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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species) sind hochreaktive Biomolekiile,
die in geringen Konzentrationen ubiquitar als Produkte des normalen zellularen Metabolismus
entstehen. Zum Schutz vor irreversiblen oxidativen Schadigungen durch diese Molekiile, besitzt
der Organismus antioxidative Enzyme und nicht-enzymatische Antioxidantien, die ROS
neutralisieren. Eine pathophysiologische Zunahme der Generierung und Freisetzung von ROS
und/oder verminderte zellulare Abwehrmechanismen gegen diese konnen, in Folge einer
gestorten Redox-Homoostase, zur Ausbildung des sog. ,,oxidativen Stresses” fihren, der unter
anderem mit einer Reihe kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert ist.

Das Steroidhormon Aldosteron (ALDO), das der Gruppe der Mineralocorticoide angehort,
besitzt flir den Wasser- und Elektrolythaushalt eine essentielle Bedeutung. Als Agonist bindet
ALDO an Mineralocorticoidrezeptoren (MR) in der Niere und im Kolon und stimuliert unter
physiologischen Bedingungen Uber die Aktivierung des MR die renale Rickresorption von
Natriumionen und Wasser. Epidemiologische Studien sowie in vitro und in vivo Untersuchungen
konnten einen kausalen Zusammenhang zwischen erhohten ALDO-Serumwerten und/oder
einer disproportional erhéhten MR-Aktivierung und einer gesteigerten ROS-Generierung im
Herz-Kreislaufsystem belegen.

Im Gegensatz zu ALDO besitzt das Sexualsteroid 17B-Estradiol (E2) protektive kardiovaskuladre
Effekte. E2 fungiert Gber zwei intrazellulare Estrogenrezeptor (ER)-Subtypen, ERa und ERp, die
nach ligandabhdngiger Aktivierung als nukledre Transkriptionsfaktoren die Expression
spezifischer Zielgene regulieren. Neben ER-vermittelten vasodilatatorischen und
antiinflammatorischen Wirkungen innerhalb der Blutgefalle und des Myokards besitzt E2 unter
anderem auch antioxidative Eigenschaften und das Potential die zelluldre Redox-Homd&ostase
glinstig zu beeinflussen.

Auf Grund dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dass E2 Gber einen ER-vermittelten
Mechanismus dem ALDO-induzierten oxidativen Stress in glatten GefaBRmuskelzellen der Ratte
(PRSMC, fiir engl. primary rat smooth muscle cells) entgegenwirkt. Zusatzlich sollte durch die
Supplementation des ERa-spezifischen Agonisten 16a-LE2 und des ERB-spezifischen Agonisten
8B-VE2 zu ALDO-behandelten Zellen untersucht werden, ob die beiden ER-Subtypen
redundante, spezifische oder gegenséatzliche Effekte beziiglich der aufgestellten Hypothese,

besitzen.
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Durch Farbungen hormonbehandelter PRSMC mit dem ROS-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff
Dihydroethidium (DHE) und anschlieBender Quantifizierung der DHE-Fluoreszenzintensitat
konnte bestdtigt werden, dass der ALDO-induzierte oxidative Stress durch die
Kosupplementation von E2, 16a-LE2 und 8B-VE2 lber einen ERa- und ERB-vermittelten
Mechanismus signifikant reduziert werden kann. Des Weiteren konnte im Verlauf dieser Arbeit
belegt werden, dass die intrazelluldare Konzentration des Reduktionsdaquivalents Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat in seiner reduzierten Form (NADPH) in ALDO+E2-, ALDO+160-LE2-
und ALDO+8B-VE2-behandelten PRSMC im Vergleich zu nur mit ALDO-behandelten Zellen
signifikant erhéht ist. Ferner konnte in Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen gezeigt
werden, dass die Kosupplementation von NADPH zu ALDO-behandelten Zellen, die
DHE-Oxidation in diesen Zellen signifikant unterbindet.

Mittels Western Blot Analysen und Enzymaktivitatsassays hormonbehandelter PRSMC lieR sich
schlieflich nachweisen, dass ALDO die Enzymaktivitdit und Proteinexpression des
NADPH-generierenden Enzyms Glukose-6-phosphat Dehydrogenase (G6PDH) supprimiert.
Weiter konnte innerhalb dieser Arbeit erstmalig bestatigt werden, dass E2 die Suppression der
G6PDH-Aktivitat durch ALDO unterbindet und die Enzymaktivitdt dieses Proteins wieder auf
den basalen Wert anhebt.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass E2 der ALDO-induzierten
lokalen ROS-Generierung in PRSMC ER-vermittelt entgegenwirkt. Der zugrunde liegende
Mechanismus dieses Effekts basiert auf einer Aufrechterhaltung der G6PDH-Enzymaktivitat,
wodurch die Bioverfligbarkeit des Reduktionsaquivalents NADPH, das eine Schlisselrolle im

zelluldren antioxidativen System spielt, gewahrleistet wird.
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Summary

Reactive oxygen species (ROS) are highly reactive bio-molecules produced as by-products
during normal cellular metabolism. Cells are protected against ROS by cellular antioxidative
defense mechanisms like antioxidative enzymes and reducing equivalents. However, if the
cellular redox state is disrupted and the balance between ROS generation and ROS elimination
is excessive, ROS are able to cause oxidative stress which plays an important pathophysiological
role in the development of cardiovascular diseases.

The mineralocorticoid hormone aldosterone (ALDO) mediates electrolyte and volume balance
via binding and activation of its mineralocorticoid receptor (MR) to elevate systemic blood
pressure through renal effects. However, excessive or disproportional MR activation is
associated with oxidative stress. This results in a decreased bio-availability of nitric oxide (NO)
and inflammation in the vasculature leading to fibrosis, vascular remodelling and endothelial
dysfunction thereby contributing to hypertension as well as renal and cardiac failure.

In contrast to ALDO, the sex hormone 17B-estradiol (E2) is known to have beneficial
cardiovascular effects. E2 acts via its cognate intracellular estrogen receptor (ER) subtypes ERa
and ERP which are defined as nuclear ligand-activated transcription factors. E2 procure cardio-
and vasoprotective effects among others by its antioxidative properties.

Based upon these findings we proposed the hypothesis that ALDO and E2 may have opposing
effects on ROS generation in rat vascular smooth muscle cells (PRSMC). Furthermore, the
co-treatment of E2 and the specific ER-agonists 16a-LE2 and 8B-VE2 to ALDO-treated cells
should reveal whether the two ER-subtypes mediate redundant, specific or opposing effects.
Respective experiments of dihydroethidium (DHE) fluorescent microphotography and
guantification of its fluorescence intensity revealed that ALDO-induced oxidative stress can be
attenuated by E2, 16a-LE2 and 8B-VE2. This effect was mediated by ERa and ERP.

Further experiments demonstrated that intracellular levels of the reduced form of nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) were significantly increased in ALDO-treated PRSMC
co-supplemented with E2, 16a-LE2 and 8B-VE2. In good agreement with these findings, DHE
fluorescence showed decreased ROS generation in ALDO treated cells after co-incubation with
NADPH. Additionally, molecular and biochemical analyses gave evidence for restored activity

and protein expression of the major intracellular NADPH generating enzyme
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glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) in ALDO+E2 co-treated PRSMC; ALDO treatment
alone caused a decrease in G6PDH activity and protein expression.

Consequently, E2 can compensate the deleterious effects of ALDO in PRSMC via preservation of
G6PDH activity. This enzyme stabilises bio-availability of NADPH, which in turn acts as a key

player in cellular antioxidative defense.
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1 Einleitung

1.1 Die Pravalenz kardiovaskularer Erkrankungen und ihre Risikofaktoren

Der Begriff kardiovaskuldare Erkrankungen (CVD fiir engl. cardiovascular diseases) umfasst im
weitesten Sinne samtliche Krankheiten des Herzens und des Blutkreislaufs wie z.B.
Herzinsuffizienz, koronare Herzerkrankungen, Hypertonie, Arteriosklerose oder Apoplex. In den
westlichen Industriestaaten fihren CVD die Morbiditats- und Mortalitatsstatistiken an. 2008
waren alleine in Deutschland rund 42 % aller Sterbefdlle auf Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems zuriickzufiihren und auch in den USA fiihrt die Pravalenz der CVD die
Todesursachenstatistik an. Laut der ,Heart Disease and Stroke Statistic” sind im Jahre 2005 in
den USA 864.480 Menschen an den Folgen einer kardiovaskuldaren Erkrankung verstorben, was
in etwa einem Toten alle 37 Sekunden entspricht."?

Sowohl die Inzidenz als auch die Pravalenz von CVD unterliegen einer geschlechtsspezifischen
Altersabhadngigkeit. Epidemiologische Studien wie die ,,Framingham Heart Study” belegen, dass
das Risiko fur CVD mit zunehmendem Alter steigt und dass das Lebenszeitrisiko flir Manner
groRer ist als fur Frauen.® Im Durchschnitt erleiden Frauen 10 Jahre spiter ein primares
kardiovaskuldres Ereignis als Manner; erst ab einem Alter von 75 Jahren gleicht sich die
Priavalenz von CVD zwischen beiden Geschlechtern an.* Besonders deutlich zeigt sich dies z. B.
bei der arteriellen Hypertonie, von der bis zu einem Alter von 60 Jahren wesentlich haufiger
Manner betroffen sind. In den Altersgruppen ab 70 Jahren leiden jedoch deutlich mehr Frauen
als Manner an einem arteriellen Hypertonus.5 Auch die koronare Herzerkrankung unterliegt
beziglich ihrer Inzidenz und Pravalenz einem geschlechtsspezifischen Unterschied und tritt
vermehrt bei Mannern auf, wohingegen die Wahrscheinlichkeit fiir zerebrovaskuldre Ereignisse
fur Frauen deutlich hoher ist. ©”

Herz-Kreislauferkrankungen stehen mit einer Vielzahl von Risikofaktoren in einem kausalen
Zusammenhang, die in klassische Risikofaktoren, pradisponierende Risikofaktoren und
Risikoindikatoren eingeteilt werden konnen. Die klassischen Risikofaktoren umfassen arterielle
Hypertonie, Hypercholesterinamie, erhohte LDL-Cholesterin- und erniedrigte
HDL-Cholesterin-Serumwerte, Diabetes und Glukosetoleranz sowie Nikotinabusus.® Zu den
pradisponierenden Faktoren zdhlen Adipositas, Bewegungsmangel, das mannliche Geschlecht,

die Postmenopause bei Frauen sowie eine positive Familienanamnese.”
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SchlieRlich sind noch zirkulierende Biomarker als Risikoindikatoren zu erwdhnen, die mit
kardiovaskuldren Ereignissen assoziiert sind. Hierbei sind erhohte Serumlipidwerte wie
Trigylceride und Lipoproteine zu nennen, prothrombotische Faktoren wie Fibrinogen und der
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ-1 sowie Entziindungsmarker wie das C-reaktive Protein
oder Zelladhdsionsmolekile. Des Weiteren werden erhohter oxidativer Stress sowie oxidierte
LDL-Partikel (Low Density Lipoprotein, Lipoprotein niederer Dichte) mit kardiovaskuldren

Erkrankungen wie Hypertonie und Arteriosklerose in Verbindung gebracht.**™*?

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), oxidativer Stress und vaskulare

Dysfunktionen

1.2.1 ROS und oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species) sind hochreaktive Biomolekiile,
die sich von molekularem Sauerstoff ableiten und denen im Organismus eine duale Rolle als
nitzliche und schadliche Agenzien zugesprochen wird.* Zu den ROS zihlen zum einen freie
Radikale, wie das Superoxid-Radikal (0,"), das Hydroxylradikal (HO"), das Peroxylradikal (ROO")
und das Stickstoffmonoxid (NO® auch NO geschrieben). Zum anderen zdhlen auch reaktive
Sauerstoffverbindungen ohne Radikalcharakter, wie das Wasserstoffperoxid (H,0,) und das
Peroxynitrit-Anion (ONOQ’) zu den ROS. Generiert werden ROS in geringen Konzentrationen
ubiquitdr als Produkte des normalen zelluliren Metabolismus.”> H,0, entsteht unter
physiologischen Bedingungen beim oxidativen Abbau von bestimmten Molekiilklassen in den
Peroxisomen, aber vor allem durch den enzymatischen Abbau von O," durch die Superoxid-
Dismutasen (SOD).**' 0, hingegen kann durch die Elektronentransportkette der
Atmungskette im Zuge der Reduktion von molekularem Sauerstoff entstehen. Hierbei
entweichen ca. 1-3 % der Elektronen in den Reaktionen um Komplex | und Ill, wodurch es zur
Generierung von 0," kommt.”> Auch die Multienzymkomplexe NADPH Oxidase (siehe 1.2.3),
NADPH-Cytochrom-P4so-Oxidoreduktase, Hypoxanthin/Xanthin Oxidase und die
Cyclooxygenasen produzieren unter physiologischen Bedingungen 0,".*8

0, spielt bei der Abwehr von infektiésen Erregern und als Signalmolekil bei

Signaltransduktionskaskaden eine bedeutende Rolle.*>**
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Im kardiovaskuldren System iben ROS unter physiologischen Bedingungen einen Einfluss auf
redoxsensitive Signalwege aus und werden innerhalb der Blutgefdle sowohl von
Endothelzellen, glatten GefalBmuskelzellen (VSMC, engl. vascular smooth muscle cells) und
Zellen der Adventitia in geringen Konzentrationen generiert. Unter physiologischen
Bedingungen beeinflussen ROS deren Wachstum und Differenzierung. Ferner sind sie an der
Regulation des vaskuldren Tonus beteiligt, da sie direkt (Uber H,0, das als vasoaktive Substanz
wirken kann) oder indirekt (lUber die Bioverfligharkeit von NO) auf die Vasodilatation der
BlutgefalRe einwirken kénnen. 2%

Neben ihren physiologischen Funktionen besitzen ROS indessen jedoch auch das Potential,
einen schadigenden Einfluss auf das zellulare System auszuliben. Durch ihre hohe Reaktivitat
und kurze Halbwertszeit sind sie in der Lage miteinander neue Verbindungen einzugehen. So
kann z.B. O, mit NO zu ONOO' reagieren. AuRerdem ist O," in der Lage Fe®* aus Enzymen
freizusetzen, die Eisen-Schwefel-Cluster enthalten. H,0, reagiert schlielRlich in der sog.
Fenton-Reaktion mit diesem Fe**, wobei das hochreaktive HO® generiert wird.** **

Unter pathophysiologischen Bedingungen flihren erhéhte ROS-Konzentrationen zur Oxidation
und damit zur Schadigung von biologischen Makromolekiilen wie Lipiden, Proteinen und der
DNA. Zum Schutz vor diesen oxidativen Schadigungen existieren daher zelluldre
Abwehrmechanismen gegen ROS. Antioxidative Enzyme, wie SOD, Katalase und
Glutathion-Peroxidasen (GPx) sowie nicht-enzymatische Antioxidantien wie Glutathion (GSH),
Vitamin C, Vitamin D und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) metabolisieren
ROS in weniger aktive Zwischenformen und halten auf diese Weise das antioxidative Potential
bzw. die Redox-Balance der Zellen aufrecht (Abb. 1).* Eine pathologische Zunahme der
Generierung und Freisetzung reaktiver Sauerstoffverbindungen und/oder verminderte zellulare
Abwehrmechanismen gegen diese, konnen zur Ausbildung des sog. ,oxidativen Stresses”
fuhren, der mit einer Vielzahl von Krankheiten assoziiert ist. Definiert ist oxidativer Stress als ein
Ungleichgewicht zwischen ROS-Generierung und ROS-Eliminierung, was eine veranderte Redox-
Balance zur Folge hat.”

Im kardiovaskuldaren System ist oxidativer Stress meist mit vaskularen Dysfunktionen assoziiert,
die wiederum mit kardiovaskuldren Risikofaktoren und -indikatoren in einem kausalen

24-26

Zusammenhang stehen. Klinische Studien an Patienten mit essentieller Hypertonie haben

belegt, dass diese Patienten eine erhéhte ROS-Generierung und Lipidperoxidation sowie eine

27-29

verminderte antioxidative Kapazitat aufweisen. Aullerdem konnte bestatigt werden, dass
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durch ROS oxidiertes LDL-Cholesterin die Pathogenese einer Arteriosklerose unglinstig
beeinflusst.>® Auch vaskuldre Umbauprozesse und Entziindungsreaktionen sind auf verinderte

redoxabhangige Signalwege zuriickzufihren.®
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Abb. 1: Redox-Hom@ostase (iibernommen aus Trachootham et al. **)

Die intrazelluldre ROS-Generierung wird vor allem durch die mitochondriale Elektronentransportkette (Mito ETC),
das endoplasmatische Retikulum (ER), die NADPH Oxidase (NOX) und die Xanthin Oxidase (XO) vermittelt. Die
NO-Synthasen (NOS) sind fur die Generierung von NO aus Arginin verantwortlich. Die antioxidativen Enzyme SOD,
Katalase und GPx neutralisieren ROS in weniger aktive Zwischenformen oder Wasser. Auch die
Reduktionsaquivalente Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP, NADPH) und Glutathion (GSH und GSSG)
spielen bei der Aufrechterhaltung des zelluldren Redox-Status eine entscheidende Rolle. GSH dient als essentieller
Kofaktor flir die GPx und wird bei der Neutralisation von H,0, zu GSSG oxidiert. Durch NADPH, als Kofaktor fur das
Enzym Glutathion-Reduktase (GR), wird GSSG wieder zu GSH reduziert. Des Weiteren ist NADPH fir die
Uberfiihrung von oxidiertem Thioredoxin (TRXo) und oxidiertem Glutaredoxin (GRXo) in ihre reduzierten Formen
(TRXr, GRXr) essentiell.

1.2.2 Die Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) und ,,NOS-Uncoupling”

Dem Radikal NO, friiher auch als EDRF (engl. endothelium derived relaxing factor) bezeichnet,
kommt im Herz-Kreislaufsystem eine Sonderstellung zu. 1978 konnte R.F. Furchgott belegen,
dass dieses Radikal als Vasorelaxans Einfluss auf den vaskuldren Tonus und damit auf den
Blutdruck ausiibt.>®> Des Weitern ist NO u.a. an der Proliferation von VSMC, der
Plattchenaggregation und der kardialen Kontraktilitdt beteiligt. Im neuronalen System wirkt
dieses Radikal als Neurotransmitter. Darlber hinaus tGbernimmt es Aufgaben bei der Abwehr

34, 35

von Mikroorganismen und bei Entziindungsreaktionen. Synthetisiert wird NO durch die
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NO-Synthasen (NOS), von denen 3 Isoformen bekannt sind: die endotheliale (eNOS), die
neuronale (NNOS) und die induzierbare (iNOS) NOS.

Alle NOS Isoformen katalysieren die Generierung von NO und L-Citrullin aus dem Substrat
L-Arginin, wobei das Reduktionsdquivalent NADPH zu NADP® oxidiert und molekularer
Sauerstoff zu Wasser reduziert wird. Als Kofaktor fiir diese Reaktion ist vor allem
Tetrahydrobiopterin (BH,) in seiner reduzierten Form entscheidend.*®

Durch die Generierung von O, und dem daraus resultierenden oxidativen Stress kann es zu
einer Inaktivierung der NOS kommen und damit zu einer verminderten Bioverfligbarkeit von
NO. Dies wiederum hat eine eingeschriankte Endothel-vermittelte Vasodilatation zur Folge und
einen Verlust der vasoprotektiven Effekte von NO, was zur Inzidenz eines Hypertonus beitragen

3 Im Vergleich zu NO ist ONOO ein sehr schwaches Vasorelaxans, das iiberdies

kann.
proinflammatorische Eigenschaften aufweist.*® Die Generierung von ONOO™ fiihrt auRerdem zu
einer Peroxynitrit-vermittelten Oxidation von BH4, was zu einer BH;-Defizienz und schliefRlich zu
einem sog. ,eNOS-Uncoupling” fiihren kann (Abb.2). Beim eNOS-Uncoupling ist der
Elektronenfluss im Enzymkomplex gestort, wodurch die Elektronen des NADPH nicht auf

L-Arginin sondern auf molekularen Sauerstoff (ibertragen werden, was letztendlich eine weitere

Quelle der O,"-Generierung darstellt.>®

reductase

Coupled eNOS Uncoupled eNOS

Abb. 2: ,,Coupled versus uncoupled eNOS* (ibernommen aus Schmidt et al. 40)

Links: Unter physiologischen Bedingungen steht BH, als Kofaktor ausreichend zur Verfligung und gewahrleistet die
eNOS-Enzymaktivitat. Hierbei werden Elektronen von NADPH (ber Flavine und BH, bis zu einem Eisenkomplex in
der Oxygenase-Domaéne des Enzyms transportiert, was schlieBlich zur Generierung von L-Citrullin und NO aus den
Substraten O, und L-Arginin fiihrt. Rechts: Unter pathophysiologischen Bedingungen, wenn die Bioverfligbarkeit
von BH, eingeschrankt ist, kommt es zum ,Uncoupling” von eNOS. Die Elektronen des NADPH kénnen hierbei nicht
auf L-Arginin Uibertragen werden, was zur Oxidation von O, und damit zur Generierung von O," fiihrt.
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1.2.3 Die Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) Oxidase und oxidativer

Stress

Der Multienzymkomplex NADPH Oxidase, spielt im kardiovaskuldren System eine
entscheidende Rolle bei der Generierung von ROS und damit bei der Pathophysiologie von CVD.
Gemal der folgenden Reaktion katalysiert das Enzym die Produktion des Superoxid-Radikals
aus molekularem Sauerstoff und NADPH.*!
NADPH +2 O, > NADP*+H" +2 0,"

Identifiziert und charakterisiert wurde die NADPH Oxidase erstmals in Leukozyten (Neutrophile,
Eosinophile und Phagozyten), in denen das Enzym durch die Generierung groRer Mengen O,
eine essentielle Funktion bei der unspezifischen mikrobiellen Immunabwehr besitzt.*?

Der Multienzymkomplex besteht aus 2 membranstindigen Untereinheiten. Die grofRe

katalytische Untereinheit gp91°"™

(91 kDa, phox: phagocyte oxidase), auch NOX2 genannt und
die kleine 22kDa schwere Untereinheit p22°"* die gemeinsam das heterodimere
Cytochrom bsgg formieren. Des Weiteren existieren die 3 regulatorischen, zytosolischen
Untereinheiten p67°", p47°"™ und p40°"™ sowie ein kleines Guaninnukleotid-bindendes
Protein racl oder rac2 (Abb. 3).* Nach der Aktivierung des Enzyms durch
Phosphorylierungsprozesse, translozieren die zytosolischen Untereinheiten an die Membran
und interagieren mit dem Cytochrom bsgs-Komplex. Im aktivierten Enzymkomplex erfolgt

schliel8lich, durch die katalytische Untereinheit, der Elektronentransfer von NADPH auf

Sauerstoff.*>**

OJ.

Abb. 3: Struktur der neutrophilen NADPH Oxidase (mit freundlicher Genehmigung von Burkard N. **)

gp91°"™* und p22°" bilden gemeinsam die membranstindigen Untereinheiten des Multienzymkomplexes, der
nach Bindung der regulatorischen, zytosolischen Untereinheiten p67°"®, p47°"™ und p40°™** und des kleinen
G-Proteins rac 1 aktiviert wird.
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Die Funktionen der verschiedenen Untereinheiten sind im Folgenden knapp zusammengefasst:

= gp91°"*™: Diese Untereinheit ist essentiell fir die Funktionalitit der NADPH Oxidase, da sie
die fir den Elektronentransport wichtigen prosthetischen Gruppen, FAD sowie 2
Ham-Gruppen, besitzt.

» p67°"* Diese zytosolische Untereinheit wird zum einen fiir die Aktivierung der NADPH
Oxidase bendtigt, zum anderen ist sie am Elektronentransport vom NADPH auf O, beteiligt.

= p47°": Dieses Protein spielt eine essentielle Rolle bei der Aktivierung der Oxidase sowie bei
der Translokation der zytosolischen Untereinheiten an die Membran. Durch
Phosphorylierungsprozesse wird p47phox aktiviert und formiert mit den anderen
zytosolischen Untereinheiten einen Komplex, der schlieBlich zur Membran transloziert und
mit dem Cytochrom bsgg interagiert.42

= p40°": Die Funktion dieser Untereinheit ist bis dato nicht eindeutig geklirt. Wahrscheinlich

Ophox

Ubernimmt p4 jedoch eine Funktion bei der Stabilisierung des Multienzymkomplexes.**

= p22°"* Diese membranstindige Untereinheit besitzt einen zytosolischen Abschnitt, mit
dem die aktivierten und translozierten Untereinheiten interagieren.

