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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Arteriosklerose

Die World Health Organisation (WHO) definiert die koronare Herzkrankheit als
»akute oder chronische verminderte Leistungsfahigkeit des Herzens, die durch eine
Reduktion oder einen Stillstand myokardialer Blutzufuhr infolge Arteriosklerose der
Koronararterien verursacht wird*.

In den Industrienationen zahlen Herz-Kreislauf-Erkrankungen, vor allem die
Koronare Herzkrankheit (KHK), zu den haufigsten Todesursachen im
Erwachsenenalter. Zwar wurde in Deutschland, wie auch den USA und anderen
westeuropaischen Landern, im Allgemeinen ein Absinken der Sterblichkeit an der
koronaren Herzkrankheit seit Beginn der 90er Jahre beobachtet. Wie in Abbildung 1
zu sehen, ist dieser Riuckgang nicht Uber alle Altersgruppen gleich verteilt und steigt
insbesondere im hdheren Lebensalter erneut an [1].

Selbst in den Entwicklungslandern liegen Herz-Kreislauf-Erkrankungen an zweiter
Stelle der Mortalitatsstatistik, nur wenig Ubertroffen von Infektionskrankheiten des
Respirationstraktes [2]. Mit zunehmender Industrialisierung der Schwellenlander
gestaltet sich diese Entwicklung zu einem globalen Problem. Die Verbesserung der
Lebensbedingungen ist im Allgemeinen eng mit einer fettreicheren Ernéhrung,
vermehrtem Tabakkonsum und einer sitzenden Lebensweise verknipft, welche auf
die Entstehung der Arteriosklerose beginstigend einwirken [3].

Unabhangig vom Geschlecht ist die KHK eng mit folgenden Risikofaktoren
verbunden: Alter, genetische Belastung, Rauchen, Hypertonie, Dyslipidamie und
Diabetes mellitus, wobei die relative Wichtung jedes einzelnen Faktors sexspezifisch

unterschiedlich ist.

1.2 Geschlechtsunterschiede und deren Auspragung
1.2.1 Epidemiologie und Lebensstilfaktoren
Zwar sterben Uber fast alle Altersgruppen hinweg mehr Manner als Frauen an

den Folgen der KHK [1], jedoch kommt es in den héheren Altersgruppen zu einer
Angleichung der Sterblichkeit zwischen dem mannlichen und dem weiblichen
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Geschlecht [4, 5], so dass die KHK mittlerweile sogar als fihrende Todesursache

bei Frauen Uber 75 Jahren qilt.
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Abbildung 1: Zeitliche Trends der Sterblichkeit an koronarer Her  zkrankheit nach
Geschlecht in Deutschland in den Jahren 1990 und 20 03. Sterbefélle je 100000

Einwohner nach Altersgruppen. Quelle: Todesursachenstatistik, Statistisches Bundesamt.

Nach Altersgruppen dargestellt, zeigt sich, dass die Sterblichkeit an KHK mit
zunehmendem Alter ansteigt, bei den Frauen allerdings spéater als bei den
Mannern. Allgemein verringerte sich zwischen den beiden Erhebungen in den
Jahren 1990 und 2003 die Sterblichkeit bei Frauen und bei Mannern bis zum 85.
Lebensjahr deutlich. Dies wird auf eine verbesserte medizinische

Akutbehandlung zurtickgefuhrt.

Laut Statistiken der WHO aus dem Jahre 1997 betrug die relative Todesrate
infolge der KHK bei Mannern im Alter von 65-74 Jahren 311 pro 100.000
Einwohner, bei Frauen der gleichen Altersgruppe dagegen 144. Nach dem 75.
Lebensjahr stieg die Todesrate bei Mannern um ca. das 5-fache, bei Frauen
jedoch um das 9-fache. Bei Frauen ist die KHK also eine Krankheit des héheren
Lebensalters.

Aufgrund der gegenwartigen Veranderung der Bevolkerungsstruktur mit stetig
zunehmender Lebenserwartung (Frauen 82,4 Jahre/Manner 77,2 Jahre Stand
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2006/2008 vgl. Statistisches Bundesamt, Bevdlkerung Deutschlands bis 2060, 12.
koordinierte Bevdlkerungsvorausberechnung) bei gleich bleibend niedriger
Geburtenrate, fihrt dies insgesamt zu einer Zunahme der absoluten Zahl
versterbender Frauen [6]. Da das Altern per se einen Risikofaktor fur die
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen darstellt [7], wéare bei einer gleich
bleibenden Entwicklung ein weiterer zahlenmalliger Anstieg der Sterblichkeit
von Frauen an den Folgen der KHK zu erwarten [1].

Im WHO-MONICA (MONItoring CArdiovascular Disease) Projekt konnte
weiterhin bestatigt werden, dass die Abnahme der Risikofaktoren bei Mannern
starker ausgepragt war als bei Frauen, insbesondere den Tabakkonsum
betreffend. Jedoch korrelierte dies Uberraschenderweise nur schwach mit der
Abnahme der Inzidenz und Letalitdit der KHK [8]. Eine starkere Korrelation
zeigten die Anwendung neuerer Therapiemodalitditen und sekundare
PraventionsmalRnahmen von denen bis heute besonders Manner profitierten [9].
In jungeren Studien erfolgte eine genauere Betrachtung der Risikofaktoren und
ihrer sexspezifischen Auspragung. Denn obwohl laut Todesursachenstatistik aus
dem Jahr 2005 in Deutschland 58,5% aller Kreislauferkrankungen und 45,2%
aller Myokardinfarkte Frauen betrafen, wurden zu diesem Thema in den letzten
Jahrzehnten Uberwiegend Studien bei Mannern im mittleren Lebensalter
durchgefuhrt.

DarlUber hinaus registrierte das Statistische Bundesamt in den Jahren 1985-87
zu 2001-2003 sowohl eine Zunahme der Herzinfarktraten bei Frauen zwischen
25-54 Jahren, als auch eine Zunahme der Reinfarktrate bei Frauen zwischen 55-
64 Jahren, wéahrend bei den Mannern ein deutlicher Rickgang zu verzeichnen
war. Zum einen wurde dies einer intensivierten Aufmerksamkeit fur das Thema
Herzinfarkt bei Frauen zugeschrieben, infolgedessen auch mehr Herzinfarktfalle
bei Frauen diagnostiziert wurden. Zum anderen korreliert der beobachtete
Anstieg mit einer Zunahme und dem frihen Beginn des Zigarettenrauchens in
der weiblichen Bevolkerung [10-12].

Zwei weitere Umstande wirken sich in diesem Zusammenhang zusatzlich
ungunstig auf das weibliche Risikoprofil aus: zum einen hat Rauchen einen
additiven Effekt auf das Risiko einer KHK, wenn gleichzeitig orale Kontrazeptiva
eingenommen werden, insbesondere bei Frauen Gber 35 Jahren [13]. Zum

anderen scheinen Frauen aufgrund der mit dem Rauchen verbundenen
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Gewichtsabnahme bzw. Gewichtskontrolle gréRere Schwierigkeiten zu haben,
mit dem Rauchen aufzuhoren [14].

Doch trotz dieser beschriebenen Entwicklungen bleibt immer noch ein
erheblicher Unterschied in der Inzidenz der KHK zwischen den Geschlechtern
bestehen [11, 15, 16], insbesondere wenn man das Augenmerk auf die mittleren
Lebensjahre richtet. So sind Manner dieser Altersgruppe etwa dreimal haufiger
betroffen und die Mortalitat liegt sogar um das Fiunffache héher als bei Frauen
[17].

Um diesen sexspezifischen Unterschied zu erklaren, entstanden Mitte des 20.
Jahrhunderts, als die KHK noch als typische Mannerkrankheit galt, verschiedene
soziologische Erklarungsmodelle. Beispielsweise seien Frauen durch ihr
hausliches Betatigungsfeld weniger dem Stress der Arbeitswelt ausgesetzt und
aus diesem Grund geringer von der KHK betroffen. Doch in epidemiologischen
Untersuchungen konnte nicht nur gezeigt werden, dass zwischen arbeitenden
Frauen und Hausfrauen kein signifikanter Unterschied im Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen bestand [18], sondern dass beruflich erfolgreiche
Frauen sogar ein gunstigeres Risikoprofil aufwiesen. Dazu gehoren niedrigere
Cholesterin- und Plasma-Glukosespiegel [19] sowie erhéhte HDL-Spiegel [20].
Daneben galt die Fahigkeit soziale Netzwerke zu kniupfen als vorwiegend
weibliche und auch kardioprotektive Eigenschaft [21]. Manner profitierten
dagegen von einem verheirateten Status und wiesen deutlich geringere

Sterberaten auf als ledige, verwitwete oder geschiedene Altersgenossen [22].

1.2.2 Risikofaktoren fiir die Entstehung der koronar ~ en Herzkrankheit

und ihre sexspezifische Wichtung

Des Weiteren kann von einer sexspezifisch unterschiedlichen Wichtung der
Risikofaktoren fur die Entwicklung von Arteriosklerose ausgegangen werden.
Wie bereits fiir die Faktoren Alter und Rauchen erlautert, wirken sich auch der
arterielle Hypertonus, die Dyslipidamie und der Diabetes Mellitus bei Frauen und
Mé&annern unterschiedlich aus.

Im Falle der arteriellen Hypertonie steigt der Blutdruck in beiden Fallen mit
zunehmendem Lebensalter an, wobei unabhangig vom Geschlecht eine strenge

Korrelation zwischen der Hohe des arteriellen Blutdrucks und der Inzidenz der
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KHK besteht. Nach dem 60. Lebensjahr steigt er jedoch bei Frauen deutlich
starker an als bei Mannern [23], so dass bei Frauen Uber 75 Jahren die
geschatzte Pravalenz der arteriellen Hypertonie sogar bei 80% liegt [5].
Insbesondere die Steigerung des systolischen Blutdrucks scheint eine Rolle zu
spielen [24]. Dabei ist zu bedenken, dass sich nur etwa 36% aller
Hypertonikerinnen im Rahmen einer Untersuchung der ,Woman's Health
Initiative” in den USA regelmé&Rig einer Blutdruckkontrolle unterzogen und somit
Frauen erst verzdgert behandelt wurden [25].

Bei der Dyslipidamie spielen insbesondere LDL- und HDL-Cholesterin eine Rolle
fur die Entstehung von arteriosklerotischen Plaques. Pramenopausale Frauen
weisen aufgrund des positiven Einfluss des Ostrogens auf den
Lipidmetabolismus im Vergleich zu gleichaltrigen Mannern einen deutlich
geringeren LDL-Spiegel auf [17]. Mit dem Absinken der Ostrogenproduktion zu
Beginn der Menopause kommt es bei Frauen zu einem kontinuierlichen Anstieg
des LDL-Spiegels um jahrlich 0,05 mmol/l, wahrend dies bei Mannern im Alter
zwischen 50 und 64 Jahren weniger ausgepragt erfolgt [26]. In Folge dessen
Ubersteigt der LDL-Spiegel postmenopausaler Frauen im weiteren Verlauf den
der Manner gleichen Alters [17]. HDL dagegen wirkt protektiv, da es eine
entscheidende Rolle beim Rucktransport von Cholesterin aus den Zielzellen in
die Leber spielt. Durchschnittlich liegt der HDL-Spiegel pramenopausaler Frauen
um 0,25 mmol/l héher als der gleichaltriger Manner [27]. Studien haben gezeigt,
dass bei Frauen der HDL-Spiegel ausschlaggebend fir das Risiko einer KHK ist
[28]. Dabei besteht zwischen diesen Faktoren eine inverse Beziehung.

Uber einen langen Zeitraum wurde angenommen, dass Diabetes mellitus einen
starkeren Risikofaktor fur die Frau darstellt. Zurzeit liegen widersprichliche
Ergebnisse vor. In einer Metaanalyse von Kanaya aus dem Jahr 2002 [29] wurde
dieser Zusammenhang widerlegt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
des relativen Risikos zwischen Mannern und Frauen gefunden werden. In einer
Metaanalyse von 2006 fanden Huxley et al. [30] ein 50% erhdhtes relatives
Risiko fur die Entwicklung einer KHK bei Frauen mit Diabetes gegenuber
ebenfalls daran erkrankten Mannern. Eine Erklarung hierfir konnte sein, dass
Frauen auf endogen produziertes Stickstoffmonoxid (NO) mit einer verstarkten
Vasodilatation reagieren und von einer Einschrankung dieses Mechanismus

durch diabetische Vasopathien starker beeintrachtigt werden [31]. Des Weiteren

10
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vermindern Hyperglykamien die ostrogenvermittelte NO-Produktion [32]. Diese
Faktoren tragen anscheinend zu einem sexspezifischen Unterschied im

Risikoprofil diabetischer Frauen bei.

1.2.3  Ostrogentheorie und KHK

Das Risiko kardiovaskularer Ereignisse bei Frauen steigt ab Beginn der
Menopause. Postmenopausale Frauen in jedem Altersabschnitt haben im
Vergleich zu gleichaltrigen pramenopausalen Frauen eine erhdhte Inzidenz fur
die Entstehung einer koronaren Herzkrankheit [33]. Diese Beobachtung und die
Erkenntnis, dass dieser postmenopausale Anstieg nicht allein durch eine
Zunahme der Risikofaktoren erklart werden konnte [34] hat dazu gefuhrt, dass
vermehrt nach kardioprotektiven Wirkmechanismen des Ostrogens gesucht
wurde. Das weibliche Steroidhormon unterliegt im Laufe des Lebens grol3en
Schwankungen und kann wahrend der Schwangerschaft auf Werte bis zu 70
mmol/l ansteigen, entspricht jedoch in der Menopause mit 0,14-0,21 mmol/l in
etwa dem durchschnittlichen mannlichen Wert [35].

In vitro und in vivo Untersuchungen liefern viel versprechende Ergebnisse zur
Wirkung der Ostrogene auf das kardiovaskuldare System: In vitro Behandlungen
von HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) mit physiologischen
Ostrogenkonzentrationen fiihrten zu einer schnellen endothelialen NO-
Freisetzung und damit zur Vasorelaxation. Vermittelt wurde dieser
kardioprotektive Effekt durch den Ostrogenrezeptor [36, 37].

Auch in vivo konnte gezeigt werden, dass sich der Blutfluss in den
Koronararterien durch Gabe von Ostrogenen bei postmenopausalen Frauen
verbesserte [38]. Im Gegensatz dazu zeigten die mannlichen Probanden keine
Verbesserung des Blutflusses durch 17R-Ostradiol. Dies lasst auf eine
sexspezifische Auspragung der Rezeptoren in den Koronararterien schliel3en
[39].

Bis zur Veroffentlichung der Ergebnisse der ,Womens's Health Initiative* (WHI)
im Jahr 2006 erhielten zahlreichen Frauen zur Linderung postmenopausaler
Symptome eine Hormonersatztherapie. Gleichzeitig erhoffte man sich einen
positiven Einfluss der exogen zugefiihrten Ostrogene auf das kardiovaskulare
System, basierend auf den viel versprechenden in vitro und in vivo Daten.

Wahrend die verminderte endogenen Ostrogenfreisetzung wéahrend der

11
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Menopause zu einem Anstieg der Plasmatriglyzeride, des LDL-Cholesterins, des
Lipoproteins (a) sowie zu einem Absinken des HDL-Spiegels fuhrte [40],
bewirkte die orale Gabe von Ostrogenen ein giinstigeres Plasmalipidprofil [41].
Des Weiteren gab es Hinweise auf gefal3schitzende Funktionen durch exogen
verabreichte Ostrogene [42]. Erst mit Hilfe randomisierter Studien zur Primar-
und Sekundarpravention konnten die Indikationen fir eine Hormonersatztherapie
bei postmenopausalen Frauen genauer untersucht werden. Sowohl die
Ergebnisse der ,Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study”* (HERS-II),
als auch der WHI legten nahe, dass eine Hormonersatztherapie mit Ostrogen
und Progesteron in der spaten Menopause zu einer Zunahme kardiovaskulérer
Ereignisse, thrombembolischer Komplikationen sowie zu einem erhéhten Risiko
an Brustkrebs zu erkranken fuhrte [43]. In einer weiteren Studie der WHI aus
dem Jahr 2006, welche nur mit Ostrogen durchgefuhrt wurde, zeigte keinen
Schutz vor Myokardinfarkt durch Hormonersatztherapie bei gesunden
postmenopausalen Frauen. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Studien
wird allerdings ein geringeres Risiko fur KHK bei Frauen zwischen 50 und 59
nach 7 Jahren Ostrogeneinnahme diskutiert [44].

Zusammenfassend  bieten endogen freigesetzte  Ostrogene  durch
unterschiedliche und zum Teil noch unbekannte Mechanismen Schutz vor
Arteriosklerose, wahrend die Substitution von Ostrogenen in der Menopause
weiterhin umstritten ist. Die Deutsche Gesellschaft fur Gynakologie und
Geburtshilfe empfiehlt eine individuelle Nutzen-Risiko-Abwagung gemeinsam mit
der Patientin. Frauen mit bereits bestehender KHK, Hypertonus und
Thrombophilie wird von einer Hormonersatztherapie eher abgeraten.

Eine Ubersicht Uber die protektive Wirkungsweisen der endogen freigesetzten
Ostrogene gibt Abbildung 2:

1. antiinflammatorische Wirkung durch Hemmung der:

— Endothelzellaktivierung
— Aktivierung inflammatorischer Transkriptionsfaktoren
— Chemotaxis der Monozyten

12
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2. antiatherogene Wirkung durch Hemmung der:

— Ausschuttung von Wachstumsfaktoren der Makrophagen
— Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen
— Anhaufung von Schaumzellen in der Intima

Endothelzellen Glatte Muskelzellen

Schneller, nichtgenomischer Effekt Genomischer Langzeiteffekt
1 Vasodilatation | Proliferation glatter Muskelzellen
1 NO-Produktion | Atherosklerose

Abbildung 2: Protektive Effekte von Ostrogen auf das GefaRsystem . Modifiziert nach:
Mendelsohn und Karas: N Engl J Med, Volume 340: 1999,1801-1811.

Mendelsohn und Karas unterscheiden dabei zwischen einer schnellen,
nichtgenomischen und langsameren genomischen Wirkungen. Erstere erfolgt
rezeptorvermittelt Uber einen intrazellularen Kalziumanstieg, der zu einer
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) fihrt. Die verstarkte
Produktion von NO fuhrt iber cGMP zu einer verminderten Kalziumausschuttung
in glatten GefaBmuskelzellen und damit zur Vasorelaxation. Der genomische
Effekt beruht auf einer Erhéhung der Transkriptionsrate durch die Bindung von
dimerisierten Ostrogenrezeptoren an das so genannte ,estrogen response
element” (ERE).
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Im Unterschied dazu scheint die exogene Gabe von Ostrogen-/ Progesteron-
Praparaten im Rahmen einer Hormonersatztherapie bei postmenopausalen
Frauen zu einer Zunahme an kardiovaskularen Ereignissen fuhren. Zwei
Faktoren spielen dabei eine entscheidende Rolle: der Zeitpunkt, an dem die
Hormonersatztherapie begonnen wird sowie das Praparat, welches zum Einsatz

kommt.

