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1 Einleitung 

 

1.1 Zielsetzung 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine geeignete und effektive Methode für die 

transiente Transfektion von neonatalen Kardiomyozyten mit Plasmiden zu etablieren.  

Mit Hilfe dieser Methode sollte im Anschluss in einer Promotorstudie die 

genregulatorische Wirkung von Östrogen an einem Zielgen von Östrogen im Herzen 

untersucht werden.  

Da eine östrogenabhängige Induktion des frühen Wachstumsgens Egr-1 im Myokard 

bereits nachgewiesen war, sollte anhand des Egr-1-Promotors die Östrogenwirkung 

auf Herzmuskelzellen in Abhängigkeit der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ auf 

zellulärer Ebene analysiert werden. 

 

1.2 Bedeutung von Östrogen im kardiovaskulären System 

 

Der Myokardinfarkt als Folge der koronaren Herzerkrankung (KHK) ist bis heute in 

den Industrienationen als häufigste Todesursache zu verzeichnen (Rosamond et al. 

2008; Lloyd-Jones et al. 2009). Durch eine verbesserte klinische und präklinische 

Versorgung sowie eine Intensivierung primärer und sekundärer Prävention konnte in 

den letzten 50 Jahren eine Senkung des Mortalitätsrisikos beobachtet werden (Fox et 

al. 2004).  

Die Inzidenz der KHK ist bei prämenopausalen Frauen deutlich niedriger als bei 

gleichaltrigen Männern und unabhängig von Lebensstil und Populationszugehörigkeit 

(Kalin, Zumoff 1990). Mit Eintritt der Menopause und hierbei sinkendem 

Östrogenspiegel ist allerdings für Frauen ein deutlicher Risikoanstieg mit einer 

erhöhten Inzidenz an kardiovaskulären Ereignissen festzustellen (Barrett-Connor 

1997). Generell tritt eine Manifestation kardiovaskulärer Erkrankungen bei 

postmenopausalen Frauen im Durchschnitt um ca. 10 Jahre verzögert im Vergleich 

zu gleichaltrigen Männern auf (Kannel, Wilson 1995).  
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Eine protektive Wirkung des weiblichen Geschlechtshormons Östrogen auf das 

Herzkreislaufsystem wurde bereits in den ersten Untersuchungen der Framingham-

Studie postuliert, nachdem prämenopausale Frauen eine bessere Prognose bei 

symptomatischer KHK aufwiesen als gleichaltrige Männer, während zwischen 

postmenopausalen Frauen und Männern kein signifikanter Unterschied in der 

Prognose nachweisbar war (Ho et al. 1993). Auch bei einer iatrogenen vorzeitigen 

Menopause (durch Ovarektomie) bei prämenopausalen Frauen findet sich ein 

signifikanter Risikoanstieg in Bezug auf symptomatische koronare Herzerkrankung, 

der sich durch Östrogensubstitution wieder reduzieren lässt (Lobo 2007).  

 

Verschiedene, zumeist pathologische Herzveränderungen wie Herzhypertrophie oder 

zelluläre Umbauvorgänge nach Myokardinfarkt (kardiales Remodeling) weisen 

ebenfalls geschlechtsspezifische Unterschiede auf (Dahlberg 1990; Marcus et al. 

1994; Gardin et al. 1995).  

So tritt bei Frauen insgesamt seltener eine Linksherzhypertrophie auf als bei 

Männern, während nach Eintritt der Menopause Frauen eine höhere Inzidenz an 

linksventrikulärer Hypertrophie aufweisen als gleichaltrige Männer (Agabiti-Rosei, 

Muiesan 2002).  

Generell wird bei Vorliegen einer Linksherzhypertrophie der Krankheitsverlauf der 

koronaren Herzkrankheit dramatisch verschlechtert, das Risiko des plötzlichen 

Herztodes steigt hierbei um das Sechsfache an (Dunn, Pfeffer 1999). Die 

postmenopausal erhöhte Inzidenz an Linksherzhypertrophie kann durch eine 

Hormonersatztherapie (HRT: hormone replacement therapy) mit einem Östrogen 

enthaltenden Präparat wieder aufgehoben werden (Miya et al. 2002).  

 

Zur Erklärung des kardioprotektiven Effekts von Östrogen existieren verschiedene 

Modelle:  

Ein großer Forschungsschwerpunkt lag seit den ersten Untersuchungen auf  dem 

positiven Östrogeneffekt auf das kardiovaskuläre System (Mendelsohn, Karas 1999).  

So erhöht sich beispielsweise das Atheroskleroserisiko mit Eintritt der Menopause 

deutlich im Vergleich zu prämenopausalen Frauen und zeigt eine mit zunehmendem 

zeitlichen Abstand zur Menopause progrediente Ausprägung (Dubey et al. 2005). 
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Zu den protektiven Östrogenwirkungen zählt die Verbesserung der Lipidparameter im 

Serum (Erhöhung des HDL – high density lipoprotein und gleichzeitige Verminderung 

des LDL – low density lipoprotein), was ebenfalls als eigenständiges Therapieregime 

zur primären und sekundären Prävention bei KHK durch Statine von der American 

Heart Association (AHA) empfohlen wird (Smith et al. 2001).  

Weiterhin weist Östrogen einen schnell eintretenden vasodilatativen Effekt auf, der 

durch eine direkte Beeinflussung der endothelialen NO-Freisetzung vermittelt wird 

(Mendelsohn, Karas 1999), womit die bereits in den 1970er Jahren erkannte 

blutdrucksende Wirkung von Östrogen (Pfeffer et al. 1979) auch auf zellulärer Ebene 

nachvollziehbar wurde. Darüber hinaus ist eine Beeinflussung vasoaktiver Systeme 

wie Prostacyclin und Thromboxan (Mück et al. 1993) sowie die Freisetzung von 

cGMP in Endothelzellen (Mück et al. 1994 a) mit konsekutiver Vasodilatation für 

Östrogen nachgewiesen (Mück et al. 1994 b).  

Anderen Erklärungsansätzen zufolge üben Östrogene eine antiproliferative Wirkung 

auf glatte Gefäßmuskelzellen aus, denen ein Schlüsselprozess bei der Atherogenese 

und Entstehung von Plaquerupturen und akuten Koronarverschlüssen (Yang et al. 

2009) zukommt, was sowohl durch in-vitro- als auch in-vivo-Untersuchungen 

nachgewiesen werden konnte (Raines, Ross 1993; Vargas et al. 1993; Suzuki et al. 

1996).  

In gleicher Weise wird durch Östrogen eine schnellere Erholung von Endothelzellen 

nach Verletzung durch Ballondilatation bewirkt (Krasinski et al. 1997). 

Auch auf zellulärer Ebene lässt sich ein Zusammenhang zwischen koronarer 

Herzerkrankung und Östrogen nachweisen, da eine verminderte Expression des 

Östrogenrezeptors ERα mit einer erhöhten Inzidenz an kardiovaskulären 

Erkrankungen einhergeht (Losordo et al. 1994). 

Aktuelle Studien weisen auf eine Assoziation von Polymorphismen des 

Östrogenrezeptors ERα  und Ausprägung der koronaren Herzkrankheit bei Männern 

und Frauen gleichermaßen hin. Die bei Männern bereits festgestellte Beeinflussung 

der KHK durch bestimmte ERα-Polymorphismen (Shearman et al. 2006) scheint 

auch bei Frauen zu bestehen (Alevizaki et al. 2007). Offenbar beeinflusst die 

Expression bestimmter Haplotypen des Östrogenrezeptors ERα die Ansprechbarkeit 

auf eine Hormonersatztherapie und könnte die Ursache für ein unterschiedliches 

kardiovaskuläres Risikoprofil für Frauen sein (Lawlor et al. 2006).  
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Auf Zellebene lassen sich ebenfalls geschlechtsspezifische unterschiedliche 

Genregulationsmechanismen bei erhöhter kardialer Nachlast durch 

Aortenkonstriktion am Mausmodell nachweisen (Witt et al. 2008). So findet sich eine 

Reduktion kardialer Hypertrophie bei Aortenkonstriktion unter Östrogensubstitution 

ovarektomierter Mäuse in vivo wie auch auf zellulärer Ebene unter Vermittlung durch 

17β-Östradiol (Donaldson et al. 2009).  

Eine direkte protektive Wirkung von Östrogen auf das Myokard konnte in vivo und in 

vitro anhand einer reduzierten Apoptoserate durch Östrogensubstitution bei 

myokardialer Ischämie gezeigt werden (Pelzer et al. 2000; Patten et al. 2004; Kim et 

al. 2006; Satoh et al. 2007).  

Eine verbesserte Reaktion auf eine definierte Verletzungsschwere ist durch 

Östrogensubstitution im Mausmodell mit einer erhöhten Überlebensrate korreliert und 

wird durch die Inhibition einer hyperinflammatorischen Immunantwort erklärt (Kovacs 

et al. 2004). Ebenso reduziert Östrogen rezeptorvermittelt die vaskuläre 

Leukozytenakkumulation im Rahmen eines Ischämie-Reperfusionsschadens 

(Simoncini et al. 2003).  

Die nach tierexperimenteller Herztransplantation (mit anhängender Aorta) 

detektierbare erhöhte vaskuläre Expression des Östrogenrezeptors ERα (im 

Vergleich zur basalen Expressionsrate) wird ebenfalls als Schutzmechanismus 

gegen Transplantationsarteriosklerose angesehen (Lou et al. 1998). 

Darüber hinaus wird bei Vorhandensein beider Östrogenrezeptoren ERα und ERβ in 

Mitochondrien und nachweisbaren östrogeninduzierten Genprodukten offenbar auch 

der Zellstoffwechsel und die mitochondriale Aktivität durch Östrogen moduliert  

(Klinge 2008).  

  

Die Ergebnisse klinischer Studien unter postmenopausaler Östrogensubstitution in 

Bezug auf sekundäre Prävention kardiovaskulärer Ereignisse sind enttäuschend.   

Die Untersuchungen von Östrogenwirkungen auf zellulärer Ebene zeigen, dass die 

östrogenvermittelte Genregulation im kardiovaskulären System einen komplexen und 

bislang nur ansatzweise verstandenen Regulationsmechanismus darstellt, aus dem 

sich aufgrund der zahlreichen Wechselwirkungen bislang keine klinischen 

Therapiestrategien ableiten lassen (Hulley et al. 1998; Furberg et al. 2002). 
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Die zunehmenden Erkenntnisse der differenzierten Östrogenwirkung auf 

verschiedene zelluläre Regulationsmechanismen lässt für die Zukunft neben einem 

besseren Verständnis der intrazellulären Prozesse eine gezielte Beeinflussung 

positiver Östrogeneffekte auf das kardiovaskuläre System erwarten. 

 

1.3 Mechanismus der Östrogenwirkung 

 

Das weibliche Geschlechtshormon Östrogen gehört zur großen Familie der 

Steroidhormone, die eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zelldifferenzierung 

und Proliferationsprozessen von verschiedenen Zelltypen spielen.  

Östrogene sind definiert als natürlich vorkommende Aktivatoren des 

Östrogenrezeptors. Das Östrogen mit der höchsten Prävalenz und der größten 

biologischen Aktivität stellt 17β-Östradiol dar. Östrogen wird vorwiegend in den 

Ovarien und Fettgewebe durch die Umwandlung von Testosteron zu 17β-Östradiol 

hydroxyliert (katalysiert durch das Enzym Aromatase).  

Die chemische Ausgangsverbindung der Steroidhormone ist Pregnenolon, das in drei 

chemischen Schritten aus Cholesterin synthetisiert wird.  

 

Steroidhormonrezeptoren bilden eine Untergruppe der Familie der nukleären 

Rezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren durch direkte Bindung an spezifische 

DNA-Abschnitte im Bereich der Startsequenzen für die Transkription von Genen eine 

genregulierende Funktion ausüben (Evans 1988; Truss, Beato 1993; Beato et al. 

1996a).  

Nukleäre Rezeptoren weisen neben einer genetisch konservierten N-terminalen 

Region mit transaktivierender (= genaktivierender) Funktion eine zentral lokalisierte 

und hoch konservierte DNA-bindende Domäne (DBD) (Parker 1998) sowie eine C-

terminale Domäne zur Vermittlung von Ligandenbindung (LBD – ligand binding 

domain), Rezeptordimerisation und transaktivierender Funktion auf (Gronemeyer, 

Laudet 1995).  

Zu den Steroidhormonrezeptoren gehören die Rezeptoren für Gluko- und 

Mineralokortikoide, Progesteron, Androgene und Östrogen (Beato et al. 1996b).  

Eine Sonderstellung in der Steroidrezeptorfamilie nehmen zwei mit dem 

Östrogenrezeptor verwandte Rezeptoren, ERR-1 und 2 (estrogen receptor related 
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receptor) ein (Giguère et al. 1988; Laudet et al. 1992). Diese Rezeptorengruppe 

zeichnet sich durch das Fehlen einer Ligandenbindung aus (sog. orphan receptors) 

und zeichnet für eine inhibierende Funktion verantwortlich. In neueren Studien 

konnte des Weiteren eine wichtige Rolle für die Regulation des kardialen 

Energiestoffwechsels gezeigt werden (Huss, Kelly 2004), woraus sich auch eine 

zunehmende pathophysiologische Bedeutung für die kardiale Adaptation an 

Drucküberlastung und Hypertrophieentwicklung ergibt (Huss et al. 2007).  

Neben den Steroidhormonrezeptoren beinhaltet die Gruppe der nukleären 

Rezeptoren auch den Thyreoidrezeptor sowie Rezeptoren für Vitamin D3 und 

Retinsäure.  

Allen nukleären Rezeptoren ist die Fähigkeit gemeinsam, nach ligandenabhängiger 

Aktivierung eine direkte DNA-Bindung einzugehen und damit als Transkriptionsfaktor 

zu wirken. 

Nach der Identifikation des Gens des humanen Glukokortikoidrezeptors (Hollenberg 

et al. 1985) und der Entdeckung des Östrogenrezeptors (Walter et al. 1985) folgte die 

Klonierung des 66 kDa großen Östrogenrezeptors (Green et al. 1986b). Eine 

Umbenennung des primär entdeckten Östrogenrezeptors in Östrogenrezeptor ERα 

erfolgte nach der Klonierung eines zweiten Östrogenrezeptors ERβ (Kuiper et al. 

1996; Tremblay et al. 1997). Durch Untersuchungen zur Funktion und der 

Entdeckung weiterer durch nukleäre Rezeptoren regulierter Gene gelang ein 

weitreichender Einblick in die molekularbiologischen Grundlagen der Genregulation 

(Green, Chambon 1988).  

 

1.3.1 Der klassische Weg der Genregulation (direkte Genregulation durch 

Steroidhormone – direkter genomischer Östrogeneffekt) 

 

Östrogen entfaltet als Steroidhormon durch Ligandenbindung an den 

Östrogenrezeptor mit anschließender Besetzung spezifischer genregulatorischer 

DNA-Elemente transkriptionelle Aktivität (klassische Genregulation der 

Steroidhormone).   

Dieser klassische Mechanismus der Östrogenwirkung erfolgt durch eine intrazelluläre 

Bindung des Hormons an den Östrogenrezeptor, der nach erfolgter Ligandenbindung 

und Dimerbildung in den Zellkern transloziert (Jensen et al. 1968; Hall, McDonnell 
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1999; Osborne, Schiff 2005). Hier kann der Rezeptor-Hormon-Komplex entweder 

ohne direkte DNA-Bindung mit anderen genregulatorisch wirkenden Proteinen 

interagieren (Gaub et al. 1990; Paech et al. 1997; Björnström, Sjöberg 2002) oder 

direkt an intranukleäre Gensequenzen binden (Nilsson et al. 2001).  

Diese spezifischen DNA-Abschnitte werden als östrogenresponsive DNA-Elemente 

(ERE: estrogen responsive elements) bezeichnet (Kumar, Chambon 1988). Die in 

der Promotorregion lokalisierten ERE stellen die für östrogenmodulierten Gene 

entscheidenden genregulatorischen Sequenzen dar (Nilsson et al. 2001).  

Verantwortlich für die Erkennung der spezifischen DNA-Bindungselemente durch 

einen Steroidhormonrezeptor ist die DNA-bindende Domäne des Rezeptors (DBD: 

DNA binding domain), die durch ca. 65-70 Aminosäuren definiert wird (Kumar et al. 

1986). Sie stellt strukturell zwei Zinkfingermotive dar, wobei hier eine Helix eine DNA-

erkennende Funktion aufweist (sog. P-Box), während eine zweite Helix (sog. D-Box) 

für die Rezeptordimerisation verantwortlich ist (Luisi et al. 1991; Schwabe et al. 1993; 

Rastinejad et al. 1995). 

 

 

Abb. 1.3-1: Schema der DNA-Aktivierung (direkte genomische Wirkung) nukleärer 

Hormonrezeptoren am Beispiel des Östrogenrezeptors  

Der Östrogenrezeptor (ER) stellt einen typischen Vertreter der Superfamilie der nukleären 

Hormonrezeptoren dar. Nach Rezeptoraktivierung durch erfolgreiche Ligandenbindung (E2: 17β-

Östradiol) bindet er typischerweise als Rezeptordimer an die spezifischen östrogenresponsiven Elemente 

(ERE). Die Erkennung der ERE erfolgt durch die DNA-bindende Domäne des Rezeptors (DBD: DNA 

binding domain), die bei beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ eine 96%ige Homologie aufweist. 

Ligandenaktivierte Hormonrezeptoren benötigen weitere Transaktivator-Proteine (TAF: transactivation 

factors), um eine Genexpression bewirken zu können. Daneben spielen Regulationsproteine (Reg.prot.) 

bei der Rezeptoraktivierung und DNA-Bindung eine Rolle. 

Grafik modifiziert nach Huss und Kelly (2004).  
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Die Abb. 1.3-1 zeigt den Mechanismus der direkten Geninduktion durch den 

Östrogenrezeptor, der auch als „klassischer“ oder direkter genomischer Effekt von 

Steroidhormonrezeptoren beschrieben ist.  

Sowohl durch die Ligandenbindung des Rezeptors als auch durch die Bindung des 

Rezeptors an die spezifische DNA-Sequenz wird eine Konformationsänderung des 

Rezeptors wie auch der DNA-Struktur initiiert, durch die eine Interaktion mit weiteren 

Transkriptionsfaktoren und Regulatorproteinen ermöglicht wird. Die Bindung von 

Östrogen an den Rezeptor bewirkt neben der Abspaltung des Hitzschockproteins 

HSP 90 eine Konformationsänderung des Rezeptors (Beato 1989; Tsai, O'Malley 

1994; Yamashita 1998).  

Analog erfolgt nach DNA-Bindung des Rezeptors durch die Modifikation der 

Tertiärstruktur von DNA und Rezeptor eine dadurch ermöglichte neue 

Bindungsoption für Regulatorproteine, während bestimmte repressiv wirkende 

Proteine abgespalten werden (Mahmoodzadeh et al. 2008).  

Über Adapterproteine ist eine Interaktion und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 

über die Ligandenbindungsdomäne der Steroidrezeptoren möglich (Hall, McDonnell 

2005). Diese Faktorenkomplexe beinhalten ATP-abhängige strukturmodulierende 

Proteine wie Histon-Acetylasen und Histon-Methyltransferasen, durch die die 

Chromatinstruktur geöffnet und eine Bindungsmöglichkeit für Transkriptionskomplexe 

mit RNA-Polymerase II geschaffen wird, um ein Gentranskript zu initiieren.   

 

Sowohl der Östrogenrezeptor ERα als auch ERβ können eine spezifische Bindung 

mit östrogenresponsiven Elementen (ERE) eingehen. Unter Besetzung der LBD 

(ligand binding domain) durch Östrogen verlieren die Östrogenrezeptoren ERα und 

ERβ  auch unter erhöhten Temperaturbedingungen ihre ERE-Bindungsfähigkeit 

nicht. Bei fehlendem Liganden oder Anwesenheit eines Östrogenantagonisten wird 

die Bindungsfähigkeit von beiden Rezeptoren reduziert (Pace et al. 1997).  

Beide Östrogenrezeptoren sind in der Lage, an spezifische östrogenresponsive DNA-

Elemente (ERE) als Dimer zu binden und dadurch eine Genaktivierung zu bewirken 

(Kuiper et al. 1996; Mosselman et al. 1996). Dabei lassen sich sowohl Homodimere 

(ERα-ERα oder ERβ-ERβ) als auch Heterodimere (ERα-ERβ) unabhängig vom 

Vorhandensein eines Liganden (17β-Östradiol) oder eines Antagonisten wie ICI 

182780 nachweisen (Pace et al. 1997).  
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Durch die unterschiedliche zelltypabhängige Verteilung der Östrogenrezeptoren ERα 

und ERβ ergibt sich ein gewebespezifisches Genexpressionsmuster in Abhängigkeit 

der transkriptionellen Aktivität der beiden Rezeptoren und dem zellulären 

Verteilungsmuster. 

 

Abb. 1.3-2: Bindungsverhalten der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ an ERE   

Bei der klassischen Geninduktion durch Östrogen bindet 17β-Östradiol nach Diffusion in das Zellinnere 

an den Östrogenrezeptor. Durch die damit erfolgte Aktivierung der Östrogenrezeptoren werden die 

Dimerbildung und die anschließende Diffusion in den Zellkern (Nucleus) initiiert.  

Bei der Dimerbildung der Östrogenrezeptoren sind sowohl Homodimere (ERα-ERα oder ERβ-ERβ) als 

auch Heterodimere (ERα-ERβ) möglich.  

Durch zellspezifisch unterschiedliche Rezeptorexpression ergibt sich so ein zelltypisches 

Genexpressionsmuster. 
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Wie bei allen nukleären Rezeptoren finden sich beim Östrogenrezeptor ERα wie 

auch bei ERβ eine aus 6 sog. Domänen bestehende Grundstruktur, die 

unterschiedlich stark konservierte Regionen (A bis F) aufweist (vgl. Abb. 1.3-3). 

 

Die DNA-bindende Domäne (Region C) einschließlich der P-Box zeigt mit 96% eine 

hohe Homologie bzw. identische Aminosäuresequenzen (P-Box) bei den 

Östrogenrezeptoren ERα und ERβ.  

Dagegen finden sich in der Region E, in der die Hormon-/Ligandenbindungsdomäne  

liegt, deutliche Unterschiede in der Aminosäuresequenz zwischen ERα und ERβ 

(Green et al. 1986a; Kumar et al. 1987).  

Ebenso weist die N-terminale A/B-Region Spezies-abhängige Divergenzen auf. 

Hierin enthalten ist eine konstitutive Transkription-aktivierende Funktion (TAF-1), die 

eine promotor- und zelltypabhängige Genaktivierung unabhängig von der in der 

Domäne E befindlichen TAF-2 bewirken kann (Metzger et al. 1995a).  

Im Gegensatz dazu ist die Wirkung der TAF-2 ligandenabhängig.  

 
Das Antiöstrogen ICI 182780 wirkt über eine Blockade von AF-1 und AF-2 

inhibitorisch, ohne allerdings die DNA-Bindung des Östrogenrezeptors über die DBD 

außer Kraft zu setzen (Metzger et al. 1995b).  

Dagegen blockiert  Tamoxifen lediglich die transaktivierende Funktion AF-2, während 

die transkriptionelle Aktivität durch AF-1 ermöglicht wird (Berry et al. 1990; Metzger 

et al. 1995a; McInerney, Katzenellenbogen 1996).  
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Östrogenrezeptor ERα: 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.3-3: Proteinstruktur des Östrogenrezeptors ERα im Vergleich zu ERβ  

Die Östrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ gehören zur Superfamilie der Steroidrezeptoren und weisen 

wie andere Rezeptoren aus dieser Gruppe eine ähnliche Molekülstruktur auf, die aus sechs Domänen 

besteht (N-terminales Ende: Domäne A, C-terminales Ende: Domäne F).  

Die höchste Homologie findet sich mit 96% in der Domäne C (Enmark et al. 1997), die über die DNA-

bindende Domäne (DBD) mit zwei Zinkfingerstrukturen im Wesentlichen für die DNA-Bindung des 

Rezeptors verantwortlich ist. Insbesondere die für die Transaktivierung (Aktivierungsfunktion 1 und 2) 

und Bindung von Koregulatoren zuständigen Regionen (N-terminale A/B-Domäne und C-terminale E-

Domäne) weisen deutliche Unterschiede in der Proteinstruktur auf. Die im Amino-terminalen Bereich 

gelegene Aktivierungsfunktion AF-1 bewirkt eine ligandenunabhängige transkriptionelle Aktivierung. 

Domäne D beinhaltet die Hinge-Region und Bindungsstellen von regulatorisch wirkenden Proteinen. Für 

die im C-terminalen Ende liegenden F-Domäne wird eine Funktion zur Konformationsänderung des 

Rezeptors nach Ligandenbindung angenommen, wodurch sich auch unterschiedliche Antworten des 

Östrogenrezeptors ERα und ERβ gegenüber Östrogen und selektiven Östrogenmodulatoren erklären 

lassen (Brzozowski et al. 1997).  

Die arabischen Zahlen geben die Position der Aminosäuren wieder. Die grau unterlegten Pfeile stellen die 

Homologien der Aminosäuresequenzen von ERα und ERβ dar. 
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Der Östrogenrezeptor ERα zeichnet sich durch eine wesentlich höhere Aktivität der 

AF-1-Region aus, während die AF-1-Region von ERβ eher eine Repressordomäne 

darstellt (Cowley, Parker 1999; Hall, McDonnell 1999). So ist die Expression von 

Genen, die durch AF-1 und AF-2 transaktiviert werden, unter ERα höher als bei ERβ.  

Dagegen weisen AF-2-regulierte Gene keine Unterschiede der Transaktivation durch 

ERα oder ERβ auf (Cowley, Parker 1999). 

Aktuelle Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass die AF-1-Region des 

Östrogenrezeptors ERβ offenbar für die transkriptionelle Repression der ERα-

Aktivität verantwortlich ist (Gougelet et al. 2007). 

Die Domäne D ist durch die Bindungsfähigkeit verschiedener regulatorischer 

Proteine gekennzeichnet. Diese Region zeichnet sich durch die Bindungsfähigkeit 

von verschiedenen Signalproteinen für die Kernlokalisation wie auch des 

Hitzschockproteins HSP 90 aus (Chambraud et al. 1990; Ylikomi et al. 1992) und ist 

an der Stabilisierung der DNA-Bindung des Rezeptors beteiligt (Mader et al. 1989; 

Mader et al. 1993).  

 

Neben den beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ existieren verschiedene 

Splicing-Varianten mit teilweise noch ungeklärter Funktionalität.  

So wird von der natürlich exprimierten Variante des Östrogenrezeptors ERΔE7 

aufgrund der nachgewiesenen ligandenunabhängigen Dimerisationsfähigkeit mit ERα 

und ERβ eine Unterdrückung der direkten transaktivierenden Funktion von ERα und 

ERβ angenommen (Garcνa et al. 2003). Bereits 1996 wies die Arbeitsgruppe von 

Katzenellenbogen auf eine Variante des humanen Östrogenrezeptors mit fehlender 

DNA-Bindungsfähigkeit und negativer Transkriptionsaktivität bei gleichzeitiger 

Expression des Wildtyp-Rezeptors hin (McInerney et al. 1996). 

Neben einer repressiven Wirkung einer 46 kDa großen Splicing-Variante von ERα 

(ER46) durch Fehlen der Transaktivationsfunktion TAF-1 (Flouriot et al. 2000) ist für 

ER46 eine membrangebundene Vermittlung nichtgenomischer schneller 

Östrogenwirkung über zelluläre Signalkaskaden nachgewiesen (Li et al. 2003). 

 

Für die mittlerweile fünf nachgewiesenen ERβ-Isoformen (ERβ2-5 als vom originären 

ERβ(1)-Rezeptor abweichende Isoformen) wird eine verstärkende Funktion 
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angenommen, da bei Fehlen von ERβ(1) keine eigenständige Genaktivierung 

stattfinden kann (Leung et al. 2006). 

 

1.3.2 Indirekte genomische Östrogenwirkung  

 

Etwa ein Drittel der östrogenregulierten Gene des Menschen weist keine 

östrogenspezifischen Gensequenzen (östrogenresponsive Elemente, ERE) auf 

(O'Lone et al. 2004). Die genauen Mechanismen der Regulation über alternative 

Genelemente sind noch nicht vollständig erforscht.  

Östrogenrezeptoren sind in der Lage, ohne direkte DNA-Bindung über eine 

Modulation von Transkriptionsfaktorkomplexen die Genexpression zu beeinflussen 

(Göttlicher et al. 1998).  

Ein typisches Beispiel für einen nicht-ERE-vermittelten (und damit indirekten) 

genomischen Östrogeneffekt ist die Genaktivierung durch die Interaktion des 

Östrogenrezeptors mit dem Aktivatorproteins 1 (AP-1). In diesem Fall interagiert der 

Östrogenrezeptor mit den Proteinen Fos und Jun, die wiederum die AP-1-

Bindungsstelle besetzen und damit eine Genaktivierung bewirken. Eine direkte DNA-

Bindung des Östrogenrezeptors findet dabei nicht statt.  

Zu den auf diese Art östrogenabhängig regulierten Genen gehören das Gen für 

Ovalbumin (Gaub et al. 1990), Kollagenase (Webb et al. 1995), IGF-I (Umayahara et 

al. 1994) und Cyclin D1 (Sabbah et al. 1999; Liu et al. 2002).  

In ähnlicher Weise werden die Gene für den LDL-Rezeptor (Li et al. 2001), für c-fos 

(Duan et al. 1998) und Cyclin D1 (Castro-Rivera et al. 2001) durch einen 

Aktivierungskomplex aus Östrogenrezeptor und dem Transkriptionsfaktor Sp1 (ER-

Sp1) reguliert (Safe 2001).  