= Rac: Das kleine G-Protein besitzt keinen direkten Einfluss auf die NADPH Oxidase, moduliert

7phox 7ph0x 42,44

aber sehr wahrscheinlich die Funktion von p6 und p4
Zur neutrophilen NADPH Oxidase homologe Enzymkomplexe, mit divergenter Funktion,
existieren auch im kardiovaskuldaren System. Vor allem fir Endothelzellen, VSMC,
Kardiomyozyten und Fibroblasten wurde die Existenz dieser Multienzymkomplexe

beschrieben.***®

Zwischen der neutrophilen und der vaskularen NADPH Oxidase existieren
jedoch einige charakteristische Unterschiede. So ist die neutrophile NADPH Oxidase unter
basalen Bedingungen inaktiv und wird erst durch bestimmte Zytokine und Pathogene aktiviert.
AuBerdem entlasst das Enzym die in hohen Konzentrationen produzierten Superoxid-Radikalein
den Extrazellularraum. Als Substrat dient dem Enzym hierbei NADPH. Die vaskulare NADPH
Oxidase hingegen ist konstitutiv aktiv, generiert in geringen Konzentrationen 0,", die

intrazellular freigesetzt werden, und verwendet als Substrat sowohl NADH als auch NADPH.* 4%

49 1P homologe Proteine, NOX1-5 (NADPH Oxidase) genannt, mit

Mehrere zu gp9
unterschiedlichen Funktionen, existieren in den verschiedenen Zelltypen des Herz-
Kreislaufsystems. NOX1 wird in VSMC exprimiert und spielt eine wichtige Rolle beim
Zellwachstum. NOX2, ebenso wie NOX4, kommt in allen vaskuldren Zelltypen sowie in

Kardiomyozyten vor und wird auferdem in den Nieren exprimiert. Die Gegenwart von NOX3 im
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kardiovaskularen System ist in der Literatur nicht beschrieben, wohl aber die von NOXS5,
welches als einziges Protein der NOX-Familie Ca**-abhingig ist.>°

Als primdre Quelle der 0, -Generierung in den GefdRen iibernimmt die NADPH Oxidase eine
entscheidende Rolle bei der Inzidenz und Progredienz vaskuldrer Dysfunktionen. Aktiviert wird
der Multienzymkomplex vor allem durch Zytokine (TNFa), Wachstumsfaktoren (VEGF, PDGF)
und vasoaktive Faktoren (Angiotensin Il), ebenso wie durch physikalische Einfliisse (Dehnung,

pulsatile Spannung, Scherkrafte).* > 2

Eine pathologische Zunahme der NADPH Oxidase-
Aktivitat und daraus resultierender oxidativer Stress sind, wie bereits erwahnt, mit arterieller
Hypertonie, Arteriosklerose sowie vaskularen Umbauprozessen und Entziindungsreaktionen
assoziiert. Experimentelle als auch klinische Studien haben gezeigt, dass erhéhte Angiotensin Il
(ANG 1l) Serumwerte die NADPH Oxidase nicht nur aktivieren, sondern auch zu einer

gesteigerten Expression der einzelnen Untereinheiten fihren.*® >*>*

AuBerdem haben Heymes
et al. nachgewiesen, dass Patienten mit einer kongestiven Kardiomyopathie eine erhohte
kardiale ROS-Generierung, auf Grund einer gesteigerten NADPH Oxidase-Aktivitat im Herzen,
aufweisen.*® Des Weiteren konnten Guzik et al. belegen, dass eine erhohte NADPH Oxidase-
Aktivitat und eine daraus resultierende eingeschrankte Endothel-vermittelte Vasodilatation, mit

einer Erhéhung von arteriosklerotischen Risikofaktoren einhergehen.>

1.3 Antioxidative Enzyme und Antioxidantien

1.3.1 Superoxid-Dismutasen (SOD)

Alle aeroben Lebewesen besitzen zum Schutz vor ROS und oxidativem Stress antioxidative
Enzyme, die die zelluldre Redox-Homdostase aufrechterhalten. Eine Klasse dieser Enzyme ist
die Superoxid-Dismutase-Familie, von denen 3 Isoformen in Sdugern bekannt sind: Die
Kupfer/Zink SOD (Cu/ZnSOD), die Mangan-haltige SOD (MnSOD) und die extrazelluldre SOD
(ecSOD). Allen 3 Isoformen ist gemein, dass sie als Oxidoreduktasen, entsprechend der
folgenden Reaktion, die Umwandlung von Superoxid-Radikalen zu Wasserstoffperoxid
katalysieren:
20, +2H" 2 0, + H,0;
Die SOD sind bemerkenswert leistungsfahige Enzyme, deren Reaktionen mit nahezu

diffusionskontrollierter Geschwindigkeit ablaufen. lhre Unterschiede beruhen auf ihrer
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chromosomalen Lokalisation, Proteinstruktur, zellularen Verteilung und ihren metallischen
Kofaktoren.>®

Die Cu/ZnSOD war die erste SOD, die 1969 von McCord und Fridovich beschrieben wurde.”’ Das
humane sod1 Gen ist auf Chromosom 21q lokalisiert und besteht aus 5 Exons und 4 Introns. Das
Enzym wird mit einem Molekulargewicht von 88 kDa konstitutiv exprimiert und ist im
Zytoplasma, im Nukleus, in Mikrosomen und im mitochondrialen Intermembranraum

>"38 Die Cu/ZnSOD ist ein Homodimer, das im aktiven Zentrum jeder Untereinheit ein

lokalisiert.
Kupfer- und ein Zink-lon besitzt. Kupfer ist das redoxaktive Metall, das wahrend der
katalytischen Reaktion seinen Oxidationsstatus von Cu** zu Cu* verdndert, wohingegen Zink
einen Einfluss auf die Stabilitit des Enzyms ausiibt.>® Die katalytische Dismutation von 0,", die
bei allen SOD &hnlich verlauft, soll im Folgenden knapp anhand der Cu/ZnSOD beschrieben
werden. Entscheidend bei dieser zweigeteilten Reaktion ist, dass O," zugleich Reduktions- als
auch Oxidationsmittel ist. In der ersten Teilreaktion bindet O,", auf Grund von
elektrostatischen Wechselwirkungen, als Substrat an das Cu®" im aktiven Zentrum, wobei dieses
zu Cu” reduziert und O, zu molekularem Sauerstoff oxidiert wird. Bei dieser Teilreaktion wird
das Enzym selbst reduziert. In der zweiten Teilreaktion schlielich wird, durch die Bindung eines
weiteren 0,", Peroxid gebildet, das durch die Aufnahme von 2 Protonen zu H,0, umgewandelt
wird. Hierbei gibt Cu® ein Elektron ab und erhidlt wieder seinen urspriinglichen
Oxidationszustand.®

Die ecSOD ist ebenfalls eine Cu/Zn-haltige SOD, die durch das sod3 Gen auf Chromosom 4
codiert wird. Dieses Gen besteht aus 3 Exons und 2 Introns. Erstmalig beschrieben wurde dieses
Homotetramer 1982 durch Marklund et al., die es in extrazellularen Flissigkeiten nachgewiesen
haben. Die ecSOD ist ein hydrophobes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 135 kDa,
das nicht nur extrazellular in Blut und Lymphe vorkommt, sondern auch an Plasmamembranen
lokalisiert ist. In den meisten Geweben ist ecSOD nur in geringen Mengen exprimiert. Im
GefalRsystem gehoren allerdings 30-50 % der SOD der ecSOD-Isoform an. Hier spielt ecSOD
auch eine besondere Rolle bei der Aufrechterhaltung der NO-Bioverfiligbarkeit. Da NO vor allem
von Endothelzellen generiert wird, als Vasorelaxans aber auf VSMC einwirkt, bedeutet dies,
dass NO zwischen den Zelltypen frei diffundieren muss. Bei diesem Prozess schiitzt die
extrazelluldre SOD, durch die O, -Dismutation, NO davor mit O, das toxische Peroxynitrit zu

bilden, wodurch die Diffusion und Bioverfiigbarkeit von NO gewihrleistet wird.®?
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Die MnSOD fungiert dhnlich wie die Cu/ZnSOD, besitzt im aktiven Zentrum des Enzyms jedoch
ein Mangan-lon, das wahrend der Katalyse seinen Oxidationszustand von Mn*" zu Mn?** und
zuriick verandert. Codiert wird dieses hoch konservierte Enzym durch das sod2 Gen, welches
auf Chromosom 6q25 lokalisiert ist.®* Diese SOD-Isoform besteht aus vier 22 kDa schweren
Untereinheiten, die einen homotetrameren Komplex formen, der ausschlieRlich in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert ist.** MnSOD ist die einzige SOD, die essentiell fir das
Uberleben von aeroben Organismen ist. Ein Knockout dieses Enzyms in Méausen fiihrt postnatal

65, 66

auf Grund von dilatativen Kardiomyopathien und Neurodegenerationen zur Letalitat. Beim

Menschen hat sich indessen gezeigt, dass eine verminderte MnSOD-Aktivitdit mit
Ovarialkarzinomen und Typ 1 Diabetes assoziiert ist.®” %

Reguliert wird die Genexpression aller 3 SOD-Isoformen durch eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren. Vor allem der redoxsensitive Transkriptionsfaktor NF-kB (engl. nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), der durch H,0, aktiviert wird, ist

hierbei von besonderer Bedeutung. Aber auch proinflammatorische Zytokine und vasoaktive

Faktoren spielen bei der SOD-Expression eine entscheidende Rolle.®*

1.3.2 Katalase

Ein weiteres antioxidatives Enzym, das an der Dismutation von O, ankniipft, ist die Katalase.
Bereits 1900 wurde die Existenz dieses Enzyms in aeroben Lebewesen durch Leow et al.
beschrieben.®® Bei der Katalase handelt es sich um eine Oxidoreduktase, die die Neutralisation
von H,0, zu molekularem Sauerstoff und Wasser katalysiert. Das Enzym ist ein Tetramer aus 4
identischen Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von je ca. 60 kDa. Jede Untereinheit
besitzt als prosthetische Gruppe ein Ham-Molekil sowie eine Bindestelle fir NADPH.”® Die
Katalase ist eines der effizientesten Enzyme mit einer Umsatzrate von ca. 200.000 katalytischen
Reaktionen pro Sekunde und Untereinheit, das in allen Organen und Geweben ubiquitar
exprimiert wird. Auf zelluldarer Ebene ist die Katalase vor allem in Peroxisomen, im Zytoplasma
und im Nukleus lokalisiert.”

Der molekulare Katalysemechanismus ist bis dato noch nicht vollstandig aufgeklart, ist aber
sehr wahrscheinlich ein zweistufiger Mechanismus, bei dem das Eisen-lon der Ham-Gruppe

zwischenzeitlich seinen Oxidationszustand von Fe*" nach Fe*" verindert.
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Im ersten Schritt bindet Wasserstoffperoxid an das Enzym und wird zu Wasser reduziert. Das
Enzym wird dabei selbst oxidiert:

(1) H0; + Katalase(eq) = H20 + Katalaseox,)
Im zweiten Schritt werden sowohl ein weiteres Molekil Wasserstoffperoxid als auch das Enzym
reduziert. Sauerstoff wird bei diesem Schritt oxidiert und neben einem weiteren Molekil
Wasser als Produkt freigesetzt.

(2) H0; + Katalase(ox) =2 H20 + O, + Katalasereq))
Die Summengleichung lautet schliel3lich:

2H,0, > 0, + 2 H,0.™
Als bifunktionelles Enzym ist die Katalase zudem in der Lage, bei niedrigen
Substratkonzentrationen, durch seine peroxidative Aktivitdt, andere Substrate wie Methanol,
Ethanol, Phenol oder Nitrit, gemaR der folgenden Reaktion, zu oxidieren.
H,0,+ RH, = 2H,0 + R (R=Rest)

Die physiologische Signifikanz dieser Reaktion ist bis dato allerdings noch nicht vollstandig
verstanden.”?
Jede katalytische Untereinheit der Katalase besitzt, wie bereits erwdhnt, eine Bindestelle fiir
NADPH. Das Reduktionsaquivalent ist fur die Enzymaktivitat nicht essentiell, besitzt jedoch eine
wichtige Funktion bei deren Aufrechterhaltung. Durch die Toxizitdt ihres Substrates H,0, wird
die Katalase langsam inaktiviert. Diese Inaktivierung kann allerdings durch die Oxidation von
NADPH unterbunden bzw. umgekehrt werden.”
Die Funktionalitat der Katalase ist fiir das Uberleben nicht essentiell, was an Katalase-knockout
Mausen bestatigt wurde. Dennoch besitzt das Enzym einen wichtigen physiologischen Einfluss,

74,75
"2 An

da eine Katalase-Defizienz z. B. mit einem erhoéhten Diabetes Typ Il Risiko assoziiert ist.
transgenen Mausen, die Katalase Uberexprimieren und mit Norepinephrin bzw. ANG I
behandelt wurden, konnte Uberdies bestatigt werden, dass diese Tiere im Vergleich zu ihren

wildtypischen Kontrolltieren eine mildere Hypertonie ausbilden.”®

1.3.3  Glutathion-Peroxidasen (GPx), Glutathion und das Thioredoxin-System

Glutathion-Peroxidasen (GPx) gehoren zur Klasse der Oxidoreduktasen und zahlen wie die SOD
und die Katalase zu den antioxidativen Enzymen. Alle GPx-Isoenzyme (GPx1-7) neutralisieren in

einer Glutathion-abhangigen Reaktion toxisches H,0, sowie organische Peroxide, wobei die
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Substrate zu Wasser oder dem entsprechenden Alkohol reduziert werden. Die GPx werden
durch verschiedene Gene codiert und divergieren hinsichtlich ihrer Abundanz, Lokalisation und
Substratspezifitat. 5 der 7 GPx-Isoenzyme (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx6) sind Selenoproteine,
die in ihrem aktiven Zentrum anstelle der Aminosdure Cystein die Aminosadure Selenocystein
enthalten (hier ist des Schwefelatom des Cysteins durch ein Selenatom ausgetauscht).”” GPx
sind Homotetramere, die aus 20-25 kDa Untereinheiten bestehen. Eine Ausnahme bildet die
GPx4, die als ca. 20 kDa schwere Monome vorkommt. GP1x ist ein zytoplasmatisches Protein,
das ubiquitar in hoher Konzentration in allen Zellen exprimiert wird und vor allem H,0, als
Substrat verwendet. GPx2 wird vorwiegend im Gastrointestinaltrakt sowie in der Leber gebildet
und besitzt eine dhnliche Substratspezifitdt wie GPx1. Die GPx3 (auch extrazelluldre Glutathion-
Peroxidase genannt) ist ein extrazelluldres Protein, das durch Endothelzellen des proximalen
Tubulus in das Plasma sezerniert wird. Auch dieses Enzym neutralisiert vorwiegend
Wasserstoffperoxid. GPx4, eine Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-Peroxidase, kommt in
nahezu allen Geweben vor und kann neben freien Hydroperoxiden auch komplexe Esterlipid-
Hydroperoxide reduzieren. Die zellulare Verteilung der GPx4 differiert in verschiedenen
Geweben. GPx5 und GPx7 sind Cystein-haltige Enzyme, die Selen-unabhéangig sind. GPx5 wird
spezifisch und ubiquitar im Nebenhoden exprimiert und durch Androgene reguliert. GPx7 ist
wie GPx4 eine Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-Peroxidase und GPx6 wird vor allem
wahrend der Embryogenese und in Epithelzellen des olfaktorischen Systems exprimiert.78' 7
Sowohl GPx1, GPx3 als auch GPx4 besitzen einen protektiven Einfluss auf das kardiovaskulare
System. Ardanaz et al. konnten zeigen, dass in ANG Il behandelten GPx1-knockout Mdusen die
Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Dysfunktion progressiver verlauft als in
wildtypischen Kontrolltieren.?® Des Weiteren ist eine verminderte GPx3-Aktivitat mit einem
erhéhten Thromboserisiko assoziiert und spielt innerhalb des GefaRsystems eine wichtige Rolle
bei der Regulation der NO-Bioverfiigbarkeit.®* An transgenen Mausen konnte iiberdies bestatigt
werden, dass eine mitochondrienspezifische GPx4-Uberexpression kardiale Dysfunktionen nach
Ischamie-Reperfusion deutlich abmildert.®?

Allen GPx-Isoformen ist gemein, dass sie als Glutathion-abhangige Enzyme GSH als Kofaktor
bendtigen. Die Neutralisation von Peroxiden verlduft in mehreren Schritten in einem Redox-
Zyklus, dessen Reaktionsmechanismus in Abb. 4 am Beispiel der Selen-abhdngigen GPx
dargestellt ist. Zu Beginn dieses Zyklus liegt das Selenocystein im aktiven Zentrum des GPx

Enzyms in der Selenolatform (Se’) vor. Durch die Reduktion des Peroxids zu Wasser bzw.
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Alkohol wird dieser Rest zu Selenylsdure (Se-OH) oxidiert. AnschlieBend reagiert GSH mit dieser
Saure und bildet unter Abspaltung eines Wasser-Molekiils ein Selensulfidaddukt (Se-S-G) aus.
SchlieBlich erfolgt durch die Reaktion eines zweiten GSH-Molekdls die Regeneration der aktiven
Enzymform, wobei oxidiertes Glutathion (GSSG) freigesetzt wird .2

Die Regeneration des GSH erfolgt durch das NADPH-abhdngige Flavoprotein
Glutathion-Reduktase (GR). Dieses Enzym Uibertragt Elektronen vom NADPH Uber ein FAD auf
eine Disulfidbriicke innerhalb des Enzyms und schlieBlich auf das oxidierten GSSG. Bei dieser

Katalyse wird der Kofaktor NADPH zu NADP* oxidiert.®

ROOH+H*

GSSG, H* @ Se e

ADPH, Se-OH
rl @GPy
SH

G
GSH @PY—Se-5-G H,0

Abb. 4: Katalytischer Mechanismus der GPx (schematisch) (Ubernommen aus Lu et al.*’)

Das Peroxid (ROOH) oxidiert unter Abspaltung von Wasser bzw. Alkohol das Selenolat (Se’) der GPx zu Selenylsdure
(Se-OH). Mittels GSH wird Se-OH unter Abspaltung von H,0 zu einem Selensulfidaddukt (Se-S-G) umgewandelt. Ein
weiteres GSH regeneriert das Enzym, wobei GSSG (oxidiertes Glutathion) freigesetzt wird. GSSG wird schlieRlich
durch die Glutathion-Reduktase(GR) wieder zu 2 Molekiilen GSH reduziert.

Das Tripeptid Glutathion, auch y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin genannt, ist ein Thiol, welches aus
den Aminosduren Glutaminsaure, Cystein und Glycin unter ATP-Verbrauch von den zwei
Enzymen y-Glutamylcysteinsynthetase und Glutathionsynthase synthetisiert wird. GSH ist kein
echtes Tripeptid, da die Amidbindung zwischen der Glutaminsdure und dem Cystein Uber die
y-Carboxylgruppe der Glutaminsdure ausgebildet wird und nicht lber die a-Carboxylgruppe,
wie bei einer echten Peptidbindung (Abb. 5). Diese y-Bindung hat jedoch zur Folge, dass GSH
vor der Hydrolyse durch intrazellulire Aminopeptidasen geschitzt ist.*

GSH ist eines der wichtigsten nicht-enzymatischen Antioxidantien, da es im zellularen System

ubiquitar als sog. Redox-Puffer fungiert. Die Oxidation von 2 Molekiilen GSH fihrt zur
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Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen diesen Molekiilen, wobei diese von ihrer monomeren

Form in ein Glutathion-Dimer (GSSG) lGbergehen.

Z---

H;

v-Amidbindung
Abb. 5: Strukturformel des Glutathions (Ubernommen und modifiziert aus Sies®)

Der intrazellulare Redox-Status spiegelt sich durch die [GSH]:[GSSG]-Ratio wider, die unter
physiologischen Bedingungen >10 sein sollte. Als direktes Antioxidans ist GSH in der Lage, direkt
auf ROS einzuwirken und diese zu reduzieren. Uberdies kann das Thiol Cysteinreste in Proteinen
durch das Enzym Glutaredoxin thiolieren und dadurch gemischte Disulfide (GSSR) formieren.
Diese Glutathionylierung dient dem Schutz der Proteine vor einer irreversiblen Oxidation durch
ROS. Als indirektes Antioxidans wirkt GSH, wie bereits beschrieben, als entscheidender Kofaktor
bei der GPx-abhangigen Neutralisation von Peroxiden mit und besitzt zudem einen Einfluss auf
Glutathion-S-Transferase-vermittelte Biotransformationen toxischer Stoffe. In nahezu allen
Zellen kommt GSH in sehr hohen Konzentrationen vor. Ca. 85-90 % des zelluldren GSH sind im
Zytoplasma lokalisiert, wohingegen die restlichen 10-15% in der nukledren Matrix, den

848 Auch extrazellular, im Plasma, ist GSH zu

Mitochondrien und den Peroxisomen vorliegen.
finden, was in zu geringen Konzentrationen ein Risikoindikator fir CVD sein kann.®’

Ahnlich wie das Glutathion-Glutaredoxin-System, existiert noch ein weiteres antioxidatives
System innerhalb der Zellen, das daran beteiligt ist, die Oxidation von Sulfhydrylgruppen (-SH)
in Proteinen durch ROS zu unterbinden. Dieses System ist das sog. Thioredoxin-System, das
entscheidend dazu beitragt, Proteine in ihrer reduzierten Form zu erhalten. Thioredoxin (Trx) ist
ein ubiquitdres Enzym, das als Dithiol-Disulfid-Oxidoreduktase die Reduktion von
Protein-Disulfiden katalysiert. Hierbei wird das Thioredoxin (Trx) selbst oxidiert und
anschliefend durch die NADPH-abhdngige Thioredoxin-Reduktase (TrxR) wieder zur aktiven
Enzymform reduziert (Abb. 6).

Drei humane Trx-Isoenzyme sind bekannt. Eine zytosolische und membrangebundene Form

(Trx1), eine mitochondriale (Trx2) und eine trunkierte Form (Trx80), die extrazellular vorkommt.
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Allen Enzymen ist ihr hoch konserviertes aktives Zentrum gemein, das aus der
Aminosaureabfolge Cystein-Glycin-Prolin-Cystein besteht. Innerhalb des Enzyms kann es, auf
Grund der Struktur des aktiven Zentrums, durch die Reduktion des Substrats zur Ausbildung

einer Disulfidbriicke kommen.&®

substrate,, product,.y

NADPH + H — TrxR —>> NADP*

N

Trx-S, Trx-(SH),

Protein-(SH), Protein-S,

Abb. 6: Oxidoreduktase-Aktivitit des Thioredoxin-Systems (schematisch) (Ubernommen aus Arnér et al. %)

1.3.4 Die Glukose-6-phosphat Dehydrogenase (G6PDH)

Die Glukose-6-phosphat Dehydrogenase (G6PDH) ist das erste und geschwindigkeits-
bestimmende Enzym im oxidativen Zweig des Pentosephosphatwegs. Dieser Stoffwechselweg
dient der Generierung von Ribose-5-phosphat und NADPH, das fiir reduktive Biosynthesen
verwendet werden kann. Als antioxidatives Enzym spielt die G6PDH aullerdem eine
entscheidende Rolle im zellularen System. Das Enzym katalysiert die Oxidation von Glukose-6-
phosphat zu 6-Phosphoglucono-8-lacton, wobei ein Molekiil NADP* zu NADPH reduziert wird.®®
Die G6PDH ist, wie die bereits beschriebenen antioxidativen Enzyme, eine Oxidoreduktase, die
als Homodimer oder Homotetramer ubiquitdr exprimiert wird. Lokalisiert ist dieses Enzym vor
allem im Zytoplasma, wo es an intrazellulare Membranen gebunden vorliegt. Nach seiner
Aktivierung durch Phosphorylierungsprozesse transloziert das Enzym an die Membran, wo es
seine katalytische Aktivitdt aufnimmt. Die G6PDH besitzt fiir NADP* zwei Bindestellen. Eine
N-terminale an die NADP" als Kofaktor bindet und eine Bindestelle am C-Terminus des Enzyms,

an die NADP' als strukturelles Element bindet.?> *° Die Expression der G6PDH auf
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Transkriptionsebene kann - obwohl dieses Gen als Haushaltsgen betrachtet wird - adaptiv
reguliert werden. Hormone und Wachstumsfaktoren, wie z.B. Insulin und der ,Epidermal
Growth Factor” aber auch Norepinephrin innerhalb des Myokards, sind in der Lage die G6PDH
MRNA-Expression zu induzieren.”

Das durch die G6PDH generierte NADPH ist entscheidend an der Aufrechterhaltung des
zellularen Redox-Status beteiligt. Vor allem im GSH- und Trx-System nimmt dieses
Reduktionsdquivalent, wie bereits beschrieben, eine wichtige Funktion ein.

Das G6PDH-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert, wodurch Mutationen innerhalb dieses
Gens weit verbreitet sind. Ein daraus resultierender G6PDH-Mangel, von dem weltweit ca. 40
Millionen Menschen betroffen sind, ist die haufigste Enzymopathie. Der Enzymdefekt fihrt in
den meisten Fallen zu moderaten Auspragungen, die durch eine Hamolyse der Erythrozyten
charakterisiert sind.”> Dessen ungeachtet, konnte jedoch auch ein Zusammenhang zwischen
G6PDH-Mangel und kardiovaskularen Ereignissen beschrieben werden. Leopold et al. konnten
durch invitro Experimente an glatten VSMC und Endothelzellen eine verminderte
Schutzwirkung gegen ROS nachweisen, wenn die G6PDH-Aktivitat experimentell inhibiert bzw.
reduziert wurde. Die so induzierte G6PDH-Defizienz hatte eine verminderte
NO-Bioverfiigbarkeit sowie eine Depletion der GSH-Menge zur Folge, was wiederum mit

9,92 pes Weiteren konnten Jain et al. durch

vaskularen Dysfunktionen assoziiert werden kann.
in vivo Untersuchungen an G6PDH-defizienten Mausen belegen, dass diese Tiere, im Vergleich
zu wildtypischen Kontrolltieren, innerhalb des Myokards sowohl strukturelle Umbauprozesse
als auch eine verminderte Kontraktilitdt aufweisen. Bei diesen Tieren konnte auRerdem ein
progressiverer Verlauf einer myokardialen Dysfunktion nach Ischamie-Reperfusion beschrieben

werden.’> %

1.3.5 Die Pyridinnukleotide Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) und Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP)

Die Pyridinnukleotide NAD und NADP in ihrer oxidierten und reduzierten Form (NAD*/NADH
und NADP’/NADPH) bilden zusammen mit Glutathion (GSH/GSSG) die drei wichtigsten
Redox-Systeme innerhalb des Organismus. Pyridinnukleotide sind als Metaboliten des ATP

unter anderem Bestandteil der DNA und RNA und besitzen zudem essentielle Eigenschaften als
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Kofaktoren fur Reduktions-Oxidations-Reaktionen. Sowohl NAD als auch NADP bestehen aus
einem Adenosin-Monophosphat-Nukleotid (AMP), das liber eine Phosphatgruppe mit einem
Nicotinamid-Ribonukleotid verbunden ist. Der einzige strukturelle Unterschied zwischen NAD
und NADP besteht in einer zusdtzlichen Phosphatgruppe am C2’-Atom der
Adenosinriboseeinheit im NADP (Abb. 7). In der oxidierten Form ist das Stickstoffatom des
Nicotinamid-Rings positiv geladen. Durch die Oxidation eines Substrates werden ein Hydridion
und zwei Elektronen vom Nicotinamid-Ring aufgenommen und das Stickstoffatom geht in Folge

dessen in einen neutralen Zustand tiber.®

NAD"

Abb. 7: Strukturformeln des NAD* und NADP"

Die Pyridinnukleotide NAD und NADP sind aus einer Nicotinamid-Ribonukleotideinheit (griin) und AMP (gelb)
aufgebaut, die Giber eine Phosphatbindung (blau) miteinander verbunden sind. Der Unterschied zwischen NAD und
NADP besteht in einer zuséatzlichen Phosphatgruppe des NADP am C2’-Atom der Riboseeinheit des AMPs (roter
Kreis).

Synthetisiert werden beide Reduktionsdquivalente entweder Uber den de novo-Weg,
ausgehend von der Aminosadure Tryptophan oder (ber einen Recycling-Weg, bei dem
Nicotinsdure oder Nicotinamid fiir die Regeneration von NAD" verwendet werden. NAD" ist das
Vorldufermolekiil von NADH, NADP* und NADPH. NADH wird wahrend kataboler Prozesse durch
Elektroneniibertragung aus NAD" gewonnen. NADP" entsteht durch Phosphorylierung von NAD"
mittels einer ATP-abhingigen NAD-Kinase und NADPH wird schlieRlich durch NADP*-abhingige
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Dehydrogenasen (G6PDH, Isocitrat-Dehydrogenase, Malatenzym und Aldehyd-Dehydrogenase)
aus NADP* generiert.”

Das Redox-Paar NAD'/NADH ist ein wichtiger Elektronen-Carrier bei der Oxidation von
Brennstoffen in der Glykolyse und dem Citratzyklus. Vor allem bei der Generierung von ATP in
der Atmungskette spielt NAD'/NADH eine entscheidende Rolle. Das Gleichgewicht zwischen
oxidiertem und reduziertem Zustand liegt unter physiologischen Bedingungen beim NAD®, so
dass es stets als Oxidationsmittel zur Verfligung steht. Im Gegensatz dazu besitzt das
Redox-Paar NADP*/NADPH entscheidende Funktionen bei reduktiven Biosynthesen (Synthese
von DNA, RNA, Fettsduren und Steroiden) und verfligt ferner Gber essentielle Eigenschaften im
antioxidativen System der Zelle. Das Gleichgewicht dieses Redox-Paares liegt unter
physiologischen Bedingungen immer auf Seiten des Reduktionsmittels NADPH.”® Kommt es
unter pathophysiologischen Bedingungen zu einer erhéhten ROS-Generierung und damit zu
oxidativem Stress, steht der Zelle durch das enorme Reduktionspotential des NADPH ein
wirksamer Schutzmechanismus zur Verfigung. NADPH ist, als indirektes Antioxidans,
entscheidend an der Aufrechterhaltung der zellularen [GSH]:[GSSG]-Ratio beteiligt, indem es als
Kofaktor fir die GR fungiert. Auch innerhalb des Thioredoxin-Systems und fir die
Aufrechterhaltung der Katalase-Aktivitat nimmt NADPH, wie bereits beschrieben, eine zentrale
Stellung ein. Beziiglich der Tatsache, dass NAD® das Vorlaufermolekiil des NADP*/NADPH
Redox-Paares ist, hat auch die Konzentration dieses Molekiils einen wichtigen Einfluss auf die
antioxidative Kapazitit der Zellen.”

SchlieRlich werden sowohl dem NADH als auch dem NADPH zusatzlich zu ihren indirekten auch
direkte antioxidative Eigenschaften zugesprochen. Beide Molekile kénnen in ihrer reduzierten
Form direkt auf freie Radikale einwirken, diese neutralisieren und dabei selbst zum Radikal
umgewandelt werden. Ein Beispiel fir eine solche Reaktion ist diejenige von NADPH mit dem
Kohlenstofftrioxid-Radikal (COs™), das neben dem Stickstoffdioxid-Radikal (NO,") bei der
Reaktion von Peroxynitrit mit Kohlenstoffdioxid entsteht. Bei dieser Reaktion wird das CO3"™
direkt von NADPH abgefangen und zu HCOs; umgewandelt. Das dabei entstehende
NADP’-Radikal reagiert in der Folge mit O, zu NADP und O,"". Das Superoxid-Radikal wird durch

die SOD in H,0, umgewandelt und dieses schlielllich durch die Katalase oder GPx neutralisiert.”’
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1.4 Estrogene und Estrogenrezeptoren (ER) im kardiovaskuldaren System

Steroidhormone sind Derivate des Cholesterins mit vielfaltigen physiologischen Wirkungen
unter anderem auf das kardiovaskuldre System. Es existieren 5 Klassen von Steroidhormonen,
die in Corticosteroide und Sexualsteroide eingeteilt werden kénnen. Zu den Corticosteroiden
zéhlen die Glucocorticoide (Cortisol und Corticosteron) und Mineralocorticoide (Aldosteron
siehe 1.5). Die Progestagene (z. B. Progesteron und Pregnenolon), Androgene (z. B. Testosteron
und Androsteron) und Estrogene (veraltet Ostrogene, z.B. Estradiol, Estron und Estriol)
gehoren zur Klasse der Sexualsteroide.® In den folgenden Abschnitten soll eingehend auf
Estrogene, ihre Rezeptoren und ihre Bedeutung innerhalb des Herz-Kreislaufsystems

eingegangen werden.