1.2.4 Genetische Ausstattung

In einer altersstandardisierten Untersuchung der KHK-Sterberaten, welche sich
uber 52 verschiedene Lander erstreckte, blieb das Verhéltnis von betroffenen
Frauen zu Mannern konstant bei 1:1,8. Unabhangig von den enormen
Unterschieden im Lebensstil der einzelnen Nationen, konnte somit eine
sexspezifische Verteilung untermauert werden [45]. Einen Hinweis auf einen
genetischen Hintergrund bietet beispielsweise eine immunologische Studie in der
hohere IgM-Spiegel bei Frauen festgestellt wurden. Das Gen fur IgM liegt auf
dem X-Chromosom und bietet dem weiblichen Geschlecht dadurch eine bessere
Moglichkeit auf Entziindungsprozesse wie der Arteriosklerose zu reagieren [46].
Auch in tierexperimentellen Studien konnten moderate sexspezifische
Unterschiede in den Expressionsmustern zahlreicher Gene festgestellt werden,

die nicht nur die Gonosomen, sondern auch die Autosomen betrafen [47].

1.3 Begrundung fir die Verwendung von HUVEC als gew ahltes

Zellkulturmodell

An der Entstehung der Arteriosklerose sind sowohl duf3ere als auch genetische
Faktoren beteiligt. Erstere fuhren bei beiden Geschlechtern zu einer Schadigung der
Endothelfunktion, z.B. durch Risikofaktoren wie Rauchen, Alter, Diabetes Mellitus,
arterieller Hypertonus und Dyslipidamie. Uber eine veranderte Freisetzung
vasoaktiver Substanzen kommt es zur gesteigerten Aufnahme von Lipoproteinen in
die Intima sowie durch Adhasion von T-Lymphozyten und Monozyten zur Bildung
von Schaumzellen. Der Einfluss dieser auf3eren Faktoren gilt als gesichert und war
Gegenstand zahlreicher Studien. Dartber hinaus haben die weiblichen
Geschlechtshormone einen Einfluss auf Genese und Progression der arteriosklero-
tischen Plaques und die dabei involvierten Entziindungsprozesse.

14
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Zur Untersuchung moglicher Unterschiede in der genetischen Ausstattung von
Mannern und Frauen eignen sich am besten Nabelschnurzellen aus den folgenden
Grunden. Zum einen ist der Einfluss von Umweltfaktoren auf das Endothel in diesem
Zellkulturmodell weitgehend reduziert. Zum anderen sind Einflisse durch ménnliche
und weibliche Geschlechtshormone weniger ausgepragt als im Erwachsenenalter.
Insbesondere die Konzentration von Ostrogenen im Nabelschnurblut kann als
anndhernd gleich betrachtet werden. Im Allgemeinen sind Nabelschnurzellen als

Endothelzellmodell anerkannt und in unserem Labor etabliert.

1.3.1 Eigenschaften

Mit spezifischen monoklonalen Antikérpern konnte nachgewiesen werden, dass
HUVEC den Ostrogenrezeptor R (ERB) exprimieren. Die Expressionsrate konnte
durch 178 Ostradiol auf mRNA- und Proteinebene verstarkt werden. Ebenfalls
wurde in HUVEC der Progesteronrezeptor A nachgewiesen, dessen Expression

unter dem Einfluss von Progesteron hochreguliert wurde [48].

1.3.2 Geschlechtsdeterminierung der Zellen

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Plazenta

Nabelschnur

Amnion

Chorionplatte

Intervilldser Raum (miitterliches Blut)
Basalplatte

Kotyledone

Chorionzotte

~NOoO O~ WN PR

(5)

(5

Modifiziert nach: www.embryology.ch®. Entwickelt von den Universitaten Freiburg,

Lausanne und Bern mit freundlicher Genehmigung.
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Die Plazenta entsteht aus dem fetalen Trophoblasten und aus der mitterlichen
Gebarmutterschleimhaut. Die fetale Seite der Plazenta - also Chorionplatte (3)
und Nabelschnur (1) - ist mit wei8lich tribem Amnionepithel (2) bedeckt.
Zwischen der Chorionplatte und der mitterlichen Basalplatte (5) befindet sich der
mit matterlichem Blut geflllte intervilose Raum (4). Dieser wird durch
bindegewebige Plazentasepten von der Basalplatte aus in so genannte
Kotyledonen (6) unterteilt. Zur Versorgung des Embryos werden die
Chorionzotten von mitterlichem Blut aus den Spiralarterien umspult. Die
kindlichen Gefal3e entstehen im Chorion; einige sprief3en in die Chorionzotten ein,
andere ziehen Uber den Haftstiel zum sich entwickelnden Embryo, wo sie sich
mit den vom Embryo gebildeten Gefal3anlagen vereinigen.

Die Nabelschnur entwickelt sich mehrheitlich aus dem Haftstiel. Der Haftstiel
verlangert sich im Verlauf der Schwangerschaft, windet sich stark und wird zur
Nabelschnur. Mit der Entwicklung der Amnionhohle wird die Nabelschnur von
Amnionepithel umhiillt und enthélt gegen Ende der Schwangerschaft nur noch
die Nabelarterien und eine Nabelvene. Umgeben werden diese Strukturen von
Bindegewebe, das aus dem extra-embryonalen Mesoblast stammt. Die
Nabelschnur des Embryos, der in der Amnionhdhle schwimmt, verlangert sich
mit zunehmender Entwicklung des Embryos.

HUVECs eignen sich zur Untersuchung der differentiell regulierten
Genexpression, da sich das vendse Nabelschnur-Endothel aus der fetalen
Anlage entwickelt. Die extrahierte RNA stammt entweder von einem weiblichen
oder von einem mannlichen Fetus und wird flur den Vergleich der

sexspezifischen, basalen Genregulation verwendet.

1.3.3 Fetale Entwicklung und Hormoneinflisse

Entscheidend fir die Geschlechtsdetermination beim Fetus ist das
Vorhandensein des TDF, ,testes-determining-factor“. Er ist in der SRY-Region,
.Sex-determing-region of Y* lokalisiert und leitet die mannliche
Geschlechtsentwicklung ein [49]. Das Anti-Muller-Hormon der Sertolizellen fihrt
dabei zu einer Regression der weiblichen Anlagen oder ,Miller-Gange®, wahrend
das in den Leydigzellen produzierte Testosteron zu einer Stimulation der Wolff-

Géange und der Entwicklung der aufReren Genitalien fihrt. Fehlt der ,testes-
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determining-factor lauft automatisch die weibliche Entwicklung Uber eine
wegfallende Hemmung der ,Mller-Gange* ab [50, 51].

Zwar beginnt bereits mit der Entwicklung der Gonaden ab der achten
Schwangerschaftswoche die Ostrogen- bzw. Testosteronproduktion, doch konnte
in zahlreichen Studien kein Unterschied zwischen den Ostrogenkonzentrationen
mannlicher und weiblicher Feten im Serum der Nabelschnurvene gefunden
werden [52-56]. Tatsachlich geht man im Allgemeinen davon aus, dass das Ovar
der weiblichen Feten wahrend der Schwangerschaft weitgehend inaktiv bleibt
und die gefundenen Ostrogenkonzentrationen in beiden Geschlechtern
Uberwiegend auf die plazentale und adrenale Steroidsynthese zurtickzufiihren ist.
Der mannliche Fetus hingegen entwickelt bereits im ersten Drittel der
Schwangerschaft einen Feedbackmechanismus Uber die hypothalamo-
hypophysér-gonadale Achse [57]. Dabei konnte der fetale Hoden als Quelle der
Testosteronproduktion bestatigt werden [58, 59]. Diese Konzentration sinkt im
zweiten Drittel der Schwangerschaft mit der abgeschlossenen sexuellen
Differenzierung wieder ab [59].

Einige Studien fanden einen signifikanten Unterschied zwischen der
Testosteronkonzentration des vendsen Nabelschnurblutes von méannlichen und
weiblichen Neugeborenen [53, 54], wobei die mannlichen Neugeborenen im
Mittel eine Testosteronkonzentration von 0,297 ng/ml und die weiblichen eine
Konzentration von 0,212 ng/ml aufwiesen [54]. Bei Herruzo wurden folgende
Werte gefunden: 6,39 = 3,3 ng/ml bei mannlichen und 4,1 + 1,62 ng/ml bei
weiblichen Neugeborenen [53].

Dagegen konnten neuere Studien keine Unterschiede der Ostrogen- wie auch
Testosteronspiegel zwischen den Geschlechtern nachweisen [52, 60].

Eine Erklarung fir diese unterschiedlichen Ergebnisse konnte im
Versuchsaufbau und im Verwenden von gemischtem Nabelschnurblut liegen.
Das Blut der Nabelschnurarterie flie3t vom Kind zur Plazenta. Hier kommt es zu
einer Extraktion der Androgene, die im weiteren Verlauf zu Ostrogenen
aromatisiert werden [61], so dass sich in der Nabelschnurvene, die das Kind
versorgt, nur marginal erhéhte Testosteronkonzentrationen fiir mannliche Feten
finden lieR3en [60].

Zusammenfassend ist der Einfluss der Ostrogene auf die basale Genexpression

der HUVEC eher unwahrscheinlich.
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1.3.4 Fetaler Kreislauf

Eine genauere Charakterisierung der Einflisse des Nabelschnurblutes auf die
Zellen der Umbilikalvene zeigt die Darstellung des fetalen Kreislaufs in Abbildung
4,

Von der Plazenta ausgehend gelangt sauerstoffreiches Blut (ber die
Umbilikalvene zum Fetus. Im Fetus erfolgt die Umgehung der Leber durch den
so genannten Ductus venosus, welcher spater mit der Vena cava inferior
zusammenflie3t. Diese fuhrt sauerstoffarmes Blut, so dass nun Mischblut in den
rechten Vorhof gelangt. Dort mindet auch die Vena cava superior ein, welche
ebenfalls sauerstoffarmes Blut fuhrt. Der rechte Vorhof ist mit dem linken Gber
das Foramen ovale verbunden, so dass das Blut den Lungenkreislauf umgeht,
um direkt in die Aorta und den Korperkreislauf zu gelangen. Das Blut, welches
aus dem rechten Ventrikel in die Pulmonalarterie fliel3t, wird Gber eine weitere
Shuntverbindung, den Ductus arteriosus Botalli der Aorta descendens zugefuhrt.
Das sauerstoffarme Blut kehrt tUber die beiden Umbilikalarterien zurlick zur
Plazenta.
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V.cava superior
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Abbildung 4: Der fetale Kreislauf . Das sauerstoffreiche Blut ist mit weil3en Pfeilen von der
Plazenta kommend dargestellt. Je geringer der Gehalt an O,, desto dunkler wird der Pfeil. In
den Nabelschnurarterien, die das Blut zur Plazenta zurtckfihren, ist sauerstoffarmes Blut

vorhanden. Madifiziert nach: narenthorn.or.th/ fetal_circulation
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1.3.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Risiko fur kardiovaskuléare Ereignisse bei Frauen steigt deutlich ab Beginn
der Menopause. Der perimenopausal graduierlich abnehmende Ostrogenspiegel
hat nicht nur einen negativen Einfluss auf zahlreiche Risikofaktoren der KHK,
sondern auch auf die vaskulare Reaktivitat.

Neben hormonellen Einflissen und Unterschieden im Risikoprofil, konnte auch
ein sexspezifisches Genexpressionsprofil eine Rolle bei der Entstehung der KHK
spielen. Dabei konzentrierten wir uns im Wesentlichen auf drei Bereiche:

1. Gene mit Einfluss auf die Vasoreaktivitat

2. Gene mit Einfluss auf den oxidativen Status

3. Gene mit Einfluss auf die zellulare Stressantwort

Zur Untersuchung dieser Hypothese boten sich mannliche und weibliche
Nabelschnurzellen an. Diese Zellen sind von den zuvor skizzierten
sexspezifischen Risikofaktoren fir die Entwicklung von Arteriosklerose
(Lebensstil, Alter, Rauchverhalten, Dyslipidamie, Diabetes mellitus und arterieller
Hypertonus) weitgehend unabh&ngig und eignen sich deshalb zur Untersuchung
des sexspezifischen Genexpressionsprofils.

In mehreren Studien wurden keine unterschiedlichen Ostrogenkonzentrationen
im Nabelschnurblut zwischen mannlichen und weiblichen Feten nachgewiesen.
Dadurch wirkt sich der kardioprotektive Effekt des Steroidhormons in gleichem
Maf3e auf die mannlichen und weiblichen Endothelzellen aus und kann nicht als
maogliche Ursache fur potentiell unterschiedliche Genexpressionen von
arterioskleroserelevanten Genen herangezogen werden.

Die Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene (HUVEC) wurden aus den
Nabelschniren isoliert und anschliellend kultiviert. Dabei wurde fir die
mannlichen und weiblichen Zellen das gleiche Kulturmedium mit gleichen
Hormonkonzentrationen verwendet. Dies ermdoglicht eine von hormonellen
Faktoren weitgehend unabhangige Untersuchung der Genexpression.
Zusammenfassend sind HUVEC also sehr gut geeignet, um das sexspezifische

Genexpressionsprofil zu einem friihst moglichen Zeitpunkt zu untersuchen.
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2 Methodik

2.1 RNA-Extraktion aus dem Blut

Zur sicheren Geschlechtsbestimmung der vendsen Nabelschnurzellen diente das
Gen Sex determing region of Y (SRY) als Nachweis fir einen maénnlichen
Chromosomensatz, wahrend das Gen fur Interleukin-2-Rezeptor-y zur Bestatigung
der Integritdit des X-Chromosoms herangezogen wurde. Zusatzlich wurde aus
humanem Blut sowohl eine weibliche als auch eine mannliche RNA isoliert, um
diese als Vergleichsprobe bei der Geschlechtsbestimmung mitzufihren. In der
folgenden Untersuchung diente die aus den HUVEC extrahierte RNA zur
Durchfihrung der Realtime RT-PCR, wéahrend die DNA als Reserve zur weiteren
genetischen Charakterisierung, wie beispielsweise der Bestimmung von

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), zur Verfigung stand.

Materialien:
QIAamp RNA Blood-Kit von QIAGEN

Durchfuhrung:

Hierzu wurde 1 ml humanes Vollblut mit 5 ml EL-Puffer (EL = Erythrozytenlyse)
gemischt. Die rétlich triibe Suspension wurde 15 bis 20 Minuten auf Eis inkubiert
und wahrenddessen zweimal kurz gevortext. Im Verlauf klarte sich die Suspension
auf, welches auf die beginnende Lyse der Erythrozyten zurtickzufiihren ist. Danach
wurden die Proben bei 4T und 500 rpm zentrifugiert und der Uberstand vollstandig
verworfen. Die Leukozyten bildeten ein Pellet an der basalen Innenseite des
Gefalles.

Es folgte ein erneuter Waschvorgang mit EL-Puffer von 2 ml. Die Zellen wurden
durch kurzes Vortexen resuspendiert und erneut fir 10 min bei 500 rpm und 4T
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum vollstandig verworfen. AnschlieRend
wurden 600 pl RLT-Puffer mit 3-Mercaptoethanol (= B-ME, im Verhéltnis 10 pl R-ME
pro 1 ml RLT Puffer) dazugegeben, um die Leukozyten aufzuschlie3en. Das Lysat
wurde zur Homogenisierung auf eine QIAshredder Spinnsdule gegeben und 2 min
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die Spinnsaule wurde danach

verworfen. Zum Lysat wurden 400 pl 70% Ethanol gegeben.
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Alle folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Probe wurde auf eine
neue QlAamp Spinnsaule in einem 2 ml Sammelgefal’ pipettiert und kurz (15-30 sec)
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dabei wurde die RNA an die Silicagel-Membran
gebunden.

Die Séaule wurde in ein neues 2 ml Sammelgefald gegeben und in den folgenden
Schritten gewaschen. Zuerst mit 700 pl RW21-Puffer mit darauf folgender
Zentrifugation fur 15-30 sec bei 10.000 rpm. Durchfluss und Auffanggefal? wurden
verworfen.

Die QlAamp Spinnsaule wurde auf ein neues 2 ml Sammelgefald gesteckt und 500
pul RPE Puffer zugegeben. Es folgte eine erneute Zentrifugation fur 15-30 sec bei
10.000 rpm. Der Durchfluss wurde verworfen.

Erneut wurde 500 pl RPE Puffer auf die Saule pipettiert und 3 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert.

Die QlAamp Spinnsaule wurde nun auf eine neue 1,5 ml Tube gesteckt und 30 pl
RNase freies Wasser direkt auf die Membran pipettiert. AnschlieRend wurden die
Proben eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dieser Elutionsschritt kann

wiederholt werden, falls im Ansatz mehr als 0,5 ml Vollblut verwendet wurden.

2.2 Zellkultur

Materialien

MCDB 131 Endothelial Cell (EC) Invitrogen

Medium

MCDB 131 Supplement-Mix 1ng/ml bFGF Biomol
2% FCS Sigma
1 pg/ml Hydrokortison PromoCell
2ml ECGS Invitrogen
100 U/ml Penicillin Invitrogen
100pg/ml Strepromycin Invitrogen
5 ml L-Glutamin Biochrom
5 U/ml Heparin Biomol
0,1ng/ml EGF Invitrogen

Kollagenase Typ Il Biochrom

Trypsin-EDTA in HBSS ohne Ca*/Mg?* Invitrogen
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Durchfihrung

Als Standardbedingungen wurden alle Zellen bei 37C und 5% CO,-Begasung in
Zellkulturflaschen (T75) kultiviert. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde an
einer Sterilbank mit laminarer Luftstrémung gearbeitet.

Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene (HUVEC) wurden mittels
Kollagenase Typ Il Verdau aus Nabelschniren isoliert und in EC-Medium
Supplement-Mix kultiviert. Bei Konfluenz der Zellen wurde das Medium abgesaugt,
der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA vom
Boden der Zellkulturflaschen geldst. Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten bei
37C wurde das Trypsin durch Verdinnung mit FCS-haltigem Medium inaktiviert.
Die trypsinisierten Zellen wurden im Medium resuspensiert und auf neue
Zellkulturflaschen verteilt. FUr die Experimente wurden die Zellen in 6 -cm Schalen
ausplattiert. Es wurden stets HUVEC der Passage zwei verwendet.

2.3 RNA-Extraktion aus HUVEC

Materialien:
RNeasy-Kit von QIAGEN

Durchfihrung:

1) Homogenisierung:

Konfluente Zellen der Passage zwei wurden in 1 ml Trizol aufgenommen, in ein 1,5
ml Eppendorftube tbertragen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Trizol ist
eine monophasische Lésung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat. Es
homogenisiert Gewebe, ohne die RNA-Integritdt zu zerstéren. Nach einer
Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur wurde je 200 ul Chloroform
dazugegeben und grindlich geschuttelt.
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2) Phasentrennung

Daran schloss sich eine Inkubation von 3 min bei Raumtemperatur an, gefolgt von
einer Zentrifugation bei 10.000 rpm und 4T fiur 12 min. Dabei erfolgte eine
Trennung der Lésung in eine untere organische Phase, eine mittlere milchige Phase

und eine obere farblose, wassrige Phase.

3) Prazipitation

Vorsichtig wurde die RNA enthaltende wassrige Phase mit einer Pipette enthommen
und in ein sauberes 1,5 ml Eppendorftube tberfuhrt, wahrend die organische Phase
mit der geldsten genomischen DNA und die Interphase mit angereicherten Proteinen
im Eppendorftube verblieben.