 

Die Genregulation über eine Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren ohne direkte 

DNA-Bindung des Rezeptors ist ein typisches Merkmal der Steroidrezeptorfamilie 

und wird als „transkriptioneller cross-talk“ bezeichnet (Göttlicher et al. 1998).  
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1.3.3 Nichtgenomische Östrogenwirkung  

 

Neben dem genregulatorischen Östrogeneffekt mit Aktivierung oder Unterdrückung 

der Transkription verschiedener Zielgene sind zelluläre östrogenabhängige 

Wirkungen nachweisbar, die zu schnell ablaufen, um mit transkriptionellen Prozessen 

unter Aktivierung der RNA- und Proteinsynthese kompatibel zu sein.  

Diese innerhalb von Minuten nachweisbaren Zellveränderungen erfolgen über die 

Aktivierung verschiedener Proteine der zellulären Signalkaskaden und werden daher 

als nichtgenomische Östrogeneffekte bezeichnet (Lösel, Wehling 2003).  

Typischerweise können diese Effekte auch durch nicht-membranpermeable 

Steroidhormone (z.B. an BSA-gekoppeltes Östradiol, das als Makromolekül nur an 

der Membranoberfläche und nicht transkriptionell im Zellkern wirken kann) 

hervorgerufen werden (Razandi et al. 2000). 

 

Eine Beteiligung von membrangebundenen Östrogenrezeptoren wird diskutiert, 

zumal in verschiedenen Zellsystemen, wie z.B. Endothelzellen, Membranrezeptoren 

aus der Östrogenrezeptorfamilie nachgewiesen werden konnten (Simoncini et al. 

2003). Schon in den späten 70iger Jahre gab es erste Vermutungen eines 

membrangebundenen Östrogenrezeptors durch den Nachweis spezifischer 

Bindungsstellen in der Zellmembran für Östrogen (Pietras, Szego 1977). 

Die genauen Eigenschaften und Funktion der Zellmembranrezeptoren sind bisher 

noch nicht im Detail geklärt.  

Die meisten Autoren sind der Ansicht, dass es sich bei den Membranrezeptoren um 

eine Subpopulation der klassischen Rezeptoren ERα und ERβ handelt (Pappas et al. 

1995; Razandi et al. 1999). Transfektionsexperimente konnten in CHO-Zellen 

(chinese hamster ovary cells) transient transfizierte Östrogenrezeptoren sowohl im 

Zellkern als auch in geringem Umfang membranständig nachweisen (Razandi et al. 

1999). 

Man geht davon aus, dass die membranären Östrogenrezeptoren eine Untergruppe 

aus dem Pool der nukleären Rezeptoren bilden, die durch eine definierte 

Lokalisierungssequenz (bestehend aus 9 Aminosäuren in der Domäne E) unter 

Bindung an Caveolin-1 in die Zellmembran translozieren (Razandi et al. 2003; 

Acconcia et al. 2005; Pedram et al. 2007).  
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Andere Autoren bevorzugen die Theorie einer eigenständigen Rezeptorengruppe, 

die nicht aus den klassischen Rezeptoren ERα und ERβ hervorgeht (Toran-Allerand 

et al. 2002). Allerdings bestehen die in Zellmembranen bisher nachgewiesenen 

Östrogenrezeptoren allesamt aus den klassischen Rezeptoren ERα und ERβ, oder 

sind verkürzte Splicing-Varianten der Östrogenrezeptorgruppe.  

Generell besitzen die membranären Östrogenrezeptoren keine transmembranäre 

Domäne, so dass die Bindungstheorie an Proteine der Zellmembran nach 

vorangegangener Palmitoylation des Rezeptors am wahrscheinlichsten anzusehen 

ist (Li et al. 2003; Acconcia et al. 2005).  

Interessanterweise erfolgt eine Aktivierung von Signalkaskaden im Gegensatz zu den 

cytoplasmatischen Rezeptoren nur über Homodimere (Razandi et al. 2004). 

In verschiedenen Zellarten wie z.B. Endothelzellen sind membranständige 

Östrogenrezeptoren in sog. „Caveolae“, speziellen Membraninvaginationen mit 

einem Proteingerüst aus Caveolin, nachgewiesen. Über die in Caveolae befindlichen 

Östrogenrezeptoren wird die endotheliale NO-Synthase durch Phosphorylierung 

östrogenabhängig aktiviert (Kim et al. 1999; Chambliss et al. 2000; Chambliss et al. 

2002). Caveolin ermöglicht hierbei die Anbindung an eine Vielzahl von 

Signalmolekülen (Shaul, Anderson 1998).  

Allerdings sind die genauen Mechanismen und Regulationsvorgänge der 

membranären Translokation von Östrogenrezeptoren nicht im Detail geklärt. 

 

Da die nichtgenomischen Östrogeneffekte auf zelluläre Signalkaskaden 

zurückgreifen, die  üblicherweise von Membranrezeptoren initiiert werden, wurde der 

Begriff „membran-initiated steroid signaling“ (MISS) gebildet (Kim, Levin 2006). 
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Abb. 1.3-4: Modell der nichtgenomischen rezeptorvermittelten Östrogenwirkung  

Neben den beiden klassischen Östrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ sind sog. Splicing-Varianten 

vorhanden, zu denen auch membranständige Östrogenrezeptoren zählen. Aktivierte Östrogenrezeptoren 

finden sich sowohl im Bereich der Zellmembran (B) als auch cytoplasmatisch (A). Über beide 

Rezeptortypen können schnelle Östrogeneffekte unter Nutzung zellulärer Signalwege abgewickelt 

werden. 

Über die östrogenrezeptorvermittelte Aktivierung von klassischen zellulären Signalkaskaden wie z.B. 

MAPK erfolgt die Vermittlung schneller Östrogeneffekte, die entweder zelluläre Veränderungen (z.B. 

Änderung der Ionenkonzentration und des Ruhepotentials) nach sich ziehen, oder über weitere 

Signalkaskaden zu einer veränderten Genexpression führen können (sog. indirekter genomischer 

Östrogeneffekt). 
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In Kardiomyozyten sind sowohl der Östrogenrezeptor ERα wie auch ERβ vorhanden. 

Beide Rezeptorsubtypen sind im Zellinneren ebenso wie in der Zellmembran als 

funktionell aktive Rezeptoren nachgewiesen (Chambliss et al. 2002).  

Während ERα vorwiegend im Zellkern lokalisiert ist und nur eine geringe 

cytoplasmatische Konzentration aufweist, zeigt sich ERβ vorwiegend im Cytoplasma 

bei nur geringer intranukleärer Konzentration. Beide Rezeptoren finden sich auch in 

der Zellmembran von Herzmuskelzellen (Razandi et al. 2004). 

Typischerweise erfolgt die Regulation der zellulären Östrogenrezeptorkonzentration 

zum einen auf transkriptioneller Ebene (Regulation der RNA-Produktion) und zum 

anderen durch Anlagerung von sog. Ubiquitinen, die eine konsekutive Zerstörung 

des angelagerten Rezeptors durch Proteasomen bedingen (Regulation auf 

Proteinebene) (Alarid et al. 1999; Wijayaratne, McDonnell 2001; Kinyamu et al. 

2005). 

 

Sowohl für den Östrogenrezeptor ERα wie auch ERβ sind schnelle nichtgenomische 

Effekte bekannt.  

 

1.4 Egr-1 als Zielgen von Östrogen im Herzen 

 

Das frühe Wachstumsgen Egr-1 (early growth response gene 1) wurde erstmals von 

Milbrandt 1987 aus Rattenzellen isoliert und als ein durch NGF (nerve growth factor) 

induziertes Genprodukt (NGFI-A: nerve growth factor inducible gene A) beschrieben 

(Milbrandt 1987). Es entspricht den in der Folge nachgewiesenen Proteinen Krox-24 

(Lemaire et al. 1988), zif/268 (Christy et al. 1988) und Egr-1 (Sukhatme et al. 1987). 

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Egr-1 durch 

verschiedenste Botenstoffe und Stimuli wie Stress, Verletzungen, Wachstums- und 

Differenzierungsfaktoren induziert wird.  

Egr-1 nimmt als Transkriptionsfaktor in verschiedenen Zellsystemen einschließlich 

des kardiovaskulären Systems wichtige Regulationsaufgaben wahr.  

Im Tiermodell geht bei atherosklerotischen Gefäßläsionen eine vermehrte Egr-1-

Expression mit einer Steigerung einer Egr-1-induzierten Genexpression wie ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule-1), PDGF-A (platelet-derived growth factor-α), TNFα 

(tumor necrosis factor-α), TGFβ (transorming growth factor β) sowie SOD1 
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(superoxide dismutase 1) einher, wodurch eine Mitwirkung von Egr-1 bei den 

Reparaturmechanismen nach Gefäßverletzungen abgeleitet wird (McCaffrey et al. 

2000).  

Offenbar spielt Egr-1 allgemein eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation durch 

Interaktion mit Apoptosegenen wie p53 (Liu et al. 1998; Krones-Herzig et al. 2003) 

und weist nach neueren Untersuchungen ein antikarzinogenes Potential auf, da ein 

Egr-1-Verlust mit einer Tumorgenese einhergeht (Huang et al. 1997). 

Egr-1 spielt als frühes Regulationsprotein in der Signalkaskade der Herzhypertrophie 

eine Rolle, hier finden sich deutlich erhöhte Proteinlevel von Egr-1 (Saadane et al. 

1999). Das Fehlen von Egr-1 im Rahmen von knockout-Experimenten bewirkt eine 

Veränderung der Genexpression im Rahmen der pathophysiologischen Antwort auf 

induzierte Hypertrophie (Saadane et al. 2000).  

Da eine Induktion myokardialer kontraktiler Proteine durch Egr-1 nachgewiesen 

werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass neben einer schnellen Reaktion 

durch Egr-1 auch grundlegende Veränderungen des Genexpressionsmusters 

vermittelt werden (Gupta et al. 1991). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte übereinstimmend mit anderen 

Forschungseinrichtungen neben einer schnellen Induktion durch hypertrophe Stimuli 

wie Adrenozeptoren auch eine schnelle östrogenabhängige Egr-1-Expression 

zeigen.  

Der Egr-1-Promotor mit 1,2 kb Länge enthält sowohl serumresponsive Elemente wie 

auch klassische östrogenresponsive Elemente sowie AP-1-Bindungsstellen für eine 

mögliche Östrogeninteraktion, so dass eine detaillierte Studie der 

östrogenabhängigen Promotoraktivierung durchgeführt wurde. 

 

1.5 Zellkulturmodelle vom Herzen 

  

Bei der Untersuchung von Genprodukten (= Proteinen) im Herzen auf ihre 

Bedeutung und Funktion ist man häufig auf Tiermodelle angewiesen. Neben der 

Blockade des für das Protein kodierenden Gens mittels sog. „knock-out“-Tiere 

besteht die Möglichkeit, ein Protein durch das Einbringen des Gens mit einem 

starken viralen Promotor zu überexprimieren (sog. transgenes Tier).  
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Da bei beiden Methoden alle Zellen eines Organs von der Genveränderung betroffen 

sind, erhofft man sich dabei entweder eine Veränderung des Phänotyps (z.B. 

Herzhypertrophie) oder Veränderungen mit einem messbaren  Korrelat (z.B. 

Blutdruckänderung). 

Beide Verfahren sind mit einem enorm hohen technischen und finanziellen Aufwand 

bei der Herstellung der Tiere verbunden. Wesentlich günstiger und schneller ist das 

Einbringen der gewünschten Gene in Herzmuskelzellen in der Zellkultur.  

 

Bei den etablierten Kardiomyozytenkulturen unterscheidet man zwischen neonatalen 

(ca. 2-3 Tage alte Herzen) und adulten Herzmuskelzellen. Beide Zellarten weisen als 

gemeinsames Merkmal aufgrund ihres hohen Differenzierungsgrades die 

Teilungsunfähigkeit auf (Anversa, Kajstura 1998).  

Die Vorteile neonataler Zellkulturen gegenüber adulten bestehen in der wesentlich 

längeren Lebensdauer (neonatale Herzmuskelzellen überleben unter geeigneten 

Bedingungen mehrere Wochen, adulte nur wenige Tage) sowie in der einfacheren 

und ergiebigeren Präparation.  

 

1.6 Gentransfer-Methoden 

 

Das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryote Zellen wird als Transfektion 

bezeichnet. Damit ist es möglich, die Expression von Genen und ihre Wirkungen auf 

Zellebene zu untersuchen.   

Der DNA-Transfer in Zellen kann grundsätzlich auf zwei Arten geschehen:  

Auf der einen Seite gibt es die sog. transiente Transfektion, bei der die transfizierte 

Erbinformation nicht in das Zellgenom eingebaut wird, sondern nur "vorübergehend" 

abgelesen und exprimiert wird, die andere Möglichkeit stellt die sog. stabile 

Transfektion dar, bei der das Zielgen fest in die Zell-DNA integriert und dauerhaft 

exprimiert wird.  

Um bei der letztgenannten Methode die Zellen zu selektieren, die die Fremd-DNA 

stabil exprimieren, verwendet man Selektionsmedium, in dem nur stabil transfizierte 

Zellen überleben und weitergezüchtet werden können. Dieser Umstand erklärt auch 

die Notwendigkeit einer zur Zellteilung befähigten Zellkultur, da nur damit eine 
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ausreichende Selektion über mehrere Zell-Generationen möglich ist (Watson et al. 

1993). 

Die heute üblichen Zellkulturen von Herzmuskelzellen sind nicht mehr teilungsfähig, 

was also eine stabile Transfektion unmöglich macht. 

 

Generell kann man die verschiedenen Techniken der Transfektion in zwei große 

Gruppen einteilen: zum einen alle Transfektionstechniken, die nicht auf virale Partikel 

angewiesen sind (nichtvirale Transfektion), zum anderen die Gruppe der viralen 

Transfektion, die sich der verschiedenen DNA- und RNA-Viren bedient. 

 

Die Frage nach einem effizienten Gentransfer in Herzmuskelzellen ist sowohl für 

molekulargenetische Untersuchungen in der Zellkultur als auch für eine zukünftige 

Gentherapie am Herzen bedeutsam. 

 

1.6.1 Nichtvirale Transfektionsmethoden von Kardiomyozyten 

 

Das Ziel jeder Transfektion, nämlich das Einbringen fremder DNA in die 

Herzmuskelzellen, wird durch mehrere Faktoren erschwert: zum einen bildet die 

Zellmembran das erste natürliche Hindernis, da die DNA aufgrund ihrer negativen 

Nettoladung als polares Molekül nicht durch die Membran diffundieren kann und 

aufgrund ihrer Größe auch nicht über spezifische Rezeptoren aufgenommen wird, 

wie dies zum Beispiel mit Oligonukleotiden möglich ist (Plank et al. 1998; Fattal, 

Barratt 2009).  

Nach Überwinden dieser Barriere mittels Endozytose droht einem Großteil der nun 

intrazellulären endosomalen Partikeln die Zerstörung durch Lysosomen (Lechardeur 

et al. 2005). Der geringere Anteil noch intakter Plasmidpartikel muss anschließend 

vom Zytoplasma über spezielle Transportkanäle in den Zellkern gelangen 

(Lechardeur, Lukacs 2006), um dort von der Transkriptionsmaschinerie abgelesen 

werden zu können (van der Aa et al. 2006).  

Für eine stabile Transfektion ist darüber hinaus ein permanenter Einbau in das 

Genom der Zelle nötig, was nur etwa mit einer Wahrscheinlichkeit von unter 1:10.000 

eintritt.  
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Während proliferierende Zellarten mit noch bestehender Teilungsfähigkeit eine relativ 

ausgeprägte Transportaktivität und nukleäre Aufnahmekapazität von Plasmid-DNA 

aufweisen, zeigt sich bei ausdifferenzierten Zellarten ohne bestehende 

Teilungsfähigkeit  (wie adulte Kardiomyozyten) dagegen eine deutlich geringere 

Aktivität (Feldherr, Akin 1993). Daneben spielt die Größe der eingebrachten 

Plasmide eine Rolle, da eine DNA-Größe über 250 Basenpaare zu einer 

zunehmenden intrazellulären Immobilität führt und damit die Translokation zum 

Zellkern erschwert (Lukacs et al. 2000).  

Zur Überwindung der Zellmembran wurden seit dem Beginn der 

Transfektionsexperimente in den 70iger Jahren verschiedene Techniken entwickelt, 

die entweder auf rezeptorvermittelter Endozytose, Phagozytose oder Verschmelzung 

mit der Zellmembran beruhen. Daneben existieren mechanische 

Einbringungsmethoden wie Elektroporation (Shigekawa, Dower 1988) oder 

Mikroinjektion (Capecchi 1980), die aber keinen effizienten Gentransfer unter 

normalen Laborbedingungen erlauben.  

Die Etablierung der sogenannten Liposomentransfektion, bei der durch die Bildung 

von DNA-Liposomkomplexen (von einer Doppellipidschicht umgebene Plasmid-DNA 

durch Vesikelbildung in wässriger Lösung) eine Zellmembranfusion mit 

anschließender DNA-Freigabe in das Zellinnere erfolgt (Sternberg et al. 1994), bot 

eine technisch einfache Möglichkeit zur Zelltransfektion (Transfektion mit sog. 

„Zytofektinen“).  

Eine weitere Transfektionsmethode stellt die Kopplung der Plasmid-DNA an 

körpereigene Proteine dar, die eine rezeptorvermittelte Endozytose hervorruft, ein 

Verfahren, das bei der Transferrin-gekoppelten Transfektion an bestimmten 

Zellsystem erfolgreich einsetzbar ist (Wagner et al. 1990). 

 

Leider weisen alle bisher entwickelten Methoden an Kardiomyozyten eine sehr 

geringe Transfektionseffizienz auf (Antin et al. 1988) und sind daher mit 

Einschränkungen für in-vivo-Experimente aber keinesfalls für eine klinische 

Anwendung geeignet.  
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1.6.2 Viral gestützte Transfektionsmethoden an Kardiomyozyten 

 

Mit der Einführung replikationsdefizienter rekombinanter Adenoviren eröffneten sich 

neue Möglichkeiten der Genforschung durch die dadurch ermöglichte effiziente 

Transfektion von Plasmid-DNA in Zellsysteme mit bislang erschwerter 

Transfektionssituation (Schneider, French 1993) und erste Überlegungen zu einer 

Gentherapie erkrankter myokardialer Zellsysteme (Alexander et al. 1999).  

Bei der klassischen viralen Transfektion wird das einzubringende Plasmid in das 

Virusgenom integriert und über die Aufnahme des Virus (Zellinfektion) in die Zelle  

transportiert (Technik der viralen Vektoren).  

Der Vorteil dieses Systems besteht in der hohen Effizienz und nach erfolgreicher, 

technisch und zeitlich allerdings sehr aufwendiger Herstellung der viralen Vektoren in 

einer transfektionstechnisch einfachen Handhabung.  

 

Ein alternatives Verfahren beruht auf dem Prinzip, die zu transfizierende DNA nur 

vorübergehend mittels eines Trägerstoffes an das Virus zu koppeln. Hierbei nutzt 

man die negative Nettoladung der DNA-Plasmide, die über die Bindung an ein positiv 

geladenes Protein an das negativ geladene Virus gebunden werden kann (Curiel et 

al. 1992).  

In der Folgezeit wurden neue Konjugationsmethoden entwickelt, die in 

unterschiedlicher Weise Adenovirus, Polylysin-DNA und Rezeptorliganden verbinden 

(Fisher, Wilson 1994; Baker et al. 1997). 

 

Dieses System weist zwar eine im Vergleich zu den stabilen Vektoren deutlich 

geringere Effizienz auf, stellt aber eine elegante Transfektionsmethode dar, wenn 

eine große Menge verschiedener Plasmide transfiziert werden müssen, da die 

langwierige und sehr zeitaufwendige Virusherstellung für jedes einzelne zu 

transfizierende Plasmid entfällt. 
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2 Fragestellung 

 

Um den Mechanismus der Östrogenwirkung auf zellulärer Ebene in 

Herzmuskelzellen besser verstehen zu können, standen die folgenden 

Fragestellungen im Rahmen dieser Arbeit im Vordergrund: 

 

1. Mit welcher Methode lässt sich ein Gentransfer von variablen Plasmiden in 

Herzmuskelzellen effektiv realisieren?  

Hierzu wurden nichtvirale Transfektionsmethoden mit der adenoviral gestützten 

Transfektion von Kardiomyozyten verglichen und optimiert.  

 

2. Wie erfolgt die Genregulation durch Östrogen an Herzmuskelzellen? 

Das frühe Wachstumsgen Egr-1 (Early growth response gene 1) weist eine 

östrogenabhängige Induktion in Kardiomyozyten auf, wie unsere Arbeitsgruppe 

bereits zeigen konnte. Anhand dieses Gens erfolgte eine Promotorstudie mit 

Untersuchung der Östrogenwirkung in Abhängigkeit der Östrogenrezeptoren ERα 

und ERβ sowie eine Untersuchung weiterer Transkriptionsfaktoren. 

 

3 Material und Methoden 

 

3.1 Verwendete Plasmide 

 

3.1.1 Beschreibung der verwendeten Plasmide 

 

pCMV-Lac F: 

 

Das pCMV-Lac F Plasmid besteht aus einem pUC18 Grundgerüst der Fa. Boehringer 

Mannheim, das eine Ampicillin-Resistenz enthält (Yanisch-Perron et al. 1985). An 

einer „multiple cloning site“ wurde der CMV-IE-Promoter zwischen einer Xba- und 

einer Xba I-Restriktionsstelle sowie das LacZ-Gen zwischen einer Sal I- und Sac I-

Stelle einkloniert. 
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p-CMV-Luciferase: 

 

Das pCMV-Luciferase-Plasmid besteht aus einem pcDNA 1.1 /Amp(500)-

Grundgerüst der Fa. Invitrogen, das eine Ampicillinresistenz und einen CMV-IE- 

Promotor (CMV-immediate-early-Promotor) enthält. Die Luciferase-cDNA ist 

zwischen die Schnittstellen Bam HI und Hind III einkloniert. 

 

Abb. 3.1-1: Schema des CMV-luc-Plasmids  

Das 6,6 kb große CMV-luc-Plasmid enthält neben der Luciferase codierenden cDNA (2), die von einem 

CMV-Promotor (1) initiiert wird, eine Ampicillinresistenz. Einkloniert wurde CMV-luc in ein pcDNA-Gerüst 

von Invitrogen. 

 

 

Egr-1-Luciferase (Egr-1-luc), Deletionsmutanten des Egr-1-Promotors und ERE-luc 

 

Die im 5‘-Bereich anhängende Promotorregion (1,2 kb) des Zinkfingerproteins Egr-1 

ist unter der Zugangsnummer X12617 in der GenBank™ hinterlegt (Tsai-Morris et al. 

1988).  

Alle Deletionsmutanten des Egr-1-Promotors (Konstrukte A-D) sowie ERE-Luciferase 

sind an einer SalI-site in einen pXP-2-Luciferase-Vektor der Fa. Invitrogen 

einkloniert.  
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Die Deletionsmutanten des Egr-1-Promotors wurden uns freundlicherweise von V. 

Sukhatme zur Verfügung gestellt (Alexandropoulos et al. 1992). 

 

pSG-HEO RSV-ERα und CMV-ERβ:  

 

Die cDNA von Östrogenrezeptor ERα unter dem RSV-Promotor befindet sich in 

einem pSG-HEO-Vektor. Der Östrogenrezeptor ERβ wird durch einen CMV-Promotor 

ebenfalls in einem PSG-HEO-Vektor kontrolliert. 

 

3.1.2 Kompetente Zellen und Transformation 

 

Eine weit verbreitete Methode, eukaryote DNA, besonders in Form von Plasmiden,  

zu vermehren, ist es, die DNA in Bakterien einzubringen (Transformation), sie dort 

vermehren zu lassen und anschließend wieder aus den Bakterien zu isolieren. Um 

die Bakterien dazu jedoch nutzen zu können, müssen verschiedene Bedingungen 

erfüllt sein.  

Zum einen müssen die Bakterien die Fähigkeit besitzen, die DNA aufzunehmen und 

sie zu replizieren, ohne sie dabei in das bakterielle Genom einzubauen. Die DNA 

muss ein Resistenzgen beinhalten, damit die Bakterien selektioniert werden können, 

die die DNA auch tatsächlich aufgenommen haben.  

Das Genprodukt der DNA wiederum darf keine zu große toxische Wirkung entfalten, 

da sonst alle Bakterien zugrunde gehen. 

 

Herstellung kompetenter Bakterien 

 

Zu Beginn steht die Aufgabe, die Bakterien zur Aufnahme der DNA zu befähigen 

(„kompetent“ zu machen). Dazu werden Bakterienarten wie E.coli verwendet, die 

schon von Natur aus die Möglichkeit besitzen, fremde DNA aufzunehmen. Durch 

eine Behandlung mit CaCl2-Lösung wird die Bakterienwand dünner und so die DNA-

Aufnahme zusätzlich erleichtert. 

 

E.coli-Bakterien vom Typ DH 5 wurden mit einer ausgeglühten Öse in ein steriles 12 

ml-Tube mit 5 ml sterilisiertem Bakterienmedium (LB-Medium) eingebracht und 1-2 h 
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bei 37°C geschüttelt, bis eine sichtbare Trübung als Zeichen einer relevanten 

Vermehrung eingetreten war. Diese Vorkultur wurde nun in einen 500 ml fassenden 

Erlenmeyerkolben mit 500 ml LB-Medium überführt und unter gleichen Bedingungen 

bis zu einer OD 590 von ungefähr 0,4 (optische Dichte bei 590 nm) inkubiert. Nach 

Erreichen der gewünschten OD wurde die Bakterienlösung auf zehn 50 ml-Tubes 

aufgeteilt und für 20 min auf Eis gestellt. Nach einem anschließenden Zentrifugieren 

mit 600 g bei 4°C für 7 min wurde der Überstand abgesaugt und verworfen. Das 

verbleibende Bakterien-Pellet wurde mit 10 ml CaCl2-Lösung resuspendiert und nach 

einer weiteren 30-minütigen Inkubation auf Eis bis zur weiteren Verwendung 

aliquotiert und bei –80°C weggefroren. 

 

Transformation 

 

Die Transformation wurde stets an E.coli-Bakterien mit Plasmid-DNA, die ein 

Ampicillin-Resistenzgen enthielt, vorgenommen. 

Dazu wurden zunächst 50 µl von kompetenten E.coli DH5 in ein auf Eis vorgekühltes 

15 ml-Tube mit 10-100 ng Plasmid-DNA gegeben und nach gründlichem Mischen für 

30 min auf Eis belassen. Danach wurden die Zellen in einem 42°C-Wasserbad für 45 

sec einem „Hitzeschock“ ausgesetzt und nach Zugabe von 1-2 ml LB-Medium auf 

einem Schüttler bei maximaler Geschwindigkeit (250 U/min) und 37°C 1-2 Stunden 

wachsen gelassen. 

  

3.1.3 Anzüchtung der Bakterien und Aufreinigung des Plasmids 

 

Von der wie oben beschriebenen transformierten E. coli-Suspension (Punkt 4.1.2) 

wurden 1-2 ml zu 500 ml LB-Medium mit 50 mg/ml Ampicillin gegeben und über 

Nacht bei 37°C und maximaler Umdrehung auf einem Bakterien-Shaker wachsen 

gelassen. Die weitere Präparation der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll für 

Maxipreps von Quiagen. 
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3.1.4 Quantifizierung und Identifizierung der Plasmide 

 

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde in einem Photometer quantifiziert, wobei 

1 µl DNA mit 49 µl H2O vermischt und die Exstinktion bei 260 nm gegen eine 

Leerprobe gemessen wurde. Hierbei entspricht die optische Dichte (OD) von 1 bei 

260 nm einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA, während bei 

einzelsträngiger DNA eine Konzentration von 33 µg/ml vorliegt. 

Plasmide enthalten Sequenzen von 4 bis 8 Basenpaaren, die für eine 

Restriktionsendonuklease spezifisch sind. Restriktionsendonukleasen sind 

ursprünglich bakterielle Enzyme zur Spaltung fremder doppelsträngiger DNA 

(Nathans 1979). Die aufgespaltenen Fragmente können dann neben einem Marker, 

dessen Fragmente bekannt sind, in einem Agarosegel aufgetrennt und identifiziert 

werden.  

Es wurden 1 µg DNA mit je 5 Units des Restriktionsenzyms in einem geeigneten 

Restriktionspuffer für 3 h bei 37°C inkubiert und danach die Enzyme für 10 min bei 

70°C inaktiviert. 

Nach Zugabe eines Agarosegel-Puffers, der das Herausdiffundieren der Probe aus 

der Tasche verhindert, wurde die DNA bei 70 Volt Gleichstrom in einem 1%igen 

Agarosegel aufgetrennt. Durch das dem Agarosegel zugesetzte Ethidiumbromid, 

können unter einer UV-Lampe DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden. Durch 

Vergleichen des spezifischen Bandenmusters mit einer Plasmidkarte kann das 

Plasmid sicher identifiziert werden. 

 

3.2 Adenovirus 

 

3.2.1 Verwendeter Leervektor 

 

Zu allen Experimenten wurde ein Adenovirus 5 RR5 verwendet, der zur Subgruppe C 

der Adenoviren gehört und nicht onkogen ist (Gluzman Y 1985). Dieser 

Adenovirustyp ist 33047 bp lang und weist eine E1A- (445-3333 bp) und eine E3- 

(28200-30300 bp) Deletion auf. Die E1A-Deletion ist die Ursache für seine 

Replikationsdefizienz (Poller et al). 
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3.2.2 Präparation und Purifikation 

 

Alle Versuche mit Adenoviren wurden in einem S2-Labor (Sicherheitsstufe 2) 

durchgeführt. 

Die bei Transfektionsexperimenten üblichen replikationsdefizienten Viren weisen in 

ihrem Genom eine Deletion von E1 und eine Teildeletion im E3-Gen auf und können 

sich deshalb nur in einer speziell transformierten Zellinie vermehren, sogenannten 

HEK-Zellen (siehe Material und Methoden 3.3.1), die die für die Replikation wichtigen 

fehlenden viralen DNA-Abschnitte komplettieren (Graham et al. 1977). 