1.4.1 Allgemeine Aspekte von Estrogenen und Estrogenrezeptoren

Die endogen vorkommenden Estrogene 17B-Estradiol (E2), Estron (E1) und Estriol (E3) sind die
wichtigsten weiblichen Sexualsteroide, die bei Frauen zyklusabhangig im Ovar gebildet werden
und fir die Ausbildung der weiblichen Geschlechtsmerkmale essentiell sind. In geringeren
Konzentrationen werden Estrogene, gleichermalRen bei Frauen und Mannern, unter anderem in
den Nebennieren, der Leber und in peripheren Geweben produziert.”®

Die Biosynthese aller Steroidhormone erfolgt, ausgehend vom Cholesterin, durch
Hydroxylierungsreaktionen sowohl in den Mitochondrien als auch im endoplasmatischen
Retikulum. Katalysiert werden diese Hydroxylierungsreaktionen durch P4so-Monooxygenasen,
die hierfir sowohl NADPH als auch O, erfordern. Der erste und geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Steroidogenese ist die Umwandlung von Cholesterin (27 C-Atome) in Pregnenolon
(21 C-Atome). Uber mehrere Zwischenstufen werden im Anschluss aus Pregnenolon die
Androgene (Ci9-Steroide), Androstendion und Testosteron, synthetisiert, die schlieRlich in
Estrogene (Cis-Steroide) umgewandelt werden kdnnen. Durch eine Aromatisierung, katalysiert
durch das Enzym Aromatase, entsteht aus Androstendion Estron und aus Testosteron
17B-Estradiol. Das Enzym 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 ist ferner in der Lage E1 in
E2 zu Uberfihren. Das ausschlielich und nur in geringen Konzentrationen in der Leber, im
Fettgewebe und der Plazenta synthetisierte Estriol, ist ein Metabolit aus E1 oder E2, mit

deutlich schwacherer estrogener Wirkung. Gemein ist allen endogenen Estrogenen ihr
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Estran-Grundgerist aus 4 Kohlenstoff-Ringen (A, B, C und D), die am Cs;-Atom eine

Hydroxylgruppe und am C17-Atom eine Hydroxyl- oder Ketongruppe besitzen (Abb. 8).88 %% %

Abb. 8: Struktur und Synthese
0 0 von Estron und 17B-Estradiol
d & (Modifiziert aus Gruber et al. 98)
Androstenedione . .
m Die Androgene Androstendion
-———
Aamataten bzw. Testosteron werden durch
Estrone Aromatisierung in Estron bzw.
o o o o 17B-Estradiol umgewandelt.
1 I Estron und 17B-Estradiol lassen
Testosterone Cor sich  durch Reduktion bzw.
Oxidation ineinander Uberfihren.
_ Estron besitzt am C17-Atom eine
Pearan Ketongruppe. 17B-Estradiol an
0 HO 17g-Estradiol . gruppe. .
diesem Atom eine
Hydroxylgruppe.

Nach ihrer Synthese werden die Estrogene in den Blutkreislauf sezerniert und gelangen mit
dem Blutfluss an ihre Zielorgane. Auf Grund ihrer lipophilen Eigenschaften sind Steroidhormone
in der Lage Lipidmembranen frei zu passieren. In der Zielzelle angelangt, binden Estrogene an
Estrogenrezeptoren (ER), von denen 2 klassische Isoformen, ERa und ERP, existieren. ER
gehoren zur Superfamilie der nukledren Hormonrezeptoren, die nach ligandabhangiger
Aktivierung in den Zellkern translozieren und dort als Transkriptionsfaktoren die Expression

spezifischer Zielgene regulieren.'® 1%

Vor ihrer Aktivierung liegen die ER zytoplasmatisch
und/oder nuklear als inaktive Monomere innerhalb der Zelle vor und sind von sog.
Rezeptor-assoziierten Proteinen (z. B. HSP90) gebunden. Die Bindung des Liganden an den ER
hat eine Konformationsanderung des Rezeptors und die Dissoziation von den Rezeptor-
assoziierten Proteinen zur Folge. Der Estrogen-ER-Komplex transloziert daraufhin in den
Zellkern und bindet als Homo- oder Heterodimer an spezifische DNA-Sequenzen, die sog.
,Estrogen Response Elemente” (ERE) im Promotor der Zielgene.gg’ 102-104 FRE sind 13 bp lange
palindromische DNA-Abschnitte mit der Konsensussequenz 5 GGTCAnnnTGACC3".'** Die
Interaktion des Estrogen-ER-Komplexes mit zusatzlichen Transkriptionsfaktoren fihrt
schlieBlich zur Expression spezifischer Zielgene durch die Transkriptionsmaschinerie (Abb. 9).
Nur ein geringer Anteil, der durch Estrogene regulierten Gene besitzen in ihren Promotoren ein
ERE mit der definierten Konsensussequenz. Bei vielen Genen fehlt diese Sequenz vollstandig

oder variiert in mehreren Basen. Die Transkription dieser Gene kann dennoch durch ER

reguliert werden, indem der Estrogen-ER-Komplex mit bestimmten Koaktivatoren bzw.
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Korepressoren und weiteren Transkriptionsfaktoren interagiert und deren Aktivitat spezifisch
moduliert.”® 1%

Neben diesem ,klassischen genomischen“ Mechanismus der ligandabhangigen ER-Aktivierung
und der daraus resultierenden Expression spezifischer Zielgene, existiert noch ein weiterer
alternativer Mechanismen, Uber den Estrogene auf ihre Zielzellen einwirken kdnnen. Bei
diesem Mechanismus |6sen Estrogene sehr schnelle, innerhalb von Sekunden oder Minuten
ablaufende extranukledre Effekte aus. Diese basieren auf der direkten Aktivierung von
membranstandigen ER durch Estrogene. Verschiedenste intrazellulare Signalkaskaden kénnen
auf diese Weise reguliert werden. Beispiele hierflr sind die Aktivierung von MAP-Kinase- (MAP,
engl. mitogen-activated protein) und Phosphatidylinositol 3-Kinasen/Akt-Signalwegen, die
G-Protein-gekoppelte Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Sekunddren Botenstoffen wie
cAMP und Ca** sowie die Stimulierung von Wachstumsfaktoren. Die Aktivierung dieser
Signalwege erfolgt zelltypspezifisch und flihrt zu sehr schnellen physiologischen Verdnderungen
im Zielgewebe.'%

Auch eine ligandunabhangige Aktivierung der ER z. B. durch Wachstumsfaktoren ist moglich,
wenn die Konzentration dieser Wachstumsfaktoren hoch und/oder die Konzentration an

endogenem Estrogen niedrig ist (z. B. bei postmenopausalen Frauen oder Méannern).*%% 17

Abb. 9: Klassischer molekularer Mechanismus des
Estrogens und seiner Rezeptoren (Ubernommen und
modifiziert aus Gruber et a/.98)
\ Die Diffusion des Estrogens durch die Zellmembran
Estrogen — marﬁg','ang der Zielzelle und die ligandabhéngige Bindung an den
| Estrogenrezeptor (ER) fiihrt zu dessen Aktivierung. Der
ER verandert seine Konformation, diffundiert von
Cytaplasm seinen Rezeptor-assoziierten Proteinen und
transloziert als Estrogen-ER-Komplex in den Zellkern.
E‘:;Oggrl_ mi[;‘;‘é’::g:’rg‘;:n Dort lagert sich der Komplex an spezifische DNA-
\ ’,GD"‘P'“ Sequenzen (ERE) an und wirkt als Transkriptionsfaktor
- @5:[} auf die Expression bestimmter Zielgene ein.
/ d_
HReceptor-
J>aunci3t9d :
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MNucleus
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Wie bereits erwahnt existieren zwei ER-Subtypen, die durch unterschiedliche Gene codiert
werden und auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind. Das humane ESR1-Gen, das
fir den ERa codiert, liegt auf Chromosom 6q und wurde 1986 von Green et al. das erste Mal

kloniert.®®

1996 beschrieben und klonierten Kuiper et al. einen zweiten ER, der in der Prostata
und den Ovarien von Ratten exprimiert wird und den sie als ERB benannten.'® Der humane ERP
wird durch das ERS2-Gen codiert, das auf Chromosom 14q lokalisiert ist. Beide ESR-Gene
bestehen aus 8 Exons und 7 Introns und besitzen eine ca. 44 %ige Homologie ihrer
Aminosauresequenz. Gemeinsam ist beiden ER-Subtypen, dass sie, wie die meisten nukledren
Hormonrezeptoren, aus mehreren Doméanen aufgebaut sind, die in A/B, C, D, E, und F unterteilt
werden. Die A/B-Region am N-terminalen Ende des Proteins besitzt eine ligandunabhangige
transkriptionelle Aktivierungsfunktion (AF1), die promotor- und zellspezifisch ist. Durch die
geringe Homologie (<20 %) dieser Region zwischen den Rezeptor-Subtypen hat diese Domane
einen entscheidenden Einfluss auf die subtypenspezifische Aktivierung bestimmter Zielgene.*®
Die zentrale C-Domane des ER, die in beiden Rezeptor-Subtypen hoch konserviert ist, beinhaltet
die DNA-Bindedomdne (DBD). Diese DBD besitzt zwei Zinkfinger-Motive und ist an der

spezifischen DNA-Bindung sowie der Rezeptor-Dimerisierung beteiligt.'*

Die D-Region ist wenig
konserviert und verbindet die C- mit der E-Domane. AuBerdem ist diese Domane an der
Interaktion des Rezeptors mit Rezeptor-assoziierten Proteinen beteiligt und férdert durch ein

! Die E-Domine enthilt die

nukledres Lokalisationssignal die nukledre Translokation.™
Ligandbindedomane (LBD) sowie eine hormonabhéangige Aktivierungsfunktion (AF2). Eine
bedeutende Funktionen dieser Region ist die ligandabhadngige Aktivierung des Rezeptors aber

199 Die F-Domine, die sich am C-terminalen

auch ihr Einfluss auf die Rezeptor-Dimerisierung.
Ende des ER befindet, weist nur eine sehr geringe Homologie zwischen den Rezeptor-Subtypen
auf und besitzt sehr wahrscheinlich ebenfalls einen Einfluss auf die Dimerisierung und die
Transkriptionsaktivierung der ER.'*?

Neben diesen beiden ER-Subtypen existiert noch ein dritter, strukturell nicht verwandter ER,
der erst vor wenigen Jahren als 7-Helix-Transmembranrezeptor charakterisiert wurde. Dieser
sog. G-Protein Rezeptor 30 (GPR30) wirkt Gber nicht-genomische Signalwege.m' 14 pa die
zelluldre Funktion dieses Rezeptors bis dato noch nicht eindeutig geklart ist, wird in dieser
Arbeit nicht ndaher auf ihn eingegangen.

Die Transkriptionsaktivitdt von ERa und ERP als auch die daraus resultierende differenzielle

Genexpression unterliegt, wie bereits erwdhnt, einer ligandabhdngigen Regulation. Das
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Bindungsverhalten beider ER weist auf Grund der geringen Homologie (ca.55 %) ihrer LBD
divergente Struktur-Wirkungsbeziehungen auf. Kuiper et al. haben durch invitro
Ligandbindungsanalysen bestatigt, dass 17B-Estradiol, das physiologisch pradominante
Estrogen, beide ER mit gleicher und hoher Affinitdt bindet. E1 hingegen besitzt im Vergleich zu
E2 eine deutlich moderatere Bindungsstarke und verfligt zudem gegeniiber ERa Uber eine fast
doppelt so groRe Bindungsaffinitat als gegeniiber ERB. Ahnliches gilt fiir E3, das mit beiden
Rezeptoren nur sehr schwach interagiert und eine fast doppelt so hohe Affinitat fiir ERB als fir
ERa besitzt. Die ER-Subtypen binden aber nicht nur endogene Estrogene mit unterschiedlicher
Affinitat, sondern auch Metaboliten dieser sowie pharmakologische Substanzen, welche die
Transkriptionsaktivitat der ER spezifisch modulieren kénnen. ER-Agonisten wirken spezifisch
und aktivierend auf einen der beiden ER ein, wohingegen ER-Antagonisten, wie beispielsweise

%8 104 11> ER werden

Fulvestrant (ICI 182,780), die Aktivierung beider ER-Subtypen hemmen.
allerdings nicht nur ligandabhéngig reguliert, sondern auch gewebe- und zelltypspezifisch. ERa
wird vor allem im Endometrium, den Thekazellen des Ovars, in Stromazellen der Prostata und in
der Hypophyse exprimiert; ERP hingegen unter anderem in den Granulosazellen des Ovars, den
Epithelzellen der Prostata und im Kolon. Im Uterus, dem Brustgewebe, dem zentralen
Nervensystem sowie im kardiovaskuldaren System werden indessen beide Rezeptor-Subtypen
koexprimiert. Die variable Verteilung beider Rezeptor-Subtypen in den verschiedenen Gewebe-
und Zelltypen erhoht die Komplexitat der Estrogen- und ER-Wirkung um ein Vielfaches,

wodurch sich eine differentielle, z. T. nicht redundante physiologische Funktion beider ER

erkliren lgsst.'*®

1.4.2 Protektive kardiovaskulare Effekte von Estrogenen

Epidemiologische Studien belegen, dass die Inzidenz fir CVD altersabhdngig zwischen Mannern
und Frauen divergiert. Vor der Menopause unterliegen Frauen wesentlich seltener einem
kardiovaskularen Ereignis als gleichaltrige Manner, jedoch steigt die Pravalenz fiir CVD nach der

3, 4,117-119

Menopause rapide an. Eine sehr wahrscheinliche Ursache dessen ist die Depletion von

endogenem Estrogen, dem protektive kardiovaskulare Eigenschaften zugesprochen werden.'?*
21 Eine Vielzahl groRer und langjéhriger prospektiver Studien, wie die ,Nurse Health Study”
Mitte der 1970er Jahre, konnten belegen, dass postmenopausale Frauen, die sich einer
Hormonsubstitution (HRT, engl. hormone replacement therapy) mit weiblichen Sexualsteroiden

unterzogen, gegeniber unbehandelten Kontrollgruppen ein vermindertes CVD-Risiko
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besitzen.'?> 1%

Diese Ergebnisse sind jedoch kontrovers zu denjenigen aus randomisierten
Kontrollstudien wie die ,Heart Oestrogen Progestin Replacement Study”“ oder ,Women’s
Health Initiative®, die einen Anstieg fiir kardiovaskuldare und thromboembolische Ereignisse
durch HRT belegen.'**'%

Ungeachtet dessen, haben zahlreiche invivo und invitro Untersuchungen sowohl
vasoprotektive als auch kardioprotektive ER-vermittelt Eigenschaften von Estrogenen bestatigt.
Innerhalb des GefaBsystems beeinflussen Estrogene den vaskularen Tonus und wirken
strukturellen Umbauprozessen und Entziindungsreaktionen entgegen.

Verschiedene Studien haben belegt, dass E2 einen protektiven Einfluss auf die Inzidenz einer
Hypertonie auslibt, da es vasodilatative Eigenschaften besitzt. Zum einen beeinflusst E2 die

127

Bioverfiigbarkeit des Vasorelaxans NO.™" Durch schnelle nicht-genomische Effekte moduliert

128, 129

Estrogen, liber den ERa, die eNOS-Aktivitdt in Endothelzellen. Aber auch Uber die

Expression der endothelialen und induzierbaren NO-Synthase ist es in der Lage, die

130-132

NO-Produktion glinstig zu beeinflussen. Estrogen moduliert liberdies auch die Expression

der Prostacyclinsynthase, die fiir die Synthese des Vasorelaxans Prostacyclin entscheidend

. . 133, 134
ist.

Ferner supprimiert das Steroidhormon die Expression des Vasokonstriktors
Endothelin-1 und entfaltet eine inhibierende Wirkung auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (siehe 1.5.1), indem es die Expression des Angiotensin-konvertierenden Enzyms und des

Angiotensinrezeptors 1 (AT;) vermindert.’3>*3®

In vivo Experimente an ERB-defizienten Mausen
lassen darauf schlieBen, dass dieser ER-Subtyp eine essentielle Funktion bei der
Blutdruckregulation libernimmt, da diese Tiere, im Vergleich zu wildtypischen Kontrolltieren,
neben einer vaskuldren Dysfunktion auch einen arteriellen Hypertonus entwickeln.'*?

Neben der Ausbildung einer Hypertonie, spielen auch vaskuldre Entziindungsreaktionen eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese von CVD. E2 hat hierbei einen glinstigen Einfluss, da
es die Expression von Entziindungsmediatoren supprimiert und die Infiltration von Monozyten
und Makrophagen in geschidigtes Gewebe unterbindet.’* **° In vitro Untersuchungen in VSMC
haben ferner eine ER-vermittelte Inhibierung des Transkriptionsfaktors NF-kB bestatigt, der die

141, 142

Transkription von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen induziert. Estrogene

beeinflussen auBerdem das Wachstum von Endothelzellen und VSMC. In vitro Experimente
konnten bestatigen, dass E2 direkt die Migration und Proliferation von VSMC unterbindet.**> ¥4
Dem gegeniber erhoht E2 das Wachstum von Endothelzellen, unterdriickt deren Apoptose und

erhoht die lokale Expression des VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) ****” Auch
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eine ER-vermittelte Suppression von vaskuldren Umbauprozessen konnte durch invivo

Experimente nachgewiesen werden. 149

All diese Estrogenwirkungen besitzen einen
entscheidenden Einfluss auf die Reendothelialisierung der BlutgefaBe nach vaskularer
Schadigung.'®

Des Weiteren besitzt das weibliche Sexualsteroid das Potential, Serumlipid-Konzentrationen
glnstig zu beeinflussen, und hat lGiberdies, indem es auf die Genexpression der entsprechenden
Proteine einwirkt, fibrinolytische und antikoagulante Eigenschaften.'?% **°

ERa und ERP werden auch im Herzmuskel exprimiert und besitzen daher die Fahigkeit, in den

151

verschiedenen Zelltypen des Myokards ihre protektiven Wirkungen zu entfalten.”" Zhai et al.

haben gezeigt, dass mannliche ERa-knockout Madause eine schwere Herzschwache nach

Ischamie-Reperfusions-Schaden entwickeln.™

Ferner konnten Pelzer et al. in ERB-knockout
Mausen belegen, dass diese Tiere, im Vergleich zu wildtypischen Kontrollmdusen, nach
experimentellem Myokardinfarkt eine schwere Herzinsuffizienz entwickeln und eine erhohte
Mortalititsrate aufweisen.’ Diese Versuche belegen, dass Estrogene und ihre ER-Subtypen
eine kritische Rolle bei der Integritat der Herzfunktion spielen. Des Weiteren besitzen Estrogene
eine schiitzende Wirkung hinsichtlich der kardialen Kontraktilitat und bezlglich struktureller

Umbauprozesse nach Myokardinfarkt.**

In verschiedenen Tiermodellen mit experimenteller
Hypertonie konnte zudem gezeigt werden, dass E2 in der Lage ist, die Entstehung einer
Myokardhypertrophie und einer endothelialen Dysfunktion zu vermindern, hamodynamische
Funktionen zu verbessern, strukturelle Umbauprozesse abzumildern und positiv auf eine

Hypertonie einzuwirken.>>*®

Die molekularen Mechanismen, die hierbei eine Rolle spielen,
sind unter anderem eine ER-vermittelte Hemmung der Fibroblastenproliferation, eine
verminderte Genexpression der Kollagene | und Il sowie eine verminderte Expression der

Matrixmetalloproteinase 2 (MMP 2).19

1.4.3 Estrogene und oxidativer Stress

Die protektiven kardiovaskularen Effekte von Estrogenen sind, neben den bereits
beschriebenen Wirkungen, auch auf antioxidative Effekte dieses Sexualsteroids zurickzufihren.
Unter proinflammatorischen Stimuli erfolgt innerhalb der Blutgefdle eine erhdhte
0,"-Generierung, sowohl in Endothelzellen als auch in VSMC. In Folge dessen kommt es durch

die Reaktion von O, mit NO zu einer vermehrten Generierung von Peroxynitrit, das wiederum
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proinflammatorische Wirkungen besitzt.**°

Behl et al. postulierten, dass Estrogene auf Grund
ihrer Hydroxylgruppe am Cs-Atom des aromatischen A-Rings, unabhdngig von genomischen
Mechanismen, eine antioxidative Kapazitit besitzen, indem sie 0," direkt neutralisieren

kénnen.®*

Dessen ungeachtet besitzt E2 auch das Potential, direkt auf die Konzentration von
Antioxidantien und die Expression antioxidativer Enzyme einzuwirken und ferner die
ROS-Generierung durch verschiedene Mechanismen zu unterbinden. So besitzt E2 einen
Einfluss auf das antioxidative GRX/GSH System. In der kardialen H9c2 Zelllinie konnte gezeigt
werden, dass E2 sowohl die Expression des Enzyms Glutaredoxin als auch die Expression der
y-Glutamylcysteinsynthetase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der GSH-Synthese,
ER-abhangig induziert.'®* Strehlow et al. konnten durch in vitro Experimente an VSMC der Ratte
und an humanen Monozyten einen ER-vermittelten Expressionsanstieg der MnSOD und ecSOD
nach Estrogenbehandlung nachweisen. Ferner haben die Autoren durch invivo
Untersuchungen an ovariektomierten Mausen eine erhéhte ROS-Generierung in der Aorta im
Vergleich zu den Kontrollmdausen gemessen, die durch Estrogensupplementation signifikant

183 Ahnliche Befunde existieren auch fiir ovariektomierte Ratten.

reduziert werden konnte.
Allerdings konnte in diesem Tiermodell gezeigt werden, dass die Gabe von E2 eine verminderte
Expression der NADPH Oxidase Untereinheit p47°" zur Folge hat.’®* In VSMC der Ratte hat sich
zudem gezeigt, dass E2 die ANG ll-induzierte NADPH Oxidase-Aktivitdt und die daraus
resultierende ROS-Generierung unterbinden kann. Dies beruht jedoch auf einer zeit- und
dosisabhingigen ER-vermittelten Inhibierung der rac 1 GTPase-Proteinexpression.™®> SchlieBlich
konnten Zang et al. in einem spontan hypertensiven Rattenmodell die Abnahme der

16 Neben diesen Effekten auf die Aktivitit

p22°"* mRNA nach subkutaner E2-Injektion belegen.
der 0, -generierenden NADPH Oxidase besitz E2 zudem einen Einfluss auf die
ROS-Generierung durch die Elektronentransportkette der Mitochondrien. Eine chronische
in vivo Supplementation von E2 bei ovariektomierten Ratten hat nicht nur eine verbesserte
oxidative Phosphorylierung zur Folge, sondern auch eine Reduktion der mitochondrialen
ROS-Produktion.™®’

Die antioxidativen Effekte des Estrogens besitzen einen entscheidenden Einfluss auf die

Integritdt des GefalRsystems, da sie z. B. die Oxidation von LDL-Cholesterin verhindern und

somit der Progression einer Arteriosklerose entgegenwirken konnen.'®®
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1.5 Aldosteron (ALDO) und der Mineralocorticoidrezeptor (MR)

1.5.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, ALDO und der MR

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist eine Kaskade von verschiedenen
Hormonen und Enzymen, welche essentiell an der Regulation des arteriellen Blutdrucks
beteiligt sind. Das RAAS fihrt zu einer Erhéhung des Blutvolumens und des Blutdrucks, indem
es zum einen direkt die BlutgefaBe verengt und zum anderen die Elektrolyt- und
Wasserretention in den Nieren und im Kolon induziert. Durch einen Abfall des systemischen
Blutdrucks wird im sog. juxtaglomeruldaren Apparat der Nieren das Enzym Renin freigesetzt.
Diese Endopeptidase induziert die Umsetzung des in der Leber synthetisierten Angiotensinogen
in das Dekapeptid Angiotensinl. Dieses Prohormon wird anschlieRend durch das
Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE, engl. angiotensin converting enzyme) in ANGII
umgewandelt. ACE ist in den Plasmamembranen vieler Zelltypen, wie den glatten
GefaBmuskelzellen der Blutgefalle und den Endothelzellen der Lunge, lokalisiert und vermittelt
dadurch direkt am Wirkungsort des ANG Il seine Aktivitat. ANG Il erfiillt bei der Regulation des
Blutdrucks verschiedene Funktionen, die es liber seine zwei Rezeptor-Subtypen (AT; und AT,)
vermittelt. Als Vasokonstriktor fihrt ANG Il zu einer Gefallverengung und wirkt somit direkt auf
den vaskuldaren Tonus ein. In der Hypophyse fiihrt ANG Il zu einer vermehrten Freisetzung des
antidiuretischen Hormons, das in den Nieren eine vermehrte Resorption von Wasser aus dem
Primarharn bewirkt und somit der Konservierung von Wasser dient. Ein weiterer Mechanismus
von ANG Il in die Stimulation der Proliferation verschiedener Zelltypen im kardiovaskularen
System, und nicht zuletzt fordert dieses Oktapeptid die Freisetzung des Hormons Aldosteron
(ALDO) aus der Nebennierenrinde.*®®

ALDO ist ein natirliches Steroidhormon, das der Klasse der Mineralocorticoide (C,;1-Steroide)
angehort. Die Biosynthese von ALDO erfolgt, wie die der Estrogene, ausgehend vom Cholesterin
durch Hydroxylierungsreaktionen Uber die Zwischenstufe Pregnenolon. Progesteron, das
wiederum aus Pregnenolon hervorgeht, wird durch Monooxygenasen am C21-Atom
hydroxyliert, wodurch Desoxycorticosteron entsteht. Durch die Oxidation der
C18-Methylgruppe des Desoxycorticosterons zur Aldehydgruppe entsteht schliellich ALDO
(Abb. 10).5% 170
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Aldosteron

Abb. 10: Strukturformel des Aldosterons

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Synthese und Sekretion von ALDO in der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde und wird durch Plasmakaliumwerte, das
Adrenocorticotrope Hormon und das RAAS reguliert.'”*

ALDO bindet als Agonist an Mineralocorticoidrezeptoren (MR) in Epithelzellen der distalen
Tubuli der Nieren und des Kolons und induziert die Riickresorption von Natriumionen und
Wasser sowie die Sekretion von Kalium und Wasserstoffionen. Auf Grund dessen besitzt ALDO
eine herausragende Bedeutung fiir die Wasser- und Elektrolythomdostase und einen
entscheidenden Einfluss bei der Aufrechterhaltung bzw. der Erhéhung des Blutdrucks.’® "

Der MR ist, wie die ER, ein Mitglied der nukledren Hormonrezeptorfamilie und fungiert nach
ligandabhangiger Aktivierung als Transkriptionsfaktor.'’”> Das NR3C2-Gen, das aus 10 Exons

174 Das MR-Protein besteht aus drei

besteht, kodiert den humanen MR auf Chromosom 4gq.

funktionellen Domanen:

= Eine N-terminale Domane (NTD), die zwei ligandunabhangige Aktivierungsfunktionen
(AFla und AF1b) sowie eine zentrale inhibitorische Region besitzt. Diese Regionen der
NTD sind an der Modulation der Transkriptionsaktivitdit des MR beteiligt, indem sie mit
verschiedenen Koregulatoren und Korepressoren der Transkription interagieren.175

= Die DNA-Bindedomane (DBD), die aus zwei Zinkfingermotiven besteht, ist essentiell an
der Bindung des Rezeptors an spezifische DNA-Sequenzen in der Promotorregion der
Zielgene, den sog. ,hormone response elements” (HRE), beteiligt. Die Fahigkeit des MR
mit anderen Steroidhormonrezeptoren, wie z. B. dem Glucocorticoidrezeptor (GR) oder

dem Androgenrezeptor (AR) Heterodimere zu formen, erhdht die Komplexitat der

Transkriptionsregulation.176
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= Die C-terminale Ligandbindedomane (LBD) ist speziesiibergreifend hoch konserviert
(80-97 % Homologie) und besitzt eine ligandabhangige Aktivierungsfunktion (AF2). Die
Ligandbindung fihrt zu einer Konformationsdanderung des Rezeptors, wodurch die
Bindung von diversen Koaktivatoren und Korepressoren der Transkription an die AF2
ermoglicht wird."”’
In seiner inaktiven Form liegt der MR zytoplasmatisch als Monomer vor und ist an verschiedene
Proteine (z. B. Chaperone wie das HSP90 und HSP70) gebunden, die zur Rezeptorstabilisierung
beitragen. Nach hormonabhangiger Aktivierung und Konformationsanderung des Rezeptors,
dissoziiert dieser von seinen Rezeptor-assoziierten Proteinen ab, formt Homo- oder
Heterodimere und transloziert in den Nukleus. Dort interagiert der Hormon-MR-Komplex mit
HRE in der Promotorregion der Zielgene und reguliert durch die Bindung von Koaktivatoren

178 1n der Niere und im Kolon fiihrt die

bzw. Korepressoren die Transkription dieser Gene.
Aktivierung des MR zur Expression spezifischer lonenkanale. Der epitheliale Natriumkanal
(ENaC) sowie die basolaterale Na*-K-ATPase Pumpe sollen nur als Beispiele fiir
ALDO-induzierte Genprodukte genannt werden, die zur Aufrechterhaltung der Elektrolyt- und
Wasserhomdostase beitragen.'”