Nach Zugabe von 500 pul Isopropanol und vorsichtiger Vermischung, wurde die RNA
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte eine erneute Zentrifugation
bei 10.000 rpm und 4T fiur 30 min. Das RNA Prazipitat, welches vor der
Zentrifugation haufig nicht sichtbar ist, bildet nun ein gel-artiges Pellet an der

Innenwand des Eppendorftube.

4) Waschung und Ldsen der RNA
Der Uberstand wird abpippettiert und verworfen. Das Pelett daraufhin mit 1,5 ml
70% Ethanol (in DEPC-Wasser) gewaschen und erneut bei 10.000 rpm fir 20 min

zentrifugiert. Es folgt eine erneute Abnahme des Uberstandes mit anschlieRender
Zentrifugation bei 10.000 rpm fur 2 min und der vollstandigen Entfernung des
Alkohols.

Schlief3lich wird das Pelett in 30 ul H,O (Aqua ad iniectabilia, Braun 10 ml, 9466C12)
aufgeldst und bei -80T gelagert.
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2.4 Photometrische RNA-Vermessung

Materialien:
Spectrophotometer DU 640 Beckmann

Durchfihrung:

Die Konzentration von RNA-L6ésungen wurde nach erfolgter Kalibrierung des
Photometers mit Aqua dest. spektralphotometrisch tUber die Extinktion bei 260 nm
bestimmt. Um den Reinheitsgrad der Lésung zu ermitteln wurde weiterhin die
Extinktion bei 280 nm gemessen.

Die Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm erlaubt mittels des Lambert-
Beer-Gesetzes die Berechnung der RNA Konzentration. Zusatzlich wurde die
Proteinkontamination mit Hilfe der Ratio OD 260 nm/ OD 280 nm in den Proben
ermittelt. Wahrend die Nukleinsauren zwei Absorptionsmaxima bei 260 nm und 280
nm in einem Verhéltnis 2:1 aufweisen, haben Aminosauren ihr Absorptionsmaxima
bei 280 nm. Daraus ergibt sich bei Verunreinigungen der RNA mit Protein eine Ratio
der OD 260 nm/ OD280 nm < 2. Eine Ratio im Bereich 1,6- 2,0 stellt einen

akzeptablen Reinheitsgrad dar.

Fur die RNA wird die Konzentration wie folgt berechnet:

RNA-Konzentration in ng/ul = OD 260 x Verdiunnungsfaktor x 40

2.5 Umschreibung von RNA in cDNA

Materialien:
MMLYV Reverse-Transkriptase Invitrogen
5x Reverse Transkriptase Puffer Invitrogen

Ultrapure dNTP Set (dATP, dCTP, dGTP, Pharmacia Biotech
dTTP)

Dnase | Ambion
RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega
Oligo-d(T)16 Primer (DTT) TIB MOLBIOL
Random Hexamer Primer TIB MOLBIOL
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Durchfuhrung:

Fur die Reverse Transkription von RNA zu cDNA wurden 1 pg Gesamt-RNA
eingesetzt. Zum initialen DNase-Verdau wurde die RNA mit 0,5 pl DNase versetzt
und der Ansatz mit Aqua ad iniectabilia auf ein Gesamtvolumen von 9 ul gebracht.
Der Reaktionsansatz wurde im Thermocycler fur 15 Minuten bei 37C und zur
Enzyminaktivierung fur weitere 5 Minuten bei 75T i nkubiert. Anschliel3end wurden 2
pul Random Hexamere dem Ansatz hinzugeflgt und fir 10 Minuten bei 70C, danach
fur 5 Minuten auf Eis inkubiert.

Anschliel3end wurden zu einem 20 pl Gesamtansatz 4 ul 5x Reverse Transkriptase
Puffer, 1 pul dNTP (10 mmol/l), 2 ul DTT (100 mmol/l), 0,5 pl RNasin, sowie 1 pl
MMLV Reverse Transkriptase gegeben. Der Ansatz wurde fur 5 Minuten bei 25T
und weitere 60 Minuten bei 37T inkubiert. Die Aufb ewahrung von cDNA-Proben
erfolgte bei -80C.

2.6 Polyacrylamidgel

Materialien:
10x TBE-Puffer, pH 8,0 900 mM Tris
900 mM Borat
25 mM EDTA
20% Polyacrylamid Rotiphorese Gel 40 (29 :1) von Roth
Serva
10% Ammoniumpersulphat N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamine
TEMED von Sigma
Ladepuffer 80% Glycerol [v/V]
0,25% Bromphenolblau [w/v]
0,25% Xylenxyanol [w/v]
in Aqua ad iniectabilia
1% Agarose Roth
M8-DNA-GroRenmarker Invitrogen
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100 bp DNA GroéRenmarker Invitrogen
10 bp DNA GroRenmarker Invitrogen
Elektrophoresekammer Easy-Cast
Elektrophorese Stromversorgungsgerat: Biometra

Elektrophorese - PowerPack P24

UV-Transluminator Biometra
Kamera: CF 8/1 FMC Kappa
Durchfihrung:

Die Produkte der SYBR Green- und Tagman-PCR wurden zur Kontrolle der
Produktgro3e auf einem Gel aufgetragen. Aufgrund der geringen Grof3e der DNA-
Fragmente wurde ein 20% Polyacrylamidgel gewahlt. Zur Herstellung wurden 7,5 ml
20% Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylamid im Verhéltnis 29:1, Rotiphorese Gel 40,
welches mit 10x TBE im Verhdltnis 1:2 verdinnt wurde) mit 10 pl TEMED und
25 ul 10% APS [w/v] versetzt. Als Ful3gel diente ein 1% Agarosegel (1 g in 100 ml
1x TBE-Puffer gelost). Die Dicke des Gels betrug 1 mm, als Elektrophorese-Puffer
wurde 1x TBE verwendet. Aus der Primermatrix wurde das Produkt mit der
niedrigsten Zykluszahl ausgewahlt, falls es mit der vom Hersteller angegebenen
Schmelztemperatur Gbereinstimmte. 15 pl des PCR-Produkts wurden mit 1,5 ul
Ladepuffer versetzt und in die Geltasche pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 200 Volt fir eine Dauer von 1 - 1,5 Stunden. Bei dem Lauf
wurden zwei DNA-GroRenmarker mitgefuhrt: 100 Basenpaare (bp) und 10 bp oder
100 bp und Marker 8 (M8). Die Anfarbung des Gels erfolgte mit 10 pl
Ethidiumbromid (Stammkonzentration 1 pg/ml) pro 100 ml 1x TBE-Puffer.
Anschlieiend wurden die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit
einer Spezialkamera und dem Programm Image-Master (Pharmacia Biotech)

dokumentiert.
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2.7 Realtime-RT-PCR

Materialien:

Realtime GeneAmp 5700 Sequence Detection
System
TagMan Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Tabelle 1: Realtime-RT-PCR: Primer und Sonden. Es wurden die SYBR Green- und

die Tagman-Methode verwendet. Bei letzterer ist der Fluoreszenzfarbstoff an eine

Sonde gebunden.

Primer

5 Sequenz

IL2RG hum. F
IL2RG hum. R
IL2Rg hum. Sonde

SRY hum. F
SRY hum. R
SRY hum. Sonde

Beta-Actin hum. F
Beta-Actin hum. R

eNOS hum. F
eNOS hum. R
eNOS Sonde

eNOS 13A hum. F
eNOS 13A hum. R
eNOS 13A hum. Sonde

eNOS 13B hum. F
eNOS 13B hum. R
eNOS13B hum. Sonde

eNOS 13C hum. F
eNOS 13C hum. R
eNOS 13C hum. Sonde

Caveolinl hum. F

28

5- TCTTgAACCACTQTTTggAgCACT
5- CACACTAggCAAggAgAACTTATQTC

5'- ACTgggACCACAgCTggACTgAACAATCAGT

5°- AQTTTCgCATTCTgggATTCTCT
5- gCgACCCATgAACQCATT
5°- TggTCTCgCgATCAgAggCgC

5°- TgA ggCACTCTTCCAQCCTT
5- CgTCACACTTCATgQATQgAgTTg

5- AAgAggAAggAgTCCAgTAACACAQA
5°- ACgAgCAAAggCgCAgAA
5°- TgggCACCCTCAggTTCTgTgTgTT

5- TggTAACCAgCACATTTgggA
5- CAggCgAAACTATTCTgTggTgA
5°- TQgAgAgTCTgTCTCCCTgCCAgAAQTY

5-TggTAACCAgCACATTTgggA
5°- CCTgggCAACATggCgA
5’- CCCggAgAATggAgAgAgATgag

5- TggTAACCAgCACATTTgggA
5°- TJAgQCCgTgATTgTACTACTQCACT
5- AgAATggAgAgggTCTCACTTTgTggCC

5'- TTgTACCATGCATTAAGAgCTTCCT
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Caveolinl hum. R 5- TAQACACggCTggTgCACTg
Endothelin-1 hum. F 5- AAACATTCCAAgAAAQOTTAAQgAgTT
Endothelin-1 hum. R 5°- gAAAgAAgAgACCAAAQCAgTTACCA
ACE hum. F 5°- CCTggTgACTgATgAggCTgA

ACE hum. R 5- TCCACACCACCTQgggATgT

SOD-1 hum. F 5- TggTCCATgAAAAAQCAgATQACT
SOD-1 hum. R 5°- gCCAAACgACTTCCAgCgT

SOD2 hum. F 5- AATTgCTgCTTgTCCAAATCAg
SOD2 hum. R 5- TJgCTCCCACACATCAATCCC
Catalase hum. F 5- ggCAgTTTATTgCAAATTCCATTATAA
Catalase hum. R 5°- gggAAAgTCTCgCCgCAT

HMOX-1 hum. F 5°ggCCAgCAACAAAQgTgCAAg

HMOX-1 hum. R 5- CAgAAAgCTgAgTgTAAggACCCAT
GPX-3 hum. F 5'gCACCATTCggTCTggTCATT

GPX-3 hum. R 5°- CggACATACTTgAgggTAggAA
NOX-4 hum. F 5 - TgTATATTgATggTCCTTTTggAAgTC
NOX-4 hum. R 5- TCCAATgCCTCCAgCCAC

p52+66 hum. F 5- AATACCTCAggAACCCACCCA
p52+66 hum. R 5- CTCTTCCTCCTCCTCATCCCAT

p66 hum. F 5- TAQTCCCACTACCCTgTgCTCC

p66 hum. R 5- CCCAgCCgggTTggC

Hsp70 hum. F 5- CAAgCAgACgCAgATCTTCACC
Hsp70 hum. R 5- TgTCTTTCgTCATggCCCTC

Hsp90 hum. F 5°- ggACCAgAAATCCCgACQATAT
Hsp90 hum. R 5- TCCCAgQTCATTggTCAAQCTCT
ICAM-1 hum. F 5- gATTgTCATCATCACTgTggTAgCA
ICAM-1 hum. R 5°- TggCggTTATAgAggTACgTgC
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Durchfuhrung:

Die Realtime-RT-PCR (,polymerase-chain-reaction®) erlaubt die Bestimmung der
Expressionsrate eines cDNA-Segments in einer Probe. Dabei wird zur Amplifikation
das Enzym DNA-Polymerase benutzt, welches kurze spezifische Oligonukleotide,
sogenannte ,Primer* bendtigt, um das spezifische Genomfragment zwischen zwei
Regionen bekannter Nukleotidsequenz zu vermehren. Voraussetzung hierfur ist zum
einen die Auswahl genspezifischer Oligonukleotide, zum anderen die Kalibrierung
dieses Systems mit cDNA-LOsungen bekannter Expressionsrate. Hierbei wurde

Beta-Actin als sogenanntes Housekeeping-Gen verwendet.

Tabelle 2: Wichtige Parameter zur Auswahl geeigneter Realtime-RT-PCR
Oligonukleotide:

Parameter
Primer.

Lange
Schmelzpunkt
GC-Gehalt
Nukleotidsequenz

Tagman Sonde

Lange
Schmelzpunkt
GC-Gehalt

Nukleotidsequenz

Amplikon
Lange

Schmelzpunkt

Sollgréfie

9-40 bp
58-60C
20-60%
Max. 3 G in Folge

9-40 bp

68-70C

20-60%

Maximal 3 G,A, T oder C in Folge, kein
G am 5'Ende

70-120 bp
Max. 85C

Zur Auswahl geeigneter Primer, Sonden und des Amplikons mussen die in Tabelle 2
dargestellten Kriterien beachtet werden. Beispielsweise kann die Sonde nur dann
stabil an die gewiinschte Zielsequenz hybridisieren, wenn der GC-Gehalt 20-60%

betragt und mehr als drei Nukleotide eines Typs in Folge vermieden werden.
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Ansonsten kann der nachste Schritt, die Hydrolyse der Sonde durch die 5°-
3 Exonuklease Aktivitat der Polymerase, nicht erfolgen.

Um eine ausreichende Spezifitat zu erzielen, sollte die Lange der Sonden ca. 9 -
40 bp betragen, wobei die optimale Lange zwischen 24 und 30 Nukleotiden liegt.
Langere Sonden verursachen aufgrund von Sekundarstrukturausbildungen
Probleme bei der Amplifizierung.

Jede Realtime-RT-PCR stellt eine wiederholte Abfolge von Zyklen dar. Jeder dieser
Zyklen besteht aus drei Schritten. Vor dem ersten Zyklus erfolgt die Initiierung des
Prozesses fur 2 Minuten bei 50C sowie die Aktivierung der Polymerase fir 10
Minuten bei 95<T.

1. Schritt: Trennung des DNA-Doppelstrangs (,Denaturierung®).

Durch Erhitzen auf eine Temperatur von 95T fir 15 Sekunden werden die beiden
Strdnge der DNA voneinander getrennt, indem die Wasserstoffbrickenbindungen
zwischen den komplementaren Basen durch Hitze zerstért werden.

2. Schritt: Anlagerung (,Annealing®) eine Minute bei 60C

Anlagerung der beiden Primer an die DNA-Einzelstrange. Diese werden so
ausgewahlt, dass sie komplementar zum 5- bzw. 3'- Ende der Zielstrdnge sind,
wobei sie die zu amplifizierende Region begrenzen. Die Primer werden relativ zur
Menge an Ziel-DNA im Uberschuss zum Reaktionsansatz gegeben, so dass sich die
beiden komplementéaren Zielstrange eher mit den Primern als miteinander verbinden.
Die Anlagerungstemperatur T, liegt normalerweise zwischen 40C und 60<C. Sie is t
abhangig von der Basenzusammensetzung des Primers und der sich daraus
ergebenden Schmelztemperatur Tp,.

3. Schritt: Verlangerung (,Elongation*)

Die Primer dienen als Startpunkte fir die DNA-Polymerase, die die
matrizenabhangige Synthese des komplementéaren zweiten Strangs katalysiert. Die
Zeitdauer eines Zyklus ist von der Lange des PCR-Produktes abhangig und liegt
zwischen 30 Sekunden und 2 Minuten. Die Schritte eins bis drei werden 25- bis 40-
mal wiederholt, wobei nach jedem Zyklus die Anzahl amplifizierter Fragmente
theoretisch verdoppelt worden ist.

Dabei lassen sich zwei Techniken der Realtime-RT-PCR unterscheiden, die im

Folgenden kurz erlautert werden.
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2.7.1 SYBR-Green-RT-PCR

Diese Methode baut auf einem herkébmmlichen PCR-Ansatz auf, dem ein
Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green, Applied Biosystems, Weiterstadt) zugesetzt ist.
Ein Fluoreszenzsignal ist erst messbar wenn der Farbstoff in die doppelstrangige
DNA interkaliert, so dass die Starke des emittierten Signals direkt mit der Menge
neu synthetisierter DNA korreliert. Zyklus fur Zyklus wird der Fluoreszenzanstieg
durch eine CCD (,charge-coupled device") Kamera erfasst. Um Verfalschungen der
Ergebnisse durch fluktuierende PCR-unabhangige Fluoreszenzen zu vermeiden,
wird die Emission des Reporterfarbstoffs durch die Referenzfarbstoffemission
dividiert. Der PCR-Zyklus bei dem die Reporterfluoreszenz die
Hintergrundfluoreszenz signifikant Gbersteigt, wird als Threshold (Ct) bezeichnet. Mit
Hilfe von Standards, die bei jedem PCR-Lauf mitgefiihrt werden, kdnnen nun aus
den gemessenen Ct-Werten die Genexpressionsraten berechnet werden.

2.7.2 Tagman-RT-PCR

Die Tagman-Methode benutzt ein ahnliches Prinzip wie die SYBR-Green Methode,
jedoch ist der Fluoreszenzfarbstoff bei diesem Ansatz an eine Sonde gebunden. Die
hier verwendeten ,Double Dye" Sonden tragen zwei Fluorochrome auf einer Sonde.
Der Reporterfarbstoff befindet sich hier am 5 Ende, der Quencherfarbstoff am 3°-
Ende. Solange die Sonde intakt ist, ist die emittierte Lichtstarke des Reporters
gering, da das Aussenden des Fluoreszenzsignals durch die rdumliche Nahe des
Quenchers verhindert wird. Erst wenn die Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der
verwendeten Tag DNA Polymerase hydrolysiert wird, kann ein Fluoreszenzsignal
ausgesandt werden. Dieses korreliert direkt mit der Menge an neu synthetisierter
DNA.

2.7.3 Primermatrix

Alle Realtime-RT-PCR Untersuchungen wurden in Zweifachansatzen in 96-well
Platten zu je 25 pl Volumen durchgefihrt. Bei jedem Lauf wurde eine ,No template
control“ (NTC) mitgeftihrt, die keine DNA enthielt. Anhand dieser Kontrolle wurden
unspezifische Signale erkannt, die fir die Festsetzung des Schwellenwerts, der
Rauschen von Signal trennt, bedeutend waren. Zur Ermittlung der effektivsten

Primerkonzentration wurde zuerst eine Primermatrix erstellt, in der R- und F-Primer
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der Konzentrationen von 50 mmol/l, 300 mmol/l und 900 mmol/l in allen
Kombinationsmdglichkeiten eingesetzt wurden. Hohere Primer-Konzentrationen
erlaubten in der Regel effektivere Amplifizierungen, jedoch stieg gleichzeitig die
Menge unspezifisch amplifizierter DNA-Segmente. Beste Ergebnisse wurden mit
Primer-Konzentrationen von 300 mmol/l bzw. 900 mmol/l erzielt.

Optional konnte ein weiterer Optimierungsschritt angeschlossen werden mit den
Kombinationsmdglichkeiten der Konzentrationen 100 mmol/l, 300 mmol/l und 900

mmol/l.

2.7.4 Standardkurve

Fur jedes zu untersuchende Gen wurde eine Verdinnungsreihe erstellt, mit
folgenden Verdiunnungsfaktoren fur die cDNA: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64. Im
Anschluss erfolgte eine Realtime-RT-PCR mit den gleichen Verhéaltnissen von
Primern, Mastermix und Sonden, wie sie auch in der darauf folgenden PCR
gegeben sein sollten. Aus diesen Ergebnissen wurde eine Standardkurve erstellt,
wobei auch hier Beta-Actin als Referenzgen diente. Als Steigungsoptimum wurde
der Wert -3,4 festgelegt und sollte, um statistisch signifikant zu sein, mindestens aus
funf Werten bestehen.