Zunächst wurde eine geringe Menge Adenoviren, in der Größenordnung von 2*105 

Partikel, bei einer Zielkonzentration von etwa 1 bis 10 PFU (Plaque forming Units), 

auf einer ca. 80% konfluenten 12 cm-Petrischale mit HEK 293 gegeben und bei 37°C 

mit Medium ohne Serum inkubiert. Nach 30 min (entspricht etwa der Aufnahmezeit 

der Viren in die Zellen) wurde mit Medium (5% Horseserum) aufgefüllt und so lange 

inkubiert, bis die meisten Zellen aufgrund der Vervielfältigung der Viren eine runde 

Form angenommen hatten. 

Die Zellen wurden dann mit einem Zell-scraper von der Schale abgelöst und 

zusammen mit dem Medium in Zentrifugenflaschen überführt. Nach der Zugabe von 

NP-40 auf eine Konzentration von 0,5% erfolgte eine kurze Inkubation bei 

Raumtemperatur für 10 min. Danach wurden die Zellen bei 11.000 upm (= 19700g) 

mit einem GSA Rotor für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Im Überstand befanden sich 

nun die vermehrten Adenoviren, die nun weiter aufgereinigt werden mussten. 

 

Die weitere Aufreinigung der Adenoviren erfolgte nach dem implementierten LacZ-

Gen. 

Nach Zugabe von 0,5 Volumen 20% PEG 8000 und 2,5M NaCl (Endkonzentration 

6,6% PEG 8000 / 1M NaCl) wurde der die Adenoviren enthaltende Überstand für 30 

min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde das Virus durch Zentrifugieren bei 11.000 upm 

und 4°C für 15 min pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 8 ml 

PBS gelöst und mit CsCl auf eine Dichte von 1,34 g/ml eingestellt. Die Lösung wurde 

in Ultrazentrifugenröhrchen überführt und mit CsCl-Lösung (1,34 g/ml in 10 mM Tris-

Puffer) auf gleiches Gewicht aufgefüllt. Nach dem Versiegeln der Röhrchen wurde in 

einer Ultrazentrifuge für 3 h bei 90.000 upm und 20° C zentrifugiert. Die Röhrchen 
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wurden dann vorsichtig aus dem Rotor genommen, an der Spitze mit einer Nadel (25 

Gage) belüftet und dann die untere der beiden milchigen Banden ebenfalls mit einer 

25G-Nadel abgezogen. Hierbei entsprach die obere Bande den leeren, die untere 

den intakten Viruspartikeln. Eine mit TBS äquilibrierte Sephadex G-25-Säule wurde 

zur Entsalzung des CsCl aus der Viruslösung verwendet.  

Die virushaltigen Eluatfraktionen wurden photometrisch identifiziert und durch 

Zugabe von BSA auf eine 0,1%ige Lösung aliquotiert. 

 

3.2.3 Quantifizierung der Adenoviruspräparation 

 

Zur Quantifizierung der Adenoviruspartikel wurde die Adenoviruslösung bei 260 nm 

im Photometer gemessen. Hierbei entspricht einer Absorptionseinheit eine virale 

Partikelmenge von 1012 pro ml Suspension (Curiel et al. 1991). 

 

3.3 Zellkulturen  

 

3.3.1 HEK 293 

 

Diese Zell-Linie stammt von humanen embryonalen Nierenzellen ab und stellt eine 

immortalisierte Krebslinie dar, die sich aufgrund guter Transfizierbarkeit sehr gut für 

Transfektionsexperimente nutzen lässt. Daneben werden diese Zellen zur 

Replikation und Züchtung von replikationsdefizienten Adenoviren benutzt. 

Die HEK 293-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion mit ca. 20000 Zellen pro 

Well eines 24er Wells ausplatiert, so dass am Tag der Transfektion eine etwa 80-

90%ige Konfluenz erreicht war. Das im Allgemeinen verwendete Medium war 

phenolrothaltiges Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) der Fa. Gibco mit 

10% FCS (fetal calf serum), mit 100 IU/ml Penizillin und 100 µg/ml Streptomyzin. Für 

Östrogenversuche wurde phenolrotfreies DMEM der Fa. Gibco mit 10% CPSR-1 

verwendet, um unspezifische östrogenartige Wirkungen durch Phenolrot und 

Serumbestandteile zu vermeiden (Berthois et al. 1986). 
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3.3.2 Neonatale Kardiomyozyten 

 

Zur Herstellung der Zellkultur von neonatalen Kardiomyozyten wurde im 

Wesentlichen nach dem Protokoll von Simpson und Savion vorgegangen (Simpson, 

Savion 1982). 

Alle folgenden Schritte wurden unter der Sterilbank ausgeführt.  

Alle verwendeten Metallgeräte (Scheren, Skalpelle, Pinzetten) sowie alle Flaschen 

wurden am Tag zuvor in einem Autoklaven dampfsterilisiert. 

Alle Lösungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt und sterilfiltriert. 

 

Nach Desinfektion neonataler Ratten mit Braunol und anschließender Dekapitation 

wurde der Thorax eröffnet, das Herz aus dem Mediastinum entfernt und steril in ein 

Schälchen mit isoosmolarer Pufferlösung (CBFHH) mit Glukose und Antibiotikum 

(PCN und SM) gegeben. Zur Verhinderung von Koagulationen waren diesem Puffer 

5000 IE Heparin zugesetzt.  

Nach Sammlung aller Herzen wurde die Pufferlösung abgesaugt und durch frischen 

Puffer ersetzt. Nach einem weiteren Waschvorgang und Absaugen des Puffers 

wurden die Herzen mit sterilen Skalpellen zerkleinert. Die Herzstücke wurden nun mit 

ca. 10-20 ml jetzt Trypsin und DNase enthaltenden Pufferlösung (sog. 

„Verdaulösung“ = T&D-Lösung) resuspendiert und in ein 50 ml-Falcon-Tube mit 

einem sterilen Rührfisch überführt.  

Nach gründlichem mehrmaligem Durchmischen durch Auf- und Abpipettieren wurde 

das Falcon-Tube für 20 min bei RT auf einem Magnetrührer mit langsamster Stufe 

durchmischt. Alle nun folgenden Schritte dienten dem „Verdau“ des Herzen, um am 

Ende eine Zellsuspension aus Einzelzellen zu erhalten. 

Nach erneutem Durchmischen wurde die Suspension für ca. 3 min stehen gelassen, 

so dass sich eine wässrige obere und eine feste untere Phase bildete: in der oberen 

Phase befand sich die T&D-Lösung mit Einzelzellen, während in der unteren Phase 

noch ganze Zellverbände und Bindegewebszüge zu finden waren. Die obere Phase 

wurde nun vorsichtig abpipettiert und verworfen; das fehlende Volumen wurde mit 

einer entsprechenden Menge T&D-Lösung wieder auf ein Gesamtvolumen von ca. 

20 ml aufgefüllt. Das Falcon-Tube wurde nun wieder für 20 min auf den Magnetrührer 

gestellt. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt.  
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Im folgenden betrug die Durchmischungszeit auf dem Magnetrührer statt 20 min nur 

noch 5 min, außerdem wurde der Überstand nicht mehr verworfen, sondern in ein 

weiteres Falcon-Tube überführt, das zur Hemmung des Trypsins und der DNase 7,5 

ml fötales Kälberserum (FCS) enthielt. Dieser Vorgang wurde in gleicher Weise 

fortgeführt. 

Zur Kontrolle wurden von dem abpipettierten Überstand, der die Herzmuskelzellen 

enthalten sollte, jeweils ein Tropfen auf einen Objektträger aufgebracht und unter 

dem Mikroskop auf die Anzahl an Herzmuskelzellen hin untersucht. Dabei wurden 

Kardiomyozyten, die sich durch eine schmale, längliche Gestalt ausweisen, von 

Nicht-Herzmuskelzellen (kleinere, eher runde Formen) differenziert. Der 

Verdauvorgang wurde beendet, wenn auf dem Objektträger kaum noch 

Herzmuskelzellen zu finden waren. 

Nun wurden alle Falcon-Tubes bei 300 g für 10 min bei  27°C zentrifugiert. Nach 

Verwerfen des Überstands wurde das zellhaltige Pellet mit 5% FCS-haltigem Medium 

resuspendiert und gründlich durchmischt. Die Suspension wurde daraufhin durch 

einen „cell-strainer“ (Zellsieb) auf eine 10 cm-Petrischale gegeben und für ein bis 

zwei Stunden in einem 1% CO2-Inkubator bei 37°C vorinkubiert (sog. „preplating“). 

Dieser Schritt diente der weiteren Aufreinigung der Kardiomyozyten, wobei man sich 

hierbei den Umstand zunutze macht, dass Nicht-Herzmuskelzellen (insbesondere 

Fibroblasten) schneller an der Zellkulturschale anhaften als Kardiomyozyten, so dass 

nach dieser Inkubationszeit fast nur noch Herzmuskelzellen in Lösung sind.  

Das Medium mit den Herzmuskelzellen wurde von den Petrischalen abgenommen 

und in 50 ml Falcon-Tubes mit MEM 5 gesammelt. Bereits leicht angeheftete 

Kardiomyozyten wurden durch leichtes Klopfen vom Boden der Petrischale gelöst 

und mit etwas MEM 5 gespült und ebenfalls in das Falcon-Tube übernommen. 

Nach gründlichem Mischen wurde die Zellzahl pro Milliliter in einer Fuchs-Rosenthal-

Kammer bestimmt: dazu wurden in ein Eppendorf-Cap zu 400 µl PBS mit 50 µl 

Trypanblau 50 µl der Zellsuspension gegeben und unter dem Mikroskop ausgezählt; 

die Zellzahl wurde je nach Anzahl der ausgezählten Felder berechnet. 

Die Zellen wurden nun in entsprechender Dichte auf die 12er- bzw. 24er Wells 

ausplatiert, mit MEM 5 versehen und für 24 h im Brutschrank belassen.  
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Am nächsten Tag wurde nach einmaligem Waschen mit PBS das Medium durch 

serumfreies Medium (MEM/TI) ausgetauscht. Die Transfektionen fanden am 

folgenden Tag statt. 

 

3.4 Nicht-virale Transfektionen  

 

Die nicht-viralen Transfektionen wurden ebenso wie die viralen stets unter sterilen 

Zellkulturbedingungen durchgeführt. 

Für alle Östrogen-Experimente wurde östrogenfreies Medium ohne Phenolrot mit 5% 

CPSR-1 verwendet. 

Die Versuche zur Transfektionsverbesserung mit CMV-luc oder CMV-lacZ wurden in 

phenolrothaltigem Medium mit 5% FCS durchgeführt. 

 

3.4.1 Calcium-Phosphat 

 

In ein 1,5 ml Eppendorf-Cap wurde zunächst eine 1x-HBS-Pufferlösung in einem 

Volumen von 15 µl pro Transfektionsansatz für ein 24er Well, bestehend aus 13,29 µl 

transfection qualified water mit 1,5 µl HBS-Lösung und 0,225 µl NaOH-Lösung, 

angesetzt. Anschließend wurden 0,30 µl Phosphat-Lösung hinzupipettiert und durch 

Erzeugen von Sauerstoffbläschen mittels einer großlumigen Pipette vorsichtig 

durchmischt.  

In ein weiteres Eppendorf-Cap wurde in der Zwischenzeit die Plasmid-DNA 

zusammen mit der Carrier-DNA, maximale Gesamt-DNA-Menge 0,6 µg, in 

transfection qualified water vermischt (bei einem Gesamtvolumen von 13 µl). Hinzu 

kamen unter behutsamem Mischen zunächst 0,30 µl Calcium-Lösung, anschließend 

weitere 1,5 µl. Nun wurde tröpfchenweise unter weiterem Mischen und „bubbling" der 

Inhalt des Caps 2 (Cap mit der Plasmid-DNA) in das Cap mit dem Phosphatpuffer 

gegeben und sorgfältig und vorsichtig vermischt. Innerhalb weniger Minuten trat eine 

deutliche Trübung der Lösung ein, die die Bildung von Calcium-Phosphat-DNA-

Komplexen anzeigte. Nach einer 20-minütigen Inkubation bei RT erfolgte das 

langsame, tröpfchenweise Einbringen des Gemisches unter leichtem Schwenken des 

Zellkulturmediums in die Zellkulturschale. Die Zellen wurden für 10 bis 24 h in ihrem 
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Transfektionsmedium, das kein Serum enthielt, belassen und nach vorsichtigem 

Waschen mit PBS mit frischem DMEM mit 5% CPSR-1 versehen. 

 

3.4.2 SuperFect 

 

Diese Transfektionstechnik bewährte sich besonders gut an humanen 

Nierenembryonalzellen (HEK 293), die in der Literatur als östrogenrezeptorfrei 

beschrieben sind (Barkhem et al. 1998). 

Die Zellen wurden am Vortag in einer Dichte von 0,2 Mio. pro Well auf einem 24er 

Well mit 10% FCS-haltigem DMEM mit Phenolrot ausplatiert. Am folgenden Tag 

wurden die Zellen in der Regel bei einer Konfluenz von ca. 80% transfiziert. 

Dazu wurde zunächst 1 µg der zu transfizierenden DNA in ein Eppendorf-Cap 

pipettiert und mit serum- und antibiotikumfreien Medium auf ein Volumen von 60 µl 

aufgefüllt. Hierzu wurden 5 µl SuperFect gegeben und nach vorsichtigem Mischen 5-

10 min bei RT inkubiert.  Nach einer weiteren Zugabe von 350 µl serum- und 

antibiotikumfreiem Mediums wurde das Gemisch nach einmaligem Waschen der 

Zellen mit PBS auf die Schalen gegeben. Nach drei Stunden wurden die Zellen mit 

PBS gewaschen und mit frischem, nun mit Antibiotika- und 5%CPSR-1-haltigen 

Medium versehen.  

Die Auswertung erfolgte mittels Luciferase-Assay nach 24 Stunden Inkubation. 

 

3.4.3 LipofectAMIN PLUS™ 

 

Kardiomyozyten wurden bei ca. 70-80%iger Konfluenz transfiziert. Von der zu 

transfizierenden DNA wurden für die Transfektion eines 24er Wells zwischen 0,5 und 

3 µg in 25 µl serum- und antibiotikumfreiem Transfektionsmedium (OptiMEM zu MEM 

im Verhältnis 4:1) zusammen mit 1-5 µl PLUS-Reagenz aufgelöst und 15 min bei RT 

inkubiert. Dazu wurden 1-5 µl Lipofektamin in 25 µl Transfektionsmedium 

hinzugegeben und weitere 15 min bei RT inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 200 µl 

Transfektionsmedium wurde die Suspension auf die zuvor mit PBS gewaschenen 

Zellen gegeben und für 3 h bei 37°C in einem 1% CO2-haltigen Inkubator belassen. 

Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit normalem 5% 
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CPSR-1-haltigen Medium versehen und für 24 h bei 37°C und 1%iger CO2-

Atmosphäre inkubiert. Die Auswertung mittels Luciferase-Assay oder β-Gal-Färbung 

erfolgte nach 24-48 h. 

 

3.5 Viral unterstützte Transfektion – Komponentensystem 

 

Das Prinzip dieser Transfektionsmethode beruht zum einen auf der Fähigkeit von 

Adenoviren, sich spezifisch an zelluläre Rezeptoren zu binden und anschließend 

endozytiert zu werden, zum anderen auf der Möglichkeit, negativ geladene DNA mit 

Hilfe eines positiv geladenen Proteins an die negative Matrixstruktur von Viren zu 

koppeln.  

Für Transfektionen der Kardiomyozyten wurden replikationsdefiziente Adenoviren 

vom Typ RR5 (Add-RR5) verwendet, die freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Dr. 

Poller freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden. Diese nicht 

vermehrungsfähigen Viren weisen eine komplette Deletion der E1-Region und 

Teildeletionen in der E3-Region auf. 

Die Transfektionen wurden nach folgendem Grundschema durchgeführt: 

Für die Transfektion von 2 Wells eines 12er Wells wurde im ersten Schritt auf ein 

Gesamtvolumen von 500 µl Medium (Mischung aus MEM/T und OptiMEM im 

Verhältnis 4:1) Adenoviren in einer Konzentration von 2*1010 Partikel/ml 

hinzugegeben und der erste Teil Poly-L-Lysin (MW 30000-70000 Da) mit einer Ziel-

Konzentration von 2,73 µg/ml dazugegeben und durch Herunterspinnen in einer 

Eppendorf Tischzentrifuge gemischt. Nach einer 50-minütigen Inkubationszeit bei RT 

wurde die zu transfizierende DNA in einer Gesamtkonzentration von 0,91 µg/ml dazu 

pipettiert. Nach erneutem Herunterspinnen erfolgte eine 30-minütige Inkubation bei 

RT. Anschließend wurde der zweite Teil Polylysin hinzugegeben, so dass eine 

Gesamtkonzentration von 2 µg/ml entstand, nach weiteren 10 min RT schließlich mit 

Medium auf ein Gesamtvolumen von 1ml aufgefüllt. Diese Suspension wurde nach 

einmaligem Waschen der Zellen mit PBS auf zwei Wells mit einem Volumen von je 

500 µl gegeben. Die Zellen wurden daraufhin wieder je nach Mediumart in einem 

5%- oder 1%-CO2-haltigen 37°C-Inkubator für 3 Stunden in dem 

Transfektionsmedium belassen. Danach wurde das Medium abgesaugt und nach 
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einmaligem Waschen mit PBS durch Medium mit 5% CPSR-1 und spezifischen 

Mediumzusätzen wie z.B. Östrogen oder ICI 182780 ersetzt. 

Die Auswertung erfolgte nach weiteren 21 Stunden mit der im Folgenden 

beschriebenen Luciferasemessung mit dem Luciferase-Assay-Kit von Promega bzw. 

durch Anfärben der transfizierten Zellen mit dem β-Gal-System.  

 

Zur Transfektion von 2 Wells eines 24er Wells wurden die gleichen Verhältnisse 

benutzt, der Umrechnungsfaktor betrug dabei 0,63.  

 

3.6 Nachweismethoden 

 

3.6.1 Luciferase Assay 

 

Das Luciferaseenzym entstammt dem Leuchtorgan des Glühwürmchens (Photinus 

pyralis) und katalysiert die aufgeführte Reaktion unter Bildung von Licht: 

 

Luciferin + ATP + O2 → Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 

 

Nach der Transfektion der Zellen wird die Aktivität des Luciferaseenzyms im Zell-

Lysat mit einem hochempfindlichen Lichtmessgerät (Luminometer) gemessen. Mittels 

dieser Messmethode ist eine sehr genaue Quantifizierung der Transfektion (de Wet 

et al. 1987; Nguyen et al. 1988; Alam, Cook 1990) möglich. 

 

Nach der Gesamtinkubationsdauer von 24h bei 37°C wurden die Zellen gründlich mit 

PBS gewaschen und anschließend unsteril lysiert. Dazu wurden zunächst alle Wells 

mit 85 µl pro 24er Well 1x-Lysis-Puffer der Firma Boehringer Mannheim für 3 min bei 

RT stehen gelassen. Anschließend wurden die Wells mit einem Zell-scraper 

abgekratzt und in 0,5 ml-Eppendorf-Caps pipettiert. Diese wurden dann bei RT 6 min 

bei 6000 upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Das nun in Überstand 

und Pellet aufgetrennte Zell-Lysat enthielt im Überstand das zu messende 

Luciferase-Enzym, während sich im Pellet die Membranbestandteile und 

Kernbestandteile befinden sollten. Aus dem Überstand wurden 20 µl in ein 
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Eppendorf-Zentrifugenröhrchen übernommen. Zur Messung wurden zu jedem 

Röhrchen 100 µl Luciferase-Assay der Fa. Boehringer Mannheim hinzugegeben und 

im Luminometer nach Angaben des Herstellers gemessen. Ein Messvorgang 

beinhaltete jeweils eine zweimalige Messung über 30 sec Die Dauer der Aktivität des 

Luciferase-Enzyms in Verbindung mit dem Luciferase-Assay wird vom Hersteller mit 

über 5 min angegeben, so dass die jeweilige Messung beendet wurde, wenn die 

Werte über mehr als 20 sec konstant blieben oder, wie im Regelfall, kontinuierlich 

absanken. Die Aktivität des Luciferase-Enzyms wurde mit der Einheit „Relative 

Lichteinheiten pro Minute“ (RLU/min) angegeben. Als Messwert für die weitere 

Auswertung wurde der jeweils höchste eines Messintervalls verwendet. 

Zur besseren Vergleichbarkeit und um etwaige Schwankungen der Transfektion 

aufzufangen, wurden sämtliche Messwerte für die Auswertung mit dem Proteingehalt 

des Lysates korreliert, also in RLU/min pro µg Protein angegeben. 

 

3.6.2 Beta-Galaktosidase-Färbung 

 

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz der Zellen wurde das -Galaktosidase- 

Färbeverfahren nach den Current Protocols in Molecular Biology 9.11.9 durchgeführt. 

Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass sich alle diejenigen Zellen, die das 

zuvor transfizierte CMV-lacZ-Gen in ausreichender Menge exprimieren, sich bei 

Zugabe von β-Galaktosidase blau anfärben. Das LacZ-Gen entstammt E.coli-Zellen, 

das daraus entstehende Protein Galaktosidase dient der Spaltung von 

Galaktopyranosiden. 

Die Zellen wurden nach 24 h sorgfältig mit PBS gewaschen und mit 0,05 %igem 

Glutaraldehyd bei RT für 3 min fixiert. Daraufhin wurden die Zellen dreimal mit PBS 

gewaschen und für weitere 20 min bei RT mit PBS inkubiert. Nach Absaugen des 

PBS wurde noch einmal mit PBS gewaschen und anschließend die Färbelösung, mit 

etwa 200 µl pro 24er-Well aufgebracht. Die Schale wurde anschließend wieder in 

den 37°C-Brutschrank verbracht und für 24 h inkubiert.  

Die Auswertung erfolgte am nächsten Tag unter dem Mikroskop.  

 

Als erfolgreich transfiziert wurden diejenigen Zellen definiert, die eine deutliche 

Blaufärbung aufwiesen. Diese Zellzahl wurde durch die Gesamtzahl der 
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vorhandenen Herzmuskelzellen dividiert und so der Prozentsatz der transfizierten 

Zellen errechnet.  

 

3.6.3 Proteinmessung nach der Bio-rad Methode 

 

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Dye-Reagent-Kit der Fa. Boehringer-

Mannheim. Zunächst wurden in Photometer-Küvetten zu 800 µl destilliertem H2O 200 

µl Protein-Dye-Reagent der Fa. Boehringer-Mannheim pipettiert und sorgfältig 

vermischt. Aus dem Zell-Lysat, wie unter Punkt 2.3.1 (Methoden – Luciferase-Assay) 

beschrieben hergestellt, wurden nun 2 µl entnommen und ebenfalls in die Küvetten 

pipettiert und nach gründlichem Mischen mit Rührstäbchen 15 min bei RT inkubiert. 

Nach erneutem Durchmischen der Probe wurde bei 595 nm im Photometer gegen 

eine Leerprobe gemessen. Die Eichkurve für das Photometer wurde mit einer BSA- 

Standardlösung erstellt. 

 

3.6.4 Immunfluoreszenz zur Bestimmung der Reinheit der Kardiomyozytenkultur 

und der Transfektionseffizienz 

 

Petrischalen (Durchmesser 10 cm) wurden mit runden, angefeuchteten und sterilen 

10mm Deckgläsern belegt, die nach dem Antrocknen mit Gelatin beschichtet wurden. 

Die Kardiomyozyten wurden wie beschrieben ausgesät und für 2 bis 3 Tage in Kultur 

gehalten. Nach dreimaliger Waschung mit PBS für jeweils 5 min wurden die Zellen in 

2% Paraformaldeyd für 15 min bei RT fixiert. Danach wurde die Blockierungslösung 

(1%ige BSA, 0,5%iges Triton X100 in PBS) dazugegeben, wodurch eine 

Permeabilisierung der Membran für den Antikörper erfolgt. 

Alle weiteren Schritte wurden mit Tween-20 0,15% als Zusatz in PBS durchgeführt. 

Die Deckgläser wurden jeweils in 24er Schalen überführt und dort nach Waschen mit 

PBS mit dem 1. Antikörper  für eine Stunde inkubiert. Die optimale Verdünnung der 

Antikörper wurde in Dosis-Wirkungskurven für jeden Antikörper bestimmt. Nach 

dreimaliger Waschung mit PBS wurde der 2. Antikörper zusammen mit Phalloidin in 

einer 1:600 verdünnten und DAPI in einer 1:2000 verdünnten Lösung hinzugefügt 

und für eine weitere Stunde abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
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wurden die Deckgläser erneut dreimal mit PBS gewaschen und auf die Objektträger 

überführt, die mit einem kleinen Tropfen Mowiol bedeckt waren. Nach Fixierung der 

Deckgläser mit Nagellack an den Rändern erfolgte die Auswertung unter dem 

Fluoreszenzmikroskop anhand von Fotografien, da die Fluoreszenzfarbstoffe bei 

Betrachtung im Mikroskop sehr schnell verblassen. 

 

3.7 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 

 

Um in vitro die Bindung von Proteinen an DNA-Stränge nachweisen zu können, 

wurden zelluläre Proteinextrakte mit radioaktiv markierten (gelabelten) DNA-

Oligonukleotiden angesetzt und die entstehenden Komplexe in einem 

Polyacryamidgel aufgetrennt. Die DNA/Proteinkomplexe wiesen abhängig von Größe 

und Ladung eine reduzierte  Durchlaufgeschwindigkeit im Gel auf und wurden somit 

von den ungebundenen Oligonukleotiden abgetrennt (mobility shift).  

Um unspezifische Bindung von Proteinen an die markierte Probe zu verhindern, 

wurden synthetische Oligonukleotide (poly-dI/dC) in großem Überschuss in Relation 

zur untersuchten Probe hinzugefügt. Der Nachweis einer spezifischen Bindung 

erfolgte durch Zugabe steigender Mengen nichtmarkierter Probe (5-100 ng).   

 

3.7.1 Gewinnung von nukleären Extrakten 

 

Die mit unterschiedlichen Parametern behandelten Kardiomyozyten wurden nach 

mehrmaligem Waschen mit PBS und anschließendem Abscrapen in Eppendorf-Caps 

übernommen und in einer Mikrozentrifuge für 1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Nach 

Abpipettieren des Überstands wurde das Pellet mit 400 µl Puffer A resuspendiert und 

nach 15minütiger Eiskühlung mehrmals durch eine Insulinspritze (26G-Kanüle) 

gepresst. Durch eine erneute Zentrifugation mit 5000 rpm über 5 min bei 4°C wurde 

der Überstand als cytoplasmatische Extrakt aliquotiert und bei -70°C eingefroren, um 

ggf. für weitere RNA-Analysen genutzt zu werden. Das den nukleären Anteil 

enthaltende Pellet wurde mit eiskaltem Puffer C resuspendiert und durch Vortexen 

über 15 min bei 4°C und anschließendes erneutes Zentrifugieren (1300 rpm bei 4°C) 
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lösliche Proteine abgetrennt. Der Überstand mit den darin enthaltenen Kernextrakten 

und Protein wurde nun bei -70°C gelagert. 

     

3.7.2 „Annealing“ von Oligonukleotiden 

 

Die Protein-DNA-Bindungsstudien wurden mit doppelsträngigen Oligonukleotiden 

durchgeführt. Zur Renaturierung der Oligonukleotide wurden 10-20 μg 

komplementäre einzelsträngige Oligonukleotide äquimolar in 50 μl TE / 0,1 M KCl 

gemischt und die Lösung nach kurzem Erhitzen für 5 min bei ca. 90°C über Nacht 

auf Raumtemperatur abgekühlt.  

 

3.7.3 Labeling von Oligonukleotiden 

 

Die radioaktive Markierung der doppelsträngigen Oligonukleotide erfolgte durch 

Kinasierung am 5`-Ende mittels T4-Polynukleotidkinase mit radioaktivem Phosphor 

(32P).  

Dazu wurden 50 ng DNA, 2 μl 10x PNK-Puffer, 2 μl g32P-ATP (20 μCi) und eine 

Einheit T4-Polynukleotidkinase mit doppelt destilliertem Wasser auf ein 

Gesamtvolumen von 20 μl gebracht. Die Reaktion erfolgte bei 37°C über 30 min Um 

die Reaktionsprodukte von nichtmarkierten Nukleotiden abzutrennen, wurde der 

Reaktionsansatz mit Gelladepuffer vermischt auf ein 15%iges Polyacrylamidgel 

aufgetragen und bei einer Spannung von 230 V über 2,5 h aufgetrennt. Nach 

Lokalisation der radioaktiv markierten Oligonukleotide durch kurzes Auflegen eines 

Röntgenfilms erfolgte das Ausschneiden der radioaktiven Bande aus dem Gel. Die 

Elution erfolgte nach Zerstoßen des Gels in 0,1 M KCl in TE durch permanente 

Agitation bei 4°C für über 12 h. Anschließend wurde die spezifische Aktivität mit 

einem Szintilationszähler bestimmt. 
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3.7.4 Gelshift 

 

Um eine in vitro-Bindung von Proteinen an DNA nachzuweisen, wurden nach 

Inkubation der Proteinextrakte mit radioaktiv markierten DNA-Oligonukleotiden die 

entstandenen Protein-DNA-Komplexe in einem nativen Polyacryamidgel aufgetrennt. 

Aufgrund unterschiedlicher Größe und Ladung weisen DNA-Protein-Komplexe eine 

im Vergleich zur ungebundenen DNA eine langsamere Wanderungsgeschwindigkeit 

im Gel ("Retardierung" oder "Shift") auf und wurden somit von den ungebundenen 

Oligonukleotiden abgetrennt. Um eine mögliche unspezifische Bindung von 

Proteinen an die markierte Probe zu verhindern, wurden synthetische 

Oligonukleotide (poly-dI/dC) in großem Überschuss im Verhältnis zur Probenmenge 

hinzugefügt. Der Nachweis einer spezifischen Bindung ließ sich durch Zugabe 

steigender Mengen nichtmarkierter Proben führen (5-100 ng). 