Neben diesen klassischen genomischen Signalwegen, kann ALDO aber auch Uber schnelle
nicht-genomische Effekte auf seine Zielzellen einwirken. ALDO ist z. B. in der Lage sowohl in den
Nieren, im Kolon und in VSMC Uber sekundare Botenstoffe und Phosphorylierungskaskaden
einen schnellen Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration sowie einen Anstieg des
intrazellularen pH-Wertes zu induzieren. Auch in Kardiomyozyten sind verschiedene rapide
Effekte des Aldosterons beschrieben. Diese werden Uber die Proteinkinase Ce vermittelt und
fiihren zu einer verminderten Aktivitat der Na'-K*-ATPase und des Na*-K*-2CI’-Kotransporters,
was zu einem Anstieg der intrazelluliren Na'-Konzentration fiihrt. Eine Vielzahl dieser Effekte,
jedoch nicht alle, sind MR-vermittelt was bis dato die Frage offen lasst, ob noch ein weiterer
Rezeptortyp existiert, Giber den ALDO zumindest seine nicht-genomische Wirkung entfalten
kann.'’®

Der MR kann nicht nur durch die Bindung von ALDO aktiviert werden, sondern auch durch
Glucocorticoide (Cortisol beim Menschen und Corticosteron beim Nager), die gegentiber ALDO
eine vergleichbare Bindungsaffinitdt fir den MR besitzen. Da die Plasmakonzentration der
Glucocorticoide ca. 100-1000fach groRer ist als die der Mineralocorticoide (physiologische

ALDO-Konzentration: 30-160 pg/ml), wird in den Epithelzellen der distalen Tubuli der Nieren,
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des Kolons, der Speichel- und Schweil’driisen daher stets parallel zum MR das Enzym
11B-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ2 (11B-HSD2) koexprimiert. Dieses Enzym metabolisiert
biologisch aktives Cortisol (bzw. Corticosteron beim Nager) in sein inaktives 11B-Ketometabolit
Cortison (bzw. 11-Desoxycorticosteron) und ermoglicht dadurch die Aktivierung des MR durch
ALDO.'"°

Der MR wird nicht nur in den Epithelzellen der Nieren und des Kolons exprimiert, sondern auch

180-182

in nicht-epithelialen Gewebe- und Zelltypen wie Gehirn, Herz und den Blutgefaen. In

diesen nicht-epithelialen Gewebetypen wird das Enzym 11B-HSD2 nicht immer homogen mit

183

dem MR koexprimiert.”* In glatten GefaBmuskelzellen und in Endothelzellen des

GefalRsystems wird 11B-HSD2 exprimiert, weshalb ALDO in diesen Zelltypen als primarer Ligand

fur den MR agiert. 848

In Kardiomyozyten hingegen wird 11B3-HSD2 nur in geringen Mengen
bis gar nicht exprimiert, was dazu fihrt, dass der MR in diesen Zellen von Glucocorticoiden
gebunden wird. Quin et al. konnten durch eine Kardiomyozyten-spezifische Uberexpression von
11B-HSD2 in Mausen zeigen, dass diese eine kardiale Hypertrophie und Fibrose entwickeln, die
durch Epleneron unterbunden werden kann. Diese Untersuchung bestatigt die Hypothese, dass
Glucocorticoide die kardiale MR-Aktivierung durch ALDO unterbinden."®’

Auf die physiologische und vor allem pathophysiologische Bedeutung von ALDO und der

MR-Aktivierung soll im Folgenden, speziell im Hinblick auf das kardiovaskuldare System,

eingegangen werden

1.5.2 ALDO, der MR und kardiovaskuldre Erkrankungen

Zahlreiche klinische und tierexperimentelle Studien sowie in vitro Untersuchungen konnten
belegen, dass erhohte ALDO-Serumwerte und/oder eine disproportional erhohte
MR-Aktivierung mit der Inzidenz und Progredienz von CVD, wie Hypertonie, Hypertrophie,
vaskularen Dysfunktionen, Arteriosklerose oder Apoplex in einem kausalen Zusammenhang
stehen,'#¥19

Bereits 1964 konnten Conn et al. zeigen, dass erhéhte ALDO-Serumwerte bei Patienten mit
einem Hyperaldosteronismus mit der Ausbildung einer sekundaren Hypertonie assoziiert
sind.’® Neuere Studien konnten schlieRlich bestitigen, dass ein pathologisch erhéhter oder
disproportionaler ALDO-Serumspiegel fir ca. 10% aller Formen von Bluthochdruck

189

verantwortlich ist. Durch eine gesteigerte Aktivitait des RAAS ist auch bei vielen

herzinsuffizienten Patienten ein erhohter ALDO-Serumwert zu beobachten. Dieser korreliert
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wiederum direkt mit der Mortalitatsrate von schwer herzinsuffizienten Patienten, was durch
die CONSENSUS-Studie (Cooperative North Scandinavian Enalapril Survival Study) aufgezeigt
werden konnte. "> **

Ferner spielt auch eine GbermaRige MR-Aktivierung, die nicht zwangslaufig mit pathologisch
erhohten ALDO-Konzentrationen assoziiert ist, bei der Pathophysiologie von CVD eine

entscheidende Rolle.*®®

Dies konnten unter anderem zwei groRR angelegt klinische Studien, die
RALES (Randomized Aldoctone Evaluation Study) und EPHESUS (Eplenerone Neurohormonal
Efficancy and Survival Study) bestatigen, in denen chronisch herzinsuffiziente Patienten neben
ihrer konventionellen Therapie zusatzlich mit MR-Antagonisten behandelt wurden. In der
RALES-Studie konnte durch die MR-Blockade mittels Spironolacton die Morbiditats- und
Mortalititsrate der Probanden um 30 % bzw. 35 % gesenkt werden.*®® Auch in der EPHESUS-
Studie konnte eine signifikante Verminderung der Mortalitdatsrate bei Patienten mit
Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt durch den MR-Antagonisten Epleneron nachgewiesen
werden.?* %

Der Pathomechanismus von ALDO und einer gesteigerten MR-Aktivierung ist nicht nur auf eine
exzessive Kochsalz- und Wasserretention und eine damit verbundene Erhohung des
Blutvolumens und des Blutdrucks zurlickzufiihren, sondern auch auf funktionelle und
strukturelle Umbauprozesse im Myokard und den BlutgefiBRen auf Grund von
inflammatorischen Mechanismen.'”°

Brilla et al. konnten durch eine chronische ALDO-Infusion im Rattenmodell, zusatzlich zu einer
salzreichen Erndhrung, neben der Entstehung einer Hypertonie auch die Ausbildung einer
linksventrikuldren Hypertrophie, eine vermehrte Fibroblastenproliferation und eine erhohte
Kollagensynthese beschreiben, die zu einer interstitiellen und perivaskuldren Fibrose im

Myokard der Tiere fiihrte.**®*%

Kollagen ist ein wichtiges strukturelles Element im
kardiovaskularen System, jedoch flihren erhdhte Kollageneinlagerungen und Fibrose zu
pathologischen Gewebeverdanderungen, welche die Integritdit des jeweiligen Organs
einschranken. Weitere Untersuchungen in verschiedenen Tiermodellen mit physiologischen
ALDO-Serumwerten konnten schlieRlich belegen, dass diese fibrotischen Veranderungen
unabhangig von hdamodynamischen Effekten auftreten, und dass eine Blockade des MR diese

ALDO-vermittelten Effekte unterbinden kann.'%% 9% 199

Einer Fibrose gehen stets lokale
Entziindungsreaktionen voraus, die durch eine Monozyten- und Makrophageninfiltration in das

Gewebe charakterisiert sind. Monozyten und Makrophagen férdern zum einen die Proliferation
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von Fibroblasten. Zum anderen sezernieren sie inflammatorische Zytokine (z. B. Interleukin 6)
und Entziindungsmediatoren wie Cyclooxygenase-2, Osteopontin, MCP-1 (engl. monocyte
chemoattractant protein-1) und das intrazellulares Adhasionsmolekil 1, die wiederum mit
strukturellen Umbauprozessen und Kollagenakkumulationen im entziindeten Gewebe

200, 201

einhergehen. Eine Inhibierung des RAAS sowie ein MR-Antagonismus kann diese

pathologischen Prozesse glinstig beeinflussen. ! 204204

Obwohl ALDO direkt an kardialen und vaskuldren Entziindungsreaktionen beteiligt ist, verstarkt
dieses Mineralocorticoid Uiberdies auch die proinflammatorischen Effekte des ANG Il. Durch die
MR-vermittelte Transkription des vaskuldaren ACE wird die lokale ANG Il-Konzentration erhoht.
Dies konnte z.B. in neonatalen Rattenkardiomyozyten und Endothelzellen nachgewiesen

205, 206

werden. Aulerdem fordert die ALDO-induzierte MR-Aktivierung die Expression des

AT;-Rezeptors in glatten GefaBmuskelzellen und Kardiomyozyten, wodurch es zu einer

207299 piese Effekte filhren wiederum zu einer

Wirkungsverstarkung des ANG Il kommt.
Verstarkung der pathophysiologischen ANG II-Wirkungen und kdénnen als positiver
Rickkopplungsmechanismus betrachtet werden, da ANG Il letztendlich wieder die Synthese
und Sekretion von ALDO induziert.*™

ALDO supprimiert ferner die Expression der eNOS, wodurch die NO-Bioverfiligbarkeit
vermindert wird und die Endothel-abhingige Vasorelaxation beeintréachtigt wird.”** Chun et al.
konnten einen ahnlichen Effekt in ALDO-behandelten neonatalen Kardiomyozyten der Ratte

212

beobachten, in denen die iINOS-Expression MR-vermittelt herunterreguliert war.”” In beiden

experimentellen Ansatzen lieR sich dieser Effekt durch MR-Blockade aufheben.*'"**2

1.5.3 ALDO und oxidativer Stress

Das RAAS besitzt einen entscheidenden Einfluss auf die lokale ROS-Generierung und damit auf
die Pathogenese von CVD. Wie bereits beschrieben, fordert ANG Il die Aktivierung des
0, -generierenden Enzymkomplexes NADPH Oxidase in Monozyten, Makrophagen, im Herz

46, 50, 51, 213 .
P Demgegentiber

sowie in Endothel- und glatten GefaBmuskelzellen der Blutgefalie.
besitzt auch ALDO das Potential auf die lokale ROS-Generierung einzuwirken und auf diese
Weise oxidativen Stress zu induzieren. Dies zum einen indirekt durch die Potenzierung der
ANG [I-Wirkung, zum anderen direkt durch die Aktivierung und Uberexpression der NADPH

207, 210, 214-217

Oxidase. Callera et al. haben gezeigt, dass ALDO (iber nicht-genomische Effekte in
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glatten GefdalBmuskelzellen der Ratte die Aktivitit der NADPH Oxidase uber die
Tyrosinkinase Src induziert und, dass dieser Effekt durch den MR-Antagonisten Epleneron

8 Ferner haben mehrere Studien durch invivo und in vitro

aufgehoben werden kann.’
Untersuchungen eine ALDO/MR-vermittelte Uberexpression der NADPH Oxidase
Untereinheiten p22°", gp91”™™* (NOX2) und p47°"* in Monozyten, Makrophagen, im
GefaRsystem und im Myokard nachgewiesen, die durch MR-Blockade unterbunden werden

49, 219224 pia ALDO-induzierte NADPH Oxidase-abhingige O, -Generierung hat eine

konnten.
Vielzahl von Effekten zur Folge, die sich unglinstig auf die Inzidenz und Progredienz
kardiovaskularer Erkrankungen auswirken. Entziindungsreaktionen und die daraus
resultierenden fibrotischen und strukturellen Umbauprozesse im Myokard und den BlutgefaRen
sind  eine Folge  erhohter  ROS-Konzentrationen. Vor  allem redoxsensitive
Transkriptionsfaktoren, wie der NF-kB oder des Aktivatorprotein 1, spielen hierbei eine
entscheidende Rolle, da sie die Expression von Zytokinen und Chemokinen

190, 191, 225-228

induzieren. Ein weiterer pathophysiologischer Effekt ist die Verminderung der

endothelialen NO-Bioverfiigbarkeit. Eine MR-Blockade erhoht die NO-Bioverfiigbarkeit und

verbessert dadurch die eingeschrinkte endotheliale Funktion.?*® #°

Nagata et al. konnten
auBerdem demonstrieren, dass ALDO einen inhibitorischen Effekt auf die eNOS-Aktivitit
besitzt, da es durch die erhéhte ROS-Generierung zur Oxidation des eNOS Kofaktor BH4

kommt.?**

Auch Bauersachs et. al konnten zeigen, dass im Rattenmodell mit experimenteller
Herzinsuffizienz eine MR-Blockade mit Spironolacton zusatzlich zu einer Therapie mit einem
ACE-Blocker, die vaskulire O, -Generierung reduziert, die eNOS-Expression erhéht und die
vaskuldare Relaxation, auf Grund der daraus resultierenden Aufrechterhaltung der
NO-Bioverfugbarkeit, abgemildert wird.”*

Des Weiteren konnte durch in vitro Versuche in Kardiomyozyten der Ratte gezeigt werden, dass
die Aktivitaten der Matrixmetalloproteinasen 2 und 9, die eine kritische Rolle bei strukturellen
Umbauprozessen des linken  Ventrikels spielen, (Uber einen ROS-abhdngigen
MEK/ERK-Signalweg erhéht werden.?!

Einen anderen sehr interessanter Befund beziiglich der prooxidativen Wirkung von ALDO haben
Leopold et al. publiziert. Mittels in vitro Experimenten in bovinen Endothelzellen der Aorta und
in vivo Untersuchungen an Mausen, konnten sie nachweisen, dass ALDO MR-vermittelt die

Expression des antioxidativen Enzyms G6PDH supprimiert. Hieraus resultieren ein erhohter

oxidativer Stress, ein geringerer NO-Level und eine verschlechterte vaskuldare Reaktivitat. Diese
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Effekte lieBen sich sowohl durch Spironolacton als auch durch einen G6PDH-Gentransfer

unterbinden.?*

1.6 Ziel dieser Arbeit

Estrogen- und Mineralocorticoidrezeptoren  besitzen im  kardiovaskuldren System
antagonistische Funktionen, die sehr wahrscheinlich fir die Aufrechterhaltung des GefaRtonus
und damit fir die Regulation des Blutdrucks bedeutsam sind.

Arias-Loza et al. konnten belegen, dass die Supplementation von E2 zu ovariektomierten AST
(engl. aldosterone salt treatment) Ratten den ungiinstigen Effekten von ALDO wie Hypertonie,
Herzhypertrophie, vaskularer Fibrose und endothelialer Dysfunktion entgegenwirkt.l58' 233
Anhand von Angaben aus der Literatur ist ferner bekannt, dass Estrogene im kardiovaskularen
System eine antioxidative Wirkung besitzen und dadurch vaskuldare Entziindungsprozesse
unterbinden kénnen. ALDO hingegen besitzt durch seine aktivierende Wirkung auf die NADPH
Oxidase das Potential, die O, -Generierung zu erhéhen und damit oxidativen Stress im Herz-
Kreislaufsystem zu induzieren.

Auf Grund dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dass Estrogene Uber einen
ER-vermittelten Mechanismus dem ALDO-induzierten oxidativen Stress entgegenwirken.

Ziel meiner Arbeit war es daher, diese Hypothese in vitro an glatten GefaBmuskelzellen der
Ratte zu prufen. Kultivierte glatte GefaBmuskelzellen stellen hierflir ein geeignetes und
etabliertes System dar, da fiir beide Steroidhormone bereits zahlreiche Effekte in diesem
vaskularen Zelltyp publiziert wurden.

Durch die Supplementation von 17B-Estradiol, dem ERa-spezifischen Agonisten 16a-LE2 und
dem ERB-spezifischen Agonisten 8B-VE2 zu ALDO behandelten Zellen sollte zusatzlich
untersucht werden, ob die beiden ER-Subtypen redundante, spezifische oder gegensatzliche
Effekte bezlglich der aufgestellten Hypothese besitzen.

Mit dieser Arbeit sollten neue Erkenntnisse (iber die vaskuldren Effekte von Estrogenen und
Aldosteron gewonnen werden und molekulare Wirkungsmechanismen aufgeklart werden, die

die pathophysiologische Wirkung erhéhter ALDO-Werte hemmen.
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2 Material

2.1 Gerate

Autoklav Systec V150
Eismaschine Scotsman AF200
ELISA-Reader Tecan Tecan Spectra
ELISA-Reader Dynex Dynex MRX tc
Entwicklermaschine Protec medical systems Ecomax
Feinwaage Sartorius BP61
Fluoreszenzmikroskop Keyence Biozera BZ-8000K
Folienschweissgerat Clatronic FS 3261
Folienschweissgerat Severin Folio
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr Economy, 6ko super
Gefrierschrank (-20°C) Bosch economic
Gefrierschrank (-80°C) National Lab Profi Star
Gefrierschrank (-80°C) Heraeus Hera freeze

Gefrierschrank (-80°C)

Forma Scientific

-86C Freezer

Heizblock Eppendorf ThermoStat plus

Inkubator Heraeus Function line

Inkubator Forma Scientific Steri-Cult 200

Kihlschrank (4°C) Siemens KT14R31, KT14R30
Kiihlschrank (4°C) Liebherr glass line, Premium, comfort
Lichtmikroskop Leitz Labovert

Lichttisch

Universitat Wirzburg

Luminometer

Berthold Industries

Lumat LB9501

RH basic2, lkamag RET, Ikamag

Magnetrihrer IKA Labortechnik RCT

Magnetrihrer Hartenstein Hqtplate Stirrer L-71, Hotplate
Stirrer L-81

Photometer Eppendorf Bio-Photometer
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Power Supply Biometra P25, PP4000
Power Supply Hoefer SX250

Scanner Epson Expression 1600
Schiittler Hartenstein L-40,Mini Rocker MR-1
Schuttler Braun Biotech Certomat R
Schittler Heidolph Duomax 1030
Sonikator Julabo USR 05
Sterilbank Steril S.p.A. Antares 72
Vakuumpumpe KNF LAB Laboport
Vortexer LMS VTX-3000L
Vortexer Lab 4 you Bio Vortex V1
Vortexer Heidolph Reax 1 DR
Waage Kern&Sohn EW2200-2NM
Wasserbad Haake Thermo C10
Wasserbad Inlabo SW20C
Zentrifuge Sigma 2K15, Sigma 2-15
Zentrifuge Heraeus Biofuge pico
Zentrifuge Beckman GPKR Centrifuge

2.2 Verbrauchsmaterial

2.2.1  Allgemeines Verbrauchsmaterial

Die allgemeinen Verbrauchsmaterialien wie z.B. Plastikréhrchen, Zellkulturschalen oder
Pipettenspitzen wurden Uber die Universitatsklinik Wirzburg (Medizinische Fakultat,
Zentrallager), die Firma A. Hartenstein Gesellschaft fiir Labor- und Medizintechnik mbH
(Wirzburg, Deutschland) oder die Firma Weckert Labor-, Rontgen- und Medizintechnik

(Kitzingen, Deutschland) bezogen.
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2.2.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, Uber die Apotheke des

Universitatsklinikums Wiurzburg oder (iber die Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth

(Karlsruhe, Deutschland), Sigma (Minchen, Deutschland) und A. Hartenstein Gesellschaft fir

Labor- und Medizintechnik mbH (Wirzburg, Deutschland) bezogen.

2.3 Antikorper

2.3.1

Primarantikorper

Mouse monoclonal anti-GAPDH Chemicon, Schwalbach, MAB374 1:5000 WB
Deutschland

Mouse monoclonal anti-Catalase sigma-Aldrich, Miinchen, C0979 1:1000 WB
Deutschland

Mouse monoclonal anti-p67°" BD Biosciences, Heidelberg, 610912 1:500 WB
Deutschland

Mouse monoclonal anti-p47°" BD Biosciences, Heidelberg, 610354 1:500 WB
Deutschland

Mouse monoclonal anti-Racl BD Biosciences, Heidelberg, 610650 1:500 WB
Deutschland

. . Millipore, ehemals Upstate, )

Rabbit polyclonal anti MnSOD Schwalbach, Deutschland 06-984 1:500 WB

Rabbit polyclonal anti-ERa Santa Cruz Biotechnology, <c-542 1:250 WB

(MC-20) Heidelberg, Deutschland 1:25 IHC

Rabbit polyclonal anti-ER[3 Santa Cruz Biotechnology, <8974 1:200 WB

(H-150) Heidelberg, Deutschland 1:25 IHC

Rabbit polyclonal anti-GepDH | > 8Ma-Aldrich, Minchen, HPA000247 |1:2000 WB
Deutschland

Mouse monoclonal anti- . 1:250 WB

Mineralocorticoid Receptor Abcam, Cambridge, UK ab2774 1:25 IHC

Mouse monoclonal anti-Smooth | Sigma-Aldrich, Miinchen, A2547 1:5000 WB

Muscle Actin, Clone 1A4 Deutschland 1:100 IHC
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2.3.2 Sekundarantikérper

Sekundar-Antikérper

Katalog Nr. Verdiinnung

Alexa Fluor 594 donkey anti- Invitrogen, Darmstadt,
A21203 1:200
mouse 1gG (H+L) Deutschland
Alexa Fluor 488 donkey anti- Invitrogen, Darmstadt,
A21202 1:200
mouse 1gG (H+L) Deutschland
Alexa Fluor 594 donkey anti- Invitrogen, Darmstadt,
A21207 1:200
rabbit 1gG (H+L) Deutschland
Alexa Fluor 488 donkey anti- Invitrogen, Darmstadt,
A21206 1:200
rabbit 1gG (H+L) Deutschland
veroddose Inkeconore | |GE Healthcare, Miinchen, |\ \o.|1:2000
. Deutschland bei GAPDH 1:5000
antibody (from sheep)
ECL anti-rabbit IgG, Horseradish .
! GE Health M h
Peroxidase linked F(ab’)2 (from cafthcare, Munchen, NA9340V | 1:2000
Deutschland
donkey)

2.4 Kommerzielle Kits

Kits Firma Katalog Nr.

Protein Assay Kit

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

500-0006

ECL™ Western Blotting
Detection Reagents

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

RPN2106

Superoxid-Dismutase Assay Kit

Cayman Chemical, Michigan,
USA

CAY-706002-96

Catalase Assay Kit

Cayman Chemical, Michigan,
USA

CAY-707002-96

BioVision Research Products,

Kit

Glutathione Peroxidase Assay Kit Mountain View, USA K762-100

Glutathione Assay Kit Eas‘;\ma” Chemical, Michigan, | \y 703002
e . BioVision Research Products,

NAD+/NADH Quantification Kit Mountain View, USA K337-100

NADP+/NADPH Quantification BioVision Research Products, K347-100

Mountain View, USA
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2.5 Steroidhormone, ER-Agonisten, ER-Antagonist

ALDO Acros Organics, Geel, Belgien 215360050

17B-Estradiol Sigma, Minchen E8875

3.17-dihydroxy-19-nor-17a-
pregna-1,3,5(10)-triene-21,16a- |Schering, Berlin nicht kommerziell erhaltlich
lactone auch 16a-LE2 genannt
8-vinylestra-1,3,5(10)-triene-
3,17B-diol auch 8B-VE2 genannt

Schering, Berlin nicht kommerziell erhiltlich

Fulvestrant (ICl 182,780) Sigma, Minchen 14409

2.6 Zelllinie

Die in dieser Arbeit verwendete primare Zelllinie PRSMC wurde im Haus aus den Aorten von
adulten weiblichen Wistar Ratten (Harlan Winkelmann, Deutschland) isoliert und in den

Passagen 5 bis 10 fiir die beschriebenen Versuche herangezogen.

2.7 Puffer, Losungen und Medien

2.7.1 Puffer, Losungen und Medien fiir die Isolation von glatten GefaBmuskelzellen aus

der Rattenaorta (PRSMC)

= 1xPBSpH7,4

Inhaltsstoffe Volumen/ 500 ml Endkonzentration
1x PBS pH 7,4 (siehe 2.7.2) 498,0 ml 1x
Pen/Strep 1,0 ml 20 U/ml und 0,02 mg/ml
Fungizone Amphotericin B 1,0 ml 0,5 ug/ml
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= 0,9 %ige NaCl-Losung fiir die PRSMC-Isolierung

Inhaltsstoffe

Volumen/ 250 ml

Endkonzentration

Pen/Strep 0,75 ml 30 U/ml und 0,03 mg/ml
Fungizone Amphotericin B 0,75 ml 0,75 pg/ml
0,9 % NaCl-Losung ad 250,0 ml

= Collagenase-Losung

Inhaltsstoffe

Volumen bzw. Gewicht/ 50 ml

Endkonzentration

Collagenase Typ 2
(Wor%hington?lz46E8823) 02¢g 920 U/m|
BSA 10g 0,02 g/ml
PBS ad 50,0 ml 1x
- steril filtrieren
Pen/Strep 0,1 ml 20 U/ml und 0,02 mg/ml
Fungizone 0,1 ml 0,5 pg/ml
= Medium

Inhaltsstoffe

Volumen/ 500 ml

Endkonzentration

FCS 75,0 ml 15%
Pen/Strep 5,0 ml 100 U/ml und 2,5 mg/ml
Fungizone 5,0 ml 2,5 pg/ml
Medium M-199 ad 500,0 ml 1x

2.7.2 Zellkultur

= 1x PBS pH 7,4 zum Waschen der Zellen

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 5 | Endkonzentration
NaCl [58,44] 40,0¢g 137 mM
KCl [74,56] 10g 2,7 mM
Na,HPO,*2H,0 [177,99] 7,28 8,1 mM
KH,PO, [136,09] 1,02 g 1,5 mM
dH,0 ad 5,01
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= Wachstumsmedium fir PRSMC

Inhaltsstoffe

Volumen/ 500 ml

Endkonzentration

FCS (Biochrom AG # S0615) 50,0 ml 10 %
Pen/Strep 5,0 ml 100 U/ml und 2,5 mg/ml
Fungizone 5,0 ml 2,5 pg/ml
Medium M-199 (Gibco, # 22340) ad 500,0 ml 1x

=  Behandlungsmedium fiir PRSMC

Inhaltsstoffe

Volumen/ 500 ml

Endkonzentration

FCS steroidhormonfrei

I 109
(cc pro #5-15-M) >0,0m 0%
Pen/Strep 5,0 ml 100 U/ml und 2,5 mg/ml
Medium M-199 (Gibco, # 22340) ad 500,0 ml 1x

= Stocklosungen der Steroidhormone, ER-Agonisten und des ER-Antagonisten

0 DMSO-Stocklésungen

Komponente (MW [g/mol])

Gewicht/ 1 ml DMSO

___ Endkonzentration

ALDO [360,45] 5,0 mg 13,87 mM
E2 [272,4] 5,0 mg 18,35 mM
16a-LE2 [328,4] 5,0 mg 15,22 mM
8B-VE2 [298,4] 5,0 mg 16,76 mM
ICl 182,780 [606,7] 5,0 mg 8,24 mM

0 Cyclodextrin-Stocklésungen

(2-Hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (Cyclodextrin) (23 mg/ml H,0)

ALDO [13,87] 14,42 pl 0,2mM
E2 [18,35] 10,9 0,2mM
160-LE2 [15,22] 13,1 pl 0,2mM
8B-VE2 [16,76] 11,9 pl 0,2mM
ICI 182,780 [8,24] 242,7 ul 2mM
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0 PBS-Stocklésungen

Komponente in Cyclodextrin

(Konz. [mM])

Volumen/ ad 1 ml 1x PBS

Endkonzentration

ALDO [0,2] 50,0 il 10 uM
E2[0,2] 50,0 ul 10 uM
16a-LE2 [0,2] 50,0 ul 10 uM
8B-VE2 [0,2] 50,0 ul 10 uM
IC1 182,780 * 500,0 pl 1mM

= Medien fiir die Behandlung der PRSMC mit Steroidhormonen, ER-Agonisten und ER-

Antagonist

Komponente in 1x PBS

Volumen/ ad 1 ml

Endkonzentration

(Konz. [uM])

Behandlungsmedium

ALDO [10] 10,0 pl 100 nM
E2 [10] 10,0 pl 100 nM
160-LE2 [10] 10,0 pl 100 nM
8B-VE2 [10] 10,0 pl 100 nM
ICI 182,780 [1000] 100,0 pl 100 pM

=  Einfriermedium

Inhaltsstoffe

Volumen/ 10 ml

Endkonzentration

Wachstumsmedium fiir PRSMC 6,0 ml 60 %
DMSO 2,0 ml 20 %
FCS (Biochrom AG # S0615) 2,0 ml 20%

2.7.3 Western Blot

= R|PA-Puffer

Volumen bzw.