2.8 Microarray

Die DNA-Array-Technologie baut auf etablierten konventionellen
molekulargenetischen Verfahren auf, die auf der Hybridisierung komplementarer
Nukleinsdurestrange beruhen. Genspezifische Sonden in definierter Anordnung
(Array) werden auf einer festen Matrix aufgebracht und die zu untersuchende
zellulare DNA- oder RNA-Probe wurde hybridisiert. Dabei wurde das Whole
Genome Oligo Microarray eingesetzt, das alle bekannten humanen Gene

beriicksichtigte. Folgende Schritte wurden dabei durchgefihrt:

1. Qualitatskontrolle der RNA-Proben via Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA) mit Berechnung der RIN (RNA Integrity Number),
wobei eine RIN von 10 fir eine perfekte, eine RIN von 1 fur eine schlechte Qualitat
der RNA steht. Ausreichend fiir die Durchfihrung des Microarrays ist eine RIN von

mindestens 6.
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2. Lineare Amplifikation der RNA mittels ,Low RNA Input Linear AMp Kit* (Agilent
Technologies) Fur die Synthese der cDNA wurde 1 pg RNA eingesetzt und mittels
ND-1000 Spektralphotometer vermessen

3. Gensonden-Immobilisierung mit geordneter Anordnung auf einem Trager (Array
bzw. Chip)

4. Fluoreszenz-Markierung des Probenmaterials

5. Hybridisierung der Proben mit den Gensonden auf Basis des ,Agilent 60-mer
oligo microarray processing protocol” mittels ,Agilent Gene Expression Hybridization

Kit“ nach Herstellerangaben

6. Waschung der Microarrays mit 0,005% N-lauroylsarkosin enthaltendem 6 X
SSPE Buffer fur 1 min bei Raumtemperatur, gefolgt von einer zweiten Waschung mit
0,005% N-lauroylsarkosin enthaltendem 0,06 x SSPE Buffer fuir 1 min bei 37°C und

abschlieRend eine Waschung mit Acetonitril fir 30 sec.

7. Nachweis (Scan-Verfahren), Dokumentation und bioinformatische Auswertung
des Experiments anhand der Fluoreszenzsignale mittels ,Agilent's Microarray

Scanner System* und Erstellung einer Liste mit Rohdaten.

2.9 Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten der Realtime RT-PCR wurden mit der Software SigmaStat
(Version 2.0, Jandel Cooperation® 1992-1995) auf signifikante Unterschiede
untersucht. Dazu wurden t-Tests fur zwei unabhangige Stichproben und Mann-
Whitney-U-Tests durchgefuhrt.

Die statistische Auswertung des Microarrays erfolgte durch Miltenyi®. Zuerst wurden
die Daten mit Hilfe der RosettaResolver® Software (Rosetta Inpharmatics) einer
statistischen Analyse unterzogen. Folgende Methoden wurden verwendet: t-Test
bzw. ,Significance Analysis of Microarrays“(SAM). Dabei wurden Gene identifiziert,
die konsistent in allen funf Experimenten differentiell exprimiert waren und

anschlieBend deren Ratio gebildet.
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3 Ergebnisse

Wir wahlten ,Human-Umbilical-Vein-Endothelial-cells* (HUVEC) aus, da bei ihnen im
Gegensatz zu anderen Zellen eine Beeinflussung durch umweltbedingte Faktoren
weitgehend ausgeschlossen werden konnte. Zuerst wurden HUVEC aus der Vena
umbilicalis isoliert. Insgesamt erhielten wir 34 Nabelschnire, aus denen die RNAs
extrahiert wurden, um deren Genexpressionsmuster in der Realtime-RT-PCR
miteinander zu vergleichen. Es erfolgte die Umschreibung von 1 pug RNA in cDNA
durch die RT-PCR. Die fertige cDNA diente zur Bestimmung der ménnlichen und
weiblichen Genexpressionsmuster. Des Weiteren wurden von jeder Zellkultur auch
DNA und Proteine isoliert, die zu einem spéateren Zeitpunkt zum einen der
Bestimmung von DNA-Polymorphismen und DNA-Repeats dienen sollten, zum
anderen der Bestimmung der Proteinexpression im Westernblot. Zusatzlich wurden
alle Zellen rickgefroren, mit der Moglichkeit des Wiederauftauens und der
Durchfihrung relevanter Assays z.B. Enzymbestimmungen und Aktivitatstests.
Unter anderem diente diese MaBnahme zur Uberpriifung einer funktionellen

Relevanz potentieller Genexpressionsunterschiede.

3.1 Geschlechtsbestimmung der HUVEC

Zundachst erfolgte die Geschlechtsbestimmung der HUVEC. Hierzu verwendeten wir
die Expressionsrate von SRY, einem Gen, welches sich ausschliel3lich auf dem Y-
Chromosom befindet und fir die Entwicklung des mannlichen Phéanotyps
verantwortlich ist [62, 63]. Die Expressionsraten fur SRY der 34 HUVEC sind in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: SRY- Expressionsraten der HUVEC . Nachweis des Gens Sex determing region
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of Y zur Bestimmung des mannlichen Chromosomensatzes. Auf der X-Achse sind die 34 Proben
dargestellt. Die Y-Achse zeigt die Zykluszahl C(t).

Insgesamt wurden 34 Proben auf die SRY-Expressionsrate Uberprift. Die Abbildung
zeigt fur die cDNA vonl5 HUVECSs eine deutliche Expression, wahrend die tbrigen
19 Proben kein SRY exprimieren. Daraus ergeben sich 15 Proben (hier blau
dargestellt), die einem ménnlichen Chromosomensatz zuzuordnen sind, wahrend 19
RNAs von weiblichen Individuen stammen. Als Ursache flr das fehlende Signal fur
SRY bei den HUVEC kommen potentiell zwei Grinde in Betracht. Zum einen das
Fehlen der SRY-Region bei weiblichen HUVEC oder eine mdgliche Degradation der
RNA. Um letzteres auszuschlielen wurden alle Proben auf die Expression von
Interleukin-2-Rezeptor-y (l-2-RG) untersucht. Dieses Gen befindet sich auf dem X-
Chromosom. Die Expressionsrate von IL-2-RG ist in der folgenden Abbildung fur alle
34 RNAs dargestellt.
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Abbildung 6: IL-2-RG-Expressionsraten der HUVEC. Auf der X-Achse sind die 34 Proben
abgebildet. Die Y-Achse zeigt die Zykluszahl C(t).

Da sowohl der méannliche als auch der weibliche Chromosomensatz mindestens ein
X-Chromosom aufweisen, zeigten alle 34 HUVEC eine deutliche Expressionsrate.
Als Grund fir ein ausbleibendes Signal fur SYR bei den weiblichen HUVEC kann
daher eine Schadigung der RNA ausgeschlossen werden. Die 19 RNAs, die kein
SRY exprimieren (hier rosa dargestellt) konnen deshalb weiblichen Individuen

zugeordnet werden.

3.2 Auswabhl der zu untersuchenden Gene

Aus der Literatur sind bereits einige Gene beschrieben, die sowohl in
Zusammenhang mit der Entstehung von Arteriosklerose gebracht werden konnten,
als auch Geschlechtsunterschiede in vitro oder in vivo gezeigt hatten. Deren Primer
wurde zu Beginn des Projekts mittels RT-PCR geprift, wobei einige der
ausgewahlten Gene nicht die nétigen Voraussetzungen fir unsere Studie zeigten.

Sie waren in den Endothelzellen der Nabelschnurvene nur sehr gering exprimiert.
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3.3 Expressionsunterschiede zwischen mannlichen und weiblichen
HUVEC

Expressionsrate

Die folgenden Untersuchungen wurden alle mit einer Anzahl von 15 mannlichen
(NJ&=15) und 19 weiblichen (N$=19) RNAs durchgefiihrt.
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3.3.1 Gene mit Einfluss auf die Vasoreaktivitat

3.3.1.1 eNOS und eNOS-Spliceprodukte

Das Molekul Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine entscheidende Rolle bei der
vaskularen Homoéostase und wird vom Enzym endotheliale NO-Synthase (eNOS)
synthetisiert. Es ist der starkste endogene Vasodilatator und weist zudem weitere
gefal3protektive Eigenschaften auf [64].

Anders verhélt es sich mit den eNOS-Spliceprodukten 13A-13C, die aufgrund
eines Fehlens der Reduktase-Doméane zu einer Verminderung der eNOS-
Aktivitat fuhren [65]. Eine erhohte Expression wirkt sich daher negativ auf die
Vasodilatation aus.
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Abbildung 7: Genexpressionsrate von eNOS bei mannlichen und weib  lichen HUVEC

Links wurden die Genexpressionsraten flr die mannliche (blau) und die weibliche (rosa)
RNA als Boxplot aufgetragen. Das Diagramm zeigt Mittelwerte mit Standardabweichungen
(MW; = 0,5 + 0,04, MW,= 0,4 = 0,04). Rechts im Scattered Plot, erkennt man eine
tendenziell erhéhte eNOS Expression bei den ménnlichen HUVEC, die allerdings statistisch

nicht signifikant ist.
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Abbildung 8: Genexpressionsrate des Spliceprodukts eNOS13A bei m  annlichen und
weiblichen HUVEC

Im Scattered Plot, welcher sich vor allem zur Darstellung der Einzelwerte eignet, erkennt
man einige Ausreiler auf der weiblichen Seite (rosa). Insgesamt zeigt sich der Mittelwert
(Mw; = 0,0009 + 0,00013, MW= 0,0013 + 0,0002) der weiblichen Expressionsrate fur
eNOS13A im Boxplot (links) gegentiber den mannlichen HUVEC erhoht. Es besteht jedoch

keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 9: Genexpressionsrate des Spliceprodukts eNOS13B bei m
weiblichen HUVEC

Im Gegensatz zum Spliceprodukt 13A lassen sich hier sowohl im Boxplot, als auch im

annlichen und

Scattered Plot eine leicht erhthte Genexpressionsrate der mannlichen HUVEC erkennen.

Das linke Diagramm zeigt Mittelwerte mit Standardabweichungen (MW = 0,0012 + 0,0002,
MW, = 0,0010 + 0,0001). Es besteht jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 10: Genexpressionsrate des Spliceprodukts eNOS13C bei
weiblichen HUVEC

Sowohl

im Boxplot,

als auch

weiblich

mannlichen und

im Scattered Plot sind keine Unterschiede in den

Genexpressionsraten von mannlichen und weiblichen Nabelschnurzellen zu erkennen. Das
Diagramm zeigt Mittelwerte (MW = 0,0005 + 0,00008, MW o= 0,0004 + 0,00009).
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3.3.1.2 Caveolin-1

Caveolae sind omegafdrmige, kleine Einbuchtungen der Plasmamembran mit
einem Durchmesser von 50-100 nm. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Modulation von Signaltransduktionswegen und bei der Aufrechterhaltung der
Homoostase von Cholesterol [66]. Aufgrund des inhibitorischen Einfluss von
Caveolin-1 auf die endotheliale NO-Synthase (eNOS) wird das Gen eng mit der
endothelialen Dysfunktion in Zusammenhang gebracht und soll an der
Entstehung von Arteriosklerose, kardialer Hypertrophie und Kardiomyopathien
beteiligt sein [67].
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Abbildung 11: Genexpressionsrate von Caveolin bei méannlichen und weiblichen
HUVEC

Boxplot (links) und Scattered Plot (rechts) zeigen annéhernd gleiche Genexpressionsraten
von Caveolin-1 fir mannliche und weibliche Nabelschnurzellen. Der Mittelwert liegt bei 17,25
+ 0,86 fur die maéannlichen und bei 15,97+ 0,96 fur die weiblichen HUVEC. Die

Genexpressionsraten fir Caveolin-1 zeigen keinen signifikanten Unterschied.
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3.3.1.3 Endothelin-1

Die Familie der Endotheline sind potente endogene Vasokonstriktoren und
spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Gefal3tonus [68]. Die
vaskularen Effekte werden Uuber zwei verschiedene Rezeptoren vermittelt.
Einerseits Uber den ETa-Rezeptor, der sich ausschliellich auf glatten
Muskelzellen befindet, andererseits Uber den ETg-Rezeptor, der zusatzlich auf
Endothelzellen zu finden ist [69]. Bei den glatten Muskelzellen kommt es
rezeptorvermittelt zu einer Kontraktion, wahrend die Aktivierung von ETg-
Rezeptoren auf den Endothelzellen zu einer Stimulation von eNOS und
nachfolgender Vasorelaxation fuhrt [70]. Weiterhin wird ein erhéhter Endothelin-1
Spiegel mit der Entstehung von Arteriosklerose in Verbindung gebracht.
Mdogliche Mechanismen dafir sind unter anderem eine verstarkte
Thrombozytenaggregation, eine Erh6hung des Wachstums und der Proliferation
glatter Muskelzellen und die Stimulation proinflammatorischer Zytokine wie IL-6
und TNF-a durch Endothelin-1 [71].
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Abbildung 12: Genexpressionrate von Endothelin-1 bei mannlichen u nd weiblichen
HUVEC

Im Scattered Plot (rechte Seite) zeigen die mannlichen Expressionsraten (blau) eine starkere
Streuung um den Mittelwert MW, = 3,88 + 0,4. Dieser ist gegeniiber dem weiblichen
Mittelwert MW o= 4,02 + 0,3 nur minimal erniedrigt. Es besteht kein signifikanter Unterschied

in den Genexpressionsraten zwischen den mannlichen und weiblichen Proben.
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3.3.1.4 ACE

Das angiotensinkonvertierende Enzym (ACE) wandelt Angiotensin 1 in
Angiotensin 1l um, welches stark vasokonstriktorisch wirkt. Des Weiteren
inaktiviert ACE das vasodilatatorische GefalBhormon Bradykinin. Diese
Mechanismen dienen im Zusammenspiel mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron
System (RAAS) der Blutdruckkontrolle und der Regulierung des Wasser-
Elektrolythaushalts.
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Abbildung 13: Genexpressionsrate von ACE bei méannlichen und weibl ichen HUVEC
In der linken Darstellung erkennt man einen erhdhten Mittelwert fir die weiblichen
Genexpressionsraten (rosa) gegenuber den méannlichen (blau). Ersterer liegt bei 1,49 £ 0,13,

letzterer bei 1,29 £ 0,13. Dieser Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant.
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3.3.2 Gene mit Einfluss auf den oxidativen Status

SOD

Die Familie der endothelialen Superoxiddismutasen besteht aus drei Isoformen:
die zytosolische Cu/Zn-Superoxiddismutase (SOD-1), die magnesiumhaltige
Superoxiddismutase (SOD-2) und die extrazellulare Cu/Zn-Superoxiddismutase
(SOD-3). Sie zahlen zu den antioxidativen Enzymen der Mitochondrien und
katalysieren den Abbau von Superoxid (O;") zu Wasserstoffperoxid (H.0>) [72].
Dadurch schitzen sie die Zelle vor reaktiven Sauerstoffverbindungen. Diese
werden mit einem vorzeitigen Alterungsprozess der Zelle in Verbindung gebracht.

3.3.21 SOD-1

SOD-1
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Abbildung 14: Genexpressionsrate von SOD-1 bei mannlichen und wei  blichen HUVEC
Sowohl in der Darstellung als Boxplot (links), wie auch als Scattered Plot (rechts) ist eine
leicht erhdhte Expressionsrate flir SOD-1 der weiblichen Nabelschnurzellen zu erkennen.
Dies wird auch bei den Mittelwerten deutlich: MW = 1,97 + 0,11, MW= 2,21 + 0,09. Es
besteht jedoch keine statistische Signifikanz fir diesen Unterschied.
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3.3.2.2 SOD-2
SOD-2
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Abbildung 16: Genexpressionrate von SOD-2 bei mannlichen und weib  lichen HUVEC

Trotz des Ausrei3ers in der mannlichen Genexpressionsrate (blau), liegen die Mittelwerte fir

die mannliche und weibliche Expression von SOD-2 mit 1,0 + 0,1 auf gleicher Hohe.
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3.3.2.3 Catalase

Catalase ist ebenfalls ein antioxidatives, intrazellulares Enzym, welches sich
Uberwiegend in den Peroxisomen befindet. Es katalysiert die Reaktion von
Wasserstoffperoxid (H.O2) zu Wasser und Sauerstoff und spielt eine wichtige

Rolle bei der Anpassung der Zelle an oxidativen Stress.

Catalase
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Abbildung 17: Genexpressionsrate von Catalase bei maéannlichen und weiblichen
HUVEC

Links die Darstellung als Boxplot, rechts als Scattered Plot: méannliche (blau) und weibliche
(rosa) Expressionsraten flir Catalase zeigen keinen Unterschied. Die Untersuchung erfolgte
mit 15 mannlichen und 19 weiblichen Proben. Die Darstellung zeigt Mittelwerte mit
Standardabweichungen (MW = 0,62 + 0,04, MW .= 0,68 + 0,03).
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3.3.24 HMOX-1

Beim Menschen sind zwei Isoformen der Hamoxygenase bekannt. Die
induzierbare Isoform Hamoxygenase-1 (HO-1) und die konstitutive Isoform
Hamoxygenase-2 (HO-2). Sie katalysieren die Reaktion von Ham zu Biliverdin
und setzen dabei Eisen und Kohlenstoffmonoxid (CO) frei. Im Zusammenspiel
mit CO ist das Enzym an zahlreichen Signaltransduktionswegen beteiligt, mit

antioxidativer sowie antiinflammatorischer Wirkung [73].

HMOX-1
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Abbildung 18: Genexpressionsrate von HMOX-1 bei mannlichen und weiblichen
HUVEC

In der Darstellung der Expressionsraten in Form eines Scattered Plot (rechts) erkennt man
eine breitere Streuung der weiblichen Proben sowie einen Ausreil3er (rosa). Links im Boxplot
wird deutlich, dass die Mittelwerte nur einen minimalen Unterschied aufweisen (MW = 0,61
+ 0,06, MW.,= 0,69 + 0,08). Es besteht kein signifikanter Unterschied in den

Genexpressionsmustern zwischen mannlichen und weiblichen HUVEC.
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3.3.25 GPX-3

Die Glutathionperoxidase zahlt zu den mitochondrialen, antioxidativen Enzymen,
im katalytischen Zentrum enthalt sie L-Selenocystein. Das Enzym reduziert
Wasserstoff- und Lipidperoxide zu Wasser und Lipid-Alkoholen. Bei dieser
Reaktion wird Glutathion (GSH) zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert [74].

