittelt werden, ist bislang unzureichend geklart.
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Abbildung 1.6 Signaltransduktioswege von PGC-1a, adaptiert von Finck und Kelly (2007)**. OXPHOS =
oxidative Phosphorylierung. Dieses Schema zeigt die Stoffwechselwirkungen von PGC-1a-induzierten
Koregulatoren in kardialen Myozyten. Uber die PPARs stimuliert PGC-1a die FAO. Durch die PGC- 1a-
vermittelte Aktivierung von estrogen related receptors (engl.,, ERRs) und NRF-1 wird indirekt die Oxphos
durch Erhdhung der Expression von ETK-Komponenten gesteigert. Gleichzeitig inhibieren die ERRs uber eine
PDH-Herabregulation die Glukoseoxidation. Bei Hypertrophie und Herzinsuffizienz ist die PGC-1a -Expression
vermindert und die oben genannten Effekte sind auf den Energiemetabolismus reduziert.

1.5 Antioxidative Enzyme bei MH und die Rolle des Ostrogens

Eine Reihe von Studien weist auf die Bedeutung von oxidativem Stress in der HF-
Pathogenese hin***°. Dieser ist dadurch charakterisiert, dass reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) uber das physiologische Mal3 hinaus akkumulieren. Die uberméafllige ROS-
Anreicherung fuhrt zu zahlreichen pathologischen Veranderungen, die auch bei HF
vorzufinden sind (siehe Abbildung 1.7). Dazu zdhlen Kardiomyozytenhypertrophie,
Fibroseentwicklung, Zelltod durch Nekrose und Apoptose’, sowie mtDNA-Schadigung mit
daraus resultierender Stérung der ETK-Synthese und mitochondrialer Dysfunktion*. Es
wird angenommen, dass die ETK selbst zu den Hauptquellen der ROS z&hlt”. Daher
bedarf es funktionstiichtiger antioxidativer Systeme, um die ROS-Produktion in einem

physiologischen Gleichgewicht zu halten.
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Abbildung 1.7: Uberblick tiber die mitochondriale ROS-Produktion; adaptiert von Murphy, 2009°®. ETK
= Elektronentransportkette; ROS = Reaktive Sauerstoffspezies; mtDNA = mitochondriale DNA; IMM = innere
Mitochondrienmembran; OMM = &ufiere Mitochondrienmembran.

Superoxiddismutasen sind maf3geblich an der antioxidativen Kapazitat des Myokards
beteiligt. Es sind 3 SOD-Isoformen bekannt, die sich auch in ihrer Lokalisation
unterscheiden. SOD1: intrazellular’’, SOD2: mitochondrial, SOD3: extrazellulare’®. Von
besonderer Bedeutung ist die mitochondrial vorkommende Isoform SOD2, auf welche
90% der SOD-Aktivitat der Kardiomyozyten zuriickzufiihren sind”®. SOD’s katalysieren die
Reaktion des schadlichen hdchst reaktiven Superoxidradikals (O,), das zum Beispiel an
der ETK generiert wurde, zu Wasserstoffperoxid (H,0,)*. Ein weiteres ROS-
detoxifizierendes Enzym ist die Aldehyd-Dehydrogenase 2 (ALDHZ2). ALDH2 dient der
Metabolisierung reaktiver Aldyhyde wie 4-Hydroxy-Trans-2-Nonenal (4-HNE), die bei
Reaktionen von Hydroxylradikalen (OH") entstehen und bei Hypertrophie zur Schadigung
mitochondrialer Proteine beitragen®. Es konnte fir Kardiomyozytenkulturen gezeigt
werden, dass eine a-Liponsaure-vermittelte ALDH2-Aktivierung durch die Senkung der
ROS-Last und der Apoptose-Rate kardioprotektive Effekte bei Hypoxie und
Reoxygenierung vermittelt®™®. Weiterhin wurde die Reduktion ischdmischer Schéaden in
Rattenherzen um bis zu 60% durch die Administration des ALDH2-Agonisten Alda-1
beschrieben®. Auch Entkopplungsproteinen (UCP's) werden ROS-mindernde Effekte
zugeschrieben. Eine ihrer Funktionen besteht darin, die ETK als wesentliche Quelle fur
Superoxide®® zu entkoppeln®. Dabei werden durch die ETK in den mitochondrialen
Intermembranraum gepumpte Protonen an der ATP-Synthase vorbei in die mitochondriale
Matrix  zurtickgefuhrt (siehe Abbildung 1.3). Dies senkt die Triebkraft des
Protonengradienten und das Potenzial Uber der inneren Mitochondrienmembran, was
schlieRlich zu einer geringeren Superoxidproduktion fiihrt®.

Ostrogene Effekte auf die Expression von SOD2 und anderen antioxidativen Enzymen
wurden bereits beschrieben®™. Es wurde gezeigt, dass die SOD2-Expression in

hepatischen Mitochondrien weiblicher Ratten deutlich héher war, als die von mannlichen
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Tieren®. Deutliche GU fanden sich in der ALDH2-Aktivitit von Rattenherzen®’. Wahrend
eine hohere Aktivitat bei Weibchen kardioprotektiv unter Ischamie- und Reperfusions-
bedingungen wirkte, wurde bei Mannchen ein signifikant grof3eres Infarktareal
nachgewiesen. Durch E2-Behandlung der Mannchen liel3 sich die Grol3e des Infarktareals
reduzieren. OVX-Weibchen wiesen eine geringere ALDH2-Aktivitat und ein grof3eres
Infarktareal als nicht-OVX-Tiere auf. Ob es bei MH GU in der Gen- und
Proteinexpression antioxidativer Enzyme gibt und welche Bedeutung E2 dabei spielt,
kann aufgrund bis dato fehlender Untersuchungen nicht konkretisiert werden.

1.6 Ziele und Fragestellung

Das Ziel dieser Studie war es, Geschlechterunterschiede (GU) im mitochondrialen
Metabolismus des Myokards wunter physiologischen Bedingungen und Dbei
Myokardhypertrophie zu identifizieren.

Weiterhin sollte der Einfluss des Ostrogens auf die Auspragung moglicher GU im
mitochondrialen Metabolismus Uberprift werden.

Die Studie wurde dabei unter folgenden Fragestellungen durchgeftihrt:

1. Gibt es Geschlechterunterschiede in der Gen- und Proteinexpression des
mitochondrialen Metabolismus des linksventrikularen Myokards unter:

a) physiologischen und

b) pathologischen Bedingungen linksventikularer Hypertrophie (LVH)?

2. Sind diesbeziiglich eventuell auftretende Geschlechterunterschiede E2-vermittelt?
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2 Material

2.1 Gewebe

Fur die Expressionsanalysen dieses Projekts wurde jeweils der linke Ventrikel von
weiblichen und mannlichen M&ausen des Stammes C57BI6 der Art mus musculus
herangezogen. Die Mause wurden bereits im Vorfeld der vorliegenden Arbeit je nach
Gruppe einer transversalen Aortenkonstriktion oder Scheinoperation und / oder
Ovarektomie unterzogen und entsprechend mit Phytodstrogen-freiem Futter mit oder
ohne Ostrogenanreicherung behandelt (siehe Punkt 3.1). Zu Beginn des Projekts lag das

Alter der Tiere zwischen neun und zehn Wochen.

2.2 Chemikalien und Fertigreagenzien

Substanz Firma

Albuminstandard 2 mg/mL Pierce (Rockford, IL, USA)

APS Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
BCA Pierce (Rockford, IL, USA)
Chloroform/ Trichlormethan Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Complete Protease Inhibitor Cocktalil Roche (Mannheim, Deutschland)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
ECL Biozym Biotech (Wien, Osterreich)
Entwickler Agfa Healthcare NV (Mortsel, Belgium)
Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland)
Fixierer Agfa Geveart AG (Diubendorf, Schweiz)
Glycin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

High capacity cDNA Reverse Transcription _ .
Applied Biosystems (CA, USA)

Kit

IGE PAL Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Phostop Roche (Mannheim, Deutschland)
Ponceau S-Solution Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
2-Propanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Milchpulver Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
NaF Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
NaCl Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Natrium-Deoxycholat Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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Naz;VO3

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

RNase Away

Molecular BioProducts (San Diego, CA,
USA)

RNase Inhibitor

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

RNAZzol B/RNABee

Tell Test Inc. (Friendswood, TX, USA)

Rotiload Gelladepuffer, reduzierend

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

SDS Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
SYBRGreen Applied Biosystems (CA, USA)

Temed Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Tris Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Tween 20 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

2.3  Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Blocking Reagenz

5% Magermilchpulver in 1XTBS-T Puffer

Elektrophoresepuffer

25mM Tris

250mM Glycin
3,5mM SDS
Proteinlysis Puffer 50mM Tris, pH 7,5

150mM NacCl

Ripa-Puffer IGE-PAL CA-630
10% Na-
Deoxycholat

1x Phostop

1x Complete Protease Inhibitor Cocktail

1mM NaF

1mM NaszVO;

Stripping Puffer

25mM Glycin

3,5mM SDS

pH 2 mit Schwefelsdure (37%) eingestellt

TBS-T Puffer

137mM NaCl

20mM Tris

0,1% Tween 20 (v/v)

Transferpuffer

193,7mM Glycin

25mM Tris

20%
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Trenngelpuffer

1,5M Tris, pH 8,8

Sammelgelpuffer

1M Tris, pH 6,8

SDS-Acrylamidgele

Trenngel (8%, 10%, 12%)

Tris (pH 8,8);10% SDS;10% APS;
10%Temed

Sammelgel (4%)

Tris (pH 6,8); 10%SDS; 10% APS; 10%

Temed;

2.4  Gerate
Gerat Firma
Abzug Kottermann (Uetze, Deutschland)

Blotting-System

Biostep (Jahnsdorf, Deutschland)

Chemilumineszenz-Scanner Curix 60

Agfa (Kéln, Deutschland)

Elektrophorese-System

Biostep (Jahnsdorf, Deutschland)

Homogenisator Fast Prep FP 120

Thermo Savant Thermo Inc. (USA)

Hybridisierungsofen

Bachofer (ReuTLingen, Deutschland)

Magnetrihrer

Bibby Scientific (Staffordshire, Vereinigtes
Konigreich)

Master Cycler Gradient

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Multipipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Spektrophotometer Nanodrop Technologies (Wilmington, USA)
Pipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipettierhilfe

Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)

Power Supply

Amersham Pharmacia Biotech (NJ, USA)

Prazisionswaage

Kern und Sohn (Balingen, Deutschland)

SDS-Gelsystem

BioRad (Hercules, CA, USA)

Reinstwasseranlage

Hartmann (Hainichen, Deutschland)

Rocking Platform

Biometra (Gottingen, Deutschland)

7300 Real Time PCR System

Applied Biosystems (CA, USA)

SchitTLer IKA Vibrax VXR

Janke und Kunkel (Staufen, Deutschland)

SDS-Gelsystem

BioRad (Hercules, CA, USA)

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge Mini Star Silverline

VWR international (Radnor, Pennsylvania,
USA)

Tischzentrifuge Poly Labo

Tomy Kogyo CO. (Tokyo, Japan)

Vortex Genie 2

Scientific Industries (New York, USA)
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Vortexer Reax 2000

Heidolph (Schwabach, Deutschland)

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge 5417 R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

25 Software

Name

Firma

ND-1000 V3.5.2

Nanodrop Technologies (Wilmington, USA)

ABI 7300 Software

Applied Biosystems (CA, USA)

Image J - Bildanalyse Software Image J

Microsoft Office 2010 Microsoft (USA)

BCA- Microplate Manager BioRad (Hercules, CA, USA)
SPSS Statistics 20 IBM

2.6  Sonstiges

Sonstige Verbrauchsmaterialien

Medical X-Ray Film

Fujifilm Europe (Dusseldorf, Deutschland)

Combitips

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorfreaktionsgefalle (1,5ml; 2,0ml)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Falconréhrchen

BD Biosciences (Erembodegem, Belgium)

Kunststoffpipettenspitzen

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Kunststoffpipettenspitzen mit Filter

Biozym (Hess. Oldendorf, Deutschland)

Lysing Matrix D tubes

QBIOgene (Heidelberg, Deutschland)

Mikrotiterplatten Rotilabo

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Nitrozellulose, Hybond-ECL

Amersham Biosciences (NJ, USA)

PCR-Reaktionsgefal3e (0,2ml)

Applied Biosystems (CA, USA)

96-Lochplatten

Applied Biosystems (CA, USA)

Serologische Rotilabo Pipetten

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Enzyme

MultiScribe Reverse Transcriptase

Applied Biosystems (CA, USA)

Taq Polymerase

Applied Biosystems (CA, USA)

Molekulare Marker

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Pierce (Rockford, IL, USA)

Kommerzielle Kit-Systeme

BCA protein assy Kit

Pierce (Rockford, IL, USA)

ECL Detektionskit

Amersham Biosciences, (NJ, USA)
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High capacity cDNA Reverse Transcription

Kit

Applied Biosystems (CA, USA)

2.7 Oligonukleotide (Primer)

Die hier aufgefuihrten Primerpaare wurden von den Firmen BioTeZ und Thermo Scientific,

Karlsruhe, Deutschland synthetisiert.

Identifizierung

Primer 5' — 3

AmplifikaTLange

HPRT Forward

GCTTTC CCT GGT TAAGCA GTACA

HPRT Reverse

ACACTT CGAGAG GTCCTTTTC AC

78

PGC1a Forward GAA AGG GCC AAA CAG AGA GA 63
PGC1a Reverse GTA AAT CAC ACG GCG CTCTT

COX5a Forward GTC AGC CTC AGC CAG TGC 143
COX5a Reverse TAG CAG CGA ATG GAA CAG AC

COX7A2 Forward TAT TTG CCA CAC CAA CCA AA 114
COX7A2 Reverse TCA GGT GGA AAC CAT CAG C

ATP5K Forward TCA GGT CTC TCC ACT CAT CAAGT 132
ATP5K Reverse TTCTTT TCC TCC GCT GTC AT

Tfam Forward AGG GAG CTA CCA GGA GCA GA 108
Tfam Reverse TGACTT GGAGTTAGCTGCTCTTT

Glut 1 Forward TTG TTG TAG AGC GAG CTG GA 164
Glut 1 Reverse TTC AAA GAA GGC CAC AAA GC

Glut 4 Forward GTC GGG TTT CCA GCA GAT 136
Glut 4 Reverse GGC ATT GAT AAC CCC AAT GT

PFKm Forward TTG AGG AACCCTTCACCATT 60
PFK Reverse TCT TCT GCA CCA GAT GTT CAA

NRF 1 Forward AGC ACCTTT GGA GAATGT GGT 163
NRF 1 Reverse TGG GAT AAA TGC CCG AAG CTG

HK 2 Forward TTCACCTTCTCCTTCCCT TG 68
HK 2 Reverse CCCTTT GTC CAC TTG AGG AG

GAPDH Forward ATG GTG AAG GTC GGT GTG A 84
GAPDH Reverse AAT CTC CAC TTT GCC ACT GC

ND1 Forward AGC CTG ACC CAT CAT AGC CAT AA 85
ND1 Reverse TTCTCC TTC TGT CAG GTC GAA

COX3 Forward TAG CCT CGT ACC AAC ACA CAT GA 66

COX3 Reverse

AGT GGT GAAATT CCT GTT GGA
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18S rRNA Forward CCT GAG AAA CGG CTA CCA CAT 121

18S rRNA Reverse TTC CAATTA CAG GGC CTC GA

GAPDH Forward TCA AGA AGG TGG TGA AGC AG 116

GAPDH Reverse CAT CGA AGG TGG AAG AGT GG

PPAR y Forward TTC AGAAGT GCCTTGCTG TG 130

PPAR y Reverse TCAGCAGACTCT GGG TTC AG

PPAR a Forward CAG GGT ACC ACT ACG GAG TTC AC 101

PPAR a Reverse GCA GCT CCG ATC ACA CTT GTC

PPAR® Forward AAG ACA AAC CCA CGG TAA AGG 103

PPARJ Reverse CAT GACTGACCCCCACTTG

CPT-1 Forward GCA TAA ACG CAG AGCATT CC 117

CPT-1 Reverse AGT GTC CAT CCT CTG AGT AGC C

CPT-2 Forward CCA AAG AAG CAG CGATGG 94

CPT-2 Reverse TAG AGC TCA GGC AGG GTG A

LCAD Forward GCT TAT GAATGT GTG CAACTCC 81

LCAD Reverse CCG AGC ATC CACGTA AGC

MCAD Forward CAG ATTTTC GGA GGC TAT GGATT 219

MCAD Reverse ACG AGC TAT GAT CAG CCT CTG AA

CD36 Forward CCTCTGACATTT GCAGGT CCAT 133

CD36 Reverse AAA CAG TGG TTG TCT GGG TTC TG

ACOX-1 Forward TTC TCA CAG CAG TGG GAT TC 132

ACOX-1 Reverse CCC GAC TGAACCTGG TCATA

2.8  Antikorper

Identifizierung Verdunnungsfaktor Lésungsmittel Hersteller
Priméare Antikdrper

PGC 1a 1:1000 5% Magermilch Abcam

ALDH2 1:400 3% Magermilch Santa Cruz

OXPHOS 1:1000 1% Magermilch Abcam

SOD2 1:1000 5% Magermilch Santa Cruz

PPAR a 1:200 1,5% Magermilch Santa Cruz

PPAR B 1:200 1,5% Magermilch Santa Cruz

4-HNE 1:500 1,5% Magermilch Abcam

ERB 1:1500 5% Magermilch Acris

ER a 1:750 3% Magermilch Santa Cruz
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Sekundare Antikdrper

Donkey anti goat 1:10000 5% BR Santa Cruz
Donkey anti rabbit 1:10000 5% Magermilch Dianova
Goat anti mouse 1:5000 1% Magermilch Santa Cruz
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3 Methoden

3.1 Studiendesign

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente basieren auf Tierversuchen,
die gemalR § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes nach Erteilung der Genehmigung zur
Vornahme von Versuchen an lebenden Wirbeltieren fir das Versuchsvorhaben G0027/11
durchgefihrt wurden. Die Genehmigung erfolgte durch das Landesamt fir Gesundheit

und Soziales Berlin.

Die vorliegende Arbeit ist Teilprojekt einer Studie zum Einfluss von E2 und ER[B auf den
kardialen Metabolismus und die mitochondriale Respiration bei MH. Sie basiert auf
Expressionsstudien von Genen, Enzymen und Proteinen, die an Kkardialen
Stoffwechselwegen beteiligt sind. Die Gruppeneinteilung und die Tierzahlen sind Tabelle

3.1 zu entnehmen.

Tabelle 3.1: Tiergruppen

Nummer Tiergruppe Anzahl der Tiere
1 Placebo Sham ménnlich 10
2 E2 Sham mannlich 8
3 Placebo TAC mannlich 8
4 E2 TAC mannlich 9
5 Placebo Sham weiblich 8
6 E2 Sham weiblich 7
7 Placebo TAC weiblich 8
8 E2 TAC weiblich 10
9 OVX Sham Placebo weiblich 10
10 OVX Sham E2 weiblich 10
11 OVX TAC Placebo weiblich 8
12 OVX TAC E2 weiblich 11

Von diesen Tierzahlen abweichende Probenzahlen (n) in den Abbildungen des
Ergebnisteils sind auf Fehler in der Versuchsdurchfihrung, wie einzelne Pipettierfehler,
Probenkontamination, Blot-Unreinheiten zurtickzufiihren. Die dazugehdrigen Messwerte

wurden folglich als unverwertbar eingestuft und ausgeschlossen.

Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten phytotstrogenfreies Futter. Dieses wurde als
Placebo (Plac) definiert. Die E2-Behandlung erfolgte durch Anreicherung der
phytodstrogenfreien Nahrung mit 4,32mg 17B-Ostradiolbenzoat (E2) pro kg Futter. Es

wurde eine mittlere Futteraufnahme von 3 mg pro Tier festgestellt, mit einer erwarteten
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taglichen E2-Zufuhr von etwa 159ug/Tier/Tag ®. Die E2-Behandlung wurde in den
entsprechenden Gruppen eine Woche vor Induktion der transversalen Aortenkonstriktion
(TAC) initiiert. Weiterhin wurden wdchentliche echokardiographische Untersuchungen und
Gewichtskontrollen durchgefuhrt.