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Stock-Lsg. Gewicht/100 ml Endkonzentration
NaCl [58,44] 1,0M 15,0 ml 150,0 mM
Tris [121,14] 1,0M 5,0 ml 50,0 mM
PMSF [174,19] 100,0 mM 1,0 ml 1,0 mM
IGEPAL CA-630 1,0 ml 1,0%

DOC [416,6] 10% 5,0 ml 0,50 %
SDS [288,38] 10% 1,0 ml 0,10 %
dH,0 ad 100,0 ml
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= Ax Laemmli-Puffer

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Volumen bzw. Gewicht/ 10 ml \ Endkonzentration
1M Tris pH 6,8 2,4 ml 0,24 M
SDS [288,38] 08¢g 0,08 %
Glycerol [92,1] 4,0 ml 0,4%
B-Mercaptoethanol [78,13] 1,0 ml 0,1%
Bromphenolblau [669,96] 0,1 ml 0,01%
dH,0 2,8 ml

= 1,5MTris pH 8,8

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration

Tris [121,14] 18,15¢g 1,5M
dH,0 ad 100,0 ml

= 1,0MTris pH 6,8

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration

[ Tris [121,14] 12,0g 1,0 M

dH,0 ad 100,0 ml

= 10%SDS pH 8,0

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration

[ sbs [288,38] 100g 10,0 %

dH,0 ad 100,0 ml
=  SDS-Gele
O Trenngel
Inhaltsstoffe

- dH,0 11,39 ml 9,69 ml 8,02 ml 6,69 ml 4,69 ml
1,5 M Tris pH 8,8 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml
10 % SDS 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Acrylamid/Bis (30 %-Stock) 3,3 ml 5,0 ml 6,67 ml 8,0 ml 100,0 ml
10 % APS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
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0 Sammelgel

Inhaltsstoffe

Volumen 10 ml fiir 2 Gele

dH,0 5,65 ml
1,0 M Tris pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 0,1ml
Acrylamid/Bis (30 %-Stock) 1,7 ml
10 % APS 0,05 ml
TEMED 0,01 ml

= 5xPBSpH7,4

Endkonzentration

Endkonzentration

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 5 | (5%) (1x)
NaCl [58,44] 20,0g 342,0 mM 68,4 mM
NaH,P0,*H,0 [137,99] 11,73 g 85,0 mM 17,0 mM
Na,HPO, [141,96] 41,17 g 290,0 mM 58,0 mM
dH,0 ad 5,0 |

= 5x Elektrophorese-Puffer pH 8,3

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Endkonzentration

Gewicht/ 5 |

Endkonzentration

(5x)

(1x)

Tris [121,14] 75,0 g 0,62 M 124,0 mM
Glycin [75,07] 360,0¢g 4,8M 960,0 mM
SDS 250¢g 0,50 % 0,10 %
dH,0 ad 5,01

® Transfer-Puffer pH 8,3

Inhaltsstoffe

Stock-Lsg.

Volumen/ 11

‘ Endkonzentration

5x Elektrophorese Puffer pH 8,3 5x 200,0 ml 1x
MeOH 100 % 200,0 ml 20,0% I
dH,0 ad 1,01 I

=  Waschlésung

Inhaltsstoffe Stock-Lsg. Volumen/ 11 Endkonzentration
5x PBSpH 7,4 5x 200,0 ml 1x
Tween20 100 % 0,5 ml 0,05 % |
dH,0 ad 1,0 |
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= Blocklésung

Inhaltsstoffe Stock-Lsg. Volumen/ 100 ml Endkonzentration
5x PBSpH 7,4 5x 20,0 ml 1x
Magermilchpulver 50¢g 5,0% ||
dH,0 ad 100,0 ml I
2.7.4 Immunhistochemie

= 49%PFA

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Gewicht/ 100 ml

Endkonzentration

PFA [30,03 als Monomer]

408

4,0 %

1x PBSpH 7,4

ad 100,0 ml

=  Permeabilisierungsldsung

Inhaltsstoffe

Volumen/ 50 mi

Endkonzentration

Nonidet P40

1,0 ml

2,0%

1x PBS pH 7,4

ad 50,0 ml

= Blockierlésung

Inhaltsstoffe

Volumen/ 5 ml

Endkonzentration

Eselserum 0,5 ml 10,0 %
1x PBS pH 7,4 ad 5,0 ml I
= DAPI

Inhaltsstoffe

Volumen/ 50 mi

Endkonzentration

DAPI [10 mg/ml]

0,1 ml

0,2 %

1x PBS pH 7,4

ad 50,0 ml
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2.7.5 Puffer fiir SOD Assay

=  HEPES-Puffer pH 7,2

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 100 ml ||

Endkonzentration

HEPES [238,3]

476,6 mg

20 mM

ad 100,0 ml

= Homogenisierungspuffer

EGTA [380,35] 38,03 mg 1mM
Mannitol [182,17] 3,82¢g 210 mM
Sucrose [342,2] 2,39g 70 mM
20 mM HEPES-Puffer pH 7,2 ad 100,0 ml

2.7.6 Puffer und Lésungen fiir Katalase Assay

= K,;HPO4-L6sung

Endkonzentration

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])
K,HPO, [174,18]

Volumen bzw. Gewicht/ 100 ml ||

1,74 g

1M

[ dH.0

ad 100,0 ml

= KH;PO4-Lésung

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 100 ml ‘

Endkonzentration

KH,PO, [136,09]

1,36g

1M

[ dH.0

ad 100,0 ml

= 50 mM Kaliumphosphat-Lésung pH 7,4

Inhaltsstoffe

Volumen bzw. Gewicht/ 200 ml |

Endkonzentration

1 M K,HPO, —Lsg. 6,15 ml 30 mM
[ 1 M kH,PO, -Lsg. 3,85 ml 20 MM
[ dH.0 190,0 ml
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= Homogenisierungspuffer pH 7,0

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 100 ml ‘

Endkonzentration

EDTA [372,24]

32,22 mg

1mM

|| 50 mM Kaliumphosphat-Lsg.

ad 100,0 ml

50 mM

2.7.7

Puffer und Lésungen fiir Glutathion Assay

= 50 mM MES-Puffer pH 6,5

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Endkonzentration

MES [195,2]

Volumen bzw. Gewicht/ 100 ml ||

0,976 g

50 mM

[ dH.0

ad 100,0 ml

=  MES-Puffer

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 100 ml ‘

Endkonzentration

EDTA [372,24]

37,22 mg

1mM

[ 50 MM MES-Puffer pH 6,5

ad 100,0 ml

=  MPA-L&sung

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 50 ml |

Endkonzentration

MPA [372,24]

508

10 %

[ dH.0

ad 50,0 ml

= TEAM-Reagenz

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 1 ml

Endkonzentration

7,5 M TEAM [149,19]

0,531 ml

4 M

[ dH.0

ad 1,0 ml

= 2-Vinylpyridin-Lésung

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 1 ml

Endkonzentration

9,26 M 2-Vinylpyridin [105,14]

0,108 ml

1M

|| Ethanol

ad 1,0 ml
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2.7.8

Puffer und Lésungen fiir GGPDH Assay

= Tris-HCI-Puffer mit MgCl, pH 7,8

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 1|

Endkonzentration

TRIS [157,6] 8,67¢ 55 mM
[ Mg, 195,21] 314,2 mg 3,3 MM
[ dH.0 ad 1,0 |

=  Glycin-Puffer

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 1|

Endkonzentration

Glycin [75,07]

375,0 mg

5mM

[ dH.0

ad 1,0 |

*= 6 mM NADP"

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 10 ml ‘

Endkonzentration

NADP* [743,41]

44,6 mg

6 mM

ad 10,0 ml

= 100 mM Glukose-6-phosphat

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Volumen bzw. Gewicht/ 10 ml |

Endkonzentration

Glukose-6-phosphat [282,12]

282,12 mg

100 mM

ad 10,0 ml

=  Glukose-6-phosphat Dehydrogenase-Lésung

Inhaltsstoffe

Volumen bzw. Gewicht/ 1 ml ‘

Endkonzentration

G6PDH [300 U/ml]

0,05 ml

6 U/ml

||5mM Glycin-Puffer

ad 1,0 ml
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2.8

Software

Microsoft Office 2003

Adobe Photoshop 7.0

SigmaStat 2.03

MRXe Revelation

Keyence BZ 8000, BZ image analysis application
Keyence BZ 8000, BZ observation application
ScanPacK 3.0

Epson Scan Expression 1600

easyWIN basic
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung und Kultivierung von PRSMC

Die Isolation von PRSMC aus der Aorta von weiblichen Wistar Ratten erfolgte jeweils an 2 mit
Avertin euthanasierten Tieren. Nach Herzstillstand erfolgten eine Thorakotomie und die zligige
Entfernung des Herzens. AnschlieBend wurde die Aorta freigelegt und intakt in einem Stick
entnommen. Die Aorten wurden in einer 0,9 %igen NaCl-Lsg. von Fett- und Bindegewebe
befreit und anschlieRend dreimal in frischer und eiskalter 0,9 %ige NaCl-Losung gewaschen. Alle
nachfolgenden Schritte wurden unter der Sterilbank unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt:
Die Aorten wurden longitudinal mit einer Schere gedffnet. Nach mechanischer Entfernung der
Endothelzellen und der Adventitia mit der Klinge eines Skalpells (hierbei wurden die Aorten von
beiden Seiten grindlich abgeschabt) wurden die Aorten in kleine Stiicke (<2cm) zerteilt und in
1x PBS dreimal grindlich gewaschen. Die Aortenstlicke wurden ein weiteres Mal mechanisch
mit einem Skalpell zerkleinert, bevor sie schlielllich in einer Collagenase-Lsg. fir 30 min bei
geringster Geschwindigkeit auf einem Magnetrihrer verdaut wurden. Nach der Inkubationszeit
wurde der Zelliberstand in FCS lberfihrt und die verbleibenden Gewebestlicke einem zweiten
Collagenaseverdau unterzogen. Die Zellen wurden im Anschluss bei 1000 rpm fir 10 min bei RT
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 5 ml Medium resuspendiert und schliefRlich auf
2 Wells einer 6 Well Platte ausplattiert. Die Inkubation der adhdrenten, primdren Zelllinie
erfolgte bei 37°C in einer 5 %igen CO,-Atmosphdre mit einem Mediumwechsel im
Zweitagesrhythmus.

Die Kultivierung der frisch isolierten Zellen erfolgte bis zur Semikonfluenz. Zu diesem Zeitpunkt
wurden die Zellen in Zellkulturflaschen passagiert und die Kultivierung in héhere Passagen
weiterverfolgt. Hierbei wurden die PRSMC alle 2 Tage mit 1x PBS gewaschen und das
Wachstumsmedium erneuert.

Das Zellsplitting erfolgte bei ca. 80-90 %ige Konfluenz. Die Zellen wurden gewaschen, mit
0,05 % Trypsin-EDTA fir 10 min bei 37°C enzymatisch vom Boden der Zellkulturgefalle abgelost
und bei 1000 rpm fir 10 min bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend im

Verhaltnis 1:3 oder 1:5 auf neue ZellkulturgefaRe aufgeteilt.
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Die Reinheit der PRSMC-Kultur wurde zum einen lichtmikroskopisch anhand des fir glatte
GefaBmuskelzellen typischen ,Berg- und Talmusters” des Zellverbandes verifiziert, zum
anderen durch immunhistoloische Fluoreszenzfarbungen mit einem monoklonalen anti-Smooth

Muscle Actin Antikorper.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um die Zellen fir langere Zeit lagern zu konnen, wurden diese bei -80°C konserviert. Zellen, die
90-100 %ige Konfluenz besalBen, wurden mit 1x PBS gewaschen und durch die Zugabe von
0,05 % Trypsin-EDTA vom Boden des KulturgefalRes abgeldst. Nach einem Zentrifugationsschritt
(1000 rpm, 10 min, RT) wurde das Zellpellet in Einfriermedium resuspendiert und 1:3 in
Kryoréhrchen aliquotiert. Die Zellen wurden zunachst bei -20°C eingefroren (mehrere Stunden)
und anschlieBend bei -80°C bzw. in flissigem Stickstoff konserviert.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese fir 30sec im 37°C Wasserbad erwdrmt. Durch
Hinzupipettieren von 1ml Kulturmedium tauten die Zellen vollstandig auf. Je nach
Verwendungszweck bzw. -zeitpunkt wurden die PRSMC auf eine entsprechende Anzahl
KulturgefaBe mit definiertem Mediumvolumen separiert. Nach etwa 24 h waren die Zellen

adharent und das Wachstumsmedium konnte erneuert werden.

3.1.3 Hormonbehandlung der PRSMC als primarer Schritt aller Experimente

Alle nachfolgend beschriebenen Experimente wurden an PRSMC in den Zellpassagen 5-10
durchgefiihrt, die einer Vorbehandlung mit Hormonen unterzogen waren. Die Zellen wurden in
entsprechenden ZellkulturgeféaBen (Chamber Slides, 10 cm Schalen) bis zu einer ca. 70 %igen
Konfluenz kultiviert und anschliefend, nach einem Waschschritt mit 1x PBS, fiir 48 h mit dem
jeweiligen Behandlungsmedium (siehe 2.7.2) inkubiert. Der Zeitraum von 48 h wurde gewahlt,
um eine eventuelle differentielle Proteinexpression, beeinflusst durch die Hormonbehandlung,

zu gewabhrleisten.
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Die PRSMC wurden mit folgenden hormonversetzten Medien behandelt:
= Placebo-Lésung als Kontrolle , enthélt keine Steroidhormone (Placebo)
= 100 nM ALDO (ALDO)
= 100 nM ALDO und 100 nM E2 (ALDO+E2)
= 100 nM E2 (E2)
= 100 nM ALDO und 100 nM 16a-LE2 (ALDO+16a-LE2)
= 100 nM ALDO und 100nM 8B-VE2 (ALDO+8[-VE2)
In ausgewadhlten Experimenten wurden die Zellen zusatzlich mit dem ER-Antagonisten

ICI 182,780 (ICl) oder dem Reduktionsdquivalent NADPH fiir 48 h bzw. 3 h inkubiert.

3.2 Bestimmung der lokalen ROS-Generierung in hormonbehandelten
PRSMC mittels Dihydroethidium (DHE)-Fluoreszenzmikroskopie und

Quantifizierung der DHE-Fluoreszenzintensitat

3.2.1 DHE-Fluoreszenzmethode

Die Bestimmung der intrazelluldren ROS-Generierung bzw. 0,"-Generierung wurde in-situ mit
dem Farbstoff Dihydroethidium (DHE, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) analysiert. DHE ist
das reduzierte Derivat von Ethidium, das auf Grund seiner hydrophoben und chemisch
neutralen Eigenschaften extra- und intrazellulare Membranen frei passieren kann.?* Durch 0,"
kann DHE durch eine 2-Elektronen-Oxidation zu Ethidium umgesetzt werden. Ethidium
wiederum ist membranimpermeabel und interkaliert auf Grund seiner positiven Ladung in die
nukledre DNA, was eine rote Fluoreszenz der Nuklei zur Folge hat.”* Die lokale
ROS-Generierung der Zellen kann daher durch das rote Fluoreszenzsignal von Ethidium
detektiert werden und miihelos von dem blauen und zytosolischen Fluoreszenzsignal von
nicht-oxidiertem DHE unterschieden werden.

Innerhalb dieser Arbeit wurde die lokale ROS-Generierung von hormonbehandelten PRSMC
mittels der DHE-Fluoreszenzmethode untersucht. PRSMC wurden hierzu auf 4 bzw. 8 Well
Chamber Slides ausplattiert und fiir 48 h mit den entsprechenden Hormonen inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurde das hormonversetzte Medium durch Medium ersetzt,

das zusatzlich mit 100 uM DHE angereichert war. Die PRSMC wurden anschliefSend fir 30 min
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bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit 1x PBS unter
verminderter Lichteinstrahlung wurden die Zellen fiir 10 min mit 4 % PFA fixiert und die
Zellkerne mit DAPI angefarbt (10 min, RT, im Dunkeln). Die Zellen wurden ein weiteres Mal
griindlich mit 1x PBS gewaschen und abschlieBend mit VectaShield Mounting Medium (Vector
Laboratories, Otzberg, Deutschland) eingedeckt. Die Auswertung der DHE-Fluoreszenz und die
Fluoreszenzmikrophotographie erfolgte mit einem Fluoreszenz Imaging System

(Keyence/Biozero, BZ 8000, BZ observation application, Neu-Isenburg, Deutschland).

3.2.2 Quantifizierung der DHE-Fluoreszenzintensitat

Um die DHE-Fluoreszenzintensitat quantitativ zu erfassen und eine Aussage Uber die lokale
ROS-Generierung in hormonbehandelten PRSMC treffen zu kdnnen, wurde die Pixeldichte von
ca. 300 Zellen pro Behandlungsgruppe aus 3 bis 4 unabhangigen Experimenten bestimmt. Die
unter identischen Bedingungen aufgenommenen Fluoreszenzmikrophotographien wurden mit
Hilfe der BZ Analyzer Software (Keyence/Biozero, BZ 8000, BZ image analysis application,
Neu-lsenburg, Deutschland) ausgewertet. Hierbei wurde sowohl die Pixeldichte der
DAPI-Fluoreszenz als auch der DHE-Fluoreszenz bestimmt und in ein DHE/DAPI-Verhiltnis
gebracht. Diese Daten wurden schlieBlich zu denen der Placebo-Gruppen normalisiert und

hierdurch eine relative DHE-Fluoreszenzintensitat zur Placebogruppe errechnet.

3.3 Proteinanalytische Methoden

3.3.1 Proteinextraktion aus Zellen

Die Proteinextraktion aus hormonbehandelten PRSMC wurde stets vor allen
proteinanalytischen und biochemischen Methoden durchgefiihrt. Hierbei wurde zuerst das
Behandlungsmedium von den Zellen abgenommen und diese 2x mit eiskaltem 1x PBS
gewaschen. Ein definiertes Volumen Extraktionspuffer (siehe jeweiliger Abschnitt) wurde auf
die Zellen pipettiert, diese mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale abgeldst, und die
Zellsuspension anschlieBend in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Die intrazellular

lokalisierten Proteine wurden durch einen Zellaufschluss in Losung gebracht. Die Zellsuspension
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wurde hierzu 8-10mal mit einer Insulinspritze aspiriert und mit Druck zurlick durch die diinne
Offnung der Nadel gepresst. Die Suspension wurde durch Zentrifugation (10000 g, 15 min, 4°C)
in Membranbestandteile und Zelliiberstand separiert. Die Proteine blieben im Uberstand, der in
ein separates Reaktionsgefal Giberflihrt und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung konserviert

wurde.

3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Um die Zelllysate fiir weitere Analysen verwenden zu konnen, musste ihre
Proteinkonzentration bestimmt werden. Dafir wurde ein 1976 von Bradford etabliertes

236 Zunachst wurden Losungen mit definierten Proteinmengen von BSA

Verfahren durchgefiihrt.
hergestellt. Von jedem dieser Standards und der zu messenden Proben wurde 1 pl zu 799 pl
dH,0 zugegeben und mit 200 pl Bradford-Losung (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) vermischt.
Die Losungen wurden in Kivetten Gberfiihrt und in einem Photometer, das vorher mit einer
Referenz (800 pl Wasser + 200 pl Bradford-Reagenz + 1 ul Extraktionspuffer) geeicht wurde, bei

595 nm gemessen. Mit Hilfe der BSA-Eichkurve konnte die Proteinkonzentration der einzelnen

Proben bestimmt werden.

3.3.3  Western Blot zur Bestimmung der Proteinexpression

Die differentielle Expression spezifischer Proteine und Enzyme hormonbehandelter PRSMC
wurde mittels Western Blot Analysen und entsprechender Antikdrpern bestimmt.

Zunachst wurden die Proteine der PRSMC extrahiert, indem die Zellen (10cm Zellkulturschale)
in 200 pl RIPA-Puffer, versetzt mit einem Protease Inhibitor Cocktail (1:25 Roche Diagnostics
GmbH, Germany), aufgeschlossen wurden.

Nach Bestimmung und Einstellung der Proteinkonzentration wurden die Proteinextrakte mit
4x Laemmli-Puffer (v/v 1:4) versetzt und bei 95°C fir 10 min denaturiert. 20-40 pg
Gesamtprotein jeder Probe wurden anschlieBend mittels 10-15 % SDS-PAGE hinsichtlich ihrer
GroBe aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Proteine durch einen elektrophoretischen
Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (ibertragen. Die Membran wurde nachfolgend fir
mindestens 2 h in Blockldsung inkubiert, um unspezifische Antikérperbindungen zu verhindern.

Die Inkubation mit dem Primarantikorper (Verdinnung in Blocklosung), der spezifisch an das zu
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analysierende Protein bindet, erfolgte standardmaRig UN bei 4°C. Am nichsten Morgen wurde
die Membran mit 1x PBS/Tween grindlich gewaschen (mind. 5x fir je 10 min) und mit einem
speziesspezifischen HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper fiir 2 h bei RT inkubiert.

Nach weiteren Waschschritten (1x PBS/Tween, >3x je 10 min) erfolgte schlieRlich die
Visualisierung des detektierten Proteins durch die ECL-Methode (GE Healthcare), nach
Anleitung des Herstellers.

Um sicher zu stellen, dass unterschiedlich starke Proteinbanden tatsachlich aus einer
differentiellen Proteinexpression resultieren, wurde bei jeder Membran stets eine
Ladekontrolle der Proteinmenge bzgl. des ubiquitir exprimierten Proteins GAPDH
durchgefiihrt. Die densitometrische Analyse der Proteinbanden im Verhaltnis zur Ladekontrolle

GAPDH erfolgte mit der ScanPacK 3.0 Software.

34 Immunhistochemie

Fiir die intrazelluldre Detektion und Lokalisierung von spezifischen Proteinen innerhalb der
hormonbehandelten PRSMC wurden immunhistochemische Farbungen mit spezifischen
Antikorpern fir das jeweils zu untersuchende Protein durchgefihrt.

Hierbei wurden die hormonbehandelten PRSMC (kultiviert in 4 bzw. 8 Well Chamber Slides)
nach Beendigung der 48-stiindigen Inkubationszeit griindlich mit 1x PBS gewaschen (>2x), um
Mediumreste und tote Zellen zu entfernen. Die Zellen wurden im Anschluss mit 4 % PFA
(10 min, RT) fixiert und erneut dreimalig mit 1x PBS gewaschen. Die Permeabilisierung der
Zellmembranen erfolgte mit Permeabilisierungslosung (10 min, RT) vor der Blockierung der
unspezifischen Antikorperbindungen (Blockierlsg. >1h, RT). Die Inkubation mit dem
Primarantikérper (entsprechende Verdiinnung in Blockierlsg.) erfolgte standardmiRig UN bei
4°C. Am nachsten Morgen wurde die Primarantikorperlsg. grindlich abgewaschen (3x mit
1x PBS fir mind. je 10 min) und die Zellen mit einem Spezies-spezifischen AlexaFluor
gekoppelten Sekundarantikérper (entsprechende Verdinnung in Blockierlsg.) fur 3 h bei RT im
Dunkeln inkubiert. Anschliefend wurde der Sekundarantikérper griindlich abgewaschen (3x mit
1x PBS fir mind. je 10 min) und die Zellkerne mit DAPI angefarbt (10 min, RT, im Dunkeln). Nach

den abschlieBRenden Waschschritten (3x mit 1x PBS fiir mind. je 10 min) und dem Eindeckeln
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der PRSMC mit VectaShield Mounting Medium wurde die immunhistochemische Farbung am

Fluoreszenzmikroskop (Biozera BZ-8000K) analysiert.

3.5 Biochemische Untersuchungen
3.5.1 Enzymaktivitaitsmessung der SOD

Die Bestimmung der SOD-Enzymaktivitdt in hormonbehandelten PRSMC wurde mit dem
Superoxid-Dismutase Assay Kit (Cayman) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die
Aktivitdt der zytosolischen und mitochondrialen SOD wurde hierbei indirekt mittels
photometrischer Messung bei 450 nm mit dem Dynex MRC ELISA-Reader analysiert. Der
Theorie dieses Assays liegt die Generierung eines wasserloslichen Formazan Farbstoffes aus
einem Tetrazoliumsalz in Anwesenheit von 0,"" zugrunde. O, wird hierbei durch die Xanthin
Oxidase aus molekularem Sauerstoff und Xanthin generiert und katalytisch durch die SOD der
zu analysierenden Proben in molekularen Sauerstoff und Wasserstoffperoxid abgebaut. Die
Umwandlung des Tetrazoliumsalzes zum Farbstoff Formazan und die damit assoziierte
Absorptionsdanderung sind umso geringer, je groRer die SOD-Aktivitat der Probe ist (Abb. 11).
Eine SOD-Standardkurve aus boviner Erythrozyten-SOD bekannter Aktivitat wurde fur die

Kalkulation der SOD-Aktivitat in den analysierten Proben herangezogen.

Xanthine 20,

Y

Xanthine oxidase

H,O, ’/ k
i 20, Tetrazolium salt

Uric acid 2

Formazan dye

5

Abb. 11: Schema des Superoxid-Dismutase Assays ©Cayman Chemical Company

60



Methoden

Vor den eigentlichen Messungen der SOD-Aktivitat war es erforderlich, durch Vorversuche die
optimale Proteinkonzentration der Proben zu ermitteln, so dass sich die Messergebnisse
innerhalb der SOD-Standardkurve befinden. Hierbei ergab sich eine Gesamtproteinmenge von
2,5 ug/Probe. Nach dem Abernten und AufschlieBen der Zellen in 100l
Homogenisierungspuffer wurde die Zellensuspension bei 1500 g fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert.
Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde bestimmt und die Zelllysate auf die ermittelte
Proteinkonzentration von 0,25 pg/ul eingestellt. Die Proben wurden bei -80°C bis zur Messung
ihrer SOD-Aktivitat konserviert. Der Enzymassay sowie die Auswertung der SOD-Aktivitat
wurden nach Herstellerprotokoll ausgefuhrt. Die Enzymaktivitdt wurde in U/ml angegeben,
wobei 1U als die Enzymmenge definiert ist, die bendtigt wird um 50 % Dismutation des

0,"-Radikals zu gewihrleisten.

3.5.2 Enzymaktivitditsmessung der Katalase

Die Messung der Katalase-Aktivitat erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit dem Catalase
Assay Kit (Cayman). Der theoretische Hintergrund dieses Assays basiert auf der bifunktionellen
Enzymaktivitit der Katalase.”” Das Enzym besitzt neben seiner katalytischen Aktivitat, bei der
Wasserstoffperoxid zu Wasser und molekularem  Sauerstoff neutralisiert wird
(2H,0, 2 0, + H,0), auch peroxidative Aktivitat, indem kurzkettige aliphatische Alkohole,
gleichzeitig als Substrat und Protonendonator zusammen mit Wasserstoffperoxid zu Wasser
und Aldehyd umgewandelt werden (H,0, + AH; = A + 2H,0). In dem hier durchgefiihrten Assay
wird Methanol durch die Aktivitat der Katalase in Gegenwart einer optimalen Konzentration
von H,0;, zu Wasser und Formaldehyd umgewandelt. Das generierte Formaldehyd wiederum
bildet in einem zweiten Reaktionsschritt spezifisch mit dem Chromogen Purpald®
(4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) eine heterozyklische Zwischenverbindung, die

237, 2 .
d.2”" 2% Die

durch Kaliumperiodat zu einem stabilen, violetten Farbstoff oxidiert wir
Generierung des Farbstoffs kann photometrisch nachgewiesen werden und ist direkt
proportional zur gebildeten Formaldehydmenge und folglich zur Katalase-Aktivitdat. Die
Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgt in Unit ([U] = [nmol/min/ml]) und ist definiert als die
Enzymmenge, die bendtigt wird, um 1 nmol Formaldehyd pro Minute bei 25°C zu generieren.