GPX-3
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Abbildung 19: Genexpressionsrate von GPX-3 bei mannlichen und wei  blichen HUVEC

In der Einzeldarstellung der Ergebnisse im Scattered Plot (rechts) scheinen die weiblichen
HUVEC (rosa) tendenziell eine leicht erhohte, die méannlichen HUVEC (blau) eine leicht
verminderte Expressionsrate aufzuweisen. Die Mittelwerte im Boxplot (links) liegen bei MW ¢
= 0,07 £ 0,006 und MW= 0,09 * 0,006. Es besteht keine statistische Signifikanz flr diesen
Unterschied. Die Daten enthalten 15 ménnliche und 19 weibliche HUVEC.
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3.3.2.6 NOX-4

Das NOX-4-Gen kodiert fir das Enzym NAD(P)H-Oxidase 4. Letzteres
katalysiert die Reaktion von Sauerstoff zu Superoxid (O, ), welches der Abwehr

von Bakterien durch Phagozyten dient. Weiterhin sind die entstehenden
Sauerstoffradikale (,reactive oxygen species®* = ROS) an zahlreichen
Zellvorgangen wie Zellwachstum, Migration und Entzindung beteiligt [75, 76].
Die pathophysiologischen Stimuli, welche an der Regulation der Enzymaktivitat
von NOX-4 beteiligt sind, stehen in engem Zusammenhang mit der Entstehung

von Arteriosklerose [77].
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Abbildung 20: Genexpressionsrate von NOX-4 bei mannlichen und wei  blichen HUVEC

Der Scattered Plot (rechts) zeigt fur die Einzelauswertung der mannlichen Expressionsraten
(blau) tendenziell erhéhte Werte gegentber den weiblichen Expressionsraten (rosa).
Insgesamt ist der Mittelwert mit MW = 0,61 + 0,05 gegenliber dem weiblichen MW Q = 0,54
* 0,05 nur gering verandert, so dass sich dieser Unterschied nicht als statistisch signifikant

erweist. Es wurden 15 méannliche und 19 weibliche HUVEC verwendet.
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3.3.2.7 P52+66°"°

Das src-homology (Shc) Protein A spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation
verschiedener Signaltransduktionswege. Durch alternatives Splicing entstehen
drei verschiedene Proteine mit 46, 52 und 66 kDa. Der hier untersuchte
Genabschnitt umfasst die Splicing-Varianten p525™ und p66°"°. Die
kardiovaskuldare Relevanz von p52+66°™ ist bisher nicht eindeutig geklart. In
tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Mutationen des Gens
p66ShC zu einer verlangerten Lebensspanne, einer verminderten Produktion von
Sauerstoffradikalen sowie zu einer erhdhten Widerstandsfahigkeit der Zelle

gegenuber Apoptose durch oxidativen Stress fuhrte [78].
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Abbildung 21: Genexpressionsrate von p52+66 S hei mannlichen und weiblichen
HUVEC

Sowohl im Boxplot (links), als auch im Scattered Plot (rechts) erkennt man eine deutlich
erhohte Genexpressionsrate fiir p52+66°™ der mannlichen HUVEC (blau) gegeniiber den
weiblichen (rosa). Der gemessene Unterschied ist mit P < 0,001 statistisch signifikant. Die
Durchfuhrung erfolgte mit 15 mannlichen und 19 weiblichen cDNA-Proben. Die Darstellung
als Boxplot zeigt Mittelwerte mit Standardabweichungen (MW ; = 4,41 + 0,18, MW= 3,25 +
0,14).
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3.3.2.8 p66°"°

Versuchstiere, bei denen das Gen p66°™

ausgeschaltet wurde, zeigten eine
erhohte Widerstandsfahigkeit der Zelle gegentiber oxidativem Stress sowie eine
verlangerte Lebensspanne [79].

P66°™ dient als Vermittler der Apoptose auf verschiedene Stressfaktoren. Nach
Stimulation durch H,O, oder UV-Strahlung erfolgt die Aktivierung von p66°"™.
Dies fuhrt zu einem Anstieg der intrazellularen Sauerstoffradikale (ROS). Der
oxidative Stress bedingt ein vorzeitiges Altern der Zelle sowie den

programmierten Zelltod [80].
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Abbildung 21: Genexpressionsrate von p66 " bei mannlichen und weiblichen HUVEC

In der Darstellung als Scattered Plot (rechts) erkennt man eine breitere Streuung der
weiblichen Einzelwerte (rosa) in beide Richtungen. Daraus resultiert insgesamt ein leicht
verminderter Mittelwert MW = 0,70 + 0,04. Der mannliche liegt bei MW = 0,76 + 0,03. Es
besteht keine statistische Signifikanz fiir diesen Unterschied. Die Durchfiihrung erfolgte mit

15 méannlichen und 19 weiblichen Proben.
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3.3.3 Gene mit Einfluss auf die zellulare Stressant  wort

3.3.3.1 Hsp70

Hitzeschockproteine (Hsp) kommen ubiquitar in allen eukaryotischen Zellen vor
und dienen der Stabilisierung von Proteinen bei zellularem Stress [81]. Als
molekulare Chaperone sind sie fur die korrekte Faltung und Aktivierung sowie
den Erhalt der Sekundarstruktur vieler Proteine verantwortlich. Die
Uberexpression von Hsp fiihrt zu einer Inhibierung der Apoptose kardialer Zellen

durch Ischamie und damit zu einer Begrenzung des Infarktgeschehens [82].
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Abbildung 23: Genexpressionsrate von Hsp70 bei ménnlichen und wei blichen HUVEC
Sowohl im Boxplot (links), als auch im Scattered Plot (rechts) ist eine deutlich erhdhte
Genexpressionsrate fur Hsp70 der weiblichen HUVEC (rosa) gegenuber den mannlichen
(blau) zu sehen. Die Mittelwerte (MW) liegen bei: MW = 0,80 + 0,03 und MW= 1,00 + 0,03.
Der gemessene Unterschied ist mit P < 0,001 statistisch signifikant. Die Durchfihrung
erfolgte mit 15 mannlichen und 19 weiblichen RNAs.
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3.3.3.2 Hsp9o

Zusatzlich zu dem oben beschriebenen Zusammenspiel zwischen den
Hitzeschockproteinen, wirkt sich Hsp90 auf das Gefaldsystem aus und fihrt im
Zusammenspiel mit eNOS zur Vasorelaxation [83].
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Abbildung 24: Genexpressionsrate von Hsp90 bei ménnlichen und we  iblichen HUVEC
Links die Darstellung als Boxplot, rechts als Scattered Plot: méannliche (blau) und weibliche
(rosa) Expressionsraten fir Hsp90 zeigen keinen Unterschied. Die Untersuchung erfolgte mit
15 mannlichen und 19 weiblichen HUVEC. Die Darstellung zeigt Mittelwerte mit
Standardabweichungen (MW = 6,7 + 0,4, MW= 7,0 £ 0,4).
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3.3.3.3 ICAM-1

Das intrazellulare Adhasionsmolekil (ICAM-1) spielt eine wichtige Rolle bei
verschiedenen immunologischen Vorgangen. Dazu gehéren besonders die
Emigration von Leukozyten aus Blutgefallen sowie die Aktivierung von T-
Lymphozyten. In diesem Zusammenhang spielt ICAM-1 auch eine Rolle bei
vaskularen Entzindungsprozessen und der Entstehung arteriosklerotischer
Plaques [84].
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Abbildung 25: Genexpressionsrate von ICAM-1 bei ménnlichen und we  iblichen HUVEC
Bei Betrachtung der Einzelauswertung von ICAM-1 im Scattered Plot (rechts), zeigen die
mannlichen HUVEC (blau) einen deutlichen Ausreil3er. Dies beeinflusst auch den Mittelwert:
MW, = 0,33 + 0,10. Bei den weiblichen HUVEC betragt der Mittelwert MW = 0,21 + 0,03. Es
besteht keine statistische Signifikanz fir diesen Unterschied. Die Messung erfolgte an 15
mannlichen und 19 weiblichen HUVEC.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Realtim  e-RT-PCR

Zusammenfassend liel3en sich mittels Real-time-PCR nur signifikante Unterschiede
der Genexpressionsraten zwischen mannlichen und weiblichen HUVEC in den
Genen p52+66°™ und Hsp70 feststellen. Die Messung der Genexpressionsraten
mittels Realtime-RT-PCR war jedoch aufwandig und kostenintensiv. Deshalb
entschieden wir uns ein ,Whole Genome Array* durchzufihren. Dazu wurde die
RNA von insgesamt 25 mannlichen und 29 weiblichen HUVEC isoliert. Die bereits in
der Real-time-PCR verwendeten RNA-Proben waren darin enthalten, um die bisher

gewonnenen Ergebnisse durch den Arrray zu Uberprtfen.
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3.5 Whole Genome Array

Zunachst erfolgte eine Qualitatskontrolle der insgesamt 54 RNA-Proben, bei der fur
die mannlichen HUVEC drei, fur die weiblichen HUVEC vier RNAs als qualitativ

unzureichend eingestuft wurden.

3.5.1 Qualitatskontrolle und Zusammenstellung der G en-Poole

Mittels Agarose-Gelelektrophorese werden die Nukleinsaurestrange nach ihrer
GroRRe aufgetrennt. In der Abbildung 26 ist links ein RNA-Marker bekannter
GroRRe in Basenpaare (bp) dargestellt. Daran schliel3t sich eine Auswahl von
sieben der insgesamt 25 mannlichen RNAs an, die als M43-M49 bezeichnet

wurden.
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Abbildung 26: Bestimmung der RNA-Qualitat der mannlichen HUVEC fi  r die Proben
M43-M49
Die sieben Proben M43-M49 zeigen eine intakte RNA, die fir den Array verwendet werden

konnten.
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Im Folgenden ist eine Auswahl von elf der insgesamt 29 weiblichen RNAs

dargestellt, die als F8-F18 bezeichnet wurden:

F& F& Fi10 F11 F12 F13 Fi14 Fib F16 F17 F18
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Abbildung 27: Bestimmung der RNA-Qualitat der weiblichen HUVEC fi  r die Proben F8-
F18

Die Proben F8-F12 und F15-F18 zeigen eine intakte RNA, die sich zur Durchfihrung des
Arrays eignet. Im Gegensatz dazu sind die RNA-Proben von F13 und F14 degradiert und

gelten daher als qualitativ unzureichend zur Verwendung in einem Expressionsarray.

Um die Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen, wurden anschlieend funf
Pools zu je vier RNAs jeweils fur die mannlichen (A6-A10) wie fir die weiblichen
(A1-A5) HUVEC gebildet. Die weiblichen HUVEC wurden mit F (= female), die

mannlichen mit M (= male) bezeichnet.
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Tabelle 3: Zusammenstellung der RNA-Poole:

Pool-Name Enthaltene HUVEC
Al F2, F3, F4, F6
A2 F7, F8, F9, F10
A3 F11, F12, F15, F16
A4 F17, F18, F19, F20
A5 F21, F22, F23, F24
A6 M26, M27, M28, M29
A7 M32, M33, M34, M35
A8 M36, M37, M39, M40
A9 M41, M41, M43, M44
A10 M46, M47, M48, M49

3.5.2  Expressionsunterschiede

Auf diese Weise konnten die einzelnen mannlichen und weiblichen Poole
miteinander verglichen werden. Einen Uberblick iber die Zusammenstellung der

Arrays gibt Tabelle 4.

Tabelle 4: Aufbau der Arrays mit den méannlichen und weiblichen RNA-Pools

Array- Mannlicher Pool Weiblicher Pool Bezeichnung
Nr.
1 A6 Al A6-vs.-Al
2 A7 A2 A7-vs.-A2
3 A8 A3 A8-vs.-A3
4 A9 Ad A9-vs.-A4
5 Al10 A5 A10-vs.-A5

Die Daten der finf vergleichenden Einzelarrays (A6-vs.-Al bis A10-vs.-Ab)
wurden zu einer Gruppe zusammengefasst und gegen einen fixen Wert getestet.
Da es sich um log,-transformierte Ratios handelte, wurden die Daten gegen den
Wert ,0“ getestet, der in der log,-Skala fur ,keine differentielle Regulation* steht

und einer Ratio von 1,0 entspricht (log,0 = 1). Zusatzlich konnten die
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gemessenen Unterschiede zwischen den mannlichen und weiblichen Proben mit
Hilfe des p-Werts auf ihre Zuverlassigkeit getestet werden. Daraufhin wurden die
Expressionsdaten auf Gene, deren Ratio bei 1,0 lag bzw. deren p-Wert fur die
differentielle Expression in mehr als drei von funf Einzelarrays gré3er als 0,0001
war, gefiltert. Die so identifizierten differentiell exprimierten Gene wurden in der
daran anschlieenden Pathway-Analyse verwendet. Die angewandten
statistischen Verfahren dienten der Identifizierung signifikanter Anreicherungen

bestimmter Annotationen im Gen-Set und umfassten nach Filterung 1550 Gene.

Die Expressionsraten galten als differentiell reguliert, wenn sie vom Wert 1, der
in der log,-Skala fur ,keine differentielle Regulation* stand, abwichen. Dabei
bestatigte der Microarray weitgehend die Ergebnisse der Real-Time-PCR. Die
Gene ACE, Catalase, Caveolin-1, Endothelin-1, eNOS, GPX-3, Hsp90, ICAM-1,
NOX-4, p66°", SOD-1 und SOD-2 zeigten auch im Array keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Geschlechtern, wahrend Hsp70 analog zum Ergebnis
der PCR eine erhohte Expressionsrate bei den weiblichen HUVEC zeigte.
Abweichend von den Ergebnissen der Real-Time-PCR konnte kein signifikanter
Unterschied in der Expression von p52+66°" zwischen mannlichen und
weiblichen HUVEC gefunden werden. Dieses Gen stellt eine Kombination von
Spliceprodukten dar und wird deshalb im Array nicht adaquat erfasst.

Die starkste differentielle Regulation wurde erwartungsgemal bei den Genen,
welche auf den Gonosomen X und Y lagen, erreicht. Zur Verstarkung der
Aussagekraft wurden in den folgenden statistischen Analysen die Gene
herausgenommen, welche in mindestens zwei der finf Einzelarrays eine
gegensatzliche Genregulation aufwiesen. In Folge dessen reduzierten sich die
Uberexprimierten Gene auf mannlicher Seite auf 300, auf weiblicher Seite auf
544,
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Abbildung 29: Log 1o- Darstellung der Genexpressionsdaten im Array Nr. 5 (A10-vs. A-5)

Die  mannlichen und weiblichen Expressionsraten sind einander
gegenibergestellt. Der blaue Bereich bedeutet eine unveranderte
Expressionsrate zwischen den Geschlechtern. Grin steht fir eine weibliche, rot
fur eine mannliche Hochregulation der Genexpression.

Im nachsten Schritt wurden die Gene mit Hilfe der TreeRanker® Software
(Miltenyi Biotec) biologischen Prozessen zugeordnet. Als Datenbank dienten die
Gene des Agilent Whole Genome Oligo Array. Von den insgesamt 844
differentiell regulierten Genen konnten 298 der insgesamt 300 maéannlich-
hochregulierten und 534 der insgesamt 544 weiblich-hochregulierten Gene
biologischen Prozessen und Signaltransduktionswegen zugeordnet werden. Das
heil3t, anndhernd doppelt so viele Gene werden bei den weiblichen HUVEC im
Vergleich zu den mannlichen verstarkt exprimiert. Dies betrifft besonders Gene,
die bei der zellularen Immunantwort und Entzindungsprozessen eine Rolle

spielen.
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Tabelle 5: Auszug differentiell regulierter Gene der weibliche

n HUVEC:

1.Major histocompatibility

complex

2. Zelladhasion

3. Entzindung

- major histocompatibility
complex, class Il, DP beta 1
(-0,331)

- major histocompatibility
complex, class Il, DR alpha
(-0,555)

- major histocompatibility
complex, class Il, DR beta 5
(-0,351)

- Interferon gamma-
inducible protein 30
(-0,531)

- major histocompatibility
complex, class I-related
(-0,742)

- selectin E
(endothelial adhesion
molecule 1)

(-0,703)

- selectin P (granule
membrane protein
140kDa, antigen
CD62)

(-0,596)

- vascular cell
adhesion molecule 1
(-0,723)

- interleukin 17 receptor
D (IL17RD)
(-1,419)

- interleukin 1 receptor,
type | (IL1R1)
(-0,672)

- interleukin 1 receptor,
type Il (ILLR2)
(-0,718)

- interleukin 1 receptor
accessory protein-like 1
(ILIRAPL1)

(-0,496)

- colony stimulating
factor 1 receptor
(CSF1R), mRNA
(-0,675)

- natural cytotoxicity
triggering receptor 1
(-0,665)

In Tabelle 5 sind Gene dargestellt, welche bei den weiblichen HUVEC hochreguliert

waren und bei der zellularen Immunantwort (Haupthistokompatibilitditskomplex) sowie
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bei Entziindungsprozessen ( Zelladhasion, Entziindungsmediatoren) eine Rolle spielen.
In grin dargestellt ist der log, der unterschiedlichen Expressionsraten zwischen
mannlichen und weiblichen Individuen. Der Microarray bot erstmals die Mdglichkeit die
sexspezifische Regulation von immunologischen Prozessen unabhdngig von
hormonellen Einflissen zu messen, da Ostrogen- und Testosteronkonzentration im
vendsen Nabelschnurblut annédhernd gleich sind. Durch die Verwendung von
Nabelschnurzellen spielten umweltbedingte Einflisse, wie Lebensstilfaktoren oder
Ernahrungsgewohnheiten eine untergeordnete Rolle auf die Genexpressionsraten.
Zusammenfassend kann man sagen, dass weibliche Individuen von Geburt an eine

erhdohte Immunreaktivitat aufweisen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die sexspezifische Genregulation kardiovaskular
relevanter Faktoren an humanen Nabelschnurzellen untersucht. Die Auswabhl, der zu
untersuchenden Gene erfolgte durch Literaturrecherche und konzentrierte sich auf

drei Bereiche:

— Gene mit Einfluss auf die Vasoreaktivitat
— Gene mit Einfluss auf den oxidativen Status

— Gene mit Einfluss auf die zellulare Stressantwort

Da gezeigt werden konnte, dass die Ostrogen- und Androgenkonzentration im
Nabelschnurblut mannlicher und weiblicher Neugeborener nicht unterschiedlich ist,
bieten sich humane umbilikale Nabelschnurendothelzellen an, um
hormonunabhé&ngige, sexspezifische Unterschiede in der Genexpression
weitergehend differentiell zu untersuchen. Die Verwendung von HUVEC ermdglichte
weiterhin einen mdglichst frihen Untersuchungszeitpunkt fir die differentiell regulierte

Genexpression zwischen Individuen.

4.1 Bedeutung der untersuchten Gene in der Realtime RT-PCR

41.1 Gene mit Einfluss auf die Vasoreaktivitat

Neben seiner Bedeutung als Grenzschicht zwischen Blutstrom und Gefal3wand besitzt
das Endothel wichtige Funktionen bei der Modulation des Vasotonus. Hierbei spielt
die Freisetzung und Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) eine zentrale Rolle.
Bei der endothelialen Dysfunktion kommt es zu einer veranderten Vasoreaktivitat mit
Einschrdnkung der endothelabhdngigen Relaxation. In unserer Untersuchung
konzentrierten wir uns auf sieben verschiedene Gene, die unter anderem durch ihren
Einfluss auf die Vasoreaktivitat (Vasokonstriktion/ Vasodilatation) mit der Entstehung
von Arteriosklerose in Zusammenhang gebracht werden kénnen.

Die endotheliale NO-Synthase gilt als Schlusselenzym der vaskularen Homoostase
und wird u.a. in Endothelzellen exprimiert [85]. Neben seiner Funktion als starkster

endogener Vasodilatator ist es fiir eine Reihe gefassprotektiver Eigenschaften, wie die
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Regulation der Leukozytenadhdasion an das Endothel, Inhibition der Proliferation von
glatten Gefallmuskelzellen, sowie Inhibition der Plattchenaggregation verantwortlich
[64]. In zahlreichen Studien konnte eine schnelle Aktivierung der eNOS Uber den
Ostrogenrezeptor nachgewiesen werden [86, 87].