Die OVX-Gruppen wurden zwei Wochen vor TAC-Operation einer Ovarektomie
unterzogen. Vier Wochen nach TAC-Induktion wurden die Herzen und weitere Organe
sowie Blutproben entnommen. Ein Teil des Gewebes wurde zur Messung der
mitochondrialen Funktion verwendet. Der Grof3teil des Myokardgewebes wurde bis zur
weiteren  Verwendung fir die im  Folgenden prasentiete Gen- und

Proteinexpressionsstudie bei -80°C gelagert.

Die folgende Abbildung 3.8 gibt den Zusammenhang zwischen den in der vorliegenden
Arbeit thematisierten Stoffwechselanalysen im Rahmen des Gesamtprojektes zur
Untersuchung der Rolle myokardialer Mitochondrien bei drucklastinduzierter
Myokardhypertrophie wieder. Vier Wochen nach TAC-Induktion wurden die Organe
entnommen und Messungen der kardialen Mitochondrienfunktion ex vivo durchgefihrt
(Diese Daten werden in dieser Arbeit nicht dargestellt). Die Resultate der darauffolgenden

Gen- und Proteinexpressionsanalysen sind im Ergebnisteil zusammengestellt.

E2
OVX Behandlung TAC Organentnahme
i l/ l Echo und Gewichtskontrolle \L
1

| = i ] tin Wochen
-2 -1 0 4

A. carotis com. sin. Messungender PCR &

A. subclavia sin. Mitochondrienfunktion
Truncus brachiocephalicus Afcus 5ortae Western Blot
i, TAC Stoffwechselanalyse
Aorta ascendens

Glykolyse- und
Fettsdurestoffwechsel
Atmungskette
Transkriptionsfaktoren
(PGCla, NRF-1, Tfam,
PPARSs)

ROS u. Antioxidantien

Abbildung 3.8 Studienablauf: Uberblick des Gesamtprojektes. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind die
mit Hilfe von PCR und Western Blot analysierten Stoffwechselwege (im Bild rechts, orange unterlegt). TAC =
transversale Aortenkonstriktion; PCR = Polymerase-Kettenreaktion; OVX = Ovarektomie; E2 = 17B-Ostradiol;
PPAR = Peroxisome proliferator activated receptor; PGCla = PPAR gamma coactivator 1a; NRF = nuclear
respiratory factor; Tfam = transcription factor, mitochondrial; ROS = reaktive Sauerstoffspezies.
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3.2  Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA-Isolierung aus Myokardgewebe

Zur RNA-Isolierung wurde ausschlie3lich Gewebe des linken Ventrikels herangezogen.
Die RNA von 20-30ug LV wurde mit Hilfe von ,RNazol B* nach Anweisungen des
Herstellers extrahiert.

Zunachst wurden die gefrorenen Gewebestlicke in die aus Keramikkiigelchen bestehende
Lysis Matrix D (QBIOgene) uberfuhrt, mit 600uL ,RNazol B versetzt und fur 20s im
Homogenisator (Fastprep 120, Thermosavant) mechanisch zerkleinert. Anschliel3end
wurden die Proben nach Zugabe weiterer 400uL ,RNazol B fir 5 Minuten zur Inkubation
auf Eis gestellt. Im n&chsten Schritt wurden die inkubierten Homogenisate bei 4°C und
2000 Umdrehungen pro Minute (U/min) heftig geschittelt (IKA Vibrax VXR, Janke und
Kunkel). Danach wurde pro 1mL geschittelter Probenlésung 0,2mL Chloroform
hinzugesetzt. Nach erneutem zweiminltigen Schitteln im Vortexer (Vortex Genie 2,
Scientific Industries) und einer funfminitigen Ruhephase auf Eis folgte eine Zentrifugation
(Eppendorf) bei 4 °C und 14000 U/min uber 10 min. Der auf diese Weise entstandene
RNA-haltige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt, mit dem zum
Uberstand aquivalenten Volumen an Isopropanol versetzt und iiber Nacht bei -20 °C zur
Fallung zwischengelagert. Am Folgetag wurde der nach erneuter Zentrifugation tber
30min bei 4°C und 14000 U/min erhaltene Uberstand vorsichtig dekantiert und die RNA-
Pellets in zwei Schritten mit 80% Ethanol gewaschen und 20min luftgetrocknet.
SchlieBlich wurde das RNA-Pellet mit 25-50uL DEPC-Wasser aufgenommen.

3.2.2 DNA-Isolierung aus Myokardgewebe

Fur die AufschlieBung des Gewebes wurden jeweils etwa 10mg LV-Myokard in einem
Eppendorfgefall mit 350 pL Lysispuffer und 20pL Proteinase K (10 mg/mL) versetzt.
AnschlieBend wurde das Lyse-Gemisch auf einem Heizblock bei 55°C und 400 rpm uber
Nacht inkubiert und danach bei Bedarf nochmals mit 20-35 pL Proteinase K fir eine
Stunde bei 55°C behandelt. Nach einer zehnminitigen Abkihlung auf Eis wurden den
Suspensionen je 150 pL NaCL (5 mol/L) hinzugefiugt. Die Losungen wurden durch
Inversion durchmischt und weitere 5min auf Eis gekuhlt. Im Anschluss daran folgte ein
zehnmindtiger Zentrifugationsschritt bei 12000 rpm und 4°C, nach welchem der
Uberstand in neue 2mL-EppendorfgefaRe lberfiihrt wurde. Nach dem Hinzugeben von
2uL RNase A (10 mg/mL) wurden die Lésungen fur 15 min bei 37°C inkubiert. Schliel3lich
wurden je 500uL Isopropanol addiert und durch Inversion grindlich vermischt. Nach
stattgefundener Féllung erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt iiber 20 min bei 12000

rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und die DNA-Pellets wurden mit 500 pL
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eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Nach einer abschlieRenden Zentrifugation wurden
der Uberstand erneut entfernt. Die Pellets wurden fir 10-15 min an der Luft getrocknet.
Abschlielend wurden die Pellets je nach Grol3e in 50-100uL PCR-Wasser resuspendiert.

3.2.3 RNA- und DNA-Konzentrationsmessung

Die Konzentrationsbestimmung der RNA- und DNA-Proben erfolgte mit Hilfe des
Spektrophotometers ND-1000 (Nanodrop Technologies) und der Software ND-1000
V3.5.2.

3.2.4 Reverse Transkription

Nach erfolgreicher Konzentrationsbestimmung wurde die isolierte RNA durch Reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden die RNA-Proben auf 125ng/uL
verdinnt. FiUr jede cDNA-Synthese wurde eine Negativkontrolle mitgefihrt. Zur
Vorbereitung wurde ein Master Mix (High capacity cDNA Reverse Transkription Kit,
Applied Biosystems (AB); RNase out, Invitrogen) hergestellt. Pro Reaktionsgefald wurden
16pL Master Mix (siehe Tabelle 3.1) eingesetzt. Zu diesen 16pL wurden jeweils 4uL RNA
hinzugefugt.

Tabelle 3.2: Komponenten des Mastermix fur die Reverse Transkription

Komponente Volumen in pL
10x RT Buffer 2,0
25x dNTP Mix (100mM) 0,8
RT Random Primer 2,0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 0,5
DEPC-H20 9,7
Gesamtvolumen pro Reaktion 16

Der Ansatz wurde vorsichtig geschuttelt, kurz zentrifugiert und dber 5 Minuten zur
Inaktivierung der Enzymreaktion auf 95°C erhitzt (Thermomixer compact, Eppendorf).
Zum Abschluss dieser Vorbereitungsschritte wurde der Master Cycler auf folgende

Arbeitsbedingungen (Tabelle 3.3) programmiert:

Tabelle 3.3: Arbeitsbedingungen des Master Cycler

Schritt 1 Schritt 2 Schritt3 Schritt 4

Temperatur 25°C 37°C 85°C 4°C
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Zeit 10min 120min 5s 0

Schlie3lich wurden die Ansétze in den Master Cycler Uberfuhrt und eine kontrollierte
Reverse Transkription mit einer Dauer von 2% Stunden gestartet. Nach Beendigung
dieser cDNA-Synthese wurden die Proben auf 25ng/pL verdinnt und fur die direkte
Weiterverwendung bei 4°C gelagert.

3.2.5 Realtime PCR
3.2.5.1mRNA-Quantifizierung

Die fur die Messung ausgewahlten Gene wurden mit Hilfe der Real Time PCR im
Doppelansatz quantifiziert (7300 Real Time PCR System, AB). Hierfir wurde der Power
SYBRE® Green Master Mix (AB) nach Herstelleranweisungen verwendet. Nach
Bestimmung der Eichgeraden fir die zu untersuchenden Gene wurden die cDNA-Proben
auf eine Konzentration von 0,39uL verdinnt. In der folgenden Tabelle (Tabelle 3.4) sind

die Komponenten des Master Mix mit jeweiliger Volumenangabe pro Reaktion dargestellt:

Tabelle 3.4: Komponenten des RT-PCR Mastermix + cDNA-Probe

Master Mix Power SYBR® Green PCR Master
SYBR Green Farbstoff
Primer FW 1L Taq Polymerase
Primer RV 1uL dNTPs
Agqua dest. 3 uL MgCI2
Power SYBR® Green 10 pL Puffer
cDNA-Probe 5uL Passive Referenz (ROX)

Forward und Reverse Primer wurden fur alle Gene im Verhéltnis 1:1 angesetzt, mit
Ausnahme der Gene Glut 1 (FW:RV=1:3), NRF1 (FW:RV=3:1), NRF2 (FW:RV=3:1),
MCAD (FW:RV=3:1), LCAD (FW:RV=1:3), PPAR & (FW:RV=3:1). In diesen Fallen
weichen die Volumina daher entsprechend vom Schema in Tabelle 3.4 ab. Die Primer-
Konzentration betrug jeweils 5 pmol/puL. Mastermix und cDNA-Proben wurden auf 96-
Lochplatten pipettiert, sodass sich ein Gesamtvolumen von 20 pL pro Reaktion ergab.
Nach kurzem Schitteln und Zentrifugieren bei 4°C in einer Plattenzentrifuge, wurden die

Real Time PCR mit folgendem Zyklus-Protokoll gestartet:

- Denaturierung bei 95°C fur 10 min
- 40 Zyklen Denaturierung bei 95°C fir je 15 s

- Annealing (Anlagerung) der Primer
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- Elongation (Strangsynthese) bei 60°C fur 1 min.

Es wurden ausschlief3lich intronuberspannende Primer eingesetzt.

3.2.5.2mtDNA-Quantifizierung

Die Bestimmung der Expression der mtDNA-kodierten Gene ND1 und COX3 und der
Referenzgene GAPDH und 18S-rRNA erfolgte ebenfalls mittels des oben beschriebenen

Systems der Real Time PCR und unter Verwendung des SYBR®Green-basierten
Mastermix. Dabei wurden je Slot 1uL der DNA-Proben einer Konzentration von 0,01ng/uL
eingesetzt. Vor jeder Verwendung wurde die DNA 30min im Thermomixer bei
Raumtemperatur geschittelt. Die Primerpaare wurden jeweils im Verhdltnis 1:1

verwendet. Dabei ergab sich folgendes Schema fir die Komponenten einer Slot-Ladung:

Tabelle 3.5 Mastermix RT PCR + DNA

FW 1L
RV 1L
SYBR Green® 10pL
Aqua dest 7uL
DNA-Probe lpL

Es wurde das oben beschriebene Zyklus-Protokoll verwendet.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung

Zur Proteinisolierung wurden myokardiale Gewebsproben des linken Ventrikels

herangezogen. Diese wurden mit eiskaltem Proteinlysispuffer versetzt (siehe Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Komponenten des Proteinlysispuffers

50mM Tris, pH 7,5
150mM NaCl
IGE-PAL CA-630

Ripa-Puffer
10% Na-Deoxycholat
1x Phostop
1x Complete Protease Inhibitor Cocktail
ImM NaF
1ImM NasVOs
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Zur mechanischen AufschlieBung des Gewebes wurde Lysis Matrix D (QBlIOgene)
eingesetzt, welche gemeinsam mit den Proben in den Homogenisator (Fastprep 120,
Thermosavant) Uberfiihrt wurde. Nach einer Homogenisierungsphase von 20 s wurde den
Proben 10% SDS zugesetzt. Im Anschluss daran wurden alle Proben kurz mittels
Vortexer geschittelt und fur 10 min bei 4°C und 14000 U/min zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge). AnschlieRend wurde der wéassrige Uberstand vorsichtig in ein
neues Eppendorfgefal Uberfuhrt. Eventuell auf der Oberflache des Uberstandes
schwimmende Fettspuren wurden entfernt. Schliel3lich wurden je 2uL der aufbereiteten
Proteinproben mit 18uL Wasser zur Konzentrationsbestimmung mit dem BCA-Protein
Assay jeweils im Doppelansatz auf Mikrotiterplatten (Roth) pipettiert. Zu dem Volumen der
20puL Proben in 1:10 Verdinnung wurden 300uL Reaktionsgemisch (Reagenz A:Reagenz
B=50:1) addiert. SchlieBlich wurde der Ansatz bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert
und die Extinktion bei 550nm Wellenldnge bestimmt. Als Negativkontrolle wurde der

Proteinlysispuffer verwendet.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteinauftrennung erfolgte mit Hilfe der SDS-Page. Folgende Komponenten (Tabelle
3.7) wurden zur Herstellung der SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet:

Tabelle 3.7: Komponenten der SDS-Polyacrylamid-Gele

Trenngel Sammelgel
Tris (pH 8,8) Tris (pH 6,8)
10% SDS 10% SDS
10% APS 10% APS
10%Temed 10%Temed

Fir eine saubere Trennung der Proteine wurden Polyacrylamid-Konzentrationen von 4%
fur das Sammelgel und je nach GroRRe der zu detektierenden Proteine 8-12% fir das
Trenngel gewahlt. Als Medium der SDS-Page diente der Gelelektrophorese-Puffer. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei zundchst 60V zur Proteinausrichtung im
Sammelgel und schliel3lich bei konstanter Spannung von 100V lber etwa 3 Stunden bei
4°C.

3.3.3 Western Blot

Per Western-Blot-Verfahren wurden die Proteinbanden in den SDS-Polyacrylamid-Gelen
auf Nitrozellulosemembranen (NZM) Ubertragen. Dafir wurde ein Blot-System (Biostep)

herangezogen. Der Transfer wurde bei einer Stromstarke von 400mA und einer
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Temperatur von 4°C in 1.5 Stunden vollzogen. Anschlieiend wurden die Proteinbanden
auf der NZM zur Kontrolle der Transfereffizienz mit Ponceau S gefarbt, die Membran
leicht gespult, luftgetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

3.3.4 Antikdrperhybridisierung

Nach erfolgtem Proteintransfer wurden die NZM in 5% Magermilch Blocking-Reagenz fur
1h bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert, um unspezifische Protein-Antikorper-
Interaktionen zu minimieren. Im nachsten Schritt fand die Antikérperhybridisierung mit
dem jeweiligen Antikdrper Uber Nacht bei 4°C statt. Losungsmittel und Verdiinnungsfaktor
sind fUr jeden Antikdrper spezifisch (siehe Punkt 2.8). Schlie3lich wurde die NZM in drei
Waschgangen a 10 min mit TBS-T gewaschen und danach fir 1h bei Raumtemperatur
mit einem spezies-spezifischen ,Meerettich-Peroxidase“ (,horseradish peroxidase“-HRP)
gekoppelten Sekundarantikorper (siehe Punkt 2.8) behandelt. AbschlieBend wurde die

Membran erneut dreimal Gber 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen.

3.3.5 Detektion

Zum Detektieren der Antigen-Antikérperkomplexe wurde ein Chemielumineszenz-Kit nach
Standardprotokoll eingesetzt. Dabei katalysiert die an den Sekundarantikdrper gebundene
HRP die Luminoloxidation, die zu der fur die Detektion entscheidenden Lumineszenz
fuhrt. Der Nachweis dieser Reaktionen erfolgte mit Hilfe von Audiographiefiimen (Medical
X-Ray Film, Fuji Europe). Die Belichtungszeit der Filme lag jeweils zwischen 5 Sekunden
und 1 Minute.

3.3.6 Stripping-Protokoll

Im Stripping-Verfahren wird die NZM nach erfolgter Detektion fir eine Wiederverwendung
aufbereitet, indem die bereits gebundenen Antikérper entfernt werden. Um dies zu
erreichen, wurde die Membran in Stripping-Puffer fir 30 min bei 51°C im Wé&rmeschrank
inkubiert. Im Anschluss daran wurde die NZM in 3 Waschgangen a 10 min gewaschen,
zur Proteindarstellung erneut mit Ponceau S gefarbt und schlie3lich bis zur weiteren

Verwendung bei 4°C aufbewabhrt.

3.4 Normalisierung

Zur Normalisierung der ausgewahlten nuklear kodierten Gene wurden die Referenzgene
HPRT, RPLP-0 und GAPDH herangezogen, wobei sich fir GAPDH in allen Gruppen die
stabilste Expression zeigte. In die Analyse der Proteinexpression wurden a-Tubulin,

GAPDH und B-Actin als Referenzproteine herangezogen. Dabei wies GAPDH in allen
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untersuchten Gruppen die stabilste Proteinexpression auf und wurde als Referenzprotein

festgelegt.

3.5 Statistik

Die statistischen Auswertungen der Ergebnisse von Gen- und Proteinexpression wurden
unter Verwendung des Statistik-Programms IBM SPSS Statistics 20 durchgefiihrt. Dabei
wurden die mannlichen, weiblichen und OVX-Gruppen jeweils separat analysiert. Nach
Prifung der Werte auf Normalverteilung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewandt
und bei Wechselwirkung der Post-hoc-Test Tukey B angeschlossen. Weiterhin wurde ein
Mittelwertevergleich der drei Sham-Gruppen untereinander durchgefthrt, um
Unterschiede in der Basalexpression der Gene und Proteine zu ermitteln. P-Werte von
<0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler (MW = SEM).
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4 Ergebnisse

4.1 Parameter der kardialen Funktion und Hypertrophie

Die Versuchstiere wurden in wéchentlichen Abstanden zur Bestimmung von Hypertrophie-
und Herzfunktionsparametern echokardiographisch untersucht. Im Folgenden werden
ausschlieBBlich die linksventrikulare Masse (LVM), das Herzgewicht (HW, engl. heart

weight) und die Ejektionsfraktion (EF) vier Wochen nach TAC-Induktion dargestellt.

Die Messung der Herzgewichte (HW) ist fur die Bestimmung der MH-Entwicklung
essentiell. Das Auswiegen der HW erfolgte nach der Organentnahme in Woche vier. In
den Wochen vor der Organentnahme erfolgten echokardiographische Berechnungen der
linksventrikularen Masse (LVM). Dabei wurde die LVM durch die Messung von Wanddicke
und Durchmesser des linken Ventrikels bestimmt. Uber die Zunahme der LVM konnte auf
den Grad der Hypertrophie geschlossen werden. Die LVM und HW wurden jeweils Uber
das Verhaltnis zur Tibialange (TL) normalisiert. Die Quotienten LVM/TL beziehungsweise
HW/TL wurden daraufhin fir die einzelnen Gruppen graphisch dargestellt. Weiterhin
wurden Parameter der Herzfunktion wie die Ejektionsfraktion (EF) und die prozentuale
systolische Verkirzungsfraktion (FS, engl. fractional shortening) des linken Ventrikels
mittels Ultraschall bestimmt. Die EF gibt den prozentualen Anteil des ausgeworfenen
Blutes am enddiastolischen Blutvolumen des Ventrikels an. Sie ist abhangig von der

Vorlast, der Nachlast und der Kontraktilitat des ventrikularen Myokards.