Fir die Durchfiihrung des Assays wurde vorab die einzusetzende Proteinmenge standardisiert.

Hierbei ergab sich eine Gesamtproteinmenge von 5 pg/Probe als optimal. Das Abernten der
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hormonbehandelten PRSMC erfolgte in 100 pul Homogenisierungspuffer. Nach dem
Aufschlielen der Zellen wurden diese bei 10000 g fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert, die
Proteinkonzentration des Uberstandes bestimmt und auf 0,25 pg/ul eingestellt. Die
Proteinlysate wurden bis zur Enzymaktivitdtsmessung bei -80°C tiefgefroren. Der Assay sowie
die Auswertung der Katalase-Aktivitat wurden nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die
photometrische Bestimmung des generierten Farbstoffes erfolgte mit einem Tecan Spectra

ELISA-Reader bei 540 nm.

3.5.3  Enzymaktivitaitsmessung der GPx

Die Enzymaktivitat der Glutathion-Peroxidase wurde mit dem Glutathion Peroxidase Assay Kit
(BioVision) durch eine gekoppelte Reaktion mit dem Enzym Glutathion Reduktase (GR)
bestimmt. Bei der katalytischen Reduktion von H,0, zu Wasser durch die GPx wird GSH zu GSSG
oxidiert. GSSG wird durch die GR wiederum zu GSH reduziert, wobei NADPH als
Reduktionsmittel dient und dabei selbst zu NADP* oxidiert wird.* Die Abnahme einer
definierten NADPH-Konzentration ist hierbei direkt proportional zur GPx-Aktivitat und kann
photometrisch als Absorptionsanderung pro Zeiteinheit bestimmt werden. Durch die Steigung
einer NADPH-Standardkurve kann die Veranderung der NADPH-Konzentration in einer
definierten Zeitspanne ermittelt werden und folglich die Enzymaktivitdit der GPx in
nmol/min/ml kalkuliert werden. 1 nmol/min/ml = 1mU/ml ist definiert als diejenige
Enzymmenge, die bendtigt wird, um 1 pmol NADPH pro Minute bei 25°C zu NADP* zu oxidieren.
Die Durchfuihrung des Assays erfolgte nach Herstellerprotokoll. Die Zellen wurden jedoch nur
mit 100 pl Assay Puffer und einem Zellschaber von den Zellkulturschalen abgel6st. Die in
Vorversuchen ermittelte optimale Proteinkonzentration betrug 0,75 pg/ul und die kinetische
Bestimmung der Absorptionsanderung erfolgte mit einem Dynex MXR ELISA-Reader Uber

25 min, bei einer Wellenldange von 340 nm, in einem Zeitintervall von 1 min.
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3.5.4 Bestimmung der Glutathion-Konzentration

Die Bestimmung der Glutathion-Konzentration in hormonbehandelten PRSMC erfolgte mit dem
Glutathion Assay Kit (Cayman) nach Anleitung des Herstellers. Durch die Quantifizierung der
intrazellularen Gesamtglutathionmenge (reduzierte und oxidierte Form) und der
Quantifizierung der GSSG-Menge, kann mit Hilfe dieses Assays die Gesamtmenge an
reduziertem Glutathion in den Zellen kalkuliert werden.

Die Anwesenheit des Enzyms GR gewahrleistet in einem ersten Reaktionsschritt die Reduktion
von intrazellularem GSSG zu GSH unter Verbrauch von NADPH. NADPH wird wdhrend des
Assays durch die Zugabe von NADP* und Glukose-6-phosphat durch die G6PDH generiert. Die
Gesamtglutathionmenge der Proben wird schlieflich tGber folgenden Reaktionsweg bestimmt:
Die Sulfhydrylgruppe des GSH reagiert mit dem Ellman’s Reagenz DTNB (5',5'-Dithiobis-(2-
nitrobenzoesdure)) zu TNB (2-Nitro-5-Thiobenzoesdure). Bei dieser Reaktion entsteht
gleichzeitig ein Disulfid-Zwischenprodukt aus GSH und TNB, das sogenannte GSTNB. GSTNB
wiederum wird durch die GR reduziert, wodurch GSH recycelt wird und zusatzlich weiteres TNB
entsteht (Abb. 12). Die Rate der TNB-Generierung ist direkt proportional zu dieser Recycling
Reaktion und damit wiederum direkt proportional zur gesamt GSH-Konzentration in der zu
quantifizierenden Probe. Die TNB-Generierung kann photometrisch bei 405 nm bestimmt
werden, und mittels einer Glutathion-Standardkurve kann die Glutathionmenge der

analysierten Probe in [uM] kalkuliert werden.

Glutathione Reductase

GSSG » 2 GSH

TNB .\/. GSH \ ~ DTNB

{._T].ut&thlﬂ ne lR-E'd ucrase

\ GSTNB ‘/\" TNB

Abb. 12: GSH Recycling ©Cayman Chemical Company
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Die Quantifizierung der GSSG-Menge beruht auf demselben theoretischen Hintergrund wie die
Quantifizierung der gesamt GSH-Menge, jedoch ist vor der Messung das reduzierte Glutathion
mit 2-Vinylpyridin zu derivatisieren, so dass dieses im Reaktionszyklus nicht umgesetzt
Wird'239»242

Die Durchfihrung des Assays erfolgte mit Proteinlysaten von hormonbehandelten PRSMC nach
dem Herstellerprotokoll. Die Zellen (10 cm Zellkulturschalen) wurden mit 200 pl MES-Puffer
abgeerntet, aufgeschlossen und bei 10000 g fir 15 min bei 4°C zentrifugiert, bevor ihre
Proteinkonzentration bestimmt und mit MES-Puffer auf 0,5 pug/ul in einem Gesamtvolumen von
250 ul eingestellt wurde. Die Deproteinierung der Proben erfolgte im Anschluss mit
TEAM-Reagenz (v/v 1:1) vor der Separierung der Proben. Die photometrische Bestimmung der
Absorption von Standards und Proben erfolgte bei 405 nm mit dem Dynex MXR ELISA-Reader.
Die intrazelluldre totale Glutathion-Konzentration bzw. die GSH-Konzentration der Zellen wurde

anschlieRend mit Hilfe der Standardkurve in [uM] kalkuliert.

3.5.5 Quantifizierung der totalen NAD-Konzentration

Die Quantifizierung der intrazelluldaren NAD-Menge (totales NAD; reduziert und oxidiert) in
PRSMC erfolgte mit dem NAD'/NADH Quantification Assay Kit (BioVision) nach
Herstellerprotokoll. Die Theorie dieses Assays basiert auf der enzymatischen Reduktion des in
den Proben enthaltenen NAD® zu NADH, durch einen fiir NAD" spezifischen ,NAD Cycling
Enzyme Mix“ (enthaltene Reagenzien und Enzyme vom Hersteller nicht veréffentlicht). Mittels
dieser Reaktion wird das gesamte NAD® der Proben in NADH uberfiihrt, welches in einem
nachsten Schritt, durch Hinzufiigen des ,NADH Developer” (genaue Angaben zum Reagenz
wurden vom Hersteller nicht veréffentlicht), wieder zu NAD® oxidiert wird. Dieser
Reaktionszyklus (Abb. 13) wird solange aufrechterhalten, bis er durch Zugabe einer ,Stop
Solution” beendet wird. Der ,,NADH Developer” dient nicht nur als Oxidationsmittel flir NADH,
sondern wird bei dieser Reaktion selbst reduziert. Die reduzierte Form des ,NADH-Developers”
kann photometrisch bei 450 nm bestimmet werden und ist direkt proportional zur umgesetzten
NADH-Menge der Proben.

Nach der Proteinextraktion der hormonbehandelten PRSMC wurde die Proteinkonzentration
bestimmt, und auf die in Vorversuchen ermittelte optimale Proteinkonzentration von 2 pg/ul

mit ,,Extraction Buffer” eingestellt.
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NADH NADH-Developer,,
NADH
Cycling
Enzyme
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NAD" NADH-Developer, .,

Abb. 13: Reaktionszyklus des NAD*/NADH Quantification Assays

Bis zur Durchfiihrung des Assays wurden die Proben bei -80°C konserviert. Die photometrische
Bestimmung der NADH-Standards und Proben erfolgte mit dem Dynex MRX ELISA-Reader bei
450 nm. Die totale NAD-Konzentration der Proben wurde mittels einer NADH-Standardkurve

berechnet und in ng/mg Protein angegeben.

3.5.6 Quantifizierung der totalen NADP- sowie der NADPH-Konzentration

Die Quantifizierung der totalen NADP-Menge (NADP*+NADPH) in hormonbehandelten PRSMC
erfolgte mit dem NADP’/NADPH Quantification Assay Kit (BioVision) nach Anleitung des
Herstellers. Mit diesem Assay wurde ferner auch die NADPH-Menge in behandelten PRSMC
bestimmt.

Der Assays basiert auf derselben Methode wie der NAD"/NADH Quantification Assay (siehe
3.5.5). Der ,,NADPH Cycling Enzyme Mix“ sowie der ,NADPH Developer” in diesem Assay sind
jedoch spezifisch fiir NADPH.

Fiir die Quantifizierung der NADPH-Menge mussten die entsprechenden Proben fir 30 min bei
60°C inkubiert werden, wodurch es zu einem Zerfall des NADP" der Zellen kam und aus diesem
Grund ausschliefSlich NADPH gemessen werden konnte.

Die Durchfiihrung des Assays erfolgte nach Herstellerprotokoll mit 0,5 ug/ul Protein. Die
photometrische Bestimmung der NADPH-Konzentration erfolgte bei 450 nm mit dem Dynex
MRX ELISA-Reader und die NADP- bzw. NADPH-Konzentrationen der Zellen wurden in ng/mg

Protein errechnet.
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3.5.7 Enzymaktivitditsmessung der G6PDH

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Enzymaktivitdtsmessung der Glukose-6-phosphat
Dehydrogenase basiert auf der Anleitung nach Worthington.””* Bei der durch die G6PDH
katalysierten Reaktion von Glukose-6-phosphat und NADP* zu 6-Phosphoglucono-8-lacton und
NADPH umgewandelt. Das hierbei generierte NADPH lasst sich photometrisch bei 340 nm
bestimmen und ist direkt proportional zur GGPDH-Aktivitat.

Hormonbehandelte PRSMC (10cm Schalen) wurden nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem
1x PBS mit 2 ml 0,05 %igem Trypsin-EDTA enzymatisch vom Boden der Zellkulturschalen
abgelost. Durch Zugabe von 4 ml kaltem Behandlungsmedium wurde die Reaktion abgestoppt,
die Zellen in ein Falcon Uberfihrt und bei 2000 rpm fir 10 min bei 4°C zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde im Anschluss mit 1 ml 1x PBS gewaschen, ein weiteres Mal zentrifugiert
(15000 g, 10 min, 4°C) und schlieBlich in 100 pl Glycin-Puffer resuspendiert. Nach dem
AufschlieRen der Zellen und der Bestimmung der Proteinkonzentration wurde diese auf 4 pg/ul
eingestellt. Ein Reaktionsansatz bestehend aus 270 pl Tris-HCI-Puffer, 10 pl 100 mM Glukose-6-
phosphat und 10 upl 6 MM NADP* wurde in eine 96 Well Platte vorgelegt und bei 30°C fiir
7-8 min inkubiert. AnschlieRend wurden 10 pl (40 ug) der jeweiligen Probe hinzu pipettiert und
die Absorptionsanderung der Probe photometrisch bei 340 nm liber einen Zeitraum von 15 min
bei 37°C in einem Zeitintervall von 1 min mit dem Dynex MRX ELISA-Reader bestimmt. Die

Absorptionsanderung pro Minute konnte anschlieBend berechnet und mit der Formel

AA34o/m in

u/mg=
6,22 x mg Enzym / ml Reaktionsansatz

die Enzymaktivitat der G6PDH kalkuliert werden.

Um sicherzustellen, dass die gemessenen Werte tatsachlich spezifisch fir die G6PDH sind,
wurde bei jeder Messung stets eine Positivkontrolle (6 U/ml Glukose-6-phosphat
Dehydrogenase aus S. cerevisiae) anstelle der Probe eingesetzt. AuBerdem wurde durch Zugabe
von 100 mM 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzen, ein irreversibler Inhibitor der G6PDH,244 die

Inhibierung des Enzyms in jeder Probe nachgewiesen.
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3.6 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM, engl. standard
error of the mean) dargestellt. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe der SigmaStat
2.03 Software durch eine einfaktorielle Varianzanalyse (One Way ANOVA) von 3 oder mehr
unabhangigen Datengruppen mit nachfolgendem Post hoc-Test, bei dem alle Gruppen
paarweise miteinander verglichen wurden (Student-Newman-Keuls-Test).

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von *p<0,05 und **p<0,001 wurde als signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolation von PRSMC und Nachweis der ERa-, ERB- und

MR-Proteinexpression

Alle Experimente dieser Arbeit wurden an PRSMC durchgefiihrt. In einem ersten Schritt dieses
Projekts wurde daher ein standardisiertes Modell zur Isolierung und Kultivierung von PRSMC
erfolgreich etabliert. Der Reinheitsgrad der hierbei gewonnenen Kulturen war >95%.
Immunhistochemische Farbungen der Zellen (Abb. 14) mit einem Primarantikérper gegen das in
glatten GefalBmuskelzellen spezifische Protein des Zytoskeletts, a-Smooth Muscle Actin (aSMA),
bestatigten die aSMA-Expression in nahezu allen Zellen, wodurch eine Kontamination mit
anderen Zelltypen, wie Fibroblasten oder Endothelzellen, auszuschlieBen war. Die Zellzahl und
das Zellvolumen war zwischen der 4. und 12. Zellpassage konstant und friihestens ab

Zellpassage 14 zeigten sich phanotypische Verdanderungen der Zellmorphologie.

Abb. 14: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der a-Smooth Muscle Actin Farbung in PRSMC
PRSMC wurden mit a-Smooth Muscle Actin (rot) angefarbt, blau: DAPI-Farbung der Zellkerne.
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Mit spezifischen Antikérpern wurde ferner mittels Western Blot Analysen und
immunhistochemischen Farbungen die Expression der beiden ER-Subtypen ERa und ERB sowie
des MR in PRSMC nachgewiesen. In Abb. 15 sind fir jeden Rezeptortyp reprasentative
mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen zusammengestellt, die die Proteinexpression der
Rezeptoren in der etablierten Zelllinie belegen und ihre intrazelluldre Lokalisation darstellen.
Der ERa (Abb. 15A) konnte sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus der Zellen nachgewiesen
werden. Der ERB (Abb. 15B) konnte, basierend auf einer schwachen Bindungsaffinitat des
Antikorpers, lediglich im Nukleus detektiert werden, obwohl dieser Rezeptor auch
zytoplasmatisch lokalisiert sein sollte. Auch fir den MR (Abb. 15C) konnte nur ein schwaches
Fluoreszenzsignal detektiert werden, das seine intrazellulare Lokalisation zytoplasmatisch und
innerhalb des perinukledren Bereichs nachwies und nicht, wie erwartet, auch im Nukleus. Die
hier beschriebenen Befunde boten dennoch, auf Grund der Expression aller drei Rezeptortypen
in den PRSMC, die Grundvoraussetzung fir die Durchfiihrung des Projekts. Alle nachfolgend
beschriebenen Ergebnisse wurden in vitro an PRSMC zwischen der 5. und 10. Zellpassage

gewonnen.

15A)  DAPI-Firbung a-ERa Overlay

50um

50um
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50um
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15B)  DAPI-Farbung a-ERB Overlay

50um

50um

NK

50um

15C)  DAPI-Farbung Overlay

50um

50um

NK

50um

a-MR

Abb. 15: Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen der immunhistochemischen Farbung von PRSMC gegen ERa,
ERB und den MR

A) anti-ERa-Farbung: griin: spezifische Farbung des ERa. Die intrazelluldare Lokalisation des ERa ist sowohl
zytoplasmatisch als auch nukledr zu erkennen. blau: DAPI-Farbung der Zellkerne; In der Negativkontrolle (NK) war
keine Autofluoreszenz der PRSMC zu detektieren. B) anti-ERB-Farbung: grin: spezifische Farbung des ERP. blau:
DAPI-Farbung der Zellkerne. Die Lokalisation des ERP ist, auf Grund des schwachen Fluoreszenzsignals, lediglich im
Nukleus zu erkennen. C) anti-MR-Farbung: rot: MR innerhalb der PRSMC. blau: DAPI-Farbung der Zellkerne. Die
Detektion des MR ergab nur ein schwaches Fluoreszenzsignal des MR, so dass seine Lokalisation vorwiegend
zytoplasmatisch und perinukledr detektiert werden konnte.

70



Ergebnisse

4.2 Reduktion der ALDO-induzierten lokalen ROS-Generierung durch

Estrogene

Zur Uberpriifung der Hypothese, ob Estrogene der lokalen ALDO-induzierten ROS-Generierung
in glatten GefaBmuskelzellen entgegenwirken, wurden PRSMC fiir 48 h mit Placebo-Lésung,
100 nM ALDO (ALDO), 100 nM ALDO und 100 nM E2 (ALDO+E2), 100 nM E2 (E2), 100 nM ALDO
und 100 nM 16a-LE2 (ALDO+16a-LE2) sowie 100 nM ALDO und 100 nM 8(3-VE2 (ALDO+8B-VE2)
inkubiert. Die supra-physiologischen Konzentrationen von 100nM fiir die angegebenen
Liganden, wurden auf Grund von Referenzwerten aus der Literatur gewahlt, bei denen fir die

163, 245 .
d. Die

Hormone ein kausaler Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung bestan
ROS-Generierung in  hormonbehandelten PRSMC wurde im  Anschluss mittels
DHE-Fluoreszenzmikroskopie untersucht und quantifiziert. In Abb. 16 sind reprdsentative
Fluoreszenzaufnahmen der DHE-Farbungen zusammengestellt. Anhand der Oxidation des DHE
(rot) war deutlich zu erkennen, dass ALDO-behandelte Zellen im Vergleich zur Placebo-Gruppe
eine erhdhte 0, -Generierung und damit einen erhéhten oxidativen Stress aufwiesen. Die
Kosupplementation von E2 zu ALDO-behandelten Zellen hatte hingegen eine wesentlich
geringere DHE-Oxidation zur Folge. Dies belegt anschaulich, dass E2 einen Effekt bezliglich der
0, -Produktion in ALDO-behandelten Zellen besitzt. Auch die spezifischen ER-Agonisten
16a-LE2 und 8B-VE2 besaBen das Potential der lokalen ALDO-induzierten ROS-Generierung
entgegenzuwirken und zeigten, ahnlich wie Placebo-, ALDO+E2- und E2-inkubierte Zellen, nur
eine geringe lokale O, -Produktion. Die Quantifizierung der DHE-Fluoreszenzintensitit von 4
unabhangigen Versuchen (Abb. 17) ergab schlieBlich, dass die Behandlung der PRSMC mit ALDO
(137,3746,22 rel. %; n=4; p<0,001) eine signifikant erhdhte ROS-Generierung im Vergleich zur
Placebo-Gruppe (100rel. %; n=4) zur Folge hatte. Die Kosupplementation von E2 zu
ALDO-behandelten Zellen (78,21+4,71 rel. %; n=4) fiihrte zu einer signifikanten Verminderung
der lokalen ROS-Generierung, die geringer war als die der Placebo-Gruppe, und in etwa der
0,"-Generierung von nur mit E2-inkubierten Zellen (86,72+2,64 rel. %; n=4) entsprach. Auch die
quantitative Auswertung von ALDO+16a-LE2-behandelten (89,12+11,86rel. %; n=4) und
ALDO+8B-VE2-behandelten PRSMC (99,6946,93 rel. %; n=4) ergab, dass sowohl der
ERa-spezifische als auch der ERB-spezifische Agonist den ALDO-induzierten oxidativen Stress

signifikant unterbinden konnte.
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Durch die Ergebnisse dieser ersten Versuche wurde bestatigt, dass Estrogene das Potential

besitzen, dem in PRSMC durch ALDO-induzierten oxidativen Stress entgegenzuwirken.

DAPI-Farbung DHE-Farbung Overlay

--- )
--- ALDO
--- h
--- -
ALDO+8B-VE2
T

Abb. 16: Reprdsentative Bilder einer DHE-Fluoreszenzfirbung von placebo- und hormonbehandelten PRSMC
PRSMC wurden fir 48 h mit Placebo, und je 100 nM ALDO, ALDO+ E2, E2, ALDO+16a-LE2 und ALDO+8B-VE2
behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 30 min mit 100 uM DHE inkubiert, gewaschen, fixiert, DAPI gefarbt
und am Fluoreszenzmikroskop auf die DHE-Fluoreszenzintensitdt untersucht. blau: DAPI-Farbung der Zellkerne;
rot: Oxidiertes DHE innerhalb der PRSMC.
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Relative Fluoreszenzintensitat der DHE-Farbung
160

* %
140
120 1

100 1

relative Fluoreszenzintensitat zu Placebo [rel. %]
&8

T T T T 1
Placebo ALDO ALDO+E2 E2 ALDO+160-LE2 ALDO+8(3-VE2

Abb. 17: Quantifizierung der relativen DHE-Fluoreszenzintensitat

Die DHE-Fluoreszenzintensitdt wurde relativ zu der DHE-Fluoreszenzintensitit von Placebo bestimmt.
MWSEM in relativen Prozent [rel. %] aus n=4 unabhangigen Versuchen.

**p<0,001 ALDO (137,37+6,22 rel. %; n=4) vs. Placebo (100 rel. %; n=4), ALDO+E2 (78,21+4,71 rel. %; n=4),
E2 (86,72+2,64 rel. %; n=4), ALDO+160a-LE2 (89,12+ 11,86 rel. %; n=4) und ALDO+8B-VE2 (99,6916,93 rel. %; n=4).

Im Anschluss an diese Versuche sollte Gberdies die Frage geklart werden, ob die beobachteten
und gemessenen Effekte der Estrogene ER-vermittelt sind. Aus diesem Grund wurden
ALDO+E2-, ALDO+16a-LE2- und ALDO+8B-VE2-behandelte PRSMC zuséatzlich fur 48 h mit
100 uM des ER-spezifischen Antagonisten IClI 182,780 (ICI) inkubiert. Die DHE-Farbungen
(Abb. 18) sowie die Quantifizierung der relativen DHE-Fluoreszenzintensitat (Abb. 19) der
einzelnen Behandlungsgruppen konnten den Nachweis erbringen, dass eine ER-Blockade durch
ICI zu einer signifikant erhohten ROS-Generierung in ALDO+E2+ICI- (119,6748,54 rel. %, n=3;
p<0,05), ALDO+160-LE2+ICI- (128,0£11,84rel. %, n=3; p<0,05) und ALDO+8B-VE2+ICI-
behandelten Zellen (131,0+13,12rel. %, n=3; p<0,05), im Vergleich zur ALDO+E2-Gruppe
(78,21%4,71 rel. %, n=4), fliihrte. Die gemessenen Fluoreszenzintensitdten in den Zellen, die
zusatzlich mit ICI behandelt waren, entsprachen in etwa den kalkulierten Werten von
ALDO-behandelten Zellen (137,3746,22 rel. %, n=4). Infolgedessen konnte bestatigt werden,
dass die Wirkung von E2, 16a-LE2 und 8B-VE2 auf die ALDO-induzierte ROS-Generierung

ER-vermittelt ist.
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DAPI-Farbung DHE-Farbung Overlay

--- )

--- -

--- -
ALDO+8B-VE2 +ICI
50um

Abb. 18: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der DHE-Férbung von PRSMC, die zusatzlich zu
ihrer jeweiligen Hormonbehandlung mit dem ER-spezifischen Antagonisten ICl inkubiert waren

PRSMC wurden fiir 48 h mit Placebo, 100 nM ALDO, ALDO+E2 (je 100 nM), ALDO+E2 (je 100 nM) + 100 uM IClI,
ALDO+16a-LE2 (je 100 nM) + 100 uM ICI und ALDO+8B-VE2 (je 100 nM) + 100 uM ICI behandelt. AnschlieRend
wurden die Zellen fir 30 min mit 100 uM DHE inkubiert, gewaschen, fixiert, DAPI gefdarbt und am
Fluoreszenzmikroskop auf die DHE-Fluoreszenzintensitat analysiert. blau: DAPI-Farbung der Zellkerne, rot:
Oxidiertes DHE innerhalb der PRSMC.

ALDO

ALDO+E2
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Relative Fluoreszenzintensitat der DHE-Farbung
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Abb. 19: Quantifizierung der relativen DHE-Fluoreszenzintensitat von hormonbehandelten PRSMC, die zusatzlich
mit ICl inkubiert waren

Die DHE-Fluoreszenzintensitdt von PRSMC, die neben den Steroidhormonen zusatzlich mit dem ER-spezifischen
Antagonisten ICl behandelt waren, wurde relativ zu der DHE-Fluoreszenzintensitat von Placebo-behandelten Zellen
bestimmt. MW+SEM in relativen Prozent [rel. %] aus n=3-4 unabhangigen Versuchen.

**p<0,001 ALDO (137,37+6,22 rel. %; n=4) vs. ALDO+E2 (78,21+4,71 rel. %; n=4).

*p<0,05 ALDO vs. Placebo (100 rel. %; n=4);

*p<0,05 ALDO+E2 VS. Placebo (100 rel. %; n=4), ALDO+E2+ICI (119,67£8,54 rel. %,; n=3),
ALDO+16a-LE2+ICI (128,0+11,84 rel. %; n=3) und ALDO+8B-VE2+ICI (131,0+13,12 rel. %; n=3).
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4.3 Proteinexpression von ERa, ERP und des MR in hormonbehandelten

PRSMC

Die beiden ER-Subtypen und der MR induzieren bzw. supprimieren als Transkriptionsfaktoren

9, 178, 179 Lo jst

nach ihrer ligandabhdngigen Aktivierung die Expression zahlreicher Zielgene.
daher vorstellbar, dass ALDO MR-vermittelt die Expression des ERa und/oder des ERPB
beeinflusst. Auch die Aktivierung der Estrogenrezeptoren kénnte zu einer Suppression der
MR-Expression fiihren oder aber die eigene Expression bzw. die des anderen ER-Subtyps
induzieren. Aus diesem Grund sollte mittels Western Blot Analysen in PRSMC untersucht
werden, ob die unterschiedlichen Hormonbehandlungen der Zellen eine Wirkung auf die ERa-,
ERB- und/oder MR-Expression besitzen und eventuell auf diese Weise einen Einfluss auf die
lokale ROS-Generierung ausliben.

Die densitometrische Expressionsanalyse des MR (Abb. 20), des ERa (Abb. 21) und des ERPB
(Abb.22) im Verhdltnis zur Ladekontrolle GAPDH, ergab fiir keinen der drei
Steroidhormonrezeptoren eine differenzielle Proteinexpression infolge der jeweiligen

Hormonbehandlung der Zellen. Somit lasst sich ein Effekt der unterschiedlichen Hormone,

zumindest auf die Proteinexpression der Rezeptoren, ausschliel3en.

Abb. 20: Reprasentativer Western
a-MR

107k0a e e e — - Blot und Quantifizierung der
ca. a

MR-Proteinexpression von

o-GAPDH hormonbehandelten PRSMC
ca. 30 kDa -m‘ Die Proteinexpression des MR zur

Ladekontrolle GAPDH in PRSMC, die

far 48 h mit Placebo
. _ (1,29+0,10rel. U; n=6), ALDO
181 MR-Proteinexpression (1,1540,04 rel. U; n=7), ALDO+E2
g 16 1 (1,14%0,06 rel. U.; n=7), E2
3 141 (1,09+0,08 rel. U.; n=7),
2 127 ALDO+16a-LE2  (1,23%0,13 rel. U,;
< 17 n=7) und ALDO+8B-VE2
T 081 (1,45+0,09 rel. U.; n=7) inkubiert
QDL( 0,6 1 waren, wurde durch die Hormone
g 0,41 nicht signifikant beeinflusst.
=02 MW4SEM in relativen Units [rel. U.].

04 r r . . y n.s.