 

Die Durchführung der Gelshift-Assays erfolgte nach folgendem Schema:  

 

4 μl 3x Bindungspuffer, 500 ng poly-dI/dC (0,5 μl) und 5000 cpm (ca. 0,2 ng) 

markierte DNA wurden pro Ansatz zu einem "Mastermix" angesetzt. Dieser 

„Mastermix“ wurde nach Auffüllen mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 μl auf 

Reaktionsgefäße aufgeteilt und mit dem jeweiligen Proteinextrakt (2 μg)gemischt und 

15 min auf Eis inkubiert. Um spezifisch bindende Proteine nachweisen zu können, 

wurden 0,3 – 1 μg geeigneter Antikörper zugegeben. Die Auftrennung erfolgte in 

einem 5%igen Polyacrylamidgel (ca. 2,5 h, 230 V, Laufpuffer 0,5 x TBE, welches 

zuvor ca. 2 h vorgelaufen war) parallel zu einem Farbmarker, da die Ansätze ohne 

Farbmarker geladen wurden. Nach Trocknung des Gels auf einem Geltrockner 

erfolgte die Darstellung auf einem Röntgenfilm durch Exposition zwischen 24 und 48 

(bis 50) Stunden. 
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3.8 Western blot 

 

Das denaturierende Polyacrylamidgel erlaubt die Auftrennung von Proteinen oder 

Polypeptiden entsprechend ihrem Molekulargewicht. Es besteht aus einem 5%igen 

Sammelgel und einem 6-15%igen Trenngel mit unterschiedlichen pH-Werten.  

 

Die Gele wurden wie folgt hergestellt: 

 

Trenngel (10 ml): 

1,5 M Tris, pH 8,8 2,5 ml 

"Gel30" 2,0-5,0 ml 

10% SDS 0,1 ml 

ddH2O 5,3-2,3 ml 

10% APS 0,1 ml 

TEMED 8,0 μl 

 

Sammelgel (10 ml): 

1,0 M Tris, pH 6,8 1,25 ml 

"Gel30" 1,7 ml 

10% SDS 0,1 ml   

ddH2O 6,8 ml 

10% APS 0,1 ml 

TEMED 10,0 μl 

 

Gellauf: 

 

Nach Gießen des Trenngels wurde dieses mit 200-300 μl H2O überschichtet, um 

einen vollständigen geradlinigen Abschluss der Polymerisation zu erzielen. Nach der 

Polymerisation wurde es abgegossen, das Trenngel mit dem Sammelgel 

überschichtet und vor der Polymerisation ein geeigneter Kamm in das Sammelgel 

eingesteckt. Die jeweiligen Proteinextrakte (1-20 μg) wurden mit  DS-Gelladepuffer 

gemischt, 3 min bei 95°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf 

erfolgte mit SDS-Laufpuffer bei etwa 10V/cm.  
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"Blotting" und Detektion der Proteine: 

 

Um bestimmte Proteine nachzuweisen, wurde das Gel über Nacht in einer "Tank- 

Blotting-Apparatur" (Hoefer) bei 250 mA auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. 

Danach wurde die Membran luftgetrocknet und eine Stunde mit 5 % fettarmem 

Michpulver in TBS/0,05% Tween (TBS-T) geblockt.  

Der erste Antikörper wurde in 5% Milch/TBS-T entsprechend verdünnt und ebenfalls 

eine Stunde inkubiert. Es folgten fünf Waschungen über fünf Minuten in TBS-T. Der 

zweite, an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelte Antikörper, wurde ebenfalls in 

5% Milch/TBS-T verdünnt, 1 h bei RT inkubiert und die Membran abschließend 

fünfmal mit TBS-T gewaschen.  

Die Detektion erfolgte nichtradioaktiv mit dem ECL-System (Amersham) nach 

Angaben des Herstellers. 
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4 Resultate 

 

4.1 Vergleich von viralen mit nichtviralen Transfektionssystemen an 

neonatalen Herzmuskelzellen 

 

Bei allen Transfektionsmethoden wurde zur Ermittlung der optimalen Bedingungen 

neben Dosis-Wirkungs-Versuchen für jeden Parameter in Anlehnung an die Angaben 

der Hersteller auch jeweils die Inkubationsdauer optimiert.  

 

Abb. 4.1-1: Vergleich verschiedener Transfektionssysteme an neonatalen 

Kardiomyozyten  

Nach jeweiliger Systemoptimierung nach Angaben der Hersteller erfolgte die vergleichende 

Untersuchung der Transfektionssysteme Superfect®, LipofectAMIN Plus™, Calciumphosphat mit dem 

Adenovirus-Poly-L-Lysin-System. 

Neonatale Kardiomyozytenkulturen wurden am Tag 2 mit CMV-LacZ unter den optimierten 

Systembedingungen der jeweiligen Transfektionsmethode transfiziert. Die Auswertung erfolgte 24 Std. 

nach Transfektion mit Hilfe der Beta-Galaktosidasefärbung, wie unter Abschnitt 3.6.2 ausführlich 

beschrieben. Die Berechnung der Transfektionseffizienz ergab sich durch die Anzahl der β-gal-gefärbten 

Zellen dividiert durch die Gesamtzahl der Zellen. 

n=4 für Superfect®, n=5 für LipofectAMIN Plus™, n=5 für Calciumphosphat, n=10 für das adenovirale 

Poly-L-Lysin-Komponentensystem. 

Während die nichtviralen Transfektionsmethoden im Durchschnitt eine deutlich unter 10% liegende 

Transfektionseffizienz aufwiesen und dabei eine hohe Schwankungsbreite zeigten, stellte sich die 

adenoviral gestützte Transfektion mit einer geringen Streubreite als effizientes Verfahren mit einer 

durchschnittlichen Effizienz von 22% dar.  
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Daneben erfolgte eine Untersuchung der Auswirkung der Konfluenz sowie Alter der 

Zellen zum Transfektionszeitpunkt (Daten nicht gezeigt).  

 

Sämtliche getesteten nichtviralen Transfektionsmethoden stellten sich aufgrund ihrer 

enormen Schwankungsbreite als unzuverlässig und in Bezug auf die 

Transfektionseffizienz bei durchschnittlicher Effizienz von 5% als durchwegs 

ungenügend heraus. Mit dem adenoviral unterstützten Poly-L-Lysin-

Komponentensystem ließ sich eine replizierbare, konstante Transfektionseffizienz 

von über 20% erreichen. Die Abb. 4.1-1 zeigt den Vergleich der nichtviralen Systeme 

mit dem adenoviral unterstützten Komponentensystem. 

 

4.2 Systemoptimierung des Komponentensystems 

 

Da alle getesteten nichtviralen Transfektionssysteme für den Gentransfer in 

neonatale Kardiomyozyten durchwegs enttäuschende Ergebnisse lieferten und 

darüber hinaus eine hohen Schwankungsbreite aufwiesen, stellten sie sich damit als 

ungeeignet für eine Promotorstudie heraus. Da die Herstellung von adenoviralen 

Vektoren (Adenoviren mit fest integrierter Plasmid-DNA) bei einer Vielzahl von 

Plasmiden im Rahmen einer Promotorstudie extrem zeitaufwendig ist, wurde von 

einer adenoviralen Transfektionsmethode Abstand genommen und stattdessen das 

adenoviral gestützte Transfektionssystem (Poly-L-Lysin-Komponentensystem) 

etabliert (Kohout et al. 1996).  

Die Optimierung des Komponentensystems umfasste folgende Parameter: optimale 

Mischungsverhältnisse aller Komponenten (Viruskonzentration, DNA-Menge, Poly-L-

Lysin), optimale Dichte der Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion, Inkubationsdauer 

zum Erreichen einer maximalen Zielgenexpression, optimales Medium mit dem Ziel 

der Serumfreiheit zur Durchführung weiterer Studien, insbesondere der 

anschließenden Promotorstudie. 

Als primär untersuchte Variable wurde die DNA-Konzentration des 

Transfektionsmediums bei konstanter Adenovirusmenge und gleichbleibenden Poly-

L-Lysin-Verhältnis gewählt. Hier zeigte sich ein klares Maximum bei einer DNA-

Konzentration von 2-3 µg/ml Transfektionslösung, so dass diese Konzentration bei 

allen weiteren Parameterveränderungen beibehalten wurde.  
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Abb. 4.2-1: Optimierung des Adenovirus-Polylysin-Systems zur Transfektion 

neonataler Kardiomyozyten  

Neonatale Kardiomyozytenkulturen wurden am Tag 2 mit CMV-luc mit dem Adenovirus-Poly-L-Lysin-

System transfiziert. Die Auswertung erfolgte 24 Std. nach Transfektion durch Messung der 

Luciferaseaktivität, wie unter Abschnitt 3.6.2 ausführlich beschrieben.  

(A) Vergleich verschiedener DNA-Konzentrationen bei konstanter Virus- und Poly-L-Lysin-Menge 

(Polylysin konstant 2 µg/ml, Adenovirus 4 x 10
10

 Partikel/ml Transfektionslösung, n=4.  

(B) Vergleich unterschiedlicher Poly-L-Lysin-Konzentrationen bei konstanter Virus- und DNA-Menge 

(Adenovirus 4 x 10
10

 Partikel/ml, konstante DNA-Konzentration von 2 µg/ml Transfektionslösung, n=4. 

(C) Vergleich steigender Adenovirus-Konzentrationen bei konstanter DNA-Menge und Poly-L-Lysin-

Konzentration (konstante DNA-Konzentration von 2 µg/ml, Poly-L-Lysin 2 µg/ml Transfektionslösung, n=4. 

(D) Vergleich verschiedener Zelldichten bei optimaler Transfektionslösung (DNA-Konzentration von 2 

µg/ml, Poly-L-Lysin 2 µg/ml, Adenovirus 4 x 10
10

 Partikel/ml Transfektionslösung,  n=4). Bis auf die 

Adenoviruskonzentration wiesen alle Parameter eine Normalverteilung mit eindeutigem Maximum auf. Bei 

steigenden Adenoviruskonzentrationen ließ sich innerhalb der getesteten Konzentrationen keine 

Sättigung feststellen. 
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Als zweite Variable wurde das Verhältnis Polylysin-/DNA-Verhältnis untersucht. 

Hierzu erfolgte die Titration von Poly-L-Lysin von 0,5 µg/ml bis 8 µg/ml 

Transfektionslösung bei gleichbleibender DNA-Konzentration von 2 µg und einer 

Adenovirusmenge von 4 x 1010 Partikeln/ml. Hier fiel eine scharfe Maximumbildung 

im Bereich 2-3 µg Poly-L-Lysin pro ml Transfektionsmedium auf. Ein Abweichen von 

der Idealkonzentration bewirkte eine deutliche Abschwächung der 

Transfektionseffizienz.  

Die Adenoviruskonzentration wurde als dritter Parameter evaluiert, wobei sämtliche 

zuvor ermittelten Idealkonzentrationen von Poly-L-Lysin (2 µg/ml) und DNA-

Konzentration (2 µg/ml) beibehalten wurden. Interessanterweise ließ sich bei den 

untersuchten Virusmengen keine Sättigung feststellen, auch bei deutlich erhöhter 

Virusmenge über 2 x 1011 Partikel pro ml Transfektionslösung setzte sich der Trend 

einer steigenden Transfektionseffizienz fort (Daten nicht gezeigt).  

Entgegen der Beschreibung von Kohout konnte keine Schädigung der 

Herzmuskelzellen durch die höhere Virusbelastung auch bei über der als toxisch 

angesehenen Konzentrationsgrenze von 5 x 104 Partikeln pro Zelle festgestellt 

werden. Qualitativ unterschiedliche Viruspräparationen resultierten in einer 

ausgeprägten Differenz der Transfektionseffizienz, unabhängig von der Infektiosität, 

die in der Anzahl der plaque forming units (PFU) gemessen werden konnte. 

Als weitere Variablen des Adenovirus-Komponentensystems wurden optimaler 

Transfektionszeitpunkt, optimale serumfreie Mediumzusammensetzung und 

Zelldichte bei konstant gehaltenem optimierten Transfektionsgemisch untersucht. Die 

optimale Zelldichte lag bei Herzmuskelzellen bei ca. 80% Konfluenz nach einer 

Aussaat von 200.000 Zellen/Well eines 24er Wells.  

Als günstigster Zeitpunkt der Transfektion stellte sich der 3.-4. Tag nach Präparation 

heraus. 
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4.3 Untersuchung der östrogenvermittelten Geninduktion anhand des Egr-1-

Promotors 

 

4.3.1 Die Egr-1-Expression in Kardiomyozyten ist ein direkter Effekt von Östrogen 

 

Isolierte neonatale Kardiomyozyten wurden für 90 min mit 10 nM Östrogen inkubiert 

und die Proteinspiegel von Egr-1 auf Western blot-Ebene untersucht. Im Vergleich zu 

den unbehandelten Zellen fand sich ein deutlich höherer Proteinlevel von Egr-1 bei 

mit Östrogen inkubierten Zellen. Unter gleichzeitiger Gabe des 

Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 wurde dieser Effekt aufgehoben. Im 

Vergleich zu Proteinextrakten aus ganzen Herzen neonataler Ratten zeigte sich ein 

ebenfalls hoher Proteinlevel, vergleichbar den mit Östrogen behandelten neonatalen 

Kardiomyozyten.  

Das frühe Wachstumsgen Egr-1 ist also im Herzen nachweisbar und lässt sich 

ebenfalls in der Zellkultur durch Inkubation mit Östrogen induzieren.  

 

 

Abb. 4.3-1: Östrogen bewirkt die Expression des Early growth response gene 1 (Egr-1)  

Gesamtproteinextrakte aus isolierten neonatalen Herzmuskelzellen unter Behandlung mit 10 nM 17β-

Östradiol für 90 min wurden für die Herstellung der Western blots verwendet. Unter Östrogenbehandlung 

stieg die Egr-1-Proteinexpression stark an, dieser Effekt ist östrogenspezifisch, da er durch die 

zusätzliche Behandlung mit dem Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 (1 µM) aufgehoben wird. In der  

letzte Lane (rechts) erfolgte der Nachweis von Egr-1 im Herz neonataler Ratten. 

Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 3 voneinander unabhängig durchgeführten Western 

blots. 
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4.3.2 Der Egr-1-Promotor wird durch Östrogen 6-fach induziert 

 

Um die Induzierbarkeit des Egr-1-Gens durch Östrogen, die sich auf Western blot-

Ebene bereits darstellen ließ, auch quantitativ beurteilen zu können, sollte die 

Expression des Promotors mit Hilfe eines Reportergens untersucht werden. Hierzu 

wurde der in einen pXP-2-Luciferase-Basisvektor einklonierte komplette murine Egr-

1-Promotor („Egr-1-luc“) mit Hilfe des viral unterstützten Poly-L-Lysin-

Komponentensystems transient in isolierte primäre neonatale Kardiomyozyten 

transfiziert. 

Unter 100 nM 17β-Östradiol konnte 24 Stunden nach Transfektion eine deutliche 5,7-

fache Aktivitätssteigerung von Egr-1-luc im Vergleich zur Luciferaseaktivität ohne 

Östradiol festgestellt werden. Der Induktionseffekt von Östrogen ließ sich bei 

gleichzeitiger Inkubation von Östrogen und dem Östrogenrezeptorantagonist ICI 

182780 wieder auf 41% zurückführen (vgl. Abb. 4.3-2). Ebenso hob das Antiöstrogen 

Tamoxifen den induktiven Östradiol-Effekt weitgehend wieder auf.  

 

Abb. 4.3-2: Induktion des 

Egr-1-Promotors durch 

17β-Östradiol   

Egr-1-luc wurde transient in 

primäre neonatale 

Kardiomyozyten transfiziert. 3 

h nach Transfektion wurde das 

östrogenfreie Medium durch 

Medium ohne Zusatz oder mit 

100 nM 17β-Östradiol mit oder 

ohne ICI 182720 (1 µM) für 18 h 

ersetzt. Unter Östrogen stieg 

die Aktivität von Egr-1-luc um 

über 500%, der Effekt war 

reversibel durch Zugabe von 

ICI (1 µM). Als Kontrolle 

fungierte pXP2-luc. 

Die dargestellten Resultate sind Mittelwerte  Standardfehler von 8 unabhängigen Experimenten, p ≤ 

0,005. 

 

Der komplette Egr-1-Promotor zeigte auch ohne Östradiolzusatz im Medium eine 

deutliche Grundaktivität verglichen mit dem Leervektor pXP2-luc.  
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Die Fragestellung, ob der Egr-1-Promotor auch durch physiologische 

Konzentrationen von Östrogen induziert werden kann, wurde mittels Dosis-Wirkungs-

Experimenten untersucht. Neonatale Kardiomyozyten wurden wie oben beschrieben 

mit Egr-1-luc transfiziert und für 18 h mit unterschiedlichen Konzentrationen 17β-

Östradiol (0 – 100 nM) inkubiert. Bereits bei einer Konzentration von 100 pM zeigte 

sich eine signifikante Steigerung der Luciferase-Aktivität des Promotors um den 

Faktor 2,2 bezogen auf die Promotoraktivität ohne Östrogen (vgl. Abb. 4.4-3). 

Während die Inkubation mit 100 fM Östrogen keine signifikante Änderung der 

Expression erkennen ließ, ergab die bei Frauen physiologische 

Östrogenkonzentration von 10 nM einen deutlichen 4-fachen Anstieg. Da mit einer 

Konzentration von 100 nM 17β-Östradiol eine Steigerung um den Faktor 7,5 zu 

erreichen war, wurde diese Konzentration für die weitere Promotorstudie beibehalten, 

um mögliche schwache Östrogeneffekte nicht zu übersehen. 

 

Abb. 4.3-3: Induktion des Egr-1-Promotors durch unterschiedliche Konzentrationen 

von 17β-Östradiol  

Transient mit Egr-1-luc transfizierte neonatale Kardiomyozyten wurden für 18 h mit 17β-Östradiol in 

Konzentrationen von 100 fM bis 100 nM inkubiert.  

Es zeigte sich eine dosisabhängige Aktivitätssteigerung des Egr-1-Promotors, die auch in 

subphysiologischen Konzentrationen (100 Picomolar Östrogen) eine signifikante Geninduktion aufwies. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler von > 7 unabhängigen Experimenten, p ≤ 0,009 (außer E2 

100 fM). pXp2-luc diente als Negativkontrolle. 
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4.3.3 Die östrogenabhängige Induktion des Egr-1-Promotors erfolgt nicht über die 

ERE-, sondern über SRE-Bindungsstellen 

 

Von diesen Befunden ausgehend stellte sich nun die Frage nach den DNA-

Abschnitten, die im Einzelnen für die Induktion des Egr-1-Promotors durch Östrogen 

verantwortlich zu machen sind. Zu diesem Zweck wurden Deletionsmutanten des 

Egr-1-Promotors verwendet.  

Der murine Egr-1-Promotor weist eine Länge von 1,2 kb auf und besitzt verschiedene 

DNA-Bindungsstellen. 

Zunächst sollten die klassischen Bindungsstellen für Östrogen, die Östrogen 

responsiven Elemente (ERE), auf ihre transkriptionelle Aktivität hin untersucht 

werden. Der Aufbau der ERE ist klassischerweise palindromisch: 5‘ GGTCA NNN 

TGACC 3‘. Dabei stellen die vorderen vier bzw. hinteren vier Basenpaare 

sogenannte ERE-halfsites dar, die durch drei beliebige Basenpaare voneinander 

getrennt sind. Im Egr-1-Promotor finden sich zwei entgegengesetzt gerichtete ERE-

halfsites an den Positionen nt -1029 und nt -1004. In unmittelbarer Nähe dazu liegen 

zwei AP-1 sites (nt -1084 und nt -1061).  
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Abb. 4.3-4: Darstellung des kompletten Egr-1-Promotors und seiner 

Deletionsmutanten  

Die Analyse der Egr-1-Promotorsequenz im Hinblick auf Bindungsstellen für transkriptionsregulierende 

Faktoren ergab folgende Komponenten:  

Der komplette Egr-1-Promotor enthält bei einer Gesamtlänge von 1,2 kb im am weitesten downstream 

gelegenen Anteil (5‘-Ende) zwei ERE-halfsites mit flankierenden AP-1-sites (nt -1061 bis -1000), eine Egr-

1-binding site (EBS) bei nt -862 bis -854 sowie bei nt -698 bis -690. Von den insgesamt sechs SRE stehen 

die ersten vier (Nr. 6-3, vgl. Abb.) in unmittelbarer Nachbarschaft und in der Nähe von Ets-sites, die 

beiden letzten SRE befinden sich in Bereich von nt -369 bis -337. 

Desweiteren fanden sich zwei  CRE (cAMP responsive elements) sowie eine NF B-site bei nt -534; am 

Anfang des Promotors finden sich zwei weitere AP-1-binding sites. 

Konstrukt C (500 bp) beginnt bei nt -689 des Egr-1-Promotors und weist zusätzlich eine Deletion im 

Bereich nt -199 bis nt 0 auf. Daraus entfallen die ERE-binding sites im 5‘-Bereich, so dass im 

Wesentlichen die 6 SRE mit benachbarten Ets-sites als Bindungsstellen für transkriptionelle 

Regulationsfaktoren zur Verfügung stehen. 

Konstrukt D mit 287 bp unterscheidet sich von Konstrukt C lediglich durch eine weitere Deletion von nt -

514 bis -311, so dass die proximalen zwei SRE entfallen. 

Konstrukt B (690 bp) ist von nt -821 bis -311 deletiert, woraus ein distaler Bereich mit ERE-halfsites und 

flankierenden AP-1 sites sowie ein proximaler Bereich mit zwei AP-1 sites resultieren. 

 

 

Die Bedeutung der ERE für die Induzierbarkeit des Egr-1-Promotors wurde anhand 

des Konstrukts B (2 ERE-halfsites mit flankierenden AP-1-sites) untersucht.  

Nach transienter Transfektion wurde jeweils die Luciferaseaktivität unter 18-stündiger 

Stimulation mit 100 nM 17β-Östradiol bzw. ohne mit der Aktivität des kompletten 

Promotors verglichen (vgl. Abb.4.3-5). Unstimuliert erreichte Konstrukt B nur etwa 10 

% der Promotoraktivität ohne Östrogen. Unter 100 nM Östrogen (18 h) wurde 

Konstrukt B um den Faktor 2 induziert, erreichte also auch unter hoher 

Östrogenstimulation nur 20% der Aktivität des unstimulierten vollständigen 

Promotors. Die Geninduktion des Egr-1-Promotors durch Östrogen ließ sich also 

nicht über den klassischen Induktionsweg unter Bindung der Östrogenrezeptoren an 

die östrogenresponsiven Elemente (ERE) des Promotors nachweisen.  

Da die beim vollständigen Egr-1-Promotor mit Östrogen erzielte Aktivität um ein 

Vielfaches höher waren, als dies mit Konstrukt B möglich war, stellte sich die Frage 

nach der Bedeutung der SRE für die Induktionswirkung des Östrogens.  
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 Abb. 4.3-5: Induktion von Egr-1-luc und seinen Deletionsmutanten   

In neonatale Kardiomyozyten wurde transient Egr-1-luc bzw. die Deletionsmutanten Konstrukt B-D 

transfiziert und 18 h unbehandelt () bzw. mit 100 nM 17β-Östradiol () inkubiert und die 

Luciferaseaktivität gemessen. Bezogen auf Egr-1-luc erreichte Konstrukt B (zwei ERE-halfsites in 

Verbindung mit 2-3 AP1-Bindungsstellen, keine SRE) nur ca. 1/10 der vollen Promotoraktivität und ließ 

sich auch mit Östradiol nur um den Faktor 2 induzieren. Im Gegensatz dazu weisen Konstrukt C und D 

unstimuliert eine hohe Aktivität auf (80 bzw. 50%) auf, die sich durch Östrogengabe um den Faktor 4 

stimulieren lässt. Sowohl stimuliert als auch unstimuliert besteht zwischen Konstrukt C und D keine 

Signifikanz, während zu Egr-1-luc eine signifikante Aktivitätsdifferenz besteht. 

Ergebnisse aus n > 6 unabhängigen Experimenten, die Aktivität der Konstrukte als Mittelwerte ± 

Standardfehler unterschieden sich mit p ≤ 0,0006 hochsignifikant von Egr-1-luc (Konstrukt C ohne E2 und 

Konstrukt D mit E2 signifikant mit p ≤ 0,03). Der Leervektor pXp2-luc diente als Kontrolle. 

 

Konstrukt C besitzt die Promotorsequenz von nt -689 bis -199, womit alle sechs SRE 

des Egr-1-Promotors enthalten sind. Hier zeigte sich nahezu die Aktivität des 

vollständigen Promotors mit 80%, die sich unter 100 nM 17β-Östradiol um den Faktor 

5 steigern ließ, so dass Konstrukt C auch unter Östrogenstimulation 70% der Aktivität 

des stimulierten kompletten Promotors beibehielt. Daraus ergibt sich die Folgerung, 

dass die vor nt -689 liegenden ERE-halfsites samt AP-1-sites auch in 

Herzmuskelzellen kaum funktionelle Bedeutung besitzen, wie dies McMahon schon 

für B-Lymphozyten 1995 zeigen konnte (McMahon, Monroe 1995).  
 

Mit Konstrukt D, das nur die ersten vier SRE aufweist (Aufbau wie Konstrukt C, aber 

zusätzliche Deletion von nt -514 bis -311), konnte im Vergleich zum Originalpromotor 
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noch eine 50%ige Induktion erreicht werden. Auch Konstrukt D ließ sich durch 100 

nM Östradiol um den Faktor 4 induzieren, was im Vergleich zum stimulierten Egr-1-

luc mit einer 40%igen Aktivität gleichzusetzen war.  

Während sich Konstrukt C und D sowohl stimuliert als auch unstimuliert signifikant 

von den Werten des vollständigen Promotors unterschieden, ließ sich zwischen den 

beiden Konstrukten C und D selbst keine signifikanten Unterschiede feststellen, 

wenn sich auch Konstrukt D tendenziell schwächer darstellte als Konstrukt C (vgl. 

Abb. 4.3-5 B u. C). 

Die Hauptinduktion des Egr-1-Promotors erfolgte also durch die SRE ab nt -689, 

wobei die ersten vier SRE zwischen nt -689 bis -514 die entscheidende Rolle zu 

spielen scheinen. 

 

4.3.4 Bedeutung der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ für die Regulation von Egr-

1-luc durch Östrogen 

 

Da 17β-Östradiol zur Steroidhormonfamilie gehört, die ihre transkriptionell 

aktivierende Wirkung zum größten Teil rezeptorvermittelt entfaltet, lag es nahe, die 

Funktion der beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ in diesem Prozess zu 

untersuchen. Um unterscheiden zu können, ob die östrogeninduzierte 

Aktivitätssteigerung des Egr-1-Promotors durch den Östrogenrezeptor ERα oder ERβ 

vermittelt wird, musste der jeweilige Östrogenrezeptor in die Herzmuskelzelle 

zusammen mit dem Reportergen kotransfiziert werden. Auf diese Weise kann man 

bona fide aufgrund des Überschusses eines Rezeptors eine Induktionsverstärkung 

auf diesen zurückführen, wobei hier die mögliche endogene Rezeptorexpression und 

Funktionalität desselben vernachlässigt werden kann. Zunächst musste die optimale 

DNA-Menge des Rezeptors im Verhältnis zu Egr-1-luc ermittelt werden.  

Die Transfektion der isolierten neonatalen Kardiomyozyten erfolgte stets unter 

Beibehaltung der Gesamt-DNA-Menge, variiert wurde lediglich das Verhältnis der 

DNA-Menge von kotransfiziertem Östrogenrezeptor zu Reportergen. Dazu wurden 

jeweils der Östrogenrezeptor ERα und ERβ in einer Menge von 1/50 von Egr-1-luc 

bis zu einem Verhältnis von 2:1 (ER zu Egr-1-luc) kotransfiziert. Nach einer 

Inkubation von 18 h mit 100 nM 17β-Östradiol erfolgte die Messung der 

Luciferaseaktivität.  
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Abb. 4.3-6: Östrogenrezeptor-Dosisfindung bei Kotransfektion von Egr-1-luc und der 

Östrogenrezeptoren ERα bzw. ERβ  

Mit einer DNA-Gesamtmenge von 3 µg wurden neonatale Kardiomyozyten mit Egr-1-luc und 

unterschiedlichen Konzentrationen des Östrogenrezeptors ERα bzw. ERβ (Abb. A und B) kotransfiziert. 

Ausgehend von einem Verhältnis ER zu Egr-1-luc von 2/1 1/50 wurde bis zu einem Verhältnis von 2/1 

titriert. Nach einer 18-stündigen Inkubation mit 100 nM 17β-Östradiol wurde die Luciferaseaktivität im 

Vergleich zu Egr-1-luc ohne Östrogen bestimmt. Bei im Verhältnis zu Egr-1-luc abnehmender DNA-Menge 

des Östrogenrezeptors stieg die Induktionsverstärkung ab einem Verhältnis von 1/10 der 

Östrogenrezeptor-DNA zu Egr-1-luc signifikant an.  

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler aus 5 unabhängigen Experimenten, bezogen auf Egr-1-

luc ohne Östrogen. Die Luciferaseaktivität unter Kotransfektion des Östrogenrezeptors war ab einer 

niedrigeren Konzentration als 1/10 von Egr-1-luc im Vergleich zum unstimulierten Egr-1-luc signifikant 

höher (p ≤ 0,01). 
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Es ließ sich trotz erheblicher Abweichungen zwischen den verschiedenen 

Experimenten eine eindeutige Tendenz erkennen (vgl. Abb. 5.5-4): je geringer die 

DNA-Menge des kotransfizierten Östrogenrezeptors bei konstanter DNA-Menge von 

Egr-1-luc dosiert wurde, um so deutlicher wurde die Induktionsverstärkung durch den 

jeweiligen Östrogenrezeptor. Die höchste Induktionsverstärkung durch Kotransfektion 

der Östrogenrezeptoren zeigte sich bei einer Menge von 1/50 von Egr-1-luc.  