4.1.1 MH-Entwicklung nach Drucklastinduktion (4 Wochen)

Im Folgenden sind das nach Organentnahme ermittelte Herzgewicht relativ zur Tibialdnge
(Abbildung 4.9) und die in der Echokardiographie in Woche vier berechnete LVM im
Verhaltnis zur TibialAnge graphisch dargestellt (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.9: Darstellung des relativen Herzgewichts vier Wochen nach TAC-Induktion. HW =
Herzgewicht; TL = Tibialange; M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale
Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit <
0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.10: Darstellung der relativen LVM nach vier Wochen TAC. LVM = linksventrikulare Mase; TL
= Tibialange; M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac
= Placebo; E2 = 6strogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die
Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

In den méannlichen Tieren zeigte sich nach vier Wochen TAC eine signifikante (p<0,05)
Erhéhung der LVM/TL (6,10 mg/mm) und HW/TL relativ zur Kontrollgruppe. Die HW/TL
erreichte in den placebobehandelten TAC-Mannchen mit 8,6 mg/mm den héchsten Wert
von allen Gruppen. Die E2-Behandlung fihrte zur signifikanten Reduktion der HW/TL im
Vergleich zur Placebobehandlung.
Die placebobehandelten Sham-Weibchen wiesen mit 5,79 mg/mm eine geringere HW/TL
und mit 4,77 mg/mm geringere LVM/TL-Werte auf als die entsprechenden ménnlichen
Tiere. Nach vier Wochen TAC waren HW/TL (7,5 mg/mm) und LVM/TL (5,95 mg/mm)
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Auch diese Werte lagen unter jenen
der TAC-Mannchen. Bei E2-Behandlung zeigte sich eine relativ zur Placebobehandlung
signifikant niedrigere LVM/TL.
In den OVX-Tieren waren nach vier Wochen TAC HW/TL und LVM/TL signifikant im
Vergleich zur Kontrolle erhdht. Die LVM/TL war nach TAC mit 6,39 mg/mm, die HW/TL
mit 7,93 mg/mm in den OVX-Tieren starker erhdht als in den Weibchen. Die E2-
Behandlung fuhrte im Vergleich zur Placebobehandlung zur signifikanten Reduktion von
LVM/TL.
Diese Ergebnisse demonstrieren eine deutliche MH-Ausprégung innerhalb von vier
Wochen nach TAC-Induktion. Die E2-Behandlung fuhrte in den méannlichen Tieren mit
30




Signifikanz und in den weiblichen Tieren im Trend zur Reduktion der HW/TL. Weiterhin
zeigten sich nach E2-Behandlung ein Trend zur Verminderung der LVM/TL in den
mannlichen Tieren, sowie eine signifikante Reduktion der LVM/TL in den weiblichen

Tieren.

4.1.2 E2verhindert die TAC-induzierte EF-Reduktion in Mannchen und OVX

Vier Wochen nach TAC waren EF (Abbildung 4.11) und FS (Abbildung 4.12) in den
Mannchen signifikant (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. Die E2-
Behandlung fuhrte zu einer Verbesserung der Herzfunktion durch die signifikante
Erhéhung der EF im Vergleich zur Placebobehandlung. Weiterhin fihrte E2 im Trend zu
einer héheren FS im Vergleich zur Placebobehandlung.

In den Weibchen war vier Wochen nach TAC keine Veranderung der systolischen
Parameter zu verzeichnen. Jedoch fuhrte eine E2-Behandlung zur signifikanten Erhéhung
der EF- und FS-Werte in der Sham-Gruppe.

In den OVX-Tieren zeigten sich analog zu den Daten der Mannchen eine signifikante
Reduktion von EF und FS nach TAC relativ zur Kontrollgruppe. Bei E2-Behandlung der
OVX-TAC-Tiere war im Vergleich zur Placebobehandlung eine leichte, jedoch nicht

signifikante Erhohung von EF und FS zu verzeichnen.
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Abbildung 4.11: Darstellung der Ejektionsfraktion nach vier Wochen TAC. EF = Ejektionsfraktion; M
mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2
ostrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte
Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.12: Darstellung der Verkiirzungsfraktion nach vier Wochen TAC. FS = Verkirzungsfraktion;
M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2
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= Ostrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit 0,05 an. Es sind die Mittelwerte +
Standardfehler angegeben.
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4.2  Veranderungen im Glukosemetabolismus bei Hypertrophie und E2-Effekte

In diesem Kapitel sind die Expressionsmuster der Schlisselenzyme des
Glukosestoffwechsels dargestellt. Glukosetransporter sind essenziell fir den zellularen
Glukoseumsatz in ihrer Funktion Glukose in die Zelle zu importieren. Daher wurden
weiterhin der insulinabhangige Glukosetransporter Typ 4 und der insulinunabhangige
Glukosetransporter Typ 1 zu Expressionsanalysen herangezogen. Die Enzyme
Hexokinase 2 und Phosphofruktokinase 1 katalysieren geschwindigkeitsbestimmende
Reaktionen der Glykolyse und wurden ebenfalls in die Expressionsanalysen
eingeschlossen.

4.2.1 E2hemmt die MH-induzierte Glut-Reduktion in Mannchen

Vier Wochen nach TAC war eine signifikante (p<0,05) Senkung der Glut4-Genexpression
der mannlichen Tiere relativ zur Kontrollgruppe zu verzeichnen (Abbildung 4.13). Die E2-
Behandlung fuhrte zu einer signifikant hoheren Glut4-Expression im Vergleich zur
Placebobehandlung.

In den weiblichen Tieren wurde vier Wochen nach TAC ebenfalls eine signifikante
Verminderung der Glut4-Expression relativ zur Kontrollgruppe beobachtet. Die
Behandlung mit E2 zeigte hier jedoch keine Effekte.

Auch in den OVX-Tieren fand sich vier Wochen nach TAC-Induktion eine signifikante
Reduktion der Glut4-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei E2-Behandlung war

keine signifikante Glut4-Reduktion relativ zur Placebobehandlung zu verzeichnen.
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Abbildung 4.13: Darstellung der relativen Glut4-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit 0,05 an. M = maénnlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC =
Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-
Wert mit £ 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.14: Darstellung der relativen Glutl-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit 0,05 an. M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC =
Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-
Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

In den mannlichen Tieren war die Glutl-Expression nach TAC-Induktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant (p<0,05) vermindert (Abbildung 4.14). Die E2-Behandlung der
TAC-Mannchen hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Glutl-Expression. Die E2-
Behandlung der mannlichen Sham-Gruppe fuhrte zur signifikanten Steigerung der Glutl-
Expression relativ zur Kontrollgruppe.

Die TAC fuhrte in den weiblichen Tieren ebenfalls zu einer signifikanten Glutl-Reduktion
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-Weibchen fihrte nur im
Trend zur Erh6hung der Glutl-Expression.

Die Glutl-Expression in den OVX-Tieren war im Vergleich zur Kontrollgruppe nach vier
Wochen TAC nahezu unverdndert. Die E2-Behandlung hatte keinen signifikanten Effekt
auf die OVX-TAC-Tiere. In der Sham-Gruppe filhrte die E2-Behandlung zu einem

signifikanten Anstieg der Glutl-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe.

4.2.2 E2 steigert die Expression der Hexokinase 2 und Phosphofruktokinase in
OovX

In den mannlichen Tieren zeigten sich vier Wochen nach TAC-Induktion keine
signifikanten Veranderungen der Genexpression von Hexokinase 2 (HK2, Abbildung 4.15)
und Phosphofruktokinase (PFKm, Abbildung 4.16). Die E2-Behandlung fithrte nur im
Trend zur Zunahme der HK2- und PFKm-Expression.

Die weiblichen Tiere wiesen vier Wochen nach TAC eine signifikant verminderte
Genexpression von HK2 und PFKm im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Dabei war der
Effekt der E2-Behandlung auf die HK2- und PFKm-Expression im Vergleich zur
Placebobehandlung vernachlassigbar.

Ahnlich wie bei den mannlichen Tieren bewirkte die TAC auch in den OVX-Tieren keine
signifikanten Veranderungen der HK2- und PFKm-Expression. Nach der E2-Behandlung

war hier ebenfalls kein signifikanter Effekt zu beobachten. Jedoch fuhrte die E2-
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Behandlung der OVX-Sham-Tiere zur signifikanten HK2- und PFKm-Steigerung relativ zur
Kontrollgruppe.
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Abbildung 4.15: Darstellung der relativen HK2-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.16: Darstellung der relativen PFKm-Genexpression. M = méannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = 6strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben

4.3  Fettsaurestoffwechsel bei MH und Einfliisse Ostrogens

Es folgt ein Uberblick tber die fiur die einzelnen Tiergruppen durchgefiihrten
Untersuchungen des Fettsauremetabolismus. Es wurde die Expression wichtiger
Schlusselenzyme des Energiehaushaltes wie PPARa, -f/6 und —y untersucht. Sie gelten
als Regulatoren von Fettsauretransportern wie CD36, CPT-1 und CPT-2 und
fettsduredegradierenden Enzymen wie LCAD, MCAD und ACOX-1, die ebenfalls

Gegenstand von Expressionsanalysen der vorliegenden Arbeit waren.

4.3.1 E2erhélt die PPARa-Expression bei MH in M&nnchen und OVX

Vier Wochen nach TAC-Induktion war die relative Genexpression des PPARa (Abbildung
4.17) in den ménnlichen Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. Die
E2-Behandlung fuhrte zu einer signifikanten PPARa-Steigerung tber das Kontrollniveau
hinaus. Die PPARa-Proteinexpression der mannlichen Tiere (Abbildung 4.18) zeigte keine

signifikanten Veranderungen.

35



In den weiblichen Tieren wurden nach vier Wochen TAC keine signifikanten
Veranderungen der PPARa-Expression auf Gen- und Proteinebene beobachtet. Auch die
E2-Behandlung hatte keinen signifikanten Effekt auf die PPARa-Expression. In der
weiblichen Kontrollgruppe war die PPARa-Proteinexpression im Vergleich zu den
Kontrollgruppen der mannlichen und OVX-Tiere signifikant erhoht.

In den OVX-Tieren zeigte sich vier Wochen nach TAC analog zu den Mannchen eine
signifikante PPARa-Reduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Wie bei den ménnlichen
Tieren fuhrte die E2-Behandlung verglichen mit der Placebobehandlung zu einer
signifikanten Erhdhung der PPARa-Genexpression. Die Proteinexpression zeigte auch in
den OVX-Tieren keine signifikanten Veranderungen (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.17: Darstellung der relativen PPARa-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = &strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.18: Darstellung der relativen PPARa-Proteinexpression. M = méannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.3.2 E2 erhéalt die PPARR/&-Expression bei MH in Weibchen

Nach vier Wochen MH-Entwicklung waren in den mannlichen Tieren keine signifikanten
Veranderungen der PPARB/5-Genexpression zu verzeichnen. Die E2-Behandlung fuhrte
nur im Trend zur Erhéhung der PPARR/8-Expression (Abbildung 4.19).

In den weiblichen Tieren zeigte sich vier Wochen nach TAC eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant reduzierte PPARB/3-Genexpression. Die E2-Behandlung fuhrte
zu einem signifikanten PPARB/3-Anstieg, der nur knapp unter dem Kontrollniveau lag. Die

weiblichen Sham-Tiere zeigten nach E2-Behandlung eine stark reduzierte PPARp/6-
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Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin war PPARB/® in der weiblichen
Kontrollgruppe relativ zu den Kontrollgruppen der M&nnchen und OVX-Tieren signifikant
hoher exprimiert.

Wie bei den mannlichen Tieren waren auch in den OVX-Tieren keine signifikanten
Veranderungen der PPARB/&-Expression zu beobachten. Die E2-Behandlung der OVX-
Tiere hatte ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die PPARB/S-Expression.
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Abbildung 4.19: Darstellung der relativen PPARB/&-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = &strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.20: Darstellung der relativen PPARB/&-Proteinexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX
= ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

In den mannlichen Tieren waren nach vier Wochen TAC Kkeine signifikanten
Auch die E2-
Behandlung hatte keinen signifikanten Effekt auf die Proteinexpression (Abbildung 4.20).

Veranderungen der PPAR/®-Proteinexpression zu verzeichnen.
Die weiblichen Tiere zeigten nach TAC eine signifikante Reduktion der PPARp/6-
Proteinexpression relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung fiihrte hier nicht zum
signifikanten PPARB/5-Anstieg. In den Sham-Weibchen fuhrte die E2-Behandlung nahezu
zur Verdopplung der PPARB/8-Proteinexpression. Der Vergleich der drei Kontrollgruppen
untereinander ergab eine erhdhte PPAR-B/5-Proteinexpression der weiblichen Tiere
relativ zu den Kontrollgruppen der Mannchen und OVX-Tiere.

Auch in den OVX-Tieren waren keine signifikanten Veradnderungen der PPARP/6-
Proteinexpression zu beobachten. Die E2-Behandlung der OVX-Tiere hatte ebenfalls

keinen signifikanten Einfluss auf die PPARB/&-Proteinexpression.
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4.3.3 EZ2 erhéalt die PPARy-Expression bei MH in Weibchen

Nach vier Wochen TAC-Induktion waren in den ménnlichen Tieren keine signifikanten
Veranderungen der PPARy-Genexpression zu beobachten. Die E2-Behandlung fuhrte nur
im Trend zur Erhéhung der PPARy-Genexpression (Abbildung 4.21).

Die weiblichen Tiere zeigten nach TAC eine signifikante Reduktion der PPARYy-
Expression relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-Weibchen fuhrte zu
einem signifikanten PPARy-Anstieg. Die weiblichen Sham-Tiere zeigten nach E2-
Behandlung eine stark reduzierte PPARy-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Weiterhin war PPARYy in der weiblichen Kontrollgruppe relativ zu den Kontrollgruppen der
Mannchen und OVX-Tieren signifikant hoher exprimiert.

In den OVX-Tieren zeigte sich die PPARy-Expression nach vier Wochen MH-Entwicklung
nahezu unverandert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung fuhrte zu einer
signifikanten PPARy-Erh6hung relativ zur Placebobehandlung. Auch in den OVX-Sham-
Tieren fUhrte die E2-Behandlung zur signifikanten Steigerung der PPARy-Expression.

~
o
»
(=)
»n
[
3

-

o
1

-

o

-

o
1

PPARY/GAPDH
P
PPARy/GAPDH
P
PPARY/GAPDH
P

e
o
r1
e
o
1
o
o
It

0.0 0. 0.0
Shan': Plac ShamE2 TACPlac TAC E2 Shan': Plac ShamE2 TACPlac TAC E2 Shaml Plac Sham E2 TACPlac TAC E2
M M M M F F F F ovX ovX ovX ovX

n=8 n=7 n=8 n=6 n=6 n=6 n=7 n=8 n=7 n=9 n=6 n=7

o
>

Abbildung 4.21: Darstellung der relativen PPARy-Genexpression. M = ménnlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = ¢strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.3.4 GU und E2-Einflisse im Fettséuretransport bei MH

Die Voraussetzung fur eine reguldre FAO ist der Transport von Fettsduren (FA) in die
mitochondriale Matrix. Der plasmamembranstandige Transporter CD36 importiert FA in
das Zytosol der Zelle. Der Weg der FA vom Zytoplasma in die mitochondriale Matrix wird
von den Carnitin-Palmitoyltransferasen 1 und 2 kontrolliert. Im Folgenden werden die

Expressionsmuster der beiden Schlisselenzyme beschrieben.

4.3.4.1E2 erhalt die CD36-Expression bei MH in Weibchen

In den méannlichen Tieren waren nach vier Wochen TAC-Induktion keine signifikanten
Veranderungen der CD36-Genexpression zu beobachten. Die E2-Behandlung zeigte hier
keinen Einfluss auf die CD36-Expression (Abbildung 4.22). Die E2-Behandlung der Sham-

Tiere fuhrte zu einer signifikanten CD36-Erhdéhung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Die weiblichen Tiere zeigten nach vier Wochen TAC eine signifikante Reduktion der
CD36-Expression relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-Weibchen
fuhrte zu einem signifikanten CD36-Anstieg Uber das Kontrollniveau hinaus. In den
weiblichen Sham-Tieren fihrte die E2-Behandlung zu einer stark reduzierten CD36-
Expression relativ zur Kontrollgruppe. In der weiblichen Kontrollgruppe war CD36 im
Vergleich zu den Kontrollgruppen der Mannchen und OVX-Tieren signifikant hoher
exprimiert.

In den OVX-Tieren war die CD36-Expression nach vier Wochen MH-Entwicklung nahezu
unverandert verglichen mit der Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung fuhrte zu einer
signifikanten CD36-Erhéhung relativ zur Placebobehandlung. Ebenso fuhrte die E2-
Behandlung in den OVX-Sham-Tieren zur signifikanten Zunahme der CD36-

Expression.
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Abbildung 4.22: Darstellung der relativen CD36-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.3.4.2 E2 erhdlt die CPT-Expression bei MH in Weibchen und OVX

Nach 4 Wochen MH-Entwicklung zeigte sich die CPT-1-Expression (Abbildung 4.23) in
den mannlichen Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe nahezu unverandert. Die CPT-2-
Expression (Abbildung 4.24) war signifikant vermindert. Die E2-Behandlung hatte hier
keinen signifikanten Effekt.

Die weiblichen Tiere zeigten nach TAC eine signifikante Reduktion der CPT-1- und CPT2-
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-Weibchen
fuhrte in beiden Fallen zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression auf Werte
unterhalb des Normalniveaus. Die weiblichen Sham-Tiere zeigten nach E2-Behandlung
eine stark reduzierte Expression von CPT-1 und CPT-2 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Weiterhin waren sowohl CPT-1 als auch CPT-2 in der weiblichen Kontrollgruppe relativ zu
den Kontrollgruppen der Mannchen und OVX-Tieren signifikant hbher exprimiert.

In den OVX-Tieren zeigte sich eine signifikante Verminderung der CPT-1- und CPT-2-
Genexpression nach TAC-Induktion verglichen mit der Kontrollgruppe. Die E2-

Behandlung flihrte im Vergleich zur Placebobehandlung zur signifikanten Steigerung der
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CPT-1-Expression uUber das Kontrollniveau hinaus. Dagegen war die CPT-2-Expression

nur im Trend erhoht.
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Abbildung 4.23: Darstellung der relativen CPT-1-Genexpression. CPT = Carnitin-Palmitoyltransferase; M
= mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 =
Ostrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte *
Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.24: Darstellung der relativen CPT-2-Genexpression. CPT = Carnitin-Palmitoyltransferase; M
= mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 =
Ostrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte *
Standardfehler angegeben.

4.3.5 E2 erhdlt die MCAD- und LCAD-Expression bei MH

Nach dem Transport der Fettsauren in die mitochondriale Matrix werden diese durch
verschiedene Dehydrogenasen weiter metabolisiert. Diese Dehydrogenasen lassen sich
anhand der Kettenlange ihrer Substrate unterteilen. Im Folgenden werden die
Expressionsmuster der Mittel- und Langketten-Acyl-CoA-Dehydrogenasen MCAD
(Abbildung 4.25) und LCAD (Abbildung 4.26) dargestellt.

In den mannlichen Tieren war nach MH-Entwicklung eine signifikante Senkung der
MCAD- und LCAD-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe zu verzeichnen. Die E2-
Behandlung erhohte die Expression von MCAD und LCAD wieder auf Normalniveau.

Die weiblichen Tiere zeigten nach vier Wochen TAC eine signifikante Verminderung der
MCAD- und LCAD-Expression relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-
Weibchen fihrte in beiden Fallen zu einer signifikanten Erhéhung der Genexpression auf

Kontrollniveau. Die weiblichen Sham-Tiere zeigten nach E2-Behandlung eine signifikant
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reduzierte Expression von LCAD und eine im Trend sinkende MCAD-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

In den OVX-Tieren waren die MCAD- und die LCAD-Expression nach TAC-Induktion
nahezu unverandert verglichen mit der Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung fihrte zu einer
signifikanten LCAD-Erh6hung und zu einer im Trend steigenden MCAD-Expression relativ
zur Placebobehandlung. Ebenso fuhrte die E2-Behandlung in den OVX-Sham-Tieren zur
Zunahme der LCAD- und MCAD-Expression.
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Abbildung 4.25: Darstellung der relativen MCAD-Genexpression. MCAD = Medium Chain Acyl
Dehydrogenase; M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion;
Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an, 1 gibt den P-
Wert mit < 0,07 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.26: Darstellung der relativen LCAD-Genexpression. LCAD = Long Chain Acyl
Dehydrogenase; M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion;
Plac = Placebo; E2 = gstrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die
Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.3.6 E2 erhalt die ACOX-Expression bei MH in Weibchen

In den mannlichen Tieren waren nach vier Wochen MH-Entwicklung keine signifikanten
Veranderungen der ACOX-1-Genexpression relativ zur Kontrollgruppe zu beobachten
(Abbildung 4.27). Die E2-Behandlung fiihrte hier nur im Trend zur Steigerung der ACOX-
1-Expression. Die E2-Behandlung der Sham-Tiere fuhrte zu einer signifikanten ACOX-1-
Erhohung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die weiblichen Tiere zeigten nach TAC eine signifikante ACOX-1-Senkung relativ zur
Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-Weibchen erhdhte die ACOX-1-Expression
in etwa auf Kontrollniveau. In den weiblichen Sham-Tieren fiihrte die E2-Behandlung zu

einer stark reduzierten ACOX-1-Expression relativ zur Kontrollgruppe.
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In den OVX-Tieren wurde nach vier Wochen MH-Entwicklung eine unveranderte ACOX-1-
Expression relativ zur Kontrollgruppe beobachtet. Die E2-Behandlung hatte hier keinen
signifikanten Effekt auf die ACOX-1-Expression. Analog zu den Mannchen fihrte die E2-
Behandlung in den OVX-Sham-Tieren zur signifikanten Zunahme der ACOX-1-

Expression.
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Abbildung 4.27: Darstellung der relativen ACOX-1-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = &strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.4  GUin der Expression metabolischer Regulatoren bei MH

Die Ergebnisse der Gen-und Proteinexpressionsanalyse der Stoffwechselregulatoren
PGC-1a, NRF-1 und Tfam werden in diesem Kapitel beschrieben. PGC-1a ist als PPAR-
Ko-Aktivator an der Regulation der zuvor prasentierten Enzyme des
Fettsauremetabolismus beteiligt. Dartber hinaus beeinflusst dieser Ko-Regulator die
Transkription von NRF-1, welcher die Synthese zahlreicher nukledr kodierter
Untereinheiten der Komplexe der mitochondrialen Atmungskette stimuliert und ferner die
Tfam-Transkription induziert. Tfam ist fir die Transkription mitochondrial kodierter

Untereinheiten der Elektronentransportkette verantwortlich.