Placebo ALDO ALDO E2 ALDO ALDO
+E2 +160-LE2  +8B-VE2
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Abb. 21: Reprasentativer Western
Blot und densitometrische Analyse
der ERa-Proteinexpression von
hormonbehandelten PRSMC

Die Proteinexpression des ERa zur
Ladekontrolle GAPDH in PRSMC, die
flir 48 h mit Placebo
(1,20£0,13 rel. U.; n=8), ALDO
(1,28+0,17 rel. U.; n=8), ALDO+E2
(1,43+0,11 rel. U,; n=8), E2
(1,37+0,12 rel. U.; n=8), ALDO+16a-
LE2 (1,23%#0,15rel.U.; n=8) und
ALDO+8BVE2 (1,29+0,17 rel. U,;
n=8) behandelt waren, ergab
keinen signifikanten Unterschied
der ERa Bande. MW41SEM in
relativen Units [rel.U.] aus n=8
unabhdngigen Versuchen. n.s.

Abb. 22: Reprasentativer Western
Blot und Quantifizierung der
ERB-Expression von  hormon-
behandelten PRSMC

Die Proteinexpression des ERB zur
Ladekontrolle GAPDH in PRSMC, die
flr 48 h mit Placebo
(0,90+0,04 rel.U.; n=7), ALDO
(1,00£0,06 rel. U.; n=7), ALDO+E2
(0,95+0,08 rel. U.; n=7), E2
(1,07+0,05 rel. U.; n=7), ALDO+16a-
LE2 (1,07%0,06rel.U.; n=7) und
ALDO+8B-VE2 (0,98+0,11 rel. U,;
n=7) behandelt waren, wurde durch
die Hormone nicht differenziell
reguliert.  MW+SEM in relativen
Units [rel. U.] aus n=7
unabhangigen Versuchen. n.s.
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4.4 Analyse der Proteinexpression der NADPH Oxidase Untereinheiten rac 1,

p47°"°* und p67°"* in PRSMC

Da bekannt ist, dass ALDO Ulber eine MR-vermittelte Uberexpression der NADPH Oxidase

49, 220, 223

Untereinheiten eine erhéhte ROS-Generierung induzieren kann, und E2 sowohl in vitro

als auch in vivo die Expression der NADPH Oxidase Untereinheiten supprimieren kann, 64166
sollte die Frage geklart werden, ob die Kosupplementation von E2 und/oder der ER-spezifischen
Agonisten zu ALDO-behandelten Zellen eine divergente Wirkung auf die Proteinexpression der
NADPH Oxidase entfalten. Aus diesem Grund wurde die Proteinexpression der NADPH Oxidase
Untereinheiten rac 1, p47°" und p67°"* in hormonbehandelten PRSMC mittels Western Blot
Analysen untersucht und quantitativ erfasst (Abb. 23). Die densitometrische Analyse der
Proteinbanden des kleinen G-Proteins rac 1 im Verhaltnis zur Ladekontrolle GAPDH ergab
keinen signifikanten Unterschied der rac 1-Proteinexpression (Abb. 23A). Auch die
p47ph°x—Proteinexpression wurde durch die jeweilige Hormonbehandlung der Zellen nicht
beeinflusst (Abb. 23B).

Die Quantifizierung der p67ph°X-Proteinexpression wies hingegen eine signifikant erhohte
Expression der 67 kDa schweren NADPH Oxidase Untereinheit bei denjenigen Zellen auf, die mit
ALDO behandelt bzw. kosupplementiert  waren (Abb. 23C). Die Gruppen
ALDO (0,4040,04 rel. Units; n=9), ALDO+E2 (0,46+0,03 rel. Units; n=9), ALDO+160-LE2
(0,4810,04 rel. Units; n=9) und ALDO+8B-VE2 (0,45+0,04 rel. Units; n=9) zeigten eine signifikant
erhdhte Proteinexpression von p67°"™ im Vergleich zur Placebo- (0,28+0,03 rel. Units;
n=9; p<0,05) und E2-Gruppe (0,29+0,02 rel. Units; n=9; p<0,05). Dieses Ergebnis lasst darauf
schlieBen, dass die erhdhte ROS-Generierung in ALDO-behandelten PRSMC auf eine erhdhte
p67ph°X-Expression der NADPH Oxidase zuriickzufiihren ist. Inwiefern E2 und die spezifischen
ER-Agonisten 16a-LE2 und 8B-VE2 der lokalen ALDO-induzierten O, -Produktion, die durch die
Quantifizierung der DHE-Farbung gemessen wurde, entgegenwirken, kann mit diesem Ergebnis
jedoch nicht geklart werden. Vielmehr deutet dieser Befund darauf hin, dass nicht die
ROS-Generierung, sondern sehr wahrscheinlich die ROS-Neutralisation durch die Estrogene

beeinflusst wird.
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Abb. 23: Proteinexpression der NADPH Oxidase Untereinheiten racl, p47phox und p67phox von
hormonbehandelten PRSMC

Reprasentative Western Blot Analysen und densitometrische Quantifizierung der rac 1- (A), p47ph°x- (B) und
p67°"°%- (C) Proteinexpression zur Ladekontrolle GAPDH von PRSMC die fir 48 h mit je 100 nM Placebo, ALDO,
ALDO+E2, E2, ALDO+160a-LE2 und ALDO+8B-VE2 inkubiert waren. MW+SEM in relativen Units [rel. U.] aus n=4-9
unabhangigen Versuchen.

A) rac 1-Proteinexpression: Placebo (1,07+0,03rel. U.; n=5), ALDO (1,10+0,03 rel. U.; n=5), ALDO+E2
(1,10+0,01 rel. U.; n=6), E2 (1,08+0,01rel. U.; n=6), ALDO+16a-LE2 (1,07%0,03 rel. U.; n=6) und ALDO+8B-VE2
(1,0940,02 rel. U.; n=6). n.s.

B) p47°"Proteinexpression: Placebo (0,80+0,10rel. U.; n=4), ALDO (0,90%0,08 rel. U.; n=4), ALDO+E2
(0,86%0,11 rel.U.; n=4), E2 (0,9240,17 rel. U.; n=4), ALDO+16a-LE2 (0,91+0,07 rel. U.; n=4) und ALDO+8p-VE2
(0,85+0,09 rel.U.; n=4). n.s.

C) p67°"-Proteinexpression: *p<0,05 ALDO (0,40%0,04 rel. U.; n=9), ALDO+E2 (0,46+0,03 rel. U.; n=9), ALDO+16a-
LE2 (0,48+0,04 rel. U.; n=9) und ALDO+8B-VE2 (0,45+0,04 rel. U.; n=9) vs. Placebo (0,28+0,03 rel. U.; n=9) und E2
(0,29+0,02 rel. U.; n=9).
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4.5 Untersuchung der antioxidativen Enzyme SOD, Katalase und GPx

Die antioxidativen Enzyme SOD, Katalase und GPx sind direkt an der Neutralisation von ROS
beteiligt und liben daher einen entscheidenden Einfluss auf die antioxidative Kapazitat der
Zellen aus.”® Aus diesem Grund sollte geklart werden, ob die Kosupplementation der Estrogene
E2, 16a-LE2 und 8B-VE2 zu ALDO-behandelten PRSMC dem ALDO-induzierten oxidativen Stress
entgegenwirken, indem sie die Enzymaktivitdit und/oder die Expression dieser Proteine
beeinflussen.

Mittels Enzymaktivitdtsassays und Western Blot Analysen wurde die Aktivitdit und
Proteinexpression dieser antioxidativen Enzyme bestimmt. Die SOD-Aktivitaitsmessung
(Abb. 24) ergab keinen signifikanten Unterschied der Enzymaktivitdt bei ALDO-behandelten
Zellen (4,06%0,36 U/ml; n=21) und denjenigen Zellen, die zusatzlich zu ALDO mit E2
(4,00£0,43 U/ml; n=21), 16a-LE2 (4,40+0,31 U/ml; n=21) und 8B-VE2 (4,29+0,49 U/ml; n=21)
kosupplementiert waren. Auch die Quantifizierung von Placebo-behandelten Zellen
(4,39£0,48 U/ml; n=21) und Zellen, die nur mit E2 inkubiert waren (3,97+0,25 U/ml; n=21), wies
keinen Unterschied der SOD-Enzymaktivitat im Vergleich zu den anderen Gruppen auf. Ferner
konnte auch die Analyse der MnSOD-Proteinexpression (Abb. 25) kein verdandertes
Expressionsprofil infolge der unterschiedlichen Hormonbehandlungen der Zellen belegen.

Die Untersuchung des Enzyms Katalase in PRSMC, die fiir 48 h mit den verschiedenen
Steroidhormonen inkubiert waren, erbrachte ebenfalls weder eine signifikante Veranderung

der Enzymaktivitat (Abb. 26) noch eine differenzielle Proteinexpression (Abb. 27).
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SOD-Aktivitat

SOD-Aktivitit [U/ml]
w

Placebo ALDO  ALDO+E2 E2 " ALDO+160-LE2 ' ALDO+8B-VE2

Abb. 24: Quantifizierung der SOD-Aktivitat

PRSMC wurden fiir 48 h mit Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+16a-LE2 und ALDO+8(3-VE2 inkubiert (je 100 nM).
Die SOD-Aktivitat wurde anschlieRend mittels eines Superoxid-Dismutase Assay Kits bestimmt. MWSEM in
Units/ml [U/ml] aus n=21 unabhingigen Versuchen. 1U ist definiert als die Menge Enzym, die benétigt wird um
50 % Dismutation des Superoxidradikals zu erreichen. Placebo (4,39+0,48 U/ml; n=21), ALDO (4,06+0,36 U/ml;
n=21), ALDO+E2 (4,00+0,43 U/ml; n=21), E2 (3,97+0,25 U/ml; n=21), ALDO+16a-LE2 (4,40+0,31 U/ml; n=21) und
ALDO+8B-VE2 (4,2910,49 U/ml; n=21). n.s.

Abb. 25: Reprasentativer Western

a-MnSOD 4 3 Blot und Quantifizierung der
ca. 21 kDa m ‘ ” MnSOD-Proteinexpression
——_——_— Reprasentativer Western Blot und
a-GAPDH Quantifizierung der MnSOD-
ca. 30 kDa ““ “ Proteinexpression zur Ladekontrolle
GAPDH von hormonbehandelten
PRSMC. MW4SEM in [relativen

Units [rel. U.] aus n=6
unabhangigen Versuchen. Placebo

MnSOD-Proteinexpression
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Abb. 26: Analyse der Katalase-Enzymaktivitdt in hormonbehandelten PRSMC
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PRSMC wurden fir 48 h mit Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+16a-LE2 und ALDO+8B-VE2 behandelt (je
100 nM). Die Enzymaktivitdt der Katalase wurde anschlieBend mit Hilfe eines Katalase Assay Kits bestimmt.
MWSEM in Units [U] aus n=5-7 unabhangigen Versuchen. 1U ist definiert als die Enzymmenge, die 1 nmol
Formaldehyd pro Minute bei 25°C generiert. Placebo (12,95+1,84 U; n=5), ALDO (14,77+1,20 U; n=7), ALDO+E2
(11,96+1,60 U; n=7), E2 (13,52+1,18 U; n=7), ALDO+160-LE2 (12,09+0,78 U; n=7) und ALDO+8pB-VE2 (11,13+0,76 U;

n=7).n.s.
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Abb. 27: Reprasentativer Western
Blot und Quantifizierung der
Katalase-Proteinexpression

Die Western Blot Analyse der
Katalase-Proteinexpression im
Verhéltnis zur Ladekontrolle GAPDH
in PRSMC die fur 48 h mit Placebo
(0,97+0,04 rel.U.; n=6), ALDO
(0,99+0,05 rel. U.; n=7), ALDO+E2
(1,01+0,03 rel. U.; n=7), E2
(0,98+0,03 rel. U.; n=7), ALDO+16a-
LE2 (0,96%0,07 rel. U.; n=7) und
ALDO+8B-VE2  (0,98%0,07 rel. U.;
n=7) behandelt waren, erbrachte
keinen signifikanten Unterschied.
MW1SEM  in  relativen  Units
[rel. U.]. n.s.
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Die Quantifizierung der GPx-Aktivitat (Abb. 28) in PRSMC, die fiir 48 h mit den entsprechenden
Hormonen vorbehandelt waren, ergab fir ALDO+E2 (2,92+0,26 mU/ml; n=6),
ALDO+160-LE2 (3,0240,21 mU/ml; n=6) und ALDO+8B-VE2 (3,00+0,32 mU/ml; n=6) eine
tendenzielle Erh6hung der Enzymaktivitat im Vergleich zu Placebo- (2,55+0,13 mU/ml; n=6),
ALDO- (2,42+0,24 mU/ml; n=6) und E2-behandelte Zellen (2,40+0,06 mU/ml; n=6). Dieser Effekt
war allerdings statistisch nicht signifikant.

Durch die hier beschriebenen Ergebnisse konnte somit ausgeschlossen werden, dass E2 und die
ER-spezifischen  Agonisten, 16a-LE2und 8B-VE2, der ALDO-induzierten lokalen
ROS-Generierung, durch eine Erhéhung der Aktivitat und/oder Expression der antioxidativen

Enzymen SOD, Katalase und GPx entgegenwirken.

351 Glutathionperoxidase-Aktivitat

GPx-Aktivitat [mU/ml]

05 1

T T 1
Placebo ALDO ALDO+E2 E2 ALDO+160-LE2 ALDO+8B-VE2

Abb. 28: Quantifizierung der GPx-Enzymaktivitadt in hormonbehandelten PRSMC

PRSMC waren fur 48 h mit Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+16a-LE2 und ALDO+8B-VE2 behandelt (je 100 nM),
bevor die Enzymaktivitdat der GPx mit Hilfe des Glutathione Peroxidase Assay Kits bestimmt wurde. MW1SEM in
[mU/ml] aus n=6 unabhéangigen Versuchen. 1U ist definiert als die Enzymmenge, die 1 umol NADPH pro Minute bei
25°C zu NADP" oxidiert. Placebo (2,55+0,13 mU/ml; n=6), ALDO (2,42%0,24 mU/ml; n=6), ALDO+E2
(2,92+0,26 mU/ml; n=6), E2 (2,40+0,06 mU/ml; n=6), ALDO+16a-LE2 (3,02+0,21 mU/ml; n=6) und ALDO+8B-VE2
(3,00£0,32 mU/ml; n=6). n.s.
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4.6 Quantifizierung des intrazelluldren Redox-Status hormonbehandelter

PRSMC

Da die antioxidativen Enzyme in PRSMC weder durch die ALDO-Behandlung noch durch die
Kosupplementation von Estrogenen beeinflusst wurden, sollte im Anschluss an diese Versuche
die Frage geklart werden, ob der intrazellulire Redox-Status durch die verschiedenen
Steroidhormone verdndert wird. Hierzu wurde die intrazelluldre Glutathion-Konzentration in
den hormonbehandelten PRSMC untersucht. Die Quantifizierung der totalen Glutathionmenge
(GSH+GSSG) (Abb. 29) ergab eine tendenzielle Erhohung der Glutathion-Konzentration bei der
Placebo- (19,2841,62 uM; n=5) und ALDO+E2-Gruppe (20,56%3,41 uM; n=5), im Vergleich zu
den ALDO- (16,30+1,91 uM; n=5), E2- (16,69+3,56 uM; n=5), ALDO+16a-LE2- (16,49+1,99 puM:;
n=5) und ALDO+8B-VE2-behandelten Zellen (17,33%£2,49 uM; n=5).

Totale Glutathion-Konzentration (GSH+GSSG)

251

20

GSH+GSSG [uM]
&

10

Placebo ~ ALDO  ALDO+E2 E2 ' ALDO+16a-LE2  ALDO+8B-VE2 |

Abb. 29: Quantifizierung der totalen Glutathion-Konzentration in hormonbehandelten PRSMC

PRSMC wurden fiir 48 h mit je 100 nM Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+160a-LE2 und ALDO+8B-VE2 inkubiert.
Die intrazellulare Konzentration an reduziertem und oxidiertem Glutathion (GSH+GSSG) wurde anschlieBend mit
Hilfe des Glutathione Assay Kits bestimmt. MWSEM in uM GSH+GSSG [uM] aus n=5 unabhangigen Versuchen.
Placebo (19,28+1,62 uM; n=5), ALDO (16,30+1,91 uM; n=5), ALDO+E2 (20,65+3,41 uM; n=5), E2 (16,69+3,56 uM;
n=5), ALDO+160a-LE2 (16,49£1,99 uM; n=5) und ALDO+83-VE2 (17,3312,49 uM; n=5). n.s.
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Die Quantifizierung der intrazelluldaren Konzentration an GSH (Abb. 30) derselben Proben ergab,
dass Placebo- (12,16+1,13 uM; n=5), ALDO+E2- (13,63%2,66 uM; n=5), E2- (11,89+0,94 uM;
n=5), ALDO+16a-LE2- (12,274£1,82 uM; n=5) und ALDO+8B-VE2-behandelte Zellen
(11,9741,76 uM; n=5) im Vergleich zu ALDO-inkubierten Zellen (10,44+0,85 uM; n=5) eine

tendenzielle Erhohung der GSH-Konzentration aufwiesen.

Intrazellulare GSH-Konzentration
18 1

16
141
12 A

10

GSH [uM]

Placcbo  ALDO  ALDO+E2 £2 ' ALDO+16a-LE2 ~ ALDO+8B-VE2

Abb. 30: Quantifizierung der intrazellularen GSH-Konzentration in hormonbehandelten PRSMC

PRSMC wurden fiir 48 h mit je 100 nM Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+16a-LE2 und ALDO+8B-VE2 behandelt.
Die intrazelluldre Konzentration an GSH wurde anschlieBRend mit Hilfe des Glutathione Assay Kits bestimmt.
MW+SEM in puM GSH [uM] aus n=5 unabhédngigen Versuchen. Placebo (12,16+1,13 uM; n=5), ALDO
(10,44+0,85 pM; n=5), ALDO+E2 (13,63+2,66 uM; n=5), E2 (11,89+0,94 uM; n=5), ALDO+16a-LE2 (12,27+1,82 uM;
n=5) und ALDO+8B-VE2 (11,97+1,76 uM; n=5). n.s.

Des Weiteren wurden auch die intrazellularen Konzentrationen der Reduktionsaquivalente NAD
und NADP in den hormonbehandelten Zellen bestimmt, da diese ebenfalls einen Einfluss auf
den Redox-Status der Zellen austiben.

Die Analyse der totalen Konzentration (NAD'*+NADH) des Redox-Kofaktors NAD (Abb. 31)
erbrachte den Beweis, dass ALDO-behandelte Zellen (270+8 ng/mg; n=5) im Vergleich zu
ALDO+E2- (410437 ng/mg; n=5; p<0,05), E2- (506+35 ng/mg; n=3; p<0,001) und ALDO+8B-VE2-
inkubierten PRSMC (505+10 ng/mg; n=4; p<0,001) eine signifikant reduzierte NAD-Menge

aufweisen.
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Die NAD-Konzentration der Placebo- (332+38 ng/mg; n=5) und ALDO+16a-LE2-Gruppen
(348+23 ng/mg; n=3) waren ebenfalls im Vergleich zur ALDO-Gruppe erhoht, dieser

Unterschied konnte jedoch nicht als statistisch signifikant erachtet werden.

Totale NAD-Konzentration (NADT+NADH)
700

*

NAD [ng/mg]
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Abb. 31: Quantifizierung der totalen NAD-Konzentration (NAD*+NADH) in PRSMC

Die totale NAD-Konzentration (NAD*+NADH) von PRSMC, die fiir 48 h mit den unterschiedlichen Steroidhormonen
behandelt waren, wurde mittels eines NAD Quantification Assay Kits bestimmt. MW+SEM in ng NAD/mg Protein
[ng/mg] aus n=3-5 unabhangigen Versuchen. Placebo (331,66+37,92 ng/mg; n=5), ALDO (269,87+8,16 ng/mg; n=5),
ALDO+E2 (410,26+36,80 ng/mg; n=5), E2 (505,78+35,06 ng/mg; n=3), ALDO+160a-LE2 (347,97+22,88 ng/mg; n=3)
und ALDO+8B-VE2 (504,6249,86 ng/mg; n=4).

**p<0,001 ALDO vs. E2. **p<0,001 ALDO vs. ALDO+8B-VE2. *p<0,05 ALDO vs. ALDO+E2.

Ein ahnlicher Effekt der Estrogene war auch bei der Quantifizierung der totalen
NADP-Konzentration (NADP*+NADPH) von hormonbehandelten PRSMC zu beobachten
(Abb. 32). ALDO+E2-kosupplementierte Zellen (482169 ng/mg; n=5; p<0,05) und Zellen, die nur
mit E2 (5001122 ng/mg; n=5; p<0,05) behandelt waren, besalRen eine signifikant erhohte
intrazellulare  NADP-Konzentration im  Vergleich zu  ALDO-behandelten Zellen
(13542 ng/mg; n=5).  Ferner konnte auch in den Gruppen ALDO+16a-LE2
(679107 ng/mg; n=5; p<0,05) und ALDO+8B-VE2 (688175 ng/mg; n=5; p<0,05) eine signifikant
erhohte intrazellulare NADP-Konzentration im Vergleich zu Placebo- (251+114 ng/mg; n=5) und

ALDO-behandelten Zellen nachgewiesen werden.
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Totale NADP-Konzentration (NADP*+NADPH)
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Abb. 32: Analyse der totalen NADP-Konzentration (NADP*+NADPH) in PRSMC

Die totale NADP-Konzentration (NADP'+NADPH) von hormonbehandelten PRSMC wurde mittels eines
NADP+/NADPH Quantification Kits bestimmt. MWSEM in ng NADP/mg Protein [ng/mg] aus n=5 unabhingigen
Versuchen.

Placebo (250,92+113,51 ng/mg; n=5), ALDO (135,12+42,39 ng/mg; n=5), ALDO+E2 (481,83%68,70 ng/mg; n=5),
E2 (500,02+121,75 ng/mg; n=5), ALDO+16a-LE2  (678,81+£106,56 ng/mg; n=5) und  ALDO+8B-VE2
(687,90+74,69 ng/mg; n=5).

*p<0,05 ALDO vs. ALDO+E2, E2, ALDO+160a-LE2 und ALDO+8B-VE2. *p<0,05 Placebo vs. ALDO+160a-LE2 und
ALDO+8B-VE?2.

Da NADPH durch sein hohes Reduktionspotential (ber essentielle Eigenschaften im
antioxidativen System der Zelle verfiigt, wurde die intrazellulare NADPH-Konzentration dieses
Reduktionsdquivalents in hormonbehandelten PRSMC eingehender untersucht. Die Analyse
(Abb. 33) ergab, dass die NADPH-Konzentration in ALDO-behandelten Zellen (78120 ng/mg,
n=5) signifikant geringer war als die in Placebo- (214424 ng/mg, n=3; p<0,05), ALDO+E2-
(184428 ng/mg, n=5; p<0,05), ALDO+160a-LE2- (246128 ng/mg, n=5; p<0,05) und ALDO+8B-VE2-
kosupplementierten PRSMC (238+54 ng/mg, n=4; p<0,05). Im Vergleich mit der ALDO+16a-LE2-
und ALDO+8B-VE2-Gruppe zeigten E2-behandelte Zellen (12018 ng/mg, n=5; p<0,05) ferner

eine signifikant geringere intrazellulare NADPH-Konzentration auf.
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Intrazellulare NADPH-Konzentration

NADPH [ng/mg]
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Abb. 33: Quantifizierung der intrazellularen NADPH-Konzentration in hormonbehandelten PRSMC

In PRSMC, die fiir 48 h mit Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+16a-LE2 und ALDO+8B-VE2 behandelt waren (je
100 nM), wurde die Konzentration an NADPH mittels eines NADP+/NADPH Quantification Kits bestimmt. MW+SEM
in ng NADPH/mg Protein [ng/mg] aus n=3-5 unabhéngigen Versuchen. Placebo (214,39+24,28 ng/mg; n=3), ALDO
(77,94+19,96 ng/mg; n=5), ALDO+E2 (183,62+27,65 ng/mg; n=5), E2 (120,10+17,75 ng/mg; n=5), ALDO+16a-LE2
(245,60£28,30 ng/mg; n=5) und ALDO+8B-VE2 (238,49+54,20 ng/mg; n=4).

*p<0,05 ALDO vs. Placebo, ALDO+E2, ALDO+16a-LE2, ALDO+8B-VE2. *p<0,05 E2 vs. ALDO+16a-LE2 und
ALDO+8B-VE2.

4.7 NADPH reduziert die ALDO-induzierte lokale ROS-Generierung in PRSMC

Da PRSMC, die mit Estrogenen kosupplementiert wurden, eine hohere intrazelluldre
NADPH-Konzentration aufwiesen, als ALDO-behandelte Zellen, sollte in einem nachsten Schritt
geklart werden, ob NADPH tatsachlich einen Einfluss auf die ROS-Generierung in diesen Zellen
besitzt. Aus diesem Grund sollte die O, -Produktion von ALDO-behandelten Zellen mit der von
PRSMC verglichen werden, die zusatzlich zu ALDO fir die letzten 3h der Inkubationszeit mit
100 uM NADPH kosupplementiert wurden. Die lokale ROS-Generierung dieser Zellen wurde
erneut mittels DHE-Farbung analysiert (Abb. 34) und ihre relative DHE-Fluoreszenzintensitat
(Abb. 35) quantitativ erfasst.

Die mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen lieen eine deutliche Verminderung der

DHE-Oxidation in den Zellen, die mit ALDO und NADPH gleichzeitig inkubiert wurden, erkennen.
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Die quantitative Analyse der DHE-Fluoreszenzintensitat bestdtigte schliefllich, dass die
NADPH-Kosupplementation (84,2445,26 rel. %; n=4; p<0,05) zu einer signifikant reduzierten
ROS-Generierung im Vergleich zu ALDO-behandelten Zellen (126,02+8,25 rel. %; n=4) fiihrt und

Uberdies geringer ausfiel als die der Placebo-Gruppe (100 rel. %; n=4).

DAPI-Farbung DHE-Farbung Overlay

- - - )
- - - ALDO
ALDO+100uM NADPH
50um

Abb. 34: Reprasentative Bilder einer DHE-Farbung von PRSMC behandelt mit Placebo, ALDO und ALDO+100 uM
NADPH

Mehrere Sets von PRSMC wurden fiir 48 h mit Placebo und ALDO inkubiert. 3h vor der DHE-Farbung der Zellen
wurde einem Teil der ALDO-behandelten PRSMC 100 uM NADPH ins Medium supplementiert. Die Zellen wurden
im Anschluss fiir 30 min mit 100 uM DHE inkubiert, gewaschen, fixiert, DAPI gefarbt und am Fluoreszenzmikroskop
auf die DHE-Oxidation hin untersucht. blau: DAPI-Farbung der Zellkerne. rot: DHE-Oxidation in PRSMC.
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Relative Fluoreszenzintensitat der DHE-Farbung
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Abb. 35: Quantifizierung der DHE-Fluoreszenzintensitit von PRSMC behandelt mit Placebo, ALDO und
ALDO+100 uM NADPH

Die DHE-Fluoreszenzintensitdt wurde relativ zu der DHE-Fluoreszenzintensitat von Placebo bestimmt.

MW4+SEM in relativen Prozent [rel. %] aus n=4 unabhangigen Versuchen. Placebo (100 rel. %; n=4), ALDO
(126,0218,25 rel. %; n=4) und ALDO+100 uM NADPH (84,24+5,26 rel. %; n=4).

*p<0,05 ALDO vs. Placebo und ALDO+100 uM NADPH.

4.8 Aktivitdt und Proteinexpression der G6PDH

Die G6PDH reduziert bei der katalytischen Reaktion von Glukose-6-phosphat zu 6-
Phosphoglucono-8-lacton  NADP* zu NADPH, wund st eines der wichtigsten
NADPH-generierenden Enzyme im zelluldren Metabolismus.® Hinsichtlich dieser Tatsache sollte
im weiteren Verlauf dieser Arbeit untersucht werden, ob ALDO, E2 und/oder die
ER-spezifischen Agonisten einen Einfluss auf die G6PDH-Aktivitait bzw. auf die
G6PDH-Proteinexpression besitzen. Mittels eines G6PDH Assays wurde die Aktivitdt dieses
Enzyms verifiziert (Abb. 36). Hierbei ergab sich eine signifikant erhohte G6PDH-Enzymaktivitat
von Placebo- (34,52+1,01 mU/mg; n=8; p<0,05), ALDO+E2- (34,89+1,23 mU/mg; n=8; p<0,05)
und E2-behandelten PRSMC (34,22+1,48 mU/mg; n=8; p<0,05) im Vergleich zu
ALDO-behandelten Zellen (29,24+1,32 mU/mg; n=8).
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Die Aktivitait der G6PDH in Zellen, die mit ALDO+16a-LE2- (30,82+1,14 mU/mg; n=7) und
ALDO+8B-VE2 (32,30+1,15 mU/mg; n=7) inkubiert waren, war gleichfalls héher als die in
ALDO-behandelten Zellen, dieser Unterschied konnte jedoch nicht als statistisch signifikant
belegt werden.