Untersuchungen unseres Labors haben gezeigt, dass die Translation alternativ
gespleiRter mRNA-Transkripte zu verkirzten eNOS-Proteinen fuhrt, denen nahezu die
vollstdndige Reduktase-Domane fehlt. In Aktvitatsassays konnte gezeigt werden, dass
eNOS13A keine eigene eNOS-Aktivitat besitzt und nach Koexpression mit full-length
eNOS in COS-7 Zellen zu einer Abnahme der eNOS-Aktivitdt Uber einen dominant
negativen Effekt durch Heterodimerbildung fuhrt [65]. Zuvor war der Zusammenhang
zwischen einer hohen Anzahl von CA-Repeats im Intron 13 und einem erhdhten
Risiko fur koronare Herzkrankheit nachgewiesen worden [88]. Die Untersuchung der
Genexpressionsraten mittels Realtime RT-PCR zeigte jedoch keine differentiell
regulierte Expression fur eNOS und die eNOS-Spliceprodukte 13A, 13B und 13C.
Dies konnte ursachlich auch mit der Regulation durch 17B-Ostradiol
zusammenhangen. Das Steroidhormon kommt bei beiden Geschlechtern in
einheitlichen Konzentrationen im vendsen Nabelschnurblut vor und fuhrt Gber den

Ostrogenrezeptor a zu einer schnellen Aktivierung der endothelialen NO-Synthase.

Als ein Gegenspieler von eNOS kann Caveolin gesehen werden. Es wurde als erstes
Protein, das auf den Caveolae lokalisiert ist, entdeckt und ist an den
transmembrandsen Transportmechanismen der Endothelzelle beteiligt [89]. Es
transportiert Cholesterol vom endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran [66]
und konnte in verschiedenen tierexperimentellen Studien als potenter Inhibitor der
eNOS identifiziert werden. Durch Ausschaltung des Gens kam es zu einer verstarkten
Vasorelaxation [90, 91], wie auch zu einer Hypercholesterinamie [92]. Trotz eines
Anstiegs des Cholesterins zeigten die Tiere mit Verlust des Gens fur Caveolin-1 eine
Verminderung der arteriosklerotischen Lasionen um 70% gegeniber den ApoE-/-
Vergleichstieren. Die Autoren vermuteten, dass die Progression der endothelialen
Dysfunktion eng mit der Regulation des LDL-Gehalts durch Caveolin-1 verknupft ist
[93]. Die sexspezifischen Expressionsraten von Caveolin zeigten in der hier
durchgefiihrten Untersuchung an HUVEC keinen Unterschied. Eine verminderte

Auspragung von arteriosklerotischen Lasionen beim weiblichen Individuum lasst sich
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durch eine differentiell regulierte, basale Expressionsrate von Caveolin-1 eher nicht

erklaren.

Die Familie der Endotheline besteht aus potenten endogenen Vasokonstriktoren. Sie
spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Gefal3tonus und der
Entstehung der Arteriosklerose [68, 70]. Erstmals 1994 wiesen Haynes et al. die
antihypertensive Wirkung von Antagonisten beim Menschen nach [94]. AulRerdem
konnte Endothelin-1 mit der Entstehung von oxidativem Stress, wie auch
Entzindungsprozessen, in Zusammenhang gebracht werden. Diese wirken sich
zuséatzlich zum arteriellen Hypertonus negativ auf das Gefal3system aus [95]. Der
Anstieg von Sauerstoffradikalen wird u.a. durch das Enzym NAD(P)H-Oxidase
vermittelt [96]. Zusammenfassend spielen erhéhte Endothelin-1-Plasmaspiegel in der
Pathogenese einer Reihe kardiovaskularer Erkrankungen eine entscheidende Rolle,
wie zum Beispiel dem Myokardinfarkt [97], der Arteriosklerose [98] und der
Herzinsuffizienz [99].

In der Rancho Bernardo Studie mit 961 Teilnehmern konnte eine enge Korrelation
zwischen dem Endothelin-1-Plasmaspiegel und der Entwicklung einer koronaren
Herzkrankheit gesehen werden. Bei Frauen betraf dies alle Altersklassen; bei
Mannern traf dies nur auf die Uber 75-jahrigen zu. Die Endothelin-1-Spiegel waren
zudem abhéangig von zahlreichen Lebensstilfaktoren wie Rauchverhalten, LDL-
Cholesterinspiegel oder Hormoneinnahme sowie dem Alter der Probanden [100].

Da unsere Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied der
Genexpressionsraten des Endothelin-1-Gens zwischen mannlichen und weiblichen
Nabelschnurzellen zeigten, kénnte man vermuten, dass es erst im Verlauf des Lebens
zu einer Modulation der Genexpressionsraten kommt - in Abhangigkeit von exogenen

und endogenen Faktoren.

Wie Endothelin-1 fihrt auch Angiotensin Il zu einer ausgepragten Vasokonstriktion.
Es entsteht aus Angiotensin | durch enzymatische Abspaltung von zwei Aminosauren
durch ACE. Zusatzlich inaktiviert ACE das vasodilatatorische Gefal3hormon
Bradykinin.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) kann auf diese Weise auch im Fall

einer Hypovolamie oder bei Natriumverlust den Blutdruck aufrechterhalten.
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In einer Untersuchung der perikardialen Flissigkeit bei 44 Patienten mit KHK konnte
gezeigt werden, dass é&ltere Frauen eine niedrigere Expression von ACE als
gleichaltrige Méanner aufweisen [101]. Zudem besteht eine ausgepragte hormonelle
Regulation. Im Allgemeinen geht man davon aus, dass Ostrogene zu einer
Verschiebung des Renin-Angiotensin-Gleichgewichts zugunsten der
vasodilatatorischen Komponente fihren. Dabei kommt es zu einer Verminderung des
aktiven Renins sowie des ACE-Spiegels bei gleichzeitiger Erhohung des
Vasokonstriktors Angiotensin Il. Durch die verminderte Expression des Angiotensin Il
Rezeptors ist die Wirkung an der Zielzelle jedoch eingeschrankt [102].

In einer Bevolkerungsstudie mit annahernd 20.000 Probanden konnte gezeigt werden,
dass Frauen, die mit einem Angiotensin-lI-Rezeptorblocker behandelt wurden im
Vergleich zu denen, die ACE-Hemmer einnahmen einen Uberlebensvorteil aufwiesen.
Bei Mannern dagegen zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden
Medikamenten [103]. Urséachlich fir diese Beobachtung konnte einerseits eine
differentiell regulierte Expression von ACE sein, wie bereits in der perikardialen
Flissigkeit gezeigt. Andererseits konnte der Einfluss des weiblichen
Geschlechtshormons auf die Regulation des RAAS eine Rolle spielen.

Bei unseren Untersuchungen mittels Realtime RT-PCR konnte kein Unterschied der
Genexpressionsraten zwischen den Geschlechtern festgestellt werden, obwohl die
Konzentrationen von Ostrogen im vendsen Nabelschnurblut als annahernd gleich
gewertet werden konnten. Bisher wurden zudem tber 100 Polymorphismen des Gens
fur ACE in der Region 17923 identifiziert, welche geschlechtsunabhangig zu einer

Veranderung der Expressionsraten fihren kénnten [104].

41.2 Gene mit Einfluss auf den oxidativen Status

Epidemiologische und experimentelle Studien legen nahe, dass das Geschlecht eine
entscheidende Rolle fir den Gehalt an Sauerstoffradikalen im Blut spielt. Aorten
mannlicher Ratten wiesen einen um 34% hoheren Gehalt an Sauerstoffradikalen im
Vergleich zu weiblichen Tieren auf [105]. Wahrend die Plasmaspiegel von H,O, bei
beiden Geschlechtern bei hypertensiven Patienten hdher als bei normotensiven lagen,
war der Anstieg von H,O, bei Mannern starker ausgepragt als bei Frauen [106]. Als
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Ursache wurde ein sexspezifischer Dimorphismus der antioxidativen Systeme

vermutet.

Superoxiddismutasen katalysieren den Abbau von Superoxid (O2) zu
Wasserstoffperoxyd (H20,). Dadurch reduzieren sie den Gehalt an reaktiven
Sauerstoffspezies und schitzen Proteine vor dem schadigenden Einfluss von
oxidativem Stress.

Die Cu/Zn-Superoxiddismutase (SOD-1) zahlt zu den antioxidativen Enzymen der
Mitochondrien. Sartori-Valinotti et al. fanden eine signifikant erhohte Expressionsrate
von SOD-1 in der Nierenrinde mannlicher Ratten, gegentber den weiblichen
Versuchstieren [107]. Sie vermuteten, dass dies auf verstarkten oxidativen Stress der
mannlichen Tiere zurlckzufiihren sei, da frihere Studien eine positive Korrelation
zwischen oxidativem Stress und einer verstarkten Antwort der antioxidativen Systeme
nachgewiesen hatten [108]. Die Messung der Expressionsraten mannlicher und
weiblicher Nabelschnurzellen mittels Realtime RT-PCR hingegegen ergab keinen
signifikanten Unterschied. Urséachlich kdnnten Unterschiede in der Gewebespezifitat
der Cu/Zn- Superoxiddismutase zu Grunde liegen. Untersuchungen des Nierenmarks
durch die Forschungsgruppe, welche zuvor einen sexspezifischen Unterschied der
Expression in der Nierenrinde gefunden hatte, ergaben dagegen keinen signifikanten
Unterschied fur SOD-1 [107]. Weiterhin scheint das mannliche Sexualhormon bei der
Regulation der Enzymaktivitat eine wichtige Rolle zu spielen. Beispielsweise fanden
Sullivan et al. einen testosteronabhangigen Anstieg der SOD-1 Aktivitdt bei
mannlichen Tieren, welche nach Gonadektomie wieder absank [109]. Ausgehend von
anndhernd gleichen Testosteronspiegeln im vendsen Nabelschnurblut von
mannlichen und weiblichen Individuen [60] spielte dieser Befund in unserem Modell
keine Rolle.

Die Mn-Superoxiddismutase (SOD-2) und die Gluthationperoxidase (GPX-3) sind
ebenfalls essentielle Bestandteile der zellularen Abwehr gegen oxidativen Stress. In
der Realtime RT-PCR mitochondrialer RNA konnte nachgewiesen werden, dass SOD-
2 und GPX-3, isoliert aus Leber- und Gehirngewebe von Ratten, bei den weiblichen
Tieren gegentber den méannlichen Tieren 2-fach héher exprimiert wurden [110] und
damit den Gehalt an schéadlichen Sauerstoffradikalen halbierten. Dies geschieht durch
die Aktivierung des ERK1-MAPK/NFkB-Signalwegs liber 17B-Ostradiol.
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Die Ergebnisse von Strehlow et al. bestatigten die zeit- und konzentrationsabhangige
Erhohung der Expressionsrate von SOD-2 durch 17B-Ostradiol und konnten
zusatzlich eine verstarkte Enzymaktivitat in weiblichen VSMC Zellen der Rattenaorta
nachweisen [111]. Klinische Daten sprechen daflir, dass dieser Mechanismus auch
beim Menschen eine entscheidende Rolle spielt. Experimentelle Studien bei
postmenopausalen Frauen zeigten eine verminderte Plasmaaktivitdt der
Superoxiddismutasen im Vergleich zu prdmenopausalen Frauen oder solchen die
eine  Hormonersatztherapie erhielten [112]. Die Enzyme Catalase und
Gluthationperoxidase zeigten dagegen keine Unterschiede.

In einer weiteren Untersuchung fiel eine signifikante Verminderung der
mitochondrialen Enzymaktivitdt von SOD-2 im Alter auf [113]. Leider erfolgte in dieser
Studie keine sexspezifische Betrachtung.

Unsere  Untersuchung konnte die  sexspezifischen  Unterschiede der
Genexpressionsraten von SOD-2 und GPX-3 in Rattengewebe fur humane, ventse
Nabelschnurzellen nicht bestéatigen. Ursachlich hierflr konnte passend zu den oben
aufgefiihrten Ergebnissen eine Regulation durch 17B-Ostradiol sein, welches im
ventdsen Nabelschnurblut unabhangig vom biologischen Geschlecht des Feten in
annahernd gleichen Konzentrationen vorkommt.

Dagegen konnte beim Menschen im weiblichen Geschlecht, unabhangig vom
Menopausenstatus, eine erhohte erythrozytare Glutathionperoxidase-Aktivitat
gegenuber Mannern nachgewiesen werden [114]. Auch Ho et al. fanden eine
differentiell regulierte Enzymaktivitat zugunsten der weiblichen Probanden. Jedoch
war der Unterschied zwischen Mannern und Frauen nur bei den nichtrauchenden
Probanden signifikant [115], so dass von einer zuséatzlichen Beeinflussung der
Enzymaktiviat durch das Rauchverhalten ausgegangen werden muss. Guemouri et al.
wiesen weiterhin auf eine signifikante Erhdhung der Gluthationperoxidaseaktivitat im
Zusammenhang mit Alkoholabusus sowie der Einnahme von Antidepressiva oder
Schilddriisenhormonen hin [114]. Zudem gibt es Hinweise auf eine Erhdéhung der

Enzymaktivitat bei sportlich aktiveren weiblichen Probanden [116].

Das Enzym Catalase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxyd (H.O;) zu
Wasser und Sauerstoff. Tierexperimentell zeigten Azevedo et al. eine deutlich erhéhte
Enzymaktivitat der Catalase in Makrophagen weiblicher Ratten und brachten dies in

Zusammenhang mit der geschlechterspezifisch unterschiedlichen Funktionsweise des
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Immunsystems. Bei Ovarektomie nahm die Catalase-Aktivitdt um 48% ab und konnte
durch die Gabe von Ostrogen vollstandig wiederhergestellt werden [117].

Einige Studien konnten auch signifikant erhdhte Plasmaspiegel bei Frauen gegeniber
Mannern nachweisen [118]. Andere Studien mit einer gréReren Fallzahl von 1836
Probanden konnten dieses Ergebnis nicht bestatigen [114]. Zudem gab es keinen
Hinweis auf eine Beeinflussung der Enzymaktivitat in der Menopause. Ho et al.
fanden dagegen einen altersabhangigen, signifikanten Anstieg der erythrozytéren
Catalase-Aktivitat bei Nichtrauchern. Bei Rauchern waren die Enzymaktivitat jedoch
signifikant vermindert (29.70 +/- 3.07 mU/g Hb vs. 41.63 +/- 4.92 mU/g Hb (P < 0.05)
[115].

Beim Menschen scheint der Einfluss von Umweltfaktoren eine gréf3ere Rolle als die
hormonelle Regulation zu spielen. Eine Studie mit 40 postmenopausalen Frauen
zeigte eine signifikant erhdhte Catalase-Aktivitat bei gleichzeitiger Verminderung des
oxidativen Stresses bei sportlich aktiven Frauen gegentber weniger aktiven Frauen
[116].

Unabhangig von einer Regulation der Enzymaktivitait von Catalase durch
Umweltfaktoren wie Alter, Rauchverhalten und Fitness, konnte in unserer
Untersuchung auf genetischer Ebene keine differentielle Erh6hung der basalen

Expressionsrate fur Catalase bei menschlichen Nabelschnurzellen festgestellt werden.

Das HMOX-1-Gen kodiert fur das Enzym Hamoxygenase-1 (HO-1), welches verstarkt
bei Entziindungsprozessen der GefalRe exprimiert wird. Es katalysiert die Oxidation
von Ham zu Biliverdin unter Freisetzung von Eisen und Kohlenstoffmonoxid [73].
Durch eine NO-unabhangige Stimulation der Guanylatzyklase fuhrt HO-1 zu einer
Vasodilatation. Weiterhin inhibiert das Enzym die Proliferation glatter Muskelzellen
und schitzt so vor der Entstehung von Arteriosklerose [119, 120]. Fur das Gen sind
unterschiedliche Polymorphismen bekannt, wobei der AA-Genotyp der HMOX-1 mit
einem erhodhten Blutdruck assoziiert ist. Diese Beobachtung trifft allerdings nur auf
Frauen zu [121]. Da in unserer Studie keine unterschiedlichen Genexpressionraten
mittels Realtime RT-PCR gemessen konnten, wére eine Untersuchung der
Polymorphismen auf DNA-Ebene von weiterfiihrendem Interesse.

Das NOX-4-Gen kodiert fur die NAD(P)H-Oxidase 4, welche als membranstandiges

Enzym die Reduktion von Sauerstoff zu Superoxid (O, ) katalysiert. Uber die
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Entstehung von Sauerstoffradikalen ist es an zahlreichen Zellvorgdngen wie
Zellwachstum, Migration und Entzindung beteiligt [75, 76]. Das Gen NOX-4 wird
vorwiegend in der Niere und im Gefal3endothel exprimiert [122]. Ein wichtiger
Regulator der NAD(P)H-Oxidase 4 ist Angiotensin Il, das zur Aktivierung des Enzyms
und zur nachfolgenden Vasokonstriktion fuhrt [123]. Im Tiermodell konnte dieser
Zusammenhang bestéatigt werden. Nach Gabe des NAD(P)H-Oxidase Inhibitors
Apocynin, zeigten sich eine geringere Blutdruckerhéhung und weniger ausgepragte
endotheliale Schaden nach Infusion von Angiotensin [77]. Dartber hinaus kommt es
durch eine Inaktivierung von NO zu einer angiotensinunabhéangigen
Blutdruckerhéhung. Im Tierexperiment konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
NAD(P)H-abhangige Produktion von Sauerstoffradikalen in der Aorta weiblicher
Ratten um 50% geringer war als bei den mannlichen Tieren. Diese
Geschlechtsunterschiede waren mit einer verminderten Expression von NOX-1 und
NOX-4 bei weiblichen Tieren assoziiert [124]. Der Effekt wurde auf die veranderte
Genexpression durch 17B-Ostradiol zurtickgefiihrt [125].

Bei Messung der basalen Expressionsraten von NOX-4 mannlicher und weiblicher
HUVEC konnte keine differentielle Regulation festgestellt werden. Neben einer
hormonellen Regulation wird NOX-4 mRNA auch bei physikalischen Stimuli, wie
beispielsweise Shear-Stress, Hypoxie und Ischamie sowie durch TNF-a [126] oder
Insulin induziert [127, 128].

Das src-homology (Shc) Protein wird durch das Gen p52+66°™ kodiert und spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Signaltransduktion. Drei verschiedene Gene
konnten fiir dessen Kodierung identifiziert werden: shcA, shcB und shcC. Ersteres
wird in humanem Gewebe am haufigsten exprimiert und kommt durch alternatives
Splicing in drei verschiedenen GroRen vor: 46, 52 und 66 kDa [129]. Uber den EGF-
Rezeptor (Epidermaler Wachstumsfaktor) aktivieren p52°"/p46°" den Ras/MAP-
Kinase Signalweg und filhren zu verstarktem Wachstum. P66°™ tbt dagegen einen
inhibitorischen Effekt auf die Signaltransduktion aus, indem es den Fos-Promoter
blockiert [129]. Auch der Insulin-&hnliche Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) wird von den
Splicevarianten gegensatzlich reguliert. P66°™ inhibiert die Aktivierung von IGF-1
durch p52°"° und fihrt damit zu einer Verminderung des IGF-1 vermittelten
Zellwachstums [130].
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In der Untersuchung an Nabelschnurzellen, zeigten die mannlichen HUVEC eine

6°"°. Die kardiovaskulare

signifikant erhdhte Expressionsrate fur das Gen p52+6
Relevanz einer verstarkten Expression der beiden Splicing-Varianten im untersuchten
Genabschnitt ist bisher noch nicht eindeutig geklart.