441 E2erhalt die PGC-1a-Expression in Mannchen und OVX

Die PGC-1a-Gen- (Abbildung 4.28) und Proteinexpression (Abbildung 4.29) waren in den
mannlichen Tieren nach vierwéchiger TAC signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe.
Die E2-Behandlung fuhrte zum signifikanten Anstieg der PGC-1a-Expression auf Werte
oberhalb des Kontrollniveaus.

In den weiblichen Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede in der PGC-1a-Gen-
und Proteinexpression zu verzeichnen.

Wie auch in den maénnlichen Gruppen konnte in den OVX-Tieren eine signifikante
Senkung der PGC-1a-Genexpression nach TAC beobachtet werden. E2-Behandlung
fuhrte nach 4 Wochen MH-Entwicklung zur signifikanten PGC-1-Erh6éhung relativ zur
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Placebobehandlung. Die PGC-1a-Proteinexpression zeigte in den OVX-Gruppen keine

signif

1.0

PGC-1a./GAPDH

ikanten Unterschiede.
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Abbildung 4.28: Darstellung der relativen PGC-1a-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = &strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.29: Darstellung der relativen PGC-1a-Proteinexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = 6strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.4.2 E2-Behandlung steigert die NRF-1-Expression in Weibchen

Die NRF-1-Genexpression (Abbildung 4.30) zeigte in den mannlichen Gruppen keine

Unterschiede.

In den weiblichen Sham-Tieren mit und ohne Ovarektomie konnte ein signifikanter Anstieg

der NRF-1-Expression nach E2-Behandlung beobachtet werden. Dieser Effekt konnte

nicht in den TAC-Gruppen beobachtet werden.
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Abbildung 4.30: Darstellung der relativen NRF-1-Genexpression. M = ménnlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.31: Darstellung der relativen Tfam-Genexpresion. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

In der Analyse der Tfam-Genexpression (Abbildung 4.31) waren keine signifikanten
Unterschiede in den mannlichen, weiblichen und OVX-Gruppen zu verzeichnen.

4.5 GUin der Expression nuklear kodierter ETK-Komponenten bei MH

Es folgt ein Uberblick iber die Resultate der Gen- und Proteinexpressionsanalysen von
Komponenten der einzelnen Komplexe der mitochondrialen Atmungskette, in welcher die

katabolen Stoffwechselprozesse schlie3lich zur ATP-Generierung konvergieren.

Es wurden verschiedene nukleadr kodierte Untereinheiten der einzelnen Komplexe der
ETK untersucht. Der Subkomplex 8 der NADH Dehydrogenase 13 (NDUFBS8)
reprasentierte dabei Komplex | der ETK. Weiterhin wurde die Untereinheit B der Succinat-
Dehydrogenase (SDHB), die einen Teil des Komplexes |l darsellt, analysiert. Das Core-
Protein 2 der Ubichinon-Cytochrom-c-Reduktase (UQCRC2) wurde als Bestandteil des
ETK-Komplexes 1l in die Untersuchung eingeschlossen. Komplex IV wurde in diesem
Kapitel durch die Untereinheiten 5a und 7A2 der Cytochrom-c-Oxidase (COX5a und
COXT7A2) reprasentiert. Komplex V wurde durch Analyse der Expression der
Untereinheiten alpha 1 (ATP5A) und E (ATP5k) des FO/F1-Komplexes untersucht.

45.1 Gen-und Proteinexpression von ETK-Komponenten und E2-Einflisse
4.5.1.1E2 erhdlt die COX5a-Expression bei MH in OVX

Bei der Untersuchung der COX5a-Genexpression in den mannlichen und weiblichen
Gruppen zeigten sich keine signifikanten Veranderungen (Abbildung 4.32).

In den OVX-Tieren wurde eine signifikante COX5a-Reduktion nach 4 Wochen TAC relativ
zur Kontrollgruppe beobachtet. Durch die E2-Behandlung der OVX-TAC-Tiere konnte die
COX5a-Expression im Vergleich zur Placebobehandlung annahernd auf Kontrollniveau

erhoht werden.
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ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
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Abbildung 4.33: Darstellung der relativen COX7A2-Genxpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = ¢strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

Die Genexpression der Komplex-IV-Untereinheit COX7A2 zeigte keine signifikanten
Veranderungen in den mannlichen und weiblichen Gruppen (Abbildung 4.33).

Auch in den OVX-Weibchen hatte die vierwdchige TAC keine signifikanten Effekte. In den
E2-behandelten OVX-Sham-Tieren zeigte sich eine signifikant erhdhte COX7A2-
Expression relativ zur Kontrollgruppe

Die Untereinheiten der Komplexe | bis Il zeigten keine signifikanten Veranderungen der
Quantitaten der entsprechenden Proteine. Dies betrifft den Subkomplex 8 der NADH
Dehydrogenase 1B (NDUFB8, Komplex |, Abbildung 4.34), die Untereinheit B der
Succinat-Dehydrogenase (SDHB, Komplex Il, Abbildung 4.35). In den TAC-Weibchen mit
E2-Behandlung war die SDHB-Proteinexpression im Vergleich zur Placebobehandlung
vermindert.

Die Komplex-1ll-Untereinheit UQCRC2 war in den Placebo-behandelten OVX-TAC-Tieren
signifikant zur Kontrollgruppe erhdht (Abbildung 4.36).
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Abbildung 4.35: Darstellung der relativen SDHB-Proteinexpression. M = méannlich; F = weiblich; OVX =
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Abbildung 4.36: Darstellung der relativen UQCRC2-Proteinexpression. M = méannlich; F = weiblich; OVX
= ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = ¢strogenbehandelt; n = Anzahl
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Standardfehler angegeben.

45.1.2 E2 erhalt die ATP5k-Expression bei MH in M&nnchen

In den mannlichen Tieren war die ATP5k-Genexpression nach TAC-Induktion signifikant
vermindert (Abbildung 4.37). Die E2-Behandlung fuhrte zu einer Steigerung der ATP5k-
Expression auf Kontrollniveau.

In den Weibchen zeigte sich nach 4 Wochen TAC eine signifikante Reduktion der ATP5k-
Expression gegenuber der Kontrollgruppe.
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In den OVX Tieren konnte ebenfalls eine signifikante Verminderung der ATP5k-
Genexpression beobachtet werden. Die E2-Behandlung zeigte in den weiblichen Gruppen
keine signifikante Veranderung auf die ATP5K-Expression.
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ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.38: Darstellung der relativen ATP5A-Proteinexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

Die Analyse der Proteinexpression der Untereinheit Alpha 1 auch (ATP5A) des F1-
Komplexes des ETK-Komplexes V ergab keine signifikanten Anderungen der ATP5A-
Expression (siehe Abbildung 4.38).

4.6 GUin der Expression mitochondrial kodierter ETK-Untereinheiten bei MH

Einige wenige Untereinheiten der Komplexe der Elektronentransportekette (ETK) sind in
der mitochondrialen DNA verschliisselt und spielen eine besondere Rolle fir die Integritat
der Atmungskettenkomplexe. Dazu z&hlen auch ND1, die Untereinheit 1 der NADH-
Dehydrogenase (Komplex 1), sowie COX3 und COX1, die Untereinheiten 3 und 1 der
Cytochrom-c-Oxidase (Komplex 1V), welche in diesem Kapitel vorgestellt werden. Die
Expression dieser Gene wird unter anderem durch den mitochondrialen

Transkriptionsfaktor Tfam kontrolliert.
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4.6.1 TAC-induzierte COX3- und ND1-Steigerung in Mannchen

In den mannlichen Tieren war nach vier Wochen TAC eine signifikante Steigerung der
COX3- (Abbildung 4.39) und ND1-Genexpression (Abbildung 4.40) auf etwa das
Dreifache des Kontrollwertes zu verzeichnen. Eine E2-Behandlung fuhrte zur Reduktion
der Expression beider Gene im Vergleich zur Placebobehandlung. Weiterhin wurden
signifikant niedrigere Werte in der ND1- und COX3-Expression der maéannlichen
Kontrollgruppe relativ zu den Kontrollgruppen der Weibchen und OVX beobachtet.

Nach vier Wochen MH-Entwicklung wurden in den weiblichen Gruppen im Trend
reduzierte Expressionen von ND1 und COX3 beobachtet. Die E2-Behandlung erhdhte die
COX3-Expression im Trend und fiihrte zum signifikanten ND1-Anstieg.

In den OVX-Tieren war die Expression beider Gene nach vier Wochen MH-Entwicklung
im Vergleich zur Kontrollgruppe im Trend erhdht. Die E2-Behandlung fiihrte zu einer
signifikanten ND1-Erhéhung und im Trend zur COX3-Steigerung relativ zur
Placebobehandlung. In den OVX-Sham-Tieren erhdhte die E2-Behandlung die

Expression beider Gene signifikant.
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Abbildung 4.39: Darstellung der relativen COX3-Genxpression. M = maéannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.40: Darstellung der relativen ND1-Genxpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

Bei der Analyse der Proteinexpression der mitochondrial kodierten Untereinheit 1 der
Cytochrom-c-Oxidase (COX1, Abbildung 4.41) waren in den mannlichen Gruppen keine

signifikanten Unterschiede zu verzeichnen.
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In den Weibchen zeigte sich 4 Wochen nach TAC-Induktion eine signifikante COX1-
Minderung relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung hatte hier keinen Effekt relativ
zur Placebobehandlung.

In den OVX-Tieren war COX1 nach TAC verglichen mit der Kontrollgruppe unveréndert
exprimiert. Die E2-Behandlung fuihrte sowohl in den Sham-Tieren als auch in den TAC-
Tieren zur COX1-Steigerung auf etwa das Doppelte des Kontrollniveaus.
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Abbildung 4.41: Darstellung der relativen COX1-Proteinexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = &strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.7  GUin der Expression antioxidativer Enzyme bei MH

Antioxidative Enzyme schiitzen die Zelle und ihre Organellen vor den schadigenden
Wirkungen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Zu diesen Enzymen gehdren Uncoupling-
Proteine wie UCP3, die zur Reduktion der ROS-Produktion an der ETK dienen. Enzyme
wie SOD2 oder ALDH2 dienen der ROS-Detoxifizierung. Sie sind maf3geblich an der
Aufrechterhaltung eines intakten Energiestoffwechsels und einer Vielzahl anderer

zellularer Prozesse beteiligt.

4.7.1 E2 erhélt die UCP3-Expression bei MH in Mannchen und OVX

Nach vier Wochen MH-Entwicklung war in den mannlichen Tieren ein Trend zur Erhéhung
der UCP3-Genexpression zu beobachten. Die E2-Behandlung hatte keinen signifikanten
Effekt auf die UCP3-Expression (Abbildung 4.42).

Die weiblichen Tiere zeigten nach TAC eine signifikante Reduktion der UCP3-Expression
relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung der TAC-Weibchen fuhrte im Vergleich zur
Placebobehandlung zur Erhéhung der UCP3-Expression Uber das Kontrollniveau hinaus.
In der weiblichen Sham-Gruppe erhthte die E2-Bahndlung die UCP3-Expression
signifikant gegenuber der Kontrollgruppe.

In den OVX-Tieren zeigte sich nach TAC eine signifikante Reduktion der UCP3-
Expression relativ zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung fuhrte hier zum UCP3-Anstieg

auf etwa das Vierfache im Vergleich zur Placebobehandlung.
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Abbildung 4.42: Darstellung der relativen UCP3-Genexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.7.2 E2 erhdlt die SOD2-Expression bei MH in Weibchen

Im Gruppenvergleich der Mannchen waren vier Wochen nach TAC-Induktion keine
signifikanten Unterschiede in der SOD2-Proteinexpression zu verzeichnen (Abbildung
4.43). Die E2-Behandlung der mannlichen Sham-Tiere fuhrte im Trend zu einer erhdhten
SOD2-Expression relativ zur Kontrolle.

In den weiblichen Tieren wurde vier Wochen nach TAC-Induktion eine signifikante SOD2-
Verminderung im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. Die E2-Behandlung fuhrte zur
signifikanten Erhéhung der SOD2-Expression im Vergleich zur Placebo-Behandlung. Es
war eine deutlich hdhere SOD2-Basalexpression in der Kontrollgruppe der Weibchen
verglichen mit den Mannchen zu verzeichnen.

Die OVX-Gruppen wiesen Kkeine signifikanten Unterschiede in der SOD2-

Proteinexpression auf.
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Abbildung 4.43: Darstellung der relativen SOD2-Proteinexpression. M = méannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.7.3 GU in der ALDH2-Expression

In den mannlichen Tieren zeigte sich nach vier Wochen MH-Entwicklung eine signifikante
Erhdhung der Proteinexpression der Aldehyd-Dehydrogenase 2 (ALDHZ2) im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung hatte keinen signifikanten Effekt auf die ALDH2-
Expression (Abbildung 4.44).
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In den Weibchen ohne OVX waren keine signifikanten Unterschiede in der ALDH2-
Expression zu verzeichnen. Die ALDH2-Expression in der weiblichen Kontrollgruppe war
relativ zur Kontrollgruppe der Mannchen und OVX etwa sechsfach erhoht.

In den OVX-Tieren hatte die TAC-Induktion keine signifikanten Effekte auf die ALDH2-
Expression. Die E2-Behandlung fiihrte zur signifikanten ALDH2-Steigerung in den Sham-
und TAC-Tieren.
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Abbildung 4.44: Darstellung der relativen ALDH2-Proteinexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = 6strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.7.4 TAC induziert oxidativen Stress in mannlichen Mausen

4-HNE ist ein reaktives Aldehyd, welches bei erhdhter ROS-Belastung durch Hydroxyl-
Radikal-vermittelte ~ Peroxidierung  meist  Plasmamembran-sténdiger = mehrfach
ungesattigter Fettsduren entsteht. Daraus folgende Reaktionen mit Aminoséauren kénnen
Enzyme stark in ihrer Funktion beeintrdchtigen. Mit Hilfe eines Anti-4-HNE-Antikorpers
wurden in den einzelnen Gruppen 4-HNE-modifizierte Proteine aller Grof3en markiert.
Dabei sollte das Ausmal3 von oxidativem Stress bei TAC im Vergleich zur Kontrolle und
das Einwirken von Ostrogen evaluiert werden. Die Proteinmodifizierung wurde fir
Proteine der GroRR3en 36 kDa und 90 kDa untersucht.

In den méannlichen Tieren war nach vier Wochen MH-Entwicklung eine signifikant erhéhte
Modifizierung von Proteinen der GrdlRenordnung 36kDa durch 4-HNE im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu verzeichnen (Abbildung 4.45). In den Weibchen und OVX-Tieren
wurden keine signifikanten Veranderungen beobachtet. Die Proteinbanden der Grol3e 90
kDa zeigten keine signifikante Modifikation durch (4-HNE Abbildung 4.46).
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Abbildung 4.45: Darstellung der relativen 4-HNE-Modifizierung von Proteinen mit einer
Molekularmasse von etwa 36 kDa. M = méannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale
Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = &strogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit 0,05
an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.46: Darstellung der relativen 4-HNE-Modifizierung von Proteinen mit einer
Molekularmasse von etwa 90 kDa. M = mannlich; F = weiblich; OVX = ovarektomiert; TAC = Transversale
Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl der Tiere; * gibt den P-Wert mit <
0,05, 1 gibt P-Wert mit < 0,07 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.8 Expressionsmuster von ER a und 8 bei Hypertrophie und E2-Behandlung

4.8.1 E2erhoht die ERB-Expression in Sham-Tieren

In den mannlichen Tieren zeigte sich nach TAC keine signifikante Veranderung der ER(-
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die E2-Behandlung flhrte zu einem starken
Anstieg der ERB-Expression (Abbildung 4.47). Auch in den Sham-Tieren war ERB nach
E2-Behandlung auf beinahe das Vierfache des Kontrollniveaus erhoht.

Nach vier Wochen MH-Entwicklung war in den Weibchen kein signifikanter Unterschied
der ERp-Proteinexpression relativ zur Kontrollgruppe zu verzeichnen. Eine E2-
Behandlung fiuhrte ausschlie3lich in den Sham-Tieren zum signifikanten ERB-Anstieg im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin war ERB in der Kontrollgruppe der Weibchen im
Vergleich zu den mannlichen Tieren signifikant hbher exprimiert.

Auch in den OVX-Tieren hatte die TAC keinen signifikanten Effekt auf die ERB-Expression
relativ zur Kontrollgruppe. In den Sham-Tieren zeigte sich ebenfalls eine signifikante ERpB-

Steigerung.
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Bei Untersuchung der ERa-Proteinexpression (Abbildung 4.48) waren keine signifikanten
Veranderungen zu verzeichnen. In den OVX-Tieren konnte jedoch nach vier Wochen MH-
Entwicklung ein Trend zur ERa-Reduktion beobachtet werden. Die E2-Behandlung

verhinderte diese Verminderung der ERa-Expression.
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Abbildung 4.47: Darstellung der relativen ERB-Proteinexpression. M = ménnlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = dstrogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.48: Darstellung der relativen ERa-Proteinexpression. M = mannlich; F = weiblich; OVX =
ovarektomiert; TAC = Transversale Aortenkonstriktion; Plac = Placebo; E2 = 6strogenbehandelt; n = Anzahl
der Tiere; * gibt den P-Wert mit < 0,05 an. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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5 Diskussion

Zahlreiche Studien konnten Verdnderungen des Energiestoffwechsels auf Ebene der
Gen- und Proteinexpression bei MH und HF nachweisen. Haufig bezogen sich diese

jedoch ausschlieRlich auf mannliche Individuen®®"

. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit belegen GU auf vielen Ebenen des kardialen Metabolismus, insbesondere des
mitochondrialen Stoffwechsels, unter physiologischen und pathologischen Bedingungen.
Weiterhin wird gezeigt, dass eine E2-Behandlung haufig zu regulierenden Effekte auf

Gen- und Proteinexpression des Energiestoffwechsels fuhrt.

In dieser Studie wurden erstmalig Hinweise auf E2-Effekte auf die
Fettsaurestoffwechselregulation bei drucklast-induzierter MH beschrieben. Es wurde
beobachtet, dass ausschliel3lich Weibchen bei kompensierter Myokardhypertrophie von
einer Senkung der PPARp/5-Gen- und Proteinexpression, sowie einer reduzierten
Genexpression der PPARB/®-Zielgene betroffen waren. Dagegen wurde ausschlief3lich in
Mannchen und OVX mit Myokardhypertrophie eine verminderte PPARa- und PGC-la-
Expression ermittelt. Diese Erkenntnisse sprechen fir GU bei metabolischen
Verédnderungen im Rahmen einer TAC-induzierten Myokardhypertrophie. Daraus lasst
sich schlieBen, dass in beiden Geschlechtern MH-assoziierte metabolische
Veranderungen stattfanden. Diese wurden vermutlich durch verschiedene metabolische
Schlisselregulatoren vermittelt. Dabei zeigte sich, dass die Herzfunktion ausschlieflich in
den Weibchen mit MH erhalten blieb. Dies weist auf eine glnstigere Form der
Stoffwechselveranderungen bei Hypertrophie in den weiblichen Tieren hin.