Dies lässt sich durch die sehr starke Promotoraktivität der beiden 

Östrogenrezeptorplasmide erklären, die beide virale Promotoren besitzen (RSV-ERα 

und CMV-ERβ), so dass bei einer Kotransfektion mit gleichen Mengen von 

Östrogenrezeptor-DNA und Egr-1-luc in den Herzmuskelzellen wesentlich mehr 

Östrogenrezeptor exprimiert wird als Egr-1-luc.  

Bei der Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα bei einem Verhältnis zu Egr-1-luc 

im Bereich zwischen 2/1 bis 1/2 ließ sich sogar eine Abschwächung der 

östrogeninduzierten Luciferaseaktivität von Egr-1-luc beobachten, so dass kein 

signifikanter Unterschied zum unstimulierten Promotor mehr vorhanden war. Ab 

einem Verhältnis von 1/10 (Östrogenrezeptor-DNA zu Egr-1-luc) zeigte sich eine 

signifikante Erhöhung der Luciferaseaktivität. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das Verhältnis Östrogenrezeptor zu Egr-1-luc mit 

1/50 für alle weiteren Versuche mit Kotransfektion eines Östrogenrezeptors 

beibehalten.  

Zunächst wurde die Wirkung der beiden Östrogenrezeptoren auf den vollständigen 

Egr-1-Promotor untersucht. Hierzu wurde zu Egr-1-luc jeweils der Östrogenrezeptor 

ERα oder ERβ in einem Verhältnis von 1/50 (von Egr-1-luc) kotransfiziert und nach 

einer Inkubation von 18 h mit 100 nM 17β-Östradiol  ± ICI 182780 (1 µM) die 

Luciferaseaktivität gemessen. Hierbei ließ sich die durch den Östrogenrezeptor und 

100 nM Östrogen vermittelte Steigerung der Promotoraktivität um den Faktor 19 bzw. 

18 (ERα bzw. ERβ) im Vergleich zum unstimulierten Egr-1-luc ohne Kotransfektion 

durch Zugabe von ICI 182780 wieder zurückführen (8,6fache bzw. 10,9fache 

Induktion), wie aus Abb. 4.3-7 ersichtlich. 

Dies zeigte zum einen, dass durch Kotransfektion eines der beiden 

Östrogenrezeptoren die Östrogeninduktion von Egr-1-luc noch einmal verdreifacht 

werden kann (Anstieg von 6facher auf 18fache Induktion), zum anderen, dass dieser 
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rezeptorvermittelte Effekt durch einen Östrogenrezeptorantagonisten weitgehend 

wieder aufgehoben werden kann.  

 

Abb. 4.3-7: Induktion von Egr-1-luc durch Östrogen in Abhängigkeit der 

Östrogenrezeptoren   

Neonatale Kardiomyozyten wurden mit 3 µg Egr-1-luc transient transfiziert, bei Kotransfektion des 

Östrogenrezeptors ERα bzw. ERβ betrug die DNA-Menge 1/50 von Egr-1-luc. Die Zellen wurden entweder 

unstimuliert unter 5% CPSR-1 für 18 h inkubiert oder mit 100 nM 17β-Östradiol ± 1 µM ICI versehen. Die 

Stimulation des Egr-1-Promotors durch 100 nM Östrogen um den Faktor 6 konnte durch Kotransfektion 

des Östrogenrezeptors ERα auf eine 19-fache, durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ auf eine 

18-fache Induktion erhöht werden. Diese Effekte ließen sich durch Zugabe des 

Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 (1 µM) wieder verringern. Die Kotransfektion eines der beiden 

Östrogenrezeptoren ergab auch beim unstimulierten Promotor eine signifikante Aktivitätserhöhung um 

den Faktor 6 bzw. 4 (ERα bzw. ERβ) bezogen auf Egr-1-luc ohne Östrogen und ohne Kotransfektion. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler aus n = 14 unabhängigen Experimenten (n = 6 bei allen 

ICI-Werten), bezogen auf unstimuliertes Egr-1-luc mit p ≤ 0,0016. Der Leervektor pXp2-luc diente als 

Kontrolle. 

 

Angesichts dieser signifikanten Induktionsverstärkung durch beide 

Östrogenrezeptoren am vollständigen Egr-1-Promotor unter 100 nM Östrogen ergab 

sich die Überlegung, dass der gleiche Effekt auch bei den Konstrukten C und D, die 

ebenfalls eine starke Östrogeninduktion aufwiesen (vgl. Abb. 4.3-5), zu finden sein 

müsste. Dazu wurden zu den beiden Konstrukten C und D jeweils der 

Östrogenrezeptor (1/50 der Gesamt-DNA-Menge) kotransfiziert und nach 18 h mit 

100 nM 17β-Östradiol ± ICI 182780 die Luciferaseaktivität gemessen.  
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Bezogen auf die jeweilige Kontrolle, nämlich Konstrukt C bzw. D ohne 

Östrogenbehandlung, ließ sich die bei beiden Konstrukten bereits festgestellte 

gleichartige Induktionswirkung durch 100 nM 17β-Östradiol (Faktor 5-6) durch die 

Kotransfektion eines der beiden Östrogenrezeptoren jeweils verdoppeln (vgl. Abb. 

4.3-8 A und B). Unter gleichzeitiger Zugabe des Östrogenrezeptorantagonisten ICI 

182780 (1 µM) ließ sich die Induktion wieder auf ein 4-6faches Niveau zurückführen.  

 

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Luciferaseaktivität bei Kotransfektion des 

Östrogenrezeptors ERα und der Aktivität bei ERβ-Kotransfektion konnte nicht erfasst 

werden. 

 

Außerdem zeigte sich bei unstimulierten Kardiomyozyten eine Steigerung der 

Luciferaseaktivität durch die Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα bei 

Konstrukt C um den Faktor 6, in gleicher Weise war dies bei ERβ-Kotransfektion der 

Fall.  

 

In etwas abgeschwächter Form, aber ebenso signifikant ließen sich diese Effekte 

auch bei Konstrukt D feststellen: bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα stieg 

die Luciferaseaktivität um den Faktor 2,5 (gerade nicht signifikant) bezogen auf den 

unstimulierten Promotor ohne Kotransfektion, bei ERβ um den Faktor 4,5 

(signifikant). 

Sowohl Konstrukt C mit allen SRE als auch Konstrukt D mit den vorderen 4 SRE 

zeigte ein dem vollständigen Egr-1-Promotor fast identisches Induktionsverhalten 

unter 100 nM 17β-Östradiol wie auch bei Kotransfektion der Östrogenrezeptoren 

ERα bzw. ERβ.  
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Abb. 4.3-8: Vergleich der relativen Induktion von Konstrukt C und D  

Nach transienter Transfektion mit Konstrukt C (Abb. A) bzw. D (Abb. B), jeweils mit und ohne 

Kotransfektion eines der beiden Östrogenrezeptoren im Verhältnis 1/50 zum jeweiligen Konstrukt, wurde 

für 18 h mit 100 nM 17β-Östradiol ± ICI 182780 (1 µM) inkubiert und die Luciferaseaktivität gemessen. 

Sowohl Konstrukt C (alle SRE) als auch Konstrukt D (SRE 6-3) zeigte ein fast gleichartiges 

Induktionsverhalten wie Egr-1-luc, also eine Aktivitätssteigerung des unstimulierten Promotors um den 

Faktor 5, die sich durch Kotransfektion eines Östrogenrezeptors noch einmal verdoppeln ließ. Die 

östrogeninduzierte Steigerung der Luciferaseaktivität war bei beiden Konstrukten unter gleichzeitiger 

Inkubation mit 1 µM ICI 182780 reversibel. Beide Östrogenrezeptoren zeigten bei Konstrukt C und D auch 

eine Aktivitätserhöhung bei unstimulierten Zellen bezogen auf Konstrukt C bzw. D ohne Kotransfektion. 

Dargestellt sind die Ergebnisse aus n > 4 unabhängigen Experimenten als Mittelwerte ± Standardfehler, 

bezogen auf Konstr. C ohne E2 mit p ≤ 0,002 bzw. D ohne Stimulation mit p ≤ 0,02 (außer Konstrukt D mit 

ERα ohne E2, nicht signifikant).  
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Die Induktionsverstärkung durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ war bei 

Konstrukt C unter 100 nM 17β-Östradiol etwa doppelt so stark wie bei Kotransfektion 

des Östrogenrezeptors ERα (vgl. Abb. 4.3-8 A). Die Luciferaseaktivität des 

Konstrukts D unterschied sich bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα nicht 

signifikant von der Aktivität bei ERβ-Kotransfektion (vgl. Abb. 4.3-8 B). 

Die anhand von Konstrukt C und D untersuchte, weitgehend über SRE vermittelte 

Induktionswirkung des Östrogens um einen mittleren Wert von ca. 6 ließ sich also 

durch Kotransfektion beider Östrogenrezeptoren noch deutlich erhöhen.  

 

4.3.5 Bedeutung der ERE im Vergleich zu den serumresponsiven Elementen (SRE) 

für die Egr-1-Induktion in Abhängigkeit der Östrogenrezeptoren 

 

Nachdem sich beim Vergleich der östrogenvermittelten Induktion von Konstrukt B 

(vornehmlich Vermittlung über ERE-halfsites und AP-1 sites) zum vollständigen Egr-

1-Promotor eine unerwartet geringe Wirkung des Östrogens gezeigt hatte (vgl. Abb. 

4.3-5), stellte sich die Frage, ob dies möglicherweise auf die Wirkung eines der 

beiden Östrogenrezeptoren zurückzuführen sei.  

Die transiente Transfektion des Konstrukts B in neonatale Kardiomyozyten wies 

unstimuliert bei einer Inkubationszeit von 24 h eine nur 10%ige Luciferaseaktivität im 

Vergleich zum unstimulierten vollständigen Egr-1-Promotor auf (vgl. Abb. 4.3-5 A), 

die 18stündige Stimulation mit 100 nM 17β-Östradiol ließ lediglich eine Induktion um 

den Faktor 2,7 erkennen. Dies wies bereits daraufhin, dass die über ERE vermittelte 

Promotorinduktion bei Egr-1-luc in Herzmuskelzellen eher von untergeordneter Rolle 

zu sein schien.  

Während bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ (im Verhältnis von 1/50 zu 

Konstrukt B) im Gegensatz zu den Konstrukten C und D nur eine geringfügige 

Induktionsverstärkung (Faktor 3) im Vergleich zum unstimulierten Konstrukt B ohne 

Kotransfektion zu erkennen war, stieg die Luciferaseaktivität von Konstrukt B unter 

Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα unstimuliert um den Faktor 10 (vgl. Abb. 

4.3-9). 
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Abb. 4.3-9: Induktion des Konstrukts B durch 17β-Östradiol und 

Induktionsverstärkung durch die Östrogenrezeptoren  

In neonatale Herzmuskelzellen wurde zu Konstrukt B, das lediglich ERE und keine SRE enthält,  noch 

jeweils der Östrogenrezeptor ERα bzw. ERβ in einer Menge von 1/50 des Konstrukts kotransfiziert und mit 

100 nM 17β-Östradiol ± ICI 182780 (1 µM) für 18 h inkubiert.  

Die Luciferaseaktivität zeigte bezogen auf das unstimulierte Konstrukt B eine knapp 3fache Induktion 

durch Östrogen, die sich durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα bis auf den Faktor 28 steigern 

ließ. Dagegen konnte durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ lediglich eine Steigerung um den 

Faktor 7, also nur ein Viertel der ERα-Wirkung erzielt werden. Die Östrogeninduktion ließ sich jeweils 

durch Zugabe des Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 wieder vollständig rückgängig machen. 

Auch unstimulierte Zellen ließen sich durch Kotransfektion des ERα in ihrer Luciferaseaktivität um den 

Faktor 11 steigern, bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ hingegen erfolgte nur eine 3fache 

Steigerung. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler aus n > 5 unabhängiger Experimenten (außer den Werten 

ERα bzw. ERβ ohne E2, hier n=3), bezogen auf Konstrukt B ohne Östrogen, p ≤ 0,03 außer Konstrukt B 

ohne E2 mit ERβ 1/50 (keine Signifikanz). Zur Kontrolle wurde der Leervektor pXp2-luc herangezogen. 

 

Unter Inkubation mit 100 nM 17β-Östradiol für 18 h zeigte sich diese Tendenz noch 

deutlicher: bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ stieg die Promotoraktivität 

lediglich um den Faktor 8, bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα wurde der 

Faktor 28 erreicht.  
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Alle östrogenvermittelten Effekte ließen sich durch die gleichzeitige Zugabe des 

Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 (1 µM) wieder auf die Werte ohne 

Östrogen zurückführen. 

 

Die bisher durchgeführte Promotorstudie legte die Vermutung nahe, dass die 

klassische östrogenvermittelte Geninduktion in Herzmuskelzellen über ERE-halfsites 

und flankierende AP-1 sites mit den endogen vorhandenen Östrogenrezeptoren im 

Herz ohne relevante Bedeutung für die Transaktivation von Egr-1 ist.  

 

Um diese Vermutung näher zu untersuchen, wurde ein künstlicher Promotor namens 

ERE-luc verwendet, der aus zwei ERE-halfsites und Luciferase als Reportergen 

zusammengesetzt ist.  

In isolierte neonatale Kardiomyozyten wurde ERE-luc in einer Menge von 3 µg pro 

Well eines 24er Wells transfiziert und nach 3 h für weitere 18 h mit 100 nM 17β-

Östradiol inkubiert. Die Kotransfektion der Östrogenrezeptoren ERα bzw. ERβ 

erfolgte in einem Verhältnis von 1/50 zur Gesamtmenge der transfizierten DNA. Zum 

Nachweis der selektiven Östrogenwirkung wurde zu der Östrogendosis von 100 nM 

der Östrogenrezeptorantagonist ICI 182780 (1 µM) zugegeben.  

ERE-luc ließ sich in Kardiomyozyten durch eine 18stündige Inkubation mit 100 nM 

Östrogen bezogen auf den unstimulierten Promotor um den Faktor 4 steigern (vgl. 

Abb. 4.3-10). Dieser Effekt konnte durch die Kotransfektion des Östrogenrezeptors 

ERβ noch einmal verdoppelt werden (daraus resultiert in der Summe eine 8fache 

Gesamtinduktion).  

Durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα in der gleichen Menge ließ sich ein 

bis zu 22facher Anstieg der Luciferaseaktivität beobachten, was einem knapp 

3fachen Effekt des Östrogenrezeptors ERβ entspricht. Alle östrogeninduzierten 

Aktivitätssteigerungen waren durch die zusätzliche Inkubation des 

Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 vollkommen reversibel.  

Auch die Kotransfektion der beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ bei 

unstimulierten Zellen unterschied sich deutlich: während bei ERβ keine signifikante 

Steigerung (Faktor 2) erkennbar war, stieg bei ERα die Aktivität von ERE-luc im 

Vergleich zum Promotor ohne Kotransfektion deutlich um den Faktor 6 an. 
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Abb. 4.3-10: Induktion von ERE-luc durch 17β-Östradiol und Induktionsverstärkung 

durch die Östrogenrezeptoren  

Nach transienter Transfektion von neonatalen Kardiomyozyten mit ERE-luc, einem künstlichen Promotor 

aus ERE-halfsites, wurde mit 100 nM 17β-Östradiol ± ICI 182780 (1 µM) für 18 h inkubiert. Zur Darstellung 

der selektiven Östrogenrezeptorwirkung wurde jeweils der Östrogenrezeptor ERα bzw. ERβ im Verhältnis 

von 1/50 zu ERE-luc kotransfiziert.  

Im Vergleich zum unstimulierten Promotor ließ durch die Inkubation mit 100 nM Östrogen eine 4fache 

Steigerung der Luciferaseaktivität feststellen, durch gleichzeitige Kotransfektion des Östrogenrezeptors 

ERβ ließ sich die Induktion unter 100 nM Östrogen nur um den Faktor 2 auf eine gesamte 8fache 

Steigerung erhöhen. Dagegen stieg die Induktion durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα in 

gleicher Menge um mehr als das 5fache auf einen Faktor von 22 (bezogen auf den unstimulierten 

Promotor) an. Diese Effekte ließen sich jeweils wieder mit dem Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 

vollständig zurückführen. Auch bei unstimuliertem Promotor unterschied sich die Kotransfektion des 

Östrogenrezeptors ERα durch eine höhere Induktionswirkung im Vergleich zu ERβ (Faktor 6 bei ERα, bei 

ERβ lediglich Faktor 2). 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler aus n > 6 unabhängiger Experimenten, bezogen auf ERE-

luc ohne Östrogen, p ≤ 0,02 außer ERE-luc ohne E2 mit ERβ 1/50 (p ≤ 0,05). 

Zur Kontrolle wurde der Leervektor pXp2-luc herangezogen. 

 

Das Induktionsverhalten von Konstrukt B war, wie aus den Abb. 4.3-9 und 5.5-8 im 

Vergleich ersichtlich, dem des künstlichen Promotors ERE-luc nahezu identisch. 

Besonders bei Konstrukt B war eine Induktion durch 100 nM Östrogen nur in sehr 
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geringem Maße möglich (Faktor 2, vgl. Abb. 5.5-8). Auf der anderen Seite konnte 

eine extrem hohe Aktivitätssteigerung um den Faktor 20 (bzw. Faktor 28 bei 

Konstrukt B) bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα beobachtet werden, 

während die Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ nur etwa ein Drittel der 

Wirkung von ERα erbrachte. 

 

Die Ergebnisse aus dem Induktionsverhalten von Konstrukt B und Konstrukt C bzw. 

D durch 17β-Östradiol verglichen mit dem vollständigen Egr-1-Promotor wiesen auf 

einen ungewöhnlichen Induktionsweg des Östrogens in Kardiomyozyten hin. Der 

klassische Induktionsweg des Östrogens über die östrogenresponsiven Elemente, 

wie bei Konstrukt B mit 2 ERE-halfsites mit flankierenden AP-1-sites, spielt 

ofenkundig bei der Induktion von Egr-1 in Herzmuskelzellen keine relevante Rolle. Im 

Gegensatz dazu erfolgt eine deutliche Induktion über die serumresponsiven 

Elemente des Promotors. 

Da jedoch Konstrukt B nach Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα ebenfalls 

eine hohe Induktion aufwies, sollte die Aktivität der SRE-enthaltenden Konstrukte C 

und D mit dem aus 2 ERE plus flankierenden AP-1 sites bestehenden Konstrukts B 

gegen den vollständigen Promotor unter Kotransfektion der Östrogenrezeptoren 

verglichen werden. 

Dazu wurden in neonatale Kardiomyozyten transient zum jeweiligen Konstrukt (A – 

D) in einer Gesamtmenge von 2 µg DNA der Östrogenrezeptor ERα bzw. ERβ in 

einem Mengenverhältnis von 1/50 bezogen auf die Plasmidmenge des Reportergens 

kotransfiziert. Die Zellen wurden für 18 h mit 100 nM 17β-Östradiol inkubiert und 

anschließend die Luciferaseaktivität gemessen. 

Alle Werte wurden auf Egr-1-luc mit 100 nM Östrogen und kotransfiziertem 

Östrogenrezeptor ERα (Abb. 4.3-11 A) bzw. ERβ (Abb. 4.3-11 B) bezogen und als 

Prozentwerte angegeben. 

Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der Luciferaseaktivität des Konstrukts B 

sowohl unter  Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα als auch unter ERβ. 

Während allerdings bei Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ nur noch eine 

4%ige Luciferaseaktivität des Konstrukts B im Vergleich zu Egr-1-luc vorhanden war, 

lag die Aktivität bei ERα immerhin noch bei 12% der Aktivität des kompletten 

Promotors. 
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Der Vergleich der Luciferaseaktivität zwischen Konstrukt C bzw. D und dem 

kompletten Promotor ergab keinen signifikanten Unterschied, auch wenn tendenziell 

die Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERβ insgesamt etwas höhere Werte 

erreichte. 

 

Neonatale Kardiomyozyten 

wurden mit Egr-1 bzw. dem 

jeweiligen Konstrukt 

zusammen mit dem 

Östrogenrezeptor ERα (Abb. 

A) bzw. ERβ (Abb. B) im 

Verhältnis von 1/50 der DNA-

Menge des Konstrukts 

transfiziert und anschließend 

mit 100 nM 17β-Östradiol für 

18 h inkubiert.  

Konstrukt B (im 

Wesentlichen aus ERE 

bestehend) erreichte bei 

Kotransfektion des 

Östrogenrezeptors ERβ 

lediglich 4% der Aktivität von 

Egr-1-luc, mit ERα immerhin 

noch 12%.  

Die beiden SRE-enthaltenden 

Konstrukte C und D 

unterschieden sich in ihrer 

Luciferaseaktivität nicht 

signifikant von Egr-1-luc. 

Darstellung Mittelwerte ± 

Standardfehler aus n > 5 

(Abb. A) bzw. n > 9 (Abb. B)  

unabhängigen Experimenten, 

die Aktivität des im 

Wesentlichen ERE 

enthaltenden Konstrukt B 

jeweils hochsignifikant 

niedriger als Egr-1-luc mit p < 

0,0001, sonst keine 

signifikanten Unterschiede. 

 

Abb. 4.3-11: Luciferaseaktivität der Konstrukte mit kotransfiziertem Östrogenrezeptor 
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Die Induktion des Egr-1-Promotors durch 100 nM 17β-Östradiol erfolgt in 

Herzmuskelzellen also vorwiegend über die SRE des Promotors (Konstrukt C und D), 

wobei hier die ersten vier die entscheidende Rolle zu spielen schienen (Konstrukt D). 

Auch mit sehr kurzen Promotorausschnitten (Konstrukt D: 287 bp) ließ sich unter 

Kotransfektion der Östrogenrezeptoren nahezu die volle Luciferaseaktivität des 

kompletten Promotors (Vergleich bei gleicher Östrogenrezeptor-Kotransfektion) 

erreichen.  

Eine relevante Induktion über die ERE ist nur unter Kotransfektion des 

Östrogenrezeptors ERα möglich (vgl. die Ergebnisse der Kotransfektion bei 

Konstrukt B und ERE-luc), der endogene Rezeptorstatus der Herzmuskelzellen 

ermöglicht nur eine sehr geringe Induktion über östrogenresponsive Elemente.  

 

Da sich die östrogenvermittelte Promotorinduktion von Egr-1 durch Erhöhung der 

Östrogenrezeptormenge steigern ließ und damit ein rezeptorabhängiger 

Mechanismus zugrunde liegen musste, aber gleichzeitig nicht der klassische 

Induktionsweg über östrogenresponsive Elemente (ERE) vorlag, sollte eine 

weitergehende Analyse die Östrogenwirkung über serumresponsive Elemente (SRE) 

klären.  

 

4.3.6 Die östrogenabhängige Geninduktion des Egr-1-Promotors erfolgt durch 

Proteinbindung an serumresponsive Elemente (SRE) unter Beteiligung des 

Serumfaktors 

 

Nukleäre Extrakte aus isolierten neonatalen Kardiomyozyten nach 

Östrogenbehandlung (10 nM über 15 Minuten) gegenüber östrogenfreiem Medium 

wurden für Gelshift-Assays (EMSA) zur Untersuchung der Proteinbindung an 

serumresponsive Elemente des Egr-1-Promotors verwendet. Oligonukleotide, 

bestehend aus den Sequenzen der SRE-Bindungsstellen der SRE 3-6 des Egr-1-

Promotors, wurden mit radioaktivem 32P markiert und zum Nachweis einer Protein-

/DNA-Komplexbildung eingesetzt.  
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Folgende SRE-Oligonukleotide wurden für Gelshift-Assays verwendet: 

 

SRE bp mism SRE-Seq (5'-3') Oligonukleotidsequenz 

6 -671 bis -661 2 CCATATAAGG 5‘-TTAAACGCCATATAAGGAGCAG-3‘   

5 -633 bis -623 1 CCTTATTTGG 5‘-TTACAGACCTTATTTGGGCAGC-3‘ 

4 -617 bis -607 0 CCTTATATGG 5‘-TTCAGCGCCTTATATGGAGTGG-3‘ 

3 -602 bis -592 2 CCCAATATGG 5‘-TTAGTGGCCCAATATGGCCCTG-3‘ 

 

Tab. 4.3-1: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide für Gelshift-Assays  

In der ersten Spalte findet sich die Bezeichnung der einzelnen SRE (vgl. Promotorkarte von Egr-1), die 

zweite Spalte (bp) gibt die Basenpaare im Egr-1-Promotor wieder. Spalte 3 (mism) zeigt die Zahl der 

mismatches zur optimalen CArG-Box an, in der vierten Spalte (SRE-Seq) ist die SRE-Sequenz unter 

kursiver Schrift der mismatches angegeben. Die letzte (rechte) Spalte gibt die vollständige 

Oligonukleotidsequenz wieder. 

 

Während bei unstimulierten Kardiomyozyten nur ein minimaler Shift als Ausdruck 

eines Protein-/DNA-Komplexes bei den SRE 3-6 zu detektieren war, zeigte sich eine 

zur Positivkontrolle mit Fötalem Kälberserum (FCS) gleichwertige Shiftbildung durch 

eine kurzzeitige Östrogenbehandlung (15 min) in niedriger Östrogendosis (10 nM).  

Die spezifische Bindung des Proteinkomplexes an die SRE-Sequenzen konnte durch 

die Aufhebung des Effektes bei Zugabe des jeweiligen unmarkierten Oligonukleotids 

im Überschuss bewiesen werden. Die Applikation eines ungelabelten ERE-

Oligonukleotids hatte keinen Einfluss auf das Bindungsverhalten an den SRE-

Oligonukleotiden.  

Die SRE 6-4 zeigten eine gleich starke Protein-/DNA-Komplexbildung, wohingegen 

SRE 3 ein deutlich abgeschwächtes Bindungsverhalten aufwies.  

 

Damit konnte die schnelle Induktion eines Protein-/DNA-Komplexes an SRE durch 

Östrogen gezeigt werden, die dem schnellen Effekt durch Serum vergleichbar in 

Bezug auf Ausprägung und Zeitverlauf war. 
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Abb. 4.3-12: Östrogenabhängige Proteinbindung an die SRE-Bindungsstellen des Egr-

1-Promotors 

Nukleäre Extrakte aus Isolierten neonatale Herzmuskelzellen unter Behandlung mit 10 nM 17β-Östradiol für 15 

min wurden für die Herstellung der Gelshifts verwendet. 32P-gelabelte Oligonukleotide mit den Sequenzen der 

vier upstream-gelegenen SRE des Egr-1-Promotors wurden eingesetzt, um Proteinbindungen an die SRE des 

Egr-1-Promotors nachzuweisen.  

Die 15minütige Östrogenbehandlung zeigte einen zur Positivkontrolle mit Fötalem Kälberserum gleichartigen 

DNA-shift durch Proteinanbindung an die SRE. Als Positivkontrolle dienten nukleäre Extrakte nach Behandlung 

mit Fötalem Kälberserum (20%iges FCS) über 60 min. Alle verwendeten Oligonukleotide mit den Sequenzen der 

SRE 3,4,5 und 6 des Egr-1-Promotors führten zu einer Proteinkomplexbildung unter Östrogen und FCS. Die 

schwächste Proteinkomplexbildung fand sich beim am weitesten downstream gelegenen SRE (SRE 3). Der 

Effekt ließ sich durch Zugabe von ungelabelten spezifischen Oligonukleotiden (sk – spezifisch kalt) vollständig 

aufheben (Negativkontrolle). Unmarkierte unspezifische Oligonukleotide (unspez. kalt) hatten wie unmarkiertes 

ERE-Oligonukleotid (kERE) keinen Einfluss auf die Shiftbildung.  

Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 7 voneinander unabhängig durchgeführten Gelshift-Assays. 
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Bei nun erfolgtem Nachweis einer durch kurzzeitige Inkubation mit 10 nM Östrogen 

ausgelösten Protein-/DNA-Komplexbildung an serumresponsive Elemente des Egr-1-

Promotors stellte sich die Frage nach den beteiligten Transkriptionsfaktoren und die 

Frage nach einer etwaigen direkten Beteiligung des Östrogenrezeptors.  

Da unter Östrogen ein gleicher Shift der SRE-Bindungsstellen wie bei fötalem 

Kälberserum (FCS) zu erzielen war, lag die Vermutung nahe, dass an der 

Komplexbildung der serum responsive factor (SRF) mitbeteiligt war. 

Hierzu wurden die Gelshift-Assays zusätzlich mit einem polyklonalen Antikörper 

gegen SRF durchgeführt. Durch den Anti-SRF-Antikörper konnte im durch Östrogen 

induzierten Protein-/DNA-Komplex an den SRE-Bindungsstellen Serumfaktor 

nachgewiesen werden, bzw. ein Protein mit gleicher Antigenität (Nachweis durch 

erneutes „Shiften“ des Shifts, sog. Supershift, vgl. Abb. 4.3-13). Dieser Effekt ließ 

sich an allen serumresponsiven Elementen des Egr-1-Promotors nachweisen, wobei 

der am weitesten downstream gelegene SRE-Komplex die schwächste 

Proteinkomplexbildung aufwies. 