Glukose-6-phosphat Dehydrogenase-Aktivitat

*
[ 1

G6PDH-Aktivitat [mU/mg Protein]

T T 1
Placebo ALDO ALDO+E2 E2 ALDO+160-LE2 ALDO+8B-VE2

Abb. 36: Quantifizierung der G6PDH-Aktivitdt in hormonbehandelten PRSMC

Die Enzymaktivitdt der G6PDH in PRSMC, die fir 48 h mit Placebo, ALDO, ALDO+E2, E2, ALDO+16a-LE2 und
ALDO+8B-VE2 behandelt waren (je 100 nM), wurde mittels eines G6PDH Assays bestimmt. MW%SEM in mU/mg
Protein [mU/mg] aus n=7-8 unabhangigen Versuchen.

*p<0,05 ALDO (29,24+1,32 mU/mg; n=8) vs. Placebo (34,52+1,01 mU/mg; n=8), ALDO+E2 (34,89%1,23 mU/mg;
n=8) und E2(34,22%1,48 mU/mg; n=8). ALDO+16a-LE2 (30,82+1,14 mU/mg; n=7) und ALDO+8B-VE2
(32,30£1,15 mU/mg; n=7) n.s.

Die Untersuchung der Proteinexpression der G6PDH mittels Western Blot Analysen und die
densitometrische Auswertung der Proteinbanden im Verhdltnis zur Ladekontrolle GAPDH
(Abb. 37), ergab ferner eine reduzierte Proteinexpression bei ALDO-behandelten PRSMC
(0,73+0,08 rel. U.; n=7) im Vergleich zu den Placebo- (0,87+0,10rel. U.; n=7), ALDO+E2-
(0,9440,07 rel. U.; n=7), E2- (1,00+0,10 rel. U.; n=7), ALDO+16a-LE2- (0,9810,11 rel. U.; n=7) und
ALDO+8B-VE2-Gruppen (0,96+0,08 rel. U.; n=7). Dieser Unterschied war deutlich zu erkennen,

konnte allerdings nicht als statistisch signifikant erachtet werden.
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Abb. 37: Reprasentativer Western Blot und densitometrische Analyse der GGPDH-Proteinexpression

Western Blot Analyse der G6PDH im Verhaltnis zur Ladekontrolle GAPDH in PRSMC die fir 48 h mit den
Steroidhormonen ALDO (0,73%0,08 rel. U.; n=7), ALDO+E2 (0,94+0,07 rel. U.; n=7), E2 (1,00%0,10 rel. U.; n=7),
ALDO+16a-LE2 (0,9810,11rel. U.; n=7) und ALDO+8B-VE2 (0,96%0,08rel.U.; =7) sowie mit Placebo
(0,87+0,10 rel. U.; n=7) behandelt waren. MW+SEM in relativen Units [rel. U.] aus n=7 unabhangigen Versuchen.
n.s.
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5 Diskussion

Erhohte intrazellulire Konzentrationen an reaktiven Sauerstoffspezies und daraus
resultierender oxidativer Stress spielen eine entscheidende Rolle bei der Pathophysiologie
vaskuldrer Dysfunktionen.?*2¢3% 31

Zahlreiche Studien belegen, dass pathophysiologisch erhéhte Serumwerte des
Mineralocorticoids ALDO und/oder eine exzessive Aktivierung des Mineralocorticoidrezeptors
zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie und zur Progredienz hypertrophischer,

246, 247 |- .
6247 Hierbei

entziindlicher und fibrosierender Umbauprozesse im Herz-Kreislaufsystem fihren.
spielen vor allem die erhdhte Generierung und Freisetzung von ROS und der daraus
resultierende oxidative Stress eine kausale Rolle. Innerhalb des Gefallsystems fiihrt der
MR-induzierte oxidative Stress zu Einschrankungen der GefalRfunktion. Daraus kann durch eine
lokale Inflammation der GefaRwadnde und einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit eine
endotheliale Dysfunktion und ein dauerhafter pathologischer Umbau der GefaRwande
resultieren.lgo’ 191, 195, 209, 211, 216, 221, 223

Im Gegensatz zum Steroidhormon ALDO werden dem weiblichen Sexualsteroid Estrogen
protektive Eigenschaften im Herz-Kreislaufsystem zugesprochen. Epidemiologische Studien
belegen, dass das Risiko kardiovaskularer Erkrankungen mit dem Beginn der Menopause und
einer damit charakterisierten Depletion von endogenem Estrogen drastisch steigt.™” 118, 248, 249
Estrogene hemmen Uber die Bindung an ihre zwei Estrogenrezeptor-Subtypen ERa und ERB die
Entwicklung einer Myokardhypertrophie, sie tragen zur Aufrechterhaltung der vaskuldren
NO-Bioverfiigbarkeit bei, besitzen einen glinstigen Einfluss auf den vaskuldren Tonus und
wirken Uberdies antiinflammatorisch und antikoagulierend.”**>” 2% 2> AyRerdem besitzen
Estrogene antioxidative Eigenschaften, die wiederum einen entscheidenden und protektiven
Einfluss auf die Integritat der GefaRe ausiiben 4 16% 164,252

Ziel dieser Arbeit war die Arbeitshypothese ,Estrogene und Aldosteron besitzen
divergente / antagonistische  Effekte auf die lokale ROS-Generierung in glatten
GefaBmuskelzellen”. Ferner sollten neue Erkenntnisse Uber die protektiven und molekularen

Wirkungsmechanismen von Estrogenen im Hinblick auf die pathophysiologische Wirkung einer

verstarkten MR-Aktivierung durch ALDO gewonnen werden.
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Resultate bestdtigen erstmalig, dass E2 und die spezifischen
ER-Agonisten 16a-LE2 und 8B-VE2 ulber einen ER-vermittelten Wirkungsmechanismus das
Potential besitzen, die ALDO-induzierte lokale ROS-Generierung in PRSMC zu unterbinden.
Dieser Effekt basiert auf der Aufrechterhaltung der G6PDH-Aktivitat durch E2, wodurch die

intrazellulare NADPH-Bioverfligbarkeit gewahrleistet wird.

Das Reduktionsdaquivalent NADPH besitzt im antioxidativen System der Zellen eine besondere
Funktion, da es die zelluldre Redox-Homoostase entscheidend beeinflusst.

NADPH ist zum einen fir die Regeneration von reduziertem aus oxidiertem Glutathion
essentiell, da es der Glutathion-Reduktase als Kofaktor bei der Reduktion von GSSG zu GSH
dient. GSH wiederum fungiert innerhalb der Zelle sowohl als indirektes als auch als direktes
Antioxidant und begulinstigt auf diese Weise das zelluldre Redox-Potential. Als Kofaktor fiir die
zwei Enzyme Glutathion-Peroxidase und Glutaredoxin ist GSH indirekt an der Neutralisation von
H,0, zu H,0 sowie am Schutz zytoplasmatischer Proteine vor irreversibler Oxidation durch ROS
beteiligt. AuRBerdem ist GSH in der Lage ROS direkt zu reduzieren.®*®

NADPH (ibt ferner auch einen Einfluss auf die Integritat des Thioredoxin-Systems aus, das, wie
das Glutaredoxin-System, dazu beitragt Proteine in ihrer reduzierten Form zu erhalten und
somit vor oxidativer Schadigung zu schiitzen. Die Thioredoxin-Enzyme werden bei dieser
Reaktion selbst oxidiert. Erst durch die Aktivitdt der Thioredoxin-Reduktase (deren Aktivitat im
Verlauf dieser Arbeit nicht analysiert wurde), die ebenfalls auf NADPH als Kofaktor angewiesen
ist, werden diese Enzyme wieder reduziert.®

Daneben bendtigt auch das antioxidative Enzym Katalase fir die Erhaltung seiner
Enzymaktivitait NADPH. Da die Katalase durch ihr toxisches Substrat H,0, langsam inaktiviert
wird, und dieser Prozess durch die Oxidation von NADPH unterbunden bzw. umgekehrt werden
kann, kommt dem NADPH hierbei eine weitere und wichtige Funktion bei der Neutralisation
von reaktiven Peroxiden zu.”* **3

Im Verlauf dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ALDO oxidativen Stress durch eine
vermehrte lokale ROS-Generierung in PRSMC induziert. Ferner konnte eine signifikant
reduzierte intrazelluldre NADPH-Konzentration in ALDO-behandelten Zellen im Vergleich zu

Placebo- und Estrogen-kosupplementierten PRSMC belegt werden. Die Supplementation von

NADPH zu ALDO-behandelten Zellen erbrachte schlieRlich den Nachweis, dass NADPH das

95



Diskussion

antioxidative Potential in diesen Zellen giinstig beeinflusst und der lokalen ALDO-induzierten
ROS-Generierung entgegenwirkt.

Diese Befunde sowie die Tatsache, dass ALDO+E2-, ALDO+16a-LE2- und ALDO+8B-VE2-
behandelte PRSMC signifikant erhohte intrazellulare NADPH-Konzentrationen und eine
gleichzeitig reduzierte ROS-Generierung aufweisen, lassen den Schluss zu, dass das

Reduktionsdaquivalent NADPH eine zentrale Rolle im antioxidativen System der PRSMC spielt.

Die G6PDH, das erste und geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Pentosephosphatwegs,
fungiert als ein Schliisselenzym bei der intrazelluldren Synthese von NADPH, weshalb die

d.® %% Durch zahlreiche in vitro und in vivo

G6PDH auch als antioxidatives Enzym betrachtet wir
Untersuchungen wurden diesem Enzym unter anderem im kardiovaskuldren System wichtige
antioxidative Funktionen nachgewiesen. So konnte z. B. in Ischamie-Reperfusions Versuchen
gezeigt werden, dass Mause mit einer myokardialen G6PDH-Defizienz auf die Progredienz einer
kontraktilen und diastolischen Dysfunktion sensibler reagieren. Zudem lieR sich bestatigen, dass
die G6PDH-Aktivitdt und die intrazelluldaren GSH-Konzentration direkt miteinander korrelieren,
und dass eine G6PDH-Uberexpression in vaskuldren Endothelzellen zu einer verminderten
ROS-Generierung und infolgedessen zu einer erhohten NO-Bioverfligbarkeit in diesen Zellen
fuhrt.>>®" Leopold et al. belegten dariiber hinaus, dass ALDO konzentrationsabhingig und
MR-vermittelt in bovinen Endothelzellen die Akkumulation von ROS induziert, und dass dies auf
einer Verminderung der G6PDH-Expression und damit auf einer geringeren G6PDH-Aktivitat
basiert.”*?

Dieser supprimierende ALDO-vermittelte Effekt auf die G6PDH-Aktivitdt, und die daraus
resultierende Verminderung der intrazelluldren NADPH-Konzentration, konnten innerhalb
dieser Arbeit in PRSMC verifiziert werden. Zusatzlich und Uberdies zum ersten Mal wurde
aulerdem gezeigt, dass die Kosupplementation von E2 zu ALDO-behandelten PRSMC die
G6PDH-Aktivitat, entsprechend den Werten von Placebo-behandelten und nur mit
E2-behandelten Zellen, konserviert bzw. die ALDO-induzierte Verminderung der
G6PDH-Aktivitat blockiert.

Eine Erhohung der G6PDH-Aktivitdt durch E2 konnte bereits in MCF-7 Zellen, einer
Brustkrebszelllinie, beschrieben werden;*> ein Nachweis dieses Estrogen-Effekts in vaskularen
Zellen und beziiglich der kontrdren Wirkung zu ALDO, erfolgte jedoch erstmalig in der

vorliegenden Arbeit. E2 besitzt damit das Potential, der ALDO-induzierten ROS-Generierung in
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PRSMC entgegenzuwirken, indem es durch eine erhdohte G6PDH-Aktivitat die NADPH
Bioverfiigbarkeit gewahrleistet und auf diese Weise das antioxidative Potential in diesen Zellen
aufrecht erhélt (Abb. 38).

Die Untersuchungen der intrazelluldren Glutathion-Konzentrationen stiitzen diesen
Mechanismus. Obwohl die Glutathion-Konzentration in ALDO+E2-behandelten Zellen im
Vergleich zu nur mit ALDO-behandelten Zellen nicht signifikant erhéht war, lield sich dennoch
eine tendenzielle Erhéhung sowohl der totalen Glutathion-Konzentration als auch der
GSH-Konzentration belegen, die wiederum mit der erhéhten NADPH-Konzentration in diesen
Zellen korreliert.

E2 behandelte Zellen wiesen zwar eine erhdhte NAD- und NADP-Konzentration sowie eine im
Vergleich zu ALDO-behandelten PRSMC signifikant erhohte G6PDH-Aktivitat auf, jedoch war die
intrazellulare NADPH-Konzentration in diesen Zellen nicht erhoht. Eine Ursache hierfir ist
bislang noch nicht gefunden. Es ware jedoch denkbar, dass es in E2-behandelte Zellen, die keine
erhohte ROS-Generierung aufweisen, keiner Erhéhung des antioxidativen Potentials bedarf und

das durch die G6PDH generierte NADPH vermehrt fir reduktive Biosynthesen verwendet wird.

Die beiden klassischen Estrogenrezeptor-Subtypen ERa und ERB werden bei Mannern und
Frauen, in verschiedenen Gewebe- und Zelltypen, und wahrend der Progredienz bestimmter
Erkrankungen, nicht nur unterschiedlich stark exprimiert, sondern besitzen nach
ligandabhangiger Aktivierung zudem z. T. divergente Wirkungen. Dies wurde durch eine Vielzahl
an in vitro und in vivo Untersuchungen sowie durch Studien an ER-knockout Tieren belegt.?****°
In ERa-knockout Méausen konnte z. B. gezeigt werden, dass eine E2-vermittelte Schutzwirkung
bezliglich vaskuldrer Entziindungsreaktionen, im Vergleich zu wildtypischen Kontrollmdusen,
fast vollstandig inhibiert ist, und dass der ERa, im Gegensatz zum ERPB, bei vaskularen

148, 260 per ERa besitzt zudem eine

Entziindungsreaktionen protektive Wirkungen entfaltet.
protektive Wirkung bei der Entwicklung endothelialer Dysfunktionen sowie eine wichtige
Funktion bei der Regulation der eNOS-Expression und -Aktivitat in Endothelzellen, wodurch die
NO-Bioverfiigbarkeit in diesen Zellen erhoht wird. 28 129, 261, 262 pyo g ERB wiederum wird eine
wichtige Rolle in der Blutdruckregulation zugesprochen, da ERB-knockout Méause, im Vergleich

132 AuRerdem konnte gezeigt

zu wildtypischen Kontrollmdusen, eine Hypertonie entwickeln.
werden, dass 8B-VE2, nicht jedoch 16a-LE2, oder E2 das Potential besitzt, einen erhéhten

systolischen Druck in ovariektomierten, spontan hypertensiven Ratten zu senken.”’ In dieser
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Arbeit galt es daher mit den spezifischen ER-Agonisten 16a-LE2 und 8B-VE2 zu prifen,
inwiefern die beiden ER-Subtypen redundante, spezifische oder gegensatzliche Effekte auf die
ALDO-induzierten ROS-Generierung besitzen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass beide
ER-Subtypen in den PRSMC exprimiert werden, und dass ihre Proteinexpression, unabhangig
von der jeweiligen Hormonbehandlung, nicht variierte und den basalen Werten entsprach.
Sowohl 16a-LE2 als auch 8B-VE2 konnten der ALDO-induzierten lokalen ROS-Generierung,
ERa- sowie ERB-vermittelt, entgegenwirken. Die ER-Abhdngigkeit dieses Effekts konnte durch
die Supplementation der Zellen mit dem ER-spezifischen Antagonisten ICI verifiziert werden,
wodurch die Wirkung beider ER-Subtypen hinsichtlich der ALDO-induzierten ROS-Generierung
als redundant erachtet werden konnte.

Des Weiteren lieR sich eine signifikante Erhéhung der NADPH-Konzentration in ALDO+16a-LE2-
sowie in ALDO+8B-VE2-behandelten Zellen im Vergleich zu nur mit ALDO-behandelten PRSMC
nachweisen, was ebenfalls auf eine redundante Wirkung von ERa und ERB hindeutet. Jedoch
konnte in diesen zwei Behandlungsgruppen keine erhohte G6PDH-Aktivitdt im Vergleich zu
ALDO-behandelten Zellen belegt werden, was in diesem Fall auf einen additiven Effekt beider
ER-Subtypen vermuten lasst.

Ein weiterer interessanter Befund hinsichtlich der ER-Spezifitat betraf die totale
NAD-Konzentration in hormonbehandelten PRSMC. ALDO+16a-LE2-behandelte Zellen wiesen
beziglich ihrer totalen NAD-Konzentration keinen signifikanten Unterschied zu nur mit ALDO
behandelten Zellen auf. In ALDO+8B-VE2-behandelten Zellen war die totale NAD-Konzentration
jedoch signifikant erhoht. Die totale NADP- und NADPH-Konzentration in den mit 16a-LE2
kosupplementierten Zellen zeigten jedoch wieder signifikant erhohte Werte, im Vergleich zu
ALDO-behandelten Zellen. Es bleibt zu klaren, ob die Enzyme der NAD-Synthese und/oder die
NAD-Kinase differenziell durch die ER-Subtypen reguliert werden. Zum einen ware denkbar,
dass die NAD-Synthese verstarkt durch den ERB beeinflusst wird, womit sich die signifikant
erhohten NAD-Konzentrationen bei ALDO+E2-, E2- und ALDO+8(B-VE2-behandelten Zellen
erklaren lieRen. Des Weiteren kénnte die ATP-abhingige NAD-Kinase, welche NAD" zu NADP*
phosphoryliert,95 verstarkt ber den ERa reguliert werden. Auf diese Weise waren die erhéhten
NADP- und NADPH-Konzentrationen in dieser Behandlungsgruppe nachvollziehbar. Eine

Verifizierung dieser Hypothesen steht noch aus.
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Abb. 38: Die gegensitzlichen Effekte von ALDO und E2 auf das antioxidative System von PRSMC (schematisch)
Die ligandabhdngige Aktivierung des MR durch ALDO fiihrt zu einer gesteigerten Generierung von
Superoxidradikalen (0,") sowie zu einer verminderten Aktivitit des NADPH generierenden Enzyms G6PDH.

Im Gegensatz dazu fiihrt eine ligandabhangige Aktivierung der ER durch Estrogen (E2) zu einer Aufrechterhaltung
der G6PDH-Aktivitat, selbst wenn eine erhohte MR-Aktivierung innerhalb der Zellen vorliegt. Hieraus resultiert
eine konstante Bioverfligbarkeit des Reduktionsdquivalents NADPH, das eine zentrale Rolle im antioxidativen
System der Zellen spielt. NADPH wird fiir die Regeneration von reduziertem (GSH) aus oxidiertem (GSSG)
Glutathion durch die katalytische Aktivitdt der Glutathion-Reduktase (GR) bendtigt. GSH wiederum dient den
Glutathion-Peroxidasen (GPx) als essentieller Kofaktor. Des Weiteren wird NADPH fiir die Aufrechterhaltung der
enzymatischen Aktivitat der Katalase bendtigt und besitzt wichtige Funktionen im Glutaredoxin- und Thioredoxin-
System (hier nicht gezeigt), zwei weitere wichtige antioxidative Systeme der Zellen. GPx und Katalase
neutralisieren H,0,, das durch die Enzymaktivitit der Superoxid-Dismutasen (SOD) aus O, generiert wird.

99



Diskussion

AbschlieBend lasst sich im Hinblick auf die Spezifitdt der beiden ER-Subtypen fir den oben
beschriebenen Mechanismus noch keine klare Aussage treffen. Eine gegensatzliche Funktion
von ERa und ERP lasst sich jedoch anhand der vorliegenden Ergebnisse weitgehend

ausschlieRen.

Da ALDO-behandelte Zellen nicht nur signifikant geringere totale NADP- und
NADPH-Konzentrationen, sondern auch eine signifikant verminderte intrazellulare
NAD-Konzentration aufwiesen, bleibt zukiinftig noch zu klaren, ob die verminderte NAD-Menge
in diesen Zellen mit einer erhéhten Aktivitit NAD*-verbrauchender Enzyme in einem kausalen
Zusammenhang steht und/oder ob Estrogene eine inhibierende Wirkung auf diese Enzyme
entfalten.

Eine Familie dieser Enzyme sind die Poly(ADP-Ribose)Polymerasen (PARP). PARP sind nukledre
Proteine, die durch verschiedene pathophysiologische Prozesse wie DNA-Strangbriiche infolge
erhohter ROS-Konzentrationen oder oxidativer Zellschadigungen aktiviert werden. Die
Pathogenese zahlreicher CVD, wie z. B. Myokardinfarkt, Ischamie-Reperfusion, Herzinsuffizienz
oder endotheliale Dysfunktion, ist mit einer erhohten PARP-Aktivierung assoziiert.”®® PARP-1,
die Hauptisoform dieser Enzymfamilie, fungiert als ein ,Sensorprotein” fiir DNA-Schadigungen,
wie Einzel- oder Doppelstrangbriiche, und benétigt nach seiner Aktivierung NAD" als Substrat.
Bei der enzymatischen Reaktion von PARP-1 wird eine ADP-Ribose Einheit des NAD"® auf
nukledre Proteine wie Histone oder aber auf das PARP-1 Enzym selbst (bertragen, wodurch es
zu einer schnellen Depletion des intrazelluliren NAD'- und ATP-Pools kommt. Als Folge dieses
Prozesses werden die Glykolyse und die mitochondriale Elektronentransportkette negativ

263265 57ab0 et al. konnten

beeinflusst, was wiederum zu zelluldaren Dysfunktionen fiihren kann.
eine dosisabhangige ANG ll-induzierte Steigerung der PARP-1-Aktivitdat in murinen
Endothelzellen belegen sowie eine verminderte endotheliale Dysfunktion in ANG Il behandelten
Mausen, die entweder PARP-defizient waren oder mit PARP-Inhibitoren kosupplementiert

266 Dieser PARP-1 vermittelte Mechanismus kénnte auch in ALDO-behandelten PRSMC

wurden.
von Bedeutung sein, woflir nicht nur die signifikant verminderte NAD-Menge spricht, sondern
auch die signifikant erhohte lokale ROS-Generierung und die verminderte antioxidative
Kapazitat in diesen Zellen. Eine in vitro Untersuchung an humanen Lungenepithelzellen und
murinen Makrophagen belegte des Weiteren, dass E2 (ber einen ERa-vermittelten Effekt einen

Einfluss auf die PARP-Aktivierung besitzt. In Abwesenheit von endogenem und exogenem
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Estrogen kommt es nur zu einer moderaten Interaktion zwischen ERa und PARP, so dass dieses
Enzym katalytisch aktiv ist und in der Lage ist DNA-Strangbriiche ausfindig zu machen. Durch
die Supplementation von exogenem E2 zu den Zellen verstarkt sich die Interaktion zwischen
ERa und PARP, wodurch PARP fest an die DNA bindet und dadurch seine Fahigkeit verliert,
DNA-Schadigungen zu erkennen. Hierdurch wird die Aktivierung von PARP unterbunden und
der NAD"-Depletion entgegengewirkt.267

PARP-1 spielt ferner auch eine wichtige Rolle bei der Induktion der Zellapoptose. Das Enzym
reguliert hierbei in oxidativ geschadigten Zellen u.a. die Translokation des
Apoptose-induzierenden Faktors aus den Mitochondrien in den Nukleus, was schlieRlich die

Fragmentierung der genomischen DNA zur Folge hat.”***”°

Bei diesem Apoptose-Mechanismus
ist ebenfalls, durch die Inhibierung der PARP-Aktivitdt, mittels des aktivierten ERa, ein
protektiver Effekt durch E2 vorstellbar. Auch die Befunde von Pelzer et al., die eine signifikante
Inhibierung der Zellapoptose durch E2, in Staurosporin-behandelten neonatalen
Rattenkardiomyozyten, nachwiesen,””’ kénnten durch diesen Mechanismus eine weitere

Erklarung liefern.

Als Ursache fiir die ALDO-induzierte lokale ROS-Generierung in PRSMC kann eine gesteigerte
Expression der NADPH Oxidase Untereinheit p67°"* angesehen werden. p67°" besitzt einen
entscheidenden Einfluss auf die Aktivitdit der NADPH Oxidase und damit auf die Generierung

7°" sowie eine Erhéhung der ROS-Generierung konnte

von 0,".* Eine Uberexpression von p6
weder in Placebo- noch in nur mit E2-behandelten PRSMC gemessen werden. Folglich kann der
Schluss gezogen werden, dass der Einfluss von ALDO auf die Expression der p67ph°x NADPH
Oxidase Untereinheit in einem kausalen Zusammenhang mit der erhohten ROS-Generierung in
ALDO-behandelten Zellen steht. Zahlreiche in vitro und in vivo Studien belegen einen Einfluss

erhohter ALDO-Serumwerte und/oder einer gesteigerten MR-Aktivierung auf die NADPH

49, 219-224 7phox

Oxidase Funktion. Dworakowski et al. wiesen ferner eine erhéhte p6 -Expression in
Patienten mit koronarer Herzerkrankung nach, und Pechanova et al. konnten zeigen, dass eine
gesteigerte p67ph°X-Expression in Aorta und linkem Ventrikel von spontan hypertensiven Ratten,
durch eine chronische Behandlung der Tiere mit dem NADPH Oxidase Inhibitor Apocynin, nicht
nur verringert werden kann, sondern dass die Apocynin-Applikation gleichfalls zu einer

signifikanten Senkung des systolischen Blutdrucks fuhrt.?’* >
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Die Ergebnisse der Expressionsanalysen der NADPH Oxidase Untereinheiten in dieser Arbeit
belegen (iberdies, dass weder die Kosupplementation von E2 noch die spezifischen
ER-Agonisten einen Einfluss auf die ALDO-induzierte Expression bzw. Aktivitat der vaskuldren
NADPH Oxidase besitzen. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass die signifikant geringere
DHE-Oxidation in diesen Zellen nicht auf eine Estrogen-vermittelte Reduktion der
0,"-Generierung, sondern vielmehr auf eine erhéhte ROS-Neutralisation zuriickzufiihren ist.
Dies konnte, wie bereits beschrieben, auf Grund der erhohten NADPH-Konzentrationen und der
gesteigerten G6PDH-Expression und -Aktivitdit in den Zellen, die mit Estrogenen

kosupplementiert wurden, tatsachlich gezeigt werden.

Strehlow et al. wiesen nach, dass E2 die ANG ll-induzierte ROS-Generierung in glatten
GefalBmuskelzellen der Rattenaorta durch eine Erhéhung der ecSOD- und MnSOD-Expression

und -Aktivitit unterbinden kann.'®®

Eine dhnliche ER-vermittelte Wirkung konnte innerhalb
dieser Arbeit nicht belegt werden. Ursache hierfiir kann zum einen sein, dass Strehlow et al.
eine 10fach hohere Konzentration an E2 (1 uM) verwendeten, als dies in der vorliegenden
Arbeit der Fall war (100nM E2). Zum anderen analysierten die Autoren den
Estrogen-vermittelten Effekt nur in unbehandelten bzw. E2-behandelten Zellen und nicht in
Kosupplementations-Experimenten in Anwesenheit von ANG Il. In dieser Arbeit jedoch wurde
die Wirkung von Estrogenen stets in ALDO-kosupplementierten Zellen untersucht.

Eine statistisch signifikante Erhohung der Aktivitdt und/oder Proteinexpression der anderen
antioxidativen Enzyme, wie Katalase und GPx, konnte ebenfalls nicht belegt werden.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass 17B-Estradiol,
160-LE2 und 8B-VE2 dem ALDO-induzierten oxidativen Stress in PRSMC entgegenwirken, indem
sie ER-vermittelt die ROS-Neutralisation Uber eine erhohte NADPH-Bioverfligbarkeit in den
Zellen, dies zumindest bei E2 (iber das NADPH-generierende Enzym G6PDH, beglinstigen. Es
konnte somit eine antioxidative und damit protektive Wirkung von Estrogenen beziiglich der
ungiinstigen Effekte von ALDO bzw. einer gesteigerten MR-Aktivierung, durch einen bislang
nicht beschriebenen Mechanismus, belegt werden. Die innerhalb dieser Arbeit erzielten
Befunde bleiben jedoch invivo noch zu prifen, ebenso wie die Spezifitdit dieser
Estrogenwirkung in den unterschiedlichen kardivaskularen Gewebetypen und hinsichtlich einer

geschlechtsspezifischen Abhangigkeit.
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