Unter E2-Behandlung blieb die PPARB/6-Genexpression in weiblichen Tieren trotz MH
stabil. In Mannchen mit MH war bei E2-Behandlung keine Minderung der Expression der
Schlusselregulatoren PPARa und PGC-1a zu beobachten. Dementsprechend konnten in
dieser Studie E2-vermittelte kardioprotektive Effekte in beiden Geschlechtern
nachgewiesen werden.

Dieses Beispiel zeigt, dass die E2-Einflisse im Geschlechtervergleich an verschiedenen
Zielgenen des mitochondrialen Metabolismus ansetzen kénnen. In der Entwicklung neuer
pharmakologischer Therapieoptionen fur Herzinsuffizenz und MH konnten die
kardioprotektiven E2-Wirkungen zum Beispiel durch PPAR-Stimulation imitiert werden®®.
Die Berucksichtigung von GU kodnnte dabei eine individuellere, geschlechtsspezifische

Therapiestrategie ermdglichen.

Weiterhin wurde bei einer Vielzahl von Genen und Proteinen eine deutlich hdhere
Basalexpression in gesunden Weibchen im Vergleich zu gesunden Mannchen gemessen.

In vielen Fallen flhrte E2 zur Erhéhung der relativ niedrigen Basalexpression in
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Mannchen. Dies deutet auf eine hdhere Leistungsfahigkeit des Energiestoffwechsels bei
gesunden Weibchen hin, was als kardioprotektiver Effekt gewertet werden kann.
Weiterhin weist dies darauf hin, dass dieser Effekt wahrscheinlich durch E2 vermittelt

wurde.

5.1 Morphologie und Herzfunktion im Verlauf

5.1.1 E2-Wirkungen auf die systolische Herzfunktion

In allen Tieren dieses Mausmodells fiihrte die kontinuierliche Drucklast-Exposition tGber
vier Wochen zur erfolgreichen Induktion einer MH. Es wurde bereits beschrieben, dass
das Ausmafl der TAC-induzierten MH in Méannchen starker ausgepragt ist als in
Weibchen®. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in den Mannchen nach vier Wochen
TAC ein Trend zur héheren HW/TL und LVM/TL im Vergleich zu den weiblichen Tieren.

Eine E2-vermittelte Hemmung der MH-Entwicklung wurde mehrfach beschrieben 2°%’. In
der vorliegenden Arbeit zeigte sich in den E2-behandelten weiblichen und OVX-Tieren
nach vier Wochen TAC eine signifikant niedrigere LVM/TL (Abbildung 4.10) im Vergleich
zur Kontrolle. Auch in den E2-behandelten Mannchen war durch die signifikant reduzierte
HWI/TL eine Verminderung der MH im Vergleich zur Placebobehandlung zu verzeichnen

(Abbildung 4.9). Dies bestéatigte die MH-hemmenden Effekte einer E2-Behandlung.

Vier Wochen nach TAC-Induktion waren die Ejektionsfraktion (EF, Abbildung 4.11) und
Verkirzungsfraktion (FS, Abbildung 4.12) als Parameter der Herzfunktion in den
placebobehandelten Mannchen und OVX signifikant vermindert. Dagegen blieben EF und
FS bei den Weibchen unveréandert. Die E2-Behandlung der Mannchen und OVX flhrte
jedoch im Vergleich zur Placebobehandlung zu einer deutlich héheren EF und FS.
Weiterhin erreichten beide Parameter signifikant hdhere Werte in den E2-behandelten
weiblichen Sham-Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse weisen auf
fordernde Effekte der E2-Behandlung sowohl auf die Herzfunktion gesunder Weibchen als

auch auf die kardiale Funktion bei MH-Entwicklung in beiden Geschlechtern hin.

In Analogie dazu beobachteten van Eickels et al. in E2-behandelten weiblichen OVX-
Mausen eine Hemmung der TAC-induzierten MH im Vergleich zur Placebobehandlung.
Eine Studie von Westphal et al. an weiblichen OVX-TAC-Mausen zeigte, dass die
Behandlung mit E2 oder dem ERa-Agonisten 16a-LE2 zur Verzdgerung der Progression
der MH-Entwicklung und zu einer signifikant hoheren EF im Vergleich zur
Placebobehandlung fiihrte?”. Auch Pelzer et al. beschrieben, dass in weiblichen OVX-
Ratten mit hypertonie-induzierter MH eine 16a-LE2-Behandlung zu niedrigeren
Herzgewichten und zu einer héheren EF im Vergleich zur Placebo-Behandlung fiihrte®®.

Diese Studien weisen auf kardioprotektive E2-Effekte hin, die durch die Verzégerung der
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MH-Progression und die Aufrechterhaltung der Herzfunktion charakterisiert sind. Diesen
Phanomenen liegen molekularbiologische Ursachen zugrunde, die noch nicht vollstandig
beschrieben wurden. Diese konnten fur die Entwicklung neuer pharmakologischer
Ansatze fur die Therapie von MH und Herzinsuffizienz von grof3er Bedeutung sein.

5.2 E2-Wirkungen und GU im Glukosestoffwechsel bei MH

5.2.1 E2-vermittelte Steigerung der Glut-Expression

Die E2-Behandlung wahrend der MH-Entwicklung fihrte in den mannlichen Tieren zum
Erhalt der Glut4-Expression auf signifikant héherem Niveau im Vergleich zur
Placebobehandlung. Dieser Effekt konnte mit der ebenfalls erhdhten PGC-1a-Expression
in dieser Gruppe (Abbildung 4.28, Abbildung 4.29) in Zusammenhang stehen. Es wurde
bereits fur Skelettmuskelzellkulturen gezeigt, dass PGC-1 die Glut4-Expression durch Ko-
Aktivierung des Transkriptionsfaktors MEF-2¢ steigern kann®. Weiterhin wurden bereits
Hinweise fiir eine E2-abhangige positive PGC-1-Regulierung beschrieben®*?. Hsieh et al.
beobachteten in Rattenherzen nach hamorrhagischem Trauma eine Reduktion der PGC-
1-Proteinexpression. Eine E2-Behandlung fuhrte zum Erhalt der kardialen PGC-1-
Proteinexpression. Dies ging einher mit einem signifikant hoheren Schlagvolumen im
Vergleich zur Placebobehandlung®. Weiterhin zeigten Maher et al., dass die PGC-1-
Genexpression in Skelettmuskel von E2-supplementierten Mannern relativ zur
Placebobehandlung signifikant erhdht war. In der vorliegenden Arbeit wurde die PGC-1a-
vermittelte  Stabilisierung der Glut4-Expression wahrend der MH-Entwicklung
wahrscheinlich durch E2 stimuliert. Die Glut4-Werte der E2-behandelten Weibchen und
OVX-Tiere waren nach vier Wochen TAC nicht wie bei den Mannchen signifikant erhdht.
Dies weist auf Geschlechterunterschiede in der E2-vermittelten Glut-Regulation bei MH
hin.

Viele Arbeiten zeigten, dass hypertrophierte und insuffiziente Herzen einen

Substratwechsel in Richtung Glukosestoffwechsel aufweisen’®™

. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich jedoch vier Wochen nach TAC-Induktion eine Reduktion der Glut4- und
Glutl-Expression in den weiblichen und mannlichen Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 4.13). Dies spricht am wahrscheinlichsten daftir, dass in dieser
Phase der MH-Entwicklung kein Substratwechsel vorlag. Diese Ergebnisse werden nur
teilweise von der aktuellen Literatur bestétigt. In hypertrophierten Myozyten wurde
beobachtet, dass die Glutl-Expression ansteigt, wahrend die Glut4- Expression reduziert
ist®. Dieser Prozess scheint eine verstarkte Insulin-unabhéngige Glukoseaufnahme
wahrend der myokardialen Hypertrophie zu gewahrleisten. Dagegen beobachteten

Bugger et al. im Myokard herzinsuffizienter mannlicher Ratten nach 20-wéchiger TAC
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eine Glut4-Reduktion bei konstanter Glutl-Expression®. Hingegen konnten Razeghi et al.
in humanem Myokardgewebe herzinsuffizienter Patienten neben der Reduktion von Glut4
einen Abfall der Glutl- Expression beobachten®. Letztere Beobachtung entspricht den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Das heilt, die verminderte Glutl- und Glut4-
Expression kdnnte in der vorliegenden Arbeit bereits ein frihes metabolisches Zeichen fur
die Progression der MH hin zur Herzinsuffizienz darstellen und somit einen maladaptiven

weiteren Verlauf signalisieren.

In den ménnlichen und OVX Sham-Tieren fihrte die E2-Behandlung zur signifikanten
Steigerung der Glutl-Expression. Nach vierwdchiger TAC war diese E2-Wirkung im
Vergleich zur Placebobehandlung nicht zu beobachten (Abbildung 4.14). Dies weist
einerseits darauf hin, dass die Steigerung der Glutl-Expression wahrscheinlich durch E2
vermittelt wird. Andererseits fihrte die TAC zur Hemmung der E2-vermittelten Glutl-
Steigerung in Mannchen und OVX. Diese Ergebnisse spiegelten sich in den
entsprechenden weiblichen Gruppen nicht wider. Dies kdnnte an dem hoheren
endogenen E2-Spiegel liegen. Eine E2-responsive Steigerung der Glutl-Expression bei
Mannchen und OVX koénnte fur E2-Effekte in beiden Geschlechtern sprechen. E2-
Wirkungen auf die Glutl-Expression wurden bereits beschrieben. So konnte gezeigt
werden, dass eine E2-Behandlung die Steigerung der Glutl-Expression in
Hirnrindengewebe von Primaten® und in Zellkulturen fetaler Rattenlunge® bewirkt.
Weiterhin wurde die Uberexpression von Glutl in M&usen als ein Schutzmechanismus
gegen HI beschrieben, der mit einer erhéhten Uberlebensrate und einer Pravention von
Herzinsuffizienz bei chronischer Druckbelastung einherging®. Dies spricht dafiir, dass die
in der vorliegenden Arbeit beschriebene E2-vermittelte Glutl-Steigerung eine
kardioprotektive Wirkung hatte, da sie wahrscheinlich zur Forderung des Glukoseimports
in die Zelle beitrug und damit die Glykolyse und schliel3lich ATP-Produktion anregte. Das
kann als Vorteil fir Myokard gewertet werden, das einer erhéhten Arbeitslast ausgesetzt
und daher auf eine erhdhte Energieverfigbarkeit angewiesen ist. Die E2-Behandlung
fuhrte demnach durch die Erhéhung der Glutl-Expression wahrscheinlich zur Steigerung
der metabolischen Leistungsfahigkeit des Myokardgewebes. Die niedrigere Glutl-
Expression in placebobehandelten Mannchen und Weibchen nach vier Wochen TAC
spricht gegen eine fortgeschrittene MH-assoziierte metabolische Umstrukturierung im
Sinne des Substratpraferenzen-Wechsels”>. Es handelt sich demnach nicht nur in
morphologischer und funktioneller sondern wahrscheinlich auch in metabolischer Hinsicht
um ein Stadium kompensierter MH. Dagegen wiesen die OVX-Sham-Tiere die hdchste
Glutl-Expression auf. Dies koénnte auf den endogenen E2-Verlust durch OVX
zuruickzufuihren sein, der vermutlich zu einer Steigerung der E2-Rezeptordichte fihrte.
Diese wird durch die signifikante Erhéhung der ERB-Proteinexpression (Abbildung 4.47)
bestatigt.
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5.2.2 E2 steigert die Schlisselenzyme der Glykolyse HK2 und PFKm nach OVX

Die Analysen der Hexokinase-2 (HK2, Abbildung 4.15) und der Phosphofruktokinase
(PFKm, Abbildung 4.16) ergaben eine signifikante Steigerung der Expression beider Gene
in den E2-behandelten OVX-Sham-Tieren. Auch fir die zerebralen PFK und HK wurde
eine E2-vermittelte Erhéhung der Enzymaktivitat bei Rattenweibchen beschrieben®. Dies
bestatigt, dass die Steigerung der Expressionen beider Schliisselenzyme in den E2-
behandelten OVX-Sham-Tieren wahrscheinlich durch E2 stimuliert worden ist. Daraus
lasst sich ableiten, dass die E2-Behandlung stimulierende Wirkungen auf die Glykolyse
ausubt und somit zur Steigerung der Energieverfligbarkeit fihren kdnnte. Dieser Effekt
kénnte somit zur Erhoéhung der myokardialen Leistungsfahigkeit beitragen, was als

kardioprotektive E2-Wirkung gewertet werden kénnte.

Weiterhin  zeigten HK2 und PFKm eine signifikante Verminderung in den
placebobehandelten Weibchen nach vier Wochen MH-Entwicklung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Fiur Skelettmuskel wurden stimulierende Effekte eines Glukose-Einstroms
auf die HK2-Expression diskutiert!®.  Die niedrigere HK2-Expression in den
placebobehandelten TAC-Weibchen kdnnte daher Folge eines wegen gesenkter Glut-1-
und Glut-4 -Expression (Abbildung 4.14, Abbildung 4.13) reduzierten Glukose-Einstroms
darstellen. Dennoch sollte in Bezug auf den Glukose-Einstrom generell beriicksichtigt
werden, dass eine Expressionsminderung nur unter Vorbehalt mit einem verminderten
Glukose-Fluss gleichgesetzt werden kann, da ein gewisser Anteil an Glukosetransportern
in intrazellularen Vesikeln lagert und bei Bedarf durch Fusion der Vesikel mit der

Plasmamembran mobilisiert werden kann*°?,

5.3 GU und E2-Effekte in der Regulation des Fettsaurestoffwechsels

5.3.1 PPARa und PGC-1a dominieren die FAO-Regulation bei MH in Mannchen

Eine chronisch erhéhte Drucklast fuhrt zur Senkung der Expression von PPARa und
dessen Ko-Aktivator PGC-1a'%. Beide gelten als Schliisselregulatoren im Prozess der
metabolischen Umstrukturierung bei MH, der durch eine gedrosselte PPARa-Aktivierung

charakterisiert ist'®.

Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen diese Hypothese teilweise. Bei kompensierter
Myokardhypertrophie (vier Wochen nach TAC) zeigte sich eine PGC-1a- und PPARa-
Minderung bei den Mannchen und OVX-Tieren, jedoch noch keine Veranderung bei den
intakten Weibchen. So deutet die Genexpressionsanalyse fir PPARa (Abbildung 4.17)
und PGC-1a (Abbildung 4.28) auf eine fruhere drucklast-induzierte Herabsenkung der
PPARa- und PGC-1a-Expression in den Mannchen und OVX-Tieren im Vergleich zu den

58



Weibchen hin. Wahrend sich in den mannlichen und ovarektomierten Tieren nach vier
Wochen TAC eine starke PPARa- und PGC-1a-Senkung darstellte, waren bei den
Weibchen keine signifikanten Veréanderungen zu verzeichnen. Dies spricht fur deutliche
GU in der Regulation des Fettsaurestoffwechsels. Diese Ergebnisse werden bestatigt
durch eine Studie von Barger et al., die in Zellkulturen hypertropher Myozyten eine MH-
assoziierte PPARa- und PGC-1a-Inaktivierung sowie eine konsekutive Minderung der
FAO-Enzymexpression nachwiesen. Dabei wurde diese Deaktivierung sowohl auf eine
verminderte Expression, als auch auf eine schnelle Reduktion der PPARa-Aktivitat tber
den ERK-MAPK-Signalweg zuriickgefiihrt'®®, Faerber et al. beschrieben eine signifikante
Reduktion der PPARa- und PGC-1a-Expression in  mannlichen Mausen mit
Herzinsuffizienz sieben Wochen nach minimalinvasiver TAC-Induktion. In M&usen ohne
Zeichen der Herzinsuffizienz war ausschlieRlich die PPARa-Expression vermindert'®. In
der vorliegenden Arbeit waren sowohl die PPARa- als auch die PGC-1a-Expression vier
Wochen nach TAC-Induktion vermindert. Die Reduktion beider Regulatoren kénnte unter
Berlcksichtigung der Ergebnisse von Faerber et al. ein metabolisches Zeichen der
Progression zur Herzinsuffizienz bedeuten. Auch Garnier et al. beobachteten in Mausen
mit Aortenkonstriktion und Herzinsuffizienz eine signifikante Verminderung der PGC-1a-
Expression’®. Dass die PPARa- und PGC-1a-Expression unter E2-Behandlung in
Mannchen und OVX-Tieren erhalten blieb, spricht fur eine E2-vermittelte Verhinderung
der Progression der MH. Ebenfalls im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen zeigten
Chen et al.,, dass eine E2-Behandlung ovarektomierter Mause mit Hypertropher
Kardiomyopathie zur Verhinderung der Ausbildung einer diastolischen Dysfunktion fihrte
und dies mit einer signifikanten Steigerung der PGC-1a-Expression assoziiert war®.
Weiterhin beobachteten auch Rimbaud et al. bei der Untersuchung metabolischer
Regulatoren in weiblichen Ratten, dass die kompensierte MH bei Weibchen sich ohne
signifikante Veranderungen der PGC-1a-Expression entwickelte®. Dies stiitzt die

vorliegenden Daten zur PGC-1a-Expression in den weiblichen Tieren.

Diese Studien weisen darauf hin, dass E2 die Aufrechterhaltung der PPARa- und PGC-
1a-Expression bei MH-Entwicklung fordert. Dies kdnnte erklaren, warum es in den E2-
behandelten TAC-Méannchen nicht zur Verminderung der PPARa- und PGC-1o-
Expression im Vergleich zur Placebobehandlung kam. Die PPARa- und PGC-1a-
Genexpressionsmuster der OVX entsprachen jenen der méannlichen Gruppen. Dies
unterstreicht die regulatorische Rolle Ostrogens im Fettsaurestoffwechsel und zeigt, dass
E2 bei MH den metabolischen Phanotyp stabilisiert. Diese Annahme wird durch den

Nachweis von Ostrogen-responsiven Elementen (ERE) am PPARa-Gen gestiitzt®’.

Die im Stadium der kompensierten LVH beginnende metabolische Umstrukturierung

(metabolic remodeling) in Mannchen und OVX spiegelte sich jedoch nur teilweise auf
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Proteinebene wider (Abbildung 4.18, Abbildung 4.29). Die Ergebnisse der PGC-1a-
Proteinexpression entsprachen in den mannlichen und weiblichen Tieren etwa jenen der
PGC-1a-Genexpression. Die PPARa-Proteinexpression war im Gegensatz zur
Genexpression in Mannchen und OVX nicht signifikant verandert. In den Weibchen blieb
die PPARa-Proteinexpression analog zur Genexpression unverandert.

Die besondere Bedeutung von PPARa und E2 in der Ausprdgung von
Geschlechterunterschieden im kardialen Energiestoffwechsel ist bereits bekannt. So
zeigte sich in einer Studie, dass eine CPT-1-Hemmung durch Etomoxir bei PPARa-
Knockout (PPARaKO) zu hepatischer und kardialer Lipidakkumulation, Hypoglykdmie und
zu einer Mortalitat von 100% der mannlichen, aber nur 25% der weiblichen Mause flhrte.
Eine vorausgegangene E2-Behandlung konnte den metabolischen Phanotyp bei den
Mannchen stabilisieren und somit die Mortalitat senken, weshalb E2 neben PPARa eine
wichtige Rolle in der Regulation des Lipidstoffwechsels zugeschrieben wurde®. Es zeigte
sich durch die geschlechtsabhéngig unterschiedlichen Mortalitdten, dass ein PPARa-
Mangel in den mannlichen Tieren weniger gut kompensiert werden kann als in den

weiblichen.

PPARa ist sehr stark in Geweben mit hoher FAO-Rate wie dem Herzen exprimiert und
vermittelt die Lipid-induzierte FAO-Aktivierung’®. Zu seinen Zielstrukturen zahlt daher
auch eine Reihe von Genen des Fettsaurestoffwechsels.