 

Bei der östrogenvermittelten schnellen Aktivierung des Egr-1-Promotors zeigte sich 

eine Serumfaktorbindung an die serumresponsiven Elemente des Promotors, eine 

Bindung des Östrogenrezeptors an den Transkriptionskomplex konnte nicht 

nachgewiesen werden (kein Supershift unter Verwendung des 

Östrogenrezeptorantikörpers anti-ERα und anti-ERβ). 
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Abb. 4.3-13: Östrogenabhängige SRF-Bindung an die SRE-Bindungsstellen des Egr-1-

Promotors 

Nukleäre Extrakte aus Isolierten neonatale Herzmuskelzellen unter Behandlung mit 10 nM 17β-Östradiol für 15 

min wurden für die Herstellung der Gelshifts verwendet. 32P-gelabelte Oligonukleotide mit den Sequenzen der 

vier upstream-gelegenen SRE des Egr-1-Promotors wurden benutzt, um Proteinbindungen an die SRE des Egr-

1-Promotors nachzuweisen. Zusätzlich wurde ein polyklonaler Antikörper gegen SRF (serum response factor) 

eingesetzt.  

Unter Einsatz des Anti-SRF-Antikörpers zeigte sich das Phänomen eines Supershifts sowohl bei FCS-

behandelten Kardiomyozyten als auch bei den mit Östrogen 10 nM über 15 min inkubierten Zellen. Als 

Positivkontrolle dienten nukleäre Extrakte nach Behandlung mit Fötalem Kälberserum (FCS 20%) über 60 min  

Der bei allen verwendeten SRE-Oligonukleotiden (Sequenzen der SRE 3, 4, 5 und 6 des Egr-1-Promotors) durch 

den Anti-SRF-Antikörper (α-SRF) hervorgerufene Supershift  belegte die Bindung von SRF an die SRE-

Bindungsstelle (oder eines Proteins mit gleicher Antigenität wie SRF). Die schwächste Proteinkomplexbildung 

fand sich beim am weitesten downstream gelegenen SRE (SRE 3) – nicht gezeigt.  

Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 5 voneinander unabhängig durchgeführten Gelshift-Assays. 
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Um den Nachweis einer östrogenabhängigen Bindungsverhalten an die SRE-

Bindungsstellen des Egr-1-Promotors führen zu können und einen Hinweis auf 

mögliche Signalkaskaden der schnellen Östrogenwirkung zu erhalten, wurden 

Gelshift-Assays mit verschiedenen Antagonisten angewendet.  

Hierbei ließ sich die Östrogenspezifität beweisen, indem der 

Östrogenrezeptorantagonist ICI 182780 die Bildung des Protein-/DNA-Komplexes am 

serumresponsiven DNA-Element (SRE) vollständig aufhob. 

 

 In gleicher Weise wurde durch den MEK-Inhibitor PD 98059 die Proteinbindung am 

SRE vollständig verhindert.  

Im Gegensatz dazu zeigten der P38-MAPK-Inhibitor SB 202190 wie auch der 

Inhibitor SB 203580 keinen Effekt auf die Shiftbildung der SRE.  

 

Die östrogenvermittelte Transaktivation über SRE des Egr-1-Promotors erfolgt also 

über die Signalkaskade mit ERK1/2 (p42/p44) und greift nicht auf den p38 MAPK-

vermittelten Signalweg zurück.  
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Abb. 4.3-14: Östrogenabhängige SRF-Bindung an die SRE-Bindungsstellen des Egr-1-

Promotors 

Nukleäre Extrakte aus Isolierten neonatale Herzmuskelzellen unter Behandlung mit 10 nM 17β-Östradiol für 15 

min wurden für die Herstellung der Gelshifts verwendet. 32P-gelabelte Oligonukleotide mit den Sequenzen der 

vier upstream-gelegenen SRE des Egr-1-Promotors wurden benutzt, um Proteinbindungen an die SRE des Egr-

1-Promotors nachzuweisen. Exemplarisch ist das Bindungsverhalten an SRE 4 des Egr-1-Promotors dargestellt.  

Bei kurzer Östrogeninkubationszeit (10 nM über 15 min) zeigte sich ein SRE-Shift als Zeichen der 

östrogeninduzierten Protein-/DNA-Bindung an SRE. Als Positivkontrolle dienten nukleäre Extrakte nach 

Behandlung mit Fötalem Kälberserum (FCS 20%) über 60 min Die spezifische Bindung wurde durch die 

Aufhebung durch spezifisch ungelabelte Oligonukleotide (spezifisch kalt) nachgewiesen, der Östrogeneffekt 

ließ sich durch gleichzeitige Zugabe des Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 vollständig blockieren. Der 

P38-MAPK-Inhibitor SB 202190 wie auch der Inhibitor SB 203580 hatten keinen Einfluss auf die 

östrogeninduzierte Proteinbindung an SRE. Dagegen fand sich bei gleichzeitiger Inkubation mit dem MEK-

Inhibitor PD 98059 eine Abschwächung der Östrogenwirkung. 

Die schwächste Proteinkomplexbildung fand sich beim am weitesten downstream gelegenen SRE (SRE 3), 

Daten nicht gezeigt. Die schnelle östrogenvermittelte SRE-Bindung wird nicht über die p38-Signalkaskade 

vermittelt, sondern erfolgt über die Kinasen ERK1/2. 

Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 6 voneinander unabhängig durchgeführten Gelshift-Assays. 
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Um die östrogenaktivierte Produktion von Egr-1 als Endprodukt der Geninduktion 

unter Berücksichtigung der neuen Erkenntnisse des Signalwegs über 

serumresponsive Elemente unter Bindung von serum response factor (SRF) 

darzustellen, wurde Egr-1 auf Proteinebene mittels Western Blot in Abhängigkeit von 

Östrogen und Antagonisten bzw. MAP-Kinaseinhibitoren untersucht. Hierzu wurden 

isolierte primäre Kardiomyozyten über 90 min mit Östrogen (10 nM) behandelt und 

mit dem Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 (1 µM) oder mit PD 98059 als 

ERK1/2-Inhibitor oder dem p38 MAPK-Inhibitor SB 202190 verglichen. Durch die 

Östrogenbehandlung zeigte sich ein deutlicher Anstieg des Egr-1-Proteins im 

Vergleich zu unbehandelten Kardiomyozyten.  

Unter gleichzeitiger Gabe von ICI 182780 wurde der Östrogeneffekt aufgehoben, in 

gleicher Weise wurde die Östrogenwirkung durch den ERK1/2-Inhibitor PD 98059 

gehemmt. Eine Hemmung der p38 MAPKinase zeigte dagegen keine Wirkung (Abb. 

4.3-15).  

 

Abb. 4.3-15: Die spezifische östrogeninduzierte Egr-1-Proteinexpression ist über den 

Signalweg der ERK1/2-Kaskade und nicht über p38 MAPKinase vermittelt  

Gesamtproteinextrakte aus isolierten neonatalen Herzmuskelzellen unter Behandlung mit 10 nM 17β-

Östradiol für 90 min wurden zur Herstellung der Western blots verwendet. Unter Östrogenbehandlung 

stieg die Egr-1-Proteinexpression stark an. Dieser Effekt ist östrogenspezifisch, da er durch die 

zusätzliche Behandlung mit dem Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 (1 µM) aufgehoben wird. Bei 

gleichzeitiger Hemmung der ERK1/2-Kinase bewirkte Östrogen keine Proteinexpression von Egr-1. Die 

Hemmung der p38 MAPKinase zeigte dagegen keinen Effekt.  Die Aktinbande diente als Ladungskontrolle 

zum Vergleich. Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 3 voneinander unabhängig 

durchgeführten Western blots. 

 

Damit zeigte sich die postulierte östrogenabhängige Induktion von Egr-1 in 

Herzmuskelzellen über ERK1/2 bestätigt, während die Signalkaskade über p38 

MAPKinase ohne Bedeutung für die östrogenabhängige Regulation von Egr-1 ist. 
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5 Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf der 

Fragestellung nach dem molekularen Mechanismus der östrogeninduzierten 

Genexpression in Herzmuskelzellen am Beispiel des Zielgens Egr-1. Im ersten Teil 

der Arbeit wurden verschiedene Transfektionssysteme an neonatalen 

Kardiomyozyten evaluiert, wobei sich lediglich das Adenovirus-gestützte System zur 

transienten Transfektion als zuverlässiges System herausstellte. Im zweiten Teil 

wurde im Rahmen einer Promotorstudie der schnelle Östrogeneffekt auf Egr-1 

untersucht. Hierbei fand sich ein neuartiger Geninduktionsweg, der über die 

serumresponsiven Elemente (SRE) und nicht wie erwartet über östrogenresponsive 

Elemente (ERE) des Promotors zur schnellen Geninduktion von Egr-1 führt.  

Es konnte nachgewiesen werden, dass die schnelle Östrogenwirkung durch die 

Bindung des Serumfaktors an SRE unter Mitbeteiligung der Kinasen ERK1/2 erfolgt, 

wobei eine Beteiligung der p38 MAPK keine Rolle spielt.  

 

5.1 Transfektion von neonatalen Kardiomyozyten 

 

Das transiente wie auch permanente Einbringen von DNA in eukaryote Zellen 

(Transfektion) stellt mit zunehmender Differenzierung und Spezialisierung der Zelle 

ein ausgesprochenes Problemfeld dar.  

Während bei einfachen Zellsystemen wie z.B. bei bestimmten Bakterienstämmen 

allein durch Zugabe von DNA (in unbehandelter Form oder gekoppelt an einen 

Trägerstoff) eine Aufnahme von Fremd-DNA erfolgt, lassen sich hochdifferenzierte 

Zellen wie Kardiomyozyten nur mit komplizierten Methoden zur DNA-Aufnahme und 

Transkription der eingebrachten Plasmide motivieren (van der Aa et al. 2006). 

Herzmuskelzellen zählen seit langem zu den am schwierigsten zu transfizierenden 

Zellarten (Bauer et al. 2005).  

Zur Untersuchung von Regulationsmechanismen der Genexpression stellt die 

Transfektionstechnik allerdings eine wichtige Voraussetzung dar, da hiermit das 

Einbringen von DNA mit spezifischen Promotorelementen und damit gezielte 

Untersuchungen einzelner Genbestandteile erst möglich werden.  
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Für die Transfektion von Herzmuskelzellen sind zahlreiche Methoden vorhanden, 

jedoch ist die Effizienz der meisten Verfahren niedrig (< 10%) und zudem durch eine 

große Schwankungsbreite schlecht vergleichbar.  

Eine Ausnahme stellt die Transfektion mit Hilfe von Adenoviren dar, die durch eine 

rezeptorvermittelte Ankopplung der Adenoviren an die Zellmembran eine hohe 

Aufnahmerate der Adenoviren in die Zielzelle garantiert (Meidell et al. 1992). Mit 

zunehmender Rezeptordichte erhöht sich die Aufnahmerate der Adenoviren mit der 

Folge einer höheren Transfektionsrate (Huang et al. 1995).  

Mit der Entwicklung genetisch veränderter Adenoviren (Reduktion der 

Replikationsfähigkeit, Veränderung der Oberflächenstruktur) konnten zunehmend 

Fortschritte bei der Transfektion von adulten (Stratford-Perricaudet et al. 1992; 

Kirshenbaum et al. 1993) wie auch neonatalen Kardiomyozyten  (Kass-Eisler et al. 

1993) erzielt werden. Neben dem adenoviralen Gentransfer in Herzmuskelzellen in 

vitro wurden in den folgenden Jahren auch erfolgreiche Transfektionen am Myokard 

in vivo vorgenommen (Zhang et al. 1999; Barr et al. 1994). 

Bei fester Integration der zu transfizierenden DNA in das Virusgenom (adenoviraler 

Vektor) können mit den entsprechenden Vektoren Transfektionsraten von ca. 90% 

an Kardiomyozyten erzielt werden (Kirshenbaum et al. 1993). Aufgrund des großen 

technischen und zeitlichen Aufwandes zur Herstellung von Adenoviren mit fest 

integrierten Plasmiden in der Virus-DNA (sog. Vektoren) ist die Untersuchung einer 

größeren Menge verschiedener DNA-Plasmide, wie dies bei einer Promotorstudie zur 

Untersuchung einzelner DNA-Sequenzen erforderlich ist, mit dieser Methode kaum 

realisierbar.  

Zu Beginn der viralen Transfektion bestand des Weiteren das Problem, dass unter 

Verwendung von Adenoviren eine maximale DNA-Größe von 7,5 kb als zusätzliche 

DNA in das Virusgenom eingebracht werden konnte, da ansonsten eine 

Virusschädigung verursacht wurde (Bett et al. 1993). Mit der aktuellen Entwicklung 

von sogenannten „high-capacity-Adenoviren“ (HC-Ad) lässt sich Fremd-DNA bis zu 

einer Größe von 36 kb transfizieren (Biermann et al. 2001). 

 

Einen alternativen Transfektionsweg stellt die adenoviral gestützte Transfektion von 

Herzmuskelzellen dar, die unter Zuhilfenahme chemisch oder genetisch inaktivierter 

Viren die lytischen Eigenschaften der Virusoberfläche zur Auflösung der Endosomen 
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nutzt (Cotten et al. 1992). Hierzu werden die zu transfizierenden DNA-Plasmide mit 

ihrer negativen Nettoladung über einen positiven Trägerstoff an das wiederum 

negativ geladene Adenovirus gekoppelt (Kohout et al. 1996). Diese Methode, die 

erstmalig von den Arbeitsgruppen Wagner und Curiel 1994 beschrieben wurde 

(Michael, Curiel 1994), zeigte nach Systemoptimierung unter Verwendung von Poly-

L-Lysin als positiven Ladungsträger eine stabile Transfektionseffizienz, wodurch eine 

Promotorstudie an Herzmuskelzellen ermöglicht wurde.  

 

Im Gegensatz zur Transfektion von in das Virusgenom eingebauter DNA gefährden 

bei einem Mehrkomponentensystem (wie bei dem in dieser Arbeit verwendeten 

Polylysin-Adenovirus-System) mehrere unsichere Faktoren den Transfektionserfolg. 

So ist für die Komplexbildung aus dem positiv geladenen Trägerstoffes wie Poly-L-

Lysin und der negativ geladenen Plasmid-DNA ein passendes Mengenverhältnis 

essentiell, um möglichst ein Konglomerat von DNA-Plasmiden bei einem zu geringen 

Mengenverhältnis zu Polylysin zu vermeiden und zu einer möglichst hohen Zahl an 

DNA-Polylysin-Komplexen zu gelangen (Vijayanathan et al. 2002).  

Im Rahmen dieser Komplexbildung entstehen je nach Stoffeigenschaften in 

Interaktion mit den Plasmiden unterschiedlich große Poly-DNA-Aggregate (Wagner 

et al. 1991), die mit zunehmender Größe nicht mehr transfektionsfähig sind (Stanić et 

al. 2008). Typischerweise kondensiert Polylysin die Plasmid-DNA in 80-100 nm 

große Strukturen, die sich bei im Gesamtkomplex (DNA-Polylysin) ausgebildeter 

positiver Nettoladung über den positiven Ladungsträger Poly-L-Lysin an die negativ 

geladene Adenovirushülle anheften können (Curiel et al. 1991).  

Neben dem Mengenverhältnis von Polykation (wie Polylysin) zu DNA-Plasmid 

scheinen auch die primären Eigenschaften der Katione einen Einfluss auf Umfang 

und Form (Toriode oder „rods“) der DNA-Kondensation eine Rolle zu spielen 

(Krasinski et al. 1997).  

 

Die Aufnahmerate von Adenoviren in Herzmuskelzellen ist durch das Andocken der 

Viren an spezifische Rezeptoren der Zielzelle sehr hoch. Abhängig von der 

Rezeptorexpression weisen adulte Myozyten im Vergleich zu jüngeren Muskelzellen 

eine deutlich verminderte Virusaufnahme auf (Acsadi et al. 1994). Insbesondere 

neonatale Kardiomyozyten zeichnen sich durch eine deutliche Expression des 1997 
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klonierten Coxsackie- und Adenovirusrezeptors (CAR) aus, ein 47 kDa großes 

transmembranäres Protein (He et al. 2001), über das eine rezeptorvermittelte hohe 

Aufnahmerate von Adenoviren erfolgt (Bergelson et al. 1997; Tomko et al. 1997; 

Bergelson et al. 1998; Poller et al. 2002).  

Unterstützt wird die Virusaufnahme durch Hilfsproteine aus der Gruppe der Integrine, 

bei Adenoviren sind besonders alpha(v)beta(3)- sowie alpha(v)beta(5)-Integrine von 

Bedeutung (Mathias et al. 1994; Huang et al. 1995). Insbesondere der Subtyp 

alpha(v)beta(5) scheint bei der Permeabilisierung der Zellmembran durch Adenoviren 

eine große Rolle zu spielen (Wickham et al. 1994; Mathias et al. 1994).  Bai et al. 

konnten 1994 eine spezifische Erkennung von bestimmten Adenovirustypen durch 

alpha(v)beta(5)-Integrine an HeLa-Zellen zeigen (Bai et al. 1994). Offenbar korreliert 

die Expressionsgröße von alpha(v)beta(5)-Integrinen mit der Virus-

Aufnahmefähigkeit eines Zellsystems (Takayama et al. 1998).  

Eine Kolokalisation des CAR mit den alpha(v)beta(3)- und alpha(v)beta(5)-Integrinen 

konnte in der Zellmembran von humanen Kardiomyozyten nachgewiesen werden, 

wobei sich bei dilatativer Kardiomyopathie eine deutlich erhöhte Expression der 

Rezeptoren fand (Noutsias et al. 2001).  

Neben ihrer physiologischen Bedeutung als an der Zelloberfläche befindliche 

Moleküle (Cohen et al. 2001) bei Herzmuskelzellen wie auch bei nichtkardialen 

Zellen für die Zell-Zell-Interaktionen und Informationsvermittler für mechanische und 

adrenerge Signalwege ist der Gruppe der Integrine eine wichtige Rolle bei der 

hypertrophen Antwort von Herzmuskelzellen zugeordnet (Ross et al. 1998). 

Weiterhin findet sich eine vermehrte CAR-Expression im Randgebiet ischämischer 

Myokardareale als Zeichen eines beginnenden kardialen Remodeling (Fechner et al. 

2003). 

Die spezifische rezeptorgekoppelte adenovirale Zellaufnahme stellt einen Ansatz für 

eine gezielte gewebsspezifische therapeutische Transfektion von erkrankten Zellen 

dar (Ghosh, Barry 2005).  

 

Der Transfektionserfolg ist aber ebenso entscheidend von den anschließend 

intrazellulär ablaufenden Prozessen bei spezifischen Virus-Zell-Interaktionen 

abhängig (Defer et al. 1990). 
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Damit das in die Zelle erfolgreich eingebrachte Plasmid auch transkribiert werden 

kann, darf keine lysosomale oder spätere intrazelluläre Zerstörung des Plasmids 

stattfinden. Außerdem ist eine Aufnahme in den Zellkern erforderlich, die in der Regel 

nach ca. 35 Minuten nach Andocken der Adenoviren an die Zellmembran erfolgt ist 

(Chillon, Kremer 2001). In den Prozess der endosomalen Freigabe der Adenoviren 

als Voraussetzung der transkriptionellen Aktivität ist offenbar erneut der Subtyp 

alpha(v)beta(5) der Integrine involviert (Majhen et al. 2009).  

 

Die hohe Effizienz der adenoviralen Transfektionsmethoden erklärt sich durch den 

effektiven Infektionsweg der Adenoviren, der aus der Fähigkeit zur Befreiung aus 

dem endosomalen Komplex und einer effektiven DNA-Übermittlung in den Zellkern 

resultiert (Meidell et al. 1992; Kirshenbaum et al. 1993).  

 

Schließlich muss die eingebrachte DNA im Zellkern abgelesen werden, was zum 

einen von der Promotoraktivität des Plasmids und zum anderen von komplexen 

intranukleären Regulationsmechanismen abhängig ist. Daher werden zur 

Optimierung eines Transfektionsverfahrens hochaktive virale Promotoren wie z.B. 

der Promotor des Cytomegalievirus, der zu den stärksten Promotoren in vitro zählt 

(Boshart et al. 1985), eingesetzt (CMV-luc).  

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass allerdings trotz starker Promotoraktivität 

ein sogenanntes nukleäres silencing, also ein Stilllegen von Genen, im Zellkern 

stattfinden kann, das durch die Zugabe von sogenannten Enhancer-Stoffen (z.B. 

Forskolin) vermindert werden kann (Clesham et al. 1996; Bauer et al. 2005). 

Entsprechend ist bei den schwächeren nichtviralen Promotoren die Genexpression 

geringer.  

Des Weiteren ist bei den Promotoren, die durch intrazelluläre Botenstoffe aktiviert 

werden (sog. Transaktivatoren wie z.B. Serumfaktor oder Hormone wie Östrogen), 

eine ausreichend hohe Konzentration des Aktivators erforderlich. Daher wurde im 

Rahmen der Promotorstudie von Egr-1 eine supraphysiologische Konzentration von 

Östrogen mit 100 nM verwendet, um eine ausreichende Induktion von Egr-1-luc und 

den schwächeren Deletionsmutanten zu erzielen und hierbei keine schwachen 

Östrogeneffekte zu übersehen.  
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Um in einem Zellsystem die Wirkung eines Proteins auf einen Promotor untersuchen 

zu können, wird häufig eine Überexpression des entsprechenden Proteins 

durchgeführt. Zur Untersuchung der Östrogenrezeptorwirkung auf den Egr-1-

Promotor wurde daher eine gleichzeitige Transfektion von Egr-1-luc mit der 

Östrogenrezeptor-DNA durchgeführt (sog. Kotransfektion). Hier ist ebenfalls das 

Problem unterschiedlich starker Promotoren erkennbar: während die Expression der 

Östrogenrezeptoren durch ihren viralen Promotor hoch ist, ist die Expression von 

Egr-1-luc zum einen von der Östrogendosis abhängig und zum anderen per se 

deutlich schwächer als die Proteinexpression des viralen Promotors (RSV-ERα bzw. 

CMV-ERβ).  

Die Dosiswirkungsuntersuchung der Kotransfektion von Egr-1-luc mit dem 

Östrogenrezeptor ERα bzw. ERβ zeigte, dass bei einer Kotransfektion mit gleichen 

Mengen von Östrogenrezeptor-DNA und Egr-1-luc in den Herzmuskelzellen 

wesentlich mehr Östrogenrezeptor exprimiert wird als Egr-1-luc. Dies wurde auch 

durch den Vergleich eines viralen Promotors mit LacZ-Expression (CMV-LacZ) unter 

Kotransfektion einer gleichen Menge Egr-1-luc-DNA mit dem Ergebnis einer hohen 

LacZ-Expression bei gleichzeitig geringer Menge an Luciferaseenzym bewiesen 

(Daten nicht gezeigt). 

Daher wurde nach Dosiswirkungskorrelation eine deutlich geringere Menge der 

Östrogenrezeptor-DNA im Vergleich zur Plasmidmenge von Egr-1-luc transfiziert 

(1/50 der DNA-Menge des Reportergens Egr-1-luc). Hierbei konnte ein deutlicher 

Anstieg der östrogenabhängigen Induktion von Egr-1-luc nachgewiesen werden (vgl. 

Abb. 4,3-6 und 4.3-7). 

 

5.2 Östrogenvermittelte Geninduktion in Kardiomyozyten  

 

In verschiedenen Studien konnte das Phänomen eines positiven Effekts von 

Östrogen auf das Herzkreislaufsystem mit einer Verringerung der kardiovaskulären 

Erkrankung bzw. Mortalität durch Myokardinfarkte beobachtet werden. Allerdings 

sind die genauen Mechanismen der protektiven Östrogenwirkung nur ansatzweise 

verstanden, weshalb sich bislang keine therapeutischen Konsequenzen ableiten 

ließen. Eine aktuelle Studie konnte bei Östrogensubstitution nach frischem 
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Myokardinfarkt bzw. instabiler Angina pectoris keine Verbesserung des Outcome 

nachweisen (Schulman et al. 2002).  

Während bei der Untersuchung der protektiven Östrogenwirkung vorwiegend das 

kardiovaskuläre System im Vordergrund stand, ist im Gegensatz dazu der direkte 

Östrogeneffekt auf Herzmuskelzellen nur ansatzweise erforscht. Die Bedeutung der 

direkten Östrogenwirkung auf Kardiomyozyten lässt sich anhand der Tatsache 

belegen, dass eine pathologische Herzveränderung mit einer Veränderung der 

zellulären Östrogenrezeptorverteilung einhergeht (Mahmoodzadeh et al. 2006). In 

diesem Zusammenhang fand sich ein deutlicher Anstieg der Östrogenrezeptoren 

ERα und ERβ im menschlichen Herzen bei erhöhter myokardialer Belastung im 

Rahmen von Aortenklappenstenosen (Nordmeyer et al. 2004). Insbesondere die auf 

zellulärer Ebene bestehende genregulierende Wirkung von Östrogen kann nach 

aktuellen Forschungsergebnissen über verschiedene zelluläre Signalkaskaden 

ablaufen, wobei schnelle (nichtgenomische) und langsame (genomische) 

Regulationsmechanismen zu finden sind (Marino et al. 2006). 

 

Eine Genaktivierung in Herzmuskelzellen lässt sich durch Östrogen bereits in 

niedrigen Dosen, die deutlich unter dem  physiologischen Hormonspiegel liegen, 

nachweisen: in der durchgeführten Promotorstudie mittels Egr-1-luc zeigte sich 

bereits ab einer Konzentration von 100 pM eine signifikante Aktivitätssteigerung im 

Vergleich zum unstimulierten Promotor in isolierten neonatalen Kardiomyozyten (vgl. 

Abb. 4.3-3). Ebenfalls ließ sich unter physiologischer Östrogenkonzentration eine 

schnelle und starke Expression von Egr-1 auf Proteinebene nachweisen (Abb. 4.3-1). 

  

Diese Ergebnisse zeigen, dass über den Botenstoff Östrogen in Herzmuskelzellen 

eine Genregulation innerhalb kurzer Zeit (15 min) in gleicher Weise stattfinden kann, 

wie  dies bereits für Angiotensin II oder Endothelin nachgewiesen ist (Neyses et al. 

1993).  

Die Spezifität der Östrogenwirkung wurde durch die zusätzliche Gabe des 

spezifischen Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 nachgewiesen, worunter 

sämtliche Östrogeneffekte reversibel waren. Unter Verwendung hoher Dosierungen 

von ICI 182780 (1 µM) ist von einer vollständigen Blockade beider 

Östrogenrezeptoren (ERα und ERβ) auszugehen, da eine unterschiedliche 
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Bindungskapazität von ICI 182780 nur in niedriger Dosis angegeben wird (Nicholson 

et al. 1995). Trotz der auch in niedriger Östrogenkonzentration nachweisbaren 

Geninduktion von Egr-1 erfolgten alle weiteren Promotoruntersuchungen in 

supraphysiologischer Konzentration von Östrogen mit 100 nM, um insbesondere bei 

den im Vergleich zum vollständigen Egr-1-Promotor wesentlich schwächeren 

Deletionsmutanten mögliche schwache Östrogeneffekte nicht zu übersehen. 

 

Im Vergleich zur vernachlässigbar geringen Luciferaseaktivität des Leervektors 

pXp2-luc war eine Grundaktivität des Egr-1-Promotors auch bei nicht mit Östrogen 

inkubierten Kardiomyozyten detektierbar, die sich durch die Gabe des 

Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 verringern ließ.  

Es ist daher zu vermuten, dass eine minimale Aktivität der Östrogenrezeptoren auch 

ohne Östrogenzusatz bei neonatalen Kardiomyozyten vorliegt. Bereits 1993 wurde 

eine starke Bindungsfähigkeit des unbesetzten Östrogenrezeptors (also bei 

fehlendem Östrogenzusatz) an ERE-Sequenzen gezeigt (Furlow et al. 1993). Darauf 

weist auch eine Untersuchung von Mattick und Shapiro aus dem Jahr 1997 hin, die 

eine ERE-vermittelte Aktivität von Östrogenrezeptoren auch ohne Östrogenzugabe 

nachweisen konnten (Mattick et al. 1997).  

Offensichtlich besteht eine minimale Grundaktivität von Östrogenrezeptoren, die 

mengenabhängig eine Geninduktion ohne Ligandenbindung hervorrufen kann 

(Mattick et al. 1997). 

Diese These wird auch durch Ergebnisse dieser Arbeit unterstützt, die beim Egr-1-

Promotor eine erhöhte Aktivität bei Kotransfektion der beiden Östrogenrezeptoren 

ERα und ERβ ohne Östrogenzusatz belegen (vgl. 4.3-7). 

Da die Östrogenstudien an neonatalen Kardiomyozyten durchgeführt wurden, ist 

möglicherweise noch eine geringe Östrogenrestmenge in den neonatalen 

Kardiomyozyten von den Muttertieren erhalten geblieben, alternativ sind minimale 

Spuren von Östrogenkomponenten auch in östrogenfreien Medien zur 

Zellkulturzüchtung möglich.  

Denkbar ist aber auch eine nicht östrogenvermittelte Aktivierung von Egr-1, wobei 

offenbar eine Beteiligung der Östrogenrezeptoren vorliegt, da sich die Aktivität mit 

Zugabe von Östrogenrezeptorantagonisten vermindert. 
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5.3 Unterschiedliche Effekte der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ 

 

Unsere Arbeitsgruppe konnte im Einklang mit anderen Forschungseinrichtungen 

beide Östrogenrezeptoren ERα und ERβ in Herzmuskelzellen nachweisen (Grohé et 

al. 1997).  

Nachdem eine spezifische schnelle Wirkung von Östrogen auf den Egr-1-Promotor 

bereits bei niedriger Östrogenkonzentration detektiert werden konnte, stellte sich die 

Frage, welcher der beiden Östrogenrezeptoren für die östrogenvermittelte 

Geninduktion verantwortlich ist. Bereits Ende der  90iger Jahre wurde eine 

differenzierte zelltyp- und promotorabhängige Aktivität der beiden 

Östrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ konstatiert (Jones et al. 1999).  