6shc

Die Bedeutung der Splicevariante p6 ist bereits genauer erforscht. Durch

Stimulation der Zelle mit H,O, oder UV-Strahlung kommt es zur Aktivierung von p66°™
und zu einem Anstieg der intrazellularen Sauerstoffradikale (ROS). Der oxidative
Stress bedingt ein vorzeitiges Altern der Zelle sowie den programmierten Zelltod [79].

Fehlt das Gen fiir p66°™ wird die oxidative Phosphoylierung in den Mitochondrien
zugunsten der Glykolyse vermindert. Als Nebenprodukt des mitochondrialen
Elektronenflusses, der zur Herstellung von Energie in Form von ATP dient, entstehen
grundsatzlich freie Radikale. Die verminderte Produktion von Sauerstoffradikalen in
p66°"°” Zellen ist auf eine Drosselung des mitochondrialen Energiestoffwechsels
zurtckzufihren [131].

Wie bereits in der Freien-Radikal-Theorie nach Harmann beschrieben, hangt die
Entstehung von oxidativem Stress eng mit dem Altern der Zelle zusammen [132]. Das
Ausschalten des Gens fiir p66°™ fiihrt zu einer um 30% verlangerten Lebensspanne
bei Mausen [80]. Im gleichen Modell wurde auch eine verminderte Auspragung
arteriosklerotischer Lasionen am Gefal3system beobachtet [133]. Neuere Studien
beleuchten die genaueren Hintergriinde. Hierfir wurde ein Tiermodell verwendet, in
welchem die Ratten aufgrund einer Aortenisthmusstenose Gefalabschnitte mit
unterschiedlichen Blutdricken aufwiesen. In den hypertensiven Segmenten war die
Aktivitat der eNOS vermindert, bei einer verstarkten Phosphorylierung von p66°" und

6°"° tiber

einer erhéhten Produktion an Sauerstoffradikalen. Man vermutet, dass p6
diesen Mechanismus eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der endothelialen
Dysfunktion spielt [134].

Bisher konnte nur bei hormonsensitiven Krebszellen eine Hochregulation von p66°™
durch Testosteron, wie auch durch Ostrogene nachgewiesen werden [135]. Ob diese
Beeinflussung der Expressionsrate auch bei anderen Geweben und Zellen, wie den
HUVEC, eine Rolle spielt, bleibt Gegenstand weiterer Studien. In unserer
Untersuchung zeigten die Genexpressionsraten von p66°™ keinen Unterschied

zwischen mannlichen und weiblichen HUVEC.
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41.3 Gene mit Einfluss auf die zelluldre Stressant  wort

Hitzeschockproteine (Hsp) dienen der Stabilisierung von Proteinen bei zellularem
Stress. Als molekulare Chaperone sind sie verantwortlich fur die korrekte Faltung der
Proteine [136]. Dabei wirken Hsp90 und Hsp70 in einem Zusammenspiel als
Multichaperon-Komplex und sind unter anderem fur die Bildung von
Steroidhormonrezeptoren und Transkriptionsfaktoren verantwortlich. Die Expression
der Hitzeschockproteine kann durch verschiedene Stimuli wie beispielsweise Hitze
und Ischamie verstarkt werden [81]. Diesen Effekt fand man auch in vivo. Es wird
angenommen, dass eine Uberexpression kardioprotektiv wirkt [82] und dass dieser
Schutz induzierbar ist. Eine Aktivierung von Hsp90 durch 17B-Ostradiol konnte
nachgewiesen werden und fuhrte in vitro tber eine Erhdhung der Bindung an die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) zu einer schnellen Vasorelaxation [83, 137]. In
unserer Untersuchung war kein sexspezifischer Unterschied der Genexpressionsraten
fur Hsp90 nachweisbar.

Wir fanden allerdings bei den weiblichen Nabelschnurzellen eine signifikant erhohte
Genexpression fur Hsp70. Dieses Ergebnis konnten wir im Microarray bestétigen.
Trost et al. stellten fest, dass eine Uberexpression dieses induzierbaren
Hitzeschockproteins bei Herzinfarkt nicht nur zu einer verminderten Infarktgréf3e fihrt,
sondern auch vor post-ischamischer myokardialer Dysfunktion schiitzt. Beispielsweise
wiesen Hsp70-positive Mause, unabhangig von ihrem Geschlecht, eine verbesserte
systolische Kontraktilitat auf, nachdem sie einen Zyklus aus Ischamie und
Reperfusion durchlaufen hatten [82].

In Tiermodellen konnte bestatigt werden, dass weibliche Herzen im Allgemeinen eine
groBere Widerstandsfahigkeit gegenuber Schadigungen des Gewebes durch
Ischamie und nachfolgender Reperfusion aufweisen. Zudem war die Infarktgrof3e
gegenuber mannlichen Tieren vermindert [138]. Eine Beeinflussung durch das
weibliche Sexualhormon Ostradiol ist nicht ausgeschlossen [139]. Voss et al. konnten
diesen geschlechtshormonabhéngigen Zusammenhang in einem Experiment an
Ratten bestatigen. Weibliche Tiere exprimierten doppelt so viel induzierbares Hsp70.
Durch Ovarektomie kam es zu einer Verminderung des Hsp70-Spiegels;
Hormonersatztherapie machte diesen Effekt wiederum riickgangig [140]. Dagegen

scheint Testosteron die Expression der Hitzeschockproteine auf genomischer Ebene
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zu unterdriucken [141]. Wang et al. fiuhrten beispielsweise die gemessenen
Unterschiede der verbesserten postischamischen myokardialen Funktion bei
weiblichen Tieren auf eine differentiell regulierte Entziindungsantwort zwischen den
Geschlechtern zurtick. Verglichen mit den mannlichen Tieren, konnte bei den
weiblichen Ratten eine verminderte Expression von TNF-q, IL-B und IL-6 gemessen
werden [138].

Die Expressionsrate von ICAM-1, einem intrazellularen Adh&asionsmolekil, unterliegt
ebenfalls der Regulation von proinflammatorischen Zytokinen [142]. Die
Adhéasionsmoleklile spielen eine entscheidende Rolle beim  zellularen
Entztindungsprozess, indem sie die Einwanderung von Leukozyten in die Gefal3wand
erleichtern. Deshalb kdnnen sie auch als Marker fur endotheliale Dysfunktion
betrachtet werden [143, 144]. In arteriosklerotischen Plaques wird das Gen verstarkt
exprimert [84]. Patienten mit metabolischem Syndrom und Insulinresistenz wiesen
erhohte Plasmaspiegel auf [145]. Dabei korrelierten die Plasmaspiegel von ICAM-1
zwar bei Frauen, nicht jedoch bei Mannern héheren Lebensalters mit einer Zunahme
der Inzidenz kardiovaskuléarer Ereignisse [146, 147]. In einer grold angelegten,
prospektiven Studie in Boston 2008 konnte die Progression der Arteriosklerose und
eine zunehmende Verengung der Strombahn anhand des ICAM-1 Spiegels fir Frauen
vorausgesagt werden. Allerdings war die Vorhersage fur ein akutes Infarktgeschehen
nicht méglich, da nur eine schwache Korrelation zwischen der Plasmakonzentration
des Adhéasionsmolekiils und einem thrombotischen Ereignis bestand [148].

Zur Frage der hormonellen Beeinflussung gibt es widersprichliche Daten. Sowohl
Scarabin et al., als auch die Arbeitsgruppe um Van Baal fanden eine Abnahme des
ICAM-1 Spiegels  bei postmenopausalen Frauen nach kurzzeitiger
Hormonersatztherapie [149, 150]. In der bereits erwahnten Bostoner Studie konnte
kein signifikanter Unterschied des ICAM-1 Spiegels bei Frauen mit und ohne
Hormonersatztherapie festgestellt werden [148].

Die Messung der Genexpressionsrate bei mannlichen und weiblichen
Nabelschnurzellen ergab keine differentielle Regulation von ICAM-1 bei weitgehend
gleicher hormoneller Beeinflussung. Dieses Ergebnis konnte durch den Microarray
bestétigt werden. Wie entscheidend allerdings Umweltfaktoren in der Beeinflussung
eines kardiovaskularen Risikoprofils sein kénnen, zeigt eine Studie zur mediterranen
Ernahrung. Darin fihrt der Konsum von Nussen signifikant zu einer Verminderung des
ICAM-1-Spiegels [151]. Rauchen dagegen bedingt dessen Erh6hung [152].
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4.2 Potentieller Einfluss von Umweltfaktoren auf di e Genexpression

in Nabelschnurzellen

Die bereits erwahnten klassischen Risikofaktoren zur Entstehung der Arteriosklerose
wirken sich nicht nur auf das Gefal3system der Mutter aus, sondern beeinflussen
aller Wahrscheinlichkeit nach auch die Zellen des fetalen Kreislaufs. Die Auswirkung
von Nikotin auf die fetale Entwicklung wurde bereits in zahlreichen Studien
untersucht. Habek et al. kamen zu dem Ergebnis, dass 5-20 Zigaretten pro Tag zu
einer Minderung des Geburtsgewichts um 250 g fiihrt. Eine Minderung um 350 g liel3
auf einen Nikotinkonsum von mindestens 20 Zigaretten pro Tag wahrend der
Schwangerschaft schlieBen [153]. Als Ursache wird eine reduzierte eNOS-Aktivitat
bei Raucherinnen angenommen, welche die dilatatorische Kapazitat der
Nabelschnurvene einschrankt [154]. Ahnliche Zusammenhange bestehen auch fir
andere Risikofaktoren der Arteriosklerose, wie dem arteriellen Hypertonus, der
Dyslipidamie und dem Diabetes mellitus [155], welche in ihrer Summe das
.Metabolische Syndrom* bilden. Dabei gilt: Je niedriger das Geburtsgewicht, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit im spateren Leben vom Metabolischen Syndrom
betroffen zu sein [156].

Zusammenfassend lasst sich eine Beeinflussung der Genexpressionsraten in den
untersuchten HUVEC durch die Lebensweise der Mutter und durch Umwelteinflisse
nicht ausschlie3en. Die gewonnenen méannlichen und weiblichen HUVEC wurden in
unserer Untersuchung jedoch fir zwei Passagen im gleichen Kulturmedium mit
gleichen Konzentrationen von Hormonen und Wachstumsfaktoren kultiviert.
Inwiefern die Expressionsraten der Nabelschnurzellen trotzdem von aul3eren
Einflissen wahrend der Schwangerschaft betroffen sind, ist nicht geklart und muss
in weiteren Studien untersucht werden. Um eine Beeinflussung der
Nabelschnurzellen durch Umwelt- und Erndhrungsfaktoren zu minimieren, sollte

eine groRRere Fallzahl fur die Untersuchung zur Verfligung stehen.

4.3 Erhohte Immunreaktivitat der Frau

Manner sind, verglichen mit Frauen gleichen Alters, in fast jedem Land von einer
hoheren Mortalitatsrate betroffen [157]. Diese sexspezifischen Unterschiede kénnen

auf eine Kombination aus verschiedenen biologischen, sozialen und
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umweltbedingten Faktoren zuriickgefuhrt werden. Beispielsweise neigen Manner
eher zu risikobereitem Verhalten und sind dadurch haufiger Opfer von
Verkehrsunféllen [158]. Betrachtet man jedoch die Sauglingssterblichkeit, fallt auch
hier, unabhangig von sozialen und umweltbedingten Faktoren, eine Benachteiligung
des mannlichen Geschlechts auf. In 15 Industriennationen Uberstieg im Jahr 2000
die Mortalitatsrate mannlicher Neugeborener die weibliche um das 1,24-fache [159].
Weibliche Neugeborene weisen eine starker ausgepragte Immunantwort durch
bakterielle und parasitare Stimuli auf und neigen insgesamt weniger zu Infektionen
als méannliche Neugeborene [160, 161]. Auch im Erwachsenenalter spielt das
Geschlecht eine entscheidende Rolle bei der Anfalligkeit fir Infektionskrankheiten.
Frauen entwickeln seltener einen septischen Schock als Manner und versterben nur
in 26% an den Folgen. Bei Mannern sind es 70% [162].

Insgesamt geht man von einer verstarkten Immunreaktivitdt beim weiblichen
Geschlecht aus. Frauen weisen nach Antigenstimulation einen erhdhten
Immunglobulinspiegel auf [163]. In tierexperimentellen Studien konnten weibliche
Mause Infektionskrankheiten schneller bewéltigen als mannliche [164]. Zudem sind
Frauen im Vergleich zu Mé&nnern von einer hoheren Abstol3ungsrate nach
Organtransplantationen betroffen [165].

Epidemiologische Untersuchungen konnten den Zusammenhang zwischen
Entzindungsprozessen und kardiovaskularen Ereignissen herstellen [166], auch
bekannt als ,response to injury”- Hypothese [167]. Somit kdnnte auch die erhdhte
Immunreaktivitat der Frau im Sinne einer Prakonditionierung des weiblichen
Immunsystems zur verminderten Auspragung von Arteriosklerose beim weiblichen
Geschlecht beitragen. Im von uns durchgefihrten Microarray waren bei den
weiblichen HUVEC, im Vergleich zu den mannlichen, doppelt so viele Gene
verstarkt exprimiert. Diese betrafen Uberwiegend Gene, die eine entscheidende
Rolle bei der zellularen Immunantwort und bei Entziindungsprozessen spielen.

Die erhdhte Immunreaktivitat erweist sich allerdings als zweischneidiges Schwert.
Zum einen konnte ein potentieller Schutz vor Entziindungsreaktionen, einschliellich
der Arteriosklerose bestehen. Zum anderen konnte sie unter bestimmten
Voraussetzungen zu einer erhdhten Autoreaktivitdt fuhren und die Induktion

autoimmuner Erkrankungen bewirken.
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Tabelle 5: Geschlechtsabhéngige Pravalenz ausgewdahlter Autoimmunerkrankungen,
Modifiziert nach: Gleicher et al., J Autoimmun, Volume 28: 2007, 1-6

Autoimmunerkrankung Ratio (weiblich/mannlich)
Hashimoto Thyroiditis 50:1
Systemischer Lupus erythematodes 9:1
Sjorgens Syndrom 9:1-20:1
Antiphospholipid-Antikérper-Syndrom 9:1

Primar biliare Zirrhose 9:1
Rheumatoide Arthritis 3:1-4:1
Multiple Sklerose 2:1

Gleicher et al. [168] gehen davon aus, dass 78% aller Autoimmunerkrankungen
Frauen betreffen. In Tabelle 5 ist das Verhaltnis von betroffenen Frauen zu
betroffenen Mannern fir einige ausgewahlte Erkrankungen aus diesem Formenkreis
dargestellt. Zwar schwankt die Ratio zwischen den Geschlechtern erheblich.
Trotzdem wird deutlich, dass Frauen ({berdurchschnittich héufig von
Autoimmunerkrankungen betroffen sind. Die Hintergrinde werden kontrovers
diskutiert. Einen Einfluss scheinen sowohl die Geschlechtshormone, als auch die
unterschiedliche genetische Ausstattung zu spielen. Neuere Uberlegungen

schliel3en evolutiondre Faktoren mit ein.

4.3.1 Die Rolle der Geschlechtshormone: Wirkt Ostr  ogen pro- oder

antiinflammatorisch?

In den letzten Jahren richtete sich die Aufmerksamkeit zunehmend auf
Unterschiede der zellularen und humoralen Immunantwort zwischen Frauen und
Méannern. Da die Arteriosklerose im Sinne der ,response to injury* Hypothese als
Entzindungsreaktion der GefalRe angesehen werden kann [167], spielt das
Immunsystem auch fur die Entstehung der KHK eine entscheidende Rolle.

Aufgrund der geringeren Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse bei Frauen wurde
eine  entzindungshemmende Wirkung weiblicher Geschlechtshormone

angenommen. Hinweise auf eine antiinflammatorische Wirkung des 17p3-
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Ostradiols ergaben Studien zu Morbus Alzheimer und Multipler Sklerose.
Letztere zeigte eine Verbesserung der Symptome wahrend der Schwangerschaft
[169], wéahrend postmenopausale Frauen, die eine Hormonersatztherapie
erhielten, ein geringeres Risiko hatten an Alzheimer zu erkranken [170].

Auf der anderen Seite sind Frauen h&aufiger von autoimmunen Erkrankungen
betroffen [171], wodurch eine proinflammatorische Wirkung der Ostrogene nahe
gelegt wird. Insbesondere fur den systemischen Lupus erythematodes (SLE)
konnte ein Zusammenhang zwischen der Erkrankung und den weiblichen
Geschlechtshormonen hergestellt werden [172]. Dagegen wird bei anderen
Erkrankungen aus diesem Formenkreis, wie der rheumatoiden Arthritis (RA)
ursachlich eine veranderte Genexpression aufgrund der unterschiedlichen
Hormonspiegel vermutet [173]. Entscheidend fur die Entwicklung der RA ist ein
hormonelles Ungleichgewicht mit verminderten immunsuppressiv wirkenden
Androgenspiegeln und erhohten proinflammatorischen  Ostrogenspiegeln.
Manner, die von RA betroffen sind, weisen niedrigere Testosteron- und DHEA-
Spielgel auf, wahrend der Gehalt an Ostrogenen erhoht ist und positiv mit der
Schwere der Entzindung Kkorreliert [174]. Vermittelt wird dieses gestorte
Gleichgewicht durch TNF-a, welches zu einer erhdhten Aromatase-Aktivitat und
damit zur vermehrten Umwandlung von Androgenen zu Ostrogenen fuhrt [175].
Obwohl Geschlechtshormone einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung
der RA haben, scheinen sie weniger entscheidend fir den Ausbruch der
Erkrankung zu sein. Dieser erfolgt Uberwiegend im spateren Lebensalter, wenn
der Ostrogenspiegel der Frau wieder absinkt. Zudem erfahren erkrankte Frauen
wahrend der Schwangerschaft haufig eine Remission [176]. Im Falle der RA
wirkte sich die orale Gabe von Ostrogenen aufRerdem positiv auf die
Gelenkdestruktion bei postmenopausalen Frauen aus [177].

Die genannten klinischen Beispiele sind eng mit der humoralen Immunantwort
verknupft. In vitro Studien konnten belegen, dass Ostrogene IL-10-vermittelt zu
einer erhohten Antikorperproduktion der B-Zellen fihrten [178], wahrend
Testosteron diese verminderten [179].