Dazu gehéren CPT-2%%, dessen Genexpression in der vorliegenden Arbeit in allen TAC-
Tieren vermindert war, sowie CPT-1%, die nach vier Wochen MH in den Weibchen und
OVX-Tieren signifikant reduziert war (Abbildung 4.23, Abbildung 4.24). Die PPARo-
Expression war nach 4 Wochen TAC-Induktion &hnlich wie die CPT-1-Expression in den
OVX-Tieren und die CPT2-Expression in den Mannchen und OVX-Tieren vermindert.
Dies bestatigt die wahrscheinliche Regulation dieser Zielgene durch PPARa. Die E2-
Behandlung fuhrte zur signifikant erhéhten CPT-1-Expression in Weibchen und OVX-
Tieren relativ zur Placebobehandlung. Dies entsprach fiir die OVX-Gruppen ebenfalls den
PPARa-Expressionsmustern und konnte als ein PPARa-vermittelter E2-Effekt gewertet
werden.

Auch MCAD und LCAD werden durch PPARa reguliert® und weisen ebenfalls in der
vorliegenden Arbeit PPARa-entsprechende Expressionsmuster in den mannlichen Tieren
auf (Abbildung 4.25, Abbildung 4.26). Weiterhin bestatigten die UCP3-Expressionsmuster
in den OVX-Tieren eine PPARa-abhdngige Regulation’®. Dies zeigt, dass UCP3
vermutlich PPARa-vermittelt durch E2 reguliert werden kann (Abbildung 4.42).

Diese Ergebnisse bestatigen die Regulation des Fettsauremetabolismus durch PPARa
und deuten an, dass E2 (ber PPARa an der Regulation der FAO beteiligt ist. PPARa

wurde eine zentrale Rolle in dem MH-assoziierten metabolischen Remodeling
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zugeschrieben *°. In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass dieser Prozess im
Stadium kompensierter MH geschlechtsspezifisch bei Mannchen mit einer PPARa-
Reduktion assoziiert war. Bei gleicher Dauer der TAC-induzierten MH spielt dies in
weiblichen Tieren entweder eine untergeordnete Rolle, oder wére erst bei progredienter

MH zu erwarten.

Eine  E2-vermittelte = Regulation  von Enzymen und  Transportern  des
Fettsduremetabolismus ist auch unabhangig von den PPARs denkbar. Es wurde bereits
von einer hoheren MCAD-Proteinexpression im weiblichen humanen Skelettmuskel
berichtet'®. Die Autoren diskutierten, dass womdglich ein E2-vermittelter Mechanismus
dieser Beobachtung zugrunde liegen kdnnte. Diese Annahme wird durch den Nachweis
eines Ostrogen-responsiven Elements (ERE) im Gen der MCAD untermauert. Dies spricht
fur eine direkte dstrogene Einflussnahme auf die MCAD-Expression °’. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die in den E2-behandelten OVX-Sham- und TAC-Tieren der vorliegenden
Arbeit beobachtete Erhdhung der Expression von MCAD und LCAD (Abbildung 4.25,
Abbildung 4.26).

Ferner wurde gezeigt, dass die skelettmuskulare MCAD-Proteinexpression und -
Oxidation bei E2-behandelten Mannern deutlich erhéht waren®. Dass die Acyl-CoA-
Dehydrogenasen wichtige Komponenten des myokardialen Metabolismus sind, bestatigt
zum Beispiel eine Studie von Cox et al., in der nach Deletion im LCAD-Gen sowohl bei
weiblichen als auch mannlichen Méausen eine MH-Entwicklung beobachtet wurde'®’.
Dabei zeigte sich, dass die MH bei Mannchen signifikant stérker ausgepragt war.
Dagegen konnte durch eine Phytoedstrogen-Diat eine signifikante Reduktion der MH bei
Méannchen erzielt werden. Bei den Weibchen hatte die Diat weder in WT, noch in LCAD-
defizienten Tieren signifikante Einflisse auf die MH'’.

Dies deutet auf die Regulierbarkeit des kardialen Fettsauremetabolismus durch Ostrogen
beim mannlichen Geschlecht hin. Die vorliegenden Daten der E2-behandelten Ma&nnchen
mit MH bestatigen diese Vermutung. Nach vier Wochen TAC wiesen sie signifikant
héhere LCAD- und MCAD-Expressionen im Vergleich zur Placebobehandlung auf.

Die Effekte der TAC-Induktion und E2-Behandlung waren ausschlie3lich in Mannchen und
OVX durch die Regulation von PPARa und PGC-1a dominiert. Diese Regulation setzte
sich auf Ebene der Zielgene dieser Regulatoren fort. Dies sind deutliche Hinweise auf GU

und E2-Effekte in der Regulation des Fettsduremetabolismus bei kompensierter MH.

5.3.2 PPARRB/d dominiert die FAO-Regulation bei MH in Weibchen

Im Gegensatz zu den Mannchen zeigte sich in den Weibchen keine Verdnderung der
PPARa- und PGC-1a-Expression. Dagegen zeigte sich eine Reihe von Veranderungen

der PPARB/6-Genexpressionsmuster (Abbildung 4.19) in den weiblichen Tieren.
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Die PPARB/®-Genexpression war sowohl in den E2-behandelten Sham-Weibchen als
auch in den placebobehandelten TAC-Weibchen im Vergleich zur Kontrolle signifikant
niedriger. Daraus lasst sich einerseits schliel3en, dass kompensierte Myokardhypertrophie
in  Weibchen mit einer Verminderung der PPARp/5-Genexpression einhergeht.
Andererseits kann eine E2-Behandlung von Weibchen ohne Myokardhypertrophie zur
Senkung der PPARB/5-Genexpression fuhren. Dagegen ergab sich bei Weibchen mit E2-
Behandlung und TAC eine Steigerung der PPARB/d-Genexpression. Dies deutet darauf
hin, dass die E2-Behandlung wahrend MH-Entwicklung zur Aufrechterhaltung der relativ
hohen PPARp/3-Genexpression in Weibchen beitragt. Das heil3t, die Wirkung der E2-
Behandlung auf PPARPB/& ist nicht nur abhéngig vom Geschlecht und Ovarektomie,
sondern auch von der Arbeitslast des Myokards und dem Vorhandensein einer MH. In
einem Mausmodell drucklast-induzierter MH wurde der Energiemetabolismus zu zwei

verschiedenen Zeitpunkten untersucht'®

. Dabei zeigte sich zwei Wochen nach TAC-
Induktion ebenfalls ausschlieflich in den weiblichen Tieren eine signifikante Reduktion der
PPARR/®-Proteinexpression. Dies steht im Einklang mit der TAC-induzierten PPARp/0-
Verminderung in den weiblichen Tieren der vorliegenden Arbeit. Neun Wochen nach TAC-
Induktion wurde hingegen eine signifikante PPARPB/®-Senkung in Mannchen und
Weibchen beobachtet. Dies zeigte, dass der im frihen Stadium der MH manifeste
Geschlechterschied in der PPARPB/6-Expression mit Progression der MH nicht mehr
bestand. Dieses Phdnomen ware demnach bei langer andauernder MH-Entwicklung auch
in den Versuchstieren der vorliegenden Arbeit zu erwarten gewesen. Daraus lasst sich
schlieBen, dass MH-assoziierte GU im Fettsauremetabolismus vom Stadium der

Hypertrophie abhangen kénnten.

Die placebobehandelten Sham-Weibchen wiesen eine signifikant hohere PPARp/6-
Genexpression als die Sham-Mannchen und -OVX auf. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass diese hoéhere physiologische PPARB/6-Genexpression der gesunden Weibchen auf
E2-Einflisse zurlickzufihren ist. Eine erhohte konstitutive PPARB/d-Expression bei
Weibchen konnten Maher et al. ebenfalls fur Skelettmuskelgewebe nachweisen'®. Dies
stutzt die vorliegenden Ergebnisse und ist ein weiteres Beispiel fur eine hdhere
Basalexpression metabolischer Gene beim weiblichen Geschlecht im Vergleich zum
mannlichen. Diese kodnnte zu einer hoheren Leistungsfahigkeit des weiblichen
Energiestoffwechsels im Skelett- und vermutlich auch im Herzmuskel beitragen. Eine
Regulierbarkeit der Genexpression von PPARB/® durch E2 ist wahrscheinlich, da auch

das Vorhandensein eines ERE im PPARB/5-Gen bereits beschrieben wurde®”.

Die Analyse der PPARR/d-Proteinexpression (Abbildung 4.20) spiegelte die Ergebnisse
der Genexpression nur partiell wider. Analog zur Genexpression zeigten sich

ausschlieBBlich in den weiblichen Gruppen deutliche Veranderungen der PPARf/®-
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Proteinexpression. Dabei stellte sich der PPARPB/3-Proteingehalt in  den
placebobehandelten Sham-Weibchen signifikant hoher als in der mannlichen und der
OVX-Gruppe dar. Weiterhin bestétigte sich die verminderte Genexpression in einer
ebenfalls signifikant verminderten PPAR/d-Proteinexpression. Die Reduktion von Gen-
und Proteinexpression dieses FAO-Regulators in Weibchen mit kompensierter MH weist
auf beginnende metabolische Veranderungen hin, welche als Anpassung an die TAC-

induzierte erhOhte Arbeitslast gewertet werden konnen™

. Dabei scheint die Drosselung
der FAO im Vordergrund zu stehen. Im Gegensatz zur Genexpression zeigte sich eine
stark erhohte PPARB/6-Proteinexpression in den E2-behandelten Sham-Weibchen. Diese
Diskrepanz von Gen- und Proteinexpression kdnnte auf einer eventuellen E2-vermittelten
Inhibition der PPARP/d-Proteindegradierung zuriickzufiihren sein. Uberdies besitzen
nukleare Rezeptoren generell lange Halbwertszeiten''!, sodass im weiteren Verlauf ein
Angleich der Proteinexpression an die Genexpression zu erwarten ware. Die auf Ebene
der Genexpression nachgewiesene PPARf/d-Heraufregulierung in den E2-behandelten
TAC-Weibchen bestétigte sich in der Proteinanalyse nicht. Auch hier kommt eine Latenz
in der Proteinbiosynthese nach Erhéhung der PPAR[B/5-Genexpression als Ursache in

Betracht.

Die frihe metabolische Umstrukturierung in den placebobehandelten TAC-M&nnchen war
durch eine PGC-1a/PPARa-Senkung charakterisiert. Dieser Prozess scheint bei
Weibchen PPARB/6-abhangig abzulaufen. Einflisse von PPARB/® auf wichtige Enzyme
und Transporter des Fettsauremetabolismus wurden vielfach beschrieben. Zu diesen
gehodren LCAD, MCAD, CPT-1, CPT-2, CD36%, ACOX'? UCP3%®. Bei einigen dieser
Gene entsprechen die Expressionsmuster in den weiblichen Gruppen géanzlich denen der
PPAR/d-Genexpression. Dies gilt fir CD36 (Abbildung 4.22), CPT-1 (Abbildung 4.23),
LCAD (Abbildung 4.26) und ACOX-1 (Abbildung 4.27). Die von ACOX-1 katalysierte
Reaktion erfolgt unter Bildung von H,0,'*. Die ACOX-1-Senkung kénnte daher auch der
kompensatorischen Einddmmung der ROS-Generierung dienen. Des Weiteren zeigte sich
eine Verminderung der Genexpression von MCAD (Abbildung 4.25) und UCP3 (Abbildung
4.42) in den placebobehandelten Weibchen nach vier Wochen MH-Entwicklung analog
zur PPARB/®-Expression. Weiterhin zeigten beide Gene ebenso wie PPARB/d eine
hohere Expression in den E2-behandelten TAC-Weibchen relativ zur Kontrollgruppe. Mit
Ausnahme der E2-behandelten TAC-Weibchen entsprach auch die CPT-2-Expression
(Abbildung 4.24) in den weiblichen Gruppen dem PPAR/5-Expressionsmuster.

Diese Zusammenhange deuten an, dass Hypertrophie oder eine E2-Behandlung ohne
Hypertrophie bei Weibchen eine PPARpB/&-abhdngige Senkung des Fettsaure-
metabolismus bedingen und eine E2-Behandlung Weibchen mit entstehender MH zur

Aufrechterhaltung der FAO beitragen kann.
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Fur PPARa, PPARB/®, PPARy und eine Reihe ihrer Zielgene (CD36, CPT-1, CPT-2,
ACOX1) zeigen die vorliegenden Daten eine erhdhte Basalexpression (Kontrollgruppe,
Sham-Placebo-Tiere) in Weibchen verglichen mit Mannchen und OVX. Fur CD36 wurde
bereits eine hohere Expression im weiblichen humanen Skelettmuskel im Vergleich zu

mannlichem beschrieben!*.

MCAD und LCAD sind bei Weibchen im Vergleich zu OVX stérker représentiert. Dies
deutet auf E2-vermittelte stabilisierende Effekte auf die Expression von FAO-Enzymen
und somit auf die Forderung der FAO hin. Die niedrigere PPARB/d-Expression nach
Ovarektomie (Abbildung 4.19) wird von den Ergebnissen von Rogers et al gestitzt, die
zeigten, dass die PPARPB/6-Genexpression im Skelettmuskel von OVX-Mausen im

' Dies kann als weitere

Vergleich zu den Sham-Tieren signifikant geringer ausfie
Bestéatigung der hier beschriebenen E2-abhangigen PPARp/5-Regulation gewertet
werden. Dass die oben genannten Zielgene von PPARB/3 und PPARYy in Weibchen genau
wie die beiden PPARs nach TAC in ihrer Genexpression gedrosselt wurden, bestatigt

8112 7udem konnte die E2-

deren Regulierbarkeit durch diese nukledren Rezeptoren
Behandlung bei MH die Gen-Expression beider PPARs erhalten (Abbildung 4.19,
Abbildung 4.21), was sich ebenfalls fir die untersuchten Zielgene mit Ausnahme von

CPT-2 signifikant darstellte.

5.3.3 E2 hemmt TAC-induzierte PPARy-Reduktion in Weibchen

Obwohl PPARYy nur gering im Myokard exprimiert wird®®, kénnte dieser nukledre Rezeptor
eine wichtige Rolle fir die Integritit des myokardialen Metabolismus und eine
physiologische Herzfunktion spielen. PPARy-Einflisse auf Gene des
Energiestoffwechsels wie CD36, ACOX, GLUT-1 wurden bereits beschrieben®®. Ferner
ist bekannt, dass ein PPARy-Knockout in Mausen zu MH, jedoch nicht zu herabgestufter

Expression der Vertreter der FAO fiihrte'’

. Weiterhin resultierte eine kardiomyozyten-
spezifische PPARy-Uberexpression in moderater Hypertrophie ohne Einschrankung der
Herzfunktion'*’. Dies betont die bedeutende Rolle dieses nukledren Rezeptors im
kardialen Energiestoffwechsel und zeigt gleichzeitig, dass es weiterer Untersuchungen
bedarf, um seine Funktion im Herzen préaziser zu charakterisieren.

Hinweise auf eine Regulierbarkeit des nuklearen Rezeptors durch E2 finden sich im
Nachweis eines ERE im PPARy-Gen®’. Auch in Fettgewebe fiihrte eine E2-Behandlung

zur Erhéhung der PPARy-Expression™®.

In den Weibchen war die PPARy-Genexpression ahnlich wie PPARPB/® signifikant
niedriger in den E2-behandelten Sham- und den placebobehandelten TAC-Tieren relativ
zur Kontrolle. Im Unterschied zu PPARB/S scheint PPARy bei Ostrogengabe nach
Ovarektomie gesteigert zu werden (Abbildung 4.21). Eine Minderung der PPARYy-
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Expression in Aortengewebe nach Ovarektomie sowie eine PPARYy-Steigerung infolge E2-
Behandlung wurde bereits beobachtet und stiitzt die vorliegenden Ergebnisse®. Weiterhin
war neben dem PPARy-Anstieg in den E2-behandelten OVX-Tieren auch eine signifikant
erhohte ERB-Expression zu verzeichnen (Abbildung 4.47). Daher konnten die PPARYy-
steigernden E2-Effekte durch die erhohte Menge an ERP beglnstigt worden sein.
Dennoch fand trotz Steigerung der ER-Expression in den E2-behandelten Sham-
Weibchen keine Erhdhung der Expression von PPARy und dessen Zielgenen wie ACOX-
1, CD36 oder Glut1'® statt (siehe Abbildung 4.27, Abbildung 4.22).

Scheinbar kommt es analog zu PPARpB/® bei alleiniger E2-Behandlung der Sham-
Weibchen zu einer Senkung der PPARy-Expression wahrend E2 in Kombination mit TAC-
induzierter MH zu einem Mechanismus der PPARy-Steigerung filhren mag. Dieser
paradox erscheinende Effekt wurde in der Literatur noch nicht beschrieben. Ein mdglicher
Grund fur die PPARy-Steigerung in den E2-behandelten TAC-Weibchen kénnte der
erhodhte kardiale Energiebedarf durch die Druckbelastung sein. Die E2-Behandlung wiirde
unter diesen pathologischen Bedingungen demnach die metabolische Leistungsfahigkeit
des Myokards fordern. Unter physiologischen Bedingungen wie in den Sham-Weibchen
konnte E2 in Abwesenheit pathologischer Stimuli zur PPARy-Reduktion flhren.
Moglicherweise kdnnte E2 dabei Uber einen anderen Signalweg agieren. Die
Untersuchung dieses Phanomens, die zur weiteren Charakterisierung der Rolle
Ostrogens unter physiologischen und pathologischen Bedingungen im kardialen
Stoffwechsel beitragen konnte, bedarf weiterer Analysen.

5.4 GU und E2-Effekte in der ETK-Biogenese

5.4.1 TAC induziert kompensatorische mtDNA-Steigerung in M&nnchen

Es ist bekannt, dass E2 die mtDNA-Transkriptionsrate erhdht. Eine positive mtDNA-
Regulation durch E2 tber NRF-1 und Tfam wurde in bereits fur verschiedene Zelltypen
beschrieben. Dazu zahlen HepG2-Zellkulturen*® und MCF-7-Zellkulturen*’. In der
vorliegenden Arbeit konnte ein NRF-1-steigernder Effekt von E2 auf die weiblichen E2-
behandelten Sham-Tiere belegt werden (Abbildung 4.30). Dies spricht fur eine Regulation
der mtDNA-Transkription Uber NRF-1 und schlief3lich Tfam, wenn auch keine deutliche
Tfam-Erhéhung zu verzeichnen war (Abbildung 4.31, Abbildung 4.39 bis Abbildung 4.41).
Jedoch war bei den E2-behandelten Weibchen nach vier Wochen TAC keine
Veranderung der Expression beider Transkriptionsfaktoren zu beobachten. Johann et al.
beobachteten in Zellkulturen von Neuronen des lumbalen Ruckenmarks maéannlicher

120

Méause eine E2- und NRF-1-vermittelte Erhdhung der mtDNA-Expression™". Daraus liel3
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sich schlie3en, dass die E2-Behandlung die Leistungsfahigkeit des Energiemetabolismus

steigerte und somit neuroprotektive Effekte auf die neuronalen Zellen hatte.

Ahnlich wie bei vielen Genen der FAO war die Kopie-Anzahl von ND1 und COX3 in der
weiblichen Kontrollgruppe signifikant hoher als jene der mannlichen Kontrollgruppe
(Abbildung 4.39, Abbildung 4.40). Geschlechterunterschiede in der mtDNA-
Genexpression beobachteten auch Borras und Kollegen in hepatischen Mitochondrien
von Ratten®. So wiesen sie eine signifikant hohere Expression des Gens fir die
mitochondrial kodierte 16srRNA bei Weibchen nach. Als ein Grund dafir wurde eine
signifikant geringere oxidative mtDNA-Schadigung in den weiblichen Ratten im Vergleich
zu den Mannchen beschrieben. Bei OVX-Tieren war der oxidative Stress signifikant hher
als bei weiblichen Wildtypen oder ovarektomierten Weibchen mit E2-Behandlung®. Dieser
Mechanismus koénnte neben NRF-1 (Abbildung 4.30) eine weitere Ursache der signifikant
niedrigeren Zahl an ND1-, COX3-Kopien, sowie einer niedrigeren COX1-
Proteinexpression in der OVX-Kontrollgruppe im Vergleich zur E2-Behandlung sein
(Abbildung 4.39, Abbildung 4.41). Zudem war die Expression dieser mitochondrial
kodierten Komplex-IV-Untereinheiten in den E2-behandelten OVX-Tieren nach vier
Wochen MH-Entwicklung erhéht. Dies bestatigt wiederum die oben genannten Ergebnisse
von Borrds et al. Daraus lasst sich ableiten, dass E2 auch im Myokard von OVX-
Weibchen unter physiologischen (Sham) und pathologischen (TAC) Bedingungen die
MtDNA-Expression fordert. Auch die Arbeit von Nilsen et al.,, die eine gesteigerte
Expression der Untereinheiten COX1, COX2 und COX3 in Hirngewebe ovarektomierter
Ratten beobachteten, stiitzt die vorliegenden Ergebnisse*’. Die erhobenen Daten zu den
OVX-Tieren bestéatigen diese E2-Responsivitat der Untereinheiten COX1 und COX3, und
weisen auf gleiche Effekte bei COX7A2 (Abbildung 4.33) und ND1 (Abbildung 4.40) hin.
Eine Gemeinsamkeit dieser 4 Gene liegt darin, dass sie Untereinheiten des Komplex IV
der Elektronentransportkette (ETK) kodieren.