Da zum Zeitpunkt der Untersuchung kein Östrogenrezeptorantagonist mit 

spezifischer Bindung an einen der beiden Östrogenrezeptoren vorhanden war, 

sondern nur Antagonisten für beide Rezeptoren (ICI 182780), konnte mit diesen 

Rezeptorantagonisten aufgrund der fehlenden Unterscheidungsfähigkeit zwischen 

beiden Rezeptoren diese Fragestellung nicht beantwortet werden, vgl. die 

Bindungsstudie von ICI 182780 von Nicholson et al. (1995).  

Es wurden daher Transfektionsexperimente mit Überexpression eines der beiden 

Rezeptoren mittels gleichzeitiger Transfektion von Östrogenrezeptor-DNA und 

Promotor-DNA durchgeführt (sog. Kotransfektion). Hierbei konnte jeweils durch die 

Überexpression einer der beiden Rezeptoren eine rezeptorabhängige Änderung der 

Östrogenwirkung analysiert werden.  

 

Bei der Promotorinduktion von Egr-1 durch Östrogen zeigte sich wie erwartet durch 

Kotransfektion von ERα und ERβ jeweils eine ausgeprägte Steigerung der 

Östrogenwirkung, zwischen den beiden Rezeptoren konnte kein signifikanter 

Wirkungsunterschied festgestellt werden (vgl. Abb. 4.3-11).  

Bei beiden Rezeptoren wurde die Östrogenwirkung mit dem 

Östrogenrezeptorantagonist ICI 182780 aufgehoben, so dass von einer spezifischen 

rezeptorgekoppelten Östrogenwirkung auf Herzmuskelzellen auszugehen ist. Die 

gleichen Ergebnisse fanden sich auch bei den Deletionsmutanten des Egr-1-

Promotors, die serumresponsive Elemente (SRE) aufwiesen, ohne 

östrogenresponsive Elemente zu enthalten.  



Diskussion 

   
82 

Möglicherweise sind die beiden Östrogenrezeptorsubtypen gemeinsam an der 

östrogenabhängigen Transaktivation von Egr-1 in Herzmuskelzellen beteiligt, 

zumindest aber kann die Östrogenwirkung sowohl über ERα als auch über ERβ 

vermittelt werden. 

 

Im Gegensatz dazu fand sich bei der Deletionsmutante des Egr-1-Promotors ohne 

serumresponsive Elemente (SRE), Konstrukt B, die stattdessen lediglich 

östrogenresponsive Elemente (ERE) beinhaltet, eine hochsignifikante Wirkdifferenz 

zwischen ERα und ERβ. Während unter Östrogenstimulation die Kotransfektion des 

Östrogenrezeptor ERβ eine 6fache Steigerung der Promotoraktivität im Vergleich 

zum unstimulierten Promotor ergab, erreichte die Kotransfektion von ERα eine 

Steigerung um den Faktor 28 (vgl. Abb. 4.3-9). Das gleiche Phänomen einer stark 

ERα-abhängigen Geninduktion durch Östrogen konnte bei Kotransfektion der 

Östrogenrezeptoren zu ERE-luc, einem künstlichen Promotor mit lediglich 

östrogenresponsiven Elementen (ERE), gezeigt werden.  

Die promotorinduzierende Wirkung von Östrogen über ERE wurde durch den 

Östrogenrezeptor ERα vierfach stärker als durch den Östrogenrezeptor ERβ erhöht. 

Der Östrogeneffekt war unter gleichzeitiger Applikation des 

Östrogenrezeptorantagonisten ICI 182780 reversibel.  

Dies deutet darauf hin, dass bei der „klassischen“ Geninduktion von Östrogen über 

östrogenresponsive Elemente (ERE) eines Promotors der Östrogenrezeptor ERα an 

Herzmuskelzellen offenbar die wichtigere Rolle spielt.  

 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Beobachtung einer erhöhten 

transkriptionellen Aktivität des Östrogenrezeptor ERα im Vergleich zu ERβ an 

verschiedenen östrogenresponsiven Elementen (Cowley, Parker 1999; Yi et al. 2002; 

Mosselman et al. 1996; Hall, McDonnell 1999; Jones et al. 1999; Tyulmenkov, Klinge 

2001; Klinge 2001). Interessanterweise scheint die erhöhte transkriptionelle Aktivität 

von ERα mit einer höheren Bindungsfähigkeit an östrogenresponsive Elemente zu 

korrelieren, wobei die transkriptionelle Aktivität des Östrogenrezeptors ERβ offenbar 

weniger von der Bindungsfähigkeit beeinflusst wird (Kulakosky et al. 2002).  

Daneben induziert der Östrogenrezeptor ERα eine deutlich stärkere Veränderung der 

tertiären DNA-Struktur (Bending) durch Bindung an ERE, als dies beim 
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Östrogenrezeptor ERβ der Fall ist (Schultz et al. 2002). Die Konformationsänderung 

der betroffenen DNA-Sequenz kann dadurch entweder eine Verstärkung oder 

Blockade von interagierenden Transkriptionsfaktoren bewirken (Klinge et al. 2001). 

Möglicherweise ist die erhöhte transkriptionelle Aktivität von ERα an 

östrogenresponsiven Elementen (ERE) auf die höhere DNA-Konformationsänderung 

und eine stärkere Rekrutierung von Kofaktoren wie z.B. TIF-2 (transcriptional 

intermediary factor-2) zurückzuführen (Yi et al. 2002). 

In ähnlicher Weise erfolgt die östrogenabhängige NO-Produktion in murinen aortalen 

Muskelzellen ebenfalls über Vermittlung des Östrogenrezeptors ERα und nicht über 

ERβ (Darblade et al. 2002). Weiterhin findet eine östrogenabhängige akute 

Aortendilatation durch eine alleinige Vermittlung des Östrogenrezeptors ERα statt 

(Bolego et al. 2005). Offenbar ist auch eine östrogenabhängige Reduktion einer 

vaskulären Inflammation durch den Östrogenrezeptor ERα vermittelt (Fadini et al. 

2008). Darüber hinaus ist eine Interaktion zwischen ERα und ERβ an 

Koronargefäßen gezeigt worden, wobei hier ERβ einen inhibierenden Effekt auf die 

ERα-vermittelte Vasodilatation der Koronarien aufwies (Traupe et al. 2007) 

. 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Daten von McInerney, der bereits 1998 

für die beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ eine gewebs- und 

promotorabhängige differenzierte Genaktivität zeigte (McInerney et al. 1998). 

 

Nachgewiesen ist eine östrogenrezeptorvermittelte Genaktivierung über ERE durch 

Bindung von Homodimeren (ERα-ERα oder ERβ-ERβ) aber auch von Heterodimeren 

(ERα-ERβ) der beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ (Pace et al. 1997; 

Pettersson et al. 1997). Des Weiteren ist eine Interaktion von Östrogenrezeptoren mit 

sog. Klasse-II-Rezeptoren wie dem Thyreoidrezeptor bekannt, mit denen eine 

Aktivierung von ERE-halfsites unter Bildung von Heterodimeren möglich ist (Klinge et 

al. 1997).  

 

Die Bindung von Östrogenrezeptordimeren findet üblicherweise an palindromische 

ERE-halfsites statt, es ist daneben aber auch eine Rezeptor-DNA-Bindung an eine 

einzelne ERE-halfsite möglich (Klein-Hitpass et al. 1989).  



Diskussion 

   
84 

Neben der Anzahl der ERE-halfsites spielen insbesondere die Entfernung zur TATA-

Box sowie die Distanz der halfsites untereinander eine Rolle in Bezug auf Aktivierung 

und Bindungsfähigkeit durch Östrogenrezeptoren (Sathya et al. 1997).  

Daneben ist die eigentliche Gensequenz des östrogenresponsiven Elements 

zusammen mit flankierenden Sequenzen bei Abweichung vom Kerngerüst 5‘-

GGTCAnnnTGACC-3‘ (minimales Grundgerüst eines östrogenresponsiven 

Elements), bestehend aus zwei ERE-halfsites, die mit drei freien Basenpaaren 

verbunden sind, vgl. (Klein-Hitpass et al. 1988), entscheidend (Driscoll et al. 1998). 

Andererseits scheinen auch anhängende AT-reiche Sequenzen in der 3‘-Region eine 

Beeinflussung der Bindungsfähgkeit der Östrogenrezeptoren an ERE zu bewirken 

(Kulakosky et al. 2002).  

Neuere Untersuchungen in Bezug auf Bindungsverhalten der 

Östrogenrezeptorsubtypen an östrogenresponsiven Elementen weisen darauf hin, 

dass als minimales ERE-Grundgerüst ein 15-Basenpaar-haltiges ERE-Palindrom 

anzusehen ist: 5‘-AGGTCAnnnTGACCT-3‘, da bei einem symmetrischen Austausch 

der letzten beiden Basenpaare (fett gedruckt) ein deutlicher Bindungsverlust der 

Östrogenrezeptoren resultiert (Kulakosky et al. 2002).  

Die aus dem Kerngerüst unterschiedlich aufgebauten östrogenresponsiven Elemente 

bewirken im Rahmen der Rezeptor-DNA-Bindung eine Konformationsänderung der 

Zinkfingerdomäne der Rezeptoren (Fairall et al. 1993) und können somit 

genspezifisch die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren modulieren und unterstützen 

eine differenzierte Genregulation (Wood et al. 1998; Nardulli et al. 1993; Hall et al. 

2002; Yi et al. 2002; Geserick et al. 2005). Die im Rahmen der DNA-Protein-

Interaktion stattfindende Konformationsänderung des Rezeptors wird als Ursache für 

die Bindungsfähigkeit von Östrogenrezeptoren an von der optimalen 

Bindungssequenz abweichende DNA-Elemente postuliert (Schwabe et al. 1995). 

In gleicher Weise wird durch die Bindung des Rezeptors an die spezifische DNA-

Sequenz eine Veränderung der tertiären Struktur der DNA induziert (DNA-Bending), 

was als Voraussetzung für eine effektive Genaktivierung bei gleichzeitiger Bindung 

von Transkriptionsfaktoren angesehen wird (Nardulli et al. 1995). Damit lassen sich 

auch unerwartet hohe Bindungsaffinitäten von inkompletten bzw. von der optimalen 

Bindungssequenz abweichende ERE-sites an den Östrogenrezeptor erklären (R. 

Schwabe et al. 1995).  
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In ähnlicher Weise wird eine Steigerung der Bindungsfähigkeit von 

Östrogenrezeptordimeren an inkomplette EREs durch eine vorangehende Bindung 

eines ER-Dimers an ein naheliegendes vollständiges ERE beschrieben, was 

ebenfalls auf eine Änderung der tertiären DNA-Struktur zurückzuführen ist (Martinez 

1989). 

Die ERE-vermittelte Genaktivierung wird durch eine Bindung von 

Östrogenrezeptoren, die eine Ligandenbindung durch Östrogen aufweisen, an die 

östrogenresponsiven Elemente (ERE) des jeweiligen Promotors bewirkt, so dass 

Östrogen mit dem Rezeptor als direkter Transkriptionsfaktor wirkt. 

 

Dieser „klassische“ Induktionsweg ist allerdings bei der östrogeninduzierten 

Transaktivation von Egr-1 in Kardiomyozyten für die Genregulation nicht von 

Bedeutung.  

 

5.4 Mechanismus des schnellen, nichtgenomischen Effekts von Östrogen auf 

Egr-1 

 

Der Egr-1-Promotor besteht aus insgesamt 1200 Basenpaaren und enthält im 

Anfangsbereich (nt 171-175 und 196-200) zwei intakte ERE-halfsites (estrogen 

responsive elements) in unmittelbarer Nachbarschaft zu zwei AP-1-sites 

(Aktivatorprotein 1). Der klassische Mechanismus einer östrogenrezeptorabhängigen 

Geninduktion geschieht durch Bindung von Östrogenrezeptordimeren an zwei ERE-

halfsites, die durch wenige dazwischen liegende Basenpaare getrennt sind (Klein-

Hitpass et al. 1988).  

 

Entgegen der primären Erwartung erfolgte die Aktivierung von Egr-1 durch Östrogen 

nicht über die östrogenresponsiven Elemente, wie anhand einer Deletionsmutante 

des Egr-1-Promotors, die lediglich den proximalen Promotoranteil mit den ERE- und 

den AP-1-sites enthielt (Konstrukt B, vgl. Grafik 4.3-4), gezeigt werden konnte: trotz 

maximaler Stimulation mit 100 nM Östrogen ließ sich lediglich eine Promotoraktivität 

von 4% des vollständigen Promotors erzielen.  
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Es konnte in weiteren Transfektionsexperimenten nachgewiesen werden, dass die 

östrogenrezeptorabhängige Genaktivierung von Egr-1 über serumresponsive 

Elemente (SRE) vermittelt wird, wobei hierbei die distalen drei SRE für die 

Genaktivierung entscheidend sind.  

Die distalen serumresponsiven Elemente finden sich im Egr-1-Promotor im Bereich 

nt -671 bis -661 (SRE 6), nt -633 bis -623 (SRE 5) und nt -617 bis -607 (SRE 4) und 

beinhalten die typische Basenfolge CCTTATATGG bzw. CCATATAAGG der 

serumresponsiven Elemente (CArG-Box: CC(A/T)6GG). Zwei SRE finden sich im 

proximalen Anteil des Promotors auf Position nt -369 bis -359 und nt -347 bis -337 

(SRE 2 bzw. SRE 1). SRE 6 und SRE 4 zeichnen sich durch eine intakte SRE-

Sequenz aus, während SRE 1, 2 und 5 jeweils ein geändertes Basenpaar (Mismatch) 

aufweisen. Ein weiteres SRE findet sich im Anschluss an SRE 4 im Bereich nt 598-

608, hier sind allerdings 2 Mismatches vorhanden (SRE 3).  

Die Geninduktion durch 17β-Östradiol über die serumresponsiven Elemente ließ sich 

durch die im Vergleich zum vollständigen Egr-1-Promotor mit 80% sehr hohe Aktivität 

der Deletetionsmutante (Konstrukt C), die keine ERE, aber sämtliche SRE enthält, 

belegen. Unsere Arbeitsgruppe konnte darüber hinaus nachweisen, dass eine 

östrogenvermittelte Promotorinduktion allein durch serumresponsive Elemente 

möglich ist (Induktion eines künstlichen Promotors mit 5 SRE: pSRE-luc, vgl. de 

Jager et al. 2001). In einer Studie von Duan an MCF-7 Brustkrebszellen mit 

Untersuchung des c-fos-Promotors, der lediglich SRE besitzt, wurde ebenfalls eine 

östrogeninduzierte Genaktivierung über SRE (unter Vermittlung der MAPKinase) 

aufgezeigt (Duan et al. 2001).  

Durch Untersuchung einer weiteren Deletionsmutante des Egr-1-Promotors 

(Konstrukt D), die lediglich die distalen SRE (SRE 6-3) ohne die proximalen SRE 

enthielt, wurde die Bedeutung der distalen SRE für die Induktion durch Östrogen 

herausgestellt: über die proximalen SRE konnte eine Promotoraktivität von 60% im 

Vergleich zum Promotor mit Vorhandensein aller SRE festgestellt werden.  

Bei allen Deletionsmutanten war die Wirkungsverstärkung des Östrogeneffektes 

durch Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα oder ERβ in gleicher Weise zu 

beobachten. Unter Kotransfektion von ERα bzw. ERβ konnte bei den 

Deletionsmutanten C/D, die jeweils SRE enthalten, keine signifikante Änderung der 

Promotoraktivität im Vergleich zum vollständigen Egr-1-Promotor festgestellt werden, 
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wohingegen bei Konstrukt B mit lediglich ERE-/AP-1-sites eine deutliche Reduktion 

der Promotoraktivität auf 4% (ERβ) bzw. 12% (ERα) auffiel.  

Damit stellten sich die distalen drei SRE des Egr-1-Promotors als hauptverantwortlich 

für die  östrogenvermittelte und rezeptorabhängige Geninduktion von Egr-1 in 

Kardiomyozyten dar.  

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Wirkungsverstärkung durch 

Kotransfektion des Östrogenrezeptors ERα bzw. ERβ ließ sich nicht belegen.  

Übereinstimmend mit den Ergebnissen unserer Forschungsgruppe an 

Kardiomyozyten wies Duan die Induktion von Egr-1 über SRE durch Östrogen in 

Brustkrebszellen nach, so dass sich die Genaktivierung von Östrogen über 

serumresponsive Elemente (SRE) als ein allgemeiner Mechanismus darstellt, der in 

verschiedenen Zellsystemen zur Anwendung gelangt.  

In gleicher Weise konnte die schnelle, nichtgenomische Aktivität von 

Östrogenrezeptoren durch Experimente mit mutierten Östrogenrezeptoren (fehlende 

transkriptionelle Aktivität durch Verlust der DNA-bindenden Domäne, DBD) an 

Fibroblasten gezeigt werden. Die Arbeitsgruppe von Auricchio wies hierbei nach, 

dass unter Östrogengabe eine MAPK-Aktivierung auch durch Östrogenrezeptoren 

mit fehlender Transkriptionsfähigkeit stattfindet (Castoria et al. 1999).  

 

 

 

Bei Transfektionsexperimenten von Östrogenrezeptoren konnten diese sowohl im 

Cytoplasma als auch membranständig und im Zellkern nachgewiesen werden (Zhang 

et al. 2008). 

Die genaue Funktionalität der membranständigen Östrogenrezeptoren ist bisher nicht 

geklärt: ein vasodilatativer Effekt im kardiovaskulären System ist für den G-Protein-

gekoppelten membranständigen Östrogenrezeptor (GPER) kürzlich gezeigt worden 

(Haas et al. 2009).  

Bei zunehmendem Nachweis der Beteiligung von membrangebundenen 

Östrogenrezeptoren an der Vermittlung der schnellen nichtgenomischen 

Östrogenwirkung ist eine steigende Bedeutung der (häufig membranär 

nachweisbaren) verkürzten, sog. gesplicten Östrogenrezeptoren erkennbar. So sind 

beim Östrogenrezeptor ERα mehrere verkürzte Splicing-Varianten nachgewiesen, 
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die bei fehlender N-terminalem A/B-Domäne mit der darin enthaltenen 

Aktivierungsfunktion AF-1 keine transkriptionelle Aktivität an ERE entfalten können 

(Flouriot et al. 2000), aber an der Vermittlung der nichtgenomischen 

Östrogenwirkung beteiligt sind (Li et al. 2003; Russell et al. 2000).  

Für die Vermittlung des schnellen nichtgenomischen Östrogeneffekts durch 

Membranrezeptoren wird eine Rezeptordimerisation in der Membran postuliert, 

analog der intranukleären Genaktivierung durch Homo- und Heterodimere an den 

östrogenresponsiven DNA-Elementen. Allerdings scheint bei den 

Membranrezeptoren eine Homodimerbildung die Voraussetzung für eine Aktivierung 

der zellulären Signalkaskade zu sein (Razandi et al. 2004).  

 

Offenbar wird die direkte genomischen Östrogenwirkung über ERE durch die 

traditionellen ungesplicten Östrogenrezeptoren ERα und ERβ vermittelt, wohingegen 

die schnellen nichtgenomischen Regulationsmechanismen über zelluläre 

Signalkaskaden eher durch membrangebundene Östrogenrezeptorsubtypen erzielt 

werden (Razandi et al. 2004). 

 

In der weiteren Untersuchung der östrogenabhängigen Aktivierung von Egr-1 über 

serumresponsive Elemente des Egr-1-Promotors (SRE) konnte mittels Gelshift-

Assays gezeigt werden, dass unter kurzer Östrogeneinwirkung (15 min) in 

physiologischer Konzentration (10 nM) eine schnelle Besetzung der distalen drei 

SRE des Egr-1-Promotor mit Transkriptionsfaktoren stattfindet (vgl. Abb. 4.3-12).  

Unter Verwendung des Antikörpers gegen Serumfaktor (anti-SRF) resultierte ein 

Supershift des DNA-Protein-Komplexes, so dass der Nachweis der Bindung von 

Serumfaktor (SRF, Synonym p67) oder ein Protein gleicher Antigenität an SRE 

geführt werden konnte (vgl. Abb. 4.3-13).  

Damit ist die Bindung von Serumfaktor bzw. eines Proteins mit den gleichen 

antigenen Strukturen wie Serumfaktor an die serumresponsiven Elemente (SRE) des 

Egr-1-Promotors eine Voraussetzung für die östrogenvermittelte Geninduktion. 

 

SRF ist ein ca. 67 kDa schweres Protein mit hoher genetischer Konservierung, das in 

seiner DNA-Bindungsdomäne (MADS-Box) hohe Homologien zu Proteinen aus 

einzelligen Lebewesen (Sommer et al. 1990) wie auch eukaryotischen Organismen 
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aufweist (Shore, Sharrocks 1995). Die MADS-Box kodiert die Bindungsfähigkeit an 

die serumresponsiven DNA-Elemente (SRE), die aus der die CArG-Box 

beinhaltenden typischen Nukleotidsequenz CC(A/T)6GG besteht. Daneben stellt sie 

die Kontaktfläche zu Partnerproteinen wie TCF zur Verfügung. Die durch die MADS-

Box verursachte Konformationsänderung ist Voraussetzung für die DNA-Bindung der 

serumresponsiven Elemente (Sharrocks, Shore 1995). 

 

Die Bindungssequenz für Serumfaktor beinhaltet die CArG-Box und findet sich in 

regulatorischen Promotorregionen einer Reihe früher Wachstumgene (Treisman 

1985, Treisman 1986). 

 

Klassischerweise bindet Serumfaktor über die DNA-Bindungsdomäne (Hill et al. 

1994) als Proteindimer an das serumresponsive Element (SRE) zusammen mit 

einem weiteren Protein aus der Familie der ets-Proteine (Price et al. 1995; 

Whitmarsh et al. 1995), die funktionell als ternary complex factors (TCF) 

transkriptionelle Aktivität aufzeigen.  

Zu dieser Gruppe gehören die Proteine elk-1 (Hipskind et al. 1991), SAP-1 (Dalton, 

Treisman 1994) und Net/SAP-2 (Lopez et al. 1994; Price et al. 1995), die für die 

Signalaufnahme des MAPK-Signalweges verantwortlich zeichnen. Daneben kann 

SRF durch die Interaktion mit herzmuskelspezifischen Multiproteinkomplexen (z.B. 

GATA-4, TEF-1, Nkx-2.5, Myokardin etc.) eine transkriptionelle Steuerung bewirken 

(Chen, Schwartz 1996; Gupta et al. 2001; Wang et al. 2001). 

Der genaue Mechanismus der SRF-Aktivierung ist noch nicht bis ins letzte Detail 

geklärt: die Phosphorylierung von SRF moduliert die Bindungsfähigkeit an SRE 

(Marais et al. 1992; Rivera et al. 1993). Hierzu wird eine G-Protein-vermittelte 

Signalkaskade (GTPase aus der Rho-Proteinfamilie) postuliert (Hill et al. 1995; 

Treisman et al. 1998). Daneben wird auch eine direkte Aktivierung durch 

Steroidhormonen über SRC-Proteine (steroid receptor coactivator-1) beschrieben 

(Kim et al. 1998). 

In der weiteren Signalkaskade erfolgt über aktivierte MAP-Kinasen ERK1/2 eine 

Aktivierung der Serin-Threonin-Kinasen 1-3 (MAPKAP-Kinasen: MAPK activated 

protein) Rsk1-3, die wiederum eine Phosphorylierung von Serumfaktor bewirken 

(Chen et al. 1993; Ginty et al. 1994; Xing et al. 1996). Ebenso ist eine 
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Phosphorylierung von Serumfaktor durch die Kinase p90SRK (p90 ribosomal S6 

kinase) im Rahmen der MAPK-Signalkaskade (nach Aktivierung durch 

Wachstumsfaktoren) bekannt (Rivera et al. 1993). 

Neben der Interaktion mit TCF (Treisman 1994) erfolgt die Steuerung der SRF-

Aktivität auch durch die Mengenregulierung der im Zellkern befindlichen SRF-

Proteine (Camoretti-Mercado et al. 2000) sowie durch das Vorhandensein von 

Splicing-Varianten (Kemp, Metcalfe 2000). Zur Ausbildung eines funktionellen 

Transaktivationskomplexes scheint aber die Anwesenheit von TCF erforderlich zu 

sein. 

Der Aktivierungsweg von TCF wird durch eine Phosphorylierung über die Kinasen 

ERK1/2 beschrieben (Yang et al. 1997; Price et al. 1996). TCF alleine ist nicht in der 

Lage, an serumresponsive DNA-Elemente eine stabile Bindung einzugehen, sondern 

ist auf die gleichzeitige DNA-Bindung von Serumfaktor angewiesen (Schröter et al. 

1990; Shaw 1992).  

Die von TCF erkennbare DNA-Sequenz besteht aus der Basenfolge CAGGA(T) und 

ermöglicht eine spezifische Bindungsfähigkeit (Shore et al. 1995). Die Interaktion von 

TCF mit Serumfaktor erfolgt über definierte Domänen, die als SRF-bindende 

Domänen bezeichnet werden (Shore, Sharrocks 1994). 

Aktuelle Forschungsergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Aktivierung von 

TCF wie Elk-1 eine Bindungsfähigkeit von ERK1/2 an Elk-1 über definierte 

Bindungssequenzen (KIM: kinase interacting motif im Bereich der D-Domäne von 

TCF) voraussetzt. Gleichzeitig ist das Vorhandensein von SRF erforderlich, wodurch 

ein Proteinkomplex aus SRF / Elk-1 / ERK am serumresponsiven Element entsteht 

(Alexandropoulos et al. 1992). 

Die Aktivierung von ERK1/2 durch Östrogen kann sowohl durch den 

Östrogenrezeptor ERα als auch durch ERβ vermittelt werden.  

Eine östrogeninduzierte ERK1/2-Aktivierung wurde bereits von Nuedling et al. 1999 

in Kardiomyozyten nachgewiesen (Nuedling et al. 1999).  

 

Dies steht in Übereinstimmung mit den Ergebnissen unserer Forschungsgruppe mit 

Nachweis einer eindeutigen ERK1/2-Aktivierung in neonatalen Kardiomyozyten unter 

kurzzeitiger Östrogenapplikation. Durch eine Hemmung der MEK (mitogen activated 

ERK-Kinase) mittels PD 983580 konnte eine Aufhebung des Protein-DNA-
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Komplexes an den SRE-Bindungsstellen erreicht werden (vgl. Abb. 4.3-14). In 

gleicher Weise wurde die SRE-vermittelte Aktivität des Egr-1-Promotors durch PD 

984580 aufgehoben. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass eine 

Induktion von Egr-1 in unterschiedlichsten Zellsystemen durch ERK1/2 vermittelt wird 

(Chiu et al. 1999; Hodge et al. 1998; Zhang et al. 2001).  

Unter Hemmung der p38-Signalkaskade durch SB 203580 zeigte sich keine 

Veränderung der östrogeninduzierten Egr-1-Aktivität. In gleicher Weise wurde eine 

Besetzung der SRE-Oligonukleotide mit Serumfaktor oder einem antigengleichen 

Protein durch den MEK-Inhibitor PD 984580 blockiert, während die Inhibition der p38-

Kinase mit SB 203580 keinen Effekt auf die Protein-DNA-Komplexbildung am SRE 

zeigte (vgl. Abb. 4.3-14). Damit konnte die spezifische Beteiligung der ERK-

Signalkaskade unter Ausschluss des p38-Signalweges bei der östrogengetriggerten 

und rezeptorgekoppelten Egr-1-Induktion über serumresponsive Elemente (SRE) 

nachgewiesen werden.  

Möglicherweise ist die in der Signaltransduktion übergeordnete MEK-Kinase 3 

(MEKK3) in die östrogenvermittelte Aktivierung von ERK1/2 unter Ausschluss von 

p38 involviert, da sie typischerweise nur ERK1/2 und JNK aktiviert.  

Der genaue Mechanismus der MAPK-Aktivierung durch Östrogen ist bislang nur zum 

Teil aufgeklärt, mehrere Arbeitsgruppen konnten in Prostatazellen wie auch in MCF-

7-Zellen eine Ternary-complex-Formation aus Östrogenrezeptor, Androgenrezeptor 

und Src-Protein als aktivierenden Proteinkomplex nachweisen (Migliaccio et al. 2002; 

Chieffi et al. 2003).  

 

Eine Interaktion ligandengebundener Östrogenrezeptoren mit Wachstumsfaktoren 

unter Aktivierung von MAPKinasen konnte für Herzmuskelzellen von Karas et al. 

nachgewiesen werden (Karas et al. 1998). Alternativ ist auch eine direkte Interaktion 

membrangebundener Östrogenrezeptoren mit übergeordneten regulatorischen 

Kinasen (MEKK – MEK-Kinase) möglich.  

 

Die genregulatorische Wirkung des Steroidhormons Östrogen erfolgt neben dem 

klassischen Induktionsweg über direkte Bindung an östrogenresponsive Elemente 

(ERE) auch über die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, indem komplexe 

zelluläre Signalkaskaden (ERK/MAPK, p38/MAPK, PI3K/AKT, PLC/PKC) moduliert 
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werden (Marino et al. 2006). Damit stellt sich ein weitaus komplizierteres Profil dieses 

Steroidhormons dar (Pedram et al. 2002) und beweist das Potential einer vielfältigen 

und fein differenzierten Genregulation. 

 

5.5 Ausblick 

 

Zum aktuellen Zeitpunkt sind Transfektionssysteme zur breiten Anwendung in der 

klinischen Medizin noch nicht etabliert. Da durch eine Veränderung der 

Genexpression oder der Proteinbiosynthese eine Beeinflussung von Proteinaktivität 

bei transfizierten Zellen möglich ist, stellt die Technik der Transfektion aber einen 

wichtigen therapeutischen Ansatz in der Behandlung von Erkrankungen dar, die 

entweder zellulären Ursprungs sind oder zelluläre Veränderungen im Sinne einer 

fehlenden oder überschießenden Proteinexpression aufweisen.  

 

Während in vitro und in vivo bereits verschiedene Transfektionsmodelle mit hoher 

Effizienz Zellproteine überexprimieren oder unterdrücken können, besteht bei der 

klinischen Anwendung am Menschen noch deutliche Zurückhaltung, da verschiedene 

Probleme der in vivo-Transfektion bislang nicht gelöst sind.  