Tierexperimentelle Studien zeigten eine deutlich komplexere Interaktion
zwischen 17B-Ostradiol und dem zellularen Immunsystem. Zum einen wurden
Gene flur Zytokine, wie das Monozyten-chemoattractant Protein-1 (MCP-1) [180],
Interleukin-1 und -6 [181], die maf3geblich an der Entstehung arteriosklerotischer
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Lasionen beteiligt sind, durch Ostrogengabe vermindert exprimiert. Als weiteren
Hinweis auf eine antiinflammatorische Wirkung von Ostrogen auf zellularer
Ebene konnte gezeigt werden, dass der postmenopausale Anstieg von IL-6
Spiegels durch Hormonersatztherapie wieder riickgangig gemacht werden
konnte [182].

Zu gegenteiligen Ergebnissen kam jedoch eine Studie, welche bei weiblichen
Mausen einen vierfachen Anstieg von IL-1 nach Injektion von
Lipopolysacchariden im Vergleich zu den mannlichen Tieren fand [183]. Dieser
Effekt war racklaufig nach Entfernung der Ovarien [184]. Wahrend der
follikularen Phase des Menstruationszyklus wurden die héchsten IL-1-Spiegel
gemessen [185]. Dies fuhrte zu der Annahme, dass ein enger Zusammenhang
zwischen den unterschiedlichen Phasen der Reproduktivitat und der weiblichen
Zytokinproduktion besteht. Beispielsweise spielt Interleukin-1 in  der
Schwangerschaft eine entscheidende Rolle bei der Implantation des Embryos
[186]. Zusammenfassend liegen sehr unterschiedliche Ergebnisse Uber den
Einfluss von Ostrogenen auf das zellulare Immunsystem vor. Diese sind spezies-
und konzentrationsabhangig, zeigen widersprichliche Ergebnisse in vitro und in
vivo, wahrend weitere Einflisse, beispielsweise durch Progesteron, nicht
ausgeschlossen werden kénnen [187]. Bisher liegen keine Studien vor, welche
die Rolle der Endothelzellen im Zusammenspiel mit Geschlechtshormonen und
Immunsystem genauer untersuchen. Der Microarray bot erstmals die Moglichkeit
eines Einblicks in diese komplexe Regulation, wobei der hormonelle Einfluss von
Ostrogen und Testosteron auf die basale Genexpression in den mannlichen und
weiblichen HUVEC als annahernd gleich eingestuft werden kann, so dass die
sexspezifische Regulation immunologischer Prozesse unabhdngig davon
gemessen werden konnte. Diese ergab eine deutliche Uberexpression von
Genen immunologischer Prozesse in weiblichen Zellen. Erstaunlicherweise
waren Uberwiegend Gene betroffen, welche in die zellulare Immunantwort und in
Entzindungsprozesse involviert sind, wie zum Beispiel Zelladhasionsmolekiile,
Interleukine und Faktoren mit Einfluss auf den Haupthistokompatibilitdtskomplex
(MHC). Der MHC ist ein wichtiger Bestandteil der Immunerkennung und als
solcher Uber die Prasentation von Antigenen mal3geblich an der Unterscheidung
.Korpereigen*“ versus ,korperfremd” beteiligt. Ist diese Funktion gestort, kommt es

zu autoimmunen Erkrankungen. In einer Metaanalyse verschiedener Studien
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konnten bestimmte Genvarianten des MHC als grol3ter Risikofaktor flr die
Entwicklung des systemischen Lupus erythematodes, der Uberwiegend junge
Frauen im gebarfahigen Alter betrifft, bestatigt werden. Bei der rheumatoiden
Arthritis werden diese Varianten zu einem Dirittel fir das genetische Risiko der

Erkrankung verantwortlich gemacht [188].

4.3.2 Genetische Faktoren autoimmuner Erkrankungen

Fur die Entstehung einer Autoimmunerkrankung ist die genetische Pradisposition
entscheidend. Nicht die Krankheit selbst, sondern nur die Anfalligkeit fir die
Entwicklung einer Autoimmunerkrankung wird vererbt [189]. Erst im
Zusammenspiel mit anderen Faktoren kommt es zur Ausprdgung des
individuellen Krankheitsbildes. Beispielsweise stammten Kinder, die von
Diabetes mellitus Typ | betroffen waren, haufig von Mittern mit klassischen
Autoimmunerkrankungen wie SLE oder Rheumatoider Arthritis [189].

Da Frauen, die an Hashimoto Thyroiditis, Primar bilidrer Zirrhose oder
Systemischer Sklerose leiden, haufiger X-monosomische Lymphozyten (Verlust
des zweiten X-Chromosoms) im peripheren Blut aufweisen, wurde die Rolle des
X-Chromosoms genauer untersucht [190].

Spolarics et al. sehen im doppelt vorhandenen X-Chromosom den
entscheidenden Vorteil der Frau bei der Immunantwort. Wahrend weiblichen
Zellen beide elterlichen X-Chromosome zur Verflgung stehen, verfligen
mannliche Zellen nur Uber das maternale X. Bei den weiblichen Zellen
entscheidet das Zufallsprinzip dartber, welches X aktiviert bzw. deaktiviert ist,
und fuahrt somit zu einem zellularen genetischen Mosaik, welches
anpassungsfahiger auf die jeweiligen Anforderungen an das Gewebe reagieren
kann. Insbesondere Polymorphismen immunologischer Signalwege, die haufig
auf dem X-Chromosom kodiert sind, tragen durch diesen Mechanismus zur
Optimierung der Immunantwort bei [191]. Erstaunlicherweise entgehen 15% der
Gene des zweiten X-Chromosoms dieser Inaktivierung [192].

Ozbakan et al. untersuchten die Verteilungsmuster der zufalligen X-Inaktivierung
bei der Systemischen Sklerose und stellten eine ungleiche Verteilung von 90:10
in den Zellen fest [193]. Ebenso zeigte die Autoimmunthyroiditis eine ungleiche
Verteilung der zellularen X-Inaktivierung (80:20) [194]. Die Entstehung von
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Autoimmunerkrankungen hangt eng mit der Biologie des weiblichen Zellmosaiks
zusammen. Eine ungleiche oder aufgehobene Verteilung der X-Inaktivierung, wie
beim Turner Syndrom (X0), pradisponiert das Auftreten immunologischer
Stoérungen [195].

4.3.3 Evolutionsbiologische Uberlegungen

Bereits in der Frihschwangerschaft besteht zwischen Mutter und Kind ein
Zellaustausch in beide Richtungen [196], der unter der Geburt am starksten
ausgepragt ist [197]. Das Uberleben der fremden Zellen im Korper wird als
Mikrochiméarismus bezeichnet und mit dem Auslésen autoimmuner Erkrankungen
in Zusammenhang gebracht [198]. Gleicher et al. vermuten, dass die erhdhte
Morbiditdt von Frauen an Autoimmunerkrankungen der evolutionsbiologische

Preis flr eine erfolgreiche Reproduktion ist [168].

4.4  Autoimmunerkrankungen und kardiovaskulére Komor biditat

Genetische und biologisch-physiologische Unterschiede scheinen bei Frauen ein
deutlich geringeres kardiovaskuldres Risiko als bei altersgleichen Mannern zu
bedingen. Eine erhohte Immunreaktivitit der Frau konnte im Sinne einer
Prakonditionierung des weiblichen Immunsystems ein maoglicher
Schutzmechanismus vor Arteriosklerose sein.

Offenbar begunstigen jedoch die gleichen Faktoren beim weiblichen Geschlecht ein
haufigeres Auftreten von Autoimmunerkrankungen, die ihrerseits wiederum mit
einem gesteigerten kardiovaskuléaren Risiko einhergehen.

Patienten, die an einer Autoimmunerkrankung leiden, haben ein signifikant hGheres
Risiko sowie eine erhdhte Pravalenz fur kardiovaskulare Erkrankungen. In einer
prospektiven Kohortenstudie mit Uber 114 000 Teilnehmerinnen konnte gezeigt
werden, dass Frauen mit rheumatoider Arthritis ein relatives Risiko von 2,0 hatten
einen Herzinfarkt zu erleiden [199]. Junge Frauen, die von SLE betroffen sind,
weisen ein 2,3-fach erhdhtes Risiko fur einen akuten Myokardinfarkt im Vergleich zu

Frauen der gleichen Altersgruppe auf [200]. Deshalb kdnnen diese beiden
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Autoimmunerkrankungen auch als unabh&ngige Risikofaktoren fir die Entstehung
der Arteriosklerose gewertet werden [201, 202].

Pathogenetisch besteht Uber die Auslosung einer endothelialen Dysfunktion eine
enge Verknupfung zwischen der Entstehung von arteriosklerotischen Lasionen und
autoimmunen Erkrankungen wie der RA oder SLE. So konnte bereits bei jungen
Patienten, die an rheumatoider Arthritis erkrankt waren, jedoch bisher keine
klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren aufwiesen, eine Schadigung der
endothelialen Funktion nachgewiesen werden [203].

Auf molekularer Ebene spielen Sauerstoffradikale bei beiden Erkrankungen eine
Schlusselrolle. Sie kénnen nicht nur fur die Entstehung der Arteriosklerose, sondern
auch fir die Pathogenese autoimmuner Erkrankungen verantwortlich gemacht
werden. Sauerstoffradikale aktivieren die Transkriptionsfaktoren von pro-
inflammatorischen Zytokinen, sowie Zelladhasionsmolekilen [204] und spielen eine
wichtige Rolle bei der Induktion der Apoptose [205] - beide Vorgange gelten als
Schlusselereignis zur Auslosung autoimmuner Erkrankungen. Im Falle des SLE
wurde ein Zusammenhang der klinischen Manifestation mit der Produktion von Oy~
durch neutrophile Granulozyten festgestellt [206]. Ahnliches gilt fir die RA [207].
Sexspezifische Daten haben ergeben, dass an rheumatoider Arthritis erkrankte
Frauen ein 1,9-fach erhohtes Risiko fir die Entstehung einer Herzinsuffizienz
gegenuber Nichtrheumatikerinnen aufweisen, wahrend erkrankte Manner nur 1,3-
fach starker betroffen sind [208]. Leider gibt es bisher keine sexspezifischen Daten
zum Infarktrisiko bei ménnlichen und weiblichen Rheumapatienten.

Aufgrund der vielfaltigen Interaktionen von inflammatorischen Komponenten mit RA-
Medikamenten und Kkardiovaskuldren Risikofaktoren ist eine individuelle

Risikoabschéatzung jedoch schwierig und bedarf weiterer klinischer Studien.
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5 Zusammenfassung

Wir wollten der Frage nachgehen, ob es neben hormonellen Ursachen, einen
Unterschied im Genexpressionsmuster kardiovaskular relevanter Faktoren zwischen
mannlichem und weiblichem Geschlecht gibt.
Bei den Todesursachen in Deutschland stehen Herz-/Kreislauferkrankungen mit
Abstand an erster Stelle. Dabei galten Herzinfarkt und die Entstehung der
Arteriosklerose Uber lange Zeit als typische Mannerkrankheiten, da Frauen bis zur
Menopause in geringerem Ausmald betroffen sind. Mit dem Beginn der Menopause
steigt das Risiko einer Herz-Kreislauf-Erkrankung bei Frauen deutlich.
Um diesen sexspezifischen Unterschied zu erklaren, existieren verschiedene Theorien,
wie beispielsweise die Ostrogentheorie. In tierexperimentellen Studien konnte
ostrogenvermittelt eine Vervielfachung der Aktivitdt antioxidativer Enzyme im
Zusammenhang mit einer verlangerten Lebensspanne bei weiblichen Tieren
nachgewiesen werden. Weiterhin wirken Ostrogene antiinflammatorisch durch
Hemmung der Endothelzellaktivierung, der  Aktivierung inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren sowie Hemmung der Chemotaxis von Monozyten. Ihre
antiatherogene Wirkung entfalten sie durch eine Verminderung der Ausschittung von
Wachstumsfaktoren der Makrophagen, der Proliferation und Migration glatter
Muskelzellen sowie der Hemmung der Anhaufung von Schaumzellen in der Intima.
Wir untersuchten, ob es von Geburt an sexspezifische Unterschiede in der
Genexpression gibt. Dazu isolierten wir RNA von weiblichen und mannlichen venésen
Nabelschnurzellen. HUVECs bieten gute Voraussetzungen, die unterschiedliche
genetische Ausstattung von Mannern und Frauen zu untersuchen, da gezeigt werden
konnte, dass die Hormonkonzentrationen im Nabelschnurblut mé&nnlicher und weiblicher
Feten nicht unterschiedlich sind.

Die Auswahl der zu untersuchenden Gene konzentrierte sich auf drei Bereiche:

1. Gene mit Einfluss auf die Vasoreaktivitat

2. Gene mit Einfluss auf den oxidativen Status

3. Gene mit Einfluss auf die zellulare Stressantwort

Mittels Realtime RT-PCR wurden die Genexpressionsraten von insgesamt 19

Genen gemessen. 17 davon zeigten keine differentielle Regulation zwischen

mannlichen und weiblichen HUVEC (eNOS und eNOS-Spliceprodukte, Caveolin-1,
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Endothelin-1, ACE, SOD-1, SOD-2, Catalase, HMOX-1, GPX-3, NOX-4, p66°"
Hsp90, ICAM-1). Dagegen war das Gen p52+66°™ bei den mannlichen Zellen und
das Gen Hsp70 bei den weiblichen Zellen signifikant hochreguliert.

Um einen umfassenderen Uberblick tiber die genetischen Unterschiede zu erhalten,
entschieden wir uns ein Whole Genome Array durchzufiihren. In finf Pools zu je vier
RNA's konnten die Genexpressionsmuster der méannlichen und weiblichen HUVEC
miteinander verglichen werden. Der Array bestatigte zum gré3ten Teil die
Ergebnisse der Realtime RT-PCR. Dartber hinaus waren von den insgesamt 840
differentiell regulierten Genen 530 bei den weiblichen Zellen verstarkt exprimiert.
Diese betrafen tUberwiegend Gene, die bei der zellularen Immunantwort und bei
Entzindungsprozessen eine Rolle spielen. Die Ergebnisse des Array stitzen die
Annahme von einer erhéhten weiblichen Immunreaktivitat. Diese kdnnte sich jedoch
als zweischneidiges Schwert erweisen. Einerseits konnte damit die Voraussetzung
fur eine bessere Abwehr von Infektionskrankheiten und eine schnellere Antwort auf
Entzindungsreaktionen, wie der Arteriosklerose, verbunden sein. Andererseits
wissen wir, dass Frauen haufiger von Autoimmunerkrankungen betroffen sind und
dadurch einen unabhéangigen Risikofaktor fur die Entstehung von Arteriosklerose
aufweisen.

Zur Entstehung einer erhohten Immunreaktivitat gibt es verschiedene
Erklarungsmodelle. Sowohl hormonelle, als auch genetische und evolutions-
biologische Uberlegungen werden diskutiert. In dieser Untersuchung konnte
erstmals gezeigt werden, dass weibliche HUVEC, unabhangig von einer
hormonellen Regulation durch Ostrogen sowie von duReren Faktoren, eine erhohte

basale Expressionsrate fir Gene immunologischer Signalwege aufweisen.
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6 Abkilrzungen und Symbole
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dATP
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dGTP
DHEA
DMSO
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DNase
dNTP
DTT
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EDTA
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Oberflachenmerkmale von Zellen
komplementare DNA, entsteht nach reverser Transkription
von RNA

cyclisches Guanosinmonophosphat
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desoxyribonuleic acid, Desoxribonukleinséaure
Desoxyribonuclease
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Dithiothreitol
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Endothelial Cell
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Epidermal Growth Factor

Erythrozytenlyse

Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay

84



Abkirzungen und Symbole

eNOS
ER (B)
ERE
ET

GPX
GSH
GSSG
GTP
HDL
HMOX-1
H.O
H.0,
HO-1/-2
Hsp70
Hsp90
Hum.
HUVEC
ICAM
IGF

19G

IgM
IL2-RG
IL-1
IL-6

Kg

KHK
KCI
kDa
KOH
LDL
Log

mA
MAP
MCF-7

MCP-1
Mg
Mg**
MgCl;
MgSO,
MHC

Min
Ml
mM

endotheliale Nitric Oxide Synthase
Ostrogenrezeptor (B)

Estrogen response element
Endothelin

Forward, vorwarts

Gramm

Guanin

Glutathionperoxidase

Glutathion

Glutathiondisulfid
Guanosin-5'-triphosphat

High density Lipoprotein
Hamoxygenase-1, Gen

Wasser

Wasserstoffperoxid
Hamoxygenase-1/-2
Hitzeschockprotein 70
Hitzeschockprotein 90

Human, menschlich

Humane umbilikale vendse Endothelzellen
Intrazellulare Adhasionsmolekile
Insulin-like Growth Factor, insulindhnlicher Wachstumsfaktor
Immunoglobulin G

Immunglobulin M
Interleukin-2-Rezeptor y
Interleukin-1

Interleukin-6

Kilogramm

Kalium

Koronare Herzkrankheit
Kaliumchlorid

Kilodalton

Kaliumlauge

Low Density Lipoprotein
Logarithmus

Molar

Milliampere

Mitogen activated Protein
Michigan Cancer Foundation, hormonabhangige humane
Mammakarzinomzelllinie
Monozyten-chemoattractant Protein-1
Milligramm

Magnesium

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Major Histocompatibility Complex,
Haupthistokompatibilitatskomplex
Minute

Milliliter

Millimolar
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Abkirzungen und Symbole

Mm
MMLV
mmol/Il
Mn
MRNA
MW

N

Na
NacCl
NADPH
NaOH
Ng
Nm
nmol/l
NO
NOX
Nt

oD
Oligo-d(T)
PBS

PCR

pH

poly-A
R

RA
RAAS
Ras
RIN
RNA
RNase
ROS
Rpm
RT
Sec
SEM
Shc
SLE
SNP

SOD
SRY

STATS
T

TBE
TDF

Millimeter

Molony murine leukemia virus

Millimol pro Liter

Mangan

messenger RNA

Mittelwert

Number, Anzahl

Natrium

Natriumchlorid
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Natronlauge

Nanogramm

Nanometer

Nanomol pro Liter

Stickstoffmonoxid

NAD(P)H-Oxidase

Nukleotid(e)

No template control, Probe ohne DNA
Sauerstoff

Superoxid

Optische Dichte

Oligodesoxythymidin
Phosphatgepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
negativ dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration in mol/l
Polyadenyl-

Reverse, rickwarts

Rheumatoide Arthritis
Renin-Angiotensin-Aldosteron System
Rat sarcoma, Protoonkogen

RNA integrity number, Bestimmung der RNA Integritat
ribonucleic acid, Ribonukleinsaure
Ribonuclease

Reactive oxygen species, Sauerstoffradikale
Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase

Sekunde

Standardfehler des Mittelwertes
Src-homology protein A

Systemischer Lupus erythematodes
Single Nucleotid Polymorphism,
Einzelnukleotidpolymorphismen
Superoxiddismutase

Sex determing region of Y, geschlechtsbestimmende Region

des Y-Chromosoms

signal transducer and activator of transcription 5
Thymin

Tris-Borat-EDTA

Testes determining factor, Hoden determinierender Faktor
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Abkirzungen und Symbole

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
T-Lymphozyt Thymus-abhangiger Lymphozyt
TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

Tris Tris(hydoxymethyl)aminomethan

U Units

UPM Universal-Primer-Mix

uv Ultraviolett

V. Vena, Vene

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VSMC Vascular smooth muscle cell, glatte Gefal3muskelzelle
WHO World Health Organisation
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