Vier Wochen nach TAC-Induktion fuhrte die E2-Behandlung in den Mannchen jedoch zu
einer deutlich niedrigeren Zahl an ND1- und COX3-Kopien im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dagegen zeigte sich bei den mannlichen Sham-Tieren kein signifikanter
Unterschied zwischen Placebo- und E2-Behandlung. So scheint E2 bei Mannchen in
Kombination mit TAC eine mtDNA-senkende Wirkung auszuiiben. In der Literatur wurde
dieser Effekt noch nicht beschrieben. Dai et al zeigten in Kulturen von Myozyten mit
angiotensininduzierter Hypertrophie, dass diese mit einer Stimulation der mitochondrialen
Biogenese assoziiert war. Sie beobachteten eine Steigerung von Faktoren wie NRF-1,
NRF-2 und Tfam, die die ETK-Synthese férdern**' Dies konnte als Anpassung an einen
erhohten Energiebedarf gewertet werden und stiitz die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Erhéhung der mtDNA-Zahl in den mannlichen TAC-Tieren. Unter E2-
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Behandlung war keine mtDNA-Steigerung in den TAC-Mannchen zu verzeichnen. Dies
konnte bedeuten, dass die kompensatorische MH-assoziierte mtDNA-Erhéhung noch
nicht stattfand. Demnach ware von einem guinstigeren MH-Stadium unter E2-Behandlung
auszugehen.

Generell ist jedoch zu beachten, dass eine Erhohung der Zahl von mtDNA-Kopien
einerseits Ergebnis vermehrter Transkription sein koénnte. Andererseits kdnnte sie das

Korrelat einer vermehrten Mitochondrien-Anzahl sein.

Als  wichtiger  Regulator der  Transkription = mitochondrialer  Gene  der
Atmungskettenkomplexe gilt die PGC-1a-NRF-Tfam-Achse'?”. PGC-1a gilt nicht nur als
Ko-Aktivator von PPARa in der Regulation der FAO® sondern auch als Koordinator der
von mitochondrialen und nukledren Genen ausgehenden Synthese von ETK-
Komplexen'’. In Anbetracht der in den placebobehandelten TAC-Mannchen signifikant
verminderten PGC-1a-Expression (Abbildung 4.28) war demnach eine gleichsam
reduzierte NRF-1- und Tfam-Expression anzunehmen. Jedoch wiesen die vorliegenden
Ergebnisse keine PGC-1a-entsprechenden Expressionsmuster auf (Abbildung 4.30,
Abbildung 4.31). Auch fur mannlichen Ratten mit MH wurde bereits eine unveranderte
Tfam-Expression beschrieben’®. Dies ging einher mit unveranderter PGC-1a-Expression.
Jedoch waren dort die PGC-1a-Aktivatoren SirT1 und AMPK herabreguliert'®®. Diese
Ergebnisse waren ein Beispiel fur schnell wirksame Veranderungen im Rahmen MH-
assoziierten metabolischen Umstrukturierung. Im Myokardgewebe herzinsuffizienter
Patienten wurde eine PGC1l-unabhangige mtDNA-Verminderung nachgewiesen. Dies

steht im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen*?.

Eindeutige Geschlechterunterschiede zeigten sich in der ND1- und COX3-Expression.
Nach vier Wochen MH-Entwicklung waren ND1 und COX3 ausschlieflich in den
placebobehandelten Mannchen um etwa das Vierfache im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht. Dies ist ein Hinweis darauf, dass mtDNA in der frihen Phase der MH
kompensatorisch bei Ma&nnchen erhoht werden kann. Auch Meerson und Pomoinitsky
fanden einen stark erhohten mtDNA-Gehalt bei MH-Entwicklung in mannlichen Ratten
gemeinsam mit einer erhdhten Produktionsrate mitochondrialer RNA'. Die Autoren
vermuteten, dass diese héhere Zahl an mtDNA einer beschleunigten RNA-Bildung als

Anpassung an erhdhte Energieerfordernisse bei Drucklast dienen kénnte.

Bei Hypertrophie kann es zu einer héheren Belastung durch ROS-Bildung kommen, was
zu mtDNA-Schéadigung und Stérung der ETK-Synthese filhren kann®®. Daher wurde als
mdgliche Ursache eines hohen mtDNA-Gehalts auch die Kumulierung einer gewissen
MtDNA-Reserve beschrieben, die bei erhthtem Risiko fir mtDNA-Schadigung durch ROS
dennoch ausreichend fehlerfreie Transkriptionen von unbeschadigten mtDNA-

Kopiervorlagen gewéhrleisten soll**®. Eine komplette mtDNA-Replikation wird vermutlich

67



den mtDNA-Reparaturmechanismen vorgezogen, da sie energetisch giinstiger ablauft'?’.

Dies konnte auf die placebobehandelten Mannchen nach vier Wochen MH-Entwicklung
zutreffen, die eine signifikante ROS-Belastung in Form von 4-HNE-Proteinmodifizierungen
aufwiesen (Abbildung 4.45, Abbildung 4.46).

Dieser Effekt zeichnete sich vier Wochen nach TAC in den placebobehandelten Weibchen
nicht ab. Die Vermutung liegt nahe, dass dies mit der signifikant hoheren mtDNA-Zahl
zusammenhangt. Eine unveranderte mtDNA-Expression bei kompensierter MH in
Weibchen fand sich ebenfalls in einer Studie von Rimbaud und Kollegen®. Dies war ein
weiterer Hinweis daflir, dass die MH bei Weibchen auf metabolischer Ebene weniger
fortgeschritten war als bei Mannchen. Nach Karamanlidis et al. zahlt die Senkung der
mtDNA-Zahl zu den charakteristischen Ereignissen von Hypertrophie und geht der
klinischen Manifestation der HI voraus'?®. Dies wiirde beziiglich der vorliegenden
Ergebnisse bedeuten, dass dieses Stadium weder bei Mannchen noch bei Weibchen
erreicht wurde und man daher von einer frhen Phase kompensierter MH ausgehen kann.
Bei Betrachtung der Proteinxpression der mitochondrial kodierten Untereinheit der
Cytochrom-c-Oxidase COX1 (Abbildung 4.41) zeigte sich ein anderes Bild in den
weiblichen und mannlichen Gruppen. Im Gegensatz zur Genexpression von ND1 und
COX3 war die COX-1-Proteinexpression nach vierwochiger MH-Entwicklung in den
Mannchen nicht signifikant erhoht. Dies bestatigt die Annahme, dass die mtDNA-Kopien
nicht zur Steigerung der Proteinexpression, sondern aufgrund eines erhdhten ROS-
Schadigungsrisikos zur Aufrechterhaltung der regularen Biogenese vermehrt worden
waren. Pohjoisméki et al. fanden bei neonatalen und adulten Ratten keinen Unterschied in
der Ratio aus mitochondrialer und nukledrer DNA (MmtDNA/NnDNA), trotz hoherer
respiratorischer Kapazitat und héherem Volumen der adulten Mitochondrien. Dies fiihrte
zu der Uberlegung, dass die Zahl der mtDNA-Kopien weniger ausschlaggebend fir

mitochondriale Atmungskapazitat und ETK-Synthese sein kénnte?

. Man kann jedoch
davon ausgehen, dass eine Mindestanzahl an Kopien fir eine uneingeschrankt
ablaufende ETK-Synthese notwendig ist. Aus den oben genannten Grinden sind
Ruckschlisse von mtDNA-Zahl auf die Beeinflussung der ATP-Bildung also prinzipiell

kritisch zu betrachten.

Neben ROS und der PGC1a-NRF1-Tfam-Achse sollten auch andere Einflisse auf die
MtDNA-Expression als mdgliche Ursache der herabregulierten COX1-Proteinexpression
in Betracht gezogen werden. Nach vier Wochen MH-Entwicklung war die COX1-
Proteinexpression (Abbildung 4.41) in den Weibchen im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant vermindert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit jenen zur PPARR/&-
Expression (Abbildung 4.19). Es wurde bereits von einer Erhéhung der Anzahl an mtDNA-

Kopien bei PPARB/5-Uberexpression berichtet. Diese Ergebnisse konnten auch nach vier
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Wochen TAC noch beobachtet werden®. Dies weist auf eine mogliche PPARP/3-

assoziierte COX1-Regulation bei den Weibchen hin.

5.4.2 Kompensierte MH mit erhaltener Proteinexpression der ETK-Komplexe

Die  Proteinexpression der  Vertreter der einzelnen  nukledr  kodierten
Atmungskettenkomplexe verblieb nahezu ohne signifikante Veranderungen. Eine
Ausnahme war die TAC-induzierte UQCRC2-Steigerung (Komplex Ill) in den OVX-Tieren.
Dies signalisiert ein Stadium kompensierter MH. Diese Resultate werden durch die Arbeit
von Matlib et al. gestiitzt, in der keine morphologischen und funktionellen Veranderungen
der Mitochondrien in einem Modell kompensierter MH gefunden wurden *%. Weiterhin
stehen diese Befunde im Einklang mit Ergebnissen einer TAC-Studie an Ratten von
Doenst et al. So zeigten die Tiere nach zwei Wochen TAC keine Zeichen kardialer
Dysfunktion. Bei Messung der Mitochondrienfunktion war eine hodhere maximale
respiratorische Kapazitat zu verzeichnen als bei den Kontrolltieren. Herzinsuffizienz mit
diastolischer Dysfunktion stellte sich erst zwischen sechster und zehnter Woche nach
TAC-OP ein'®. Demnach kann hier geschlussfolgert werden, dass auch in den hier
dargestellten TAC-Gruppen eine kompensatorisch gesteigerte Atmungskettenaktivitat mit

unveranderter Proteinexpression vorliegt.

Dennoch fanden sich bereits Veranderungen einiger ETK-Komplexe auf Ebene der
Genexpression. So ergab sich eine Senkung der ATP5k-Expression in der mé&nnlichen
TAC-Plac-Gruppe (Abbildung 4.37), welche auf die verminderte PGC-1a-Expression
(Abbildung 4.28) zurlickzufihren sein konnte. Dieses Ergebnis wird durch die Arbeit von
Arany et al. gestutzt, in der im PGC-1a-KO-Modell eine erniedrigte Genexpression
verschiedener ATP-Synthase-Untereinheiten nachgewiesen wurde'®.

Die Komplex-IV-Untereinheit COX5a wies keine bedeutend veranderte Genexpression in
den mannlichen und weiblichen Gruppen auf (Abbildung 4.32). Jedoch zeigte sich in den
OVX-Tieren nach vier Wochen TAC eine signifikante COX5a-Reduktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Diese Senkung der COX5a-Expression war bei E2-Behandlung nicht zu
beobachten. Daraus lasst sich ableiten, dass E2 bei Weibchen mit MH zur Erhaltung der
nuklearen Komplex-1V-Expression beitragt. Die Sicherung der Integritat der ETK unter
Bedingungen erhohter Drucklast betont die kardioprotektive Wirkung von E2 auf den
myokardialen Metabolismus. Weiterhin wurde das Gen der Untereinheit COX7A2 in den
E2-behandleten OVX-Sham-Tieren starker exprimiert (Abbildung 4.33) Dieser E2-Effekt
war nicht in den OVX-TAC-Tieren zu beobachten. In Hirngewebe ovarektomierter Ratten
konnte E2-Behandlung eine Steigerung der Komplex-IV-Expression uber die Induktion der

nuklear kodierten Untereinheit COX4 bewirken*?. Die Vorliegenden Ergebnisse

69



bestatigen, dass E2-Einwirkungen die Genexpression von Untereinheiten einzelner ETK-

Komplexe auch in myokardialem Gewebe steigern kdnnen.

Eine Veréanderung der Expression der ETK-Komplexe bei MH ist in der Literatur sehr
unterschiedlich beschrieben. Mdogliche Ursachen dafiir sind Unterschiede in den
verwendeten Modellen und Untersuchungsmethoden:

Es wurde von einer vermindert exprimierten Komplex-I-Untereinheit im Gewebe
insuffizienter humaner Herzen berichtet'™®, wahrend in einem Modell der MH bei
hypertonen Ratten eine Komplex-I-Untereinheit verstarkt exprimiert wurde*. An anderer
Stelle zeigte sich dagegen bei MH hypertoner Ratten eine Reduktion der Komplex-I-

Expression®.

Fur Komplex Il wurde eine Senkung der Proteinexpression im hypertrophierten Myokard
hypertoner Ratten beschrieben®®, wobei hier die Proteine mit Hilfe eines
Massenspektrometrie-Verfahrens  quantifiziert  wurden.  Andererseits war in
Proteinexpressionsanalysen von Tang et al. nach Quantifizierung von ETK-Proteinen im
gleichem Tiermodell keine signifikante Veranderung der Komplex-lI-Expression zu
verzeichnen'?®. Letzterer Befund steht wiederum im Einklang mit den vorliegenden
Ergebnissen zur SDHB-Expression (Abbildung 4.35).

Dagegen findet sich in der Arbeit von Tang et al. eine signifikante Reduktion der Komplex-
lll-Expression in hypertonen Ratten mit MH **. Weiterhin wurde von einer Verminderung
der Komplex-lll-Expression in humanem Myokard bei Herzinsuffizienz berichtet*’. Jedoch
weisen andere Quellen auf eine Erhéhung der Komplex-lll-Expression in hypertonen
Ratten mit MH hin'**,

Die hier vorliegenden Ergebnisse stehen teilweise in Einklang mit der derzeitig
veroffentlichten Literatur, die jedoch in sich heterogen ist. Dies ist auf unterschiedliche
Versuchsmodelle, sowie verschiedene MH-Stadien zurtckzufiihren. In der vorliegenden
Arbeit sprechen die Ergebnisse aus metabolischer Sicht bei unveranderter
Proteinexpression der ETK-Komplexe fir ein Stadium kompensierter MH. Erste
Anzeichen einer Verminderung der Genexpression von ETK-Komplexen zeigen sich in
mannlichen (Abbildung 4.37) und OVX-Tieren (Abbildung 4.32). Diese Reduktion wurde
durch E2 verhindert, was fir protektive Effekte auf den myokardialen Metabolismus

spricht.

5.5 E2 steigert antioxidative Systeme in Weibchen

In vielen Studien wurde die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies und antioxidativer
Schutzmechanismen im Zusammenhang mit MH und HI thematisiert®®*“®. In einer Arbeit

von Lagranha et al. wurden GU in der ALDH2-Aktivitdt in einem Ischamie-

70



/Reperfusionsmodell beschrieben. Dabei wurde bei weiblichen Ratten eine hohere
Aktivitat von ALDH2 nachgewiesen. Weibchen wiesen nach Ischdmie und Reperfusion ein
deutlich Kkleineres Infarktareal als Mannchen auf. Jedoch konnte die Infarktzone bei
Mannchen durch E2-Behandlung verringert werden®. In der vorliegenden Arbeit
unterscheiden sich die Ergebnisse von Mannchen und Weibchen beziglich ALDH2 auch
in ihrer basalen ALDH2-Proteinexpression signifikant (Abbildung 4.44). Hierbei scheint E2
eine Rolle zu spielen, da der ALDH2-Gehalt in der OVX-Kontrollgruppe im Vergleich zur
weiblichen stark verringert war und beinahe das Niveau der mannlichen Kontrollgruppe
erreichte. Bei den Mannchen war eine signifikante Steigerung der ALDH2-Expression
nach TAC zu verzeichnen, die als Reaktion auf den drucklast-induzierten erhohten
oxidativen Stress gewertet wurde. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit einer von

Jullig et al. beschriebenen erhéhten ALDH2-Proteinexpression bei Ratten mit MH.

Ahnlich wie fur ALDH2 war auch die SOD2-Expression in der weiblichen Kontrollgruppe
im Vergleich zur mannlichen signifikant hdher (Abbildung 4.43). Dies bestétigte die
Ergebnisse von Borras et al., die hepatische und zerebrale Mitochondrien von ménnlichen
und weiblichen Ratten verglichen. Sie zeigten, dass die Expression an antioxidativen
Systemen bei Weibchen héher war als bei Mannchen®. So ergab sich eine signifikant
héhere SOD2-Expression und -Aktivitat in weiblichen Mitochondrien im Vergleich zu den
mannlichen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigten jedoch eine signifikante SOD2-Senkung
in den placebobehandelten TAC-Weibchen relativ zur Kontrollgruppe. Eine mdgliche
Ursache dafur konnte die reduzierte PPARPB/d-Expression (Abbildung 4.19) in dieser
Gruppe sein®. Die E2-Behandlung wéhrend der MH-Entwicklung fiihrte zur signifikanten
SOD2-Steigerung, was fiur antioxidative E2-Effekte spricht, die moglicherweise bei
Weibchen E2-vermittelt Gber die Regulation von PPARB/d beeinflusst werden.

Weiterhin fanden Borrds et al. eine deutlich hdhere Peroxid-Produktion in
mannlichen Mitochondrien einschlieRlich vermehrter oxidativer Schaden®. Dies bestétigte
sich in der vorliegenden Arbeit durch signifikant héhere 4-HNE-Proteinmodifizierungen
nach vier Wochen MH-Entwicklung in den placebobehandelten Mannchen (Abbildung
4.45). Die SOD2-Expression blieb ohne signifikante Verdnderungen. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit den Daten von Koga et al., die in einem Modell TAC-induzierter MH
in mannlichen Mausen keine SOD2-Veranderungen beobachteten'®*. Dieser Befund
spricht daftr, dass das untersuchte Myokardgewebe der placebobehandelten TAC-
Méannchen sich noch in einem kompensierten Stadium der Hypertrophie befand'®. Bei
lAngerer Dauer der TAC und somit zunehmender mitochondrialer Dysfunktion ware mit
einer weiteren Zunahme der ROS-Belastung zu rechnen™®.

In Weibchen und OVX induzierte TAC eine Verminderung der UCP3-Expression
(Abbildung 4.42). Eine MH-assoziierte Reduktion der UCP3-Expression wurde bereits

beschrieben®. Bugger et al. sahen in diesem Effekt einen kompensatorischen
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Mechanismus, der Uber eine bessere Kopplung von Zitratzyklus-Flux und mitochondrialer
ATP-Synthese einen an die erhOhte Arbeitslast adaptierten Energiestoffwechsel bewirken
kénnte™®’.

Bei E2-Behandlung wéhrend vier Wochen MH-Entwicklung in den Weibchen mit und ohne
OVX war diese UCP3-Senkung nicht vorhanden. Dies impliziert, dass die
kompensatorische UCP3-Senkung noch nicht stattgefunden hatte. Folglich war aufgrund
der E2-Einwirkung die Integritat des Energiestoffwechsels in diesen Tieren wahrscheinlich
weniger gefahrdet im Vergleich zur Placebobehandlung. Dies war ein Zeichen fir eine
aus metabolischer Sicht weniger stark fortgeschrittene MH. Damit in Einklang steht die

relativ zur Kontrolle erhaltene EF in den OVX-Tieren (Abbildung 4.11).