Zum einen stellt die Spezifität des Transfektionssystems eine große Schwierigkeit 

dar, da ausschließlich die erkrankte Zellspezies transfiziert werden soll, während 

gesunde und benachbarte Zellen eines Organs nicht beeinflusst werden dürfen 

(Huard et al. 1995).  

Zum anderen ist eine Heilung eines Defektes jeweils nur für die Generation der 

transfizierten Zellen möglich, die nächste Zellgeneration weist dagegen erneut die 

krankhafte Zellveränderung auf. Des Weiteren liegen bislang keine ausreichenden 

Langzeituntersuchungen zu möglichen Risiken wie teratogene Effekte oder 

Infektionsgefahr bei viralen Transfektionssystemen vor. Ein bislang noch nicht 

gelöstes Problem stellt die hohe Undurchlässigkeit der Gefäßmembranen - bedingt 

durch die dichte Basalmembran der Endothelien - für Adenoviren dar (Huard et al. 

1996), was bei der primär favorisierten Applikationsform (intravenöse Applikation von 

CAR-abhängigen Vektoren) zu einer schlechteren Effizienz führt (Huard et al. 1995; 

Fechner et al. 1999). 
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Für die Zukunft ist bei Verbesserung der Spezifität und der Effizienz durchaus eine 

therapeutische Option zur zielgerichteten Therapie von Zelldefekten bzw. zellulären 

Veränderungen bei Krankheitsprozessen zu erwarten (Koh et al. 1995; Li et al. 1998; 

Melo et al. 2004; Laflamme et al. 2007). Insbesondere der Ersatz bzw. eine 

Unterstützung von erkranktem Herzmuskelgewebe (Schwartz, Kornowski 2003) 

durch molekularbiologisch optimiertes Ersatzgewebe (sog. „tissue engineering“, z.B. 

zur Ausreifung angeregte Stammzellen mit verbesserter Angiogenese) stellt einen 

vielversprechenden Ansatz zur Therapie kardialer Erkrankungen dar (Caplice 2006; 

Sharma, Raghubir 2007; Yuan et al. 2007; Jawad et al. 2008; Yang et al. 2008). 

Eine erhöhte Gewebsspezifität wurde durch die Entwicklung von adenoviralen 

Vektoren mit modifizierten Fiberproteinen ermöglicht, die eine zellspezifische 

zelluläre Bindung der Viren an CAR oder alpha(v)beta(3)- und alpha(v)beta(5)-

Integrine bewirken (Kibbe et al. 2000; Cirielli et al. 2004). So lassen sich mit 

modifizierten Adenoviren durch eine zusätzliche virale Expression eines speziellen 

Oberflächenmoleküls die ansonsten transfektionsresistenten glatten Muskelzellen 

erfolgreich (> 75%) mit adenoviralen Vektoren transfizieren (Krom et al. 2005). 

Ein vielversprechender Ansatz bei ischämischen Herzerkrankungen besteht in der 

Kombination von adenoviraler Transfektion zur Verbesserung der Angiogenese 

(Emanueli, Madeddu 2001) mit der Zelltransplantation von gesunden Stammzellen, 

was in vitro eine deutliche Verbesserung der Angio- und Myogenese bewirkt (Gao et 

al. 2007). Des Weiteren ist eine Unterdrückung von pathologischen 

Zellveränderungen nach Ischämie durch Transfektion von kurzen RNA-Sequenzen 

(short RNA) zur gezielten Proteininhibition möglich (Hurtado et al. 2005). Ebenso 

lässt sich durch adenoviral kodierte Proteinantagonisten (TGF-β: transforming growth 

factor β) im Mausmodell eine postischämische Myokardfibrose verhindern und eine 

verbesserte zelluläre Antwort auf einen stattgehabten Myokardinfarkt bewirken 

(Okada et al. 2005).  

Umgekehrt kann durch eine adenovirale Transfektion ein nach Myokardinfarkt 

auftretender Proteinmangel eines Calcium-bindenden Proteins (S100A1) aufgehoben 

und dadurch eine Normalisierung der intrazellulären Elektrolyte und Kontraktilität 

wiederhergestellt werden (Most et al. 2004). Mit zunehmender Kenntnis über die für 

die Zellreifung verantwortlichen genetischen Konstellationen wird sich auch eine 

Kontrolle der Zellentwicklung durch Wachstums- und Differenzierungsgene etablieren 
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lassen, so dass eine gezielte Umwandlung von Stammzellen in differenzierte 

Kardiomyozyten möglich sein wird (Gallo et al. 2008). 

Mittlerweile lässt sich auch die Transfektion mehrerer Gene gleichzeitig (multigene 

transfection) erfolgreich durchführen (Abunasra et al. 2003; Lee et al. 2005) und 

weckt damit ein besonderes klinisches Interesse, da eine pathologische 

Zellentwicklung selten nur ein einziges Genprodukt betrifft. Damit ist nun auch im 

experimentellen Bereich eine Korrelation von Zellveränderungen in Abhängigkeit der 

Transfektion in vivo möglich, da bei gleichzeitigem Einbringen eines spezifischen 

Reportergens und des eigentlichen Zielgens eine nichtinvasive Bildgebung der 

transfizierten Zellen möglich wird (Bengel et al. 2003). 

Verschiedene, zumeist adenoviral gestützte Techniken zur in vivo-Transfektion am 

Herzen sind bereits entwickelt (Gojo et al. 1998; Davidson et al. 2001; Logeart et al. 

2001; Ding et al. 2004).  

Bei zunehmender technischer Verbesserung im Bereich der Nanotechnologie 

konnten schon einzelne Peptide rekombinant aus Influenzaviren konstruiert werden 

(Couvreur et al. 2002), die zu einer Membranlyse ohne das Kapsid führten, was der 

erste Schritt zu einem hocheffizienten nichtviralen und damit nichtimmunogenen 

Transfektionssystem ist (Plank et al. 1998; Fattal, Barratt 2009).  

 

Langfristiges Ziel der Transfektionstechnik wird eine nanotechnologische Verbindung 

von DNA-Plasmiden mit ungefährlichen Virusbestandteilen, aber gleichzeitig 

virusartigen Eigenschaften (hohe Infektionspotenzial im Sinne einer hohen 

Transfektionsleistung) ohne die Gefahr einer Virusschädigung sein (van Gaal et al. 

2006; Mastrobattista et al. 2006). 

Die Steuerung der Genexpression einzelner pathologischer oder protektiver Gene 

stellt einen interessanten therapeutischen Ansatz dar (Maru et al. 2009).  

In der Kombination einer gezielten Gentherapie (virale Transfektion) auf Basis der 

zugrunde liegenden Pathologie mit einer Substitution erkrankten Gewebes durch 

gesunde Zellen (molekularbiologisch optimierte Stammzellen) liegt ein hohes 

Potenzial für die klinische Anwendung (Roncalli et al. 2008; Ruvinov et al. 2008).  

Eine unverändert hohe Bedeutung wird der Transfektion zur Studie von Gen- und 

Proteinwirkung auf zellulärer Ebene bei der Erforschung von Krankheiten und der 

Zellphysiologie (Lee et al. 1999) auch in Zukunft zukommen.  



Diskussion 

   
95 

 

Die Erforschung zellulärer Signalmechanismen spielt eine entscheidende Rolle zum 

Verständnis der intrazellulären Abläufe und Steuerungsmechanismen und trägt damit 

zu einem besseren Wissen bei und stellt die Grundlage für mögliche Therapien von 

krankhaften Zellveränderungen dar. In der aktuellen Arbeit konnte ein neuartiger 

Weg der östrogenvermittelten Genaktivierung gezeigt werden, der die Bedeutung der 

komplexen zellulären Regulationsmechanismen dieses Steroidhormons unterstreicht. 

Der protektive Effekt von 17β-Östradiol auf das kardiovaskuläre System ist in 

verschiedenen Studien und an Tiermodellen nachgewiesen worden, aufgrund der 

Nebenwirkungen einer Östrogensubstitution gibt es bislang allerdings keine 

Indikation für eine therapeutische Östrogenanwendung bei Herzerkrankungen 

(Waters 2002).  

Durch die zunehmenden Forschungsergebnisse der unterschiedlichen Wirkungen 

der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ wie auch durch die genauere Kenntnis der 

östrogenvermittelten Geninduktion ergeben sich mögliche neue therapeutische Ziele 

im Sinne einer gezielten Gen- oder Proteinregulation.  

Interessanterweise scheinen verschiedene genetische Varianten des 

Östrogenrezeptors ERα unterschiedliche protektive Wirkungen zu entfalten: so lässt 

sich bei Patienten mit  Niereninsuffizienz im Endstadium bei Vorhandensein des CC-

Genotyps des Östrogenrezeptors ERα eine im Vergleich zu anderen Genotypen 

signifikante Mortalitätsreduktion bei ebenfalls verbesserten Lipidkonzentrationen und 

verminderten Entzündungsmarkern nachweisen (Kato et al. 2007).  

Erste Entwicklungen von genetisch veränderten Östrogenrezeptoren lassen eine 

mögliche Beeinflussung der Genexpression durch synthetische Liganden ohne eine 

generalisierte Östrogenwirkung erwarten (Islam et al. 2009). 

 

Mit der Entwicklung von selektiven Östrogenrezeptormodulatoren (SERM: selective 

estrogen receptor modulators), die eine gezielte Aktivierung oder Inhibition eines der 

beiden Östrogenrezeptoren ermöglichen (Osborne, Fuqua 2000), stellen sich neue 

Substanzen zur selektiven Beeinflussung der östrogenvermittelten Genregulation 

dar, die damit das Spektrum der Östrogensubstitution insbesondere im Hinblick auf 

kardiovaskuläre Risikoreduktion deutlich erweitern und als mögliches Ziel zur 

spezifischen Therapie kardialer Erkrankungen in Betracht kommen (Gustafsson 
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1998; Bolego et al. 2006; Harris 2006). So konnte beispielsweise für den selektiven 

Östrogenrezeptormodulator Raloxifen  eine Inhibition kardialer Hypertrophie und 

Dysfunktion von Kardiomyozyten an Mäusen nachgewiesen werden (Ogita et al. 

2004). Wie erste Untersuchungen der RUTH-Studie (Raloxifene Use for The Heart) 

zeigen, scheint Raloxifen zwar einen schwächeren Atheroskleroseschutz als 

Östrogen aufzuweisen, dafür aber ein deutlich niedrigeres Risiko für 

thrombembolische Ereignisse verglichen mit Östrogen (Cano et al. 2007).  

Idealerweise sollte ein selektiver Östrogenrezeptormodulator (SERM: selective 

estrogen receptor modulator) die kardioprotektive Östrogenwirkung besitzen, also 

eine Unterstützung der koronaren Vasodilatation, antihypertrophe Wirkung in 

Herzmuskelzellen sowie Verbesserung der zellulären Antwort auf ischämische 

Ereignisse und Optimierung des Lipid- und Cholesterinspiegels zeigen (Bian et al. 

2001). Gleichzeitig sollten SERM eine antiöstrogene Wirkung an den weiblichen 

Reproduktionsorganen entfalten und vor Osteoporose schützen, dabei aber kein 

erhöhtes Thromboserisiko aufweisen und weiterhin den positiven Östrogeneffekt auf 

das Gehirn ermöglichen (Anthony et al. 2001; Arun et al. 2002; Regitz-Zagrosek et al. 

2007).  

In Analogie zu den bereits in Entwicklung befindlichen gehirnspezifischen SERM – 

sog. Neuro-SERM (Zhao et al. 2005) – eröffnen sich mit selektiven 

Östrogenmodulatoren für die Zukunft für das kardiovaskuläre System wie auch für 

andere Organsysteme neue medikamentöse Therapiestrategien mit protektiver und 

präventiver Intention.  

 

Möglicherweise wird sich mit der Weiterentwicklung von SERM wie auch durch 

weitere Untersuchungen von Phytoöstrogenen, die ein zu 17β-Östradiol 

unterschiedliches Nebenwirkungsprofil aufweisen - Änderung der tertiären 

Konformation des Östrogenrezeptors nach Bindung von Phytoöstrogen (Routledge et 

al. 2000) - und östrogenrezeptorvermittelte Genregulation bewirken (Rickard et al. 

2003; Naragoni et al. 2009), eine neuartige und nebenwirkungsarme 

östrogenbasierte Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen etablieren lassen (Cruz et 

al. 2008). 
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6 Zusammenfassung 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zunächst ein geeignetes System zur 

Transfektion von neonatalen Kardiomyozyten zu etablieren, um anschließend die 

direkte Wirkung von Östrogen auf die Herzmuskelzelle zu untersuchen. Als Zielgen 

von Östrogen wurde das frühe Wachstumsgen Egr-1 (early growth response gene-1) 

ausgesucht, ein Transkriptionsfaktor aus der Zinkfingergruppe, da hierbei eine 

östrogenabhängige Geninduktion bereits nachgewiesen war. 

Bei der Etablierung der Transfektion stellte sich lediglich im Gegensatz zu 

nichtviralen Transfektionsmethoden die viral unterstützte Transfektion von 

neonatalen Kardiomyozyten mithilfe von Adenoviren im Rahmen des Poly-L-Lysin-

Komponentensystems als effizient und zuverlässig heraus. Nach Systemoptimierung 

konnte mittels dieses Verfahrens die Östrogenwirkung am Egr-1-Promotor durch 

Transfektion des Luciferase-kodierenden Egr-1-Gens (Egr-1-luc) untersucht werden.  

Zunächst bestätigte sich die Induktion von Egr-1-luc durch Östrogen bereits unter 

minimalen Östrogenkonzentrationen auf Proteinebene wie auch in den folgenden 

Promotorstudien. Unter der in der weiteren Arbeit verwendeten Dosis von 100 nM 

Östrogen konnte eine sechsfache Induktion von Egr-1 durch Östrogen gezeigt 

werden, die durch Zugabe des Östrogenrezeptorantagonisten ICI reversibel war und 

damit die östrogenspezifische Induktion von Egr-1 belegte. 

Durch die gleichzeitige Transfektion der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ wurde die 

Östrogenwirkung auf Egr-1 jeweils zusätzlich verstärkt. Die Östrogenwirkung auf Egr-

1 ist also rezeptorabhängig und wird in gleicher Weise durch die Östrogenrezeptoren 

ERα und ERβ vermittelt.  

Durch Vergleich der Egr-1-Induktion mit Hilfe von Deletionsmutanten (Konstrukt B bis 

D) ließ sich der Nachweis führen, dass die Induktion des Egr-1-Promotors nicht über 

östrogenresponsive Elemente (ERE), sondern über serumresponsive Elemente 

(SRE) erfolgt. Dieser Effekt war bei Vermehrung der Östrogenrezeptormenge durch 

Kotransfektion von ERα und  ERβ jeweils signifikant erhöht.  

Interessanterweise fand sich bei der Untersuchung einer nachweisbaren schwachen 

Östrogenwirkung über östrogenresponsiven Elemente (ERE), dass durch den 

Östrogenrezeptor ERα eine deutlich stärkere Induktion einer Deletionsmutante des 

Egr-1-Promotors mit lediglich ERE in Herzmuskelzellen zu verzeichnen ist als durch 
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den Östrogenrezeptor ERβ. Dies bestätigten auch Versuche mit einem künstlichen 

Promotor, der ausschließlich östrogenresponsive Elemente (ERE) enthielt (ERE-luc). 

Da eine östrogenabhängige Geninduktion über serumresponsive Elemente einen bis 

dato nicht nachgewiesener Induktionsweg darstellte, wurden weitergehende 

Untersuchungen der SRE-Bindungsstellen des Egr-1-Promotors mittels Gelshift-

Assays durchgeführt. Hier konnte gezeigt werden, dass unter Östrogenwirkung 

analog zur Wirkung von fötalem Kälberserum die SRE-Bindungsstelle durch 

Serumfaktor bzw. ein Protein besetzt wird, das vom Antikörper gegen Serumfaktor 

(SRF) erfasst wird. Damit ließ sich die Hypothese einer nichtgenomischen schnellen 

Östrogenwirkung (innerhalb von 15 min), die Serumfaktor-vermittelt abläuft, belegen. 

Die Untersuchung mit Östrogenrezeptorantikörpern ergab keinen Nachweis einer 

Mitbeteiligung eines Östrogenrezeptors im DNA-/Proteinkomplex der SRE-

Bindungsstelle. Die östrogeninduzierte Bindung von Serumfaktor an die SRE-

Bindungsstellen ließen sich sowohl durch den Östrogenrezeptorantagonisten ICI 

182780 wie auch durch PD 98059 (MEK-Inhibition der ERK1/2) vollständig aufheben, 

eine Blockade der p38 MAP-Kinase durch SB 202190 zeigte keinen Effekt.  

 

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass 

Östrogen in physiologischer Konzentration in Kardiomyozyten eine schnelle Induktion 

des Egr-1-Promotors bewirkt, die östrogenrezeptorvermittelt abläuft. 

Überraschenderweise erfolgt die östrogenabhängige Genregulation von Egr-1 aber 

nicht über den klassischen Signalweg mittels Bindung des Östrogenrezeptors an 

östrogenresponsive Elemente (ERE), sondern findet unter Bindung von Serumfaktor 

an serumresponsive Elemente (SRE) des Egr-1-Promotors unter Mitbeteiligung des 

ERK1/2-Signalweges statt.  

Am Beispiel der Egr-1-Induktion durch Östrogen ließ sich die Bedeutung 

serumresponsiver Elemente (SRE) für die Genregulation durch Östrogen aufzeigen.  

In der vorliegenden Arbeit konnte damit ein neuartiger Signalweg bei der 

östrogenabhängigen schnellen Genaktivierung in Kardiomyozyten gezeigt werden.    
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8 Appendix 

 

8.1 Medien und Lösungen 

 

PBS-Puffer, wie benutzt in allen folgenden Lösungen  

NaCl 137 mM 

KCl 2.7 mM 

Na2HPO4 4.3 mM 

KH2PO4 1.4 mM 

 

Lösungen für Zellkulturen  

BrdU (BromodeoxyUridine) 3,074 mg/ml H2O 

Penicillin G (PCN) 1600 u/mg 

Streptomycin (SM) 50 mg/ml 

Vitamin B12 (B12) 2 mg/ml 

Insulin „I“ 1 mg/ml in 10-3M HCl 

Transferrin „T“ 1 mg/ml in H2O 

BSA (bovine serum albumine) 10 g/100 ml (10%) 

DNase 2 ng/ml 0,15 M NaCl 

Trypsin 1,5 mg/ml 

T&D (Trypsin & Dnase) 1 ml Dnase + 150 mg Trypsin / 

100 ml CBFHH 

 

CBFHH (calcium and bicarbonate-free Hanks with Hepes)  

Komponente (MW) g/l in stock-solution ml stock/l CBFHH final mM  

NaCl (58,44) 200 40 137  

KCl (74,55) 40 10 5,36  

MgSO4 7H2O 20 10 0,81  

Dextrose 100 10 5,55  

KH2PO4 (136,09) 6 10 0,44  

Na2HPO4 (268,07) 9 10 0,34  

Hepes, pH 7,4 47,66 100 20,06 

 

 

Trypan-blue 400 mg Trypanblue +100 ml 0,15 M NaCl 

Serum  Calf serum 

 

 

Kultur-Medien für Kardiomyozyten  

MEM MEM mit PCN und B12 

MEM/5 MEM mit PCN, B12, 5% calf serum 

MEM/5/B MEM mit PCN, B12, 5% calf serum, BrdU 

(Aussaatmedium) 

MEM/TI MEM mit PCN, B12, Transferrin, Insulin 
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MEM/TI/B MEM mit PCN, B12, Transferrin, Insulin, BrdU 

MEM/TI/B MEM mit PCN, B12, Transferrin, Insulin, BSA 

für  Transfektionen OptiMEM (Gibco) zu MEM im Verhältnis 1:4 

FKS BIOCHROM s-0115 

  

Luciferase Assay 

Luciferase Assay System Promega 

 

Luciferase-Substratlösung 

 

Tricine 20 mM 

(MgCO3)4Mg(OH)2 x5H2O 1.07 mM 

MgSO4 2.67 mM 

EDTA 0.1 mM 

DTT 33.3 mM 

pH 7.8 

Coenzyme A (lithium salt) 270 µM 

Luciferin 470 µM 

ATP 530 µM 

  

Lysereagenz 5x   

Tris, pH7.8 mit H3PO4 eingestellt 125 mM 

CDTA 10 mM 

DTT 10 mM 

Glycerol 50% 

Triton X-100 10% 

  

β-Galaktosidase Färbung  

Fixativ   

Glutaraldehyd 25%ig gelöst in PBS 0,05%ig 

  

X-Gal-Lösung   

K3Fe(CN)6 5 mM 

K4Fe(CN)6 x 3 H2O 5 mM 

MgCl2 x 6 H2O,  5 mM 

gelöst in PBS   

BCIG  

(5-Bromo-4-Chloro-3Indoyl-β-D-

Galactopyranosid) 

 BCIG, gelöst in (N,N)-Dimethylformamide   

10 mg/ml 

   

Verhältnis BCIG : X-Gal  1 : 9  

   

BioRad-Protein Assay 

Biorad Standard Assay  BioRad 500-0006 

Färbelösung 30% Acrylamid : n,n-Methylen-bis-acrylamid 

(29 : 1) 
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Kuvetten Sarstedt No. 67.742 (10 x 4 x 45 mm) 

  

Immunfluoreszenz 

Fixativ   

Paraformaldehyd 2% 

Blockierungslösung   

Triton X-100 0,5% 

BSA (Bovines Serum-Albumin) 1% 

zusammen gelöst in PBS  

Mowiol 40-88 SIGMA 32459-0 

 

Antikörperlösungsmittel   

Tween-20 in PBS 0,15% 

Anti-Troponin-Antikörper SIGMA T 6277 

DAPI SIGMA D 9542 

Phalloidin TRITC SIGMA P1951 

Ziege Anti-Maus-Antikörper FITC markiert DIANOVA 115-095-003 

  

Quiagen-Kit zur DNA-Präparation 

Puffer P1 (Resuspensionspuffer) 50 mM Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 

µg/ml Rnase A 

Puffer P2 (Lysis Puffer) 200 mM NaOH,  1% SDS 

Puffer P3 (Neutralisationspuffer) 3.0 M Kalium Azetat, pH 5.5 

Puffer QBT (Äquilibrationspuffer) 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% 

Ethanol; 0,15% Triton X-100 

Puffer QC (Waschpuffer) 1,0 M NaCl; 50mM MOPS, pH 7.0; 15% 

Ethanol 

Puffer QF (Elutionspuffer) 1.25 M NaCl; 50 mM Tris-HCl, pH 8,5; 

TE 10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1mM EDTA 

STE 100 mM NaCl; 10mM Tris-HCl, pH 8.0;  

1 mM EDTA 

 

DNA-Präparation - CsCl-Methode 

LB medium 10 g Bactrypton, 5 g Bactoyeast,  

10 g NaCl, aqua bidest., pH 7,0 

GTE- Puffer 50 mM Glucose, 25mM TrsCl ph 8, 10 

mM EDTA 

Lysozym 25 mg/ml in GTE 

NaOH/1% SDS 0,2 M 

Kalium Acetat 3 M, pH 5,5 

Isopropanol  

Ethanol 100% und 70% 

EthidiumBromid 10 mg/ml 

TE 25 mM TrisCl ph 8, 10 mM EDTA, pH 

7,5 / 0,2M NaCl 
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n-Butanol oder Isoamylalkohol TE gesättigt 

RNase  

CsCl  in TE (1,1g/ml) 

 

Transfektionen 

DMRIE C-Reagenz Gibco 10459-014 

PMA (Phorbol-12 Myristat-13 Acetat) Calbiochem 52440 

Forskolin Calbiochem B 344270 

Poly-L-Lysin SIGMA P-9155 

LipofectAMINE PLUS  GibcoBRL 10964-013 

SuperFect Reagent  Quiagen 

Calcium Phosphat Transfektion Gibco 

 

8.2 Abkürzungen 

 

AMP Adenosinmonophosphat 

ATP Adenosintriphosphat 

Bp Basenpaare 

BrdU Bromodesoxyuridine 

BSA Bovines Serum Albumin 

CBFHH (calcium and bicarbonate-free Hanks with Hepes)  

CHO chinese hamster ovary cells 

CMV Cytomegalovirus 

CPSR-1 controlled process serum replacement 1 

DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonucleic acid 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

E2 17β-Östradiol 

Egr-1 early growth response gene-1 

EMSA electrophoretic mobility shift assay 

ER estrogen receptor  

ERE estrogen response element  

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase 1/2  

FCS fetal calf serum  

FITC Fluoroisothiocyanat 

h Stunde 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperayin-N-2-ethansulfonat 

HRT Hormone replacement therapy 

ICI ICI 182780, Östrogenrezeptorantagonist 

kDa Kilodalton 

KHK koronare Herzerkrankung 

LBD ligand binding domain 

M Molar 
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MAPK mitogen activated protein kinase 

MEM minimal essential medium 

min Minute 

mM Millimolar 

MHC Myosin heavy chain 

Nt Nukleotide 

PBS phosphate buffered saline 

PMA Phorbol-Myristat-Acetat 

Ppi Pyrophosphat 

RLU relative light units 

RNA ribonucleic acid  

RSV Respiratory syncytial virus 

RT Raumtemperatur 

SEM standard error of the mean = Standardabweichung des 

Mittelwertes 

SDS Sodiumdodecylsulfate 

sec Sekunde 

SERM selective estrogen receptor modulator 

SRE serum responsive element 

SRF serum response factor 

TAF transactivation factors 

TBS Tris buffered saline 

TCF ternary complex factor 

TE Tris-EDTA-Puffer 

TI mit Zusatz Transferrin und Insulin 

TI/B mit Zusatz Transferrin, Insulin und BrdU 

U units 

Upm Umdrehungen pro Minute 

TRITC  Tetramethylrhodamin isothiocyanate 

V Volumen 

W Watt 

 

8.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

 

Agar LB Sigma  

Agarose Serva  

Ampicillin Serva  

Anti-Troponin-Antikörper Sigma   

Anti-Maus-Antikörper FITC (aus Ziege) Dianova  

BCIG Sigma  

Bromphenolblau Sigma  

BSA Sigma  

BrdU Sigma  

DAPI Sigma  

DH5  kompetente Zellen  Gibco 

N-N-Dimethylformamid Sigma  
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DMEM Gibco-BRL 

DMRIE C-Reagenz Gibco 

DMSO Sigma  

DNase DN  

Ethidiumbromid Serva  

FKS Biochrom  

Forskolin Calbiochem  

Gelloading buffer Sigma  

Gentamicin Gibco 

Glycerin Serva  

Hams F12 Medium Gibco  

Hae III digest  x-174-RF DANN New England Biolabs 

Heparin Liquemin Roche 

HEPES Serva  

Hind III digest lambda DANN New England Biolabs 

Horse Serum Biochrom 

Insulin Serva 

Küvetten (Bradford) 10x4x45mm Sarstedt 

Küvetten (DNA) Hellma 

Laminin Sigma 

Luminometerröhrchen Sarstedt 

Luciferase-Assay Promega 

MEM Sigma 

Mowiol 40-88 Sigma 

Nadel 25G Microlance 

Natrium-Dodecyl-Sulphat (SDS) Sigma 

NP-40 Sigma 

Objektträger Menzel Glaser  

Paraformaldehyd Serva  

Penicillin G Sigma 

Petrischalen Falcon 

Phalloidin TRITC Sigma 

Pipes Sigma 

Pipetten für Pipetus Sterilin, Bibby 

PMA Calbiochem  

Poly-L-Lysin Sigma 

Proteinbestimmungskit Bio-Rad 

Qiagen-Kit (Plasmid-Purifikation) Qiagen 

Reaktionsgefäße Eppendorf 

RNase Sigma 

Sephadex G-25 Sephadex 

Skalpell Cutfix, B.Braun 

Sterilfilter Schleicher und Schuell 

Streptomycin Sigma 

TE-Puffer Appli Chem A  

Transferrin Serva 

Triton X-100 Sigma 



Appendix 

   
126 

Trypanblau Gibco  

Trypsin Sigma 

Trypsin/EDTA Gibco 

Tween-20 Sigma 

Ultrazentrifugenröhrchen (a) Beckmann Ultraclear 

Ultrazentrifugenröhrchen (b) Beckmann Quick Seal  

Vitamin B12 Serva  

12er Wells Nunc  

 

8.4 Geräteverzeichnis 

 

CO2-Begasungsbrutschrank Formal Scientific Stericult 200 

incubator 

Elektrophoresenetzgerät Hoefer mighty slim, SX 250 power 

supply 

Gelelektrophoresekammer Hoefer scientific instruments, HE 99 

Kulturschalen Falcon 

Luminometer Berthold München, Lumat LB 9501 

Mikroskop (Licht- und Fluoreszenz) Zeiss Axiovert 135 mit Kamera Pentax 

MZ-M  

pH-Meter WTW pH 531 

Pipetten Eppendorf 

Pipetus-Akkugerät Hirschmann 

Polaroidkamera Polaroid DS 34 direct screen instant 

camera 

Schüttler B.Braun Biotech International Certomat 

H 

Sonikator Julabo USR 5 

Spektrophotometer Shimadzu, Tokio, Japan, UV 160 

Sterilbank Steril Antares 72 

Sterilisator Heraeus 

Ultrazentrifuge Beckmann Optima TL-100 

Ultrazentrifugenrotor Beckmann TLA-100.4 

UV-Lampe Biorad Transilluminator 

Waage (a) Kern 510-63 

Sartorius BP BP-61 

Wasserbad Julabo SW-20C 

Zählkammer Fa. Brand; Fuchs-Rosenthal-Kammer 

Zentrifuge (a) Beckmann centrifuge GPKR 

Zentrifuge (b) Eppendorf centrifuge 5415c 
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