5.6 E2 steigert ERB-Expression in beiden Geschlechtern

Die ERB-Expression war in den mannlichen E2-behandelten Tieren mit und ohne MH-
Entwicklung im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht (Abbildung 4.47). Bei Weibchen und
OVX zeigte sich jeweils nur in den EZ2-behandelten Sham-Tieren eine signifikant
gesteigerte ERB-Expression. Es ist bereits bekannt, dass die Ostrogenrezeptoren durch

E2-Behandlung heraufreguliert werden kénnen'®

. Westphal et al. beschrieben Effekte
von E2 auf weibliche OVX-Mause mit TAC-induzierter Myokardhypertrophie. Es wurde
unter anderem der myokardiale Fibrosegrad anhand des Kollagengehalts bestimmt. Dabei
zeigte sich, dass die E2-Behandlung zur signifikanten Reduktion des myokardialen
Kollagengehalts relativ zur Placebobehandlung filhrte?’. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Fliegner et al., die die Effekte einer ERB-Deletion in einem Mausmodell
drucklast-induzierter MH untersuchten. Sie beobachteten in den weiblichen Tieren mit
ERB-Deletion einen starken TAC-induzierten Anstieg des Kollagengehalts im Vergleich
zur Scheinoperation. In den weiblichen Wildtypen fiihrte die TAC-Induktion jedoch nicht
zur Zunahme der Fibrosierung. Dagegen zeigte sich nach TAC-Induktion in den
mannlichen Tieren mit ERB-Deletion relativ zu den Wildtypen eine signifikant niedrigere
myokardiale Fibrosierung bei jedoch stark erhéhter Apoptoserate®. Das heift fiir die
vorliegenden Ergebnisse, die Erhdhung der ERB-Expression in den E2-behandelten
mannlichen TAC-Tieren kdnnte der Verhinderung erhohter Apoptoseraten dienen. In den
weiblichen und OVX-Tieren war keine ERB-Erhéhung zu verzeichnen. Die Unterschiede
zwischen den Geschlechtern kdnnten auf die maglicherweise starker fortgeschrittene MH
in den mannlichen Tieren zurickzufihren sein. Dies wirde bedeuten, dass bei den
weiblichen Tieren aufgrund des friheren MH-Stadiums eine kompensatorische Steigerung
der ERB-Expression noch nicht eingesetzt hatte.

Pereira et al. beschrieben eine erhthte ROS-Belastung als mdgliche Ursache einer ERa-

Herabregulierung. Dies lasst vermuten, dass ahnliche Effekte die Steigerung der ERp-
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Expression in den E2-behandelten TAC-Weibchen verhindert haben kénnten'*. Dennoch
zeigt die Analyse des Gehalts 4-HNE-modifizierter Proteine als ROS-Marker keine
signifikanten Erh6hungen in den Weibchen nach vierwdchiger TAC (Abbildung 4.45,
Abbildung 4.46). Andererseits wurde eine Heraufregulierung von ERB bei Aortenstenose-

Patienten und -Patientinnen berichtet'*

. Diese Beobachtungen spiegelten sich jedoch
nicht in den vorliegenden Ergebnissen wider. Die Unterschiede in der Ergebnislage sind
wabhrscheinlich auf die sich unterscheidenden Versuchsmodelle und verschiedene Stadien

der MH zuriickzufiihren.

Die vorliegenden Ergebnisse zu ERa zeigten keine signifikanten Veranderungen. Dies
spricht fir eine untergeordnete Rolle von ERa im Stadium kompensierter MH. Skavdahl et
al. zeigten in einem TAC-Modell mit ERa-Knockout, dass die MH-Entwicklung nahezu
jener der Wildtypen entsprach. Dagegen wurde bei ERB-Knockout eine deutlich verstarkte
MH beobachtet®. Daher wurde ERa nicht als ausschlaggebend in der Vorbeugung der MH
erachtet. In einer anderen Studie konnte zwar durch Verabreichung eines ERa-Agonisten
die MH-Entwicklung gehemmt werden, jedoch ging dies mit einer hdéheren Mortalitéat
einher’’. Die vorliegenden Ergebnisse zur ERa-Proteinexpression ergaben keine
signifikanten Veranderungen. Dies suggeriert eine untergeordnete Rolle von ERa im
Prozess der MH-Entwicklung. Weiterhin waren auch in einer Studie an OVX-Ratten mit
MH weder nach Administration von E2 noch nach Behandlung mit dem ERa-Agonisten

160-LE2 signifikante Unterschiede der ERa-Expression zu verzeichnen®.

5.7 Bedeutung der metabolischen Veranderungen bei MH

In der Literatur wurde wiederholt diskutiert, ob die vorbeschriebene Umstrukturierung des
Energiestoffwechsels eher adaptiven oder maladaptiven Charakters ist’>. Nach wie vor
bleibt diese Frage nicht ganzlich geklart.

Van Bilsen et al. fassen in einer Review zusammen, dass viele Hinweise flr eine
vorteilhafte Auswirkung der metabolischen Ausrichtung auf Glukose statt FA sprechen’,
Dennoch lieRen auch Sie die Frage offen, ob die MH-assoziierten Veranderungen des
Energiestoffwechsels Ursache oder lediglich Begleiterscheinung der MH-Progression bis
zur HI darstellen. Tatsachlich scheint die Senkung der FAO zugunsten verstarkter
Glukosemetabolisierung fur den Erhalt der Herzfunktion bei MH von Vorteil zu sein. So
konnte in einem Modell rechtsventrikularer Hypertrophie gezeigt werden, dass die gezielte
Forderung der Glykolyse sich positiv auf die kardiale Funktion auswirken kann. Die
Glykolyserate wurde dabei indirekt Uber die Ausschaltung der Glykolyse hemmenden
PDH-Kinase erhoht™*.

Zur Produktion gleicher ATP-Mengen werden durch Glukoseoxidation etwa 10-15%

weniger O, verbraucht als durch FAO™. Auch dies spricht fiir einen vorteilhaften,
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adaptiven Charakter des Wechsels der Substratpraferenzen. Langfristig ist eine glukose-
dominante Energiegewinnung jedoch wahrscheinlich ungiinstiger, da ein physiologischer
kardialer Metabolismus grundsatzlich einer gewissen Flexibilitat bedarf, damit je nach Art
und Dauer der Belastung das Verhéltnis der verschiedenen Energiesubstrate zueinander
(Kohlenhydrate, Fettséduren, Laktat, Ketone) an die entsprechenden Arbeitsanforderungen
des Herzens sowie die Stoffwechsellage des Kérpers angepasst werden kann'*. Diese
Flexibilitat geht dem myokardialen Energiestoffwechsel bei Festlegung auf Glukose als
Hauptenergiequelle verloren®®. Dies deutet drauf hin, dass die metabolischen
Veranderungen bei MH kurzfristig adaptiver, jedoch langfristig maladaptiver Natur sein
konnten. Ahnliche Uberlegungen zur metabolischen Flexibilitat konnten auch fir die
diabetische Kardiomyopathie bei erhohter Insulinresistenz zutreffen. Diese ist im
Gegensatz zur drucklast-induzierten MH durch eine Daueraktivierung der FAO
gekennzeichnet. Daraus folgt auch bei dieser Entitat ein Verlust der metabolischen
Flexibilitat, die schlieBlich zur Herzinsuffizienz beitragen kénnte 143 Daraus leitet sich ab,
dass die Mdoglichkeit je nach Belastung zwischen unterschiedlichen Energietragern zu
wechseln noch wichtiger als die Praferenz eines bestimmten Substrates sein kdnnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf Geschlechterunterschiede bei metabolischen
Umbauprozessen bei MH hin. Auch hier ist zu klaren, ob die unterschiedlich ablaufenden
Anpassungsprozesse des Stoffwechsels bei Mannchen und Weibchen auch
unterschiedliche Bedeutungen fur die Pathophysiologie der MH-Entwicklung haben. Die in
der vorliegenden Arbeit dargestellten geschlechtsspezifischen Anpassungsvorgénge, die
durch PPARa oder PPARB/d koordiniert wurden, kénnen vermutlich keine dauerhafte MH-
Kompensation bewirken. Bei Weibchen scheinen die Zeichen eines maladaptiven
Verlaufs wie die Senkung von Herzfunktionsparametern (Abbildung 4.11) deutlich spater
einzusetzen als bei Mannchen'®. Dies scheint im Zusammenhang mit den sich
unterscheidenden Prozessen in der FAO bei MH stehen. Diese Anpassungsprozesse
konnten bei MH-Entwicklung unter E2-Behandlung sowohl in Mannchen als auch in
Weibchen noch nicht beobachtet werden. Dies spricht fir eine E2-vermittelte
Stabilisierung des mitochondrialen Metabolismus bei drucklast-induzierter MH, die zur

Verzodgerung der MH-Progredienz beitragt.

5.8 Fazit

In dieser Studie konnten erstmalig GU in der Regulation des Fettsduremetabolismus im
Rahmen eines frihen Stadiums drucklast-induzierter MH beschrieben werden. Dabei
waren beim mannlichen Geschlecht die Expressionen von PPARa und PGC-1a inklusive
mehrerer Ziel-Gene bei MH vermindert. Analog zu den Mannchen zeigten sich gleiche

Verédnderungen der beiden Regulatoren in den OVX-Gruppen. Folglich war dieses
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Programm der Stoffwechselanpassung mit niedriger endogener E2-Produktion assoziiert.
Stattdessen zeigte sich bei den Weibchen ohne OVX eine Reduktion der PPARf/5-
Expression, die sich in zahlreichen Zielgenen widerspiegelte. Bei beiden Geschlechtern
konnte eine E2-Behandlung diesen MH-assoziierten Expressionsminderungen vorbeugen.
Dies wies auf die kardioprotektive Wirkung Ostrogens in beiden Geschlechtern hin.

Nur bei den placebobehandelten M&nnchen und OVX waren nach vier Wochen TAC die
Herzfunktionsparameter EF und FS signifikant vermindert. Dies lie3 schlussfolgern, dass
die MH in diesen beiden Gruppen weiter fortgeschritten war als in den Weibchen. In den
E2-behandelten Mannchen und OVX wurden nach vier Wochen TAC blieben EF und FS
erhalten. Somit scheint ein Zusammenhang der Einfliisse Ostrogens auf die PPARa- und
PGC-1a-Expression und der Erhaltung der Herzfunktion bei MH zu bestehen. Zudem
waren bei Weibchen ohne OVX keine Einschrankungen von EF und FS zu verzeichnen,
was fur ein zu diesem Zeitpunkt ginstigeres Stadium der MH spricht. Dies betonte die
vorteilhafte Wirkung Ostrogens auf den Kkardialen Energiestoffwechsel und die
Herzfunktion in beiden Geschlechtern und zeigte, dass die PPARP/6-dominierten
metabolischen Umstrukturierungen in den placebobehandelten TAC-Weibchen zu diesem
Zeitpunkt nicht maladaptiver Natur waren. Diese Beobachtungen sprechen fir eine

Verzégerung der MH-Progredienz durch E2 in beiden Geschlechtern

Die Expression der mitochondrial kodierten Gene ND1 und COX3 war in Mannchen mit
MH Uber das Dreifache im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht. Bei den Weibchen lag die
Expression beider Gene bereits in der Kontrollgruppe deutlich Uber jener der Mannchen.
Eine TAC-assoziierte Veranderung zeigte sich in den weiblichen Tieren nicht. Auch dies
kann als Ausdruck der metabolischen Kompensation im Rahmen der bei Mannchen weiter
fortgeschrittenen MH-Entwicklung gewertet werden. In den E2-behandelten TAC-
Méannchen war dieser Anpassungsmechanismus nicht zu beobachten. Dies deutet an,
dass die Anpassungsvorgange der mtDNA-Genexpression bei drucklast-induzierter MH
unter E2-Einwirkung zu diesem Zeitpunkt noch nicht relevant waren. Auch dies zeigte, wie
eine E2-Behandlung auch bei Mannchen den friilhen metabolischen Verdnderungen bei

MH und damit der MH-Progression entgegenwirken konnte.

Im Vergleich der Kontrollgruppen ergab sich in vielen Fallen eine signifikant hohere
Basalexpression von metabolischen Regulatoren und Zielgenen in den Weibchen. So
wiesen die Weibchen im Vergleich zu den Mannchen hdéhere Werte in der Expression von
PPARa, PPARB/S, PPARy, CPT-1, CPT-2, CD36, ACOX1, ND1, COX3, ALDH2, SOD2,
HK2 auf. Mit Ausnahme der beiden letztgenannten Gene galt dies ebenso im Vergleich zu
den OVX-Tieren. Dies lie3 auf eine unter physiologischen Bedingungen hohere
Leistungsfahigkeit des Energiestoffwechsels und antioxidativer Systeme bei Weibchen

schliel3en und zeigte, dass dieser Effekt wahrscheinlich durch E2 vermittelt wurde.
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AusschliefZlich in mannlichen Mausen mit vierwdchiger MH zeigte sich eine hdhere 4-
HNE-Proteinmodifizierung relativ zur Kontrolle. Dies verdeutlichte den hoheren oxidativen
Stress in Mannchen im Vergleich zu Weibchen. Dagegen wurde ausschlie3lich in
Weibchen und OVX-Tieren eine Verminderung von SOD2 und UCP3 beobachtet, der
durch E2-Behandlung vorgebeugt werden konnte. Diese Ergebnisse unterstreichen
Geschlechterunterschiede im Umgang mit oxidativem Stress bei MH und zeigten, dass
hier E2 vor allem Effekte in weiblichen Tieren aufwies.

5.8.1 Hypothetisches Modell

Basierend auf den in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnissen wurde ein
hypothetisches Modell entwickelt, welches die oben beschriebenen Zusammenhange
zwischen TAC-induzierter MH, Regulation des Fettsauremetabolismus und der
Herzfunktion darstellt. Weiterhin zeigt sich in diesem Modell, welche Rolle E2 in der

Vermittlung von GU in der FAO-Regulation bei MH spielt.

MH (4 Wo TAC)

< NS
3 Q

+E2 +E2 +E2
PPARa | PPARa~ PPARa| || PPARa~
EF | EF ~ EF ~ EF ~ EF| EF ~

Abbildung 5.49: Hypothetisches Modell zu E2-Wirkungen und Geschlechterunterschieden in der
Regulation des Fettsaurestoffwechsels in Assoziation zur Herzfunktion. OVX = ovarektomiert, MH =
Myokardhypertrophie, TAC = transversale Aortenkonstriktion, +E2 = mit Ostrogenbehandlung, EF =
Ejektionsfraktion, PPARB/® = Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor (/6, PGC-1a = Peroxisom
Proliferator-aktivierter Rezeptor y Ko-Aktivator 1a, | = Verminderung der Expression, ~ = unverdnderte
Expression

59 Limitationen

Die Entwicklung einer LVH durch Etablierung einer transversalen Aortenkonstriktion
(TAC) war Voraussetzung fir die Expressionsanalysen der vorliegenden Arbeit. Mit Hilfe

der TAC ist die Generierung einer reproduzierbaren LVH moglich. Das Ausmald der
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Hypertrophie-Bildung ist jedoch vor allem von der Enge des um die Aorta platzierten
konstringierenden Bindfadens abhangig und kann daher bei Lockerung auch bei Tieren
gleichen Geschlechts zu differierenden Hypertrophie-Graden fuhren.

Weiterhin bestehen vielfaltige Mdoglichkeiten eine MH-Entwicklung im Tiermodell zu
erzielen. Beispiele dafiir sind MH-Induktion durch Anthrazykline'®’, Ziichtung von Ratten
mit spontaner Hypertonie-Entwicklung, Herzschrittmacheriiberstimulation'**, Konstriktion
der Aorta abdominalis*®. Diese heterogenen Modelle filhrten zu einer eingeschrankten
Vergleichbarkeit der Studien in der Literaturrecherche.

Weiterhin muss auf die Komplexitat von MH und HI hingewiesen werden. In dieser Arbeit
liegt der Fokus auf MH und den damit assoziierten Anpassungsprozessen im
Energiestoffwechsel und ROS-Management. Als weitere wichtige MH-Einflussfaktoren
gelten ebenso die Regulation des kardialen Kalzium-Haushalts'*®, der extrazellularen
Matrix und Apoptose'®, sowie des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und

des Sympathikus*?.

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten basieren auf Verédnderungen von Gen- und
Proteinexpression. Diese Angaben lassen noch keine definitive Aussage auf die
Auswirkung auf den Metabolismus zu, da neben der Expression auch die Enzymaktivitat
einen entscheidenden Parameter fir die letztendliche Auswirkung von Veranderungen auf

metabolischer Ebene darstellt.

5.10 Ausblick und pharmakologische Ansatzpunkte

Es wurde bereits viel in die Erforschung von Herzinsuffizienz und deren Pravention
investiert.  Dadurch  konnten  wichtige  zugrundeliegende  Pathomechanismen
charakterisiert werden. Dies filhrte zur Etablierung wichtiger pharmakologischer
Therapieoptionen fir HI-Patienten. Zu diesen zahlen B-Blocker, Diuretika, AT1-
Rezeptorblocker und ACE-Hemmer’. In Anbetracht des demographischen Wandels
bleibt HI dennoch eine Erkrankung mit steigender Pravalenz, die weitere
Therapiestrategien erfordert?. Der mitochondriale Stoffwechsel wird vermehrt als
Angriffspunkt innovativer Pharmaka in Betracht gezogen. Eine Bertcksichtigung von GU
konnte hierbei von grofRer Bedeutung sein.

Aufgrund der in dieser Arbeit beschriebenen GU in der Expression von PPARa und
PPARP/® stellt sich nun die Frage, welche Auswirkungen die Agonisten beider nuklearen
Rezeptoren im Geschlechtervergleich im MH-Modell austben.

Es wurden bereits PPAR-agonistische Effekte an MH-Modellen untersucht, jedoch galten
diese vor allem dem mannlichen Geschlecht. Dabei zeigte sich, dass der PPARa-Agonist
Fenofibrat bei frihzeitigem Einsatz in Ratten mit MH nachweislich einem Substratwechsel

vorbeugen konnte. Erfolgte die Administration jedoch nach Beginn der MH-assoziierten
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metabolischen  Umstrukturierung, so fihrte die Fenofibrat-vermittelte PPARa-
Reaktivierung zur Verschlechterung der Herzfunktion®. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit bei pharmakologischen Eingriffen in den Energiestoffwechsel auch
verschiedene metabolische Stadien der MH zu differenzieren. Es zeichnet sich ab, dass
moglichst frihzeitige Interventionen vorteilhaft sein durften. Eine weitere Studie konnte
zeigen, dass PPARa-Agonist GW7646 in hypertrophierten Herzen neonataler Kaninchen
zum Erhalt von PGC-1a und der FAO fuhrte. Dies war im Vergleich zur
Placebobehandlung mit einer signifikant hoheren Ejektionsfraktion assoziiert und konnte
eine post-ischamische kontraktile Dysfunktion verhindern'*®. Bei Betracht dieser Studien
an verschiedenen Spezies in Zusammenschau mit den in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen GU in der FAO-Regulation bei Mausen mit MH stellt sich die Frage, ob ein
PPARa-Agonist als potentielle Therapieoption fiir geschlechtsreife weibliche Patienten
gelten kann. Die vorliegenden Daten zeigen, dass PPARB/® die FAO-Regulation bei MH
in Weibchen dominiert. Daher koénnten PPARPB/&-Agonisten fur Patientinnen eine
geschlechtsspezifischere Therapiestrategie darstellen.

Der Uber Wochen applizierte PPARB/6-Agonist GW610742X flhrte in herzinsuffizienten
mannlichen Ratten zum Erhalt der ohne Agonisten stark reduzierten FAO und gleichzeitig
zur Reduktion des rechtsventrikularen und pulmonalen Gewichts. Dennoch kam es zu
keiner signifikanten Veranderung des linksventrikularen Gewichts und der LVEF®. Auch
in dieser Studie blieb ungeklart, ob diese PPAR[/&-agonistischen Effekte ebenso in
weiblichen Artgenossen zu beobachten wéren oder ob Weibchen sogar mehr von einem

PPAR[B/6-Agonisten profitieren wirden.

Des Weiteren konnten Studien zur gezielten Blockierung einzelner E2-Signhalwege
wichtige Erkenntnisse bei der Suche pharmakologischer Alternativen der MH-/HI-Therapie
bringen. Neben der Untersuchung der langsam wirksamen Effekte Ostrogens auf die
Transkription, konnten auch schnell wirksame Effekte von Bedeutung sein. Dazu zahlen
zum Beispiel die Signalwege der extrazellular regulierten Kinase (ERK) und der mitogen

aktivierten Proteinkinase (MAPK), welche durch E2 beeinflusst werden'*,

Dieser Uberblick iiber mdgliche Therapieansatzpunkte bei MH und HI verdeutlicht, dass
nach wie vor Forschungsbedarf zur Entwicklung stoffwechselspezifischer
Therapiestrategien besteht, die dem prognostisch ungtinstigen Fortschreiten von MH zu

manifester HI gezielt sowohl bei Mannern als auch bei Frauen entgegenwirken kénnen.
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